YHUBEP3UTET V KPAT'YJEBIIY
OAKVIITET MEJUIIMHCKUX HAYKA
HACTABHO-HAYYHOM BEhY

1. Onayka Beha 3a mennuuncke Hayke YHuBep3urera y Kparyjesny

Onnykom Beha 3a meaununcke Hayke YHuBep3uTera y Kparyjesity, 6poj 1V-03-65/40
on 18.01.2017. ronvHe MMEHOBAaHU Cy WIAHOBH KOMHCHjE 3a OICHY Hay4HE 3aCHOBAHOCTH
TeMe OKTOPCKE AucepTanuje kanauaara ap Mapune Munetnh KoBayesuha mojx Haz3uBoMm:

,YJIOI'A TAJIEKTHHA 3 Y IATOI'EHE3HU EKCIIEPUMEHTAJIHOT
AYTOUMYHCKOI' MUOKAPJAUTUCA*

Ujt1aHOBU KOMHCH]E CY:

1. Mpo¢. np Muoapar Jlykuh, penoBuu mnpodecop - emepuryc Dakynrera
MEIMIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y Kparyjepiy 3a yxy Hay4uHy ob6mact Mukpoouosoruja u
HMMYHOJIOTH]a, IPEICETHUK;

2. ITpog. 1p Hedojma ApcennjeBuh, penosuu npodecop Pakynrera MeTUITTHCKIX
Hayka YHuBepsutera y KparyjeBimy 3a yxe HayyHe obOnacté Mukpobuonoruja u
umyHosnoruja u OHKOJIOTHja, YiIaH,

3. IIpo¢. ap Hana IlejuoBuh, Banpeanu npocdecop Dakynrera MEIUIMHCKUX HAayKa
VYuusepsutera y Kparyjesiy 3a yxxy Hayuny obmnact [laromnomka ¢usnonoruja, 4iaH,

4. Tlpod. np Hanmno Bojsoauh, penosuu mnpocdecop MenunuHckor dakynrera
BojHomenuuHCcke akagemuje YHHBep3uTeTa onOpaHe y beorpany 3a yxy HayuHy obiactu
Nmynonoruja, uiaH;

5. Ilpod. np I'opan Jdasuposuh, Banpennu npodecop dakynrera MeAUIMHCKUX
Hayka YHuBep3uTeta y KparyjeBiy 3a yxxy Hayuny o0nactu MHTepHa MenuuHa, 4iaH.

Ha ocHoBy yBuaa y mpuioxeHy noKymeHTanujy, Komucuja momnocu HactaBHO-
HayyHoM Behy Dakynrera MeIUIIMHCKUX Hayka Y HuBep3utera y Kparyjesiy cneaehu

2. U3BewiTaj 0 olleHN Hay4YHe 3aCHOBAHOCTH TeMe JOKTOPCKe JucepTanmje
2.1. Kparka Ouorpaguja kanauaara

Mapuna Munetnh KosadeBuh je pohena 09.11.1984. ronune y KpasseBy. OcHOBHY
HIKOJY M cpelmy MenuuuHcKy mKkoidy je 3aBpumia y KpasseBy. MenuuumHcku Qakynrer,
VYuusep3utera y Kparyjesuy je ynucana mxoncke 2003/2004 roauHe (OCHOBHE CTyauje
MEIULMHE, TOKTOpP MEIUIMHE), a Ha UCTOM je auruiomupana y HoBemOpy 2009. ronune ca
nmpocedHoM orieHoM 9,71 kao HajObospu auruioManl Ha HTerprcaHuM akaaeMCKUM CTyIujaMa
MEIUIIHE.

TokoM OCHOBHHUX CTyIWja BUIIE IyTa je Ouna HarpahuBaH Kao jenaH of HajOOJBHX
CTy/ieHaTa Ha TOJMHM CTyAMja M Kao jeJaH oJ Haj0oJpuX arcoiBeHaTa reHepauuje. Kao
CTY/ICHT JIEMOHCTpATOp TOMaraia je y Hu3Bohemy HacTaBe Ha NpeaMeTy XHCTOJOTHja U
emOpuosioruja Tokom mikoiicke 2005/2006 roaune.



AxkaneMcke IOkTopcke cryauje Dakynrera METUIIMHCKUX HayKa YHUBEpP3UTETa Yy
Kparyjesiy, nzbopao noapydje Heyponayke, ynucana je 2010. ronuHe U MOJOXKHIA YCMEHH
JTOKTOpCKHU ucHT y janyapy 2013. ronune ca oreHom 10 (mecer).

ITouer ox 26. nenemOpa 2010. 3amocneHa je kao capaaHUK y HacTaBu Ha Kareapu 3a
Xuctonorujy u emOpuonorujy, Paxyiarera MEIUIMHCKMX Hayka YHUBEp3UTETa Y
Kparyjesiy. On maja 2013. rogune je y 3Balby aCUCTEHTA.

buna je yaecHuk Hekonuko nomahux u Mel)yHapoJHUX KOHTpeca.

