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Onmru moaanuv 1 MMPpoOTOKOJ HCTPAKUBaba

Hazus IlpojexTa :

UMYHOMOYIJIALIIMJA XPOHUYHUX NHOITAMATOPHUX BOJIECTU

Kibyune peun :

WuTepneykun 1 perentop aHTaroHUCT, ME3EHXUMaJTHE cTeM hielrje, CTPenTO30TOLNH, A1jadeTec THII
1, excriepuMeHTaIHU aJieprujcku eHiedatomujenutuc, CS7Bl/6 muiepu

IIpeamer, caap:xaj 1 HUb HCTPAKUBAKA

Caxkerak

Diabetes mellitus Taunm 1 je ayrouMyHCKO 000JbeH€ y KoMe ayropeaktuBHe T hemuje
unduiarpuinry Langerhans-oBa ocTpBama y maHkpeacy y3pokyjyhu pazapame [ henmje. HoBwuja
UCTpaXMBamba YyKa3yjy Ja OCKHAATHBHH CTpec M moBehaHo mpucycTBO mNpo-MH(IAMATOPHUX
[IMTOKWHA, TOceOHO MHTEpIeyKHa 1 OeTa, MMajy BakKHY YIIOTY y amonTo3u u omrehemy Oera henmja,
Te Cy OATOBOPHHM 3a HAcCTaHak oOa Twma aujabereca. brokupajyhn mpo-mHGpIamMaropHe TUTOKHHE
BPUXOBUM TIPHPOTHUM AaHTAarOHHCTHMA, CIIpeYaBa ce HACTAaHAK Wi Jedn aujaderec. [To3HaTo je ma
KoHTHHYUpaHa npuMmeHa |L-1 Ra mpeBenmpa Hacranak crpenTo3oTonuHoM (STZ) HHIyKOBaHOT
mjabereca tun 1 kox C57Bl/6 wmwumesa. HemaBHo je xom CS57Bl/6  wmummieBa, kojuma je STZ-om
WHAYKOBaH jaujaberec THN 1, MOKa3aHO Ja jeMHOKpaTHAa WHTpaBeHcKa mpuMeHa MSCS Hopmanu3yje
TJINKEMUJy U TIUKO3YPH]Y, pEreHepuIle eHA0OKPHUHH MTaHKpeac U MpeBeHnpa HedponaTtjy. BaxHo je
ucnutatu na i ce IL-1 Ra moxke kopuctuty y nedemy amjadereca tum 1 u yrBpautu na mu MSCs
MOT'y HpEBEHHPATH HEroB HaCTaHAK.

Takohe je mokazaHO Ja UMYHOTJIOOYJIIMHU MOTY Jla MMajy TIO3UTHUBAH TEPAIHjCKU edeKaT y
Jiedery HeKHX ayToMMyHCKuX Oonectu. Edexat mmyHornoOynmuaa Ha matoreHesy Diabetes mellitus
THrl | jomr yBeKk HUje ucnuTad. Hamr nuss je na moka)keMo J1a KOHTHHYUpaHa npuMena Ivlig noBomu no
MIOHOBHOT YCIIOCTaBJbamba (PU3NOIIOIIKE perysanuje MMyHUTETa U cy30Hjamba OBOT 000Jbemba.

Sclerosis multiplex je ayrommyrcka 6Gomect nocpemoBana CD4 T numdonutMa Koju ce
aKTUBUPAjy Ha mepudepuju, mpoiase Kpo3 xeMaToeHehanHy Oapujepy u u3a3upajy uHpIaManujy y
LEHTpeaTHOM HepBHOM cucteMy. EAE, ekcriepuMeHTalHH aJeprujcKu eHuedaIoMujesuTuc je
excriepuMeHTatHl Mozen 3a sclerosis multiplex. Ilokasano je na MMyHOIrJIOOYJMHM MOTY Ja
moaudukyjy Tok EAE npeko nosehamwa nponmudepanuje perynatopaux T nmumdonura. Ham muis je
Jla UCIIUTAaMO J1a JIM TIOCTOJH Pa3iMKa y JCNOBabY MPUPOAHUX M MMYHOTJIOOYJIMHA MOIU(PHKOBAHUX
XEMOM U MEXaHU3Me KOjUMa TO OCTBapyjy.
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]_II/IJ]) HCTPpa’)KUBaba

Hcnuraty 1a gy mocToju 3HauajHa pasnuka y npumenn MSCS y omHocy Ha conyOuiHH
ILIRN y npeBeHIMjU U JieYery CTPENTO30TOLMHOM HWHAYKOBAaHOT AMja0deTec MenuTyca THI 1 Kox
MHUIIICBA.

