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1. YBOJ

IIpeamer oBor paaa cy uctpaxkuBama QyHKIHje 1 3Ha4yaja |L-33/ST2 curuaaHor myra Ha
pa3Boj U TOK EKCIIEPUMEHTAIHHX MEePHANIEKCHUX Jie3uja. Y YBOJIHOM JIeiy, Ipe ONMUCHBAaMba U
TMCKyCHje MOOMjeHHX pe3yNTara, MpPUKa3ajdl CMO OCHOBHE MAaTOXHCTOJIOIIKE KapaKTEPUCTHKE
NepUaneKkcHUX Jiesuja, onmte Ouonomke edekre |L-33/ST2 curnanHor myra, kao u
MMYHOIIATOTCHETCKE MEXaHW3ME OJITOBOPHE 3a JICCTPYKIHM]y H penapanujy armeKkcHOTr

NEPUOJIOHIIMjyMa KOjU MOTY OMTH 0]l 3Ha4aja 3a pa3MaTpambe HaIIUX pe3yJTara.

1.1. llepuanekcHe je3uje — nepuHULMja, €THOJIOTHja U MO/ TPpeMa

MaToOXUCTOJOUIKOM HaJIa3y

[lepuanekcHe Jie3uje MpeICTaB/baj)y pPEAKLUM]y MNEPUOJOHTAIHOI JIMTAMEHTa Ha
OakTepujcKy HH(QEKIH]y TMyJne KopeHa 3yba, Koja Hajuenrhe HacTaje Kao TOCIeauIa
HECaHUPaHOT Kapujeca, ppakrype 3y0a, TpayMaTCKHUX ONEPAaTUBHUX JACHTAIHMX IMpoleypa, Kao
U ycllesl AejCTBA JaTpOreHuX M Jpyrux ¢akropa Koju omoryhasajy mposop MUKpOOpraHu3ama y
komopy myname (1). 3yOny mynmy Hajuemihe wuHQuUIMpajy martoreHe aHaepoOHe OakTepuje
Porphyromonas gingivalis, Actinobacilus Acitomycetemcomitans, Prevotella intermedia u
Fusobacterium nucleatum. 3actynsbeHOCT aHaepoOa Bapupa y 3aBHCHOCTH OJ CTeleHa
omrehema KpyHHUIIE, A Ce OCHM mHX Mory Hahu u pasmuuuté cojeBu Eubacterium-a,
Peptostreptococcus-a, Lactobacilus-a, Staphylococcus-a, Streptococcus-a u Escherichia coli.
CBakM MHUKpOOpraHuM3aM Koju HHOUIMpa 3yOHY NyINy HMa TMOTEHUWjaJll Ja HHULUPA
uH(]IaMaIMjy TePUOTOHTAIHOT TKUBA (2).

[leprogOoHTaMIHN JMraMEHT j€ CHElMjalu30BaHO BE3MBHO TKUBO KOj€ Yy MOTIYHOCTH
npekpuBa KopeH 3yba (Cxema 1). Ocum pubpobnacra u pudbpounta, BE3UBO JTUTAMEHTA CAIPKH
U ocrteolnacre, ocTeoknacte, mMakpodare, nementobnacte, hennje Mamace3oBUX OcCTpBana u
lapnejesa Bnakua. [llapnejeBa BiakHa ce HajsehuM Ae0M cacToje o MOJIeKyJia KoJlareHa ThIia
| u lll, u y 3aBUCHOCTH O]l TIpaBIla NpyXama M JIOKAJIK3aIfje Jelie Ha: XOPU30HTalIHa, Koca,

NepuaneKkcHa, UHTep-paJuKyJapHa U BIAaKHA aiBeosapHOr rpebeHa. IlepmogoHTaNHO TKUBO je



BeoMa J00po BacKyJIapu30BaHO W MHEpBHUcaHO. HberoBa ocHoBHA GyHKIMja je PuKcupame 3yda

y aJIBeOJIapHy YallKIly U CHaOJeBambe OCHOBHUM XpaHJbMBHM Matepujama (3, 4).

Cxema 1. IlepnonoHTanHu JuraMeHT. JIOHTUTYAWHAIHU TPECEK APYror TOEEr MPEeMoiapa;
en — riel) (enrs. enamel); de — nentun; pc — myana (edri. pulp cavity); ac — anenynapH# [EMEHT;
CC — LeNmyJiapHU HeMeHT; jb — Buiam4Ha KoctT (eHri. jawbone); sf — IllapmejeBa BiakHa (EHIII.
Sharpey’s fibers); pdl — nmepuogOHTaIHN JUTraMeHT; SO — CEKyHJApPHU OCTEOH, PO — MPUMAPHU
OCTECOH; VC — BacKyimapHd kaHai, ab — amBeomapua xoct (eHri. alveolar bone). (LeBlanc and
Reisz, PloS One 2013; 8: €74697)

WudnamaTopau mporec MNEpUaneKCHOr TKHMBa jaBjba c€ y BHAY (DOKaJIHOT
MEPUOJOHTUTHUCA, AW M KOMIUIEKCHUJUX MH(GIAMAaTOPHUX Jie3HUja Kao IITO Cy TPAaHYJIOMH U
UCTe, TPU YeMy MNYJIMUATHC W HEKpo3a 3yOHe MyJIe MpeCcTaBihajy WHHIMjaTHH aorahaj 3a
HAaCTaHaK U pa3Boj NepHaneKcHux mnarosa (5).

@dokarHM MEepUaneKCH! NMEePHOAOHTUTUC KapaKTEepHILE Ce XUIIEPEMHjOM, BaCKYJIapHOM
KOHTE€CTH]JOM, €/IeMOM TIepUOJOHTAIIHOT JIMTaMEHTAa M eKCTpaBa3aldjoM HEeYTPOPUIHUX
rpanysionuta. UHTErpuTeT ajqBeojapHe KOCTH, IIEMEHTa W JICHTUHA Y OBOj (ha3H jOII yBEK HHjE
HapymeH. Heyrpodwie, nopen ¢aromurose, kapakTepuile NpoAyKIHMja JEYKOTpHjeHa W
npocrarnanauna. Jleykorpujen B4 mnpuBnaun HoBe HeyTpodmie M Makpodare y obmact

nH(pamaije, u 3ajeqHo ca npocraranauHoM E2 u 12 uMa yimory y akTHBamuju OCTEOKIacTa,




henuja ogropopHux 3a pecopiimjy koctu (2, 6, 7). Makpodaru npoaykyjy OpojHe meaujarope,
Mehy kojuma cy HajBaxkHHjHu Tpo-uH(amaropuu uTokuau IL-1 (enrn. interleukin-1), IL-6 u
TNF-o (enrn. tumor necrosis factor alpha), koju uHTEH3MBHpaAjy pPECOPIIHUjy KOCTH Y
NIepUANIEKCHOM peruony (8).

Pecoprja kocTH mpeacTaBiba jeqHy O TVIAaBHHUX MATOJIOMIKMX MTPOMEHa MEepHareKCHUX
Je3Hja ¥ MOXKE Ce JICTEKTOBATH paanorpadujoM y BUIY pauopacBeTIbeha OKO BpXa KopeHa 3yoa
(9). VuauumjanHy mnepuanekcHy pecopIiMjy MOXe Ja CIOpeYd IPUMEHa HHIOMETAllMHa,
HECTEPOUHOT AHTHHMH(IIAMATOPHOT JieKa KOjU MHXUOWpa €H3UM LHUKIOOKCHIeHAa3y W Ha Taj
Ha4uH crpevaBa cuHTe3y mpocrarnananHa (10).

VY cnyyajy mpoJIOHTHpaHOT MPHCYCTBAa HMpHUTanuje (OakTepuja U HUXOBHX IMPOJyKaTa)
NepUANeKCHU PEerroH uHwmiTpume cBe Behu Opoj auMdornura u mporec monpuMa XpoHHYaH
tok (11). Mcxom XpOHUYHOT TMEPUANEKCHOT MEPUOJOHTHTHCA MOXe OuTH (opmupame
NepUanekCHUX rpanyiaoMa mwiu mucra (Cxema 2)

['panynomMu HacTajy Kao OATOBOp OpraHM3Ma Ha AQHTUTEHE PE3MCTCHTHE Ha JICJIOBAMHE
edexTopckux henmja ypoheHor uMyHCKOT ofroBopa. OBH aHTUTEHH MOTY OUTH WH(EKTUBHU
areHCH WJIM HEKEe CYNCTAaHIE CTPaHEe OPTaHU3MY, a YECTO j€ aHTUTeH HEMO3HAT Kao IITO je CIIy4aj
Koxa capkouzgose. DyHKIMja rpaHyIoMa je cTBapame OapHjepe 3a aHTHI€HE KOjU Ce He MOTry
enmuMuancatd (12). TTaTOXUCTONOIIKY, TEepUareKCHe TPpaHylIOMe YHHH TPaHYJIAIMOHO TKHUBO
uHpunaTpucaHo henujama koje nokpehy 3anapeHCKy peakiujy, GpudpodracTuma, MaJIMM KPBHUM
CY/IOBHMa, a YeCTO M Tpakama enuTenaHor TkuBa (2). Behunna nonaraka o henmmjaMa 3amasbeHCKOT
MHOWITpaTa NOTUYE U3 MPETXOJHUX MMYHOXHCTOXEMHUJCKUX CTyAMja. Pe3ynrtaru oBux cTyauja
nokazaim cy JAa JUMQOIMTH, HEYTPOWIHM TpaHYJIOLUUTH W Makpodaru mpeacTaBibajy
npeaoMuHaHTHEe henuje y 3amasbeHckom uubuirpary (13-15). V Toky caspeBama rpaHysioMm
Mema CBOje Kapakrepuctuke. Msrpalyje ra 3peno ¢uOpo3HO TKHBO, MHOTO CHpPOMAILIHU]E
henujckuM eneMeHTHMa, M pa3BHja KalCyly OJl KOJareHHX BJakaHa Koja o0yxBara €0
3amaJbeHCKH Tpoliec U o/1Baja ra o koctH (16). McrpaxkuBama cy nmokasana aa je sumie ox 50%
MEpUANeKCHUX TpaHyioma enutenu3zoBado (17). Enurenne hemuje y rpaHyioMy MpeacTaBibajy
Manace3oBe ocrarke emnwurtena (18). IlpermocrtaBiba ce Ja TOKOM XpOHHUYHE HH(IaAMAIH]je
enutenHe henuje Manace30BUX ocTpBala, 1MoJl yTUIajeM [UTOKMHA U (pakTopa pacTa, 3alounby
nponudepaunjy (19). Enuren y rpaHynoMy NpeiCTaB/beH je Y BUIY YCAMJBCHUX IUIaXa WU

ocTpBara.
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Cxema 2. ®opmupame NEPHANCKCHUX JIe3Wja — rpaHyJioMa M nucrTa. JIOHruTynuHaIHU
IpeceK MpBOI JOmer Mojapa; kBap (eHri. decay); ymprBibeHH kuBail (eHri. dead nerve);
mupere uadekimje (enrn. infection spreads); nnpunupanu kopen u xoct (enru. infected root
and bone); rpanyiom 1 nepuarnekcHa mucta. (mpeysero ca Www.biodentistrydrvizcarra.com)

VYV oko 15% cnydajeBa ca emuTenm3anujoM Hactajy paaukcHe mucre (2). OcHOBHe
MAaTOXMCTOJIONIKE KapaKTEPUCTUKE MPAaBHX LUCTa CYy MHKPOIIYIJbUHA OOJOXKEHAa EHUTEJIOM,
BE3MBHA Karicyjia ¥ HHpIaMHpaHO Be3UBHO TKUBO. LllymipbrHa nucTe cagpKu HEKPOTHYHO TKUBO
U ePUTPOIIUTE, Yhje MPHUCYCTBO CE MOBOAU y Bedy ca xemoparujoM (16). EnurenHu mokpuBay
MUKPOUIYIUJbMHE je Yy BEJIHKOj] MepH MHOWITpHCAH HEYTPODUIHUM TPaHYJIOLUTHMA, JAOK CE Y
BE3WBHOM TKHBY TpeTexHO Hamaze sumboruta (20). VYV mybHHU U 3UIY PAJAUKCHE IHCTE
94eCTO Cy NMPHUCYTHH M KPHUCTAIH XOJIECTEepOja, KOjU C€ YO4aBajy y BUIY Y3aHHX, H3TY)KCHUX
nykoTuHa. Bepyje ce 1a Boje mopekIio oJ] pacnajHyTuX epuTporuTa, uMdoruTa, Makpodara u
JUNUJA KpBHE Ia3Me. PanuckHe 1ucTe Koja KOjuX KpPHCTalIM XoJecTeposa 4YWHe Hajeehu aeo
03HaYaBajy ce Kao mepuanekcHu xonecrearomu (21).

VY 3aBHCHOCTH OJ TPUCYTHOT KJIMHHUYKOT Hajla3a IepHaIrieKCHe JIe3Hje To/e/beHe Cy Ha
XPOHUYHE ACUMITOMATCKE M XPOHUYHE CHUMIITOMATCKe. XPOHUYHE JIe3Hje MOTY AYro OCTaTH
acUMIITOMAarcke CB€ JOK C€, W3 HEKOr pas3jiora, HEe Hapylld TKHUBHAa XOMEOCTa3a Kaja

MHUKPOOPTraHW3MHU W3 KOPEHCKOT KaHala Tpena3e y MepHarekCHU MPOCTOp W IMpolec ao0uja



aKyTHU TOK. boj, OcCeTJbMBOCT 3y0a Ha 3arpmwkaj W IEpKyCHjy, JIOKaJHU OTOK, (HCTyIa,
cylmyparyja U JIOKaJHU JuMQaJaeHUT Cy Hajuemhu Haja3u KOJ MalryjeHara ca XPOHHYHUM
CHUMIITOMAaTCKKUM Jie3ujama (22).

Tepanuja mnepuamekcHUX Jie3Wja j€ AamnuKOTOMHja, Tj. XHUPYPIIKO OJCTPAmCHE
MHOUIMPAHOT, aTUKAIHOT JieJia KopeHa 3y0a W MPUCYTHOT TMEPHANEKCHOT MAaTOJIONIKOT MpoIieca,
rpaHyjiomMa win 1ucre. M3Boau ce HaKOH €HI0J0HTCKe mpumnpeme 3yba (23). 3axBaru Kao ITo je

anmMKoTOMHja oMoryhyjy caHalujy U o4yBame 3y0a, Koju Ou ce y MPOTHBHOM MOPAJIA BaIUTH.

1.2. EkcnepuMeHTAaIHE IepUaneKcHe Jie3nje

Jlo nanac je myOIMKOBaH BEIMKH OpOj pajoBa y KOjUMa Cy TEpUAINEKCHE JIe3Hje
CKCIIEPUMEHTAIIHO M3a3MBaHE Pa3IMYUTHM >KUBOTHECKAM BpCTama, M TO: MuiieBumMa (24),
naroBumMa (9, 10), majmynuma (25), ncuma (26) u maukama (27). Jlocamaiima UCTPaKHBamba
HUCy oOyxBatwia ucnutuBame |L-33/ST2 curHanHor myra y MHIjeM MOJETY MEpUAneKCHUX
nesrja. OBaj aHWMaNHM MoJen Jo0ap je 3a TIpoydaBamke IUHAMUKE U (DYHKIIMOHAIIHO-
(eHOoTHUIICKe KapakTepu3aliyje JOKaTHOT XPOHUYHOT 3aIlajbemba.

[IpBu Benmuku MpoOAOp Yy pa3syMeBamy HAacTaHKAa M pa3BOja XPOHWYHHUX MEpPHANEKCHUX
JIe3Wja HAMPaBJbEH je jOIII MIe3/IeCeTUX TOMHa MPOILIOr Beka, kaaa cy Kakehashi u capamguuim
(28) yTBpamaM ia ce OBaKBe Jie3Uje HE MOTY JaBUTH KOJI €KCIICPUMEHTAIHUX JKUBOTHIbA KOje Ce
pabajy u uyBajy y CTEpWJIHHM YCJIOBUMA, a Jla C€ DPEJaTHBHO JIAKO HHAYKY]Y CTBapameM
KOMYHHKaIuje usmely 3yOHe mynmne u ycHe AyIJbe KOJI KOHBEHIIMOHAJIHO I'ajeHUX >KUBOTHIHA.
[lepunanekcHa wHGIaMaTOpHA AECTPYKIMja ajBeoJapHe KOCTH WHTEH3WBUpPAa C€ HaKOH
uHOKynanuje oxapehenux Oakrepuja y OTBOpeHy 3yOHy mymmy, kao mrTo cy Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros u Streptococcus intermedius
(29).

Hajseha excnan3uja mepuanekcHUX Jie3Hja je y TIpBe JBE Hele/be HAKOH HHAYKIIH]je
(akTBHa (ha3a), ca CIOPHjOM IPOTPECHjOM IOCIIe TOT rmeproza (xpounyna (dasa) (9). Hakou ase
HeJleJbe jaBJha CE HEKpO3a KOpOHapHE myJre 3y0a, jaka mH]IaManuja pagukylapHe IMyimne u
yMepeHa MH(pIamaTopHa JecTpyKlLHja MepuanekcHor Tkusa. [IpucycTBo OpojHHX OCTeoKIacTa

Iy pyOa aJiBeoslapHe KOCTH YKa3yje Ha mpolec pecopruuje. PecopboBaHM MpOCTOp UCTyH-aBa



Ce€ TpaHYJIOMAaTO3HMM TKHUBOM OoratuMm wuH(pIaMaTOpHUM henujama - HeyTpoHIHEM
rpanyinonuTuMa U Makpodarmma. Heyrpodwmnm uecto dopmupajy amciuec OKO caMor Bpxa
KOpeHa 3y0a.

Uertupu Henebe HAKOH HMHIYKIMjE Jie3Wja MPHUCYTHA je HEKpo3a Iene myimne 3yda
(kopoHapHe M paauKyJIapHe) W jaka MH(IaMaTopHA IECTPYKIMja MEepUaNeKCHOT TKUBA. bpoj
OCTEOKJIACTa y TEPUANEKCHOM pETHOHYy omnaaa, (uOpO3HO TKUBO Ha Tmepudepuju Je3uje
nponudepuie, a y uHdiramaropauM nHGuUATpaTuMa npeosnal)yjy mononykieapue henuje (30,
31).

Jla Oucmo oOjacHWJIM MEXaHW3ME OJrOBOPHE 3a HWHIYKOBaHY IIEPHANCKCHY
nHGIaMaTOPHY JCTPYKIIH]Y, AeTabHO heMo onmucaty yjinory u 3Hadaj [UTOKMHA U e(PEeKTOPCKUX

henuja y maTorenesu nepuaneKkcHUX Jieuja.

1.2.1. VYuiora u 3Ha4yaj UMTOKHHA Y NAaTOreHe3M MepHaneKcHUX Jie3nja

Nudnamanmja je koMmIuiekcaH HMU3 JielIaBamkba KOju oOyXBaTa MHOTE THUIIOBE henmja Koje
MelycoOHO KOMYHHIIMPAjy Ha pa3nuunTe HauuHe. L{UTOKHHN Cy OTKpUBEHH IIPe OKO CKOPO T0JIa
BEKa Ka0 MaJIM MPOTEMHHU WM TOJUIIENTHIU KOJU YUecTBYjy y Melyhenujckoj komyHuKauuju. Y
NaTOreHEe3! MEepHaNeKCHUX Jie3nja BaKHY ylory umajy xemokunw, IL-1, IL-6, TNF-a, RANKL,

OPG, IFN-y, IL-17 u IL-4.

XeMOKHHHU Cy BEJIMKa BeIHMKa (paMuiinja CTpPYKTYPHO XOMOJIOTHX ITUTOKMHA YHja je OCHOBHA
ynora xemotakca. Ha ocHoBy Opoja m jokaruje N-TepMHHAJIHUX I[HUCTEUMHCKUX OCTaTaka
kinacudukoBanu cy y ase miaBHe cydodammnmje: CC u CXC. YV CC cybdamunuju 1ucTenHCKI
ocTral cy npumnojeHd, 1ok cy ko CXC XeMOKHMHa OBM OCTaly OJIBOJEHH jETHOM
AMMHOKHCEIIMHOM. XEMOKHUHE CHHTETHIIY JIEYKOIUTH, (puOpoOIacTH, eHJOTEIHE U EMHUTEIHE
henuje. HbuxoBa kJjpyyHa ylora je mOpHBIaYeHe HEYTPOPMIHUX TPaHyJOLMTAa M OCTaIMX
MMyHOKOMIIeTeHTHUX henuja Ha mMecto mHbmamaruje. [lopen Tora, mokasaHo je na yTu4dy Ha
mudepeHnrjanujy MUjelouaHuX henuja y ocTeokiacre, IITO MOXe OWTH BaXHO 3a pa3Boj
napoJoHTonaruje u nepuanekcuux jesuja (32). Hajpehu 6poj ucrpakusama 1o cana Gpoxycupan

je Ha ymory CXCL8 (IL-8) xemokuHa y nmepuogoHTutucy. IL-8 nponalen je y necHuma Ha MecTy



JieNIoBaa OakTepuja 3yOHOT IIaKa y3 MPUCYCTBO MHOMITpaTa HEYTPODWIHUX TPaHYJIOIHTA
(33). Luki¢ u capamuuiu (34) nokazamud cy noBuiieHy npoaykuujy IL-8 y xymanum
MePUANIEKCHUM Jie3ujama, pu 4emy cy HuBo IL-8 u mpomopumja HeyTpoduna Ounm 3Ha4ajHO
BUIIM Yy TPYIIU CUMIITOMATCKUX y opehemy ca acuMnToMaTckuM Jiesujama. Ilopen xemokuHa, y
MEPUATICKCHUM JIe3hjaMa yTBPhEHO je MPUCYCTBO XEMOKHHCKUX PELeNnTopa Koje eKCIPUMHUPajy
Thl u Th2 cyononynamuja aumdorura (35, 36). IlpucycTtBo XxeMOKHHCKOr perenTopa Thl7
aUMQOIUTHE CYOIoMmyalyje MmokasaHo je y uHdiamupaHoMm TKuBy 3yOHe mynmne (37). Thl
nomaraukd JuMmdorutu npenomuHaHTHO ekcripumupa)y CXCR3 u CCR5 xemokuHCKe
peuenrope, Th17 mumdoruru CCR6 penenitop, a0k cy CCR2 1 CCR3 XeMOKHHCKH peIenTopu
npucytHu Ha Th2 naumdonmtuma. OBu penentopu crumyiauury murpaudjy Thl, Th2 u Thl7
noMaradykux Jumdonura y uHpaamupana TkuBa. Silva u capamaunm (36) mokazamu cy
MOBHUIIICHY €KCIPECH]y XEMOKHHCKHX perentopa Th2 muMdouuTHe cyOmnomysianuje y TKHUBY
paliMKcHUX HUCTa y nopehemy ca mepuanekcHuM rpaHyinomMuma. OBH pe3ynaTaTd ykasyjy Ha

moryh 3Hauaj Th2 XeMOKHHCKHX peLenTopa y eBOJIYIIUjH [IEPUANEKCHHX JIC3Hja.

Huroxuum IL-1 pamuamje omoryhyjy HopmanHo (yHKUHMOHHCAame ypol)eHe HMYHOCTH,
peryauily CTeYeHH HUMYHCKHM OATOBOP M CTUMYJIMIIY omreheme TKUBAa Yy TOKY XPOHUYHE
urpraamanuje (37). IL-1 mpoxmykyjy Makpodar, HEYTpOGHIHH TPAaHYJIOLHMTH, CMUTEIHE U
engorenue henuje. [loctoje nBe popme IL-1, IL-1a u IL-1B, xoje cy oko 30% xomosore jeaHa
JPpyToj, UMajy BcTa OMOJIOIIKA JIeJCTBA U BE3Y]y Cce 3a UCTU henujcku peuentop. AKTUBHA hopma
IL-1B je cekperoBanu, oOpahenu mponykr, nok je IL-lo aktuBan u kao mpekypcop. IL-1B
POTEONIMTUUKH 00paljyje mucTenHcka nporeasa kacrnasa 1. Kacnasy-1 aktuBupa nadiaamaszom -
KOMILUTEKC TpoTernHa urja je kKibyuHa kommonenta NALP3 damunuja (ernrin. NACHT, LRR and
PYD domains-containing protein 3).

IL-1 Be3yje ce 3a MeMOpaHCKe perenTtope Koju ce Ha3upajy peuentopu 3a IL-1 tuna |. OBu
pelenTopyu Ccy WIAHOBH (aMHIMje MHTETpaJHUX MEMOpPAaHCKUX NpPOTEHHA KOjU Cajpike
excTpanenyaapud |g momeH 3a BesuBame auranga v TIR curHamaum gomen (enri. Toll-
Interleukin receptor domain) Ha UTOIUIA3MAaTCKOM peny. YK/bydeHH CYy y IyTeBE MPEeHOca
CHTHaJIa KOjU aKTHBHPajy TpaHcKpumroHe gakrope AP-1 (enrm. activation protein 1) u NF-xB

(enrn. nuclear factor kB) (Cxema 3) (38).
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Cxema 3. UHTpanexyiapHH NMpeHoc cHrHaja ca peunentopa 3a IL-1 (IL-1R). Hakon Be3uBama
IL-1 3a peunentopcku KomIuieke, koju uune perentop 3a IL-1 (IL-1R) u momohnu mporenn IL-1R
(enrm. IL-1R accessory protein, IL-1RACP), perpytyje ce MyD88 anantophu mpoTeHH KOju ce Be3yje
3a TIR nomen nmomohnor nporeuna IL-1R. 3arum ce perpyryje IRAK kunaza (enrn. IL-1 receptor
associated kinase), koja uareparyje ca TRAF-6 aganropuum nporenHoM (eHrit. tumor necrosis factor
receptor-associated factor 6). CurnamHu myT KOjU 3all0YHE-EC HA OBAj HAYMH PE3yITHPA aKTHBAIIAjOM
NF-xB tpanckpumninonor dakropa. (Jagadeesh et al. Mol Psychiatry 2010; 15: 384-392)

IL-1o ucnosbaBa HU3 edexaTa Ha OCTEOOJIACTE M OCTEOKIIACTE KOJU MOTY OUTH Ba)KHU 3a
Ipoliec pa3rpajime anBeosapHe kocTH. Ha Taj HaumH ocTBapyje 3HauajHy yJOry y MaTOreHe3u
eKcrepuMeHTaTHuX nepuanekcaux jaesrja (39, 40). Kako ce y ekcrTparenygapHH TPOCTOP
ocnobaha u3 HekpoTUYHKUX henuja, MOXke 1a UMa YIory ,,aJapMHOT HUTOKMHA® KOjU oOaBelTaBa
UMYHCKH CHCTEM Jia TIOCTOjU jAecTpykuuja TkuBa (41). BepoBaTHO aenyje ¥ Kao ayTOKpHHHU
¢dakTop pacra BakaH 3a pacT W audepeHuujauujy ¢pudpodiacta, €HIOTEIHUX U EMUTETHUX
henuja (42).

IL-1B je on cymITHHCKOr 3Hayaja y NATOr€HE3W NapOJOHTOINATHj€ U TMEepUANEKCHUX
ne3uja. IL-1PB je HOpMamHO mpucytan y lamina-u propria-u ruHruBe, MpH Yemy Makpodaru
BE3WBHOI' TKMBa W MayoOpojHe henuje y emmreny ekcrnpumupajy oBaj uutokuH (43). Lee u

capaJIHUIM TTOKa3aym cy na HuBo IL-1B pacTte y ruHrHBanHOj ekcTpahennjckoj TEYHOCTH TOKOM
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pa3Boja TMHTMBUTHCA Y3POKOBAHOT IUIAKOM M aKTHBHOT meprogoHTutuca (44). Y xymanum (45)
U CKCIIEpUMEHTAIHAM TIepHanekcHuM siesujama (46) IL-1B crumysnuine pecopiiujy ajaBeosapHe

KOCTH.

IL-6 je muiejoTpormHM HUTOKWMH KOJU MMa 3Ha4yajHy YJOTy M y ypoheHoj W y CTEeueHO]
umyHoctH. [Ipoayknuja IL-6 HacTtaje kao oaroBop Ha MHKpoopranu3Me W nutokuHe IL-1B u
TNF-a. Tlpoaykyje Ta IIMPOK CHEKTap HWMYHOKOMIIETEHTHHUX henmja - akTUBUpaHu T
mambonutu, B mumdonutu u mujenonnHe hemuje, nmpe cBera makpodaru u aeHapurcke hemuje.
IL-6 mpomykyjy u Heke henmje Koje He MNpUManajy HWMYHCKOM CHCTEMY, Kao INTO CY
¢bubpobnacTi, kKepaTHHOUUTH U eHjpoTenHe hemuje. Penentop 3a IL-6 mpunama damuiuju
penentopa 3a nutokuHe tumna [. Cactoju ce ox mojjeAnHHMIIE KOja Be3yje UUTOKMH U gpl30
MOJIjeIMHUIIE KOja MpeHocH curHai. [1aBau curaamau nyT |L-6 ykibydyje akTHBammjy IpoTeHHa
Jak1 i STAT3 (33).

Y ypohenoj umyHoctu IL-6 crumynuiie cuHTE3y HOpOTeMHa akyTHe (aze y
XeMaToUUTHMa U ca3peBame HeyTpopuia H3 MPOTreHUTOpa KOIUTaHE CPXKU. Y CTEYEHO]
umyHoctu IL-6 perynuiie nponudepanmjy u mudepennujanujy B mumdormra (47), crumynuine
mudepernujarujy nausaux CD4" T numdpomuta y npasiy Th17 cy6nomynamuje (48), a BaxkaH je
u 3a nudepeHimjanmjy aeHapurckux hemumja (49).

ITopen Tora, moka3zaHo je Aa y4ecTBYje y peryjialuju €HIOKPUHUX U MeTaOOJMYKHX
byukuja, yrkpydyjyhu u pemoaenupame koctu (50-52). IL-6 crumynuiire audepeHnujammjy
MOHOIIMTA y OCTEOKJacTe, W Ha Taj HAYMH YTHUYE HA MPOMNAJame KOIITAHOT TKHBA TOKOM
MapoJIOHTONATHjeé © XPOHWYHOT TIepHarneKCHOT TepuojoHTutca. Kopumhemem 1L-6
nepUIMjeHTHUX MHILIEBa KOjUMa jeé MHIYKOBaH MEPUOJOHTUTUC M MopehemeM ca KOHTPOIHOM
TPYNIOM JKUBOTHE-@ YTBpHEHO je Ja je Mpolajame alBeoJlapHEe KOCTU cllabuje U3PaKeHO Y
onacyctBy rera 3a IL-6 (53). Takohe je ycTaHOBIbEHO Ja MEpHUAneKCHE Jie3Hje HACTajy Opike u

3HATHO Ccy oncexHuje Koy IL-6 nedurmjentHux muiesa (54).

TNF-a je npBu MyT OTKPUBEH Ka0 IUTOKUH Ba)KaH y MHAYKIUJU XeMOpParujcke HEKpo3e
TyMopa, na je Ha3BaH ,,(akTop Hekpose Tymopa“ (eHri. tumor necrosis factor) (55). OcuoBHu
hemjcku m3Bop TNF-a cy wmakpodaru. Ilopen mux, TNF-o npoaykyjy u mumdoruTy,

MacTouuTH, enaorenne hemuje u udpoodnactu (56). Ha memOpanu hemuja TNF-a excipumupa
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ce Kao XOMOTpUMEp, a IOCTOJU U CeKpeToBaHa (opMa OBOI LIUTOKMHA KOja HMMa OOJIMK
TpPOCTpaHe NMUpaMuje, IIPU YEMY CBAKy CTpaHUIy nupamuje ¢popmupa jenHa noajenununa. Ha
0a3u mupaMuie Hajla3e Ce MECTa 3a BE3UBAILE PEIICTITOPA.

ITocroje nBa pasnuuuta perentopa 3a TNF-o, peuentopu 3a TNF tuna | (TNF-RI, p55)
u perenropu 3a TNF tuma Il (TNF-RII, p75). O6a penenropa nmpucyTHa Cy Ha TOTOBO CBHM
henujama y opranusmy (57). Besuame nuranma 3a TNF-RI peuenTop mHuImMpa perpyramujy
anantepckux moiekyiaa TRADD, TRAF2 u RIP u aktuBHpa cUrHaigHe IyTEBE NOCPEIOBAHE
IKK 1 MAP3K kunazama. IKK xuHaza ¢ochopmmmnie nuromnazmMarcku nporens IkB, mTo
y3poKyje meroBy nerpagauujy u aktuBanujy NF-kB. MAP3K kunaza dochopunumie u
aktuBupa JNK kwuHaze, koje dochopuiumry c-Jun mnoxmjenuuuinyy AP-1 TpaHCKpUOIIMOHOT
¢akTopa 1 Ha Taj HaYMH Tra akTUBUPajy. BesuBame TNF-a 3a TNF-RI penentop moxe takohe na
uHunupa anonto3y. Wurepakumja FADD (enrn. Fas-associated DD protein) u TRADD
aJlanTepcKuX MOJIEKy/la MHUIMpa perpyTrauujy Kacmasze-8, INTO HMHIyKyje henujcKy cMpT.
BesuBame TNF-a 3a TNF-RII perientop ununupa perpyrauujy agantepckor monekymna TRAF2,
mro takohe pesynarupa aktuBanujoM IKK m MAP3K kuHaza u TpaHCKpUNIMOHUX (akTopa
NF-kB u AP-1. AxtuBauuja NF-xkB nactaje u nakon aktuBauuje NIK xunaza (enrn. NF-xB-
inducing kinase) koje wunTeparyjy ca IKKa w IKKP, u Ha Taj HauuH aKTHBUPAjy
Tpanckpunuuonu ¢pakrop (Cxema 4) (58).

TNF-o nma 3Ha4ajHy ynory y OpojHUM OHOJIOMIKUM TIpOIIeCHMa: perpyTyje HeyTpoduie
M MOHOILIMTE Ha MeCTO HWH(]EeKIuje, CTUMynulle henuje eHoTeNa J1a CEKPETyjy XEMOKHHE,
CTUMYJIUILIE CEKpeLrjy MpoTenHa akyTHe (a3e uMH}Iamanuje, rNIaBHU j€ MEIUjaTop CENTHYKOT
II0Ka, a UMa U ynory engoreHor nuporeHa. E¢exar TNF Ha enaoTen u Jeykonure je KJby4HH
(dakTop y pa3Bojy JOKATHUX HH(IAMATOPHUX peaKIifja KOje y CKJIOMY ayTOMMYHCKHX OoJjiecTr
omrehyjy TkuBo (59). 3HauajHy yj0ory y maToreHesu rnepuanekcHux jesuja TNF-o moctmke
MHAYKIjOM TPOAYKIMje MaTPUKC METAJONpOTEenHa3a M CTUMYyJIanujoM audepeHuujammje
ocreokiacrta. [Topen tora, nnaykuujom amnonrose pudpodiacra TNF-o orpannuaBa penapamujy
TKHBa y nepuanekcHoMm peruony (60). Kawashima u Stashenko (61) nokasanu cy na ekcrpecuja
OBOT IIMTOKWHA TIO3UTUBHO KOpEIHpa ca pasrpagmkboM ajiBeojiapHe KocTH, 30or dera je TNF-a
MO3HAT U Ka0 PECOPITHUBHU IIUTOKWH KOcTH (eHIJ. bone resorptive cytokine). Hacympot Tome,

YCTAaHOBJbEHO je Ja mnpuMmeHa aHTu-TNF-o anTHTEena uWHXuMOMpa NPOAYKIHM]Y MAaTPHUKC
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METaJIONPOTENHA3a U CMakbyje CTEIeH MepHUaneKkcHe IeCTPyKLUje, YUME OCTBAPYje MPOTEKTUBHY

YJIOTY Y pa3B0jy XpOHHYHOT areKCHOT nepruoaoHTuTHCa (62).
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Cxema 4. AktuBanmja TNF peunentopa. Curnannu nyt ca TNF penenTtopa akTuBupa myrese
nocpenoBane |IKK n MAP3K kuHazama, IITO pe3yinTHpa akKTHBAIMjOM TPAaHCKPHUIILIMOHUX
¢dakropa NF-kB u AP-1. BesuBame TNF-a 32 TNF-RI pementop moxe Takohe na wmHUImpa
perpyranujy kKacrase-8 W Ha Taj HauMH MHAYKyje armonrto3y. Ilopen Tora, Be3uBame JUraHia 3a
TNF-RII penenirop mosxe na aktuBupa u NIK xuHaze xoje nunteparyjy ca IKKo u IKKf, n Ha Taj
nauus aktuBupajy NF-kB. (Moelants et al. Immunol Cell Biol 2013; 91: 393-401)

RANKL (enru. receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) je momnexyn TNF
dammnuje koju BesmBameM 3a perentop RANK (enrn. receptor activator of nuclear factor
kappa-B) Ha moBpIIMHHM Tpe-OCTEOKIAacTa MPOMOBHIIE HUXOBY Marypalujy, aKTUBAIH]y H
npexxuBibaBame (63). [Ipucyran je Ha memOpanu aktuBupanux T mumdornuTa, ocreobiacta U
crpomanHux henuja komrane cpxu (64, 65). [Topen TpaHcMeMOpaHCKe, TOCTOJU U CEKPETOBAaHA
¢dopma kojy npoaykyjy T mumdormtu u Heke Tymopcke henmjcke nmuuuje (66). [maBHu u3Bop
RANKL-a y mapogoHTOmaTHyHOM THHrUBagHOM TKHBY cy T um B mumdonuru (67). HberoBy
CKCIPECHjy W MPOAYKIMjy Moayiupajy pasau 1urokuuu (IL-1, 1L-6, IL-11, TNF-o),

TJIMKOKOPTHKOUAM U mapatupouaad xopmoH (68). RANKL uMa 3Ha4ajHy yjIory y MaTOrCHE3H
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KoIITaHUX 000Jberba (69). YV muijem Mojeny apTpuTHCa IOKa3aHO je Ja Jelelldja T'eHa 3a

RANKL y 3nauajuoj Mepu naxubupa ryourak koctu (70).