2.2. HacsioB, mpeMeT U XHUIIOTE3a JOKTOPCKeE AUcepTanuje

HacaoB: ,,Viora lanektnHa 3 y maroreHe3n €KCHEPUMEHTAIHOI ayTOMMYHCKOT
MHOKapauTuca

Ipeamer: YrphuBame yiore [amextuna 3 (Gal-3) y undmamatopHoj dasu y
MHUIIjeM MO/IENTY eKCTIEPUMEHTAIHOT ayTOMMYHCKOT MHOKapAUTHCa U MPo(uOporeHe yiore y
KacHUjUM (ha3ama XpoHUYHE UH(pIaMalHje Y CPILy.

Xwunorese: ['anekTnH 3 ¥Ma NPOTEKTHBHY YIIOTY Y paHHM HH(IaMaTopHUM (azama
CKCIIEPUMEHTAIIHOT ayTOMMYHCKOT MHOKapautuca, ma oxacyctBo Gal-3 wmnu C57BL/6
MHUILIEBE OCET/bMBHUJUM Ha MHAYKUM]Y Oonectu. Ilo3nara je mpodubporena ymora Gal-3 y
KacHjuUM (azama eKCIIepUMEHTAITHOT ayTOMMYHCKOT MUOKapAUTHCA KOj€ KapaKTepHILe Pa3Bo)j
¢dbubpo3se cpua.

2.3. UcnymeHOCT yCJIOBa 32 IPUjaBy TeMe JOKTOPCKe JucepTanmje

Kanmunar je o6jaBuo paj y LEIMHM Ha jeAHOM O] BoJehuX CBETCKUX je3uKa y
HAayYHOM YacONHUCy KaTteropuje M52 y KoMe je MpBH ayTop, YUME j€ HCITYHHO YCJIOB 3a
MPHjaBy TEME TOKTOPCKE JUCepTaluje.

1. Jeftic 1", Miletic Kovacevic M*, Jovicic N, Pantic J, Arsenijevic N, Lukic ML,
Pejnovic N. Galectin-3 deletion enhances visceral adipose tissue inflammation and
dysregulates glucose metabolism in mice on a high-fat diet. Serb J Exp Clin Res 2016; 17
(3):231-239 (* npBu ayropu — contributed equally) M52- 1,5 6onoBa

2.4. IlperJen crama y OAPYYjy HCTPAKUBAHA

MuoxkapauTuc je Hajuenthy y3pouHUK U3HEHAJHE CpyaHe CMPTH KOJ ajjojieclieHaTa u
MIIaJUX JbyId U JAeduHHUIIE ce Kao 3ana/bele CpyaHor Mummha ca NpUCYCTBOM
MOHOHYKJIEApHOT MHQWITpaTa y HHTEPCTULHJyMYy cplia U omrehemeM KapIuOMHOLHUTA.
KnuHuuka npe3eHTanMja MHOKapAMTHCAa MOXKE 3HAyajHO Ja Bapupa U jAa ce MaHHudecTyje
apUTMHjaMa, CHHKOIIOM WJIM U3HEHAaJHOM cMphy, Kao U 1a Copo Mporpeanpa y AUIaTaluoHy
KapnoMHoONaTuju. Y pa3BHjeHUM 3eMJbaMa, Hajuelhy y3pOuHUK MHOKapIUTHCA Cy BUPYCHE
uH(peKknrje U TO MHOKapAUTHC H3a3BaH B3 kokcaku Bupycom. Behuna OGonecHuka ce
CIIOHTAHO ONOpaBJba OJl aKyTHOT BHPYCHOI MHMOKapiaTuca, a npuOmmkHo 10% obonenux
pa3BHja XpPOHMYHU MHOKApIUTHC Ca IUJIATAIIMOHOM KapauoMuomnaTtujoM. Koa MHOTHX
namujeHara ca XpOHHYHUM MHOKapIUTHCOM JIETeKTY]y c€ ayTOaHTHTENa y cepyMmy, LITO
cyrepuile Ha ayTOUMYHCKE MEXaHU3Me y IaToreHe3u 0ojecTu. AyToaHTHTENA Cy YIpaBJbeHa
npeMa MHTpalelyJapHUM aHTUT€HHUMa, Npe CBera TELIKOM JIaHIly MHO3HMHA, TPONIOHHUHY | n
MUTOXOHJIpHJAJIHUM aHTUreHuma. Pasznuuute ¢asze u Gopme mMuoOKapIuTHCa Cy IOBE3aHE ca
panom wiu noBehanom mpoxaykiujom I1L-12, IFN-x (Thl mwmrokun), IL-4, IL-13 (Th2



nuToKuHU) U IL-23 Koju je HeomxomaH 3a NpeXHBJbaBamke W akTuBHOCT Thl7 mumdonuTa.
Ianextun-3 (Gal-3) je unan dhamunuje B-ramakTo3ua-Be3yjyhnux JEKTHHA U CKCIPUMHPAH je
Ha MHOTUM henmjama MMYHCKOT CHCTeMa M MMa BaXKHY YJIOTY Yy peryianuju wHdiamayje.
Wuatpanenynapuu Gal-3 uma yiory y hemujckom pacry, amontosu u BesuBamby MRNA, 10k
exctpanenyinapau Gal-3 ydyectByje y MH(pIaMaTOPHUM HpOIECHMa BE3aHHUM 32 XEMOTAKCY,
aKTHBAIM]y W aaXxe3Hjy jeykonuTa. ¥ cpuyaHoMm TkuBy Gal-3 mo3utuBHE henuje ce yriiaBHOM
Hajla3e y MHTEPCTUIMjyMy JOK KapAMOMUOLMTH He ekcrnpumupajy Gal-3. Mehyrum, ca
HarpeI0BakbeM MUOKapAUTHCA ce TToBehaBa eKcrpecja OBOT MOJICKYIIa y CPUYaHOM TKHBY.

