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Onmru nmogauu u IMPOTOKOJ UCTPAKHBAIHA

Ha3zus IIpojekra :

YIJIOT'A ST2 PELEIITOPA ¥V PEI'YJIAIMIM CUT'HAJIHOI' IIYTA IL-33 ¥V TH-2 UMYHOM
OI'OBOPY N Y KOHKAHABAJIMH-A (CON-A) THAYKOBAHOM XEITATUTUCY

Kibyune peun :

ST2, IL-33, Th-2 umynu oarosop, KonkanaBauH-A HHIYKOBAaHOM XETATHTUCY

IIpeamer, cagp:xaj 1 HU/b UCTPAKUBAHA

Caxerak:

TLR (Toll-like receptor) npeacrasibajy haMuiujy TpaHCMEMOPAHCKUX TIIMKOIPOTEHHA KOjU
aKTHBHpaj)y ypoheHH HMyHHM oaroBop u3azBaH matoreHmMma. ST2, uman TIR cymepdamunmje,
peryiuie npoxyKuujy ABa oOyimka mpoTtenHa, kpahu conyounnu sST2 m myxu TpancMemOpaHCKH
ST2L pemenrop. sST2, uwckazan mpemoMUHaHTHO Ha (uOpoOiacTuMa, ce Be3yje 3a IOBPIIMHY
MUIIjUX Makpodara ¥ CynpuMupa MNPOAYKUWjY HMH(IAMATOPHUX IMTOKMHA HHIYKOBaHY
munonionucaxapunom (LPS). ST2L, uckazan uHa mactomutuma u Th2 mumdoruTiMa, HETaTHBHO
perymume Thl umyHH onroBop, Urpa BakHy ynory y perynanuju Th2 henujcke nudepenuujanuje n
pa3Bojy Th2 umyHor oaroBopa in vivo, Ka0 U y MOJEY aJIepTHjCKOT 3alabeha TUCAJHUX ITyTeBa,
XeIaTHIHE NCXEMHje U ayTouMyHor nujabdereca. Tek ckopuje 1L-33, nurokuu u3 IL-1 dhamunmje, je
uaenTudukoBan kao npasu gurang ST2L penenrtopa. Mako je cTamHO eKCIPUMUPAH Y BEJIUKOM Opojy
hemuja, mamu HmBo IL-33 je HaheH y HeakTHBHUM JeHAPUTHYHUM henrjaMa, akTUBHUPAHUM
Makpodarama u Th2 numdouuTMa y 00IHMKy MpeKypcopa uujy akTUBalHjy MHIYKYje kacmaza-1. [L-
33 Besyje ST2 peuentop u aktuBupa NFkB u MAPK curnHanse myrteBe, uHAyKyje Th2 umyHH
onroBop, ykbyuyjyhu mnpomykmmjy IL-4, IL-5, IL-13, matomomke mpomene Ha mryhnva wu
TaCTPOMHTECTUHATHOM TpakTy mpaheHuM eo3uHO(UINjoM, CIUIEHOMETandjoM H mnoBehaHum
cepymckuM IgE n IgA. Xenatutuc, Kao CBETCKM 3IpaBCTBEHU MPOOJIEM, KOjU C€ EKCIIEPUMEHTAIHO
nHaykyje ca Con-A u aktuBupa T nmumdouunte noBoau no aktusanuje Thl u Th2 umyHor oxrosopa.

VY mwby MCIMTHBaKka U pasyMmeBama noTeHuujande ynore ST2 y curnannom myty 1L-33 u
Con-A WHAYKOBaHOM XemaTUTHCYy, ucnuTuBahemo nma mu je ST2 pemenTop eceHIHjamaH 3a
perynaumjy u aktuBauujy IL-33 curHamHor mnyrta kopucrehu BALB/c ST2-/- wmwmmese. Y
nctpaxuBamy he outn xopumhene cnenehe meroxe: FACS, umyHnodnoypecnennuja, Western blot,
ELISA, u TUNEL.
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b ucTpaxkuBama:

1. Hcmuratm nma nom je mpucyctBo ST2 permenrtopa Ha hemmjckoj memOpanmm T nmmumdornmra
HEOMXO0/HO 3a BezuBame 1L-33 3a numdonure.

2. MUcnuraru moryhuoct uarepaxmuje 1L-33 ca apyrum IL-1 penentopuma ocum ST2.

3. Hcnurarn ynory ST2 y HWKHUM CUTHAIHUM IyTeBHMa Tociie Tpermana ca IL-33 y ST2-/-
HOKayT MuIIeBUMa, YKJbyuyjyhu aktuBanujy NFkB, MAPK, u PI3K/AKT.

