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1. YBOJ
1.1. MuoxkapauTuc

Muokapautuc je uHpiaMaTopHO 000Jb€HE CpuaHOT MHINMha, KOje ce KapaKTepuIle
JIETEHEepaljoM W/WIM HEKPO30M KapAHMOMHOIMTAa M TPUCYCTBOM henujckor MHpHUATpaTa y
MHTEPCTULINjyMy MUOKap/a, [1, 2]. Muokapautuc je npBu nyT onucao 1749. rongune nekap Jean
Baptiste Senac u3 ®paniycke y cBom paay “Treatise on Disease of the Heart". Tepmun
MHOKapauTuC aebuHuTHBHO yBoau Jiekap Joseph Freidrich Sobernheim 1837. roxmuwe.
Mehyrum, nepurumja MUOKapIUTHCAa O0yXBaTaia je He caMo 3amajbeme cpyanor mummha seh
U HCXeMUYHY OOJecT cpla, XHIEpTEeH3Wjy, Ka0 M KapAHOMHONATHje PAa3IUYUTE ETHUOJIOTH]E.
Takohe, no ocamjeceTux roAMHA JBaJeceTOr Beka, Mo JAepuHULUjU CBETCKE 3/1paBCTBEHE
opranmzanuje u denepanuje Kapauosnoruje, Huje mocrojana pasivka usmel)y MuokapauTuca u
KapauoMuonaruje pasnuuute eruosioruje. Konauno, 1995. rogune Csercka 3apaBcTBEHA
Opranzanuja u denepanuja Kapauwonoruje, nepuHUIIe MHUOKApIUTUC Kao HH( IaMaTOpHO
oboJbewe cpuyaHor muuinha, yuja ce AMjarHo3a MOCTaB/ba IpeMa YTBPHEHUM XHCTOJOMIKHM,
MUMYHOJIOIIKUM U HMYHOXHUCTOXEMH]CKUM KpuTepujymuma [3].

HenaBHo je npeduHuMuMja MHOKapAuTHCAa JOMYHEHA U MOApa3yMeBa Ipelu3He
UMYHOXUCTOXeMHjcKke kpuTepujyme [4]. [Nanujertnma uuju je Muokapa uHpuiITpUcan ca >14
J'II/IM(bOI_II/ITa/mmZ, <4 MOHOLII/ITa/mmZ, >7 CD3+ T HHM(bOHHTa/mmZ, MOCTaBJba Ce JAMjarHos3a
Muokapautuca. IlocraBibame JUjarHO3€ HAa OCHOBY OBAaKBUX HMYHOXHCTOXEMU]CKUX
KpUTEpUjyMUMa j€ OrpaHMdeHo 300r maior Opoja malujeHara Kojuma je Moryhe ypaautu
eHJioMHoKapaujanny ouoricujy. [lltaBuie, nako cy OBH KPUTEPH]yMHU 32 TIOCTABJbAE JTUjarHO3e
IIMPOKO NpuxBaheHH, Ha OCHOBY HUX C€ HE MOry JOoOMTH HH(pOpMalHje O XETEepOreHOCTH
henujckor wHOWITpaTa, Kao IITO Cy TMOATUNOBH Makpodara (KJIaCHYHO/aITepaTUBHO
akTuBHcaHn), paziauuute knace T mumbonura (Thl, Th2, Th17, CD4+FoxP3+ Treg) 36or yera

ce He MOXKe MpeABUICTH NMPOGUOPOTHYKH OJIrOBOP Ha MPETXOJAHO NPUCYTHY HHbpIamanujy [4-6].



1.1.1. ETHoJIoOrHja MUOKaApPAUTHCA

MuokapauTuC ce MOKe MaHU(pECTOBaTH Kao aKyTHO, Cy0aKyTHO WJIM XPOHUYHO
3anajbelhe MUOKapAa, ca (okaHMM Wi AUdy3HUM helmujcKuM HHQWITPATOM KOjU MOXKE
nporpeaupatu a0 ¢Gubpo3e, pemojieroBamba TKHBa M TI'yOWTKa KOHTpPAaKTHJIHE (YHKIIH]E.
[Tocnenma, xpoHuyHa Qaza onaroBapa pas3Bojy mawiaranuone kapauomuonatuje (JALIM).
ETtnonoruja mumokapautuca u mocineaunane JIIM decto je memosnara. Y 30-50% ciryuajeBa
y3pok Hactanka JIIIM cy renercke mytaiuje Koje ce Haclelyjy ayTo30MHO JOMHHAHTHO U
ayTO30MHO peliecuBHO. Pe3ynraru uctpakuBama cy mokasanu jaa cy myranuje 20 reHa, Kao mTo
Cy I'eH 3a TUCTpOodHH, Ie3MHUH, B TeKaAK JIaHAIl CPYaHOT MUO3WHA, y3pok Hactanka JILIM [7, 8].
Taxohe, mMuoxkapauTUC MOXK€ OUTH Y3pPOKOBAH IIMPOKUM CHEKTPOM HH(PEKTUBHUX areHaca,
ykJpyuyjyhu Bupyce (kokcaku Bupyc B3 u anenoBupycu), Oakrepuje, pUKelHje, XJIaMHIU]Y,
TJBUBUIIE U MTPOTO30€ KA0 M HEMH(PEKTUBHUM areHCHMa Kao IITO Cy (PU3UYKHU areHcu (3padyemne),
TOKCHHHM, XWIIEPCEH3UTHUBHE peakiuje, Kao u ojapeheHrm MenuKkaMeHTH (TPUIUKINYHH
AHTHUJICNIPECBH, aHTpalMKINH) [9]. Pe3ynraTn enuaeMuoIOMIKUX UCTPAXKUBamka Cy TMOKA3aJu J1a
BUpYCHE MH(EKIUje UMajy HajBehy MHLMCHIlY U IPEBAICHIly y OJHOCY Ha OCTaje y3pO4HUKE
muokapautuca [9]. hemuje mMuokapaa ce Tokom BupycHe wuH(ekimje omrehyjy nenamem
[IUTOCKEJIETHOT TpOTeHHa IUCTpo(rHA, YMME Cc€ HapymaBa TUCTPO(UH-TIUKONPOTEHHCKH
KOMILJIEKC ITO OMOryhaBa M3iia3ak CEKBECTPHpPAHHUX aHTHIeHA Kao IITO CY MUO3UH U TPOTIOHUH
[10]. Ykonuko je ormreheme MHOKap/Ia BETUKO MOKE HACTATH aKyTHa cpuaHa HHCY(HUITUjeHITH]a.
Wnak, xon BehmHe mamujeHata KOju MMajy BHUPYCHY HHGuIaMalujy MHOKapjia CcpyaHa
nHCybUIIMjeHIIUja CTopo mporpenupa. bp3mHa pas3Boja cpuaHe WHCY(QHUIIMJCHIIM]E 3aBUCU O]
CEKPETOBAaHUX MPOUH(IAMATOPHUX IUTOKWHA, W THIIA CTEYCHOI WMYHCKOT OJroBopa Ha
nperxonHo omreheno cpue [11]. V¥V mpuimor TomMe roBopM M YHMIEHHMIA Ja KOJ MHOTHX
nanujeHaTa 1 HaKOH eJIMMMHAIMje BHpyca M Jajbe MOCTOju MHpIamanuja Muokapaa. Jlakie,
MOCTaBJba CE MHTAkE Yy KOjO] MEPH AayTOMMYHCKH OJATOBOP HAcTao TOKOM WHQIIaMalmje
JOTIPUHOCH Pa3BOjy MPOTpPEecHBHE Kapauomuomnarvje. bpojHa KIMHMYKA HCTpakMBamka, Kao U
pe3yaTaTu eKCIepUMEHTAIHUX CTY/AM]a, YKa3yjy Ha TO Jja ayTOMMYHCKH OJTOBOpP MMa 3Ha4ajHy
yJory y maTtoreHe3u BehmHe Muokapautuca ca wim 60e3 J[LIM [12]. AyroMyHCKH OATOBOp

HAaCTa0 TOKOM XPOHHUYHOI MHOKapAWTHCAa MOXKe OUTH henujcku M WM XyMOpajaHH IITO ce



notBphyje mpucyctBoM ayropeaktuBHux T numbonuta W ayroanturena y cepymy [10].
AyToaHTUTENa JIETEKTOBaHA Yy CEpyMy CTBOpPEHa Cy Yy OATOBOPY Ha JeKJIaHIIMpaHEe
UHTpaleNyJapHe aHTHITEHE Kao INTO Cy TEMIKM JIaHal] MHO3MHA, TPONOHUHY U
MHUTOXOHpHjanHuM aHTurenn [13]. Takole, moBuIlIEHE CEpyMCKE BPEIHOCTH AyTOAHTUTENA
3a0ene)keHe Cy U KOJ MallyjeHaTa ca akyTHUM UH(PApKTOM MHOKap/a, Kao U KOJ IPYTUX 00JInKa
omrehema cpuanor muinrha [14]. AyrouMyHCKM MHOKapIUTHC C€ MOKE JaBUTH Kao W30JIOBAHU
KIMHUYKA CEHTHTET, Kao IITO je MHOKApAWTUC UWHOBCKMX henwja W HEKH CIy4yajeBu
€03MHO(IITHOT MHOKapIuTHCca Koju Hucy npahenn nepudeprom xunepeosnnopmimjom. Taxole,
pe3yTaTH UCTPAKHMBama Cy MOKA3alH Jla c€ MHUOKApAUTHUC denrhe pa3BHja KOJ| NalHjeHaTa ca
CHCTEMCKUM ayTOMMYHCKHM OOJIECTUMA, Kao IITO Cy CHUCTEMCKH JIYIyC, BAacKyJHTHC U
CjorpeHoB cunapom [15-17]. IlpuMeHa HMMYHOCYNpECHBHE Tepamuje je uMmaja IMO3UTHUBHE
edekTe Ha cpuaHy (GYHKIIHjy KOJ IMaldjeHarta ca MHOKApJAUTHCOM HEBUpPYCHE eruojoruje [18,
19], uIto je pe3yATHpasIo MOCTaB/bakbe XUIIOTE3E a CY MH)EKTHBHU areHCH OJTOBOPHH 3a Pa3Boj
aKyTHOT MHOKApJHWTHCA, JOK je ayTOMMYHCKH OJIrOBOp KpYyIHjaJaH TOKOM XPOHHUYHE
uHbamaruje muokapaa [20].

OcuM reHeTckux MyTaluja U MH(EKTHBHMX areHaca 3a HacTaHak HH(IaMaTOpHHUX
obosbewa MHUoOkapaa u JIIIM HeomxonaHa je W reHeTcka mpeaucnosuinuja. bpojuu pesynrtatu
cTymdja ykasyjy Ha Be3y u3Mmel)y nH(IamMaTopHUX cpuaHux o0osbewa 1 HLA cuctema (human
leucocyte antigen complex-HLA). Tlokazano je na BehwHa marujeHata KOJ KOJUX C€ pa3BHIIa
JIM y cBom xamtoruny umajy HLA-DR4 [21]. Besa u3melly undiaamatopHe Oonectu
MHOKap/a W/WIn KapAnOMHUOINAaTHje ca opel)eHNM XarIoTUOBUMa CHa)KHO IOJIp)KaBa XUIIOTE3Y
Jla UMYHCKH CHCTEM UIpa 3Ha4yajHy yJoTy Yy pa3Boj 601ecTH. Y TOM KOHTEKCTY, HCIIUTHBaba Ha
pasHUM aHUMAHUM MOJIEIMMa Jajda Cy HOBE acCleKTe KOjU Cy YKJbBYUEHH Y TaToreHe3y
nHpamaropae Oonectu cpra. CrnpoBereHe Ccy OpojHE CTyaMje Koje yKa3zyjy Ha 3HadajHy
kopenaunjy umeh)y MHC II monekyna u pe3ucTeHLMje Ha MHIYKLHMjy MuoOKapautuca. Ha
npumep mumesn coja A/ (s, a, u f xammorun: A/J H-2°, A.CA H-2" 1 A.SW H-2°) pasBjajy
TeXaK OOJIMK MHOKapJWTHCa, JOK ¢y muireBn ca B10 mommorom (H-2 b, a, s, u xammorum:
C57BL/10J, B10.A, B10.S, u B10.PL coj) penaTuBHO pe3uCTEeHTHH HA HHIYKIH]y Oonectu [22].
Naxo je oapehenn MHC xammoTun BakaH 3a MHAYKIHM]Y €KCHEPUMEHTAIHOI ayTOMMYHCKOT
muokapautuca (EAM) 3nauajua je u ynora npyrux non-MHC rena [22]. OtkpuBeHa cy qBa non-

MHC nokyca Ha mMunijum xpomozomMuma 1 u 6, moznatu kao Eaml u Eam2, koju ytuuy Ha



pa3soj EAM [23]. HenaBHo cy omucana joi TpH reHCKa JIOKyca JIOIMpaHa Ha XpomMo3omy 1 u 4,

KOjU yTHUy Ha pa3Boj MUOKapTHCa HHIyKOBaHOT Kokcaku B3 Bupycom [24].

1.1.2. EnugeMunosioruja MUOKapIuTHCA

MmuokapauTiC peacTaBba 000JbEHE Ca IUPOKUM CIIEKTPOM KIMHUYKHX MPE3EHTAIH]ja
y pacmoHy O]l acHMIITOMarcke OosecTu 10 QaramHor ucxoaa. OBa UMIEHMIA, 33jeHO ca
HE/IOCTaTKOM HEWHBA3WBHX CHENM(PUYHHMX IHUJarHOCTUYKUX METOAAa M CHMIITOMHUMA KOjU CY
3aje/IHUYKN ca JPYruM YemhuM KapHOBacKyJIapHUM 000JbeHMMa, JOBOAM 0 TOra Ja ce
JMjarHo3a MHOKapaAuTHca decto npeBuan [15]. T'mobanHa nmpeBasieHiia MHOKapAUTHCA je ~22 Ha
100 000 nmarjenara roguiime, Takohe ydecramoct oBe 6osecty je Beha ko ocoba MyIkor mosa
[25, 26]. Mama npeBaneHIa 1 TeKUHA 000JbEHa KO MalijeHaTa )KEHCKOT MMojia BEPOBATHO je
pe3yaTaT mpoTeKTUBHHX edekTa momHux xopmoHa [12]. ITokazano ce ga ecTporeHH XOPMOHHU
KOJI MUILIEBA JKEHCKOT I10J1a MMajy MPOTEKTUBHH e()eKaT TOKOM BUPEMH]je U BUpYCHE MH(peKIuje
Kapauomuormra [27], Kao U la CHUXKAaBajy MHTCH3UTET MOTELUjaHO MITETHOT WH(IaMaTPHOT
oaroBopa y Muokapnay [28]. HacympoT mwuMa, TecTOCTEpOH HMMa IITETaH edekaT myrem
UHXHOWIMje aHTUUH()IAMATOPHOr OJroBopa KOA MuiieBa Mymkor mona [29]. Unaue, y
KJIMHUYKO] TPaKCH TMAalMjeHTH >EHCKOI IoJIa CTapHhje >KMBOTHE JOOM YEeCTo HMajy TexXy
npe3eHTanujy OojecTu (MOropliamkbe BEHTPUKYJIApHE TaXWUKapAuje U  BEHTPUKYJapHE
¢budpunammje) [26]. [Ipoceuna crapocT manujeHaTa ca MUOKapAUTHCOM IMHOBCKUX henwmja je 42
roaune [30], 70K je mMpoceyHa CTApoCT aAyJITHHX MalMjeHaTta Koju 0oyyjy oa Apyrux (GpopMu
MHOKapIUTHCA TIpeMa Pa3InIuTHM ayropuMa Bapupa ox 20 mo 51 roauna [31, 32].
Enunemuonomnike cTyauje cy mMmokas3aie jJa ce BUPYCHHM MHUOKApAUTHC Hajuemnthe jaBiba KOJ
HOBopoheHuaan 1 Miaaux ocoda [33]. Jlena ca 1ujarHOCTUKOBAHUM aKyTHUM MHOKapIUTHCOM
UMajy JeCEeTOTO/UIILE MPEKHUBIbAaBAkhe HAKOH TpaHCIUiaranmje y oko 60% ciydajeBa [34].
Takole, npucycTBo BUpyCHOT TeHOMa JeTeKTyje ce koj 25-40% nanujenara ca LM [35].
Kon Hekux mnammjeHara y3pOK H3HEHAIHE CpYaHE CMPTH MOXKe OuTH Muokapautuc [36].
Pesynratu OpojHUX peTPOCHEKTUBHUX CTyAMja CYy YyKa3zajdd Ha 3HadajHy Be3sy wu3Melhy
MHOKapJUTUCa ¥ M3HEHaJIHEe cpuaHe cMpTH Yy 2-42% cnyuajeBa [37, 38]. Takohe, y oko 30%

cily4ajeBa MUOKapAUTHC MOxe nporpeaupatu 1o JLM [9].



1.1.3. Knacupukauuja muokapauruca

MmuokapauTtic ce Hajuemrhe kinacupukyje mpeMa UMYHOIATOJIOMIKIM KPUTEpHjyMUMa U

KIIMHUYKOM TOKY OosecTH Ha: AKyTHH, CY6aK}’THI/I U XpOHUYHH.

1.1.3.1. AkyTHH TUM(OUNTHH MHOKAPIUTHC

Ha ocHOBy cacraBa wuHpnamaTopHor wuHMITpaTa y cpuy, Hajuemhu oOIHK
MHOKapAuTUCA j€ JUM(OLUTHH MHOKAPAWUTUC. [J1aBHM XUCTOJIOIIKM 3HAaK aKyTHOT
TUMQOIUTHOT MHOKapAWTHCa je HWH(QWITpanydja MHOKapAa MOHOHYKJIEapHHM henujama
ykpydyjyhu  CD3+ T gumdouure, CD68+ wmakpocdare, nennpuruuke hemmje u
ypohenoyounauke hemuje [15]. Takohe, y oBoj ¢asu Oosjectd MOry ce JAETEKTOBATH M
MUHUMAIHU 3HauuM ¢Gubpo3e cpyaHor Mumuha. AKYTHH JUMQOLMTHU MHOKAPIUTHC je
Hajuenhy THIT MUOKapIUTHCA U YIIIaBHOM je BupycHe etnosioruje [15]. Kox Behnue manujenara

nporpeaupa 1o ALM.

1.1.3.2. Xponnunu JuM(pOUUTHH MHOKAPAUTHC

XpoHWYHU JUMQPOLUUTHA MHOKAPAWTUC XHUCTOJIOIIKH e Kapakrepuie (Gpuépozom
MHOKap/ia U JICYKOLMTHOM HH(puiTpanujom. Bennunna ¢ubpo3e 3aBUCH OJf THNA U TyXKHHE
Tpajama uH(pIaMatopHor mporeca [4]. [ujarHoza XpOHHYHOT MHOKapuTHca Oa3upaHa je Ha
XHUCTOJIOUIKO] WJIM MMYHOXHCTOXEMM]CKO] NETEKUU]U JTUMGPOLUTHOT HH(OUATpAaTa y MHOKAPAY
IIECT MeCellM HaKOH To4YeTHe eBamyanuje Oomectn. Kon mamujeHata ca XpOHHYHHM
MHOKAapAUTUCOM CEpyMCKE BPEIHOCTU ayTOAHTHTENIA YCMEPEHHX IpeMa CpYaHOM MHO3UHY Y
JIMPEKTHO] CYy KOpEeNaluju ca TEKUHOM CHUCTONHE W aujacTonHe muchyHkuuje cpua [39].
Bpemencku mepuos 3a mporpecujy oA aKyTHOT JI0 XPOHHUYHOT 3amnajberha j& HEMpEeABUIUB U

MIPOMEHJIBUB.



1.1.3.3. MuoxkapaurTc nuHOBCKHX hesmja

MmuokapauTc UMHOBCKHX henMja Hacraje Kao pe3yiraT CaMOCTAIHOT ayTOMMYHCKOT
OJIrOBOpa M WM y cKiomy apyrux ayroumyHckux Oosectu [40]. Hajuemrhe ce jaBiba kon
CTapHjux *eHa. MHUOKapIUTC UMHOBCKUX henrja KapakTepulle jeJMHCTBEHA XUCTOJIOIIKA CITUKa
Y MporpecHrja Ka CyOKyTHUM U XPOHHYHM KOMIUTHKanujama (kao mro je JJIIM) koje yrpoxkasajy
xuBoT. [Tporpecuja mo JILIM jaBiba ce y oko 80% caydajeBa [15]. XUCTOJOMIKY CIMKY OBOT
TUMA MHOKAPIUTHCA KapaKTEepHIIe YIaJJbUBa JICYKOIMTHA WHmITpauja (IUMQOLUTH,
TUTa3MOIUTH, Makpodarn) U MPUCYCTBO MYJITHHYKJICYCHHX UMHOBCKUX henuja. 3a pasiuky on
MPETXOJHO ONKMCAHUX THIIOBA MHUOKAapAWTHCA IMOJba HMHPIamanuje cy Beha a JOMHHAHTHY
henmjcky monynanujy unne mujenouane henuje negunucane kao CD68+ henuje. Bpio gecto y
HHUITpaTUMA Ce MOTY jJeTeKkToBatu u eco3uHoduin [41]. Yecto ce youaBajy u 10Jba HEKpPO3E.

[To3Hart je xao Fiedler-ov muokapautuc.

1.1.3.4. Eo3uHOQUIHH MHOKAPAUTHC

I'maBHO XHCTONOMIKO OOenexje €03MHO(DUIHOT MHUOKApIUTHUCA j€ TMPUCYCTBO OOMMHOT
€03MHOQHUIHOT MHOMITpaTa y HMHTEPCTUIMjyMY MHUOKapja. Eo3nHOpUIHM MHOKapAuTHC ce
MOX€E JaBUTH Kao MOCeOaH KIMHUYKUA CHTUTET WIH y CKJIOIY ca nepudepHoM eo3uHopuiInjom
(mpuMapHa MIUOIATCKa XUIEPEO3NHO(UINja UM XPOHUYHA €03UHOQUIN]a pa3HE €THOJIOTH]E).
Knuanukn ce maHHMdecTyje KOHI€CTUBHOM cpuaHOM HHCyduuumjeHimjom. Hajrexu o6aux
€03MHO(PHUIHOT MHOKApAUTUCA je HEeKpOTHU3yjyhu eo3MHO(PHUIHM MHOKapIuTHC, KOJjU ce
KapakTepHIlle aKyTHUM IOYETKOM, Op30M IpPOrpecHjoM, MPEeTexHO AUPY3HUM €03MHOPHIHUM
WHQWITPATOM M BEITMKUM TOJbMMa Hekpose. JlyropouHa mporHo3a je Jiola W Mopesa MpUMeHe

UMYHOCYIIpecHBHE Tepanuje [42].
1.1.3.5. lunaTanuoHa KAapAMOMHUONIATHja
JlnnaranuoHa KapAMOMHOIATHja C€ KapaKTepuIle XPOHWYHOM JWIIATalldjoM JIeBE H

JIeCHE KOMOpE ca HOPMaJHOM MJIM CMAameHOM Je0JbMHOM 3Hja JieBe KomMope u mopemehajem

KoHTpakThiHOCTH Muokapaa [43]. JILIM je riaBHHU y3pOK cpuyaHe WHCYHIHjEHIIje Ko ocoba



miahux ox 40 rommna. JJIIM moxe HacTtaTh Kao KOMILIMKAIMja MHOKapAWTHCAa H3a3BaHOT
BHUpycHUMa, OakTepujama, Mel)yTuM KIIMHUYKE CTyauje cy mokasaine aa y 60% ciydajeBa y3pok

renercku Qaxrtopu [44].

1.1.3.6. Capkon10THYHH MHOKAPAUTHC

Capkono3a mpeacTaB/ba CUCTEMCKY, MIHONATCKy ayTOMMYHCKY Oonect. Hacraje kxao
nocneanna AUCPyYHKIMje aHTUTeH mpe3eHTyjyhux henmuja U KapakTepuilne ce XpPOHHYHUM
3anajbelhEeM TKHBA M CTBApamEM IpaHylOMa y OpraHMMa Kao IITO Cy cpie, O0yopesu u ruryha.
CapKOMJOTHYHU MHOKAPAUTUC C€ KapakTepuile OOMMHOM HH(PHUIATPAIMjOM aKTUBHUPAHUX

Makpodara, mTo 3a MoCiIeUIly UMa XpOHUUHY HH(p1amanujy u omreheme TkuBa [4].

1.1.4. KnuHM4YKa npe3eHTallja MUOKAPAUTHCA

Knuanuka mpe3eHTanmja MUOKApAWTHCA j€ pPa3HONMKA. AKYTHH MHOKAPAUTUC MOXKE
pe3yATHpaTH aKyTHM KOMIUIMKAIMjaMa MIM aCUMITOMTCKH MPOTpeIupaTH 10 XPOHUYHE CpUaHe
uHcybunujenurje. Hajuemhn KIMHUYKM 3HALM MHOKApAWTHCA CYy CHUMIITOMU CIWYHM TPHUITY,
apuTMHje, TaJUTaIlMje, BpTOTJIaBUIle U CHHKOoMA. Takole n enekrpokapauorpadcke mpoMeHe cy
Hecneruuune (ST eneBaumja, OJOK cpyaHMX TpaHa). 3JaTHU CTaHAapA 3a ACPUHUTHBHY
JMjarHO3y MHOKapAWTHCa je TO3WTHBHA eHIOMHOKapaujanHa Owuoncuja. I[Ipema Dallas
KpUTEpHjyMUMa JHjarHo3a ce MOCTBJbAa Ha OCHOBY NPHUCYCTBAa MOHOHYKJIEAPHOT MHMITpaTa y
MHTEPCTULIMJYMY MHOKapJa U BenuuuHe omrehewma kapauomuonura. Takohe, 3a mocraBibame
ne(UHUTHBHE JTMjarHO3€ MHUOKApAHWTHCA, y Y30pKy JO0OHM]JeHOM HakOH Ouoricuje onapehyjy ce
noctojatbe oapehenor HLA xammoruna [45]. V mocraBpamy AMjarHO3¢ MHOKapMTHCA MOXKE
nomohu u cumHTUrpaduja MUOKapAa AHTUMHO3UMHCKUM MOHOKJIOHCKUM aHTUTeNnMa. Mehytum,
OCETJFUBOCT OBE JMJarHOCTUYKE MPOIEAypPE j€ HHUCKA 3aTO INTO TMOKa3yje HEeKpo3y MHOKapia
pasnmuunte etwonoruje [46]. YV mporenn crenena omrehema MuOKapaa Moke moMohu u

onpehrBame CEPYMCKUX BPEHOCTU KPEaTUHUH KUHA3e, TporonuHa | u tporonuna T [47].



1.1.5. AyroumyHoCT Yy HHQJIAMATOPHUM CPYAHUM 000/beHUMA

AyroumyHcke Ooxectu, npBU myt cy onmcanu lan Mackay u Macfarlane Burnet xao
HECIIOCOOHOCT OpraHu3Ma Ja TOJIEpHIIEe COINCTBeHe henuje W TKWBa, IITO pE3YJITHUpPA
HEaJICKBaTHUM HUMYHCKHUM OJITOBOPOM M aKTHBAIMjOM ayTopeakTHBHHX T ymMdonmra w/vimm
ayroanturenaa [48]. 3a Hajmame 15 OonecTdH MO3HATO je Ja Cy Hacrajge Kao IOCIIEAHIa
ayTOMMYHCKOT OJIFOBOPA, JIOK MHAWPEKTHU JOKa3U MOCTOj€ 3a joul Impeko 80 MaToJOMKUX CTamba
[49]. AyroumyHncke OosilecT MOry OMTH OpraHcnenuuuHe U CHUCTEMCKe OosiecT. [pymnwu
oprancnenuGuYHUX OOJIECTH TPUNANAjy: Iujaberec MEIUTyC THN [, MynTHIUIa CKJIepo3a,
MUjacTEeHHUja IPaBUC, AyTOUMYHCKH TUPEOUIUTHC U ayTOUMYHCKA MHOKAPJIUTHC JOK CHCTEMCKE
ayTOMMYHCKE OOJIeCTH TpPEACTaB/bajy CUCTEMCKH JYyIyC, pPEYMAaTOMIHU  apTpPUTHC,
aHTU(OCHOIUIUAHN CHHIPOM U ckiepoaepma uta [50]. Ayroumyrcke 0osiecTH HacTajy HaAKOH
aKTHBAIIMje ayTOPEaKTUBHUX T JIMMQOLUTA KOJU HUCY CTMMHHUACAHH HETATUBHOM CEJICKIIHjOM Y
TUMYCYy TOKOM ca3peBama. Y olluTehemy HEKMX OpraHa M TKUBA IOpPE] ayTOPEaKTUBHHX T
TUMQOITUTa MOTY y4ECTBOBATH U ayTOAHTHUTEIA.

[TocToju HEKOIMKO XHUIOTE3a O TOME 3aIITO C€ Pa3BHja AyTOMMYHOCT. Y TPEIIOKEHIM
XHUIIOTE€3aMa Kao OKHJIa4 U MOKpeTauy ayTOMMYHCKOI OJIFOBOpPA HABOJE C€: CPEIMHCKH (haKTOpH,
uHOeKyje, MoBpeAe W HacjelHa MNpeaucno3unuja. PazymeBame ayTOMMYHCKHUX OoJiecTH
OTEXaHO j€ YMIEHULOM Ja cé M KOJA 3ApaBMX ocoba Mory Hahu ayToaHTuTena Kao U
ayropeaktuBan T u B mumdorutu [51]. Mako ce kox Hekux 0coba MOry JA€TEKTOBATH
ayTopeakTMBHU T MMMQOIMTH U ayTOAHTHUTENA, ayTOMMYHCKE OOJIECTH Ce pa3BHjajy caMoO KOJ
OCeTJBMBHX Tj. MpEIUCIOHMpaHUX ocoba. bpojHu mokasu ynyhyjy Ha 3HayajHy MOBE3aHOCT
n3Mel)y ayTouMyHCKUX OostecT U nH(peKIrja Mukpoopranusmuma [52, 53]. Jemxno ox moryhux
o0jammema je TPUCYCTBO CEKBEHITHjATHUX XOMOJIora u3Mel)y maToreHa u mpoTerHa OpraHu3Ma,
IITO MOXe€ pe3yNTHpaTH YHAKPCHOM pEeaKIHjoM ca COINCTBEHMM aHTHUT€HHMa M pa3BojeM
ayrouMyHckux Oonectu [54, 55]. OBaj MexaHM3aM je MO3HAT Ka0 MOJIEKYJCKAa MHUMHUKpPHja.
Hpyro moryhe o0jammeme je Ja MUKPOOPTaHW3MH €KCIIPUMHUPA]y aHTUTeHE KOJU aKTUBUPA]Y
henuje uMyHckor cucrema U nokpehy uH@IaMaTOpHU OArOBOP TOKOM KOra Hacraje omreheme
TkuBa. OBaj MeXaHM3aM je TIO3HAT Moj Ha3uBoM '"edekar mocMatpaua" (enr. bystander) [12].
[Ipoxykiuja MHIAMATOPHUX MEIHMjaTopa TOKOM HH(QEKIHMje MpencTaBba jeAHO 04 Moryhux

pasyora 3a pa3BOj ayTOMMYHOCTH HakoH uH(pekumje. /la wmHbIaMaTOpHU MEIUjaTOpH HMajy



3Ha4YajHy YJIOTY y pa3Bojy ayTOMMYHOCTH IIOKAa3aHO j& HWHJIYKOBAaHkEM EKCIICPUMEHTAITHOT
THPEOUATHCA, Y KOME Cy Kao He-aHTUTeHcnenuduuHa ctumynanuja uHpexnuje (aajyBaHTHH
edekar) kopumiheHe MmMukoOakTepujcke kommoHeHTe komiuietHor Freund amjysanta (CFA).
Monudukanmja, ocinobahame CEKBECTpUpPAHWX WM HEaJeKBaTHA EKCIPECHja COTICTBEHHX
AHTHUTCHA WM EKCIPecHja KPUNITUIHUX EIHUTOIA je Tpehn mpenioeHn MexaHu3aM 3a HacTaHaK
AyTOUMYHCKHX OOJICCTH.

Kana je ped o yno3u ayrouMyHOCTH y WH(IaMaTOPHUM 000JbEeH-MMa CpuaHor Muminha,
pe3yaTaTd KIMHUYKHAX CTYAMja W EKCIEPUMEHTAIHUX HCTpaKUBama Mpyxkajy OpojHEe IoKasze
KOjU yKa3yjy Jia ayTOMMYHOCT UMa 3Ha4ajHy IMAaTOTEHCKY YJIory y BehuHM ciyyajeBa XymMaHOoT
muokapautuca u 1M [13]. V npuwior OBUM HCTpaXKMBambMMa TOBOPH M IOJaTak Ja
KapJAMOMHUOIMTH M30J0BaHU W3 MaldjeHaTa koju 0omyjy on muokapmutuca u JIIM wuckasyjy
Behu HuBO ekcrpecuje MHC wmonekyma I u Il kmace [56]. [lomarHo, mokasaHo je ga ce
MHUOKapAUTUC Yelihe jaBjba KOJ MalUjeHara ca CUCTEeMCKUM ayTOMMYHCKHM OoJjiecTHMa, Kao
ITo Cy Jynyc u nenujakuja [18]. MHumaeHna MuokapauTuca Ko maigjeHara Koju 0oiyjy of
aymnyca je 3-15%. U 0e3 11ujarHoCTUKOBaHUX CUCTEMCKUX ayTOMMYHCKUX OO0JIECTH ayTOaHTUTENa
Ha KOMIIOHEHTEe MHOKap/a JETEeKTOBaHA Cy KOJa ocoba obonenux ol MuoKapaTuca. Pezynratu
UCIHUTHBaKka IOKa3aJl Cy MPUCYCTBO CHENM(PUYHMX aAHTHUMHO3MHCKUX aHTUTena y 59%
nanujeHara ca MuokapautucoMm [57]. Takohe, Konstadoulakis u capamuuim, kao u Caforio cy
MOKa3alM Jla Cy aHTHTeNla yIpaB/beHAa IMpPEeMa CPUYaHOM MHUO3WHY MpuUcyTHa U Koa 86%
narjenata ca JJLIM [58, 59]. Melyytum, u koj maigjeHara ca ApyruM cpuaHuM 000JbeUMa Ce
JETeKTyjy ayTOaHTHTela Ha MHO3UH. ['pyma HcTpakuBaua je MOKazala Ja Cy KIMHUYKH
CUMIITOMHM ONaXW M €jeKIUOoHa (Qpakuuja odyBaHa, KOJ TMalWjeHaTa KoOJ KOJUX HHUCY
JIETEKTOBaHA aHTUMHO3MHCKA aHTHUTENA y mopehemy ca rpynoM marujeHara KoJi KOjux MoCToje
MUO3MH creibuuna ayroantutena [39]. Ilopen aHTUMHO3MHCKHX aHTHTENa, Koa 50%
nanujeHara ca J[IM nmerekryjy ce antutena Ha cpuanu 1 agpenepruuku penentop [60].
[IpenqHOCTH HWMYHOCYNpECHBHE Tepanuje INpeAcTaBbajy JAOJATHH WHAMPEKTHH JOKa3 o
ayTOMMYHCKOM TIOpeKy ojnpeh)eHuX MoATHIOBa MuOKapauTuca. [lokazaHo je ma mpuMeHa
MMYHOCYNIpECUBHE Tepanuje KoJl TMalMjeHaTa ca MHOKapJUTHCOM [MHOBCKHX henuja,
€03MHOPHIHUM U JHUM(OLMUTHUM MHOKAPAUTHCOM HMa MO3UTHBHE e(eKTe, IITO TOBOPH Y

MPWJIOT XUIIOTE3H Ja CY HEKU TOATUIIOBH MUOKapIuTHCca ayTouMyHCKor rmopekia [30].



1.1.6. AHMMAJIHU MO/IeJIM MHOKAPAUTHCA

Bbpojna ucrpaxuBama Ouia Cy ycMepeHa Ha HCIHTHUBAE MMYHOJOUIKMX MEXaHH3Ma
KOjU Cy TOBE3aHU ca MHHIIMjALljoM, aKyTHOM (a3oM U mporpecujom Muokapautuca y JLM.
Behnna nokasa na je Muokapautuc OojiecT MOCpEAOBaHAa AyTOMMYHCKHM MeEXaHH3MHMa je

,Z[OGI/IjeHa IMpOoy4YaBambCM IMATOI'CHE3C OBC 0oyecTH HAa aHUMAJTHUM MOJACIIMMa MHUOKApJAUTHCA.

1.1.6.1. ExciepuMeHTAJIH MMOKApAUTHC HHAYKOBaH Kokcaku B3 Bupycom

ExcniepuMeHTanHu BHUPYCHH MHUOKApAMTHUC ce Hajuemhe HHIyKyje HHOUIUpameM
OCeTJBHMBHX COjeBa MuIIeBa ca Kokcaku B3 Bupycom. Kokcaku B3 Bupyc je eHTepoBupyc H3
nopoauie Picornaviridae u jenas je ojf IaBHUX Y3pOYHHUKA BUPYCHOT MHOKAPIUTHCA KO/ JbYIH
[61]. Onmucana cy aBa BHpyCHa aHMMAallHa MOJENIa MHOKapAMTHCA WHIYKOBaHMX B3 kokcaku
BupycoM. [IpBu Mojen MuokapauTHca MHAYKOBaHOT B3 KOKCaku BUPYCOM KapakTepulle ce
[10jaBOM AaKyTHOT MHOKapJWTHCA ca 3Ha4yajHUM oluTehemeM CpuaHOr TKMBAa M H3HEHAJHOM
CMpTH yHyTap TipBe Henesbe o undekuuje (70% >xuBoTwma yrune usmel)y 4 u 7 naHa HakoH
undexmje) [61, 62]. dpyru Mojen, moapasymeBa HHIYKIH]Y MHOKapAWUTHCA AILUTUKAIIN]OM
CpPYaHOT MMO3MHA M30JI0BAaHOI M3 TKUBa Cplla MMIIEBa KOjUMa j€ MHIYKOBAaH MUOKAapIMTUC
HUIbCKTHpabeM Kokcaku B3 Bupyca (enr. heart-passaged CVB3 virus). YV oBom wmojeny
3a0emnexeH je OJlaXu aKyTHH TOK MHOKapAUTHCA aJli U TIporpecuja dosectu a0 xporuune (1M
[63]. ExcriepuMeHTaNHU aKyTHH BUPYCHH MHOKAPIUTUC CE MOXE MHIAYKOBATU KOJ OCETJbUBHX
cojeBa MuIneBa kao mro cy BALB/c, koju pa3Bujajy 6osnect 7 1o 14 nana HakoH HHOEKIHje, 10K
ce XpOHUYHHU MHOKapAuTUC pa3Buja usmely 35. u 56. nana. PenaTuBHO pe3uCTEHTHH COjeBH, Kao
mto je C57BL/6, pa3Bujajy Onaku 00JIMK aKyTHOT MHOKApJIMTHCA U Y MHOTO MambeM IMPOICHTY
6onect nporpeaupa g0 ALIM. ITuk nndramaiuje y oBOM MoJIely BUPYCHOT MHOKapIuTHca je 9.
JaHa o]l MH(QEKIHje U CMPTHOCT je 3HayajHO HIbKa y mopehemy ca o00ojenuM MHUIIeBHMa
BALB/c coja. Ha xucTomaTtoiomikuM mpenapaTiMa TKHBa Cplla H30J0BAaHOT M3 MHMIIEBa
unummpanux heart-passaged CVB3, youaBajy ce doxamuu henujcku MHOHATPATH KOjU Cce
cacroje yriaaBHOM oJ1 Makpodara, HeyTpoduia, eosunopuina, B numdponura, CD4+ T u CD8+ T
mumdoruta, NK u mact henuja 6e3 3HakoBa Hekpo3e u pudpo3e kapauomuonuta [64]. Takohe,

JETEKTYyje ce ¥ 3Ha4yajaH HuBO IgG anTHTENA, ciennpUIHKX 3a cpyaHu MUO3UH. Behnna mumieBa
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C57BL/6 coja ce CIOHTaHO OIOpaB/ba M HEMa 3HAKOBAa IPETXOAHOT 3amaJbeHCKOT Ipolieca.
Melhytum, ocersbuBU cojeBu mumieBa kao mrto cy BALB/c, A/J u SJL/] mumeBu pasBujajy
XPOHUYHM MHOKAPAUTUC Ca TEHEPATM30BAaHUM MOHOHYKJICAPHUM heHjCcKUM HHQUITPATOM
npahenum nosehanom npoaykiujom IgG anTurtena cnennpuyuHUX 3a cpuaHu MuO3MH [65]. CBu
COjeBM MHIIIEBA KOjU pasBujajy aApyry a3y umHdeknuje nmajy uctu H-2 xammorun. Hnak,
PE3HCTEHIMja Ha MHOKapAUTHC KOJ PEIATUBHO PE3UCTEHTHUX cojeBa, kao mTo cy C57BL/6

MHUILEBH, MOXXE ce YKuHYTH nipumeroM LPS, IL-1b niu TNF-a [66].