OPG (enru. osteoprotegerin) je conyounau moiekyn TNF perenropcke damMuinje Koju
BesuBatbeM RANKL-a maxuOupa mudepeHnujanmjy ocTeoKjIacTa, U Ha Ta] HAYMH OCTBapyje
yJory peuenrtopa ,,Mamia‘“ (euri. decoy receptor) (71). Ilpoaykyjy ra Kako XeMaTOIIOETCKE,
tako u Hexemaromnoercke hemuje (72). [poaykuujy OPG-a monynupajy pasuu uutokuau (TNF-
a, IL-1, IL-18, TGF-B), rIuKOKOPTHKOUIM, XOPMOHHU (CTEPOUIHH M IApATHPEOUIHH XOPMOH) U
npocrarnanaubau (73). Ha 3nauajuy ynory OPG-a y perynaunuju akTHBHOCTH OCTEOKJIAcTa
ykazanu cy Simonet u capaanuiy nokaszaBmm jaa ce kox OPG TpaHcreHux MuineBa pasBuja

octeornerpo3a (rosehana komrana ryctuna) (74).

VY nepuanekcuum nesrjama RANKL/OPG oanoc (enrii. RANKL/OPG ratio) je kipy4na
JeTePMHUHAHTA pecopIiije anBeoapHe koctu nocpenoBane RANKL-om (75). OBaj ogHOC MOXKe
na O0yne u unaukarop aktuBHoctd Jsesnja. RANKL/OPG oxnoc 3HauajHo je BehH y akTUBHHM
aKyTHUM JIe3MjaMa, YMju je MPEeYHUK MamU o4 5 MM, y nopehemy ca cTaOUIHUM XPOHUYHUM

ne3ujama Beher npeunuka (76).

IFN-y je npo-uH(pIaMaTOpHH IMTOKWH KapaKTepucTHYaH 3a Thl MMyHCKH OATOBOD.
Mponykyjy ra CD4" u CD8" T mumdonutu, NK u NKT henuje. Penenrtop 3a IFN-y npumana
dbamunuju peuenrtopa 3a nutokuae Tuna Il. Cacroju ce 1Be CTPyKTYpPHO XOMOJIOTE T0/1j€IMHULIE
- O TOJjeJUHUIle KOja Be3yje IUTOKMH W B TOoAjeMHHIC Koja TpeHocw curHai. Ose
NOJIjeIMHUIIE YIpYKEHE Cy ca TUpo3uH kuHazama Jakl u Jak2 (enrm. janus kinase). BesuBame
IFN-y wu3a3uBa akTHBaIMjy OBUX KWHAa3a, Koje 3aTuM ¢ochopunmmy nBa STATla monexyrna
(euru. signal transducers and activators of transcription alpha). ®ochopunucanu MoaeKyIH
perpyTyjy ce no jenpa, rae ¢opmupajy komiuieke ca GAF akTuBanoHuM (akTopoM (EeHII.
interferon-gamma activator factor). Hacranmu xommiekc ce y jeapy Besyje 3a GAS cekBeHIle
JIHK (enra. interferon-gamma activator sequence) koje uaaykyjy tpanckpunuujy IFN-y (Cxema
5) (77). Iocpeactsom penentopa IFN-y aktusupa maxpodare, CD8" T mumdormre u NK
henuje, yruue Ha nmpomeny kiaca antutena (IgM y 1gG), ctumynumie npoaykiujy 1gG antutena
U MMa BaKHY yJory y amomnto3u. 3ajeqHo ca IL-12, kora nponykyjy akTUBHpaHH Makpodaru u

nenapurcke henmje, IFN-y ycMmepaBa nosnapusanujy uMyHCKor oarosopa y Thl cmepy. Y3 To,
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IFN-y crumynume comctBeHy mnpoaykiujy u npoaykuujy TNF-oa u IL-2. Cynpumupajyhu

npoaykiujy IL-4 u IL-10 oBaj HUTOKWH ClpeyaBa IMOJIAPH3AIAjy UMYHCKOr oaroBopa y Th2

cmepy (78, 79).

IFM receptor-1I
IFM receptor-1I
IFM receptor-1I

STATI2STATIX STATI1[STAT1x

GAF

nuclear membrane

Cxema 5. AxktuBanuja |IFN-y peunentopa. BesuBame IFN-y 3a pernentop y3pokyje akTuBamujy
Jak kuHa3za koje cy mpuapykeHe o W [ MoAjeIMHMIM peuentopa. HakoMm akTHBalMje KHHA3e
dochopmmmy nBa STATlo Mosiekyna, KOjU ce 3aTHM PErpyryjy Ao jeapa u (opmupajy
komiuiekc ca GAF aktuBammonum ¢akropom. Hacranu komruiekc ce y jenpy Besyje 3a GAS
cexsentie JIHK koje unnykyjy tpanckpunuujy IFN-y. (mpeysero ca www.bio.davidson.edu)

IFN-y uma 3HauajHy ynory y maToreHe3sd MHOTHX HH(IaMaTOPHUX M ayTOMMYHCKHX
OoJsiecTH: XpOHUYHE TpaHysiomMaro3He Oosectu npeBa (80), nundaamaropue Oosectu jerpe (81),
njabereca tuna 1 (82, 83), ayrommyHckor Tupeoumutuca (84). Y mnepuanekcHum (61) u
MEPUOIOHTATHUM Jie3ujama (85) mpucyTaH je y BUCOKMM KOHIIEHTpAIMjaMa U JOBOIM CE y BE3y
ca HajIeCTPYKTUBHUJUM OOJUIIMMA OOJECTH. Y MUIIjeM MOJENy MEPUOJOHTHTHCA M3a3BaHOT
aHaepoOoHuM Mukpoopranusmuma Actinobacillus actinomycetemcomitans (86) u Porphyromonas
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gingivalis (87) mokasano je ma IFN-y mpomoBwuine nH(IaMalnjy ¥ pecOpIIHjy aaBeoJapHe
KOCTH. In VivO ucTpakuBama HUCY MOTBpheHa y in VItro ekcriepuMeHTHMa, KOjH Cy MMOKa3aliy Jia
IFN-y cucremarcku uHXuOMpa (OpMHpame OCTEOKJIacTa OJOKMpajyhn CUTHalIHE IyTeBe
nocpenoBane RANKL-om (88). OBu in vitro pesynraru morBplhyjy panujy xunoresy na Thl
UMYHCKH OJITOBOP MPEIOMHHUPA y CTAOWJIHUM XPOHHYHHUM Jie3Mjama, JOK ce Th2 numdoruTu
JI0BOJIE Yy BE3y Ca aKTMBHHUM akyTHuM Je3ujama (89). Jlanac y Hay4HOj jaBHOCTH IpeoBialjyje
MHUIUbeHE Ja npouHpiaamatopuu edpextu IFN-y nemoncrpupanu in Vivo umnak umajy Behy

TEKUHY.

IL-17 je jeman ox rmaBHUX MeaujaTopa ypoheHe u creueHe uMmyHocTH. [Ipomykyjy ra yo
T hennje, CD8" T mumdonuru, NK henuje, HeyrpopuaHE ¥ €03MHOGUIHM TPAaHYIOIHUTH, a
[JIaBHU W3BOp OBOT IMTOKMHA je Th1l7 cybmomynanuja nmumdormra (90, 91). JIoMHHAHTHOCT
Th17 cybnonynanuje wiu peryiaaropaux T mumdonuta (enri. regulatory T cells, Tregs) 3aBucu
O]l KOJIMYMHE U OJHOCa IUTOKMHA Koju mopen TGF-P (enrt. transforming growth factor beta)
JIeTePMUHUITY pa3BojHH IMyT HamBHUX T nmumdponmra. TGF-f y mpucyctBy IL-6, IL-21 u IL-23
WHJIyKYje ToJIapu3aljy UMyHCKOr onroBopa y Th1l7 cmepy, mok y mpucyctBy IL-2 ycmepaBa
nonapusanyjy HauBHuX T numdounta y mpasiy perynaropuux T hemwja (91, 92). IL-17
IpUIaa MIeCTOWIaHoj (paMUIMju LIMTOKUHA O] KOJUX Cy HajBuIle npoy4yaBanu |L-17A u IL-17F
(93). Peuieniropu 3a koje ce Be3yjy, Ka0 U CUTHAJIHH IYTEBU KOje aKTHBHPA]y jOII YBEK HUCY
JIOBOJHHO OITMCAHH.

IL-17 uma 3HauajHy yJoTry y MaTOreHe3d MHOTMX MH(JIaMaTOpPHUX OOJIECTH: XpPOHUYHE
rpaHyJIoMaTo3He OOJIeCTH IpeBa, MYITHIUIE CKIepo3e u peymarouaHor aprputuca (94-96).
Behuna ayropa cmarpa IL-17 npoundgiaMaTopHUM LUTOKHUHOM, jep Jellyje CHHEPrUCTHUYKH ca
TNF-a n IL-1B u wnanykyje mpoaykiujy IL-6 u IL-8 y makpodaruma, pubpodractuma u
keparuHormtiMa (97-99). IL-17 wucnospaBa mnpouH(IAMAaTOPHM TOTEHIHMjAl MW TOKOM
MapoJIOHTONATHj€ U XPOHUYHOT aneKCHOT nepuogonTutuca. Jlenyjyhu cunepructuuku ca IFN-y,
TNF-a u IL-18 u unaykyjyhu nponykuujy IL-6 u IL-8 y ¢ubpobmactuma IL-17 mosehasa
ekcrpecrjy MaTpukc Meranonporentnaza 1 RANKL-a u qoBoau 10 moCaeAMIHOT TYOUTKAa MEKHX
¥ MHHEpaIN30BaHNUX TKMBA mepuonorumjyma (100, 101). Henasuo cy Coli¢ u capaganmu (102)

ykazanu Ha npucyctBo IL-17 y nepuanekcHum nesujama. Ctumynumyhu npoaykuujy I1L-8 oBaj
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LUUTOKUH JOMPHUHOCH er3anepOaiji XpOHUYHOT 3anabeha M aKyTH3aluju UHGIaMaTOpHOT

rpoleca y nepuarnekCHOM PEerHoHY.

IL-4 je xJbyyHM IMTOKMH KOjU yCMepaBa Ioyiapu3anujy HaumBHMX T nuMmdonura y
npaBiy Th2 cyonomynanuje. VIcTOBpeMEHO je W TJIaBHU je MPEACTAaBHUK OBE CYOIOIyJaluje
(103). CBoje nmejcTBO ocTBapyje mocpeacTsom perenropa 3a IL-4 (IL-4R). ITocrtoje aBa ocHOBHA
THma oBor perentopa. Penentop 3a IL-4 tuma 1 (enrn. IL-4R type 1) dopmupa ce kaga ce o
naHai koju Besyje uutokuH (IL-4Ra) ynpyxu ca 3ajeqHuukum y janumem (eHria. common vy
chain), noxk ce penentop 3a IL-4 tTuna 2 (enru. IL-4R type I1) popmupa kana ce IL-4Rao yapyxu
ca al manmem pementopa 3a IL-13 (IL-13Ral). BesuBame IL-4 3a peuentop uHHIHpa
aktuBauMjy Jak kuHaza koje ¢ochopuiumy STAT6 monekyn. PochopunnucaHu MONEKYI
perpyryje ce 1o jenpa, rae ce Besyje 3a cekBenie JJHK koje perymumy tpanckpunmujy 15-LO,
MAO-A u CD36 rena (104, 105). OBu renu BaxHu Cy 3a Ouonomike ¢yHkuuje IL-4:
crumynanyjy cunre3e IgE, ydecTBoBame y peakuujama INPEOCEeT/bHBOCTH W AITEPHATUBHO]

akTuBaiju Makpodara (106).

IL-4 npucytas je y uH(pIaMUPaHOM NEPUOJAOHTAIHOM TKUBY II€ OCTBapyje NPOTEKTUBHY
yJAOTY W JIOBOAM Ce€ Yy Be3y ca obosbemeM criabujer mHTeH3uTeTa (85). YV Muijem momeny
NIEPUOJIOHTUTHCA TTOKA3aHO je Jia Aenenuja reda 3a |L-4 mosehaBa npujeMunBOCT Ha MpOMaame
amgeomapue koctu  (107). IL-4 cnabu  WHTEH3UTET JCCTPYKTUBHOT IMEPHOJOHTUTHCA
uHxuOuImjom Tpanckpumipje wuHGopmanmone PHK (enrm. messenger RNA, mMRNA)
npouHQramatopHux nuTtokuHa ypohene umyHoctd u IFN-y. Tlopen Ttora, IL-4 ctumynumie
NPOAYKIMjy TKHBHMX WHXHOHMTOpa MeTajonpoTenHasa (eHri. tissue inhibitors of
metalloproteinases, TIMPS) u OPG, u Ha Taj HaYMH UHXHOUPA PECOPIIIH]Y ATBEONAPHE KOCTH
(85).
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1.2.2. EdexTtopcke hetuje nepuanekcHux Jiesuja

I'maBHe edekropcke henuje mnepwanekcHUX Je3nja cy JuMdouutr, HEyTpoHIHU
rpanyinonuT u Makpodaru. [lopen mHX, BakHY yJIOry y HAaTOT€HE3W IMEPUANCKCHHUX Jie3uja

umajy u neanpurcke hemuje u NK henyje.

[TocToje OpojHu pamoBu koju ce gotuuy yiore T aumd¢onuTa y HaCTaHKy U Pa3BOjy
nepuanekcHux Jjesuja. MEHOTUIICKE aHalu3e yKaszaie cy Ha JoMuHauujy T snmmdonura y
NepUanekcCHUM HH(IaAMaTOPHUM HHQOWITpaTHMa MW KJbYYHY VJIOTY MEXaHHM3aMma KojuMma
HeNryJapHa IMYHOCT PacIioyiayke y XPOHUYHUM 3aITaJbeHCKUM peakiifjaMa Koje ce OJIBUjajy KOX
nepuanekcHux Jsesuja (20, 108). Pesynratu aHaau3e eKCIIEPUMEHTATHO HW3a3BaHUX TIPaHyjIoMa
Cyrepuilly Ha 3Hauaj KBAHTUTATUBHUX U KBAJIMTATUBHUX NMpoMeHa T mumdonuTa y 3anabeHCKOM
uaUITpaTy. YV paHuM (a3ama pa3Boja JEHTATHHX TPaHYJIOMa NMOCTOjH gomuHammja CD4™ T
nmumdonura y ogsocy Ha CD8" T nmumdonure, 10K y KacHHjUM (a3aMa MOCTOjH TEHACHIN]a Ka
uHBep3uju oBor oxHoca (109). KBaHTHTAaTMBHOM aHaIM30M HMYHOKOMIIETCHTHHX henuja y
TepHaneKCHUM TPaHyJIOMHMa Moka3aHo je ga cy CD8" T numdouutu 6pojuuju y audyzHuM
MHOUITPaTIMa, HAPOUMTO y eNUTENHo-rpaHynoMuma, 1ok cy CD4™ T mumdoruru 6pojauju y
doxamaum (110). Rodini u Lara nosesanu cy oxuoc msmehy CD4" u CD8" T numdonura ca
TUIIOM XPOHHUYHE NepHarnekcHe je3uje. OHU cy y CBOjOj CTYIUjU MOKa3aau 3Ha4ajHO Behu Opoj
CD8" T num¢ponura y muctama y nopehemy ca nepuanekcHuM rpanynomuma. Hamas CD8™ T
auMQOINTa y €BOJYTUBHO pa3BUJEHUJUM Jie3HjaMa, KOje KapakTepulile cTabuiu3aiuja, JOBeIu
Cy y Be3y ca HMYHOCYNpeCHBHUM epekTruma oBux hemmja (111).

On panuje je mosHato na CD8" T numpouuTH MCHOJbaBajy IUTOTOKCUYHO JI€jCTBO
ceKkpelyjoM rneppopruHa U rpaH3uMa MM NOCPEACTBOM Juranaa cMptu. [lephopunu pasrpalyjy
henmjcky mMeMOpaHy M mpaBe Mope Kpo3 KOje TpaH3WMHU yia3e y IuJbHY hennjy, aKTUBUPA]Y
Kacmase W mokpehy amonro3y (112). Ox mo3HaTHjuUX JWraHajga W oAroBapajyhumx perenrtopa
cvptu m3naBajamo FasL/FasR, TNF-o/TNFR1 u Apo3L/DR3. OHu wurpajy BaxHY yJOTYy Yy
NPEHOIICHhY CUTHAIa CMPTH ca henjcke MeMOpaHe Ha MHTpaIeTyJIapHU CUTHAIHU cucteM (113-

115).
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CD4" T mmmdormtu ocTBapyjy ebekTopcKy (GYHKIHjy y IepHaneKCHUM Je3djaMa
npoaykuujoM mnuTokuHa. OBe henmjeé cy Ha OCHOBY CIIOCOOHOCTH J1a CEKPETY]y pas3iudyuTe
UTOKMHE IMOJICJbeHE Ha BHIIEC (YHKIHOHATHUX PeHotuna: Thl mumdouutu cekperyjy IFN-y u
TNF-a, koju mMmajy 3HauYajHy yJOry y WHAYKIHjH IETyJapHOT UMYyHCKor ojaroBopa, Thl7
muMmdoruta npoaykyjy IL-17 m Ha Taj HaYMH CTUMYJHINY PErpyTroBame HEYTPO(PUITHHX
rpaHyJIonUTa U Makpodara y uadaamupano TkuBo, 1ok Th2 mumdormru (IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13) u Tregs (TGF-B) npoayKiujoM HUTOKMHA CYNPUMHpPAjy LenyaapHy umyHoct (116-118).
Hymepuuka u ¢yHkumonamHa paBHotexka m3melhy Th1/Thl7 w Th2/Tregs y mepuanekcHuM
uHramatopuuM uHUATpaTuMa oxapelhyje o0uM mepuanekcHe aectpykuuje. Th1/Thl7
UMYHCKH OJrOBOp HMMa 3Ha4yajHy YJIOTY y TMPOrPECHju MEpUANeKCHHUX Je3uja, 0K cy Th2

auMdonuTH U Tregs oaroBOpHH 3a MpoIleC pernapaiuje y aekcHoM rnepuogoHmujymy (117, 118).

Akamine u capaguuiy (119) y cBojoj cTyauju nokaszanu cy nomMuHanujy B sumgponura
y MaHH(ECTHUM MEPHANIEKCHUM JIe3MjaMa U YKa3alM Ha KJbY4YHY YJIOTY XyMOpPaJIHE UMYHOCTH Y
KacHUjUM (Qa3ama pas3Boja OoJecTH KOje KapakTepHile TeHICHLMja Ka cTrabwinzauuju. Y
XYMaHHM TEpUaneKCHUM Je3hjaMa WIACHTU(PHUKOBAHE Cy Pa3IMUMTE KiIace MMYHOTTIOOyIuHA
(1gG, IgM 1 IgA) kako y MIa3MOIMTUMA, TAKO M Y eKCTpahelrjcKOM MPOCTOpY, MPU YeMy Cy
gG-no3utuBHK mnazmormuty Owimu Hajopojuuje hemmje (120). Luki¢ u capagaunm (110) cy
KBAaHTUTATUBHOM aHAJIM30M 3acCTYIUEHOCTH henuja Koje eKCIPUMHUPa]y HMYHOIJIOOyIuHe
pasnMUUTUX Kjaca Mokasanu jgomuHauyjy 1gG-nmo3utuBHUX henuja y MOHOHYKJIEapHUM
uHmITpaTUMAa, IPU YeMy Cy oBe hemnuje Omie 3acTyrmbeHnje y POKaTHUM Yy OJTHOCY Ha nudy3He
unpwmirpare. [lojaBa Bemukor Opoja B mumdonurta, a Hapounto |gG-mosutuBHUX hennja,
yka3yje na ¢okaaHu HMH(UATpAT HacTaje Kao mocienuia ersauepOanuje mporeca. [locroje
nojgany U Aa cy 1gG-no3uTUBHU MIa3MOLUTH 3HAa4YajHO OpOjHUjU y IMcTama y mopehemy ca
rpanyiomuma. OBakaB Hajna3 ynyhyje Ha Moryh 3Hadaj oBux henuja y eBOJyIHjU TTepUATIEKCHIX

nesuja (121).

HeyTpo¢uiiHu rpa”yJIONUTH NPEACTaBIbajy ,,IIPBY JUHU]Y OA0paHe 01 OaKTEepPHjCKUX
nH(peKIrja, Te Cy 3HaYajHU Yy NMaTOTCHE3U MEePUaNeKCHuX je3rja. Y ciaydajy aa ce nHpeKIuja u3
KaHaJla KOpeHa MPOLIMPH Ha TEPHANIEKCHU PETHOH HEYTPODHIN MOTY Jla STMMHUHUINY OaKTepuje

nporecoM ¢arouutose (25, 122). [lopen npoTeKTUBHE, NPOIYKIUjOM PA3IHUYUTUX MEAMjaTOpa
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HEYTPOQWIN OCTBapyjy 3Ha4ajHy yIOTY W Yy TPOTPECHjU alleKCHOT TIEPHUOJAOHTHTHUCA.
[Iponykumjom neykorpujera B4 u mpocrammanauaa E2 u 12 HeyTpodwiHH TpaHyIOLUTH
akTHBUpajy octeoknacre (2, 6, 7). Ilopex Tora, akTMBUpaHH HEYTPOPUIM HPOLYKYjy IpO-
undnamaropue uurokmue (IL-1, IL-6, TNF-a m RANKL) koju WHTEH3UBHpAj]y pPECOPILHjY
aJyiBeoJiapHe KOCTH U XeMoTrakThuke ruTokuHe (IL-8) Koju cy 3HauajHu 3a aKyTHY ersamepoarujy
nepuanekcuux Jesuja (123-125). Hakon ob6aBibeHe yiore, HEYyTpohHIM yYMHPY Ha MECTY
uH(pIamanyje TA€ W3 CBOjUX  IUTOIIA3MAaTCKUX  TpaHyma ociobahajy  marpukc
METAJIONPOTENHA3e, TMPOTEOIUTUYKE EH3MME OJATOBOPHE 3a JECTPYKIHjy ekcrpahenujckor
Mmarpukca Be3uBHOr TkuBa (126). PesynraTu paHMjux CTyadja TOKasand cy jaa je Opoj
HEYTPOQWIHUX TpaHYJIOIMTa 3Ha4yajHo Behwm y cumnroMarckuMm y mopehemy ca
aCUMIITOMATCKMM Jie3WjaMa, Kao H Jla TO3UTHBHO Kopenmupa ca OpojeM wmakpodara y

nepuanekcHoM peruony (118).

IIpucyctBo Makpodara je on H3y3eTHE BAKHOCTH y 3alITUTHUM peaklyjamMa TOKOM
WHULMjalje, Mporpecuje M aKyTHe ersanepOalyje XpOHHMYHUX 3ala/beHCKUX Jie3uja.
Maxkpodaru npezncraBibajy MOHOHYKJI€apHe (aroiuTe 4uja je mpuMapHa QyHKIMja Garomnurosa.
Kapaktepuie ux npoaykuuja OpojHUX Meaujatopa, Melhy kojuMa Cy HajBaXKHHUjH JIEYKOTPHU]EHH,
NpPOCTArNaHANHE, MAaTPUKC MeTanonporerHasde u uurokunu (127). Ipo-undpnamatopuu (IL-1,
IL-6 u TNF-0) u xemoraktuuku 1utokunu (IL-8) nHTeH3uBHpajy necTpyKiujy excrpahenujckor
MaTpUKca BE3MBHOI TKHBa, PECOPIIM]Y KOCTH W BacKylapHe peakiuje y TKuBY (8).
HcrtoBpemeHo ce MmojayaBa CHHTe3a MpoTeMHa akyTHe (aze koju ca |L-6 crumynumry
NpoayKIHWjy (akTopa CTHMYyJaldje KOJIOHHja TpaHyjaonmuTra M Makpodara (enrn. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF) (128). Makpodaru Takohje umajy aHTHTCH-
npe3eHTyjyhy yJaory u 3Ha4ajHu Cy y MHHIHUjaluju uMyHckux peakiuja (129). Ioctoje mogamu
na je 6poj Makpodara 3HauyajHo Behu y je3ujama y kojuma nocroju joMmuHanuja T numdonura y

onHocy Ha B mumdornute (130).

Jenapurcke hemmje (emrm. dendritic cells, DCs) o6e36ehyjy CD4" T muMdormtima
aHTUTeH-CeUPUYHN ,,curHAT 1 W KOCTHUMYNAaTOpHH ,CUTHan 2%, 00a HeomxoaHa 3a
akTUBanMjy W npoiudepannjy antureH-crnerupuunux T numdouurta. DCs o6e36ehyjy u

nomatan Tpehu curnan (,curHan 3°), Koju ycMmepaBa IMOJapu3alijy CTEYEHOT HMYHCKOT
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oarosopa y mpasity Thl, Thl7, Th2 wmm Treg mumdonura (Cxema 6) (131). YV nepuanekcHuM
Je3djama IMoKa3aHo je MPUCyCTBO U 3penux u Hespenux DCs (118). Bpojuu Meaujaropu, Koju Cy
no3Hatd kao wmarypanuoHu crumynycu DCs (IL-18, TNF-a, IL-6, npocrarmanaun E2)
NPUCYTHU Cy y HUHGIAMHPAHOM TMEPUATICKCHOM TKHBY TIjie OMOryhyjy HHXOBO JIOKQJTHO
ca3peBame, Koje ce Manudecryje excrpecujom CD83 momekyma (2, 132). Behuna CD83
He3zpenux DCS HakoH mperno3HaBama aHTUTEHA y IMEpHUANleKCHUM Jie3ujama Mpesasd y 3peo
OOJIMK W MHUTpUpa Yy peruoHaiHe iuMQHE YBOpOBE, T MPE3CHTYje AHTHIEH HAWBHUM T
auMAOUTHMA U MHAYKYje criennduyaH HeayIapHd UMyHCKH oaroBop (132). V nepuanekcHuUM
ne3ujama npucyTtHe ¢y u miasmonutouaHe DCs (115). Kako je mo3naro na ose henuje kao
OJIrOBOpP HA AHTHICHE BHPYCHOT MOPEKJIAa CEKPETYjy BelMKe KoiamuuHe uHTepdepona tuma |
(enrn. type | IFNS), npernocrasba ce Ja MMajy 3Ha4ajHy YJIOTY Y HMAaTOTCHE3U IMEPUANCKCHUX

ne3uja u3a3Banux Bupycuma (133, 134).

Antigen Processing Antigen Presentation and
Th Cell Polarization

Antigen

DC CD4" T Cell

Cxema 6. IMonapusanuja CD4" T numdouura y npasuy pasiduuTuX cyGIomy/amuja
noMaradykux 1 JuMmdponura mnocpeacTBoMm jaenapurckux heamja. Jlenapurcke henuje
06e3belyjy CD4" T nmumdormruma 3 curHanma: aHTHTeH-cenM(WYHM ,cHTHAT 1 1
KOCTUMYJIATOPHU ,,CHTHAI 2, KOjU Cy HEOIMXOJHM 3a aKTHUBAIH]y W Tpoiudepannjy aHTUTEH-
cneuupuyaux T mumdorura, u gomatHu Tpehu curnHan (,curHan 3°), KOju ycMmepasa
MoJIapu3aliijy CTEUYEHOr HMYHCKOT OJAroBOpa y mpaBily pasnuhutux Th cyOmomynaimja.
(mpey3eTo ca Www.physrev.psysiology.com)
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[Ipucycteo NK hesmja y XymaHuM mnepuUaneKCHUM Jie3rdjaMa MokazaHo je jom 90-tux
roJMHa Tpouwior Beka. Mmak, W najbe je HEMO3HAaTO Ja M M Kako oBe henuje yTHdy Ha
MaTOreHe3y aleKCHOT MepHoAoHTHTHCA. [IpeTrnocTaBiba ce Ja KOHTPOJIUILY IIUPEHE BUPYCHUX
uH(}eKIMja U3 KaHalla KopeHa 3yoa y nepuarnekcHo TkuBo (135). bananc u3mel)y aktuBanmoHux
1 uHXHOuTOpHUX penentopa peryiume aktuBHocT NK hennja (Cxema 7) (136). HajsHauajuuju
peuentopu NK hemuja cy: NKG2D akrtusarmonu perenrop u KIR (enrm. Killer cell Ig-like
receptor) u CD94-NKG2 unxubutopuu peuenrtopu (137). Axruaruonu pereniropu NK hemmja
Npero3Hajy BUpPYCHE, omTehemeM WHIYKOBaHE W TyMOp coenuduyHe JIMTaHae, 0K
uHXxuOuTOpHU peuentopu npenoznajy MHC monekyse | kiace u i UXOBO aHTaKOBambE CIpevaBa
aktuBaijy NK henuja (138). IIpeno3naBame orreheHux mim ,u3MemeHux henuja mokpehe
MOJIAPU30BaHy €r30IMTO3y IMTOIUIa3MaTCKUX rpaHyna npaheHy ocmobahameMm mepdopunHa u

rpan3uma (112).

Activation Receplor

NK Cell

.
/@ é““’ .
s X0, @

o

Inhibitory Receptor

NK cell responses amre detemmined by the integration of signals
from inhibitory and activation receptors

Cxema 7. Hutorokcuunoct NK hennja oapehena je 6anancom msmel)y nHXuOMTOPHUX U
AKTHBANIMOHUX CHUTHAJA. AKTHBAIMOHW CUTHAJI ca omTeheHWX Wi ,,A3MeHheHuX " henuja
nokpehe er3onuMTo3y LMTOIJIA3MATCKUX TIpaHyia, mnpaheHy ocinobahamem mnepdopuna u
rpaH3uMa. AIMoONTo3a IMJbHE henmje HAcTyma Kao TIOCHeIuIla aKTHBHOCTH TIpaH3MMa.
WNuxuburopuu penenropu Ha NK henujama npenosznajy MHC monekyne | kimace u BHXOBO
aHTaxoBame crpeuaBa aktuBanujy NK henwja, 0HOCHO HeaHra)koBame OBHX pelenTopa
darmmmurrpa NK muroTokcuunoct. (mpeysero ca Www.research.peds.wustl.edu)
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1.3. IL-33/ST2 curnajuu myt

['7aBHU 1MJb HALIIET UCTPAXKUBAMbA j€ UCIUTHUBAbE yiore U 3Ha4yaja |1L-33/ST2 curnansor myra
y HaTOTeHe3M INEepHANeKCHUX Jie3uja. 3aTo y YBOIHOM Jely JIeTaJbHO JIETaJbHO O0jallmkhaBaMo

rpahy u byukuujy ST2 monekyna u 1L-33, kao u 6uonomike edexre 1L-33/ST2 curnanHor myra.

1.3.1. I'pabha u ¢pyukuuja ST2 mosekyJia

ST2 ren (mo3uar jour u kao T1, DER 4 wnu Fit 1 ren) je uwian IL-1R ¢damunmje perenropa
KOjH je MpBOOMTHO HACHTHU(HKOBaH y muurjuM ¢pudpodmactuma (139-141). Kao u cBu ocraiu
renu oe pamunmje, U ST2 je Ko MUIlIeBa JIOKaIK30BaH Ha 1. xpomo3omy (142), a Ko Jbyau Ha
2. xpomosomy (143). Tpauckpunuujy ST2 reHa KOHTPOJIHIILY JBa TOCeOHA mpoMoTepa. ,,[ opmbu‘
yIpaBjba TPAHCKPUIIMJOM Yy XEMAaTONOETCKUM henMjama, JOK ,,JOBH MPOMOTEP peryJuile
excrpecHjy y ¢uodpoodiactuma (144). Perynanuja ST2 excnpecuje je eBOIYTHBHO KOH3EPBUPAH
nporec, 003MpoM J1a MOMEHYTH MPOMOTEpH KOHTpoiumy ST2 eKCHpecHjy W KOJ JbyIu U KO
mumieBa (145). PasnuumroM TpaHckpunuujom Mumgjer ST2 reHa Hacrajy ABa MoOJEKyla
undopmarnone PHK: kpahwu nyxune 2,7 kb (kmno-6a3HHX mapoBa) 4YMjOM TPaHCIALN]OM
Hactaje conyounHa ¢popma ST2 monekyna (SST2), u ayxu ayxuHe 5 kb 3a TpaHCMeMOpaHCKY
ST2 dopmy (ST2L). Xymauu ST2 reH, y3 oBe aBe dopme, koaupa 1 mRNA 3a BapujaHTHY
dopmy ST2 monekyna (ST2V) (146). Conybunau ST2 MoJeKyn CTPYKTYpHO je XOMOJIOT ca
eKCTpalenyIapHuM peruoHoM ST2L, ocum nonaTHUX 9 aMHMHOKHCENIMHA JIOKaau30BaHUX Ha C-
TepMuHATHOM Kpajy sST2 monekyna (147). HemaBHo je mokazano nma je ST2L wmonekyn
memOpaHcku perentop 3a 1L-33 (148). Mako je ST2L unan IL-1R ¢amunuje peuenropa, oH He
Be3yje octane wianoBe IL-1 ¢ammnmje nmrokmua (IL-1, IL-1Ra u IL-18) (149-150). sST2
MOJIEKYJT (PYHKIIMOHHMIIIE Kao T3B. ,,MaMaIl"* perentop, Koju Be3uBamweM |L-33 Orokupa meroro
nejctBo y mupkynanuju (Cxema 8) (151). Conyounny ¢opmy ST2 Monekyna cTBapajy MHOTE
hemje y opranmsmy: Th2 mumdbornutu, makpodaru, ¢udpobmactu, henmje kaprmHoma J0jKe,
MHore emopuonanue hemuje (143, 147, 152-153), nok je memOpancka Gopma eKCpuMHpaHa Ha
Th2 numdpouutuma, wmakpodaruma, npeHaputckum henmjama, NK wu NKT henujama,

MacTOUUTHMA, 6a30(MITHIM U e03MHO(WIHUM rpanynonutima (139, 153-154).
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ST2L: membrane-anchored recepter  ST2: secreted receptor

Cell Membrane m
ST2L
0

In serum/plasma
sST2

Cxema 8. TpancmemOpaHncka u coayoniana gpopma ST2 monekyaa. ST2L moneky:n je
MemOpancku penentop 3a I1L-33. Conmybumam SST2 wmomekyn Besyje IL-33 vy
LUPKYJIAlUjU U HAa Ta] HAYMH CIIPeYaBa HEroBo Be3uBame 3a ST2L peuentop. (mpeys3ero
ca www.biomarkerbliki.org)

Benuku Opoj HOBUjuUX cTyamja ykasyje Aa je ST2L monekyn cenexktuBHM Mapkep Th2
aumdormra. Yanagisawa u capagauny (155) cy 1997. ronune npBu mokas3aid KOHCTUTYTHBHY
excripecjy MRNA 3a ST2L y D10 henujckoj nunuju mumijux Th2 mumdonuta, aok je y Thl
muaMju HUje Omno. Ha hemmjckom HuBOy mpucyctBo ST2L mokaszano je ma Th mumdornmruma
KOju mocine ctumynangje npoaykyjy IL-4, IL-5 umm IL-10, gox ra Th mumdonutn xoju
npoaykyjy IFN-y u IL-2 He excnpumupajy. Y3 To, mokazaHo je u jaa je ST2L crabuino
excripumupan Ha memOpanu Th2 numdonura xoju nponykyjy IL-4, nox Huje youen Ha Thl
muMponuTrMa Koju npoaykyjy IFN-y (152).