IMokazatu na S/C matu g y3pokyjy KacHHjy IOjaBy XHUIEPIIIMKEMHje W TIHMKO3YpHje KOJ
MHUIIIEBA WU YOIIIITE HE OBOJIE /10 M0jaBe XUIICPTIUKEPMHU]E U TIIMKO3YpHUje

IMokazatu nma S/C gatm |Ig mommbukyjy numdonutHu HHOUITPAT y MNAHKpeacy u
MepunaHKpeacHuM TUM(HUM >Kine3iaMa 1 MOJU(HKY]y TIPOIYKIIN]y TPOUH(IAMATOPHUX IIUTOKWHA

Jla ce mokaxke J1a MOCTOjU €BEHTYyaIHAa Pa3jiMKa y UCIIoJbaBamey Oosectd u3mel)y rpymna koje
Cy mpHMajie PUPOAHE UMYHOTIO0YINHE U UMyHOTI00ynnHe MoanprukoBane xemoM. Jla ce ucmuTa
MeXaHH3aM JIgjCTBa UMYHOIIO0yJIMHA Ha naTodusnoomike npoiece y EAE-y (yTuiiaj Ha ekcrpecujy
[UTOKWHA, YTHIaj Ha mpupomHe peryiaatopue T hemwje, nenapurcke hemuje m Ha ymasak T
TuM(ONHUTa Y MOXKIAHO TKHBO.

AKTyeJ]HOCT HCTPpa’)KUBaba

Diabetes mellitus Tanm 1 je ayrouMyHCKO 000JbeH€ y KoMe ayropeaktuBHe T hemuje
nadrmrTpunty Langerhans-oBa ocTpBaria y maHkpeacy y3pokyjyhu pazapame 3 hemuje.

HoBuja wucrtpaxknBama yKa3yjy Hda OKCHIATHBHH CTpec W TIOBEhaHO MPHUCYCTBO TIPO-
WH(}IAMAaTOPHUX [UTOKWHA, TOCEOHO WHTEepieyknHa | Oera, mMajy BakKHY YIIOTY Y amonTo3d U
omrehemy Oera henmja, Te Cy OATOBOpPHH 3a HacTaHak oOa Tuma aujabereca (1, 2). 36or Tora cy
Opojue crymuje paheHe ca mmbeM jga, Ojokupajyhm mpo-mH(IaMAaTOpHE NHUTOKUHE HHUXOBUM
MIPUPOIHUM aHTATOHHCTUMA, CIIpede HACTaHaK Wi Jiede aujaderec (3-6). Mnatepneykun 1 pernentop
aataronnct (IL-1 Ra), mporenH kora mpoayKyjy WM €KCIIPUMHUPA]y ME3eHXHMAaTHE CTeM henwje,
henmje mMyHCKOT cucTeMa, cTpoMainHe henuje, aTunonuTy, enuTenHe hennje, XenaTouTH, je aHTH -
WH(}IAMAaTOPHU IIUTOKMH, KOMIIETUTUBHU PUPOIHN MHXUOUTOp MHTEpIeykuHa 1 anda u b6era koju,
Besyjyhu ce 3a IL-1 penenrtop, 6mokupa BesuBame |L-1 n crpedaBa meroBo mpo-uHpIAMATOPHO
nejcto (7, 8).

[lo3Hato je ma xoHTHHyHpaHa npumeHa |L-1 Ra mpeBeHmpa HacTaHak CTPENTO30TOIMHOM
(STZ) unnyxoBanor qujadereca tum 1 kog C57Bl/6 mumesa (9, 10).

HenaBHo je oTKpuBeHO 1a moceOHa cyOmomysanuja Me3eHXUMaaHuX creM hemmja (MSCs),
Kkoja unHM 24% opn ykynHor Opoja mumijux MSCS (mopekiioM M3 KOCTHE CpXKH), OZHOCHO 5%
Jbynckux MSCs (ropekiiom u3 kocTHe cpikn) ekcrpumupa IL-1 Ra (11).

Me3zenxumMaine cteM henje cy MyJNTHIIOTeHTHE cTpoMasHe henuje, pucyTHe Y TOTOBO CBUM
TKMBHMMa OJpaciior OpraHu3Ma, Koje MMajy CIocOoOHOCT caMo-oOHaBJpama W IudepeHuujanrje Ka
henmjama TkuBa Me3onepmanHor nopekina (12). Kapakrepuiie ux excrpecuja ci. moiekyia: CD105
(SH2), CD73 (SH3/4), CD44, stromal antigen 1, CD166 (vascular cell adhesion molecule),
CD54/CD102 (intracellular adhesion molecule), CD49 (very late antigen) u oacyctBo ekcnpecuje
CD14, CD34, CD11a/LFA-1,CD45 (kapakrepuctuka xemaromoerckux hemuja), glycophorin A
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(xapakrepuctuka eputpouuta), CD31 (kapakrepuctuka TpomOoruTta, eHmorenHux hemuja) (13).
MesenxuMaiHe creM hienuje uMajy BakHy yJIory y MOIyJalliji UMYHCKOT OJrOBOpa KOjy OCTBapyjy
naxubunmjom nponudepanuje T hennja (cekpennjom nutoknna TGF-f, IL-10, omerameM ca3zpeBama
JNSHIPUTCKUX henuja), yTunajeM Ha mopact Opoja perynatopHux T maumdoruta, OIOKHpameM
nponudepanuje b mumdonura (14).

