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Uloga donora ugljen-monoksida CORM-A1 u modulaciji eksperimentalno 

indukovanog dijabetesa tipa 1 kod C57BL/6 miševa 

 

Sažetak 

 

Dijabetes tipa 1 (DT1) je autoimunsko inflamatorno oboljenje koje se razvija 

kao posledica uništavanja  ćelija pankreasa posredstvom autoagresivnih ćelija i 

njihovih pro-inflamatornih medijatora. Glavno obeležje DT1 je insulitis – infiltracija 

pankreasa populacijama imunskih ćelija. Makrofagi se smatraju prvim ćelijama koje 

infiltriraju pankreasna ostrvca i imaju važnu ulogu u aktivaciji autoreaktivnih T ćelija. 

Smatra se da klasiĉno aktivisani M1 makrofagi doprinose razvoju i progresiji bolesti, 

dok alternativno aktivisani M2 makrofagi uĉestvuju u njenom spreĉavanju. B limfociti 

imaju ulogu u produkciji autoantitela, dok su T (CD4
+
 i CD8

+
) ćelije jedne od glavnih 

efektorskih ćelija koje su ukljuĉene u ubijanje  ćelija. Citokini koje sekretuju razliĉite 

imunske ćelije, ukljuĉujući makrofage i T ćelije, mogu da regulišu u kom smeru će se 

razviti imunski odgovor: ka Th1 (engl. T helper) dijabetogenom odgovoru ili Th2 

protektivnom odgovoru. Aktivisani makrofagi, pomoćniĉki i citotoksiĉni T limfociti, 

kao i sekretovani pro-inflamatorni medijatori, sinergistiĉki uĉestvuju u razaranju  

ćelija i razliĉitim mehanizmima pokreću apoptozu ovih ćelija, što rezultuje nastankom 

autoimunskog DT1. Kako terapija DT1 uglavnom podrazumeva primenu egzogenog 

insulina, sve više se istražuju novi terapijski pristupi koji bi spreĉili ili usporili 

pokrenuti autoimunski odgovor. Ugljen monoksid (CO) je potencijalni kandidat za 

tretman autoimunskih bolesti, kao što je DT1, zbog svojih anti-inflamatornih i anti-

apoptotskih karakteristika. CO nastaje u organizmu delovanjem enzima hem oksigenaze 

(HO) koja razgraĊuje hem do CO, biliverdina i gvožĊa. Uprkos izuzetnoj toksiĉnosti u 

visokim koncentracijama, primenjen u niskim koncentracijama egzogeni CO ima 

terapijski potencijal kao anti-inflamatorni agens koji moduliše brojna imuno-

inflamatorna stanja. Sintetisana metalo-organska jedinjenja koja oslobaĊaju CO (CORM 

engl. Carbon Monoxide Releasnig Molecule) predstavljaju grupu jedinjenja sposobnih 

da otpuštaju CO na kontrolisani naĉin u ćelijskim sistemima. Jedno od brojnih CORM 



je i CORM-A1 koji se izdvaja od ostalih jedinjenja jer je rastvorljiv u vodi, ne sadrži 

prelazne metale u svojoj strukturi i vreme poluživota ovog jedinjenja u fiziološkim 

uslovima je 21,4 minut. 

U ovoj studiji je po prvi put ispitivan terapijski potencijal CORM-A1 u modelu 

DT1 izazvanog davanjem višestrukih malih doza streptozotocina (VMDS). UtvrĊivani 

su ćelijski i molekulski mehanizmi pokrenuti u odgovoru na tretman CORM-A1 u 

imunskim ćelijama, kao i efekti donora CO na nivou ciljnog tkiva,  ćelija pankreasnih 

ostrvaca u in vitro uslovima. 

U in vitro uslovima tretman CORM-A1 nije bio toksiĉan za ćelije limfnog ĉvora, 

niti je uticao na proliferaciju i aktivaciju ovih ćelija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 

antitelima. MeĊutim, u prisustvu CORM-A1 bila je smanjena sekrecija pro-

inflamatornih citokina IFN- i IL-17, kao i procenat ćelija koje produkuju ove citokine, 

Th1 (CD4
+
IFN-

+
) i Th17 (CD4

+
IL-17

+
) ćelija, respektivno, dok je procenat Th2 

(CD4
+
IL-4

+
) ćelija bio povećan. TakoĊe, pod uticajem donora CO bila je smanjena 

ekspresija transkripcionog faktora RORT, koji uĉestvuje u diferencijaciji Th17 ćelija, 

dok ekspresija transkripcionih faktora Th1 i Th2 ćelija nije bila promenjena. Davanje 

CORM-A1 u ranom ili kasnom profilaktiĉkom, kao i terapijskom režimu, spreĉilo je 

razvoj hiperglikemije u modelu DT1 izazvanim VMDS kod osetljivog visokosrodnog 

soja miševa C57BL/6. Kliniĉka slika bila je praćena povećanom sekrecijom insulina, 

smanjenim insulitisom i manjim oštećenjem pankreasnih ostrvaca nakon tretmana 

CORM-A1. Kod eksperimentalnih miševa koji su primali CORM-A1 bio je smanjen 

procenat pro-inflamatornih M1 makrofaga i produkcija njihovih medijatora u 

peritoneumskoj šupljini, kao i Th1 odgovor u slezini, dok je u pankreasnim drenirajućim 

limfnim ĉvorovima bila favorizovana diferencijacija Th2 ćelija. Na nivou pankreasa 

davanje agensa koji oslobaĊa CO smanjilo je ulazak M1 makrofaga, B, CD4
+
 i CD8

+
 

limfocita. TakoĊe, imunomodulatorni efekti CORM-A1 na nivou ciljnog tkiva 

ukljuĉivali su smanjeno prisustvo Th1 ćelija i povećanu zastupljenost anti-inflamatornih 

Th2 ćelija. Smanjena diferencijacija Th1 ćelija merena ex vivo bila je povezana sa 

manjom aktivacijom transkripcionog faktora STAT4 kod miševa koji su primali VMDS 

+ CORM-A1. Osim efekata na imunske ćelije, tretman CORM-A1 ispoljio je direktno 

citoprotektivno dejstvo na nivou pankreasnih ostrvaca i  ćelija u in vitro uslovima. 



Naime, primena donora CO redukovala je smrt pankreasnih ostrvaca i ćelija insulinoma 

poreklom iz miša (MIN6) i pacova (RINm5F) izazvanu pro-inflamatornim citokinima. 

Anti-apoptotsko dejstvo CORM-A1 ukljuĉivalo je smanjenu koliĉinu citohroma c i 

manju aktivaciju egzekutorske kaspaze-3. Citoprotektivni efekti bili su poništeni kada je 

primenjena inaktivna forma CORM-A1, koja ne otpušta CO, ili hemoglobin, koji 

funkcioniše kao hvataĉ CO. 

Rezultati ove disertacije ukazuju da se farmakološka primena CO upotrebom donora 

CORM-A1 predstavlja potencijalni terapijski pristup za tretman inflamatornih i 

autoimunskih oboljenja, ukljuĉujući i DT1. 

 

Ključne reči: dijabetes tipa 1, donor ugljen monoksida CORM-A1, streptozotocin, 

diferencijacija pomoćniĉkih T ćelija, citokini, apopotoza  ćelija 
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The role of carbon monoxide-releasing molecule CORM-A1 in modulation of 

experimentally induced type 1 diabetes in C57BL/6 mice 

 

Abstract 

 

Type 1 diabetes (T1D), an autoimmune inflammatory disorder, develops as a 

consequence of pancreatic beta cell destruction mediated by various pro-inflammatory 

mediators. The major hallmark of T1D is infiltration of different populations of immune 

cells into pancreas called insulitis. Macrophages are the first cell types to infiltrate the 

pancreatic islets and play essential role in the development and activation of 

autoreactive T cells. Classically activated M1 macrophages are involved in disease 

development and progression, while alternatively activated M2 macrophages participate 

in disease suppression. B lymphocytes produce autoantibodies against pancreatic  cell 

antigens, and T cells are known to play a crucial role as final effectors that kill  cells.  

Cytokines secreted by various immune cells, including macrophages and T cells, may 

regulate the direction of the immune response toward helper T (Th) 1 cells, related to 

diabetes development, or Th2 response, which has protective role in T1D. Therefore, 

the activated macrophages, Th and cytotoxic T cells, as well as secreted pro-

inflammatory mediators, act synergistically in destruction of  cells through different 

mechanisms, resulting in development of autoimmune T1D. Since current T1D therapy 

mainly involves insulin replacement, constant efforts are being directed toward 

establishing novel therapeutic approaches that could inhibit or suppress autoimmune 

response. Carbon monoxide (CO) could be a potential therapeutic molecule for the 

treatment of autoimmune diseases, such as T1D, due to its anti-inflammatory and anti-

apoptotic abilities. CO, together with biliverdin and iron, arises endogenously from 

degradation of heme molecules by heme oxygenase (HO) enzyme. Despite extreme 

toxicity when given at high concentrations, exogenous CO delivered at low 

concentrations is showing therapeutic potential as an anti-inflammatory agent and, as 

such, can modulate numerous immunoinflammatory states. The carbon monoxide-

releasing molecules (CORMs) represent a group of compounds capable of liberating 



controlled quantities of CO in the cellular systems. Among various CORMs synthetized, 

CORM-A1 is one of the most promising because it is soluble in water, does not contain 

a transition metal and liberates CO at a much slower rate under physiological conditions 

(half-life 21.4 min). In our study for the first time we evaluated the therapeutic potential 

of CORM-A1 in preclinical model of T1D induced by multiple low doses of 

streptozotocin. We determined cellular and molecular mechanisms initiated in response 

to the CORM-A1 treatment in the immune cells, and the effects of CO donor at the 

target tissue,  cells of pancreatic islets, in vitro. 

