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CAXETAK

["anexTHH-3 je MIMKONPOTEHH KOjH OCTBAapyje Pa3IM4YHUTEe, YeCTO W MOTIYHO CYNPOTHE yJOTre Y
pasIUuuTUM HHQIAMAIMjCKUM peakirjama. Y 0BOj CTYAHjH j€ aHAJIM3MpaHa yJora rajeKTuHa-3
y nmpumapHoM OminjapHoM xonaHrutucy (eunri. Primary Biliary Cholangitis, PBC) u3za3ssanom
oaktrepujom Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans). PBC je wu3a3uBan
uHpeknujom muiiea C57BL/6 nHTpanepuTOHEATHOM aIIMKANU]jOM OaKTepHje Ba MyTa y TOKY
JIBE HeJesbe. Yiiora rajektiuna-3 y marorenesu PBC ananusupana je kopumnhemem Lgals3—/— u
MHUIIIEBA TPETUPAHUX MHXUOUTOpOM rajektuHa-3, GM-CT-01. Ananu3upanu Cy XUCTOJIOIIKH U
ceposomiku napamerpu 6onectu, Genorun neHaputckux, NK, NKT u T henuja u aktuBamnmja
nHpnamazoma. Crabuje m3paxkeHa OOJIECT ca 3HAYajHO MamHUM oOlTehemeM OWIHjapHUX
kaHamuha W MamoMm (GHOpPO30M jeTpe neTekToBaHa je y rpymama Lgals3—/— u wmwineBa
TpeTHpaHuX HHXHOMTOpOM ranektuHa-3, GM-CT-01. V¥V jerpama wild type wmwumeBa
uHpuimpanux Oaktepujom N. aromaticivorans je y wuHuITpaTHMa JeTekToBaHa Beha
3acTymbeHocT uHpmamanujckux makpodara, NK, NKT u T henuja. leneunja Lgals3 u tperman
uuxuburopom ranekruna-3, GM-CT-01, cmamyje omreheme OunujapHux kanamuha, ¢pudposy
jeTpe, MOHOHYKJIeapHU UHMUITpAT, ekcrpecrjy nHdinamazoma NLRP3 y undunrparuma y jetpu
u npoaykiujy IL-1B y jetpu mumieBa nHpunupanux Oakrepujom N. aromaticivorans. In vitro
crumynaija Wwild type mnepuroneanmnux Makpodara Oakrepujom N. aromaticivorans 3a
nocneauny uma Behy ekcrpecujy NLRP3, axktuBHocT kacmaze-1 u mpoaykumjy IL-18 y
nopelery ca CTUMyIHCAHMM TepuTOHeaTHHM Makpodaruma Lgals3—/— mumesa. GM-CT-01
takohe penykyje aktuBauMjy DC u ekcmpecujy nuroxuna IL-4, IL-1B u p40, 3ajennuuke
cyojeaunutie 1L-12 u IL-23 y DC in vitro crumynucanum 6akrepujom N. aromaticivorans.

Hamm pesynratm ykasyjy Ha 3Hayaj TalekTHHa-3 y crumynandju uHprmamanuje y PBC
u3a3BaHoM uHpekijom OakTepujom N. aromaticivorans, a koju ce orsiena y akrusaiuju DC u
nHpnamazoma NLRP3 u nocnennunoj npoxaykuuju IL-1B, u yka3yjy na rajekTuH-3 Moxe Ja
Oyzme Mera JenoBama IMOTEHIMjAIHUX HOBHX JIEKOBA. [ allekTMH-3 je BEpOBaTHO YKJbYUYEH Yy
nH(]IIaMalMjCKU OATOBOpP HAa KOMEHCajgHe OakKTepHuje IpeBa INTO MOXKE Jaa Oyae HWHITH]jaTHH

OKHJIa4 32 Pa3BOj MPUMApHOT OUJIMjapHOT XOJaHTHUTHCA.



ABSTRACT

Galectin-3 has the role in multiple inflammatory pathways. Multiple-hit etiology of primary
biliary cholangitis (PBC) and evolving immune response at various stages of the disease include
involvement of Gal-3 in PBC pathogenesis. In this study we aimed to clarify the role of Gal-3 in
Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans) induced biliary disease. Primary biliary
cholangitis was induced in C57BL/6 mice by two intra-peritoneal injections of N.
aromaticivorans within 2 weeks. The role of Gal-3 in PBC development was evaluated by using
Lgals3—/— mice and mice treated with Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01. The histological and
serological parameters of disease, phenotype of dendritic, NK, NKT, and T cells and
inflammasome expression were evaluated. Marked attenuation of the disease in Lgals3—/— and
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, treated mice is manifested by the absence of bile duct damage
and fibrosis. Liver infiltrates of N. aromaticivorans infected wild type mice had higher incidence
of pro-inflammatory macrophages, NK, NKT, and T cells. Lgals3 deletion and treatment with
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, reduced liver damage and fibrosis, inflammatory mononuclear
cell infiltrate, expression of NLRP3 inflammasome in the liver infiltrates and interleukin-1p (IL-
1B) production in the livers of N. aromaticivorans infected mice. In vitro stimulation of wild type
peritoneal macrophages with N. aromaticivorans caused increased NLRP3 expression, caspase-1
activity and IL-1p production compared with Lgals3—/— cells. GM-CT-01 reduced activation of
dendritic cells and expression of IL-4, IL-1B, and p40, common subunit of IL-12 and IL-23 in
dendritic cells in vitro stimulated with N. aromaticivorans. Our data highlight the importance of
Galectin-3 in promotion of inflammation in N. aromaticivorans induced PBC by enhancing the
activation of dendritic cells and NLRP3 inflammasome leading to enhanced production of 1L-1p,
and indicate Galectin-3 as possible therapeutical target in autoimmune cholangitis. Galectin-3
appears involved in inflammatory response to gut commensal leading to PBC
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1. YBOJ

1.1. IIpumapHu OWINjapHU XOJAHTUTHC

[Mpumapuu Ounmjapuu xonanrutuc (enrs. Primary Biliary Cholangitis; PBC) je xpoHu4HO
3anajbeiCKO 000JbEHE jeTpe Ca ayTOMMYHCKOM OCHOBOM, KOj€ KapaKTEpHILy: JAECTPYKTUBHO
TUMQOIUTHO 3amnajbebe HHTpaxenaTHIHHX KYYHMX KaHaiauha, TpPUCYCTBO aHTH-
MHUTOXOHJpHjckux anTutena (exri. Anti-Mitochondrial Antibodies, AMA) cnenuduynux 3a
ayTOAHTUTEH KOjH C€ Hala3u y MUTOXOHApHjaMa U U3Pa3UTO Yelihe jaBibambe OOJIECTH Y )KEHCKO]
nonyiamyju (1, 2). KibydHu ceposiomikyd Hama3 y MPUMapHOM OWIIMjapHOM XOJAHTHTHUCY je€
npucycTBo AMA- anTHTena crienuuIHNX 3a 00JIeCT Koja ce NeTekTyjy y Bumie 95% obomennx
(3). OBa ayroanTuTena crnenuduyHa Cy 3a aHTUTCHCKY ACTepMHHaHTY E2 koja ce Hamasu y
CKJIOITY Ppa3JIM4YUTUX JIEJNOBAa CIOXCHOT E€H3UMa JeXUAPOreHa3e CMeElITeHe y MeMOpaHu
mutoxouzapuje. Te cybjenunuie cy: 2-oxo-acid (20ADC-E2), nupysar (PDC-E2), pauBactu
nanai 2-oxo-acid (BCOADC-E2) u 2-oxo-glutarat (OGDC-E2) (1). /loMHMHaHTHU ayTOAHTHICH
y oBoj O6onectu je PDC-E2. [Ipecranak TonepaHuuje Ha oBaj ayroaHTureH npahen je pasBojem
omrehema Ownujapaor emutena (1). Ce o 2015. roawue, oBa 00JECT je y 3BaHHUYHO]
HOMCHKJIaTYpH Ha3WBHA: mpuMapHa OunmmjapHa umposa (on enri. Primary Biliary Cirrhosis;
PBC), melyytum ckpahenuria je ocrana ucra (4).

Mexanu3mMi HacTaHKa M pa3Boja OO0JIECTM Cy BEOMa CIIOXKEHU W TOJpa3ymMeBajy TyOWTaK
TOJIEpaHIije Ha ayTOAHTUIEHE MPUCYTHE Y XOJIAHTMOIMTHMA ILITO je y3pOK HH}Iamanuje ca
nocneanyHuM omtehewmeM OunmjapHux kaHanuha, pasBojeM xolnecTaze u (ubpose jerpe. Y
HaCTaHKy M pa3Bojy OOJIECTH YyJIOTY WUrpajy: u3Jjiarame ofpeheHuM cyrcraHiama MpucyTHUM Y
OKpYXEHY, UMYHOT'€HCKa IIPEIMCIIO3UIIMja, eMUIeHCKa KOHTPOoJa OUIMjapHOr enuTesna, ypoheHu
U CT€YEHU MMYHCKH OJrOBOp U mnopemehaj mpojyKlHje KyuyHe KHcelnuHe. Tek of ckopa ce y
natorene3n PBC-a pa3maTtpa 3ajeqHMuYka yjora HMYHCKHX MeXaHu3ama, mopemehaja
MPOJYKIIHj€ KYIHUX COJIH, PYHKIIHMje OMIHjapHOT TPAHCIIOPTA U arloNTo3¢e XoJaHruoimra (5).
Jlanac ce cmarpa J1a je 3a moueTHo omreheme OUIjapHOT enuTeNa, y 0BOj 00JIeCTH, HEOMTXOIHO

Aa €€ CYCTCKHY I'CHCKH, CIIMI'CHCKU U q)aKTOpI/I OKOJIMHE, a Oa CY KOMOMHOBaHHU HUMYHCKU U



nH(IIaManjcKu OATOBOp Ha omrTehewme mocnenaumna mnpuMapHe Je3dje enuTena u Ja Cy
OJI'OBOPHU 3a XPOHHUYHHU TOK 000sbema (6). KimHuuke mpesensaiuje 601eCTH Kao U OJrOBOPH
Ha Tepamujy cy Beoma xereporenu. Kiunwuke wanudecrammje PBC  Bapupajy on
AaCUMIITOMATCKE XOJIeCTa3e Koja ce JCTEKTYyje caMO OMOXEMHjCKMM TECTOBHMA, MPEKO T0jaBe
CBpabda KOXKE H3a3BaHOT XOJECTa3oM, J0 (aTaJHOr HCXOAa yCJell 3aBpIIHOT CTaHjyma
owmjapae 1tupose. Kpajwu cramujymm mupo3e y PBC mory ma Oyny momsiora 3a pasBoj
XEMaToIeTyJIApHOT KaplUuHOMa, ald He W XosaHruokapuuHoma (7). CepyMcku OMOXEMU]jCKU
MapkKepH, KOHIICHTparuja ankamHe ¢ocdaraze u OunmupyOMHa, MOTY Ja Ce€ KOPHCTE Kao
rapamMeTpH KOju yKa3yjy Ha MmoTpeOy TpaHCIUIaHTaIlMje U Kao MOMONHHU mapaMeTpu 3a npaheme
oaropopa Ha Ttepanujy (8). Ha OCHOBY XHCTOJIOHNIKHMX TPOMEHA MPUMapHH OWJIMjapHU
XOJAHTHTHUC C€ KIACU(PUKYje Y HEKOJIHMKO CTAJANjyMa: IPBU CTAHjyM- IIOPTHU XEMATHTHUC; APYTH
CTaJMjyM- TIEPUIIOPTHU XEMATUTHC; Tpehu cTaaujym- cenrtaiHa Gpuopo3a (OpUIMHT HEKpo3a) U
yeTBpTH craaujym- nuposa (9, 10). Crenen XuCTONOMKN BepUpHUKOBaHEe CHHYcOoHIHE (Hudpose
MOXE Jia YKaK€ Ha KIMHHYKHA HMCXOJ OOJIECTH HE3aBHUCHO O] OMOXEMHjCKHX U CEPOJIOIIKHX
napaMmerapa: JeKOMIICH3aIHja jeTpe, CMPT yCIIe] X0JIeCTa3e/TpaHCIUIAHTaIN]e JeTpe, CMPT yCIe

MOPTHE XUIIEPTEH3H]je, CMPT yciea Apyrux komiuukaiuja PBC u npexusipaBame (11).

1.1.1. TI'encku ¢paxropu

Ha ynory renckux Qaxrtopa kao ¢akropa pusuka 3a pa3Boj PBC ykazano je y OpojHUM
CTyavjamMa y KOjuMa je ToKa3zaHa KOHKOPJAHTHOCT oJ 63% KoJ MOHO3WMTOTHUX Onu3aHama u
Beha croma jaBibama 0osecTH y opeheHrM nmopoauiama ca pelnaTuBHUM pusnukom ox 9.13-10.5
y TPBOj JIMHUjU cpojacTBa 10 1,66 y meroj auamju cpoacta (12,13). Ipeanenma AMA konx
ocoba y npBoj auHHju cpozacTea je 13.1%, a y xonTpom 1%. ITopen Tora Beha je mpeBaneHma y
’KEHCKO] MOMyJalliju y MpBoj duHUju cpojcta (cectpe 20.7%, majke 15.1%, hepke 15.1%) y
nopehemy ca MyIIKUM CpOAHUIMMA Yy NpPBOj JUHMjU cpozcTBa (O6paha 7.8%, oueBu 3.7% u
cunoBu 0%) (13).

Omnucana je yapyxkeHoct oapehenux renckux Bapujantd HLA, amu u non-HLA rena, u Beher
pusuka ox passoja PBC. Ilpoayktu rena xoju mosehaBajy pusuk on pasBoja PBC monynumry
mpoliece KOju Urpajy yJIory y maToreHe3u O0JiecTH, Ha KOje Y MCTO BpeMe yTudy u (pakTopu
okpyxema (14). Yapyxenoct oapehenux HLA anena u paszsoja PBC ce pasnukyje 3a oapehene
MomyJanmje, ma cy Tako y eBporckoj momymanuju amenn HLADRB1*11 u HLA-DRB1*13
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yapyxeHu ca MambuM pusnukom (15, 16), nok cy mehy Jamaniuma anenu HLA-DQB1*06 u HLA-
DQB1*03 yapyxkenu ca Behum pusukoMm oj pasBoja Oosectu (6, 17). Melhyrum kopenammja
n3mely npucycrsa onpehenor anena HLA u Beher ninm mamer pusuka of passoja PBC je mama
y nopehemy ca onrcaHuM Kopelnanyjama 3a Apyre ayTouMyHCKe O0JIeCTH.

On non-HLA rena, najseha yapyxeHoct PBC u oapehenux BapujaHTH IMOKa3aHa je 3a I'eHE
IL12RB2, STAT4, STAT1, CD80, IL12A, NFKB1, IL7R, TNFSF15, CXCRS5, DDX6, RF8, unju
MPOAYKTH KOHTPOJMIIY OpojHE HMMYHCKE peakiyje, Kao LITO Cy IMpe3eHTalyja aHTUTEHA,
mudepeHimjayja MMMQpOIUTa, IMYHCKH OArOBOp Ha Mukpoopranmsme (18-20).

Mel)y HaBeieHUM reHuMa u3Tiiea Ja Haj3HadajHujy ynory y natorene3su PBC nmajy renu unju
MPOJIYKTH KOHTPOJUIILY CUTHAJIHE myTeBe Koje crumynuiie IL-12 u xoju umajy Ouaupexunone
yliore y pa3Bojy Ooiect jep Cy KJbYYHH Cy 3a aKTHBaNHWjy W JudepeHTOBame HAaMBHUX T
auMdonuTa y npasiy uHduamamuckor Thl ¢genoruna, anu u 3a cuHre3y u nydewe IFN-y xoju
uHXuOupa pas3oj uHbuamanujckux Thl7 mumdonurta (21). Crymuje y kojuma cy pabene
MMYHOXHUCTOXEMUjCKe aHaiu3e jerpu obonenux ox PBC yka3yjy Ha 3Hayaj CUTHAJIHMX IyTeBa
IL-12 u IL-23 y PBC (22). Oapehene Bapujante rena 3a xemokun CCL20 cy yapyxene ca
MamuM puszukom oxa pasBoja PBC (20), jep unrepakiuja xemokuna CCL20 u XeMOKHHCKOT
penentopa CCR6 uma ynory y mudepenuujauuju 1 GyHKIUju TUuMEGHOT TKUBA Y CIIy3HUIIAMAa,
xomuHry Th17 mumbornura, omrehewy ounujapHor enutena u GyHkuuju epekropuckux CD8+T

auMdonuTa y nopTHOM TpakTy (23-25).

1.1.2. ®axktopu oKoJIUHE
[Ipernocrassba ce Aa Buie GpakTopa U3 OKpYKema MOTY /1a OyIy HeKa BpCcTa OKHada 3a MPeKu/]
TOJIEpaHIje Ha MUTOXOHJIPHjCKE aHTHUTEHA YMME 3all0YHibe NPBH, KIbYUYHH KOpaK y Pa3Bojy
PBC. Iloka3ana je Beha mpeBanenna PBC y yp6anum Hero y pypanHuMm npenenuma y by
Kactny y Enrneckoj, mro ce noesyje ca BehoM u3nokeHouthy OpraHCKUM jeumbemhUMa Koja
umutupajy PDC-E2 (26). Ctyauje koje cy cupoBeneHe y Enrieckoj u CjeumbeHIM AMEPUYKUM
Jlp>xaBama ykasaie cy Ha Behu pusuk ox pasBoja PBC y momynanuju mymava (27), mro ce
o0jammbaBa YHMILCHUIIOM Ja JyBaHCKM AWM WHIyKyje Thl wumynckm oxarosop. Crynuja
cnpoBenieHa y PpaHilyckoj nokasaia je Behu pusuk of passoja PBC u y nmomynamuju nacuBHUX
myliaJda, a MOKa3aHo je W Jia yBaHCKH JHUM CMambyje PerylaropHe aKTUBHOCTH JICHIPHTCKUX

hemuja (enrn. Dendritic Cells, DC), mok apomMaTu4Hu YrjbOBOIOHHUIM MPUCYTHU Yy JUMY

11



UMUTHPAJy MHTOXOHIPHUjCKE AayTOAaHTHI€HE W TaKO BEpPOBAaTHO JONPUHOCE TPEKUAY
ayroronepanije (28). Pexypentrne ypuHapue nHdeknuje uaspane dbakrepujom Escherichia coli
nosehaBajy mancy obosbeBama ox PBC jep unaykyjy npoaykuujy cneunpuyaux antu PDC-E2
antutena (29). CauyHM MEXaHU3MH IPEJIOKECHU Cy Kao o0jallmbere 3a moBehaHH PH3HK O]
pasBoja PBC mocne uHbpeKIHja ApYyruM MHKpoopranu3mMuMa kao mro cy: Novosphingobium
aromaticivorans, H. pylori; C. pneumoniae; M. gordonae; Epstein—Barr virus;
Cytomegalovirus; Toxoplasma gondii; L. delbrueckii (30) (31). HcrtpaxuBama aHUMaIHUX
Mojienia 0OJIECTH Cy IMOKa3aia J1a KCeHOOMOTHUIM Kao MITO je 2-OKTWHOWYHA KUCENMHA, Urpajy

ynory natorenesu PBC (32).

1.1.3. Ilopemehaju enurencke peryJjanmje

V jerpu o6onenux oq PBC noka3zana je uamemena excupecuja 35 mukpo PHK koje urpajy ynory
y nponudepanuju henuja, henujckoj cmptu u omrehewy (33). M3memusau jona AE2 (eHr.
Anion Exchanger 2, AE2) perymume cekpennjy HCO3 koju onpxaa OMKapOOHAHTHHU ,,IITUT"
Ha anyKaJlHO] TOBPIIMHK OWiHjapHOr enuTena mrutehn tako oe henuje ox mrerHOr edekra
kyunux kucenuna (34). Mukpo PHK, miR-506, perymume excnpecujy AE2 u Bumie je
eKCIIPUMHpPaHa y UHTPaXeMaTHYHUM KydHHM Kananuhuma obonenux ox PBC (35). IIperepana
ecknpecuja MIR-506 y xonanruomutiuma in VIitro 3a mocieauily uMa cMamemne ekcrpecuje AE2,
a Omokupame MIR-506 y oBum henmjama mosehaBa axtuBHOCT AE2 (36). McnutuBamem
enureHcke perynanuje y PBC mokazaHo je na moctoju 3HayajHa Be3a u3Mmel)y OummjapHOr
omtehema u mopemehaja perynainuje MMYHCKOT OATOBOpa W JIOHEKJE je oOjamimeHa Beha
WHIIUJICHIIa 00JIECTH Y )KEHCKO] TIOIyJIalliju.

XonauruonuT |y KojuMa je moBehana ekcmpecuja MIR-506 excnpumupajy  Bule
uHGIaMaIMjcKUX U Mpo-puOpPOTCKUX MoJieKya 1To noBehaBa henujcku cTpec U YMHM OBaKBe
henuje oceTsbuBHjUM Ha KyuHe kucenune (36), anmu u mosehasa excrnpecujy PDC-E2, mto Moxe
Ja yKake Ha Be3y u3Melyy emureHcke perynamuje, omrehema henuja u mopemehaja perynamuje
uMyHckux peakuujay PBC.

[Topen Tora, miR-506 je mokanm3oBaHa Ha X(27.3 xpomo3omy (37) mTo MOXe Ja yKaxe jaa
nopemeheHa enmureHcka MHaKTHBalMja X XpOMO30Ma M IMOCIEAWYHA MPEKOMEpHa eKCIpecHja

miR-506 mompunoce Behoj uniuaennu PBC y xeHckoj momyanuju.
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VY jerpama obonenux ox PBC malhena je m moehana excrpecuja MiR-21 koja Moxke ma Oyne
yKJbY4CHA y mpoliece Hekporrose (38). buoxemujcku mapaMeTpu KOju yKa3yjy Ha X0JIeCTa3y KO
MHILIEBA KOjHMa je 0OIMTEpHCaH XKydHH KaHal ¢y 60sei ko MiR-217"y nopehemy ca wild-type
MUIICBUMA, a KOJ KbUX j€ MMOKa3aHa M nmoBehaHa eckmpecuja HyKJIeapHOT perenTopa Koju Be3yje
xyune kucenanne- FXR (enrn. Farnesoid X Receptor, FXR) 1 HEKOJIHMKO TpaHCIOpPTEpa *KYIHUX
KHCEJIMHA, IITO CBE 3ajeIHO yKa3yje Ha Moryhu xomectarcku epexatr MiR-21 u Hekponrose (38).
[Tokazana je u Beha ekcripecuja MiR-21 y epexkropckum CD8+T nmmdonuruma ynypxkeHa ca
BehoMm mpoaykuujoMm MH(IAMANKUjCKUX HUTOKUHA Y Monerny PBC-a xoju pa3Bujajy JOMUHAHTHO
weratuBau TQfor2 mumesu (39). OBu momamu ykasyjy u Ha 3Hada] MIR-21 y perymanuju

MMYHCKUX MEXaHH3Ma 3HauajHuXx 3a pa3soj PBC.

1.1.4. Umyncka gucperyaanujay PBC
PBC kapakrtepuilie MyITUJIMHUjCKa UIMYHCKa AUCpETyalnja u ryoutak ayroronepanuuje PDC-
E2 komruiekca mTO 3a MOCIEAUIly MMa IubaHo orreheme xomanruonuta (40, 41). AutH-
MUTOXOHJIPH]CKA aHTUTENA, crienuduaHa 3a 00JIeCT, Ce Be3yjy 32 UMYHOJOMUHATHE CMUTOIE Ha
PDC-E2 nonupanor y yHyTpaiimoj MeMOopanu mutoxouapuja. PDC-E2 canpxu Be3y numnonydHa
KHCEJIMHA-JIM3UH KOja je HEOMXO/1Ha 3a OBO IPEMO3HABAKE U AKTUBALIU]Y UMYHCKOT cuctema (42,
43). be3 003upa Ha TO IITO je OBaj AyTOAHTUI'CH YOUKBHUTAPaH IHJbAHO OlITehehe X0MaHTHOIHUTa
je BepoBaTHO Tocienuma abepaHTHe Moaudukanuje mutoxoHapujckoor PDC-E2 ymyrap
aroNTOTUYHUX TeJallana OuanjapHUX enuTeNHuX henuja, Koje oprkaBajy 0Baj €IUTON UMYHCKH
UHTakTHUM. OBaj MMYHOT€HU KOMIUIEKC MpPENo3Hajy LMpKyIuilyha aHTHTeNa IITO pe3ynTyje
(bopMupameM aHTUTCH-aHTUTENN0 KoMIuiekca (44, 45). V pa3soj PBC-a ykipydeH je crieruduaau
MMYHCKH OJIFOBOp Ha INTa yKaszyje U mopactT AMA y cepymy anu U HHUITpauuja jeTpe u
noptHux mpocropa obomenux CD4+T u CD8+T numdormruma (46, 47). Ilomymarwmja
epexTopcko Memopujckux CD8+T nmumdponutu xoja ce y jerpama 000JIeNHX JIOKAIN3Yje OKO
MOPTHHUX ITyTE€Ba TpPENO3Haje aHTHI'eHCKe ceKBeHIle yHyTap momena PDC-E2 kommutekca koju
CaJp KM JIMITONYHY KHCEIIMHY ¥ IOTPUHOCE IMJbaHoM omTehewy OunijapHux myresa (48, 49). YV
pa3Bojy Gonectu yiory umajy Thl7, Thl xao u ponukynapau momarayku sumdoruru (50, 51).
Cramgujym Beh oamakiie ¢GuOpo3e yapyKeH je ca CKpeTamkheM HMYHCKOT ojaroBopa ka Thl7
deHotunmy y kome pomuHHMpa mnpoaykuuja IL-17, IL-6 m TGF-f mro je morBpheno y

uHuaTpatuma jerpe odomnenux on PBC-a (52, 53). ®onukynapau momarauku T mumbonnT,
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takohe Hahenu y Behem Opojy y jerpama obonenux ox PBC-a, 06e36ehyjy Heonxoany momoh B
aUMQOIUTHMA KaKo OM MPOAyKOBalIM Crenu(UUIHUX aHTHTENa nmpoMemeHux kiaca (54). Treg
henuje ce Hanase y mameM Opojy y jerpu odosenux ox PBC (54, 55).