1.1.6.2. ExcnepuMeHTAJIHHA AyTOUMYHCKHA MHOKAPIAUTHC

Mogen ekcrepuMeHTaTHOT ayroMMyHcKkor wmuokapautuca (EAM) omoryhasa
WCIUTHBAKE HMMYHOIATOJIOMIKMX IMpOIeca YKJbYYEHHX Yy TIaTOTEHE3y MHOKapIuTHCa KOJ
MHUILIEBA, @ THUME M IOCPEIHO ayTOMMYHCKOI MHOKapauTuca koj Jbyau. EAM ce moxe
YCIIOCTaBUTH HMMYHM3ALMjOM MHUIIEBA LEIUM CPYAHUM MHO3MHOM WJIHM JI€JIOBUMA O-TEILKOT
JaHIla MUO3KHA ca KomiuieHTHUM DpojunoBuM anjyBancom (enr. Freund's Complete Adjuvant,
CFA). OBaj HaunH MMyHH3alHje CTUMYJHIIE ayTOMMYHCKH OJTrOBOP Y CpILy, IITO pe3yiaTHpa
MHOWITPALUjOM MHOKapJa HH(pIaMaTopHUM henujama, MPOAYKIHMJOM MHO3MH CHEeUU(UUIHUX
ayTOaHTHTENa U JECTPYKLUHUjOM KapAHOMMOIMTA. XMCTOJOLIKA CIMKAa MHOKapaa oO0OJenux
MUIIIEBAa j€ JIOCTa CIIMYHA MATOXHMCTOJONIKOM Hala3y XyMaHOT MHOKapautuca. Uy
eKCTICpUMEHTATHOM MOJENy MHOKapAWTHCAa Ka0 M Yy XYMaHOM MHOKapIUTHCYy youdaBa ce
MoHOHYKJaeapHu henujcku uHuarpar (80% mMonouutu u makpodaru, 16% T mumdbonutu u
2% B nmum¢pouutn) npaheH ememoM, HekpozoM u (ubOpo3oM kapauomuormra [67]. EAM
oarosapa cybakyTHOj (ha3su MHOKapauTHCca HWHAyKoBaHor B3 kokcaku Bupycom [66]. Toxowm
nannjanae paze EAM (mpBux 10 maHa HakoH NMpBEe WMYHH3allMje) HE yodaBajy ce 3HAIU
uHbIaMaIyje y CpyaHOM TKHBY M HE MOTY c€ JETEeKTOBATH CIElU(HYHA ayTOAHTHTENAa Ha
muo3uH [68]. V cybakytHoj ¢asu EAM, (usmehy 10. m 21. naHa HaKOH HMMyHH3aNHuje) y
MHOKapJly C€ JacHO YyodYaBajy 3HAIM HH(IIAMal#je a y CepyMy Cc€ MOry JIeTeKTOBaTH
ayroaHTuTena crnenududHa 3a Muo3uH. TokoMm kacHe (aze EAM (21. nana on mmyHM3aIuje)
3amasbeHCKe MTPOMEHE Ce IMOCTENICHO CMamyjy 1 pa3Buja ce pudpo3a cpyanor mummha [11].
EAM ce MoXe MHAYKOBAaTH M IMPHUMEHOM TpPOMOHMHA | y KOMOMHAIMjU ca KOMIUICTHUM

®pojugoBuM agjyBancom [69]. Omreheme MHOKapga ¥ TATOXMUCTONOIIKA cinka EAM
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MHAYKOBAaHOM IpUMeHOM TpornoHuHa I je Bpimo cimuyna EAM koju je MHIYKOBaH CpyYaHUM
MHO3HHOM.

OcerspuBocT MumieBa Ha wuHAyKIHj)y EAM je npenmmuuno mose3ana ca MHC
xannotunom. HajoceT/buBuju cojeBd MumieBa Ha MHAyKuujy EAM cy A/J coj (A/J H2%, A.BY
H2°, A.CA H2" u A.SW H2%), kao u BALB/c Mumesu ca H2% xamnorumnom [22]. Uako cy
HaBE/IEHU COjeBM MHUIIEBA Ca PA3JIMUUTUM XaIUIOTUIIOBMMA OCETJbMBM Ha MHAyKuujy EAM,
[I0CTOj€ 3HAYajHE pa3IMKe Yy aHTUTEHY KOjU C€ KOPUCTH 3a MMYHM3AlH]y IOjeAMHUX COjeBa.
Tako, BALB/c mumeBu passujajy EAM wumynuzammjom MyHCos14 629 mentugom, SWXIJ
muteBd MyHCouos 425 1 MyHCol1631-1650 TENTUIOM, AOK c€ KOJ MUIIEBa coja A/J MHOKapAUTHC
unaykyje npumeHoM MyHCoagzs 350 mentuaa kao u ¢Tnligs 122. Muiesu coja A/J UMyHH30BaHH
TPOIIOHUHOM | MITM MHO3MHOM, Pa3BHjajy TeKaK MUOKAPIUTHUC ca KapJuoMerainjoM, Gpudpo3om,
PEIyKOBaHOM €jeKInoHOM (pakiujom u nosehanum mopranuteToMm [70]. MHoro 0axu 00auK
MHOKAapAUTUCA U Ca MambOM MHUUACHLIOM OOJIECTH pa3BHjajy MMYHM30BaHUM MHMILIEBH COja
C57BL/10 J (B10.A H2% B10.S H2° u B10.PL H2") [71]. Pesynrartu HOBHjuX HCTpaKMBarba
OIMCY]y U MUIIEBE KOJU CIIOHTAHO pa3BHUjajy MUOKapauTuc, kao mto cy HLA-DQS8 tpancrenun
NOD wmumieBn (NOD.DQ8.ABo) [72]. Y 0BOM eKCIIEpUMEHTAITHOM MOJIENTy JETEKTOBaH je Behu
CTENEeH CHCTOJIHE AuC(hyHKIMje, OOMMHHMJU MOHOHYKJIeapHU henujcku HHUATpaT U Beha
cmptHOCT Ko NOD.DQS8.ABo mumieBa. Pe3ynratu oBUX cTyauja yka3yjy Ha YHECHULLY Ja Y
MaTOTEHE3U EKCIEPUMEHTATHOT MHUOKapJUTHCAa OCUM MPUCYCTBa ojpeheHor xamnorumna, BaxHy

yJIOTy UTpa U MOJL.
1.1.7. UmyHonaTorene3a MHOKapaIuTHCa

Meaujatopu UMyHCKOT OJITOBOpA UTPpajy KJbYUHY YJIOTY y MaTOr€He3u U UCX01y OpOJHUX
cpuaHux oOoJpema, YKJBYUyjyhu  MHOKApAWTHC, AWIATAIHOHY W  XHUIEPTPOPUUHY
KapanoMHonarujy. Y mpolecy peMo/ieloBamba CpuaHor TKUBa yKJbyueHe cy henuje ypoheHor u
CTEUEHOI HMYHCKOI OJroBOpa KOj€ JONPHHOCE pas3rpajilbU eKCcTpalenylapHOT MaTpuKca,
JIETIOHOBaky KOJareHa, Xuneprpoduju W/WiW amonTo3u Kapauomuonurta. Behmna umyHCkH
MOCPE/IOBAHUX MEXaHHW3aMa KOjU Cy YKJbYYEHH Yy HacTaHak JUCPYHKLIHUje M CpyaHe
uHCy(uImjeHnuje jour yBek cy Hermosnaru. C tora cy anuManau moaenu EAM xopucHU y Wby

WCIIUTHBaka MaToreHe3e nHQIaMaTopHuX 00JIeCTH cpIia.
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Crynuje crmpoBeieHE Ha AaHUMAIHMM MOJENMMa W PE3ylNTaTd KIMHUYKHUX CTYyIHja
MOKa3yjy Aa ¢y aktuBupaHu ayropeaktuBHH CD4+ T nmumdonutu riaBHe edexropcke hemuje y
ayroumyHckoM Muokapautucy [73]. Uako cy CD4+ T numdonuru rinaBHe egekropcke henmje,
3a pa3Boj ayTOMMYHCKOT MHOKapIUTHCa HEOIMXO/HA j€ U aKThBauuja Apyrux hemuja ypohenor u
CTeueHOr UMyHCKor onreopa [74]. IToka3zano je na C3 KOMIIOHEHTa KOMIUIEMEHTA UMa KJbY4HY
yiory y pa3Bojy EAM mnoce6Ho y uHHIMjanHOo] (a3u Oonectu. [emnenuja C3 KOMIOHEHTE y
BpeMe WHUIMjanuje OOJIECTH alu HE M y BpeMe IpOrpecHje, je OJf CYHMITHHCKE BaXHOCTU 32
npesernnjy EAM [75]. Ocum C3 kOMIIOHEHTE KOMILICMEHTA Yy MHHUIMjadHO] (a3u OoiiecTu
3HauajHa je W yJIora mMact henuje, MTO je U MOKa3aHO UCIIMTUBAKEM aKTUBHOCTH OBHX henuja y
MHOKapIUTUCY UHIYKOBaHUM Kokcaku B3 Bupycom [76]. Haume, nmokasaHo je 1a nerpanyJianuja
pe3UICHTHUX MacT henuja HacTaje miecT caTu HaKOH nH(pekuuje kokcaku B3 Bupycom. Toxom
akytHe pasze EAM HeyTpodmim u €03nHOPWIN MPEICTaBIbajy Je0 HH(IAMATOPHOT HHPUITPATA
U BHUXOB IpoueHar Mehy yKymHuM HHQUITpaIHjcKuM JISYKOIIMTUMA 3HadajHO ce mosehaBa ca
nporpecujom dosectu [77, 78]. 3a mporpecujy 00JecTH U Ipena3ak U3 WHHULMjaIHE Tj. aKyTHE Yy
CyOakyTHY ¥ XpOHWUYHY (a3y 0] KPyIHjaTHOT 3HaYaja je akThBaruja ayropeaktuBaux CD4+ T
mumbonuta [73]. PesynraTh eKCIEpUMEHTAIHUX CTyAHja IOKa3yjy Ja C€ HICKTHPAmEM
neHapuTckux hemuja koje cy obpaauie cpuanu muosud (ear. CM peptide-pulsed) passuja EAM

y BALB/c mumieBuma ca fomunantium CD4+ T henujckum oarosopom [79].

1.1.8. Yaora ypol)eHor HMYHCKOT O/ITOBOPA Y AyTOUMYHCKOM MHOKAPIUTHUCY

AxrtuBanuja henuja ypoheHOr UMYHCKOT OJrOBOpa WMIpa 3Ha4yajHy yJOTYy Yy MaTOreHE3H
MUoOKapauTuca. [naBHe henuje ypoheHOr WMMYHCKOT OAroBOpa YKJby4€HE Yy TATOTEHE3y
MUOKapauThuca cy ypohenoyommauke hemmje (enr. Natural killer, NK), wneyrpodwim,
eo3uHO( WM, MOHOIUTH/Makpodard u ypohernux mumpounguux hemmja (ewn. Innate lymphoid
cells) [15].

[Tonynauuja henuja xoje mpBe MHPUITPUILY MUOKAp HAKOH BUpycHe HHPeKiuje cy NK
henuje. NK henuje nmajy KpaTKOTpajHy NPOTEKTHBHY YJIOI'y TOKOM akyTHe (aze BUPYCHOT
muokapautuca [80]. ITokazaHo je ma mumeBu ca neduuujenijom NK henmja pasBujajy Texu
o6k BupycHor muokapautuca [80]. Takohe, nporexktusHa ynora NK henuja ocum y BupycHOM

MUOKApJIUTUCY I[OKa3aHa je€ U y ayTOMMYHCKOM MHOKapIuTHCy. Pesynratu ucTpaxuBama
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naroreHese EAM Ha aHuMMaHMM MoOJenMMa Cy IOKa3alu Ja cMameme Opoja NK hemmja
pesyarupa Behom uHpaamaujoM, Gubpozom u ryoutkom cpuane ¢yuknuje [81]. NK hemuja
OCHM IITO OTrpaHW4YaBa]y peIUIMKAIUjy BHUpPYCa, CBOja MPOTEKTHBHA JEjCTBA OCTBApyjy H
JeloBakeM Ha cpuaHe ¢uOpobrnacte, Memajyhn BHXOBY CeKpelujy XxeMokuHa. Takobe,
HHYKY]Y alonTo3y U CMamyjy HHPHUITPAIKjy MHOKapaa co3unodminma [81].

Toxom pasBoja EAM, muokapn unduiarpumy u Heyrpodunu. HakoH akTtuBamuje,
HeyTpoduin ocinobahajy TpOTEOTUTHYKE €H3UME, KOjU MOTY OINTETUTH KapIUOMHOIUTE W
eKCTparenyJapHd  MaTtpukc. In Vitro cryauje mokasane cy mga Heyrpoduim omrehyjy
KapIMOMHOILIMTE CEKPELIHjOM CI000HUX PaJHKajia U HapyllaBajy BbUXOBY KOHTPAKTHIIHOCT IITO
3a mocnenuily uMa nopemehaj cpuane dynknuje [82]. Xemorakca u aktuBaimja Heyrpodhuia y
MUOKapy 3aBucu ox npucycrsa IL-17 u GM-CSF [83].

Ocum HeyTpodwmina u npyra cybnomynanuja monruMopdoHykieapHux hemmja gecto ce
JeTeKTyje y oO0oJieJIoM MHOKAapAy W HUXOB MpoleHar Mmely yKymHUM WHOUITpAIjCKUM
JCYKOLUUTHMA KOpelupa ca MHTEH3UTeTOM HH(pIaManuje TOKoM akyTtHe ¢aze EAM.
Eosunodunu He mpencrtaBibajy edexropcke hemmje camo y eosumnopumHom EAM Beh u y
OCTAJIMM MOJETNMa ayTOMMYHCKOT MHOKapauTHca. Y 00O0JEeIIOM MHOKapAy €O3MHO(HIN ce
YIJIaBHOM JIETEKTYjy y OJM3MHM MYJATHHYKJIEYCHHX TUTIaHTCKUX henuja uuje NpHCYCTBO
IpEeJCTaB/ba jOLI jelaH MapKep Y3HampenoBajie HH(pIaMaluje Kako KOJ| JbYAM Tako M KOA
muireBa. [IpucycTBo eo3nHO(MIA HUjEe OrpaHMYEHO CaMO Ha aKyTHY a3y MuoKapauTHca. Y
WHGIAMUPAaHOM MHOKapay MAETEKTY]y C€ €O3MHO(PHWIM W HAKOH YCIIOCTaBJhakhad CTEYECHOT
UMYHCKOT oroBopa [84].

On henuja ypohene umynoct, y3 NK henuje, Heyrpoduie u eozunoduie y natoreHesu
EAM 3HauajHy yjory uMajy MOHOLIMTH/MaKpodar.

[Tonanu nobujeHn u3 eKCepuMEeHTATHUX U KIIMHUYKUX CTYAMja MOKa3yjy /a ce y TKUBY
oboJieor MHOKapAa JeTeKTyje 3HauajHo Behe NpUCYCTBO MOHOHYKJIEapHUX (aromura Tj.
MOHOIIMTA, Makpodara U AeHAPUTCKUX henuja. ¥ 3aBUCHOCTH OJ1 MATOXUCTOJIOIIKOI Mpoleca
oBe henmje momynumy (moBehaBajy Wi CynmpuMHpPajy) CIIOCOOHOCT MHOKap/aa Ja ce OMOopaBH
HakoH omrtehema. HTEepecanTHO je ma M cMmameH W moehan 6poj makpodara y omrehenom
MHOKaply CMamyje pemnapanujy TKHBa. Joll yBeK HHUje y MOTIYHOCTH pa3jallkbeHO Koja Ol
cyOmomnynanuja Makpodara npomoBuiine MH(pIaMaIMjy win penapanujy TkuBa cpua [85, 86].

[To3naro je aa je cpiie jenan o HEeKOJUKO aIyJITHUX OpTaHa KOju caapike Makpodare mopeKioM
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u3 >KymaHdaHe kece. OBakBe Makpodare Ha3uBajy Ce€ Ppe3uJCHTHE, CIIOCOOHE Cy Jna ce
caM0o00OHaBJbajy M YUYECTBY]y y OJpKaBaiy TKHBHE Xomeocrase y cpuy [87]. Mnak, HakoH
omrehema MUOKapJa JTOMHUHAHTHY HOMyJaujy 4ynHe Makpodaru Hactanu u3 Ly6C moHomuTa
PErpyTOBaHKX U3 KOCTHE CPxH U ciesute [88, 89]. Makpodare nacrane u3 Ly6C"" nomynauuje
MOHOLIUTA YHja je yJiora yKJamamke TKHBHOT Je0prca HacTajIor of omTeheHnx KapIuoMHOIIUTa
U cekpeuuja MpouH(IAMAaTOPHUX IIMTOKMHA HA3UBAjy CE€ KOHBEHIMOHATHE WM KIACHYHO
aktuBUpaHe M1 wmakpodare. Y kacHuM ¢a3zama 3amajbema, Kaja Cce CMamyje HHTE3UTET
uH}IaMaIyje perpyroBaHu Ly6Chigh MOHOIIUTH MOTY JU(PEPEHIUpPAaTH Y aJITePHATUBHO
aktuBupane M2 makpodare. [Ipema Tome Ly6Chigh MOHOIIUTH MOTy nudepenupata u 'y M1 u
M2 makpodare [90, 91]. Mehytum, Ly6CIOW MOHOLIUTH PErPYTOBAHU y KacHOj a3y 3amajberba
Mory nudepenuupata camo y M2 makpodare [91]. Xymanu CD14"" MOHOIIUTH/MaKpodaru
oxrosapajy mumjm Ly6C"" henujama, nox cy CD14™ exsusanentan Ly6C'®" makpodarama
[92]. Ly6Chigh MOHOIIUTH c€ perpyryjy y omrehen muokapa npeko CCR2 u audepenuupajy y
M1 makpodare [93, 94]. M1 makpocdare cekperyjy IL-1pB, IL-6 u TNF-a u uckasyjy darouutse,
npoTeoauTUiKe U npouHdamaropHe ynkuuje [95]. M1 makpodare darouutyjy u ykiamajy
TKUBHHU AeOpHuc y paHo] ¢a3u omrehema cpua. Y kacHMjUM ¢azama, Ly6CIOW MOHOLIUTH C€
perpytyjy y muokapa npeko CX3CR1 u nudepennupajy y M2 makpodare xoju cexkperyjy TGF-
B u IL-12. M2 makpodare nonpuHOCe aHTUHH(IaMAaTOPHOM OATOBOPY, HEOBACKYIApHU3aLMjU U
aKTUBaIMju MHO(UOpoOIIacTa TOKOM TIporieca penapaiuje cpua [94, 96].

Pesyntatu crynuja y morseny yinore makpodara cy onpedHu. Y HEKOJUKO CTynuja je
M0Ka3aHo Ja Makpodare umajy KapJUONpPOTEKTHBHE edeKTe. Y jelHO] O TaKBHX CTyauja je
MOKa3aHo Ja ce JAeMIenHujoM cpuaHuxX Makpodara uHAykyje jak CD4+ T wundmnamatopHu
UHQUITPAT IITO 33 MOCIEANILY UMa CMamkbeHy KOHTPAKTUIHOCT KapauomuonuTa [97]. YV murirjem
Mozeny omTehema cplia TMoKa3aHo je Ja ce JAeruiennjoM Makpodara 3HaYajHO yMambyje
yKJIamambe TKUBHOT JAe0prca U3 MUOKapJa U HEOBacKyJapHu3alyja ITo pe3yITupa AuIaTaijoM
JeBe KOMOpEe M BUCOKOM crormoM Moptaiurera [98]. Pesynrarn OpojHMX cTyauja ykasyjy aa
Makpodare cBOjy KapAHONPOTEKTHBHY YJIOTY OCTBapyjy cekpemnujom utokuHa VEGF-A u
TGF-f xoju ydecTByjy y OJApKaBakby HOPMaJHE KOHTPAKTHIIHOCTH KapJUOMHOIUTA H
MOCIIeNyjy penapanujy HakoH uHpapkra muokapaa [99-101].

Cihakova u capaguum [102] cy mokasanu nma neneruja rexa 3a IL-13 cmamyje Opoj

QITepHATUBHO aKTUBHCAHMX Makpodara, aepuHucanux kao CD206+ CD204+ henuje, u

15



noBehaBa Opoj kiacuyHO akTuBUcaHUX Makpodara. [ToBehan 6poj M1 makpodara y cpuuma IL-
13 knock-out muIieBa je moBe3aH ca TE€XHM OOJUKOM MHOKapauTHca, Behum uH(pIaMaTOpHUM
MHOWITPATOM U CMAaE-EHOM CPYaHOM (DYHKIIjOM Yy XpPOHUYHO] (a3u 00necTu.

VY crynujama y kojuma je EAM uHIyKOBaH MpUMEHOM TporoHuHa T rmoka3aHa je 3HadajHa yjora
npoundaamaropuor HMGB1 monekyna (enr. High-mobility group box 1) tokom akyrhe dase
EAM [103]. HMGBI Mmosnekyn mpeacraBiba JMrada 3a Makpodarte peuenrTope Mo3Hare Kao
RAGE (peuenTopu 3a Kpajme NpoayKTe mmkaiuje) peuenropu. Marepakiuja nsmehy HMGB1
moutekyna 1 RAGE wnanykyje nmonapusarujy makpodara ka M1 ¢eHoTuny mTo 3a MoCIeIuIry
uma Behy nndnamanujy muokapaa [103].

Melhytum Kao MITO je MO3HATO MomyJiamuja Makpodara je XeTeporeHa, CloKeHa U oIl
YBEK HHj€ y MOTIIYHOCTH cTaHaapau3oBHa. Jlo cama je ommre mpuxBaheHa (yHKIMOHATHA
OounapHa Kiacupukaija Makpodara Ha M1 u M2 [70]. bpojuu pesynratu ykasyjy Ja oBa JiBa
(GEHOTUIICKK ~ pa3IM4uMTa THUMA Makpodara IoKa3zyjy pa3imuure edekre Ha mporec
peMoenupama TKUBa HAKOH moBpene. Takohe, makpodare HacesbaBajy W 37paB MUOKApA U Y
3aBHCHOCTH O]l F/UXOBOT ()EHOTHUIIA MOTY yYECTBOBATH y OJIp’KaBarby TKHBHE XOMEOCTa3e WIIH
npomonuje Oosectu. Tako je y moryeny yjore oBux henuja y cpuyaHuM 00OJbeHMMa OCUM
HBUXOBOT KapJHONPOTEKTUBHOT JI¢jCTBA MOKa3aHa M cymnpoTHa ynora. Hamme, mokaszaHo je aa
Makpogare cpua npoaykyjy IL-10, aktuBupajy ¢pubpobnacte W MpOIYKIH]y U JIEOHOBAHE
KOJIareHa IITO 3a TMOCIEINIy UMa CMambeHy KOHTPAKTHITHOCT MHOKAp/Ia U YMambEeHY JHjacTOIHY
¢yukyujy. Moryhe oOjammeme 3a OBakBY YJiory Makpodara Moxe ce HahM y HBHXOBOJ
IUTACTUYHOCTH (PEHOTHUIIAa M JUHAMUYHUM HMHTEpakliMjaMa ca cycelHuM hennjama moceGHO ca
muodudpodaacTuma [104].

Pesyntatu ckopammux cTyadja MoKasyjy na makpodaru ca Ly6Chigh dbeHoTumnom, Koju
uHbunaTpuIy Muokapn Tokom EAM, exkcnpumupajy peuentop 3a IL-17. Ha taj Hauun
Makpodaru, 3ajeHO ca HeyTpoduiIuMa ydecTBYjy y mnojapuzauuju ka Thl7 umyHCKUM
oarosopoM. Ilokazano je na IL-17A Huje of npecyaHor 3Ha4aja y paHuM (pazaMa MHOKapIUTHCA
ad je jeaH o1 KJbydHHX (akTopa 3a nmporpecujy muokapautuca y JJIIM [105].

Ha ocHOBY myOnmMKOBaHX CTymWja MOXE ce€ 3aKJbyYHTH Ja Cy Makpodard HEONXOIHHU
TOKOM aKyTHe (pa3e MuoKapAuTHCA ajii Cy Takol)e OATOBOPHHU U 3a nporpecH]jy donectu y JLIM.
VY paznuuutuM ¢azama EAM nomMuHaHTHE Cy pa3IuuuTe MOMyJaluje UMyHCKuX henuja, ma je

Tako y MUKy Oosectd aoMuHaHTHY yiory umajy CDI11b+ monormuru. CD1lb+ monormru
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MpeACTaBJbajy TVIABHY henujcKy MoImyniamnujy y MUOKapAy TOKOM akyTHe ¢aze uHbiIamanuje,
MehyTuM TOkOM XpoHWYHE (asze mHIaManuje UMajy IpOTEeKTHUBHY yiory. 3ampaBo, CD11b+
MOHOIIMTHU TIPENCTaBibajy Hajehu neo mHbuiTpumyhnx MOHOHYKJIEapa y CpIly TOKOM IHKa
oonectu. Mehyrum, CD11b+ moHouuTH Cy TaBHM HeratuBHH perynatopu cekpermje IFN-y
YHjH HE0CTaTaK cynpumupa ayropeaktuBHe CD4+ T immdonunTe n 3Ha4ajHO CMambyje TEKUHY
EAM [106].

[Toznato je nma ypohene numdouane henuje umajy 3HaYajHy YJIOTy Yy TaTOTCHE3U
ayTOMMYHCKHX 000JbeHa Kao mTo ¢y KpoHoBa Gonect, nicopuja3a, I1epMaTUTUC W OpOHXHjaTHA
actma [107]. Joir yBek je HEOBOJBHO UCTPAXKEHA HbUXO0BA yJIOra y MUHOKApIUTHCY. IcUTHBamba
Ha aHMMaJHUM MOJIEJIUMA Cy TOKa3ajia 3Ha4yajHy YJIOTY OBHX hejHja y UMYHCKOM OJIOBOPY Y

ayroumyHckoM (EAM mozen) v BUpYCHOM MUOKapAUTHUCY.

1.1.9. Yiora creyeHOr HMYHCKOT OATOBOPA Y HMYHONIATOreHe3W MUOKAPAUTHCA

[Toznaro je ma je muokapautuc CD4+ 3aBucHa ayToMMyHCKa OOJieCT, TMocpefoBaHa
IUTOKMHUMa Koje oBe henmuje cekperyjy [73]. Tpancaykuuja curnana usmely henuja oxsuja ce
MIOCPEJICTBOM LIMTOKHMHA, Ma je CTOora WACHTHU(HKalMja LHUTOKMHA U HBUXOBUX METa BaKHA Y
caryieqaBamby NaToOPU3UOIOMIKMX MEXaHU3aMa U MOTEHIMjaTHUX TepaneyTcKkux nusbeBa. CD4+
nonynauvja T aumdonnTta y 3aBUCHOCTH OJ] LUTOKMHCKOT MHJb€a M AaHTUTECHIPE3EHTY]yhux
hemnja, moxe ma audepenunupa y cyodceroBe ca TepmMuHamHuM (deHotunom. Jlo cax je
uAeHTUPUKOBaHO HeKonuKko cyonomynanuja CD4+ T mumdonmra u to: Thl, Th2, Th17, Treg u
Th9 [108, 109].

1.1.9.1. Yaora Thl heauja y ayTouMyHCKOM MHOKAPIUTHUCY

Kao u y npyrum ayroumyHckum Oonectuma, aktupanuja Thl mumdormra, cnennpuanux
3a COICTBEHE aHTHUIEHE, je jelaH off raBHUX epekTopckux Mexanuzama [110]. Thl mumdoruru
cy nedunucane kao CD4+ henmje koje mpBeHcTBeHO mpoaykyjy IFN-y [111]. Bucoku uuBou
IFN-y 3abenexxeHu cy y MuIlIeBHMa O0OJETUM OJ TEHIKOI OOJIMKa BUPYCHOT MHOKapAMTHCA,
Takohe W y cepyMmy NalujeHaTa ca WAMOMATCKOM JAWIaTHpaHOM Kapaomwuomartujom [112, 113].

[ToBehana nmponykumja IFN-y 3abenexeHa je W KOJ XyMaHM30BaHHUX MHIIEBA KOjU CIIOHTAHO
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pa3BUjajy MHOKApIUTHUC TPH 4YeMY je JETEKTOBAHO M 3HauajHO Behe 000JbeBambe JKUBOTHHHA
KEHCKOTI' I10J1a yMja je MHLUMJCHLA 000JbeBama OWila y KOpesalud ca BUCOKMM BPEIHOCTHMA
IFN-y [114, 115]. TpaHcreHn MUILEBH KOjU MPEKOMEpHO ekcrpumyjy reH 3a IFN-y passujajy
XpPOHUYHH MHUOKAPAUTUC W KapIMOMHUONATH]y TaKO IITO JENyjy Kao TMOTEHTHH HHIyLEpU
CHCTEMCKHUX MH(IaMaTOpHUX MUTOKKMHA U TO mpBeHcTBeHO IL-12 m TNF-a [116, 117]. IL-12 Ha
cnu4YaH HauuH aenyje kao u IFN-y. Mumesu tpetupanu erzoreanm IL-12 pa3Bujajy Texu o0IuK
muokapautuca [118, 119]. Meljytum, cacBUM CYHpOTHH pe3yJiTaTH ce J00Ujajy MPUMEHOM
onokupajyhux IFN-y MoHOKIOHCKHX aHTUTena wiu naenenujom rexa 3a IFN-y. IFN-y knock-out
(IFN-y'/') MUIIIEBH Pa3BUjajy MHOTO TeXe O0JMKE HEKOJIMKO ayTOMMYHCKHX OOJIECTH Kao IITO CY
eKCIIEpUMEHTAIHU AyTOUMYHCKM €HUEe(QaluTHC, EKCIIEPUMEHTAHU PEyMaTOUIHU apTPUTUC
[120]. Taxole, Texu o6mik EAM ce paseuja y mumresnma xoji cy IFNg ', IFNgr~", Thx21™~
U JKUBOTHH-aMa Koje cy TpeTupane antu-lFN-y moHokmoHckum anTutenuma [118, 119, 121,
122]. WutepecantHo je nma Kaaa ce IFNgf/ - MumeBd HHQUIMPAJy Kokcaku B3 Bupycowm,
pa3BUjajy MHOTO TEXH OOJMK XPOHMYHOI IIOCTBUPYCHOI MHOKapauTuca y mnopehemy ca
obonenuM auBibUM TunoM wmuineBa (enr. wild type, WT) [123]. BupycHu MHOKapIuTHC
WHJIYKOBaH y IFNg_/  MUIIIEBHMA MIPOTPEIUPAO j& 70 OOMMHOT (PUOPO3HOT peMoeTupama cpIia,
koHcTpukTuBHE 1 JILIM Kkoje cy ce decto 3aBpiraBane cmphy [123, 124]. Moryhe ofjaimerne
npotekTuBHe ynore IFN-y Moke ce Hahu y pe3ynTatuma cTyauja Koje oKasyjy Jia 0Baj HIUTOKUH
UHIyKyje anonTo3y ayropeaktuBHux T hemuja [125], ogHOCHO mocenyje aHTUNpoIHpepaTHBHE
U HMMYyHOCYNpecuBHe edekre Ha iumbpouane u wmujerounsHe hemmje [123, 126]. Amm
HajBepoBatHHuje je na IFN-y mocenyje u maroreHe um nmpoTekTHBHE edekTropcke QyHKIHMje Koje
3aBHCE OJ] MHOTOOPOJHUX CUTHAJIa U3 MUKPOOKPYXKEma.

Ocum IFN-y kao rmaBHor mutoknHa y Thl uMyHCKOM oAroBopy, 3HadajHy yiory uma u 1L-12
Kao npuMapHu Menaujatop oBux henuja. Ilokazano je na cy IL12RB1 u STAT-4 nedunujentHu
MHUILIEBU OTIIOPHU HA UHAYKIU]Y MUOKapIUTHCA, IOK €r30reHa npuMeHa pekomOuHanTHor 1L-12
noropurasa tTexuny EAM [118]. Taxohe, IL-12 knock-out mmmesn (1L12p357") passujajy
ayTOMMYHCKH MHOKapauTHC, 10K ¢y IL12p40~ pesucrentry Ha nunykiujy EAM [127, 128].
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1.1.9.2. Ynora Th2 hesmja y ayToMMyHCKOM MHOKAPIAUTHCY

Th2 nmumdouutu cy nepunucane kao CD4+ henuje koje mpBeHCTBEHO Mpoaykyjy 1L-4
[129]. da je Th2 umyHCKH OAroBOp yKJby4eH y matoreHesy EAM unm BUpyCHUX HMHQEKIH]ja
MOKa3yjy pe3yaTatd ManoOpojHux cryauja. M3mely ocranor nmokasano je na ce IL-4 u ocranm
Th2 nuTokMHU MOT'y I€TEKTOBATH Y CpLly MUIIEBAa HHPHULMPAHUX KOKCakHU BUpycoM B3 oxgHocHo
¥ KOJI Mal[fjeHaTa ca MUOKapAUTUCOM U uanonarckom kapauomuontrjom [130, 131]. Takole, je
MmoKazaHo na pa3Boj Th2 oaroBopa 3aBHCHM OJ] TEHETCKE MPEAUCIIO3UIU)E Tj. IMPUCYCTBA
onpehenor renoruna. Tako je mokasano na A/J mumeBu pasBujajy Texxu obomuk EAM y
nopehemwy ca BALB/C mumesuma [22]. Paszmor 3amrTo A/] MuiieBu pa3Bujajy TeXH OOJIHMK
MHOKapAUTHCA C€ HajJa3u y KapaKTepUCTHUYHOM ()EHOTHUIYy KOJU OBH MUILIEBU IOCEAY]y Tj. OBaj
COj MUIIIEBa MpBEHCTBEHO pa3Buja Th2 oarosop mro je u moTBpheHo nmpucycTBOM €03uHO(pMIA U
MYJITHHYKJICYCHUX TUTaHTCKUX henuja y TkuBy Muokapsa. [la je Th2 nomuHaHTaH y naroreHe3u
EAM y A/J mumieBa mokasaHo je IpUMEHOM aHTHTena koja Oomokupajy IL-4. brokamom IL-4
3Ha4YajHO ce CMambyje WHGIIaMalja U TeXXHHa 00JIeCTH y OBOM cojy MmuiieBa [78]. Jla cy cojHe
pasiiMKe Mpecy/He y MaTOreHe3n OO0JIECTH MOoKa3yje U UCTPAKUBAHE CIIPOBECHO Ha IL-47 KOjJH
30or neneuuje reHa 3a IL-4 pasBujajy Oosect koja je mo TexuHu Bpio cinyHa EAM y WT
BALB/c mumesa. OBu pe3ynratu ykasyjy Aa omokana wiu aenenuja IL-4 mokpehe mexanusme
OoslecTH KOjU Cy pasiauuuTH u3Mely aBa oceTsbMBa coja muineBa [102]. 3a pasnuky on
ayTOMMYHCKOI' MHOKapAUTHCAa Y UH(EKTUBHUM MojenuMa nHduamanuje cpua IL-4 cynpumupa
AHTUBUPYCHM WJIM AHTUOAKTEPHJCKM HMYHCKM OATOBOp, IUTO j€ W IOKA3aHO AarluIMKaIlljoM
pekomOuHanTHOT |L-4 TOoKOM wWHbeknuje kokcaku Bupycom B3. Pesynratm oBe cryauje
MOKa3zyjy Ja MHIIEBHM KOjuMa je aruiMkoBaH pekomMOuHaHTHU |L-4 wumajy nakmm oO6JuK
MHOKapauTuca U 0ospy cpuany ¢yHkuujy [132]. INporextuBna ymora IL-4 mokaszaHa je Ha
mumeBuMa koju ¢y IL-4 nedunmjentan n nadumpanu Borrelia spirochetes. Haume, pesynratu
UCTpaKMBamka Cy TMOKa3zaau Ja HWHUIUpaHe IL-47" xuBoTHIBE pa3BHjajy TEXH OOIUK
MHOKapauTuca y nopehemy ca kontponHoM rpynom [133]. Cnmyam pesynratu noOujeHu cy
Kazua cy IL-47" mumesn uHumpanu Trypanasoma cruzi [134]. Moryhe o0jammeme ce Moxe
Hahu y ynmeHuIn na cBoje edexkropcke gpynkiuje Th2 hemwje ocTBapyjy HE caMO CEKPEIHjoM
IL-4 Beh u cexpeunjom IL-13. Jla IL-13 uma 3nauajuy ynory y maroreHesu EAM mokazaHo je

UCIIUTHBAaKkEM OBe OoyiecTh Ha MmumieBuMma aepunmjeHtHuMm 3a IL-13 [102]. Kaga ce EAM
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WHIYKY]Y Y IL-13”7 mumeBuma pasBuja ce CHakHa, Temka wuHdIamanuja cpua npahena
¢ubposom u mporpecujom go LM [102]. [da IL-13 uma nporexktuBHy yinory y EAM noka3zano
j€ HMHIYKOBameM O0JecTH IL-1371L-4”" muwesnma KOJH Cy MMaJd 3Ha4yajHO OJIaKH TOK
Oonectu u uHpIamMaMjy cpua y nopehemy ca IL-13*7*1L-4*" [102]. Tlomro, mumju T u B
TUMQOIUTH HEe eKcIIpuMyjy perenTop 3a |L-13 npeamocTasiba ce 1a 0Baj NIPOTEKTUBHU IIATOKUH

BEpPBATHO MPOJIYKYjy HemuMdouane henrje y mpBoM peay Makpodare.
1.1.9.3. Yaora Th17 heimja y ayTOUMyHCKOM MHOKAPAUTHCY

ExcniepuMeHTanHu ayTOMMYHCKH MUOKapUTHC HIIYCTPYje caMo jeJJaH 01 MoJielIa 3a Koje
Th1/Th2 6ananc Huje moBoJbaH ga Ou ce oOjacHMIa marodu3roNordja 00JIECTH, HAPOUUTO Y
MOTJIe/Ty Ha MapaioKcaHe IpoTeKkTuBHE (QyHKIHje mocpenoBane |IFN-y. [ToTernmjamHo pememe
OBOT' Mpo0JyieMa BHUIETIO C€ HAKOH OTKpHBama HOBOT cyOcera edekropckux CD4+ henuja koje
npoaykyjy IL-17A u naszBane cy Thl7 mumdoruru [135]. dudepennunjanuja u nponudeparimja
HauBHUX JuMmdormrta y Th17 henuje je ycmepena nurokuauma TGF-, 1L-6 u [L-23 [136-139].
Kao u y npyrum ayroumyHckuMm Oonectuma u 'y EAM mokazano je ma Thl7 hemuje umajy
JOMUHAHTHY MNaToreHy ynory y oaHocy Ha Thl henmje. MumeBn Koju Cy MOIBPTHYTH
amonTuBHOM TpaHchepy Th17 henuja umanu cy Texxy OonecT O MUIIIEBa Ha KOjUMa je U3BPILCH
amontuBHU TpaHchep Thl mumdponuTa [121]. MehyTtumMm, ckopamnime crynuje nokasyjy ma 1L-17
HUJ€ 3HauyajaH y aKyTHO] U cyOakyTHO] ¢a3u Oonectu Beh 1a je Wmerora naroreHa yJiora
MOBE3aHa ca XpOHUYHOM (a3om muokapauTuca [83]. Tako je mokazaHo 1a KOHTPOJIHU MHUILIEBH U
IL-17A7" mumren UMajy BpJIO CIMuYHy MH(Iamanujy cpua jao 21. naHa o MHAYKIMje OOJECTH.
Tek Hakon 21. nana IL-17A7 mumesn Cy pa3Bwiu 3HavajHy pubposy cpua u JA1IM koja y Tom
0o0MMY HHUje JETeKTOBaHa y KOHTPOJIHOj IPyIu. 3a pa3iuKy OJf ayTOMMYHCKOTI MokapauTtuca |L-
17A Th17 henuje umajy NpoTEKTUBHY yJIOTy HacTalle MH(MEKIMjoM Kokcaku Bupycom B3 u T.
cruzi [140, 141]. Takohe, mocToje moka3u aa oj mojapusanuje y npasity Th17 henuja 3aBucu u
OCETJEUBOCT MUIIIeBa Ha MHAYKIM])y EAM. Hanme mumeBu ca paznmuantum background creapajy
Th17 henuje y Behem mwim mamwem Opojy. Tako je mokazano na cy A.SW muIeBn OceT/bUBH Ha
naaykinjy EAM ympaBo 30or moryhHocTu ctBapama jakor Th17 oarosopa. 3a paznuky o BUX
B10.S mumreBu cy pesuctenTHH Ha MHAYKIHjy EAM ycnen ciabe momapusanuje y npasity Th17

UMYHCKOT oaroBopa [142].
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1.1.9.4. Yaora T peryiaTtopHux heqmja y ayTonMyHCKOM MHOKAPAUTHCY

Perynaropun T mumdouutu (Try) npencraBibajy jeIUMHCTBEHY cyOmomynamujy T

nmuMmponura koja cynpumupa (yHkiujy edekropckux T hemmja um oxapxkaBa mnepudepHy
tonepaniujy [143]. ITo3nato je ma je HemocraTak Treg Y AMPEKTHOj KOpETALMjU Ca TEKUHOM
OpOjHUX ayTOMMYHCKHUX 00JecTH, Mel)y ’buMa M ayTOMMYHCKOT MUOKapIUTHCA.
Ha 06poj Treg yruue Ha umHIYKUMjy U narodusuonorujy EAM nokasaHo je U Ha MHIIEBUMA
pasnuuuTor coja [142]. Mumesu A.SW H2° coja ocerbuBuju cy Ha MHAYKIMjy EAM vy
nopehewy ca B10.S H2® mumeBumMa YIPKOC HBbUXOBOM HUJIEHTUYHOM H2° XaIyIoTUIly. JEeIHO o1
Moryhux ofjammema je 1a A.SW munieBn HakoH wHAyknuje EAM, y cpuy mmajy 3Ha4ajHO
Mamh Treg Aepunncannx kao CD4+CD25+Foxp3+T mmmdonutn y onnocy na B10.S H2°
muiese. Pesynarati oBor ucrtpaxupama Mokasyjy 1a 0poj Treg y cplly Kopenaupa ca CTENEeHOM
omrehema kapauoMHuoOIUTa: OpacT y Opojy oBuX henuja kopenupa ca MamuM omTehemeM, a
Mame IPUCYCTBO Treg KOpesnupa ca Behom omrehemeM KapAHOMUOLUTA. Y HCTO] CTYyIH]H j€
NOKa3aHo aa 0poj Treg henmja 3aBucH 0J] FeHETCKEe KOHCTUTYLU]E a He 0J] BpcTe anTurena. Ilro je
Y OTBPHEHO UMYHH3AIMjOM MHUIIIEBA MHO3HHOM H OBanOymuHOM [142].