CORM-A1 did not show toxicity against lymph node cells (LNC) and did not 

affect proliferation and activation of LNC in vitro stimulated with anti-CD3/CD28 

antibodies. However, CORM-A1 successfully reduced the secretion of pro-

inflammatory cytokines, IFN-γ and IL-17, as well as the percentage of cells that secrete 

these cytokines, Th1 (CD4
+
IFN-

+
)
 
and Th17 (CD4

+
IL-17

+
) cells, respectively, whereas 

Th2 (CD4
+
IL-4

+
) cell population increased after the treatment. In addition, CORM-A1 

significantly reduced expression of transcription factor RORT, necessary for Th17 

development, but the expression of Th1- and Th2-related transcription factors remained 

unchanged. CORM-A1, given at early or late prophylactic, as well as therapeutic 

treatment, suppressed hyperglycemia development in model of T1D induced by 

multiple low doses of streptozotocin in C57BL/6 mice. Clinical features of the disease 

were followed by increased insulin secretion, reduced insulitis and lesser damage of 

pancreatic islets after CORM-A1 treatment. The percentage of pro-inflammatory M1 

macrophages and production of their mediators in the peritoneal cavity, as well as Th1 

response in the spleen were decreased, while differentiation of Th2 cells was favored in 

the pancreatic draining lymph nodes of mice treated with CORM-A1. Application of 

CO donor reduced the influx of M1, B, CD4
+
 and CD8

+
 cells in pancreas. Furthermore, 

immunomodulating effects of CORM-A1 in target tissue included decreased proportion 

of Th1 cells and increased percentage of anti-inflammatory Th2 cells. Reduced 

differentiation of Th2 cells ex vivo was followed by lower activation of transcription 

factor STAT4 in mice treated with VMDS + CORM-A1. Besides the effects on immune 

cells, CORM-A1 treatment showed direct cytoprotective effects in the pancreatic islets 

and  cells in vitro. CORM-A1 reduced cytokine-induced death of pancreatic islets and 

mouse (MIN6) and rat (RINm5F) insulinoma cells. Anti-apoptotic effect of CORM-A1 



was mediated through the downregulation of cytochrome c amount and suppression of 

caspase 3 activity. Finally, the cytoprotective effect of CORM-A1 was lost when 

iCORM-A1, which does not liberate CO in the cellular environment, was applied or 

when haemoglobin, a scavenger of CO, was present. 

Our findings generate valuable proof of concept of how pharmacological 

application of CO delivered by CORM-A1 can be exploited for potential translation to 

clinical settings for treatment of inflammatory and autoimmune diseases, including 

T1D. 

Key words: type 1 diabetes, carbon monoxide-releasing molecule CORM-A1, 

streptozotocin, Th cell differentiation, cytokines,  cells apoptosis 

Research area: Biology 

Area of special interest: Immunobiology 
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Lista skraćenica 

Apaf – faktor koji aktivira apoptotske kaspaze (engl.  Apoptotic Protease Activating 

Factor) 

APC – alofikocijanin (engl. Allophycocyanin) 

APĆ – antigen-prezentujuće ćelije 

BB –engl. BioBreeding 

BSA - goveĊi albumin iz seruma (engl. Bovine Serum Albumine) 

CD –engl. Cluster of differentiation 

CNS – centralni nervni sistem 

CO – ugljen-monoksid 

ConA – konkanavalin A (engl. Concanavalin A) 

CORM – metalo-organska jedinjenja koja oslobaĊaju ugljen-monoksid (CORM engl. 

Carbon Monoxide-Releasing Molecule) 

ĆLĈ – ćelije limfnog ĉvora 

DĆ – dendritske ćelije 

DEPC – engl. Diethylpyrocarbonate 

DMEM – engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO – dimetil-sulfoksid 

DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 

DT1 – dijabetes tipa 1 

DTT – ditiotreitol 

EAE – eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

EDTA – etilendiamin tetrasirćetna kiselina 



ELISA – engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FACS – protoĉna citofluorimetrija (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting) 

FCBS – rastvor za protoĉnu citofluorimetriju (engl. Flow Cytometry Staining Buffer) 

FCS – serum fetusa goveĉeta (engl. Fetal Calf Serum) 

FITC – fluorescin izotiocijanat (engl. Fluorescein Isothiocyanate) 

FoxP3 – engl. Forkhead Box P3 

GAD65 – dekarboksilaza glutaminske kiseline 65 (engl. Glutamic Acid Decarboxylase) 

GATA-3 – engl. GATA Binding Protein 3 

GLUT2 – transporter za glukozu 2 (engl. Glucose Transporter 2) 

GM-CSF – faktor stimulacije kolonije granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte-

Macrophage Colony-Stimulating Factor) 

HBSS – Henksov rastvor (engl. Hank’s Balanced Salt Solution) 

Hgb – hemoglobin 

HLA – humani leukocitni antigen (engl. Human Leukocyte Antigen) 

HO – hem oksigenaza 

HRP – peroksidaza poreklom iz rena (engl. Horse Radish Peroxidase) 

IA-2 – antigen ostrvaca 2 engl. Islet Antigen 2 

iCORM-A1 – inaktivna forma CORM-A1 

IFN- – interferon- 

IGRP – protein povezan sa katalitiĉkom subjedinicom glukoze-6-fosfata specifiĉnom za 

ostrvca (engl. Islet-Specific Glucose-6-Phosphatase Catalytic Subunit-Related Protein) 

IL – interleukin 

iNOS – inducibilna sintaza azot-monoksida 



JNK – c-Jun N-terminalna kinaza 

LPS – lipopolisaharid 

MAPK – mitogenom aktivirana proteinska kinaza (engl. Mitogen-Activated Protein 

Kinase) 

MFI – srednji intenzitet fluorescencije (engl. Mean Fluorescence Intensity) 

MHC – glavni kompleks histokompatibilnosti (engl. Major Histocompatability 

Complex) 

MIN6 – ćelije insulinoma poreklom iz miša (engl. Mouse Inuslinoma) 

MTT – (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid 

NBT – nitroplavo tetrazolijum (engl. Nitroblue Tetrazolium) 

NFB – nukleusni faktor  B 

NO – azot monoksid 

NOD – engl. Nonobese Diabetic  

PB – rastvor za permeabilizaciju ćelija (engl. Permeabilization Buffer) 

PBS – engl. Phosphate Buffered Saline 

PCR – reakcija lanĉanog umnožavanja (engl. Polymerase Chain Reaction) 

PĆ – ćelije peritoneumskog ispirka 

PDLĈ – pankreasni drenirajući limfni ĉvorovi 

PE – fikoeritrin (engl. Phycoerythrin) 

PE-Cy5 – fikoeritrin cijanin 5 (engl. Phycoerythrin -Cyanine 5) 

PMA – engl. Phorbol Myristate Acetate 

PMĆ – mononukleusne ćelija koje infiltriraju pankreas 

PMSF – fenilmetilsulfonil fluorid 



RINm5F – ćelije insulinoma poreklom iz pacova (engl. Rat Insulinoma) 

RNK – ribonukleinska kiselina 

RNS – reaktivne vrste azota (engl. Reactive Nitrogen Species) 

RORT – engl. RAR-related orphan receptor  

ROS – reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygene Species) 

RPMI – engl. Roswell Park Memorial Institute 

SMĆ – mononukleusne ćelije slezine 

STAT – prenosnik signala i aktivator transkripcije (engl. Signal Transducer and 

Activator of Transcription) 

T-bet – engl. T-box Transcription Factor TBX21 

TGF- – transformišući faktor rasta  

Th – pomoćniĉki T limfociti (engl. T helper) 

TMB – trimetilbenzidin 

TNF – faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor) 

Treg – regulatorne T ćelije 

VMDS – višestruke male doze streptozotocina
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1.1. Dijabetes tipa 1 

Dijabetes tipa 1 (DT1), koji se naziva i juvenilni ili insulin-zavisni dijabetes, je 

organ-specifiĉna autoimunska bolest. Nastaje kao posledica ubijanja  ćelija 

pankreasnih ostrvaca koje proizvode insulin od strane imunskog sistema. Ovi razarajući 

procesi dovode do umerenog ili potpunog nedostatka insulina. U odsustvu insulina i 

njegovog delovanja na ciljna tkiva: jetru, mišićno i masno tkivo, nastaju poremećaji u 

metabolizmu ugljenih hidrata, masti i proteina. Ukoliko se bolest ne leĉi, ovi 

metaboliĉki poremećaji mogu dovesti do sistemske depresije centralnog nervnog 

sistema (CNS), kome i smrti. Stoga, osobe obolele od DT1 zahtevaju doživotni tretman 

leĉenja egzogenim insulinom. DT1 se najĉešće javlja kod dece i adolescenata, mada se 

bolest može razviti i kasnije u životu (Kelly i sar, 2003). Prevalenca bolesti se razlikuje 

u zavisnosti od lokacije i kreće se od 0,1/100000 godišnje u Kini i Venecueli pa do 

36,5–36,8/100000 godišnje u Finskoj i Sardiniji, dok je najviša incidenca primećena 

kod dece uzrasta 10 do 14 godina (Maahs i sar, 2010). U poslednjih 30 godina, 

prevalenca bolesti je u porastu u razvijenim zemljama. Preko 5,3 miliona ljudi u svetu 

ima DT1 i svake godine više od 218000 ljudi razvije ovu bolest (Cooke i sar, 2004). 

DT1 obuhvata dve razliĉite faze: insulitis, tokom koga razliĉite populacije 

imunskih ćelija infiltriraju pankreasna ostrvca, i dijabetes, kada je većina ćelija 

ubijena, što za posledicu ima pojavu hiperglikemije usled nedovoljne produkcije 

insulina koji bi regulisao nivo glukoze u krvi. Osobe obolele od DT1 mogu imati 

insulitis dugi niz godina pre ispoljavanja kliniĉkih znakova dijabetesa (Mathis i sar, 

2001). Smatra se da se kliniĉki znaci pojavljuju kada je razoreno 80–90% ćelija, kada 

preostale ćelije ne mogu povećanom sekrecijom da nadomeste nedostatak insulina. 

Pretpostavlja se da tokom patogeneze bolesti postoje dve kontrolne taĉke. Prva 

kontrolna taĉka je prepoznavanje autoantigena ostrvaca. OslobaĊanje autoantigena  

ćelija je povezano sa apoptozom ovih ćelija, koja može posledica ćelijskog oštećenja ili 

programiranog razvića  ćelija. Prelazak iz nedestruktivnog u destruktivni insulitis 

predstavlja drugu kontrolnu taĉku i ovaj proces je takoĊe potpomognut ćelijskim 

oštećenjima. Moguće je da druga kontrolna taĉka ukljuĉuje sticanje novih efektorskih 

funkcija T ćelija, povećanu produkciju pro-inflamatornih medijatora, oslobaĊanje 

prethodno nedostupnih autoantigena  ćelija koji ubrzavaju progresiju bolesti ili gubitak 
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regulatornih mehanizama zbog poremećaja u broju ili funkciji regulatornih T ćelija 

(Treg) (Herold i sar, 2013). 