Ha 3nauaj ypohene umynoctu y pas3Bojy PBC yka3yjy npucycTtBo rpaHyjoMa U MOJUKIOHCKA
npoaykuuja IgM, anu MexaHuW3MH ypolhleHe MMYHOCTH CaMH 10 CeOM HE3aBHCHO O] CTEYCHE
UMYHOCTH HHUCY JIOBOJbHHM Jla H3a30By mpekun ayrtoTtosnepanimje (56). XomaHruouutu
excnpumupajy TLR Kkoje akTuBUpajy pa3iIW4YUTd JIMTaHOU  YKJbYy4dyjyhn  TOpoaykTe
MHUKPOOpraHu3ama, ITO UHAYKYje IPOAYKIHjy npouH(iamManujckux ¢aktopa kao mto cy NF-
kB, CX3CL1 u IL-8 koju mopuHoce omrehemy OWIMjapHUX EMHUTEIHUX helrja U perpyryjy
edexropcke henmje mmyHckor cucrema y moprtHe myreBe (57, 58). Ilosehana ekcmpecuja
CX3CL1 y omrehennm xomanrmonutuma npusiaun CD4+T u CD8+T mumdorure koju ce y
BeheM Opojy Hanase y jerpu obosnenux on PBC-a (57). Jeana ckopuja cryauja ykasaia je Ha
noBehame Opoja cynpecopckux henuja MUjeIOUAHOT OPEKIia y jJeTpH 000IenuX 0J1 MPUMapHOT
OUIIMjapHOT XOJaHTUTUCA U J1a BbUXOB Opoj Kopenupa ca OMOXeMUjCKUM MapaMeTpuma 00JIecTu:
KoHueHTpauujom ALP-a u ounupyouna y cepymy (59). V npucyctBy mupkyaumyhnx AMA u
aroNTOTCKUX XOJAHTHOLUTA, Makpodaru mosehasajy eknpecujy mpouHQIaMaIijCcKor IIUTOKHHA
IL-12 u Tako OBOZC y BE3y arlonToO3y XOJAHTHUOIUTA M OJATOBOpP YpOh)EHOT UMYHCKOT CHCTEMa
(60). Beha 3actymspenoct NKT henwuja je mokaszana y jetpu obonenux ox PBC-a y mopehemy ca
3npaBuM KoHTposiama, kao U NK henmja koje Takohe mompuHoce omrtehewmy XONTaHTHOINTA,
ocnobaharmby ayTOaHTHIeHAa W aKTHBAIMjH ayTopeakTwBHUX T numdorura (61, 62). MAIT
hemuje (enrn. Mucosal associated invariant T cells), uaBapujantaun T numdouuT Mykose, cy
HOBa momynanyja henuja ypol)eHe UMYHOCTH KOje CHHTETHIIY M cekpeTyjy uutokune IFN-y,
TNF-a, IL-17, unu He3aBUCHO, WM TI0 CTUMYJIALM]H MHUKPOOPTaHU3MHUMA, a MPUCYTHE CY Y
MarbeM IPOICHTY Y jeTpH U KpBH obostenux o1 PBC-a y mopehemy ca kontponama (1, 62, 63).
CBu MeTaboNuTH, HYTPHUJEHTH, OAKTEPHjCKM MPOAYKTH Kao W henuje MMyHCKOI CHUCTEMa U3
[peBa MyTeM TOpPTHE LUPKYyJalpje npBo omiase y jerpy (64, 65). ITopex Tora, mocpeacTBom
EHTEepPOXEMaTUYHEe [UPKYJTaldje TNPUMApHUX H CEKYHJApHUX IKYYHHX KHCEIHHA W
UMYHOTJIOOYJIMHA, jeTpa IUPEKTHO yTHYEe Ha XOMEOCTAaTCKE TMpoIlece W arcCopruujy y
uHTecTUHYMY (66-68). /TncOno3a MukpoOHuoMa IpeBa je Wik pe3ysITar, Ui je OAr0BOp Ha Pa3Boj
onpehenux Oojectu, a MOXe Jla yTU4Ye Ha pasrpajmby HyTpujeHara, omreheme YBpCTHX Be3a

enurtena noBehaBajyhu wHTecTHHANHY nepmeabunnoct (69). IMopemehaj OapujepHe (yHKIHjE
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IPEBHOT €nuTeNna MOXKe Ja pesyaryje mnoBehameM nudys3uje MOJEKYJICKHX oOpasara
mukpoopranusama (euri. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPS), Moekyickux
obpasana omrehema (enrsn. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPS), cno6oanux
MaCHMX KHCEIMHA U €HJ0TOKCHHA Y MOPTHY LUPKYJIAlK]jy CBE JO CHHYCOUIA jeTpe IITO MOXKe Ja
Oyne okmmau 3a omreheme jeTpe W IUCperysalujy UMYHCKHX peakifja y jeTpH, a YKOJIUKO
mocroje W Apyru (akTopu KOjU MOTY Ja JAONPHUHECY onpkaBamy omrehema, pa3Buja ce
xpounyHo obosbewse jerpe (70). Kyndepose henuje cy npsa nuHHja 010paHe UMYHCKOT CHCTEMa
0]l aTOreHa Koju Cy 2o jerpe mocnenu u3 1pesa (71). Ykomuko cy Kyndepose henmje tun M1
aKTHUBUpaHe OakTepujama, jaumonoiucaxapuaom (LPS) wmam TokcHHHUMa KOjH Cy JOCIENH 10
jerpe, mpoaykyjy npouHpnamanujcke mutokune IL-6, TNF u IL-10 xoju axkTuBUpajy
npodubporcke crenarue henwje y jerpu, aok je M2 denorun Kyndeposux hemmja toneporen
jep hemuje oBor tuna npoaykyjy IL-10 u TGF-f mro moBehaBa akTHBHOCT UMYHOCYIIPECUBHUX
Treg henuja (72). Tako MUKPOOPTraHU3MH JIOCITIENH 10 je€TPE MOTY Aa Oy/Iy OJrOBOPHHU 3a Pa3Boj
PBC, jep cy okumaum koju mnokpehy oaroBope ypoheHe MMYHOCTH IITO 3a pe3yjiTaT uMma
JMCPETyJaIH]y IMYHCKOT CHUCTEMA Y jeTpPH.

NuTtpexenatnane MAIT henuje cy HoBa momynanuja henmmja ypohene mmynoctu. Pamm ce o T
muMOoIUTUMA KOjU Toceyjy uHBapujanTHU TCR U KOju MMajy KJbY4HY yJIOTY Y OJrOBOpY Ha
aHTUTCHE HacTalle MeTaboJIM3MOM BUTaMuHA B, a y koM yuecTByjy IpeBHe Oaktepuje. OBe
aaturene MAIT hemujama, y jerpu, y ckiomy moiekyna | kmace MHC mpukasyjy makpodarm,
xonanruouty u B mumdornuru (73, 74). MAIT henuje ce HazuBajy u 010paMOCHUM CHCTEMOM
OUIMjapHOT eNuTelNa, a Hajla3e ce YIJIaBHOM y MOPTHOM TPAaKTy I/I€ C€ aKTHUBHPAjJy M3JarambeM
aHTUTEHY U 3all0YUIbY JOKAJTM30BaHU UMYHCKH OATOBOP KOjH MMa 3a I[Jb KOHTPOJIY NaTOr€HUX
MUKpOOpraHuzamMa KOju JOCIEBajy 0 JeTpe IITO YKJbY4Yyje M PEerpyToBame e(PeKTOpCKUX
mumdorura (75). bpoj MAIT henuja je cmamen y jerpama obonenux ox PBC umme ce
OrpaHMYaBa HHUXOBA MPOTEKTHBHA YIIOTa M OApIKaBamke OWIIMjapHOT WHTETPUTETa, HAPOUUTO
noclne u3narama OakrepujckuM narorennma (74). bpoj MAIT henuja y jerpu obonenux on PBC
Jj€ 3HauajHO peAyKoBaH y nopehemy ca 3a1paBUM KOHTPOJIaMa, 3a Pa3iIuKy OJf KOHBEHIIMOHAITHUX
CD4+T u CD8+T numdonura unja ce 3aCTyIJBEHOCT Y jeTpu 000senux 3Hauajuo nmosehasa (74).
TokoMm Tepamujckor TpeTMaHa Yp30J€30KCUXOJIHOM KucenuHoM Opoj MAIT henuja ce He

HOpMaJH3yje, YaKk U aKko Ce PEerucrpyje mobospiname OONECTH, IITO je jeJaH OJf MeXaHHU3ama
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KOJHM C€ MOX€ 00jaCHUTH TporpecuBHO omreheme jerpe 0e3 003upa Ha TEpaIrujCcKu OJrOBOP
(76).

CekperopHa aHTHTENa Kiace A Koja IPOAYKY]y IUIa3MOIMTH MPUCYTHU y MOPTHOM CHUCTEMY H
KOja C€ CEKPEeTyjy Y JIyMeH IpeBa 3ajeIHO ca )KyYHUM KHCEeITUHaMa, Takohe MOTy J1a UMajy yJory
y 3alITUTH OWIMjapHOT eNuTeNa O]l MHUKPOOpraHHW3aMa. YHyTap HWHTECTHHAIHOT TpPaKTa
cexkperopHa IgA ce TUpeKTHO Be3yjy 3a OaKkTepHuje U TUME MX 3apo0sbaBajy yHyTap MyKyca IITO
omoryhaBa mHxoBO m3banmBame U3 npeBa QernecoMm. OCUM TOra oBa aHTHUTENA HEYTPATHILY
0aKkTepHjcKe TOKCHHE M OMETajy Be3uBarme OaKkTepuja 3a aluKaiHe moBpiiuHe eHtepouuta (77).
Kon o6onenux on PBC cy 3amaxkeHe mame KoHIeHTpanuje IgA aHTUTENa Ha WHTEHCTUHAIIHO]
MOBPIIMHU CHTEPOIMTa JyOoJeHyMa y mopehemy ca 37paBUM KOHTpOJIaMa, IITO JIOMPUHOCH
HapylaBamy enureiane 6apujepe (67, 78).

JlucOro3a 3a mocieauily uMa MPOMEHY MMYHCKE aKTHBHOCTH y WHTECTHMHYMY, noBehaBa ce
noiapuzannja CD4+T numdpouura ka ¢enoruny Thl7 u mnoBehaBa ce mpoaykiumja
NpouH(IaMaIMjCKUX [UTOKWHA KOjU Cy KJbYYHHM 3a OJ0paHy OJf MaTOreHa, HITO OJIp)KaBa
OapujepHe ¢ynkiuje npesa. Mudekumja mumea Oakxrtepujom Citrobacter rodentium 3a
MOCIICANI]y WMa aroNTo3y CHTEePOLHTa KOju ocoioOahajy ayTOaHTUIEHE | TMOACTHYY
nudepenimjanujy u npoiaudepannjy ayropeaktuBuux T mumdpuiura (79). Kox obonenux on

PBC-a npucyTtHa je uamermeHa (ekanna mukpodiiopa (79, 80).

1.1.5. Xonaurumouutu u PBC
VHTeH3UBHO M3ydaBame U CBe 00Jb€ pa3yMeBame HopMaliHe (PU3MOJIoTHje OUIMjapHOT TpakTa U
KOMIUIEKCHUX MEXaHW3aMa KOjU Cy HEONXOJHU Ja Ou ce O/ApKao WHTErpUTET OWIITHjapHUX
enuTenHux hemuja cy oMmoryhunum u 6osbe pasymeBamwe mnarorerese PBC. Cako omrehemwe
henuja cTuMynuIIe pa3IUuUTe KOOPAMHUCAHE peaklyje y mpasuy penapaunuje. Oxnrosop henuja
Ha omteheme MoXke Jja Oy/ie HHAYKIMja alloNTO3€ UM CTapeme LITO MOXKE /1a UMa U TIO3UTHUBHE
Y HeraTuBHE eeKTe, a MPUCYCTBO OMKApOOHATHOT 3AIITHUTHOT CJi0ja MOXe J1a Oyae omtydyjyhe
3a UCXOJ. 3a O4yBawe€ HMHTErpuTeTa OWUIMjapHUX enuTenHux henuja, 063UpOM Ha MPHUCYCTBO
KYYHHUX KHCEIIMHA M TIOCJIEIUYHE KHUCelle CpeJuHEe Ha MOBPUIMHM henuja, HEONXOoJaHa je
aZiekBaTHa npoaykiuja OukapOonara. Ilopemehaj npoaykmuje OukapboHata U TyOHTaK
OunKapOOHATHOT 3aIITUTHOT CJI0ja MOKe Jia moseha BynHEepaOMIHOCT U omTeheme X0JaHTHOIUTa

0e3 003upa Koju je MHIUjaTHu oKuad Tor omrehema (81). Xonanruomuru excnpumupajy AE2,
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IJIaBHU U3MEHHUBAY XJOPUIHOT W OWKapOOHATHOT aHjOHA, KOJU pEryJHlle MPOAYKIH]Y
OukapOoHaTa y XOJIaHTHOIMTHMA U Tako BpeaHoct PH y hemuju (82). CmamemeM eKcpecHje
AE2 mnosehaBa ce pH y XoJaHrHOUMTHMA, INTO AaKTUBHPA COJNYOWJIHY HHTpaLEIylapHy
aJIeHWIWI 1MKJIAa3y Koja ojlakmiaBa anuavdukanujy skydnux conu. Ha taj mHaumn ce mosehaBa
BHUXoBa XuApohoOHOCT M mepmeaduiaHoCcT henujcke MemOpaHe, a TO XOJAHTHOLUTE YHHHU
OCETJBbMBHjMM Ha MHAYKIH]y armonTose (83, 84). Cmameme excipecuje AE2 y hemujckoj muuuju
XOJIAaHTHOIINTA j& YAPYKEHO ca moBehaHOM €KCIPECHjOM HHTpAIeTyJIapHe aJCHIINI [IUKIIa3e U
cem3uOwnumie oBe henuje Ha amonTo3y H3a3BaHy >KYYHMM COJMMa, a (hapmakosomka
MHXHUOWIIMja aJeHUIN IIMKJIa3e MMa 3a MOCIEAMINY JT03HO 3aBHCHY MHXHOHUIM]y amomnrtose (35,
85). MumeBu ca aenerjom reHa 3a AE2 umajy noBehaHe KOHIIEHTpaldje HUPKYIHIIyRHX
npouHQIaMaIijCKUX [IUTOKMHA U aHTUMHTOXOH/IPUjaTHUX aHTUTeNa, y nopehemy ca wild type
MUIIIEBUMA, IITO j& YAPYKEHO ca XMCTOJOUIKUM Halla3uMa KapaKTEPUCTUIHHUM 32 ayTOMMYHCKH
xosanruruc (86).

Omreheme xomanruonutu ycien nopemehaja exkcnpecuje AE2 onakmaa yna3ak oBux henuja y
aroriro3y omoryhyjyhu tako moBehano wm3marame PDC-E2 y amonToTckuM Temamimma o
rojadyaBa IUJbaHy JACCTPYKIHU]y OwimjapHOr emmrtena, 0e3 obO3mpa Ha To mTo je PDC-E2
yOuKBUTapaH MoJIeKyll. [Ipectapeny XOIaHTHOIMTH KOJU HUCY YKJIOECHU MPOIYKY)y IIUTOKUHE
u xemokune: I1L-1, IL-6, CX3CL1, CXCL8 u CCL2 koju pemere XOMe0OCTa3y UMYHCKOT CUCTEMa

U JIONPUHOCE pa3Bojy xosectase u pudpose (87, 88).

1.1.6. Meradoau3aM )KYYHHX KHCEJIHHA U HOBH JeK 3a Jieuewe PBC
[IpucycTBO BENMKMX KOJMYMHA KyYHUX KHCEJIMHA j€ TOKCHMYHO 3a henuje ma je 3a oApKaBame
KOHTHHYHTETa XOJIAHTHOIIMTAa HEONXOJHAa BEOMa CTpOra KOHTpOJAa CHHTE3e W MeTadoJm3Ma
KYYHUX KHCEIMHa, a 00a oBa Ipoleca cy nopemehena y xonecrtarckuMm 0ojecTuma Kao IITO je
PBC (89). XKyuHe kucenuHe Cy Kpajibi IPOJyKAT METaboIM3Ma X0JIecTeposia KOji ce OUrpana
y JeTpu KJIACHUYHUM M QITEpHATHUBHUM IIyT€BUMa KOJU PE3yATy]y (GopMHUpameM MpUMapHUX
KYUYHUX COJIM: XOJHE M XEHOJICOKCHXOJIHE KucenuHe. OBe cCOJiM c€ KacHUje KOHjYTyjy ca
YIJbEHUM XHJIpaTHMa M TaypuHOM mTo noBehaBa muxoBy pactBopsbuBocT (90). Behnna oBako
KOHjyroBaHUX MOJIEKYJa MpoJia3u y JyMeH KaHajauha akTHBHUM TpaHcnopToM. HakoH cBakor
o0poKa ce JIenoHOBaHe KOH]yroBaHe KHCeNInHe ociaobahajy y TaHKO IPEeBO, MyTY]y 10 AUCTATHOT

WJeyMa TJe UX CHTEPOIUTH pearncopOyjy akTUBHUM TPAHCIIOPTOM TIPEKO alMKaIHE MOBPIIUHE.
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IIytyjy kpo3 mmtoconm 1m0 ©Oa3oiiarepanHe MeMOpaHe eHTepoIuTa WiIeyMa OJaKjie Cce
TPAHCIIOPTYjy y HOPTHY LUPKYyJalujy TpaHCIOpTepHMa KOjU ce Hajase Ha 0a3ojaTepaiHoj
MeMOpanu, ykibyuyjyhu tpancnoprep OSTaf (enrn. Organic Solute Transporter af, OSTof)
(89, 91, 92). V jerpu oBe MoOJEKyle W3 NOPTHE IMPKYJIAlHMje MPEy3HMajy XeMaTOIHTH,
PEKOH]YT'yjy U IIOHOBO CEKPETY]jy y KaHanuhe yume ce CKOpo KoMIuteTHo penukaupajy (93). Oko
5% >Ky4HHX KHCEJIMHA ce He pearicopOyje y miaeymy Beh mpernasze y KOJIOH Tle HHTeppearyjy ca
MUKPOOPTaHW3MHMA U TPOJIa3e MPOIEC JeaMUIalNje U JISXUIPOKCHIAje duMe ce hopMupajy
CEKyHJIapHE Xy4YHE KHCEIIMHEe- NEOKCHXOJIHA U JUTOXOJHA KOje Ce WJIM MAacUBHO pearcoplyjy
KpO3 emuTell KOJIOHA Mitd mpojase y ¢emec (91).

XKyune KucenuHe cy MNPUPOJHM JMTAHAW 32 MHTpaleNylapHe HyKJIeapHe XOpMOHE U
MEMOpaHCKE pelenTope, a CUTHAJIHUA IYTEBH KOjE€ OBH PEIENTOPH aKTUBHPAJy Cy BeoMa
3HayajHu 3a maroreHesy PBC, OHM KOHTpONMIIy CHHTE3y JKYYHHX KHCEIHHA IIPEKO
TpaHckpumiuone aktuBanuje (89). Melhy TuMm peuentopuma je u pelenTop 3a KyuHe KHCEITHHE
onrocao FXR (eurn. Farnesoid X Receptor, FXR) koju peryiuiie arncopiiujy, TpPaHCIIOPT U
CHHTE3Y JKYUYHUX KHCEJIWMHA, a OTKpuhe edexaTa CTUMYNALKje OBOT PELenTopa 0O0ETUXOIHOM
KHCEITMHOM je OMOTryhmiio mojaBy HOBOT' TepalreyTHKa Koju je omobpeH 3a seueme PBC 2016.
rojIvHe, TPBOT HOBOT TepaleyTHKa onoOpeHor 3a yeueme PBC, mopen yp30meoKcHXoiHe
KHCEITMHE KOja Ce ToMHaMa KOPUCTHIIA.

[IpumapHe >xy4yHE KHCEIMHE, XOJHa U XEHOJECOKCHUXOJHA KucelnHa ce Be3yjy 3a FXR mro
u3a3uBa mEroBy xerepoauMepusaiujy (94, 95) u Be3uBame 3a MPOMOTOPCKU PErHOH ITUJBAHMX
reHa yksbyuyjyhu Ty u rese 3a: SHP (enrn. Small Heterodimer Partner, SHP), FGF19 (enr.
Fibroblast growth factor 19, FGF19), u tpancnoptepe xyunux kucennna BSEP (enrn. Bile Salt
Export Pump, BSEP) u OSTaf (96-99). AkTuBanmja HEKOr OJf OBHUX I'€Ha y XEMmaTOIMTUMA
unxubupa Tpanckpuniyjy easuma CYP7AL (eurn. Cytochrome P450 7A1, CYP7AL) uume ce
cymnpuMupa cuHTe3a xKyuHux kucenuHa (89). [To peancoprimju U3 JymMeHa Uieyma u mpe yiacka
y TOpPTHY LMpKyJIanujy, >KyuHe KucenuHa Takohe aktuBupajy FXR 'y eHrepouuTnma.
AxtuBamja FXR y oBum hemmjama moBehaBa excnpecujy FGF19 koju ynmasu y mopTHY
UpKynaiujy, Besyje ce 3a nmospmuackun FGFR4 (enrn. Fibroblast Growth Factor Receptor 4,
FGFR4) ncka3zaH Ha XenarouuTHMa, aKTHBHpAa HMHTpAIlCTylapHE CUTHAJE KOJH CYNPHMHUPAjy
emsuM CYP7ALl uume ce omer cMamyje cuHTe3a xydHux kucenuHa (99- 101). IMopen osor

edpexra, BSEP u OSTaf, unjy ekcrnpecujy takohe nmoehaBa FXR, yOp3aBajy m3imazak »)ydHUX
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KHCEJIMHA U3 XEeMaTOLUTa U €HTEPOILUTa U TaKO C€ PEeAyKyje HHUXOBO IMOHOBHO IMpEy3UMame y

XemaTonuTHMa U eHTeporuTuMa mieyma (102-104).

1.2. ExcnepumenTtaanu moaeaun PBC

HajBume mnonmataka O MATOICHETCKUM MEXaHM3MHMa OJATOBOPHHUM 3a pa3BOj MPUMapHOT
OWIIMjapHOT XOJAHTUTHUCA JOOMJEHO je U3 CKCIEPUMEHTATHUX Mojenia Oonectu. Mako Hujeman
ol excnepuMeHTanHuX Mojena PBC Hema cBe kapakrtepuctuke xymanor PBC umak obonene
KUBOTHUIE TIOKa3yjy HMMYHCKE M XHCTOJOIIKE KapaKTePHCTHKE THIIMYHE 3a OOJecT KOjy
pa3BHjajy JbyIU M MOMOTJIH Cy JIa ce carjena aa 00JIeCT 3aBUCH O]l TeHCKHX (haKTopa Kao  Jia
BaXHY YJIOTY y MHHIHjAlUju OOJIECTH WTPajy OKHJAYM W3 OKOJHMHE: MHUKPOOPTaHW3MHU W/HIU
KCEHOOMOTHUIIM KOjU TNPEKHIajy TOJICpAaHIMjy Ha ayTOAQHTUTEHE IITO 3a pe3yJiTaT MMa IOjaBy
manugecrarmja 6omectu (29).

Onpehene Bapujante NOD mumeBa xao mro cy NOD.c3c4 u xonrenn NOD.ABD cnionTano
pas3Bujajy Oosect koja mma kapkarepuctke PBC (105). Ilopex tora C57BL/6 wmuiieBu
IM3ajHUpaHM Tako J1a UMajy npetepany ekcrpecujy IFN-y pa3Bujajy ceposonike 1 XUCTOIOMIIKE
KapaKTepUCTUKE XYMaHOI ayTOMMYHCKOI XOJaHTMTHCa, a W Beha je MHUMAeHUa OoyecTH y
KEHCKOj morynanuju y nopehemy ca apyrum mumjum monenuma PBC. Kon oBux mumiea je
nokaszaHa Beha koHueHTpauuja uupkyaumyher IFN-y y sxeHckoj monmynanuju y nopehemy ca
My’)KjalluMa, a KaJ Cy OBH MHIICBU MOBPATHO YKpIITEHHU ca KNock out mumeBnma 3a o yaHaiy
peuentopa 3a IFN tun 1, npenoMuHanuja 60jecTd y *KEHCKO) MOMyJalHjH je eITMMHUHUCAHA, a
moboJbliaii ¢y ce W XucTojomku 3Haiu Oonectu (106, 107). YV oBom Mmojeny OosecTu
3a0enexHa je W MYJATWIMHHUJCKA MMYHCKa AMCpPErylialfja Kao M pa3inuyuTa OCETJBUBOCT Ha
pa3Boj OoiecTH MyIIKE M KEHCKE IMONyJallydje Kao M y XyMaHOj MOIyJlanuju, Oonect ce
CIIOHTAHO pa3BHja U 3a caja je Taj Mojeln 6onectH Hajonmxu xymanom PBC.

[TocToje m Mozmenu y KojuMa ce WHAYKY]y OolecT Ha mpUMep UMYHHU3AIHjOM KCEHOOMOTHIIMMA
WU WHOEKIM]jOM MUKPOOpPTraHW3MUMa M KOJH jaCHO YKa3yjy Ha yJory (akTopa OKpyKema Kao

OoKHJa4da 3a pa3B0j 6OJ'ICCTI/I, aJI1 'y OBUM MOJZCIINMA HI/IjC nmokasana Beha HMHIOWACHIIA Ooectu y
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KEHCKO] momynanuju mto je tunuuHo 3a PBC kox spymu. Cunrenu mumeBu coja C57BL/6
MMYHU30BaHH 2-OKTAHOMYHOM KHCEJIMHOM KOHjYrOBaHOM ca ajlOyMHHUMa TroBeher cepyma
(enrn. Bovine Serum Albumine, BSA) pa3Bujajy XHCTOJOIIKE U CEPOJIOIIKE KapaKTEPUCTUKE
6onectu cimune xymanoMm PBC-y ykibyayjyhu u unpunrpamyjy jerpe CD8+T numdonutinma u
noehany excrnpecujy TNF-a u IFN-y (109). Hudexuuja NOD.B6-1dd10/1dd18 wmwumesa
oakrepujom Escherichia coli takohe 3a pe3ynrar ¥ma MOBHUIIEH TUTAp aHTHMHTOXOHIPH]jCKUX
aHTUTeNa U pa3Boj Temkor xonanrutuca (29, 108). Takohe undekuja NOD, C57BL/6 u SIL
mumeBa Oaktepujom Novosphingobium aromaticivorans 3a pesyaTar uma mnojaBy crenupuaHUX
aHTUTEeNa y cepymy W aktuBanujy T mmumdonuta koja 3aBucu ox NKT henuja mro omrehyje
xyune kananuhe (109). Novosphingobium aromaticivorans je ekcrparenyiapHa, yOUKBUTapHa,
Gram-, xomeHcanHa OakTepuja Koja mnpumnana ¢ammidju Sphingomonadaceae u moxe aa
HacespaBa nurectuBHU TpakT Jbyau (110). hemmjcku 3un Novosphingobium aromaticivorans-a
He caapku  Jmnononucaxapun  (LPS), amm  mocemyje  rimkochuHrommmnume  (o-
rajgakrypouuniepamuae [aGalACer]) (111). Novosphingobium aromaticivorans caapxu
MoJieKyJicke xomonore ayroantureny PDC-E2 koju y MumieBa nHpUIMpaHUX OBOM OAKTEPH)OM
uHunmpa npoaykurjy 1gG cnemmuduunnx 3a PDC-E2 u omrehema jeTpu roroBO MIASHTUYHHX
OHHUM JIe3rjama Koje ce pas3Bujajy Tokom PBC-a y spyau (109), ca Behum 6pojem NKT henmja y
jerpu u Behom ekmpecujom CD1d monekyna Ha hemujama ypohene mmynoctu (112). OBako
MHIyKoBaHa Oomect Moxke ce Tpancdepucatn CD4" u CD8" T mumdporuTuma u3 GomecHor

Mulla y 3apaBe Muliese, 1ok TpaHcdep antutena win NKT henuja Hema TakBe rocieauiie.

1.3. I'agexkTnnn

Tanextunu (enri. Galectins, Gal) cy nporenHu Koju Be3yjy yribeHe XHIpaTe U YKIbYUCHHU Cy Y
OpojHe (HU3HOJIONIKE MpOoIece, Kao MTO Cy MH (IaMalujcKu U UMYHCKH OJTOBOp, MUTpallHja
henuja, ayrodaruja cnpoBoheme curxana.

Cenampaecerux roauHa 20. Beka, y MOTpa3u 3a NPOTEMHUMA KOjU BE3Yjy CIOXKEHE INIMKaHEe Ha
NOBPIIMHU henrja OTKPUBEHU Cy MPOTEMHU KOjU Be3yjy TallakTO3W] U KOJU Cy TajJa Ha3BaHU
“ramantuan’”’ u jgektuHu tana S (113). Tek cy 1994. roauHe m00WIM UMe TaJCKTUHH Kalia Cy
nepuHUcaHu Kao ¢daMuwiIMja MPOTEHHAa KOja YHYTap KapaKTepUCTUYHUX JOMEHa, KOojuma

Mpero3Hajy yribeHe Xuapare W koju caapxke oko 130 amunokucenuHa (enrt. Carbohydrate
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Recognition Domain, CRD), caapxu KOH3epBHpaHO MECTO Koje Besyje B- ramakrtoszum (114).
["anekTHHM ce CHHTETHIIY Yy LIMTOCONIY, Behn /1e0 )KMBOTHOT BEKa Ce Haja3e y HUTOCONY WIH Y
jeopy ¥ Be3yjy TalaKTO3WUTHE JUTaHIe TEeK HAKOH HEKIACUYHE CEeKpelHje Koja 3a00mia3u
TomyujeB komruieke (115). TanekTuHU OCTBapyjy MHTEpAKIMje U Ca Pa3HUM MOJICKYJIMMa KOjU
HE caapke rajgaktoly, 4ak W y okBupy CRD-a caapke Mecra koja Be3yjy W Ipyre BpCTe
makpomoJekyaa (116, 117).