4. HWcnuratu edekre 1L-33 Ha mamyknnjy Th2 mmyHCcKOT oaroBopa y ST2-/- HOKayT MHIIIEeBEMA
y IPUCYCTBY MJIH OACYCTBY conyOmmnor ST2.

5. Hcnwuraru ynory ST2 y mpoxaykiuju Thl u Th2 murokuna y momeny Con A MHIyKOBaHOT
XeTaTuTHUCa.

6. HWcnuraru ynory comyounsnor IL-33 y Con A HHAYKOBaHOM XEMATHTUCY

AKTYeJTHOCT HCTPaKNBakba

TLR (Toll-like receptor) npeactaBibajy GpaMminjy TpaHCMEMOPAHCKHUX TIIMKONPOTEHHA KOjU
YYECTBYjY Y aKTHBHpamy ypoleHOr MMYyHOT OAroBOpa MpeMa WHBAa3MBHMM maroreHuma. ST2, wman
TIR cynepdamunuje perynuiie npoaykiujy nse MRNK, kpahy u nyxy. Kpahoj oarosapa conyounau
ob6muk (sST2), xoju je mpucyTaH y eMOpPHOHAIIHUM TKHBHMA, TYMOpPHUMa JIOjK€ M MPEIOMUHAHTHO
ekcipuMupan Ha (pudpodractuma. sST2 ce Besyje 3a MOBPIIMHY MHIIjHX Makpodara U CynpuMupa
NPOAYKIHjy HH(IaMATOPHUX HUTOKMHA WHAYKOBaHY TpeTMaHoM henuja qunononucaxapuaom (LPS).
Peuentop Ha Makpodaruma 3a koju ce Besyje sST2 jom Hmje orkpuseH. [y:xa MRNK renepumie
NPOAYKIHMjy TpaHcMeMmOpaHnckor obmuka ST2 penentopa, ST2L, uckaszan Ha macrouutama U Th2
mumpouutuma. McerpaxuBamwa Ha wild type m ST2 HOKayT MuUIIEBUMa TpeTHpaHUM aHTH-ST2
agtutennMa Wi ST2-Gy3uoHUM TpoTeMHWUMA TOKa3yjy BaxkHy yiory ST2 y perymamuju Th2
henujcke mudepennujauuje u pasojy Th2 mmyHor oxarosopa in vivo, Kao y MOJENY aJeprujcKor
3anajberha AUCajHUX IyTeBa, ayTOMMYHOT qujadeTeca U XemaTUIHe UCXeMHUje. 3a Pas3uKy OJf OCTaJIUX
ynanoBa Toll-IL-1R cynepdamunuje, ST2 He moBoau m0 pa3Boja MH(DIAMATOPHOT OATrOBOpa HHUTH
axktuBauuje NF-kB, nako aktuBupa MAPK. ST2 Besyje u ceksectupa ananrope Toll-IL-1R, Mal u
Myd88 , umme HeratuBHO ,,, ILI1P perymume Thl wumyHu oaroBop u axtmBupa Th2 oxrosop
uaaykoBanuM IL1a LPS, TLR4 u TLR2 nuranmuma, OGakTepujcKkuM nunonpoTenHoM. Panuje, nBa
HaBoAHa juraHna ST2 peuenTopa cy ONMCaHA, ajld CKOpPHje NMpaBH JIMTAHA je MICHTU(HUKOBAH Kao
uuTokuH u3 IL-1 dpamunuje, Hazan 1L-33.