1.2. Patogeneza dijabetesa tipa 1 

I pored intenzivnih istraživanja na polju rasvetljavanja etiologije DT1, uzrok 

nastanka bolesti i dalje je nepoznanica. Smatra se da ne postoji pojedinaĉni uzroĉnik 

bolesti, već da je DT1 rezultat kompleksne interakcije genetiĉke predispozicije i faktora 

spoljašnje sredine (Bluestone i sar, 2010). 

1.2.1. Genetička osnova dijabetesa tipa 1 

Tokom brojnih studija na ljudima i animalnim modelima bolesti, otkriveni su 

lokusi za koje se pretpostavlja da povećavaju rizik za razvoj DT1. Od svih do sada 

otkrivenih lokusa, najĉešći polimorfizam asociran sa pojavom bolesti primećen je kod 

alela II klase glavnog kompleksa histokompatabilnosti (MHC II engl. Major 

Histocompatability Complex). Kombinacija specifiĉnih alela gena MHC II klase, kao 

što su humani leukocitni antigen (HLA engl. Human Leukocyte Antigen)-DQ2 ili HLA-

DQ8 i HLA-DR3 ili HLA-DR4, povezuje se sa povećanim rizikom za razvoj DT1. 

Naime, pretpostavlja se da kod nosioca ovih polimorfizama dolazi do neodgovarajuće 

prezentacije sopstvenih antigena naivnim limfocitima tokom procesa njihovog 

sazrevanja u timusu, što dovodi do nepotpunog uklanjanja autoreaktivnih limfocita 

(Pirot i sar, 2008). Osim lokusa MHC II klase, i polimorfizam lokusa za insulin koji se 

dovodi u vezu sa povećanom predispozicijom za razvoj DT1 ogleda se u broju 

varijabilnih tandemskih ponovaka (VNTR engl. Variable Numbers of Tandem Repeat) 

koji se nalaze 365 baznih parova uzvodno od poĉetka translacije i utiĉu na nivo 

ekspresije gena za insulin. Naime, mali broj VNTR uzrokuje povećanu ekspresiju gena 

u pankreasu, a smanjenu ekspresiju u timusu, što takoĊe može dovesti do neefikasnog 

ubijanja autoreaktivnih T ćelija tokom procesa njihovog sazrevanja (Kim i 

Polychronakos, 2005). TakoĊe, i polimorfizmi gena ukljuĉenih u prezentaciju antigena i 

imunski odgovor, mogu uticati na podložnost osoba da razviju brži inflamatorni i 

imunski odgovor na odreĊeni stimulus, te povećati rizik od pojave autoimunosti (Todd i 

sar, 2007). 
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1.2.2. Uloga spoljašnjih faktora na razvoj dijabetesa tipa 1 

 Osim genetiĉke strukture, i faktori spoljašnje sredine doprinose razvoju DT1. 

Pretpostavlja se da neke virusne infekcije, komponente hrane, kao što su žitarice, gluten, 

kravlje mleko, zatim vakcine, toksini, stres i klimatski faktori mogu biti okidaĉi koji će 

dovesti do razvoja DT1 (Knip i sar, 2005). Patogeni mogu biti okidaĉi direktnom 

infekcijom ćelija, oslobaĊanjem pro-inflamatornih citokina u odgovoru na infekciju, 

naroĉito na mestu pankreasnog tkiva, ili usled molekulske mimikrije antigena (Craig i 

sar, 2013). Pojedine virusne infekcije dovode se u vezu sa DT1, ali njihova uloga nije 

još potvrĊena. Poznato je da kongenitalna infekcija rubela virusom može da izazove 

oštećenje  ćelija i nosi rizik od 20% da inficirane osobe razviju DT1 (Menser i sar, 

1978). Smatra se da enterovirusi mogu da uzrokuju oštećenje  ćelija na dva naĉina: 

mogu direktno da inficiraju i unište  ćelije ili pokrenu autoimunski odgovor protiv njih. 

Ove ideje podržava ĉinjenica o homologiji koksaki virusa B4 i dekarboksilaze 

glutaminske kiseline 65 (GAD65 engl. Glutamic Acid Decarboxylase), koja je jedan od 

autoantigena u DT1, kao i podaci o povećanom titru antitela za koksaki B4 virus kod 

osoba obolelih od DT1 (Hyöty H, 1979; Yoon i sar, 1979; Jaïdane i Hober, 2008). 

1.2.3. Autoantigeni 

Prvi znaci autoimunosti usmerene protiv  ćelija, koji ĉesto mogu da se 

detektuju mesecima, pa ĉak i godinama pre nego što se pojave kliniĉki simptomi bolesti, 

predstavljaju cirkulišuća antitela specifiĉna za autoantigene  ćelija koja podukuju B 

limfociti (Pihoker i sar, 2005). Još su 1974. godine Bottazzo i saradnici otkrili 

autoantitela u serumu bolesnika što je bio direktan dokaz da je DT1 autoimunska bolest 

(Bottazzo i sar, 1974). Najĉešća autoantitela kod predijabetiĉnih osoba usmerena su 

protiv GAD65, proteina sliĉnog tirozin fosfatazi, IA-2 (engl. Islet Antigen 2), insulina, 

proinsulina i nedavno otkrivenog autoantigena specifiĉno eksprimiranog na  ćelijama, 

transportera cinka ZnT8 (Wenzlau i sar, 2007). Preko 90% novodijagnostikovanih 

osoba obolelih od DT1 imaju autoantitela za jedan ili više ovih autoantigena (Pihoker Ci 

sar, 2005). Studije humanog genoma i funkcijske studije na animalnim modelima DT1 

ukazuju da je insulin (ili proinsulin) primarni autoantigen za inicijaciju bolesti, dok su 

drugi molekuli specifiĉni za ostrvca, kao što su hromogranin A i IGRP (engl. Islet-
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Specific Glucose-6-Phosphatase Catalytic Subunit-Related Protein), ukljuĉeni u 

progresiju bolesti (Krishnamurthy i sar, 2006; Nakayama i sar, 2005). 

1.3. Eksperimentalni modeli bolesti 

 Studije na eksperimentalnim modelima znaĉajno su doprinele razumevanju 

antigena, ćelija i mehanizama koji se nalaze u osnovi razvoja i progresije DT1. TakoĊe, 

u širokoj su upotrebi prilikom ispitivanja potencijalnih terapeutika za leĉenje DT1. 

Eksperimentalni modeli bolesti mogu da se uspostave na više naĉina, od hemijskog 

uklanjanja  ćelija do stvaranja glodara koji spontano razvijaju DT1. Dva modela DT1 

koja se najĉešće koriste u istraživanjima jesu modeli kod kojih se bolest razvija 

spontanim putem, NOD (engl. Nonobese Diabetic) miševi i BB (engl. BioBreeding) 

pacovi (Yang i Santamaria P, 2006). Osim spontanog razvoja bolesti, eksperimentalnim 

životinjama se DT1 može indukovati i upotrebom hemijskih agenasa, kao što su 

streptozotocin i aloksan. Oba agensa specifiĉno uništavaju  ćelije pankreasa, jer imaju 

hemijsku strukturu sliĉnu glukozi i na taj naĉin bivaju prepoznati od strane  ćelija.  

1.3.1. Dijabetes tipa 1 indukovan streptozotocinom 

Streptozotocin [2-deoksi-2-(3-(metil-3-nitrozoureido)-D-glukopiranoza] je 

antibiotik koga sintetiše mikroorganizam Streptomycetes achromogenes i poseduje anti-

tumorske, onkogene i dijabetogene karakteristike (Szkudelski, 2001). Nakon 

intraperitoneumske ili intravenske administracije, streptozotocin ulazi u  ćelije 

pankreasa preko transportera za glukozu GLUT2 (engl. Glucose Transporter 2). Kada 

se naĊe u ćeliji, dovodi do alkilovanja dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), što ima za 

posledicu aktivaciju poli adenozindifosfat ribozo-sintaze i smanjenje nikotinamid-

dinukleotida, redukovanje ćelijskog adenozin-3-fosfata i inhibiciju produkcije insulina 

(Wang i Gleichmann H, 1998). S obzirom na to da je streptozotocin donor azot 

monoksida (NO), pretpostavlja se da u  ćelijama streptozotocin predstavlja i izvor 

slobodnih radikala koji doprinose oštećenju DNK i smrti ćelija (Lenzen, 2008b).  

Eksperimentalni model DT1 može da se indukuje primenom višestrukih malih 

doza streptozotocina (VMDS). U ovom modelu se streptozotocin primenjuje kod 

osetljivih sojeva miševa ili pacova davanjem subtoksiĉnih doza tokom 4 do 5 

uzastopnih dana koje dovode do blagog oštećenja β ćelija, oslobaĊanja autoantigena i 
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postepenog razvoja insulitisa kod eksperimentalnih životinja (Like i Rossini, 1976; 

Lukic i sar, 1998). Doze primenjenog streptozotocina u ovom modelu bolesti kreću se 

od 20 do 40 mg/kg telesne mase dnevno, zavisno od vrste i soja životinja. U VMDS 

modelu DT1 bolest se razvija sporo, 2–3 nedelje nakon poĉetka primene streptozotocina 

(Elias i sar, 1994). Tokom indukcije bolesti dolazi do smanjenja broja i veliĉine 

pankreasnih ostrvaca što je praćeno i smanjenom sekrecijom insulina (Lenzen, 2008b). 

Za razliku od ovog modela, koji podrazumeva autoimunske procese (Elliott JI i sar, 

1997), primena streptozotocina u pojedinaĉnoj visokoj dozi (100–200 mg/kg telesne 

mase miševa) dovodi do brzog razaranja  ćelija pankreasa i razvoja hiperglikemije. 

Ovakav naĉin davanja streptozotocina indukuje „toksiĉni“ dijabetes, koji nije u osnovi 

autoimunski i ĉesto se koristi u modelima transplantacije pankreasnih ostrvaca ili 

embrionskih i indukovanih pluripotentnih matiĉnih ćelija ispod kapsule bubrega (Deeds 

i sar, 2011; Song i sar, 2009). 

1.3.2. Uloga ćelija urođene imunosti u nastanku dijabetesa tipa 1 

Brojne studije ukazuju da ćelije uroĊenog imunskog sistema imaju ulogu i u 

inicijaciji i u razvoju DT1. Studije na životinjama nakon tretmana VMDS pokazale su 

da su makrofagi prve ćelije koje infiltriraju ostrvca (Lukic i sar, 1998; Kolb-Bachofen i 

sar, 1988) i sa dendritskim ćelijama (DĆ) predstavljaju najbrojniju populaciju ćelija u 

infiltratima pankreasnih ostrvaca tokom rane faze insulitisa. Kljuĉna uloga makrofaga je 

obrada i prezentacija autoantigena  ćelija T limfocitima. Nakon preuzimanja 

autoantigena  ćelija, makrofagi migriraju u pankreasne drenirajuće limfne ĉvorove 

(PDLĈ) gde prezentuju antigene, regrutuju pomoćniĉke T limfocite (Th engl. T helper) i 

pokreću autoimunski odgovor (Calderon i Unanue, 2012; Calderon i sar, 2014). 