CRD nomen ramexktuHa uMa o0iauk Onaro caBujeHor B-cenasuua (118, 119). KonkaBha, S
cTpaHa, JoMeHa (opMupa IUTUTAK kIO KOJU MOXKE J1a Bexe Terpacaxapui. JedpuHucano mecro
KOjUM TaJeKTHMHU Be3yjy TalaKTo3y CaIpKH KOH3EPBHPAaHY CEKBEHI[y OJl OKO celaM
aMUHOKHCEIIMHA U HaJla3U ce YHyTap OoBOT xJieba. Mecra ca 00e cTpaHe KOH3epBUPAHE CEKBEHIIE
3a KOjy Ce Be3yje rajakro3a MojauaBajy wid CMamyjy aQUHATET Be3€ TaJICKTHHA U JIUTaH/a, 300T
yera cBaku CRD pernon ramexktuHa wMa jenauHcTBeHy crerubuunoct (119-122). Besyjyhe
MECTO TaJieKTHHA ce ce Moxe npuiaroantu juranaa (123, 124). 36or Tora, nako je abHHUTET
Bese CRD yHyrap rajsexkTMHa M MOJEKYJIa TalaKTO3€ Yy MWJIMMOJAPHOM OICery, apHHUTET
rajiekTuHa 3a nucaxapupa N-anerwmi-iiakto3amuH je Behu, a ahuHUTET Be3e KOjy OCTBapyjy ca
TJIMKOMIPOTEMHUMA Ca KOJMa OCTBAapYjy HajBHIIEC HHTEPAKIIH]jA j& Y CYOMUKPOMOJIAPHOM OIICETY.
Taxohe cy nedunucana noapydja y oksupy CRD peruona koja Be3yjy Jurasje Koju He cajapixe
yribene xuzapate. Tako, CRD peruon ranektnna-3 Besyje u conctBeHH N-TepMUHAIHHU JOMEH
(125). TanexkTuH-3 ce Hana3u y GOPMU MOHOMEpPA U Y PEIATHBHO BHCOKHM KOHIICHTpAIlHjama
(100uM), amm Moxe na ¢opMupa arperare ca pazIudUTHUM JIMTaHANMA W arJTyTUHHUPAHUM
henujama 1 y MHOTO HIXKMM KOHLIEHTpalijamMa. Y OBUM MHTepakuujama ydectByje N-TepMuHYcC
(126, 127). YnopyxkuBameM Bullle Moneyia ranektuHa-3 dopmupajy ce pemerke (123) koje
OCTBapyjy HMHTEpaKldje ca MHOTMM IJIYKOKOHjyraTMMa TPaHCMEMOpPAHCKUX IPOTEUHE Ma HuX
TaKO YHAKpCHO IOBE3yje IITO 3a IMOCIEAMIYy MMa aKTHBAIM]y CUTHAJTHUX Kackaga Kojuma ce
perynume henujcka mponudepanmja, qudepeHiujaiija, oapkapa UMyHcKa xomeocraza (119,
128).

Ianextunu caapike jeman win qsa CRD-a (129), a Ha OCHOBY IpHCYCTBa U pacropea JoMeHa
KOjH Be3yjy yI/beHE XUpare, WIAHOBHU TaJieKTHHCKe (pamuiiuje cy noaesbern y Tpu tuna (123,

130, 131);
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IMporor ranexktunn (Gal- 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 u 15) cy caunmeHH O IBE HICHTHYHE
cy0jenuHuiie rmoBe3aHe Mel)ycoOOM HEKOBAJICHTHHUM Be3ama (XOMOJMMEpPH) OBH TaJCKTHHH
MMajy JBa JJOMEHa KOjuMa MPETO3Ha]y yribeHEe XUapaTe

Tanpemcku rajnektunu (Gal- 4, 6, 8, 9 u 12) cacrtaB/beHU O] JIBE pa3inyuTe CyOjeAUHUIIE,
CIOjeHMX KPAaTKUM TICNTUAOM, Ca HEUCTOBETHHM JOMEHHMa KOjHMa TIPIIO3HA]y Ppa3IHuUTe
yribeHE XUApaTe

Xumepcku ranekturu (Gal-3) cagpxke nBa JoMeHa W TO jelaH KOJUM IPEMO3HAjy YIJbEeHE

XHIpaTe u jefian ayradak, gpuexcuouaan qomed Ha N kpajy (128, 132).

1.3.1. Crpykrypa rajekTuHa-3

Ianextun-3 (Gal-3) monekyn mace 29-35kD je npBoOUTHO mperno3Hat, Ha3BaH Taga Mac-2, u To
Kao MeMOpaHCKM MOJIEKYJ MEpPUTOHEAIHWX Makpodara MHIIEBa 3a 4Hjy €KcIpecHja je
oaropopad tuoriaukonat (133). Hemyro 3arum cy, y wmungum 3T3  ¢ubpobiactuma,
unentudukoBanu cimunu Jjektuau: CBP-35 (134), eBP (135), RL-29, nextun mace 29-kD
(136), HL-29 (137), L-34, nextun wmace 34-kD (138) u LBP (139). [lemmdponame
AMUHOKHCEIIMHCKUX CEKBEHIIM YKa3ajo je Ha BeoMa BEIHMKY XOMOJIOrHjy oBuX Moiekyna (139)
na 6u 1994. romuHe 3a cBe OBe MpoTerHe OWO ycBojeH camamnmu HasuB Gal-3 (114). Xymanu
ranexThH-3 koaupa LGALS3 -ren Ha xpomo3zomy 14.

lanexTnH-3 je MOJeKyn yHUKaTHe Tpahe koja je apyrauuja ol CBUX CpPOJHHUX MOJIEKYNa W3
nopoauile ranekTHa Kuumemaka (140). Tlocenyje jemaH MOMUMENTHIHM JaHAI[ ca JBa
paznuunta gomena: N-tepmuHanau gomen (exrt. N-terminal Domain, ND) u C-tepMmuHamau
nomeH (141). N-TepMHHAIHU PETMOH CaapXH MOHABJbajyhe CEKBEHIIe CIIMYHE KOJAareHy-o, Koje
cy OoraTe IITMIIMHOM, IPOJMHOM K TUpo3uHoM (142, 143). N-tepmuHyc ranekTuHa-3 omoryhasa
MYJTHBAJICHTHA YApYKMBama Koja YKJbyuyjy uHTepakuuje N-repmunyc ca N-tepmuHycom
apyror monekyna u uHTepakiuje N-tepmunyca ca CRD-om (144). N-TepMuHANIHU OMEH,
3ajenHo ca CRD pernoHoM, ydecTByje y Be3MBamby OJIMTOCAXapHJia 3a IMTa Cy HajoITOBOPHHjH
tupo3uH (Ha mo3unuju 102) m Hemocpeano cycenHe amuHokucenuHe (145). N-tepmunyc y
NPUCYCTBY JUTaHaja (MYJITUBAJICHTHU YIJbEHOXUApATH) omoryhyje mnomumepusanujy Hu
CTBapame MeHTaMEPHOTI 00JIMKa TaleKTHHA-3 KOju Be3yjyhu TpaHcMeMOpaHCKe IIMKaHe YHAKPCT
nokpehe yHyraphenujcke curHajiHe myTeBe, yTMUyhu Tako Ha €KCIpecHjy pa3iIuduTHUX I'eHa U

npomeny ¢yuknuje henmuja (146-149). Komarenase u marpukc merajgonporennaze MMP-2 u
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MMP-9 (eursn. Matrix Metalloproteinase, MMP), kunajy Be3y yuytap N-TepMHHAIHOT JOMEHA,
Ooraror TJIHIMHOM, IPOJUHOM K THPO3WHOM (T3B. CEKBeHIa CiIM4Ha KojareHy-o) (150).
Pasrpanma mnentuaHe Bede 62. (ananuHa) 63. (TMpoO3uH) amuHOKHcenuHEe YHyTap N-
TEpMUHAIHOT JIoMeHa yTude Ha nosehame apunaurera CRD pernona 3a nuranje, anu cMamyje U
KamanuTeT 3a MelycoOHO ToBe3MBama MOJIEKYJla TaJeKTHHA-3 CBe (YHKIH]E OJIMTOMEPHOT
ranektrHa-3 (150). N-TepmuHaiHu A0MeH je mpecynad u 3a cekpernjy Gal-3 (151), jep kama
HEJ/I0CTaje MoYeTHH J1eo oBor JaHna (11 aMuHo-KucenuHa) HeMa HU u3nydnBama Gal-3 u3 henuje
(143). N-tepmunyc je, Takohe, ouran u 3a ¢pynkuujy Gal-3 Tokom amonrTorckux npoueca. [la
TaKO U3MeHa ceprHa (KOH3EepPBHpAH Ha MO3MIHUjU 6) Mea aHTHAIIONTOTCKE eeKTe rajeKThHa-3
(152). V ckuony C-tepMuHaiIHOT q0oMeHa rajnekTuHa-3 ce Hanasu CRD pernon. Muteppeakiuja
CRD peruona rajektuHa-3 ca IIMKOKOHjyraTuMa y3pokyje koHpopmaimone npomene (153) u
peapamkupame cekBeHile y onmmsunu Besyjyher mecra (154). Yuyrap CRD peruvona ce nanasu
NWGR wmotug: Asp-Trp-Gly-Arg (Takolje KoH3epBHUpaHa CEKBEHIIa) KOjU Ce CMaTpa KJbYIHUM 3a
AHTHAIONTOTCKY aKTUBHOCT rajnektuna-3, jep NWGR nanukyje nomeny BH1 mopoauie Bcl-2
npotenna (155). Gal-3 ce BHCOKO-aMHUTEHTHO MOBe3yje ca moau-N-aleTHLIaKTO3aMUHCKAM

CEeKBEHI[aMa MPUCYTHUM Y Juranauma (156, 157).

1.3.2. ®dyHkuuje rajekTHHa-3
lanexTnH-3 je yOMKBUTapaH MOJIEKYJ, MPUCYTaH KaKO eKCTpa- TaKO W MHTpa- HENWIAPHO allkl U
Kao MeMOpaHCKM MoJjieKys. HajBuie je ecCKnpuMHpaH y eMHUTEHHM, €HIOTeNHUM | henumjama
umyHckor cucrema (158, 159). INanextun-3 je y henujama nprcyTtaH y jeapy, MUTOXOHApHjama
WJTU IUTOCOJTY, a Ha HeroBY AUCTpHOYIM]y yTrdy Tun henuje u ¢asza hemujckor nukiyca y Kojoj
ce hemmja wamasm (160, 161). Ekcmpecuja ramektuHa-3 ce moBehaBa y MaJHTHO

tpanchopmucanum henmjama (162-164).

1.3.2.1. @ynxyuje unmpayenynaproe earekmuna-3.
["anexkTMHHM MHTeppearyjy ca MHOILITBOM IIMTOCOJIHHUX W HYKJEApHHUX JIMTaHaja, KOju Cy IO
CTPYKTYpH MPOTEUHH, ¥ TAaKO perynuiry curnanne myrese (165). ['anextun-3 mHTEppearyje ca
manum GTP-azama HRAS (166) u KRAS, aktuBupa kunase curnansor myra Raf-1/MEK/ERK u
nojactuue henujcky mponudepannjy (167). OctBapyje MHTepakinjy ca Oa3alHUM TeauMa U

LEHTPO30MUMa Ta je y OJCYCTBY TaJleKTMHa-3 HapylleHa OpraHu3alija MUKpOTyOyna u
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MopdoreHesa npuMmapaux uiadja (168) u MoTmmuTeT uiMja pecrmpartopHor enmreia (169).
lanektnn-3 ce yapyxkyje u ca nporerHoM NuMa (eurn. Nuclear apparatus Mitotic protein,
NuMa) koju je kbyunu peryiarop murose (170). [NanexTun-3 Takohe pearyje ca KOMIOHEHTOM
ALG-2 xommiekca ESCRT (enrs. Endosomal Sorting Complexes Required for Transport,
ESCRT) koju peryiuiie TpaHCIOPT €HIO030Ma M y4ECTBYje y pemojeaoBamy MemoOpane (171).
OBa wuHTepaknMja yTHYe Ha cMameme ekcrpecuje TCR-a ma memOpanu T smmdornmura,
MHTpaLeIyJapHH TPOMET perenTopa 3a enuaepMannu ¢aktop pacra (172) u ocnobahame
Bupyca xymane umyHoaedunmjenumje-1 (HIV-1) u3 hemuje (173). LlurocomHu raiexThH-3
ocnobaha B-karennH u3 komiuiekca ca Wnt u omoryhaBa meroBy TpaHCIIOKAIU]y Y jeApO U TaKO
yrude Ha Wnt curHanuszanujy (174). Unrteppearyje ca moisekyiaom Bcl-2 u tako octBapyje
antuanonrorcke epekre (175). 3a monexyn Bcl-2 ce Besyje NWGR MotuB ranekruna-3 Koju je
u 1eo CRD momena (176, 122).

lNanextnH-3 ctanHO myTyje u3Mely muroruiasme u jeapa. Y jeapy TajleKTHH-3 y4ecTByje y
crutajeunry npe-uPHK u y perymanmju ekcrnpecuje reHa u yApyxkyje ce ca MaJlIUM jeJapHUM
pubonykneonporenauma (SNRNP) (177, 178). Ocum Tora Gal-3 omoryhyje oxapkaBambe
cradbuiiom Be3y CREB u Spl (Tpanckpuniuonu (akTopu) 3a reHe MPOMOTEPCKOT pEernoHa r'eHa

OJITOBOPHOT 3a CHHTe3Y IukinHa Dy (179).

1.3.2.2. @ynxyuje excmpahenujcxoe u memopanckoe 2aiekmuna-3.
HakoHn omucaHe HekjlacMYHe CeKpelyje TaJleKTHHU ylla3e y BaHNeIMjcKH MIpocTop, Ine ce
cycpehy ca JMraHanMa Kao MITO Cy TNIMKONPOTeHHH (KOjU CaapiKe rajakTo3y) M TIHKOJIUIUIN.
[anekTHHH ce CeKpeTyjy HeKJIaCHYHHM IyTeM, BepoBaTHO mytem erzozoma (180). ITokasano je
Jla TaJleKTHHU Op30 OKPYXKYjy omTeheHe eHI0IMTHE BE3UKYJe jep ce MO AUCPYMIUjU BE3UKyia
IJIMKaHU MPUCYTHU Y TyMEHY BE3MKYIa U3jaxy nuurocony. OBaj GeHOMEH je MPBU MyT OTKPUBEH
Ka/la je OMMCAHO Be3MBame rajeKThHa-3 3a Bakyole koje caapxke Shigellae (181), a 3atum je
OIMCAHO BE3MBamC TaJIeKTHHA-3 3a CHI030Me KOju cajapxke ajaeHoBupyce (182). Nanekrtunu ce
HAKyIJbajy M OKO €HI030Ma DPAa30pEeHUX arperamujoM MpoTenHa (y HEYpOJereHepaTUBHUM
Oonectuma) (183, 184), mro Moxe Ja yKake Jla TAJISKTHHU KOPHUCTE MPOIIeC ayTodaruje Kako Ou
ce cekperoBau y Banhemujcku npocrop (185). Mehyrum TauaH MexaHHW3aM HEKJIACHYHE

CEeKpellrje TaJIeKTHHA j€ UIaK U J1aJhe HejacaH.
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ExcTpanenynapaud guraHgd  rajektuHa-3  (IPUCYTHM Ha heiawjckuM — MemOpaHama U
MehyhenwjckoM MaTpukcy) Cy: HMHTETpUHH, JAMUHUH, TIPOTEMH KOju Besyje Mac-2,
BUTPOHEKTHH, enacTuH u ¢uodponexktun (156, 158, 186). Excrpanenynapuu Gal-3 ce Besyje
MOJIEKYJIe yIJbeHHX- XUpaTa MpUCyTHe Ha MeMmOpaHama henmja wiu BaHhEIHjCKOM MaTPUKCY
yuMe omoryhaBa nHTepakinjy henrja U BUXOBY aaxe3ujy 3a ekcrpauenyiaapau maTpukc (158).
Ga-3, moacTuye ycMepeHy MUTpaIlijy MOHOIIMTA U Makpodara rmpema ceOu 0JIHOCHO YUECTBYjE y
xemoTakcu oBux henuja (187). Takohe, Gal-3 onakiiaBa 3penum T auMdorUTHMa HU3JIa3aK U3
tumyca (188). OBaj MoJieKyJI CTUMYJIHIIIE ¥ HACTaHAK HOBMX KPBHHUX CYyJI0OBa IIITO je¢ TOKAa3aHO U
in vitro u in vivo (189).

lanexturn U3 excTpahenujckor mpocTopa Mory moHoBo jaa yhy y henuje engorurosom (190), a
OHJa Ce 3aaprkaBajy y eHAouuTo3HMM Be3ukyidama (191) u enmozommma (192). Ianmextun-3
Be3yje MIMKOMPOTEHHE KOjU Ce Haaze u3BaH padrosa y memoOpanu (193, 194) u Tako BepoBaTHO
KOHTPOJIMIIIE COPTUPAE MPOTEMHA Ha anmukaiHoj MemOpanu henuje (193, 194). Banhenujcku
TaJleKTUHU Takohe WHAYKYyjy chpoBoheme curHana ca henujcke memOpaHe, MOAUUKY]y
HHTEPaKIMje YHyTap EKCTpale/IyJapHOT MaTpHUKca, Kao U ca MuKpoopranusama (118, 195-197).
l"anexTHHU, ce MOBE3Yjy M Ca MOBPIIMHCKUM TJIMKaHWMA XEJIMUHATA MITO je BaXKHO 3a ypoleHy
HMYHOCT IipemMa oBuM mapazutuma (198).

dyuknuje muToconHux U Hykiaeapuux (199) excrpanenynapuux (118) ramektuHa Cy mosHare,
aly HUje HajOoJbe pa3jallbeHo /1a JIM ITOCTOJU HeKa 3ajeIHNYKa peryiamnuja QyHKIHje raleKTHHA
y eKCTpa- ¥ HHTpa- 1enyaapom npoctopy. [lo3Hato je na ce ranektus-1 y kynrypama muobaacrta
HaJla3u TNpeTexHo y henujama, a fa mo audepeHujaunju MuoOiacTa y MUOLMTE YIIaBHOM
npenasu y Banhenujcku npoctop (200). Ilocroju moryhHocT na Banhenujcku TaneKTUH-3 Y

(hopMH TTTyKOKOHjyraTta CMamyje KOHIICHTPAIIU]y TAJIEKTHHA Y IIUTOCOITY W/WUJTH jepy.

1.3.2.3.@yuxyuja eanemuna-3 na nugoy opeanusma.
KoHuenTpanyja ranekTiHa y cepyMmy WiH IUIa3Mu je 0OMYHO y MUKOMOJIapHOM oricery. Maro je
BEpPOBATHO J1a TAJIEKTUHHU OCTBApYyjy e€(deKTe Ha JaJbUHY, CIMYHO HUPKYIUIIYhUM XOpMOHHMA
Beh je BepoBaTHHM]E j€ /1a je BUXOBO NMPHUCYCTBO y CEPyMY PE3yJTaT OTHYIITamka U3 TKHBA, Kao
TO je OTKpuBeHO W 3a MHore apyre npoteune (201). ITosnara je kopenamnmja wuszmely
KOHIIEHTpaluje rajekThHa-3 y cepymy u omrtehema cprua (202). Mehyrum mosnaro je u jaa

TaJleKTHH-3 W y BEOMa HHUCKO] KOHIIGHTpAalMjU Yy cepyMy crumynmme eHgonutosy CD44
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mosekyaa (203) Tako ma Heku ox henMjckux mporieca KOje KOHTPOJIMIIY TaJeKTHHH MOTY Ja
OJIrOBapajy Ha NPOMEHE KOHIIEHTpAIMje TaleKTHHA y cepyMy. ['alnekTuH-3 U3 MHjeJIOUIHUX
henuja yruue Ha pacT TyMOpckux henuja M MHIYKYje OTIOPHOCT HAa MHCYJIUH Yy aAUIIOIUTAMA
(204) wro yka3syje na ocTBapyje U ayTOKpHHE U TapakpuHe GyHKIH]eE.

Kana ce roBopu o0 nenoBamy rajiekTHHA Ha HHUBOY OpraHWU3Ma OHJIA C€ YIJIABHOM OJ[BOjCHO
onucyjy (QyHKIHMje TajekTHHa Yy BaHheNnWjCKOM mpocTopy, Ha henujckoj MemMOpaHu u
unTpanenyiaapto (197, 205). Mehytum, rajgekTiuau u3 Banhenujckor mpocTopa ce Beoma 0p30
eHIOIUTY]y U Op3o ce kpehy wusmel)y enmo- u erzo- nutHux Besukyaa (192, 206).
YcnocTaBibamkbe ONTHMATHOT HHBOA rajiekTuHa y henuju m Banhenujckom mpocTtopy yrude Ha
KpETame TaJIeKTHHA KPO3 BE3UKYJIe U TUME IMPEKTHO yTHUe Ha henujcke npoiiece Koje raJleKTuH
KOHTPOJIMILIE Kao INTO Cy HHAYKIHMja amonTo3e JUM(OIHTa WM aluKajdHa eKCIpecuja |
JaTepaHa OpraHu3alrja MIMKO3WIMPAaHUX perentopa kao mro cy TCR, penentopu 3a VEGF,
TGF-B u peuentop 3a UHCYIUH, YUME C€ MOCIEIUYHO PETYIUIILY MPOILECH KOje OBH CHUTHAIHH

MyTeBH KOHTPOJIMIILY: aHTHOTeHe3a, TuMpaHruoreHesa, hpuodposa, nadaamamja (197, 205).

1.3.3. VYJora u 3Hayaj rajekTuHa-3 y peryJjanuju HMyHCKOT 0roBopa

KoncruryrusHo je Gal-3 excipumupan y monorut/makpodaraum henujama, a takohe u y DC,
nonuMopQoHyKIieapumMa U MactonuTuma, a mumdoruta (1 T u B) ra cuaTeTHITY CaMo Kaj cy
aktuBupanu (207).

lanextuH-3 yuectByje y audepenuujamuju Mmakpodara, B mumdorura u DC (208-210).
Ekcrpecuja ranektuHa-3 ce moBehaBa y XyMaHUM MOHOIMTHMAa Yy TOKY INn  Vitro
mudepennmjanje 'y Makpodare (208). Jaue wuckasuBame Gal-3 cmamyjye edekre
TpaHckpunuuonor ¢akropa Blimp-1 mro monctuye caspeBame mmiazmornmta (209). CympoTHo,
nudepenpjanujy DC mpatu cMameme eckenpecuje rajgektuna-3 (210).

INanexTHH-3 je BakaH 3a aJIXe3Wjy M XEeMOTakCy MoOHoIMT/MakpodarHux hemuja u Murpaimjy
oBux henmja kpo3 enmoren (146, 187). lanektuH-3 akTuBHpa W TojadyaBa (arolUTHY MU
MUKPOOHIIUIHY akKTHBHOCT (arorura jep je de facto pernenrop 3a npemno3HaBame MOJEKYICKUAX
oOpa3zana maroreHa. TauyHHje, OBaj MOJIEKyJd TMpero3Haje U Be3yje Ce 3a IOBPLIMHCKE
rmuKoKoHjyratr ciexehux martorena: Neisseria gonorrhoeae, Leishmania major, Schistosoma

mansoni u Trypanosoma cruzi, a y3 To CTUMYJIUIIIE U orconn3anujy (211-215).
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INanextnn-3 excnpumupan y DC je BakaH 3a mosiapu3ainjy UMyHCKoOr oarosopa (216-220). YV
OoslecTMa ca AOMHHAHTHUM Th2 MMyHCKHM OAroBOpoM (MHGEKIUje Mapa3uTUMa, aTOIH|CKH
JIepMaTUTUC) ekcrnpecuja ranektnHa-3 y DC xopemupa ca cnabujom mposiudepanijom
nomaraukux T mumdormra (219, 220). CD4+T numbouutn koumnkyoupuu ca DC Gal-3-/-
MUIlleBa MMOKa3yjy Behu cremeH mnposmdepandje Hero HakoH uHKyOanuje ca DC Gal-3+/+
muiesa (219).

lanexktun-3 je Wcka3aH UCKJbYYMBO Ha akTuBHcaHuM JuMdonutima T u B (207) Outan je 3a
nponudepanujy u anonrody T numbonura (221-223). UuTparenyiapHd U eKCTpareaylapHu
TaJIEKTUH-3 MUMa]y CYNMPOTHO JIejcTBO Ha amonto3y T mumdonurta. MHTparenynapHa ekcnpecuja
raJieKTHHA-3 MHXHOUpa, a eKcTpalelyiapHa Mocrellyje anonTo3y aktuBupanux T juMdornmra
(155, 223). Osnaj mpo-anonTOTCKH edeKar MoCieAnla je Be3WBama TaleKTUHA-3 ca

IIMKOKOH]jyraTiMa UCKa3aHUM Ha MeMOpaHnama aktuBupanux T henwmja (223).

1.3.4. NHXuOuTOpM rajekTuHa-3
BpojHe ynore rajekTuHa y peryianuju hemujckux mporeca y (U3UOJIOMKIM ¥ ITaTOJIOMIKHM
CTalbUMa UHCIHUPHUCAJIE CY UCTPAKUBAHE HHXMOUTOPA IaJIeKTHHA, KA0 MOTEHIIM]aTHUX JIEGKOBUMA
WIM Kao eKCIepUMEHTaIHUX CpeAcTaBa 3a IMpoydaBame Ouonoruje henuje. HajmohHuju
WHXUOWTOpU TajeKThHa Oa3WpaHW Cy Ha JepuBaTHMa JHCaXapuaa KOju MMOCTHXKY
BUCOKOA(MHHUTETHE Be3€ ca TaleKTUHMMAa 4YHja j€ jaunHa y HAHOMOJIAPHOM pAacIiOHY.
Cuntertucas je nucaxapua, Tuoauranakrosus (Galp1-S-1pGal) koju je Bpio cinuyad NPUPOTHUM
naucaxapuauma (224) u koju octBapyje uBpcTe Bese ca ranektuHoMm-3 (Kd je oko 2nM).
Wuxubutop ranektuna-3, TD139, nokasyje in vivo edekte y aHuMaiHuM Mojennma Gudpose u
anruorerese (225, 226) u TpeHYTHO Ce CIPOBOJIC KIMHUYKE CTYAHMjE Y KOjUMa CE€ UCIHTYje Kao
MOTEHIMjalTHU JIeK 3a Jieuewe uauonarcke ¢pubpose miyha. MHXxuOuTOpH rajekTuHa Koju ce
0a3upajy Ha IucaxapuumMa Ccy peslaTUBHO PACTBOPJbUBHU Y BOJIM U HE MOTY C€ AYro 3aJp)KaTh Ha
MeMmOpaHama, ImTo oHeMoryhaBa mUXOBY OpaliHy npuMeHy. HenaBHO je pa3BujeHa HOBa Kjaca
MHXUOWTOpA TaJeKTHHA KOja CaapKu caMo jefHy pesuayy iiehepa (227), koju Jako mpojiase
Kpo3 MeMmOpaHe 1mTo omoryhaBa muxoBy opanny npumeny (Kd je y Huckom, nM, omcery).
Takohe je mokazaHo naa, monMcaxapuaud A0OMjeHHM U3 OWJbaka, Kao MTO je MOAU(UKOBAHH
murpycan nektuH (MCP) wnm ramaktomaHad, Aeyjy Kao (apMakoJONMIKH HWHXHOUTOPH

ranektuHa-3 (228-230). Mel)ytum, oBH MHXHOUTOPH ¢1ab0 MM YOIIIITE HE OCTBApyjy Be3y ca
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KaHOHCKMM MECTOM 3a BE3MBam€ YIJbEHUX XHUApaTa Ha MOJeKyidy ramekruHa (231) mro He
HCKJbydyje HMHTPEAKIMje ca APYTruM JeIoBHMa OBOr Moiiekyna (232-234). JIBa MynTuHBaleHTa
uHxubuTopa Ha 0asu nosnucaxapuaa, GM-CT-01 (Davanat) u GR-MD-02, Be3yjy rajiekTuH-3
ymepenuM adunurerom (Kd=2.9 u 2.8uM). GM-CT-01 je npupoaHu rajgakToMaHaH KOju
caapku OpojHE pe3uye TajgakTo3e ca IMpocedyHoOM MoJieKyiackoMm macom a0 60kDa (235, 236).
Melytum, HEe MOCTOjU jaCHO W 3a70BOJbaBajyhe CTPYKTYpHO OOjallllberhe O TOME KaKO Ce OBH
MEeKTUHU Be3yjy 3a TAJIEKTHHE W Ha KOjU HA4YWH Cy HMCIOJhaBajy TEpanujcKy epukracHocT. Anu
300T pacTBOPJEMBOCTH Y BOJM U PEIIATUBHO Oe30eqHe MpUMEHEe KO JbYJIU, OBH IMOJHCAXAPUIA

Onspaka cy 100pH KaHIUIaTH 32 JICKOBE.