Henasho je kox C57Bl/6 mumieBa, kojuma je STZ-oM nHAyKOBaH Aujadberec TUN | U 4Hju Cy
J1a00paTOPHUjCKU M KIIMHUYKH MapaMeTpy OAroBapaid IMOOAMAKIOM aujaderecy Tum 1 KOXI JbYIH,
MOKa3aHo Jia jelTHOKpaTHa WHTpaBeHcKa nmpuMeHa MSCS HopMmanu3yje TIMKEMU]y W TIHKO3YpH]Y,
pereHepuIle eHIOKpUHH MaHKpeac U npeBeHupa Hedponatujy (15).

[Tocroju ompe3 ca npumenom MSCS kox sbyau 063upom qa MSCS moka3syjy XpoMO30MCKY
HecTabMIHOCT N Vitr0 xao u 300r umMmeHmIle aa iN VIVO mocTtoju MOryhHOCT HEKOHTpOJIMCaHE
midepeHIrjanmje ka HeKesbeHnM henrjamMa TKuBa Me3oepMaitHor mopekia (16-18).

UmyHornoOynuHM Mory jga MOJAM(HKYjy HWMYHCKH OATOBOp HAa pasiHyulTe HAYUHE:
HEYTpaIH3allijoM ayTOAHTHUTENa, MOJIYJAIMjOM CHTHAIHUX ITyT€Ba, MOJYJIAIUjOM EKCIpecHje |
(dyHKIIMje IUTOKMHA, MOIYJIANMjOM MaTypanuje U (yHKIHUje ACHAPUTCKUX henHja, WHXUOWINjOM
KOMIUIEMEHTa, I[I0jadyameM KIMpeHca ayToaHTurena OmokupameM FcRn, QyHxumonamanM
omokupamweM FcyR, moBehamem excrnpecuje FcyRIIB. VYcmocraBibajy —anTHHH(IAMAaTOpHY
cpenuny.(20, 21)

VY ckopuje BpeMme je MoKa3aHo Ja HMYHOTTIOOYIMHE MOTY aKO C€ KOHTHHYHPAHO NMPUMEHY]Y
on moyerka wuHaykuuje EAE nma chnpede mojaBy Oomectd u To moBehamem mposmdepaluje
perynatopaux T mumdonnTa Koju OIOKMpajy akTHBAMjy U MUTpaiujy ehexkropcku T aumdorura u
Tako oHemoryhe nH(pIamanmjy y HepBHOM TKHBY. (19)

IIpeameT U ONMUC UCTPAKUBAMA,
3a/ialll, METO0JI0THja, 0OUeKHBAHH Pe3yJITaTH:

Xunoresa: [Ipumenom MSCs, xonm mumeBa kojuM je STZ wHaykoBan DM 1, moctmxke ce
IyroTpajHUja MPEBEeHINja U TyTOTPajHIjH Tepamnujcku edekaT ( IyrorpajHija peryiamnnja riIuKeMuje,
TIINKO3ypHje, 00sba ouyBaHOCT rpalje mankpeaca) Hero nmpuMeHoM comyoumHor IL1IRN.

ExcniepuMmenTante xxupotume: 60 mureBa C57BL/6 — myxjaka, ctapoctu 8-12 Henempa.

Unnykimja DM tunl npumenom STZ-a: CBuM murieBuMa ce Aaje y Toky 5 maHa no 40 mr/kr STZ

WHTpanepuToHeanHo. Streptozotocin (STZ) he Outu pacTBopeH y crepuinHoM nurpatHoM nydepy (pH
4,48; conc. 25 mmol/L)

MumeBu he Outn noxesbenu y 4 excnepumentanue rpyne ( E1, E2, E3, E4) u 2 xoHTponHe rpyre
(K1, K2). VY cBux 6 rpymna ouhe no 10 mumesa.