Makrofage odlikuje visoka plastiĉnost zavisno od okruženja u kome se nalaze. 

Dva glavna fenotipa su klasiĉno aktivisani M1 makrofagi i alternativno aktivisani M2 

makrofagi. M1 makrofage odlikuje pro-inflamatorni fenotip i ove ćelije imaju kljuĉnu 

ulogu u odbrani organizma od bakterijskih i virusnih infekcija. M2 makrofagi imaju 

prvenstveno anti-inflamatorne osobine i povezani su sa odgovorom organizma na 

infekcije helminata, remodelovanjem tkiva, hroniĉnom inflamacijom, fibrozom i 

kancerom (Akira i sar, 2013). Dok M1 makrofagi uĉestvuju u indukovanju i progresiji 

bolesti, smatra se da M2 imaju protektivnu ulogu u DT1 (Espinoza-Jiménez i sar, 2012). 
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Pokazano je da je u prisustvu interleukina 4 i 13 (IL-4 i IL-13) favorizovana 

diferencijacija alternativno aktivisanih M2 makrofaga ĉiji adoptivni transfer štiti NOD 

miševe od razvoja DT1 (Parsa, 2012). TakoĊe, kod miševa, kojima je bolest izazvana 

primenom VMDS, transfer M2 makrofaga doveo je do smanjenja hiperglikemije i 

insulitisa u pankreasu, kao i smanjenja sekundarnih posledica, kao što je oštećenje 

bubrega (Zheng i sar, 2011). TakoĊe, miševe koji su imali hroniĉnu infekciju helmintom 

Taenia crassiceps i kojima je DT1 indukovan VMDS karakterisalo je odsustvo 

insulitisa, povećani broj M2 makrofaga i sekrecija IL-4 citokina, dok je sekrecija faktora 

nekroze tumora (TNF engl. Tumor Necrosis Factor) bila smanjena (Espinoza-Jiménez i 

sar, 2010). 

Pored uloge u prezentaciji antigena  ćelija autoreaktivnim limfocitima i 

usmeravanju njihove diferencijacije, makrofagi imaju i direktan uticaj na uništavanje 

ćelija pankreasnih ostrvaca koje produkuju insulin. Aktivisani makrofagi produkuju pro-

inflamatorne citokine IL-1, TNF, reaktivne vrste kiseonika (ROS engl. Reactive 

Oxygene Species) i reaktivne vrste azota (RNS engl. Reactive Nitrogen Species) koji 

mogu sami ili sinergistiĉki da indukuju oštećenja i smrt  ćelija (Yoon i Jun, 2005; 

Arnush i sar, 1998; Lukic i sar, 1998). 

1.3.3. Uloga T ćelija u dijabetesu tipa 1 

Osim što makrofagi i DĆ obraĊuju i prezentuju autoantigene  ćelija, oni 

uĉestvuju i u oblikovanju adaptivnog imunskog odgovora posredovanog T i B 

limfocitima. Produkcijom pro-inflamatornih ili supresivnih citokina ćelije uroĊene 

imunosti definišu milje u kojem će se antigen-specifiĉne T ćelije aktivirati i dovesti do 

štetnog odgovora, posredovanog dijabetogenim efektorskim T ćelijama, ili, pak, 

protektivnog lokalnog imunskog odgovora u pankreasu, posredovanog Treg ćelijama 

(Lehuen i sar, 2010). Pomoćniĉke T ćelije (Th engl. T helper) mogu da se diferenciraju 

u razliĉite efektorske subpopulacije, ukljuĉujući Th1, Th2 i Th17 ćelije, što je 

dirigovano kombinacijom ko-stimulatornih molekula, citokina prisutnih u njihovom 

mikrookruženju i specifiĉnih transkripcionih faktora (Zhou i sar 2009). Th1 ćelije 

uĉestvuju u odbrani organizma od unutarćelijskih patogena, pojaĉavaju pro-

inflamatornu imunost posredovanu ćelijama i indukuju reakciju kasne preosetljivosti. U 

odgovoru na stimulaciju antigen-prezentujućim ćelijama (APĆ) Th1 ćelije produkuju 
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citokine interferon  (IFN-), IL-2, faktor stimulacije kolonije granulocita i makrofaga 

(GM-CSF) i IL-3. Osim prepoznavanja antigena na APĆ ćelijama, da bi se razvile Th1 

ćelije potrebno je i prisustvo citokina IL-12 i IFN-, koji iniciraju unutarćelijsku 

fosforilaciju tirozina na transkripcionim faktorima: prenosniku signala i aktivatoru 

transkripcije 4 (STAT4 engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 4), 

STAT1 i aktivaciju T-bet (engl. T-box Transcription Factor TBX21) (Zhou i sar, 2009; 

Jiang i Dong, 2001). Th2 ćelije produkuju citokine IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 i uĉestvuju 

u humoralnoj imunosti, odbrani organizama od vanćelijskih patogena i alergijskim 

reakcijama. U prisustvu IL-4 aktiviraju se transkripcioni faktori ukljuĉeni u razvoj Th2 

limfocita, GATA-3 (engl. GATA Binding Protein 3) i STAT6 (Zheng i Flavell, 1997; 

Zhu, 2010). Th17 ćelije, subset CD4
+
 T limfocita koje prvenstveno produkuju IL-17, 

uĉestvuju u uklanjanju ekstraćelijskih bakterija i gljiva i bitne su u patogenezi 

autoimunskih bolesti (Chen i sar, 2007). Smatra se da su kljuĉni citokini koji 

usmeravaju diferencijaciju naivnih CD4
+
 T ćelija u Th17 ćelije transformišući faktor 

rasta TGF-), IL-6, IL-23 i IL-21, dok su RORt (engl. RAR-related orphan receptor 

) i STAT3 transkripcioni faktori neophodni za razvoj ovih ćelija (Korn i sar, 2007). 

Studije na NOD miševima ukazuju da je Th1 populacija ćelija, koja izmeĊu 

ostalih sekretuje citokine IFN- i IL-2, kljuĉni medijator autoreaktivnosti  ćelija 

pankreasa. Naime, transfer Th1 ćelija kod neonatalnih NOD miševa uzrokuje DT1 

(Katz i sar, 1995), dok su transgeni NOD miševi BDC2.5 koji nemaju receptor za IFN- 

rezistentni na indukovanje dijabetesa ciklofosfamidom (Wang i sar, 1997). TakoĊe, u 

modelu bolesti indukovanom davanjem VMDS dolazi do pokretanja Th1 odgovora uz 

istovremeno smanjenje Th2 odgovora (Müller i sar, 2002). Uloga Th17 ćelija u 

patologiji autoimunskih bolesti se sve više ispituje i postoje studije koje pokazuju da su 

možda Th17 ćelije ukljuĉene i u poĉetak i razvoj DT1. Nagoveštaj o vezi izmeĊu DT1 i 

Th17 ćelija dala je studija na NOD miševima koja je pokazala da je IL-17 visoko 

eksprimiran u pankreasu ovih miševa (Vukkadapu i sar, 2005). U drugoj studiji 

pokazano je da dolazi do ubrzanog razvoja DT1 kada se citokin IL-23, koji promoviše 

ekspanziju Th17 ćelija, daje istovremeno sa subdijabetogenim VMDS što sugeriše o 

potencijalnoj ulozi Th17 ćelija u ovom modelu bolesti (Mensah-Brown i sar, 2006). 

Osim u eksperimentalnim modelima, povećana ekspresija i sekrecija IL-17 primećena je 



8 
 

u perifernoj krvi dece obolele od DT1 (Honkanen i sar, 2010). Nasuprot tome, 

subpopulacija Th2 ćelija i njihovih citokina IL-4, IL-5 i IL-13 imaju protektivan efekat 

u autoimunskom DT1 (Suarez-Pinzon i sar, 2001). 

Osim efektorskih T ćelija, CD4
+
 T limfociti mogu da se diferenciraju i u Treg, 

koje poseduju imunosupresorne karakteristike. Ove ćelije karakteriše ekspresija 

visokoafinitetnog receptora za IL-2 (CD25) i aktivnost FoxP3 transkripcionog faktora 

(Jiang i Dong, 2013). Smatra se da je imunska tolerancija regulisana finim balansom 

Treg i efektorskih T ćelija. CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 T ćelije, koje poseduju regulatornu 

funkciju in vitro i in vivo, imaju bitnu ulogu u kontrolisanju odgovora efektorskih T 

ćelija i održavanju periferne tolerancije. Pokazano je da je razvoj DT1 kod NOD miševa 

ubrzan i njegov intenzitet pojaĉan nakon tretmana anti-CD25 antitelom ili u odsustvu 

FoxP3, istiĉući važan doprinos Treg ćelija u DT1 (Wang i sar, 2008; Mellanby i sar, 

2007; Chen i sar, 2005). 