1.3.5. T'anexkTnH-3 u 6osecTH jeTpe

lanexkTuH-3 je BeoMa BaXkaH 3a MATOTEHE3y 3ama/beHCKUX OosiecTH M MajaurHoma jerpe (237-
240). UctpaxxuBama Cy MOTBPAXIIA IPOMEHCHY SKCIIPEeCHja rajieKTHHA-3 y jeTpamMa B cepyMuMa
OoJieCHUKa ca XenarolelyJapHUM KaplMHOMHMA, cTearoxenarutucuma u nuposama (130, 237).
Excripecnja  rajektuHa-3 MOXKEe J1la €€ KOPUCTH Kao TIPOTHOCTHYKH (aKTOp  KOJ
xemarorenayiapuux kapruHoma (238) jep Beha ekcnpecuwja ranexktuHa-3 y  jeApuMa
KapuMHOMCKHMX henmuja oxarosapa Jommjoj mporuosu (237). Cympumupame HCKa3uBamba
raJieKTHHA-3 y je[Ipy OJIaKIIaBa armonTo3y U moBehaBa oceTJbUBOCT henmja XolaHTHOKapImHOMA
Ha XeMHoTepanujcke arerce (238).

Panyje cy moka3zaHM CYOpoTHM e(eKTH TraleKTHHa-3 Ha TOK NpUMapHOr OuiIujapHOT
XOJAaHTHTHCA y JIBa pa3IMuUTa eKclepuMeHTaiHa Mmojena. [loka3aH je mpoTeKTHBHHU edekaT
rajektuHa-3 y Moneny PBC wm3azBaHoM mMyHu3aimjom kceHoOwotukoM (241). TanmextuH-3
OCTBapyj€ aHTHUANONTOTCKU e(eKkaT y XOJIAHIMOLUTUMAa YMME HajBEpOBAaTHHUjE CMamyje /ajbe
ocrnobaljame ayToaHTUTEHA U TaKO 3aycTaBiba ayTouMyHCKH mporiec (241). Y moxeny PBC koju
crionTano passujajy dnTGF-BRII mumieBwH, rajgektuH-3 nenyje npouH(IaManujcKu, MOJCTHYE

aKTUBalM]y MH(}IaMazoMa M Tako IoropiiaBa MaHu(ecTalje ayTOMMYHCKOI XOJIaHTHUTHCA

(242).
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2. IIWJb PAJIA

I'naBuu nmib: yrBpautu yiory Gal-3 y matorenesu PBC-a nzasBanor nHpeKIujoM MUIIIEBa, COja

C57BL/6, Novosphingobium aromaticivorans-om.

CarnacHO OCHOBHOM IIWJbY YTBph)EHM Cy U €KCTIEpUMEHTAIHHU 3aallu:

1. Hcnuratu ymory Gal-3 'y pa3sBojy mpuMapHOr OWJIHjapHOT  XOJAHTHUTHCA Y
EKCIIEPUMEHTATHOM MOJIE)Ty O0JIECTH KOja ce MHAYKYje nHbekiujoMm muiesa coja C57BL/6
Novosphingobium aromaticivorans-om.

2. VrtBpuutu edekre Gal-3 Ha cacraB U QyHKIMOHANHU (eHoTun henuja Koje MHPUIATPHUIILY
jerpy.

3. Hcnuraru yrunaj Gal-3 na akrusarujy DC Novosphingobium aromaticivorans-om.

4. VYrepautn edekre Gal-3 Ha akTMBanmjy uH(pIaAmMazomMa y Makpodaruma H3JaraHuM
Novosphingobium aromaticivorans-y.

5. Hcnuratu na nu Tepanujcka npuMeHa uHxuOurtopa ranektunHa-3, GM-CT-01, moxe nma
y6naxu Mmanudecranuje PBC y moneny n3a3BaHuM 6akTepHujcKOM HHQPEKIM]OM.

6. Wcnuratm nga num npumeHa uaxuOutopa ranektuHa-3, GM-CT-01, cmamyje axTuBamujy
nH(IamMazoma nu3a3BaHy 0aKTEpHjCKOM UHDEKIH]OM.

7. YtBpautu excrpecujy Gal-3 y jerpu mumea obonenux ox PBC-a u3a3BaHor 6akTepujoM u

edexre naxudbutopa Gal-3, GM-CT-01, Ha ekcripecHjy rajiekTiHa-3.
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3. MATEPUJAJI U METOIE

3.1. JIabopaTopujcke ;KUBOTHH>€

HcrtpaxkuBama cy o0aB/beHA Ha )KCHKama, crapuM 8 Henesba. Mumuie cy oune coja C57BL/6
(eursm. Wild Type, WT) u Ha wucror coja muineBa ca target genenujoMm reHa Koju KOauMpa
ranextnn-3 (Gal-3 knock-out[KO] mmm Lgals3” C57BL/6) (243). KO mumesn cy mpBOGHTHO
JIONPEMJbEHH W3 BUBapujyma yHuBep3uteTa Kamudopuuje spydasnomhy mpod. ap Daniel K.
Hsu-a (Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine,
Sacramento, California, USA). MumeBu kopuitheHu y 0BOj CTYAUjU CY OJITOjCHU Y BUBAPUjyMY
IlenTpa 3a MOJIEKYJICKY MEIMIIMHY U UCTPAXKUBaKkE MATUYHUX henuja, Dakynrera METUITMHCKUX
Hayka, YHuBep3utera y KparyjeBuy. ExcniepumenTanne mporenype y oBoj cryauju, paheHe Ha
MUIICBUMa, 00aBJbEHE Cy Y3 0700peme ETnuke KoMuCcHje 3a 3alITUTY JOOPOOHUTH OTJICHHUX
KUBOTHIba DaKyaTeTa MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBep3utera y Kparyjesuy (0poj omoopema: 01-

8670) u y ckiiaay ca CBUM CMEpHHUIAMa 3a TPETHPambe 1ab0paTOPHjCKHX JKUBOTHEHA.

3.2. HuHayknuja npuMapHOr OWJIMjapHOT XOJAHTUTHCA U MPOLEHA

0osiecTn
[TpumapHHu OHIMjapHHU XOMAHTUTHC M3a3UBaH je nHuuupameM sxenku C57BL/6 WT u C57BL/6
Lgals3™, crapux 8 nenema, nutpasenckom npumesom 5x107 PFU N. aromaticivorans 0. u 15.
JlaHa eKcliepuMeHTa kao mro je panuje ommcano (109). V3opuum kpBH J00MjeHH HAKOH
KPTBOBama Cy MPUKYIJbAaHU Yy eMpyBeTe 0€3 KoaryjaHca, H3JIBOJEH j€ CEepyM U Y HheMy
aHanM3MpaHa KoHIeHTpaidja ensuMa: AST (enri. Aspartate Aminotransferase), ALT (enr.
Alanine Aminotransferase) u ALP (engl. Alkaline Phosphatase) na Roche Cobas Mira Plus
aHanajzepy. HakoH »xpTBOBama >XKMBOTHHA NapaUHCKHM HCEULM TKHBAa jeTpe cy 000jeHH
xemaTokcuanHoM u eo3uHoM (H&E) crammapanom mporeaypoM. Ha cBakoMm wHceduky je
oLlekUBaHa HWHQIaMalMja MEepUNOPTHUX TMpocTropa, HHOMITpauuja ca U 6e3 omrehema
OounmjapHuX KaHana, pudpo3a, HEKpo3a, XeMoparuje/Ounuparuje u CymnkarncyJlapHu HHPUITPATH.
Ha ocHOBy WHTEH3HWTETa ¥ CTENEHa W3PAKEHOCTH TATOJIOMIKOT Hajga3a IpOMEHMa Cy
Jo/IeJbBaHN OOJIOBU M TO: HyJIa- HEMA; jefaH- Orara; qBa- yMepeHa; TpH- jaka; 9YeTHUpU- Beoma

jaka. I'panynomu, xemoparuje/Ounuparuje u ¢uOposza 60m0BaHM Cy Kao. Hyja- HeMa; jena-
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Oyiara; nBa- ymMepeHa; TpHU- jaka. XHUCTOJIOIIKA aHajdu3a M OO0J0BamkE CIPOBEICHU CY CIICTIOM
MeTOoZ0M. XHCTOJIOMIKK Mpenapatu cy (otorpaducanu y3 moMoh CBETIIOCHOT MHKpPOCKOIA
(Olympus BX51) mururanaum QoTtoamapaToM. 3a JCTEKIM]y BJIaKaHa KoJjareHa y HCedIMMa
kopuriheHa je Metosa 60jema Picrosirius Red-om. Iponenar tkuBa 3axBaheHor GpuOpo3oMm je y

MUIMjuM ucednuma jetpe (caukano 10 mospa Ha yBenmmuamwy 10X) m3padyHaT Kopuiihemem

copreepa ImageJ (NIHh, Bethesda, MD).

3.3. Anjmkanuja muaxuouTopa rajsekruna-3, GM-CT-01
JBe rpyme Lgals3+’+ MUILEBa cy pOpMHUpaHe PAHJOMU3UPAHUM y30pKOBameM. MHUIEBH jenHe
rpyne cy ueTpu Hezaesbe uHTpanepuToHenHo npumanu 300ng GM-CT-01 u to Tpu myra
HEJICJHHO OJ1 IOYEeTKA EKCIIEPUMEHTA, OJTHOCHO OJ1 HHPHUIIUPakha OaKTEPHjOM.
[Tocebna Tpyma mMumieBa je pagdl IMPOLEHE TEpanujcKor e(eKkTa WHXMOWTOpa TaleKTHHA-3
npumania 300ug GM-CT-01 ox moueTka neBeTe Helesbe eKCIepUMEHTa UCTOM yduecTaonhy u

YKYITHOT Tpajama (3 X HelesbHO/4 Henebe).

3.4. NmyHoxucroxemmja MULIMjHUX Y30PaKa jeTpe
Jlenapadunucann napad@uHCKH MCEUIM TKUBA jeTpe MHKYOUpaHH Cy ca NMPUMAapHUM 3CUHjUM
anTutenuMa crneuupuyanM 3a mungu NLRP3 u IL-1f w nmpumapHUM MHIIjUM aHTHUTEIOM
crierpuunnm 3a Gal-3 (Abcam, Cambridge, UK). Xucromnorku npeceru jeTpe BU3yeIn30BaHu
cy kopumihemeM kuTa 3a nerekiujy 3edjux (Expose Rb-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit;
Abcam) u mumjux (Expose Ms-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; Abcam) antutena.
O6ojenn wuceunn cy ¢otorpaducaHd AUTUTATHOM KaMEpPOM Ha CBETJIOCHOM MHKPOCKOIY

(Olympus BX5). Ananusupano je 10 mosba mo npeceky (ysenuuame 40X) (244).

3.5. Mepeme HMTOKHHA Y XOMOI'€HATHMA jeTpe
KoHneHTpanuje MTOKMHA y XOMOT€HaTHMa jeTpe, JoOujeHux xomorenuzauujom 100mg jerpe y
0.5mL PBS-a u nenrpudyrupamem Ha 14,000 oopraja 10 munyra na 4°C, mepene cy ELISA
(enrs. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) TexHukoM yrmoTpeOoM MHIIjEr 1yoceTa 3a

IL-18 (R&D Systems) npema ynyTcTBYy mpou3Bohaua.
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3.6. N3o0nanmja moHoHnykyIeapHux henuja jerpe u mpoTouHa
HUTOMETpPHja

MuiiieBH Cy JKPTBOBaHH IIEPBHKAJIHOM HCIOKAIMjOM, a H30Jiallija MOHOHYKJIEapHUX
JICYKOIIMTa U3 jeTpe 00aBJbeHa je METOI0M pa3rpaljuBama jeTpe MEXaHHYKUM cpejicTBuMa (245).
Ha 5x10° MOHOHYKICAapHHX eKCTpaxoBaHuX henmja, pecycrmenmoBanux y mybepy (50pul)
alIMKOBaHa Cy, Yy OJAroBapajyhuM KOHIIGHTpalMjaMa, MOHOKJIOHCKAa aHTUTelda O0esexeHa
dbayopecnienTHUM MaTepujama. Hakon uakyOanuje y Tamu, Ha +4°C mocne 20 munyta henujama
je nomasano 1,5ml xmagHor nmydepa (enra. Staining Buffer, BD) u uenrpudyruposane na 400G
netr MuHyta. HakoH pecycriensuje nobujeHor tanora y 350ul mydepa henmje cy ananusupane
npoToYHOM muToMeTprjoM Ha amapary FACSCalibur (BD). 3a anamu3y n00ujeHHX MomaTaka
nociykuo je codpreep FlowJo.

Bojere HMHTpaIeyIapHAX IMTOKMHA wH3BeneHo je kopumhemem BD  Cytofix/Cytoperm™
MeToze. 3a crumynandjy henwja xopurrher je ¢op6oa mupucrar arerar, 50ng/ml (enr.
Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA,; Sigma) y3 momaBame joHomunuHa, 500ng/ml (emri.
lonomycin; Sigma) y Tpajamy ox 4 cara. Y Toky in Vitro crumysanuje henuja, MHTparenyiapHu
TpaHCIOpT mpoTenHa je Onokupan MoHecuHoM (BD GolgyStop™). IMocie crumymammje
000jeHM cCy TOBPIIMHCKM MapKepu, a 3aTuM cy hemuje pecycneHgoBane y 250ul
Cytofix/CytoPerm™ pacteopa (BD Pharmingen) u urxy6upane ua +4°C y tpajamy 20 MEHYTA.

h™ mydepy (BD Pharmingen; 1ml/enpyseru;

henuje cy morom mpane aBa myta y Perm/Was
300G). Tanory cy 3aTHM JOaTa aHTHTENA 3a ACTEKIU]y IMTOKHUHA pacTBoperHa y Perm/Wash™
nydepy. Remje cy morom mpare mydepom Perm/Wash™, u pecycnennosare momohy 350pl

nydepa 1 TOTOM aHATU3UPAHE MPOTOYHOM LIUTOMETPH)OM.

3.7. IIpoayknuja NMTOKHHA U eKCIIPECHja MaApKepa aKTUBaLHje

HakoH crumyaanuje DC in vitro
N3onoBawe DC u3 crme3nHa CBakoOr MUIIA TOjeIWHAYHO O0aBJBEHO j€ METOJOM MarHeTHe
cemaparje y3 nmomoh Pan Dendritic Cell Isolation Kit-a (MACS Miltenyi Biotec) mpema
ynyTcTBY npousBohaua. M3onoBane henuje cy pecycrieHjoBaHe KOMIUIETHUM MEANJYMOM aKKO
na uM rycruna 6yne 10%/ml, 1ml cycrnensuje je cunan y miode ca 24 otBopa, u 1oaato je mo 10°

oakrepujckux hemuja Novosphingobium aromaticivorans (246, 247). ¥V onpehene Oynapuuhe
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nonat je naxuouTop ranektuHa-3, GM-CT-01 y dunannoj konnentpanuju 100uM. ITo ucreky
uHKyOarmje ekcrpecruja Mapkepa aktuBanuje (CD86 u CD40) u nurokuna (IL-4, IL-1B u p40

3ajenHuuke cyojeaunuiie 3a 1L-12/IL23) ananus3upana je npOTOYHOM LUTOMETPH]jOM.

3.8. In vitro crumyaanuja neputoHeaTHnx Makpodara 6akTepujom
[lepuToHeanHn Makpodard Cy H3ABOjEeHH TEXHUKOM IIEPUTOHENIAHE JaBaKe KOMIUICTHUM
MEIMjyMOM Kao IITO je paHuje omucano (248). lobujene henuje cy mHKyOHpaHe ca OaKTepHjoM
N. aromaticivorans 24 cara (ogHoc hennja/6axrepuja 1:10) na 37°C y unky6aropy ca 5% CO,.
Heke on henuja cy mpe u3marama OakTeprjaMa WHKyOMpaHe ca MHXuOMTOpoMm Kacmase-1 (Z-
YVAD-FMK; 10umol/L). Ilo 3aBpmieTky uHKyOamnuje y ciaobomHoj teuHoctu je ELISA
TEXHHUKOM H3MepeHa KoHueHTpanuja IL-1p u IL-6, ymorpebom murijer cera (R&D Systems).
Excnpecuja nospummHckor Mapkepa F4/80 u untpanenynapuux IL-18 u NLRP3 ananusupana je

MPOTOYHOM IIUTOMETPUjOM Kako je Beh omucano.

3.9. Nmynodayopecuenua
N3omoBanu nepuToHEATHH Makpodaru (106 henuja/oTBOpY) Cy MHKYOMpaHU 7 JaHa y Iuiodama
ca 6 oTBOpa y KOje Cy CTaBJbEHE OKpyIJIe IOKPOBHE Jbycnuie W TO y mnpucyctBy N.
aromaticivorans (10" Gaxrepuja/otBopy). Remuje cy 3atum obenexere antu-F4/80, antu-1L-1p
u antu-NLRP3 anTuTenuma, nHKyOUpaHe ca CeKyHJapHUM aHTUTEIUMa KOHjyroBaHuMm PE umu
FITC 6ojom (249). Jbycnuiie cy 3anenbeHe 3a MpeAMeTHa cTakia kopuinhemem ProLong Gold
antifade reagent with DAPI u ¢ororpaducane kopumhewmem Olympus BX51 ¢uyopecueHTHor

MHUKPOCKOIIA.

3.10. AKTHBHOCT Kacnase-1
[leputoneannun Makpodaru (1x10° henuja/oTBOp) Ccy HHKyOMpaHu 24 caTa y HPUCYCTBY
oakrepuje N. aromaticivorans (1x10° OakTepHja/oTBOp) y mioyama ca 6 oTBOpa, a aKTUBHOCT
kacrmase-1 je m3Mepena y nusatuma henmja kopumthemem Caspase-1 Colorimetric Kit-a (R&D

Systems).
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3.11. OnpehuBame KOHLIEHTPaLMje rajleKTUHA-3 y KYJTYpH

CILICHOLIMTA
Mononykieapse henuje cy n30i0BaHe U3 Clie3WHA HETPETUPAHUX MUIIEBA METOJOM MEXaHUYKE
pasrpaamse. M3omosann crurenonuti (2.5%10° henmja/otBOp) ce MHKYOMpaHH ca HHXHOHTOPOM
ranektuHa-3, GM-CT-01 y ¢unannoj kounentpanuju 100uM 24 cara, a 3aTUM CTUMYJTHUCAHH
munonoaucaxapugom 1pg/ml (LPS, Lipopolysaccharides us E. coli 055:B5) 24 cara, kao miro je
panuje ommcano (228). Konmentpanuja Gal-3 y cynepHatantuma je m3MepeHa KOpHIIhemeM

Duoset ELISA cera (R&D Systems).

3.12. AHaJ/IN3a eKINpPecHja reHa peakuujoM JaHYaHOT YMHOKABAKA
PHK je wu3omoBana w3 TKuBa jetpe kopuiihewmem Ttpu3on pearenca (250). 3a mepeme
KOHIIeHTpauuja u oneHy npeunitheHoctu RNA kopuirheHo je creKTpooTOMETPHjCKO MEpEHE
abcopOantie (260/280nm) y3 momoh ypehaja Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg,
Germany). IIpomecoM peBep3He TpaHCKpHIIHje je mobujeHa komruiementapua JIHK, y3 momoh
kuta High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), kako je mpousBohau omucao. Metozom kBantutatuBHeor PCR-a y peanHom
Bpemeny (Quantitative Real Time-PCR, gRT-PCR) oapeljena je peseBaHTHaA I'eéHCKa €KCIIPECH]a.
gRT-PCR je ompehusan amaparom Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany)
y mioyama ca 96 otBopa (Twin.tec. real time PCR plates 96, Eppendorf). Kopumrhenu cy
KOMEpIHjaTHO JOCTYITHU npajMepu 3a pOKOJIareH al (forward:
GCTCCTCTTAGGGGCCACT, reverse: CCACGTCTCACCATTGGGG), a-SMA (forward:
ACTGGGACGACATGGAAAAG, reverse: CATCTCCAGAGTCCAGCACA), pB-aktun je
kopuinhen kao housekeeping rem (forward: AGCTGCGTTTTACACCCTTT, reverse:
AAGCCATGCCAA TGTTGTCT). Tecr je u3BoheH y nyrumkary cBakor yzopaka. BpeaHoctu
Ct KOHTpOJNHUX TpPHUIUTMKATa (aKTHH) Cy OAy3WMaHe oJ M3MepeHux BpeaHoctu Ct TpurumkaTta
PENIeBAHTHHX TeHA U TaKo je nobujer ACt. PenaTiBHA eKCIIpecHja rena MCKasnBaHa je kao 2 ',
Bpennoctu cy nmpuka3suBaHe Kao pelaTUBHE Y OJTHOCY MpeMa KOHTPOJIU, MOoAeIeHoj Ha 1 kako je

yobuuajeHo.
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3.13. CraTucTuyka aHajimn3a
[Momamm cy npukazanu kao BpenHoct +SD unu + SEM. Craructiuka 3HadajHOCT ofpehuBaHa
je He3aBUCHUM y30pKoM Student’s T test u ANOVA-om u re je 6mno morpedbno Mann-Whitney U
test-om mim Kruskal-Wallis-om. Cratuctnuky 3HadajHMM O3HAuYCHE Cy JHOOHjEHE BPEIHOCTH
p<0.05. Tlogatm cy ananu3upanu KopuirheHem mporpama 3a craructuky SPSS 20.0 u SPSS

22.0.
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4. PE3YJITATHU

41. Jlenenmja Lgals3 yoOaa:kaBa mnpuMapHu OWIHjapHH XOJIAHTHTHUC

uHAyKoBaH 6akTepujom Novosphingobium aromaticivorans

Panuje cmo mokasanu na cy Lgals3-/- C57BL/6 MuiieBu rotoBO PEe3UCTEHTHH HAa WHIYKIIH)Y
IpUMapHOT OWIMjapHOT XOJAHTHTHCA KOjU ce u3a3mBa uUHPeknujom Oakrepujom N.
aromaticivorans (251). Ha uceuruma jetpu C57BL/6 WT wmumieBa 000jeHMX XEMaTOKCHIIMH-
eosuHoM 8 Hemesba mocie uH(pekuuje Oaktepujom N. aromaticivorans mperekroBaHa je
uHpunTpanyja OunMjapHux kaHanuha, omrehewme OunMjapHUX KaHanuha ca oOmuTepaiujom,
NEepUIOpTHA U MHHUIATpanrja napenxuma u ¢puodposa. CynpoTHO TOME y CBHM aHAIM3HUPAHUM
McednrMa TkuBa jerpe mH(uuupannx Lgals3” MumeBa 3anaxeHo je MOTIYHO OICYCTBO
omrrehennx kananmuha (251). Ceposnolku mapaMeTpu 0OJECTH, KOHICHTpAIMje TpaHCaMHHa3a
AST u ALT wu IgA antutena cnenuduunor 3a PDC-E2 cy y rpynu uHbUIMpaHUX Lgals3‘/'
MHUIlIeBa Takohe OUIM BeoMa CIMYHM MapaMeTpuMa y IpylH HeTpeTHpaHMX (3IpaBHX) MHUILEBA,
3a pa3nuky on rpyne uHdumupanux WT Muiesa y Kojoj je J€TEKTOBAaHO CTaTUCTUYKH 3HAYaJHO
noBehame HaBeICHUX CEPYMCKUX MapameTpa Of YeTBpTe Hefelbe Mo nHdpeknuju (251).

3HavajHo u3paxkenuja pudposa y jerpama WT Hero y jeTpama Lgals3'/' MulleBa 8 Hezesba mocie
unpeximje 6akrepujom N. aromaticivorans (Cauka 1) morephena je u Picrosirius red 6ojemem

KOJHM C€ I[PBEHO 00je BIIaKHA KOJareHa U KOPUCTH ce 3a JeTeKIjy pudpo3e oprana (252).
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Cauka l

Cnuka 1. Penpe3eHTATHBHHM NpHMEPH HceYyaKa jeTpHM HHQUUMPAHMX MHIIeBa 000jeHMX TexHHMKoM Picrosirius red.
Yeemnuama: 100X (ropmu manen) u 400X nomu manes

KBanturarnBHOM ananmu3oMm ucedaka jerpu WT u LgaIS3'/' MUIIICBa HHPUIMPAHUX OaKTEPHjoM
N. aromaticivorans je yrtBpheHo na je mporeHar TkuBa 3axBaheH (GUOPO30M 3HAYAjHO

crarnctruky Behn (p<0.001) 3a rpyny WT Hero 3a rpynu Lgals3” mumesa (Ipaguxon 1)
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I'paduxon 1

_. 6 - BWT
§ O Lgals3-/-
@
9
e 4
(e)
=
8
Q 2.
g *k%k
) I_LI
0 A s

I'pajguxon 1. IlpoueHaT TKUBa jeTpe ca AemO3MTHMA KoJiareHa je 3HavajHo Behm y rpymu WT mumena
undunupannx 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans mero y rpynu unduuunpanux Lgals3” mumesa.
[Mpukazana je cpenwa BpenHocT + SD mpoleHTa TKHBa jeTpe ca 000jeHMM JAENO3UTHMAa KoJlareHa H3padyHar
aHalM3MpareM IMperapara TKMBa jeTpe Tperupanux Picrosirius red-om y mporpamy Imagel. Cratucthuka
curHu(UKaHTHOCT je oapehuBana Student-osum t Tectom, *** p<0.001

N cemam mecenu mocie mociae uHpekuje 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans y
jeTpama Lgals3” mumesa nema nu uHuaTpanuje Hu Gubpose A0k ce y jerpama C57BL/6 wild
type mureBa npumehyje hpudpo3a, HeKpo3a TKUBA M CKOPO TMOTIIYHO OJICYCTBO KyYHHX KaHannha
(Cmuka 2). U y uceunuma jerpu C57BL/6 wild type muineBa moOujeHum 7 mecemu mocie
OakTepujcke uHOekuuje obojeHHX MeTomoM Picrosirius red jacHo ce yodaBa MPHCYCTBO
u3paxeHux Biakana konareHa (Cmuka 3). V jerpama wild type mumesa, 7 mecemu mocie
uH(pekumje, 3anaxajy ce: 6aru HHQUATPATH Y MAPEHXUMY U MEPUIIOTHOM NPOCTOPY, OACYCTBO
rpaHyjoMa, obnuTepanuja OUiMjapHUX KaHamuha y 3Ha4ajHOM IPOIEHTY, 3HadajHa (udpo3sa,
HEKpo3a TKHBa Kao U xemoparuje ca ounuparujama (Cruka 2, I'padukon 2). XHUCTOIOMIKHA CKOP
KOju ykazyje Ha omreheme OunujapHux kananuha (p<0.001), ¢ubposy (p<0.001), Hexpozy
tkuBa (p<0.001) u xemoparuje (p<0.001) je crarucTuyku 3Hayajuo Behu y rpynu C57BL/6 wild
type y nopehemy ca rpynom Lgals3” mumesa (I'padukon 2).
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Cauka 2.