OcuM y ayTOMMYHCKOM MHOKAapAUTHCY, Trey HMajy HPOTEKTUBHY YIOTY H Yy
MHOKapJUTUCY HACTAJIOM HAKOH WHQeKIuje Kokcaku Bupycom B3 [144]. AnontuBHUM
tpachepom CD4+CD25+Foxp3+ Treg, HAKOH MHIYKIMj€ BUPYCHOT MHOKAPIUTHUCA, 3aMaKEHO
Jje 3HauajHO Mame omreheme MuoKap/Ja U BehH KIMpeHC BUpYyca y OJJHOCY Ha KOHTPOJIHY TPyIy
KUBOTHUHA. MexaHusaM KojuM Treg ITUTE KapIUOMHOLMTE je mocpenoBaH cekpernujom T GF-f.
3anaxeHa je 3HadajHo Beha excmpecuja TGF-B y cpuy HakoH TpaHcdepa Trg duMboLUTa Y

kokcaku B3 BupycHoM muokapautucy [144].
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1.1.9.5. Yaora Th9 hesmja y ayrTouMyHCKOM MHOKAPAUTHCY

Ckopamime cTyauje Mmokasyjy Aa y MaToreHe3u ayTOMMYHCKOT MHOKAapAMTHCA, OCHM JI0
cama mo3HaTux cyomonmynanuja T mumdornura, 3Ha4YajHy YyJIOTY HMa M HOBOOTKPHBEHA
cyononyiauuja Th9 numdonura. dudepennnjanuja HamBaux T aumdorura y Th9 denoTum
omurpasa ce y npucyctsy TGF-B u IL-4. I'nmaBun edexkropcku nutokun Th9 mumdormra je 1L-9
[145, 146].

Viora Th9 numdonura mpBO je Moka3aHa Ha ekcnepuMeHTanHoM Moneny EAE.
AnontusauM Tpanchepom Th9 nmumdorura Morao ce unaykoati EAE koju ce kapakrepucao
ATUIIMYHUM MEHUHICATHUM 3HAIMMa | Jie3njama mneprdepHor HepBHor cuctema [147]. Ocum
nokazane ynore IL-9 y EAE meroB 3na4aj 3a0enexeH je U y eKCIIepIMEHTAIHUM CTy/HjaMa Ha
MUIIIEBUMA KOjU Cy UMaJH AeuIujeHnnjy capkoeHaomia3MaTcke perukyiaapue Ca2+ ATP-aze.
Konx oBux mumieBa Bucoke Bpennoctu IL-9 kopenupaie cy ca Beliom cpuanom ciabomrhy [148].
Taxohe, 3abenexen je u 3HayajHo BumM HUBO IL-9 y cepymy mamujeHata ca XpOHUYHOM
CpuaHOM WHCY(QUIIHjESHITUjOM. Y OBOj CTYIHjH MOKA3aHO je J1a cepyMcku HUBOM |L-9 HeratmBHO

KopeJupajy ca ejekunonom dpaxiujom [149].

1.2. Yiora XxymMopaaHOTr HMYHCKOT 0Ar0BOPa y ayTOUMYHCKOM MHOKAPIAMTHCY

VY maroreHe3u ayTOMMYHCKOT MHOKapJIUTHCA OCUM TIJIaBHUX e(deKTopckux henuja a To cy
ayropeaktTuBH CD4+ T numdonuTH, 3HayajHy yinory uMajy U ayroantutena. CTBopeHa
ayTOaHTHTEJa Koja Cc€ MOry JETEKTOBaTH HE CaMO Y MHOKapIUTHCy Beh U y HCXEMHU]CKUM
OoyecTrMa cpIia, yCMEpeHa Cy Ha aHTUTEHE KOjU Cy CEKBECTPUPAaHU M HUCY JOCTYITHH henmjama
MMYHCKOT CHCT€Ma TOKOM HETaTHBHE CelleKIMje Yy TUMYCY. JleKiIaHmupame CeKBECTPHUpPAHUX
aHTHUI'eHa HacTaje HakoH omrehewma henuja u TkuBa cpua. Hajuemrhuw anturenum Ha koje ce
CTBapajy ayTOaHTUTENA Cy CTPYKTypHE KOMIIOHEHTE KapJIMOMHOIMTA Kao IITO Cy MHO3UH U
tporonnH [150]. Hakon ocnmoGaharma cekBeCTpHpaHHX HHTpAIETyJapHUX MPOTEHHA TPBO CE
aKTHBUPajy ayTopeakTuBHU T numdoruT a moroM HakoH ,,T-B cross talk™ unTepakimje xao
CeKyHIapHH joraljaj reHepuIlly ce KJIOHCKU celiekToBaHa ayroaHtutena [151, 152]. CtopeHa
ayTOaHTHUTENa Cy yNpaBJbeHa IpeMa WHTpAIEIyIapHUM aHTUT€HUMA, TIPe CBera TEIIKOM JIaHITY

MHO3WHA, TpomoHMHY I, TpomonmHy T W MUTOXOHApPHWjAJIHUM aHTUTeHHMa. Takohe, Kox
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nanyjeHara ca MHOKapIUTHUCOM MOTY C€ JETEKTOBATHM M Jpyra ayTOaHTHTENa Kao MITO Cy
aHTHTElla yCMEpeHa IpeMa JIaMHHHHY, aKTHHY W aHTU-MyCKapuHCKa aHtuTena [4].
AyToaHTHUTeNa Ce Y MUOKapIUTHCY HE MOTY JIETEKTOBAaTH TOKOM CBUX (pa3a Gojectu mocedbHo He
y aKyTHO] (ha3u, 0K je H’UXOBO MPUCYCTBO KAPAKTEPUCTUYHO 3a CyOaKyTHY U XpOHHUHY (a3y.
VY npusor ToMme roBope U pe3yaTaTH CTyAHje y KOjoj je IMoKa3aHo Ja JABe TpehuHe marujeHaTa ca
aKyTHUM MHOKapJUTUCOM HEMa JCTeKTUOWIHUX CIEUU(PUYHUX AayTOAHTUTEIa y TPEHYTKY
MocTaBJbathba JMjarHO3e¢ HIIM KJIMHUYKOr mouyetka Oonectu [152]. Mehyrum, xom 80%
nmanyjeHaTa ca MHUOKapJIuTUCOM Koju mporpeaupa y JLIM nertekTyjy ce ayToaHTHTENa
crienuduyHa 3a cpyaHe aHTUreHe u ko 60% marujenara ca cpuaHoM HHCY(UIM]EHIIM]OM JIpyTe
ernonoruje [152]. On cBux ayroaHTHTella Haj3HA4YajHUja Cy AHTUTENA yCMEpEeHa IpeMa o
TEIIKOM JIaHIy cpyaHor muo3uHa. [lokazaHo je na Bucokum HuBom aHTH- MyHCo anTmTena
KOpEIMpajy ca TeKUHOM U MPOTPECHjoM cpuaHe 00JIECTH JIOK je cMameme TuTpa antu- MyHCa

aHTUTEJa y IO3UTHBHO] KOpPENAIMjU ca J0OpUM KIMHHYKUAM oaroBopom [152].

1.3. T'anexkrun 3

I'maBHM LUJb HUCTpaKUBaWkAa j€ UCIUTUBAKE YIIOTe M 3Hayaja rajiekTUHa 3 y MaToreHe3u
EAM kox mumeBa coja C57BL/6 koju je penaTMBHO pe3UCTeHTaH Ha WHAYKIH]y EAM
nentugoM Muo3uHa MyHCogzas3s2. 3aT0, y YBOJHOM €Ny AETa/bHO 00jalImbaBaMoO CTPYKTYPY,
eKCcTpecH]jy, Onosomke eeKTe TaleKTHHA 3 U OTHCY]EMO FHEeTOB 3Hauaj y peryJaiuji UMyHCKOT

OJIr0BOpA.

1.4. Knacudukanuja raleKTHHCKUX MOJIEKYJIa

JIEKTUHU MPEJCTaBIba]y JEAMHCTBEHY I'PYIy CTPYKTYPHO Pa3HOBPCHHUX MPOTEHUHA YHja je
rJlaBHA KapaKTEpUCTHKA CIIOCOOHOCT BE3MBama 3a YribeHe Xxujapare. JIKTMHHU, HAa Taj HA4YMH,
MOTY TIPETMIO3HATH ¥ BE3aTH CE 3a TIUKOIUIH/IE, TIIMKONPOTENHE Kao U 3a MPOTEOTIIMKaHE KOjU ce
Haja3e Ha MoBpLIMHU henujcke MeMmOpaHe, Kao M y eKCTpaleilyJapHOM MaTtpukcy. Jlektunu cy
nojesbeHn y udetupu ¢ammiuje: nektuHu C- u P- Tuma, mentpakcuHu W ranektuHu [153].
lNanexTHHU Cy ne(UHUCAHU KAO €BOJYIIMOHO KOH3EPBHPAHHU MPOTEHHHU KOJU MMajy CIIOCOOHOCT

npeno3HaBama [-rajakTo3uaa Ha noBpinuau hemuje [154]. TlpencraBspajy rpymy JeKTHHA KOjH
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Cy TMPUBYKIH IOCEOHY MNaXmky y 001acTH OMOMETUIIMHCKUX HCTpaXKUBamka 3axBasbyjyhu
MIMPOKOM CHEKTPY (pyHKIMja y MHTpALenylIapHOM M eKCTpauelyiaapHoM mnpoctopy. TepmuH
TaJISKTHHU C€ MpBH MyT yBoau 1994. rogmnHe mpu uyemy Cy 4YiIaHOBH (paMuiMje TajJeKTHHA
MOpaJdM Ja WUCHyHkaBajy JBa yciaoBa: aQUHUTET 3a [-TallaKTO3HWJE W 3HAYAJHY CIMYHOCT
AMUHOKHCEIIMHCKUX CEKBEHIIM Ha MECTY 3a IPENO3HaBamke M Be3UBamke YIJbeHuX xuzapara [154].
UnanoBu mopojuue TrajiekTuHa mnpoHaheHu cy y cynhepuma, ripuBHIIaMa, HEMAaToJama,
MHCEKTHMa M KHYMEaluMa yKJbydyjyhu u cucape, mTO ykasyje Ha IBHUXOBY 3HauajHy yJOTY Y
pasnmuuntuM henujckum mporecma [155]. Jlo manac je omucaHo 15 pasauuuTHX MOJICKYJia
rajleKTUHa, O3HayeHW OpojeBuMa o 1 no 15. 3ajenqHuuko 3a cBe ujiaHoOBe Gamuiuje je
NPUCYCTBO €BOJIyTUBHO KOH3EPBHPAHUX CEKBEHIM ITO3HATE KaO ,,pETMOHHM KOjU MPEINO3Hajy
yribeHe xuapare” winm CRD permonu (enr. Carbohydrate-Recognition Domain) [156]. ¥V
cactBaB CRD peruona yna3u 135 aMuHOKHCenMHCKUX cekBeHIM [157]. OBU 1OMEHU Cy 1MO3HATH
Kao -cenaBu4 Kora ¢popmupajy Ase 01aro caBujeHe B-1ioye Koje ce cactoje u3 6 f-maHana Koju
dbopMupajy KOHKaBHY cTpaHy, U 5 [P-maHana koju gopmupajy KOHBEKCHY cTpaHy. KoHkaBHa
cTpaHa dopmupa kiied y KOMe ce TalleKTUHHU Be3yjy 3a yribeHe xuapate [158, 159]. Tanexktunu
Cy JEeTEeKTOBaHW y pa3HuMM henvjamMa M TKMBUMa M IPUIIMCHBAaHE Cy UM OpojHe ysore. 300r
Pa3HOJIMKOCTH CBOJUX (DYHKIIM]ja NMOCTAIM CYy MHTPUTAHTHH UCTPaKMBAaYMMa, HE caMO y 00J1acTH
ouonoruje Beh u y mequuunau u dapmanuju. Hirabayashi u Kasai [159] cy 1993. roaune, Ha
ocHOBY Opoja u opraam3zanuje CRD pernona, ranextune kiracupukoBaiu y Tpu rpyre:

1. Ilporotun ranekruHa: nocenyjy jenan CRD peruon koju uma crnocoOHOCT J1a IUMepu3yje.
OBoj rpymnu npumnajajy ranekrunu 1, 2, 5,7, 10, 11, 13, 14 u 15

2. TaHIEMCKO TIOHOBJHEHU THUT TaJIEKTUHA: M3rpal)eHu Cy O] jeHOT MOJHUIENTHIHOT JaHIa KOju
dbopmupa nBa paznuumuta anu xomosiora CRD pernona moBe3aHa KpaTKUM TENTHIOM JIAHIIOM
nyxuHe on 70 aMuHOKHcenMHAa. TaHAEMCKO TOHOBJHEHOM THITy TaJeKTHHA TpHUMNaIajy
rajiekTuHu 4, 6, 8, 9 12.

3. X¥IMEepCKH THIT TaJIEKTUHA: H3Tpal)eHn cy o1 jeTHOT POTENHCKOT JaHala JyKuHe o oko 120
aMUHOKHCEJIMHA KOJU CaJp>Ku OpojHE TOHaBJhajyhe cekBeHIle O6oraTe MPOJMHOM U TIUIIUHOM.

Ogakas J1aHar crojeH je ca jennuM CRD perrnoHoM. Jennuu npencTaBHUK OBE TPYIE je TajJeKTHH

3.
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1.5. CTpykTypHe 1 6MOXeMHjCKe KapaKTepHCTHKe rajleKTuHa 3

bes cymme, ranektun 3 (enr. Galectin-3, Gal-3) (29-35- kDa) je jeman on Hajbobe
MpOyYaBaHUX TAIEKTUHA W jeIMHU je XMMEPUYKH TUI TaJleKTHHA KOJ KuuMemaka. Hajmpe je
UICHTU(PHUKOBAH KA0 aHTUTCH Ha MEMOpaHu MEPUTEOHATHUX Makpodara MHUILIEBa CTUMYIUCAHUX
THOTJIMKOJIATOM M OHO je o3HaueH kao Mac-2 (32-kDa) [160]. Kacuuje je onucuban kao CBP-35
npoteun (35-kDa) (enr. Carbohydrate-binding protein, CBP) koju uma crnocoOHOCT 3a
BE3UBAkE YIJbCHUX XHUJpaTa U OTKPHBEH je Ha (uOpodiactuma muineBa [161]; eBP mporenn
(enr. e-binding protein from rat basophilic leukemia cells, ¢éBP) na 6a3opunuMa maioBa
obonenux ox sneykemuje [162]; RL-29 Benmumunne ox 29-kDa (enr. 29-kDa lectin in rat lung
tissue, RL-29) y muyhnom tkuBy mamosa [163]; HL-29 Benuuune ox 29-kDa (enr. lectin in
human lung tissue, HL-29) y xymanom muiyhaom tkuBy [164], L-34 nektun Benuuune ox 34-kD
y OHKOTEHCKHMM TpaHC(eKToBaHUM eMOpHOHCKMM (ubpobsactuma manosa [165] u LBP (enr.
Non-integrin laminin binding protein, LBP), namunun Be3yjyhu mnporeuH y makpodarama.
HcnutrBameM aMUHOKHCEIMHCKHX M TEHCKHX CEKBEHIM YTBpheHa je BHCOKa XOMOJOTH]ja
u3Mel)y HaBeJEeHUX MPOTEMHA HW30JIOBAaHMX W3 pas3auuuTux Bpcra [166-174]. V ckmamy ca
HOMEHKJIATYypoM yBeneHoM 1994, roawHe, OBaj MPOTEMH je O3HAYeH Kao rajmekTuH 3 [154].
Amnanuza ctpykrype Gal-3 ykaszana je 1a OH MMa jeIMHCTBEHY CTPYKTYpPY Y OJHOCY Ha ocTele
JICKTUHCKE MOJIeKyJie Y KnuMermaka [175]. Kao u cBu unanoBu siektiHcke nopoauie, Gal-3 uma
BUCOK a)MHHUTET 3a Be3MBame ramaktosuaa npeko cBor CRD permona [175]. Kao xumepHu
NPOTEHH Ca jeMHCTBEHOM CTPYKTypoMm, Gal-3 cagpxku 3 pasnuuuta CTpyKTypHa IoMeHa: 1)
NH2 Ttepmunannor gomena (enr. N-terminal domain, ND) koju caapxu cepuH
dbochopmtalimoH0 MECTO KOje je BaKHO 3a pEeryJiallijy WHTpalenyjlapHe CHTHamu3amnuje; 2)
MOHaBJbajyhu peruoH, civyaH KoJiareHy, 0orat MpOJUHOM, TJIMIMHOM U THUPO3MHOM, KOja ce
MOJKE Pa3/IBOJUTH MAaTPUKCHUM MeTajornpoTenHazama (Hrnp. MMP2 u MMP9); 3) rnobynapuu
COOH TepMuHamHu JOMEH KOjU CaJp’KW MECTO 3a Iperno3HaBame yribeHux xuzapata, CRD
peruoH, u aMuHOKHCEeNMUHCKY cekBeHIly NWGR koja je oaroBopHa 3a aHTHAIMONTOTHYKY YJIOTY
Gal-3. Hakon Be3uBama 3a MyJITHBaJCHTHE yrjbeHe xuipare, Gal-3 Moxe OJUroMepu3oBaTH
Kpo3 c¢Boj ND tepmuHanHu AO0MEeH U (popMUpaTH MEHTaMEepHY CTPYKTYpPY Ha MOBPIIMHM hemuje

[176]. Ha Taj HauwH je yk/by4eH y MOAYJAlMjy HHTpAICTyJapHUX CHTHAJIHUX ITyTE€Ba KOjH
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yTHYy Ha eKCIIPECH]y Pa3IHUUTHX T€Ha IITO 3a MOCIEAUIy MMa IpoMeny GyHukiuje hemuje [177-

179].
1.5.1. ND TepMHUHAJIHHU A0MeH

VY 3aBucHoctu on Bpcre, ND TepmunanHu gomeH ce cacroju ox 110 mo 130
amMuHOKMcenuHa. OBa penaTuBHO (IEKCHOMJIHA CTPYKTypa CaApKM BHIIE XOMOJIOTUX
MOHABJbAKA, O] KOjUX CBako ykibydyje Pro—Gly—Ala—Tyr—Pro—Gly aMHHOKHCEIMHCKY CEKBEHILY
HaKoOH dera cieae TpU JAOoAaTHE aMuHOKHcenuHe. ND TepMHHalIHHM JOMEH je BHCOKO
koHsepsupan Mehy Gal-3 MonekynuMma M30J0BaHUX U3 pas3IMUUTUX BpcTa. Takobe,
aMHKHCEJIMHCKAa CEKBEHIa je oko 25% XomoJoraa ca oapeheHMM HyKII€apHUM KOMILJICKCHMa
pubonykieonporenna (hnRNP), a Ta xomonoroct ce Takohe moxxe Hahu mel)y camum jegapHuM
hnRNP nporenrnma [180]. TTokasano je ma ND tepmunannu gomeH uma 33,5% mnokianame ca
KOJIareHOM THIl 2 y ToBehoj XpckaBulM, Tako ga je ND TepMuHaiHu AOMEH O3HauyeH u kao N
TEpPMHUHAIHHU JIOMEH ciiyaH KosareHy [181]. Mako je moka3ano qa ND TepMUHaIHH JOMEH HeMa
AKTHBHOCTH Ca YIJbCHUM XHJpaTHMa, HEONXOaH je 3a MyHy Ouosomky aktuBHocT Gal-3 [182].
JlonaTHo, pesylTaTH MCTpaXHBama mokasamn cy ga ND momen mpexo Tyr'® m cycemmmx
cyOjenunuiia yuectByje 3ajenno ca CRD pernoHom y BesuBamy onurocaxapuaa [183]. ND
TEPMHUHAJIH JIOMEH, je Takole OAroBopaH 3a MYJITHUMEPHO (opMHpame U MOoKa3yje NO3UTHUBHY
KOOIIEPaTUBHOCT MPHUJIMKOM BE3HMBamba JCKTHHA 3a MMOOMIH30BaHe juran kiactepe [183]. Osa
Beroa ocoOMHa je wu3riena OMOJOMIKM perynucaHa, jep je ND mojuiokaH CeleKTHBHO]
NpOTEONIU3N OJ cTpaHe ojapeheHnx Mmarpukc Meranomnporennaza (MMP-2 u MMP-9) [184].
Pacuen Ha mosunuju AlaGZnyr63 Koa xymaHor pexkombunantHor Gal-3 mosehasa apuuuTeT
CRD-a (ouyBanor y 22 kDa ¢parMenTy) 3a KapOOXHIpaTHE JTUTAH/IE, alll YMamkyje arperamujy
Gal-3 u nHa Taj HaumH ykuaa OHWOJOIIKA JejcTBAa MOJIEKyJa KOja 3aBHCE OJl HbEroBe
Myntumepusimje. Tako Ha mpuMep, MPOTEOTUTHIKUM JejcTBoM nonenan Gal-3 nokasyje oxo 20
nmyTa BUIIM adUHUTET BE3WBamba 3a CHAOTENHE henmuje XymMaHe yMOWIMKaIHE BEHE y mopehemy
ca KOMIUIETHHM TipoterHoM [185].

Takobhe, pesynraTu ucTpaxuBama Cy nmokasana ga ND TepMuUHaATIHU TOMEH y4ecTBYje Y
cekperuju Gal-3 y excrpauenynapuau npoctop [184]. [Touetnu neo ND nomena koju caapxu 12

aMUHOKHCEJIMHA KOja TIPETXOAH JOMEHY KOjU je O6oraT mpoJMHOM M TJIMIIMHOM, Takole mo3Har
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kao mMaiu ND TepMuHaIHU IOMEH, BUCOKO je KOH3epBHpaH Koj cBux Gal-3 y cucapa. Hajmame
nBe (DyHKIMOHAIHE KapakTepucTtuke npemnucaHe cy ND momeny Gal-3, Opucame mpeux 11
aMUHOKHCEIMHA Onokupa cekpeunjy Gal-3, 1ok Myrammja Komsepsupasor Ser’ yrmue Ha

aHTHANoONTOTCKY akTuBHOCT Gal-3 [185].

1.5.2. CRD peruon

CRD peruon Gal-3 cacroju ce ox 130 amuHOKHCenuHa Koje (opMHUpajy TIIOOypalHy
CTPYKTYpY Koja je oAroBopHa 3a yuspuihuBame Bese uzmely Gal-3 u yripenux xunapata [186].
OBu Hanasu cy gonaTHo notBpheHu ananuzom cTpykrype CRD pernona, xoju ce catoju u3 JBe
aHTH-TapaJIeTHe B-Tutode ca mo 5-6 B-iaHana koju GopMupajy yayoJbemhe 3a BE3UBAKHE YTJBCHUX
xuapara [182]. Melhyrum, HOBHjU pe3ynTatd IOOMjCHH aHAIM30M HYKJICApHE MarHeTHe
pe3oHaHIe ykaszyjy Ha Mmoryhe uaTepakiuje u3mehy ND Tepmunansor nomena u CRD perunona
[187]. Vuyrap 1nomeHa 3a mpemno3HaBame YIJbEHX XHApaTa OJf MOCCOHOr HHTepeca je
amuHokucenuHcka cekBeHlla NWGR; koja je mpakTuuHo 0e3 u3y3eTka KOH3epBUpaHa Y OKBUPY
BH1 nomena Bcl-2 pamunmje mporenna, u J0oKa3aHo je Ja j€ OATOBOpPHA 32 aHTH-aNONTOTCKY
akTUBHOCT Kako Bcl-2 monekyna, kao Gal-3 [188]. NWGR cekBeHna je takohe ykibydeHa y
nportec arperaije monekyna Gal-3 npeko CRD perona y oxcyctBy caxapumax iurania [189].
3amenom Ttpuntodana ca seynuHoM (WI81L) y oxBupy NWGR cekBenne oOycTaBiba
xomoaumepusaijy Gal-3 npeko CRD. Mmnak, u mopea oBe MyTalldje jOII YBEK Ce MOKE BE3aTH
wild-type Gal-3 myrem unTtepakimje ca N-repmunanam gomernma. CRD je Takohe ykibydeH y
YIIbEHOXHUIPATHO 3aBUCHY XeMOGHIMYHY HHTEppeakiyjy y kojoj ydectByje Gal-3 [190]. Ocrarak
jennor moinekyna nucrenna y omm3nH NWGR cexsenie (Cys186) ce moka3ao kao HEOMXO/IHA 3a
auMepusarujy mummjer Gal-3, koju y Toj Gopmu Besyje JaMUHUH ca BHIIHNM apUHTETOM Y
onHocy Ha MoHempuuHy (opmy [191]. CRD y nopehewy ca maTaktHum Gal-3 ucnospaBa
CHaOXHHUjU aUHHUTET Be3MBama 3a Kpajme npoaykre raukamuje (AGE), mro ykasyje na CRD
MOJKJIa Takohe caapku riaBHO MecTo Be3Bama 3a AGE mro Huje moryhe xox ND koxa menor

monekyiaa Gal-3 [192].
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1.6. Ekcnipecuja rajiekTuna 3

Tokom emOpuonanmHor pa3Boja u audepeHuujanuje henwja Mema ce eKcrmpecHja
raekTuHa. Takohe, ekcrpecwja TaJeKTHHA 3aBHCH Off PANIHUUYUTHX (PHU3UOJIOMIKUX U
MaTOJIONMIKKMX yciioBa. Excripecuja rajiekTuHa ce MPBU MYT JETEKTYje YSTBTOT JaHa TecTaluje 1
To y henujama Tpodekromaepma Ha cragujymy oOmacrormcre [193]. Oko ocMmor gaHa recraiuje
Gal-3 je excipumupan Ha henujama HOTOXOpJE, TAC je MPUCYTaH JOK HOTOXOp/a HE HIMYC3HE
[194]. IIpucyctBo Gal-3 3amaxka ce KacHHje y XPCKaBHUIM MPILJBEHOBA, peOprMa U KOCTHMA
JWIA, Ka0 M y cymnpada3alHOM CJIOjy eMmUIepMHca, IITO yKa3yje Ha MOTCHIUjaliHy YIOTY Y
dopmupamwy xpckaBuile u gudepeniujanuju koxe [194]. Colnot u capaguumu [195] cy
nokazanu aa je Gal-3 excripumupan Ha XOHApOIMTUMA enudU3He IUI0Ye PacTa IYTUX KOCTH]jY
Ko (eTaTHMX M HEOHATAJIHUX MHUINEBA, IITO yKadyje Ha HoTeHuujanHy ynory Gal-3 tokom
euxonpanie ocudukaimje. Takohe, ekcrpecuja Gal-3 3abenexeHa je U y MPBOM TPUMECTPY
XyMaHe eMOpHOTeHE3e ajiil je OrpaHHuYeHa Ha CMHUTE] KOXE, TUTeCTHBHOT, PECIIUPATOPHOT H
ypUHApHOT TpakTa, 3aTHM Ha henujama Muokap/a, jetpe u xouaporura [196]. Cnuuyan obpasaig
excrnpecuje Gal-3 youaBa ce ¥ y aay/JITHUM TKMBMMa Kao M Ha OpojHMM heimujamMa MMYHCKOT
cucrema. Cryauja koja je aHanmsupana excrnpecujy Gal-3 merogom in situ xubpuauszanuje y
JUTECTUBHOM TPaKTy MHIIEBA, IMOKa3ana je npucyctBo Gal-3 nckipydunBo y enutenHuM hemujama
[197]. Mehyrum, HOBHja ucTpakuBama mokazyjy na Gal-3 Huje exkcnpuMupan camMo Ha
enuTeTHUM henmujamMa IUTECTHMBHOT TpakTa, Beh W Ha PE3UACHTHUM Makpodarama JaMUHE
nporpuje [198]. Takohe, umyHOXHCTOXEMHjCKMM OojemeM MOTBpheHo je mpucycrBo Gal-3
no3uTHBHEX henuja ayx cuHycoua jerpe y3 nojaBy Kyndeposux henuja [198]. [Tnyha muriesa
ce Hajla3e Ha JApyroM Mmecty y morieny ekcrnpecuje Gal-3 [198]. Ilpucycro Gal-3 je omucano y
enuTeTHUM henujama OpoHxHoja W pe3ugeHTHHM Makpodarama [198]. Excmpecuja Gal-3 ce
3Ha4ajHO nmoBehaBa Tokom nHQeknuje miyha [199].

[MpucycrBo Gal-3 nozutuBHUX henuja nerasbHO je onmcano of crpane Kim u capaagHuka
[198]. V jajuuky, Gal-3 je merekToBaH y henmmjama xyTor Tena u Makpodarama cTpome Tie uma
yIOTY y OJIpXKaBamy U MPSKUBIbABAKY JIyTealHux hesuja TokoM Tpyanohe. Y yrepycy, Gal-3 je
NpUCYTaH y eHaoMmeTpujanHuM henujama m makpodarama BesmBHOr TkuBa [198]. Gal-3 je
HajBehn B-ramakro3un Be3yjyhu NeKTHH ekclipuMupaH Ha henujama ypUHApHOT TPaKTa MUIIEBA.

MeTtonamMa UMyHOXHCTOXeMHje H IN Situ xubpuau3ammje yrBpheHo je aa je eKCIpUMHpaH Ha
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henujama OyOpera u ypuHapHMX IyTeBa 10 auctaaHor gema yperpe [200]. Pesynratu
HMYHOXHUCTOXEMHUJCKOT 00jeha CpYaHOI TKHMBA, yKa3aiu cy Ha mpucyctBo Gal-3 mo3suTuBHHX
henuja y MHTEpCTHLHMjyMy [OK KapAuoMuoUMTH He ekcrnpumupajy Gal-3 [198]. ¥V wmosry,
STMCHIMMOIIUTH MOXKJIaHUX Komopa ekcrnpumupajy Gal-3 [198]. 3acrymbenoct hemuja koje
excupumupajy Gal-3 y ciesunu je muoro Behu y npseHoj Hero y 6emoj mysnmu [198]. OBakas
JoKaaHUu (peHoMeH ce Moke oOjacHUTH BehoM aMCTpuUOynHMjoM Makpodara W JIESHIPUTCKUX
henuja y upBeHoj mynmnu cie3uHe, oK cy y 6enoj nokanuzoBanu T u B mumdornuru. Excnipecuja
Gal-3 xox HauBHu T numdorra y cIe3nHu je HemepsbruBa, MehyTuM Moxke ce nmoBehaTn HaKoH
muxoBe aktuBaimje [198]. henuje koje excripumupajy Gal-3 npBEeHCTBEHO Cy JIOKAIU30BaHE y
MeIylii TUMYca, 0K cy camo petke Gal-3 mosutuBHe henuje npucyrae y kopu. OBaj eHIOTECHH
JIEKTHH j€ YTJIaBHOM IpoHal)eH y Menyliu U MambeM 00MMY y KOPTEKCY THMYyCa MJIaJUX MHILIEBA.
henuje Tumyca, kao mTo cy enutenHe henuje u Makpodaru MpousBoje, Tyde U aKyMyIupajy
Benuke koiauuumHe Gal-3 Ha CBOjOj MOBPIIMHM, IITO JONPUHOCH MOAYJAIMjU MUIpalyje |

npexuBsbaBama TuMorura [201, 202].

1.7. Yaora rajekruna 3

['anekTMHH Ccy OTKPUBEHU y LIMPOKOM CIEKTpY pa3IMYMTUX henuja U TKHUBA Te
y4ecTBYjy y OpojHMM OHOJIOIIKMM IIpolLlecMMa, YUME€ je oBa (aMuiIMja MPOTEHHA MOoCTania
aTpakTHBHA y o0OimacTh OuomemuimHCKOr uctpaxkuBama [180]. buomomke ¢ynkumje Gal-3
neguHuCcaHe Cy NpeMa HEroBOj MHTpALENyJapHOj WM eKCTpaleaylapHO] JIOKaIU3aluju.
lanexTnH 3 je mieoTpomaH MOJeKyld Koju Moayiupa henujcky (yHKIM]y Be3HBambeM 3a

pasauuuTe MOJIEKYIIe y jeqIpy, IMTOIUIa3MH WM Ha MOBPIIKMHU hemnuje.

1.7.1. Yaora excrpaneayJapHOr rajeKTHHa 3

BpojHa mcTpaxkuBama MOTBphyjy ekcrparenyiapHy Jokanmmzanujy Gal-3. Tanektun 3
MOXe OWTH JIOKaJu30BaH Ha henujckoj TOBPIIMHM (BE3aH 3a TJIMKONMPOTEHHE) WIH Y
eKCpaleNIyJapHOM MAaTPUKCY, OHOJOUIKUM TEYHOCTHMA M cepyMy (y CONyOMIIHOM OOJHKY).
[To3uato je na Gal-3 He mponaszu KpPo3 cTaHAAPIHU MPOIIEC CEKPelrje MpoTenHa y hemuju mpeko

€H/IO0IUIa3MaTHYHOT peTHKyaymMa M [onyu amapara jep HE caApXH KJIAaCUYHY CHUTHAIIHY
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cekserny. R. C. Hughes u capaguunu [203] yka3yjy Ha Moryhu aaTepHaTHBHHU IyT CEKPELHje U
ocnmobahama Gal-3 w3 hemuje mpexko cnermupuuHUX Be3ukyda. CXOAHO MPEAIOKEHOM
MEXaHM3My CeKpeluje crpedaBa ce wuHTepakuuja Gal-3 W WHeroBux IMOTCHIIHjaTHUX
TJIMKOJIM30BaHMX JEJI0BA, CHHTETUCAHUX U U3IYYCHUX MPEKO €HAOMIa3MaTHYHOT PETUKYIyMa U
lomyum anapata, pe Hero mrTo jaohy y excrpanenynapHu npoctop. pyru moryhu mMexanuszam
cekperje Gal-3 je mpeko ekcozoma oj crpane aenaputckux hemuja [204, 205]. Excozomu cy
Majia Be3WKylapHa Tena, BenuuumHe ox 60-90nm, koja ce Qopmupajy HHBaruHauujom
€HJI030MCKEe MeMOpaHe y JIyMEH €HI030Ma M H3IIydyjy y eKCTpauelylapHH mpoctop. Y oba
IIpeUIo’KEHa TUIIAa CeKpelLrje, Be3UKyJlie er3ouuTo3oM ocinobdahajy Gal-3 koju ce Moxe Be3aTu 3a
nopimHy henujcke MemOpaHe WM 332 KOMIIOHEHTE EKCTpalelyJapHOT — MaTpHKca.
AnTepHaTUBHO, BE3UKYJIE CE MOTY CIIOJUTHU ca ApyruM henmjama u Ha Taj HauuH npeysetu Gal-3.
Excrpanenynapau Gal-3 octBapyje OpojHe ayTokpwHe U mapakpuae edekre. [amexktun 3 mma
ynory y henujckoj aTxe3uju, akTHUBAIMjU M XEMOTaKCH 3a pasnuuute TunoBe henuja. Ha Taj
HaunH Gal-3 yruue Ha pasnuyure OHMONOIIKE IpoIlece KO INTO Cy OJApKaBame henmujcke
XOMeocCTa3e, MMYHOJOIIKE peakllhje, OpraHoreHe3a W aHTUOTeHe3a, WHBa3HWja TyMopa H

MmeTacTase.

1.7.2. Yaora ranexktuna 3 y heaujckoj arxe3uju

VYiora Gal-3 y nporiecuma henujcke aTxe3uje 3aCHUBA Ce Ha HETOBUM MYJITHBAJICHTHHM
ocoOnMHaMa U CIOCOOHOCTH Jla ce Be3yje 3a INIMKOMPOTEeWHE Ha MOBpIIMHM hennjcke MmeMOpaHe
Kao U 3a MIMKO3WJIOBaHE KOMIIOHEHTE eKCTpalenyiapHor Matpukca. [lokasano je qa Gal-3 moxe
Jla ce BeXe 3a JaMUHUH, (UOpPOHEKTHH, Kao U 3a konareH tun 4 u TenacuuH-C i —R [206-208].
ITopen tora, Gal-3 ce Be3yje u 3a ompeleHe MHTErpuHe, TIaBHE TpaHCMEMOpPAHCKE MPOTCHHE
henujcke mMemOpaHe, KOju Cy YKJbyueHu y mporec henujcke aaxesuje [208]. Pesynratu
UCTpaXMBamka Cy TMokazana na cy olfBl usrerpunu um o cyOjeaununa oMPl wuHTerpuna,
JIOKaJM30BaHW Ha MOBpIIMHM Makpodara, perentopu 3a Gal-3 [208, 209]. Takohe, Gal-3 ce
MOKe Be3aTu 3a Texak JaHary CD98 monekyna, Koju je mpucyTaH Ha MEMOpaHM MOHOIUTA U
Makpodara KoJ JbYAM W KOJ| MHUIICBA Ka0 W Ha MEMOpaHW aKTHBHpaHuX T numdonuTa,
nocpencTBoM aumepu3anuje CD98 moke mpomoBucatu aktuBaiyjy uaterpuna [210]. Tanextun

3 Moxe MHXHUOWpaATH WIM MPOMOBHUCATH helnujcKy aTXe3ujy pas3audyuTuxX henwja 3a mpoTenHe
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ekcTpahennjcKor MaTpHKca; Tocpeayje y aaxe3uju XyMaHux HeyTpodwia 3a JIaMUHWH U
erporenne hemwmje [211, 212], u omoryhyje Be3dy usmelyy nenapurckux henuja u aumdormra
nocpeactBoM L-cenektuna [213]. Mehyrum, nokaszano je aa unrpauenyiapau Gal-3 [213] moxe
IPOMOBHCATH HM3JIa3aK TUMOIIUTA U3 TUMYyca Ha nepudepujy [201]. [Tokaszano je 1a uHTEpaKiuje
Gal-3 ca OpojHMM TTTMKONPOTEHHHMA Kao IITO Cy JHM3030MaHH MEMOPAHCKU TJIMKONPOTEHH
Lamp-/ u -2, C4.4A roukonporenH, oMoryhasajy Be3y u3mel)y Tymopckux henuja u mpoTenHa
ekcTparenyiaapaor marpukca [214, 215]. Takohe, moxas ma nospmncku Gal-3 mocpenyje y
XOMOTHIHNYHO] helnjckoj aaxe3uju y3 momMoh MOoBe3WBama pa3rpaHaaTHX JIAKO PAaCTBOPJEUBHX
TIIyKOKOBYTaTa, HCTUYE HErOBY YIIOTY Y arperaiuju TYMOPCKUX heiuja y MUpKyJIaiuju TOKOM

MeTacrasuparma [216].

1.7.3. Yaora ranektuna 3 y heinjckoj akTHBalMju M XeMOTaKCH

[To3HaTo je na yHaKpCHO IOBE3HMBAME IMOBPIIMHCKHX MPOTEHHCKHX MOJIEKYJIa MOXKE
MIPOY3POKOBAaTH Kackaay OpOJHMX CUTHAJIHUX IyT€Ba U Pe3ylTHpaTH helnjCKOM aKTHBAIM]OM.
BesuBame MeMOpaHCKMX MOJIEKyJa 4YeCTO j€ TIOCPEOBAaHO BE3UBAEM  HUXOBUX
[JIMKO3MJIOBAaHUX JIENOBa M MYJITHUBAJICHTHUX JieKTHHA, kao mto je Gal-3. Ilocroje Opojuu
nokasu o ynosu Gal-3 y akTuBanuju pa3nuuuTux BpcTa henuja, HoceOHO OHUX KOjH YYECTBY]Y Y
MMYHOJIOUIKUM peakuyjama. [amekTuH 3 myTeM YHaKpCHOI IOBE3HMBamba MEMOpaHCKUX
JIMKONIPOTEHWHA, MOXe crtumyiucatu npoaykumjy IL-1  u  mokpenytu ocnoOahame
CYNEPOKCHIHUX aHjoHa O] CTpaHe XyMHHUX HeyTpoduia u monouuta [217, 218]. loxatho, Gal-3
MO’Ke M3a3BaTH PECIUPATOPHU Mpacak y HeyTpoduiInuma HakoH ojpeleHe cTuMynaiuje, Kao mTo
je crumymnanuja munononucaxapuaom (LPS) [219]. Osakas oaroBop HeyTpoduia je y TUPEKTHO]
Be3u ca noBehanum BesuBamwem Gal-3 3a memOpancke perentope CD66a u CD66b Ha MmemOpanu
Heyrpoduna [220]. Takohe, ckopuja ucrpakusama cy nokasana na Gal-3 nosehasa darouutHy
aKTHBHOCT U ekcnpecujy CD66 monekyna Ha MemOpanu HeyTpodwmia [221]. OcuM MO3UTHBHUX
edekara, 3abenexena cy u cymnpecuBHa nejcrBa Gal-3. Tlokaszano je ma Gal-3 wuaxuOwue
cekpennjy IL-5 u3 eo3noHoduIa M Ha Taj HAUYMH BPIIK CyMpecujy Mujenonanux hemuja [222].
[Tokazano je in vitro u in vivo na Gal-3 mMoxxe MHIyKOBaTH aHTHOTEHE3y EHAOTEIHUX henwja
[223]. Takohe, nokazano je ma Gal-3 aktuBupa cpuane ¢uoOpodnacre [224], u na ce meropa

excrpecrja moBahasa xoja ¢pubpobIacTa y CHHOBHjaTHO] TEYHOCTH KOJ TalldjeHaTa Koju 00myjy
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on peymarouanor aprputuca [225]. Ilpoaykiuja Gal-3 ox crpane creisarnux hemmja jerpe,
AyTOKPUHUM MEXaHU3MOM, MOXE WHIYKOBATH HHMXOBY MPOJUQEpaIjy MPEeKo MPOTEHH KUHA3e
L] u mporeun kunaze A [226]. [Topen yiore y aktuBanuju henuja, mokaszano je na Gal-3 nenyje
Ka0 XeMOTaKTUYKU MOJICKYJI 32 MOHOIIUTE U Makpodare, Kao ¥ 3a ajiBeosiapHe Makpodare [227].
Bpojue in vitro u in vivo ctyauje cy mokasaie 3Hauajuy yiaory Gal-3 y murpanuju hemuja, u na

cy y Ty ynory yksbydeHu 1 ND u CRD tepmunamau goMeH.