Pored pomoćniĉkih i regulatornih T ćelija, studije na NOD miševima pokazale 

su da razvoj autoimunskog dijabetesa zavisi i od citotoksiĉnih CD8
+
 T ćelija, s obzirom 

na to da DT1 može da se prenese na imunokompromitovane singene primaoce 

kombinacijom CD4
+
 i CD8

+
 T ćelija iz donorskih NOD miševa, ali ne i ako se 

transferom prenese samo jedan subset T ćelija (Phillips i sar, 2009). CD8
+
 T ćelije mogu 

da ubiju  ćelije preko citotoksiĉnosti posredovane MHC molekulom I klase 

eksprimiranom na  ćelijama ili da sekretuju perforine koji prave pore na  ćelijama, a 

potom granzime koji ih ubijaju. Zajedno sa CD4
+
 ćelijama mogu da produkuju citokine, 

kao što je IFN- koji dalje indukuje ekspresiju FAS receptora smrti i produkciju 

hemokina od strane  ćelija. Aktivacija FAS preko FAS liganda koji se nalazi na 

aktiviranim T ćelijama može da inicira apoptozu  ćelija, dok produkcijom hemokina  

ćelije pankreasa dodatno privlaĉe mononukleusne ćelije i time pojaĉavaju inflamaciju 

(Eizirik i sar, 2009). Osim toga, IFN- može da aktivira makrofage i dovede do 

povećane produkcije pro-inflamatornih citokina, ukljuĉujući IL-1 i TNF. Ova 

interakcija T ćelija i makrofaga pojaĉava stres  ćelija posredovan imunskim sistemom i 

doprinosi njihovoj destrukciji. 
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1.3.4. Uloga citokina u oštećenju ćelija 

Prisustvo citokina u pankreasnim ostrvcima može imati dvojaki efekat, jer 

citokini mogu podsticati autoimunost i uništavanje  ćelija (destruktivni insulitis) ili 

mogu suprimirati autoimunske i inflamatorne procese koji bi doveli do oštećenja  

ćelija (benigni insulitis). Primećena je veza izmeĊu destruktivnog insulitisa  ćelija i 

ekspresije pro-inflamatornih citokina, kao što su IL-1, TNF, IFN-, IL-2 i IL-12 kod 

NOD miševa i BB pacova, dok ekspresija citokina Th2 ćelija (IL-4 i IL-10) i TGF- 

ima protektivan efekat u DT1 (Rabinovitch i Suarez-Pinzon, 2003). Studije na 

izolovanim pankreasnim ostrvcima pokazale su da IL-1, TNF i IFN- mogu imati 

citostatski efekat na  ćelije, tako što inhibiraju sintezu i sekreciju insulina, ali i 

citotoksiĉni efekat jer je pokazano da, najĉešće primenjeni u kombinaciji, uništavaju  

ćelije pacovskih i humanih pankreasnih ostrvaca (Wang i sar, 2009; Rabinovitch i 

Suarez-Pinzon, 1998). U modelu bolesti indukovanom VMDS dolazi do povećanja 

produkcije IFN- i TNF i na proteinskom i genskom nivou u pankreasnim ostrvcima, uz 

istovremeno smanjenje koliĉine anti-inflamatornih citokina IL-4 i IL-10 (Müller i sar, 

2002).  

U  ćelijama pankreasnih ostrvaca pro-inflamatorni citokini TNF, IL-1 i IFN- 

pokreću razliĉite unutarćelijske signalne mehanizme. U in vitro studiji na modelu  

ćelija pankreasa, odnosno ćelijama insulinoma poreklom iz pacova, pokazano je da TNF 

izaziva fosforilaciju i aktaviciju p38 i c-Jun N-terminalne kinaze (JNK). Ove kinaze 

pripadaju familiji mitogenom aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK engl. Mitogen-

Activated Protein Kinase), aktiviraju se u odgovoru na stres i pro-inflamatorne citokine 

(Saldeen i sar, 2001) i uĉestvuju u apoptozi ćelija (Liu i Lin, 2005). Vezivanje IL-1 za 

svoj receptor na  ćelijama pokreće aktivaciju nukleusnog faktora B (NFB), MAPK i 

protein kinaze C (Eizirik i Mandrup-Poulsen, 2001). Nakon vezivanja za svoj receptor 

IFN- aktivira familiju Janus kinaza i sledstveno STAT1 transkripcioni faktor i pokreću 

ekspresiju gena kao što su kaspaze, Fas i inducibilna sintaza azot-monoksida (iNOS) 

(Battle i Frank, 2002). Na ovaj naĉin citokini mogu sinergistiĉkim delovanjem da naruše 

stabilnost  ćelija i dovedu do njihove apoptoze (Padgett i sar, 2013). 
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1.3.5. Apoptoza  ćelija pankreasa 

Intenzivna, specifiĉna destrukcija  ćelija pankreasnih ostrvaca predstavlja 

obeležje DT1. Apoptoza se smatra glavnim tipom ćelijske smrti  ćelija pankreasa i 

odvija se na dva naĉina: spoljašnjim putem apoptoze, koji podrazumeva aktivaciju 

receptora smrti, ili unutrašnjim, mitohondrijskim putem (Eizirik i Mandrup‑Poulsen, 

2001). Ova dva puta konvergiraju aktivacijom zajedniĉkih nizvodnih cistein-protein 

kaspaza, koje seku veliki broj unutarćelijskih proteina i tako vode ćeliju u smrt (Siegel, 

2006). Unutrašnji ili mitohondrijski put apoptoze karakteriše oslobaĊanje pro-

apoptotskih molekula iz intermembranskog prostora mitohondrija, kao što je citohrom c, 

koji zajedno sa faktorom koji aktivira apoptotske kaspaze (Apaf engl. Apoptotic 

Protease Activating Factor) formira apoptozom i aktivira kaspazu-9 (Würstle i sar, 

2012; Yuan i Akey, 2013). Aktivirana kaspaza-9 pokreće aktivaciju efektorskih 

kaspaza-3, -6 i -7 koje vode ćeliju u apoptozu. Ĉlanovi Bcl-2 (engl. B-cell Lymphoma 2) 

familije proteina predstavljaju glavne regulatore mitohondrijskog apoptotskog puta 

(Marsden i Strasser, 2003; Degli Esposti i Dive, 2003). Anti-apoptotski ĉlanovi, koje 

karakteriše prisustvo ĉetiri Bcl-2 homologa domena (BH engl. Bcl-2 Homology) i u koje 

spadaju Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 i A1, smanjuju permeabilnost spoljašnje 

membrane mitohondrija i poslediĉno oslobaĊanje citohroma c, tako da imaju kritiĉnu 

ulogu u ćelijskom preživljavanju (Kroemer i sar, 2007). Pro-apoptotski ĉlanovi (Bax, 

Bak i Bok) i ĉlanovi koji poseduju samo BH3 domen (Bid, Bad, Bak, Bim, Bmf, Hrk, 

Noxa i Puma; engl. BH3-only) promovišu permeabilnost spoljašnje membrane 

mitohondrija, formiraju dimere koji prave kanale na membrani mitohondrija i 

omogućavaju izlazak citohroma c, tako da su esencijalni za apoptozu (Strasser, 2005). 

1.4.  Ugljen monoksid 

Ugljen monoksid (CO) poznat je kao tihi ubica, jer prekomerno udisanje ovog 

gasa bez boje i mirisa ima letalan ishod. TakoĊe je zagaĊivaĉ životne sredine, koji 

nastaje usled nepotpune oksidacije fosilnog goriva, te je prisutan u visokoj koncentraciji 

u izduvnim gasovima vozila, kao i dimu cigareta (Von Burg, 1999). MeĊutim, ovoj 

dogmi protivi se ĉinjenica da svaka sisarska ćelija eksprimira enzim hem oksigenazu 

(HO), koja razgraĊuje hem grupu do CO, pored biliverdina i gvožĊa. Postoje 

konstitutivna HO-2 i inducibilna HO-1 izoforma HO. Zbog svojih osobina da modulišu 
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brojne fundamentalne ćelijske funkcije, HO sistem se smatra regulatorom homeostaze. 

Ovo se posebno odnosi na inducibilnu formu enzima, koja ima ulogu senzora ćelijskog 

stresa, kao što su oksidativni, nitrozativni, inflamatorni i metaboliĉki, i ćelijskog 

oštećenja, a takoĊe i ulogu efektora jer ispoljava citoprotektivno dejstvo (Motterlini i 

Foresti, 2014). 

Studije u kojima je korišćen gasoviti CO u niskim koncentracijama, pokazale su 

da ovaj gas reguliše nekoliko fundamentalnih bioloških procesa, ukljuĉujući i regulaciju 

vaskularnog tonusa (Durante i sar, 2006), inflamacije (Otterbein i sar, 2000), 

neurotransmisije (Boehning i sar, 2003), ćelijske proliferacije (Song i sar, 2002), 

programirane ćelijske smrti (Brouard i sar, 2000) i autofagije (Lee i sar, 2011). Brojne 

in vivo prekliniĉke studije pokazale su da primena egzogenog CO može predstavljati 

efikasan tretman za bolesti koje karakteriše poremećeni inflamatorni odgovor, 

ukljuĉujući kolagenom indukovan artritis (Takagi i sar, 2009), akutni pankreatitis (Chen 

i sar, 2010) ili kolitis (Sheikh i sar, 2011). Zatim, primena CO smanjuje i inflamatorni 

odgovor u sepsi (Qin i sar, 2013), spreĉava oštećenje pluća (Hoetzel i sar, 2009), a 

takoĊe dovodi do poboljšanja kliniĉkih simptoma autoimunske bolesti posredovane T 

ćelijama, kao što je eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) (Fagone i sar, 

2011). Preventivni efekti CO u navedenim bolestima uglavnom se pripisuju njegovoj 

sposobnosti da moduliše imunski odgovor u smeru favorizovanja anti-inflamatornog 

odgovora. 

Osim imunomodulatornih efekata, HO-1/CO sistem ima anti-apoptotske osobine 

i spreĉava razvoj autoimunskih bolesti, kao što je DT1. Naime, pokazano je da 

prekomerna ekspresija HO-1 u ćelijama insulinoma TC3 poreklom iz miša, kao i 

izlaganje izolovanih pankreasnih ostrvaca CO, štiti ćelije, odnosno pankreasna ostrvca 

od apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinom TNF (Günther i sar, 2002). 

TakoĊe, studija sa transgenim NOD miševima koji su eksprimirali HO-1 u pankreasnim 

 ćelijama, pokazala je da su ovi miševi imali smanjeni stepen insulitisa i smanjenu 

frekvenciju spontanog razvoja bolesti (Huang i sar, 2010).  

U cilju ispitivanja terapijskog potencijala CO mogu se primeniti tri pristupa: 

inhalacija gasovitog CO, indukcija ekspresije HO-1 enzima i primena sintetisanih 

metalo-organskih jedinjenja koja oslobaĊaju CO (CORM engl. Carbon Monoxide-
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Releasing Molecule) (Fagone i sar, 2012). Kako su gasovite supstance komplikovane za 

ĉuvanje i za aplikaciju u organizam na bezbedan naĉin, CORM predstavljaju dobru 

zamenu gasovitom CO, jer kontrolisano oslobaĊaju CO, mogu se primeniti razliĉitim 

naĉinima davanja i tako vernije imitirati biološku aktivnost endogenog sistema HO-

1/CO (Motterlini i sar, 2003; Foresti i sar, 2008). Do sada je sintetisan veliki broj 

donora CO koji sadrže u svojoj strukturi mangan (CORM-1), rutenijum (CORM-2 i -3), 

gvožĊe (CORM-F3, -F7, -F8 i -F11) i bor (CORM-A1) (Gullotta i sar, 2012). Od svih 

sintetisanih donora, CORM-A1 (Na2[H3BCO2], slika 1) izdvaja se zbog toga što se u 

potpunosti rastvara u vodi, ne sadrži prelazne metale u svojoj strukturi i pri fiziološkim 

uslovima vreme poluživota CORM-A1 i otpuštanja CO je 21,4 minuta (Motterlini i sar, 

2005), što ga ĉini obećavajućim agensom za terapijsku primenu. 