2.5.3Ha4aj ¥ IM/b UCTPAKUBAKA
3uauaj ucmpaosicusaroa

3Hayaj UCTpaKMBama CE Orjeja y TOMEe IITO OM PEe3yaTaTd OBOT UCTPaKUBama
yKasaJu Ha noteHuujanny ynory Gal-3 y paHoj uHduaamatopHo] (a3u ekcnepuMeHTaIHOT
ayTOMMYHCKOT MHOKapauTuca. Pe3ynratn OM MOTIHM Ja yKaXy Ha €BEHTYaJHY TEpaIrujCcKy
NPUMEHY TaJIeKTHHA U BbUXOBUX OJ0KaTOpa.

Hu/b ucmpastcusaroa

Hcnmratn ymory Gal-3 y maroreHe3n ayTOMMYHCKOT MHOKapIUTHCA HAKOH
arumkanmje MyHCozss-35 menrrua y mutijem mojaeny EAM
VY ckiany ca OCHOBHUM LIMJBEM TIOCTABJBCHHU CYy cieqehy ekcriepiMeHTaIHN 3a/1allH:

1. [Jedunucaty W TOKa3aTH pa3like y creneHy xuneprpoduje cpua mmehy WT
C57BL/6 u Gal-3 nebunujentnux C57BL/6 mumieBa, ogpehuBamem ogHoca usmelhy
TeXHUHE epyHIOBAHOT CPIa U YKYITHE TEJIECHE TeXKHHE

2. JlepuHncatn M KBaHTHU(HKOBATU CTEINEH JETCHEpalfje U HEKpo3e KapJHOMHOIINTA
kox WT C57BL/6 u Gal-3 nepunmjentanx C57BL/6 mumesa

3. Hedunucatu u kBaHTUUKOBATH HUHGIAMAaTOPHE IPOMEHE CplUa y MHOKapIy
xucronmomkum Oojerbuma kox WT C57BL/6 u Gal-3 nedunujentaux CS57BL/6
MHUIIIEBA

4. Jlepunucatu u xBaHTU(uUKOBaTH (PUOPO3Y Cplia XUCTOJIOWKUM Oojemuma kox WT
C57BL/6 u Gal-3 nepuumjentanx C57BL/6 mumena

5. Hcnuratu genoruncke u (GyHKIMOHAIHE KapaKTepUCTHKE hennja Koje mocpenyjy y
uHpaamanuju u Gpudposu y cpuy kox WT C57BL/6 u Gal-3 nedunmjentaux C57BL/6
MUIIIEBa

6. Hcnuratu denorurncke n QpyHKIMOHAIHE KapaKTepUCTHKE henuja koje mocpenyjy y
uH(pIaMalKju y CIE3UHU U MHTBUHATHUM JuMHUM uBopoBuMa kog WT C57BL/6 u
Gal-3 nepunmjentanx C57BL/6 muieBa

7. Hcnuratu ekcnpecHjy TeHa Koju mocpeayjy y mporecy ¢udpose cpia collagen 1,
collagen 3, procollagenlA(l), a-SMA wu ekcnpecujy reHa 3a mnpoduOpoTHuke
mutokuHe 1L-33, IL-13, IL-17 u TGF- kon WT C57BL/6 u Gal-3 nedurujeHTHHX
C57BL/6 murieBa

8. Hcmuratn OmoxeMujcke mapamerpe omrehema cpia ca BHCOKOM CEH3UTHBHOIINY U
cieuduunomnhy, onehuBamem koHueHTtpanmje TpormonmHa W (CTnl) m xpearun
kuHaze—MB (CK-MB) xox WT C57BL/6 u Gal-3 nedpunumjentanx C57BL/6 mumesa

9. Ucnuraru epexre Gal-3 Ha cepymcku HuBO rutokuHa IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-4, IL-
10, IL-13, 1L-23, IL-17, IL-18 u IL-23 y cuctemckoj mupkymnaiuju koq WT CS7BL/6
u Gal-3 nedunujertaux C57BL/6 mumieBa