C57BL/6 wild type C57BL/6 Lgals3-/-

\Z
N

Cuiuka 2. Jerpe C57BL/6 WT mumeBa cexam meceuu nociie nadexuuje 6akrepujom N. aromaticivorans ckopo xa nemajy
sKy4yHe kanaiauhe. PenpesenrariBHu uceurn TkuBa jerpu C57BL/6 WT mumesa u C57BL/6 Lgals3-/- mumesa mobujenu 7
Meceln 1o uHekIumju 6akreprjom N. aromaticivorans 060jeHr TEXHUKOM XeMaTOKCUIIHH-CO3HH.
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I'paguxon 2. 3nauajuo omreheme jerpu C57BL/6 WT mumeBa ce 3aapxaBa W 7 Mecenn HakoH unpexmuje N.
aromaticivorans-om. Txusa jerpu C57BL/6 WT u Lgals3” mmmesa msomosama cy 7 Mmeceuu HakoH nuduumpama N.
aromaticivorans-om. Uceunu (Spum) GojeHH Cy XeMaTOKCHIMH-C03UHOM. M3pauyHaTe Cy cpelibe BPeIHOCTH CKOpa Hapamerapa
omrehema OunujapHux kananuha, Gubpose, Hekpose u xemoparuje/Oumuparunje + SD. Crarucruuka CHrHH(DHKAHTHOCT je
oxpehusana Student-osum t Tectom, ***p < 0.001.
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Ciauka 3

Cuuka 3. Hceuak jerpe C57BL/6 WT mumune cenam mecenu nocie nadexuuje 6axrepujom N. aromaticivorans o6ojen
TexHukoMm Picrosirius red.

4.2. IlpucycTBO rajileKTMHA-3 3HAYAJHO M0jayaBa UMYHCKH OATOBOp Tunm 17y
jeTpu MuIIeBa ¢a NPUMAPHUM OMJIHjaPHUM XOJAHTHTHCOM MHAYKOBAHUM

undexuujom 6axrepujom Novosphingobium aromaticivorans

[TomrTo je 3a pa3Boj MpUMapHOT OMUJIMjapHOT XOJAHTUTHCA BaKHA MPOAYKIMja MH(IaMaIN]CKUX
IIMTOKWHA aHamu3upaHa je 3actymsbeHoct CD4+ u CD8+ mumdornmra ca excripecujom IFN-y m
IL-17, mehy henmjama W30JI0BaHUX U3 jeTpH Lgals3'/' n WT mumuia, ocaMm Heaesba Tociie
undeximje daxrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Maxo cy npouentu IL-17 u IFN-y
no3utuBHEX henuja y okBupy CD4+ u CD8+ momynanuja Behu y jerpama unduimpanux Lgals3

" Mumesa Hero y jerpama wHpumupannx WT MumieBa pasnuke HHCY JOCTUTIIE CTaTHCTUYKY
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3HavajHOCT. Penpe3entatuBHM 1T10TOBU ca mporeHTuMa IL-17 u IFN-y mo3utuBHuX henuja y
okBupy CD4+ m CD8+ momynamuja y jerpama WHOUIMPAHUX W KOHTPOJHHX MHIIEBA H
CTapTeruja rejToBama Cy npukasanu Ha Crnuiy 4.

Mebhy rpynama nHGUIUpPAHUX MHIIEBA HUCY PErHMCTPOBAHE CTATHCTHUYKHM 3HAYajHE PasIUKe Y
nporneHTy IL-17 u IFN-y nosutuBHux henuja y monmynanujama CD4+ nu CD8+. Mehytum nama
aHanu3a ykaszana je aa je mpoueHatr u CD4+ u CD8+ mumdonura koju nponykyjy IL-17+ y
OKBHpY TMOMyJallijeé MOHOHYKJeapHHX henuja 3HauajHo Behm y uHpuuupanux WT Hero y
unduumpannx Lgals3” mumesa (251). Behn npouenar IL-17 nosutueemx CD4 u CD8
mumdoruta y rpynu nHbunmpanux WT mumieBa ce youaBa Ha Perpe3eHTaTUBHUM IIOTOBHMA
npukazanuM Ha Cmunu 5. Ilpomentu IL-17+ u IFN-y+ CD4 u CD8 henuja y rpynu
WHOUIHPAHUX LgaISB'/' MUIIEBa HUCY BehM oJ1 mporeHara oBux henuja y rpymnaMa KOHTPOJIHHUX
Herperupanux mumiea (Cnuka 5). [Iponenar IFN-y+ CD4+ henuja je nemro Behu y jerpama
unpunupannx WT Hero y jerpama LgaIS3‘/' mumea (Ciuka 5). Hema pasnuke y mpoIeHTY
CD8+ henmja xoje excnpumupajy IFN-y y jerpama mnbunumpanux Lgals3‘/' u WT mwumeBa
(Cnuka 5).
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Cauka 4

buffer

WT N. aro

Lgals3-/- N.
aro

Cauka 4. Ctpareruja rejroBama 3a gerexkuujy IL-17 u IFN-y mo3uruBaux hemmnja y okBupy CD4+ u CD8+
nomyaanuja. ['ejroBane cy MoHoHykieapHe hemmje, a 3atum CD4+ m CD8+ hemmje, y OkBHpPY KOjUX CY
nerekroBand mporeHtd |L-17 u IFN-y mosutuBHuX henuja. Pernpe3eHTaTHBHA MOT IUIOTOBU MPUKAa3yjy MPOIECHTE
IL-17 u IFN-y mo3utuBnux henuja y okBupy CD4+ u CD8+ mnomymanuja y jerpama C57BL/6 WT u Lgals3-/-

munreBa nHGuuupanux 6akrepujom N. aromaticivorans.

IFN-y

Lymphocytes : ©

CD8

IL-17
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Cauka 5

WT N. aro Lgals3-/- N. aro WT untreated Lgals3-/- untreated

2,91

buffer
o
IFN-y

SSC ——

FSC——

e e

- E > =
‘ @ @ |2 S @
S EE o i
) —
" CD4
g,
‘g 048 172
g 1‘9 a9 2 i I
a BE =
CD4

Ciuka 5. lerenuja Lgals3 emamyje npucycrso IL-17+ u IFN-y+ CD4 u CD8 numdounra y jerpama MumeBa
HakoH uHayknuje PBC-a. Ocam Henespa mocnie mHpuuupama Oaktepujom N. aromaticivorans us jerpu cy
u3/IBOjeHe MOHOHYyKIeapHe henuje, nHKyOupaHe cy ca anturenuma crenuduunum 3a CD4 u CD8 monekyne u
uH(pIAMANMjCKe IIMTOKMHE W aHAIW3MPaHe MPOTOYHMM ImTomeTpoMm. Ha cmumum ce Buae dot plot-oBu koju
npuka3zyjy npouenre CD4 u CD8 henuja koje excipumupajy IFN-y u IL-17.
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4.3. OpycycTBO rajileKTHHa-3 He €caMo Jia 3HA4ajHO cMambyje MHPUITpAIUjy
jeTpe akKTUBHPAHUM, HMTOTOKCHYKMM U uHIamanujckum NK henujama Beh

cMamyje 1 HH(PIaMANMjCKM M IMTOTOKCUYKH NOTeHIMjaJl oBUX hesnja

3a pa3Boj OwmiMjapHOr XOJIAaHTUTHCA HakoH wHH(peknuje Oakrepujom N. aromaticivorans
neonxoana je aktuBHocT NKT hemuja. Oe hemmje mpeko CD1d monekyma akTuBHpa o-
TITyKypOHO3MILEpaMul IipucyTan y henujckom 3uny 6axrepuja. [lopex Trora NK henuje momaxy
aKTHBAIIM]y ayTOpeakTUBHUX T IMMQONHUTa, M0jayaBajy HHUXOBY aKTUBHOCT M TAaKO JIOTIPHHOCE
omrehemy Omnujapuux enurennux hemmja (231). Mmajyhu y Buny 3nauaj NK 1 NKT henuja 3a
pa3Boj PBC, mpoTOYHOM IMTOMETPHjOM je aHAIM3HUpaH MpoleHaT U QeHorun oBux hemuja y
jerpama uHpuImMpanux WT u Lgals3'/' MumieBa. Y jerpama Lgals3'/' MUIIIEeBa, 8 Helelba mocie
unpekuuje Oakrepujom N. aromaticivorans, HaheHa je 3HAYajHO Mama MpoOlEHATyaTHa
3actymbeHocT NK (CD49b+CD3-) henuja Hero y jerpama uHpuiupanux WT mumiesa (251).
HraBumie, nadeknuja yommre HUje moBehana 3actymubeHocT NK henmja y jerpama Lgals3"'
mumreBa. Behu nponertn NK hemmja y rpynu mnpummpannx WT mumeBa ce yodaBajy Ha
Cmumn 6 Ha K0joj cy mpukasanu penpeseHtatuBHu dot plot-oBu koju mpukasyjy NK
(CD49b+CD3-) u NKT (CD49b+CD3+) henuje.

Ciauka 6

WT N. aro Lgals3-/- N. aro WT HeTpeTupaHu Lgals3-/- HeTpeTupaHu
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Ciuka 6. enenmja Lgals3 cmamyje nmpouenar NK hemmja y jerpu mapuumpannx mumena. OcaMm Henesba
HakoH uH(pekuuje Oaxrepujom N. aromaticivorans-om u3 jeTpu Cy H30JI0BaHE Cy MOHOHyKJIeapHe henuje u
npoTo4HOM nuroMerpujoM anammsupae (CD49b+CD3-) NK u (CD9b+CD3+) NKT henuje. PenpesenratuBuu dot
plot-oBu mokasyjy 3actymibeHocT NK u NKT koju mabunrpuiy jerpe uHOuuupaHux W HeuHbuuupanux WT,
Lgals3” mumesa.
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Jlasbe je ucnuTHBaHO na Ju je Omaxka Oosect Lgals3'/' MHUIIIEBA YApPYXKEHA ca ciaabujom
aktuBarjom NK u NKT henuja u kao mrto ce Buau Ha ['padukony 3A y jerpama LgaISB‘/'
mumeBa uHuIEpanux Oaktepujom N. aromaticivorans mpucyraH je CTaTUCTHYKH 3HAYajHO
Mam mnpoueHar aktuBupanux, NKG2D mno3uTuBHHMX, ¥ UMTOTOKCHYKHX, HephopuH
nosutuBHUX, henwja y okBupy mnomynamuje NK m NKT henmuja y mopehewy ca rpymom
nHpumpannx WT wmumeBa. Y monynanmuju NK u NKT hemmja mpucytHux y jerpama
MHUITPAHUX Lgals3'/' MHUIIIeBa JeTeKToBaHa je u cnabuja excrpecuja NKG2D u nepdopuna y
nopehemy ca excrnpecujom oBux monekyna y y nomynauuju NK u NKT hemuja y jerpama

nHpumpannx WT mumea (I'padukon 3b).
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I'padpuxon 3. Jleaemumja Lgals3 cmamyje mpomenar murorokcumukux NK m NKT heauja y jerpama
uHpuuUpanux Mumuna. MOHOHYKI€apM U30JI0BaHM U3 jeTpH, OCME Heae/ba HAakoH wuHbunupama N.
aromaticivorans-om ananusupanu cy (mporousom muromerpujoM) (A) IlpuwkazaHu Cy HpPOLEHTH IMO3MTHBHHX
NKG2D wu nepdopun nozutuBHux henmja y momsnanujama NK u NKT hemmja. Bpemnoctn cy mpukaszaHe kao
cpenma BpenHoct + SE, 8 mumeBa/rpymu. **p <0.005; *p <0.05. Cratuctudka 3Ha4ajHOCT pas3iHKe je yTBpheHa
Student-oBum t Tectom. (B) PenpeseHTaTHBHY IIOTOBM W XHCTOIPAMH MIPHUKA3yjy €KCIPECH)y MapKepa akTHBAIlMje
NKG2D u mapkepa nurorokcuynoctd y noomyiamgjaMma NK u NKT y jerpama nHuupanux ¥ HeMHOHIUPAHUX
WT u LgalsB"' MMUILIUIA.

Yernpu Hemesbe no mudexumjn N. Aromaticivorans-om y jerpama Lgals3” wmmesa je
3a0enexkeH 3Ha4yajHO Beha mpoueHTyanHa 3actynsbeHocT |IFN-y mosutuBaux NK u NKT henmja
Hero y jerpama nHpuuupanux Wild Type mumesa (251). Mely rpynama, 4eTupy Heaesbe mocie
uH}eknuje Huje 3abenexxena pasiuka y npouenty IL-17 nosutuBaux NK u NKT henumja (251).
Hasbe je ucnuran npoueHat IFN-y+ u IL-17+ henuja y nonynamujama NK u NKT, ocme Henesbe
HakoH uH(ekuupamwa N. aromaticivorans-om. IIporoyna uroMeTprja MOHOHYKIIeapHUX hemnuja
M30JI0BAHUX U3 JeTpU MUIIEeBa 8 Helesba mociie nHpekuje n3mehy Lgals3'/' u WT mumeBa Huje
peructpoBana 3Hadajue paznmuke y mporeHTuMa NK u NKT hemmja mosutuBHEX Ha IFN-y
(Cpaduxon 4A). Anu cy, 8 Hexespa mocie Oakrepujcke nHpekuje npoueHtu |IL-17+ hemuja y
nonynaijama NK u NKT cratuctuuky CUrHHU(UKAHTHO MamU y jeTpamMa HHQHUIHMPaAHUX

LgalsB'/' muieBa (I'padukon 3A). JletekroBaHa je u Mama ekcripecuja IL-17 y momynammju NK
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1 NKT hemnje y jerpama Lgals3” mumesa naxon uuduuuje N. aromaticivorans-om y mopehermy

ca rpynom WT muruesa (I'padukon 4b).

I'paduxon 4
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I'padpuxon 4. Jdeneumja Lgals3 cmamyje mpouenat mudpaamamujckux NK um NKT heauja y jerpama
uHpUIUpaHuX MUIMIKLA. MOHOHYKIEapH Cy CKCTPaXOBaHH W3 jeTpH, OCMe Hejlesbe HakoH arumkammje N.
aromaticivorans-a, u ynorpe6boM IpoTouHe IUTOMETpHje aHamu3upana je excrpecrja IFN-y m IL-17 y NK 1 NKT
henujama (A) Ipouentu IL-17 u IFN-y mo3utuBHuX hemuja y okBupy nomynandja NK u NKT henuja. Bpeanoctu
Cy MpHKa3aHe Kao cpemama Bpeanoct + SE, 8 mwmmera/rpymu. **p <0.005; *p <0.05. CrarucTruka 3HAYajHOCT
pasnuke je yrBphena Student-osum t Tectom. (B) Penpe3eHTaTHBHU IIOTOBH M XHCTOTPAMH MPUKA3Yjy €KCIIPECH]Y
IFN-y u IL-17 y oxBupy nomynauuja NK u NKT henuja 3actynibeHux y jerpama HHOUIMPaHUX U HEMHPUIMPAHUX
WT u LgalsS"' MMUILUIA.

4.4. lepuumjeHnuja rajieKTuHa-3 3HA4ajHO peayKyje eKcrnpecujy
kommnoHeHTe nHdaamazoma NLRP3, npoayknujy IL-1p u akTuBHOCT Kacna3se-
1y nepuroHeasHuM Makpoparuma crumyJaucannx 6akrepujom N.

aromaticivorans in vitro

[Momro je panuje mokaszaHo fa uHdekmnuja 6akrepujom N. aromaticivorans mosehasa ekcripecujy
NLRP3 xomrmoneHTe HH(IIaMa3oMa y jeTpHy | Jia je TpolieHaTyarHa 3acTymbeHocT DC y kojuma
ce peructpyje NLRP3 3Hauajno Behu u y jerpama u cinesunama WT mumieBa nopeaehu ux ca
IpyrnoM HUHOGUIMPAHUX Lgals3'/' MUIlIEBa, TpU JdaHa 1o uHpekuuju Oaxrtepujom N.
aromaticivorans (251) y majbeM pany je AeTabHHje HCIMTHBAH YTHIA] TalleKTHHA-3 Ha
akTHBanMjy uHGuamazoma Oakrepujom N. aromaticivorans. IleputoHeanHu Makpodaru
n3osioBaHu u3 Herpetupanux WT u Lgals3”" muuresa cy In Vitro ctumynucanu OakTepujoM y
TOKY CelaM JlaHa HaKOH 4era je uMmyHodiayopecieHunom ananusupana ekcripecruja NLRP3 kao u
IL-1B. Kao mrro ce Buau Ha Cnuin 7 crumynanuja 6akrepujom N. aromaticivorans mosehasa

excnpecrjy NLRP3 camo y WT wmakpodaruma. ¥ makpodarmma H30710BaHUM U3 Lgals3"'
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MHUIIIEBA CE€ HAKOH CTUMyamnuje OakTtepujomM He youdaBa moBehame ekcrnpecuje NLRP3 y
nopehemwy ca HecTumynncanuM Makpodaruma (rajeHuM y meaujymy 0e3 Oaktepuja). CiaudHO,
nopact ekcrpecuje IL-1B y makpodaruma crumynucanum N. aromaticivorans y nopehemy ca
MakpodaruMa rajeHuM camo y Mmenujymy, ce youaBa camo y WT makpodaruma (Crnuka 7b).
Excnpecuja IL-18 y Lgab3+ MakpodarnMa CTUMYJIMCAHHM OaKTEpHUjOM j€ CIIMYHA Kao W Y

Hectumynucanum WT u LgaISB'/ " Makpodaruma.

Cauka 7
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Cmuka 7. Ekcnpecuja xomnonente mndaamazoma NLRP3 u IL-B ce makom in vitro crumymnanmje Gaktepujom
Novosphyngobium aromaticivorans He noBehaBa y mepuToHeaJHuM Makpodaruma A00HjeHMM M3 TrajeKTHH-3
nepunujeHTHUX MumeBa. Mmynodnyopecuenna, F4/80 (upsero) NLRP3 undamamosoma (A), wmu IL-1 (B) (3eneno) JHK
o6ojena DAPI-jem (maBo), mepuToHeaaHHX Makpodara uzonoBanux u3 WT (ropma JBa maHena) u Lgals3"’ (nomwa aBa maHesna)
rajeHux / JaHa y npucycTBy Oaktepuje (mpBH 1 Tpehy maHen) Wim camMo Meaujyma (Ipyr U YeTBPTH IaHew).
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Kako je wumynodmyopecueHiiom youeHa mnoBehana ekcnpecuja NLRP3 wu IL-1B, nHakon
crumynamuje Oaxtepujom N. aromaticivorans, camo y makpodaruma uzomoBanuM u3z WT
MUIIIEBA HapeJHH EKCHepuMEeHTH cy ypaheHum ma Ou ce yTBpAMO 3Ha4ya] TaleKTHHA-3 Yy
akTHBaIyju nHpIamazoma d6akrepujom N. aromaticivorans u ctumynanuju uHdamanuje.

AxTuBanuja mH(pIaMO30Ma 3a TMOCIEIUIy UMa KOHBEpP3HW]y IMpo-Kacmasze-l1 y akTUBHH OOJIMK
Kacmase-1 Koja KaTanusyje peakuujy aobujama aktusae popme IL-18 u IL-18 (253) ma je 3aro
aHaJM3UpaHa aKTUBHOCT Kacmasze-1 y nm3aruma meputoHeanHux makpodara WT u Lgals3'/'
MUIIIEBA CTHUMYJIMCAaHUX OaKTepujoM. AKTHBHOCT Kacmase-1 je craructuuku 3HauyajHo Beha y
MOMyJIAIMjH MepuTOHeaTHuX Makpodara WT muieBa in Vitro crumynucanux Oakrepujom N.

aromaticivorans y mnopehemy ca LgaISB'/' MakpodaruMa CTHUMYJIMCAHMX HA HCTH Ha4YuH

(I'padukon 5).

I'paduxon 5
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I'paduxon 5. TanexTnH-3 je HeOmMXoJaH 3a aKTHBANHjy Kacmasde-l y mMakpodarumMa CTUMYJIMCAHHM OaKTepHjoM
Novosphyngobium aromaticivorans Iepuroneanun Makpogaru usonosany u3 merpermanux WT u Lgals3™ mumesa (1x 10°
hemmja/otBop), cy WHKyGHpaHH 24 cara caMo y MemMjyMy, WIH y TpuCycTBy Gaktepmje N. aromaticivorans (1x 107
OakTepuja/oTBOpP) y IuIoyama ca 6 oTBopa. AKTHBHOCT Kacmase-1 y nm3armma TpetupaHux henmja je oapeheHa kopuimhemem
Caspase-1 Colorimetric Kit-a (R&D Systems). Tlpuka3zana je cpelma BpeAHOCT ouuTaHe onruuke rycrune + SD koja je
JIMPEKTHO Cpa3MepHa aKTHBHOCTH Kacrase-1 (met mumieBa o rpymu , ***p < 0.001. 3nauajuoct je yrBphuana Student-osum t
TECTOM.
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Jla Oum ce TWOTBpAMO 3HAYa] TajeKTHHA-3 3a aKTUBHCame HH(pIamazoma Oaktepujom N.
aromaticivorans, makpocgaru usomnosanu u3 Lgals3” u WT cy crumymnucann 6akrepujom (0xHOC
henuja/0akrepuja 1:10) y npucyctBu naxuodutopa kacnase-1 Z-YVAD-FMK y koHueHTpauju
10umol/L HakoH yera je y lUMa IMPOTOYHOM IIUTOMETPHjOM aHaau3upana excrpecrja NLRP3 u
IL-1B umja ce aktuBHa (opma moOWja TEK HAKOH aKTHBalMje HMHQIaMO30Ma M Kacmaze-l.
Kontponue henuje cy crumynucane camo Oakrtepujom 0Oe3 mpucyctBa maxoOurtopa. IlporeHar
makpodara (F4/80) koju uckasyjy NLRP3 u IL-1B (I'paduxon 6) cy CTaTMCTUYKH 3HAYajHO
Behn y momynanuju mnepuroHeanHux Makpodara WT wmmmeBa in Vitro crumymucaHux
6aktepujom N. aromaticivorans y mopehemy ca Lgals3'/ " MakpodaruMa CTUMYJIHCAHUX HA UCTH
HaunH. Hema moBehama mpomenta NLRP3 u IL-1p mo3utuBHUX Makpodara y rpymu henmja
n3onoBanux u3 WT mumeBa u cTuMynucaHux OaKTEpHjoM y MPHCYCTBY MHXHOUTOpa Kacmase-1
(I'padukon 6).

Hanas 3nauajuo Behe npoaykuuje IL-1B u IL-6 y neputoneannum makpodaruma u30JI0BaHUM U3
WT wMumeBa HoOre y OHMMa H30JOBAHUM U3 Lgals3'/' MUIIEBa, HAaKOH crtumynanuje N.
aromaticivorans-om, (I'pagukon 7) norephyje pasmmunt oxropop WT u Lgals3” henuja ua in
vitro crumynaijy 6aktepujom N. aromaticivorans. Huje meTekroBaHa CTaTUCTHYKHM 3HAyajHa
paznuka y mpoaykuuju IL-1B usmehy rpyna Lgals3'/' u WT wmakpodara rajeHux camo y
Meaujymy 0Oe3 nogaBama Oaktepuja (I'paduxon 7). Mehyrtum, mokasaHo je 1ga 10/aBarbe
unxuouTopa kacrnaze-1, Z-YVAD-FMK (10 umol/L) y kyntypy WT makpodara ctumymucanux
oaktepujom N. aromaticivorans snauajHo peaykyje npoaykuujy IL-1B, a He yruue Ha
npoaykuujy IL-6 y WT makpodaruma crumysucanum 6akrepujom (I'padukon 7). OBaj Hanas
yKa3zyje Ja je TaJeKTHH-3 HEONXOJIaH 3a aKTUBAIMjy HWH(IaMo30Ma W Kacmaze-1, kao u
MoCJIeIUYHe MPOAYKIHje MPOoUuH(IAMAIMJCKOT IUTOKKMHA Y Makpodaruma CTUMYJIHCAHUM

OaKTepHjoM.
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I'paguxon 6
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I'paduxon 6. Tanexktun-3 AepuiMjeHTHH NEePpUTOHeaTHH Makpodaru crumyaucanu Oaxrepujom Novosphyngobium
aromaticivorans umajy mamy ekcnpecujy kommonente unpaamazoma- NLRP3 wu IL-B. Ilepuroneansun maxpodaru
n3onoBany u3 Herpernanux WT u Lgals3'/' mumesa (1 x 10° hemmja/otBop), cy HHKy6Upanu 24 cata y nprcycTBy Gakrepuje N.
aromaticivorans (1 x 107 Gakrepmja/otBop) ca i Ge3 HojaTka MHXHOHMTOpa Kacmase-1 Z-YVAD (10mmol/L). Excrpecnja
NLRP3 u IL-1f je aHanu3upaHa OpOTOYHOM IIMTOMETPHjOM H MpHKa3aHa je cpelma BpeaHoct mporeHta F4/80+ NLRP3+ u
F4/80+IL-1B+ makpodara + SD 3a 5 mumesa mo rpymu , **p < 0.005; *p < 0.05. CraricTruuka cMrHU()HKAHTHOCT je oapehrBana
Student-oBiM t TecToM.
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I'paduxon 7
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I'papuxon 7. TanekTun-3 je Heomxogan 3a mpoaykuujy IL-p y makpodarmma crumyamcaHuMm OaKTepHujoM
Novosphyngobium aromaticivorans. Tleputoseansn Makpodaru usonopanu u3 Herpernanux WT u Lgals3” mumesa (1 x 10°
hemuja/otBop), cy MHKyOHpann 24 cata y mpucyctBy Gaxrepuje N. aromaticivorans (1 x 107 Gaxrepuja/oTBop) ca mmn Ges
nonatka uHxuOuTOpa Kacmasze-1 Z-YVAD (10 mmol/L). Tlpoxykuuja IL-1B u IL-6 y cyneprarantuma KynType makpodara je
anann3upana ELISA meronom u nmpukasaHna je cpeama BpeanocT konuentpanuje |IL-1p u IL-6 + SD 3a 5 mumesa mo rpynu , **p
< 0.005; *p < 0.05. Cratucruyka curHuUKaHTHOCT je oapehuBana Student-oBum t TecToM.
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4.5. GM-CT-01 curnnukanTHo cMamyje omireheme Maaux OnjianjapHux
kaHaJia u ¢gudpo3sy jerpe y mogeay PBC uzazBanom undexuujom N.

aromaticivorans-om

3Hayvaj raJiekTUHA-3 y UHAYKIU]U TPUMApHOT OMJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA M3a3BaHOT MH(EKITHjOM
oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans u passojy omrehema OunujapHux kananuha u
¢ubposze jerpe je morBpheH ekcrnepumeHTHMa Yy Kojuma je WT wmumeBuma oJf moyerka
HHAYKIMje OoleCTH aruMkoBaH M wHXxHOuTap rajgektuHa-3 (GM-CT-01) u mokaszaHo je na
OBaKkBa IpHMEHa HWHXUOMTOpa TalleKTHMHA-3 3HA4YajHO PEAYKYyje XHCTOJIOMIKE M CepyMCKe
napamerpe PBC (251). U 24 wuenmemwe mocie uHOEKIHje OaKkTepujoM y jeTpaMa MHIIEBa
TPETUPAHUX HWHXMOWTOPOM TaJeKTHHA-3 BHUIIE HeMa omrTehema OwinjapHux KaHanuha u
¢buobpose (251). V jerpama TakBUX MHIIIEBA CE 110 UCTEKY 24 Helesbe 0 HHUIMpama, youasajy
camo TpaHyJIoMH, 3a pa3iuky oa jerpu WT muineBa y kojuma ce 24 Heznesbe mnocie uHpekiuje
3aJipkaBa nepuOuIMjapHa HHGWITpaIyja u odbaupeanyja kaHaiuha y3 MpucycTBO rpaHyioMa y
napenxumy (251).

Konnentpanuje AST u ALT y cepyMrMa Tako ImpeTHpaHUX MHILIEBA CY 3HAYAJHO Mame HEro
KOHILIEHTpAllMje MCTHX TpaHCAaMHMHAa3a M3MepeHuX y cepymuma Herperupanux WT mumesa 4
HezleJbe HaKoH MHpunupama(251).