1.7.4. Yiora uHTpaueayJIapHOT rajeKTuHa 3

[To3uato je na Gal-3 Mosxe OUTH JTOKAIN30BaH M y HHTPaheInjcCKOM POCTOPY, jeaApY HIIH
y nutorutazmu [228]. V nuromnasmu, Gal-3 uMa yiory y perynanuju henmjcke nponudepariuje
u jaudepennujaimje Bedyjyhu ce 3a K-Ras nporemn winm aktuBanujom kuHaze (PI3K)-Akt
curHaiaHor myta [198]. BpojHu Mosiekynu y uToIia3mMu ¢y aepuHucanu kao jauranam 3a Gal-3.
BuxoBe paznonuke Ouosomike yimore ykibydyjy Gal-3 y OpojHe wHTparenysgapHe mporece.
Mely npBUM HHTpaIeTyTapHUM MOJICKYJIMUMa KOjU Cy UHIeHTH(UKOBaHH Kao ymrana 3a Gal-3
ouo je Bcl-2 nporenn koju je ykibydeH y nporec amonrtoze [204]. Takole, mosnaro je na Gal-3
OCTBapyje MHTepakiujy ca perentopom cmptu CD95 (APO-1/Fas) u Ha Taj HauMH OCTBapyje
CBOjy ynory y mpoiecy amontosde [205]. BpojHa uctpaxkuBama cy motBpamia yimory Gal-3 y
nporecy henujcke mponudepanuje, audepeHnujanmje, npekuBbaBama u cMpta [229, 230].
Kana je henmuja u3noxeHa armonTOTCKUM CTHMylycuMma uHTpauenyinapau Gal-3 ce gemonyje y
mutoxoHapujamMa [231]. YV wmwurToxonapujama naenoHoBaHu Gal-3 mocemyje aHTHANONTOCKY
aktuBHocT [231]. V jenpy, Gal-3 mma ymory y perynanuju TPaHCKPHIIIMje T'€Ha TaKo IITO
mojayaBa eKcrnpecHwjy reHa 3a nukiaud Di [232]. lomatHo, y jempy ce Gal-3 Besyje 3a
pubonykieonporenncke komruiekce [233]. Iokazano je ma Gal-3 uma ynory y peryniamnuju
Whnt/f3-catenin curHaHOT ImyTa, KOjH je 3HayajaH y MpoLecy pa3Boja, TKHBHE XOMEOCTa3e H pacTa

TyMopa, Meh)yTHM TadaH MEeXaHH3aM JIejCTBa jOIll YBEK HHUje 1mo3Har [234].
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1.7.5. Yiora u 3Hauaj rajleKTHHA 3 y peryJjanuju HIMyHCKOT 0Ir0OBOpa

IMomamm o ¢ynkunonamHuMm ocobmnama Gal-3 cymupane y OpojHMM HCTpakKMBambUMa
CHOXHO YyKa3dyjy Ha 3Haya] Gal-3 y perymanwju MMYHCKOT OJroBOpa © HWH(IAMAIU]H.
WNudnamanyja mMa NPOTEKTHBHY YJIOTY M CIY)KH 3a OJP)KaBame XOMEOCTa3e M penapanuje
TkuBa. Melyrum, noj onpeheHnM okoTHOCTUMA HHGIaMaIija MOXe OMTH IITeTHA 3a JoMahnHa
U JIOBECTU JI0 Pa3IMYMTHUX MATOJOUIKUX mporeca. ['anekTuH 3 perynuiie KJbydyHe IMpOLECe y
nH(IaMaTOPHOM HMMYHCKOM OJITOBOPY: a/Xe3Wja, XeMOTaKca M aKTHBAllMja, OINCOHHM3AlWja U
¢daronuTosa. I'agextuH 3 ce AETEKTyje Ha MOBPIIMHU OpojHUX henuja MMYHCKOT cuCTeMa U
perymumre uduamanyjy. KOHCTUTYTHBHO je eKCHpUMHpaH Ha MOHOIMTHMA, Makpodaruma,
JNCHAPUTUYHUM henujama, macrtonmuThMa, Heyrpoduiamma, eo3uHopmimma, ok ra T u B
auMAOLUTH CKCIIpUMHUpajy TeK HakoH aktuBaunmje [235]. Bpojue henuje mpoaykyjy u
ocnobahajy Benuke komumuumHe Gal-3 y oxaroBopy Ha paszHe HH(IAMaTopHE CTHMYIIyCE.
Ocnob6ohenu Gal-3 moke aenoBatu Ha HH(IaMaTopHEe heiuje ayTOKpUHUM WM HapakpuHUM
MexanuzmoM. [lo3nato je ma Gal-3 mMoke 1a cTUMYIHIIEe OKCHIATUBHY TIpacak y HeyTpodrimma
¥ MOHOIIUTHMA U JIa JOBEJE 10 JAETpaHyJallije MacTonuTa. ['aekTuH 3 MpOMOBHIIE aTXe3ujy
MUTpalyjy MOHOLUMTHO/Makpodarue io3e Kpo3 EHIOTeN W JAedyje Kao XEMOTPAaKTaHT 3a
MoHormte 1 Makpodare [199, 236]. Cryauje cy mokasaie aa jaenenuja rea 3a Gal-3 3HauajHO
penykyje wH(}pIAManWjy y aHUMaTHOM MOJENy NEepUTOHUTHCA, WHIYKOBHOT THOTJIMKOHATOM,
HITO je MOTBphHEHO CMameHOM HMH(UIATPAIMjOM TpaHyJIOIMTa M Makpodara y OJHOCY Ha
KOHTPOJIHY Tpyny uBotHma [236, 237]. Mummju Gal-3" Makpodaru HuMajy CMambeHy
(daronMTHY aKTHBHOCT AarONTOTHYHHX THMOIUTA WM OBYHMJHX EPUTPOIMTAa y OIHOCY Ha
Makpodare KOHTPOJIHIX MHUILIEBA KOjH eKCIIpuMupajy oBaj nekruH (Gal-3") [238]. Pesynraru
HaBeJIEHUX MCTpaKUBamba yKazyjy Ha 3HauajHy yiory Gal-3 y npouecy ¢arounurto3e nako TayaH
MEXaHU3M joll yBeK Huje mo3HaT. 3Haua] Gal-3 y uH(pIaMaTOpHOM OArOBOPY oOrjena ce y
CIIOCOOHOCTH Tpero3HaBama U Be3nBama rInKokomyrara Ha nospmuau Klebsiella pneumoniae,
Salmonella minnesota, Salmonella typhimurium u Escherichia coli [239]. Bpojue cryamje
ykazyjy Ha aBoctpyky ynory Gal-3 y akrtuBanmju makpocdara. Kox Gal-3 nedpunmjeHTHHX
MHUILIEBa, aITepHATUBHA aKkTHBalja Makpodara noj yruuajem IL-5 u IL-13 je peaykoBana y
OJIHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYIlYy KUBOTHHA, OK j€ KJIIACUYHHU ITYT aKTUBaluje noj yruuajeM LPS u

IFN-y ne msmemena [240]. TTox yrumajem LPS, makpodaru Gal-3"" mumesa MpoIyKyjy Behy
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KOHIIEHTpanujy npouHduamaropaux murokuHa 1L-6, IL-12 u TNF-o mero makpodaru Gal-3"

MmuieBa mro ynyhyje Ha antuundiamaTopae epexre Gal-3 [241]. CynpoTHO TOME, pe3yiTaTH
Ipyre cryamje ykadyjy Ha mnpouHduamatopHy yiory Gal-3 jep oBaj nekTuH genyjyhm
peryJaTopHO  Ha  MHKpPOTJIHMjy  CIMYHO  IUTOKMHUMa, omoryhyje  docdopunamnujy
tpanckpunuonux ¢dakropa (JAK2, STATI, STAT3 u STATS) mTo mojadaBa Kackamy
npoaykiuje npourpiaamatopaux murtokuHa (TNF-a, IL-6, IL-1f u IFN-y) [242]. Tloxamu wu3
JUTeparype ykasyjy Ha 3HadajHy yinory Gal-3 y ¢yHKIMOHUCAaWmY ACHAPUTCKUX henuja.
[TokasaHo je 1a ykiamame rea 3a Gal-3 cMamyje MUrpaTOpHU MOTEHIMjal oBHUX henuja kako in
Vivo tako u In vitro [243]. Takohe, ekcmpecuja Gal-3 y nenapurckum henmjama yTude Ha
M0JIapH3allijy KIMYHCKOT OAroBopa [244, 245].

T u b numdonutu excnpumupajy Gal-3 uckipydnBo HakoH aktuBanyje. T nmuMponuTy,
noynmwy Jaa exkcnpumupajy Gal-3 HakoH akTuBanMje Pa3IUYUTHM CTHUMYJIyCcHMMa (aHTHTENa
ceruduuna 3a CD3 w/wmm IL-2, IL-4 u IL-7) [246]. AxrtuBaimja B numdormra ca IL-4
npalieHa je mojaganom excrpecujom Gal-3, mto mpomosuiiie nudepennunjanujy B mumdbonurtay
memopujcke hemuje [247]. Tanextun 3 y nuMbHOM TKUBY peryiuiie opraHusanujy Huma B2207
u CD138" henuja [248] u urxubupa audepeHnujamujy y miasmomute in Vitro [247] u in vivo y
KOCTHO] Cp)KH, ME3EHTEpUYHUM JTHUMGHUM 4BopoBUMa U cie3unu [248]. Tlopen Tora Gal-3 uma
AHTHANONTOTCKY YJOry y Heomnasmama B mumbonura [249] u onpxkaBamy aHepruje B
mumdoruta [250]. TlojaBa Gal-3 nepurujeHTHUX MHIIEeBa oMoryhuia je JeTajbHUje CTYAHjE O
uMyHoMonynaropauM MmexanuzmuMma Gal-3. OxacycrBo Gal-3 nojauaBa Thl wim Th2 umyHcku
OJITOBOP Yy 3aBUCHOCTH OJI MPHUPOE MaTO(U3UOIONIKOT Mpolieca U BpCTe TKuBa/oprana [251].
Crynuje cy nokasane na Gal-3 kontposumie nonapuszauujy T numdonnTa TOKOM HMYHCKOT
OJITOBOpa M MMa MOTEHIHjaJIHy YJIOTY y peryJaliju MPou3Boame antutena [252, 253]. Jour yBek
HHUJ€ IeTaJbHO pa3jalmbeHo KojuMm Mexanusmuma Gal-3 perynuiie ayTouMyHCKe TIpoIiece, alld je
JacHO J1a MOXX€ HCIOJBUTH ABOCTPYKY yjory. Ykpartko, Gal-3 Moke [BOjako perysiucaTa
nH(IaMaTOPHU OJTrOBOp, 3aBUCHO Of BHUIIE (akTopa Kao IUTO Cy CHEUU(PUYHU YCIOBH

uH(paamanuje, Bpcta henuje nin HUBO EKCIpecHje.
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1.7.6. YJjora rajektuHa 3 y pa3Bojy MUOKapaAuTHCca U cpuaHe ¢puodpose

3nauaj Gal-3 mokasaH je y peryiaiuji IMyYHCKOT U HH(IaMaTOPHOT OJrOBOpa, pa3Bojy u
MPOrpecHju TyMOpa, HEYPOHCKE JIeTeHepaIje, aTepockiepose, aujadereca, Kao U peraparmje
TkuBa. Gal-3 je oTkpuBeH y MHOrUM nposrdepuinyhum henmrjama kao mro cy TyMmopcke henwuje,
co3uHOGMIN, HEYTpopHIH, aKTUBHCaHe Makpodare u ¢ubpodbmactu [254-257]. Muoru on
HaBE/JICHUX THUIIOBa henuja Wrpajy 3Ha4ajHy yJIOry Yy 3alaJb€HCKOM OJroBOpYy M (uOpOreHes.
HenaBHe crymamje moka3syjy na, kao MyITHQYHKIHOHATHH Ouomapkep, Gal-3 wrpa kipydny
yJIOTY y IpOLIeCy peMoJieNalije cpua yaecTByjyhu y xomeocTasu ekcrpahelijckor MaTpukca u
y 0JroBopy Ha uH(amanujy [258].

Vnora Gal-3 y ¢ubporeHesu u uH}IaManMju je y MHOTUM acleKTHUMa pa3jallmbeHa
MOCTIeIHbUX TOJIMHA Al HE y TIOTIIYHOCTH. Y 37paBOM TKHBY, ekcnpecuja Gal-3 je oacyTHa uim
cMameHa. MehyTuM, y naToJomKUM yclloBuMa, excipecuja Gal-3 ce 3HauajHo yBehaBa nmoceGHO
ToKOoM HH(uiamanuje u Guopoze. Oba mpoueca ¢y 0 KpYLUHUjaJIHOT 3Hauaja y peMOJICIIOBabY U
¢ubpo3u cpua u Oyopera. Merogama in-situ xuOpuau3aimje 1 UMyYHOXUCTOXEMH]CKE aHAIN3E
mokaszaHo je Bucoka ekcrpecuja Gal-3 y moapyujy muokapa 3axsahenor ¢pubposom [259]. Osa
eKcrpecHja Ouia je y jako MO3WTHBHO) KOpealuju ca 3acTymjbeHouhy makpodara y cpiy. Cse
Behu Opoj excriepuMeHTaTHUX J0Ka3a Mmoka3ao je j1a je Gal-3 cekperoBaH n3 Makpodara rnoBesaH
ca aktuBanujoM MuoduOpobIacTa a KacHHje M ca MOBehaHOM CHHTE30M M JIETTOHOBAHEM
komareHa. lllto yka3yje Ha HEroBy BakKHY YJOTYy y TPOMEHH cacTaBa EKCTpalelTyJapHOT
marpukca y omrehenom TkuBy [256, 257, 259-262].

[TpBu noKa3u Koju yka3zyjy Ha 3HadajHy ynory Gal-3 y pa3Bojy cpuaHe cnabocTu MoTUYy
U3 pesyiTara CTyadje Kojy cy cmpoBenu Sharma u capagaunu [259] u mokaszanu aa je Gal-3
MOTEHIM]jajTHA HOBA TepareyTcKka MeTa y Jieuelhy XpOHUYHE cpuaHe mHcyduimjennuje. Takohe,
Henderson u capagaumm [256] nokaszanu cy na je excrpecuja Gal-3 3HauajHo noBehana Tokom
nporpecuBHe peHanHe ¢uoOpose. HWcrpaxkuBama crnpoBenena Ha Gal-3  nedurujeHTHUM
KUBOTHIbAMa TIOKazajia Cy Mamu o0uM wmHbIamaruje y OyOpery W MOCIAEANYHO MarmbHu IMpo-
(UOPOTHYKHN OATrOBOp Ca 3HAYaJHHUM CMambelheM IMPOJYKIHMje W JIeNOHOBame KosareHa. [la je
Gal-3 nmoOpa TepaneyTcka Mera y o00oJbeHMMa Koja ce Kapakrepuury (uOpo3oM U

peMoJieNioBaleM TKHBa Nokaszanu cy Kalatjou u capagaunm [263] y ekcriepuMeHTaIHOM MOJETY
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¢ubpoze OyOpera. Hamme, mpumenom wunxuoOutopa (Gal-3 nmerekToBaHa je 3HAYajHO Mamba
¢hubpo3sa Oyopera.

[lopen excmepuMEHTAIHUX CTYAMja, pa3IMyUTa KIMHWYKAa HCIHUTHBama Cy Takohe
yKazajla Ha TOTEHIMjajHy KJIMHUYKY KopucT Gal-3 kao Ouomapkepa y NpOTHO3M CpuaHe
uacybunmjennuje. Van Kimmenade u capaguuim [264] npBu Cy Oapeduid MPOTHOCTHYKY H
npeaukTuBHY BpemHocT Gal-3 kao OmoMapkepa y akyTHOj Cp4aHO] HHCypuUIUjeHuHju. Y
NPEIKIMHAYKOM UCTPaKUBaWy, OHU Cy 3aTHM IOKa3aJid Ja Cy BUCOKH cepyMmcku HuBon Gal-3
noBe3aHu ca BehuM creneHoM MopOuautera [264]. YV HacTaBKy MCTpakMBamba WCIHTUBAH je
3Hauaj Gal-3 kao camocralHOr Mapkepa Kao M Heroa mnoBe3aHocT ca Nt-proBNP kao
HajBa)XHH]UM MapKepoM cpuaHe ciaboctu [265]. Pesynraru oBe cTynuje cy nokasanu na je Gal-
3 mobap Omomapkep anu J1a ce He MOXKe HEe3aBHCHO MHTepHpeTrpaT 0e3 Bpeanoctu Nt-proBNP
KOJI MaIfjeHaTa ca cpuaHoM uHcyuijermnujom [266].

VYkpatko, Gal-3 cekperoBan u3 Makpodara yTude Ha akTuBaluujy Muoduodpobiacra,
CHHTE3y M JICTIOHOBamk€ KOJareHa, Wrpajyhm meHTpamHy yiory y mnaTo(u3HuO0IOMKOM
peMo/IeNIOBalky CpIla U CpUaHO] HHCY(DHUITH]SHIIU]U.

Kao miro je mperxo1o moMeHyTo, y HopMaiHoM cpuanoM TkuBy Gal-3 nosutuBae henuje
Ce YIJIaBHOM Hala3e y MHTEPCTHILHUjyMy JOK KapIHOMUOLMTH He excrpumupajy Gal-3 [267].
Mebhytum, y TkuBy cpua 3axpaheHom uHGuamaimjom nosehaBa ce ekcrpecHja OBOI MOJEKysa
[259]. Mocnenmux roarHa 3HaYajHA yJa0ra y MaTOrCHE3W BUPYCHOT MHUOKAPIUTHCA M CPYAHOM
pemoaenoBmwy npunucyje ce Gal-3 [268-270]. Pesynratu 10 caga 006jaB/beHUX CTYAH]ja MOKA3yjy
Ja y eKCIepUMEHTAJTHOM MOJENIy BHUPYCHOI MHOKapAMTHCa mocToju Beha ekcrpecuja u
npoaykuuja Gal-3 u3 makpodara cpua, kao u aa Gal-3 uma 3Ha4ajHy ynory y npoiudeparuju
cpuanux ¢uOpoOIacTa U HaCTaHKY cpuane (Gudpo3e, MTO 3a MOCIEIUIy UMa moBehan pu3uk 3a
pa3soj JIIM [268]. HcnutuBame cpuane (GuOpo3e, WHIAYKOBAHE AHTHOTCH3UHOM 2 WK
TpaHcBep3agHoM aopTHOM KoHcTpukiHjoM (TAC), cnpoeneno nHa Gal-3 nedunujeHTHUM
muieBuma coja C57BL/6J, je mokaszano 3HaYajHO CMameHY MPOAYKIM]Y KojareHa M3 CpYaHHUX
¢ubpobmacta u Mamy ¢uoposy [270]. Mehyrtum, HemTOBOJbHO je pasjallimbeHa yjaora OBOT

MOJIEKYJIa Y TaTOT€HE3W ayTOUMYHCKOT MUoKapauTuca u JLM.
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2. INJb CTYINJE

OCHOBHH ITWJb UCTPAKUBAA j€ J1a C€ UCTHTA YJIora U 3Hadaj rajeKTHUHA 3 y MaTOreHe3n

ayTOMMYHCKOT MHUOKapauTuca y wmuiijeMm moneny EAM uHAYKOBaHOT MPUMEHOM MeNnTHaa

Mo3uHa MyHCoizzs-357.

[\

v CKJIaly ¢a OCHOBHUM LUJbEM, ITOCTABUIIN CMO CJIGI[GhC CKCIICPUMCHTAJIHEC 3a/IaTKC:

Wcnuratu yrunaj ranexktuHa 3 Ha pa3Boj xuneprpoduje muokapaa usmehy WT C57BL/6
n Gal-3 nmepunmjentnux CS57BL/6 mmmeBa, onpehuBamem omHoca u3Mmely TexuHe

nepyHIOBAHOT CcpIia M YKYITHE TEICCHE TEKHHE

. Ucniuratu ytunaj ranektuHa 3 Ha pas3Boj AereHepaldje U HeKpo3e KapIuOMHOIUTa KOJ

WT C57BL/6 u Gal-3 gepunmjentaux C57BL/6 mumiera

Ucnuratu yruiaj ranexktuHa 3 Ha pa3Boj HHGIAMATOPHUX MPOMEHA CPLa y MUOKAPIY
xuctosiomkuM 6ojemuma kog WT CS57BL/6 u Gal-3 nepunmjentaux C57BL/6 mumesa
Hcnuratyn yrunaj ranektusa 3 Ha npucyctBo 1gG nenosura u IgG nosutusHux henuja y
cpuy kog WT C57BL/6 n Gal-3 nepunujentaux C57BL/6 mumena

Wcnuratn yrunaj ranektuHa 3 Ha pa3Boj ¢puOpo3e cpua XUCTOJIOLWIKUM OOjemuMa KOJ
WT C57BL/6 u Gal-3 nepummjentanx C57BL/6 mumesa

Ucnurtatn deHoTUIICKE U (PYHKIMOHAIHE KapaKTepUCTHKE henuja Koje Mocpenyjy y
uHpnamanuju u ¢pudposu y cpuy kog WT C57BL/6 u Gal-3 nepunmjentanux C57BL/6
MUIIIeBa

Ucnuratn denotuncke u (yHKIMOHATHE KapaKTEpHCTHKE henwja Koje mocpenyjy y
uHpnamanuju y cinesuau kog WT C57BL/6 u Gal-3 nepunmjentanx C57BL/6 mumena
Hcnutaty BpenHOCTH NMPOMHGIAMAaTOPHUX U MPO(PUOPOreHUX IMTOKUHA y CHCTEMCKO]

uupkynauju kon WT C57BL/6 u Gal-3 gepunujentaux C57BL/6 mumiesa
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Pagna xunore3a ncnuTuBama:
lajiekTnH 3 WMa TPOTEKTUBHY yJOry y paHuM uH(uamatropHuMm ¢azama EAM, ma

ojcycTBo rasiektuHa 3 yunu C57BL/6 muiieBe oceT/bUBUjUM HAa MHIYKIH]Y OosiecTH. ["anexkTun

3 uma ipoubporeny ynory y kacaujum (azama EAM koje kapakrepuiie pa3oj hpudpose cpia
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3. MATEPUJAJI U METOJE
3.1. EkciepMMeHTAJHH MUIIIEBH

VY crymuju cy kopumthenn C57BL/6 mumieBu mymkor mona (eur. wild type, WT) u
MuieByd uctor noja u coja (C57BL/6) ca neneunjom rena 3a rajgektus 3 (enr. knock-out Gal-
3KO wm Gal3"). Gal-3KO sxuBotume cy noGujeHe u3 BuBapHjyMa YHHBEp3uTeTa
Kamugpopuuje (Proffesor Daniel K Hsu, University of California Davis, School of Medicine,
Department of Dermatology, Sacramento, California, USA).

Ceu exkcriepumentanan mumesn (WT u Gal-3KO) cy mon cranmapJHUM YCIOBHMA
OJIrajaHu y OJrajayMIuTy 3a MuiieBe Dakynrera MEIUIIMHCKUX Hayka, L[eHTpa 3a Mojekyicky
MEIUIMHY U MCTpaKUBamba MaTU4HUX henuja YHuBep3utera y Kparyjerily, y3 CBakoJHEBHH
npuctyn Boau u Xxpaunu ad libitum. ¥V crymuju cy xopuniheHu MuIieBy npocedHe crapotu o 42
1o 56 maua.

Crynujy je ogobpuna etnuyka komucuja dakynrera MEIULIMHCKUX HayKa I0J Ha3UBOM
"ETHuka KOMHCHja 3a 3alITUTY A0OPOOUTH OrJIeHUX >KuBoTUHA" O6poj 01-2630 ox 19.03.2014.

TOJTMHE.
3.1.1. Meropmonoruja noéujama Gal-3KO mumesa na C57BL/6 noxno3u

[IpumeHoM xoMoiore pekoMOMHAIINM]€ MOXKE C€ UCKJbYUUTH je/laH WM BHILE I'€Ha U Ha
Taj HAuMH JA00MTH KNOCK-OUt *XKMBOTHEbA Ca IUJ/bAHOM JEICIH]OM JKE€JbEHHX T'eHa. XOMOJIora
pexkoMOMHaIIMja je jeaH O]l MeXaHH3aMa T'eHeTCKe PeKOMOMHALIM]e 3a 3aMEHY JeTHOT Jiesia MU
KOMIUIETHOT IIMJBHOT (HOPMAJTHOT) TeHa He()yHKIIMOHATHUM (MyTHpaHuM) reHoM [271]. 3amena
(GyHKIIMOHATHOT HE(QYHKIIMOHATHUM I€HOM OCTBapyje ce u3Mmel)y XOMOJOrux CeKBeHIM Ha JBa
nannia JIHK (#e3oxkcupuOOHYKIEMHCKE KHCETUHE). XOMOJOre CEKBEHIIE Ha pPa3InduTUM
nanuuMa JIHK umajy rese y kojuma je pacropel] HYKJICOTUIHHMX CEKBEHLM CIMYaH WM
uACHTUYaH. TOKOM XOMoJIore peKOMOMHAlMje pa3Memyjy ce€ IeHH ca XOMOJIOTUX CEKBEHIIH
JouMpand Ha aBa pasnuumra mosekymna JIHK [272]. MexanuzamMoMm XOMOJIOre PeKOMOHMHAIIH]E

nmoctmke ce 3ameHa WT rena renom uwuja je ekcripecrja onemoryhena [271]. Camo one henwmje y
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kojuma cy WT reHu 3aMemeHH He(QYHKIMOHATHUM TE€HHMAa CE KOPUCTE Y JajbeM IMOCTYIKY
nobujama knock-out mumreBa. 3a umHTerpanujy moomjenux ¢parmenata JTHK koja cagpxke
He()YHKITMOHAIIHU TeH HEONXOHH Cy BeKTOpHU. BekTop y koju ce yrpahyje neo nanna JIHK koja
caapku He(DYHKIIMOHAIHU TEH je CaJprKao W JIBa TeHa KOja KOHTPOJIUIIY pEeKOMOWHAIHjy. 3a
KOHTpoJy pekomOunanuje kopumiheHu cy reHu: Neo m 7K renu. Excrpecujom Neo-rena
HOCTHXKE CE OTIIOPHOCT HAa HEOMHIIMH JIOK je TpoayKT 7K reHa BHUpycHa THMHUIMH KuHa3a [273,
274]. Bexrop koju caapxku cekBeniy JJHK ca nedynkumonannum rernom, Neo u TK ren ce
uHTerpuile y eMopuonanie marudyae henmuje. EMOpuonanne maruune henmuje mMuia cy ys3rajaHe
y MenujyMy KOjH jeé OCHUM CTaHIAapIHHUX CacTojaka CaJApkKao M HEOMHLMH M TaHIMKIOBHUD.
BupycHa TumMHIVMH KrHa3a MeTaOONUIIE HEOMHUIMH M TaHIHUKIOBHD y MPOIYKTE KOjU CYy
TOKCHYHHU 3a CBE henmje y KojuMa je MHTErprcaH BEKTOp alli y KOjuMa c€ HHUje JOTroJuia
XxoMoJiora pexoMmOuHanuja. Y henmjama y KojuMa je WMHTETPUCAH BEKTOP KOjU Caap>KH CBE
MOMEHYTE TeHe M y KOjuMa ce JOrofuiia XomoJjora pekomOuHanuja Ouhe HCTOBpEMEHO
PE3UCTEHTHE ¥ Ha HEOMUIMH M Ha TAaHLIUKIOBHP, IITO PE3YITUPA BUXOBUM IPEKHBIHABABEM Y
Kyntypu [275, 276].

I'en 3a Gal-3 je m3rpaljen ox 6 konupajyhux cexBenim [277]. UckibyunBame rena 3a Gal-
3 mocTUrHyToO je neneuujoM 4, 5 u 6-or er3ona u 4-or uHTpoHa. Erzon 4 u 5 yrpahenu cy y
Poly(A) BexTop mpokcumaiHo ox mpomortepa 7K rena koju je mose3an ca Neo 61oxom. Erzon 5
u 6 cy uHrerpucanu aucraiaHo ox Neo 6noka, ok je y cermenty JIHK usmely unrpona 4 u
erzona 5 ymetrHyT Neo ren [278]. OBako KOHCTpYHCaH BEKTOp MHTETPUCAH je Y eMOpUOHAITHE
matuune henuje muma (D3). Cenekiuja henvja ca HTErpUcaHUM BEKTOPOM BpIIIEHA je TOMOhy
G418. henuje pe3ucTeHTHE HA HEOMUIMH U raHnukioBup (G418- henuje) nerekroane cy PCR
metoaom (ernr. Polimerase Chain Reaction) kao u Southern blot-om. Camo y nBa kimona ESC
(eur. Embryonic stem cell) merekToBana je xomoimora pekomoOuHamnuja 1j. G418 pesucrenimja
(4A2 u 9A4 xnoH). Jeman oa MO3UTHUBHO celekToBaHMX KioHoBa ESC je umekTupan y
Onacrouucty mumeBa coja C57BL/6. TakBa Onacrouucra je WHILIAHTHpaHa y CyporaT Majke
uctor coja muiena. /[oOujeHn moToMuu OUIIM Cy XUMEPUYHU MUIIEBU KOJU Cy TIOTOM yIapeHU
ca WT C57BL/6 mumieBuma. [ToToMIin 100HMjeHN U3 OBAaKBOT ClIApUBAA OUJIH CY XETEPO3UTOTH
3a generupanu Gal-3 reH. /laJbuMm yKpITameM XETepO3UTOTHUX MOTOMaka y CpoicTBy, y F10
reHepanuju J00MjeH! Cy XOMO3WUTOTHU MOTOMIIM, KOjuMa Ccy Ha o0a XOMoJora JOKyca OWin

uckJpydeH reuu 3a Gal-3. [278].
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Anamuzom nooujernx Gal-3KO mumesa u nopehemem ca WT muiieBuMa HUCY yOoueHE
pasiMKe y BEIWYMHU OpraHa, Opojy MMYHCKMX helrja Kao M 3acTyIUbEHOCTH oapeheHux

noryJaiyja u cyonomysanuja umdornura [278].

3.2. EkcnepuMeHTAJIHH MOJeJ ayTOMMYHCKOr Muokapautuca npumeHom MyHCasss 35,

nenTuaa

Kao anturen 3a wmuaykiujy EAM kopumihen je MyHCoasssss; mentun (Shanghai
ShineGene Molecular Biotech). Csu mumiesu (WT u Gal-3KO) uMyHH30BaHU Cy pacTBOPOM
koju je campxkao ucry konuunHy MyHCosssss, nentuna u CFA (eng. Freunds adjuvant
complete, Sigma-Aldrich St.Loyis, USA). CBakom Muiiy je cyOKyTaHO y mpejeny O0OKOBa, Ha JBa
Mmecta, amaukoBano 100ug MyHCoagsgss; mentumga y 100ul PBS-a (enr. Phosphate-buffered
saline, Gibco™, USA) u 100ul CFA (Sigma-Aldrich St.Loyis, USA) ca 500pug nHAKTHBHCAHOT
6aria Tyoepkyinose coja H37 RA (Difco Laboratories, Detroit, M, kontieatparje 5 mg/ml) 0.
u 7. nana. Kao xoHTposne xkopuirheHu cy HETpeTHpaHU MUIIEBU. 3a arjIvKalujy je KopulrheH
uHCcynmuHCeKy mmpuil oa 1ml ca urmom ox 20G. Wrna je nax/buBo ybaueHa Kpo3 KOXY Ja He Ou
ngouuio Ao omrehewa neputoHeyma. HakoH mTo je moTBpheHO Ja je CTBOPEH BaKyyM
MOBJIAYEH-EM KJIMIA ILINPUIA, CYCIIEH3Mja je MaXJbMBO yOpH3raHa M WUIJla je U3ByY€Ha camo
HEKOJIMKO CEeKyHJM HaKOH yOpu3raBama Iielie cycnenswje. Hynror nmaHa wmwumeBuma je
HMHTpANCpUTOHEATHO alUTMKOBaH pacTBopeH Pertusis toxin (200ng y 100ul gectuioBane Boje).
Pertusis toxin je xyruben on List Biological Laboratories, USA, Campbell. PactBopenu Pertusis
toxin y xonuenrpamuju 50ug/ml uysan je Ha Temneparypu ox +4° C. Jlpyror qaHa MUIICBU Cy
nobwunu apyry mo3y Pertusis toxin-a. IIpeasulieHo Tpajame eKCIIEpUMEHTATHOT ayTOMMYHCKOT
MUOKapauTuca je 21 gaH.

HakoH Tpu Hezesbe eKCIEPUMEHTAIHU MHUIIEBH CY JKPTBOBAHHM MPUMEHOM JHETHIIETpa
(BETA HEM, beoepao). XpTBOoBaHMM MHUIIIEBUMA H30JIOBAHU CY CpIIE W CIIE3UHA KOJH CYy
KOpUIITNEHN 3a TAaTOXUCTOJIONIKY, HMYHOXHMCTOXEMHJCKY aHAJIM3y W aHauu3y (QeHoTumna
MIPOTOYHOM IIUTOMETPHUjOM. 3a aHaJM3y CEPYMCKHMX KOHIEHTpallMja HUTOKMHA KopuiiheHa je
KpB J0OMjeHa NMyHKTHpameM al0joMHUHaiIHe aopTe. bpusramuma kojom ce cakymnsbajla KpB U3

aboMuHalIHE aopTe cajapkana je 2,6% xemapuH. XemaHU3upaHa KpB je crajana 30 MuHyTa a
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notoM neHTpudyrupana 20 munyra Ha Op3unu ox 3000 rpm. Jlobujena npoBuaHa TeuHa dasza

Tj. cepyM ckiaauimiTena je Ha temneparypu ox -20°C (Cxema 1).

21. nan
3 C57BL/6 (WT) 3 C57BL/6 (Gal3-KO)
# > MyHCa,;, s,
- TeJIECHA TEKHMHA ~_ -
* TesxuHa cpua  _— NHIEpPTpopuja
KoHueHTpauuja LHTOKHHA Y cepyMy
*ELISA v —» @eHOTHINICKE H (PYHKIHOHAIHE

KapaKTepUHCTHKE h(‘(llljil

®eHoTHnCKe H PYHKIHOHAIHE * Flow cytometry

KapakTepucTuke henuja T
* Flow cytometry

Koamuuna IgG neno3ura

Undpaamannja, nerenepanuja, HeKposa * JF

* Hematoxylin Eosin
*IHC

Dudposza
* Sirius red

Cxema 1. EBanyanuja EAM y WT u Gal3-KO mumesa. Uaaykiunja EAM npuvenom MyHCoizs.35, mentuaa
kon C57BL/6 WT mumesa u C57BL/6 Gal3-KO muiesa.

3.3. OnpehuBame xuneprpoduje cpua

Crenen xwuneptpoduje cpua oapehuBan je 21. gaHa HAKOH HHIOYKIUje OOJecTH
onpehuBameM onHOca u3Mel)y YyKyIHE TelNeCHe TeXHHE MHUINA H TEeXKHHE MPETXOIHO

nepdyHIOBaHOT cplia pacTBopoM 3a mnepdys3ujy. PactBop 3a mepdys3ujy je mnpunpemMIbeH
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memameMm 400ul xemapuna konnentpanuje 2000U ca 200ml PBS-a (enr. Phospate Buffered
Salline). Hakon xpTBOBara MuliieBa, ypalhena je nepdysuja cpua momohy amapara 3a nepdysujy

y Tpajamy 021 3 MUHYTA I10 cpIly ca Op3uHOM MpoToka o1 10ml/min u nputuckom ox SOmmHg.

3.4. XucTonaroJiomKa npoueHa TexKuHe eKCIePpuMEeHTAJTHOT ayTOUMYHCKOI MUOKAPAUTHCA

Hakon >xpTBOBama MUIlIEBa KOpPHUIINEHU Cy HMCEUIM TKHBAa CpIa KOjH CY IMPETXOJHO
¢dukcupann QopmanuHoM W ykanyrsbeHu mnapapunom (enr. Formalin-Fixed and Paraffin-
Embedded, FFPE) y umiby xucromarosomike mnporeHe TexxuHe EAM. Hakon kanyribema
y30pLU Cy CEUeHH MHUKPOTOMOM Ha CepHujcKe TMpeceke nedpbuHe SuM Koju cy OojeHu
XEMAaTOKCHIIMHOM U €03MHOM Ca IIMJBEM J1a C€ YTBPAH JIOKAIM3AIMja 3allajbeHCKOT HH(UITpaTa,
MHTE3UTET 3anajbeHCKe MHPHUITPAIH]je, Kao U CTEIeH JIETeHEepallije U HEKPO3e KapJHOMHUOLIUTA.
3a ompehuBame cremena ¢GuOpo3e MHUOKapaa TKHBO cpia Oojero je Sirius red m Masson

TEXHUKOM.

3.4.1. ®ukcanuja TKUBa

VY muby 3aycraBibamba pasrpaibe TKUBA IMOJ J€JCTBOM NMPOTEOTUTHUYKUX E€H3MMa Kao
ITO je KaTelCHMH U3 JM3030Ma, Kao W NyTpudakluje TKUBAa KOJy HU3a3UBajy €H3UMU
canpopuTcKux OaxkTepuja BpuM ce (ukcanuja TKHBa. DUKCAMjOM TKHBA IOCTHXKE C€
MHaKTHBAallM]ja JIM3030MaJIHUX €H3MMa, oHeMoryhasa muxoBa Audysuja y uuromniasmy henuje u
Mema nepmeadbunHocT henujcke memOpane. IIporecoM ¢ukcanuje MOCTHXE ce CTaOMIHOCT
nporenHa y henuju, oapxasa ce mopdosoruja henuje, yyBa ce MPUPOTHH JIOKATUTET XEMHU]JCKUX
CYIICTAHITU ¥ CIIpevyaBa c€ KOHTAMHHAIINja MUKPOOPTaHH3MHIMA.

dukcanyja TKMBa MoOke OMTH (pu3Muka (TOIUIOTa-MUKpOIIpOMNaranyja, MUKpOTaIacu-
TJIMKOCAJl, 3aMp3aBambe) U XeMHjcka (nmoraname y ¢pukcaTus, nepdysuja). Xemujcka uxcanuja
TKHBA ce€ Hajyemhe CIPOBOIM KaJa ce MpernapaTH MOCMAaTpajy MO/ CBETIIOCHUM MHKPOCKOIIOM.
Ouxkcanujom nomohy byeHoBoOr pactBopa ca MUKPUHCKOM KHCETUHOM Wi 4% HEyTpasHOT
nydeprcaHor GpopMaanHa MOCTHXXE ce XeMHjcKa (ukcanuja Tkua. @opMainH GUKCUpa TKUBO
YHaKpCHHM BE3HMBamkEM MPOTEHHA, (OPMHUPAmHEM BUIIECTPYKUX METHIIEHCKUX MOCTOBa H3Mely

MoOJIeKyJia (opMaTuHa W MOJEKyJlIa MpPOTEeHWHA. Y EeKCIEPUMEHTAIHO] CTYAMjU TKHUBa CpIia
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dbukcupana cy y 4% pactBopy napadonmManaexuia jooujeHor pasonaxusamem Formaldehydum
sol. y konuenTpanuju 37-40%. Y3opuu TKHBa cplia ypomeHa Cy y napadoiMalaexu y KOMe Cy
OCTaBJbCHA HajMame 24 cara Ha COOHOj TeMIIepaTypHu.

[To 3aBpmieTky ¢ukcaiuje, TKHBO MOJICKE TaJBbUM Mpolecuma obpajie, Koju uMajy 3a Iulb
3aMeHy Bojie U3 TkuBa napadunom. [locrdukcanmona mporemaypa cactoju ce 011 JexXuapaTanuje,

eJII/IMI/IHaHI/Ije AJIKOXO0Ja KCHJIOJIOM U HanerHaque TKHBa TCUHUM Hapa(bI/IHOM.