ITocebno he ce ucnuratu 31a4aj IL-1 Ra u MSCs y npeBeHuuju u edemy aujadbereca T 1.
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HcnuruBame 3uayaja lL-1 Rau MSCs v npesennuju qujadereca tun 1

Excnepumentanna rpyna (E1): 10 mumeBa, 5.maH of ModeTka eKCIepMMeHTa, 1 caT HakoH
IpEMeHe mocienme 103e STZ-a, y permHy BeHy cBakor Muima ce amtukyje 0,5 X 108 MSCs y 0,2 m
wHxoBor menujyma ( komnanuja Celprogen, USA).

Excnepumentanna rpyna (E2): 10 mumeBa, 5.7maH of MoYeTka eKCliepuMeHTa, | caT HakoH
npuMene mnocienme no3e STZ-a, cyOkyraHo ce cBakoMm Mmumry amukyje 8 mr/kr TT IL-1 Ra
(Anakinra wmm Kineret, kommanuje Biovitrum), momesseno y 2 aHeBHe m03e (003upoM ma je
nonyxuBot IL-1 Ra oko 8 catu) cBakoHEBHO, HapenHa 12 naHa.

Koutpoana rpyma (K1): 10 mumeBa, 5.7aH ox moueTka eKCIIEpUMEHTa, | caT HAKOH IPHMEHE
nocnenme g03e STZ-a, cBakogHeBHO hie, Hapenna 12 naHa, cyOokyTano npumati 0,2 M GU3HOIOMIKOT
pacTBopa.

KpB 3a Mepeme rimkemuje he ce y3umaTH U3 perHe BeHe CBaKOr JlaHa, HAKOH jyTapk er IJ1a10Batba OJf
3 cara (Haramrtuny). ['nkemuja he ce npatutn kopumhemem amapara Abbott Exccide u TecT Tpaka
3a Mepeme TINKEMU]e.

I'makosypuja he ce cBakOIHEBHO MPATHTH, HAKOH CIIOHTAHOT YPUHHPaMka MUIIECBA, Y jyTapHHM
catuMa, KopuithemeM TecT Tpaka Uroscan 2.

Ynopehusahe ce cBakogHEBHE CPEIEH-E€ BPEAHOCTH MNIMKEMUjE U TIIMKo3ypHje n3Mmehy mumresa E1, E2,
K1 rpyne (ANOVA test, SPSS).

Mumesu rpyna El, E2, K1 he 6utn xpTBOoBaHM 23-0r 1aHa HAKOH IOYETKa eKCIIEPUMEHTa, 003HPOM
Ila ce oveKyje Ja a0 pa3Boja aujabereca xon mumiea K1 rpyme gohe oxo 11. nana, a konx mumieBa E2
rpymne nohe oko 19. mana, map mana HakoH mocienme goze |L-1 Ra (10). Henosnaro je na nmm he u
kanma mohm mo mojaBe mujabereca kox mumieBa El rpyme (063upom Aa A0 cajja HUKO HUje UCITHTHBAO
3na4aj MSCs y npeBennuju nujabereca tum 1).

Hakon >xprBoBama, m3Baguhe ce MaHKpeac W MPHUIPEMHUTH 3a XHUCTOJOIIKY aHAIU3y (HUCeUlH
naHkpeaca nebssuHe 4 pm, ¢ukcupann 4% napadopmannexuzpa, napaguHoM, Hu OOjeHH
XeMaTOKCHIIMH-e03nHOM). [IpaTuhe ce mpomeHe mpucytHe y Oera ocTpBIMMa MaHKpeaca u3Mmel)y
muiena E1, E2 u K1 rpyne.

Kputepujymu 3a XucToJolIKa aHanuM3y MHaHKpeaca: 1-0e3 MOHOHYKJIeapHOI MH(UITpaTa, OdyBaHa
rpaha maHKpeaca; 2-TIepU-MHCYJapHH  MOHOHYKJIEapHH  HHuITpar;  3-WHTpa-WHCYIapHU
MOHOHYKJI€ApHU UH(UITpaT; 4-MacuBHA JECTPYKIHja OCTPBLA.

HcnutuBame 3ua4yaja |L-1 Rau MSCs v Jeuyemy aujadereca tum 1

Excnepumentanna rpyna (E3): 10 mumeBa. Hakon aujarHoctukoBama aujabereca ( 3 y3acTomHa
naHa rimkemuja > 11,1 mmo/l y3 npucyTHy rIIMKo3ypHjy), CBUM MHIIEBUMA OBE TPYIIE Y PEIHY BEHY
ce armkyje 0,5 X 10° MSCs y 0,2 m1 muxoBor Meaujyma ( kommanuja Celprogen, USA).