Ha ammukoBame GM-CT-01 y movetky nuayKigje 6ojecTd 3Ha4ajHO cMamyje omreheme jeTpe
nmokazaHo je u Picrosirius red 6ojemem (Koje ykasyje Ha MPUCYCTBO KOJIAar€HCKHX BIJIaKaHa,
¢ubposze) wuceyaka jerpu moOHMjeHMX TpU Mecela nocie uHpekuuje Oakrepujom N,
aromaticivorans. OBuM cnenuduaaum 0ojermeM je moTBpheHo mpucyctso Gpudpose y jerpu WT
muireBa 12 Henespa mocie uHbpekimje Oakrepujom (Cnmka 6). 3aHemapsbHBa JCMO3HIIH]a
KOJareHa JETEeKTOBaHa je U Yy JeTpu LgaISB'/' nu WT MumeBa TpeTHpaHUX HHXUOUTOPOM
rajekThHa-3, Tpu Mecena mociae uHdekmpje N. aromaticivorans. Ilpouenar TkuBa jerpe
3axBaheHor guOpo3oM je craTUCTUYKHM 3HayjaHO Behu y jerpama mHpuuupanux WT mumesa

HEro y nHpuuupaHux Lgals3'/ “u WT wmumiesa koju cy npumaiin GM-CT-01 (I'padukon 8).
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Ciauka 8

Ciuka 8. MHXOMTOp rajekTuHa-3 cMamyje JemoHOBame KojiareHa y jerpe mHuuupanux mumesa. Picro-sirius red
6ojeme nceuaka jerpe WT (npsu pen), Lgals3-/- (npyru pen) u WT (tpehu pen) MuieBa TpeTHpaHHX HHXHOHTOPOM rajeKTHHA-
3 Tpu Mecena nocie HHOEKIHje.
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I'paduxon 8
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I'paduxon 8. UuxuduTop rajekTuHa-3 3HAYAjHO CMambyje MPOLEHAT TKUBA jeTpe 3axBahen ¢udpozom y mogeay PBC
uzazBanom uHdexuujom N. aromaticivorans. [pukaszana cy cpeama BpexsocT+ SE mporeHara (6 muinesa y rpynu) TKHUBa
3axBahieHor (hUOPO30M M3padyHaTa aHAM30M HCeUaka jeTpu 3 Mecena nocie nHpekuuje, TpeTupanux meroxoM Picrosirius red y
Image J nmporpamy. CraTuctryka curHuGUKaHTHOCT je oapehuBana Student-oum t Tectom, ***p<0.001.

Takohe je y jeTrpama HHPHUIMpPaAHUX Lgals3'/' n WT wmumeBa TpeTUpaHUX HHXUOUTOPOM
raJiekTHHA-3 youeHa CTATUCTUYKH 3HA4yajHO Mama eKcrpecHja Mmpo-GpuOpoTcKor MoJieKyina, o-
SMC, u npo-konarena y nopehemwy ca rpynom unpunupanux WT mumesa (I'padukon 9). Mama
ekcrnpecuja npo-¢pudporckor monekyna a-SMC je 3abanexeHa u y jeTpama HH(QUUIHPAHUX
Lgals3” 1 WT MuiueBa TpeTHpaHuX MHXHOUTOPOM TAJICKTHHA-3, Ay 0Ba Pa3iiKa y OJHOCY Ha
rpyny uHpunupanux WT MuileBa Huje T0CTHINIA CTaTUCTUUKY 3HayajHoCT (I'padukon 9). Hema
CTaTHUCTUYKM 3HAYajHE pa3liUKe Yy eKCOpecuju mpo-PpuOpoTckux Moyekyna usmehy

UHOUIMPAHUX Lgals3” u WT muresa TPETUPAHUX UHXUOUTOPOM TrajleKTHHA-3.

58



I'paduxon 9
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I'padpuxon 9. Muxméurop rajekTHHAa-3 3HAYAJHO cMambyje eKCIpecHjy NPOKoJareHa y TKHBMMa jeTpH MHIIeBa
uapumupanux N. aromaticivorans. Excrnpecuja mpokonarena u o-SMC y TkuBy jerpe onpehena je real-time gqRT-PCR
MmetooM 15 Henmesba nocie uupekimje 6akreprjom (7 Mumiesa y rpymu). [Ipukasade cy cpeusbe Bpeanocta + SE. 3HayajHOoCT
pasnuka je yrephena Student-oBum t Tectom, *p<0.05.

C 0063upoM J1a je OKa3aHo Jia HEKU O] MHXMOUTOpa TrajeKTHHa-3 peayKyjy ¢puoposy u Ja cy y
a3y KIMHUYKOT UCHHUTHBaWka Kao MOTEHLHjaJHU JIEKOBH 3a Tepanujy uavonarcke (udpose
iyha (225, 226) nasbe cMo Kellenu Jja HCITUTaMo MOTeHIMjaTHu Tepanujcku epekar GM-CT-01
y moneny PBC u3a3panom Oakrepujom. [Tomro je mokazano nqa C57BL/6 mumeBn Beh ox ocme
HeJeJbe HaKOH MHQeKkuuje pas3sujy ¢uoposy (251), jennoj rpynu unpunupanux C57BL/6 wild
type mutieBa je ox aeBere Hemesbe uHTpanepuoTeaHo ammmkoBad GM-CT-01 y mo3m ox 300ug
TpH IIyTa HENEJFHO y TOKY ueTpupu Hexmesbe. Hakon detupu Henmesbe mpumene GM-CT-01-a
MHUILEBH Cy )KPTBOBAHU M aHAJTM3UPAHU CY XUCTOJIOMIKH U OMOXEMUjCKH IapaMeTpu 0OJIeCTH.

Kao mro ce Buan Ha Ciounu 9 npumena GM-CT-01 nakon passoja PBC mnokasyje 3HauajHU
tepanujcku edekat. Y jerpama C57BL/6 wild type mumiea tpetupanux GM-CT-01-om youaBa

ce 3HauajHO Mama. mHmITpanuja u omteheme OmnnjapHux kanamuwha (p<0.001), ¢ubposa
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(p<0.005), mekposa (p<0.05) u xemoparuje y mapeuxumy (p<0.001) y mopehemy ca rpymom
werperupanux muinesa (I'padpukon 10). GM-CT-01 cmamyje U HHQUITPALH]y y MapeHXHUMY
jeTpu MHPHUUMPAHUX MUIIEBa, anu Mel)y rpynama unak HemMa CTaTUCTHYKU 3HA4ajHE PasJUKe Y
BPEIHOCTH XHCTOJIOMIKOT cKkopa 3a uHpuiarpare y napeuxumy (I'paduxon 10). Tepamujcka

npumena GM-CT-01 He yruue Ha cMameme nHbUITpara y moptaom npocropy (I'padukon 10).
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Cauka 9

C57BL/6 wild type
‘ ¢
T, G

GM-CT-01

Cuuka 9. Tepanujcka npumeda GM-CT-01 cmamyje omreheme jerpe nHGuuMpaHuX MHuIIeBa. Perpe3eHTaTHBHY MCEYIH
TkuBa jerpu Herperupanux WT u WT wmumesa tperupanux GM-CT-01 12 nemessa mo wuHpexumju Oakrepujom N.
aromaticivorans o0ojeHH TEXHHKOM XE€MaTOKCHIIMH-C€O3HMH, CTPENHIE O3HAYaBajy: >KyTe: MH(UITpaT OWIHMjapHUX KaHanuha;
I[pBEHE: oOnuTeprcaHe XXy4yHe KaHanuhe; HapaH[iacTe: epHBACKyIApHU HHOUITPAT; 3eJIeHe: XeMOoparuje; JbyOndacre: HeKpo3y.
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I'paduxon 10
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I'padpukon 10. GM-CT-01 cmamyje omreheme ounjapunx kanaauha u ¢gudposy nsasBane 6akrepujom. Tkuso jerpu WT
muiieBa kojuma je arutnkoBan GM-CT-01 ox neBete Hemesbe nocie unpunupama 6axrepujom N. Aromaticivorans msomnosasno 12
HeJeJba Mociie npBe a03e Oakrepujckux hemuja, kao u TkuBo jerpe C57BL/6 WT camo unduimpranx 6akrepujom, 12 Hemeiba
nocine wuHpekimje. Mceunn nebbmHe Spum cy OoOjeHH XeMaTOKCHIMH-eo3nHOM. Ha rpadukoHy cy cpeame BpeJHOCTH
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XHCTOJIOIIKMX CKOPOBa 3a napamerpe uHdiaamanuje, hudpose, Hekpose, xemoparuje + SE. 3HauajHocT je yrBphena Student-opum
t Tectom, *p<0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001.

CMmameme pubpose jerpu y rpynu C57BL/6 wild type murneBa mocie Tepanujcke HMpUMEHE
unaxuburopa rajgekruna-3, GM-CT-01, je motBpheno u 6ojemem ncedaka jerpe Picrosirius red
texuukoM (Crmuka 10). V umceunuma jerpu mumea C57BL/6 wild type mumesa 12 nemespa
nocie 6akTepujcke nHPEKIMje youaBajy ce mosba Gudpo3e oKo OMIHjapHUX KaHaiauha, 0K ce y

ucevlMa TPeTUpaHUX HHXUOUTOpoM ranektuHa-3, GM-CT-01 ¢ubposa He youasa (Cnuka 10).

Ciauka 10

C57BL/6 wild type GM-CT-01

Cuauka 10. Penpe3eHTaTHBHH MpuMepH Hceyaka jeTpu mumesa C57BL/6 WT u C57BL/6 WT mumeBa Tperupanunx GM-
CT-01 12 nenesna mo undexumju 6axrepujom N. aromaticivorans o6ojenux rexuuxom Picrosirius red.

Tepammjcka npumena GM-CT-01 cmamyje u Omoxemmjcke mapamerpe PBC. V cepymuma
MHUILIEBA TPETUPAHUX MUHXHOUTOpOM ranektuHa-3, GM-CT-01, ox nesete 10 JBaHaecTe HEJCHE
no uadekuuju Gakrepujom N. aromaticivorans je cTaTUCTUYKH 3HAYajHO Mama KOHIICHTpAIHja

ankiane pocdarasze (I'padukon 11).
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I'paduxon 11
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I'paguxon 11. GM-CT-01 cmamyje xonnentpanujy ALP y cepymy mMumBea kojuma je mHpexkmumjom 6axtepmjom N.
aromaticivorans uaaykosan PBC. Konuenrpauuje ALP y cepymy 12 Henespa nocie nHdeKuje OAKTEPHjOM TPEACTaBILEHE CY
cpeamuM BpeanocTuMma + SD 3a 7 mummia y rpymnu. 3HagajHocT je yrBphena Student-oBum t Tectom; *p<0.05.
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4.6. Unxuburtop rajexkTuHa-3 3HayajHo cMamyje aktuBanujy DC dakrepujom

N. aromaticivorans

Henapurcke henuje y4decTBYjy y Mpe3CHTAIMjU AHTUIEHA, AKTUBAIMjU ayTOPEAaKTHBHUX T
mumponuta 1 NKT henuja (254) u nojauaBajy akruHoct NK henuja (255). V tom cmuciy je
MPOTOYHOM  IIMTOMETPHUjOM  aHanmm3WpaHa  3actymbeHocT  CD1lc+,  mmjemommHux
(CD11c+CD11b+) u CD11c+CD1d+ DC y jerpama Lgals3” u WT mumesa y pasamuntum
nepuoauma mocie uHpeknuje Oaxkrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Ilokasan je
CTaTHCTUYKU 3Ha4yajHo Mamwu mporenar CD1lc+, CD11c+CD11b+ u CD11c+CD1ld+ DC y
jerpama LgaIS3'/' mumieBa Hero y jerpama WT wwuimeBa, MO HCTEKYy YETBPTE HEACIbE O]
arrkanuje 6akrepuje (251). Cem Tora, y MCTOM MEPUOIY PETMCTPOBAH jé M CUTHU(MHKAHTHO
Behu npouenar aktusupanux, CD86 mosutueaux, CD11c+, CD11c+CD11b+ u CD11c+CD1d+
DC y jerpama WT wmumeBa y norpehemy ca mpoueHToM oBux henuja y jerpama Lgals3‘/'
mumieBa (251). PeructpoBas je v CTATUCTUYKK 3HAYajHO Mamu nporeHat mujenouanux DC koje
uckazyjy TNF-a, IL-12 u IL-6 u DC koje npesenryjy nmunuane anturese, CD11c+CD1d+, y
jeTpama Lgals3™” muwesa y nopehemy ca jerpama WT murnesuma (251).

Wmajyhu y BUIy YMIbEHHILY Ja HUje MMO3HATO Ja ¥ MMYHCKH oxroBop Ha N. gromaticivorans,
KOJU 3a TOCJIENUIly MMa pa3Boj OOJECTH CIMYHE NPUMApPHOM OWIMjapHOM XOJAHTHUTHUCY,
3aMOYUIbe Y JETPU WM CIC3WHH Kao W youeHy crmocoOHocT N. aromaticivorans ma aupekTHO
aKTUBHUpa AeHJpuTcKe henuje, aHanusupad je penorun DC u3 cnesuHa u jeTpe y paHOM TOKY
uHpeKIuje LgaIS3'/' u WT muieBa, na je Tako HaljeHo f1a je Tpeher naHa MHQEKIMje TpoleHaT
aktuBupannx CD11c+CD86+, CD11c+MHCII+ u undmnamanmjckux IL-12+ DC cratuctuuku
3HAYajHO MamH U y jeTpaMa U y cie3nHama LgaISB'/' munieBa y nopehewy ca WT mumesuma
(251). Tlopen Tora je y jerpama WT wmumeBa yodeH curnuduxantHo nosehan % CD86+ wu
urpraamanujckux IL-1p+ DC (251).

Anammza DC ekcrpaxoBaHuX W3 CIIE3MHA HETPETUPAHMX MHUIIEBA CTUMYJIHCAHUX IN Vitro N.
aromaticivorans-om moka3zana je 3HadajHo Beha aktuBanuja DC n3 WT mumeBa vero u3 Lgals3
" mumresa (251). Beha excnpecuja mapkepa aktuanuje CD86, murokuna I1L-12, IL-4 u NLRP3

KOMIIOHEHTe HuH]Iama3zoMa 3abenexxeHa je y henujama wuzonmoBanuM u3 WT wmumieBa u
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cruMynucanux in Vitro 6akrepujom N. aromaticivorans y nopehemy ca DC wuzonoBanuM u3
Lgals3™” muwresa (251).

[TomTo cMO Mmoka3anu Jja MPUMEHAa WHXUOWTOpA TaJeKTHHA-3 O] MOYeTKa MHIyKIHje 0oJecTH,
3Ha4ajHO yOJsiaxkaBa nmpumapHu ounrjapau xonanrutuc (Cinuka 8; I'paduxonu 8, 9; (251)) kao u
Jla cMamyje aKTHBAIM]y HH(IamMa3zomMa y Makpodaruma jerpe paHo 1mo 0akTepujckoj HHPEKIHju
u uMajyhm y BUAY 3HaudajHO ciabujy aktuBanujy DC Lgals3'/‘ mumieBa Oakrepujom N.
aromaticivorans gajse CMO aHaIM3MPAIM YTHUIQ] MHXHOUTOpA TajekTuHa-3 Ha aktuBauujy DC
OakrepujoM In vitro. lenapurcke henuje uzonosane u3 ciaesuna C57BL/6 wild type muiesa cy
in vitro m3marane 6aktepuju N. aromaticivorans ca mwiam 6e3 g0AaTka HHXHOWTOpA raJeKTHHA-3.
Hakon aBaleceT4yeTBOpOYacCOBHE HHKYOAlMje MPOTOYHOM IUTOMEPHUJOM j€ Y CTUMYITHCAHUM
JICHIPUTCKUM henmjama aHamM3MpaHa eKCIpecHja MapKepa akTUBallje U nuToknHa. Kao mro ce
Buan Ha ['padukony 12 crumynanuja DC Gakrepujom in Vitro aktuBupa oe henuje, 3Ha4ajHO
Behu nponenar DC crumynucanux 6akrepujoM ekcripumupa mapkepe aktupanuje CD40 u CD86
y nopehemwy ca henujama rajenum camo y Meaujymy. Anu Hema nosehama mpouenta CD40 u
CD86 mnosutuBHMXx DC yKOJIMKO Cy CTHMYJIHCAaHE OaKTepHjoM Yy MPHCYCTBY HHXHOHTOpA
rajektuHa-3 (['padukon 12). [Ipouenar DC (CD40+ u CD86+) je 3HauajHO Mamu y KyjlTypama
KOjHMa je 10AaT UHXUOUTOp y nopehemy ca MpoIeHToM OBHX henuja CTUMYJIHCAHUX OaKTepHjoM

0e3 momaBama naxuouropa (I'padukon 12).
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I'padukon 12
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I'papuxon 12. Uuxuburop rajektuHa-3 cmamyje aktuBauujy DC crumyaumcanux Gakrepujom in Vitro.
Henaputcke henuje cy u3onoBane u3 cie3nna Herpetupannx C57BL/6 wild type muieBa MarHeTHOM cemapariijom
u in vitro crumysucane 6akrepujom N. aromaticivorans (omuoc 1:10) y Toxy 24 cara y npucyctsy GM-CT-01 (100
uM), koHTponHe henuje cy ctumyimcane camo OakrepujoM. HakoH mHKyOauuje je MPOTOYHOM LUTOMETPH)jOM
aHanmu3upaHa ekcrpecuja mMapkepa akrtuBaiuje CD40 u CD86. IIpukasane cy cpente BpeaHoctu + SD mporieHTa
CD40 u CD86 mosutuBHux DC (mo 5 mumieBa y rpymu). 3HauajHOCT je yrBpheHa Student-oBum t TecTOM.
*H%*p <0.0001; **p <0.005; *p <0.05.

[Mokaszano je u nma ce y nenaputckum henmjama C57BL/6 wild type mumieBa wakon in Vitro
crumynaiuje 6akrepujom N. aromaticivorans mosehaBa ekcrpecuja mutokuna IL-1p, 1L-12 u
IL-4 (I'pacdukon 13). Cnuuno paznuuu y mpoueHTy aktuBupanux DC crumynmcanux in vitro
6akrepujom u mnpounerar DC koje exkcnpummpajy IL-1B (p<0.005), IL-12 (p<0.05) u IL-4
(p<0.001) je craTMCTMYKM 3HAa4YajHO MambU YKOJMKO Ccy henuje y TOKy H3naramba OakTepuju
TpeTUpaHEe W WHXHOWTOpOM TralieKTHHa-3 y mopehemy ca hemmjama Koje HHCY TpeTUpaHe

unxuouropom (I'padukon 13).
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I'paduxon 13
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I'padpuxon 13. Uuxuburop ranexkruHa-3 cmamyje excnpecujy IL-1p, IL-4 u p40 (IL-12/IL-23) u y DC
CTUMYJUCAaHUM OakTepujoMm in Vvitro. [ennpurcke henuje cy M30/0BaHE MArHETHOM CelapaljoM M3 CIE3MHA
nerperupanux C57BL/6 wild type mumiesa u in vitro crumynucane 6akrepujom N. aromaticivorans (oguoc 1:10) y
ToKy 24 cara y mpucyctsy GM-CT-01 (100 uM), kourponHe henuje cy crumysucane camo Oakrepujom. Hakon
HHKyOaluje je MpOTOYHOM HUTOMETPUjOM aHanu3upaHa ekcrmpecuja nutokmua IL-10, p40 (IL-12/IL23) u IL-4.
IMpukasane cy cpembe Bpeauocti + SD mponenra IL-1B, IL-12 u IL-4 nosutieaux DC (o 5 mumesa y rpymn).
3HauajHOCT je yrBphena Student-oBum t Tectom. ***p <(0.0001; **p <0.005; *p <0.05.
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4.7. iuxuOuTOop rajeKTuHa-3 3Ha4yajHo peaykyje undayke T1, T2 u T17

Jum@ponura y jerpe nHGUUMPAHUX MUILIEBA

Kako je moka3zaHo ma jeTpe rajieKTWH-3 ACPUIMjSHTHUX MHUIICBAa KOjU pa3BHjajy 3HAYAJHO
ci1abuju 0OJIUK MPUMApPHOT OWJIHMjapHOT xonaHTuTHCa 8 Hexesba mo nHpekuju 6akTepujum N.
aromaticivorans caapxe 3HadajHo MamH mporeHat IL-17 mosutuBaux CD4+ u CD8+ henuja
(Cnmuka 3, 251) y gajkeM TOKY Cy aHanu3upaH e(eKTH HHXUOWIMjE Ha Ha IPOLIEHTE
3aMaJbeHCKUX M aHTU3aNaJbeHCKUX JTUMQoLuUTa y jeTpH 4 Henesbe mociie HHPeKIuje OaKTepujoM.
Wudekuuja mumesa N. gromaticivorans-oMm Huje CTaTUCTUYKH 3HAYajHO yTHIAJa Ha noBehame
HU TPOIIEHTA HU afcoyTHOT Opoja momylnalyja aHaIM3UpaHuX JUMQOLUTa Y TPYyIU Lgals3'/‘ u
WT wmumeBa kojuma je amumkBaH GM-CT-01 mro je mopeheno ca mwuiieBuMa KOju HUCY
npumMaiy nexuGurop (Tabema 1). Y rpymu Lgals3” muirea Tpetupatix GakTepujoM je youeHo
noBehame Opoja mHamanujckux CD4+ henuja y omHocy Ha rpymy LgaISB'/' HETPETUPAHUX
MuIIeBa aiau 0e3 CTaTUCTUYKE 3HA4ajHOCTH, JOK C€ HU OBaj MUHUMAallHAa mopacT Opoja
uHpaamanujckux henuja auje youno y rpynu WT MmuieBa TpeTupaHUX HHXHOUTOPOM y OAHOCY
Ha rpyny Herpetupanux WT mumeBa (Tabemna 1). Craructuuku 3Hadajuo Behu npounenatr CD4 u
CD8 henwuja nosurtuBuux Ha Thet, RORyt u IL-17, kao u CD4+IFN-y+ henuja, yeTupu Heaebe
nocie uadekmuje N. Aromaticivorans-om 3adenexen je y jerpama WT muiieBa y nmopehemy cy
IIPOLIEHTOM HaBeleHuX henuja y jerpama Lgals3'/' u WT MumieBa TpeTHpaHUX HHXHOUTOPOM
rajektuHa-3 (TabGena 1). Amnconythu Opojeeu CD4 u CD8 mno3utuBHHX Ha (dakTope
TPaHCKpUIIIIKje U NUTOKHHE KapakTepuctiuHe 3a: Tum 1 (Thet u IFN-y), tun 17 (RORyt u I1L-17)
u tun 2 (GATAS, IL-4, IL5 u IL-13), ocum CD8+IL-5+ henuja, je craTucTHuKy 3Ha4YajHO BehH y
jerpama unpuuupanux WT Hero y nHpuImpaHux Lgals3'/' u WT muieBa kojuma je arnjuKoBaH
nuaxuoutop (Tadena 1). Huje nerekroBaH mopacT arncojyTHOT Opoja HCIIMTHBAHUX MOIyJalja y
jerpama Lgals3'/' u WT kojuma je gaBaH MHXHOUTOp mocie MHGUIUpama OAKTEPUJOM HEro Y
KOHTPOJHUM Tpynama. Mel)y ucnutuBanum rpynaMa HeMa pasjMKe y MPOLEHTY U arlCOJyTHOM

opojy Treg henuja (Foxp3 u IL-10 nmo3utueHux) (Tabena 1).
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Taobena 1

NPOLIEHTH ANCONYTHM BPOJ X 10

WT untreated LGASB; Wikao  LCASLEN \(I;VT| g.'aLo WT untreated LGASLSQ WT N. aro (A \ng 2.@;0

=) unireated o ar al-3in ) unireated o an al-3in
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

CD4+Thet+ 1191076 2054051  816+2.42F 3411075 2681049  6,644,91 9208200  962743884™% 17514817 8534455
CD4+IFN-y+ 0821053 0771083  54941.88F 1741096 0926062 453302 3424292  g682068™ 8654505  3,182,94
CD8+Thet+ 0512022 1,00:0,15  405:0,82F 123t024  189:080 2774138 5014118  4p47+1058* 640308 540234
CDB+FN-y+ 1101088 0991096 3414168  176£106  115:089 509488 4294427  395042108% 863546  3,9944,22
CDAtRORVH+ | 1481057 1394048  349:062% 2081033 1926065 833439 6661291  4160+11,00F 18441318  6,7744)5
CO4+IL-LT+ 1001081 1701087  74412,08% 265:055 1421046  6,06t513  7.88t443 823621 57°*% 11,1544,39 4741301
CDB+RORyt  1,07:029 0821023 2574034 146:023  096:029  6,00£255 3744120  30,05¢1,94% 12944235 3104134
CDB+IL-LT+ 1241085 1731070 50141.31* 1524049  176:031  7,00:384 8044360 5804401 19" 7964474 5671299
CD4+GATA3+ 1331041 1656064 2661081 1891048 1541055 7414327 7164139 314241320 9934550 4544178
CD4+IL-4+ 1241071 1666040  317:0.87 1666057  189:071  7,104475 7834273  371+1172% 8204355  6,024330
CDAHL-5+ 1,08:094 1264148 4158217 1241073  121:086 6964690 6024752  4963:3217F 5514258 4314392
CD4+IL-13+ 1081094  1,69:0,63  338:0,88  173t055 1491062  6,07¢368 7994356  3881+1204% 875t450 4,903
CDB+GATA3+ (0871049 0851047 1066037 00691018 0841027 4748297 3894245  1215:4,38% 3564196  2,5041,05
CDB+IL-4+ 0656032 0981059  1,19:0,36  061:028  080:034  368:218 4634279  1345:325% 3184207 2504140
CD8+L-5+ | 0,36:040 0462077  077:096 031031  048:003  241£297 223388  9,65:12%4 127:119 1744206
CDB+IL-13+ 0831027  1,041033  1,89:0.36  096:036 1001016 4721212 4994226  2198:620% 4894259  2,6041,90
CD4+Foxp3+ | 1042072 1824148  196:064  161£116  188:135 6154494  869:883 23234772 12714574 6224474
CD4+IL-10+  [1,30:081 2471050  1,91£151  089:065  1,36£1,56  7,684537  11,12:219  2214#1784 4174326  5,1446,72
CD8+Foxp3+ | 0,35¢0,31 069107  065:¢058  055:0,77  071£1,00  213£206 3344539  7.306,09 4148349 210:2,89
CD8+L-10+ | 1512075  1,51:059 1674174  066:043  177:221 883522  1164:719 212242426  310£201  6,80£9,66

Tabena 1. ®enoruncke paianke CD4+ u CD8+ numdpouura npucytHux y jerpama WT, LgaISS'/' u WT mumeBa koju cy
npumajgu uaxuouTop, GM-CT-01, y 4eTBpTOj Hene/bH HAKOH MHAYKIHUje GoecTn. MoHOHYKIIeapHe henuje cy u30y0BaHe
U3 jeTpH HeTPeTUpAHUX Kao M MulleBa 4 Henesbe Tocie MH(EeKIMje W aHanu3upaHe cy HaBeneHe momynanuje CD4+ nu CD8+
henuja MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM. BPEIHOCTH MPOIEHTAa M arCOJYTHOT Opoja MCIHMTHBAHHX IOMyNalHja Cy MpUKa3aHe Kao
cpeame Bpeanoctd = SD, * 3nauajuoct pasimuke (p<0.05) WT N. aro vs. Lgasl3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01; **
3Hauajuoct paziuke (p<0.005) WT N. aro vs. Lgasl3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01; *** snauajuocr pasznuke (p<0.001) WT
N. aro vs. LgasI3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01. Cratuctruka 3uHa4ajHoct pasnuka je onpehena ANOVA t tectom .
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4.8. Excnpecuja xommnoHeHTe uH(paamazoma NLRP3 u wundaamanmumjcxor
uuTokuHa IL-1P je mama y jerpama uHuumpanux LgaISS'/' u WT mumena

Tperupanux GM-CT-01-om

ITokazano je ma je Gal-3 amconyTtHo He3aoOMIa3aH y akTHBaUWju MH(IaMa3oma Makpodara y
ycinoBuma In Vitro crumynanuje N. aromaticivorans-om, aa y rajiekTuH-3 Ie(pHIUjSHTHHUM
MakpodaruMa HakoH cTuMyainuje 6akrepujoM Hema nosehama excrnpecuje NLRP3 komnonenTe
uHdIaMa3omMa, HeMa akTHBalMje Kacmase-l, Hu mosBehane mnpoaykumje IL-1p (Ciuka 7,
I'padukonu 5-7). [la 6u ce moTBpano oBakaB eekar rajeKTuHa-3 Ha aKTHBaIU]y HH(IaMa3oma
OakteprjoM W IN VIVO, aHanM3WpaHa je ekmpecwja KommoHeHTe uH(puamazoma NLRP3 wu
npoxaykiyja IL-1B, muroknHa Ymja mpoayKnrja TUPEKTHO 3aBUCH O] aKTHBAIlHje HH(IaMa3zoMa,
y uHunaTpatuma jerpu Herperupanux WT, Lgals3'/' u WT mumieBa TpeTupaHuX HHXHUOUTOPOM
rajekTuHa-3, ceaaM JaHa nocie wuHbuiupama Oaktepujom N. aromaticivorans.
NMyHOXMCTOXEMHJCKOM aHAJIM30M HCeYaKa jeTpu / JaHa TIocie OaKTepHjcKke HHQEKIHUje
nokazana je Beha excrpecuja NLRP3 y undunrparuma jerpu mnpummpannx WT mumesa y
nopehewy ca HHPUIHPAHUM LgaISB'/' 1 WT mumieBuMa TpeTUpaHUM MHXHOUTOPOM rajeKTHHA-3
(Cmuka 11). Ipouenar NLRP3 nmo3utuBHe noBpuinHe y HHOUITPATHMA jeTPe je CHTHU(PUKAHTHO
Behu y rpynu unuuupanux WT Hero y uHQUIIMpaHUM LgaIS3'/' u WT MumeBuma TpeTupaHuM

uHxuouTOopoMm rajgekruna-3 (I'padpukon 14).
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Ciauka 11

Canka 11. Excnpecuja NLRP3 n y jerpu WT, LgalsS"' u WT mumeBa TpeTHpPaHHX HHXHOHTOPOM rajeKTHHA-3, ceam
JaaHa nocoJjie unuuupama. [Ipukasanu cy penpesentatuBau uceunu excrnpecuje NLRP3 y undunrparuma jerpu WT, Lga|33'/'
u WT MuIimeBa TpEeTHpaHUX HHXHOMTOPOM raiektiHa-3 7 maHa HakoH wH(pekuuje Gakrepujom N. aromaticivorans. NLRP3
MMO3UTHBHE MOHOHYKJIeapHe hennje cy mpucytHe y jetpu WT muriesa.