Naxo je mo3nato na je |L-4 xibyuaH UTOKKH KOjU ycMepaBa UMYHCKHU ojroBop y Th2 cmepy,
nerexkuuja ST2L monekyna Ha Th2 numdpountuma IL-4 nepunujeHTHUX MHILIEBa yKasyje Ja je
0a3uvHa ekcrpecuja oBor reHa HeszaBucHa on IL-4 (152, 156). Mmak, ersoreHa aruiikarmja
pexombunantHor IL-4 wunTeHzuBupa excnpecujy ST2L penentopa M ycMmepaBa HMYHCKH
oaroop y Th2 cmepy (157, 158). Hacynpor Tome, nonaBawe IFN-y, kibyunor Thl nutokuHa,
penykyje ST2L excnpecujy Ha Th2 mumdonutuma. |L-4 u IFN-y ocTBapyjy aHTaroHUCTHYKHU

edekar Ha ekcnpecujy ST2L peuentopa moxaynamujom (yHkiuje ,,momer' mpomorepa ST2L
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rena (158). Moaynamuja ST2L excrupecuje npeko I1L-4 u IFN-y, rmaBaux meaunajropa Th2 u Thl
HMYHCKOT OJIr0BOpa, o0jamimaBa cesiekTuBHO nipucycTtBo ST2L monekyna va Th2 numdonuruma
(140).

Hako cy Opojue cryaumje morBpauie na npucyctBo ST2L muckpumunume Th2 ox Thl
TUMQOIUTA, MOKA3aI0 Ce Jia je HheroBa MPUMEHUBOCT Kao Th2 Mapkepa WIaKk OTpaHHYCHA.
IToctoju cybmonynanuja Th2 nmumdonmra xoje npoaykyjy IL-4 u IL-10, y muma je akTuBaH
tpanckpunuuonu ¢akrop GATA3, a Ha cBojoj MemOpanu He excnpumupajy ST2L. Ose
CD4'ST2L'IL-4"1L-10"GATA3" henuje pasnukyjy ce ox octanmux Th2 numdonuTa mo Tome mTo
He npoaykyjy IL-5 (159).

Excrmpecuja ST2 monexkyna HemMa HUKAaKaB yTHIA] Ha HAcTaHakK WM (QyHKUM]y HAauBHUX T
auMQoIUTa, a BaXKHA je 3a akTuBanujy epexkropckux Th2 numbonura. Trajkovic u capaaHuim
(140) nokazanu cy Aa y HEHTPaIHUM U niepudepHUM JTUM(OHUM OpraHuMa 31APaBHX ST2'* u ST2
" Muwesa nema pasznuke y 6pojy Th2 nmumdornura koju npoaykyjy IL-4, IL-5 u IL-10, xao u na
onokupame ST2 perientopa IpUMEeHOM aHTU-ST2 aHTUTENNa HE Meha 3Ha4ajHO Opoj oBuX hemnuja.

Henenmja wim Omokama ST2 pemenropa cympumupa Th2, a mpomosumie pa3zBoj Th1/Thl7
MMYHCKOT oAroBopa. Ha Taj HauMH ocTBapyje ce MpOTEeKTHBHA WM MPOWH(IaMaTOpHA yJora y
MATOr€HEe3U Pa3IMYUTUX OOJIECTH y 3aBUCHOCTH O] JOMHUHAHTHOT UMYHCKOT OATOBOPA KOJHU j€ Yy
OCHOBM OBUX 00oJbema. Brown u capaguuim (160) nokasanu cy aa nenenuja ST2 CUrHaIHOT
myTa Toropmasa aujadeTec MHIYKOBaH BUIIECTPYKHM MaJHM Jl03aMa CTPENTO30TOIMHA (€HTII.
multiple low dose streptozotocin, MLD-STZ), koju ce pasBuja kpo3 Thl/Th17 wumyHcku
OJIrOBOpP, IITO je MoTBpheHo noehameM JeYKOIMTHOT HHMITPATa y MAHKPEACHUM OCTPBIMMA.
VY mumijem Mojieny KapliMHOMA JIojKe Jieneluja rena 3a ST2 Mosekya ojiaxke 1ojaBy Tymopa U
ycropaBa EEroBy Mmporpecujy monapusyjyhu umyncku oxarosop y Th1l/Th1l7 cmepy (161).
Taxohe, mokazano je ma Omokupame ST2 perenTopa MPUMEHOM aHTH-ST2 aHTHTENA PEayKyje
uHpnamanujy |y miayhuma — y3poKOBaHY — PECIHUPATOPHUM  CHHIUIM]ATHUM  BUPYCOM
npeycMepaBameM mretHor Th2 y 3amrutau Th1 umyHcku oarosop (162).

Oynkmnuja comyormtHor ST2 MoJIeKyIa joll YBeK HUje Y MOTIIYHOCTH pa3jammeHa. [To3Hato je
na sST2 Oinokupa TPOAYKIM]Y 3amabeHCKuX Meamjatopa wmakpodara (141). Besusame
munonoiucaxapuaa (euri. lipopolysaccharide, LPS) 3a ,,penentop cinuuan tony 4 (enria. Toll
like receptor, TLR4) na memOpanu wmakpodara WHIyKyje CHHTE3y W MNPOAYKIH]Y IIpoO-

nHpmamaropaux mutokuHa IL-13 w TNF-o. OBu mnutokmuu y ¢ubpodIacTUMa HHIYKY]Y

26



cuHTe3y U cekpenyjy sST2 monekyna. sST2 cmamyje excnipecujy TLR4 Ha makpodaruma, unme
penykyje mpoaykiujy npo-unpiaamaropuux rurokuna IL-1p, TNF-o, IL-6 u IL-12 (Cxema 9).
HctoBpemeno, sST2 He yTuue Ha MPOAYKIH]y aHTH-UHIaMaTopaux Menujatopa 1L-10, TGF-f,
Ka0 HU Ha TNPOJAYKIMjy a30THOr okcuaa (enrs. nitrogen oxide, NO) y wucrom wMmomeny
crumynaigje LPS-om (141, 163). Jlakie, MomayjiMpameM aKTHBHOCTH Makpodara SST2
(GYHKIMOHHIIIE KA0 MEXaHU3aM ,,HEeTaTUBHE MOBPATHE CIIpere™ 3a crpeyaBambe HEKOHTPOJMCAHE
3anajbeHcke peaknuje. I[lopen wnaBemenor, sST2 wuma aHTU-MH(IAMaTOpHY yiaory U Yy
obospeuMa mocpenoBanuM Th2 UMyHCKHM OIroBOpoM, kao mTo je actMa (164). BesuBamem
ciobogHor 1L-33 comybunau ST2 monekyn O10KHMpa HEroBo Be3uBame 3a ST2L penenrtop u

cripedana Ioyiapu3anujy uMmyHckor oarosopa y Th2 cmepy (151).

KU’S

3572 Iinhibits
inflammation

anti-ST2 Ab
exacerbates
inflammation

CxeMma 9. Ytunaj sST2 mosekyiaa Ha aktuBanujy makpogara. Conyounaun ST2 monexyn
cMmamyje excripecnjy TLR4 Ha Makpodaruma, unMe peayKyje CeKperujy mpo-uHpIaMaTopHuX
mutokuHa IL-1B, TNF alpha, IL-6 u IL-12 u ocTBapyje cBoje aHTH-WH(IAMATOPHO JEjCTBO.
(Trajkovic et al. Cytokine & Growth Factor Reviews 2004; 15: 87-95)
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1.3.2. Crpykrypa u ¢pynkumja |L-33

IL-33 (mo3matr um kao C90ORF26, DVS27, NF-HEV wu IL-1F11) npBu mnyr je
unentudurkoan 2005. ronune, kaga cy Schmitz u capagauim (148) ananusupajyhu unanose IL-
1 cdammuje otkpunu nurang 3a ST2L koju MHTEpakIMjoM ca PEeLEenTOPCKHUM KOMIUIEKCOM
uaaykyje Th2 wumyHcku oaroBop. OBakBo xenoBame IL-33 je y cympoTHOCTH ca
KapakTepucTukama apyrux mnutokuHa IL-1 damumumje, IL-1 u IL-18, koju ctumynumy Thl
uMyHCcKkH oaroBop. Kacuuje je ycranoBsbeHo na je |L-33 mmeHTnuan HykieapHOM (akTopy
BeHyJa ca BHCOKMM eHjotenoM (eHri. nuclear factor of high endothelial venules, NF-HEV),
KOjH je TOBe3aH ca XPOMAaTHHOM M PETYJHINEe TPAHCKPHIILIHUjy, TAKO J1a UICTOBPEMEHO Jenyje U
Kao IUTOKHH U Kao HykieapHu paxtop (165).

I'en 3a IL-33 nokanu3oBaH je Ha 9.-oM XymaHoM, a 19.-om munijem xpomozomy. OBu
reHu Koaupajy npoteuHe ox 270, omHocHO 266 amuHOKMcenuHa, Mosekyicke TexuHe 30 kDa.
N3zmelhy xymanor u mutijer 1L-33 noctoju 55%-tHa ctpykTypHa xomosoruja (151).

IL-33 KOHCTUTYTMBHO je EKIpUMHUpaH y MHOrUM TkuBuUMa (rwiyha, Mo3ak, KOXa,
KHYMEHA MOJK/IMHA), IPH YeMY CY HETrOBHU TJIaBHH U3BOpU (HHOPOOIACTH, CHIOTEIHE U SIUTEITHE
hemmje (163, 166). Koxa mumeBa je mpucyraH W y Makpodaruma, JSHIPUTCKHM M TJIATKO-
mumuhanm henujama (148, 151). ¥V oxcycTBy nmpo-uHGIaMaTOpHUX [IUTOKHHA U MH(IaMaIuje
JIOKAJIM30BaH je y je/ipy, TJIe je 3a XpOMaTHH Be3aH KPaTKUM MOTHBOM JIOKaJIM30BaHUM Ha aMUHO
kpajy monekyna (N terminus), koju je xomonoran XeprecBupycHoM mpotrenny LANA (eHri.
latency associated nuclear antigen) (165, 167). HeoGpahenu IL-33 je Owonomiku akTWBaH
MOJICKYJT KOJH CBOjY aKTHBHOCT OCTBapyje mocpeactBoM gomeHa ciauyHor IL-1 (enrm. IL-1-like
domain) nokanuzoBaHor Ha KapOokcutepmMuHaTHOM Kpajy (C terminus). IL-33 ce macuBHO
ociobaha u3 henuja HaKOH HUXOBOT olITehema WM HEKpO3e M allapMUpa UMYHCKH CHCTEM O
MOCTOjamy JAECTPYKIIMje TKHBA MOKpeTameM xemoarpakiuje (168-169). Ocmobohenn 1L-33 ce
3aTUM EH3MMCKU pasrpaljyje jaejcTBoM kacmase-7 u kacmasze-3 (170-171), umume Hacrajy
Ouosiomiky MHAKTUBHHU npoAyktu IL-33. Panuje ce cmarpano na IL-33 Tek HaKOH eH3MMCKe
o0pajie cTuue ONTUMAIHY OHMOJIOIIKY aKTHBHOCT M Ja Kacmasa-1 oOpalyje mpo-I1L-33, nakon
gera Hacraje 3pena gopma IL-33. MelyTum, HegaBHO je MOKa3aHO J1a OBaj €H3UM HHjE Y CTamby

na oopau mpo-I1L-33 (172).
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IL-33 ocTtBapyje cBoje nejcTBO Belyjyhm ce Ha MeMOpaHu henuje 3a XeTEpOAMMEpPHH
peuentopcku Komruieke, kora unHe ST2 pernenrop u IL-1R momohuu mporeun (enmt. IL-1R
accessory protein, IL-1RACP). Curnain ce nocpeacteom TIR nomena IL-1R momohHor nporenHa
u amantepckor myD88 monekyna (enrn. myeloid differentiation primary-response protein 88,
myD88) npenocu yayrap hemuje, aktuBupajy ce IRAK1 um IRAK4 kuHase, koje 3aTum
akTHBHpajy TpaHckpunuuonu (akrop NF-kB w/mmu MAP kxunase (enrn. mitogen-activated
protein kinases, MAPKS), 1 Ha Taj HauYuH WHIYKY]y NPOAYKIH]Y Pa3JIMYUTHX LUTOKUHA H
xemokuHa (Cxema 10) (148, 151). Akruanmja NF-xB unaykyje npoaykuujy IL-1B, IL-3, IL-6,
TNF, CXCL2, CCL2, CCL3, PGD2 u LTB4, a aktuBarjom MAP kunaza (p38, INK u ERK)
npoaykyjy ce IL-5, IL-13, CCL5, CCL17 u CCL24 (140).

Intracellular

/ IL-33 . [L-33
|'
Y"
’ f ' $12 9
/ > Sal <
pro-1L-33 / I1-33 %A ST2

/ — —

pr it o~ SIGIRR

-~ ~

— ~ £ MyD&s \

\ = = {Related
APl - B kytokines and| /
”
\ /AR .\')-—.u\\ khemokines |
f —,
\\ { /“\. ‘."‘\ !
\\ \ / N\ A / /
N / //
~— e
S — P
-~

Cxema 10. IL-33/ST2 curnaanm nyT. IL-33 cBoje nejcTBO ocTBapyje Be3dyjyhu ce Ha MeMOpaHU
henmje 3a xeTepoauMEpHH peENEeNnTOpPCKH KomIuleke kora umHe ST2 pementop u IL-1RACP.
Curnan ce mocpenctsom TIR pomena IL-1R momohnor mporenHa u amantepckor myDS8S8
MoJieKysia mpeHocu yHytap hemmje, aktuBupajy ce IRAK1 m IRAK4 kunaze, koje 3atum
akTuBupajy MAP kunaze n/unn NF-kB.Cony6unuaun ST2 moxe na Bexe |L-33, unme crnpeuaBa
IETOBO Be3MBame 3a MeMOpancku ST2 perenrrop. (mpeyseto ca Www.hindawi.com)
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AxtuBannjy 1L-33/ST2 curnansor nmyrta perynumie sST2 MoJaeKyn MEXaHU3MOM HETaTHBHE
noBparHe cnpere. OH ce y henmjama macoBHO cTBapa u ocnobaha y mpucycTBY HMTOKHMHA U
XEMOKMHA NpOayKkoBaHWX HakoH aktuBanuje IL-33/ST2 curnamuor myra. ComyOmmaum ST2
MoJIeKyn Besyje cinobomau IL-33, u Ha Taj HAYMH CIpeyaBa HETOBO BE3UMBAE 32 MEMOpAHCKU
ST2 peuenrop (173).

IL-33 moxxe na moxynupa GpyHKIMjy cBux henuja koje ekcipumupajy ST2 penentop.

Kao mro je Beh mnomenyro, ST2 moiekyn ce crnenuduyHo ekcnpumupa Ha Th2
auM(AOLUTHMA U MPEICTaBIba BakaH e(heKTOpCcKU MoJiekya Th2 umyHckor onroopa (152, 155).
VYkonuko ce IL-33 nenyje na nHauHe T numdonure onu qudepenunpajy y Th2 numdonure, yak
u y oxacyctBy IL-4 (174). Crumynaumja edexropckux Th2 mumdpornura IL-33 unaykyje
nponykuujy IL-4, IL-5 u IL-13 u xemorakcy Th2 nmumdorura (175-176).

Henauo je mokazano ga NK m NKT hemmje ekcipumupajy ST2 penentop. HMako je
OYeKHBaHO Ja m3azoBe Th2 edekar, Tperman IL-33 unaykoBao je mpoaykiujy u Thl u Th2
UTOKMHA Y 0BUM henujama (175).

IL-33 je cHaxaH aKTHUBAaTOpP MAaCTOIMTA, 0a30(PMIHUX M €03MHO(DUIHUX TpaHyJIOIUTa
(151). Tperupame 1L-33 y macroumTnMa uHAyKYje npoaykuujy IL-5, IL-13, rpaHynomuTHO
MOHOIIMTHOT (pakTopa crumynanuje pacta kononuja (GM-CSF) u TNF-a, u moacruue
ca3peBambe W IMPEKUBJbaBake OBHX henuja y uHpnamupanum TkuBuma (177). Bazodunxu
rpanyinonuTH HakoH ctumynauuje 1L-33 cekperyjy OpojHe nurokuse, ykbyuyjyhu IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-13 u GM-CSF (175). V3 710, IL-33 (yHKIHOHHIIE W KAO XEMOATPAKTaHT
0aszoduna (175, 178). Eozunoduianu rpanynonuti tperupanu |L-33 nojauano creapajy IL-8 u
UMajy MpOayKeH ,, KUBOTHH Bek™ (179).

IL-33 axtmBupa wu aHTureH-npeseHtyjyhe hemumje. Ilpumena I1L-33 ammmudukyje
MoJIapu3alyjy ajlTepHaTUBHO aKTHBMpAaHUX Makpodara u crumynuue npoaykuujy CCL17 u
CCL24 xemoxuna (180). Mayuzumi u capagaunu (181) nokazanu cy na 1L-33 mojactuue pa3Boj
nenaputckux henuja. lenaputcke henuje nobujeHe HakoH crumynanuje 1L-33 cy penoruncku u
(YHKIIMOHATTHO HE3pelle ca CMAamEeHUM KalalliTeTOM aKTHBalWje HauBHUX T TUMQOIUTA, aiu
moryhnomhy nonapusanuje umyHckor oarosopa y Th2 cmepy (182).

O63upom na je ST2 perienTop eKCIpUMUpPaH Ha TOTOBO CBUM helljamMa HMyHCKOT CUCTEMa,
Ka0 W y MHOTMM TKUBMMa u opranuma, |L-33/ST2 curHamHu myr uma BaxHy yJory Yy

maToreHe3u OpojHUX OOJIECTH Y KOjHMa YIJIaBHOM aKTHBaIldja OBOT IyTa MOJACTHYE pa3Boj Th2,
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u uctoBpemeno cynpumupa Th1l/Thl7 umyncku oarosop (151). Volarevic u capaguunu (183) y
CBOjO] CTYOWju UCTUYY NpoTeKTuBHY yiory IL-33/ST2 curmanHor myra y maToreHe3u
Concavalin-om A WHIYKOBaHOT XemaTHTHCA, KOja ce orjela y 3HaudajHujeM omTehemy jerpe,
Behem Opojy MOHOHYKJI€apa y jeTpH, Kao u moBehamy CEpyYMCKHX HUBOA MPO-MHGIAMATOPHUX
muToknHa U Behem Opojy hemmja koje mpoaykyjy TNF-a, IFN-yum IL-17 xom ST2
nepunujeHTHUX MumieBa. HemaBHO je mokazaHo na mpumeHa |L-33 wmHXxuOupa aecTpykuujy
XPCKaBHIE U CHCTEMCKH T'yOWTaK KOCTH, IITO yKa3yje Ha IMOTEHIMjaJHy TEPAIUjCKy HPUMEHY
OBOI' IIUTOKWHA y TpeTMmaHy pecopruuje koctu. IL-33 mpexo ST2 pemenropa crumysuiie
npoaykunjy GM-CSF koju nmenyje Ha mpeKkypcope OCTEOKJIacTa M ycMepaBa HX Y MpaBIly
ca3peBama alTepHATHBHO akTHBUpaHuX Makpodara (184). Ammunucrpanmja IL-33 ybnaxasa
CKCIIEPUMEHTAIHU  ayTOMMYHCKH  eHiedanomujenutuc  cynpecujom  Th1l/Thl7  umynckor
OITOBOpPa M MHIYKIHUjOM alTePHATHBHO aKTUBHpaHux Makpodara (185). Bimokupame ST2
perenitopa MpUMEHOM aHTU-ST2 aHTHTENa peaykyje uHpraManujy y ruiyhuma y3pokoBaHy
PECIIUPATOPHUM CHUHIUIMjaTHUM BHpycoM (162) W HHAyKyje pE3UCTEHIHj)y Ha OakTepujy
Leishmania major xonq BALB/c mumeBa npeycmepaBamwem mrterHor Th2 y samrutau Thl
umyHcku onrosop (186). Kopumiheme pexomOunanTHOr ST2 (hy3MOHOr TPOTEHHA CMambyje
eo3nHOGWIHY WH(IAMaIMjy JUCAjHUX IMyTeBa M cympumupa mnpoaykiujy Th2 nutokuHa y
MHUILjeM MOJIeNly acTMe, Ipe cBera Kpo3 oMmerame mHTepakuuje 1L-33 ca ST2 peuentopom Ha
Th2 mumdonmtuma (187). Puspharaj u capaguuiu (188) meTekroBaiy Cy MOBHUINIEHE BPEIHOCTH
IL-33 y cepymy OosecHuka ca aHa)WMIAKTHYKUM IIOKOM M JIOKA3ajH Jia je MEeXaHW3aM JI€jCTBa
IL-33 gmpexTHa wuHAayKnWja nerpanyianuje IQE-cemsmOmnmcanux wmactorura mpeko ST2
perenTopa, Kojy mparu ociiobahame xucTtaMuHa, MpoTeasa, Mpo-uH(IaMaTOPHUX ITUTOKMHA U
CHHTE3a METa0OJMYKHX MPOAYKaTa apaxuJI0HCKe KHCeNnHe (MpOoCTariiaHAnHa U JICYKOTpUjeHa).
Hctu ayropu nerektoBanu cy mnoBehany komuuuHy |L-33 MRNA y KOXHMM mnpomeHama
MalyjeHaTa ca aToIHjCKHM JePMaTUTHCOM.

Kako je ymora IL-33/ST2 curnajgHor myra Mmo3HaTa y BHIIE Mojena y HWH(PEKTUBHOM
UMYHUTETY, ajleprujaMa U ayTOMMYHOCTH, aJld HUj€ MCIUTHBAHA Yy MATOr€HE3U MepHareKCHUX
Je3uja, cMaTpaqd CMO Ja jé BaKHO IOKa3aTH Ja I Jiesieldja reHa 3a ST2 Monekyn u
aruiikanuja pexkomOuHantHor IL-33 wumajy yTumaja Ha pa3Boj M TOK €KCIEPUMEHTATHO

M3a3BaHUX MEPHUANEKCHUX TpaHyIoMa.
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2. IIJb PAJIA

OCHOBHHU IIWJb IUIAHUPAHOT MCTpaXkuBama je ucnutuBame ynore |L-33/ST2 curnannor

IIyTa y NaTOTe€HE3H MepUaneKkCHUX JIe3uja.
VY ckilagy ca OCHOBHMM LIUJBEM [TOCTABUIIM CMO M ciesiehe eKcriepuMeHTalHe 3aaTKe:

1. Hcnuratn yrtumaj nenenuje reHa 3a ST2 penentop Ha OOMM  IEpUANieKCHE
JecTpykuuje onapehuBameM MOBPIIMHA EKCHEPUMEHTAIHMUX IEpUANCKCHUX Jie3uja
XHCTOMOP(OMETPH]CKMM METOAAMA,

2. Ucnuratm yrunaj nenenuje ST2 reHa Ha MHTEH3UTET TEpHANeKCHE HH(IaMaIyje
onpehuBamemM Opoja paznmuuuTuX UHGIaMaTOpHHX henmuja  (HEYTpOQHITHHX
rpaHysonuTa, Makpopara u IEM(OIMTA) MO MM’ HHIYKOBAHWX MEPHATICKCHHX
ne3uja;

3. Ucnwurartu yrunaj neneuuje reHa 3a ST2 peunentop win crumynanuje 1L-33/ST2
CUTHAJHOT IyTa Ha henujcKU cacTaB €KCIEePUMEHTAJIHUX MEepUaneKkCHUX Jesuja u
JIOKAJTHUX JIMM(HUX YBOPOBA,

4. Vcnuratu yruiaj neneuuje reHa 3a ST2 peuenrtop wim crumynanuje 1L-33/ST2
CUTHAJIHOT IyTa Ha ()EHOTUIICKE KapakTepucTuke T numdouuTa y HHAYKOBAHUM
MIepUAaNeKCHUM Jie31jaMa,

5. Ucmuratn excnpecujy IL-33 m ST2 Momekyna y 3apaBOM TEPHOIAOHTATHOM

** BALB/c mumesa, kao

JUTaMEeHTY U WHAYKOBAaHOM IEpPHANeKCHOM rpaHyjaoMy ST2
U y XyMaHOM IMEpUANeKHOM TKHBY (TIEPUOJOHTAIHOM JIMTAMEHTY, MEePHANEKCHUM

rpaHyJIOMUMa U PaIKCHUM LIUCTaMa).
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3. MATEPUJAJI U METOJIE

3.1. JIaGopaTopujcke ;KHBOTHH>€

OBa crynuja u3BejieHa je Ha MuineBuMMa uucror coja BALB/c (,wild type®, WT) u
MHUIIIEBUMa MCTOT COja ca IUJbaHOM JejennjoM rera 3a ST2 momekyn (,,knock-out” mmm ST2"
BALB/c), mymkor mosna, crapoctu 6 10 8 Hemesba, TenecHe Texkune 15-20 g. ST27" mumesn
nobujenn cy w3 lLlenTpa 3a OMOMEIMIIMHCKA WCTpaXKWBama YHHBEp3UTEeTa y [ J1a3roBy,
spybasuomrhy npod. ap Liew-a (FY, Glasgow Biomedical Research Centre, United Kingdom),
nok cy WT wmumeBun ycTylubeHHM ca VHCTUTYTa 3a MEOUIIMHCKA —HCTPaXKHBamba
Bojuomenuuuncke Axanemuje (BMA) y beorpagy. CBe >XMBOTHMIE OJArajaHe cy IOJ
CTaHJApJHUM YCIIOBMMa y BUBapujymuMma LleHTpa 3a MOJEKYJICKY MEIUIUHY U HCTPAKUBAHE

MatuuHuX henmja dakynrera MEIMIIMHCKUX Hayka YHuUBep3urtera y Kparyjesiry.

3.1.1. MMoctynak no6ujama Knock-out mumiena

Knock-out mMuriieBu mocenyjy jenad win Buiile He)yHKIIMOHATHUX TeHa. OHU MPEACTaBIbajy
uJeanaH aHMMaJHU MOJIEN 3a MpoydaBamke reHa uyrja GyHKIMOHATHOCT jOIll YBEK HUj€ JOBOJHHO
pasjalmeHa WK je CacBHM Hero3HaTa. MeToponoruja ctapama Knock-out muinesa ce 3acHuBa
Ha YHOILIEHY IyTeM BEKTOpa CTPaHOT, HE(QYHKIMOHAIHOT, XOMOJIOTOT T'€Ha Yy eMOpHOHaHe
MatuyHe henuje ca UWIJbEM XOMOJore pekoMOuHamHje U 3aMeHe (YHKIIMOHATHOT TeHa
He(pyHKITMOHATHUM. Y TOKY XOMOJIOTe PeKOMOWHAIM]je J0Jla3u JI0 3aMEHe reHa m3melyy mapa
XxoMmoJorux cekBeHu aBa moinekyia JJIHK koje umajy cnumune mim unentuane nykineoruae (189-
190).

VY najbeM MOCTYNKY CEJIeKIMOHUIY ce€ camMo henwje y KojuMa ce ojurpaia >KeJbeHa
pexomOuHanuja. BekTop caipku U /1Ba J0AaTHA reHa 3a KOHTpOIy pekomOuHanuje: Neo reH,
HOcWIIall pe3ucteHnrje Ha HeomuuuH u TK reH, ren 3a BupycHy TuMuauH knHazy (191-192).
Bekrop ce yOamyje y kyaTypy henuja rajeHux y Meaumjymy KOjU CaJp>Kd HEOMHIIMH, Kao H
ganciklovir mwmu FIAU (enrnm. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-4-D-arabinofuranosyl)-5-iodo-uracil)
KOJU c€ IOJ yTUlajeM TUMHUIUH KHMHa3€ MEeTa0oJIMIly Yy TOKCHYHHU HMpPOAYKT. Neo r'eH ce yBek

yrpahyje y renom henmje, noxk ce TK reH uckaszyje camo kaza ce HE JOTOJU XOMOJIOTa
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pekoMmOuHanuja. henuje pesucTeHTHEe HA HEOMUIIMH, a ca akTuBHUM TK renom Ouhe yHumrTeHe
nomohy ganciklovir-a wiu FIAU. Mehyrum, npexkuBehe cBe hemuje y Kojuma ce ogurpaia

XoMoJiora pekomOuHanuja jep he 6utu pesucrenTHe U Ha HeoMulvH U Ha ganciklovir wim FIAU

(191-192).

3.1.2. BALB/c MuiieBH ca Ii/baHOM Jiejiel[djom reHa 3a ST2

Xomosurotau ST27" muwesn IU3ajHUpaHu cy y nabopatopuju mpod. ap Mekensuja
(Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom)
BEKTOPCKUM HCKJbyuermeM 11/ST2 rena. BekTop je Tako KOHCTpyHCaH Jia yHECEe IT'eH OATrOBOPaH
3a PE3UCTEHTHOCT Ha HeoMmuIMH m3mely nedunucanux mecra: Xbal na yerBprom u BamHI Ha
nerom er3ony T1/ST2 reHa, v Ha Taj HAYUH YKJIOHH BehH 160 YETBPTOT M METOT er3oHa. Bektop
uma 5,1 kb (kuno-6a3uux) maposa koju 00e36elyjy 5° xomonorujy u 2 kb mapa koju 06e36elyjy
3’ xomousorujy ca enmoreHuM T1/ST2 renom. Xomonord KpajeBu HampaBbenu cy PCR
texuukoMm (eurn. Polymerase Chain Reaction), xopumihewem Pfu turbo momumepase

(Stratagene). Xomosoru 5’ Kpaj WHCEPTOBAHOT TI'eHa JOOWjEeH je MOMONy HyKieoTHma: 5’°-

AGTGCATC-TAGAGATACTGATGAGGCACC u 5’-
CTTCTTTCTAGATTATTCAAGTTGGGGCTAT-TAAAAGAAGCC, a xomomoran 3’ Kpaj
nomohy HYKJICOTHA: 5’-CCACCGGATCCT-

TCACAGTTGAAGGTAAGCTCTTGGCTTCAACAAGGG u 5-GGAAGGAAAAAAGC-
GGCCGCGATCTCGCTCCACAGAGATGAGGAACGGCC. Bekrop je IuHeapu3oBaH H
uHcepToBaH y E14.1 emOpuonanne maruune henuje (Alberts et al., 2007). Ox 1600 G418-
pE3UCTeHTHHUX KJIOHOBa moTBphenux Southern anamusom momohy mpobe A, cera 5 je umaino
KOpEeKTHO WHcepToBaH TeH. [Ipobda A je HampaBsbena PCR texmmkom, momohy mpajmepa: 5’°-
TACGTAACCTCCCA-TGTGCAGTCCTTGCTGCC u 5’-GTCACATCACAGGCATGAGGG.
Xubpuanzauujom ca IpoOOM 3a CEKBEHIly PE3UCTEHTHY Ha HEOMMIIMH MOTBpl)eHa je BelnuynHa
WHCEPTOBAHOT CErMEHTa Kao M MPUCYCTBO CaMo jelHe WHCEpIUje. 3aTHM CYy, Y IIUJbY CTBapama
XUMepa, JBE OJf TPETHPAHMX eMOpPHOHATHMX MaTHYHUX henuja yOpusrane y 3,5 mana crape
6nacromucre nodujene u3 BALB/c mumesa. OBako 1o0ujeHn MuIIeBr ykpiitanu cy ca BALB/c

MUIIEBUMA W TEHOTHN eMOpPHOHAJIHUX MAaTWYHHUX henuja je MpEeHOIEH Ha MOTOMCTBO.
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Xomosurotu 3a HedyHKiuoHanmaH T11/ST2 ren noOujeHH Cy y HapeAHHM TIeHepaldjama
WHIICCTHUM CIIaPUBAKHEM XETEPO3HUTOTA.
. /- . . .
VY oBako pobujenum ST2" mumeBMMa HHUje IETEKTOBaHA pasiuka y Opojy hemuja kpBu y
+/+ .
omHocy Ha ST2"" mumieBe. Y3 TO, aHaIU3UpaHe Cy U cyoOmomynanyje tuMdornura y THMYycCy,
CI€3WHU W JIMM(HUM YBOPOBHMMA, M IIOKA3aHO je Jla je HeMa pa3jIhuKe y YKymHOM Opojy

nmumdonuTa, kKao n 'y onHocy CD4/CD8" henmja kox ST2" u kox ST2"" Mumena (193).

3.2. NHaykuuja ekcnepUMEHTAJTHHUX NepuaneKcHMX Jie3uja

[lepuanexkcHe ne3uje HW3a3WBaHE Cy U3JarambeM 3yOHE myiane MaHAUOyIapHUX MoJapa
MUIIIEBAa JEJOBalkby MHKpOOpraHM3amMa yCHE Jymjbe. MUIIeBH Cy  aHEeCTe3HpaHH
MHTpANICPUTOHEATHUM yOpu3raBamem cienche KOMOWHaIMje aHECTEeTHKA:
ketamuaxuapoxiopua (eura. ketaminhydrochlorid; Richter Pharma AG, Wels, Austria; 60
mg/kg Ttenecue texmue) m kcwiaasuH (enri. Xylazine; Lloyd Inc, USA; 10 mg/kg tenecue
Te)KUHE) pacTBOopeHu y crtepuiaHom PBS-y (enrsn. phosphate-buffered saline), mpu demy je
yKynaH BolyMeH umbeknuje nznocuo 100 pl. Hakon anectesupama, MUIleBU ¢y GUKCHPAHU HA
MOCTOJhE 3a MHTEPBEHIIM]E, a 3aTUM je 3yOHa MyJila MaHIuOyJapHOT MPBOT U JAPYror Mojapa
oTBOpeHa y3 nomoh TexHuukor mukpomoropa (W&H Dentalwer, Biirmoos, Austria) ca Ya-ckum
OKpYIJIUM JCHTAJIHUM KapOMIHUM CBpAJioM. BennunHa excnio3uiuje Ouia je mponopLuoHaiHa
UjaMeTpy paaHor aena cepaia. Jla je kanan orBopeH npoBepeHo je Kep urnom Benuuune 8. Ca
UJbeM yOp3aBama HaCcTaHKa Jie3rja MUILIEBH Cy AobOujanu nepopaino 10%-Hu pacTBOp TIIyKo3e

(Zorka Pharma, Sabac, Serbia) npBe JBe HeeJbe HAKOH UHAYKIM]je y iepuoay oxa 14h mo 9h.

3.3. Amukanuja 1L-33

VY ekcrnepuMeHTHMa y KOjUMa CMO HCIHTHBaNIM yrtuiaj npumeHe |L-33 Ha pa3Boj
MEepUANEeKCHUX JIe3uja KOPUCTHIM cMO Mungju pexkomOunantHu |L-33 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; 1 pg/umekuuju) pecycnennoan y PBS-y ca 1% BSA (enrxn. bovine

serum albumin; Sigma, USA), npu uemy je ykymaH BoIyMeH umbekiuje nznocuo 100 pl.
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I'pymu WT mmmeBa ma BALB/c momno3u, m3abpaHo] HaCyMUYHUM H300pOM, HaKOH
WHIYKIIMj€ JIe3Wja WHTpanepuToHeamHo je yopmsraBaH |L-33 y dyetmpu tepmuna: Ttpeher,
IIECTOT, JICBETOT M JBAaHASCTOr JaHa eKcrepuMeHTa. JXUBOTHIE Cy KpTBoBaHe 14.-or maHa

CKCIICPUMCHTA.