Excnepumentanna rpyna (E4): 10 mumesa. Hakon nujarnoctukoBama aujadereca ( 3 yzacTomHa
naHa rimkemuja > 11,1 mmo/l y3 npucyTHy IIIMKO3ypHjy), CBUM MHIIEBUMA OBE TPYIE CyOKyTaHO ce
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arumkyje 8 mr/kr TT IL-1 Ra (Anakinra wnu Kineret, komnanuje Biovitrum), noaesseno y 2 nHeBHe
no3e (063upom na je nonyxuBoT IL-1 Ra oxo 8 catu) cBakogHeBHO, HapenHa 12 naHa.

Kontpoana rpyma (K2): 10 mumeBa. Hakon nujarHocTHkoBama aujadereca ( 3 y3acTomHa JaHa
rmukemuja > 11,1 mmo/l y3 mpucyTHy TJIHMKO3YpHjy), CBH MHIICBH OBE T'pyIe CBaKOJHEBHO he,
HapenHa 12 maHa, cyOkytano npumatu 0,2 Mil (PU3HOJIONIKOT pacTBOpa.

OnpehuBame rankeMuje u rJIMKo3ypuje

KpB 3a Mepeme riunkemuje hie ce y3umaTt U3 pernHe BeHe CBaKOr JaHa, HAKOH jyTapher riiaoBama o1
3 cara (HatamTuHy). ['nukemuja he ce mpatutu kopuimhemem amnapata Abbott Exccide Tpaka 3a
Mepeme TITUKEMU]e.

I'mukosypuja he ce cBakOIHEBHO MPATHTH, HAKOH CIIOHTAHOT YPUHHPaKka MHUIIEBA, Y jyTapHHM
caTuMa, kopumhemeM TecT Tpaka Uroscan 2.

VYnopehusahe ce cBakomHEBHE cpe/iibe BPETHOCTH INIMKEMHU]je U TIrKo3ypuje n3mehy mumiesa E3, E4,
K2 rpyme (ANOVA test, SPSS).

Mumeu E3, E4 u K2 rpyme he Outu xpTBOBaHM 62. IaH HAKO JWjaTHOCTHKOBama Hjabereca,
003MpoOM J1a ce Taaa OveKyje MOTIyHAa HOpMallh3alfja TIIHKEMHje M TINKO3YypHje Kom MumieBa E3
rpyne (15). Heno3nato je ma nmu he mohn 10 HOpManmu3amnmje TIIMKEMHjE W TIIMKO3ypHje KO MHUIICBA
E4 (0o63mpom ma o cama HUKO HUje HCHUTHBAO 3Havaj IL-1 Ra y neuemy mujabereca Tum 1).

XHUCTOJIOIIKA AHAJIH3A

Hakon >xpTBOBama, u3Bajuhe ce MaHKpeac W MPHUIPEMHUTH 32 XHCTOJOIIKY aHAIW3Y (MCeUIH
mankpeaca nebssmHe 4 pm, ¢Quxcupann 4% mapadopmangexuma, mnapapmHOM, U Oo0jeHH
XeMaTOKCHIINH-e03nHOM). [IpaTnhe ce mpomeHe mpucytHe y Oera ocTpBIMMa MaHKpeaca u3mel)y
muteBa E3, E4 u K2 rpyme.

Kputepujymn 3a Xmcromnolnka aHaidu3y MaHKpeaca: 1-0e3 MOHOHYKIeapHOT WH(WITpaTa, OdyBaHA
rpaha maHkpeaca; 2-TiepU-WHCYJapHM  MOHOHYKJIECApHH  WHQHUATpAT, 3-MHTpa-HHCYIAPHH
MOHOHYKJI€apHH HH(UITpaT; 4-MacHBHA JIECTPYKIHja OCTPBIIA.

HcnutnBame edekTa NPUPOIHUX M MOANGIHKOBAHUX HMVYHOIJIOMYJIHHA HA AHjaderec THI 1

MumeBn

Excnepumenranne xxuBorume: 70 mumesa C57BL/6 — myxjaka, crapoctu 8-12 Heznespa.

AKTHBHE CyICTaHIlE:

e  Crpenro3orouut (STZ) cBexe pacTBOpeH y crepuiiHOM nutpatHoM nydepy (pH 4,48; conc.
25 mmol/L)

e mpuponHH Ig

e Monu(puKOBaHU XeMOM Ig

e wmonudukosanu Fell Ig
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no3a:
e STZ- 40 mg/kg (= 60uL)
e npupoxuu Ig (50 mg/kg, 200 mg/kg)
o wmomudukoBanu xemoM Ig (50 mg/kg, 200 mg/kg)

o wmomucdukoanu Fell Ig (50 mg/kg, 200 mg/kg)
HAYHH alIHKAIHje:

e UHuTpanepuroneanno- STZ
e (CyOkyrano — Ig
o (CyOkyraHo — 60BHH cepyM anOymuH (BSA)

Wunykumja DM tunl npumenom STZ-a: CBuM MuIiieBuMa ce aaje y Toky 5 gana mo 40 mg/kg STZ

HHTpaInepuToHeanHo. Streptozotocin (STZ) he Outu pacTBOpeH y CTEpUIIHOM nuTpaTHOM mydepy (pH
4,48; conc. 25 mmol/L)

Muieswu hie Outn monebenu y 4 excnepumentanue rpyne ( E1, E2, E3, E4, E5, E6) u 1 konTponny
rpymy (K1). ¥V cBakoj rpynu 6uhe o 10 mumiesa.