I'pajuxon 14
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I'pa¢puxon 14. Ilpumena GM-CT-01 curundukanTHo ymamyje mpoueHat heamja koje cy mosmtuBHe Ha NLRP3 y
nnuarparama jerpu. Cenam gana nocie nuduuupama WT, Lgals3™ u WT Muuea TpeTHpaHHX HHXHOHTOPOM ralleKTHHA-3
(7 mumesa o rpynu) uzpauynat npoueHar NLRP3 mosutusnux henuja y unduntparuma jerpu ananuszom y Imaged nporpamy
ncevaka jerpe 000jeHHX MMYHOXHCTOXeMHjckoM MeTojoM. IIpukasane cy cpeame BpenHoctd + SE. 3HauajHoCcT je yTBpheHa
Student-osum t Tectom; **p<0.005.
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Takohe, 3abenexxena je ekcmpecwja IL-1B y wndumnrpatuma jerpy WT wmwmmeBa 1m0k y
uHpUATapTUMA jeTpU HHOULIHPAHUX LgaISS'/ "u WT mumeBuMa TpPEeTUPAHUX HHXUOUTOPOM
rajekTuHa-3 roToBo aa Hema |L-1p mo3utuBHux henuja (Cnuka 12). KBaHTUTaATUBHOM aHAIN30M
Hceyaka jeTpe je mokasaso fa je npoueHar |L-1B-mno3utuBHe noBpimmHe y HHGWITpaTUMA jeTpH
unpunupanux WT MuieBa cTaTucTUYKY 3HayajHO Behu y mopehemy ca rpynama nHGUIUpaHuX

LgaISB'/' u WT MulieBrMa TpeTUpaHuXx HHXHOUTOpOoM ranekrtuna-3 (I'padukon 15).

Ciauka 12

Cuauka 12. Excrpecuja IL-1B y jerpu WT, Lgals3-/- u WT mumeBa TpeTHpaHUX HHXHOGUTOPOM rajeKTHHA-3, celaM AaHa
nocoje nHpuuupama. [Ipukazanu cy penpe3eHTaTHBHU ucednu ekcnpecuje IL-13 y unpuntparuma jerpu WT u WT, LgalsS""
u WT wmumieBa TpeTHpaHWX HHXHOMTOPOM rajiekThHa-3 7 jaHa HakoH uHpekimje Gakrepujom N. aromaticivorans. IL-1B
MO3UTHBHE MOHOHYKJIeapHe hemnuje cy mpucytHe y jerpu WT mumniesa.
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I'paduxon 15

IL-18 no3uTMBHa NoBpLUNHA Y
nHcdunTpaTuma (%)
N

2 .
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O Lgals3-
8 &Mm-CT-01

I'paduxon 15. llpumena GM-CT-01 curnnpuxantao ymamyje npouenar |L-1p nosutuBHux heauja xoje undpuarpunry
jerpy. Cenam mana mocne wHpuuupama WT, Lgals3—/— u MmuIineBa TpeTHpaHHX HHXHOMTOpOM ranektiHa-3 (7 MuIeBa Mo
rpynu) u3padyHat npoueHat |L-13 mo3utuBHuX henuja y uHbmaTpaTiMa jetpu aHammzoMm y Imagel mporpamy mcedaka jerpe
000jeHNX UMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTonoM. IIpukasane cy cpenme BpenHoctu + SE. 3HauajHOCT je yrBphena Student-oBum t
tecroM; **p<0.005.

ITopen Tora, aHamM30M, MPOTOYHOM IIMTOMETPHUJOM, MOHOHYKJIEapHUX hesuja M30JI0BaHUX M3
jetpu 7 naHa mocie uHQeKnuje OakTepujoM, 3a0eNeXeH jé M CTaTUCTMYKU 3HadajHo Behu
nporeHar F4/80+ wmakpodara xoju ekcmpumupajy NLRP3, IL-1p wu IL-18 wmehy
MOHOHYKJIeapHUM henujama u3osioBaHuM u3 jetpu uH@uuupanux WT mumesa y nopehemwy ca
henujama M30J0BaHUM U3 jeTpU MHOUIUPAHUX Lgals3'/' u WT wMumeBa TpeTupaHux

uHxuouTopom ranektuna-3, GM-CT-01 (I'padukon 16).
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I'paduxon 16
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I'padpukon 16. lipumena GM-CT-01 curnudukantHo ymamyje mpouenat NLRP3, IL-1p u IL-18 no3utuBHX Makpodara
y jerpama. Cenam nana nocie naduuupama WT, Lgals3—/— 1 MuIIeBa TpeTHpaHUX HHXUOUTOPOM ranekTrHa-3 (7 MuiieBa mo
rpyIu) MPOTOYHOM muToMeTpujoM je oapehen mporenar F4/80 makpodara koju excrpumupajy u NLRP3, IL-1p u IL-18.
IMpukasane je cpeare BpeaHoct + SE. CrarucTnuka curHuGHUKaHTHOCT je oapehuBana Student-oBim t Tectom; *p<0.05.
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Jlamwe, cratucTuiky 3HadajHo Beha mpoxaykiuja IL-1B y jerpama nadumupannx WT murmieBa
HEro y HH(pHUIMpaHuX Lgals3'/ "1 WT mumeBa koju cy npumanu naxuoutop GM-CT-01, kaou y
nopehemy ca KOHTPOJHHM HETpeTpeTHpaHuM MuiieBuma, je morBphena ELISA anammzom
XOMOTeHaTa TKHBa JeTpH JOOMjEeHHX CceAMOr JjaaHa mocie HuHuuupama Oaktepujom N.

aromaticivorans (I'padukon 17).

I'padpuxon 17
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I'paduxon 17. HaxuduTop rasekTuna-3 3Hayajuo cMamyje npoakuujy IL-1B y jerpm. Cenam nana nocne vHQUIEpama
WT, Lgals3—/— u WT mumieBa TpeTupaHnx WHXHOUTOPOM rajgekTiHa-3 (7 MHUILIeBa M0 IPYIH) y TKHBHOM XOMOTEHATY jeTpHu Cy
ELISA meronom oxapehene xonuentpanuje |L-1P. [pukazane cy cpenme Bpennoct + SD. 3HagajHOCT je yrBphena Student-
oBuM t TectoMm; *p<0.05.
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49. GM-CT-01 cmamyje M mnpoaAyKUMjy TajeKTHHA-3 y jeTpH MHullleBa

napunupannx oakrepujom N. aromaticivorans

[To3Haro na pa3nuuuTa NaTONIONIKA CTamba YTHYy Ha rmoBehame ekcrpecuje rajiekTuHa-3 y jeTpu.
Kako 6u ce ucnurano Aa Jin HHXHOUTOP TalEKTUHA-3 YTHYE M Ha MPOIYKIH]Yy TaIeKTHHA-3 Y
JeTpH UMYHOXHCTOXEMH]JCKOM METOJIOM j€ aHaJIM3HUpaHa €KCIpecHja TaJeKTUHA-3 y jeTpama /7
naHa mocie uHdpeknuje 0akTepujoM. Y jeTpU HETPETHTAHMX W HEMH(OUIIMPAHUX, KOHTPOJIHHX,
WT u LgaISS'/', Kao M MHOUIMPAHUX Lgals3'/' MUILEBA HHjE€ NETEKTOBAH TAJEKTUH-3, alld je
3Ha4yajHO NoBehame eKCIpecHje AeTEKTOBAHO Y MOHOHYKJIeapHUM uH(uiaTpatuma y jerpu WT
muiieBa 7 qana nmocie uadekimje N. aromaticivorans (Cruka 13). V jerpama undunupanux WT
MUIIIEBA TPETUPAHUX HMHXHOMUTOPOM TaJeKTHHA-3 JCTEKTOBaHA je 3aHeMapJbuBa EKIpecHja

rajektuHa-3 je (Ciuka 13).

Ciauka 13

Lgals3-/-

e § ‘.'."

Ciuxka 8. Excripecuja rasektuna-3 y jerpama Herperupanux u WT u Lgals3-/- mumeBa u WT, Lgals3-/- u WT muimesa
TPeTHPAHUX HHXUOMTOPOM rajleKTHHA-3, celaM aaHa mocje nHpexuuje 6axrepujom N. aromaticivorans.

Kako Ou ce moTBpANIIO CMamkemhe eKCIpecHje TalIeKTHHA-3 TIoclie TpuMeHe naxuountopa, ELISA
METOJIOM Cy aHAJIM3UPaHe KOHIICHTPAallMje TaJeKTHHA-3 Y CyIlepHAaTaHTUMa KYJITypa CIUICHOIINTA
CTUMYJIMCAHUX JIUIOMOJINCAXapUIOM ca M 0e3 MHXHOuTOopa ranekTuHa-3. TpeTupame MHUIIjUX
CIUICHOIIUTa MHXUOUTOPOM TaJeKTHUHA-3 Mpe CTUMYIAIMje JHUIMOMOINCAXapUIOM CTaTHCTUYKU

3HAYajHO CMambYyje KOHIICHTpAIH]jy MpoaykoBaHor rajgektuHa-3 (I'padukon 18).
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I'paduxon 18
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I'pajuxon 18. Muxuéurop rajnexkTuHa-3 3HAYajHO cMambyje NPOAYKLHUjY rajieKTHHA-3 y y KYJIATYPH CILUIEHOHUTA
TPeTHPAHUX JunoaucaxapuaoM. KOHIEHTpaluja TralekTHHa-3 y CYIEpHATaHTy KyJIType CIUICHOLMTa MJOOMjeHHX H3
uwerperupanux WT mumieBa, crumyiucane in Vitro LPS-om (1pg/ML) 24 cata; TpeTnpaHe HHXHOMTOPOM rajJeKTHHA-3 Y TOKY 2
cara nipe crumynanuje LPS-om; HeTperupane. PesynTran cy mpukasaHu kao cpenme BpemHoctd + SD, **p < 0.005, ***p <
0.001.
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5. IMCKYCHUJA

Jlocamamime cryadje y kojuma cy ucnutuBaHd epextu Gal-3 y marorenesm PBC-a cy
JOKYMEHTOBAJIC pa3U4MTe, CYIPOTHE yJOore OBOT MoJjeKkyna y pa3Bojy PBC-a. V nBa monena
PBC y kojuma Hema jake CTUMYJallMjeé MMYHCKOT CHUCTeMa ajajyBaHCMMa Beh ce MMYyHCKH
OJICOBOp Ha ayTOAHTHIE€H aKTUBHpa OaKTepHjaMa Koje MOTy jJa Oyay, WiIH jecy 10 HOpPMaJlHE
MukpodIiope, mokasaHa je mH(Iamanujcka yiaora rajgektuHa-3 (241, 242). V Hamioj paHujoj
crynuju (251) je mokasaHO na TaleKTHH-3 nenyje mnpouwH(paamanujcku y maroreHesu PBC
u3asaHor mH(ekimjoM Gakrepujom N. aromaticivorans u ma jerpe Lgals3” mumesa koju
pa3Bujy Oomnect caapxke Behu mporenar DC koje excrpumupajy KOMIIOHEHTY HH(Iamazoma
NLRP3.

VY 0B0j cTynuju je neTajbHUje UCIMTaHA YIIOTa TaJleKTHHA-3 Y aKTUBAIUjU HH(]IaMa3zoMa TOKOM
uHdekuuje Oakrepujom N. aromaticivorans kao u TOTCHIMjaJIHA Tepamnujcku edekar
uHxuouropa ranektuHa-3, GM-CT-01, y mozneny PBC usza3BanoM undpekujom 6axrepujom N.

aromaticivorans.

5.1. Jdememmja Lgals3” u ¢apmaxosomka wuHXHGHOHMja ragexTHHA-3

yosaxaBajy Mmanudecranuje npuMapHOr OUJIMjapHOT X0JAHTUTHCA

Pesyntati 0BOr MCTpakMBama jaCHO MOKa3yjy Ja OJCYCTBO T'eHa 3a rajektuH-3 kox C57BL/6
MUIIIEBA 3HAYAjHO yOJIakaBa ayTOMMYHCKH XOJIAHTUTUC UHIYKOBaH HH(eKIjom 6akteprjom N.
aromaticivorans. Cnabuje omreheme xyunux kanamuha y rpymu  Lgals3”  mumesa
uHpumpanux Oakrtepujom N. aromaticivorans yapyxeHO je ca CMameHmeM OHOXEMH]jCKHX
napameTpa 0oJecTH, OCiIabJbeHMM HWMYHCKUM OATroBOpoM Tuma 17 y jerpu u ocinabibeHOM
aKTUBalLlMjOM MH(]IIaMa3oMa y JeTpU U CIEe3UHH.

ITokazano je aa ¢gapmaxosomnika nHxu6ULMja rajgektTnaa-3 GM-CT-01-om y nepuoay uHAYKIH]je
00JiecTH 3HA4YajHO CMamYyje TeKUHY ayTOMMYHCKOT XonaHrutuca. Ilopen Tora mokasaHo je u 1a

GM-CT-01 npumemeH Tepanujcku 3Ha4ajHO cMamyje omTeheme KydyHux kaHanuha u Gudposy
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jerpe. IIpumena GM-CT-01 y nmpBe ueTtupu Heaesbe Of MOYEeTKa WHIYKIIMje OOJECTH 3HAYajHO
CMamYyje BpeIHOCTH uMyHoroOynuHa A kiace crienuduanor 3a PDC-E2, konuentpanujy AST
u ALT y cepymy, excrpecujy NLRP3 undnamazoma y jerpu, nponykuujy IL-1p (I'paduxonu
14-17; Cnuxke 7 u 8) u unduykc T1, T2 u T17 henuja y jerpy 8 (Tabena 1) u Ha koHIy HUOpO3y
jerpe (Cnuka 8; I'padukonu 8 u 9). A tepanujcku npumerben GM-CT-01 cmamyje ¢pubposy u
HEKpo3y jeTpe, cmamyje omreheme OunujapHux KaHanmmha W OHMOXEMHjCKE IapaMerpe
npumapHor ounujapror xonanruruca (Cnuke 9 u 10; I'padukonn 10 u 11).

Pesynratu HenaBHOT McTpaxkuBama ykasyjy ma GM-CT-01 cBoje edekre y in VIVO cuctemMuma
BEPOBATHO HE OCTBapyje MHXHOUIIMjOM KaHOHCKOI MECTa 3a BE3WBamba yribeHux xuapata (231)
IITO je JOBEJIO y NMUTAmhE CEJICKTUBHOCT JIeJIOBamka OBOT MHXHOUTOpA. Stegmayr u capaiHuly cy
TECTOBUMAa WHAYKIMjE XEMarllyTHHAIMje KOjUMa Ce HWHAMPEKTHO Ca3Hajeé O CII0COOHOCTH
naxubunuje ranexktuHa-3 mokazaau ga GM-CT-01 we umuxubupa ramexktun-3 (231). [asbe,
Miller je ca capaguuiuma nokazao ga GM-CT-01 mpumapHO HHTEppearyje ca HEKaHOHCKUM
MECTOM 3a BE3MBabE YIJbEHHUX XHapaTa Ha F-cTpanu ranektuna-3 (228). Hacympor pesyiaratima
MPETXOAHO HABEJICHHMX CTyaWja y Kojuma je Tectupano BesmBambe GM-CT-01 u ramextuna y
pacTBopuMa MeToaoM duryopeciieHTHe aHuzorponuje u crnocodHoct GM-CT-01 na maxubOupa
XeMariyTUHAIHjy, Y HeKoluko crynuja je mokazaHo ga GM-CT-01 mewa Qynkumjy henmja
TPETHPAHUX OBHUM HHXHOUTOpPOM IN VItr0 Kao W Ja Mema TOK HEKOJMKO HH(IaMaIfjCKux
6onectu. [lokazaHo je na TpeTupame XyMaHUX JUMQOLUTA, KOjU MHOUITPUILY TyMmMOpe (€HII.
Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL) u3omoBaHux u3 acuuTeca KOjU Cy C€ pa3BUIIM YCIe[
3axBaTama MepuToHeymMa TymopoM, uHxuouropom GM-CT-01 mnojauaBa HUTOTOKCHMYHOCT
CD8+T numdouuta y okBupy nomynauuje TlL-a u mosehasa mpoxykuujy IFN-y y oBum
hemujama. Omucanu epexkar GM-CT-01 monekyna Ha imMdoruTe Koju HHQUITPHIITY TYMOpE je
no3Ho0 3aBucTaH (228). Hamasm Hekonumko cryauja ykasyjy aa GM-CT-01 octBapyje
UMyHOMOJyNaIMjcke edekte iN VIVO y HEKOIMKO pa3inYuTHX HHGIAMAlHjcKux OosectH. Y
MOJIeTTy MacHE jeTpe Koja HHje H3a3BaHa aiaKkoxoloM U omrehemy jeTpe u3a3BaHOM
THOALETAMHIOM TIOKa3aHo je na tepanuja GM-CT-01-om cMamyje 3amasbeHCKH UHQHUITPAT U
¢ubposy jerpe (256, 257). Y Momeny KOJMTHCA MHUIIEBA W3a3MBAHOT JEKCTPAH HATPHjyM
cyndaroM mNpUMeHa ME3eHXMMCKMX MaTHUHUX henmja rajenux y mnpucyctsy GM-CT-01,
CMamyje KOHILEHTpauujy rajiekruHa-3 y cepymy (258), a mpumena GM-CT-01 mumeBuma y

BpeMe HHAYKIHMje KouThca yonaxasa Oonect (259).

80



Hanasu oBe cTynuje o cMamemy eKCIpecHje TalleKTHHA-3 y HHMITpaTaMa jeTpe MHIIeBa KOju
cy undunupanu 6akrepujom N. aromaticivorans u tperupanu uaxuoutopom GM-CT-01 (Cnuka
13) u cmameHe KOHIICHTpalMje TaJeKTHHA-3 y CcylnepHaTaHTHMa henujcke Kyatype in Vitro
tperupane oBuM uuxuoburopom (I'paduxon 18) ykasyjy ma GM-CT-01, nako ce He Besyje 3a
KaHOHCKO MECTO 3a BE3MBamb€ YIJbEHHX XHIpaTa Ha MOJIEKYNly TajJeKTHHa-3, WHXHOWIIe
EKCIIPecH]y TaJleKTHHA-3.

Muiiju MoJies ayTOMMYHCKOT XOJIaHTMTHCa W3a3BaHor mHpekmujom N. aromaticivorans je y
nopehemy ca 6onenthy n3a3BaHOM KCEHOOMOTHLIMMA, CIMYHUJU IPUPOIHOM Pa3BOjy MPUMApPHOT
OWJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA KOJT JbYH, Jep j€ MO3HATO J]a MUKPOOPTraHU3MH KOjU MOTY ja Oyay 1eo
HOpPMaJIHE MUKpPOQIIOpe peBa JONPUHOCE Pa3BOjy CIOHTaHe MH(]IaMalyje )XyIHUX IIyTeBa KOJ
muiesa (260). N. aromaticivorans, cBenprcyTHa o-poTeodaKTeprja Koja MOXKE Jia Ce JCTEKTYje
y CIYy3HUIM AWTECTUBHOT TpakTa KO JbyaW, caapxu KouzepBupanu PDC-E2 emwmrom,
MeTabounIIe KCeHOOMOTHKE U OMETa EHTEPOXEMaTHIKy [UPKYIAIUjy KydHHX KucenuHa (261).
VY 0BOj cryauju cMo mokaszanu jaa aenenuja Lgals3 arenymme PBC wm3asBan Oakrepujom N.
aromaticivorans Tako mTo yTuue Ha ypoheHU M CTCUCHHM UMYHCKH oaroBop. hemmjcku 3ua N.
aromaticivorans caapxu rIIMKOCQHUHTOIUIKIEC KOjU mpe3eHToBaHu y ckiony CD1d komruiekca
Ha DC aktuBupajy NKT henuje (102). IlurokvHH Koje TPOAYKY]y AaKTHBHPAaHE aHTHICH
npe3eHTyjyhe henuje, kao mro cy mujenounae DC u Kyndepose henuje, nojauaBajy akTuBanujy
NKT henuja (262). AktuBupane NKT henuje mponykyjy UMTOKMHE KOjU CTHMYIHILY Aalby
aktuBanjy DC w Ha Taj HaumH WMajy KPUTHUHY YJIOTYy Yy OJp)KaBalby HMYHOCTH Ha
MHKpoopranuzme kao mTo je N. aromaticivorans, anm W y akTUBHpamy ayTOPEaKTHBHHX
nomaradykux T nmumdonura (263). ITprcyctBo NKT u DC koje excipumupajy CD1d ce 3HauajHO
nosehaBa y jerpama ocoba obonenux ox PBC (264, 265, 266). Hamia ctyauja je mokaszana Mamy
3actrymsbeHocT NKT henwja y jerpu Lgals3'/' munieBa uHpuuupanux Oakrepujom N.
aromaticivorans, koju ckopo na u Hucy paspuiu 3Hake PBC (I'padukonu 3 u 4).

KibyuHe maTosiomike npoMeHe y jeTpu, KapaKTepUCTUYHE 3a MPUMApPHU OWIMjapHHU XOJIAHTUTHC:
uH(pUATpayja KydyHUX KaHanuha u cTBapame rpaHysoMa, KOJU Cy paHH]j€ MOKa3aH! y NMPBU MYT
ONMMCaHOM MoOfeNy Xosanrutuca m3a3BanoM mHpeknujom 1101 NOD mumeBa Oakrepujom N.
aromaticivorans, nerektoBaHu cy u y jerpama napunupanux C57BL/6 mumesa (109). Ca npyre
CTpaHe y jeTpama Lgals3”" muresa youeHa je camo Oyiara uHQuITpanuja KyqHux KaHana Oe3

NpeKnaa KOHTHHYHTeTa OmimjapHor emurena (251). Iltaume y jerpama Lgals3” wmuresa
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cegaMm Mecelu mocie uH(peKIrje Huje youeH HUKakaB maTtosomku Hanas (Cnuka 2, I'paduxon
2).

Melhyrum, 3a pa3nuky oj Hala3za KOju Cy IpHKa3zaHu y Moneny Oonectu m3a3Bane kox 1101
NOD wmmumesa, y jerpu C57BL/6 mumeBa unbunmpanux Oakrepujom N. aromaticivorans
nerekToBaHa je ¢ubposa jerpe xako Tpu (Cimka 1, I'padukon 1) tako u cemam (Cnmka 3,
I'padpukon 2) mecenu mocie uHpeEKIHje. Y HCEUIMMa jeTpe Cy YOUCHHM 3HAYajHH CHO3UTH
BJIakaHa KojareHa (cimuke 1 u 3), kao u noBehana ekcripecuja kojareHa u a-SMC y TkuBy jerpe
(I'paduxon 9). 3a pa3Boj pubpo3e TkuBa HeonxonHa je moBehana mpoxykimja Th2 muTokMHA
(267). Kox NOD mumieBa je Th2 mmyHCcku oaroBop 3Ha4ajHo areHyupan (268), 10K ce Ko
C57BL/6 WT wmuiieBa HakOH Pa3IHYUTHX OOJIMKA CTHMYyJandje T JTUMQOIUTa YBEK MOPE.
Th1/Th17 uurokuna nponykyjy u Th2 nurokunu, nako mame Hero koa BALB/c mumesa (269).
Heunpurcke henuje wusonoBane w3 WT mumeBa uw morom IN Vitro crumynucane N.
aromaticivorans-om y Behem mnpoueHty ekcrnpumupajy IL-4 (I'paduxon 13)- 1UTOKHH
Heonxo/aH 3a audepeniujanujy y Th2 henuje. Takohe, 3Hauajan npuius CD4+ u CD8+ henuja
Koje ekcnpumupajy mnpodudporcke turokunae, |L-4 u IL-13, mpumehen je y jerpama WT
muneBa nHpunupHanx Oakrepujom N. aromaticivorans (Tabena 1). 3nauajHa aktuBanuja Th2
UMYHCKOT OJroBopa wu3a3BaHa wuHpekiujom Oakrtepujom N. aromaticivorans u moschana
npoayKiuja npo@uOpPOTCKUX IIUTOKMHA MOe Ja o0jacHu Hana3 ¢gubpose jerpe y moaeny PBC
M3a3BaHOM OBOM OakTenjckoM mHpekijoM. [To3HaTo je 1a rajgekTuH-3 akTHBHpa (HakTope KOju
nenyjy npopuodporcku kao mro cy FGF u TGF-B crumynumiyhu y3 To U cTBapame KoJlareHa y
Pa3IMYUTHM EKCIIEPUMEHTAIHIM Mojenuma Oonectit u 6onectima (270). dedunujenuuja uin
dbapmakosomka O0okana ranektuHa-3 mpaheHa je peaykuujom ¢ubpose Oyopera (271), cpua
(272, 273), jetpe (274, 275). ¥V ckiiagy ca OBUM Haja3MMa je U Pe3y/ITaT OBe CTyIHje y KO0joj je
MIOKa3aHO CKOpPO OJCYCTBO (pubposze y rpymnu Lgals3'/' mumieBa kojuma je PBC umnaykoBan
unpexmjom 6aktepujom N. aromaticivorans. Ilopen Tora getekroBaHa je u peaykuuja Gpudpose
y jerpama WT mumeBa koju cy npumanu uaxuourop GM-CT-01, u To u y rpynama TpeTUpaHUM
HHXHOMTOPOM 0] oueTKa uHaykiuje oonectu (I'padukon 8) kao u y rpyrmaMa MHUIIIEBA KOjJU CY
HHXHOWTOp TpuMaid oa jAeBere Hedesbe HakoH wuHPpeknuje (I'padpuxon 10, Cmuka 10).
Penykiuja ¢pubpose jerpe HaKOH TpeTMaHa MHXHMOUTOPOM TajeKTHHa-3 je NoTBpheHa je Haazom
na tperupambe DC ca GM-CT-01 tokowm in vitro ctumymuije N. aromaticivorans-om, 3HadajHO

cMamyje eKkcripecH]jy npodudpoTckor utokuna, IL-4, y camum henujama (I'padukon 13).
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5.2. Jlenenuja Lgals3'/' U dapMako/JomIKa UHXUOUIIMja TaJIeKTUHA-3 Y jeTpH
MuIIeBa HHPUOupaHux Oakrepujom N. aromaticivorans cmamyjy

3actym/beHocT T, NK u NKT heamnja koje ekcnpumupajy 1L-17

Haxo ce yrmasaoM cMatpa 1a je PBC ayroumyncka 6osect mocpenoBana Thl mumbonutuma, y
JUTEpaTypu Cy NMPHCYTHU W HAJla3d KOjU TOBOpE y Hpwior 3HayajHe yiore Thl7 hemuja y
OTIHOYHIbabY M Pa3Bojy Oosectu. Tako je moka3aHO M 3HaYajHO HaKyrbawe Thl7 henuja kao u
nosehana excnpecuja CCL20, xemokuHa koju npusiaun Thl7 henuje, y jerpama o0o0seanx of
pUMapHOT OmiujapHor xonanrutuca (276). JIpyro ucrpakuBambe MoKasyje 3HadajHO IPUCYCTBO
MOHOHYKJIeapHHX henmja koje ekcripumupajy IL-23 u IL-17 y mopTHUM myTeBHMa y KacHUM
dazama PBC (277). Jerpe IL-2Ra knockout mwuieBa koju crioHTaHO pa3BHjajy OOJNECT HAIUK
MPUMapHOM OMIIMjapHOM XOJIaHTHTHUCY cafpike arperate |IL-17+ numdonnra y mopTHOM TpakTy
(278). Ipucyctro y jetpu henuja koje npoaykyjy IL-17 je TunuuHo 3a KacHuje haze npuMapHOr
OWMjapHOT XOJAHTHMTHCA M jaCHO TOBOPH Y NpHJIOr 3Ha4aja koHeep3uje Thl y Thl7 y oBoj
Oonectu (279).