2.6. Be3a ncrpakuBama ca 10cajallllbuM HCTPAKUBAKBLUMA

Jlocanamma UCTpaXMBama CHPOBEICHA HAa aHMMAJIHUM MOJIEIMMA MHOKAapIUTHCA
WHIYKOBaHUX B3 KOKcaku BUPYCOM WJIM MMYHH3AIMjOM CpYaHMM MHO3WHOM Cy TIOKa3aia Ja
je MuoKapAuTHUC OO0JIECT TOCpeOoBaHA AyTOMMYHCKHM MeXaHM3MUMa. MHO3MH cpra je
JOMUHAHTAaH ayTOAQHTUICH y BUPYCOM HHIYKOBAaHOM MHOKAPAWUTHCY IITO je MOTBphEeHO
TIACHBHOM aJIMAHKMCTPALIMjOM AHTMMHO3HHCKUX aHTUTENA M afoNTHBHUM Tpanchepom CD4™T
nuMdonuTa cnenupUUHUM 3a MHO3MH W pa3BHja ce Kpo3 Tpu (asze Koje KapaKTEPHIILy
pa3NMYUTH TaTOreHeTCKH MexaHu3Mu. lIpBa pana ¢dasza wHbmamanuje je HHIYKOBaHA
aHTUTeHUMa Hajuyemhe BUpPyCHOr mopekia, apyra (asa wmHbmamanmje je mocpeaoBaHa
ayTOMMYHCKMM MeXaHH3MHMa U Tpeha XpoHWdYHa (a3a Kojy KapakTepuilne pa3Boj ¢pudpose
cpua. Pesynratm wucTpakmBama IOKa3yjy JZa je EKCIHCpUMEHTAJIHH ayTOUMYHCKHU
MHOKapAUTHC mpeBacxogHo mocpenosad CD4'T mumepomutuma u to Thl, Th2 u Thl7
nuMdonuTMa y 3aBUCHOCTH of (pase Oosectu. Yiora Gal-3 je ucnuTuBaHa y pa3iMuUTUM
ayTOMMYHCKHMM U HH(]IaMaTopHUM O0JIeCTHMA U MTOKA3aHO je J1a JeJIelrja TeHa 3a TaJIeKTUH 3
aTeHyHpa WY ToropiiaBa 00JecT y 3aBUCHOCTH O]l IPUPOAE MaTO(U3MOIOMIKOT Mporeca 1
BpcTe TKHBa/oprana. [lyOnmukoBaHe cTynuje IMOKa3yjy Ja y €KCIEPUMEHTATHOM MOJAETY
BUPYCHOI' MMOKapJIuTHCca IocToju Beha ekcrnpecuja u mnpoxykuuja Gal-3 ox crpane
Makpodara cpma, kao u aa Gal-3 uma 3HAuajHy yiory y mnpoiudepanuju CpYaHux
¢bubpobnacTa U HacTaHKy cpuaHe (uOpose, MTO MMa 3a Mocienuily moBehaH pU3HMK O]
pa3Boja cpuyane mHCypuujenuuje. Takohe, pe3ynraT KIMHUYKHAX CTyIWja MOKa3yjy 1a je
cepymcku HUBO Gal-3 BakaH MpeIUKTOp UCXO0/Ia U Y aKYTHOj M XPOHUYHO] CPYaHO] CI1aboCTH.
Yupkoc mokazuMa Koju mokasyjy na je Gal-3 ykibydeH y mato(u3noI0rHjy cpuaHe ciraboCTH,
OCTaje HeMo3HaTa yJiora OBOTr MOJIEKYJIa Y TTATOreHE3U ayTOMMYHCKOT MHOKapIUTHUCA.

2.7. MeTone ucTpaxxuBama

Bpcra cryamje
V nuTamy je eKCriepuMEHTalIHa CTyIdja Ha )KHBOTHEbama in Vivo.

ExcnepumeHnTaiHe ;KUBOTHIbE

VY ekcriepuMeHTanHoj ctyauju he 6utu kopuirheHu rajJekTuH 3 MO3UTUBHU MUIIEBH COja
C57BL/6 (WT) u mumieBu ca iusbaHoM jeiendjom reHa 3a Gal-3 ma C57BL/6 momnosu
(Gal3™), mymkor moma, crapoctn 6-8 Hemesba. CBe XMBOTHEG he OUTH OfrajaHe mos
CTaHJIPJIHUM YyCJIOBHMa y BUBapujymumMa LleHTpa 3a MONEKyJICKy MEAUIIMHY U UCTPaKUBakba
MatnuHuX henuja, dakynreTa METUIIMHCKUX Hayka YHuBep3urera y Kparyjesiy y3 mpucrym
Boau u xpanu ad libitum.

Nuayknuja EAM

[Tnanupanu moxen unaykuuje EAM noapaszymena npumeny crnenujaninor MyHCosszs-
352 lenTuaa. MumieBu he ce MyHH30BaTH cycreH3ujoM koja ce cactoju o1 MyHCaszs 35
nentuaa M KoMmiuieTHor ®dpojunmoBor angjyBanca y onHocy 1:1. Cpakom wmwumy he ce
cyokytaHo y 0ok, armukoBatu 100 pg MyHCosss-35, mentuga y 100 pl PBS-a u 100 pul CFA
ca 500 pg Mycobacterium tuberculosis 0. u 7. nana. MurmieBu he ucTor gaHa u 3a JBa JaHa
NPUMUTH UHTpanepuToHeanHo 200ng TokcuHa neprycuca pacrsopeHor y 100ul nectunoBane
Bojie. [IpenBuheno tpajame naaykumje je 21 maH.



OapehuBame xuneprpoduje cpua

Crenen xumneptpoduje cpua he ce oapehuBatu 21. maHa HaKOH MHAYKIHjE OJIeCTH
onpehuBameM opHoca wu3Mel)y YKyIHE TelecHe TEXKHWHE MHIIAa W TEKUHE MPETXOIHO
nepdyHI0BaHOT Cpla.