3.4. TIaTOXHCTOJIOIIKA AHAJIH3A CKCIICPUMCHTAJHHUX MEPUANNCKCHUX .11e3nja

MuiieBu cy xptBoBaHU y atmocdepu 3acuhenoj nuermierpom (BETA HEM, beorpan)
14.-or u 28.-or 1aHa eKCIEPUMEHTa, HAKOH Yera Cy UM W30JI0BaHe MaHauOyie. Maka3umama je
YKIIOBb€HO OKOJIHO MEKO TKHMBO U HalpaBJbeH Npecek u3Mely AOmUX LEHTpalHuX cekyTuha,
Tako Ja ce Jobujy xemu-maHauOyie. JleBe xemu-manauOyine ¢ukcupane cy y 4%-THu
dbopManmexua y Tpajamy on 24 uaca. HakoH Tora, TKMBO je HCIpaHO TEeKyhoM BOJOM,
noTorybeHo y  gekanuuHat (3%-THa MpaBiba KHCEJIMHA) U OCTaBJHEHO y UWJbY
neMuHepanuzanuje koctu. HakoH 24 wyaca TKuBO je u3BajeHO U3 JAEKaIMHATA, HCIPAHO
TekyhoM BOJIOM U YKalymjbeHO y napadut. JIoHruTyauHanuu npeceuu aedpuHe 4 um q00ujeHu
cy kopuihemem MukpoToma. O cBakor Mullia 000j€H je CBaKH YETBPTH MPECEK XEeMAaTOKCUINH-
eosun (hematoxylin-eosin, H&E) meronom. Ipecenn koju oOyxBaTajy KpYHUILYy M JUCTATHH
KOpEeH MaHIuOylapHOT MpPBOI MOJIapa M HCTOBPEMEHO MpoJiaze Kpo3 anuKaaHu (opamMeH

n3abpaHy cy 3a MATOXMCTOJIOIIKY U XUCTOMOP(HOMETPHjCKY aHATIM3y NEepUANIeKCHUX JIe3H]a.

3.4.1. bojeme xemaTokcuJinHoM u eo3uHoM (H&E)

Ycneauno je 6ojerme napadhuHCKUX TKUBHHUX Ipeceka METOJJOM XeMaTOKCUIMH-e03uH. Ha
MOYETKY Cy IUIOYHIle ca TKMBHUM IIpeceluMa 3arpejane y TepMocTaTy Ha temmneparypu ox 58°C
y Tpajaky on 60 mMunyTta. HakoH Tora ycnemmna je nmemapadvHH3aIMja MOTANAkEM TKUBHUX
uceuvaka y kcuiois 2 nmyta no 10 munyrta. Pexunparamuja je MOCTUTHYTa MOTaNambeM TKHUBHHUX
yceyaka y cepujy omnaaajyhux KOHIIEHTpaluja ankoxona u 1o cieaehum pexpom: 10 munyra y
aricomytHoM ankoxoiry, 10 muayta y 96%-THOM ankoxomy, 3atuMm 1 mMuHYT y 86%-THOM
AJIKOXOJTy, HAKOH Yera Cy MCEUIld MCIHpPaHu 5 MUHYTA y IECTHIIOBaHO] Boau. HakoH ucrnmpama
IUTOYHMIIE Ca TKUBHUM HCeUllMMa MOTOIUbeHe cy 4 MuHyTa y Mayer-oB xemaTokcwinH (Merck).

[Torom cy TKMBHM HCeUlM UCIUpaHu 1 MUHYT y Tekyhoj Boau M Haj3aja cy 00jeHU aTKOXOJIHHM
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eo3nHoM (Merck) y Tpajamy ox 3 munyta. HakoH Oojema ycneauna je nexujaparalja nceyaka
Kako OM ce y muMa YKIOHHWIA Boja. J[pyrum pednma, Mcedly cy MoTanaHu y cepujy pactyhux
KOHIIEHTpalyja ankoxona: Hajupe 1 munyr y 86%-tHOM anmkoxomy, 3atum 10 munyra y 96%-
THOM aJKOXoily M Ha Kpajy 10 MuHyra y amcomyTHoM ankoxony. Hakon Oojema u
JeXuaparaluje yciaeano je mocTynak npocBeTsbaBama Kaja cy ucednu normbend 10 munyra y
MENIaBUHY KCHUJIOJIA U aJIkoxoJia y ogHocy 1:1, a 3atum nBa myta o 10 MuHyTa caMo y KCHJIONy.
Ha kpajy cmo Ha TkuBHe mceuke HaHocwin Kanama Oamsam (Canada balsam, Centrohem,
Cpbwuja) m mpeKkpwiIM UX MOKPOBHUM CTakiauMa. [Ipenapartu cy aHaIW3WpaHd TOJ CBETIOCHUM

MHUKPOCKOIIOM HAKOH 24-9acoBHOT CYLICHA.

3.4.2. XucromopdomeTpujcka aHAIN3a XHCTOJIOMIKUX ITPOMEHa

Xucromopomerprjcka aHanM3a MEpUaneKHOr pernoHa oOyxBara cieaehe mapamerpe:
ne0JpbUHY MEPUOAOHTATIHOT JIMTAMEHTa, PECOPIILIN]Y aJBeoapHe KOCTH y MEPUATIEKHOM PETHOHY
Je31ja ¥ MHTEH3UTET IIepHaneKCHOT HH(IaMaTOpHOT HHQUITpara.

Jle6prHa MepUOOHTAITHOT JIMTAMEHTA U PECOPIIIIHja aJIBeOJapHe KOCTH aHaJU3MpaHa je
kopuithemem mporpama Autodesk AutoCAD 2010. Ilpemapatre cmo, HakoH 0Oojema
XEMaTOKCHIIMH-€03WHOM, TIOCMaTpaiy CBETIOCHUM MuKpockornoMm (Olympus BXS51, Japan;
ysehawe 100x) u QoTorpaducanu aurutanHuMm amaparoMm Bojehu pauyHa na oOyXBaTuMo
npeseo NpBOr MaHAuMOymapHor Monapa. [losbe koje oOyxBaTa MPOCTOp IEPUOAOHTATHOT
JIUTaMEHTa, Tj. IPOCTOp pasrpaleHe anBeosapHe KOCTH Y NMEPHANEKCHOM PErroHy OOeNeKuin
cmo y Paint-y (Cnuka 1.A), Hakon dera cmo (dororpaduje npedarm y ekcrensujy Autodesk
AutoCAD 2010.dxf file xopumhewmem mnporpama Img2 CAD. Ilpe npucrynama Mepemy
NIEPUATIEKCHOT PETMOHA OJPEIHIIM CMO BPEAHOCT pedepeHTHe auHHUje y mporpamy Autodesk
AutoCAD 2010 (Scale=1.0000). 3arim cmo HoBoKpeupane dXf dajiose orBopmim y AutoCAD-y
(Cnuka 1.B) u xopumthewmem omnmuje ,,polyline” o3naumnmm nepuanekcHe perunone (Cmuka 1.C).

[Tomohy ommwmje ,,Hatch permonu cy mapkupanm, a ceiekuujoM rpagupanux peruoHa oapehena

2
je muxoBa BpegHocT (Cimka 1.D). Pesdynrare cMo mpeTBOpHIM y WM MHOXEHEM OIHOCA

wpolyline” permon/pedepeHTHa JTWHHja ca KBaaparoM IpaBe BPEAHOCTH pedepeHTHE JIMHH]E

(Scale=100 um).
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M Bylayer
Layer o]
Type Predefined
| Pattern name | ANSI31

Annotative No
Angle 0
Scale 1.0000
Associative Yes
Area 2.2254

Cxema 11. Cemu-KBAaHTHUTATHBHM MeTO] 3a oapehuBame moBpuIMHE NMepHANEKCHOT
pernona. (A) OGenexaBame MepHaneKCHOr perioHa y nporpamy Paint; (B-D) Merox pana
y nporpamy Autodesk AutoCAD 2010. (Velickovic et al. Ser J Exp Clin Res 2013; 14: 71-
76.)

Ha ocHOBY 100HjeHHX pe3y/aTaTta MH CMO OCMHCTHIHN 1 yonukoBanu (194) kpurepujyme
3a TpaJupame EKCIEPUMEHTATHHX MEepUaIieKCHUX Jie3nja Koa MuiieBa. HoBo-mu3ajHUpaHu
rpallalliOHN KPUTEPUJYMHU TPEJACTaBIba]y 3HAUajHy MPETHOCT y OJHOCY Ha JI0 caja OMNMHCaHe
NeCKpUnTHuBHE MeTrone (Onara, jaka W eKCTeH3WBHa JECTPYKIHMja ajBeoJlapHE KOCTH Yy
nepuarnekcHoM peruony) (195-196), jep HCK/bydyjy CyOjeKTHBHOCT, peayKyjy MoryhHocT
NIPaBJbEha TPELIKU U OJIAKIIAaBa]y HyMEpHUKY Mpe3eHTalH]jy nogaraka. CTaTHCTUYKOM aHAJIN30M
onpehenu cy kBaptuiu 25% u 75% u menujana 50% on monaraka U3 CBHX €KCHEPUMEHTATHHUX

rpyna mro je oMoryhusio rpamanujy nepuanekCHUX Jie3nja, u To Ha cienehu Hahuh:
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I'papyc 0 — Hopmanua xucmonozuja. IlpocTop 3ApaBor Nepuoi0HTAIHOT JTUTaMEHTa;

I'papyce 1 — braca pecopnyuja nepuanexcue angeonapre kocmu. IlepuanekcHu peruoH
3ay3uMa Mame 011 25% TpocedHe BPEIHOCTH MEPUATICKCHIX JIe3Hja;

I'panyc 2 - Vmepena pecopnyuja nepuanexcue aneeonapme kocmu. llepuanekcHu peruox
3ay3uma 25%-50% npocedne BpeIHOCTH MEePUAIeKCHUX JIe3H]a;

I'panye 3 - Jaka pecopnyuja nepuanexcne angeonrapue xocmu. llepuanekcHu permoH
3ay3uma 50%-75% mpocedne BpeIHOCTH IMePUANICKCHUX JIC3H]a;

I'panyc 4 - Excmensusna pecopnyuja nepuanekche angeonapre xkocmu. IlepuanekcHu

PEruoH 3ay3uMa BHUIIC O 75% IMPOCCYHEC BPCAHOCTHU IICPUAIICKCHHUX ne31/1ja.

WHTeH3uTeT nepruanekcHor WHGIaMaTOPHOT MHQHUIATpaTa OIPEIUIN CMO KOpPHIINEHeM
ceemiocHor mukpockora Nikon Eclipse 50i u npunanajyher nporpama NIS Elements D, Version
2.30. Pempe3eHTaTMBHE Ipeceke IMocMaTrpald CcMO Ha yBennuawmy 600X, mpu demy CMO
NepUAaneKCHH PErHOH MOCIHIN BUPTYEITHOM MpPEXoM y nosba aumensuja 10 x 10 um. Y cBakom
O/l OBHUX MOJba OAPEAWIH cMO Opoj uHpmamaropHux henuja (HeyTpODUIHHUX TPaHYJIOLHUTA,
Makpodara u JuM(ONUTA) 32 CBAKU MPECEK MOjeMHAYHO. 3aTUM CMO W3padyHald MpocevaH

Opoj mojenuHUX henujckux TUIOBA MO mm? NepUaneKHux Jiesuja.

3.5. M3os1anuja MoOHOHYK/IeapHuX hejiMja U3 eKciepUMeHTATHUX NePUANleKCHUX Jie3nja U

HEPBUKAJTHUX HHMq)HHX YBOpOBa

YerpHaecTor M JBajJeCeT OCMOI JaHa OJf OTBapama Iyilne MaHAuOYIapHHX MoJjapa
MHUILIEBU CY KPTBOBaHU y atMocdepu 3acuhenoj nuetunerpom (BETA HEM, beorpan), nakon

qcra Cy UM U30JI0OBAaHC NCCHC XCMI/I-MaH,I[I/I6y'J'IC " OCPBUKAITHA J'II/IM(I)HI/I YBOPOBH.

Ca xemu-MaHauMOy/na CMO Maka3HllaMa YKJIOHHJIM OKOJHO MEKO TKHMBO, a 3aTHUM CMO
NXJbUBO TMOJI XHUPYPIIKMM MHMKPOCKOIIOM Y3 ToMoh cKajimena W KHpETe H30JI0BAJIH
MIEPUATICKCHO TKUBO KOj€ OKPYXKyjeé KOPEHOBE IMPBOT M JPYror MaHAMOYJapHOT Mojapa ca
OKOJJHOM KOCTH y 010Ky. M30510Bane 0i1okoBe KOCTH mpedarimim cMo y ernpysete oax 50 ml y3
noxaBambe 5 Ml menujyma 3a aurectujy koju caapxxku 1 mg/ml komarenase tuma IV (eHru.

collagenase type IV; Life Technologies, Carlsbad, United States), 100 ul roseher ¢erananor
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cepyma (eurnm. fetal bovine serum, FBS; Sigma-Aldrich, USA) u 25 ul EDTA (enrm.
ethylenediaminetetraacetic acid;, Sigma-Aldrich, USA) u tpertupanu nx 60 munyra xHa 37°C.
W3nBojene nepuarnekcHe henuvje 3ajeHo ca 6JOKOBUMA KOCTH Mpedanuiiy cMo y enpysete o 10
ml u uenrpudyrupanmu Ha 1500 rpm 10 MuHyTa, HAKOH Yera CMO OJUTHJIM CyNEPHATaHT, TaJor
pecycniengoBain y 5 ml kommiernor RPMI-1640 menujyma (koju caapku GlutaMax 1,25mM,
HEPES i 10% FCS), no6po u3BopTeKcoBaiu M MpomycTiin kpo3 hemujcko curo (enri. cell
strainer, BD Pharmingen, USA). Pa3znBojene henuje nenrpudyrupamun cmo Ha 1500 rpm 10
MHHYTa, HAKOH Yera CMO OJUIMJIM CyNEpHATAaHT M TajJor pecycreHnoBain y 1 ml komrmuieTHor

RPMI-1640 menujyma.

[Tocrymak wm3onanuje henwja W3 LEPBUKAIHUX JUM(PHUX YBOPOBAa HM3BEIM CMO Ha
crenehy HAYMH: HAJIIPE CMO KIIMIIOM IIITPHIIA XOMOTEHH30BAIH JTUM(PHE YBOPOBE U MPOITYCTHIIH
kpo3 henujcko cuto y enpymnety on 10 ml y3 nonaBame 4 ml meaujyma koju caapxu 10 % FBS-
a. OBako pa3zaBojeHe nojeauHayHe henuje uentpudyrupanu cmo Ha 1500 rpm 5 munyTa. 3aTHM

CMO OJUTHIIH CYIIEPHATAHT U Tayor pecycnengoBanu y 1 ml meaujyma ca 10 % FBS-a.

3.6. AHa;M3a mMymyJanuja MOHOHYKJIeapHuX heluja ekcriepuMeHTATHUX MePUANeKCHUX

Je3nja u apeHupajyhux mum¢pHUX YBOpa NPOTOYHOM HMTOMETPHjOM

[TpuMeHOM MTPOTOYHE MUTOMETPHjE OIPEIMIN CMO PEJAaTHBHY, OJHOCHO TPOIEHTYaITHY
3aCTYIJBEHOCT M alcoylyTaH Opoj MOHOHYKJIE€apHMX henMja y NepHaneKCHUM Je3ujamMa u
HepBUKaTHUM JuUM(HUM uBopoBuMa WT u ST2" muurea. OnpehuBasin cmo nporieHat u 0poj
pasnmuuutux cyonomymanuja T mumdonura, B mumdbormra, NK, NKT henmja, makpodara,
JNEHAPUTCKUX M MHjelonaHuX henuwja. Y3 To, UCHUTHBAH je W (yHKUUOHANHU ¢eHotun T
muMmponura. AHaimza je paheHa Ha CBEXE HW30JO0BAaHUM MOHOHYKJIEApHUM henmujama
NEepUanekcHUX Je3nja M JpeHupajyhux nmmpHux yBopoBa. HakoH wuzonamyje, NpuiIMmKoM
Opojama henwuja, oapehuBana je BujadbmiHOCT henmja momohy trypan blue-a moa cBersiocHUM

MHKPOCKOIIOM 1 Y CBUM €KCIIEpUMEHTHMA BHjaOMITHOCT je n3Hocuia uzmehy 90% u 95%.
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3.6.1. bojeme MeMOpaHCKHX MapKepa

Y wupeHTHQUKAIMjU MEMOpAHCKMX Mapkepa 3a (QeHoTunusauujy u oxapehusame
¢dbyHKkIMOHaTHOT (PeHoTHIIa cyOmoIysanyja MOHOHYKJIeapHuX henuja mepuaneKkCHUX Je3dja |
npeHupajyhux JTUMQHUX YBOpOBa INPUMEHCHA Cy aHTH-MHUIIHMja MOHOKIOHCKA aHTUTeNa

pasnuuaute cnenuduanoctu (Tabena 1).

Tadesma 1. IlpumMapHO KOKBYIroBaHa MOHOKJIOHCKA AaHTHTEJ]Aa 32 MNPOTOYHY

HUTOMETPHUjy

CnenudguyHoct

aHTHTeJa ObenexuBau Kuon H3orun IIpousBohau
CD3e PE 145-2C11 IgG eBioscience
CD4 PerCP- Cy™S5.5 RM4-5 1gG2a, k eBioscience
CD4 FITC RM4-5 lgG2a, eBioscience
CD8a FITC 53-6.7 gG2a, « eBioscience
CD8a APC 53-6.7 lgG2a, BD Pharmingen
CD19 FITC 1D3 gG2a, BD Pharmingen
CD335 (NKp46) | PerCP- Cy™5.5 29A1.4 gG2a, « BD Pharmingen
F4/80 FITC BM8 gG2a, BiolLegend
CDl11c PE HL3 IgG1, A2 BD Pharmingen
CD11b PerCP- Cy™S5.5 M1/70 1gG2b, « BD Pharmingen
CD183 (CXCR3) | PerCP- Cy™s5 5 CXCR3-173 IgG eBioscience
CD196 (CCR6) | APC 39-2L17 1gG BioLegend

Ipoueaypa Gojersa MOBPIIMHCKHX MapKepa u3BeieHa je Ha ciaenchn vaumn: Ha 1 x 10°
MOHOHYKJIeapHUX henuja pecycniennoBanux y 50 pl nmydepa 3a 6ojeme (enrn. Staining buffer;
BD) momara je oaroBapayha KOJWYMHA MPHUMapHO KOHYTOBAHWX MOHOKJIOHCKHX aHTHTEa

o0enexeHuX pa3InuuTUM (HIyopeciieHTHUM 0ojama y cieaehum komOuHammjama:
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CD3e PE, CD4 FITC, CD8a APC

CD3e PE, CD183 (CXCR3) PerCP- Cy™s5.5, CD196 (CCR6) APC

CD19 FITC, CD3e PE, CD335 (NKp46) PerCP- Cy™Ss. 5

F4/80 FITC, CD11c PE, CD11b PerCP- Cy™5.5, CD8a APC

CD3e PE, CD183 (CXCR3) PerCP- Cy™S5.5, CD196 (CCR6) APC, RANKL FITC

o > w0 e

MounonykneapHe henuje m30i0BaHe W3 NMEPUANICKCHHUX Jie3Wja M LEPBUKATHUX JUM(HUX
YBOpOBa Cy Takohe MHKyOuMpaHe m ca oaroBapajyhum m3oTunckuMm KoHTpoiama (TabGema 2).
bojeme M30THIICKMM KOHTpOJaMa MOMaXke Jla c€ pasrpaHuyH crenu(uuHo o]l Hecnenu(puaHOT
60jema. CBa aHTHTENA 33 MOBPLIMHCKO 00jeHe, Ka0 M M30TUIICKE KOHTpoJje, KopuilheHa cy y
TaKBUM KOHIIEHTpalMjamMa Ja muXoBa (uHaiHA pa3diakema y CYCHEH3WjU MOHOHYKJeapa
(V=80 pl) 6ymy 1:100. 3atum je Tanor henuja ca aHTUTETMMA KPaTKOTPAjHO BOPTEKCOBAH M OHJIA
je ycienuia WHKyOalMja ca MPUMapHUM aHTHTEIMMa y Mpaky Ha Temmeparypu on +4°C y
Tpajaby 20 munyTta. Ilo uctexky uHkyOamuje ca mpumapHo Heobenexxenum aHTu-RANKL
antuteniom (goat anti-RANKL, sc-7628; Santa Cruz Biotechnology, USA) ycnemuna je
uHKyOaruja ca cekynaapuum antutenom (donkey anti-goat 1gG-B (biotin), sc-2042, Santa Cruz)
y xkoHueHTpanuju 1:400 y mpaky Ha temneparypu ox +4°C y Tpajamy oa 20 munyrta. henuje cy
3aTuMm "ompane" monaBameM 1,5ml xmamHor mydepa 3a 6ojewe (enri. Staining Buffer, BD) u
neHrpudyrupane 5 muayra Ha 2000 rpm. TloToMm je o/uIMBEH CyNpeHaTaHT W Tajor henwja je
pecycniennoBan y 350ul mydepa 3a 6ojeme. Hemocpeano nakon mporeaype 6ojema henuje cy
aHanusupane Ha nporouyHoMm nutomerpy FACSCalibur (BD) momohy CELLQUEST codrrepa
(BD). 3a untomerpujcky ananusy kopuiiheH je peruoH (enrn. Gate) moHonykieapHux henmja y
FSC/SSC mnoty. Perucrpoano je nHajmame 10 000 qorahaja y cBakoj IIATOMETPH]CKO] aHAITU3H.
IMomarm cy amamusupanu nomohy CELLQUEST codreepa (BD) u Flowing 2.5 codrsepa

(Informer Technologies).
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Taodena 2. U3oTuncKe KOHTPOJIE

Ha3uB anTHTena O0enexuBay Kion H3oTun IIpoussohau

Hamster Isotype Control | PE B81-3 IgG2a, BD Pharmingen
Rat Isotype Control FITC R35-95 IgG2a, BD Pharmingen
Rat Isotype Control APC R35-95 IgG2a, k BD Pharmingen
Rat Isotype Control PerCP-Cy™S5.5 R35-95 IgG2a, BD Pharmingen
Rat Isotype Control FITC B39-4 IgG1 A BD Pharmingen

Tabena 3. Kapakrepucruke ¢uiyopecueHTHUX 00eJie:KuBa4a

Ha3uB Iyopoxpoma

CKCIMTAIlMOHA

TajJaCHa AyKHHa

€MHUCHOHA

TajJaCHa AyKHHa

HammoMeHa

FITC (Fluorescein 495nm 520nm 3€JICHU EMUTEP
isothiocyanate)
APC 650nm 660nm IIPBEHU EMUTEP
(Allophycocyanin)
PerCP-Cy™S5.5 488nm 695nm IIPBEHU EMUTEP

3.6.2. UuTpaueyjapHo 60jere HUTOKHHA

Bojerbe HHTpAIleNyIapHiX [UTOKMHA H3BeaeHo je o BD Cytofix/Cytoperm ' MeTomH.

JluteparypHu mojaiu ynyhyjy na ce 3a nobujame henmja xoje mMpoayKyjy HMTOKHHE KOPHCTE

pazmuuute In Vvitro meronme (197-204). YrmaBHOM ce KOPHCTE pPa3IMYUTH TOJUKIOHCKH

aKTUBATOPU 33 MHIYKIM]Y U KapaKTepH3alHjy LUTOKUH/XEMOKUH-TIpoaAyKyjyhux henuja. ¥ oBe

aKTHBATOpE CHaAajy:

koHkaHaBaimH A (Con-A),

(dbuToXemMarTyTHHUH,

cTahUITOKOKHU

eHTepoTOoKCHH P, numononucaxapun (LPS), MoHokioHcka antutena creruduyuna 3a TCR/CD3
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KOMIUIEKC (ca miu 0e3 aHTHTeNa Ha KOCTUMYJaTopHe perenrtope, kao mrto je CD28) u ectpu
bopboa ca kanmujym jonodopom (erria. phorbol esters plus calcium ionophore).

Y oBoMm uctpaxkuBamy henuje cy crumynucHe ca ¢GopOOT MHUPHUCTAT arerar-oM (€HTII.
Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma) u jonomunux-oM (euri. lonomycin; Sigma). Oso
cy Beoma MohHH akTHBaTOpH KOju mokpehy aktuBHOCT mporenH kuHase C (euri. protein kinase C,
PKC) u mH}pnykc joHa Kanmujyma y henujy, ITO HMHIYKYje€ €KCIPEeCHjy IUTOKMHA Yy henuju
NPETXOIHO aKTUBUpaHOj usuonomkum crumyinycuma (Pala et al., 2000). Muky0anuonu nepuon
on 4-6 wacoBa je ajexkBaTaH 3a MHIyKIHjy BehmHe nmTokmHa. [lyxe mHKyOarmje KapakTepHIle
WHTCH3UBHU]JU IIUTONIATOTeHH e(heKaT MOMEHYTHX aKTHBATOPA.

[Ipenopyuyje ce ma ce TOKOM In Vitro crumynamnuje henuja KOpHUCTe HHXHOUTOPH
MHTpAIleNyIapHor TpaHcriopra mpotenna. BD  GolgyStop™ (canpxu momemcun) u BD
GolgyPlug™  (canpxu  6pedenmme  A) cy uHXHOMTOPH Koje mpemopydyje BD
Cytofix/Cytoperm™ nporoxou. [TomenyTn nXHUOUTOPH OJIOKHPAjy UHTpAIlENyIapHU TPAHCIOPT
IITO pe3y/ITHpa aKyMyJalujoM BehrHEe IIUTOKMHA Y CHIO0IIa3MaTCKOM PETHKYIyMy Wi [ omym
komruiekcy. OBo moBehaBa moryhHocT nereknuje henuja xoje mponaykyjy nurtokune. Kako u
MOHEHCHH U OpedenauH A umajy J03HO U BPEMEHCKH 3aBUCaH IIUTOTOKCUYHHU e(eKat, u3iarame
henuja oBUM areHcuma Mopa OMTH orpaHuyeHo. MHkybanuje ca MOMEHYTMM HMHXHOUTOpHMA
ayxe ol 12 yacoBa cy TokcuuHe 3a henuje.

VYmpaso 3ato, paau noBehamwa moryhHocTu neteknuje hemauja Koje mMpoayKyjy HUTOKUHE
kopuctim cmo BD  GolgyStop™ u BD GolgyPlug™ mnpema BD Cytofix/Cytoperm™

IIPOTOKOITY.

3.6.2.1. Crumyaanuja heanja

JenHohenujcke cycneH3uje NMepHaneKCHUX Jie3nja M LEPBUKATHUX JUM(PHUX YBOPOBa
(1x10%ml) cycrenzoBamm cMo y KOMILIETHOM MeIMjyMy ¥ HHKyoupamn Ha 37°C y HPHCYCTBY
5% CO,. VY cycnensujy cy aogatu ¢opoos mupucrar anerar (enrit. Phorbol 12-myristate 13-
acetate, PMA; Sigma; 50 ng/ml) u jomodop (lonomycin, Sigma; 500 ng/ml). Hakon nBa cara
unKyGammje nomar je BD GolgyStop™ (0,7 ul/ml), mro 6Gnokmpa CeKpeumjy LHTOKHHA U
nosehaBa BUXOBY MHTpaLlENylIapHy akymynaiujy. Ilocne mecT catu nHKyOanuje, 1Ba cata camo

ca akTuBaropuma, a cieneha yeTHpu caTa ca aKTHMBaTOpHUMa M MHXUOMTOpPHMA TPaHCIIOPTa,
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henuje cy ompaHe W pecCyCICHIOBaHE Yy KOMIUIETHOM MEIHjyMy, a IIOTOM mpebadcHe y
mwiactuune enpysere (FALCON round-bottom test tubes, BD) 3a umyHO(b1yopeceHTHO 60jerbe.

TokoMm Oojema u dyBama, henuje cMo apxkanu Ha Temreparypu +4°C, y Mpaky.

3.6.2.2. bojewe MOBPIIMHCKUX AHTHTE€HA

Enuronn mOBpIIMHCKMX  Mapkepa Mory Outu omrehenn  ¢Qukcanumjom
nepMeaduIn3aIijoM, 1a je MOBPIIMHCKO 0ojeme yBeK Oospe 00aBuTH npe Qukcaruje hemmja.
Tako je Ha 1x10° hemnja pecycrennoBannx y 50pl mydepa 3a Gojeme (enri. Staining Buffer;
BD) nonara oaroBapajyha KonMuMHA TNPUMAapHO KOHBYTOBAaHMX MOHOKJIOHCKMX aHTHUTEJa
CHEeM(pUIHNAX 32 MOBPIIMHCKE aHTUTCHE PA3IMUUTHX CyOmoIryianuja MoHoHykieapa (Tabena
1). Jla 6u onBojuiu crenuduyHo o HecneruduyHor Oojema hemuje cMO MHKYOHMpaaud U ca
onropapajyhum uzorunckum kontponama (Tabena 2). CBa aHTUTeNa 3a MOBPLUIMHCKO 00jeme,
Ka0 M M30THIICKE KOHTpOJIe, KopuiiheHa Cy y TaKkBUM KOHIICHTpanujama Ja HhHXoBa (pHUHATHA
pasbnaxema, y cycnensuju mononykieapa (V=80 ul), o6yay 1:100. henuje cy unkyoupane 30

MHUHYTa Ha Temieparypu +4°C, y Mpaxy.

3.6.2.3. ®ukcanuja heauja u nepmeaduinuzanuja heaujcke memopane

Haxon mHKyOamuje ca mpuMapHO KOBbYTOBaHUM aHTUTEIMMa, MOHOHYKJIEApH CY ONPaHU
nBa myrta y mydepy 3a 6ojeme (1ml/enpyBern) u nentpudyrupanu 5 muayra Ha 1500 rpm.
Rennjcku Tanor cMo pecycrenosamu y 250ul Cytofix/CytoPerm™ pacreopa (BD Pharmingen)
u uHKyOoupanu 20 muHyta Ha Temnepatypu +4°C. 3atum cmo henuje ompanu 1Ba myra y
Perm/Wash™ mnydepy (BD Pharmingen; 1ml/enpyserr) u nenrpudyrupamu 5 munyra Ha 1500

rpm.

3.6.2.4. bojemwe uuroxknHa y heaujn

Rennjckn Tanor cMo pecycrengoamu y 50 pl Perm/Wash™

nydepa. Jlomamu cmo
mpUMapHa MOHOKJIOHCKa aHTuTena crnenuduuna 3a murtokuue: anta- TNF (APC anti-mouse
TNF, 1gG1; Clone MP6-XT22; BD Pharmingen), antu-IL-6 (PE anti-mouse IL-6, 19G1, «;
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Clone MP5-20F3; eBioscience), aatu-IFN gamma (APC anti-mouse IFN gamma, 1gG1, «;
Clone XM61.2; BioLegend), antu-IL-17 (PE anti-mouse IL-17F, 1gG1, «; Clone 079-289; BD
Pharmingen), antu-1L-4 (PerCP- Cy™S5.5 anti-mouse IL-4, 1gG1; Clone 11B11; BD
Pharmingen) u antu-OPG (goat anti-OPG, sc-8468, Santa Cruz). Kopuctwium cmo u
onroapajyhe wmsoruncke koHtposne (Tabema 2). Ca anTuTena kopuiiheHa cy y TaKBUM
KOHIICHTpalldjaMa Ja mHuxoBa (HHAIHA pa3Oiaxema y cycrneHsuju MoHoHykieapa (V=80ul)
Ooyny 1:100. henuje cMo uHKYOMpanu ca nmpuMapHuM antutenuma 20 Munyta Ha +4°C, y Mpaky.
[lo ucreky umHKyOanuje ca mpuMapHo HeoOenexenuMm aHTU-OPG anTutenom ycnemmia je
uHKyOaIMja ca cekynmapuum anturesnom (donkey anti-goat 19gG-B (biotin), sc-2042, Santa Cruz)
y konueHntpauuju 1:400 y mpaky Ha temneparypu ox +4°C y tpajamy on 20 munyrta. henwmje

cMo 3atum ompamn y Perm/Wash™

nybepy (Iml/enpysern; 1500 rpm 5 munyra). henujcku
Tajor pecycreHgoBamu cmo y 350 pl mydepa 3a Oojeme M aHATM3UPATU HA MPOTOYHOM
UTOMETPY. 3a IUTOMETPHjCKY aHamu3y kopwuiiheH je peruon (eHri. Gate) MOHOHYKJIEApHUX
henuja y FSC/SSC mioty. PeructpoBano je Hajmamwe 10 000 qorahaja y cBakoj IIHTOMETPH)CKO)]
anamu3u. [loganm cy anamusupanu nomohy CELLQUEST codreepa (BD) u Flowing 2.5

copreepa (Informer Technologies).

3.6.3. UuTpaueayjapHo 60jeme TpaHcKpunuuonor paxropa Foxp3

TIpBH KOPaK y OBOj NPOLEAYPH je MOBPIIMHCKO Gojerse CD4 mapkepa: ma 1 x 10°
MOHOHYKJIeapa pecycrnenaoBanux y 50ul mydepa 3a Oojewe (enrn. Staining Buffer, BD
Pharmingen) nonara je oarosapajyha komuumHy FITC-antu-CD4 aHTHTENna y TakBoj
KOHIIEHTPAIMjH Jla HEeroBo (UHANHO pasdmaxeme Oyae 1:100. henwmje cy makyoupane 20
MUHyTa y Mpaky Ha Ttemreparypu oj +4°C ca NOMEHYTHUM aHTUTENIOM, a Takohe u ca
onroeapajyhom m3oturnckoMm koHTposioM. HakoH mukyOauuje, henuje cy ompaHe aBa myra y
nydepy 3a 6ojeme (1ml/enpyseru; 1500 rpm 5 munyTa), a hemujcku Tanor je pecycrneHa0BaH y
2ml xnamHor mydepa 3a ¢ukcanmjy (enra. mouse Foxp3 Fixation Buffer, BD Pharmingen) u
nnkyoupan 30 munyta Ha +4°C y Mpaky. 3atuMm cy henuje ompane JBa myta y nydepy 3a
nepMeabumzanujy (earia. mouse Foxp3 Permeabilization buffer, BD Pharmingen), 3arpejanom
1o cobne temneparype (2ml/enpyseru; 1500 rpm 5 munyra). HakoHn oniBama cyrnepHaTaHTa

yenequna je nepmeadbmwimzanuja hemuja y 2ml mydepa 3a nepmeadbunuszanujy, 30 mMuHyTa y
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Mpaky Ha temrepatypu 37°C. Ilo 3aBpuienoj nakyoOanuju henuje cy onpane y mydepy 3a 60jeme
(2ml/empysern; 1500 rpm 5 munyra). Ha kpajy je ycneauna HHKyOammja ca KO YrOBaHUM aHTH-
muidjem FOXp3 antutenom komyrosanum ca PE (1gG2b; Clone MF23; BD Pharmingen), koje
je mperxomHo pasbiaxkeHo y mydepy 3a 0ojeme Tako Ja HEroBO (PUHAITHO pa3Oiakeme y
cyciensuju hemmja Oyae 1:100. Hakon wunkybOammje (20 MuHYTa y Mpaky Ha COOHO]
temmaparypu) henuje cy ompane y nydepy 3a 6ojeme (2ml/enpyseru; 1500 rpm 5 mwunyTa).
henujcku Tanor je pecycnenmoBad y 350ul mydepa 3a 60jeme ¥ aHATU3WPaH HA MPOTOYHOM
IUTOMETPY. 3a IUTOMETPHjCKY aHanu3y kopuiiheH je peruon (enrn. Gate) MOHOHYKI€apHHUX
henuja y FSC/SSC mioty. PeructpoBano je Hajmame 10 000 qorahaja y cBakoj IIATOMETPHjCKO)]
ananmusu. [loganu cy anamusupanu nomohy CELLQUEST codreepa (BD) u Flowing 2.5
copreepa (Informer Technologies).