3.4.2. lexuaparanuja

Bona ce y TkuBY Hanasu y cji000JHOM U Be3aHOM OOHKY. 97% unHU cioboHa BoOJa,
70K octana 3% 4YMHM BOJAa BE3aHA 3a MaKPOMOJICKYJE MNPOTEMHA M YIJbEHHX XHIpaTa.
Jexunparaiyja je mporec 3aMeHe BOJIC Y TKUBY aJIKOXOJIOM, Tj. €IMMHHAIIMja CI000HE BOJE,
JIOK Be3aHa BojJa Mopa octaTH y TKUBY. OCHOBHH IIMJb JICXHJpATallfje je MpUIpeMa TKUBA 3a
umnpernaiyjy napadusom. [omro ce Boga u napaduH He MelIajy, HEOMXOIHO j& CTUMHUHUCATH
croboHy Boay M3 TkuBa. [locTymnak Aexuaparaiidje mojapasyMmeBa moraname TKUBHUX HCCUaKa y
MoCyJie Koje Cy cajapraie aakoxol y KoHueHntpanuju o 70%, 96% u 100% unyhu on HajMame

Ka HajBUILOj KOHIIEHTPALIUjH.

3.4.3. IlpocBeT/baBam-€ TKUBA Y KCUJIOJY

Ha kpajy nexunparanuje, Boja y TKUBY OMBa 3aMemeHa ankoxojoM. Ilomro ce ankoxon
U napaduH He MelIajy, aJKoX0J MOpa OUTH UCTHCHYT U3 TKUBA U 3aMEHEH MEIHN]YMOM KOJU ce
Menia ca napapuHoM. To ce MOCTH)KE KCHIIOJNIOM, KOJU je OpPraHCKH pacTBapady M KOju ca
napauHOM MpHUIaaa UCTO] TPYIU OPTaHCKUX je/ielerma (Ipyna YribOBOJOHHUKA). Y TOM IHIbY
kopuutheH je kcwiton. Kcuios, Kao OpraHCKM pacTBapad ca BHCOKHMM HHJIEKCOM IpellaMama
CBETJIOCTH, NOpEJ eIMMHUHALIM]E aJIKOXO0JIa OTara M jelaH JIeo JIMMUAA U yJba U3 TKHBA, TaKo Ja

TKUBO TI0CTaj€ TPAHCIIAPEHTHO.
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3.4.4. Umnpernanmja Tkusa napagpuHom

Jla Ou ce y30pLM HCEKIM MHUKPOTOMOM Ha CEpHjCKEe MIpeceKe, TKHMBO Tpebda MpOKETH
napapunoM. [lapadun je yrsboBOOHHMK KOjU ce 10o0uja MpepajoM yriba U MHUHEPATHUX YJiba.
[Tapa¢un omoryhaBa noTnopy TKMBHUM CTPYKTypaMma, Kao 1 JIAKO C€4YeHe TKUBA Ha MUKPOTOMY.
Nmmnpernanuja TkuBa napaguHOM ce€ oaurpaBa Ha Temmeparypu on 56-60°C mpu uemy He
70J1a3" 10 omTehema TKUBa TOIUNIOTHUM M XEMHjCKHM areHcuma. TKHUBO cplia je KalylbeHO y
napapuHy ca pactyhuMm koHmeHTpanujama 3 myrta nmo 60 muHyTa mpu temneparypu on 60°C.
[TapaduHu3zanujom TKUBa cpla IOCTHIVIA C€ IOCTENEeHAa 3aMeHa UMIIPETHUPAHOr KCUIIOa
napagpuHoM. Jlexuapupano, napadpuHU3UPAHO TKUBO CPLA j€ TOTOM YKAIYIJbEHO y napapuHCKe
onokoBe. Kanymseme y napaduHcke OJIOKOBE IMOCTHKE C€ YTHCKHBAKHEM HCEYaKa TKUBA CpIa Yy
METaJIHE TIOCYAMIIEC KOje CaJpKe CMelTy BOCKa U napaduHa.

W3 ykanynibeHUX TKHBa cplia 100UjeHH Cy UCeUll TKUBA 1e0JbUHE SUM pe3ambeM Kaayma
Ha MUKpOTOMY. MHUKPOTOM je anapaT KOjU CIYXH Ca CeYeHhe EKCTPEMHO MajluX IpeceKa TKUBA
(= 5 mm). Kopuctu ce 3a mpumpemy y3opaka y MHKPOCKOIHJU KOjU C€ IOcMarpajy Ha
KJIJACHYHOM TPAaHCMHCHOHOM CBETJIOCHOM, KOH()OKaTHOM WM EJIEKTPOHCKOM MHKPOCKOITY.
TxkUBHM HcedllM Cy TOTOM YETKUIIOM IPEHOLIECHH Y BOJCHO KYMaTUIIO Yrja je TeMIeparypa Ouia
45°C. IIpeHomemeM TKUBHUX MPEceKa Y BOJACHO KYMaTHIIO MIOCTHXKE CE€ PaBHAIE Hceyaka TKHBA.
[Inyrajyhu TKMBHM MCeUly Cy TOTOM CaKyIlJbaHU IpeIMeTHUM cTakiauma. [IpenmerHa crakia ca
TKHBHUM HCEUIIMMa Cy TIOTOM MPEHOIIEHa y TepMOCTaT y KojuMa cy ce cymmia 12 cath Ha

temneparypu ox 56°C.

3.4.5. XeMaTOKCHINH-€03UH 00jerhe

Bojeme xemartokcuwimHoM u eo3uHoMm (eHr. hematoxylin-eosin, H&E) nmpencrasiba jenny
ol Hajuemthux xucronomkux Oojema. bazodunne crpykrype (jenpa) 6oju miaBo, LPHO WIK
CUBO, a anuaopuiiHe CTPYKType (IUTOIIa3Ma) y po3e WiH mnpBeHy 00jy. CaMm XeMaTOKCHUIINH
Huje 6oja. OH ce okcuaWIe y XemaTeuH koju Ooju jenpa. Eo3un je kucena 6oja u Goju
nuToriazmy henwuja.

Y mwbpy nenapaduHHU3alMje TKUBHUX HCEYaKka cpua A0OMjeHHM mpenapaTd Owid cy

HOABPIYTHU TEMIIEPATYPHOM TPETMaHy KOju je Tpajao 45 munyra Ha +56°C. 3arpejanu uceuru
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Cy 3aTHM TPEHOIICHU Y MOCYJE ca KCUJIOJIOM Kako Ou ce ykiioHuo napaduH. Hakon mocrymka
nenapaduHU3aIje CIpoBEAeHA je pexuaparanuja TKHBA. Pexuaparalniydja TKHBa MOCTHKE Ce
MoTanameM UCeYaKka y pa3iiunuTe KOHIIEHTPAIKje aJIKOX0JIa TAKO IITO Ce TKHUBO JIBa MyTa IoTarna
y 100% ankxoxon a morom jemHom y 96%, 90%, 70% ankoxon y Tpajamy OJ MO MET MHHYTA.
HakoH ankoxoJHOT TpeTMaHa TKUBHHU MCEYIM Cy NET MUHYTA MOTAlaHu Yy JEeCTHJIOBAHO] BOJIH.
Pexuapupano TKHBO je moTOoM 00jeHO moTanameM y Mayer-oB pactBop xemaTokcuianna (Sigma
Aldrich,USA) y Tpajamy oI JeceT MHHYTa, HAKOH Yera je yCICAUIO METOMUHYTHO HCIHPAIbe
JECTUIIOBAHOM W TeKyhoM BOJOM. XEMaTOKCHJIMHOM O0OjeHHM TKHUBHH MCEYIA Cy TOTOM
TPEeTHpaHU AIIKOXOJHHUM €O03MHOM Y Tpajaky on jaBa muuyrta (Sigma Aldrich, USA). H&E
000jeHN TKUBHHM MCEYLM Cy y JaJbeM IOCTYNKY JIEXHIPUPAHW Ha cienehm HauWH: IIe3/1eceT
cekyHau y 85% ankoxomy, u no 2 nyra 'y 96% u 100% ankoxony y Tpajamby O IO IeIeceT
cekyrnu. [IpocBersbaBame TKMBHUX Hcedaka Ouo je cienehm kopak y H&E Gojemy koju je
MOCTUTHYT TaKO IITO Cy TKUBHH MCEYIM CpIa YpamaHH y CMEIIY KCHIIOJA M aJKOXoJa YHjH je
onnoc 6uo 1:1 y tpajamy of me3aecer cekyHau. [lorom cy TKMBHU Hceuly pedaluBaHu y ABE
Mocy/ie HAJTMBEHE KCUIIOJIOM My KOjUMa Cy CTajalli Me3/eCeT CEKYH/IN.

[Tocnenwmu kopak y 00jemy MoApa3syMeBao j€ HaHOIICHE KaHale 0an3aMa U MOKPHUBAE
npernapata mokpoBHuM craknuma (Canada balsam, Centrohem, Cp6uja). TkuBHH ucedIH
3aTBOpEHHM KaHaja Oaa3aMoOM W TMOKPOBHUM CTaKJIMMa CyIIMIM cy ce 24 carta Ha COOHOj
temrnepatypu. CBETIOCHHM MUKpOcKoroM ca Olympus aururaiHoM KaMepoM aHAIN3UPAHU Cy U

dororpaducanu TkuBHH uceunu cpia (BX51, Japan).

3.4.6. Sirius red dojeme KoIareHUX BJIaKaHA

3a Busyenuzanujy cremneHa ¢ubpo3e cpuaHor Muimha W CEJIEKTUBHO JIOKA3UBAHbE
KOJIareHWX BllakaHa kKopumheHo je Sirius red Gojeme, koje KoyareH 0oju IPBEHO JIOK ce jeapa
60je cmehe o Opaon. [IperxonHo GpopMaTHOM UKCHUpPAHU U TapadUHOM YKaITyIJbeHH TKUBHH
WCEYIIM Cpla Cy MOTOM JenapaguHU3UpaHd U PEeXHUIparpaHd MO MPOTOKOIY KOjU je OMHCaH Y
MNPETXOAHUM II0IJIaBJbHMaA.

3a Gojeme mpemapara kopuiihen je \Weigert-oB pacTBOp XeMaTOKCHIIMHA KOJH j€ caapKao
ucte konnunHe A u b pactBopa (enr. Weigert's Iron hematoxylin Set, Sigma Aldrich). Ha Taj

HAYMH NPHUNPEMIBEHN TKHUBHH HCEUIM CpLa Cy MOTOM 000jeHHM OCMOMHHYTHUM IOTalambeM y
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Weigert-oB pactBop xemarokcuiauna (Sigma Aldrich,USA). O6ojenu mpemapatd Cy OTOM
UCIUPAHU JIECET MUHYTa Y TeKyhoj a 3aTUM M y IECTUIIOBaHO] BOIU. BOJOM HMCIMpaHU TKUBHH
uceuy cy mnoroM obojeHu pactBopoMm Picro-Sirius red y Tpajamy HajMame OJ IIE3JIeCeT
muHyTa. RactBop Picro-Sirius red nampaBsben je pactBapamem 500mg Sirius red Goje (eHr.
Direct Red 80, Sigma Aldrich) y 500ml 3acuhiene nukpuune kucenune (er. Picric acid Solution,
Sigma Aldrich). O6ojenn npemapatu cy morom wuciupanud y 0,005% pacTBopy riamujaaHe
cuphetHe kucenuue 2 myra y Tpajamy oxa no netr munyra (Centrohem, 51 Cpobuja). Hakon
ucnupama TKUBHM uceulu cy xaexuapupanu 3 nyra y 100% ankoxoidy a MOTOM Cy
NPOCBCT/bMBAHM TETOMUHYTHHUM TOTamameM y Kcewiaony. Ilocmensu Kopak y 0ojemy
[O/Ipa3syMeBao je HAHOIICHC KaHajae Oaa3aMa W MOKPHUBAE IMpermapara MOKPOBHUM CTaKIMMa
(Canada balsam, Centrohem, Cpo6uja). TkuBHU wHcednd 3aTBOPCHHM KaHajga Oai3amMoM U
MOKPOBHUM CTakjiMMa Cymmiau cy ce 24 carta Ha coOHOj Temmepatypu. CBETIIOCHUM
MHKpOckoriom ca Olympus mTuruTagHoM KaMepoM aHadu3HpaHd ¢y u ¢GoTorpapucaHd TKHBHU

uceunm cpua (BX51, Japan).

3.4.7. TpuxpomMHoO 0ojer-e KoJIareHux Biaakana no Masson-y

3a Bu3yenuzaiujy creneHa (uoOpo3e cpuaHor Muniha W CEJIEKTHBHO JIOKa3UBAHE
KOJIareHUX BlakaHa KopultheHo je u 6ojeme nmo Masson-y. Kao pesynrar oBe meTozie Konarena
BllakHa Ccy o0oOjeHa IUIaBO, IMUTOIJIa3Ma IPBEHO a jeApa cy mpebojeHa upHo. [IperxomHo
¢dopmanuHOM (UKCHpaHM M TapadUHOM YKaJIyIUb€HHW TKUBHM MCEYLH cpla Cy IO0TOM
nernapaUHU3UPAHN U PEXUAPUPAHH 110 TIPOTOKOIY KOjH j€ ONMCaH Y MPETXOJHUM IOTIIaBJbUMA.
Hakon nenmapadgunuzanuje u pexuaparaiuje MPUCTYNIIA cMO (MKcallMju TKUBHUX Hcedaka
[ETHAECTOMUHYTHUM TOTaNambeM y Byenoso pacTBOp KOju je MPETXoaHo 610 3arpejan Ha 56°C
(enr. Bouins solution, Sigma Aldrich). Hcnupame TKMBHUX Kcedaka M3BEICHO je TPAmEM Y
Tekyhoj BOJM HAKOH 4era je ycieamno 0ojeme Weigert-opuM XeMaTOKCHIMHOM IO MPOIEAYpH
KOja je onucaHa nperxoano. O60jeHu mpenapaTy Cy 3aTUM UCIIUPaHH Y TeKyhoj U AeCTUIIOBAHO)]
BOJIM Y Tpajamy Of JeceT MUHYTa. BooM ucnupanu npenapaTd ¢y HOTOM 000jeHH pacTBOPOM
kucenor (ykcuna enr. (Biebrich Scarlet Acid Fuchsin, Sigma Aldrich) y tpajamy ox nmecer
MUHYyTa ¥ 3aTHUM [TOHOBO MCIIMPAHU Yy JECTHJIOBAaHO] BoAM. bojeme KojJareHux BilakaHa y IJIaBO

MTOCTUTHYTO j€ TIOTanameM TKUBHUX MCeYaka y pacTBOP KOjH je caapikao ucre komuuuHe docdo-

47



TyHrcTruHe kucenuHe u 5% docdo-monnbaencke kucemude (eur. Phosphotungstic acid,
Phosphomolybdic acid, Sigma Aldrich). Hakon Tora ycmeauno je 6ojeme TKMBHHX HCEYaka
pactBopoM 1uiaBor anwimHa (Sigma Aldrich) Ge3 mperxomHor mcnupama y Tpajamby O IeT
muHyTa. [IpenapaT UCIIpaHu y IECTUIIOBAHO] BOJIU CY MOTOM HOTAMaHM O]l /IBa JIO NIET MUHYTa Yy
1%-0j cuphetHoj kucenunn. HakoH Tora mpemapaTd Cy AEXHAPUPAHU W MPOCBETJHUBAHU 10
MPETXOAHO OMHCaHOM mpoTokony. [locnenmu Kopak y 00jemy MOApa3yMeBao j€ HAHOIICHE
KaHaje Oaji3aMa W MOKpHBame mpernapara nmokposHum crakiuma (Canada balsam, Centrohem,
Cpbuja). TKuBHH UCEYIIM 3aTBOPEHU KaHa/a 0aq3aMOM U MOKPOBHUM CTaKJIMMa CYLIMJIH Cy CE
24 cara Ha coOHOj Temmeparypu. CBeTJIoOCHUM MUKpockoroM ca Olympus aururaiHoMm Kkamepom

aHaM3UpaHu cy u Gotorpaducanu TkuBHU ucedl cpua (BX51, Japan).

3.4.8. IIpoueHa XuCTOJOMIKOT CKOpPa

3a nedunucame u KBaHTU(PHKOBame TekHMHE EAM KOpUCTUIM CMO CKOPUHT CHUCTEM
npemioked on crpane Valaperti-a 2008. rogune [106], a MuKpockonupame cy obaBuiia 1Ba
He3aBucHa ucTpaxkuBada ciernoM MerogoM (C.M. u M.M.K.). Ckopupame je ypaheHo 3a
JIOKaJM3alMjy 3anajbeHcKe WHQWITpaluje, NpoleHy MHTE3UTeTa 3anajbeHcKe MHOMITpalyje,
IPOLIEHY CTeMeHa JereHepaluje M HeKpo3e KapAMOMHOIUTAa Kao W 3a KBaHTU(UKOBAHE
¢bubpoze. Jlokanuzanuja 3anabeHcke MHGUIATpanuje kBaHTU(HUKOBaHa je cienehum ckpom: O:
0e3 3HakoBa Oozectu; l: amekc; 2: marepaJHu 3uJ; 3: CeNTyM. 3a MpPOLEHY WHTE3UTETa
3anajbeHcke MHQUITpanyje Kopuctuiau cmo cieaehu ckop: 0: Hema uHuATpaTa y BUIHOM
nosby; 1: Mame o1 5 mojeIMHAYHUX, CUTYPHUX MOHOHYKJ€apa y KOHTAaKTy ca CapKOJEMOM Y
BHJIHOM TI0JbY; 2: 5-20 mojeJuHaYHUX, CHTYPHUX MOHOHYKJI€apa y KOHTAKTYy ca CapKOJIEMOM Yy
BUIHOM TMOJby; 3: Bume o 20 MOjeIMHAYHUX, CUTYPHHUX MOHOHYKJI€apa y KOHTAakKTy ca
capkoJieMOM y BHIHOM ToJby. IlporieHa cremeHa jaereHepanuje M HEKpO3€e KapAMOMHOIUTA
KBaHTU(UKOBaHA je kopuithemweMm creaeher ckopa: 0: 6e3 3nHakoBa Oosectu; 1: <10% Ha
nocmatpadoMm 1moJey; 2: 11-30% Ha mocmarpanom noswy; 3: 31-50% Ha mocMaTpaHoOM MOJbY; 4:
51-90% Ha mocmaTtpaHoM ToJby; 5: >91% Ha mocmaTtpanoMm mosby. Ckopupame ¢Gudpose je
ypaheno cnenehum ckop cucremom (0: oncyrtHa, 1: o6yxBaheno 25% muokapnaa, 2: odyxBaheHo
50% muoxkapna, 3: ooyxBaheno 75% mmokapaa, 4: odyxBaheno 100% mmokapaa). Ynorpebom

ImageJ (NIHh, Bethesda, MD) pauynapckor mporpaMa u3BplIiieHa je¢ KBaHTH(HUKAIM]a KOJTHIHHE
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KoJlareHa aHajau3oM ¢otoMukporpaduja y oBoMm mnporpamy. CodtBepcku maker Imageld
porpamMa u3padyHao je MPOICHTYaIHY 3aCTYIUBEHOCT LPBEHO MPeO0jeHNX KOJAareHWX BJIaKaHa
y OJTHOCY Ha YKYITHU MPOILIEHAT BUIHOT MoJba. J[0OMjeHHN MpOoIeHaT KojlareHa W3padyHar je Kao
CpeAma BPEIHOCT MPOLEHTYaHE 3aCTYIJbeHOCTH KOJAreHUX BJIaKaHa U3 JeceT BUIAHMX 110Jba 32

CBAKH IIp€rapar 1o Ha 0c00.

3.5. UmyHoduiyopecueHumja

VY muwpy perekumja IgG penosura u IgG mosutuBHMX henuja kopuumheHa je meroxaa
umyHo(ryopecueHuuje. Frozen section npenaparu cy kopuithenu 3a gerekuujy IgG nemnosura u
lgG mosutuBHEX hemmja. HemocpenHo HaKoH XPTBOBamka EKCIEPUMEHTATHHUX JKUBOTHIHA
M30JI0BAHO TKHBO CpIla CTaBJBCHO j€ HA JIe a TOTOM MpebadeHo y KPHOCTaT y KOMe je
temreparypa 6una -25°C. TkuBa cpua cy y kpuoctaTy Oumna ox 60-120 cexyHIM HaKOH 4era cy
MCeYeHa Ha KPHOTOMY MPHU YeMy je MPEUYHUK ucedaka 6uo ox Sum no 8um. JloOujeHu cepujcku
MIPeCcelr Cy 3a Jajby aHaJIN3y CKIIAIUINTEHH Y KOMOpe y KojuMa je Temrieparypa ouma -20°C.

[IpBu kOpak y OBOj mpoueaypu je gukcanyja TKHBA Koja je U3BpILIEHA HAHOLICHEM Of]
500ul mo 1000ul amerona, koju je yyBaH Ha TemnepaTypu of -20°C, Ha KpHOCTaTCKe TKHBHE
Uceuke y Tpajamy oJ 7 MuHyTa. HakoH 3aBplieHe (ukcanuje ycaeamno je ABOCTPYKO Mpambe
TkuBHUX ncedaka y PBS-y (enr. Phospate Buffered Salline) y tpajamy ox mo met munyra. Hakon
npama Ha npenapate je momato 100ul 1% BSA pactBopenor y PBS-y (enr. bovine serum
albumin). Ha oBaj HauuMH TpeTHpaHH MUCEYLM TKUBA Cy MHKYOMpaHH Ha COOHOj TEMIepaTypH y
Tpajamy 0J MeTHaecT MUHyTa. HakoH 3aBplieHe mHKyOauuje Ha mpemnapare je Hanero 150ul
(bITyOpOXpOMOM KOBYTOBAaHOT M PACTBOPEHOT CEKYHJAPHOT aHTUTENa: Ko3jer anTu-muijer I1gG
(Abcam, Cambridge, UK) y pasomaxemy 1:200. Pagau pacTBOp CEKyHIapHOT aHTHTENA
HampaBJbeH je nojaBambeM 1l KoHuIeHTpoBaHor antuTena y 1% BSA mperxomHo pacTBOpeH y
PBS-y. HakoH HaHOIIIeHa CEKYHIAPHOT aHTHUTENA MPETapaTh Cy MOJ0KEHH Y BIAKHY KOMOPY U
MHKYOMpaHu Ha CcoOHOj TeMmIeparypu Yy Tpajalkby of me3necer MuHyta. Ilo wucreky
II€3/IECETOMUHYTHE HMHKyOaIfje yCcleauio je ABOCTPYKO Hchupame mnpenapata y PBS-y mpu
YeMy je CBAKO UCIHpame Tpajasio Mo MneT MUHyTa. TKUBHHU UCEUIM KOjU CY MPETXOJHO UCIPaHH
y PBS-y cy nmorom mokpuseru ca 1000ul Bogenor meamjyma (Fluorescent Mounting Medium

with DAPI), 3a ouyBame (uryopeciieHIInje TKUBA, U TTOKPOBHOM JbYCITHIIOM.
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[IpucyctBo u nokanuzanuja IgG neno3ura u IgG no3utuBHUX henuja cy aHaANIM3UpaHU U
YCIUKAHU [TOCMaTpamkeM Ha KOH(pOKaTHOM J1acepckoM mMukpockomy (Axiovert 200M (LSM 510
Laser Module), Zeiss, yBenuuame 630x). Kpantudukamuja unrtesutera (IyopecueHIje je
ypahiena anamuszom (dotomukporpaduja momohy pauynapckor mporpama Imaged (NIHh,

Bethesda, MD).

3.6. UmyHoXucroxemmja

VY nuipy ucnutHBamba (QEHOTHIICKUX KapaKTePUCTUKA MOHOHYKJICAPHOT MHOHUITpaTa M
IIPOLICHE CTEMEeHa BUX0BE MHPUITpaLHje KOPUIINEHO je UMyHOXHCTOXEMH]CKO Oojeme. Y IHIbY
nerexkuuje CD45, F4/80, CD3 u IL-10 no3utuBHuX henuja, TKHBHU McEYlU cpia 00OjeHU Cy
UMYHOXHCTOXEMH]CKH yroTpeboMm crenuduunux antumungux antutena (Abcam, Cambridge,
UK).

[Tpe UMyHOXHMCTOXEMHU)CKOT OOjerha mapapuHCKU KaJylH TKUBA Cpla Cy Ha MUKPOTOMY
HMCEUEHU Ha CEpHjCKe mMpeceke nedspbuHe SuM. Ycleaumo je TmocTynak jaenapaguHuzamnuje y
KCUJIOTY, HAKOH Yera Cy TKHBa Cplla peXuApHpaHa 1o MpOTOKOIY KOjU j€ OTHCaH y MPETXOHIM
norjaB/buMa. Y IHJbY OTKPHBamKa EMUTONA TKUBHU UCEUIIU MTOTOIUbeHH Y Na-1iuTpary cy motom
MOJIBPIHYTH TEMIIEpaTypHOM TPETMaHy, a HAKOH OBOT' TPeTMaHa M Xjalema TKHBHUX HCeYaka
uctu cy 3 myra ucripanu y PBS-y. Panu 6mokupama akTHBHOCTH €HAOTE€HE TIEPOKCH/Ia3€ TKUBHU
HCeUIM Cy MHKYOMpaHH y Tpajamy OJ JeCeT MHHyTa KojuMma je mperxoaHo momaro 100ul
Hydrogen Peroxide Block-a. TTo 3aBpiieHoj MHKyOamuju YCIeTHIO je ABOCTPYKO HCIHpAme
npemnapara y PBS-y. ¥ nasbeM noctynky a y by cupedaBama Hecreu(puIHOT 00jerha TKUBHU
uceury ¢y npekpuanu ca 100ul Protein Block u Tako Tpetupanu mpemapatu ¢y ocTaB/baHH Ha
JIECTETOMUHYTHY MHKYOanujy. HakoH uHkyOaiije TKUBHU MCEUIU Cplia Cy UCIUPAHU KPATKUM
notanawmeM y PBS-y. Ha oBako npumnpemsbeHe uceuke TkuBa cpua je cunano 150pl mpumapHor
antutena (CD45, ab10558; F4/80, ab15694; CD3, sc-20047; IL-10, ab33471). Panxuu pactBop
NpUMapHHUX aHTUTENa HampaBibeH je y PBS-y ca ca 1% BSA (enr. bovine serum albumin)
koHnenrpauuje 1:200. Mukybanuja ca mpuMapHUM aHTUTENIOM Tpajajia je me3JieceT MUHYTa Ha
COOHOj TemmepaTypu a NpenapaTH cy MOJO0XKEHH y BIaXHY KoMmopy. HakoH jeaHodacoBHe
WHKyOaIyje yclaeamio je TPOCTPYKO HCIupame TKHUBHUX Hcedaka y PBS-y koju je caapikao

0,005% Tween (Sigma). ITotom je Ha TKHBHE HMceuke craBibaHo 100ul Streptavidin Peroxidase
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HAKOH Yera je ycieauia JeCeTOMHUHYTHA HHKYOallja a MOTOM U TPOCTPYKO ucnupamwe y PBS-y.
Hakon Tpoctpykor ucnupama y PBS-y Ha cBakm oa TKMBHMX HMcedaka noaaro je mo 100ul
pamsor pactBopa DAB pearenca. Pagau pactBop DAB pearenca HanpaBJbeH je Tako IITO CMO Y
1000ul DAB Substrate momamu 0,02ml DAB Chromagen. Paguu pactBop DAB pearenca ce
JoJlaje Kako OM peakiyja MPUMapHOr aHTUTENA ca IUJBHUM aHTUTEHOM IOCTala BUJJbUBA.
Nukybanuja ca DAB pearercom je tpajana ox 30 ceKyHIU 10 HEKOJIMKO MUHYTA Y 3aBUCHOCTH
Ol TOra KOje MpHUMapHO aHTUTENO je KopuiiheHo. Bpeme wmukyOammje ca DAB pearencom
oapehuBaIy CMO TaKO IITO CMO TOJ MHKPOCKOIIOM MOCMAaTpad KOjoM Op3MHOM ce IpenapaTH
06oje y Opaon. Yum je yoyeHO Ja je TKHMBO cpia Owino OpaoH mnpebojeHO HMHKyOaiuja ce
MpeKuaana TPOCTPYKUM HUCIIHUPAHEM Y JECTUIIOBAHO] BOIM.

Hcnpann wceynm cpra cy TMOTOM ypamaHH Yy Mocyne Koje cy caapxkaine Mayer-os
pactBop xematokcwinHa (Sigma). Hakon ABOMHHYTHOT 0Ojerba TKMBHU HCCUIM CY ONpPAHH Y
Tekyhoj u nectunoBaHoj Boau. HakoH 6ojema ucedly cy IeXHIPUPAHU M MPOCBETJHEHU, KAo
IITO je MPeTXOAHO omucaHo. Ha uceuke je HaHET BOJIEHU MEIUjyM 3a MOKPUBAE a Mpenaparu
Cy TpPEKpUBEHU NOKPOBHMM cTakioM. [IpemapaTé Cy MOKPHBEHH IOKPOBHHM CTaKJIOM H
OCTaB/bCHM Ha COOHOj Temiieparypu nga ce cyire Hajmame 48h. Hakon 48h cBersiocHuM
MHKpOckoroM ca Olympus TuruTagHoOM KaMepoM aHadH3HpaHu ¢y u ¢GoTorpaducaHd TKHBHU
uceunm cpua (BX51, Japan). Tokom aHanmu3upama OpojaHe cy camo OpaoH npebojene henuje Tj.
henmmje 3a koje cy ce Besasma mpumapHa antutena 3a CD45, F4/80, CD3 u IL-10 monexy:.

Amnanu3a je o6aBibeHa Ha 10 pa3nuuuTHX Henpekianajyhux BUIHUX 1oJba, yBenndame X200.

3.7. Ananu3a MoHOHYKJIeapHuX heanja cpua u cjie3nHe MeTO0M NIPOTOYHE HUTOMETPHje

Ceu wmumesu (wild type (WT) u knock-out (Gal-3KO)) nakon Tpu Hemesbe 0f
cyokyranor yopusraBama MyHCoasss-35; menrtuma (Shanghai ShineGene Molecular Biotech)
KPTBOBaHH Cy ynotpebom nuermnerpa (BETA HEM, beoecpad). Y uwiby aHanu3upama
MPOLIEHTYaJHE 3aCTYIJbEHOCTH, alCoJyTHOr Opoja, (EHOTUNCKUX U  (YHKIUOHATHUX
KapaKTepUCTUKA Pa3IMYUTHX helnujcKuX Mmomynaiuja, MOHOHYKJIeapHe henuje cy M30JI0BaHE U3

CpHa U CJIC3WHEC U aHAJIU3UPAHEC MCTOAOM IIPOTOYHC I_[I/ITOMCTpI/IjC.
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3.7.1. M3on1aumja moHOHYKJIeapHuX heamja u3 cpua

Haxon xpTBOBama MHIIIEBUMA je OTBOPEH TPYIHH KOII U U3BpIIeHa Nepdy3rja cpuaHux
HIyIUbMHA, Ka0 IO je MPEeTXOAHo omucaHo. [lepdyHmoBaHO M M30J0BaHO CpIE CMO 3aTUM
YCUTHUIIM MaKa3uilama. Y CHTHCHO TKUBO Cplia je cHIaHo y enpysere 3anpemune 50ml koje cy
cagpkaiie 2,5ml meamjyma 3a agurectdjy. Memujym 3a aurectrjy je caaprxao. 2,24mg
konarenaze tum Il (Sigma) u 7,2ul DNA-3e (Sigma) pactBopenux y 2,5ml HBSS-a (Sigma).
Jlurectuja TKMBA je CIIPOBElICHA CTaBJbAbEM Y30paKa y BOJCHO KymaTwio (Y4eTpleceT W IMeT
munyta, 37°C, 100 rpm) ca Tpu mpekuaa 3a pydyHO Melname. HakoH 3aBpiieHe AHWTrecTuje y
enpysere je aoxaaro 20ml DMEM wmeaujyma (Sigma) ca 5% FBS-om (Sigma) u caapxkaj je
HPOIYIITEH Kpo3 cTpejHep uuje cy mope Owmie Benmuyun /Opum (BD Biosciences) koju je motoMm
ucrpan ca 2,5ml DMEM wmeaujyma (Sigma) ca 5% FBS-om (Sigma). obujena hemujcka
cycriensuja je uentpudyrupana na 400g nmecer mumHyTta. HakoH o/uMBama cymepHaTaHTa y
enpysete je noxato 10ml kommiernor DMEM menujyma (Sigma) ca 5% FBS-om (Sigma) u
cajapikaj je MpOmymTeH Kpo3 crpejHep ca mopama ox 40um (BD Pharmingen). Jlob6ujena
henmmjcka cycnensuja uentpudyrupana je Ha 400g 7 muuyra. HakoH nentpudyrupama y
ernpyBere je momato mo 1lml FACS pactBopa koju je campxao 1% BSA, um 0.1% NaN3
pactBopenux y PBS-y. Cycnensuja hennja 1o6ujeHa 0BUM HaYMHOM KOPHCTHIIA C€ 3a aHAIIU3Y
¢enotumna henuja npoToyHOM HUTOMETpUjoM. BrjabmnHocT n3zonoBanux henuja nposepaBaHa je
0ojemeM cycrnensuje hemuja 6ojom trypan-blue. 3a namby aHanu3y KOPUCTHIIM CMO CaMo Y30pKe

Koju cy caapxainu Buiie ox 90% Bujabunnux henuja.

3.7.2. U3o1aumja MoHOHYKJIeapHuX henuja u3 cie3une

HakoH XpTBOBama EKCHEPUMEHTAIHUX >XHBOTHEHA W3 CBUX MHILIEBA H30JI0BAaHE CY
cresnHe. M3010BaHe cie3nHe ¢y MoToM npebaveHe Ha cTpejHep ca mopama BenmunHe 40pum Koju
ce Hayla3uo Ha ernpyBeTH 3anpemune S0ml. [IpuTuckamem clie3nHa KIUTIOM IIMPHUIIA U3BPIICHA
Jj€ MexaHHMYKa JUrecTuja cie3nHa. HakoH MexaHudke JUrecTHje CTpejHep Ha KOME ce Hajla3uia
YCUTHEHA CIIe3MHA UCIIpaH je ca SMl kommieTHor Meanjyma koju je caapxkao RPMI-1640 u 10%

FBS. Ilorom cmo nmobujeny cycnensujy ueHtpudyrupanu 5 munyra Ha 1500 rpm. Hakon
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HeHTpuyrupama 13 ernpyBeTa je OJJIMBEH CYIEPHATAHT a Ha MPEOCTAIH Tajaor je cumaHo Sml
JU3UHT PacTBOpa M TIOTOM j€ YCIEAWIO NMETOMHUHYTHO WHKyOWpame Ha Jiexy. PagHu nu3uHr
pactBop HampasJbeH je 1o cienchoj peuentypu: y 200ml dH,0 cumano je 200mg NaHCO3; 8mg
EDTA u 1652mg NH4Cl. Hakon neromuHyTHEe HMHKyOalldje CHIIaHO je 1O 5Sml KOMILIETHOT
MeArjyMa pall 3aycTaBbama Ja’ber Jm3upama henwja. [lotomM cMo 100HjeHY CycleH3Hjy
neHrpudyrupanu 5 munyra Ha 1500 rpm. Hakon ueHTtpudyrupama u3 enpyBera je OAJIHBEH
CyIIEpHATAHT a Ha MPeoCTald Tajor je cumaHo mo 8ml komrmuieTHor meaujyma. JloOujeHu
PECYCIICHJIOBaHU TaJOl je IIOTOM CHUIIaH Ha CTPEjHEp paad OfBajaka CIUICHOIMTA O]
xuctuonuta. CycneHsuja CIUICHOIUTa J00WjeHa OBMM HAYMHOM KOPHUCTHJIA CE 3a aHaJIu3y
¢deHotuna hemuja MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM. BHjaOMIHOCT W30JO0BAHUX CIUICHOIIUTA
mpoBepaBaHa je 0ojemeM cycrnensuje henmuja 6ojom trypan-blue. 3a namy aHamu3y KOPHUCTHIH

CMO CaMo Y30pKe Koju cy caapxainu Buie ox 90% BujadbuinHux henuja.

3.8. ®enoruncka U GyHKIMOHAIHA AHAJIU3A MOIMYJALMja W30JJ0BAHUX MOHOHYKJIEAPHHX

heanja

[IpumeHoM MeToJe mNpoTOUHE LUTO(IyopoMeTpUje onapehuBamu cMO penaTHBHY,
OJIHOCHO TPOIEHTYaJIHY 3aCTyIUbEHOCT PAa3IUYUTHX CyOIoIyainrja MOHOHYKJIeapHx hemnuja,
Kao U mHHUXOoBe (EHOTUIICKE U (PYHKLIMOHAJIHE KapaKTEpUCTUKE. 3a aHalu3y cy KopuiiheHe
u3osnoBaHe henwje cpua u ciesuHe. Y UMby ojapehuBama pasNTUUYUTUX TOBPIIMHCKUX U
WHTpaleTyJapHUX MOJEeKyla KopullheHa Cy aHTH-MHIIja MOHOKJIOHCKA aHTUTENa obOenexeHa
paznmuuutuM  (pryopecuieHTHUM ~ 60jama. 3a cBaky aHanmM3y KopuinheHo je 5x10°
pecycniennoBanux hemuja y mydepy 3a 6ojeme (BD Biosciences) somymena 50ul. ¥V cBaku
y30pak pecyclieHJoBaHuX henuja cunaHa cy MOHOKIIOHCKa anTuTena (Tabena 1) umm n3zorurcke

koHtpose (Tabena 2) y onrosapajyhuM KoHIIEHTpaujama.
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HHTpAaIeTyJapHUX MapKepa

TabGesa 1. Ilpuka3 MOHOKJIOHCKHX aHTUTela KopuiiheHux 3a 0ojeme MOBPIIMHCKHMX H

HA3HB KJIOH IIPOHA3BOBAY

APC Anti mouse CD4 RM4-5 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
FITC Anti mouse CD8 eBioH35-17,2 | eBiosciences, San Diego, CA, USA
Per CP Anti mouse CD3 17A2 eBiosciences, San Diego, CA, USA
Per CP Anti mouse CDl11c HL-3 BD Biosciences, San Diego, CA, USA
APC Anti mouse CD45 30-F11 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

PE Anti mouse F4/80 CL:A3-1 Biolegend, San Diego, CA, USA

PE Anti mouse CD11b M1/70 eBiosciences, CA, USA

FITC Anti mouse CD11c N418 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Per CP Anti mouse Ly6c HK1.4 eBiosciences, San Diego, CA, USA
APC Anti mouse CD206 15-I Biolegend, San Diego, CA, USA

PE Anti mouse CD273 TY-25 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
FITC Anti mouse IFN-y Rm9001 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

PE Anti mouse IL-17 079-289 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Per CP Anti mouse IL-4 11B11 BD Biosciences, CA, USA

FITC Anti mouse IL-12 27537 Invitrogen, Carcbad, CA, USA

APC Anti mouse IL-10 JES5-16E3 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
PE Anti mouse IL-13 eBiol3A eBiosciences, San Diego, CA, USA
Per CP Anti mouse IL-33 RMST2-2 Invitrogen, Carsbad, CA, USA
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Tao0esa 2. U30THIICKE KOHTPOJIE

HA3HB KJIOH IMPOHA3BOBAY

Pe Rat anti mouse IgG,, Isotype control eBR2a | eBiosciences, San Diego, CA, USA
Per CP Rat anti mouse IgG,,, Isotype control R35-95 | BD Biosciences, San Jose, CA, USA

APC Rat anti mouse IgG,, Isotype control A95-1 | eBiosciences, San Diego, CA, USA

FITC Rat anti mouse IgG,, isotype control R35-95 | BD Biosciences, San Jose, CA, USA

3.8.1. bojeme NOBPIIMHCKUX MapKepa

3a 60jeme MOBPLUIMHCKUX MapKepa KopuilheHa Cy MOHOKJIOHCKA aHTUTeNa criequdpuuHa
3a oxaromapajyhe emurone Ha henmujama. 3a 0ojerme MOBPIIMHCKUX MapKepa KOPUCTHIIA CMO
cycIieHsnjy Koja je caapkana 3x10° Bujabunanx hienmja pecycrieHI0BaHNX y YKYITHOM BOIYMEHY
on 50ul. ¥V cBaky empyBery koja je caapxkana S0ul hemujcke cycnensuje cumano je mo Iml
pacTBopa 3a 0ojeme. Tako mpumpemsbeHH y3opuu LeHTpudyrupanu cy 5 munyra Ha 400Q.
Haxon nentpudyrupama oaIMBeH je CynepHaTaHT 0e3 T0UpHBamka enpyBeTe ca yoOpycoM Tako
na je Ha nHY emnpyBere octano oko 50ul y3opka. Ilotom je y cBaku y3opak cumano mo S0ul
MPETXOAHO HaNpaBJbeHUX KOMOWHANMja pACTBOPEHHMX aHTHTENAa Tako Ja y (UHAIHO]
KOHIIEHTpaLWju 3ajeHo ca henujama, anTuTena Oyay pazonaxema 1:200. YV mpunpemu pagHor
pacTBOpa aHTUTENAa BUXOBO pasdnaxeme Omio je 1:100 Ha npumep: Sul aHTuTena cumatHo je y
500ul pactBopa 3a 0Oojeme W W3 TakBe CycleH3uje je y3umano mo S0ul pamgHOr pactBopa
aHTUTENa W CHUINAHO y Yy3o0pak BoimymeHa oa S0ul m Ha Taj HaumH je noOujeHa ¢uHaTHA
koHnenrpauuja 1:200. HakoH cumama NOBPIIMHCKUX aHTHUTENA Y30pLH Cy HHKYOMpaHH
Tpunecer mMuHyta Ha +4°C (y ¢puxunepy). Ilo ucreky momydacoBHe MHKyOaluje y CBaKy
enpyBeTy ca y3opiuMa cumaHo je mo 2ml pacTBopa 3a 0o0jeme, HaKOH 4Yera Cy Y30pIu
neHtpudyrupann et mMuHyta Ha 4009. M3 neHTpudyrupaHux y3opaka cy MOTOM OIJTUBEHH
CyNEpHATaHTH a eNpyBeTe KpaTKo CTaBJbeHE Ha yOpyC Tako Jia je Y CBaKoj ENpyBETH OCTajao
camo Tajior o6ojenux henuja. Ha henujcku tanor je cunano nmo 350ul pactBopa 3a 6ojeme. Ha
OBa] HAYUH CBU IPHUIPEMJbEHU Y30pLH Cy aHAIU3UPAHU Ha MPOTOYHOM LIUTOMETPY YHYTap

JEHOT caTa o MOCIeAmkEr Kopaka 3a 0ojeme. [IpoTounn muroMerap Ha KOME Cy aHAJM3UPaHH
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nooujenu yzopuu 6mo je FACSCalibur (BD Biosciences). IToganu qo6ujenu anaan3oM 000jeHuX
hennja Ha MPOTOYHOM IUTOMETPY Cy najbe oOpahuBanu kopummheHeM cOPTBEPCKOT TMaKeTa

FlowJo.
3.8.2. bojeme uHTpahe/MjcKUX MapKepa M IIUTOKUHA

3a Gojeme uHTpahennjcKkux Mapkepa ¥ MUTOKMHA KOpHITheHa Cy MOHOKJIOHCKA aHTUTeNa
cnenuduuHa 3a onropapajyhe enurone y henujama.