OnpehuBame HUBOA OMOXEMHjCKHX NMapaMeTapa U HUTOKUHA y CepyMy
Konnenrpanuja cTnl u CK-MB kao u IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-4, IL-10, I1L-13, IL-23,
IL-17, IL-18 u IL-23 nutokuHa y CHCTEMCKO] IUPKYJaldju 6uhe MepeHu y cepyMy MHIIIEBa
umyHoeHsuMmckum ecejuma (ELISA) mpema yHampen yrBpheHOM mpoTOKONy mpou3Bohaua
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Xucrosomka 0ojema

TKUBHM HcevlH cpla HAKOH (ukcanuje GopMaIIEXUaI0M U KATYIJbEHEeM Y apaduHy
ouhe Oojern haematoxylin-om u eosin-om u Siriys Red 6ojemem. Ha maroxucromomkum
npermapatuma he ce onpehuBaTH JOKamM3aldja 3amabeHCKOr HH(UITPATa, HHTE3UTET
3anmajbeHCKe HHOUITpAIHje, IereHepalija i HeKpo3a KapIMOMHUOIIMTa Kao U cTeneH Gudpose
cpuaHor Muinuha Ha OCHOBY IMATOXMUCTOJIOIIKOT CKOPA.

IIpouena cremeHa W NpPUHPOJEe MOHOHYKJ€AaPHOI HHQWITPaTa y CcpUHy MeETOI0M
HMYHOXHUCTOXEMHUje

Huctpubynuja wuHbnamaropuux henmwja y nmbHUM TKuBUMa Ouhe mpahene
MHUKPOCKOIIHpAkEM Hcedyaka oAroBapajyhux Tkua o6ojeHux haematoxylin-om u eosin-om,
ynorpebom cBeTiiocHor Mukpockomna (BX51, Olympys, Japan) ca npunamajyhoM qururaiaoM
KaMepoM. 3a Jajbe HCIUTUBame (DEHOTUIICKM X KapaKTepUCTHKa MHOUITpucaHux henuja
Kopuctuhe ce UMyHOXMCTOXEMHjCKO Oojeme. TKkuBHU nceunu cpua he Outn MHKyOUpaHU ca
ouotuHucanuM aHtu-muijum F4/80, CD45, CD3, CD68 anTtuTenoMm a Buszyenusanuja he ce
obasutH y3 nmomoh Mouse Specific HRP/DAB Detection IHC Kit-a (Abcam).

M3oaanuja heauja 3a anaausy merogom nporoune nuromerpuje (Flow cytometry)
W3onanuja MOHOHYKJIEapa U3 cpla

Hakon xprBoBama oTBOpuhe ce MHINEBHMMa TPYJHH KOII W TepdyHIOBATH CpIIE.
CpuaHe wWyIubMHE ce HCHHpajy ca pactBopoM koju campxu 200 ml PBS-a (Phosphate-
buffered saline, Gibco™, USA) u 400 pl xemapuna xonnentparmje 2000U ca KOHCTAHTHUM
npotokoM ox 10 ml/mun. 3 munyta. IlepdyHnoBano u H3070BaHO cpie ce mpedaiyje y
[leTpu moske rae he ce yCUTHUTH Makasulama. Y CUTHEHO CpUaHO TKMBO Ouhe qurectupaHo
ca 0,895 mg/ml komarenaze tun 2 (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) u 1mg/ml DNA-3e
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) y pacteopy HBSS-a (Hank's balanced salt solution, Sigma-
Aldrich, Germany ), 55 munyra Ha 37°C. [lurectupaHo TKHBO he MeXaHMYKH OHTH
npomymTeHo kpo3 70 um-cko henujcko cuto (BD Biosciences San Jose, CA, USA). [loOujeru
caapxkaj nentpudyruparu Ha 400r ca UCKIBYYEHOM OMIIMjOM Haryior kouema (,,with the off
break setting’’) 10 mMuHyTa Ha coOHO] TemmepaTypu. Hakon nentpudyrupama caapxaj
MOJIJIUTH Y JIBE enpyBeTe 1o 15ml u MexaHW4YKu NpomycTUTH Kpo3 hennjcko CUTO BETUYUHE
40 um (BD Biosciences San Jose, CA, USA) ca 10ml xommnernHor DMEM wmenujyma
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) u uenrpudyrupatu Ha
400r ca MCKJbYYEHOM OINIMjOM Harjor kouemwa (,,with the off break setting’’) 7 munyra Ha
cobHoj Temneparypu. Omnutu cynepHaranT u gogatu 1 ml FACS Buffer (PBS, 0.5-1% BSA,
0.1% NaN3 sodium azide). Ha taj maunn he ce mobutm henmjcka cycrensuja, koja he ce
KOPUCTHUTH 32 POTOYHY LIUTOMETPH]Y.