3.7. AmyHoxucToxeMujcka anaiau3a ekcnpecuje 1L-33, ST2 u TRAP mousekyJia y muuijem

NEPUANMCKCHOM TKHUBY

Nmynoxucroxemujom cMo oapehuBamu npucyctBo 1L-33- u ST2-nmo3utnBHEX henmja y
MEePUOJOHTATHOM JurameHTy (N=6) u mepuanekcuum nesujama WT wmwumeBa (n=6), xkao u
npucyctBo TRAP-TIO3UTUBHUX OCTEOKJAcTa y MEepUANeKCHUM Jie3njama ST2" u WT mumesa
(n=6/rpynu). [denapaduHucanu ucednu mnepuarnekcHor tkuBa BALB/C muineBa Hajupe cy
KyBaHu 21 MuHyT y nutpatHoMm nydepy (PH=6.0). Hakon Tora, npenapatu cy GUKCHpaHU Cy Y
XJIQIHOM alleTOHY Y Tpajamy oA 5 MuHyTa. Ha mpemapare je 3aTum HaHeT OJIOKaTop XUAPOTeH
nepokcuaa (enrn. Hydrogen Peroxide Block) ca nusbeM MHaKTHBAIMje €HIOTEHE MEPOKCUIA3E.
Hecnennduyno BesnBame MHXUOUPAHO je TPETHPAEM IpernapaTa 0JIOKaTOpoOM MPOTEHHA (EHIIL.
Protein Block). Tako mnpumpeM/beHH HCEUIM TEPUATICKCHOT TKUBA HHKYOMpaHH Cy ca
NpUMapHUM aHTUTEIMMa: 3e4djuM aHTu-1L-33 antutenom (enrn. rabbit anti-1L-33 antibody; sc-
98660, Santa Cruz Biotechnology, USA; pa3onaxemwe 1:100), 3eujum anTH-ST2 aHTHUTEIOM
(enrn. rabbit anti-ST2 antibody; PA5-20077, Thermo Scientific, USA; pazonaxeme 1:500) u
ko3juM aHtu-TRAP antutenom (enri. goat anti-TRAP antibody; sc-30833, Santa Cruz
Biotechnology; pasz6maxeme 1:100). IIpemapatu obenexenn antu-1L-33 u antu-ST2 anTHTEIOM

BU3yenu3oBaHu cy kopuinhewmeM 3eujer HRP/DAB nerekumnoHoOr KuTa 3a HMYyHOXHUCTOXEMU]Y
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(eurn. Expose Rb specific HRP/DAB detection IHC kit; ab80437, Abcam, Cambridge, UK), ok
Cy mpemnapaTu oOenexxeHu aHTH- | RAP aHTHTENIOM HaKOH MHKyOaruje ca OMOTHHUIU3HPAHUM
CeKyHJapHHM aHTU-KO3jUM aHTUTesloM (eHri. biotin conjugated secondary anti-goat antibody;
sc-2042, Santa Cruz; pasonaxeme 1:100) BuzyenuzoBanu kopumhemem 3euyjer HRP/DAB
JETEKIIMOHOT KKTa 3a UMyHoxucToxemujy (Abcam).

[Ipenapare cmo mocmarpanu Kopuctehu ceernocuu mukpockorn (Olympus BX51, Japan).
Cmarpanu cMo Ja Cy MO3UTUBHE OHE henmje kKoje cy Owmiie OpaoH 0oje, OTHOCHO TO Cy Owuie
hemuje 3a koje cMo cmarpaim fa excripumupajy 1L-33, ST2 i TRAP monekyi. [Ipoceuyan 6poj
IL-33- u ST2-no3utuBHUX henuja 1o mm? MepPUANEeKHOT TKHMBA OAPEINIA CMO HaKOH Opojama
henuja y 5 pa3nmmuuTux mpeceka MO Y30pKy W onpehuBama MOBpIIMHA OBHX IIpeceka
kopumihemem mporpama Image J 1.36 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
[Ipoceuan Opoj TRAP-mo3uTHBHHX OCTEOKIAcTa y IMEpHANleKCHUM Jie3hjaMa Ha yBEIHYamby
X400 (enrn. TRAP-positive cells per high-power field, TRAP" osteoclasts/hpf) oapemumu cmo

HaKoH Opojama henuja y 5 pa3nu4yuTUX MOJbA MO Y30PKY.

3.8. UmyHoxucToxemujcka anaan3a ekcnpecuje 1L-33 u ST2 mosekysa y xymanom

NEPUANMCKCHOM TKUBY

Marepwujan 3a aHanuzy n100ujeH je ox 36 OosecHuka, 06a mosa, crapoctu 19-64 roauna,
ca KIMHUYKOM M paguorpackoM AMjarHO30M XpPOHMYHE MepuanekcHe esuje. M3zabpanu
OOJIECHUIIM HUCY HMMalld CHUCTEMCKO O0O0JbeHE KOoje OM MOTJI0 MMaTH YTHIaja Ha Pa3Boj
NepUaneKcHe Je3uje, HUTU Cy Yy TOCIEIHBHX Mecel JaHa MPUMajid aHTUOUWOTCKY Tepamujy.
TxuBo je 100MjeHO MPHIIOKOM eKcTpakiuje 3yoa (N=15) wnu anukoromuje (N=21). Excrpakumja
3yba Owira je WHIAWKOBAHA Yy CJydajy MapoJOHTONaTHje, (PUHAHCKUJCKUX OTpaHUYCHA H
HeZ0cTaTKa MOTHBAlIM]j€ NalijeHaTa 3a XUPYpPLIKA TPETMaH.

KonTtpony cy unHIIN y30pLH MEPUOJAOHTAIHUX JIMraMeHaTa qooujern oa 10 GonecHuka,
oba mona, crapoctu 18-25 roguna. TKMBO 3a aHANM3y H30JI0BAHO j€ CKAIIMEIOM Ca CPEHhe
TpehrHe KopeHa 3/IpaBuX CTAIHUX MPeMoJiapa eKCTPAXOBAHUX U3 OPTOJOHTCKHUX PAa3Jiora.

TkuBO je oMax MOCTaBJbEHO y TPAHCIIOPTHU MEIUjyM Koju ce cactojao ox RPMI-1640

meaujyma (Sigma, Munich, Germany), antu6uotrka (60ug/ml gentamycin-a; ICN, Costa Mesa,

48



CA, USA; 100U/ml penicillin-a, u 0.1 mg/ml streptomycin-a; Galenika, Beograd, Srbija) u
antudyarumuaa  (100pug/ml  amphotericin-a; Sigma) uW CMpP3HYTO y TEYHOM a30Ty Ha
temneparypu -7/0°C. Kpuouceunu nedsprae 5 UM 100MjeHH Cy CY KOpUITheHheM MUKPOTOMA.
NmMyHOXHCTOXEMHUJCKOM aHanmu3oM oxapehuBanmu cmo mnpucyctBo IL-33- u  ST2-
MO3UTUBHUX henuja y XyMaHOM IEpUANieKCHOM TKUBY (IepuarnekcHoM rpanyiomy (n=20),
pamukchoj muctd (N=16) u nepuomontannom suramenty (N=10)). Ilpemapatu cy Hajnpe
(duKcUpaHu y XJAJHOM aleTOHy Yy Tpajaky oA 5 muHyTra. Ha mpenaparte je 3aTuM HaHeT
6nokatop xuaporen mepokcuma (enrn. Hydrogen Peroxide Block) ca nmpem uHakTHBanuje
eHJIorTeHe Tiepokcuaase. HecrenmduuHo Be3wBame WHXHOWPAHO je TPETHPAmEM Iperapara
omokaropom nporenna (euria. Protein Block). Tako npunpemibeHn ucediy nepruanekCHOr TKHBa
MHKYOHMpaHU Cy ca NMPUMapHUM aHTHTEIMMa: OMOTHHWIM3UPAHUM aHTH-XyMaHUM-IL-33 (eHri.
biotinylated anti-IL-33 antibody; ab54384, Abcam, Cambridge, UK; pasonaxeme 1:100) u
3eqjuM aHTU-ST2 antutenom (euri. rabbit anti-ST2 antibody; PA5-20077, Thermo Scientific,
USA; paszomnaxkeme 1:500). [Ipenaparu obenexxenn OnotuHuwimsupanuM antu-I1L-33 anturenom
TPETUPAHU Cy CTPENTaBHANH MepokcuaazoM (enri. streptavidin peroxidase), mok cy mpemnaparu
y KOjUMa CMO UCIMTHUBAIU eKciipecujy ST2 mosekyna MHKyOMpaHU y NMPUCYCTBY KO3jer aHTHU-
seujer HRP komyrara (enri. goat anti-rabbit HRP conjugate). Peakuuja je BH3yenmn3oBaHa
kopuinhewem DAB cymnctpara (enri. 3,3-Diaminobenzidine, DAB) u xemarokcunuHa.
HeraTuBHe KOHTpOJIE YMHWIN CY TIpeNapaTH IMePHareKCHOT TKUBA Y KOjuMa Cy IpuMapHa
aHTHTeNla NpeuHKyOupana ca Onokupajyhum mnenrtumuma (human IL-33 protein fragment,
ab82840, Abcam, UK u ST2 synthetic peptide, PEP-0195, Thermo Scientific) nnu nzocrasbena
U 3aMermeHa ojarosapajyhum msortunckum koutposama (mouse IgG1l biotin isotype control,
ab37358, Abcam u rabbit IgG, ab27472). I1o3uTUBHY KOHTPOIY YMHWIH Cy MpernapaTH 37paBe
XyMaHe KOoKe y KOjuMa je IMyHOXHCTOXEMH]CKH ucnuTana excrpecuja IL-33 u ST2 monekyna.
IIpenapate cmMo nmocmarpanu kopuctehu ceetiocan Mukpockon (Carl Zeiss Axioskop 40,
Jena, Germany). PenpesenrtaruBHe nipeceke dororpaducann cMo gurutanrnum amaparom (Canon
PC 1089, USA). Ipoceuan Gpoj 1L-33- u ST2-mo3urtueHux henuja mo mMm? mepHanekHor TKHBa

u3pavyHaiM cMo y3 nmomoh nporpama Image J 1.36.
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3.9. UmyHodayopecueHTHA aHaau3a Ko-exkcnpecuje |1L-33 u ST2 mosiekyna y XyMaHuM

NepuaNeKCHUM Jie3ujama

JIBoCcTpykHM UMYHO(DIYyOpPECIIEHTHUM 00jemheM HCIUTATH CMO Koje hendje y XymMaHuMm
MEpUANICKCHUM Jie3rjamMa (TIepUAeKCHUM TPaHyJIOMHMa W PaJAMKCHHM ITUCTaMa) KO-
excipumupajy IL-33 u ST2 penentop. XymaHe KpPHUOHCEYKE 3arpejai CMO KPAaTKOTPajHHM
CTajarbeM Ha COOHOj TeMIlepaTypH, a 3aTUM HUX (UKCHPAIH MOTAMABEM Y XJIQJHOM aleTOHY Y
Tpajamy o1 7 MuHyTa. HakoH €KCTEH3MBHOT MCIHpama npenapara y PBS-y (enrn. phosphate
buffered saline), necrieruduuno Be3uBame OJIOKHPAHO je TpeTUpambeM npenapata PBS-om koju
canpxu 1% roseher cepymckor anbymuna (enrit. bovine serum albumin, BSA) y tpajamy ox 30
MuHyTa. Tako MpUIpPEMIbEHH MCEYLM MEPUANIeKCHUX JIe3Hja HajIpe Cy MHKYOMpaHH ca 3€4jhM
anTu-xymanuM ST2 anturenom (Thermo Scientific) y tpajamy ox 90 muHyTa, HaKOH Yera je
ycleauiia WHKyOaluja mpernapara ca: MarapehuMm aHTH-3e4juM aHtutenom obenexxenum FITC-
oM (enri1. donkey anti-rabbit IgG H&L (FITC); ab98492, Abcam; paz6naxeme 1:250) y Tpajamby
o1 60 MuHyTa, OMOTHHUIIN3UPAHUM aHTH-XyMaHuM-IL-33 anturenom (Abcam) y tpajamy ox 90
MHUHYTa U cTpenTaBuauHOM obenexenum PE-om (enri. streptavidin PE; pazonaxeme 1:1000) y
Tpajay o 60 muHyTa. [lokpoBHa cTakia IMOCTaBHJIM CMO Ha MHKPOCKOIICKE IUIOYHIIS
kopuctehn meaujym 3a MoHTHpame (enria. Mounting medium) koju cagpxu DAPI Gojy 3a
Oojeme Hykieyca. Ilmoumne cmo mocMarpanu Ha KoH(poKaaHOM Mukpockony (ZEISS

AXIOVERT Microscope, Germany) u uyBaiu Ha Temreparypu o +4°C.

3.10. Crarucruuka oépaaa mogaraka

[Momanu cy aHaNM3WpaHu KOopHIIhemeM cTaTHCTHYKOT mporpama SPSS Beps3umja 13. Ilpe
CTaTUCTHYKE 00pajie 1mojaTaka, IpBO CMO MCHHTAIM /1A JIU JOOHjeHe BPEIHOCTH UMajy HOpMAJIHY
pacriozieny (BeauuuHa y30pka oapelyje koju heMo TecT KOpUCTHTH 3a Ty MPOBEPY). YKOJIUKO Cy
BPEIHOCTH UMajle HOPMAJIHY pacroielly KOPUCTHIN cMO mapamerapcku Student’s-os t tect, 10K y
ClTydajy BPETHOCTH KOje€ HUCY MMajie HOPMAalHy pacnojelly KOPUCTHIN CMO HemapaMeTapCKH
Mann-Whitney-es Ttect. Pesynratm excrepuMeHTa Cy H3PaKEHH Kao Cpelma BPEIHOCT =+
cragiapaHa rpemka (et Standard Error, SE). 3a craTucTiuky 3Ha4ajHy pa3iuKy y A0OUjeHHM
BpenHoctuMa u3Mmely rpyma cmatpa ce kama je P<0.05, mok je cTaTUCTHYKU BeoMa 3HAYajHA

pasnuka kazna je p<0.01.
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4. PE3VJITATU

4.1. Nenenuja ST2 rena 3Ha4ajHo nojauyapa omreheme ajiBeo1apHe KOCTH M HHTEH3UTET

uH(IaMaTOPHOT HHPUITPATA Y IEPUATIEKCHOM PErHoOHYy

Y 1o caga 00jaB/beHO] W Hama JOCTYIIHOj JIMTEpAaTypH, HHUje mo3HaTta yiora 11/ST2
MOJICKYyJIa y MaTOreHe3H IepuarnekcHux Jjesuja. Jla Oucmo ucnuranu na au geneiuja T1/ST2
MOJIEKYJIa yTHUY€ Ha MaTOreHe3y arneKCHOT MEPUOJAOHTUTHCA KOPUCTHIIM CMO UHOpEIHE MUIIIEBE
BALB/c coja ("wild type", WT, ST2** ) u knock-out (ST2”) muwmese na BALB/c momnosy,
noOujeHe IUJbaHOM JelierujoM reHa 3a ST2.

Ceum ST2" u ST2"* mumesuma, KOjU Cy TMpPEeTXOJHO HACYMHYHO CBpPCTaHH Y
eKCIIepUMEHTAaJIHe TpyIie, OTBOPEHA je MyJIa MPBOT MaHAUOynapHOr Monapa. JKuBoTHE CY
kpTBoBaHe l14.-or u 28.-or gaHa ekcrmepuMeHTa. Y LUJbY NPOIEHE CTeleHa MepHUaneKCHOT
omrehema ajaBeosapHe KOCTU Hajupe je ypalheHa HaTOXUCTOJOUIKAa M XHUCTOMOp(OMETpHjcKa
aHamn3a.

Hekpo3a ropme nosoBuHe 3yOHE TyJie MaHIu0yJIapHUX TPBUX MOJapa YOU€Ha je KO/ ST27"
MuIieBa XpTBoBaHux 14. mana ekcrnepumenta (Cnuka 1. A). YV mepuHoJoHTaTHOM MPOCTOPY
OUIM Cy NPUCYTHU PETKHM MOHOHYKJICApU U T'PaHYIOLMTHU MH(UATpaT. BpojHU rpanyaonuTH
OKO caMor Bpxa KopeHa 3yba (opmupamun cy wukpoarnciec (Cnuka 2). IlpucyctBo
BHIIIC]€TAPHUX OCTEOKJIACTa AY>K pyOa ajaBeosiapHe KOCTH YKa3WUBaJO je Ha MPOIEC PECOPIIN]je
koctu (Cnuka 3).

Hekposa 1iese 3yGHe TMyJine MaHIuOyJIapHHX NPBHX MoJapa yodeHa je kox ST2” mumesa
xkpTtBoBaHUX 28. mana ekcnepumenTta (Cnuka 1. B). YV mepuomoHTasiHOM mpocTopy Omiia je
NpUCYTHAa WMHQUITpalMja MOHOHYKiIeapHuX henuja u rpanynorura (Cnuka 4). TlepuanekcHu
uHnaMaTopHu MHQUATpAT O6MO je mpaheH pecopmijoM anBeoslapHe KocTu. [lemapkarpoHa
30Ha BE3MBHO-TKMBHMX BJlakaHa Ha mnepudepuju TepHarneKcHUX Je3uja Owiia je yecT Haas
(Cnuka 5).

VY nepuosoHTAITHOM TPOCTOPY MoJjiapa ST2"" mumesa youeH je MH(IaMaTOPHU TPOIEC
UCTOT THIIA, ajli CJa0dHjer WHTEH3UTeTa y OJHOCY Ha ST2"" mumese y o0a ekcrepuMeHTalHa

nepuoa (Cruka 1).
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Cauxka 1. Penpe3eHTATHBHU HMceYld €KCIEPHMEHTAJIHUX NEPHANEKCHUX Jie3nja o0ojeHu
CTaHAAPAHUM NATOXHCTONOMKHM OojereM (H&E). JloHrmTyanHamHM Mpecek AWCTAIHOT
KOpeHa MaHIuOYIapHOT MPBOT Mojapa sT2" (meBu mamenm) wu ST2*"* Muma (mecHu manHen)
14.-or (A) u 28.-or mana ox otBapama 3yOHe mynme (B). N — Hekposa 3yone mynmne; DR -
auctanau kopeH (enru. distal root, DR); PDL — nepuononrtaniu auramenT; PL — nepranekcHa

nes3uja; B — xoct (enri. bone, B); yBehame 100X.
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Cauka 2. Jak rpaHyJJOUMTHH HHPUITPAT (MHKpoancuec) y MNePHOTOHTATHOM
NMPoOCTOPY MAaHAMOYJIAPHOT MPBOI MoJapa ST2" muma 14. nana ox oTBapama 3y0He
nyJane. H&E, ysehame mynom 400X.

Cauxa 3. Bumejenapum ocreoksacTu Ay pydoa anBeoapHe KOCTH ST2" muma
14. nana ox orBapama 3yOHe myJume. OCTEOKIIacTU Cy O3Ha4YeHH crpenunama; H&E,
yBehame 600X.
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Cianka 4. MOHOHYK/T€apHO-TPAHYIONATHH HHPUITPAT Y mepuoxoHumjymy ST27 muma
28. nana og orBapama 3yoHe ny.ane. H&E, ysehame 600X.

Cauxa 5. JlemapkanuoHa 30HA Be3MBHO-TKMBHHX BJIAKaHA Ha mnepudepuju
nepuanekcHux Jiesuja 28. nana ekcnepumenta. H&E, ysehame 100X.
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Pesynratu neckpunTHBHE XUCTOJIOTHjE TOTBPhEHH Cy M CeMU-KBAaHTUTATUBHOM METOJIOM
kopurmihemem mporpama Autodesk AutoCAD 2010 u codreepa NIS Elements D, sBep3uja 2.30.

Y mnopehemy ca ST2""™ Mumesuma crarucruuxu 3HauajHO TmoBehame oOmma pecopriiyje
aJIBEOJIApHE KOCTU Yy IEPUANIEKCHOM PETHUOHY ST2" suBotHmba yrBpheHo je 14. nmana ox
OTBapama 3yOHe myimne MaHauOynapHuX npBux Mmojiapa (p<0.05), mok je 28. maHa yodeHO

CTaTUCTUYKMA BeOMa 3HayajHO rnoBehame pecopmiyje y nepuamnekcy ST2" muwesa (p<0.01)

(C'padukon 1).

04 -

HST2-/-

0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -

Beauunna se3uje (mm?)

0,05 ~

14. nau 28. maH

I'padpuxon 1. O6um pecopnuuje ajaBeosapHe KOCTH Y EPHANEKCHOM PErHOHY sT2"
u ST2"" mumesa 14.-or u 28.-or Jana o1 oTBapama 3y0He my.ne MAHAUGYJIAPHHX
npBux MoJjapa. IlocToju crarucTHuky 3Ha4ajHO Beha pecopriyja aiBeoslapHe KOCTH Y
IepHuarneKkcy ST2" muuresa (upBeHm maHenn) y mnopehemy ca ST2*"* mumesuma (nnmaBu
nanenu) 14. maHa excriepuMmenTta (cpeama BpenHocT +/- SE; p<0.05), mok je 28. mana

yTBpl)eHa CTaTUCTHUYKH BEOMa 3HA4YajHO MoBehaHa pecopmiifja KOCTH y TMEepUANeKCHOM

pEruony ST2" mumesa (cpeama Bpennoct +/- SE; p<0.01).

MopdomeTpujcka aHanuza ne6/bUHE NEPUOAOHTAIHOT JIMTAMEHTa U 00MMa pecopIiiuje
alBeOJIapHEe KOCTH Yy TIEPHANIeKCHOM pETHOHY Je3HWja omoryhuna je Trpagupame yOodeHHX
IpOMEHa Ha HA4WH ONWCAaH Yy IMOrJaBjby Marepujal ¥ MeTojae, NpU YeMy je MpOCTopy
MEPUOIOHTAIHOT JIuraMeHTa fojesbeH rpaayc 0 (Cnuka 6. A). CtarucTiuka aHaiu3a mojaTaka

W3 EKCIIEPUMEHTAITHUX Tpyrna oMoryhumia je rpaaupame MmepuanekcHuX Jje3uja opojeBuma oxa 1
10 4 (Cnuka 6. B-E).
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Cauka 6. Penpe3eHTaTHBHY HCeYIlU NMOjeTHHUX IPaayca nepuanekcHor peruona. A) rpagyc 0;
B) rpanyc 1; C) rpaayc 2; D) rpaayc 3 u E) rpaayc 4. H&E, ysehame 100X.

I'pagyc 1 wuje Omo uect Hanma3. buo je mpucyran y cera 12,5% y3opaka. Hajuenthu

Hayla3u OWIM ¢y rpajyc 2 u rpanyc 3, u unHmim ¢y 62,5% cBux y3opaka (Tabena 4).

I'paaupame nepuaneKkcHuXx Jje3uja n ‘ % y3opaka

|
|

Taoeua 4. [IpeBajieHna NojeAMHUX IPaIyca eKCIIePHMEHTATHUX NePUANIeKCHHX JIe3Hja.

56




bpojamem mnojenunux TtHmoBa wHGIamMaTOpHUX henwja (HEYTpOPMIHUX TpaHYJIOIHTA,
Makpodara u auM@doIrTa) Mo jeAUHUIIA TTOBPIIHMHE (mmz) MepUaneKCHUX Jie3rja yTBpheH je
CTaTUCTHYKHU 3Ha4yajHO Behu Opoj HEYTPODMIHUX TPAHYJIOIHTA KO ST2" mumesa y nopehemy
ca ST2"* mumesnma 14. nama ox oteapama 3yGHe myime (p<0.05), 10k je 28. gaHa youeHO
CTaTUCTUYKH BEOMa 3HauyajHO mMoBehame Opoj HEYyTPODUIHUX TPAHYJIOLHUTA Yy TEPUATICKCHUM

Je3njama ST27 skuBoTuma (p<0.01) (I'pacduxon 2).

90 - mST2-/-
* %

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0_

W ST2+/+

Bpoj neyrpoduiaa/mm? (x 10*)

14. nan 28.1aH

I'pajpuxon 2. bpoj HeyTpopMIHHMX TpPAHYJIONMUTA IO jeAWHHWIHM MOBPIIMHE (mmz)
NepHaNeKCHUX JIe3Hja ST2” u WT mumesa 14.-or u 28.-or 1ana ox oTBapama 3yOHe myJme
MaHAuOyJIapHUX NpBUX Mogaapa. Iloctoju cratmctuuky 3HadajHo Behu Opoj HeyTpodmITHHX
TPAaHYJIOLUTA Y TEPUATIEKCHOM PErHOHY ST2" mumesa (upBenn maHenu) y mopehemy ca WT
MunieBuMa (TiaBy nanenu) 14. mana ekcnepuMenTa (cpeama BpeaHocT +/- SE; p<0.05), nok je 28.
JlaHa yO4YeH CTaTMCTUYKH BeoMa 3HauajHO Behu Opoj HeyTpoduiia y nepranekCHUM Jie3njaMma ST2"

Mmuiesa (cpeama Bpeanoct +/- SE; p<0.01).

Naxo cy 6pojeBu makpodara (I'papuxon 3), kao u OpojeBu JumdonuTa MO jeAUHUIH
MOBPILINHE (mm?) NepUanekcHuX Je3nja omim Behu Kox ST2" mumesa y nopehemwy ca sT2*
mumesuma (I'papuxon 4), Huje OWIO CTAaTHUCTUYKKM 3HAYajHUX pasznuka u3Mmehy

eKCIIepUMEeHTaIHUX rpymna 14.-or u 28.51aHa 0J] U3a3ruBama 000Jbema.
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(o))
o
)

W ST2-/-

mST2+/+

(O
o
I

IS
o
1

N
o
I

Bpoj makpodara/mm? (x10%)
= )
) S

o
I

14. mau 28.1aH

I'paduxon 3. Bpoj Makpodara no jexuHuuyn noBpumue (MM?) HepHANEKCHUX Je3dja ST2"
u ST2"" mumesa 14.-or u 28.-or gana ekcrniepuMenTa. He mocroju 3HavajHa paznuka y Opojy
Makpogara y nepuanekcHUM Jienjama ST2" mumesa (upBeHu manenu) y nopehemy ca ST2*"*

MunieBuMa (TutaBu na”enu) 14.-or u 28.-or qaHa o1 M3a3uBama 000JbeHa (Cpeama BpeJHOCT +/-
SE; p>0.05).

14 W ST2-/-

12 - W ST2+/+

Bpoj tumdouura/mm? (x10%)

14. mau 28.mau

I'padguxon 4. bpoj aumdounTa no jeTMHMIN NOBPIIMHE (mmz) nepUuaneKcHuXx Jiesuja ST2"
u ST2""* mumesa 14.-or u 28.-or gana excriepuMenTa. He moctoju 3HavajHa paszimka y 0pojy
mmmdoLuTa 0 MM’ TepHaneKcHuX Jesnja u3Meljy ekcrepuMeHTanHux rpyma 14.-or u 28.-or

JaHa o7 OTBapama 3yOHe MmyJre MaHAuOyIapHuX Monapa (cpenma Bpennoct +/- SE; p>0.05).
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4.2. Jleneumnja ST2 reHa y3pokyje MacoBHH HH(IYKC MOHOHYKJIeapHuX heauja y

NMepUANEeKCHO TKUBO U JIMM(]He YBOPOBE BPaTa HAKOH HHAYKIIUje Jie3nja

CratucTuuky 3Hauyajuo Behm nporenar CD4™ T mumdpomura m rejropanmx CD3*
mumdoruTa Koju excripumupajy xemokuHcke peuentope CXCR3 u CCR6 6mo je mpucyran y
MIEPUANIEKCHOM TKHUBY ST2" mumesa y mnopehewy ca ST2*"* mumeBnma 14.-or (p<0.05;
I'padukon 5), u 28. gmana ox orBapama 3yOHe mynne MaHauOynapHux wmojapa (p<0.05;
I'padukon 6). Huje Ouno cTaTUCTHUKKM 3HAYajHE pa3jiMKe Yy MPOLEHTYalHO] 3aCTYIJbEHOCTU
F4/80" makpodara, NKp46™ NK hemuja, CD8" T mumdporura, CD4 Foxp3* perynaropunux T
mumdorura 1 CD19* B numdornura y nepuanekcCHUM Jie3ujama ST2" u ST2"* Mumesuma 14.-
or nmana ekcrepumenra (p>0.05; I'padukon 5). J[Bamecer ocMor naHa HHUje pErHMCTPOBaHA
CTATHCTHYKY 3HAYajHA PAa3MKa y MPOIEHTYanHoj 3acTymubenoctu CD19" B numdonura mehy
MHUIIIEBUMA eKcriepuMenTannux rpymna (p>0.05; I'padukon 6).

VYkonuko ce aHaau3upa 6poj MOHOHYKJIeapHUX henuja Koje MHPUATPUILY MepHaneKCHU
pPEeruoH, yodaBa ce jacHa, CTaTUCTMUYKM 3HayajHa pasjivka Koja TMoKaszyje Ja je yKymaH Opoj
MOHOHYKJI€apa y TepHanekCHUM Jie3rjama ST2" mumesa 3HauajHo Behu y nmopehemy ca ST2"
MuIeBuMa y oba excnepumeHtaana tepmuna (p<0.05; I'paduxonm 7 u 8). Y3 10, y 00a
eKCIIepUMEHTalHa TEepMHHA Yy IMEpUaNeKCHUM Je3ujama ST2" mumesa 3aGenexen je
CTATUCTHYKM 3HAYajaH MopacT ancomyTHor 6poja CD4™ T mumdonura (p<0.05; Ipaduxonu 7 u
8). UerpHaecTor naHa eKCIIEpHMEHTa y MEPHANEKCHUM Jie3rjaMa HHje MOCTojaja CTaTUCTHYKU
3HauyajHA pasINKa y ancomyTHoM Opojy F4/80" makpodara, NKp46® NK-hemmja, CD8" T
mumponura, CD4'Foxp3” perynatopuux T mumdounura u CD19" B mumdornura mehy
excriepuMeHTanHUM rpynama (p>0.05; I'paduxon 7). [IBamecer ocMmor naHa HHje OHIO
CTATHCTHUKHM 3HAYajHE pa3luKe y arcoayTHoM 6pojy CD19" B mumdonura Mehy Mumesnma

excriepuMeHTanHux rpyma (p>0.05; ['padukoH 8).
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CD4* T anmdonaTa CXCR3* heanje
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I'paduxon 5. Ilpouenat moHonykJeapHux hejqmja y nepuanekcHuM Jje3njama ST2" u ST2"* mumesa
14.-or pama excnmepuMenTa. IlocToju cTaTMcTHYKM 3HadajHo Behm mpomenar CD4” T mumdonura y
TIOMyJIAIMjH MOHOHYKJIeapa u rejroBannx CD3" nuMdormra Koju eKCpHMHpajy XeMOKHHCKE PEIenTope
CXCR3 u CCR6 y nepuarekcunM esnjama ST2” mumesa y nopehery ca ST2™* mumesnma. He mocroju
3HauajHa pasnmka y mpouenty F4/80" makpodara, NKp46™ NK-hemmja, CD8" T mumdonura, CD4 Foxp3*
perymaropaux T mumdonura u CD19* B mumdonura (cp. Bpennoct +/- SE; * p<0.05).
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CD4™* T ammdonnTa CXCR3" hieamje
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I'paduxon 6. [pouenar MoHoHyKIeapHux heanja y mepuanexcaum Jesujama ST2” u ST2"" mumesa
28.-or naHa excrnepuMenTa. ITocToju CTaTHCTMUKH 3HauyajHo Behu mpomenar CD4" T numdorura y
MOMyJIAIMji MOHOHYKJIeapa M TejToBaHnx CD3' nmMdormTa Koji eKcIpuMupajy XeMOKHHCKE PerenTope
CXCR3 u CCR6 y nepuanekcHUM Jie3ujama ST2" mumesa y nopehemy ca ST2*"* mumesnuma. He HOCTOjU
3HauajHa paznuka y npomenty CD19* B mumdonura (cp. Bpeanoct +/- SE; * p<0.05).
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I'papukon 7. Ykynan 6poj Momomykieapuux heamja y mepumanexcuum Jesmjama ST27 m ST2**
muineBa 14.-or nana exkcnepumenTa. [loctoju cratucTrdky 3HadajHO Behu Opoj MOHOHYKJIeapHUX henmja
u anconyTHH 6poj CD4" T nuMdonuTa y mepHanekcHuM j1e3njama ST2"" muwesa y nopehemy ca ST2™
muniesnMa. He mocToju 3HauajHa pasimka y arcoiyTHoM 6pojy F4/80" maxpodara, NKp46™ NK-hemwja,
CD8" T mumpormra, CD4 Foxp3™ perymaropuanx T mumdonura u CD19* B mumdonuta (cp. BpemHOCT +/-
SE; * p<0.05).
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I'padukon 8. Ykynan Gpoj momomyk;ieapuux heamja y nmepmanexcunm aesmjama ST2” m ST2'*
MulIeBa 28.-or JaHa excnepuMenTa. [loctoju crarucTuuku 3HayajHo Behu 6poj MOHOHYKJIeapHUX henuja
1 anconytau 6poj CD4™ T numdonnrta y nepuanekcHUM Je3njama ST2" mumesa y nopehemy ca ST2*"
MumnieBuMa. He mocroju 3HadajHa pa3nmka y ancoiryrHoM 0pojy CD19* B mumdorura (cp. Bpennoct +/- SE;
* p<0.05).

Nunyknmja mnepuanekcHUX Jie3Wja HW3a3Bajia je y JMM(HUM YBOPOBHMA 3HAYajHO
noBehame ynena rejToBaHUX CD3"CXCR3" Thl u CD3"CCR6" Th17 auMdonnTa Koa SsT27
muinesa 14.-or u 28. nana excnepumenta (p<0.05; I'padukonu 9 u 10). [lopen Tora, 14. nana oz
n3a3MBama 000JbeHha PErUCTPOBAHO j€ 3HAa4YajHO IMOBehame MNPOLEHTyallHe 3acTyMJbEHOCTU
CD11c" nenmpurckux hemmja m CD11b" mujenouannx hemwja y numdHEM 4BOpOBHMA sT2”
muiesa. Vcror, 14.-or nana, y nuMmGpHAM YBOPOBHMMA BpaTa HHUjE MOCTOjasia 3HAYajHA pa3iiuKa y
NPOIEHTYanHo] 3acTymbeHoctn F4/80" maxpodara, NKp46® NK-hemuja, CD4", CD8" T
mumbponura, CD4'Foxp3” perynaropuux T mumdounura u CD19" B mumdornura mehy
ekcriepuMeHTaiHUM rpynama (p>0.05; DIpaduxon 9). [IBamecer ocMmor paHa HHje OHIIO
CTATHCTHUKM 3HAYajHe pasnuke y mpomenty CD4', CD8" T mmmdormra, CD4 Foxp3”
perynatopuux T numpomura u CD19" B numdporura mel)y MumeBMMa eKcrnepMMEHTaIHUX
rpyna (p>0.05; I'pajuxon 10). ¥ aumpHUM yBOpOBUMA ST2" u ST2""* Mumena KOHTPOJIHHUX
rpymna Huje Owio 3HadajHe pasmuke (p>0.05) y HpoOIEHTy CBHUX aHAIW3WPAHUX IMOIMyJIalHja

MOHOHYKJIeapa (pe3yJITaTh HUCY TIPUKA3aHH ).
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I'papuron 9. IMpouenat mononykieapuux hemmja y mumduum usoposuma Bpata ST2” m ST2'*
MuieBa 14.-or 1aHa ekcnepuMeHTa. [1ocToju CTaTHCTUYKK 3Ha4ajHO Behw TpoIlieHAT FejTOBaHI/IX CD3*
J'II/IM(I)OI_[I/ITa KOjH eKCIpUMHUpajy XeMmokuHcke pementope CXCR3 u CCR6 u CD1lc’ I[eHIIpI/ITCKI/IX u
CD11b" mmjenonmamx henwja y momynamuju MOHOHYKJIeapa y TMMGHIM YBOPOBHMA Bpata ST27 mumesa y
nopehemy ca ST2 " Mumesuma. He TIOCTOjH 3HayajHa pa3nauka y npouenty F4/80° makpodara, NKp46®
NK-hemuja, CD4", CD8" T mumdonura, CD4 Foxp3* perynaropunx T mumdpormra u CD19* B mumdonuTa
(cp. BpenHocT +/- SE; * p<0.05).
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I'padukon 10. Ipouenar Moxonykieapuux henmja y anmduum usoposuma spara ST2” u ST2"
MumeBa 28.-or JaHa excnepuMeHTa. I10CcTOji CTaTMCTHUKM 3HaYajHO Behw mporeHar rejroanux CD3"
auMdornura koju ekcripumupajy xemokuHcke peuentope CXCR3 u CCR6 y numpHUM YBOpOBHUMa BpaTa
ST2" mumesa y nmopehemy ca ST2*"* MumeBnma. He TI0CTOjH 3HAaYajHa pasiuka y nporenty CD4", CD8" T
mimponura, CD4 Foxp3* perymaropanx T mumdponura 1 CD19* B mumdormra (cp. Bpegroct +/- SE; *
p<0.05).