HUcnutuBame ed)eKTa INPUPOJAHUX H MOZIP[!]!P[KOBZIHI/IX I/IMVHOF.]'IOﬁV.]'lI/IHa Ha Da3B0i diabetes
mellitus-a

Excniepumenranna rpyma (E1): 10 mumnesa- MurieBn he 6utu tperupanu 21 man npupoxaum 1g (50
mg/kg)

Excriepumenranna rpyna (E2): 10 murieBa- Muriesu he 6utu tpetupanu 21 nan npupoanum Ig (200
mg/kg)

Excniepumentanna rpyna (E3):10 mumnieBa- Mumiesu he 6utu tperupanu 21 nan |g moaudukoBanum
xemoM (50 mg/kg)

ExcniepumenTtanna rpyna (E4):10 mumeBa- Mumiesu he 6utu tperupanu 21 nan |g momudukoBaHUM
xemoM (200 mg/Kkg)

Excriepumenranna rpymna (E5):10 mumieBa- Muriiesu he 6utu tperupanu 21 gan |g MomudukoBanum
Fe Il (50 mg/kg)

ExcnepumenTtanna rpyma (E6):10 mumeBa- Mumieu he 6utu tperupanu 21 nan |g momudukoBaHUM
Fe Il (200 mg/kg)

OnpehuBame rimkeMuje U INIMKO3ypHje

Hugo rirykose (Abbott Exccide) he ce cBakonHeBHO MepUTH Y KpBU T00Hj€HOj M3 PEITHE BEHE
MHUIIIEBA HAKOH TiaoBama ox 4h. HuBo rirykose n3 mokpahe mumnieBa he ce cBakomHeBHO MepuTH test
trakom Uroscan 2.



N JYHHOP MPOJEKAT

lll MEJUIIUHCKU ®AKYJITET
| YHUBEP3UTETA Y KPAT'YJEBIY J H 0 2 'O 9

VYnopehusale ce cBakonHEeBHE cpe/ibe BPSTHOCTH INIMKEMHU]jE U TIUKO3ypHje n3Mel)y MuIieBa
eKkcriepuMeHTaIHuX u KoHTponue rpyne (ANOVA test, SPSS).

XHCTO/I0LIKA AaHAJIN3A

Hakon >xpTBoBama MwuiicBMMa he ce M3BAJMTU TAHKEpacH M IEPUNIAHKPEACHU JIUMGHU
YBOPOBH OJ] KOjux hie ce mpaBuTH mapa@uHCKH UCceUn (€0 000JUTH XEMATOKCHINHOM U €03WHOM).
O0ojenu mpenapaTH Ciyxe 3a Opojame TuMpounuTHUX HHOUIATpaTa y JIaHrepXaHCOBUM OCTPBIIMMA
nmaHKpeaca.

ELISA

Mepema HuBoa cepymckux rurokuna: |IFN-y, TNF, IL-17 kopumhememM eH3UMOUMYHOTECT
(ELISA) kuTa crieriududHOr 3a MHUIIIjE UTOKHUHE.

Momnonykiepae henmuje n30m0BaHe U3 pErHOHANHUX JUM(QHUX YBOpOBa U ciesune he ce in
vitro crumymucatu ConA u MOG menrtuziom 24 u 48 catu u 'y cynepaaranty he ce ELISA meromom
onpeautn HUBO uTokuHA: IL-17, IFN-y, TNF

FACS

Onpenuhie ce Opoj CD4+, CD8+, CD4+CD25+, FoxP3+, CD4+FoxP3+, F4/80+ u CD19+ y
MMaHKPEACHUM JTMM(HUM YBOPOBUMA
Real time PCR

Oppenuhe ce auBo murokmHa IFN-y, TNF, IL-17 y mankpeacHuM JHUMQHAM YBOPOBUMA H
CIIE3UHU