VY cBaku y30pak n30i10BaHuX henuja cunato je no Iml kommnernor meaujyma (DMEM u
10% FBS). Ilotom je y cBaky ox empyBera mogaro mo Sul jonomunmua (Sigma), Sul PMA
(Sigma) u 0,8ul GolgyStop (BD Biosciences) paau aktuBanuje henuja. OMHOCHO jOHOMHUIIUH U
PMA ce kopucTe Kao akKTHBAaTOPH TPAHCKPHIILKje reHa 10K je yiora GolgyStop-a ma 3aapikaBa
CHHTETHCAHE NMPOTEHHE y OpraHejama Kao IITO Cy €HAOIUIa3MAaTCKU PEeTUKyayMmy wiau ['omyu
armapar IITO J0BOAM 10 noBehane akymysanuje CHHTETUCAHUX IIUTOKMHA a CaMHM THM M Behe
MOTyhHOCTH Na c€ JIETEeKTyjy caMO OHe henrje Koje MPEeKOMEPHO MPOAYKY]Y OAroBapajyhe
muTokuHe [279]. Hakon nmomaBama akTHBAaTOpa M HHXHOWTOpA TpPAHCIOPTa Y30PIH CY
MHKYOUpaHu 1ecT catd Ha TemnepaTypu on 37°C. HakoH miecroyacoBHe HMHKyOaruje y cBe
enpysere nozaato je no 1ml pactBopa 3a 6ojewe. Hanusene enpysere cy neHTpudyrupase mner
munyTa Ha 400g. [Iporec npama je y UCTOM Tpajamy U MPH MCTOj Op3WHU MTOHOBJBEH JBA ITyTa.
Hakon apyror mpama henuja u oayimBama cylnepHaTaHTa y CBakKM y30pak curaHo je mo Iml
KOMIUIETHOT Meaujyma. Tako HpUIIpeMJbeHH Y30pLM Cy OCTaB/beHH y GpUXKUAEpY HOK ce
IPaBUO PaJHU pacTBOp aHTUTena. OO3MpOM Ja CMO MMalM IET Pa3IUUYUTHX KOMOWHAIMja
anTuTena u3 cycnensmje hemmja Boaymena Ilml yzero je mo 200ul hemumjcke cycnensuje u
pasnmuBeno y mer FACS tube (empysere 3a FLOW). Tako nma je cBaka cycreHsuja henuja
cazip:xana 1x10° BUjabuiHKUX henuja. Y cBaky emnpyBeTy je MOTOM cumaHo mo Iml pactBopa 3a
0ojembe W y3opuu cy ueHTpudyrupanu ner mMuHyra Ha 400g. Hakon nentpudyrupama
CylepHaTaHTH Cy OJJMBEHH 0Oe3 ymoTpebe yOpyca u moaata cy pas0iakeHa MOBPIIMHCKA
anTuTena y konrnenrpanuju 1:100, rako mna ¢puHamHa koHeHTpanmja Oyae 1:200. Hakon cunama
MOBPIIMHCKUX aHTUTENA Y30pLHU Cy HHKYOupaHu TpuaeceT MuHyta Ha +4°C (y dpmwxunepy). [1o
UCTEKY MOJTy4acoBHE MHKYOAIMje y CBaKy enpyBeTy je noaato no lml pactBopa 3a 6ojeme u cBU

y3opiu cy neHtpudyrupann ner muHyra Ha 400g. 3aTuM je W3 CBake empyBeTe OIJIUBEH
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cynepHaTaHT Ha yopycy. [lotom cy enpyBere ca henujcKuM TajaoroM U3BOPTEKCOBAHE U Y CBAKy
on ux cumano mo 200ul Cytofix pacrBopa (BD Biosciences) y by Qukcanuje u
nepmeabunm3anuje henmja. Pagu Gosbe ukcammje n mepmeabuiuzanuje y30pId Cy MOHOBO
BOPTEKCOBAaHU a IMOTOM OCTaBJbEHU Ha J[BAJICCETMHHYTHY MHKYOanujy y ¢pmwkuaepy Ha +4°C.
ITo ucrexy mHKyOaIMje cBe enpyBeTe HAIMBEHE Cy ca o 1ml pacTBopa 3a mepMmeaduIu3anyjy.
PactBopa 3a mepmeabunu3aiyjy HampaBJbeH je mo cienehoj perenTypu: y MEH3ypy je CHUITaHO
20ml FBS u 2ml 10% mroka canmoHuHa, MOTOM je y3 3uJa MeH3ype HanuBeH PBS no ykymHor
BorymMeHa 110 200ml, tako na je mobujena (uHanHa KOHIEHTpanuja caronnHa ox 0,1%. Hakon
J0JlaBaka pacTBopa 3a MepMmealdwin3anujy cBu y3opuu neHtpudyrupanu cy Ha 400g mer
MUHYTa, IIOTOM j€ U3 CBAaKe CMpyBETEe OJUIMBEH CyllepHATaHT Oe3 ynorpede yopyca. OmirBameM
cynepHaranta 0e3 yOpyca y cBakoj emnpyBetH ocTaje oko S0ul cycmenswje hemmja. Ha Taj
BOJIYMEH CHIIaHA Cy aHTHUTelNa 3a WHTpahelInjcKke MapKepe MPEeTXOIHO PacTBOpeHa y mydepy 3a
nepMeaOuiIn3almjy y KOHIEHTpaIijaMa CreliiuuHIM 3a CBAKM LIUTOKHUH MO Ha oco0. Hakon
CUMlaba MHTpaheaMjCcKUX aHTHTENa Y30pLUU Cy HMHKyOMpaHu TpuueceT muHyra Ha +4°C (y
bpuxuaepy). [lo ucrexy nosyqacoBHe MHKyOAaIMje y CBaKy €MpPyBETy ca y30pIlMMa CHUIIAHO je
mo Iml pactBopa 3a mepmeabuim3anujy, enpyBere cy norom IeHTpudyrupane Ha 400g mer
MUHYTa, U OJUIMBEH je cymnepHaTaHT Ha yOpycy. IloToM je y cBaky empyBeTy ca y3oplHMa
cunaso je mo 1ml pactBopa 3a 60jeme, HAaKOH Yera Cy y30pIu LeHTPU(PYTUPaHU MeT MUHYTa Ha
400g a cymepHaTaHTH OJIMBEHU Ha yopycy. Ha hemmjcku Tasor je cunano mo 350ul pactBopa 3a
6ojewe. Ha oBaj HaumH cBM NMPUNPEMIbEHU Y30PILM Cy aHAIM3UPAHU HA MPOTOYHOM LIUTOMETPY
YHyTap jelHOr caTa O] MOoCHeImer Kopaka 3a Oojewme. IIpoTouHu nuTomerap Ha KoMme Cy
aHanu3upanu nobujern ysopuu Ouo je FACSCalibur (BD Biosciences). Iomamu moOujenu
aHaJiM30M 000jeHuX henMja Ha MPOTOYHOM IUTOMETPY Cy Jajbe oOpahuBaHu KopuurheHeM

codrBepckor makera FlowJo.

3.9. OnpehuBame KOHIIEHTPaLMje HUTOKHMHA Yy CEPYMY
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XuBotume 00e ekcrnepuMeHTalIHe rpymne cy 21-or JaHa eKCIepuMeHTa XKPTBOBAHE Y
atMoc(epu 3acuhenoj muermnerpom (BETA HEM, bBeocpad) w acnupupaHa je KpB U3
abmoMuHaTHE aopTe W UeHTpudyrupaHa y tpajamy on gecer muHyTa npu Op3unu ox 300g.
Jlobujena mpoBuaHa ¢asza (cepyMm) HM3IBOjEHA je ayTOMAaTCKOM IHMIIETOM M CKJIQJHUINTCHA Y
komope temmneparype -20°C 1o nasbe ananmse.

Cepymcke konnentpauuje IFN-y, IL-4, IL-33, u IL-10 ompehuBane cy ymorpeGom
komepuujanaux tectoBa (ELISA) cnennpuunux 3a nutokune muma (R&D Systems).

Jlan nipe aHanM3e y MUKpOTHTap miody cunano je nmo 100ul Capture anrurena, roue cy
3aTBOpPEHE W OCTaBJbeHE Ha coOHOj Temmepartypu 19-18 catu. Hakon unkybGamwuje ca Capture
aHTUTEJIMMa CBaKo OyHap4ye MHKpOTUTap Iuioue je ompano ca 250ul Wash Buffer-a ykymuo tpu
nyra. HakoH ucnupama, caMo y o0elekeHe JienoBe MUKpoTuTap iode cumnat je Block Buffer u
TO y oHe OyHapuuhe y kojuma he ce onpehusaru cepymcke konuentpauuje IFN-y. ¥V ce ocrane
Oynapumnhe mukpotutap ruioue cumano je o 150pl Reagent Diluent-a. Hakon cumama Block
Buffer-a u Reagent Diluent-a mukpoTuTap miode cy NpeKpUBaHE aaxe3uBHOM (OIHjoM U
WHKyOWpaHe IIe3/IeceT MUHyTa Ha cOOHO] TemriepaTypu. HakoH mpBe MHKyOaImje MUKPOTUTAP
wioue cy onpane ca Wash Buffer-om tpu myra. ¥ cBako npBo OyHapue mpBe KOJIOHE 3a CBAKU
IUTOKMH cumano je mo 200ul oarosapajyher cranmapaa a y octayie OyHapuuhe mpBe KOJIOHE 10
100ul Reagent Diluent-a (xonuenTpaiije cranaapaa y npsom Oynapuery: IL-4 u IL-33 komHil.
1000 pg/ml; IL-10 u IFN-y konm. 2000 pg/ml; IL-13 4000 pg/ml). JdoOujama omamajyhux
KOHIIEHTpallKja CTaH/Aapa U3BeIeHO je Ha cieaehn HaunMH: U3 MpBOr OyHapyeTra MpBE KOJIOHE y
koje je cunano 200ul crangapaa oaroeapajyhe konmentparmje y3ero je 100ul u cunano y apyro
OyHapue ucte KooHe. HakoH Merrama caapikaja apyror OyHapuera u3 mera je uzaheno 100l
y Tpehe OyHapue u 1o UCTOM MpUHIMITY ypal)eHo 10 ceaMor OyHapueTa MpBe KOJIOHE, TaKo Ja je
ocMo OyHapue mpBe KosoHe capxkano camo 100ul Reagent Diluent-a. V mpeocrane Oynapuuhe
Cy CHUIIaHU y30pLIM cepyMa IpeMa yHanpen yTBpheHoj memu (yKynaH BOJXYMEH KOjH je CHUIIaH y
cBako OyHapue 6uo je 100ul xoju je campskao 20ul cepyma u 80ul necrunosane Boje). Hanupene
MUKpPOTHUTAp IUIOYE MpeKpuBaHe cy (ojMjoM U MHKyOMpaHe [1Ba caTa Ha COOHO] TeMIEpaTypH.
HaxkoH 1BouacoBHe WHKYOaluje MPOCyT je capikaj IIoYe a MOoTOM je Iyio4a ornpana ca 1o 250ul

Wash Buffer-a 3a cBako Oynapue Tpu myrta. HakoH ucnmpama y cBako OyHapde je CHIIAHO IO
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100ul Detection anTuTena, miode cy npekpuBeHe (GoJHjoM U HHKyOMpaHe JBa cara Ha COOHO]
Temneparypu. HakoH nBoYacoBHe HWHKyOaIyje MPOCYT je calpikaj IUIoYe a MOTOM je IuioYa
ompana ca mo 250ul Wash Buffer-a 3a cBako Oynapue Tpu myra. HakoH ucnmpama y CBaKo
Oynapue je cumano mo 100ul pamsHor pacrBopa Streptavidin-HRP-a (enr. Streptavidin
horseradish peroxidase), mroue cy npekpuBaHe (GOJIHjOM W MHKYOHMpaHE JBaJAcCeT MHHYTa Ha
coOHOj Temmneparypu y Mpaky. HakoH aBajeceTOMMHYTHE HHKYOAIMje TPOCYT je calpikaj mioue
a moToM je rwioda ompana ca mo 250pl Wash Buffer-a 3a cBako Oynapue Tpu myra. Hakon
ucnupama y cBako OyHapue je cumano no 100ul pactBopa koju je caapxao cynctpat A u b.
MuxkpoTuTap miode HanMBeHe cyocTparoM A U b mHKyOHpaHe cy OKO JBajieceT MUHYTa Y MpaKy
Ha coOHOj Temmepartypu. HyxuHy wHKyOanuje onapehuBao je mHTe3wTeT miiaBe 0oje. Hakon
uHKyOanuje y ceako OyHapdye je cumano mo 50ul crom pactBopa u cBe HaJMBEHE MUKPOTUTAP
IUIoYe Cy CTaBJbaHe HA Memanuiy noxaenieny Ha 100 oOpraja y Tpajamy oJ et MuHyTa. Tako
MPUIIPEMJbEHE MUKPOTHUTAp IUIOYE aHaIM3upaHe cy Ha amapaty Microplate reader y mporpamy

Zenyth, Anthos koju je moaereH ga mepu abcopbaniry oa 450nm.

3.10. CrarucTuuka aHaJM3a MmoJaraKa

JloGujenu nojany aHaJUu3UpaHu cy y cOPTBEPCKOM MpOrpamy 3a CTaTUCTHUKY aHAJIU3Y
nogaraka (SPSS 22.0). 3a wucnuTHBame pa3uKe y CpeamHM BpemHocTHMa u3Mel)y nBe
paznuunTe Bapujablie Koje Cy uMalie HopMalHy pacroneny kopuirhen je Student t rect a0k je 3a
TECTUpakE pa3iivka u3Mel)y MeaujaHa aBe pa3inyuTe Bapujadiie KOje HUCY MMaje HOPMAaJHY
pacriozeny kopuithen Hemapamerapcku tect- Mann-Whitney. IIposepa HopMaTHOCTH pacroene
Tectupana je ynorpedbom Shapiro-Wilk mmum Kolmogorov-Smirnov tecrosa. Ce moOujene
BPEIHOCTH Tpe3eHToBaHe ¢y kao SEM +/- SE unm xao menujane (5., 25., 75. u 95. nepueHTtun).
CratucTruky 3HaYajHa pasiuka y ao0ujeHuM BpemHocTuMa m3Mmely ryma je oapehena Ha

p<0.05.
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4. PE3YJITATHU
4.1. OncycrBo rena 3a Gal-3 3Hauajuo nopehaBa xuneprpodujy muokapaa

VY 10 cama 00jaBJbeHO] IMTEpATypH IO3HATO je Ja excrpecdja rena 3a Gal-3 yruue Ha
TEKUHY BUPYCHOT MHUOKapautuca [268], mok je ynora oOBOr MOJIEKYlda Yy IaTOICHE3U
ayTOMMYHCKOT MHOKapJIUTHCA joll yBeK Herno3Hara. [To3HaTo je u na cy mumesu coja C57BL/6
pelaTHBHO PE3UCTEHTHH Ha MenTuaoM uHIykoBaHu EAM, a nma ce ocerspuBocT mnosehaBa
aIJTMKAIKjOM IIeJIOT TelKor jaHia muo3una [280, 281]. Jla Ou ce yrBpAWIIO Ja JM U Ha KOjU
HaywH jaenenyja reda 3a Gal-3 yruue Ha marorenesy EAM kopunitheHu ¢y MHIIEBH YUCTOT COja
WT- C57BL/6 u Gal-3KO mumieu. Ceu WT u Gal-3KO mumesu umynuzoanu ¢y MyHCosza-
352 mentugoM 0. u 7. nana. Texxuna EAM onpehuBana je 21-or naHa eKcriepuMEHTa, OJTHOCHO
MIPUIIMKOM KPTBOBaHa )KUBOTHHHA.

Jenan on mapamerapa koju je kopuirheH 3a ucnuTHBame TexxuHe EAM Owmio je

onpehuBame creneHa xumneprpoduje cpua. Xuneprpoduja cpua oapehusana je mpema cieaehoj

bopmynu:

TEHHA Cpla

XunepTeoduja cpua =
TeJIECHA TEKIHA

[Tpukazanu pe3ynrar nmokasyje ga uMmynusoBanu Gal-3KO muineBu MMajy CTaTHCTHYKH
3Ha4yajHo Behy xumneptpodujy mMuokapaa y nopehemwy ca koHTponHuMm WT mumeBuma 21-or

nana ekcriepumenTa (p<0.05; I'paduxon 1).
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10— *

d = T

Temxuna cpua:TesrecHa TexKUHA

WT Gal-3KO

I'pdpuxon 1. OacycrBo rena 3a Gal-3 nosehaBa xuneprpodujy cpua Hakon anmnukauuje MyHCaszg 35
nentuaa. O6onemn Gal-3KO mumesn nmajy 3HauajHO Behy xumeprpodujy Muokapaa y onHocy Ha WT mumiese
(5.9889+0.11235 vs 7.0558+ 0.43264). IlpukazaHu pe3yaTaTH NPEICTaB/bajy MeIMjaHe OJHOCA TEIKHHE CpLa U
TellecHe TeXKHMHE 3a 10 9 MUIIEeBa Y CBAKO] FPYIH, YKYITHO 27 MHIIEBa 110 IPYIH Y TPU OJBOjeHA EKCIIEPUMEHTA

(25. mepuentui + menujana + 75. meprentu, *p < 0.05). Tlomanu cy anamusupanu je Mann-Whitney tectom.

4.2. lenennja rena 3a Gal-3 y C57BL/6 mumeBuma 3Ha4yajno nosehaBa omreheme TknBa

cpua y EKCNepUMEHTAJTHOM AYTOUMYHCKOM MUOKAPAUTHCY

Hakon mTo je youeno nma oxacyctBo Gal-3 mocnemyje xumeprpodujy Muokapna
(F'paduxon 1) ucnuTaHo je Ja M OJCYCTBO OBOI MOJICKYJa yTHUYE HAa OCTaje MOKa3aTeshe
TeXHHE ayTOUMYHCKOT MHOKapINTHCA.

Ha texuny EAM ocum xumeprpoduje ytuduy u Opoj, BeIMUMHA U JIOKAJIW3aldja
MHOWITpaTa y cpiy, Kao M CTENEeH JereHepanuje U HeKpo3e KapAHOMHOIMTA. Y TOM IUIbY
olpehuBaH je XHUCTOJOUIKM CKOp M Ha OCHOBY H-era BplleHa mnpoieHa TexuHe EAM. 3a
neduHrcame U kBaHTH(PUKOBame TexknHe EAM, kopuiihen je ckopunr cuctem 1o Valaperti et

al. [106], xopuroBan u npunaroheH eKCliepUMMEHTATHOM aHMMaTHOM Mozeny Oonectu (Tadema

3).
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Taoesna 3. Kbantudgukanuja rtesxxkune EAM.

(Mooughuxosano npema: Valaperti A. et al. J Immunol. 2008; 180:2686-95.)

JIOKAJIM3ATIAJA | HHTE3HTET JETEHEPAITAJA | HEKPO3A
SAITAJLEHCKE
HHOHITPAITAJIE
0 Be3 3maxoBa Be3 3naxoBa Be3 3maxoBa Be3 3aakoBa
GonecTn GosrecTn Gonecrn GoecTr
1 Amnexc <5 monoHyKneapa | <10% mm* <10% mm*
Y BHIHOM IO/BY
2 JIaTepaHH 387 5-20 momomykneapa | 11-30% mm* 11-30% m*
Y BHAHOM HOJBY
3 Cenrym >20 mononyxureapa | 31-50% mm* 31-50% mu*
Y BHEIHOM HOJBY
4 / / 51-90% mo* 51-90% mm*
5 / / >91% m* >91% mm*
CKOP 05 05 05 0-5 X 0-25

Crenen TexuHe MHOKapauTuca onpehuBaH je HAKOH OOjema TKUBHUX HMCEYaka cpia

XEMaTOKCUJIMH-€03MHOM 00joM. Ha OCHOBY olieHa 100Mj€HMX CKOpPUpPAHEM I0jeIMHAuYHUX

napamerapa uHQpIamanuje oApeanI CMO YKYIIaH XMCTOJIOLIKH CKOp 3a MpoleHy TexuHe EAM.

Ha I'pa¢guxony 2 npukasana je paziauka y EAM ckopy Gal-3KO u WT muieBa rie ce youasa

jacHa pasnmuka (p<0.05) y texunun EAM oanocHo Gal-3KO wmwuimeBun nMajy 3Ha4ajHO TEXKY

dbopmy EAM y nopehemy ca kontponaum WT munieBuma.
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I'paduxon 2. Xucronomkn ckop 3a npoueny tesxkune EAM kxox WT u Gal-3KO mumesa Tpu Hefe/be
HakoH wumyHm3ammje MyHCassz, 35, menruma. Vmynmzoanun Gal-3KO wuieBn uMajy 3Ha4YajHO BHIIA
XHCTOJIOIIKH CKOP KOju 00yxBaTta CTereH HHQUITpaluje MHOKap/a, JereHepaluje 1 HeKpo3e KapANOMHOIIUTA Y
nopehery ca WT mumesuma (4,83+0,7 vs 7,78+2,4). Tlpukasanu pe3yaTaTu MpeACTaBIbajy MeIHjaHe OJHOCA
EAM ckopa 3a 1o 9 muiieBa y CBakoj rpyIiu, yKyIHo 27 MUIIIEBA [0 TPYIH Y TPH 0JIBOjeHa ekcrepumenTa (25.
nepieHTH1 £ meaujana £ 75. nepuentui, *p < 0.05). Cratuctuyka 3HadajHocT ojpehuBana je Mann-Whitney

TECTOM.

AHanmu3oM uceyaka TKHMBa cCplla yOu€HO je. 3HauajHO Behe omrehewme MuoOKapaa U
npucyctBo Beher Opoja audy3Ho pacnopehenux uHbHITpaTa y TKUBHUM HcedlrMa cpua Gal-
3KO wmwumeBa (Camka 1A). ¥V wmuokapay Gal-3KO mumeBa takohe je meTrekToBaHa jacHO
BHJIJbMIBA W OOMMHA JIeTeHEepalhja ¥ HEKpo3a KapaAuoMHonuTta 3a pasnuky ox WT mumesa y
YHjeM MHOKapJly Cy youeHe peTKe M MOjeJJMHaYHe JIeTeHEepaTUBHE MpoMeHe. AHamu30M Opoja u
BeJMIMUMHE MH(IaMaIMjCKuX HHQUITpaTa YOUYeHO je Ja y CBHUM jeioBuMa muokapaa Gal-3KO
MHUILIEBA MOCTOje OOMMHHU M Au]y3HO pacropeheHr nHGIaMaMjcKu HHOWITPATH, JTOK je Y
muokapay WT muiieBa JeTeKTOBaH Mamu Opoj CIIOpaJUUYHUX M XUIOLETYJIapHUX HHQUITpaTa
(Cauka 1B). Takolhe je mokaszaHo Ja cy TKHBa Cplia HEHMYHH30BaHUX MHUIIIEBa Ona 0e3 3HaKOBa
JeTeHepalje ¥ HeKpo3e, OJHOCHO MMalla Cy HOpManHy xucroiomiky rpahy (Cauka 1B). [lo
cajia MIpUKa3aHu PEe3yJTaTH jaCHO MOKa3yjy Jla HeaocTaTak ekcrpecHje rena 3a Gal-3 3HagajHO

nosehasa omreheme Muokapaa nHaykoBaHor uMyHu3aujom MyHCosss-352 mentua.
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Cauka 1. Penpe3eHTaTHBHH wWcednH TKuBa cpua HakoH wumyHusamuje MyHCogs,35; menruaa.
PemnpeseHTaTuBHU Mcedl TKHBa cpia 000jeHH CTaHIApAHAM MAaTOXUCTOJIOMKHM OojemeM (yBemmuame 200X,
pasmepa=50um). Ha nesom maneny (1A u 1B) npukasane cy pemnpe3eHTaTHBHE (oTorpaduje MMyHH30BaHHUX
WT, a Ha necHoMm mnaHeny uMyHu3oBaHux Gal-3KO mmuineBa. Ha cnunm 1B cy npukasaHud TKUBHH HCEYIH

HeMMYHHU30BaHuX, KoHTpoaHuX WT u Gal-3KO mumiesa.
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4.3. Henocrarak reHa 3a Gal-3 3HayajHo Mema 3aCTYIVb€HOCT MOHOIUTHUX M
rPaHYJOIMUTHUX MomyJanuja/cyononyjganuja y TKHBY Cpila MHII€BA HMYHH30BAHHX

MyHCa334-352 menTuaiom

Kako je xon Gal-3KO muiesa youen Behu xuctosnoriku ckop (I'padukon 2), 3HauajHo
jadge omreheme Muokapaa ca opojurjuM uHpamanujckum henujama (Cauka 1), aHanu3upaHo
je la M Cy yOoueHe pa3jIMKe MOCIeAnIa PAa3IMIUTe 3aCTyIIJbEHOCTH IOjeJUHUX CYOIoIyanyja
MoHouuta. [lo3Haro je ma ce uH(IaManujcku HHQUITPATH y TKUBY OOOJENOr MHOKapiaa
YIJIaBHOM CaCTOjU OJf MOHOLIUTA, TpaHyionura u jguMdpouuta [282]. V nmmmby ucnuTHBamba
cactaBa MOHOHYKJICAPHOT HHPMITPaTa KOPUCTUIIM CMO UMYHOXUCTOXEMHUJCKO 00jerhe y3MyKHUX
npeceKa TKUBa cplia 00e eKCIIepUMEHTATHE TPYIe )KUBOTHHA. 3aCTYIJbEHOCT MOHOHYKIICAPHUX
henuja oxpehusanu cmo 6pojem CD45, F4/80 u CD3 nmo3utuBHuX henuja Mo BUAHOM MOJbY U
cnenehum ckopom: 1- >50, 2- 50-100, 3- <100 no3uTuBHUX henuja Mo BUTHOM IOJBY.

Crenn(puyHIM HMYHOXHCTOXCMH]CKUM O00jCHeM Cy aHalM3WpaHe CyOmomyJammje
MOHOIINTA y TKUBY CpIIa.

CD45+ mumdountn: MyHOXHCTOXEMUjCKOM aHAIM30M JETEKTOBaH je 3HauajHo Behu (p<0.05)
Opoj CD45+ henuja y tkuBy cpua Gal-3KO wmuineBa y mopehjemy ca Opojem uctux henmja y
TkuBy cpria WT konTponHux muiiesa (Cianka 2A).

CD3+ aum¢pouutu: JlajhoM aHAIM30M TKHBHHX HCEYaKa cCplla MMYHH30BaHUX MHUIIIEBA
JIETeKTOBaHa je 3HauajHa pasnuka y 6pojy CD3+ henuja. Pe3ynratu ananuse nmokasaim Ccy Ja ce
y muokapay Gal-3KO mumeBa aerextyje 3HauajHo Beha 3actymibeHoct CD3+ numdonura kana
ce mopeau ca Opojem oBux henuja y TkuBy muokapaa WT koutponaux muriresa (P<0.05; Ciauka
2B).

F4/80+ maxkpodgaru: JlonaTHa HMyHOXHMCTOXEMHjcka Oojemba Ha Mapkepe MakpodarHe
NoMyJialyje IMoKasajla Cy pasluKy y eKCIPEeCcHju W IUCTpHOyIHju moBpumHckor F4/80+
Mapkepa. AHaJIM30M €KCIpecHje OBOI MapKepa MokaszaHa je AudysHa quctpulyluja U 3Ha4ajHO
Behn (p<0.05) Opoj F4/80+ hemmja y tkmBy cpua Gal-3KO wmwmmea, y mopehemy ca

nojeauHauyHuM, petkuM F4/80+ makpodaruma y TkuBy cpua WT mumiesa (Cauka 2B).
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Cinuka 2. UMyHoXucToxeMujcko 0ojer-e MOHOUMTHO/MakpodarHe momyJanuje y TKHBHHM HcedlUMAa
umynmzopaunx WT u Gal-3KO mmumeBa. Ha 7eBoj cTpaHu CIMKe MpHKa3aHe Cy pelNpe3eHTaTHBHE
(dororpaduje umyHoxucroxemujckor Oojerba umyHmzoBanux WT u Gal-3KO wmumena (yBenudame 200X,
pasmepa=50um). Ha necHoj crpanm ciuke cy rpaduuku npHKasaHH CKOp M cpellba BpeaHocT Opoja CD45+
(53,4+19,8 vs 135+2,1) , F4/80+ (5,66+1,9 vs 11,11+1,8) u CD3+ (4+0.5 vs 13,77+5,8) MoHOIMTa 110 BUIHOM
noJby. [Ipukasanu pe3yiaTaTé IpeacTaBibajy Cpeame BPEIHOCTH Opoja MO3UTHBHUX henuja 3a mo 9 muieBa y
CBaKoj Irpynu, yKynHo 27 MuUIlIEBa MO IPYNU Yy TPU O/IBOjeHa eKcriepuMmenTa (25. mepueHTws + Menujana + 75.

nepuent, *p < 0.05). Crartuctruka 3Hadajuoct ogpehusana je Mann-Whitney tectom.
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Eo3unopuau: [lonanu noOujeHr U3 KIMHUYKUX CTyAHja Cy MOKa3alu Jla €03WHO(PMIN
MPE/ICTaB/bajy HAj3aCTYIUbEHHU]y monynanujy hemuja y wuHUATpaTHMa MHOKapAa ocoda
o0oyileIMX O] MHUOKapauTHCa [MHOBCKUX henuja u  e€o3MHO(UIHOT HEKpoTH3upajyher
muokapautuca [41, 42]. Ocum pesynrara KIMHUYKAX CTyadja W TOAAlM JOOMjeHH Ha
eKCIIepUMEHTAIHUM MOJEIMMa yKa3yjy Ha 3HauajHy ynory oBux hemuja y marorenesm EAM.
Pesynratu jeqHe ol TakBUX CTyAMja Cy NOKa3ald Ja je 3aCTYIUbEHOCT €O3MHO(HIA Y TKUBY
00oJeNor MuOKapJa y MO3MTHUBHOj KOpENalWju Cca TEKUHOM ayTOMMYHCKOT MHOKapIuTHCA
UHIYKOBaHOT uMyHu3auujom A/J muinesa [78]. O03upom na Ha martorene3y EAM 3HauajHO
yTH4Ye ¥ XalJIOTUN MHIIeBa KOPUIINEHMX y eKCHEePUMEHTY, Y HACTaBKy HCTPaXKHBamba
UCIUTHBAJIM CMO 3aCTYyIJBEHOCT €03uHO(MIa y TKUBY cpiia uMmyHu3oBanux C57BL/6 mumieBa
xamoruna H-2°. TIaTOXMCTONONIKOM aHAIM30M TKHBA CPIA 0GOJEHHX XEMATOKCHINH-CO3HHOM
(H&E), nerextoBanu cy eo3uHopmIM caMO y TKHBY cpuia umyHusoBanux Gal-3KO xuBoTHIbA
(Cauka 3). Eo3unodumim ca TaMHO LIPBEHO MPEO0jEHOM IIMTOILIA3MOM YOUEHH CYy CaMO y TKUBY

Gal-3KO mumesa.

Canka 3. XeMaTOKCHINH-¢03HH 0ojemhe ¢03MHOQUIA Yy TKUBHUM HcedynnMa umyHunzoBanux WT u Gal-
3KO mumeBa. PenpeseHTaTHBHM HMCEYIM TKHBAa Cplia 000jeHM CTaHAAPIHHUM IATOXUCTOJIOMIKUM OOjermheM

(yBenmuame 400x, pazmepa=50um).

JloOGujenu mopanu yka3yjy Ja HeqocTaTak ekcripecuje reHa 3a Gal-3 yTude Ha cacraB
nH(pIaMIujcCKuX HHPUITpAaTa y TKUBY MHOKapAa TaKo INTO MEHha 3aCTYMJBEHOCT I0jeTUHUX

MOHOLMTHUX U TPAaHYJOLUTHUX CYOIOMmyamnyja.
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4.4. Cepymcke konnenrpauuje Th2 nurokuna 1L-4 U IL-33 cy Behe y o6ojeaum Gal-3KO

MHUIII€EBUMA

[To3naro je na y marorenesu EAM Outny ynory umajy Thl u Th2 nurokunu. Pesynaratu
J0CaallllbuX CTYAHja Cy ONpeuHH y morieay yiore u Thl u Th2 nurokuna. Pesynaratu cryauja
nmokasyjy aa cy Bpeanoctu IFN-y Bume y MumeBuMa Koju umajy Texu ooiauk EAM, cynpoTHO
Ol OBUX pe3yaTara Toka3aHo je na je nenenuja reHa 3a IFN-y takohe moBezana ca Texxum
oomukom EAM [112, 119]. Cauynu pe3ynrtatd HoOMjeHU Cy M Kaja je ucrnuThBaHa yiora Th2
uTokuHa. HanMe, mokasano je aa HemocTarak ekcrpecuje reHa 3a IL-4 arenyume EAM y A/J
mumeBuMa [78], mok je oxcycto rena 3a IL-33 mosesano ca texxom popmom EAM y BALB/c
muireBuma [283].

Kako je xox Gal-3KO muieBa youen Behu xuctosoriku ckop (I'padukon 2), 3HauajHo
jaue omreheme Muokapaa u Behu Opoj undpnamaTopuux henuja y muokapay Gal-3KO muiiesa
(Cnmka 1) y HacTaBKy MCTpaKHMBarma HCIUTHBAHO je Ja JIM CY YOUCHE pa3lIMKe HacTaie Kao
nocneauna pasnuka y cekpeuuju  Thl vs Th2 umrokuna. CepyMcke KOHIICHTpAIlHje
WCTIIUTHBAaHUX IIUTOKWHA MepeHe cy 21-or nana o uaaykuuje EAM, ELISA metomom.

Kao mrto je mpukazano Ha ®urypm 1A cepymcke kouuentpauuje (IL-4 u IL-33),
oanocHo Th2 murokuna Owne cy Buine y aHainusupanum cepymuma Gal-3KO y nopelhemy ca
koHTporHEM WT mumeBnma. OBa pasznuka JOCTUTIIA je€ CTaTUCTHUYKY 3HauajHoct ox P<0.05.
HcroBpemeno, HemocTaTtak ekcrpecuje rera 3a Gal-3 Huje y3poKoBao 3Ha4YajHYy paszlUKy
(p>0.05) y konuentpanujama Thl murokuna (IFN-y) kao HU UMyHOCYIpecHBHOT IIUTOKKHA |L-

10 (®wurypa 1B; p>0.05).
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®urypa 1. Bpeanoctu konuenrpanuje uutoknta y cepymy WT u Gal-3KO mumesa. Konnenrpanuja 1L-4

(9,77+6,6 vs 39,27+6,6) u IL-33 (15,3145,9 vs 22,05+2,15) je crarucTruku 3HayajHO Beha y cepymy Gal-3KO
(*p<0.05). Pazmmka y cepymckum Bpemunoctuma IFN-y (36,02+5.4 vs 38,29+14) u IL-10 (27,63+14,1 vs

30,75+8,4) Hmje mocerya cTaTHCTUYKY 3HadajHOCT (p>0.05). IIpwkaszaHu pe3ynTaTH MPENCTaBIbajy CPEImbE

BPEIHOCTH CEPYMCKMX KOHIIHTpAIlFja oJpeBaHIX IIUTOKHHA JOOHMjeHe U3 cepyMa 9 MuIeBa y cBakoj IpyIiy,

YKYITHO 27 MHIIIeBa 110 TPYIH Yy TPH OJIBOjeHa eKcriepiMenTa (cpemma Bpeasoct + SE, Student-os t tecr).
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4.5. OacycrBo ekcnpecuje rena 3a Gal-3 mosehaBa 0poj mupuarpumyhux Th2 u Thl

hesuja y cpuy o0oJjiesiux MuieBa

JerexroBanu Behu EAM ckop (I'padmkon 2) u Buie KoHueHTpauuje Th2 nurokuHa y
cepymy (®urypa 1A) obonenux Gal-3KO mumiesa, mocpeHo ¢y HaBOAWIM Ha MPETIIOCTaBKY J1a
je noehana wHpuUATpanKja uHbIAMaTOPHUM helrjama OAroBOpHA 3a youeHe pasiuke. M3 Tor
pasyora je MpOTOYHOM ITUTOMETPHjoM oJipehuBaHa 3aCTyIUbEHOCT B (PeHOTUTT MHPUITPUYITHhHIX
MOHOHYKJI€apa y cpIly UMYHH30BaHUX MHUIIICBA.

[TpOTOYHO LUTOMETPHjCKOM aHANIW30M OApehUBaHM Cy M MPOLEHTYaTHU U HYMEPUUKH
ogHocu MoHouuTHUX CDA45+, CD3+, CD4+ u CD8+ cyOnonynanuja. JleTekToBaHe pasiHKe y
MPOLIEHTYATHO] 3aCTYIUBEHOCTH U arcosyTHoM Opojy CD45+, CD3+ u CD8+ cybmomynamuja
HUCY JOcCerelie CTaTUCTHUKY 3HadajHOCT (p>0.05) m3mehy obonenmux WT u Gal-3KO mumiea
21-or nana excrepumeHnrta (®Purypa 2A). Y3 To, NPOLEHTyalHA 3aCTYIUbEHOCT M alCONyTHH
opoj perynaropuux CD3+Foxp3+ henuja cy 6wiun 3Hauajuo Behu y cpuy Gal-3KO murmiesa
(Durypa 2B). Youena pasnuka Joceria je cratuctuuky 3HadajHoct (p<0.05). Cratuctudku
3HaYajHa pa3jiKa y arcojiyTHoM Opojy nerekToBaHa je u nopehemem CD8+Foxp3+ henuja Tj.
3Ha4yajHo Behu (p<0.05) 6poj oBux henuja nerektoBaH je y uzonary cpua Gal-3KO mumiena
(®urypa 2B). JlerexkToBaHa pa3iHKa Yy MPOLEHTYAIHO]j 3aCTYIUbEHOCTH U arlCOIYTHOM Opojy
perynatropaux CD4+Foxp3+ henuja Huje moceryia cratucTuuky 3HaudajHocT (®urypa 2B,
p>0.05).

Nako pasznuka y OpoleHTyanaHoj 3acTylubeHocTH CD4+ numdonurta usmely uzonata
JTOOWjeHUX M3 UCTIMTUBAHUX TPyIa HHje J0Ceria CTaTUCTUUKY 3HadajHocT (@urypa 2B, p>0.05)
aHaJIM30M aIlCOJyTHOT Opoja oBUX hemuja IeTeKTOBaH je CTaTUCTUUKH 3HadajHo Behu 6poj CD4+
henuja y muokapay Gal-3KO wmumieBa vero y WT mumnesuma (®@urypa 2B, p<0.05). V3 To,
HyMepUYKa M TpoleHTyanHa 3acTyiybeHocT CD4+1L-4+ u CD4+IFN-y+ henmmnja Oumna je

cTaTHCTHYKH 3HayajHo Beha y cpiy Gal-3KO muesa (@urypa 2B, p<0.05).
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®urypa 2. OacyceTBo excrpecuje rena 3a Gal-3 3nauajno nosehasa ancoayrau 06poj CD4+, CD3+Foxp3+
n CD8+Foxp3+ henmja y cpuy. A. Pa3nuka y mpoueHTyalHoj 3acTyIJBEHOCTH U arcoilyTHoM Opojy CD45+
(30,76+7,8% vs 33,70+5,8% ; 123,72+37,1x10" vs 310,54+121,7x10%), CD3+ (15,32+4,5x10 vs 23,95+5,6x10%)
u CD8+ (1,81+0,4% vs 1,73+1,2% ; 7,65i1,6X104 VS 12,2616,6X104) hemuja y TkuBy cpiua odonenmux WT u Gal-
3KO wmumesa 21-or nana ekCIepuMeHTa HHUje TOCeriia CTaTUCTUYKY 3HadajHOCT. B. 3amakeH je cTaTHCTHYKH
3HaYajHO Beha MpPOIEHTYalHa 3aCTYIUBCHOCT M arcoiyTHu 6poj perymatopumx CD3+Foxp3+ (4,16+£2,1% vs
10,43+4,7% ; 32,46+15x10* vs 112,3+47,5x10%) u CD8+Foxp3+ (0,6+0,06% vs 2+0,6% ; 4,98+1,6x10" vs
22+6,8x10%) hemnja y cpuy Gal-3KO y mopehemy ca WT. He [OCTOjU CTATHCTHUKH 3HAYajHA PAsiHKa y
MPOLEHTYAHO] 3aCTYIUBEHOCTH M alcoyTHOM 6pojy perymatopuux CD4+Foxp3+ (0,45+0,2% vs 1,45+0,7% ;
3,67+1,5x10* vs 15,03+7,7x10%), henmja msmeliy WT u Gal-3KO mumesa. B. AncomyTtau 6poj CD4+ henmja
610 je craTHCTHUKH 3HaYajHO Behn y Muokapay Gal-3KO y oamocy Ha WT (10,72+68x10* vs 23,95+5,6x10%).
Hymepuuka u npoueHryaigHa 3acTymubeHocT CDA+IL-4+ (6+£2,3% vs 14,86+3,4% ; 20,99+10,6x10* vs
140,98+62,9x10") 1 CD4+IFN-y+ henuja (6,25+1,2% vs 16,13+6% ; 25,21+6,4x10* vs 177,85+116x10%) 6una je
3nauajHo Beha y cpuy Gal-3KO y omrocy ma WT (*p<0.05). JloT mioTOBH NpHUKa3yjy MPOLCHTYAIHY
3actymbeHocT CDA4+IL-4+ u CD4+IFN-y+ y cpuuma WT u Gal-3KO wmuineBa. [lpukazanu pesynratu
NPE/ICTaBJbajy Cpelbe BPEIHOCTH HYMEPUYKE M MPOIECHTyallHe 3acTyIJbEHOCTH HWCIUTHBAaHMX henwja
Jo0MjeHHX M3 TKHMBa cpua 9 MHMIIeBa y CBakoj Tpymnu, YKymHO 27 MullleBa 1O TPyHH Yy TPU OJBOjeHa

excriepuMenTa (cpeara Bpenuoct + SE, Student-os t Tecr).