UnanoBu IL-1 ¢amunuje, yxipyuyjyhu IL-18, urpajy 3HadajHy ynory y 3amnajbeHCKHM,
uHpeKkTHBHUM U ,, IL1P, IL1a ayrommynum Gonmectuma. 1L-33 je HoBu uwian IL1 damunuje koju
naaykyje Th2 wmyHu oaroBop, ykibyuyjyhm nponykuwmjy IL-4, IL-5, IL-13, unHTepakuujoM u
TparcMucHjom kpo3 ST2 pernenirop. OBo je y koHTpacty ca IL1f u IL-18 koju noBoxe a0 pa3soja Thl
umyHor oaroBopa. IL-33 wmHAyKyje marojomke TNpoMeHe Ha IUIyimMa W TacTPOMHTECTUHAITHOM
TpakTy nmpaheHuM €03MHO(HIINjOM, CIUIeHOMeranujoM u noBehanum cepymckuMm IgE u IgA. HMako je
CTAJIHO eKCTIpHMHpaH y BeaukoM Opojy hemmja, IL-33 ce mpoaykyje y oaromapajyhum hemmjama,
ykIbyuyjyhu mmyhau mapenxuMm u u keparuHouut, u IL1-B. Mamu wHuBo IL-33 Hahen je y
HEaKTHBHUM HakoH aktuBanuje ca TNF-o nennputinunuM henujama, akTHBUpaHUM MakpodaruMa u
Th2 numdonmTuma y 00IMKY IpeKypcopa 4UHjy aKTHBAIMjy MHAYKYyje Kacnasza-1, kao u kox IL1P u
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IL-18. BesuBamem 3a ST2 penentop, IL-33 aktusupa Myd88, IRAK4, TRAF6, kao 1 NFkB 1 MAPK
ananoruo IL-18. Cxopwuje je,, IL1-B, npyrum nutokmnuma IL-1 damunuje, ykipyuayjyhu IL1-a
oTkpuBeHo 1a je IL-33 npoundaamaTopHu HUTOKMH U UHTPALICTYJIAPHH jeJapHU (aKTop . YKIbYUYEH Yy
HETaTHBHY perynauujy TPaHCKpUIILIH]jE, CIIMYHO Kao IL1-a
XenaTuTUC IPEeACTaB/ba CBETCKU 3APaBCTBEHU Ipo0iIeM. 3a HCIUTHBAKE MOJIEKYJIapHUX MEXaHHW3aMa
XeMaTUTUCAa, TIOCTaB/beH je KoHkaHaBaiuHOM (Con-A) MHAYKOBaH MOJEJ XelaTUTHCa KOJ MUIIEeBa
e je MOoKa3aHo 1a je aktuBanuja T nmuMQonuTa KOHKaHaBaJIMHOM HeomxonHa 3a Con-A MHIYyKOBaH
AMyHH OATOBOp W omTeheme jeTpe. AkTuBanuja u wHQMWITparmja T mumdorura, eo3mHOPMIA,
Kyndeposux hemmja, 1 NKT hemmja y mapenxum jerpe mosomm , IL-2, IL-6, mo cekpernmje Thl
npouH(amMaTopHux uToknHa yKIbyayjyhu TNF-a, IFN-y IL-1, u muroknna Th2 umyHOTr oarosopa
kao mto cy 1L-4 u IL-5. l{utokuau Thl umyHOr oaroBopa y3pokyjy henujcky CMpT XemaToluTa
nocpenoBany FAS nmurangoMm. MHOTM IMTOKWHE UMajy 3HadajHy yiory y omrehemy jerpe xao IL-6,
IL-10, IL-11, IL-22 u , IL-12 u IL-15 koju moka3syjy xemaTonpoTekTHBHe edekre, nok cy TNF-q,
IFN-y IL-18 menmujaropu Con-A HMHAYKOBaHOT XeNAaTUTHCA. YJIOre MHOTHMX APYTHX LUTOKHHA Y
perymnanuju Con-A WHIYKOBaHOT XEMaTUTHCA joll HACY yTBphere, ykipyuyjyhu u IL-33.

IIpeameT u onuc UCTPAKUBAKA, 321a1lM, METOA0JI0THjA,
OYeKHBAHU pe3yJTaTH

Y mwby UCHUTHBAKka M pazyMeBama moTeHnujanae ynore ST2 y curramaom myty IL-33 u Con-A
WMHAYKOBaHOM XEIaTUTHCY, Onhe n3BeneHu cieneh eKCepruMeHTH:

1. Hcnuratu ga mu mpucyctBo ST2 penenropa Ha hemumjckoj memOpanm T numdornmra
HeomnxoaHo 3a BezuBamwe 1L-33 3a numdonnte. Kyntusucahemo T nmumponure ST2 -/- HokayT
MHIIEBa ca peKoMOWHAaHTHUM conyOommauM 1L-33 w amammsupatm wx FACS wu
UMYHO(]IIOEPECIIEHTHOM METOJIOM.

2. Ucnuratn moryhnoct wuntepakuuje IL-33 ca nmpyrum IL-1 penentopuma ocum ST2.
Ucnurahemo monen BesuBama conyomnHor [1L-33 Ha T auMbonuTiMa y mpuCycTBY/0/ICyCTBY
pasnuunTux antutena 3a [L-1 u IL-18 penentope uMyHO()I0EpECIIEHTHOM METOIOM.

3. Hcmuratu ynory ST2 y HIDKMM CHTHQJIHHM ITyTeBHMa Tociie TperMmana ca I1L-33 y ST2-/-
HoKayT mumeBnMa . Mcrpaxuhemo koju je edekar comyOwrHor 1L-33 Ha meroBe HHXKe
curHaiee taprete , kao mro cy NFkB, and MAPK, y ST2-/- HOkayT MuIIeBUMa y TIPUCYCTBY
i oacycTBy coyomtHor ST2 kopuctehu Western Blot metony.