HcnutuBame edexra npupoaHux ¥ MoauuKoBaHHUX HUMVHOIJIOMYJuHA Ha EAE

ExcnepumenTaine :kuBotume: 80 C57BL/6 mumesa.
HNupyxuuja EAE

MOG 35-55 nmentun ce pactBopu y PBS-y y xoHnenTpanuju 3 mg/ml. Jeqnake 3ampeMuHe pacTBopa
MOG-a u kommuterHor Freund-osor agjyBanca, CFA (1mg/ml) y3 nogarax 7 mg/ml M.tuberculosis ce
M3MeIIajy a ce 1o0uje eMyi3uja

- 200 pl oBako mobujeHe emynsuje ce arumkyje Mury, 1o 50 pl 609HO y CBaku eKCTPEMHUTET
- ykynno mum npumu 300 pg MOG nentuna u 800 pg M.tuberculosis

IMpBor u Tpeher aHa eKcriepuMeHTa MHIITY ¢€ HHTparepuToHeanHo amrkyje u 300ng pertusis toxina
y 100 pl PBS-a.
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HcenutuBame yTHIAja NPUPOIHUX MMYHOIJIOOYJIMHA W HMMYHOIVIOOYJIHHA MOIM(PUKOBAHUX
xeMoM Ha TOK EAE

MurieBu he OUTHT TIOJICIbEHU Ha 4 TpyIIE:

E1 rpyna (20 Mumiesa): nprMa MpupoAHe UMYHOITIO0YIHHE CyOKyTaHo oJ moueTka naaykuuje EAE
cBaKkor jaHa y Toky 18 mana, 200 mg/kg

E2 rpyna (20 mumeBa): nmpuMa MMYHOTJIOOYJIUHE MOJU(PHUKOBAHE XEMOM CYOKYTaHO OJi MOYeTKa
unnykije EAE 18 nana, 200 mg/kg

K rpyna (20 mumesa): npuma BSA pactBopeH y ¢usuonomkoM pactBopy cyOkyrano 18 maHa o
nouerka nuaykije EAE koju He mokasyje HUKakaB uMyHoMoayaaTopau edekat, 200 mg/kg

K1 rpyna (20 mumieBa): nmpuMa Ha UCTH Ha4MH CaMO XeM M KOja je KOHTPOJIHA rpyla 3a Ipyiy Koja
npuMa UMyHOTI00yiHe MomudukoBane xemom, 200 mg/kg.

Kiaununyko ucnobaBame 00J1ecTH

ITo rpynmama he ce mpaTUTUTH: KIMHUYKO MCIIOJbaBamke 00NIECTH, ofpeljuBame HUBOA MHUITpALH]je
Ha OCHOBY XHCTOIOIIKHMX Tpernapara, (PeHOTHIICKE KapaKTePHCTUKE MOHOHYKJIeapa M30JIOBaHUX U3
Clle3uHe, PErMOHANHUX JIMM(GHUX YBOPOBA, MO3ra M KHUMEHE MOXJIUHE W WHTpAIeTyJIapHH HUBO
IUTOKMHA y OBUM lhendjamMa, Kao W HUBO TPOJYKOBAHHUX IIMTOKHHA y CYIEPHATAHTHMA HAKOH
pectuMynanyje u3ojgopaHux henmnja MOG menTuaoM M MOMMKIOHCKUM cTHUMysatopoMm, COnA.
ITopenmnhe ce 1o rymama: cpemme BPETHOCTH ITUTOKWHA, IPOIECHTH IIOjeAWHUX henmja, cpemme
BpeAHOCTH HH(pMITpalje U KITHHIIKOr ckopa (SPSS).

Knuanuko ncnospaBame OosecTr hie ce mpaTHTH CBAKOT JIaHA M OIICHbHBATH HA OCHOBY KpPHTEpHUjyMa:
1-mapanu3a pemna; 2- atakcuja; 2,5- jenHa 3a/ma HOra nMapajn3oBaHa

3- 00e 3aambe HOre mapain3oBaHe; 3,5- 3 HOre mapajan3oBaHe; 4- KOMIUIETHA [Mapain3a ¥ IPeAmbUX U
3alBUX HOTY; 5- CMPT.

XHCTOJTOIIKA aHAJIHN3A

MumeBu he ce >XpTBOBaTH Tpe MOYETKA HCIIOJbaBama OONECTH, Y BpeMe Hajjauer HCIOJbaBama
Oonectu n y da3u pemMucwje.
[Ipemapatet Mo3ra M KHYMEHE MOXAWHE ce 00je XeMaTOKCHJIMH €03MHOM W ofpeljyje ce mpoieHat

nHpunaTparmje: 0-Hema wHHUITpanuje, 1-ymMepeHa HMHQUITpaja OKO KPBHHUX CyJ0Ba MOXIAHUX
oMmotaua, 2-uH(untparmuja CNS-a mnojenmnaunum henmmjama, 3-wHGUITpaT CTBapa OMOTade OKO
KPBHUX CylOBa, 4- WMHTCH3WBaH HWHQWITPAT OKO KpPBHUX CylIOBa Y3 CyOapaxHOMIAIHYy H
MapeHxXuMallHy rHpIaMaIu;jy.