Ycknaheno ca octanum mapameTpumMa 00JecTH (XHCTOJOMIKK CKOp, TapaMeTpu cepyMa) HaleH je
3HauajHo mamu % IL-17+ henmja y jerpama uHuuupaHux Lgals3‘/' mumesa (Crnuka 3,
I'padukon 4, Tabena 1). Takohe, 3Ha4ajHO MarbK MpolieHAT U Opoj henuja Koje eKCIPUMHUPajy
uuTokuHe kapakrepuctuuHe u 3a T1, T17 u T2 umyHcku oxaroop mpumeheH je U y jeTpu
MHUIIIEBA KOjU Cy TpeTHpaHu MHXHOuTOpoMm ranektuHa-3 (Tabema 1). Hajsehu amcomytHu 6poj
CD4 u CD8 hemmja xoje cunrerumny IL-17 Ouo nerekroBan je y jerpama WT wmumena
uHdumpanux 6akrepujom N. aromaticivorans (Tabena 1). Y3umajyhu y 003up Haie pe3ynrare
U npeTxoHe u3Bemraje (279), Moxke ce MpeTHOCTaBUTH JIa TJIaBHY YJIOTY Y pa3Bojy MPHUMAapHOT
OunMjapHOT XOJaHTUTHCa HHAYKoBaHOoT ko C57BL/6 mumeBa Oakrepujom N. aromaticivorans
urpajy IL-17 nponykyjyhu numdountu. Takohe, y HameMm uCTpaxkuBamwy je OTKpuBeHa Beha
excrpecrja 1L-17 y NK u NKT hennjama kox 3apaxxenux C57BL/6 mumieBa koju pasBujajy
oonect (I'pdankon 4) mTo je y CKiIaay ca MPETXOJHUM OTKpuheM J1a MUKPOOKPYXKEHE jeTpe
noreHnupa npousBoamwy IL-17 (278). Mmajyhu y Buay mokasan 3Haudaj IL-17 3a pa3Boj
cucremcke ckiepoze (280) u ¢ubpose jerpe (281, 282), ¢pubpo3a jerpe aeTeKTOBaHA KOJ
uHpumpanux C57BL/6 mumeBa moxe ce oOjacHutH M moehanom ekcrpecujom IL-17 u y

mumbonutuma u'y NK u NKT henujama y jetpu.
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5.3. Meaennja Lgals3” u (papMakoJIOIIKa MHXHOMLMjA TAJIEKTHHA-3 CMaIbYjy

akrusanujy DC uzazsany N. aromaticivorans

denorunuzaija DC jerpe u crnesune HakoH Tpeher mana ox unduimpama N. aromaticivorans-
OM YyKa3ajla jeé Ha CHUTHHU(HKAHTHO CMameme % aKTUBHUCAHMX M heiHja Koje eKCIpUMHUpajy
nHpmamanujckn tuTokuH IL-1B y cnesmnama u mamu npounenat DC koje excrpumupajy
nH(pIAMAIM]CKU [IUTOKUH y jeTpama LgaIS3'/' muiea y nopehewy ca WT mumneBuma (251).
Hame, y da3u pazBujeHe OONecCTH, Y jeTpama Lgals3'/' MUIIIEBA jeé OTKPUBEH 3HA4YajHO Marmbu
NpoIIeHAT aKTHUBHpPaHUX W wuHGuamanujckux wmujenougaux CD11lb+ u CD1ld+ DC xoje
npeseHtyjy qunuae (251). OBu pe3ynratu Cy CyNpOTHOCTH HAIIUM pe3yliTaTuMa YTBPhEeHHM Y
mozeny PBC-a u3a3BaHOM MMYyHH3AIMjOM KCEHOOMOTHKOM, TJI€ TaleKTHH-3 E€KCIPUMHUpPAH Yy
henujama OuiHjapHOT emuTeNa Urpa HAjBAXHHU]Y YJIOTYy y YKYIMHOM e(ekTy rajeKkTuHa-3 Ha
pa3Boj u Texuny Oonect (9), anmu Cy y CKIaAy ca MPETXOJHHUM H3BEIITAjUMa J1a CMambCHE
excrnpecuje ranektuHa-3 y DC maxuOume npou3Boamy HH(IAMANMJCKAX IUTOKUHA Y OBUM
henujama (36). V ckimamy ca OBUM Hajda3MMa je M 3HAYajHO CMambemhe EKCIpecHje Mapekepa
aktuBanuje CD86 u CD40 (I'padukon 12) u nurokuna 1L12/23, IL-4 u IL-1B (I'padukon 13) y
AeHApUTCKUM henmujama in Vitro Tpetupanum Oaktepujom N. aromaticivorans y mpucycTBy
nHXxuouTopa ranekruna-3, GM-CT-01.

3nayajHo Mamwu npoueHat IL-1B+ DC tperupanux naxubutopom ranekrtuHa-3, GM-CT-01 y
ToKy ctumynanuje 6akreprjom N. aromaticivorans (I'padgukon 13) moxe, 003UpoM Ha 3HaUAj
IL-18 3a mudepenumjarmjy Thl7 henmja m mpomykuumjy IL-17 (283), na oOjacHu cmameH
nporierat CD4+17+ u CD8+IL17+ henuja y jerpu oBuX MuineBa. ATeHyaluja HH(IAMAIH]jCKOT
notenimjana DC kama Henocraje Gal-3 je y ckiagy ca cryamjama O yiao3d TaleKTHHA-3 Y
MaToreHe3M JpYrux HHQIaManujckux obosbema jerpe (245, 275, 284) m akyTHOT KOJHMTHCA
(259). Cnabuja akTrBanuja U HeaaekBaTaH pa3Boj nHpaamarujckux DC kama Hemocraje Gal-3 je
HaBEpOBAaTHU]JU y3poK HeajekBaTHe akTuBanuje NKT henuja, ancoayTHO HEONXOAHUX 3a pPa3Boj

PBC wuzasBanor mugexmmjom N. aromaticivorans-om (109). Cnuuan edekar ranextuHa-3 je

84



paHMje TOKa3aH y IpyruM MojenuMma omirehema jetpe (284) um HajBepoBarHHje je ciaabuja
OCETJHHUBOCT, TOTOBO PE3HMCTEHIIN]a, LgaIS3'/' mumieBa Ha pa3Boj PBC u3asBan undexmujom N.
aromaticivorans-om nociueauia HeMoryhHOCTH afiekBaTHOT akTuBUcama DC MuKpoopraHuzMom

kana Hepoctaje Gal-3, unme ce OJIOKMpa HHUIH]ATHU KOPaK y MaTOTeHEe3n OBE OOJIECTH.

5.4. leaenuja LgaISB'/' U papMaKoJIoIIKa MHXHMOUIHja rajIeKTHHA-3 CMaIbyjy

akTHBanmjy uadama3oma usazpany N. aromaticivorans

VY nuTepaTypu HEAOCTajy MOJAIM O MPETIocTaB/beHoj nuTepakimju Gal-3 u N. aromaticivorans-
a. Mebhyrum, y3umajyhu y oO3up HWHTEpakiMjy TaleKThHA-3 U Pa3IMUUTUX OaKTepHjCKUX
[JIMKOKOHjyraTa W TIMKOCQHUHTONUIKMIA Ha XyMmaHuMm henujama (285), Bpiio je BepoBaTHO jaa
rajekTuH-3 MOXe IUPEKTHO Ja Beke riukochuuromunuae Oakrtepuje N. aromaticivorans.
Crumymucame DC ekcrpaxoBanux u3 3apaBux WT wmmumesa N. aromaticivorans-om in vitro
pe3ysiToBaJIa je TM0jadaHOM EKCIIPECHjoM MapKepa akTHBAIUje W WHQIAMAIU]CKUX ITMTOKHWHA
(C'paduxonu 12 u 13). Ctumynucame DC u3 Lgals3-/- sxuBoTuiba, Ha UCTH HA4YKMH, HUjE HMaja
MpPeTX0/IHO HaBeneHe edekre, kao u ctumynanrja WT DC y npucycTBu nHXHOUTOpA rajeKTHHA-
3, GM-CT-01, jep nuje youena noBehaHa exrcpecuja MapKkepa akKTHBAIlM]e HU WHOIaMAIIH]CKUX
wurokuHa (251). OB pesyntatu ykasyjy Ha To na Lgals3” mumesn He paseujajy Goect mocie
urdexmje N. aromaticivorans no ceemy cyaehu 36or nncydunujeatHor aktuucama DC kana
Henocraje Gal-3, mro nocnenuuno omera aneksatHy aktuBaiujy NKT u ayropeaktuBHUX T
hemuja. OBaj 3ak/bydak je y CKJIQQy ca MPETXOJHUM H3BEIITajUMa Jia TaleKTHH-3 rmoBehaBa
crumynaTopHy crnocooHoct DC y aktuBammju edexropckux ¢ynkuuja NKT henuja xoja
noka3aHo omitehyje jeTpy y XenaTuTUCy H3a3BaHOM (-TalaKkTo3uiepaMuiom (284).

AxTuBHCaHM HH(IaMa30M Yy JETpUHUM Makpodarama nMa 3HauyajHO MECTO y HaCTaHKY U Pa3Bojy
obospema jerpe (286). V jeTpu TpaHCTeHMX MHUIIEBA KOJjU KOHCTHTYTHBHO €KCIIPUMHPA]y
akTBHM NLRP3 mok3ana je 3HauajHa muponTo3a xemnaToiura, naduiamanuja u ¢pudposa (287).
3a axtuBauujy NLRP3 wunpnamazoma y wmakpodaruma HEONXoAaH j€ TaleKTUH-3 KOjU
ayTOKPHHUM MEXaHM3MOM II0jayaBa MMYHCKH OATOBOp Yy KojeM ce mpoaykyje IL-17 (242).

3narno Behm mporerar NLRP3+ DC u makpodara, Beha npoxyknuja IL-1B n Beha excrpecuja
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NLRP3 u ASC y jerpu, pano HakoH uH(peknuje 6akrepujom N. aromaticivorans, perekroBaHu
cy y jerpama WT wmumieBa y mopehemy ca rpymnom LgaIS3‘/' muiresuma (Ciauke 11 m 12,
I'padukonn 14-16).

Haswbe in vitro ctumymnaiuja DC 6akrepujom N. aromaticivorans 3uadajuo nmosehaBa eKcripecujy
NLRP3 y hemujama u3010BaHMM W3 TaleKTHH-3 MO3UTHBHUX MmwumieBa (251), mok in vitro
CTUMYyJIallija TepuToHeanHux Makpodara WT KuBOTHEA OBOM OaKTEpHjOM pe3yiTyje
noBehanom ekcripecujom NLRP3 undnamazoma, moBehanom mpoayknujom IL-1p u moBehamem
aktuBHOCTH Kacmaze-1 (Cmuka 7, I'paduxonn 6 u 7). OBu pesyntaT Ccy y CKIaay ca
pe3yaTaTiuMa IPeTXOAHE CTyIdje y KojuMa je mokazano aa aenenuja Lgals3 kox dnTGF-BRII
MHILICBA pE3yiTyje CilabujoM akTUBamujoM HH(pIamazoma, areHyamnujom Th1l7 wumyHCKOT
OJI'OBOpA M 3HAYAJHUM T00O0JbIIAKEM XOoIaHTuTHCa (242).

AxTHBalMja HH(IAMa30Ma UTPpa BaXXHY YJIOTY Y MMaTOreHe3u 000Jbema jeTpe (METaboNInYKuX U
uH(]IaMalKjCKUX) KOje Cy MOKpPEeHyTe clnabuM aiu mnoHaeibajyhum ctumynycuma. C mpyre
CTpaHe, CHOKHU CTHMYJIYCH MMYHCKOT CHUCTEMa KOjU c€ KOPUCTE y MHAYKIHMjH ayTOMMYHCKOT
XeMaTUTHCa aKTUBUPAjy MPBEHCTBEHO perenTope ypohene umynoctu (288). Paznuuntu HaunHu
cruMmynanuje hemmja ypoheHe MMYHOCTH y MOZAENTY NPUMApPHOT OWJIMjapHOT XOJIAHTHTHCA
WHIYKOBaHUX KCEHOOMOTHKOM M MH(ekimjom Oaktepujom N. aromaticivorans mory na objacue
cymporaH edekar rajekTuHa-3 y oBa aBa mojena PBC. N. aromaticivorans wma atunuvad
henujcku 3ua KOjU CaJp’KU INIMKOC(PUHTOIUINAE, MOJIEKYJIE CIIMYHE MOJEKyJInMa y MeMOpaHu
€yKapuoTa, KOJU yIJIaBHOM HE€ M3a3uBa MHQuaMalujy u omreheme TKUBaA, HAKO c€ JETEKTYje y
CIY3HHUITH qUrecTUBHOT TpakTa (111).

Crora Moxe Ja ce NpeTnocTaBM Ja ce akTUBalMja ypol)eHe HMYHOCTH OaKTepHjoM H
uHmamajcku oxropop Ha N. aromaticivorans kon MwuimieBa TOKpehy aKTHBAIUjoM
nH(IIaMa30Ma OJJHOCHO MHTETPUCAKEM T10jeIMHAYHO HEeTOBOJFHUX CHTHAJIA IITO CTBApa YCIOBE
3a MOCJIEANYHO aKTHBHMCAamke UMYHCKUX henuja u pa3Buhe xonanrutuca. OacycTBo 60jecTu KoJ
LgaIS3'/' MUILEBA U 3HAa4YajHO aTeHyucaHa Oonect kox WT koju cy mpumanu MHXHOUTOpP CYy Y
CKJIJly ca TPETXOJHAM TO/Ial[iMa O yJI03U TaleKTUHA-3 y aKTHBaluju uH(amazoma (259, 242).
VY Mozeny npuMapHOT OWUITHjapHOT XOJIAHTUTHCA WHIYKOBAaHOT MMYHH3AIHjOM KCEHOOMOTHKOM
henuje ypoheHe MMYyHOCTH, YIJIaBHOM JEHAPUTCKE, CE€ YIJIaBHOM aKTUBUPA]y KOMIIOHEHTama
komruietHor Freund's anjyBanca koju crumyamme TLR 4 (288) mro ymamyje ymory

nH(]IIamMa3zoma y akTUBAIM]1 Ypol)eHe UMYHOCTH.
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Moryhe je u ma ce DC WT wu ramektuH-3 neuIjeHTHUX MHUIIEBA CKOPO IOMIjeIHAKO
AKTUBHUPA]y MEIIaBUHOM KCEHOOMOTHKA M aJ[jyBaHCAa, YNME CE CMamYyje 3Hayaj rajJeKTUHa-3 Kao
MOJIyJIaTOpa HHHIHjaTHE (ha3e MpUMapHOT OMIIMjapHOT XoJaHruTuca. Takole, Ha OCHOBY Haller
MPETXOJHOT Haja3a Ja JaeduiMjeHIrja TaleKTHHA-3 TMOACTHYE pPa3BOj HHQIAMAIN]CKOT
¢denoruna DC y jerpu MuIeBa HMyHH30BaHUX KCEHOOMOTHKOM M ajjyBaHcoMm (241) u umajyhu
y BH]Iy [TO3HATY YJIOTY rajiekKTuHa-3 y areHyanuju uadaamanyje u3a3sue aronuctuma TLR (289)
MOJKE J]a C€ MPETIOCTaBU Jla TajlieKTUH-3 areHyuine aktupauujy DC u3a3Bany mMyHH3aLMjoM
CMEIIOM KCEHOOMOTHKA W a/jyBaHCa W TaKO JONPHUHOCH aTE€HYyalllju MPUMapHOT OWJIHMjapHOT
XOOAHTUTHCA U33a3BaHOT KCEHOOHMOTHKOM.

Moryhe o6jammeme mpouH(bIaMaIHjCKe YIOre rajlekThHa-3 y ayTOMMYHCKOM XOJAHTUTHUCY
UHIyKoBaHOM HMH(pekuujom mumena Oaktepujom N. aromaticivorans je BepoBaTHO MOCIEIUIIA
IOMUHaHTHE ynore wuHGmamazoma y aktuBauuju DC wu  wmakpodara Oakrepujom N.
aromaticivoran, mro pe3yaTyje akTUBaIMjoM U TudepeHIIjannjoM U apyrux henuja koje urpajy
KJbYYHY YIIOTY Yy MaTOreHe3u mpuMapHor OunmjapHor xonanrutuca, noce6Ho NK, NKT u T
henmja koje mpoxykyjy IL-17. 13 HaBeneHor je jacHO Ja MHXUOWIMja CUTHAIM3ALHUje Y KOjoj
ydecTByje TalleKTHMH-3 MOXe Ja OyJe NOTCHIMjajlHa Tepanvjcka CTpaTerdja 3a JICUeHe

MIPUMapPHOT OMJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA.
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6. SAK/bYUIIH

lanexTnH-3 urpa nmpouH(IAMalKjCKy YJIOTY y pa3Bojy MPUMAapHOT OWJIMjapHOT XOJAHTHTHCA
usaspanor wuHpuupamem C57BL/6 kuBotmma Novosphingobium aromaticivorans-om.
dapmakoIIonIka WHXUOWIMja TaJeKTHHA-3 Y TOKY WHIYyKIMje OOJecTH mMa HCTH edekaT Ha
ucnosrbaBatbe PBC kao u aenenuja Lgals3 rena, a Tepanujcka npuMeHa WHXUOMTOpPA 3HAYAjJHO
cMmamyje pudpo3y jerpe, omreheme OunrjapHux KaHaiuha u Onoxemujcke napaMmeTpe O0JIeCTH.

lanekTnn-3 octBapyje wuHpmamumjcky yiaory y wmoxeny PBC wuzazBanom Oaktepujom
Novosphingobium aromaticivorans 6apem Ha aBa HaunHa: 1. omoryhaBa ajeKBaTHY aKTHBAIH]y
DC naxon oBe Oakrepujcke nHpekuuje koje onna mory na akruBupajy NKT NK u T henuje
HeomxomHe 3a pa3Boj PBC; 2. moacruye akTwBanujy uH(pIaMa3omMa W TakKO II0jadaBa

uH(pIaMalujy y jeTpH.
3aKJbydly IPOUCTUYY U3 HABEJCHUX EKCIIEPIMEHTATHUX Hallaza:

1) Jedunujennuja Gal-3 u papmakosoiika HHXHOHUIIM]ja TaIEKTHHA-3 YAPYKEHE Cy ca 3HaYajHO
MamwuM omTehemeM OunrjapHUX KaHaauha u MamboM (GuOPO3oM jeTpe.

2) Jerpe Lgals3-/- mumieBa uHGUIHMPAHUX OAKTEPHjOM Caap)Ke 3HAYAjHO MarbU IMPOICHAT
aktuBupanux IL-17 nosutuBHux kao u NK u NKT henuja.

3) Jerpe Lgals3-/- kao u muieBa Koju ¢y y $ha3u HHAYKIHje OOJCCTH MPUMATH HHXHOUTOP
ranektuHa-3, GM-CT-01, canpxe 3Hauajuo Mamu 6poj CD4 u CD8 numdouuta koju
cunteruiy 3anabeHcke (IFN-y u IL-17) u nmpopudporcke iurokune (IL-4 u 1L-13).

4) TanektuH-3 je HEONXOJaH 3a aKTUBANHWjy HH({IaMa3zoMa y MakpodaruMa CTHMYJIHUCAHUX
oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Beha je akTHBHOCT kacmas3e W MpOAYyKIIHja
IL-1B y WT wmakpodaruma wuznaraHux Oaktepuju In Vvitro u Behu je mpoumenar WT
Makpocara usnaranux Oaxtepuju in vitro excipumupa NLRP3 u IL-1B. Undunrparu jerpe
napummpannx WT mumeBa cagpxe Behu nponenar henmja koje cuarerumry NLRP3 u IL-
1.

5) Tamextnn-3 je HeomxomaH 3a aaekBarHy aktuBaimjy DC Oakrepujom Novosphingobium

aromaticivorans. M3amarame wunxuOutopy ranektunHa-3, GM-CT-01, y Bpeme in vitro
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6)

7)

cTuMmylanuje 0akTepujoM cMamyje mporeHnar aktuBupanux CD40 u CD86 mo3uTuBHUX Kao
u DC koje excnpumupajy nutokune p40 (1L12/23), IL-1B u IL-4.

Nuxuburop ranextuna-3, GM-CT-01, npumemeH Tepanujcku 3Ha4ajHO cMamyje omreheme
OownvjapHux kaHanmuha u GuOpo3y jeTpe W cMamyje KOHIEHTpalujy ankaiae docdaraze y
Ccepymy.

Nuxubutop ranekrura-3, GM-CT-01, 3HadajHO cMamyje eKCIpecHjy TaJeKTUHaA-3 y jeTpHu
MHQHUIUpAHUX MHUIIEBA M ocliobahame rajekTiHa-3 U3 CIUICHOLUTA CTHMYJIHCAHHUX IN VItro

LPS-om.
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8. BUOTPAOGUIA

Hp Anexcangap Apcenmjeuh je pohen 30.11.1986. rogunae y Kparyjesity. OCHOBHY MIKOTY U
IIpBy kparyjeBauky rumHasujy 3aBpumo y KparyjeBuy. MHrerpucane akajeMmcke CTyauje
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IPUJIOT
K/bYYHA JOKYMEHTAIIUJCKA HHOOPMATHKA

YHUBEP3UTET Y KPAI'YJEBILY
OAKYJITET MEJUIIMHCKHUX HAYKA Y KPAT'YJEBIY

Pennu Opoj:
Pb

Nnentuduxanuonu 0poj:
UBP

Tun nokymenranmje: Momnorpadcka nybnukanuja

TA

Tun 3anuca: TexkcTyanHu mTaMIaHu MaTepujat
T3

Bpcra pana: JloxTopcka aucepranmja
BP
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AyTop: Anekcannap ApcenujeBuh
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hins|

IIpeamerHa oapeaHUIA/ K/bY4HEe pedn PBC, ranextun-3, Novosphingobium

no aromaticivorans, uadiaamasom,
raJIEKTUH-3 UHXUOUTOP

YAK

Yyga ce: bubmuorenu ®akynrera

qy MEUIMHCKUX HayKa y KparyjeBity

Baxxna nanmomena:
MH

HN3Box:
na

3HauajHO cialuje u3pakeH MpUMapHU OWIIMjapHH XOJAHTUTUC U3a3BaH UH(DEKIjoM GaKTepHjoM
Novosphingobium aromaticivorans, ca Mmamum orrrehemem OnIHjapHUX KaHanuha v BpJIo ¢i1abo
uzpaxxeHoM (uOpo3om, JnerekToBaH je y rTpynama Lgals3—/— u wMumieBa TpeTHpaHUX
uHxuOuTopom ranektuHa-3, GM-CT-01. V jerpama wild type wmwumeBa wuHOHUIHEPAHUX
oakrepujom  Novosphingobium aromaticivorans gerektoBaHa je Beha 3acTyIJbEHOCT
nHpnaamanujckux Makpodara, NK, NKT u T henuja y unpunrparuma. Y unuiarparuma jerpe
Lgals3-/- u mumeBa tpetupanux UHXHOMTOpOM ranektuna-3, GM-CT-01, je HakoH nHdekIiuje
oaktepujom Novosphingobium aromaticivorans, y unduiarpatuMa jerpe 3a0enexkeHa Marba
ekcrpecrja uHdiaamazoma NLRP3 u mama npoaykiumja [L-1B y nopehemwy ca rpymom wild type
mumieBa. In vitro crumynanmja wild type nepuroHeamHumx Makpodara OakTepHjoM
Novosphingobium aromaticivorans 3a mocnenuiy uma Behy ekcrpecujy NLRP3, akrtuBHOCT
kacnasze-1 u npoaykuujy IL-1B y nmopehemy ca cTuMynucaHuMm nepUTOHEATHUM Makpodaruma
Lgals3—/— mumeBa. GM-CT-01 takohe penykyje aktuanujy DC u excripecujy nutokuna IL-4,
IL-1B u p40, 3ajenanuke cyojequnune [L-12 u IL-23 y DC in Vvitro ctumynucanum O0akTepujom
Novosphingobium aromaticivorans.

Hamm pesyntatm ykasyjy Ha 3Hauaj rajeTrkuHa-3 y crumynauudju uHpiamanuje y PBC
u3a3BaHoM uHpekuujom Oaxtepujom Novosphingobium aromaticivorans, a koju ce oriena y
aktuBauuju DC u wmu¢pnamazoma NLRP3 u nocnenuunoj mpoaykuuju IL-18, u ykasyjy na
TAICKTUH-3 MOXXe Ja Oyne MeTa JeloBamka MOTCHIMjaTHUX HOBUX JIeKOBa. [anekTuH-3 je
BEPOBATHO YKJbYUEH Yy MH(DIaMAaIIN]CKU OATOBOP HAa KOMEHCaIHe 0aKTepHje I[peBa IITO MOXKe Jia
Oy/ie MHITMjalTHA OKKJAd 3a Pa3BOj MPUMAPHOT OMIIM]apHOT XOJIAHTUTHUCA.
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Jatym npuxBarama Teme o crpane HHB: 12.12.20109.

hiti|

Jdatym ondpane:

hi (o)

YiaHoBH KOMHCH]e:

KO

4. TIpod. ap I'opnana PagocaBmseBuh, Banpenau mpodecop Paxkynrera MEIUITMHCKUX HayKa

VYuuBepsutera y KparyjeBuy 3a yxy HayuHy obiact MukpoOuoiiorHja WU HWMYHOJIOTH]a,
MIPEICEeTHUK

IIpo¢g. np HUBam JoanoBuh, Banpennu npodecop PDakynarera METUIMHCKUX HayKa
VYuusep3utera y KparyjeBuy 3a yxxe HaydyHe obOiacté MukpoOuosiorvja U MMYHOJIOTH]a;
Omnkounoruja, 4iaH

Ipodp. nap Hdanuno Bojsoguh, penoBuu mnpodecop MeaunuHcKkor dakynTeTa
Bojnomenununcke akagemuje YHuBep3utera oadpaHe y beorpany 3a yxKy HaydHy oOsact
WNmynonoruja, wian
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