3HauajHo mosehame yKymHOr Opoja MOHOHYKJIeapHUX henuja y nuMQHMM 4YBOpOBHMA
BpaTa ST2" muuresa perucTpoBaHo je y oba ekcrnepumentainHa tepmuna (P<0.05; I'papukonu
11 u 12). YerpHaecTor qjaHa eKCIIEpUMEHTa Y TUM(HAM YBOPOBUMA ST2" mumesa 3abenexen je
CTATMCTHYKU 3HAyajaH TopacT amcoiayTHor Opoja CD1lc” nemmpurckux um  CD11b”

mujenonauux hemmja (p<0.05; I'padukon 11).
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I'padukon 11. Ykynan 6poj Mmononykaeapunx heimja y aumduum usoposuma spara ST27 u ST2
muieBa 14.-or 1ana ekcnepumeHnra. [loctoju cratucTruky 3Ha4ajHO Behn Opoj MOHOHYKIIeapHHX henmja
u anconytau 6poj CD11c” nenapurckux u CD11b* mujenomnnnx henmmja y numdHUM 4BOpOBHMA BpaTa
ST2" mumesa y nopehemy ca ST2"" mumesuma. He IOCTOjY 3HAYajHa pasjiuKa y arcoJyTHOM Opojy
F4/80" maxpodara, NKp46™ NK-hemuja, CD8" T numdommra, CD4 Foxp3” perynaropunx T mumdonuta u
CD19* B numdonwra (cp. Bpeanoct +/- SE; * p<0.05).
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Uctor, 14.-or manHa, y nuM(HUM YBOPOBHMA HHjEe IOCTOjasla CTATUCTUYKU 3HAuYajHA
pasnuka y amcoiyTHoM Opojy F4/80" makpodara, NKp46® NK-hemmja, CD4*, CD8" T
mum¢poruta, CD4'Foxp3” perymatopuux T mumdounura u CD19" B mumdpornura mehy
excnepuMeHTanHUM Tpynama (p>0.05; I'papuxon 11). [IBamecer ocmor nana HHje OHIIO
CTATHCTHYKH 3HAa4ajHE pa3iuKe y arncolayTHoM opojy CD4", CD8" T mumdormra, CD4*Foxp3”
perynatopaux T mumdormra n1 CD19" B mumdonura Mel)y MuIIeBHMa eKCIIEPUMEHTATHHX
rpyna (p>0.05; I'padpuxon 12). V numbHHM YBOpOBMMA Bpara ST2" u ST2"™ mumesa
KOHTPOJIHUX Tpyna HHje Ouio 3HavajHe pasnuke (p>0.05) y amncosytHoM Opojy CBHX

aHaAJIM3MpaHUX MOMyJalyja MOHOHYKJIeapa (pe3yiaTaTu HUCY MTPUKA3aHH).

MonorykaeapHae heanje CD4* T anmmdonntn
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I'padukon 12. Ykynan 6poj moHonykJjeapuux heiauja y sumMpHuM yBopoBHMA BpaTa ST2" u ST2"
MuieBa 28.-or 1aHa ekcnepumenTa. [loctoju craructuyky 3HadajHo Behu Opoj MOHOHYKJIeapHUX henuja
y JuM(HEM YBOpOBHMA BpaTa ST2" mumesa y nopehemy ca ST2"" mumesnma. He MOCTOjU 3HaYajHa

pasmuka y amcomytHoM Opojy CD4", CD8" T mum¢pormra, CD4 Foxp3® perymartopamx T mumdponuTa 1
CD19* B mumdonura (cp. BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).
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4.3. Jleneumnja ST2 rena nosehasa undayke T mumponura koju npoaykyjy
npo-uHQpIaMaToOpHe HUTOKHHE Y NePHANEKCHO TKUBO H JIMM(pHe YBOPOBE BPaTa HAKOH

HHAYKIHje Je3uja

Hakon mTo cmo youumnu pga 3Hadajuo Behm Opoj T mumdornura wHbUATpHIIE
MEPUANIeKCHO TKUBO M PErHOHANIHE JUM(HE YBOpPOBE ST2" mumesa HakoH UHIYKIHje Jie3uja,
UCIHUTAIH ¢MO (QYHKIIMOHATHU (peHoTHI 0BUX eheKTopcKux henuja.

Kao mro je mpukazano Ha rpaduxony 13, 14.-or nmaHa o oTBapama IIyJIe
MaHAuOynapHux Monapa mnporeHar rejroBanux CD4* T mumdonurta xoju npoaykyjy TNF-a,
IL-6, IFN-y u IL-17 je cTtaructiuku 3HaYajHO BehM y IepHanieKCHUM Jie3ujama ST2" mumesa y
nopehemwy ca ST2""* Mumesuma (p<0.05). He moctoju cratucTuyku 3HavajHa pasziauka (p>0.05) y
npoueHty rejroBanux CD3* T numdonuta koju nponykyjy IL-4 u IL-5 u npouenty rejroBanux
CD8* T numdouura koju mpoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17, a xoju cy uHbuiarpucamm
MIEpUANEKCHO TKUBO ST2" u ST2""* Mumesa 14.-or gana eKCIIepUMEHTA.

JIBasmeceT OCMOT J1aHa EKCIIEPUMEHTa YOUWJIM CMO CTAaTUCTUYKH 3HAYajaH TopacT y
nponenty rejroanux CD4* T mumdonura xoju npoaykyjy IFN-y u IL-17, xao u y npoueHty
rejroBaanx CD3* T nmumdorura koju excnpumupajy RANKL y nepuanexcHuMm se3njama sT2"
MHUILIEBA, JOK je npoueHar rejroBanux CD3* T numdonuta xoju npoaykyjy OPG 6uo 3HauajHO

ehn y nepranekcuom tkuBy ST2"* Mumesa (p<0.05; I'padukon 14).
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I'paguxon 13. IlpoueHatr nMTOKMH mnpoayKyjyhux Jumdpouura y mepuanexkcHuM Je3ujama
ST2+/+ u ST2-/- mumeBa 14.-or gana exkcnepumeHTa. [locToju craTMCTHYKKM 3HaAYajHO Behu
nporeHat rejroannx CD4* T numdonmra xoju mpoaykyjy TNF-a, IL-6, IFN-y u IL-17 y
MepUANIeKCHUM Jie3hjama ST2" mumesa y nopehemwy ca ST2*"* mumesuma. He MOCTOjU 3HaYyajHa
pasnuka y npoueHty rejtopanux CD3* T numdponura xoju npoaykyjy IL-4 u mpoueHTy rejToBaHuX
CD8* T aumdorura xoju mpoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17 (cp. Bpennocrt +/- SE; * p<0.05).
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I'pajguxon 14. IlpoueHar mMTOKMH mpoaykyjyhux Jumdpounura y nepuanekcHuM Jiedmjama
ST2+/+ m ST2-/- mumeBa 28.-or naHa ekcrnepuMeHnTta. [locToju craTHCTHYKM 3HadajHO Behun
nporerar rejroBannx CD4* T mmumdommra xoju mpoaykyjy IFN-y m IL-17, kao m mpouenar
rejroBaanx CD3* T mmmdormra koju exkcripumupajy RANKL y mepuanexkcHUM Je3ujama sT2"

MUIIIEBa, JIOK je mpoueHat rejToBanux CD3* T mumdonmra xoju npoaykyjy OPG 3nauajno Behu y
MEePUATIEKCHOM TKUBY ST2*"* muwesa (cp. BpenHoct +/- SE; * p<0.05).

Kana cMo aHanusupanu MpoOLEHTyalHy 3acTylJbeHocT U arcosyTHu O6poj RANKL- u
OPG-no3uTHBHUX MOHOHYKJIEapHUX henMja Koje ¢y HHUITpHCcase NepuanekCHu peruoH 28.-or
JaHa OJ1 M3a3uBamka 000JbEeHA, YOUMUIIM CMO CTaTUCTHUYKH 3HA4ajaH MOpacT y MPOLEHTY U Opojy
RANKL-no3utuBHEX henuja y nepuanekcHUM Jie3ujama ST2" muwesa, 1ok je mporueHaTt u 6poj
OPG-no3utuBHux henuja 6Mo 3HauajHo Behu y mepuanekcHUM Je3Hnjama ST2*"* muuresa
(p<0.05). Tlopehewem amcomyrHor Opoja RANKL- um OPG-mo3uTHBHHX MOHOHYKJICAPHUX
henuja youen je craructuuku 3Hayajuo Behu RANKL/OPG onmHoc y mepuamnekcHUM Jie3ujama

ST2" muuesa y nopehery ca ST2"* Mumesnma 28.-or nana excrepumenta (p<0.05; Ipadukon
15),
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I'padguxon 15. Ipouenat u ancoayrHn 6poj RANKL- 1 OPG-no3uTHBHHX MOHOHYKJIEAPHHX
heauja y mepuanexcaum Jesujama ST2+/+ m ST2-/- mumeBa u RANKL/OPG oanoc. IlToctoju
CTaTUCTHYKHU 3HA4ajHO BehM MpoleHaT 1 arncollyTHU Opoj MOHOHYKJIeapHUX henja Koje eKCIpuMHupajy
RANKL y mnepuanekcHUM Jie3ujama ST2" muwesa, mox Cy TMpOICHAT U alCoJNyTHH Opoj
MOHOHYKJIeapHHUX henuja koje mpoaykyjy OPG 3nauajHO Behu y mepranekcHOM TKHUBY ST2** Mumesa.
RANKL/OPG oxHOC je cTaTMCTHUKKM 3HaAuajHO BehW y MepHaneKCHUM Jie3ujama ST2" mumesa y
nopehemy ca ST2*"* Mumesnma (cp. Bpennoct +/- SE; * p<0.05).

Nako je uHAayKuMja MEpHANeKCHUX Jie3Mja M3a3Bajia MoBehame NMpoLEeHTa I'ejTOBAaHHX
CD4* T mamdornuta koju poaykyjy TNF-a, IL-6, IFN-y u IL-17 u nponienra rejropannx CD8*
T mumdornura koju nmpoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17 y pernoHasiHuM JTUM(QHUM YBOpPOBUMA
ST2" muwesa, kao u noseharme nporenTa rejroBanux CD3* T mumdonmra koju npoaykyjy 1L-4
u IL-5 y numdpHMM yBOpOBHMA ST2*"* mumesa, HUje OWJIO CTaTUCTUYKHU 3HAYajHUX pas3liuKa

u3Meljy ekcriepuMeHTaIHuX rpymna 14.-or naHa o n3asuBama obosbema (p>0.05; I'padukon 16).
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I'pajguxon 16. Ilpouenar uutoxkuH npoaykyjyhux jumdonnra y 1uMpHuUM 4BOpPOBHMA BpaTa
ST2+/+ u ST2-/- mumeBa 14.-or n1ana ekcnepumenta. He mocroju 3HauajHa pa3iuka y MpOICHTY
rejtoBaanx CD4* T mumdornmra koju npoaykyjy TNF-a, IL-6, IFN-y u IL-17, CD8* T mmmdorura
koju nponaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17 u CD3* T numdouunta xoju npoaykyjy IL-4 (cp. Bpeanoct +/-
SE; * p<0.05).
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JlBazieceT OCMOT JlaHa EKCIIEPUMEHTa YOUWJIM CMO CTAaTUCTUYKU 3HAYajaH IopacT y
nporeHTy rejroBanux CD3* T numdornura koju excripumupajy RANKL y numdauIM 4BOpOBHMaA
Bpara ST2" muwesa, 1ok je mporeHat rejroBanux CD3* T mumdonura xoju npoaykyjy OPG
010 3Ha4yajHO Behu y TMMQPHUM YBOPOBHMA ST2*"* Mumesa (p<0.05; I'paduxon 17). Huje Ouio
CTaTHCTUYKU 3Ha4yajHux pasiuka (p>0.05) y npouenty rejropanux CD4* T numdonmra Koju
npoaykyjy IFN-y u IL-17 mel)y ekcniepuMeHTaIHUM TpyIiaMa.

Y nuM@HUM YBOPOBHMA ST2" u ST2"* mumesa KOHTPOJIHUX Tpyna HHUje OHIo

3Ha4ajHUX paznuka (p>0.05) y npoueHTy aHaTM3UpaHUX LUTOKUH MPOAYKYjyhux nmumdornura y

o0a excriepuMeHTaIHa TepMHUHA (PEe3yATaTH HUCY MPUKA3AHH).
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I'paduxon 17. Ilpouenat uuTokuH npoaykyjyhux sumdonura y sumpHuM 4BOPpOBHMA BpaTa
ST2+/+ u ST2-/- mumesa 28.-or naHa ekcmepuMeHTa. [10CTOjU CTaTHCTHYKH 3HadajHO Behun
nporenar rejroBanux CD3* T num¢onura koju excnpumupajy RANKL y numdHHM uBOpOBHMA
BpaTa ST2"" mumesa, nox je mporueHar Fe7iTOBaHI/IX CD3* T numdouuta koju npoaykyjy OPG
3HauajHo Behn y mumrNM uyBopoBuMa ST2"" mmmera. He mocToju 3HauajHA pasiuka y NMPOLEHTY
rejroBannx CD4* T mumdorura koju mpoaykyjy IFN-y u IL-17 (cp. Bpemnoct +/- SE; * p<0.05).
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4.4. Tipumena IL-33 cmamyje unpuarpamujy CD3'CXCR3", CD3'CCR6" n CD4™ T

JumMdonuTa y nepuanekcHum Jjesnjama BALB/C muineBa

AHanmu3oM (eHoTHITa MOHOHYKJICApHHUX henrja Koje Cy MHPUITprcaie IEepHarneKCHO TKUBO
ST2*"* Mumesa KOjUMa je MHTpanepuTOHEeaTHo JaT pekoMOMHaHTHH |L-33 HakoH MHAYKIHje
XPOHUYHOT TIEPUANEKCHOT TEPHOJAOHTHTHCA, YTBPAWIM cMO Jna mnpumeHa |L-33 3nauajHO
cMamyje nponeHat rejropanux CD3" T mum¢orura Koji eKCIpUMHPajy XeMOKHHCKE PeIenTope
CXCR3u CCR6 u mporeHat CD4' T aumdorura 14.-or qana o nzasuBama 06o0sbema (p<0.05;
I'papuxon 18). Huje Omno cratuctuyku 3Havajue pasauke (p>0.05) y mnporeHTyanHoj
3actymsbenoctn F4/80" makpodara, NKp46® NK-hemmja, CD8" T mumdonura u CD4 Foxp3”
perynaropaux T nmumdonunra mehy rpynama.

Ananuzupajyhu 6poj MoHOHYKJIeapHuX henuja koje cy uHpuiTpucasie nepuanekcHe je3uje
ST2*"* Mumesa, YOUMIM CMO CTaTUCTHYKH 3HadajHo Mamu 6poj CD3" u CD4™ T mumdorura y
MePUAIIEKCHOM TKHBY MHIIIEBA KOjUMa je HAaKOH MHAyKmmje Jyiesrja gar 1L-33 y mopehemy ca
MHIIEBUMa KOjUMa je caMo MHAyKoBaHO obosbeme (p<0.05; I'padukon 19). Mebhy rpynama nuje
[0CTOjajla CTAaTUCTUYKHU 3HauyajHa pasiuka (p>0.05) y ykynHom 6pojy MoHOHYKJIeapHUX henuja,
arcomytHoM 6pojy CD8" T mumdonura, CD4'Foxp3® perynmatopunx T mumdormra, F4/80°
makpodara 1 NKp46"™ NK-henuja.
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I'paduxon 18. Ilpoumenatr moHoHykjeapHux henuja y nepuanekcHuM Jie3ujama ST2*

BALB/c mumeBa Hakon npumeHe |L-33. Ilocroju cTaTucTHUKM 3HAYajHO MamkU MPOICHAT
rejrosarnx CD3'CXCR3" Thl u CD3'CCR6" Thl17 numdonuta, kao u nporenar CD4™ T
auMQonuTa y nepuanekcHuM yiesnjama BALB/c mumesa kojuma je nar 1L-33 (3enenu nanenu). He
IIOCTOjH 3HadyajHa pasznmka y mpouedty F4/80° makpodara, NKp46® NK-hemmja, CD8" T
mampormta 1 CD4 Foxp3” perynatoprux T mumdonura (cp. Bpeasoct +/- SE; * p<0.05).
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I'papukon 19. Ykynan 6poj momomykieapuux hemmja y mepmamekcuum Jesmjama ST2'"

BALB/c mumesa nakon npumene |L-33. TTocToju cTatncTiyky 3HauajHo Mamu 6poj CD3" u CD4”
T nmumdouunta y nepuanexkcHuM je3ujama BALB/c mumeBa kojuma je gart I1L-33 (3enenu nanemn).
He mocToju 3HauajHa pasuka y yKyITHOM 6pojy MOHOHyKIeapHuX henwja, ancomyTHOoM 6pojy CD8”
T mumpormra, CD4 Foxp3™ perynatoprux T mumdonuta, F4/80" makpodara u NKp46™ NK-henuja
(cp. Bpemnocrt +/- SE; * p<0.05).
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4.5. IL-33 cmamyje nnduayke T aumponuTa Koju npoaykyjy npo-undJamMaTopHe

nuToKkmHe, a nopehasa yneo CD3'1L-4" ntumdonura

Hakon mTo cMo youunu na nmpeBeHTHBHA mpumeHa IL-33 3HauajHO cmamyje MHQITYKC
CD3'CXCR3*, CD3'CCR6" u CD4" T mumopomura (I'paduxon 18), mpoTounom
IUTO(IYOPOMETPUJCKOM aHAIM30M OJPEIHINM CMO HHUTOKMHCKH mnpodun T mumdormra
M30JI0BaHMX M3 IepuanekcHor TkuBa BALB/C mumeBa kojuma je arumkoBaH |L-33 Hakon
M3a3UBakba XPOHUYHOT TIEPHANIEKCHOT TIEPHOIOHTHTHUCA.

Kao mro je npukazaso Ha I'paduxony 20, 3HauajHO MamHU MporeHaT rejropanux CD4™ T
mumdornuta koju npoaykyjy TNF-a, IL-6, IFN-y u IL-17 unduntprcao je nepuarnekCHO TKUBO
MumieBa koju cy npumunu |L-33 HakoH wHOyKUUMje Ne3uja y mopehemy ca ST2*"* muwesa
KOjUMa je caMO MHJYKOBaHO 00oJbeme. Y3 To, MHTpanepuTroHeanHo nat IL-33 pesyartupao je
Behum ynenom rejroBannx CD3* T mumdonunTa xoju npoaykyjy IL-4 y nepuanekcHUM Jie3ujama
BALB/c mumeBa (p<0.05). Mehy rpymama Huje mocTojajia CTaTHCTHYKH 3HAa4yajHA pa3jnKa
(p>0.05) y mponenty rejroBanux CD3* T mmumdpomnmra koju mpoaykyjy IL-5 m mpomenty
rejroBanux CD8* T nmumdponura xoju npoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17.
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I'padpuxon 20. [pouenar nurokuH npoaykyjyhux aumdponura y TnepHaTeKCHAM Je3ujama
ST2"* BALB/c MuuieBa HaKoH npumene IL-33. ITocToju cTaTUCTUYKK 3HAYajHO MabU MPOIEHAT
rejropanux CD4" T mumorura xoju mpoaykyjy TNF-a, IL-6, IFN-y u IL-17, a 3Hauajo Behn
nporenar rejroannx CD3" T mumdonura koju mpoaykyjy IL-4 y mepmamekcHHM ne3njama
BALB/c mumiesa kojuma je nat 1L-33 (3enenu manenu) . He moctoju 3HauajHa pasjinka y MpOLEHTY
rejroBannx CD8* T mumdonura koju npoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-17 (cp. Bpeanoct +/- SE;
* p<0.05).
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4.6. Excnpecuja 1L-33 u ST2 mostekyna y nepuanekcuom TkuBy ST2* BALB/c mumeBa

HNmyHoxucroxemujcka aHaimsa je mokaszana npucyctBo IL-33- (Crmuka 7. A) u ST2-
MO3UTUBHUX henrja y nepuanekCHOM TKUBY ST2*"* BALB/c muuiesa (Cnuxka 8. A).
Bbpojamem |L-33-mo3utuBHEX henuja mo jenuHUIM MOBPIIMHE (MmMm?) MEpPHANEKCHOT

TKHMBA YTBpl)EH je CTaTUCTHUYKU 3Ha4ajHO Behu Opoj henuja y nepuanekcHuM jesujama (235,52 +

12,05 henuja/mm?) y nopehemy ca neprogoHTaiHuM juramerToM (120,98 + 6,96 henuja/mm?)

(p<0.05; Cnuka 7. B).
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MepHaNeKCHa TEePUOJOHTAHH
ne3uja JIUTAMEHT

IL-33* heanje/mm?

Ciuka 7. Excnpecnja 1L-33 y nepnanexcaom tkuBy ST27" BALB/c mumeBa. A) PenpeseHTaTHBHN

npenaparty IEpUanekCHUX Je3uja (TOpikH MaHeNu) W NEPUOAOHTAIHOr JIMTaMeHTa (IOHH ITaHEIH);
yBehame X100 (;1eBo, pedepentna nmuuuja = 100 pm) u X400 (mecHo, pedepertHa auamja = 50 pm).
B) Ilocroju craructiuku 3Hahajuo Behu Opoj IL-33-no3uTrBHEX henuja mo jenuHuIm moBpuirHe (mm?)
MePUANeKCHOT TKHBA Y TIEpPUANICKCHUM Jie3njaMa (JbyOMYacTH TaHenu) y mopehemy ca 3apaBuM
MEPUOIOHTATTHUM TKUBOM (OpaoH maHenu) (cp. BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).
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I/IMYHOXHCTOXCMI/IjCKa N CCMHU-KBAHTHUTATHMBHA aHA/JIM3a IIOKas3aj€ Cy M CTaTUCTHUYKH

3HauyajHo Behu Opoj ST2-mosutuBHMX henuja y mnepuanekcHuM Jesnjama (152,33 + 16,67

henmja/mm?) y nopehemy ca nepuonontamaum suramerntom (53,01 + 4,38 henuja/mm?) (p<0.05;

Crnuxka 8. B).
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Cauka 8. Excipecnja ST2 mosekyna (IL-33R, penentopa 3a 1L-33) y nepnanexcuom tkusy ST2*

BALB/c mumeBa. A) Penpe3eHTaTHBHH TIpemnapatd TEpUANEKCHUX Je3uja (TOpmU TaHeIH) |
HEePHOIOHTAIHOT JIurameHTa (nomwu maHenn); yBehame X100 (neBo, pedepentra nuamja = 100 pm) u
X400 (mecno, pedepentna mmuuja = 50 um). B) Ilocroju craructuuku 3uahajuo Behu Opoj ST2-
NO3UTHUBHUX henvja Mo jeIuHHIM MOBPUIMHE (mMm?) MEpUaneKCHOI TKHBa Yy NMEpUANeKCHUM Jie3ujama
(’pyOnuacTy maHenu) y nmopehemy ca 3apaBuM NEPUOJIOHTATHIM TKUBOM (OpaoH maHenn) (Cp. BPEAHOCT
+/- SE; * p<0.05).
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4.7. Neneumja ST2 rena nosehaa 6poj TRAP-o3uTHBHUX 0CTEOK/IACTA Y NEPHANIEKCHOM

pernony BALB/c mumesa

O63upoM 71a cy IpeTXoAHe CTyaAuje mokasane 1a TRAP' ocTeoknacTu urpajy BaxHy yiaory y
pecopIIrju  ajBeoiapHe KOCTH y MepuanekcHoM peruoHy (205-207), sxemenu cmo ja
MMYHOXUCTOXEMHJOM TOTBPIUMO HHXOBO MPHCYCTBO Y WHAYKOBAHUM IIEPHANIEKCHUM Jie3Hjama
ST2" u ST2""* BALB/c mumesa. Kao mro je mpukazano Ha Cimnu 9. A, yousuBo Behu 0poj
TRAP" Bumejenapuux hemuja 6uo je mpucyTan ayx pyba pecopOoBaHe ajiBeojapHe KOCTH Y

IIEPUANIEKCHOM PErHOHY ST2"  mumesa (ropwu maHenu) y mnopehemy ca ST2"* BALBIc

MULIEBUMa (JOWHU AHENN).

TRAP* ocTeoxaactu/hpf
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Cauka 9. TpucycrBo TRAP® ocreokiacta y mepuamekcHom permony ST2 m ST2" BALB/c
MuieBa. A) PenpeseHTaTMBHU TperapaTH IMEPUANICKCHUX Jie3nja ST2" (ropmHU TIaHEeNH) U ST2*
BALB/c mumieBa (nomu nanenn); yeehame X100 (1eBo, pedepentra muauja = 100 pm) u X400 (mecHo,
pedepentna muauja = 50 pm). B) Ilocroju craructruku 3HahajHo Behu 6?oj TRAP® hemmja y
IIEPUANIEKCHOM PETHOHY ST2" mumesa (upBenn mamenu) y nopehemy ca ST2"" BALB/c mMumeBuma
(maBm manenw) (cp. BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).
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Bpojamem TRAP' ocTeoknacta y 5 HACyMHUYHO H3abpaHUX 110Jba HA yBenmdamy X400 (eHroL.
TRAP™ osteoclasts per hihg power field, osteoclasts/hpf), yrephes je cratncTnuxu 3Hauajro Behu
6poj henmja y nepuarnekcHom TkuBy ST27 mumesa (6,83 + 0,86 henmja Ha yBehamwy X400) y
nopehemy ca ST2"* BALB/c mumesnma (4,11 + 0,43 henuja Ha ysehamwy X400) (p<0.05;
Cnuka 10. B).

4.8. Excnpecuja IL-33 u ST2 mosiexyJsia y XyMaHOM NepUaneKCHOM TKHBY

Hakon mro cmo younnu npucyctBo 1L-33 u ST2 penentopa y H”HAYKOBaHUM MEPUATIEKCHUM

. +/+
ne3rjaMa U NEPUOJOHTAIIHOM JIuramenty ST2

BALB/c mumesa (Cnuke 8 u 9), xenemu cMo
7la UCIIUTaMO EKCIIPECH]y OBUX MOJICKYJIa Y XyMaHOM IIEPHUATICKCHOM TKHBY.

IL-33 6mo je mpucyTraH W y TEpHANEKCHUM Je3ujama (MepUaneKCHUM TpaHyJIoOMHMa M
PaMKCHUM IMCTaMa) U y 31paBoM nepuarnekcHoM TkuBy (Cnuka 10). Exkcnipecujy 1L-33 younnu
cMo y jenpy henmmja koje mo MopdOIJIOIIKHM KpUTEpUjyMHMa ojaroBapajy ¢ubpobractuma u
eHnoTeTHuM henmjama. Y3 To, y paaIukcHUM nucrama ekcrpecrjy |1L-33 younnm cmo y jenpy u
IUTOIUIa3MU henuja Koje mo Mop(dOJIOMIKUM KPUTEPHjyMUMa OJIrOBapajy €MUTEIIHUM henrjama.
Jlok je IL-33 Ouo mpucyran y CBMM EHIOTEJHUM U €HNUTEIHMM henujama y nepHanekCHOM
TKUBY, CaMO TNOjeqUHU (GUOpPOOIACTH TOKa3UBaJIM CYy TIO3UTHUBHOCT Yy HEPHUOJOHTAIHOM
JUTaMEHTY.

VY 31paBoj XymMaHoj KoM (mo3uTuBHA KoHTpousa) |L-33 excnpumupanu cy KepaTHHOLUTH U
nepmainHe engorense hemuje. 1L-33 60jeme HUje OMIO MPUCYTHO (HEraTUBHE KOHTPOJIE) HAKOH
M30CTaBJbamba MPUMAPHOT aHTHTENA U 3aMEHE OAroBapajyhoM M30THUIICKOM KOHTPOJIOM (MOUSe
IgG1 biotin isotype control, ab37358, Abcam) u npewnkyOainuje mpUMapHOT aHTHTEIa ca
omoxupajyhum nenrugom (human IL-33 protein fragment, ab82840, Abcam, UK).

Bpojamem IL-33-mo3utnBHEX henmuja mo jemuHUNN MOBPIIMHE (MM?) MEPHAeKCHOT TKHUBA
yTBpheH je cTaTUCTUYKH 3HavyajHo Behu Opoj ¢pubpobnacra y nepuanexkcHuMm jiesujama (14,38 +
1,15 henuja/mm? y nepuanekcHUM rpanyiomuma u 12,63 + 0,82 henuja/mm? y pagukcHUM
ucrama) y nopehemy ca nepuomontanHuMm juramentoMm (5,83 + 0,8 hemuja/mm?) (p<0.05).
Huje yrBphena cratuctruku 3Hadajua pasiuka (p>0.05) y 6pojy IL-33-M03uTHBHUX €HIOTEIHUX
henuja u3mely nepuanekcuux sesmja (9,41 + 0,91 henuja/mm? y nepuanekcHUM IpaHyJIOMUMA U

8,81 £+ 0,58 henuja/mm? y paaukcHUM IUcTaMa) M 37paBor nepuarnekcHor tkusa (9,95 + 1,24
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henuja/mm?). V3 T0, HHMje OMJIO CTaTUCTHUYKKM 3Hauajuux pasnmuka (p>0.05) y 6pojy IL-33-
MO3UTUBHUX (GuOpobiacTa W eHAOTeTHUX henmuja wu3Mel)y NEepHUaneKCHUX TpaHylIoMa H
panukcHux nucra. Enurenne henuje Oune cy Hajopojuuje IL-33-no3utuBne henuje y parukcHumM

nucrama (47,39 + 2,63 henuja/mm?).
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Cauxa 10. Excnpecuja I1L-33 y XymMaHOM nepuanmeKcHOM TKHBY. Penpe3eHTaTHMBHM NpenapaTu
MepHareKCHuX Jiesnja (A) u nmepuogorTamHor suramenra (B); yeehame X400 (pedepentna muamja = 50
um). Ipucyctso 1L-33 y ¢pubpobnactuma (Aa, Ba), eamorentuum (Ac, Bb) u enurennum henujama (Ab).
C) [Mo3uTuBHa KOHTpOIIA (a) - ekcripecHja IL-33 y kepaTHHOIIUTHMA M IepMATHUM S€HAOTETHIM henmjama
y 31paBoj XxymaHoj koxku; yBehame X100 (pedepentna muamja = 100 pum) HeratuBHe KOHTpoOJE -
ojcyctBo 1L-33 MO3UTHBHOCTH y MEPUATICKCHOM TKHUBY HAKOH MPEHWHKyOalHje MPUMApHOT aHTUTENIA ca
onokupajyhum mentunom (D) u 3ameHe mpuUMapHOr aHTHUTENA OAroBapajylioM H30THIICKOM KOHTPOJIOM
(c); yeehame X200 (pedepentra aunuja = 50 um).
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ST2 monekyn moka3uBao je UCTU o0Opasall eKCIpecHje y MepruarneKCHoM TKUBY kao u 1L-33,
ca JIoJaTHOM IO3MTHBHOIINY MOHOHYKJIEApHUX henrja Koje 1o MOpGhOIIONIKMUM KPUTEPHjyMUMa
oarosapajy aumdorutuMa u Makpodaruma (Crnuka 11).

VY 31paBoj XyMaHO] KOXH (TO3UTHBHA KOHTpona) STZ2 MOJeKyd eKCHpPUMHUPATIH Cy
KEpaTUHOILIUTH, JepMalIHe eHaoTenHe henmuje m ¢uobpodmactu. ST2 Oojeme H30CTAIO je
(HeraTMBHE KOHTPOJIE) HAKOH 3aMEHE NPUMApHOI aHTUTENIA OAroBapajyhoM H30THUIICKOM
kouTposiom (rabbit 19G, ab27472, Abcam) u npeunkybanuje ca 6mokupajyhum nentugom (ST2
synthetic peptide, PEP-0195, Thermo Scientific).

Bbpojamem ST2-mo3utuBHuX henuja mo jeAMHUIM MOBpIIMHE (MMm?) MEpUANeKCHOT TKUBA
yTBphEH je CTaTUCTHYKH 3HayajHO Behu Opoj pubpolbnacra y nepuanexcHuM nesujama (13,16 +
0,79 henmja/mm? y mepuanekcHuM Tpanynomuma u 12,45 + 1,04 henuja/mm? y pagukCHUM
ucrama) y nopehemy ca nepuomontanaum guramertom (10,2 £ 0,62 henuja/mm?) (p<0.05).
Huje yrBphena cratuctuuku 3Ha4ajHa pasiauka (p>0.05) y 6pojy ST2-m03UTHBHUX SHIOTEITHUX
henuja usmel)y nepuanekcuux sesuja (8,25 + 0,81 henuja/mm? y nepuanekCHUM rpaHyJIOMUAMA U
7,89 £+ 0,78 henuja/mm? y paauKCHAM IIMCTaMa) M 37paBor nepuarnekcHor tkusa (7,69 + 0,60
henuja/mm?). V3 To, HHje OWJIO CTAaTHCTHYKM 3HadajHux pasiauka (p>0.05) y Opojy ST2-
MO3UTUBHUX (HUOpoOIacTa, €HIOTEJIHUX M MOHOHYyKJIeapHHX henuja usmel)y nepuanekcHux
rpanyinoma u pagukcHux nucra (15,30 £ 1,13 moHOHyKIeapHHX henmuja/mm? y mepuaneKkcHuM
rpanyiomuma u 16,71 + 1,81 moHoHyKIeapHuX henmja/mm? y paluKCHAM IICTama). 3a pa3iiuKy
on ekcrnpecuje IL-33 y cBum enutennum hemujama (Cnmka 10. Ab), ST2 Gojewe Omino je
IPUCYTHO CaMO Yy MOjeJIUHMM €NMUTeNHUM henMjama y paaukcHuM mucrama (13,79 + 1,45

henuja/mm?) (Cnuka 11. Ab).
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Shi>e

Cauxa 11. Excnpecuja ST2 moJieky/jJa y XyMaHOM MepHaneKCHOM TKHUBY. PenpeseHTaTuBHU
mpernapary nepuanekcHux yesuja (A; ysehame X200, pedepentna nunuja = 50 um) U NepUOJOHTATIHOT
muramenta (B; yBehame X400, pedepentna mmuuja = 50 pm). IlpucyctBo ST2 wmonmekyma y
¢ubpodaactuma (Aa, Ba), engorenuum (Ac, Bb), enutenaum (Ab) u mononykiaeapaum henujama (Ad).
C) INo3utnBHA KOHTpOJIA (a) - ekcrpecHja ST2 MoJleKyna y KepaTHHOIUTHMA, JIEPMATHUM SHIOTSITHHM
henujama n ¢pubpobIacTiMa y 37apaBoj XymaHoj koxu; yBehame X100 (pedepentHa aunuja = 100 pm)
HeraruBae koHTpoOse - oacyctBo IL-33 mo3uTHBHOCTH Yy TMepHanekCHOM TKHBY HAKOH NPEWHKYOAIwje
npUMapHOr aHTHTena ca Onokupajyhum mentumom (D) u 3ameHe mpumapHOr aHTUTEda oAroBapajyhom
M30THIICKOM KOHTpoJioM (C); yBehame X200 (pedepertHa nuamja = 50 pm).