4.6. OncycTBo excnpecuje rena 3a Gal-3 3nauajuo nosehaBa ykynan opoj F4/80+ hesuja u

0JIAKIIABA AJITEPHATUBHY aKTUBaNNjy Makpodara y cpiy

Pesyntatn mperxomnux cryawja cy mnokazanu na Gal-3 moxke nga moacThue WM
CyNpUMHpa aJTepHATUBHY aKTHBAIM]y Makpodara 1mTo Hajueumrhe 3aBUCH O]l MUKPOCpEIUHE,
npupo/ie maTo(u3nOIOMIKOT polieca U BpCcTe TKUBa/oprana kao u of henuja Ha xojuma je Gal-3
excripumupat [240].

Hana3z 3HayajHO M3paxxeHHjUX AEreHepaTHBHUX MpOMeHa y cpiy npaheHuX OOMMHUM,
mudy3auMm uHpamanujckum nHpuarparuma (Cauka 1) xon Gal-3KO mocpeaHo cy HaBenu Ha
3aKJby4YaK Jla 3aCTYMJBEHOCT Makpodara U mpuxoBa noiapuzanuja y M1 wim M2 npasiy mMory
OUTH Y3pOK YOUeHHMM pa3iukama. M3 Tor pasziora je mMpoTOYHOM LUTOMETpUjoM ojapehuBana

3aCTYIJBEHOCT U (heHOoTUN nHpmITpuymuhux Makpodara y Cpiry MMyHH30BaHUX MUIIICBA.
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VY o6onemom muokapay Gal-3KO mmuieBa peructpoBaH je CTaTHCTHYKH 3HadajHO Behu
(p<0.05) ancomytau 6poj F4/80+ makpodara (®urypa 3A). Youeno 3Hauajuo nmosehame Opoja
F4/80+ makpodara y cpuy Gal-3KO murieBa mocpeaHo je HaBeaO Ha 3aK/bydak J1a OJCYCTBO
excnpecuje rera 3a Gal-3 yruue Ha nonapusaiujy Makpodara.

W3 Tor pasznora y HacTaBKy MCTpakMBamka aHAJIM3WPAHA je HyMEpPHUYKa M MPOIEHTyalTHA
3actymbeHocT F4/80+CD206+ (M2), F4/80+IL-13+ wu FA4/80+IL-33+ anrepHaTHBHO
akTuBUcaHux Makpodara y cpuy WT wu Gal-3KO wmwumesa. bpoj M2 wmakpodara
(F4/80+CD206+) xao u F4/80+IL-13+ u F4/80+1L-33+ 6uo je 3nauajuo Behu y Tkusy cpiia Gal-
3KO (®urypa 3b, p<0.05). V oxBupy anamusupane nonynauuje F4/80+ henmja youaBa ce
uspaszuta nomunaija F4/80+IL-13+ u F4/80+1L-33+ henuja y cpuy Gal-3KO (®urypa 3B).

Pesynraru noOujeHn aHATM3UPakEM 3aCTYIJBCHOCTH U (PEHOTHITA Makpodara ykaszyjy Ha
TO JIa OJICYCTBO ekcrpecuje rena 3a Gal-3 npomosuie nonapusanujy makpodara y M2 dbenorun

y MUOKapAUTUCY UHyKoBaHOM arutukaiujoM MyHCoazss-35 mentua.

75



% F4/80°

%0 F4/80°CD206"

% F4/80°TL-13"

0
& F4/8071L-33"

45 -
40 4
354
301
251
20 1
15 4
10 1
< 4
0

30 4

25 1

20 4

WT  Gal-3KO

WT  Gal-3KO

’_'lT

T Y - e -]

WT Gal-3KO

WT Gal-3KO

F4/80 (x10%

A )
S v LSS D
i‘*

F4/80°CD206 (x10")

F4/80°TL-13(x10%)
L— ‘ )

F4/80'1L-33"(x10")

- o ow &
=3 =3 = =3 =2

% F4/80'TL-33

WT  Gal-3KO

600
500
400
300
200

100

WT  Gal-3KO

180 4
160 1
140 1
120 9
100 4
80 4
60 4
40 4
20 4
0 4

WT Gal-3KO

60

WT Gal-3KO

F4/80'CD206

F4/80'TL-13

wT

o 200 40 60 800

SSC-H :: SSC-Height

WT

o
an

4 a3
o 1986 0
10
T T T T T
o 20 40 e @0 10K
S6C-H  S5C-Haight
WT
4
* 31241 =
. [}
3
10° 4
o a3
o 1978 [}
10
T T T T T
o 200 400 600 800 1.0

F4/80°CD206"

F4/80'IL-13

% F4/80'1L-33

Gal-3KO
N
10 @2
0
s ]
10
|DZ' (—\
14
I
0
o4 Q3
o 1688 0
° T T T T
© w0 40 e w0 10K
88C-H :: §8C-Height
Gal-3KO
*3[7.09]
©317.09 L1
;
‘!Bz-
‘!B,-
@
.
e
-QB Qr
o 1929 0
o ey T T T T
o am  am  mm  omm ok
B8C-H :: 88C-Height
Gal-3KO
Q2
0
Q3
0

a 200 00 ean
8BC-H - BSC-Height

76



®urypa 3. Hymepuuka u npoueHTyaj Ha 3acTymbeHocT Makpodara y cpuy WT u Gal-3KO mumesa. A.
3amaena je 3uauajuo Beha Hymepiuka sactymbenoct F4/80+ makpodara (17,60+5,7x10* vs 35,17+3,6x10%) y
cpuy Gal-3KO muriesa y mopehewy ca WT mureBuma 21-or 1aHa HaKOH WHIyKIUje 6onectu. B. AnconyTHu
6poj F4/80+CD206+ M2 makpodara (100,34+9,6x10* vs 328,7+147,7x10%), kao u F4/80+ maxpodara Kkoju
npoaykyjy 1L-13 (8,30+4,2x10* vs 112,89+56x10%) u IL-33 (2,75+0,6x10* vs 4,92+2,5x10%) y cpuy Gal-3KO
6uo je 3nauyajHo Behu y ommocy Ha WT (*p<0.05). PernpeseHTaTuBHU IUIOTOBH MpPUKa3yjy MPOLCHTYaIHY
sactymbeHocT F4/80+CD206+ M2 hemmja u F4/80+IL-13+ u F4/80+IL-33+ y cpuuma WT u Gal-3KO
munreBa. [IpukazaHn pe3ynTaTd MNpPEACTaBIbajy CpPElbe BPEAHOCTH HyMEpPHYKe W IPOLEHTYyaIHEe
3aCTYIJbEHOCTH MCIIUTHUBAaHUX helrja OOWjeHNX U3 TKHBa cplia 9 MHUILIEBa y CBaKOj IPYIH, YKYITHO 27 MULIEBa

0 TPYIH Y TPH OJ(BOjeHa excriepuMenTa (cpeamba Bpeanoct + SE, Student-os t tecr).

4.7. lenenuja reda 3a Gal-3 3HauajHo mosehaBa MpoUeHTYaJTHY 3aCTYIUbLEHOCT H YKyNaH

opoj mujestouaanx CD11b+ Ly6C" makpodara

Mujenouaae CD11b+ makpodare mpeacraBibajy riaBHe edexkropcke hemnuje y MUOKapay
TOKOM akyTHe ¢aze uHbnamainuje, MehyTuM TOKOM XpoHWYHe (aze uHGIaMaluje HUMajy
MPOTEKTUBHY YJIOTYy. Y aKkyTHOj ¢a3u uHpaamanuje Ly6Chigh henuje Mory nudepeHuMpaT u 'y
M1 u M2 makpodare, 10K y XpoHWuHOj (asu uupmamaumje perpyrosarn Ly6C"™" hemuje
MPBEHCTBEHO JU(EPEHIINPajy y aITepHATUBHO akTuBUpane M2 makpodare [90, 91].

O063upoM [1a Cy Jocalallmby pe3yiratu mokasanu na obosnenu Gal-3KO mumieBn nmajy
Behu 6poj F4/80+ makpodara (®Purypa 3A) kao u antepHTUBHO akTuBHpaHux F4/80+CD206+
Makpodara (®urypa 3bB), y HacTaBKy HUCTpaXKMBamka HCIUTUBAIM CMO 3aCTYIJbEHOCT
mujenonaaux CD11b+ u CD11b+Ly6C+ henuja.

Pa3nuka y ancomyrHom Opojy CD11b+ henuja y TkuBy muokapna obonenux WT u Gal-
3KO mumreBa 21-or gaHa eKCliEpUMEHTa HHUjE JOCEria CTaTHUCTHYKY 3HadajHOCT (Purypa 4A,
p>0.05). Hymepuuka u nporentyanta 3actymubenoct CD11b+IL-10+ u CD11b+IL-12+ henuja
3Ha4ajHo je Beha y TkuBy cpua Gal-3KO mumiesa (®@urypa 4B, p<0.05).

VY o6onenom muokapny Gal-3KO muineBa perncTpoBaH je CTaTHCTHYKM 3HaudajHO Behum
(p<0.05) anconyrau 6poj CD11b+Ly6C+ henuja. Yuyrap nmomynammje CD11b+ Ly6C+ henuja

3amaka C€ CTaTHCTHYKHM 3HaudajHa gomuHaimja (p<0.05) CDllb+Ly6Chi hemmja y Gal-3KO
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MHUIIIEBA JIOK pa3MKa y 3acTyIUbEHOCTH U Opojy CD11b+Ly6CIOW henwja HHMje nmoceria

CTaTUCTHUKY 3Ha4yajHocT (Purypa 4B, p>0.05).
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®urypa 4. IlpoueHtryajHa u OpojyaHa 3acTyIUbeHOCT MHjeJoHAHUX henauja pasamyuTux
¢yuxuuonanunx ¢enoruna y cpuy WT u Gal-3KO mumeBa. A. Huje O6mio craTHCTHYKK 3HauajHE
pasnmke y 3acTymibeHocTn Mujenongaux CD11b+ hemuja (202,03ﬂ:4,02x104 VS 235,53i47,9X104) oboenmmx
WT u Gal-3KO wmwumieBa 21-or maHa HakoH uHIyknwje Oomectn. b. Hymepwuka u mpoueHTyaiHa
sacrymbenoct CD11b+IL-10+ (4,68+1% vs 1,58+0,7% ; 8,59+6,3x10* vs 60,5+18,7x10%) u CD11b+IL-12+
henuja (1,5+0,3% vs 3,19+0,5% ; 13,19+6,6x10* vs 38,8i8,9X104) 3Hauajuo je Beha y muokapay Gal-3KO
muireBa y ogHocy Ha WT mumieBe, *p<0.05. B. 3anaxkeH je cTraTuCTHYKH 3HavajHo Behu ancomyTau Opoj
CD11b+Ly6C+ hemnja (188,22+17,6x10* vs 347,6+115,1x10%), u CD11b+Ly6C" (128,97+3x10* vs
328,97+105,7x10%) y tkuBy cpua Gal-3KO wmumeBa y ommocy ma WT wmumese,*p<0.05. He mocroju
CTaTHCTUYKM 3HauyajHa pasiuka y npoueHty (3,25+3,5% vs 4,69+1,9% ) u Gpojy CDllb-l-Ly6CIOW henmja
(45,84+25,8x10" vs 48,26+14x10") mmehy WT u Gal-3KO mmmresa, p>0.05. Ilpukasanu pe3ynraTu
MIPEJCTaBJbajy CpPEAe BPEIHOCTH HYMEpHYKe W MPOIECHTyaJ HE 3acTyIUbEHOCTH HWCIHTHUBAaHHUX hemmja
NOOMjeHnX W3 TKUBa cpIa 9 MuWIIeBa y CBakoj TPyNH, YKymHO 27 MUIIEBa MO TPyNH y TPU OIBOjeHA

eKxcriepuMenTa (cpeamba Bpeanoct + SE, Student-os t tecr).
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48. Y cpuy oboaeanx Gal-3KO mumeBa mnpucytHo je Buiie CDllct+ heamja koje

npoaykyjy IL-13

Hakon ucnuTtHBama ynore makpodara y MHOKAapAWTHCY HHAYKOBAHOT AaIrlUIMKAIlNjOM
MyHCo33s-35, menTuia, Kao jean ox cienehux nusbeBa OO je aHATM3HPame 3aCTYIIBEHOCTH U
¢denoruna geHapuTckux hemmja. M3 Tor pasziora je y HacTaBKy HCTpaXuBama Y
XOMOTEHH30BaHOM TKHMBY MHOKapna onpehBaHa HyMepHuyka M TIPOIECHTYaTHA 3aCTYIJbEHOCT
CDllc+ hemmja, xao wu 3actrymbenoct CD11b+F4/80+, CD11c+CD11b+MHCII+,
CD11c+TNFo+ u CD11c+ IL-13+.

Huje nerexroBaHa 3HauajHa pasivKa y 3acTYIJbEHOCTH Kako ykynHux CDI1lc+ hemuja
TaKO ¥ HHXOBUX cyOmomynainuja koje ekcnpumupajy CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80-,
CD11c+CDI11b+MHC II+ u CD11c+TNFo+ u3melhy obomenux WT u Gal-3KO (®urypa 5,
p>0.05).

Nako Huje Oumo pa3inke y NMpoIeHTYalHO] 3aCTyIJbEHOCTH, aHAIM30M YKYITHUX OpojeBa
henmujckux cyOmomnynanuja U3BOJEHUX W3 MHUOKap/aa 3a0elie’keHa je 3HayajHa pas3jiuka, Ima je
Tako Opoj nenaputckux hemuja koje excrnpumupajy CD11c+CD11b- u CD11c+F4/80- 6uo je
3HauajHo Behu y TkuBy muokapaa Gal-3KO y ognocy Ha WT mumiese (@urypa 6, p<0.05).

Takohe cy nerekToBHE pas3lIMKe Kaja je aHaJIM3MpaHa HyYMEpUYKau MpOLEHTyalHa
3aCTYIJBEHOCT joul jeaHe henmujcke cyOmomysnainuje W37BOjeHE W3 MHUOKapja, Ma je Tako Opoj
nenaputckux hemuja koje mpoxaykyjy IL-13 (CD1lc+IL-13+) Ouo 3HauajHo Behu y TKHBY
muokapaa obosnenux Gal-3KO y ognocy Ha WT mumiesuma (@urypa 6, p<0.05).
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®urypa 5. 3acrynibeHoct aenapurckux heamja y mmoxapay WT m Gal-3KO mumeBa. 3acTymibeHOCT
CDI11ct+nenapurckux hemuja (0,85+0,8% vs 11,04+6,3%) xoje ekcnpumupajy 1L-13+ 3nauajHo je Beha y
muokapay Gal-3KO y ognocy nHa WT muinese, *p<0.05. Huje OMt0 CTaTUCTHYKK 3HAYAjHE PA3JIMKE y IPOLEHTY
CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80-, CD11c+CD11b+MHCII+ u CD11c+TNFo+ henuja usmely obonenux WT u
Gal-3KO, p>0.05. Ilpuka3zaHu pe3yiaTaTH MPEACTaBIbajy CPEOHE BPEIHOCTH HYMEPHYKE M IMPOLCHTYyalHEe
3aCTyIJbEHOCTH MCIIUTHUBAHMUX henuja MoOMjeHnX U3 TKHUBa cplla 9 MHUIIEBa y CBAaKOj IPyIH, YKYIHO 27 MHUIIeBa

10 IPYIH Y TPU OJIBOjeHa eKcIiepuMeHTa (cpeama Bpeanoct + SE, Student-os t tecr).
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®durypa 6. Hymepuuka 3acrymbeHoct CD11c+ nenapurckux henuja m cyomomyaanuja y okpupy CD1lc+
nonyganuje y muokapay WT u Gal-3KO mumesa. Hymepruka 3actymseHoct CD11c+ menapurckux henuja
koje excnpumupajy IL-13 (3,67+3,6x10* vs 75,25+32,7x10%) kao u CD11c+CD11b- (13,35+2,3x10* vs
21,80+3x10%) u CD11c+F4/80- henuja (23,15+1x10* vs 55,28+18,7x10%), 6una je 3uauajuo Beha y muokapmy Gal-
3KO y ommocy nHa WT wmumese, *p<0.05. Huje OuiIo cTaTMCTHUKK 3HaAuYajHe pasuke Yy Opojy
CD11c+CD11b+MHCI+ u CDI11c+TNFo+ hemuja usmelhy o6omenmux WT u Gal-3KO, p>0.05. Ilpukazanu
pe3yNTaTu Mpe/CTaBIbajy CPeAbe BPEIHOCTH HyMEpHUYKE M IPOLEHTYaJIHE 3aCTYNJbEHOCTH MCIMTHBAaHUX henuja
J0OMjeHNX M3 TKUBA cpua 9 MUIIEBa y CBAaKOj rPpyNH, YKyIHO 27 MHIIEBA IO TPYIH y TPH OJIBOjeHa EKCIEpHMEHTa

(cpenma Bpeanoct = SE, Student-os t tecr).
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4.9. O6oaenaun Gal-3KO mumesu umajy Behu 6poj 1gG no3utuBuux heauja n 1gG nenozura

y TKHMBY cpua

[To3nato je nma Bucoke Bpennoctu |L-4 kopenupajy ca texxom dpopmom EAM. Jenan on
MexaHu3amMa KOjUM ce oOjammaBa oBa Kopenanuja je na IL-4 yruay Ha aktuBanujy B
auM(OLIUTA U POMOBHIIY IPOU3BO/IIE ayToanTurena [78].

W3 1o cana npukasaHux pe3ysTara jacHO ce BUIM Ja Jeneirja reHa 3a Gal-3 nmpoMoswuiie
noJlapu3alyjy UMYHCKOT oAroBopa y Th2 mpaBiy, mTO je MMIUTMIHAPAIO MPETHOCTaBKY Ja y
MaTOreHE3U ayTOMMYHCKOT MHUOKApAMTHCA OCHM NeIHjCKOT, 3HaYajHy YJIOTY MMa U XyMOPAaIHU
UMYHCKHU OJroBop. 3aTo cy uMmyHodayopecueHuujom, oapehuBanu kako 6poj IgG no3urusBHux
henmuja Tako u konmunHa IgG gemosura y cpiy obonenux WT u Gal-3KO mumieBa 21-or gana
exciepuMenTta. KBanTudukoBame wuHTE3HuTeTa (QuyopecueHnuje je ypaheno kopumihemem
pauynapckor nporpama ImageJ (NIHh, Bethesda, MD).

Y EAM wunaykoBanum arukamjom MyHCossass; mentuma, nenenuja reHa 3a Gal-3
y3pokyje 3HauajHo nosehame (P<0.05) 6poja IgG mo3uruBHux henuja (Camka 4A). Ha TkuBHUM
npenaparuma Gal-3KO wmwumeBa ce youaBa 3HauajHo Beha audysHa wuupuirpanuja IgG
nosutuBHEX henuja (Camka 4B; ciuke ca gecHe cTpaHe), y nopehemy ca Opojem oBux henuja y
aHaIM3UPaHUM cepujckuM Tpecenuma cpiua WT wmwmmeBa. Takohe, y mmokapay Gal-3KO
MuUIlleBa JieTekToBaHa je Beha konmunumna IgG nemo3uta y mopehemy ca TKHBHHM TIpemnapaTuMa
WT wmumieBa y xojuma cy peructpoBanu ockyanu IgG nemosutu (Camka 4B; crnuka ca jese

CTpaHe).
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Cauxa 4. Odonenn Gal-3KO mumesn umajy Behy xkoauumnny IgG nenosura u Behu 0poj IgG mosuTuBHMX
henmja y ognocy na WT mumeBe. A. Ha rpaduxony je mpukazana SE+SEM wuntesurera dayopecnenuuje us
aHanu3upaHux BUAHUX moJka (18,52 + 8.7 vs 80,25 + 0.5). b. Penpesenrarusie (ororpaduje CMp3HyTHX pPe30Ba

TkuBa cpra uMmyHm3oBaHuXx WT u Gal-3KO wmumieBa 000jeHHX TEXHHKOM HMYHO(IIyopeclieHIrje (yBeandyarme

630x, pazmepa=20pm).

4.10. Neneunuja rena 3a Gal-3 cmamyje 1enoHOBame KoJIareHa y cpuy

Kako 6u ucnmranu na au nenenuja reHa 3a Gal-3 uma ymory y nenoHoBamy KoJareHa,
KOj€ MOXXE JIONPUHETHU Iporpecuju Guodpose mMuokapaa Tokom EAM, ucnutuBamm cMo cTeneH
JeNOHOBama KojlareHa y cpruuma umyHuszoBaHux Gal-3KO u WT mumesa. 3aro je cemu-
KBaHTUTATUBHUM MeTo/aMa (CEJIEKTUBHOM XHMCTOXEMHjCKOM TexHukom Sirius Red u Masson
Oojeme) onpehuBaHa KOJNWMYMHA JIEMOHOBAaHOT KojareHa y cpuy obomenmux WT u Gal-3KO
mumeBa 21-or pgaHa ekcrepuMeHTa. KBanTudukoBame wuHTE3uTeTa 0O0je je ypabheHo
kopunihemem pauynapckor nporpama Imaged (NIHh, Bethesda, MD).

Kao mro ce Bunm Ha Caunm 5 a Ha OCHOBY KOJMYMHE LPBEHO NMPe0O0jeHOr KoJjlareHa
peructpyje ce 3HauajHo Beha (p<0.05) konuumHAa JEMOHOBAHOT KOJIATGHA Yy TKUBHUM
npemapatuma cpiia WT mutieBa y nopehemy ca nctum TKkuBHUM ucedniuMa u3 Gal-3KO murieBa
21-or nana HakoH nHayknuje EAM (Camka 5A). Kao mrTo je nmpukazaHo Ha penpe3eHTaTHBHUM

dotorpadrjamMa TKMBHHX HcCEYaka cplia 000JEHHX CEJIEKTMBHOM XHCTOXEMHjCKOM TEXHHUKOM
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Sirius Red, youaBa ce 3Ha4ajHO Mame JCHOHOBame Koiarena y cpuumma Gal-3KO wmuiireBa
(Cauka 5b; ciuka ca gecHe crpane) y nmopehemwy ca WT mumesuma (Camka 5b; civka ca jieBe
crpane). ClInyHM pe3y/ITaTd Cy J0OHjEeHH Kajaa Cy TKHBa cplia 000jeHa TPUXPOMHUM 00jeHmheM 110
Masson-y, To ject Behu cTeneH IernoHoBama KojlareHa peructposat je y WT MumieBuma Hero y
Gal-3KO mumieBa (Ciamka 5B). OBy Hajna3u Cyrepuiily Ja je Mame JICIOHOBAmhEe KOJIarcHa y
cpiy Tokom EAM mocnenuiia ojacyctBa ekcrpecuje reHa 3a Gal-3. Takohe, mnpukasaHu
pe3yaTaTy yKas3yjy Ha TO Jia CTEICH JeTIOHOBamka KojlareHa kao Mapkepa cpuane Gpudpose Moxna

HHje moBe3aH ca BehoMm nHbamanujom muokapaa ko Gal-3KO muiesa.
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1 I WT ~— |/ Gal3KO

% KoJjlareHa / BUIHO I10Jbe

WT Gal-3KO

Cauka 5. OncycrBo ekcnpecuje reHa 3a Gal-3 3HavajHO cMamyje JAenoHOBame KoJiareHa y cpuy. A. Ha
rpadukony cy npukazane SEXSEM noGujeHe m3 omHOca yKymHa MOBPIIMHA BHIHOT I0Jba/IPBEHO IpebojeHa
nospmmHa (11,91 + 0,6 vs 2,43 + 0,4). B. Penpesenrarusae ¢ortorpaduje napa@uHCKUX MCceyaka TKHBA CpIa
umynusoBanux WT u Gal-3KO muriea ob6ojenux Sirius Red texuukom (yBemuuarme 200X, pasmepa=50um). B.

PenpesenraruBue Qotorpaduje mapaguHCKMX Mcedaka TkuBa cpua uMyHusoBaHMX WT m Gal-3KO wmwumrea

o60jennx Texuukom o Masson-y (ysemuuame 200x, pasmepa=50um).
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4.11. O6oaeau Gal-3KO mumeu umajy Behu 6poj 1L-10+ heauja y cpuy

O63upom na je moznato pa IL-10 mma antuduOpoTnykm edexkar U na yTHUe Ha
JICTIOHOBame KoyareHa [284], y HacTaBKy HMCTpaKMBamba WCIIUTHBAIM CMO EKCIPECH]y OBOT
IUTOKHMHA y cpiuma umyHH30BaHux Gal-3KO u WT mumeBa. 3aro je y TkuBy cpua 21-or gana
eKkcriepuMenTa, oapehuBana excrpecuja IL-10 *MyHOXHCTOXEMHjCKOM METOIOM.

Y EAM wunaykoBanuMm arumukandjom MyHCagssss; nentuga y Gal-3KO murieBuma
nerekToBaHa je Beha 3actymsbenoct IL-10+ henuja y muokapay (Cimka 6A). YV muokapay Gal-
3KO wmmumeBa perekryje ce 3HadajHo Beha (p<0.05) uwmromnasmarcka ekcrnpecuja IL-10 y
nopehery ca TkuBHuM mnpenapatuma WT wmumeBa (Camka 6B, nechn mnanen). Ha
penpe3eHTaTUBHUM (oTorpadujama TKHBHUX HCEYaKa cplia, youaBajy ce nudy3Ho pacropehene
IL-10 mo3utusHe henuja y TkuBy cpia umynusoanux Gal-3KO y nopehewy ca WT murieBuma,

rae cy aerektoBane petke IL-10 mosutuBhe henuje (Cauka 6B, nesu nanen).
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Canka 6. UmyHnoxucroxemujcko 6ojemse 1L-10 no3utnBHuX hesuja y TKHBHUM HceYIMMa HMYHH30BAaHHUX
WT u Gal-3KO mumeBa. A. I'paduuku je npukazad ckop u SESEM 6poja IL-10+ u3 aHanu3upaHux BUIHHX
nosba (1,84+0.6 vs 8,6+1,7). b. PenpesenraruBHe GoTorpaduje HMyHOXUCTOXEMHjCKOT 00jermha MMyHH30BaHHX WT

n Gal-3KO mumesa (yBennuame 400x, pasmepa=50pum).
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4.12. OncycTBo ekcnpecuje reHa 3a Gal-3 npomosuie nojapusanujy y M2 makpodare u
Mema mnpoueHryaanu ognoc F4/80+IL-12+/1L-10+, Tako mrTo moBehaBa mpoueHTyaany

3actymbeHoct F4/80+I1L-10+ makpodara y ciie3uHu

Hanas 3nauajuo Beher Opoja anTepHAaTHUBHO aKTUBHCAHUX Makpodara y cpiy (Purypa
3B) kao u Behe cepymcke koHieHTpanuje Th2 nurokuna (@urypa 1A) y Gal-3KO muiiesuma,
HAMETHYJIO je HWCIHTUBAkEe OBE Tomyjanuje henwja y CIe3UHH M HUXOBOT ITMTOKHHCKOT
npodua.

W3 Tor pasnora je y ciie3uHHN eKCIIEpUMEHTATHUX KUBOTHIHA, IPOTOYHOM IIUTOMETPH]OM
onpehrBaHa 3aCTYNJBEHOCT aNTEPHATHBHO aKTHBHCAHUX Makpogara Kao M HHXOB IUTOKHHCKH
npouit.

Ha ®urypu 7A npukaszana je 3actymbeHocT F4/80+CD206+ makpodara y cie3nHama
Gal-3KO u WT wmumieBa. Pesdynratu noka3syjy ga pasidka y HYMEPUYKO] M MPOLIEHTYAIHO]
3actymbeHocTn F4/80+CD206+ makpodara msmelhy Gal-3KO u WT mumeBa Huje nocTHria
cTaTHCTUUKy 3HauajHocT (Purypa 7A, p>0.05). Ocum CD206 wmosekyna kao Mapkepa
aJITEpHATHUBHO aKTUBUCAaHMX Makpodara, yecto ce kopuctu u CD273 takohe kao mapkep M2
Makpocgara. M3 Tor pasnora y HacTaBKy HMCTpakKMBama aHAIM3MPAIA CMO 3aCTYIJBEHOCT U
F4/80+CD273+ cyOnomynanuje M2 wmakpodara. bpoj wu mpomenatr wmakpodara Koju
excripumupajy CD273+, je Behu y ciesunu y Gal-3KO mumiesa (Purypa 7A, p<0.05).

Hakon mto je AeTeKTOBaH 3HavajaH MOPACT CEPYMCKHUX KOHIEHTparuja Th2 muToknHa
(®urypa 1A) u 3HauajHo Behu Opoj ajlTEepHATHBHO aKTUBHCAHUX Makpodara y cpiy U CIe3uHH
(Durypa 3b u ®@urypa 7A) Gal-3KO wmuIeBa, y HacTaBKy UCTpaKUBaba UCIIUTHBAHO j€ Ja JIH
Cy JETeKTOBaHE pa3JIMKe HacTaje 300T MPOMEHe y IUTOKUHCKOM Mpoduity Makpodara cie3uHe.

AHanm3oM HyMeEpUYKe U TMpoIeHTyanHe 3acTymsbeHoctn F4/80+IL-12+ henwmja
3a0erexeH je 3HayajaHo Behu Opoj oBux hemuja y cinesmnama Gal-3KO (®@urypa 7B, p<0.05).
Ca spyre cTpaHe, HaKO HHUje PETUCTPOBAHA pa3jnKa y armcoinyrHom 0pojy F4/80+I1L-10+ henwmja
m3mehy Gal-3KO u WT mumea (p>0.05), oBa pa3nuka no0Hja CTaTHCTHYKU 3Ha4aj Kajua ce
yIopeze MpoLeHTyallHe 3acTyIubeHocTH. Kao mto ce Bunu Ha @urypu 7B y cne3unu obonenux

Gal-3KO mumieBa craructuuky 3Hadajuo uMa Buie (p<0.05) F4/80+IL-10+ henuja.
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AmnconytH xommunuiy 1L-12+/1L-10+ makpodara 3nauajuo cy Behu y cnesmnama WT muinesa,
ounrienHo 30or noBehama nporeHTyaiaHe 3actymbeHoctu IL-12+ makpodara y ciae3uHu cBakor

nojequaadnor WT muia (@urypa 7B, p<0.05).
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@urypa 7. IlpouentyanHa u OpojyaHa 3acTylubeHOCT Makpodara pasIMIuTHX (GYHKIHOHAJIHHX
¢enoruna y ciesunu Gal-3KO u WT mumea. A. Huje netexkToBaHa pa3nnuka y HyMEpPHUYKO] U IIPOICHTYATHO]
sactymwsenoctn F4/80+CD206+ makpodara msmehy Gal-3KO u WT mumesa, p>0.05. Bpoj F4/80+CD273+
makpodara (1,73£0,4x10* vs 2,14+0,33x10%) crarucTiuku 3mauajuo je Behu y ciesmmm Gal-3KO wmmesa,
*p<0.05. b. O6onemun Gal-3KO mumiesn nmajy nMajy 3Ha4dajuo Behu mporeHar u anconytau 6poj F4/80+ 1L12+
henmja (1,17+0,1% vs 1,24+0,1% ; 1,12+0,2x10* vs 1,69+0,3x10%) y oxrocy na WT mumese, *p<0.05. OGonenn
Gal-3KO mumesn uMajy uMajy 3Hauajuo Behu npouenar F4/80+I1L10+ (0,61+0,1% vs 1,92+0,5% ; 0,89:0,3x10*
vs 2,8+1x10%), makpodara y omHocy Ha WT wmumese, *p<0.05. Ancomyran kommusumu 1L-12+/IL-10+
Makpocara 3aadajuo cy Behu y cinesmnama WT mumesa, *p<0.05. [Ipukaszanu pe3ynTaTu NpeCcTaBibajy CPEIbe
BPEIHOCTH HyMEpHYKEe W MNPOLEHTYyaJHE 3aCTYIJbEHOCTH MCIHMTHUBaHUX henuja noOWjeHMX W3 TKuBa cpua 9
MHUIIEBa Y CBAKOj IPYIH, YKYITHO 27 MHIIEBa 10 TPYNHU y TPH O/IBOjeHa eKCIiepuMeHTa (cpeama BpeaHocT + SE,

Student-os t Tecr).

4.13.Y cae3unu odosesnx Gal-3KO mumea npucyTtHo je Bume CD11c+IL-10+ DCs

VY HacTaBKy HCTpaXHBama y XOMOTEHaTHMa clie3uHe ojnpehuBaay cCMO HYMEpHUKY,
MIPOLIEHTYAJIHY 3aCTYIJEHOCT U IUTOKUHCKU ITpodun CD11c+ nenapurckux henuja.

V cnesunu Gal-3KO wmuiieBa JeTekToBaH je 3Ha4ajHO Behu armcoiyTHH Opoj YKYITHHX
CDl1l1c+ henunja (®@urypa 8, p<0.05). Pa3nuka y npolLeHTYalTHOj 3aCTYIJbEHOCTH JCHAPUTCKUX
henuja m3mehy Gal-3KO u WT wmuieBa Huje J0ceria CTaTHCTUYKY 3HadajHocT (durypa 8,
p>0.05). MehyTtum, HyMepuuka U mpoleHTyainHa 3actymbeHoct CD11c+IL-10+ henuja Ouna je
3HauajHo Beha y ciesunama Gal-3KO mumieBa (®urypa 8, p<0.05). Huje Ouno paszmuke y
nporeHTy u 6pojy CD11c+IL-12+ henuja y cnesunama Gal-3KO u WT mumieBa (®urypa 8,
p>0.05).

AncomnytH kommuauiy [L-12+/IL-10+ nenapurckux henwuja 3HagajHo cy Behu y ciesunama
WT wmumeBa (®@urypa 8, p<0.05), ounriieqno 300r nosehama mpoIeHTyalHe 3aCTYIIJbEHOCTH

IL-12+ nenapurckux henuja y cie3unu cBakor nojenuHadnor WT mumia.
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®urypa 8. IlpoueHTn U yKynHu OpojeBu 3a momyJaanuje AeHapurckux heauja y caesunun Gal-3KO u WT
mumesa. O6onenn Gal-3KO mumeBn nmajy 3uadajuo Behnm ykyman 6poj CDIlct hemmja (0,74+0,2x10° vs
1,23+0,11x10%) y ommocy ra WT mumese, *p<0.05. Hymepruka i nporenTyansa sacTymberoct CD11c+IL-10+
henuja (4,22+0,7% vs 8,94+1,69% ; 3,68+0,6x10* vs 11,97+3x10*) 6una je 3Hauajuo Beha y ciesunn Gal-3KO
mumesa, *p<0.05. Huje mocrojama craTHCTHUKHM 3HA4YajHA pa3imka y mporeHty u Opojy CD1lc+IL-12
nenapurckux hemmja (2,240,3% vs 2,06+0,2% ; 1,98+0,2x10* vs 2,8+0,4x10%) msmely Gal-3KO u WT mumesa,
p>0.05. Ancomyta kommaruiy [L-12+/IL-10+ neuapurckux henuja sHauajuo cy Behu y cnesuaama WT mumiesa,
*p<0.05. [pukazanu pe3ynTaTd NPeCTaBIbajy CPEABE BPEAHOCTH HYMEPUYKE M NMPOIEHTYaJIHE 3aCTYIJbEHOCTH
UCNUTHBAHMX henuja noOujeHnXx U3 TKHMBa cpla 9 MUIIEeBa y CBaKOj rPYyINH, YKYIHO 27 MHIIEBA MO TPYNU Y TPU

oJlBOjeHa excriepuMenTa (cpenma Bpeanoct + SE, Student-os t tecr).
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5. JIMCKYCHJA

OcHOBHH 3akJbydaK CIPOBEICHOT HMCTpaKMBama ykKasyje na nenenuja reHa 3a Gal-3
noehaBa wuH(pIamanujy y eKCHEPUMEHTATHOM MOJAETY ayTOMMYHCKOT MHOKapIuTHCa
WHIYKOBAHOT artukarijoM Myhcoizss-aso.

ExcniepuMeHTanHM ~ ayTOMMYHCKH MHOKApAWTHC TPEACTaB/ba aHUMAJIHH MO
MOCTHH()EKTUBHOT MHOKapAWTHCA W JWIATallMoOHE Kapauomuonatwje. [amexktuH 3 mpumnana
bamunmju B-rayiakTo3ua-Be3yjyhux JIGKTHHA ¥ eKCIPUMHPAH je Ha MHOTHM henrjama UMyHCKOT
cucTeMa M HMMa BaXHYy YJIOry y perynauuju uHduamanuje. Yinora Gal-3 je ucnurubana y
pa3IMYUTAM ayTOUMYHCKUM M HMH(IAMaTOpHUM OOJIecTUMA U MOKA3aHo je Ja Jejelrja reHa 3a
Gal-3 arenyupa wim noropiaBa 00JIeCT y 3aBUCHOCTH OJ1 IPUPOE MAaTOMUIUOIONIKOT polieca
u Bpcre TKuBa/oprana [285, 286]. Tako je mokasano ga ngenernuja rera 3a Gal-3 arenyupa
eKCIIepUMEHTAIHU ayTOMMYHCKU eHledanoMmujenutuc, tun 1 aujabereca, mHbIaManujy u
bubposy jerpe [244, 253, 287] CympoTHO pe3yiaTaTHMa MNOPETXOTHO OIMUCAHUX CTYAH]ja,
mokaszaHa je mnporektuBHa yimora Gal-3 y wmwuimjeMm Mmojeny mnpuMapHe OuiIHMjapHe MHPO3E
WHYKOBaHE aluiMKalujoM ayroaHntureHa [286] u y momeny tum 2 nujabereca WHAYKOBAHOT
JMjETOM ca BUCOKHM cajprkajeM mactu [288]. dakne, Gal-3 moxe 1Bojako peryaucaT HMyHCKH
OJITOBOP, ILITO 3aBUCH O] BUIlIE (DakTOpa, KAao IITO Cy CHenun(UUHH YCIOBH UH(IIamMaluje, BpcTa
TKHBa W HHUBO EKCIIPECHj€ OBOT MOJIEKyJa Kako y (HU3UOJOMIKUM TAaKO M Yy MATOJOMIKHM
CTamuMa.

V 1o cazia 00jaBJbeHUM HCTpaKHBambKUMa, yinora u 3Hadaj Gal-3 y marorenesu EAM kon
C57BL/6 muiieBa joumr yBek HHUje y MOTIIYHOCTH HCIUTaHA. Pe3ynTaTé Halller HCTPaKHBarba
jacHo mokasyjy ma ngenenuja reHa 3a Gal-3 y C57BL/6 mumeBuma mosehaBa wHpaamanujy y
cpuy koja je mpaheHa mnoBehanmm mnpucyctBomM Th2 henwja w UMTOKWHA, aITEPHATHBHO
aKTHUBUCAHUX Makpodara, peryiraropHux AeHapuTckux henuja, anu u Thl henuja y nopehemy ca

WT mumesuma.
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5.1. lexennja rena 3a Gal-3 y C57BL/6 mumeBuma 3Ha4ajuo nmopehasa omreheme TKHBa

CpLA y eKCIIePUMEHTAJIHOM ayTOUMYHCKOM MUOKAPIUTHCY

TexxnHa MUOKapIWUTHCA CE MPOICHYje HA OCHOBY BEIMYMHE, Opoja M JIOKAIM3aIlyje
MOHOHYKJICApHUX HH(HUITpaTa, CTEIEHA JEreHepalyje W HEKpPOo3e KapIMOMHUOIINTA, W THUTpa
ayroanturena [289]. Takohe, xuneprpoduja MrOKap/a je jead o mapaMerapa KOju ce KOPHUCTH
3a mpoleHy Toka u ucxoma muokapautuca [290]. Ilosumato je ma cy C57BL/6 muiieBu
peaTHBHO PE3UCTEHTHU Ha MHAYKUMjy EAM ammkanyjom menTuaa TEIKOT o JIAHIa CPYaHoT
MHO3MHA, QM W Ja C€ OCETJbUBOCT MoBechaBa amuMkanujoM IEJNOT JaHIla MHO3MHA WJIH
TpornonuHa [280, 281].