 

 

Slika 1. Strukturna formula CORM-A1. 

 

Uprkos velikim naporima istraživaĉa, precizni mehanizmi dejstva CORM-A1 

nisu u potpunosti razjašnjeni. Pored kreiranja nove terapije, farmakološko modulisanje 

autoimunskih poremećaja, izmeĊu ostalih i DT1, primenom CORM-A1 dalo bi i uvid u 

patogenezu bolesti, te zbog svega navedenog u ovoj studiji opredelili smo se da 

ispitamo imunomodulatorni potencijal i mehanizme delovanja CORM-A1 u modelu 

autoimunskog dijabetesa indukovanog davanjem VMDS. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Ciljevi 
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Zbog svojih anti-inflamatornih i anti-apoptotskih osobina ugljen monoksid (CO) 

identifikovan je kao potencijalni terapeutik za tretman autoimunskih oboljenja. Kako je 

poznato da CO štiti  ćelije od apoptoze, kao i da prekomerna ekspresija HO-1, enzima 

odgovornog za nastanak endogenog CO, štiti NOD miševe od razvoja autoimunskog 

dijabetesa, osnovni cilj ovih istraživanja bio je ispitivanje potencijalne uloge 

sintetskog jedinjenja koje na kontrolisani način otpušta CO, CORM-A1 

[Na2(BH3CO2)], u regulaciji autoimunosti usmerene ka  ćelijama pankreasa i 

definisanje njegovih ćelijskih i molekulskih meta. 

U sprovođenju navedenog opšteg cilja postavljeni su sledeći specifični ciljevi: 

1. Uticaj CORM-A1 na preživljavanje i diferencijaciju subpopulacija Th ćelija 

limfnog čvora miševa visokosrodnog soja C57BL/6 u in vitro uslovima: 

 

 Utvrđivanje efekata CORM-A1 na preživljavanje, proliferaciju i aktivaciju ćelija 

limfnog čvora; 

 Utvrđivanje efekata CORM-A1 na produkciju citokina karakterističnih za Th1, 

Th17 i Th2 ćelije na nivou unutarćelijske ekspresije i na proteinskom nivou; 

 Utvrđivanje efekata CORM-A1 na unutarćelijske signalne puteve uključene u 

diferencijaciju Th1, Th17 i Th2 ćelija. 

 

2. Uticaj primene CORM-A1 na razvoj DT1 izazvanog davanjem VMDS miševima 

genetski osetljivog visokosrodnog soja C57BL/6: 

 

 Ispitivanje dejstva ranog i kasnog profilaktičkog, kao i terapijskog režima 

CORM-A1 na razvoj hiperglikemije u DT1; 

 Ispitivanje dejstva CORM-A1 primenjenom u ranom profilaktičkom i 

terapijskom tretmanu na infiltraciju imunskih ćelija u pankreas; 

 Ispitivanje dejstva CORM-A1 primenjenog u ranom profilaktičkom režimu 

na sekreciju insulina kod eksperimentalnih životinja. 
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3. Utvrđivanje ex vivo ćelijskih i molekulskih mehanizama farmakološke 

modulacije DT1 primenom CORM-A1 u ranom profilaktičkom režimu kod 

C57BL/6 soja miševa: 

 

 Ispitivanje uticaja CORM-A1 na sekreciju pro- i anti-inflamatornih citokina 

na sistemskom nivou; 

 Ispitivanje uticaja CORM-A1 na fenotip i funkcijske karakteristike imunskih 

ćelija poreklom iz peritonealne šupljine, slezine i pankreasnih drenirajućih 

limfnih čvorova; 

 Ispitivanje efekata CORM-A1 na fenotip imunskih ćelija koje infiltriraju 

pankreas; 

 Ispitivanje efekata CORM-A1 na unutarćelijske signalne mehanizme 

uključene u diferencijaciju Th ćelija u infiltratima pankreasa. 

 

4. Utvrđivanje citoprotektivnog efekta CORM-A1 u in vitro uslovima na  ćelije 

pankreasa: 

 

 Ispitivanje efekata CORM-A1 na sekreciju insulina pankreasnih ostrvaca u 

inflamatornom miljeu simuliranom dodavanjem pro-inflamatornih citokina 

IL-1+IFN-+TNF; 

 Ispitivanje efekata CORM-A1 na preživljavanje pankreasnih ostrvaca i  

ćelija u prisustvu pro-inflamatornih citokina IL-1+IFN-+TNF; 

 Ispitivanje efekata CORM-A1 na molekulske mehanizme uključene u 

apoptozu pankreasnih ostrvaca prouzrokovanu dejstvom pro-inflamatornih 

citokina IL-1+IFN-+TNF. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materijali i metode 
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3.1. Reagensi i rastvori 

U eksperimentalnom radu korišćeni su sledeći regensi: medijum za uzgajanje 

ćelija RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute)-1640, medijum za uzgajanje ćelija 

DMEM (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Henksov rastvor (HBSS, engl. 

Hank’s Balanced Salt Solution), serum fetusa goveĉeta (FCS, engl. Fetal Calf Serum) 

(PAA Laboratories, Pašing, Austrija); jugocilin, gentamicin, nistatin (Galenika, 

Beograd, Srbija); Folin-Ciocalteu-ov reagens (Mol, Beograd, Srbija); kolagenaza V, (3-

4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT), tripsin, hemoglobin (Hgb), 

propidijum jodid, etilendiamin tetrasirćetna kiselina (EDTA), RNAza, dimetil sulfoksid 

(DMSO), ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), ExtrAvidin®-

peroksidaza, Triton X-100, Tween-20, aprotinin, bromfenol plavo, rastvor za izolovanje 

ćelija po gustini (Histopaque-®1077) (Sigma, Sent Luis, SAD); natrijum nitirit 

(NaNO2), dinatrijum hidrogenfosfat-2-hidrat (Na2HPO4 x 2 H2O), hloroform (Merck, 

Darmštadt, Nemaĉka); natrijum karbonat (Na2CO3; Carlo Erba, Milano, Italija); kalijum 

natrijum tartarat (Alkaloid, Skoplje, Makedonija); natrijum dihidrogenfosfat-2-hidrat 

(NaH2PO4 x 2 H2O; Analytika, Prag, Ĉeska); natrijum hlorid (NaCl; ICN, Aurora, 

Ohajo, SAD); glicerol, kalijum dihidrogenfosfat (KH2PO4), kalijum hlorid (KCl) 

(LachNer, Neratovice, Ĉeška); bakar sulfat-5-hidrat (CuSO4 x 5 H2O), vodonik peroksid 

(H2O2), metanol, etanol (Zorka, Šabac, Srbija); konkanavalin A (Con A, Pharmacia, 

Upsala, Švedska); nitro plavo tetrazolijum (NBT, engl. Nitroblue Tetrazolium, ICN 

Pharmaceutical, Kosta Mesa, SAD), tripan plavo, goveĊi albumin iz seruma (BSA engl. 

Bovine Serum Albumine), Tris (Fluka, Buh, Nemaĉka); HEPES (Flow Laboratories, 

Irvin, Velika Britanija); dezoksiribonukleotid-trifosfati (dNTP), nasumiĉni heksamerni 

prajmeri, komercijalni pufer za reverznu transkripciju, reverzna transkriptaza Moloni 

virusa mišje leukemije, inhibitor RNaze (Fermentas, Vilnus, Litvanija); komplet za 

izolovanje totalne RNK (mi-Total RNA Isolation Kit), prajmeri za gene od interesa koji 

su navedeni u tabeli 2 (Metabion, Martinsrid, Nemaĉka); prajmeri za β-aktin gen 

(Integrated DNA Technologies, Koralvil, SAD); komercijalna smeša za Real-Time PCR 

- SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Varington, Velika Britanija); 

amonijum persulfat (APS), β-merkaptoetanol, natrijum dodecil sulfat (SDS) 

(Applichem, Darmštadt, Nemaĉka); paraformaldehid (PFA), glicin, N, N, N’, N’-

tetrametiletilen diamin (TEMED), akrilamid / bisakrilamid rastvor 29:1 (Serva, 



16 
 

Hajdelberg, Nemaĉka); ECL sistem za detekciju (ECL, GE Healthcare, Bakinghemšir, 

Velika Britanija); Majerov hematoksilin (BioOptica, Milano, Italija); glicergel (Dako, 

Glostrup, Danska); diaminobenzidin (DAB) (R&D Systems, Mineapolis, Minesota, 

SAD); aneksinV-FITC (BD Pharmingen, San Dijego, SAD).  

Za uzgajanje ćelija insulinoma poreklom iz pacova (RINm5F engl. Rat 

Insulinoma), pankreasnih ostrvaca, ćelija peritonealnog ispirka (PĆ), mononukleusnih 

ćelija slezine (SMĆ), ćelija pankreasnog drenirajućeg limfnog ĉvora (PDLĈ), 

mononukleusnih ćelija koje infiltriraju pankreas (PMĆ) i ćelija cervikalnog limfnog 

ĉvora (ĆLĈ) korišćen je RPMI-1640 medijum, za uzgajanje ćelija insulinoma poreklom 

iz miša (MIN6 engl. Mouse Insulinoma) korišćen je DMEM medijum. U medijume za 

kultivisanje dodavani su: 2-merkaptoetanol (50 M), antibiotici jugocilin (100 IU/ml) i 

gentamicin (100 g/ml), antimikotik nistatin (10 U/ml) i 10% FCS, u daljem tekstu 

oznaĉeni kao medijumi za kultivisanje. FCS je inkubiran 30 minuta na 56° C kako bi se 

inaktivirale komponente komplementa, a onda je dodavan u medijum u cilju kultivacije 

ćelija. PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) rastvor u vodi pravljen je od 137 mM 

NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4 x 2 H2O, 1,76 mM KH2PO4, pH = 7,4. 

3.2. Dizajn eksperimenta 

3.2.1. In vitro eksperimenti 

In vitro eksperimenti izvedeni su na ćelijama cervikalnog limfnog ĉvora (ĆLĈ) 

izolovanim iz miševa C57BL/6 soja stimulisanim anti-CD3/anti-CD28 antitelima ili na 

izolovanim pankreasnim ostrvcima i ćelijama koje su pandan  ćelija pankreasa (ćelije 

insulinoma poreklom iz miša i pacova) u simuliranim uslovima koji vode razvoju 

inflamacije (u prisustvu TNF+IL-1+IFN-).  