85




4.9. Ko-ekcnpecuja IL-33 u ST2 penentopa y XyMaHuM NepHaneKCHUM Jie3ujama

JIBocTpykM UMYHO(DIYyOpECIEHTHUM 00jemheM HCIUTAIH CMO Koje hemuje y XymaHUM
NepUaneKCHUM Jie3ujama Ko-ekcupumupajy 1L-33 u ST2 penenrop. Behuna 1L-33 jako/ymepeno
MO3UTHBHUX henuja Koje 1Mo Mop(dOIOMKUM KpUTEpUjyMHUMa ojaroBapajy (uodpobdiactuma
nokasuBana je jaky ST2 mosutuBHOCT (Cnuka 12. A). Y3 1o, Behuna IL-33 ymepeno/cimabo
MO3UTHUBHUX henuja Koje Mo MOp(OJIOIKUM KPUTEPUjyMHUMa OATOBapajy €HI0TeIHUM hennjama
nokasupaiia je jaky/ymepeny ST2 mosutuBHOCT (Cnmka 13. B). ST2 jako/ymepeHO mo3WTHBHE

MOHOHYKJIeapHe henuje koje mo MOpGOJOMIKIUM KpUTEpHjyMUMa OATrOoBapajy JTuMdoruTiMa u

Makpodaruma 6une cy IL-33 nerarusue (Cnuka 12. C).

Cauka 12. Ko-excnpecuja IL-33 m ST2 moaekyna y XymMaHuM HepHANeKCHHM Jie3njama.
PenpesenraTuBHU mpenapaTH nepuanekcHux Jesuja. |1L-33/ST2 ko-ekcmpecuja Ouia je TpUCyTHA y
henujama koje Mo MOpP(OJIOMIKMM KpUTepujyMuUMa oJroBapajy ¢ubpobnactuma (A) U EHIOTEIHUM
hemmjama (B), nok cy mononykieapue hemuje (C) Omie jemHoctpyko ST2 mosutuBHE (Oene cTperuie
M0Ka3yjy Mo3uTUBHOCT; yBehamwe X630).

86



5. TUCKYCHJA

VY 1o caga 00jaBJbeHOj U HaMa JOCTYITHOj JUTEepaTypH, yiora u 3Haqaj [L-33/ST2 curaamsor
MyTa y MAaTOreHe3W TepUaneKCHUX Jie3nja HUje Ouia wcrnuraHa. Hama cTymuja mo mpBH MyT
nmokasyje jga jermendja ST2 TeHa 3HAYajHO TMojavyaBa HMHGIAMATOPHY ACCTPYKIH]Y
EKCIIePUMEHTAIHUX MEepHaNeKCHUX Jie3uja, JOK NpuMmeHa pekoMOuHaHTHOr |L-33 cmamyje
nepuanekcHy wuHpiIamanujy. Y3 To, ykadyje W Ha wucroBpemMeHo mnpucyctBo IL-33 um ST2
perenTopa y XyMaHOM U MHIIjeM MTEPUATIEKCHOM TKHUBY.

Y npBoMm ey HCTpakMBama IMOKa3ald CMO J1a OJCYCTBO ST2 curHanuzanyje 3Ha4ajHO
noBehaBa 00MM pecopmifje MepUaneKCHe allBeoJIapHE KOCTH HAKOH HHAYKIHUje Jie3uja
(I'paduxon 1). ¥3 To, nenenmja ST2 rena 3nauajuo nmosehasa nHpIyke nHpIamMaTropaux hemmja
(ueyrpodunuux rpamynorura, CD4" T mumdpomura, CD11c" nmemapurckux u CDI11b"
mujenouanux hemuja) u ctumymume CD4™ T numdouute ma mpoaykyjy Ipo-uHIaMaTopHe
[UTOKAHE Yy TMepHanekCHUM JiesrjaMma W JuMbHHM uBopoBuMa Bpata BALB/C wmwuiiesa
(T'paduxonu 2, 5-17).

Y gapyroMm [eny Hamer HCTpaXXHBama IMOKa3ald CMO Ja ersoreHa aJMHUHHUCTpaIija
pexkombunanTHOr 1L-33 3Hauajno cmamyje undaykc CD3'CXCR3" Thl, CD3'CCR6" Thl7 u
CD4" T mumdonuTa Koju MpomyKyjy mpo-uH(pIaMaTopHe IUTOKMHE, a mosehasa ymeo IL-4-
npoaykyjyhux CD3" T numdonura y mnepuanekcHUM je3djama ST2'* BALB/C wmumesa
(T'paduxonu 18-20).

Tpehu neo ucrpaxuBama Ouo je 6a3upan Ha aHanusu excnpecuje 1L-33 u ST2 peuenrtopa y
XyMaHOM M MHUIIjeM NepuanekcHoM TkuBY. Ilokazamum cmo na je ekcmpecuja IL-33 u ST2
MoJIeKyla 3HadyajHo Beha y mnepuanekcHuM Je3ujama y mnopehemy ca nepuoAOHTaTHUM

muramenToM (Cnuke 7, 8, 10 u 11).
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5.1. leneumnja ST2 rena 3Havajno nmojauaBa mH(JIaMaTOPHY AeCTPYKIH]Y

eKCIepUMEHTAJHUX MePUANIeKCHUX Je3Hja

ExcriepuMeHTaHN aneKCHU NMEPUOJOHTUTHC je 100ap MOJEN 3a MpoydyaBame JUHAMHKE H
KapaKTEepUCTHKa JIOKATHOT XPOHUYHOT 3amnajbeha. Kapakrepuie ce pecopHiyjoM ajBeolapHe
KOCTH y TEPHANeKCHOM PErHOHY, MHKOPIIOPAIMjOM T'paHyJAIlMOHOT TKHBAa M MH(IAMaTOPHOM
UHQUITpaLUjoM pa3nudautor uaTeHsutera (2, 9). UcnuruBamem yrunaja nenenuje ST2 rena y
MHOTOOpPOJHUM €KCIIEpUMEHTAIHUM MojenuMa yTBpheHo je na oxncyctBo ST2 curnanuzanuje
POMOBHIIE WH(IAMALU]Y, ald HCIIOJbaBa U HHU3 CYNTHIHHX PETYIaTOPHHX edeKxara Koju 3a
b UMAjy YKJIamkhake MaToreHa y3 MUHUMAIHO omiteheme TkuBa nomahuna (185, 208-209). Jla
oucmo ucrmtany kako ST2 genenuja yTude Ha MATOr€HE3Y WHAYKOBAHUX TEPUANICKCHUX JIE3H]ja
eKCIIEPUMEHTAIHE JKUBOTHIGE KPTBOBAIM CMO Yy akyTHOj (14. mana ox oTBapama Imysme
MaHIUOYJIapHUX TPBUX MoJjapa) W XpoHWYHO] (asu (28. maHa eKcliepUMEHTa) EKCIaH3Hje
arekcHor nepuogontutuca (9). Bosbe Mmo3HaBame KapaKTepHCTHKA WH(IAMATOPHHUX Jie3uja y
MEPUOOHLIN]YMY ST2" u ST2"" mumesa, HapO4YUTO ca acneKkTa KBaJUTaTUBHE U
KBAaHTUTATUBHE CTPYKType MMYHOKOMIETEHTHHX henuja, kao M penpociena gorahaja, Moxe aa
JONIpUHECE pazyMeBamy OMOJIOIIKMX MeXaHu3aMa YKJbYYEHHX Yy HacTaHaK U Pa3Boj
MepHUANEKCHUX JIe3Hja.

Ananusupajyhu XucTOJIOUIKE Ipernapare nepruanekcHuX je3nja youuau cMmo Aa cy 14. nana
€KCIIEPUMEHTA y NEPUOJOHTAIHOM IPOCTOPY ST2" u ST2"" mumesa Guin IIPUCYTHU PETKU
MOHOHYKJIEApH U jaK IPaHyJOUUTHH MHOHUITPAT. BpojHU rpaHyIOLUTH OKO CaMOr' BpXa KOpeHa
3y0a opmupanu cy mukpoarnciec (Cnuka 2). Burejeqapau 0CTeoKIacTi AyK pyoa aaBeosapHe
KOCTH yKa3WBajau cy Ha mporiec pecoprnmuje (Ciuka 3). J[BajgeceT ocMor jaaHa eKCliepruMeHTa
NEPUOJIOHTATIHA TPOCTOp HMH(pUIATpUCane cy OpojHe MOHOHYyKJIeapHe henMje M TIpaHyJIOLUTH
(Cnuka 4). IlepuanexkcHu nH(IaMaTOpHU HHOUITPAT MPATHIIA j€ PECOPIILIMja alIBEOJIapHE KOCTH.
ChawuHun pe3ynraTH JAOOHjeHU Cy M Y JAPYTHUM eKCIepUMEHTATHHM MOJEINMa TePHAIeKCHUX
uHdnamatopaux sesuja (9, 30-31). IMopen Tora, MaTOXMCTOJOIIKA aHATK3a MOKa3aia je ja je
nenenuja ST2 rena y o6a ekcriepyMeHTalIHa TEPMHUHA y3pOKOBasa MojayaHy pecopIimjy KOCTH U
uH(IaMaTOPHY WHQHUITPALK]y jayer WHTCH3UTETa y nepuarnekcHoM peruony BALB/C mumieBa

(Cnuxka 1).
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Pesyntati nmeckpunTHUBHE XHCTOJIOTHjE€ HAjUpe Cy TMOTBphHEeHH XUCTOMOPGHOMETPH]OM.
JleGiprHA NEPUOOHTAIHOT JIMTAMEHTa M PECOpIILUja ajlBeoNapHe KocTH oapehena je y3 momoh
nporpama Autodesk AutoCAD 2010. Autodesk AutoCAD je mporpam koju ce TpaaHIIMOHATIHO
KOPHCTH 33 MEpPCHe M JAM33ajHUpPAkEC y apXUTEKTypu U uHxewepuHry (210). Kopumrhemem
CIIEIMjalTHO KPEHpPaHWX alaTKh Yy OBOM MpOrpaMy 3a MpPEeUU3HO O0eNekxaBambe M Mepeme
MOBPIIMHA CMamyje ce MOryhHOCT mpaBibema rpemikd u moBehaBa BamuaHOCT momartaka (211,
212). Konnenr xopumihema AUtOCAD-a y JeHTaIHUM CTyAHjaMa IMPEICTaBba PEIATUBHO HOB
CEeMU-KBAaHTHUTATUBHU METOJl KOJHM CE€ HCIIMTYje KBAJHTET alleKCHE OINTYypalHje Mocje Mymemna
KaHajla KopeHa 3y0a u ozpehyje neGspbMHAa NEPHOAOHTAIHOT JIMTAMEHTA y TOKY Pa3IHYUTHX
OPTOJIOHTCKHX TMoMepama 3yba (213-216). Mu cMO MpBH KOPHCTHIH OBaj MOporpam 3a
KBaHTU(UKAIM]y TMOBPUIMHA EKCIIEPHUMEHTAIHUX IEePHANEeKCHUX Jie3Wja, IITO CMO HEIaBHO M
nyosimkoBanu (194). Kako jom yBek HE MOCTOjU CTaHAAPAW30BaH U T€HEPAIHO MpuxBaheH MeTo[
3a XxucToMop(hOMETpHjy, OBaj METOJ MOrao OM Ja 3aMEeHH Jpyre, KOju Cy 3HATHO CKYIJbU U
YKJbYUYjy 3IpaBCTBEHE PHU3UKE, KA0 IITO Cy KOMIIjyTepu3oBaHa Tomorpaduja u paguorpaduja (9,
217).

XucrtomoppomeTrpHja je moka3ana CTaTUCTUYKH 3HA4YajHO MoBehawe oOMMa pecopmiyje
aJBEONIApHE KOCTH y MEepHAINeKCHOM pernony ST27 skuBoruma 14. nama on oTBaparma 3yGHe
nyine ManauoOynapHux npeux monapa (p<0.05), 1ok je cTaTUCTUYKU BeoMa 3HadajHO nosehame
pecopriyje y Tepuanekcy ST2" mumesa 3aGenexeno 28. nama excnepumenTta (p<0.01)
(T'padukon 1). Kako cy ocreoknactu henmje oaroBopHe 3a pecopriujy koctu (2, 6, 7),
MMYHOXUCTOXEMHJCKOM aHaJM30M HJAEHTH(QUKOBAIM CMO aKTHBHpaHE OCTEOKJacTe Yy
nepuarnekcHoM TkuBy BALB/C mmmeBa xopumihewmem antu-TRAP antutena (Ciumka 9).
KBanTutatnBHa aHanm3a mokasania je aa je 6poj TRAP-TO3UTHBHUX OCTEOKJIACTa CTATHCTHYKH
sHauajHo Behm (p<0.05) y mepuanexcuuM nesujama ST27 mummesa y nopehemy ca ST2'
xuBoTumbama. Iloznato je ma ce RANKL Besyje 3a peuentop RANK Ha moBpmmzu mpe-
OCTEOKJIacTa M TPOMOBHIIIE HUXOBY MaTypaludjy, akKTHBallMjy M HpexuBibaBame, a aa OPG
uHXuOupa oBo Be3uBame (63, 71). [Topehemem anconytHor 6poja RANKL- 1 OPG-1mo3uTuBHIX
MOHOHYKJIeapHUX henuja y mepuanekcHuM Je3ujama BALB/C wmwuimeBa oapeamnu cmo
RANKL/OPG omHOC, OCHOBHHU PEryJlIaTOpHH MeXaHH3aM aKTHBHOCTH ocTeokinacta. OBaj OHOC
6uo je craructuukd 3Ha4yajHo Behu (p<0.05) y mnepuanexkcHUM Jie3ujama ST2" mumesa

(I'padukon 15).
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Cmarpamo na je moBehaHm TyOMTaK NEPHANEKCHOT KOIITAHOT TKHWBAa KO ST2" mumesa
nocaenuna nosehanor RANKL/OPG ogmHoca, KJ/bYy4HOI IIOKa3aTeba PECOPIIHje KOCTH Y
nepuanekcHuM Jiesujama (75), kao u nmosehanor 6poja TRAP-mo3utuBHUX ocTeokiacTa. JJooujenu
pe3y/TaTH carjacHu cy ca pesyiararuma Schulze-a u capaanuka (218), xoju cy mokaszanu aa 1L-33
y IOTHyHOCTH OJioKHpa cTBapame TRAP-Mo3uTHBHUX OocTeoKsIacTa, yak u y npucyctsy RANKL-
a (63). Mctu ayropu mokazamu cy ga IL-33 cympummupa ekcrpecujy HykieapHor (akropa
aktuBupanux T mumdormra 1 (enrs. nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1, Nfatcl)
KJbYYHOT TPAaHCKPUIIIMOHOT (hakTopa octeokiactorenese (218). V3 to, Zais u capamuuuu (184)
nokazanu cy na IL-33 npexo ST2 penenropa crumynuie npoaykuujy GM-CSF, koju nenyjyhu Ha
MPEKypcope OCTEOKJIACTa yCMEPaBa HHUXOBO Ca3peBambe Yy IMPAaBIy AJITEPHATHBHO aKTUBHUPAHHX
makpodara (AAM, M2) (184). M2 makpodaru UHIYKYjy aHTHOTeHe3y U OOHaBJpame omreheHor
tkuBa (219). [lakne, mpumena IL-33 uHxuOMpa ryOMTaK KOCTH, INTO OOjalimaBa 3allTO je
ozncyctBo reHa 3a |1L-33 perenitop (IL-33R) y3pokoBaiio moehame Opoja OCTEOKJIACTa, @ CAMHM
TUM ¥ ToBehaHy pecopmiujy anBeojiapHe KOCTH Yy mepuarnekcHoM perunony BALB/C mwuiiesa.
[Topen Tora, u MaTOXMCTOJOMIKA U XHUCTOMOPHOMETPUjCKA aHAIHM3a TOKa3aje Cy Ja He TMOCTOjU
pasnuka y rpalji HOPMAJHOT, 3paBOT NEPUOAOHTAIHOr Jmramenta usmehy ST27 u ST2'*
muIieBa KOHTpoJiHuX rpyma (Cnuka 6. A), motephyjyhu 1a je Texa AeCTpyKIiHja MepUaneKCHOr
TKHMBA KOJI €KCIIEpUMEHTAIHUX )KUBOTHbA TTocieaunna aenennje ST2 rexa.

HenaBHo je Taxohe mokaszano ga CD3™ T mumbponutn koju ekcnpumupajy RANKL umajy
3HaYajHy YJIOTY y PECOPMIMjU KOCTH y TMEpPUANEKCHUM Jie3HjaMa MOCPEI0BAHO] OCTEOKIacTUMa
(220). U 3aucra, npouenar rejropanux CD3" T mumdonura xoju excnpumupajy RANKL 6uo je
3HavajHo Behu (p<0.05) y nepuanekcHUM Je3ujaMa ST2" mumesa, 1ok je TpoleHaT T'ejTOBAHUX
CD3" T mumdonuTa Koju excipumupajy OPG 6mo Behn kox ST2*"* Mumesa (I'paduxon 14).

Pesyntatu mpeTxogHuX CTyauja MoKa3aid Cy Ja cy HajopojHuje henwje y nH(pIaMaTopHuIM
MHOWITpaTUMa NEPUATIEKCHUX Jie3hja HEYTPOPHIIHU IPaHyIOLUUTH, JIUM(POLUTH, TUIA3MOLIUTH U
makpodaru. Ocrane henuje, HapounTo aenaputcke hemuje, NK henuje, macromutu wu
CO3MHODHMIHN TPAHYJIOIUTH MPUCYTHE Cy y MameM 0pojy (22). Vmora henuja 3amasbeHCKOT
WHOWITpaTa ¥ FHUXOBHX NPOJAYKaTa, MOCEOHO IUTOKWHA Yy HWMYHONATOTEHE3W AarleKCHOT

MIEPUOJIOHTUTHCA Y BEJIMKO] MEPH je JOIlI YBEK HEjacHa.

90



Heyrpodunuau rpanynonutn kao edexropcke hemuje ypoheHor UMyHCKOT OJroBopa 3Ha4yajHU
cy y paHoj ¢da3u uHdeKImje jep IpBU CTHXKY Ha MECTO MPOAOpa MUKpOOpraHuszama, Garouuryjy
OakTepHje U ceKperyjy OpojHe MenujaTope (JICYKOTpHjeHe, IpocTarjaHInHe U HIUTOKUHE), a 3aTUM
ymupy mnpouecoM amonrto3e. [Ipogykuujom neykorpujena B4 u mpocrarmanmmna E2 u 12
HEYTPO(HIHU TPaHYJIOIUTH aKTUBUPA]jy ocTeokaacte (2, 6, 7), MpoayKIujoM Ipo-uH(IaMaTOpHUX
nurokuna (IL-1, IL-6, TNF-oa 1 RANKL) uHTeH3MBHpajy pecopInjy ajBeosiapHe KOCTH, JOK
MPOAYKIIMjOM XEMOTAKTHYKHX IIUTOKWHA, IpBeHCTBEHO |L-8, ocTBapyjy 3Ha4YajHy yIOTy y aKyTHO]
erzanepOanuju nepuanekcHux jesuja (123-125). Kpantudukopamem nHbIamaTopHux hemuja mo
jenuHUIM TOBpIMHE (MM?) IEPHANCKCHUX JIe3Hja YCTAHOBWIM CMO CTATHCTHYKH 3HAYAjHO
noBehawe Opoja HEYTPOPHUIHUX TPaHYIOLHUTA KO ST2" mumesa y mnopehemy ca ST2*"
mumeBuma 14. mana (p<0.05), a cratucTryky BeoMa 3Ha4ajHO noBehame 28. maHa excriepuMeHTa
(p<0.01) (I'padukon 2). [loOujeHH pe3ylATaTd MOTY C€ TYMayuTH y CKJIAaay ca JOCTYITHOM
nuTepatypom o 3Hauajy |1L-33 3a ¢yukuujy neyrpoduna. Hamr Hana3 carnacan je ca pe3yiaTaruma
Sakai-a u capagnuka (221), koju cy nmokazanu na 1L-33 cynpumupa perpyraiujy Heyrpoduia y
eKCTIEpUMEHTATHOM MOJIey HcxeMuyHo-pernepdysnonor omrehema jerpe. Hacympor Towme,
CKOpHja UCTpaxkuBama Mmokazana cy na IL-33 waaykyje mMurpanujy HeyTpoduia aKTHBAIH]OM
Makpodara W MacTolMTa W TUPEKTHOM aKTHBalMjoM oOBHX hemmja (222-223). Paszior
HeycarjameHOCTH OBUX IoJlaTaka Huje MMo3Har.

Ananusupajyhu ¢enoruricke U (QyHKIHMOHAIHE KapaKTEPUCTHKE MOHOHYKJIeapHUX henuja
M30JI0BAHUX W3 MEpPHANEeKCHUX Jie3hja W PErHoHaIHUX JHUM(HHUX YBOpOBa ST2" u ST2™
MUIlIEBa MOKa3alu cMo Ja jeieuuja ST2 reHa y3pokyje CHaxHY HHGIaMaujy Kox
excriepuMeHTanHuX BALB/C sxuBoTHm®HA.

VYkynman Opoj MOHOHyKJIeapHUX henwja Koje Ccy HWHQWITpucanse TMepHUanekCHO TKUBO
(T'paduxonu 7 u 8) u nepBukanue aumpue muMpHe yBopoe BALB/C mumesa 14.-or u 28.-or
JlaHa HAaKOH OTBapama mynre MaHauOymapHux npBux monapa (I'padukxonu 11 m 12) Oumo je
CTaTUCTUYKU 3HA4ajHO Behu Koj sT2” y nopehemy ca ST2*"* mumesuma (p<0.05).

CD11b je 3ajemumuxku Mapkep MujeiouaHux hemuja (erria. common myeloid marker).
CD11b" henuje 6une cy npucytHe 3HatHO Behem mporenty (I'padukon 9) u 6pojy (I'paduxon
11) y uepBuKaIHUM JTUM(HUM YBOPOBUMA ST2" mumresa y OJJHOCY Ha ST2*"* mumese (p<0.05).

[IpernocraBibamMo a cy oBe MHjeJouaHe henuje MpeTOMHUHAHTHO HEYTPO(PHIHN TPAHYIOLUTH,
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003UpPOM Ha HUXOBO MPHUCYCTBO Y 3Ha4YajHOM Opojy y mepuanekcHuMm Je3ujama (I'padukon 2),
IJie Cy HajBepOBATHHU]E JOCIICIIE MUTPAITHjOM U3 JTUM(GHUX YBOPOBA.

NK henuje mpexacraBmbajy ,,IpBY JHHHj)Y oaOpaHe on BUpPYCHUX HUHOeKknuja. Hbuxomy
aKTHBHOCT peryiuine Oananc u3Mmel)y akTtuBanmoHMx M MHXMOMTOpHMX penentopa (136).
AxrtuBanja NK henuja mokpehe mnosapu3oBaHy €r3onuTO3y LHTOIJIA3MATCKUX TIpaHya
npaheny ocnobahamem mepdoprHa W TpaH3MMa, KOJU HHIYKY]y CMPT [ubHe henwmje,
U CcekpeuujoM IuTokuHa, mpe cBera IFN-y. (112). ST2 moinekyn ekcnpumupajy ¥ XyMaHe U
vunije NK hemuje (74, 77). Ckopuja uctpaxuBama mnokasyjy na I1L-33 mocpenctBom ST2
peuienTopa AMpeKTHO cTumysuiie (77) Win MHIUPEKTHO mojadaBa aktuBHOCT NK henuja (74).
Hauwme, IL-33 y komOuHanuju ca npo-uHgiaMmatopauM nuutokuHoM IL-12 mojauaBa npoaykiujy
IFN-y v oBum hemmjama. Ynora NK hemmja y maroreHe3w nepHanekCHHX Jie3Wja HUJE Y
MOTITYHOCTHU pa3zjamrmeHa. [lpernocTaBiba ce ga KOHTPOJIMINY IMHPEHE BUPYCHUX MH(pEKINja 13
KaHaja KopeHa 3y0a y mepuanekcHo TkuBo (135). Hamm pesynratu nokasyjy aa neneuuja ST2
rena He yrude Ha Opoj NK henuja y nepuanekcHom TkuBy BALB/C mumesa (p>0.05) HakoH
OTBapama MmyJjrne MaHauoynapHux npeux moziapa (I'papukonu 5 u 7).

[Togamu u3 nurepaType 0 yi03u U 3Ha4yajy Makpodara u JuMQoIuTa y MaToreHe3n aneKCHOT
NEPUOJIOHTUTHCA Cy KOHTpaBep3HU. Tako Ha mpuMep, pa3Boj OBOI' 000JbEHA KO
eKCIIEpUMEHTAIHUX JKUBOTHUHA Ca OJICTPAHEHUMM THMYCOM CYIepHllle Ha KJbYyYHY YJIOTY
Makpodara y UHUIMjAIMjU W T[Oporpecuju  mnepuopoHtutrca  (224).  Mehytum,
MMYHOXUCTOXEMHJCKE aHaJM3e TOKa3yjy Ja Yy XPOHHYHUM 3alaJbeHCKUM peakiijama Koje ce
OJIBMjajy KOJ TEpHaneKCHUX Je3uja JoMuHUpajy T auMdonutn M MexaHU3MH KOjUMa
pacnionaxe nenyinapaa umyHoct (20, 108). Mu cmo nokasanu na aenenuja ST2 reHa CTUMYJTHIIE
napayke u mMakpopara u CD4"™ T mumdonuTa y nnrdnammpano mepuanekcHo Tkuso BALB/C
mumnieBa (I'padukonn 5, 6, 7 u 8), mpu geMy camo pasnmka y 6pojy CD4" T mumdonura nocTike
cTaTucTUuKy 3HauajHocT (p<0.05).

T1/ST2 peuentop je KOHCTUTYTHMBHO €KCIPUMHUpPaH Ha MakpodaruMa M akTUBAIMja OBOT
peuentopa |L-33 wuHAyKyje antepHaTHUBHY aKTHBalHM]y Makpodara Koju NpPOAYKLIH]OM
MMYHOCYNIPECUBHUX ULUTOKMHA OCTBapyjy 3HadajHy ynory y wuHaykuuju Th2 wumyHCKor
oarosopa. [enenuja ST2 rena y3pokyje oncycro T1/ST2 penenropa Ha MeMOpaHu Makpodara,
yuMe oHeMmoryhaBa alTepHaTHBHY aKkTHBaLHWjy Makpodara mocpeactsom |L-33/ST2 curnamnor

nyTa ¥ CTUMYIHIIE HHOIYKC KacuuHo aktuBupanux M1 makpogara (154, 225-226). Cmatpa ce
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Ja cy KiIacuyHO akTtuBupaHu wmakpodarm (M1) npo-uHbiIamMatopHu U IUTOTOKCHYHHU, a
anTepHAaTHBHO akTuBUpanu (M2) antu-unduamaropuu (227). M1 makpodaru audepeHupajy y
npucyctBy IFN-y (Ipaduxonu 13, 14, 16 u 17) umiam npoaykata MHUKpOOpraHuzama u
npencraBibajy Mmohae edexropcke henuje. Kapakrepuiie ux mojayaHa MUTOTOKCHYHA aKTUBHOCT,
npoaykuuja IL-12, cmobomuux pamukana kuceoHuka u wHAykiuja Thl umyHCKOT oarosopa
(228-229), ynme HHTCH3MBHPA]y AECTPYKIHjy €KCTpaheaujCcKOr MaTpHKca BE3WBHOI TKHBA,
PECOPIIINjy KOCTH U BacKyJIapHe peakiije y nepuanckcHum jesujama (8).

Kako je oacyctBo ST2 curHanmsanmje y3pokoBayio 3Ha4dajHO moBehame (p<0.05) mporeHTa
(I'paduxor 9) m 6poja CD11c’ memapurckux henwja y HepBUKaTHAM TUMQHHM YBOPOBHMA
BALB/c mumesa (I'pa¢uxon 11), cmatpamo na je macosru mH(mykc CD4" T mumdonura y
[IEPUANIEKCHO TKUBO EKCIIEPUMEHTATHUX ST2" mumesa mnocnemnua nojayaHe CIIOCOOHOCTH
JeHApUTCKMX henwja na cruMyaumy nponudepanujy anTturen-cnenuduunnx CD4" T
mumMponuTa y oacyctBy T1/ST2 rena (181, 185). Mayuzumi u capaguuii (181) nokasanu cy aa
Cy KOHBEHIMOHANHE JaeHapuTcke henuje u3 kynarype tperupane I[L-33 wespene u na
(GyHKIIMOHATHO U (DEHOTHUIICKU HE ca3peBajy, Kao U na Hemocratak [L-33/ST2 curnamnor myra
MOXE Ja ,,0laKma‘ ca3peBame NIEeHApPUTCKUX henuja. Mcra cryamja mokasyje ga He3pene
neHpuTCcKe hemmje Mory jla MHAYKYjy WM aKTHBHPajy UMyHOCYIpecHBHe (peryiaaTtopue) CD4”
T numdoumTe, I0OK 3pene JIEHAPUTCKE hemwje WHAYKYjy uMyHOocTuMyinatopue CD4% T
mumponure. CKopHje HCTpakHBame TOKazano je na HamBHM CD4" T nuMdonmTH HakoH
nHKyOammje ca nenpurckuM hemujama tperupanuM 1L-33 mojavano mpoxykyjy IL-5 u IL-13.
IIpernocraBsba ce ga nenapurcke henuje pearyjy Ha IL-33 mpeko ST2 peuentopa u aa oBa
MHTEpaKIija npeacTassba HOBU myT Th2 monapuzamyje uMmyHcKor oarosopa (182).

[Tonmapu3arja UMYHCKOT OJrOBOpa MMa BUIIECTPYK YTHIIA] HA MATOT€HE3y MEpUaNeKCHUX
ne3uja. ['maBau memujaropu Thl umynckor onrosopa (IFN-y, TNF-q, IL-1 u  IL-6) cTumymnumny
uHGIaManyjy MW pasrpajmby KOCTH Yy HUHPIAMHUpAaHOM MepHUaneKkcHoM TkuBy; IL-17
cruMmynanujom mnpoxaykunuje IL-8 wuma BaxkHy yrory y ersanepbanuju IepuaneKkcHe
undnamaryje; 1ok Th2 murokuuu (IL-4, IL-5, IL-10 u IL-13) u perynatopuu T numdoruru
MCI0JbaBajy pernapaTHBHO M aHTH-ASCTPYKTHBHO JCjCTBO Yy amekcHOM mnepuomonnujymy (116-
118).
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T1/ST2 moinekyn je CeIeKTHBHE MeMOpaHCKH Mapkep Th2 mumdoruTa, ma ce y in Vitro u in
VIVO HCTpaXMBambMMa KOPHCTHO 3a HIACHTH(HKAIM])y OBMX heiuja WM 3a MOTBPAY HHXOBOT
npucyctBa y wuH(paamupanum opranuma (230). U nperxomne cryamje (139, 148) u Hamre
UCTPaXKUBAE MOKA3yjy Ja 0ACYCTBO ST2 curHaiu3aiuje monapusyje UMyHCKH oAarosop ka Thl/
Th1l7 cmepy m cynpumupa Th2 HMyHCKH OArOBOp. Y3 TO, IMOKa3aHO je€ Ja YKOJIHUKO Cce
MOHOKJIOHCKUM aHTUTenuMa 6nokupa T1/ST2 penenrop CD4’ T mumdonmTé npoaykyjy mpo-
undnamatopue urokune (TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-17) (231).

[Ipouenar rejropanux CD4" T mumdonura koju excnpumupajy TNF-o u IL-6 6mo je
cTaTHCTUYKHU 3HadajHo Behu (p<0.05) kako y nepuanekcuum sesujama (I'padukon 13), Tako u y
peruonanauM JuMpauM yBopoBuMa (I'padukon 16) ST2" muwesa y nopehemy ca ST2""
MuileBuMa 14. 1aHa HaKOH OTBapama myJirne MaHIuO0yJIapHUuX MoJiapa.

TNF-a je uMeHOBaH TO CIOCOOOCTH J1a WHIYKYje XEMOPArwjcKy HEKPO3y y COJUIHHM
tymopuma (55). JlaHac je mo3HAT Kao IUTOKUH KOjH UMa 3HAYajHy YJIOTY Y OPOjHHM OHOJIOIIKHM
MpolecuMa: perpyTanuju HeyTpoduiaa 1 MOHOIIMTA Ha MeCTO MH(pEKIMje, NHAYKIUJU CHAXKHOT
henujckor MMyHCKOT OATOBOpa, CTUMYyNANMju henwja eHIoTena Ja MPOAYKY]Y XEMOKHHE,
CTUMYJAlMjU TMPOAYyKIMje MpOoTeHHa akyTHe ¢aze uHGpIamaunuje. YKIbYUYEH je Yy MaTOreHe3y
peyMaTOUIHOT apTpuTuca, aujabereca Tuma 1, (yIMHUHAHTHOT XeHNaTUTUCA U MYJTHILIE
ckiepoze. Edpexar TNF Ha enpmoren u neykomure je kjbydHH (aKTOp Yy pa3Bojy JIOKAIHUX
UH(IAMAaTOPHUX peakKiija Koje y CKIONMy ayTOMMyHCKHX Oonectu omtehyjy TkuBo (59).
JlecTpyKTHBHY YJIOTY y IaTOT€HE3U MepHarneKCHUX Je31ja OCTBapyj€ CTUMYJIAllijOM IPOAYKIIH]je
MaTpUKC MeETaJONpOTeNHAa3a, MHAYKLUMjoM amontoze (ubpobracta u  CTUMYNALUjOM
mudepentmjanuje ocreoknacta (60).

IL-6 je je jeman on raaBHHMX Meaujatopa ypoheHe u y credene uMmyHocTH (33). YV ypoheHoj
UMYHOCTH CTHMYJHWIIE CHHTE3y MpOTEMHA aKyTHe ¢a3ze y XemaToUuTHMa W Ca3peBame
HeyTpodmia M3 NPOTEHUTOpa KOIITAaHE CPXKH, JOK je y CTEYEHOj HMYHOCTH BaKaH 3a
mudepeHnrjanujy IeHIpUTCKUX henuja, nponudepannjy u pudepenuujaunjy B mumdornura u
mudepernmjarujy HamBEnX CD4" T mumdormra y mpasmy Th17 cybmomymamuje (47-49).
Crumynanujom audepeHIyjanije MOHOIUTa y octeokiacte |L-6 wHIyKyje mnpomamame

KOIITaHOI' TKNBa TOKOM HapO,ILOHTOHaTI/IjC U XpOHHUYHOT IEPHUATICKCHOT IICPUOJOHTUTUCA (53)
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Kawashima u Stashenko (61) mokasamu cy nma ekcmpecuja TNF-o m IL-6 mo3utuBHO
KOpejMpa ca pasrpailboM aJIBe0JIapHE KOCTH y IEepHalleKCHUM Jie3HjaMa, 300r uera cy Mmo3HaTH
Kao PeCOPITHBHU IUTOKMHU KOCTH (eHIJI. bone resorptive cytokines). Cmatpamo na je mojauaHa
nponykuuja oBux wmurokuHa, nopen mosehanor RANKL/OPG omnoca (I'paduxon 15),
OJITOBOpPHA 3a MoBehaH OOMM pecopIyje aJBeojJapHe KOCTH y NMEPHANIEKCHOM PETHOHY ST27
muiesa (I'paduxon 1).

IFN-y je mpo-undnamaropuu mutokus tuna 1. Ipoxykyjy ra CD4", CD8" T numdouuru,
NK u NKT hemuje. [TocpenctBom penentopa 3a IFN-y aktuBupa makpodare, nutorokcuune T
mumdonure, NK henuje, yruue Ha npomeny kinaca anturena (IgM y IgQG), crtumynume
npoaykuujy [gG anTuTeNa ¥ Urpa BaxkHy yiory y amontosu (232). O03upom Ha 3Ha4aj KOjU UMa
y MHIYKIUju Thl uMyHCKOT 0AroBOpa, cMaTpa ce Jia urpa BaKHY YJIOTY Y MAaTOreHE3HM MHOTHX
nHGIAMATOPHUX M ayTOMMYHCKHX OOJIECTH: XPOHHYHE rpaHyjaoMaTo3He Oojectu mpesa (80),
unpnaamaropae Oonectu jetpe (81), nujabereca tuma 1 (82, 83), ayrToMMyHCKOT TUPEOUTUTHCA
(84). Behu 0Opoj cryamja mokasyje ma Thl umyHcku omaroBop mocperoBad IFN-y renepanHo
MpeAOMHUHUpPA y TIEpUANIEKCHUM Jie3hjaMa, TJe C€ JOBOJU y Be3y Ca HajAeCTPYKTUBHUJUM
obmuuma 6omectu (61, 85).