Y 3mpaBom cpuaHom TkuBY Gal-3 mosutuBHe henmje ce yriiaBHOM Hajase y
MHTEPCTHULINjyMY JOK KapAHMOMUOLUTH He excrnipumupajy Gal-3 [267]. Melhyrum, y TkuBy cpua
3axBahenoM nHpamaujom nosehara ce excrpecuja oBor mosekyna [259]. [Tocienmux roquna
3HaYajHa yJIora y HaTOreHe3U BUPYCHOT MHOKAPAUTHUCA M CPYAHOM PEMO/ICIIOBHY MPHUITHCYjE Ce
Gal-3 [268-270]. Pesyntati 70 caga 00jaBJbeHHX CTyAHja MOKa3yjy Jia Y €KCIIePUMEHTATHOM
MOJIeJy BUPYCHOT MHOKapAUTHCA MOCTOjU Beha ekcnpecuja u npoaykuuja Gal-3 u3 makpodara
cpua, kao u ga Gal-3 uma 3HauajHy ynory y nposuudepanuju cpyanux ¢puopodsacTa U HaCTaHKY
cpuane (hubpo3e, mITo 3a mocieauily umMa rnosehan pusuk 3a passoj J1IM [268].

Jla Ou ce yTBpIWie pa3jiHKe y TEKHHHU OOJECTH M OINCEKHOCTH omTehema TkuBa cpua
kon EAM wuzaszanor y Gal3-KO u WT wmmmeBa, onmpehuBana je xumeprpoduja cpua u
naToXMUCTOJOmKHU ckop. OBa cTyaMja je, Mo MpBU HyT, MMOKaszaia Ja jeneuuja rexHa 3a Gal-3
3Ha4YajHO MpOMOBHIIE OosecT U nmoBehasa omreheme TKMBA W3a3BaHO aruivkanujoM Myhcoizss-ssz
nentuaa; 21-or gaHa HakoH arutkkaiuje Myhcosss.-as; nenrtuaa, xuneprpoduja cpua Gal-3KO
muiieBa 6uia je 3Hauajuo Beha (I'papuxon 1, p<0.05). Ananuszupajyhu XKCTOJIOIIKE Ipenapare
cpua J>KMBOTHIA TpeTupaHux Myhcosssssy menTuaoM yodeHa je audysHa HHUITpanuja
nHbnamaujckuM henujama, 3HauajHa JereHepanyja U HEKpo3a KapAMOMHOIUTA Y TKUBY cplia
Gal3-KO wmumieBa ok cy ce y TkuBy cpiia WT MurieBa BUICTH Marbe IETYTapHA U yrIIaBHOM
OrpaHMYeHU MHGIAMalWjCKu MHQUITpATH U MHUOKap] 0e3 3HaKoBa JereHepaiuje U HEeKpo3e,
IITO HaM je yKasallo Jia OJICYCTBO ekcipecuje rena 3a Gal-3 3nauajHo moBehaBaja mpUCYCTBO

uHnamaropaux henuja u omrehewe Mmuokapna (Canka 1)
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AHnanmuze ¢eHoTuna wHMIAMAIUjCKUX henrja MMYHOXHCTOXEMHJOM W XEMaTOKCHIMH-CO3UH
(H&E) 6ojemem cy moTBpanie aa 0JACYCTBO eKcrpecHje rena 3a Gal-3 3Hauajuo mosehaBa 6poj
CD45+, F4/80+ CD3+ (Camka 2) u co3unodmia y TkuBy muokapaa (Cauka 3). Afanasyeva u
capanuuiy [78] cy takohe mokasanu nosehany uHpuaTpaimjy uHbIaManujckuM henujama u
eo3nHopuna tokoMm cybakytHe ¢3e EAM. Ilosehana 3actymbeHoct CD4+, CD8+ henuwja u
Mmakpodara y cpuy Tokom EAM kopenupajy ca texuHom Oojectu [291]. Pesynratu ckopuje
o0jaBJbeHE CTYIHje MOKa3yjy /1a y EKCIePHUMEHTATHOM MOJETY ayTOMMYHCKOT MHOKapJIUTHCA
mocroju Beha 3acTyImJbEHOCT €03WHO(WIA y CpIy MHIIEBa KOJ KOjUX J0Jja3u JIO0 pas3Boja
dbaranHor €03uHO(UIHOT MHOKapauTrca [84].

Pesynaratu crymaumja o yao3u Gal-3 y pasnuyuTHM EKCIEPUMEHTAIHUM MOJCIMMa
ayTOMMYHCKHX OoJiecTH Cy omnpedHu. Tako je moka3zaHo naa Hemocrarak Gal-3 arenympa
CKCIIEPUMEHTAIHU ayTOUMYHCKH eHiedanomujenutuc [287] u tun 1 nujabereca [244], a
MIPOMOBHIIIC ayTOMMYHCKH OJATOBOP y MOjENy IpumapHe OwnujapHe 1mpose [286]. Pesynratu
OBUX CTyAMja yKa3yjy Ha 4MmeHHLy Ja je yiora Gal-3 y ayroMMyHCKHUM OoyieCTMMa OpraH

CHGIII/I(l)I/ILIHa M 3aBHCH OJ] TUIIA CKCIICPUMCHTAJIHOT MOJCIIa OoecTH.

5.2. Jlenenuja rena 3a Gal-3 mosehaBa 6poj nnpuarpumyhux Th2 u Thl hennja y cpuy

000J1eJIMX MHIIIEBA

Pesynratu no caga o0jaBJbeHHMX HCTpakuMBama, Mokadyjy Aa je EAM mnpeBacxomHo
nocpenoBan ayropeaktuBHuM CD4+ T henujama [292] u to Thl, Th2 wnu Th17 numdountrma
IITO 3aBUCH 071 (haze OOJIECTH Y KOjO] c€ Mepe LIUTOKMHU MPOAYKOBAHU U3 OBHUX heiuja, Kao U oJ1
XaIUIOTHIIA MHUIIIA y KOjeM je OosiecT uuaykoBana [22]. Paznuuure dase u Gpopme MuokapauTrca
Cy TIOBe3aHe ca cMameHoM win nmoBehanom mpoaykimjom IL-12, IFN-¥ (Thl), IL-4, IL-13 (Th2)
u IL-17A, IL-23 (Th17) uurokuna [83, 293].

OnpehuBama koHleHepanuja nutokuHa y cepymy (ELISA TexHukoMm) Kao M aHanmse
¢byHkuoHanHuX (enotuna nHuaTpUumyhux henvja mpoToOYHOM LUTOMETPHUJOM Cy MOTBpAMIIA
na aenenyja reda 3a Gal-3 3HauajHo nosehaBa 6poj nHGUATpUIIYhHX HMYHCKUX henuja y TKUBY
Cpla M CIEACTBEHO TOME KOHIIEHTpallje LUTOKMHA Y CepyMy HMMYHH30BAHUX >KHUBOTHHbHA.
AHanu3oM ekcrpecuje MeMOpaHCKUX MapKepa MCKa3aHUX Ha uiM y uHuiarpumyhum henujama

nobujeHnx u3 Muokapaa obonemux Gal-3KO mumieBa yodeHno je nma nenernuja reHa 3a Gal-3
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nosehaBa 3actymbenoct peryiaaropuux CD3+Foxp3+ u CD8+Foxp3+ henmja (®Purypa 2B).
Haxo je nerekroBana Beha 3actymbenoct CD4+Foxp3+ henuja y muokapay Gal3-KO muriesa y
nopehewy ca WT muiieBuma, Ta pasiidka HUje JOCTHIVIA CTATHCTHYKY 3HadajHOCT (Purypa
2B).

Ha cy CD4+ T numdonutu rmaBHe edekropcke hemuje y matoreHesm EAM mokasyjy
OpojHa uctpakuBama [73]. YV OpojHMM CTyaHMjaMa jacHO je IOKa3aHO Ja MHOKAPIUTHC MOXE
Outn MHIyKOBaH agonTuBHUM TpaHchepom CD4+ T numdonuta crnenupuuHUX 3a CpyaHH
muo3uH [73]. 3uajyhu nma CD4+ henuje mmajy KpyuujanHy yiory y marorenesn EAM, y
HACTaBKY OBOT HCTPaKHBamba UCIIUTUBAHO je JIa JIU OACYCTBO eKcrpecuje reHa 3a Gal-3 yruue Ha
3aCTYIJBEHOCT OBe mnomynamuje henuja obonenux muineBa. Kao mro je mpukazano Ha @urypu
3B, uzonar u3 Gal3-KO murieBa uma 3uagajuo sehu 0poj CD4+ henuja.

bynyhu na je mosnato ma je untpanenyitapau Gal-3 HeraTMBHU perynaaTop aKTHBAaIUje
CD4+ mumdornura u ga CD4+ T numbonutn uzonosanu u3 Gal-3KO mumiesa y in vitro
ycinoBuma nosehano npoaykyjy IFN-y u IL-4 [294], npoBepeHo je na nu nenenuja reqa 3a Gal-3
yruue Ha 3actymubeHocT CD4+IFN-y+ u CD4+IL-4+ T numdormra y cpuy Gal-3KO muiesa
KojuMa je nHaykoBaH EAM.

Ananmuzom CD4+ nomnynanuje, 0OAHOCHO BUXOBOT IUTOKUHCKOT Npoguia 3abesexeHa je
CTaTUCTMYKHU 3Ha4ajHO Beha mporeHTyanHa u 6pojuana 3actynsbeHocT CD4+IL-4+ u CD4+IFN-
v+ henuja y TkuBy cpia obdonenux Gal-3KO mumesa y nopehemy ca WT mumieBuma (®@urypa
3B). OBxe mpukazanu pesynraru, Behe 3actymubenoctd CD4+IL-4+ u CD4+IFN-y+ henuja y
n3onatuma Gal-3KO mumieBa, cy carjacHu ca MPETXOJHO HABEICHUM pe3ylNTaTHMa CTyIHje Y
K0joj je mokasano na CD4+ Gal-3” hemnje mosehano mpoxykyjy IL-4 i IFN-y [294].

Kako je 0OBO wucTpaxkuBame HEIBOCMHCICHO IOKa3ajio ja nenenuja rena 3a Gal-3
nosehasa Opoj T perynaropuux aumdornmra y cpiy, CD4+IL-4+ henuja, npeanocrasibeHo je 1a
je moryhe o0jammeme nonapusanuja Thl y Th2 ogrosop. M3 Tor pasnora yrBphuBan je yTuiiaj
nenenuje rena 3a Gal-3 na xonuenrparujy Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-33) u uMyHOCYIpECHUBHOT
IL-10 murokuua. Ilokasano je ma Hemocratak ekcrpecuje reHa 3a Gal-3 6utHO mosehaBa
nponykuujy IL-4 u IL-33, nok edexkar neneuuja rena 3a Gal-3 Ha xonuenrpamuje IFN-y u 1L-10
Huje nerektoBaH (®@urype 1A u 1B). /lu3bananc y KOHIEHTpaldjaMa MEPEHUX LIUTOKHHA Y
cepyMy jacHO ykasyje da aeienuja reHa 3a Gal-3 y3pokyje CHaXKHY MojiapH3ainjy Ha CTpaHy

Th2 umyHCKOT OATOBOpA.

98



Kana je peu o yno3u Th17 henunja u IL-17A y nmarorenesu EAM noka3zaHo je 1a oBaj THII
MMYHCKOT OJI'OBOpAa HEMa JOMHHAHTHY YJIOTY Y MHHIHMjanHO] ¢da3u umHbIamaludje aad na je
yruinaj IL-17A on xspydHor 3Hauaja 3a nporpecujy EAM y A1IM [83]. Umajyhu y Buny na je
ynora IL-17 y HacTaHKy M IaTOreHe3u OpPOjHUX ayTOMMYHCKHX O0JiecTd T0OpO JOKYMEHTOBaHA
[295, 296], mchy muma u y EAM [83], ompehuBan je u mHuBo IL-17 (pe3yiraTtm HHCY
npukaszanm). Meljyrum yrunaj genenuja rena 3a Gal-3 Ha KOHIIGHTpaIHjy OBOT IUTOKHHA HHjE
PETUCTPOBaH.

Panuja ucrpaxkuBama cy nokaszana 1a EAM Huje ctpuktHO nocpenoBad Hu Thl vHu Th2
UMYHCKUM OJrOBOpPOM. MHIEBH KOJ KOJUX j€ yMameHa WM ojacyTHa mnojapusauuja y Thl
MpaBIly, Kao IITO CYy IFN-y'/ " Thx21™" MumeBw, pasBujajy jour Texum oGIHK GONECTH y
nopehery ca WT muuresnma [118, 119, 121]. Topex Tora, Texuna EAM kox mumesa IL-12a”
MOXKe OuTH yrmopeauBa ca TexxuHoM Oosiectr y WT mumesuma [118]. Pesynratu nperxoaHo
HaBeJIeHUX cTynauja nokaszyjy aa Thl monapusauuja Huje HeonmxoaHa 3a pa3Boj EAM. Ilocroje
orpeuHu pesynratd o yno3u IFN-y y marorenesu ayroumyHckux Oosiectu. Ilojenunu ayropu
yKa3yjy Ha natoreny yinory IFN-y [297], nok apyra rpyma ayropa cyrepuiie, a yipKoc BeroBoj
npouHpaamatopHoj yino3u, IFN-y uma MoryhHoCcT na ymMamH TEXHHY ayTOMYHCKHX 00O0JbEeHa
[120]. V EAM uHAyKOBaHUM CpPYaHUM MHO3MHOM y A/J MulIeBHMa, MOKa3aHa je MPOTEKTBHA
ynora IFN-y [78]. Moryha o0jammerma npotekteHe yiore IFN-y cy: cynpecuja cekpeunje IL-4
3 aktuBUcaHuX B numdorura, nHxuOuIMja xemorakce eosuHodmiaa u Th2 hemmuja y mosme
uHpaamanuje u cymnpecuja npoiudepanuje Th2 henuja [298-300]. Takole, onucano je ma IFN-y
nosehasa anontozy CD4+ T mumdonura y EAM nHaykoBaHMM MENTUAOM MUO3MHA. MehyTum,
ucnutuBabeM EAM y mumeBuma ca aeneuujoMm rena 3a IFN-y m IL-17A, nmokaszano je na
MUIIEBH KOjJU Ccy OWJIM yIJIM HOKAyTH pa3BHUjajy (aTamHu €03MHOMUIHU MOKApIUTHUC, KOJU Ce
KapakTepHIle jJaKoM €03MHO(WIHOM MHQHUIATPAIMjOM U HEKPO30OM KapJHOMHOLUTA, Ca jJaCHOM
nojlapu3aljoM HMyHCKor oxaroBopa y Th2 mpasmy. Ilomenyra crynuja, ykasyje Ha
cuhepructuuko aejctBo IFN-y u IL-17A y cympecuju nponykuuje IL-4 u IL-13, omHocHO
natorenor Th2 umynckor oarosopa [84]. ¥V morneny ymore Th2 henuja U BUXOBUX ITUTOKHHA,
pe3yaTaTu paHUjUX CTyAMja MokKasyjy na neneuuja rexa 3a IL-4 nmosehasa texuny EAM y A/J
amu He 1 BALB/c mumesuma [78]. Mehytum, nokaszano je u na IL-13 uma npoTeKTUBHY yIory y

EAM unnykoBanom y BALB/c mumesuma [102].
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Osne mpukazanu pe3yiratd, nmosehane mpoaykimje IL-4 u IL-33 y cepymy Gal-3KO
MHUIIIEBA, Cy y KOpENAlMju ca pe3ysiTaTUMa CTyauja KOju ykaszyjy Ha marorene edekrte Th2

henuja ¥ MUTOKMHA CEKPETOBAHUX M3 HHUX.

5.3. OacycTBO rajieKTuHa 3 MOJACTHYE AJTEPHATHBHY aKTHBaUMjy Makpodara y cpuy

HaKOH uMyHu3anuje nentTuaoMm muosznna MyHCazss-35,

Pesynratu nobujenu y oBoj CTyauju moka3syjy aa oacyctBo Gal-3 monmapu3yje UMYHCKH
OJI'OBOpP Tako IITO (aBOpU3yje aNTepPHATHBHY aKTHBALM]y Makpodara. AHAIM30M EKCIpecHje
MEMOpaHCKMX MapKepa HCKazaHuX Ha wid y uHbuwitpumryhum henujama nobujeHUM U3
muokapna obonenux Gal-3KO wmumeBa yodeHo je ma nenenuja reHa 3a Gal-3 mosehasa
HyMepHuuKy 3actyribeHocT F4/80+ makpodara (@urypa 3A). Jlasbom aHann3omM MeMOpaHCKHX
mapkepa F4/80+ momymaije Makpodara perucTpoBaHO je 3Ha4ajHO MoBehame arcoIyTHOT
Opoja makpocara koju excrpumupajy moiekyn CD206 y uzonary Gal-3KO mumesa (®urypa
3b). UcnutuBameM Mapkepa uckazanux y F4/80+ momymamuju 3a0enekeHo je 3HA4ajHO
nosehame Opoja F4/80+ henuja xoje nmpoaykyjy IL-13 u IL-33 y o6onenum Gal-3KO mumesnma
(®urypa 3B). IToBehana HymMepHUKa 3aCTYIJBEHOCT AITEPHATHBHO aKTUBHCAHUX Makpodara je
OYHMIJIeIHO mocnenuia oacycrsa Gal-3.

VY cryauju lacobini u capaguuka [301] mokasaHo je 1a je wH(pIamanuja jetpe y Moaeny
eKCIIEPUMEHTAIHOT CTEaTOXEMaTUTUCA 3HAaUajHO Mama ko Gal-3KO muiesa u To Kao AUpEeKTHA
nocienuia nosehane noxapusamnuje mMakpodara y M2 ¢genorun. CauuHO HalIUM pe3yiTaTUMa
Volarevic u capagaunu [253] cy mokaszanu Behy 3acTyIJbEHOCT ANTEPHATHBHO AKTHBUCAHHX
makpodara y Gal-3 npebunujeHTHUM MuUIIEBHMa OO0OJEIMM OJ] XENaTUTHCA H3a3BAHOT
KoHKaBaMHOM A. Takohe je y ekcrepuMEeHTaTHHUM MOJEJIMMa BHPYCHOT MHOKAapAHWTHCA M
eKCIIEpUMEHTAIHOT KOJIUTHUCa MokazaHo na Gal-3 mpomoBwuie nonapuszanujy mMakpodara y M2
¢denorun [240, 302]. Takohe, Cihakova u capagaunu [102] cy mokasamm na je oacycrso 1L-13
MOBE3aHO ca MamkOM 3acTymsbeHolhy M2 mMakpodara Tokom akyTHe paze EAM.

Ly6C henuje unne 2% ykynHuX Makpodara y cpiy. TOKOM pa3InYuTHX TATOJOIIKHX U
uH(pIaMaTOPHUX CTama, y CpIy ce 3HauyajHo mnosehaBa momynanuja Makpodara U TO Kpo3
nokanHy mnponudepanujy u/wim  qudepeHnujajoM MoHouuTta u3 KoctHe cpxku  [303].

[Tonymanmja LY6C henuja Mmoske moiapu3oBaTt y Ly6Chi WA Ly6CIo ¢dbenorun. CyOnomnynamnuja
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Ly6CIo nudepeHnpa UCKIbYIHMBO Y M2 makpodare, J0K Ly6Chi Mory nudepermupatu y Ml
i M2 makpodare [90, 91]. TTonapuszamujy Ly6Chi hemja y M2 makpodare dasopusyje IL-4
poayKoBaH u3 noaumopdonykieapa [304].

Makpocdare Mory HactaTH M3 MHjEIOMAHUX henuja ¥ KapakTepully Ce MPHCYCTBOM
MmemOpanckor CD11b mapkepa. Y HekuM cTyaMjamMa IOKa3aHO je Ja HEI0CTaTaK EKCIpPEecH|e
rena 3a Gal-3 mema 3acrymmbenoct CDI11b+ Makpodara u mWBUXOBHUX CyOmomynanuja
(CD11b*/Ly6C™ u CD11b*/Ly6C") y mudnamupanom tkuBy [305]. Pesynratu oBe crymmje
nokasyjy na Gal-3KO mumen nmajy 3uauajuo sehy sacrymubenocr CD11b*/Ly6C™ makpodara
(®urypa 4B) amu u CD11b" makpodara koje mpomykyjy IL-10 u IL-12 (®urypa 4B).
PerucrpoBano 3HauajHo nosehame Opoja u mpoueHTa makpodara koju npoaykyjy IL-10 u 1L-12
y obonennx Gal-3KO muiesa je ouuriieIHo Mocieania OCyCTBa OBOT MOJICKYJIA.

Pesynraru crynuja o ynosu Gal-3 y momapusanuju makpodara cy onpedru. CympoTHO
HamuM pesyaratuma Dragomir u capamnunu [305] cy mokasamum Behy 3acTyIJbEHOCT
CDllb*/LyGC'O makpodara y Gal-3 nebunujeHTHUM MuIiIeBUMa O0OJEIMM Ol XEMaTUTHCA
u3asBaHor areramuHodenom (enr. Acetaminophen, APAP).

O063upom 1a je y oBoj cryauju nokazano jga Gal-3KO muieBu nmajy Behy 3aCTyIbEHOCT
M2 makpodara y cpuy (®@urypa 3B) u Bumm HuBo Th2 murokuna y cepymy (@urypa 1A).
aHaJM3UpaHa je 3acTyIUbeHOCT W (yHKUMOHATHM (eHoTun M2 makpodara y cle3MHH Kao
TJIABHOM H3BOPY CEPYMCKHUX ITUTOKHHA.

OBJie IpUKa3aHOM CTY/IM]OM je IMOKa3aHo Jia HejocTaTak ekcipecuje rena 3a Gal-3 ocum
y CpLy ONakimaBa M aITEepHAaTUBHY aKTBalHWjy Makpodara y cie3nHH. AHaIU30M
(GyHKIMOHATHUX (PEHOTHUIIOBA CIIJICHOLMTA j€ MOKa3aHo Jla HeJOCTaTaK eKkcipecuje rexa 3a Gal-3
3HayajHO nmoBehaBa mpoueHTyalnHy u Opojuany 3actymsbeHocT F4/80+CD273+ (M2) makpodara
(Durypa 7A) u cmamyje npoueHtyanHu ogHoc F4/80+IL-12+/IL-10+, tako mrto mosehaBa
npoleHTyanHy 3actymbeHoct F4/80+IL-10+ makpodara y cnesunu (®urypa 7B). Ciomuno
HamuM pesyntatuma Volarevic m capagauim [253] cy mokasamm Behy 3acTymibeHOCT
F4/80+CD273+ makpodara y Gal-3 nedunujeHTHHM MHUIIEBHMMa OOOJEIUM OJi XEIaTHUTHCA

M3a3BaHOT KOHKABAJIMHOM A.
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5.4. [lepunujenumja rajekTuHa 3 je yapy:keHa ca mnoBehanom wuHpUITpauHjom

JAeHJApUTCKHUX hesimja y cpuy M cjie3uHn

Hennputcke hemmje cy mnpodecuonHanHe antureH-mpeseHtyjyhe hemmje koje umajy
HEHTPAIHY YJIOTY Y MMYHCKOM CHCTEMY TakO INTO YTW4y Ha akTtuBauujy T maumdonunrta n
nonapuzainyjy T henujckor onroopa. Muatpanenynapuu Gal-3 y nenaputckum henmrjama uma
yIOTY y OApXaBamby XOMEOCTa3e W peryiaiuje UMyHCKOr ojarosopa. Jlo cama o0jaBbeHH
pe3yinTaTtd CTyndja y Tmoriiefy yiore uHTpamnenyinapHor Gal-3 uw aennmputckux henwmja y
NOJIapHU3aliji UMYHCKOT OJITOBOPA Cy ONPEYHHU. Y HEKMM aHUMAaJIHUM MOJEINMa ITOKa3aHo je J1a
Gal-3 nedunujeHTHH MUIEBH paszauuuto Honapusyjy Th hemuje (paBopusyjyhu Thl u Thl7
¢denorun) y nopehewy ca WT murneBuma [306-309]. Pesynratu Hekux cTyaMja mokasyjy aa 3a
nonapuzanyjy Th henuja y Gal-3 nedunujeHTHIM MUIIIEBUMA KJbYUHY YIIOTY UMa]y IEHAPUTCKE
henuje [306]. Nomoto u capaguunu [310] cy mokasamu na menocrartak Gal-3 Ha JeHAPUTCKAM
henujama ycmepaBa henmujcku mmyHcku oaroBop y Thl mpasiy. Taxohe, Bellinghausen u
capagunuy [311] cy mokasain ga Gal-3"" nemnpurcke hemmje koje mpomykyjy 1L-13
dbaBopusyjy nonapusaiujy y Th2 umyHcku oarosop. Mehyrum, Breuilh u capagauim [312] cy
nokasanm na Hejoctarak Gal-3 y nennpurckuMm henujama mma ynory y aktuBauvju T
mumMonuTa anu He y nonapusanuju Th1/ Th2 umyrckor oarosopa.

Hennputcke henuje unne 1-2% ykynHe nomynanuje UMyHCKUX henuja y TKUBY cpla U
npubmmkHo 20-25% cux CDA45+ henuja. Ericsson u capaguunm [79] cy ykasamu Ha KIby4HY
yiory AeHApUTCcKuX henvja y wHAyknuju EAM, Tako mrTo cy moka3aiw Ja ce aJONTHBHUM
Tpanchepom ACHIPUTCKUX henrja Koje Cy MPETXOIHO CTUMYJIHUCAHE CPUAHUM MHUO3WHOM MOXKE
uaaykosatu EAM mro je u morBpheHo OpojHuM uHPUATpaTHMa ayropeakTuBHux CD4+ T
JTUMQOIHUTA.

Pesynratu oBne mpukazaHe CTyAMje IMOKa3yjy Ja HEIOCTaTak ekcrpecHje rena 3a Gal-3
nosehasa O6poj CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80- u CD11c+IL-13+ henuja y cpiy (®@urypa 6).
Takobhe, y 0BOj CTyAMjH je aHAITU30M MOBPIIMHCKUAX U MHTpAILeNyIapHUX MapKepa ASHIPUTCKUX
henuja nokaszano na y cnesunu Gal-3KO mumeBa numa 3navajuo Bume CDI11c+ u perynaropHux
CD11c+IL-10+ henmja (®urypa 8). CrnuuHo pe3ynTaTuMa MNpPHKAa3aHUM Y OBOj CTYAH)H,

Volarevic u capaguunu [313] cy mokasanu na geienuja reHa 3a Gal-3 wmiam celekTHBHA
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naxuoumja Gal-3 mocnemryje TojeporeHd (GpeHOTHUNT ACHAPUTCKUX henrja, Kao U OHHX KOje

npoaykyjy IL-10.

5.5. Jleneumja rena 3a Gal-3 cmamyje 1enOHOBaW-€ KOJIAT€HA Y CPILY

Makpodare n Muodubpobiactu cy kJbyuHe henuje y mpolecy cTBapama KoJIareHUX
BIlaKaHa M JICTIOHOBaWY EKcTparenyinapHor marpukca. [losnaro je ma Gal-3 y paznmuautum
MATOJIOIIKKM YCJIOBUMA, aKTUBHpa OpojHe nmpopudporcke pakTope kao mto cy bFGF (enr. basic
fibroblast growth factor) u TGF-B, koju cTuMysMily HOPOAYKIHjY M JACHOHOBAaKkE KOJarcHa
[314]. Gal-3 He camo na je BakaH y akTUBAIMjU Beh je M HEOMXOAaH 3a MpoMaraiyjy CurHaia y
henuju 3a OpojHe 1uTOKMHE M mpodudporcke dakTope. Henderson u capaguumm [257] cy
MOKazalu Ja W y CTakbhMa KajJa TIoCcToju TpekoMepHa mnpoxayknuja 1GF-B, rmaBHOT
npodubporckor ¢akTopa, Gpubpo3a je oacyrHa WK jako cmameHa y Gal-3 nedurujentHEM
mumesuMa. Meru ayropu cy nokaszanmu aa TGF-f u npyru npoduOpoTCKH IUTOKUHE HE MOTY
UCIOJbUTH CBOj eekar y oncyctBy Gal-3 [257].

VY norneny yiore Gal-3 y mporiecy ¢puOpuHOreHe3e pe3yiTaTd CTyauja M3BEICHHX Ha
Pa3IMYUTHM aHMMATHUM Mojenuma Oonectu cy omnpeunu. Tako cy Jeftic u capamuuiu [315]
nokasanu jaa Gal-3 neduijeHTHH MHIIEBH y CSKCICPHMEHTATHOM CTEaTOXCHATUTUCY HMajy
Mambe ctereH ¢uopose. CympoTtHo, Arsenijevic u capamuuiu [286] cy mokasanmu ma Gal-3KO
MuUIIeBM MMajy Behu crteneH ¢uOpose jerpe y aHMMaTHOM MOJENy HpUMapHOT OWIIMjapHOT
XOJIAHTUTHUCA.

Vnora Gal-3 y Oonectuma cpia je m00po mokymeHToBaHa. Mepewme HuBoa Gal-3
KOPHUCTH C€ Kao MPOTHOCTUYKHM OMOMapKep KOJ MalyjeHaTa ca CpyaHOM HHCY(QHIM]EHIN]jOM
[316]. Bucoku mmBom cepymckor Gal-3 cy y MO3UTHBHO] KOpENIAIUjH Ca TEKHHOM CpUaHe
uHcypunmjennmje [316]. Mehyrum, pesdynarati ekcriepuMeHTanHHX cryauja o ynosu Gal-3 y
peMOZIENIOBakY Cplla Y aHUMAJIHUM MOJEIUMa Cy ONpEeYHU. Y eKCIEPUMEHTATHOM MOJeNy
npekoMepHor ontepehema neBe Komope TokazaHo je na oacyctBo Gal-3 Huje yrumano Ha
MPEXUBIbABAKE, CUCTOJHY M AujacToiHy (GyHKIUjy u ¢udposy cpua y C57BL/6 mumeBuma
[317]. Cympotro, Jaquenod u capamuuum [318] cy mokasanmu na Beha excnpecuja Gal-3 Ha
Makpodarama cpua u noehaHa mpoAykiMja OBOI MOJIEKyNa 3HayajHo mosehaBajy

nponudepannjy cpuyanux Quobpodmacra, cremeH ¢ubpo3e W PHU3UK OJ pa3Boja cpyaHe
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MHCYDUIIH]CHITH]E Y €KCIIEPUMEHTATHOM MOJCIY BUPpYCHOT MuokapauTuca. Takohe, Gonzdlez n
capaauuii [319] cy mokasanu ga genenuja reda 3a Gal-3 cmamyje undnamaiujy u Gpudposy y
cpuy. Y ckiaay ca mojaiyMa U3 IpeTXOJHO HaBelleHe CTy/AUje Cy U Pe3yJITaTh OBJE MpHKa3aHe
CTYIHje KOjU jaCHO TOKYMEHTY]y na ce y cpuuma Gal-3 nedunmjeHTHIX MuIIeBa UMYHH30BaHIX
MyHCo334-350 IENTHIOM JETEKTYje 3HAYajHO MambH CTENEH JeTIOHOBamka KoJareHa y rnopehemy
ca WT mumeuma 21-or mana excrepumenrta (Ciamka 5). OBlae HpuKa3aHd Pe3YNITaTH Cy Y
CKJIaJy ca pe3yliTaTUMa NPETXOJHO HaBEJACHUX CTyadja y Kojuma je moka3zaHo na Gal-3
neuIrjeHTHE MUIIEBH pa3BHujajy Mamy Guopo3y. Pesynratu nobujenu y oBoj CTynuju Mory ce
00jacHUTH 3HAYajHO M3pakeHHjoM mpoaykinujoM Th2 mutokuna y cepymy (®urypa 1), Behom
3acTyrmubeHonthy M2 makpodara (®@urypa 3b) u hemuja koje excnpumupajy 1L-4 u 1L-13 y
cpurma Gal-3KO mureBa (@urype 2B u 3B).

OncyctBo Gal-3 je moBe3aHo ca cMameHOM (UOPO30M alM U CMABECHOM TPOAYKIIA]OM
Thl uwurokuna [253]. Tlo3Haro je ma Ha cremen ¢ubpose ocum Gal-3 yruue u mosehana
NPOJyKIIMja UMYHOCYIIPECUBHUX M aHTHHMH(IaMaTOpHUX UTOKMHA. bpojHe cTynuje ykasyjy Ha
3HauajHy ynory IL-10 y penykumju puodpose jerpe, miyha u mankpeaca [320-322]. ITokasaHo je
na wHTpaBeHCKoM arummkanujom CD11b+ makpodara kxoje mpexomepHo excrnpumupajy IL-10
3HAUYajHO penyKyjy (uOpo3y cplia y MHUIIjEM MOy ayTOMMYHCKOT MHOKapauTuca [284]. ¥V
CKJIaJy ca HaBeJEHHM IOJallMMa Cy M pe3yiTaTd OBJAE IMpUKazaHe CTyJHje KOjHu jJacHO
JTOKYMEHTY]y 1a je arconytHu 0poj IL-10+ henuja y cpuuma Gal-3KO murieBa 3nauajuo Behu
on 6poja IL-10+ henuja y cpiuma WT mumieBa (Cimmka 6). Pesynratu no0ujeHu y oBOj CTyAUjU
MOTy ce 00jacHUTH 3HauajHO wu3paxkeHujuM Opojem IL-10+ henmja, anm u mperxonHo
npukasaHuM pesynrtatiMa Behe 3actyrubeHocTu henmja koje mpoaykyjy IL-33 y cpuuma Gal-
3KO wmmumeBa (®urypa 3B), ka0 u BummM cepymMckuM Bpeanoctuma IL-33 y Gal-3KO
vumeBnma (@urypa 1). OBae nmpukazaHu pe3yiaTaTH Cy y CKIaAy ca pe3yiaTaTuMa CTyIuje y

K0joj je mokazaHo aa IL-33 uma npoTeKTHBHY yJ0Ty y pa3Bojy ¢puodpose cpia [323].
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5.6. O6onesn Gal-3KO mumeu umajy sehu opoj 10G nosurusuux heauja u 1gG nenosura

y TKHMBY cpua

Metonom umyHo(dIyopeceHnrje moka3sajim ¢cMo MPUCYCTBO 3Ha4yajHo Beher Opoja 1gG
no3utuBHUX henwja u IgG nmemosura y TkuBy cpua Gal-3KO mumea y mopehemy ca WT
mumerMa (Camka 4). YV ckiany ca HalmlMM pe3yaTaToM je M Hajlla3 paHuje MyOJIMKOBaHE
cTyauje, Koja ykasyje na uutpanenyiapau Gal-3 uxubupa nudepenimjannjy B nmumbonura y
wiasmorure [324, 325] u thMe ce objammaBa jga je HemocraTk Gal-3 mpaheHn mojasanom
npoaykuujom antutena [326]. Takohe je mokasaHo jga y TMOjeIMHMM COjeBUMa MHIIIEBA
MHOKapIUTHC MOXe OUTH MHIyKOBaH ariukanujom anturena IgG wmace [73]. IgG aemo3utn
MMajy 3HavajHy yiory y omrtehemy kapauomuonura cBojuM BesmBameM 3a Fcy-RIII mHa NK
henujama W mOCIEIUYHO HMHTEpakidjoM oBMX henuja ca kapauomuoruTuma [327]. Takole,
[0Ka3aHo je na Be3uBawme IgG 3a eo3uHOdMIE Yy3pOKyje AerpaHyianujy oBuUX henuja uyuju

npoayktu omrehyjy kapauomuorre [328].
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6. SAK/bYYII

Ha ocHOBY cBuX mpHuKa3zaHMX pe3yiTaTa OYHMIJIEOTHO je na jaenenuja reHa 3a Gal-3
nosehaBa omreheme TKMBa Yy MOJENY MHIIjEr ayTOMMYHCKOT MHOKapIUTHCAa HHIYKOBAHOT
armmkanujoM MyHCosss 35, entuga u ykuaa pesuctenimjy C57BL/6 muimeBa Ha MHAYKIH]Y
EAM. Jleneunja rena 3a Gal-3 3nauajuo nosehasa tTun 2 uH(Iamaiuje y cpiyy TOKOM CyOaKkyTHE
¢daze EAM. Henocrarak Gal-3 nosehasa npucyctBo antunndnamanujckux (M2) makpodara y
cpuy obOonenux MwumeBa MmTo MoBehaBa WHQIYKC perynaTOpHHX NEHIPUTCKUAX henwja u
antuuoporckux henuja xoje mponaykyjy IL-10 mTo ce manudectyje 3Ha4ajHO CiIaOUjUM

JCIIOHOBAKLCM KOJIarcHa.

3ak/byYak je U3BEACH Ha OCHOBY cienehux pesynrarta podujenux uHayknujom EAM y Gal-3KO

u WT mumesuma:

OpcyctBo ranektuHa 3 uyumHu CS57BL/6 MumeBe ocersbuBHjUM Ha MHAYKIW]y EAM HakoH
umyHusanuje nentugom mo3nHa MyHCoszs-352, Ta oHU pa3Bujajy Behy xuneprpodujy Muokapaa
U UMajy BehH MaTOXUCTOJIOLIKU CKOP.

IToBehame mapamerapa omrehewa cpua peructpoBano y Gal-3KO wmwuieBa, nocienuna je
noBehane tun 2 naduamaiyje y cpiry Gal-3KO mumiesa.

[loBehawe cucremckux BpeaHoct Th2 nuTokuHa perucrpoBano y Gal-3KO wmuiiesa,
nocienuua je mnosehaHe 3acTymybeHOCTH aHTHMHGpIaManujckux (M2) wmakpodara wu
perynatopHux AeHapuTckux hemuja y cpuy u cnesunn Gal-3KO mumiesa.

Oncycto Gal-3 y3pok je Behe nudysne nndunrpamnuje [gG moszutusaux henuja u Behe konmanae
IgG nenosuta y nH(bIaMUpaHOM CpITY.

Jlenenuja reHa 3a Gal-3 cmamyje IenOHOBame KoylareHa y cpuuma odonenux Gal-3KO mumiena.
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CKPAREHHUIE

BSA anoymun teseher cepyma (enr. bovine serum albumin)

CFA komruieTHr Opojuo agjysanc (enr. Freund's Complete Adjuvant)
CD enr. clustter of differentiation

CRD JIOMEH 3a Mpeno3HaBamke yribeHuX xuapara (edr. carbohydrate recognition domain)
cDNA KOMIUIEMEHTapHa JIe30KCUPUOOHYKIIenHCKa Kucenuna (enr. complementary DNA)
ConA KoHKaBaiuHO A (eHr. concavalin A)

JAIIM JUIIaTalMoHa KapAMOMHUOIaTHja

DNA JIe30KCHPHOOHYKIIeHHCKa KucenuHa (eHr. deoxyribonucleic acid)
DMEM enr. Dulbecco's Modified Eagle's Medium

EAM CKCIICPUMCHTAJIHU aYTOUMYHCKHU MUOKApAUTHUC

ELISA enr. enzyme-linked immunosorbent assay

FoxP3 enr. forkhead box P3

FBS enr. Fetal Bovine Serum

FIAU enr. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-4-D-arabinofuranosyl-)-5-iodo-uracil
FSC/SSC enr. Forward scattered light/Side-scattered light

GM-CFS enr. granulocyte-monocyte colony-stimulating factor

Gal-3 Ianextun 3 (enr. Galectin-3)

HLA enr. human leucocyte antigen complex

HMGB1 enr. High-mobility group box 1

HBSS enr. Hank's balanced salt solution

IL uHTepaeykuH (eHr. interleukin)

IFN-y unrepdepon- y (exr. Interferon-y)

LPS enr.lipopolysaccharide

MHC enr. major histocompatibility complex

MRNA enr. messenger RNA

NK henuje ypoheno younauke henmuje (enr. Natural killer cells)
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NKT henuje NKT henuje Ypoheno younauke henuje T henuje (eur. Natural killer T cells)

PAMPs enr. pathogen-associated molecular patterns

PMA enr. phorbol 12-myristate 13-acetate

PBS enr. Phosphate-buffered saline

PCR enr. Polimerase Chain Reaction

gRT-PCR KBAaHTHTATUBHA peakildja JIaHYaHE TOJUMEpH3aIije y peallHOM BpeMeHy (CHT.

Quantitative Real Time-PCR)

RAGE perenTopu 3a Kpajie nmpoaykrte rimkanuje (edr. Receptor for advanced glycation
endproducts)

RPMI enr. Roswell Park Memorial Institute medium

STAT 3 enr. Signal transducer and activator of transcription 3

Streptavidin-HRP | enr. Streptavidin horseradish peroxidase

SE crangapaHa rpeimka (exr. standard error)

TNF-a eHr. tumor necrosis factor-a

TAC TpaHCBEp3aJiHa A0pPTHA KOHCTPHUKIIH]a

Th nomarauku T mumborutu (enr. T helper)

TNF-a dbakTop Hekpo3ze Tymopa-a (eHr. tumor necrosis factor-a)

TGF-p tpanchopmuinyhu paxrop pacra-f (enr. transforming growth factor-4)
TLRs peuentopu cimunu Toll -y (enr. Toll-like receptors)

WT MUIIIEBU TUBJBET COja
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