FACS

Uznpojuhe ce MoHOHykieapHe henuje M3 pernoHaNHUX JMMQHHX YBOPOBA, CJIE3WHE, MO3ra H
knumeHe mokauHe u flow muromerpujom he ce ucnuratu nponenar henuja xoje cy CD4+, CD8+,
CD4+CD25+, FoxP3+, CD4+FoxP3+, F4/80+ u CD19+. Ucrom MeromoM he ce ucnuratd H
uHTpauenynapad HuBo nurokuHa IL-17, IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, TGF-B. UutpauenynapHu HUBO
OBHMX IMTOKMHA Ou morao 1a ce ucrura u PCR merozom.
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ELISA

Mepema HHBOA CEPYMCKUX IUTOKMHA Y CEPyMY HM3JIBOjEHOM W3 KpBU W3 TpOyIIHE aopre:
IFN-y, TNF, IL-17 kopumhemem ensumoumyHotrecT (ELISA) kurta crnenuduunor 3a wmwmmije

IIUTOKHHE.

Momnonykiepue henuje mM30710BaHe M3 PErHOHATHUX JTUM(HHUX UYBOpOBa W ciesuHe he ce in vitro
ctumynucatd ConA u MOG nentunom 24 u 48 catu u y cynepHaranty he ce ELISA meromom
onpenuT HUBO 1MtokuHa: IL-17, IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, TGF-p.

CraTucTnyka odpaaa nogaraka

Pasmuke w3mely rpyma anammsupahemo wmnm He-mapamerpujckuM  Mann-Whitney tecrom wmin
MapaMeTPHjCKUM HE3aBUCHHUM T- TECTOM., Y 3aBHCHOCTH 0J] HOPMaITHOCTH pacrojene. HopmamHocT
pacriozesie BpeAHOCTH yHyTap Tpyma anammsupahemo Kolmogorov-Smirnov u  Shapiro-Wilk
TecroBuMa. BpemHoct p mamy ox 0.05 padyHaheMo Kao CTaTHCTUYKH 3HA4YajHY. 3a CTATHCTHYKY
o0pany cBux nomartaka kopuctuhe ce SPSS maxker, Bep3uja 13.0

3Hayaj ucTpaknBama

O63upom 1a je mo3Haro aa je IL-1 Ra edukacan y npeBeHuuju aujadbereca tum 1, a u 1a je
HEIaBHO TOKa3zaH noOap Tepammjcku edekar IL-1 Ra y meuemy mmajbereca tum 2 (6) BakHO je
ucnutatu Aa au ce IL-1 Ra moxxe kopuctutu y neuemy nujadereca tur 1.

Ca npyre crpane, BaxHO je yrBpautu aa mu MSCs, koje ycremHo sede mujaderec Tam 1 Kox
aanMaiHuX Mozena (15), Mory eukacHO IpeBeHHpaTH HAaCTaHaK nujabereca Tum 1.

C o03upom ma IVIG mory ma mmajy MO3WTHBAH Tepamnujcku edekar y Jiedemy HEKHX
ayTOMMYHCKHX OOJIECTH, a J]a F/bUXOBa yIlora y ImaToreHe3u aujadbereca TWm 1 HUje WCMUTaHA, BAXKHO
j€ UCTIUTaTH HUXOBY YJIOT'Y Y OBOM 000Jb€HY U FbUXOB YTHIIAj HA CaM TOK OOJIeCTH.

PazjammaBame HMMYHCKHX TIpolieca KOjU YHWHE OCHOBY MAaTO(PHU3UOJIONIKOT TIporeca
eKCIIEpUMEHTATHOT eHIleaToMujeuTiCa, a TuMe nocpenHo u Sclerosis multiplex. Mcnutuame
Moryhux HaunmHa nMyHOMoxaynanuje y EAE koju Ou Moriu 1a ce mpuMeHe U Ha JbyJrMa.

BpemeHncku okBUP

HUcrpaxuBame he ce cripoBecTy y mepruoy of IB€ TOJINHE.
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PykoBoauaai npojexra:

Jp Bnanucnae Bonaperuh

I'nmaBHu HCTPpa)KuBav:

Hp Brnanucnas Bomapesuh

AHra:KoBaHH HCTPAKMBAYH:
[Ipod. np Muoapar JIykuh
IIpod. ap Hebojuia ApcennjeBuh
Acc. Cnahana IlajoBuh

Ip Mapwuja MunoBanoBuh

Acc. Hemama 3apaBkoBuh