AHanu3a ekcrpecuje MHTpanenyapaux murokuna y CD4™ T numdonuTuMa mokasana je aa
je mponenar rejroanux CD4" T hemuja xoje ekcipumupajy IFN-y craTuctuuky 3uagajuo Behn
(p<0.05) y mnepmanekcaum ne3ujama (I'papukonu 13 u 14) w uepBUKATHUM JIUM(DHUM
YBOpPOBHUMA ST2" mumesa y o0a ekcriepumenTtaiHa tepmuHa (['padukonu 16 u 17), yume je
noTBpAMIa TIpeTxomaHe pesyntate (61, 85) o arpecunoj ynosu CD4" Thl numdomura y
nepuarnekcHoj nHdnamaropHoj necrpykumju (I'padukon 1). CympecuBHo nejcrBo [L-33/ST2
CHTHAJTHOT TyTa Ha aKTMBHOCT T-Det TpaHckpummuoHor (akropa, BaXKHOT 3a Au(epeHIINjaIH]y
Thl mumdonura u npoxykumjy IFN-y (139, 148), oGjammaBa 3amrTo je aeneruja ST2 reHa
3HayajHo nosehana mpouenar rejroanux CD4" T henumja koje excrmpumupajy IFN-y y
NepUaNeKCHUM Jie3HjamMa ¥ perHoHaaTHuM JTuMQpHUM yBopoBruMa BALB/C mumesa.

IL-17 mpunana mecrounaHoj GpaMuInju HUTOKKWHA OJ1 KOJUX Cy HajBHIlEe mpoydaBanu |1L-17A
u IL-17F (93). IIpoxykyjy ra y& T hemmje, CD8" T mumdonurn, NK henuje, Heyrpodunan u
€03MHOMWIIHM TPaHYJIOIWTH, a TJaBHU HW3BOP OBOT LUTOKMHAa je Thl7 cyOnomynanuja
mumdorruta (90, 91). IMocpenctBom IL-17 perenitopa (011 KOjUX Cy HajBaXKHH]H U Haj0OOJbE

ormcanu IL-17RA u IL-17RC) ekcipumupaHux Ha eH0TeTHUM henrjama 1 Makpodarnma

95



nocrenryje mpoaykuujy TNF-o u IL-1 (97-99). IL-17 uma 3HauajHy yJaory y IaTOre€HE3d
XPOHHYHE TPAHYJIOMATO3HE OOJICCTH IPEeBa, MYJITHIUIE CKIEPO3e U peyMaTouHor aptpuruca (94-
96). U nopexn penatuBHO H00po neduHUCAHE YJIOre Y ayTOMMYHCKUM (DEHOMEHHMMa, HE 3Ha Ce
JIOBOJBHO O H-ETOBOj yIO03H y amnekcHoM nepuonontutucy. Coli¢ u capanuumu (102) moxasanu cy
Ja y TIEpHarieKCHUM JIe3WjaMa IOCTOju Mo3uTHBHA Kopenanuja uzmehy npoaykmuje IFN-y u IL-17,
ka0 ¥ Jga Thl7 HMyHCKM OArOBOp MMa 3Ha4ajHy YJIOry y erzaunepbanuju wuHpIaMangje y
uHpIaMupaHoM TniepuaniekcHoM TkuBy. |L-17 wuHAykyje cekpeuujy npo-uH(IAMaTOPHUX
MenujaTopa KOjU MPOMOBHINY perpyranujy Heyrpodmina Ha Mecto mHpuamanuje (97). Hamm
eKCIIepuMeHTH Takohe ykaszyjy Ha Behe mpucyctBo (p<0.05) HeyTpoQHIHUX TpaHyIOLUTa
(T'paduxon 2) y mepuamekcHMM Je3ujama ca Behum Opojem IL-17-mpomykyjyhux CD4" T
mumdorura (['paduxonu 13 u 14). 3nagajuo Behu Opoj HeyTpopmiIa y mepuanekcCHUM Jie3njaMa
ST2" mumesa yKa3yje na mojayana mnpoxayknuja IL-17 Huje jeawmHa OIroBOpHA 3a JI0JIa3aK
rpaHyJIOLUTa Ha MecTO MH]pIaMarmje.

CarnacHO OBHM pe3yiTaThMa, 3HadajHo Behu (p<0.05) mporenar rejropannx CXCR3'CD3"
Thl u CCR6CD3" Th17 mumdonura 6vo je npucyran y nepuanekcaum ie3ujama (I'padpukonn 5
n 6) U perHoHaJHUM JMM(HUM YBOPOBHMA ST2" muuresa y o0a eKcrepuMEeHTallHa TepMUHA
(I'padukonn 9 u 10). CXCR3 u CCR6 cy XeMOKHHCKU PELENnTOpH KOjU yCMEepaBajy MHUIpaLUjy
Th1 (35) u Th17 mumdomnuTa (233). IIperxoane cryauje (35, 36) ykasane cy Ha npucyctso CD3"
nmuMdonuTa y TEpUANEKCHUM Jie3hjaMa KOjU EKCIPUMHUPA]y XEMOKHMHCKE pelenTope
kapakrepuctuyne 3a Thl u Th2 cyononynammjy. Thl mumdormTi nperoMUHAHTHO SKCIIPUMHUPA]Y
CXCR3 u CCR5 xemokuHcke perentope, Th17 mumdpornuru CCR6 peuentop, mok cy CCR2 u
CCR3 XeMOKHMHCKM penenTopu mnpucyTHH Ha Th2 mumdormruma. Silva m capagaunm (36)
MOKa3aJid Cy MOBHIICHY €KCIPECH]y XeMOKHHCKUX perenTopa Th2 mumdoruTHe cyonomyamnmje y
TKHUBY PaJMKCHHX IIHCTa y Topehemy ca mepruarnekCHUIM rpaHyJIoMUMa M yKa3aiu Ha Moryh 3Ha4aj
Th2 henuja y eBosyuuju nepuanekcHuX Jesuja. Mu cMo mpsu nokasanu npucyctso CCR6°'CD3"
Th17 numdonura y nepuanekcHUM Jie3njama, Kao U yTunaj aenendje ST2 reHa Ha HHQIYKC OBUX
henuja y nepuanexcHo TkiBo BALB/C mumesa (234). [IpucycTBo mumdoImTa Koju eKCIpUMUpPajy

CCR6 XxeMOKHHCKH PelenTop MoKa3aHo je y XyMaHoj uHdamMupanoj myamnu (233).

IL-4 je mpencraBHuk Th2 muTOKMHA M cMaTpa ce KJbYYHUM LUTOKMHOM 3a MHAYKUUjy Th2
umyHckor oaroopa (103). Ilojauana cekpermja OBOr LUTOKMHA TOKpehe alTepHATUBHY

akThBaIMjy Makpodara, aktuBanujy B mmmdonura koju cekperyjy IQE anTmTena koja
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JOMUHUPAJy KOJ TMapasuTapHUX WHPEKIHja W HWHAYKIU]Y aJeprujCKuX peakiuja Kpo3
aKTHBAIM]y MacTouuTa, Oazoduianux u eo3uHOomiIHux seykouurta (106). YV maroreHesu
nepuonontutrca IL-4 ocTBapyje mpOTEKTHBHO 1ejcTBO MHXHOUIHMjoM TpaHckpunuuje nPHK
npo-uH(IAMATOPHUX IUTOKMHA M CTHUMYJALUjOM MPOAYKLHMjE€ TKUBHMX HHXUOUTOpA
metanonporennaza u OPG-a (85). Ilosmaro je ma IL-33/ST2 curHamHu mOyT MHOJACTHYE
mudepeHnujanyjy HauBHuX T nmumbonuTa y npasity Th2 cybnomynamuje u 1a y aktusupanum T
muM@orUTIMa cTUMyaume npoaykuujy IL-4 mocpencTBoM akTHBanMje TPAHCKPUIIIMOHOT
daxtopa GATA-3 (139, 148). Hamm pe3yiratu TO MOTBPYYjy. AHAIN30M MPOICHTA T'€jTOBAHUX
CD3" T mumdormra xoju excnpumupajy |L-4 y nepuanekcanM ne3ujama (I'padukon 13) u
nepBuKaiHuM JuMpHUM uyBopoBuMa BALB/C mumeBa (I'padukon 16) youwnum cMo ga cy
MHUILEBH KOjiMa je n3bpucan reH 3a ST2 y HepocraTky aktuBaiuje 1L-33/ST2 curnansor myra y
Mamboj MepH audepeHnupanud ka Th2 cydcery. Y3 To, cmarpamo 1a je moBehaHa mpoaykiiuja
IL-4 y CD3' T nuMdonuTuMa ST2"* BALB/c mumesa OJITOBOPHA 32 peAyKOBaHO olTeheme

nepuanekcHe anseosapue koctu (I'padukon 1).

CD4"Foxp3"™ perymaropan T nuMQOIUTH KOHTPOJIHUIIY JIOKAIHE MMYHCKE M MH(IAMATOPHE
npolece y MepHaneKkCHUM Jie3djaMa M Ha Taj HAuWH IPEBEHHUIIY HBHXOB pa3Boj/erzauepOarujy
(235, 236). [IpoTeKTUBHY YJIOTY OCTBapyjy HHXHOUIHMjoM edekropckux T muMdormra THpeKTHUM
KOHTakTOM ca oBuM henujama (236) wim uHIMpekTHO — npoaykiujom TGF-f u IL-10 (117-118,
237). ®dyukuujy edekropckux T numdormra naxubupajy unrepakuujom CTLA4 monekyna
eKCIpUMHUpaHOT Ha MeMOpaHM oBuX henuja u weroBux auranna CD80 u CD86 excnpumupanux
Ha edekTopckum T hemujama (237). V3 T0, mpoaykuujom TGF-f u IL-10 perymaropuu T
mumbonuTu cynpumupajy edexropcke T henuje koje nHuntpumry nepuanekcHe suesuje (117,
237). AlShwaimi u capagauim (235) mokasanmu cy ga je Opoj peryiaatopuux T mumdormra
3Ha4ajHO BehM y UHAYKOBaHMM I[E€pHANlEeKCHUM JienjamMa Yy mopehemy ca 37paBuUM
NEPUOJIOHTATIHUM JIMraMeHToM. Hamm pesynrtatu mo mpBH HyT HOKa3zyjy jAa neneuuja ST2 rena
penykyje uadmykc CD4 Foxp3” perynaropanx T mumdorura y nepuanexcue nesuje (Ipaduxonn
5 u 7) u uepsukaine aumbHe yBopoe BALB/C mumesa (I'padpukonu 9, 10, 11 u 12), anu Ge3
cratuctiuuke 3HadajHoct (p>0.05). Cmatpamo na je Behm Opoj perymatopuux T mumdonuTa y
NEpUANieKCHUM Jie3WjaMa ¥ PETHOHAIHUM JHUM(QHUM YBOPOBHMA ST2"* mumesa JOTIPUHEO

pEenayKIMjU OecTpyKIuje nHdIaMmupanor nepuanekcHor Tkupa (I'padukon 1).
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Vnora CD8" T muMdorura y maToreHe3n NepHanekCHuX Je3nja je U Jajbe JUCKYTaOuIIHa.
IosHato je ma cy CD8" T mumdbonutn Opojuujn y mudy3HHM y OIHOCY Ha (OKamHe
nepuanekcHe unwmirpare (110). V3 to, mokazaHo je aa je 3HauajHo Behm Opoj oBux henmja
IPUCYTaH y UCTaMa y OJIHOCY Ha nepuanekcHe rpanyiaome (111). Hama crynuja mokasana je na
je nemenmja ST2 rena crumymucana uadnykc CD8" T nmmmdornmTa y mnepuamnekcHe nesuje
BALB/c mumesa (I'paduxon 7). AHanm3a uurokumHckor npodpmma CD8' T mmmdonura
NpUCYTHUX Yy TepuanekcHuM jesrjama (I'paduxon 13) u numdHIM YBOpOBHMA Bparta ST2" u
ST2"* mumesa 14. nana excuepumenta (I'padukon 16) mokasana je ga cy rejropane CD8' T
henuje 6une TNF-a-, IFN-y- u IL-17-no3utuBHe u na cy y Behem mpoueHTy uHuUITpUCae
MepUanekcHO TKUBO M JUM(HE YBOpPOBE ST2" mumesa, anu 6e3 craTHcTHUKe 3HAYajHOCTH
(p>0.05). Kako cy mperxomHe cTymuje mokazame ga CD8" T mumdomutén mocpenyjy y
JIECTPYKUUjU TKUBAa MpoaykKnujoM mnepdopuna u rpansuMa (112) u mpoaykmujoMm mpo-
uHdramatopaux urokuna (238, 239), cmarpamo na je mopact Opoja oBux hesuja u mojayana
NpOoJIyKIKja Npo-UH(IAMAaTOPHUX LHUTOKHMHA JONpHUHENa omTehemy mnepuanekcHOr peruoHa
ST2" mumesa (I'paduxon 1).

Jla;b0M aHANTM30M TONyNAIMja MOHOHYKJIeapHHX henmja mokaszamm cmo ga cy CD19" B
muMmdoruty 'y BeheM Opojy MHuATpUCAIM WHGIAMUPAHU TEpPHANEKCHU PEeruoH M JuMdHe
YBOpPOBE BpaTa ST2"" muumesa y mnopehemy ca ST2"" mumesnma y 00a excrnepuMeHTaIHa
tepmuna (I'paduxonu 7, 8, 11 u 12), anu pasiuka y BUX0BOM OpOjy HUje JOCTHUIIIA CTATUCTHYKY
3Havajuoct (p>0.05). Ckopuja cTyauja mokasaia je aa in Vivo aamunuctpanuja 1L-33 HauBHUM
MHIIEBUMa MHAYKYje CHHTe3y Th2 mUTOKHMHA U cruieHoMeranujy, ynyhyjyhu Ha ynory IL-33 y
aktuBanju B numdonurta (240). Hacynpor Tome, Hamm pe3yiaTaTH Cyrepuiny aa je
WHTeH3uBHpaHa npoaudepanuja B mumdornura nocneauna nepocratka 1L-33/ST2 curnamHor
myta. Y3 To, yoummu cmo aa cy CD19" B mum¢ormtu 6wmm npucyteu y Behem 6pojy y
NEepUanekcCHUM Jie3ujaMa W JUM(HUM YBOpPOBMMA BpaTa ST2" u ST2"* mumesa 28. nama
(I'paduxonu 8 u 12) y nopehemwy ca 14.-tum nanom excrniepumenta (I'papuxonu 7 u 11), mro

o0jammaBaMo BaXKHOM YJIOTOM OBUX henvja y KacHHjUM (pazaMa pa3Boja mepHaneKCHHUX Jie3uja

(119, 121).

98



5.2. Ilpumena pexomOuHaHTHOT IL-33 cMamyje nepuanekcHy nHpIamManujy

Hakon BesuBama IL-33 3a T1/ST2 penenrop Ha HauBHuM T nuMdorMTHMa aKTHBHpa Ce
IL-33/ST2 curHamau nyt koju yrude Ha audepenumjanmjy ThO y Th2 henmje m ycmepana
umyHcku oarosop y Th2 cmepy (174, 188). Ynora IL-33/ST2 curnansor myrta no3Hara je y BUILE
Mojiena y MHPEKTUBHOM UMYHHTETY, aJieprijama u ayroumyHoctd (151), anu Huje ucnutiBaHa y
MaTOTEHE3H alleKCHOT MEPUOJJOHTHUTHCA.

Mu cMO 1o npBH HyT MOKa3ald Ja OBa CHTHAJHA OCOBHHA yTWYe Ha MUrpauujy hemmja y
EKCIIEPUMEHTATHUM IePUATICKCHUM JIe3ujaMa. AHAIM30M MOMYJIalja MOHOHYKJIeapHuX hennja
KOje Cy HH(UITpUCAIE TEPHATICKCHO TKHBO ST2"* Mumesa 28. nauna EKCIIEpUMEHTA YOUMJIA CMO
3HAYajHO CMAamEHE MPOICHTA CD4" T nuM@oLMTa U T'ejTOBAHUX CD3'CXCR3" Thl wu
CD3'CCR6" Th17 numdouura HakoH npuMmene pekomOunantaor 1L-33 (p<0.05). IIponeHart
CD8" T mumdornura, makpodara u NK henuja 6uo je Taxohe cmamen HakoH mpumene 1L-33,
10K je mpouenar CD4"Foxp3™ perynatopunx T mumdornuTa 610 nosehan, anm pasiuka y 6pojy
oBHX henuja HMje JOCTUIIIA CTaTUCTUUKY 3HadajHOCT (p>0.05) (I'padukon 18).

AHanu3za eKcripecuje UHTpalenyJapHuX qUTokuHa y T numdonuTiMa Koju cy HHGMITpUCAIN
nepuanekcHe ne3uje |1L-33 tperupannx mumesa 28. maHa HaKOH MHIYKIHje 000JbeHha MmoKa3aia je
Ja je eraoreHa arutukanuja pexomOuHantHOr IL-33 cynpummpana Th1l/Thl7 u ucroBpemeHo
uHgyKoBana Th2 wuMmyHcku oxaroBop. Ilpomenar rejropanux CD4" T mumdonuTa Koju
excnpumupajy TNF-a-, 1L-6-, IFN-y- u IL-17 610 je cTaTHCTHYKM 3HAYajHO MamH, a MPOIeHaT
rejropanux CD3" T numdomura koju excrmpumupajy IL-4 cratucTuuku 3madajuo Behm y
nepuanekcHuM Jesujama BALB/C mumesa kojuma je mar 1L-33 (p<0.05). V3 To, mporeHar
rejroanux CD8" T nmumdorura koju excnpumupajy TNF-o-, IFN-y- u IL-17 610 je Mamu HaKOH
npumene 1L-33, anu 6e3 craructuuke 3HavajHocty (p>0.05) (I'padukon 20).

CMaTpamMo fOa y MHIIjeM MOJENy TIepHaleKCHUX Jie3uja er3oreHo arumkoBan |L-33
nocpeactBoM IL-33/ST2 curnannor myra yrude Ha Th2 monapu3aiiujy UMYHCKOT OJArOBOpa H
nosehany npoxykiujy IL-4 y CD3" T mumdonuruma. [osnaro je ga IL-33/ST2 curnanau myt y
akTuBUpaHuM T numdouuTiMa cruMmynauiie npoxaykuujy IL-4 mocpenctBom akTuBaiuje
TpanckpurnuoHor (akropa GATA-3, a uHXuOUpa TPOIYKIH]Yy MpO-UH(IAMAaTOPHUX IUTOKWHA

cympecujoM TpaHckpumuoHor ¢akropa T-bet (139, 148), mto objarnmaBa Halll pe3yiTar.
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5.3. Excnpecuja IL-33 u ST2 penenropa y MuiijeM 1 XyMaHOM MepHANIEKCHOM TKHBY

Mu cMoO 1o mpBH IyT Mokazanu npucyctBo I1L-33 y muimijem mepuarnekcHoM TKUBY (234),
XYMaHOM [EPHOIOHTAIHOM JIMTAMEHTY M paJuKcHUM nuctama (241). Jlocamaimba HCTpaKUBamba
MIePHUANIEKCHUX JIe3uja 00yXBaTuiIa Cy jeuHo ucnuTtuBame excrpecuje |L-33 na nuBoy nPHK y
NEpUANIeKCHUM TpaHylnoMuma (242), nako je HEKOJHKO CTyAHja O YJO3H OBOI LIUTOKHHA Y
[IEPUOIOHTAIHO] 00JIecTH HeAaBHO mybiukoBaHo. Buduneli u capaguunu (243) mokasanu cy ga
je konueHtpauuja IL-33 y ruHruBaiHoj IEepBUKAIHO] TEYHOCTH 3Ha4yajHO Beha kox ocoba ca
XpPOHUYHUM TIEPHOJOHTHTHCOM Yy mopehemy ca 31paBoM KOHTpoiHOM rpynoM. [lopex Tora,
nokasano je n1a TNF-a uanykyje excripecujy 1L-33 y xymanum ¢puOpodIacTiMa N30JI0BAHUM U3
TUHTUBE oco0a ca mepuoaoHTHTHCOM (244). IloBehana ekcrpecuja IL-33 moxazana je u y
CKCIIEPUMEHTAIIHOM MOJIENy MepuoJoHTHTHCA (245).

Ha Oucmo Oosbe pasymemu ynory I[L-33 y XpOHMYHOM ameKCHOM TIEPHOAOHTHTHUCY
MMYHOXUCTOXEMHJCKOM aHAJIU30M HCHHUTAIH CMO 00pasal] eKCIIpecHje OBOT LIUTOKHHA KaKO y
MHUIIjeM, TAKO U Y XyMaHOM IEepUAieKCHOM TKHBY.

BbpojamemM nMyHONO3UTUBHUX hennja 1Mo jeMHUIM MOBPIUIMHE MUIIjET MepHaneKCHOr TKUBa
(mm?) mokasanmu cmo na je excmpecuja 1L-33 smauajuo Beha (p<0.05) y HHIYKOBaHHM
NepUaNeKCHUM Je3ujama y mnopehemy ca 34paBUM INEPUOJOHTAIHUM JIMTAMEHTOM sT2*
BALB/c muiesa (Cnuka 7).

VY xymaHoM nepuarnekcHoM TkuBy |L-33 Ouo je mpucyran y ¢pubpobiactuma U €HA0TETHUM
henujamMa mepUOAOHTANIHOI JIMTAMEHTA W IMEpHaNeKCHUX Je3uja (IepuaneKkCHUX TpaHyjIoMa U
pPaIMKCHUX IMCTH) W y emuTeIHMM henujama paaumkcHux mucra (Crmuka 10). Moussion u
capaaHuIy (246) mokaszanu cy J1a eHJ0TeNHe U enuTenHe herje KOHCTUTYTUBHO €KCIIPUMUPA]y
IL-33, mrTo mnotBphyjy M Hamm pesyntatd. Mako oBaj IMTOKMH HHjEe JETEKTOBaH Yy
¢ubpobracTiMa N30JIOBAaHUM U3 HOPMAITHUX XYMAaHUX TKUBA, OCUM Y IMMGHOM TKUBY (247), Mu
CMO TIOKa3aJIi H-EroBO MPUCYCTBO Y PUOpoOIIacTIMa N30JI0BAHUM M3 XYMAHOT MEPUOJOHTAITHOT
JUTraMeHTa.

Hykneapno 6ojeme eHaoTena y HAIlUM Y30pIMMa TKHBa CarjlacHO je ca pe3yiaTaThma
MPETXOMHUX CTyauja o mpucyctBy IL-33 y jenpy HOpMaJHMX W XpPOHMYHO HWH(MIAMUPaHUX

XyMaHUX TKHUBA: XyMaHO] KOXH, WHTECTUHYMY, Tutyhuma (248), cuHOBHju OOJIECHHKA ca
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pEeyMaTOMIHUM apTPUTHCOM M WHTECTHHYMY OojiecHuka ca KponoBom Oonemthy (165). OBu
moJaly 3ajeHo Jajbe IMOTKpeIbyjy TBpamy Carriere-a m capagauka (165) ma je 1L-33
HykieapHu (aktop enaorennux henuja. MHTEpecanTHo je na je excnpecuja IL-33 y enurenaum
henujama paguKCHUX IMCTa OwWia MpUCYTHA U y jeapy u y mwmromasmu (Ciuka 10. AD).
[IpernocraBibamo aa je IL-33 ocnobohen y nurormiasmy u3 jeapa oBux henrja kako 01 0cTBapro
yiory ,,anapmuna‘ (246).

Mopdomerpujcka aHanmsa mokasana je xa je opoj IL-33-mosuruBHux ¢ubpodracra/mm?
XYMaHOT TepHaneKkcHor TkuBa 3Ha4dajHo Behu (p<0.05) y nepmanekcaum jnesujama (Cnuka 10.
A) y mopehewmy ca 3apaBum mnepuanekcHuM TkuBoM (Cnmka 10. B), mro oGjammaBamo
YUEHCHUIIOM J1a TIPO-HH(IaMaTOPHU CTUMYIIYCH MHIYKY]y ekcrnpecujy IL-33 y ¢pubpobdbnactuma
(249-250). Amnammsa Gpoja |L-33-IOSHTHBHEX €HIOTEIHHX H CNHTEIHMX hemmja mo mm?
XyMaHOT TICpUANeKCHOT TKMBA TOKa3aja je Ja Huje Owie 3HaudajHe pasiuke (p>0.05) y Opojy
oBux henuja u3mely nepuanekcHUx Jie3uja u MepuoJOHTAIHOT JINTaMEHTA.

[To3nato je ma IL-33 octBapyje cBoje nejcTtBo Be3yjyhu ca 3a ST2 peuentop Ha MeMOpaHU
¢ubpodacTa, eHmoTenHux W enutenHux hemuja (251-252). Mu cmo mokaszanmu ga je ST2
MOJICKYJI MPHUCYTaH Kako y wmumijeM (234), Tako ¥ XyMaHOM IIEpHANIEKCHOM TKHBY (241).
bpojameM MMyHONO3UTUBHUX henuja Mo jeJMHULM IMOBPUIMHE MHIIjer MEepHareKCHOT TKHUBa
younaum cMmo Ja je ekcmpecuja ST2 mosekyna 3HauajHo Beha (p<0.05) y HMHIyKOBaHUM
MepUaNeKCHUM Je3ujama y mnopehemy ca 34paBUM IMEPUOJOHTAHUM JIMTAMEHTOM sT2*
BALB/c mumiesa (Crnuka 8). Kako je HemaBHo moka3ano na IL-33 mocpeacrsom ST2 perentopa
MHXHOMpa octeoksacTorenesy (253), npernocraBibamo ga Behu Opoj 1L-33- u ST2-nozutuBHHX
henuja y nepuanekcHum sesujama BALB/C mumeBa ykasyje Ha nporektuBHy ynory |L-33/ST2
CUTHAJIHOT IyTa y PECOPIINjU UH(IaMUPAHOT MEPUANEKCHOT PeTHoHa, IMITO MOTBplyjy U Hamu
pesynratu (I'paduxon 1).

HMIMyHOXUCTOXEMHU]CKA aHaIM3a XyMaHOT MEepHUaneKCHOr TKHBa IMoKa3ana je excrpecujy ST2
Molekyna y ¢ubpobnactuma u eHnorenHuMm henujama nepuanekcaux jesuja (Crnuka 11. A) u
3apaBor nepuanekcHor TkuBa (Cimka 11. B), n enurteny paaukcuux mwmcta (Crnuka 11. Ab).
[To3nato je na Th2 nuTOKMHM MHAYKY]y ekcrpecujy ST2 reHa y enutenHuMm hemujama (254).
OjicycTBO MMYHOIIO3MTHUBHOCTH y CBUM enuTenHuMm henujama (Crnuka 11. Ab) oGjammaBamo
ucroBpemenum yuemhem Thl m Th2 wumyHckor oaroBopa y maToreHe3w oBuX Jiesuja (255).

Jla;hoM aHANIM30M Tpernapara nepuanekCHUX Jje3uja yourmmn cMo ST2 00jere MOHOHYKIICAapHUX
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henmnja koje M0 MOPQOJIOMIKUM KPUTEPHjyMHMa OATrOBapajy JuM@OIUTUMa WK MakpodaruMa
(Cnuka 11. Ad), mto Huje u3HeHalyjyhe 003upoM a je mpeTXOoAHO IMOKa3aHo Ja Cy oBe henmje
Haj3aCTYIUbEHH]jE Y IepUAIeKCHUM IpaHynoMuma u muctama (256). Coli¢ u capaguuuu (257) cy
IPOTOYHOM LUTO(IYOPOMETPUJCKOM aHATU30M MOHOHYKJIEApHMX heluja H30JI0BaHHX U3
XyMaHHUX TEPUANIEKCHUX JIe3hja MOKa3all CYMPOTHO - OACYCTBO ekcmpecuje STZ2L monekyna y
CD3" T mumdonuTnMa.

MopdomMerpujcka aHamm3a Hokasana je aa je Opoj ST2-mosurmBHEX (ubpodracra/mm?
XYMaHOT TIEpUANeKCHOT TKUBA CTAaTUCTHYKH 3Ha4dajHO Behm (p<0.05) y mepuanekcHuM Jie3rjama
(Cnuxa 11. A) y nmopehewy ca mepuomoHTannuMm surameHtoM (Cnuka 11. B). Osaj nHana3
caryiacaH je ca pesyiratuMa Tajima-e u capaguuka (258), koju cy mokasanu aa ekcupecujy ST2
rena y tuyhHom wmozeny ¢ubOpo3e HHAYKYjy TNpo-uHpIAMAaTOpHU H Th2 HUTOKUHH.
Amnamusupajyhu 6poj ST2-no3UTHBHUX MOHOHYKJICAPHHX, CHIOTEIHUX W EMUTENHUX henuja 1mo
mm? XyMaHOT TIepUaneKkCHOT TKHMBAa YOUMJIM CMO Ja HUje Oune 3HauajHe pasmuke (p>0.05) y
Opojy oBux henuja wu3Mely mnepuanexkcHuUX Jie3Wja UM TMEPUOJOHTAIHOT JIMTAMEHTA.
[IpernocraBibamo ma Behu Opoj IL-33- m ST2-mo3urtuBHMX (pubpobdracta y mepuaneKkCHUM
ne3ujama ynyhyje Ha ymemanoct |L-33/ST2 curHamHor myra y mHXOBOM (UOpO3Upamy Y
XpOHHYHO] (a3u eknanzuje (259-260).

Jlasbe cMO ABOCTPYKOM UMYHO(DITYOPECIIEHTHOM aHAU30M UCIUTaIN Ko-ekcnpecujy IL-33 u
ST2 peuenropa y xymaHuM mnepuarnekcHuM Jiesujama. IL-33/ST2 ko-ekcrpecuja HETaBHO je
MoKa3aHa y CTpPOMaJHHM henujama MaTepHile y MpBOM TpumecTpy TpynHohe (261), mok je y
NepUANieKCHOM TKUBY Hemo3Hata. Mu cMo younnu aa ¢pubpodnactu (Cnuka 12. A) u eHuoTenHe
hemnje (Cnuka 12. B) xo-ekcnipumupajy 1L-33 u ST2 monekyn. IlpermocraBibamo na IL-33
OCTBapyje ayTOKPHHO JejcTBO Be3yjyhu ce 3a ST2 penenrop y opuM henrjama. MoHOHYKIICapHE
henmuje koje Mo MOPQOJIOMIKUM KPUTEPHjyMHUMa OATOBapajy JTuM@OIUTUMA WM Makpodarnma
6une cy jeaHoctpyko ST2-nozutusHe (Cauka 12. C), mto Huje nzHeHahyjyhe o63upom na oBe

henuje ne npoaykyjy IL-33.
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6. 3AK/bYULIN

Ha ocHoBy ananuse 106MjeHHX pe3yiTaTa MOKEMO J1a u3BeneMo ciejaehe 3akibyuke:

1. [denenmja ST2 rena 3HayajHO NMojayaBa HHPJIAMATOPHY AeCTPYKIH]jY NePHANIEKCHOT
TKHBA

1.1. lenenmja ST2 rena moehaBa oOuMM pecopIilidje ajdBEOJapHE KOCTH Yy IMEepHANeKCHOM
perrony BALB/C muiiieBa HakOH HHIYKIIH]E JIC3Hja

1.2. ST2 nenenuja nmosehasa uudayke epexropckux henuja y nepuanekcue sesuje BALB/C
MUIIIEBA

1.3.ST2 penenuja y eKCIEpUMEHTAIIHOM MOJENy IIEpUAlleKCHUX Jie3dja MOJCTUYE
noJjapu3anujy MMyHCKor omaroBopa ka Th1/Thl7 cmepy, a uaxubupa Th2 umyHCKH
OJITOBOP

2. AxtuBanuja |L-33/ST2 curnaanor nyra cMamyje nepuanexkcuy uadiaamanujy, a
nosehaBa puodpo3y

2.1. AxtuBatja  IL-33/ST2  curnanHor myra cMamyje HHQIYKC e(eKTOpCcKux
MOHOHYKJIeapHHUX henuja u peaykyje uHdaamaiujy y nepuarnekcHum jesujama BALB/c
MHUIIIEBA

2.2. Er3orena nmpumena pekomOuHantHor IL-33 y nepuanekcuum nesujama BALB/C mumesa
UHXUOUpa MpoayKiujy npo-uHdaamatopaux mutokuHa (TNF-o-, IL-6-, IFN-y- u IL-17)
y CD4" u CD8" T nmumdouutuma, a noactude npoaykuujy IL-4 y CD3" T numpouuruma

2.3. IloBehan Opoj IL-33- u ST2-mo3utuBHHMX (QuOpoOIACTa y XyMaHUM NEepUATIEKCHUM

ne3njama ykaszyje Ha ymemaHocT [L-33/ST2 curnamHor myra y ¢ubposupamy
UH(IAMHUPAHOT MEPUAIEKCHOT TKUBa
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en
de
pc
ac
cC
jb
sf
pdl
SO
po
vC
ab
IL
TNF

Th saumdounTu
Treg mumpounTu

NALP3
AP-1
NF-xB
IL-1R
IL-1RacP
IRAK

TRAF-6

CKPAREHUIIE

rieh) (enamel)
JNCHTUH
komopa myare (pulp cavity)
arenyJapHu IEMEHT
LEeTyJIAPHU [IEMEHT
BuJIMYHa KocT (jawbone)
[laprejeBa BnakHa (Sharpey’s fibers)
MIEPUOIOHTAHU JINTAMEHT
CeKyHIAapHH OCTEOH
MPUMapHU OCTEOH
BaCKYJIapHU KaHa
anBeosiapHa KocT (alveolar bone)
uHTepaeykuH (interleukin)
dbaxTop Hekpo3e Tymopa (tumor necrosis factor)

nomohuuuku T mumbornutu (7 helper)
perynatopau T nmumdorutu

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3
activation protein 1
nuclear factor kB
peuentop 3a IL-1 (IL-1 receptor)
nomohuu npotenn IL-1R (IL-1R accessory protein)
IL-1 receptor associated kinase

tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
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FADD
NIK
RANKL
RANK
OPG
Jak
STAT1a
GAF
GAS
TGF-B
MRNA

TIMPs

GM-CSF

DCs
KIR

MLD-STZ

LPS
TLR
NO

NF-HEV

LANA

Fas-associated DD protein

NF-xB-inducing kinase

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
receptor activator of nuclear factor kappa-B
osteoprotegerin

janus kinase

signal transducers and activators of transcription alpha
interferon-gamma activator factor
interferon-gamma activator sequence

transforming growth factor beta
undpopmanrona PHK (messenger RNA)
TKHUBHHN I/IHXI/I6I/ITOpI/I MCTAJIOIIPOTCHHA3a

(tissue inhibitors of metalloproteinases)
(bakTop cTuMyIaluje KOJOHH]ja TpaHyJIoONNUTa U Makpogara
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor)
nenaputcke henuje (dendritic cells)
killer cell 1g-like receptor

BHUHICCTPYKE MaAJIC JO3€ CTPCIITO30TOIMHA

(multiple low dose streptozotocin)
munoniorcaxapus (lipopolysaccharide)

peuentop ciauuad tony (7oll like receptor)

aszotHu okcup (nitrogen oxide)

HYKJIeapHU (aKkTOp BeHyJa ca BUCOKUM €HJIOTEIOM
(nuclear factor of high endothelial venules)

latency associated nuclear antigen

105



myD88
MAPKSs
WT
sT2”"
PBS
BSA
H&E
FBS
EDTA
hpf
DAB

SE

myeloid differentiation primary-response protein 88
mitogen-activated protein kinases
wild type
ST2 knock-out
phosphate-buffered saline
bovine serum albumin
hematoxylin-eosin
rosehu derannu cepym (fetal bovine serum)
ethylenediaminetetraacetic acid
high-power field
nuamuHobensuauH (3,3-Diaminobenzidine)

cranaapaHa rpemka (Standard Error)
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