Sve ćelijske kulture gajene su u inkubatoru sa vlaţnom atmosferom, pri 

koncentraciji CO2 od 5% i na temperaturi od 37° C (u daljem tekstu inkubacija). 

Ćelije cervikalnog limfnog ĉvora (ĆLĈ) (5 x 10
6
 po uzorku) inkubirane su 24h u 

prisustvu anti-CD3/anti-CD28 antitela (1 g/ml, eBioscience, San Dijego, SAD) i 

prisustvu ili odsustvu razliĉitih doza CORM-A1 (3-25 M) za merenje vijabilteta i 

proliferativnog indeksa ćelija, dok su supernatanti ćelijskih kultura korišćeni za merenje 
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produkcije citokina IFN-, IL-17 i IL-4 ELISA testom. Protoĉnom citofluorimetrijom 

detektovana je apoptoza i nekroza ĆLĈ (1 x 10
6
 po uzorku) dvostrukim bojenjem 

aneksin V-FITC/propidijum jodid, aktivacija ćelija fluorescentno obeleţenim antitelom 

za površinski marker CD25, i analiza diferencijacije ćelija antitelima za površinske i 

unutarćelijske markere karakteristiĉne za Th1 (CD4
+
IFN-

+
), Th17 (CD4

+
IL-17

+
) i Th2 

(CD4
+
IL-4

+
) ćelije ili za transkripcione faktore T-bet, RORT i GATA-3. 

RINm5F i MIN6 ćelije gajene su u sterilnim plastiĉnim flašicama (25 cm
3
) 

(Sarstedt, Njuton, SAD) u 5 ml medijuma za kultivisanje. Na svaka tri dana sipan je 

sveţ medijum, a ćelije su po dostizanju 80% konfluentnosti presaĊivane u nove 

plastiĉne flašice ili su korišćene u eksperimentima. U ploĉe sa 96 mesta (Sarstedt) 

saĊeno je 10
4
 RINm5F ili MIN6 ćelija po bunariću u 200 l medijuma. 

RINm5F ćelije inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-

1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-A1 (25M) za merenje vijabiliteta 

ćelija. Za ispitivanjen efekata CO RINm5F ćelije tretirane su 48h sa TNF+IL-1+IFN- 

(10 ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu inaktivne forme CORM-A1 koja nema 

mogućnost da oslobaĊa CO (iCORM-A1, 25M) i odreĊivan je vijabilitet ćelija. 

MIN6 ćelije inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-

1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-A1 (25M) za merenje vijabiliteta 

ćelija. Za ispitivanje efekata CO MIN6 ćelije tretirane su 48h sa TNF+IL-1+IFN- (10 

ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu hemoglobina (50 M, Hgb), koji vezuje CO i 

spreĉava njegovo delovanje, i prisustvu CORM-A1 (25M) i odreĊivan je vijabilitet 

ćelija. 

Pankreasn ostrvca (n=30) inkubirana su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu 

TNF+IL-1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-A1 (25M) za merenje 

vijabiliteta i apoptoze ćelija. Za ispitivanjen efekata CO pankreasna ostrvca (n=30) 

tretirane su 48h sa TNF+IL-1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu 

iCORM-A1 (25M) i odreĊivan je vijabilitet ćelija. S obzirom na to da je poluţivot 

CORM-A1 i oslobaĊanja CO u fiziološkim uslovima 21 minut, iCORM-A1 dobijen je 

rastvaranjem CORM-A1 u medijumu za kultivisanje i korišćen je nakon 24h. 
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Pankreasna ostrvca (n=80) inkubirana su 24h u prisustvu TNF+IL-1+IFN- (10 ng/ml 

svaki, Cit) i prisustvu ili odsustvu CORM-A1 (25M) za odreĊivanje sekrecije insulina 

ELISA testom, koliĉine proteina (citohrom c, p-p38, p38, p-JNK, JNK, p-NFB, NFB 

i tubulin) imunoblotom i fluorometrijsko merenje aktivnosti kaspaze-3. 

3.2.2. Eksperimentalne životinje 

U ovom istraţivanju korišćeni su miševi muškog pola soja C57BL/6 starosti 8 

do 12 nedelja. Miševi su dobijeni iz uzgajališta Instituta za biološka istraţivanja „Siniša 

Stanković“ Univerziteta u Beogradu i ĉuvani pod standardnim uslovima sa 

neograniĉenim pristupom hrani i vodi. 

Svi eksperimenti odobreni su od strane Etiĉkog komiteta Instituta za biološka 

istraţivanja „Siniša Stanković“ Univerziteta u Beogradu, odluka broj 2-26/10 od 

15.01.2011. 

3.2.3. In vivo eksperimenti  

DT1 indukovan je intraperitonealnim davanjem višestrukih malih doza 

streptozotocina (40 mg/kg telesne mase ţivotinja, VMDS) u trajanju od 5 uzastopnih 

dana (0-4. dan) (slika 2). Streptozotocin je rastvaran neposredno pred primenu u 

hladnom 0,1 M natrijum-citratnom puferu (pH = 4,5). Dan 0 definisan je kao prvi dan 

davanja streptozotocina. 

Jedna grupa ţivotinja primala je VMDS + CORM-A1 u tri razliĉita reţima: 

1. Rani profilaktiĉki tretman ţivotinja: CORM-A1 davan je u dozi od 2 mg/kg ili 4 

mg/kg telesne mase ţivotinja, svakodnevno u trajanju od 10 dana (0-9. dan); 

2. Kasni profilaktiĉki tretman: CORM-A1 davan je u dozi od 2 mg/kg telesne mase 

ţivotinja, svakodnevno u trajanju od 10 dana poĉevši od 5. dana; 

3. Terapijski tretman: CORM-A1 davan je u dozi od 2 mg/kg telesne mase 

ţivotinja, svakodnevno u trajanju od 28 dana poĉevši od 14. dana. 

Druga grupa ţivotinja primala je VMDS i PBS (rastvaraĉ) umesto CORM-A1. 
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Slika 2. Shematski prikaz in vivo eksperimenata.  

Merenje koncentracije glukoze u krvi pomoću ruĉnog glukometra (GlucoSure 

glucometer, Apex Biotechnology Group, Hsinšu, Tajvan) iz repne vene i telesne mase, 

kao osnovnih kliniĉkih parametara bolesti, raĊeno je u sedmodnevnim intervalima 

tokom trajanja eksperimenta, pri ĉemu je hiperglikemija definisana kao vrednost 

glukoze >11mM, dok je promena telesne mase (%) izraţavana kao promena mase u 

odnosu na poĉetnu masu ţivotinja izmerenu 0. dana eksperimenta. 

Ţivotinje koje su primale rani profilaktiĉki i terapijski tretman CORM-A1 i/ili 

VMDS ţrtvovane su 49. dana eksperimenta za analizu histoloških preseka pankreasa 

bojenih Majerovim hematoksilinom u cilju ispitivanja insulitisa, a histološki preseci 

pankreasa izolovanih iz miševa koji su primali rani profilaktiĉki tretman CORM-A1 i/ili 

VMDS bojeni su i na nitrotirozin. TakoĊe, ţivotinjama koje su primale rani profilaktiĉki 

tretman CORM-A1 i/ili VMDS odreĊivana je 49. dana eksperimenta koncentracija 

insulina u serumu ELISA testom. 

3.2.4. Ex vivo eksperimenti 

Ex vivo analize sprovedene su 10. dana nakon indukcije bolesti kod miševa koji 

su bili izloţeni ranom profilaktiĉkom tretmanu CORM-A1. Ţivotinjama je izolovan 

serum gde je odreĊivana koncentracija citokina IL-6, IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 ELISA 

testom. Fenotip izolovanih ćelija peritoneumskog ispirka (PĆ), mononukleusnih ćelija 

slezine (SMĆ), ćelija pankreasnih drenirajućih limfnih ĉvorova (PDLĈ) i 

mononukleusnih ćelija koje infiltriraju pankreas (PMĆ) (0,5 x 10
6
 po uzorku) analiziran 
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je na protoĉnom citofluorimetru odreĊivanjem prisustva površinskih markera M1 

makrofaga (F4/80
+
CD40

+
), M2 makrofaga (F4/80

+
CD206

+
), B limfocita (B220

+
), CD4

+
 

i CD8
+
 T limfocita i Treg (CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
) ćelija, dok je 10

6
 ćelija PDLĈ, SMĆ i 

PMĆ po uzorku istovremeno bojeno antitelima za površinske i unutarćelijske markere 

karakteristiĉne za Th1 (CD4
+
IFN-

+
), Th17 (CD4

+
IL-17

+
) i Th2 (CD4

+
IL-4

+
) ćelije i 

ćelije koje produkuju IL-10 (IL-10
+
).  

Izolovane PĆ (10
6
 po uzorku), SMĆ (5 x 10

6
 po uzorku) i ćelije PDLĈ (3 x 10

6
 

po uzorku) posaĊene su u ploĉe sa 24 mesta i inkubirane u prisustvu lipopolisaharida 

(LPS, 1 g/ml) PĆ, odnosno konkanavalina A (Con A, 1 g/ml) SMĆ i ćelije PDLĈ, 

24h, a nakon inkubacije u supernatantima kultura ćelija odreĊivana je koncentracija 

citokina TNF, IL-1, IL-6 i IL-10 u PĆ i IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 u SMĆ i ćelijama 

PDLĈ ELISA testom i akumulacija nitrita PĆ Grisovom reakcijom. Oksidativni 

metabolizam PĆ (5 x 10
5
 po uzorku) meren je inkubacijom ćelija sa nitroplavo 

tetrazolijumom (NBT engl. Nitroblue Tetrazolium).  

Iz PMĆ (5 x 10
6
 po uzorku) izolovana je iRNK za odreĊivanje ekspresije gena 

za Ifn-, Il-17, Il-4, Il-10 i Rort metodom RT-PCR u realnom vremenu i za izolovanje 

proteina i analizu koliĉine proteina p-STAT1, p-STAT4 i GATA-3 imunoblot metodom. 

3.3. Izolovanje ćelija i tkiva 

3.3.1. Izolovanje ćelija peritoneumskog ispirka  

Eksperimentalnim ţivotinjama je intraperitoneumski ubrizgavan hladan PBS, 

otvarana trbušna duplja i paţljivo, pipetom prislonjenom uz telesni zid, sakupljan 

ispirak. Ispirak je centrifugiran na 500 g, 5 minuta. Ćelije u talogu resuspendovane su u 

medijumu za kultivisanje, brojane i korišćene u daljim eksperimentima. 