N3onanmja MOHOHYKJIEapa U3 CIC3UHE

HakoHn wm3omjamuje omnpaHo TKHBO clie3nHe Ouhe ycuTmeHO Makasumama. JloOujeHu
cazpikaj mponycTutu kpo3 henujcko curo Benmmuuae 200 um (BD Biosciences San Jose, CA,
USA). Cycnensujy uentpudyrupatd Ha 200r 10 MuHyTa, OJJIMTH CYIEPHATAHT U Taaor
pecycrnienaoBaru y ym3uHr pactsopy (0,15 M NH4CL, 10 mM KHCOg3, 0.1 mM EDTA), u
MHKYOHpaTH 5 MUHYTa Ha cOOHOj TeMIlepaTypH y3 MOBpeMeHO Mellame. JloJuTi MeaujyMm u
ueHrpudyruparu Ha 200r 10 munyra (low speed), omnutu cyrnepHaTtaHT, IOHOBO OIPATH y
MEJIMjyMY B PECYCIIEHI0BATH Y OroBapajyhoj 3anmpeMuHu MeIujyma.

W3onanuja MOHOHYKIIEapa U3 TUM(PHUX YBOPOBA

Hakon excrupnanuje nuMdHu uyBOpoBH Ouhe mpomymTeHd Kpo3 henmmjcko CHTO
BennuuHe 40 um (BD Biosciences San Jose, CA, USA). Hakon ucnupma TuM(GHA YBOPOBU
he ce pactyputn xBaTasbkama U Jo0HjeHa cycneH3uja 6uhe nmpomnymTena kpo3 henujcko cuto
BenmuuHe 20 um (BD Biosciences San Jose, CA, USA). Jlo6ujenu caapikaj eHTpudyrupatu
Ha 500r Ha 4°C 5 MuHyTa ¥ OANUTH cynepHaTaHT. Jlobujenu tajor Ouhe pecycrieHmI0BaH y
Iml jmu3unar pacteopa (0,15 M NH4CL, 10 mM KHCOg3, 0.1 mM EDTA), u ocraButu 5
MuHyTa Ha jaeny. Jomatm 9 ml xomruieTHor Meaujyma M MeEIIaTH HHUIETOM aa Ou ce
OnoKMpana JM3UHT CONIyIMja U OCTaBUTU 2 MHHYyTa Ja Ou ce henujcku nedpu MCTaOXKHUO.
henuje npebauT y HOBY enpyBeTy 1 neHTpudyruparu Ha S00r Ha 4°C 5 MUHYyTa U OJTUTH
cynepHarant. KoHauHo, TOOHMjeHU TaJOT pecycleHa0BaTd y 2 ml KOMIUIETHOT MeAWjyMa U
n30pojaTy U OApeANTH BHjaOmIIHOCT henmja.

Ananu3a GpeHOoTHIIa N30JIOBAaHNX MOHOHYKJIeapHUX hennja

N3onoBane henuje u3 cpua, cie3uHe U MHTBUHATHHUX JUM(HUX 4YBOpoBa he OutH
obenexxeHe (IIyopoXpoM-KOKYrOBaHUM MOHOKJIOHCKHM aHTH-mumijuM CD45, CD3, CD4,
CDS8, CD86, CDl11c, CD11b, Ly6c, Ly6g, F4/80, CD206, CD273, NK1.1 u Gr-1 antutenuma
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) wim oxaroapajyhuM H30THIICKUM KOHTpOJIaMa M
uHkyOupane 30 munyta Ha +4°C. Y nuipy MHTpauenyiapHor 6ojewma uzonoBaHe henuje he
outn uukyoupane Sh Ha 37°C y mpucyctBy 50ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate-a
(PMA, Sigma-Aldrich St.Loyis, USA), 1ug/ml ionomycin-a (Sigma-Aldrich St.Loyis, USA)
u 0,8ul Golgi Stop-a (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Hakon 3aBpiiene unkyoauuje,
henuje he Outn ¢uxcupane n nepmeadbunmuzosane ynorpedbom BD Cytofix/Cytoperm kit-a
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) u oOenexene oaropapajyhum aHTH-MUIIUM
MOHOKJIOHCKUM aHTtuTenuma 3a IL-1 B, 1L-10, IL-12, IL-17, IL-6, IL-13, IL-23, FoxP3, IFN-¥,
TNF-o (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Bapujao6Jie koje ce Mepe y cryauju

He3aBucue Bapujadue: [IpumapHa He3aBucHa y3pouHa Bapujadia je npucyctBo Gal-
3, xoje je kox knock-out mumesa va C57BL/6 momio3u, 100MjeHO [IMJbAHOM JCTICIHjOM I'eHa
3a Gal-3.

3aBucHe Bapujadae:

- cTemneH xuneptpoduje cpia,

- maroxucrosiomku ckop EAM,

- CepyMCKH HHBOM IIMTOKHHA,

- cepymcku HuBou CK-MB,

- cepyMcku HUBOM cTn-l,

- HHTE3UTET MOHOHYKJIEapHe HHPHUITpaIje y CpuaHOM MUIIuhy,

- npoMeHe y peHOTuny UMyHCKuX henrja y TMMGHOM YBOPY U CIE3UHU

- cremneH ¢pubdpo3e cpia



CHara cryauje ¥ BeJIMYUHA y30pKa

BenuunHa y30pKa H3pauyHaTa je Ha OocHOBY Opoja F4/80" hemmja y TkmBy cpua
100MjeHIX y mpelIMMHUHApHUM pesynTatuma. Cpema BpeanocT 6poja F4/80" hemuja y Gal3-
/- mumesa 6mna je 11,1£5,6, a u WT wmumesa 5,6+4,6. CTyaujcKd y30paK je w3padyHar
y3umajyhu na je BepoBatHoha rpemike I tuna (o) 0.05, a cuara cryauje () 0.8 3a He3aBUCHH
T rtect, mopenehu rpyme mehy cobom y oba cmepa, mpemMa CTaTUCTHUYKOM IPOTpaMy
G*Power3. Ha ocHOBY MpeTrocTaBke Koja 3axTeBa HajBehM y30pak, OJHOCHO OYECKHBAaHE
HajMamke Pa3lIiKe y UCIUTUBAHUM MapaMeTpuMa u3Mel)y ekcriepuMeHTaTHIX M KOHTPOJHUX
rpyma, yrBpheH je Opoj eKCIepMMEHTAIHUX JKMBOTHIA IIpeMa Tpylama U OH M3HOCH 24 3a
cBaky on rpymna. OBo je J0BOJbHA BETMYMHA Y30PKa J1a Ce 0J10aIH HYITa XUIIOTe3a.

CrarucTHUKa aHAJIN3A

3a 0Opany mogaraka kopuctuhe ce cratuctuuku naket SPSS 22.0. [Ipe cratuctuuke
oOpane monaraka, wicniutahe ce MPaBWIIHOCT PacIojieNie JOOUjEHUX BPEAHOCTH. Y KOJIHUKO
BpEIHOCTH OyIly MMaJie MpaBUIIHY paciojeny kopuctuhe ce napamerapcku Student-oB t Tecr,
1ok he ce HempaBHIHA pacrojienia mopeanuTH kopuihemem Henapamerapckor Mann-Whitney
tecta. CBe noOujeHe BpenHOCTH Ouhe MPEe3eHTOBAaHE Kao Cpelha BPEIHOCT + CTaHIapIHa
rpemka (SE) wim xao memujane (5., 25., 75. u 95. mepuentun). CTaTUCTUYKU 3HAYajHA
pasnuka y 1o6ujeHuM BpeaqHoctuMa usmel)y rymna je ogpehena na p<0.05.

2.8. OueknBaHM Pe3yJITATH JOKTOPCKe qUcepTalUje

VYnpkoc unmeHnny Aa aenenuja rera 3a Gal-3 atenympa Thl 3aBuchHe ayroumyHcke
6onectu ouekyje ce na he y EAM ucxon 6utu pa3iauuut 300r yinore ypoheHOTr u CTeYeHOT
MMYyHHTETa THMNA 2 y maroreHe3u ope Oosectu. Ouekyje ce ma nenmenuja rera 3a Gal-3 y
eKCIIEPUMEHTAITHOM MUILjEM MOJIENTy ayTOMMYHCKOT MHOKapIUTHCa HHTEH3UBUpA OOJIeCT, 1a
nmojaya uH(amainjy u omreheme TKUBa cpiia. Takohe, ouekyje ce na aenenuja reqa 3a Gal-3
CMamU akTHUBHOCT (ubpoOnacra, mMuoduOpodraacta U MPOAYKIH]Y KojareHa, a TUME U
cienctBeHo pubdpo3y cpia.

2.9. OxBHpHH cajp:Kaj AucepTanuje

Kopucrehn xoMmieMeHTapHe eKcriepuMeHTanHe npuctyrne ko Gal-3 neduiujenTHux
MunieBa M oArosapajyhux KoHTpona, Ouhe wucnuraHa ynora rajJeKTMHa 3 'y paHoj
uHpIaMaTOpHO] (a3  EeKCIEPUMEHTATHOT ayTOMMYHCKOT MHOKapauTuca. MeronoM
nporoyHe nuromerpuje he ce anamusuparu ytuimaj Gal-3 Ha cactaB uHwmITpata cpia,
(GeHOTUI W UUTOKMHCKM Mpo(du MOHOHYyKJIeapHUX henuja Koje HHOWITpULLY CpIIE.
YrBpauhe ce yrunaj Gal-3 Ha ¢pubpo3y cpyanor mumumha.

3. IIpensior MmenTOpa
Komucuja 3a MeHTOpa oBe JOKTOpcke nucepranuje npemiaxe Jdou. ap Bubany

Jbyjuh, nouenra ®akynrera MEAMIMHCKMX Hayka YHuBep3uteta y KparyjeBumy 3a yxy
HayyHy oOnact ['enermka. IlpeiokeHM HACTaBHUK MCITyHaBa YCIOBE 3a MEHTOpA



JOKTOPCKUX JHCepTaldja, y CKIaAy ca CTaHmapaoM 9. 3a akpeauTanujy CTYIHjCKHX
nporpama JOKTOPCKHX aKaJIEeMCKHUX CTY/Hja Ha BUCOKOIIKOJCKIM yCTaHOBaMa.

3.1. KomneTeHTHOCT MEHTOpa
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3:2298. doi: 10.1038/srep02298.
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3. Milovanovic M, Volarevic V, Ljujic B, Radosavljevic G, Jovanovic I, Arsenijevic N,
Lukic ML. Deletion of IL-33R (ST2) Abrogates Resistance to EAE in BALB/C Miceby
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level of IL-23 correlates with expression of VEGF in human colorectal carcinoma.
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4. Hayuyna o0JiacT Aucepraumje
Menniuna.