4. HWcnuratn ynory axtuBanuje ST2 mpexo 1L-33 y HmKeM CHUrHamiHOM NyTYy YKJbydyjyhu
aktuBanjy PI3K m AKT. Mcmmrahemo edekar comyOmmHor IL-33 ma aktuBarujy PI3K u
AKT u y wild type u ST2 HokayT mumeBuMa kopuctehn Western Blot metony.

5. Hcnwuraru edekre 1L-33 Ha naaykuujy Th2 umyHckor ogroBopa y ST2-/- HokayT MuieBuMa
y MPUCYCTBY WK OACycTBY coiyoumaor ST2. Uctpakuhemo 1L-33 nHIyKOBaHY TIPOIYKITH)Y
Thl u Th2 nurokuna y T num¢pounuma ST2 -/- HokayT mumieBa ELISA metomom.

6. HWcnuraru ynory ST2 y mpoxaykmuju Thl u Th2 murokuna y momeny Con A MHIyKOBaHOT
xenatutuca. Konuenrpanuje oBux nurokuna he ce oapehusaru y miazmu Con A TpeTHpaHux
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koHTponHuX (wild type) BALB/c u ST2 -/- HokayT muineBa. Mcnurahiemo u edexar Con A Ha
in vitro u in vivo npoxaykmujy 1L-33 ELISA metomom.

7. HWcmmraru ymory conyomtHor 1L-33 y Con A manykoBanoMm xematutucy. Wild type BALB/c
n ST2-/- HokayT mumeBH he ce Tpetupatu comyOommauM IL-33 unn mnane®o npe HHAYKLHje
ca Con A. Y mwpy nokasuBama Con-A WHAYKOBAHOT XEMaTHTHCA Y jeTpH, MepuheMo HHBO
AST u ALT y cepymy. Edexkar IL-33 na Con-A mHIyKOBaH xemaTUTUC he ce aHamM3upaTH
XHCTOJOMIKMM MeToAaMa. Annexin-V TecT Ham oMoryhaBa ma oApenmMo CTEIEH aIornTo3e
m3a3Bane Con-A mpe u mocne Tpermana ca IL-33. Western Blot Mmeromom oapehuBahemo
eKCIIpecHjy amonToTuukux mnporenHa Bcl-2, BAX, kao u wusnmazak nurtoxpoma Il u3
MUTOXOHJIpHj€ U aKTHUBALHUjy Kacmase 3.

Marepujaji u MeToae

ExcniepumMenTaiine sxuBoTHIbE ¢y MuliieBu coja BALB/C (ST2 -/-, oagaocHo wild type).
ConA MHIYKOBaHU XEHaTUTHC:

ConA ce ammuKyje WHTPAaBEHCKH y PENHYy BeHy, Y KoHIeHTpanuju 16mg/kg y ¢usuomnonkom
pactBopy. MukyOaunonu nepuon uzHocu 24h. Cienu >KpTBOBambE )XKUBOTHIbA, Y3UMAaE KPBHY,
jerpe, cle3WHe W TEpHUITaHKPEacHWX JUM(HHUX YBOpPOBA. JemaH €0 TKMBa C€ OCTaBJba 3a
UMYHOXHCTOXEMHjCKa 00jera, a ocTaTak TKHBa ce€ XOMOTreHH3yje. XOMOreHaT ce mpunpema
Tako Aa Ou ce mobuma cycnensuja T numdonura. Y exkcepuMeHTHMa c€ KOPUCTE U
TIepUTOHEATTHN MaKpoQarm.

3Ha4aj ucTpakuBama

ST2, xao Baxan ¢akrop perymanuje Th2 henumjcke mudepenuujanmje, aktuauuje Th2 u
naxuounuje Thl umyHor oaroBopa peaykujyhu mpoaykiijy u aktuBHOCT 111 nMa mmpoky mpuMeHy
y kiuHWYKoj Meauuuad. 1L-33, Besyje ST2L w wnnykyje Th2 mmynu oxrosop. XemaTHTHC, Kao
CBETCKHM 3/paBCTBEHH IpoOieM, KOju ce eKclepruMeHTaTHO MHAyKyje ca Con-A u aktuBupa T
muMporute ooy o aktuBanuje Thl u Th2 mmynor ogrosopa. Otkpuhe 1L-33 kao nmurarma ST2L
Jlaje BEJIMKHU 3Ha4aj NajbUM MCTPaXKHBambUMa Y LUJbY padyMeBama yiore ST2 y curnannom nyty IL-
33 u nmoreHumjanHe ynore y Con-A MHIYKOBaHOM XEIaTHTHCY, Ka0 M pasyMeBama oJHoca nu3mely
ST2L u sST2 y perynauuju Th2 uMyHOT 0aroBOpa.
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