S. Hay4yHa 00/1aCcT 4JIaHOBa KOMHCHje

1. Mpo¢p. ap Muoapar Jlykuh, penosuu mnpocdecop - emepuryc Dakynrera
MEIUIMHCKUX HayKa YHuep3utera y Kparyjesiy 3a yxxy HayuHy o6sactu MukpoOuosoruja
Y UIMYHOJIOTH]a, IPEICEAHUK

2. lIpo¢. Ap Hedojma ApcenujeBuh, penosau npodecop Pakynrera MeIUIMHCKUX
Hayka YHuBep3uteta y KparyjeBiy 3a yxke HayuHe oOjactu Mwukpobuosiorvuja u

umyHosoruja u OHKoJIOTHja, YiaH

3. ITpog. np Hana IlejuoBuh, Banpennu npodecop Paxynrera MEAUIMHCKUX HayKa
VYuusep3utera y Kparyjesiy 3a yxxy Hayuny o0nact [laronomika ¢pusnonoruja, 4iaH

4. Mpod. np Jdanmno Bojsoauh, penosuu npocdecop MenunuHckor dakynrera
BojHomenunumHcke akagemuje YHHUBep3uTeTa onopaHe y beorpany 3a yxy HayuHy obiactu
Nmynonoruja, wian

5. pod. ap I'opan JdaBuaoBuh, Banpennu mnpodecop dakynrera METUITHHCKUX
Hayka YHuBep3utera y Kparyjesiy 3a yxy HayuHy obnactu MlHTepHa MenuiinHa, 4iaH



3ak/py4yak U Npeajior KOMHCHje

Hp wmen. Mapuna Mwernh KoBadeBuh acucTeHT y HacTaBH Ha MpeaMETY
Xwucronoruja u emOpuosioryja, Paxynrera MEAMLMHCKUX HayKa, YHHUBEp3UTETa Y
KparyjeBuy Ha OCHOBY yBUZA y JOCAJalllib€ CTPyYHE, HAYYHE M TEJArolike aKTHBHOCTH
ucIymasa cBe yciose nponucane Craryrom dakynrera MEIULIMHCKUX HayKa U 3aKOHOM O
YHBEP3UTETY 32 0100peme TeMe U U3Pajy JOKTOPCKE TucepTalmje.

[IpenyioskeHa Tema je Hay4yHO ONpaBlaHa M OPUTMHAIHA, U3ajH HCTPAXKUBAHA j€
MPEIU3HO MMOCTABJHCH, & HAYYHA METOJI0JIOTH]a j€ jacHA U MPEIU3HA.

Komucuja cmarpa na he npeioxkeHa JOKTOpCKa JucepTalyja UMaTH 3HayajaH Hay4HU
U TPaKTUYHM JONPUHOC y Hamepu Ja ce yrBpau yiora [amexktnHa 3 y naTtoreHesu
€KCIEPUMEHTAIHOT ayTOMMYHCKOT MUOKapAUTHUCA.

Komucuja npemanaxe HacraBHo-nayyHom Behy ®akynTera MeEAWIMHCKUX Hayka
Vuusepsutera y Kparyjesiy a npuxBaTH IpujaBy TeMe JOKTOPCKE JucepTaluje KaHauaaTa
ap Mapune Muneruh KoaueBuh mon HasuBom ,,Yiaora lajekTuHa 3 y maToreHesu
eKCIEePUMEHTATHOI AYTOUMYHCKOT MHOKAPAUTHCA®, U 0100pU HeHY U3paly.

YJIAHOBU KOMHUCHUIJE

1. Ilpod. np Mmuoapar Jlykuh, penoBuu npodecop — emepuryc, Dakynrera
MEIWIIMHCKUX Hayka YHuBep3utera y Kparyjepiy 3a yxy HaydHy oOsiactd MukpoOuoiioruja
Y UMYHOJIOTH]a, TPECETHUK

2. lpod. Ap Hedojma ApcenujeBuh, penosau npodecop Pakynrera MeITUITTHCKIX
Hayka VYHuBep3utTera y KparyjeBny 3a yxke HayuyHe oOnactu MukpoOuosioruja u
umyHosoruja u OHKoJIOTHja, YiaH

3. ITpog. np Hana IlejuoBuh, Banpennu npodecop dakynrera MEAULMHCKUX HayKa
VYuusep3utera y Kparyjesiy 3a yxxy HayuHy o0nact [larosomka ¢usnonoruja, 4iaH

4. Mlpod. np Hdanmno Bojsoamh, penosuu npocdecop MenunuHckor ¢akynrera
BojHomenuuuHcke akagemuje YHHUBep3uTeTa on0paHe y beorpany 3a yxy HaydHy o0JacTH
Nmynonoruja, wian

S. IIpo¢. ap I'opan JaBuaosuh, Banpeanu npodecop Pakynrera MEAUIUHCKUX
Hayka YHuBep3urera y Kparyjesiy 3a yxy HayuHy oOsactu MlHTepHa MenuivHa, 4iaH

VY Kparyjesny, 27.01.2017. ronune