3.3.2. Izolovanje ćelija slezine, cervikalnih i pankreasnih drenirajućih limfnih 

čvorova 

U cilju izolovanja SMĆ, ĆLĈ i ćelija PDLĈ, slezina, cervikalni i pankreasni 

drenirajući limfni ĉvorovi vaĊeni su sterilnim priborom iz eksperimentalnih ţivotinja. 

Jednoćelijska suspenzija pravljena je protiskivanjem tkiva kroz najlonsku mreţicu u 

Petri šolji sa medijumom za kultivisanje. Dobijena ćelijska suspenzija filtrirana je kroz 
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konusnu najlonsku mreţicu u epruvete i centrifugirana na 500 g, 5 minuta. Talog ćelija 

resuspendovan je u medijumu za kultivisanje, ćelije su brojane i korišćene u daljim 

eksperimentima. 

3.3.3. Izolovanje mononukleusnih ćelija koje infiltriraju pankreas 

U cilju izolovanja ćelija koje infiltriraju pankreas sterilnim priborom vaĊen je 

pankreas i stavljan u Petri šolju sa HBSS sa 10% FCS. Tkivo pankreasa mehaniĉkim 

putem je sitnjeno na komadiće 0,5–1 mm i prano centrifugiranjem na 250g, 10 minuta. 

Zatim je talog tkiva resuspendovan u HBSS sa 10% FCS u koji je dodavana kolagenaza 

V (2 mg/ml, 10 ml rastvora za jedan pankreas). Tkivo je mućkano 15 minuta na 37° C u 

vodenom kupatilu i nakon toga dodatno na sobnoj temperaturi 20s. Suspenzija je zatim 

naslojena na rastvor za izolovanje ćelija po gustini (Histopaque-®1077, Sigma, Sent 

Luis, SAD) u odnosu 1:1 i centrifugirana na 700 g bez ubrzanja i koĉenja, 20 minuta. 

Nakon centrifugiranja mogao se uoĉiti prsten mononukleusnih ćelija koji se nalazio na 

granici dva sloja. Prsten je paţljivo sakupljan, prebacivan u nove epruvete i dva puta 

centrifugiran u medijumu za kultivisanje na 650g i 600g, respektivno, po 5 minuta. 

Nakon toga, talog ćelija resuspendovan je u medijumu za kultivisanje, ćelije su brojane i 

korišćene u daljim eksperimentima. 

3.3.4. Izolovanje pankreasnih ostrvaca 

Pankreas je vaĊen sterilnim priborom, stavljan u Petri šolje sa HBSS, seckan na 

deliće veliĉine 3–4 mm i prebacivan u epruvete sa HBSS i kolagenazom V (1 mg/ml, 3 

ml rastvora za jedan pankreas). Rastvor je mućkan 15 minuta na 37° C u vodenom 

kupatilu, nakon ĉega je digestija tkiva kolagenazom prekidana dodavanjem hladnog 

HBSS. Nakon taloţenja tkiva na ledu, odlivan je višak rastvora, a pankreasna ostrvca 

prikupljana su ruĉnim i pojedinaĉnim biranjem pomoću automatske pipete sa sterilnim 

nastavkom. Rastvor HBSS sa tkivom posmatran je pod svetlosnim mikroskopom i 

pankreasna ostrvca prebacivana su pipetom u Petri šolju sa medijumom za kultivisanje. 

Izolovana pankreasna ostrvca inkubirana su preko noći i korišćena u daljim 

eksperimentima. 
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3.4. Tehnike 

3.4.1. Tripsinizacija ćelija 

Kada su RINm5F i MIN6 ćelije dostizale 80% konfluentosti, skidane su sa 

podloge postupkom tripsinizacije. Medijum za kultivisanje ćelija je uklanjan, a u 

plastiĉne flašice u kojima su gajene ćelije sipano je 10 ml PBS u cilju uklanjanja mrtvih 

i neadherentnih ćelija, viška preostalog medijuma i FCS, koji bi mogli da ometaju 

postupak tripsinizacije. Potom je PBS uklanjan, a na ćelije dodavan 1 ml rastvora 

tripsina (0,25%) i EDTA (0,02%) u PBS. Tripsin je enzim koji iseca meĊućelijske veze 

i tako prekida veze ćelija sa podlogom. Proces odlepljvanja ćelija prekidan je 

dodavanjem medijuma za kultivisanje u flašice u kojima su gajene ćelije. Ćelijska 

suspenzija centrifugirana je na 500g, 5 minuta, a talog ćelija resuspendovan u medijumu 

za kultivisanje, ćelije su brojane i korišćene za dalje eksperimente. 

3.4.2. Određivanje broja i vijabiliteta ćelija tripan plavom bojom 

Za odreĊivanje ukupnog broja ćelija i relativnog broja ţivih ćelija korišćen je 

0,1% rastvor boje tripan plavo u PBS. Tripan plavo je boja koja ulazi u mrtve ćelije kroz 

oštećenja na njihovoj membrani, pa se na taj naĉin mogu razlikovati mrtve (plavo 

obojene) od ţivih (neobojenih) ćelija posmatranjem pod svetlosnim mikroskopom. 

Suspenzija ćelija mešana je sa rastvorom tripan plave boje u odnosu 1:1 ili 1:10 nakon 

ĉega su ćelije brojane pod svetlosnim mikroskopom u komori po Türker-Bürku sa 

ugraviranim poljima. Broj ćelija po ml suspenzije raĉunat je po obrascu: broj ćelija / 

broj polja x 0,5 ili 2,5, zavisno od toga da li su ćelije mešane sa bojom 1:1 ili 1:10, 

respektivno, x 10
6
. Poznavajući broj raspoloţivih ćelija, razblaţivanjem suspenzije 

podešavana je njihova gustina za kultivaciju i dalji ekperimentalni rad. Broj ţivih ćelija 

izraţen je kao procenat neobojenih ćelija u odnosu na ukupan broj ćelija (izraţenih kao 

100% ćelija). 

3.4.3. MTT test za određivanje vijabiliteta i proliferativnog indeksa ćelija 

Za odreĊivanje vijabiliteta ćelija korišćen je MTT test koji se zasniva na 

redukciji tetrazolijumove soli (MTT), koju obavljaju dehidrogenaze aktivnih 

mitohondrija ţivih ćelija, pri ĉemu nastaje obojeno jedinjenje formazan. Nakon 
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tretmana na staloţena pankreasna ostrvca ili ćelija dodavano je po 100 l rastvora MTT 

(0,5 mg/ml). Uzorci su inkubirani 15 minuta na 37° C i zatim centrifugirani (500g, 5 

min). Po centrifugiranju supernatanti su odbacivani, a na dobijen talog obojenih ćelija 

dodavano je 100 μl DMSO u cilju liziranja ćelija i rastvaranja formazana.  Apsorbancija 

svetlosti merena je na 540 nm u automatskom ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe (LKB 5060-

006; LKB, Beĉ, Austrija). Dobijene vrednosti apsorbancije proporcionalne su broju 

ţivih ćelija. Proliferativni indeks ĆLĈ izraţen je kao odnos vrednosti apsorbancije 

dobijene  merenjem ćelija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima i nestimulisanih 

ĆLĈ. Rezultati vijabiliteta pankreasnih ostrvaca, RINm5F i MIN6 ćelija prikazani su 

kao procenat u odnosu na vrednost apsorbancije kulture gajene samo u medijumu 

(kontrola). 

3.4.4. Test za utvrđivanje apoptoze 

U cilju odreĊivanja tipa ćelijske smrti nakon tretmana pankreasnih ostrvaca 

uraĊen je ELISA (engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) test za detekciju 

apoptoze. Sam postupak izvoĊenja ELISA metode obavljen je prema protokolima 

obezbeĊenim od strane proizvoĊaĉa (Roche Aplied Science, Manhajm, Nemaĉka). 

Nakon tretmana pankreasna ostrvca su prebacivana u male konusne epruvete, i nakon 

centrifugiranja na 500g tokom 5 minuta na talog ćelija dodavan je rastvor za liziranje 

ćelija (Roche Aplied Science). Uzorci su lizirani 30 minuta na sobnoj temperaturi, a 

potom centrifugirani na 500g, 5 minuta. Supernatanti uzoraka (20 l) prebacivani su u 

mikroploĉu (Roche Aplied Science) i dodavanoo je 80 l prethodno napravljenog 

imunoreagensa. Imunoreagens se sastojao od anti-histon antitela obeleţenih biotinom i 

anti-DNK antitela obeleţenih peroksidazom poreklom iz rena (HRP engl. Horse Radish 

Peroxidase), u odnosu 1:1, rastvorenih u puferu za inkubaciju (Roche Aplied Science). 

Uzorci su inkubirani 2h na sobnoj temperaturi, a potom je u ploĉu dodavan pufer za 

inkubaciju, 3 puta po 300 l. Zatim je u svaki bunarić dodavano 100l supstrata za 

peroksidazu (ABTS Substrate, Roche Aplied Science) i inkubirano 15–20 minuta do 

razvijanja boje. Reakcija je prekidana dodavanjem rastvora za prekidanje (ABTS Stop 

Solution, Roche Aplied Science) i apsorbancija je ĉitana pomoću automatskog ĉitaĉa za 

mikrotitarske ploĉe korišćenjem filtera za 405 nm. Dobijene vrednosti merene 

apsorbancije proporcionalne su broju ćelija u apoptozi. 
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3.4.5. Merenje sekrecije proteina ELISA testom 

Za odreĊivanje koncentracije proteina korišćen je sendviĉ ELISA test pomoću 

koga se proteini detektuju visokom specifiĉnošću i osetljivošću. Korišćeni su 

komercijalni kompleti monoklonskih antitela za merenje proteina: insulin (Mercodia, 

Upsala, Švedska), IL-17, IL-1, TNF (BD Bioscience, Bedford, SAD), IL-6, IL-10 

(eBioscience), IFN- i IL-17 (R&D systems, Minesota, SAD). Postupak izvoĊenja 

ELISA testa obavljan je prema protokolima obezbeĊenim od strane proizvoĊaĉa. 

Primarnim antitelom oblagane su ploĉe sa 96 mesta (MaxiSorp, Nunk, Danska), 50 μl 

po bunariću i ostavljane preko noći. Zatim su bunarići ispirani rastvorom PBS + 0,01% 

Tween (3 puta sa 300 μl po bunariću) u cilju uklanjanja nevezanog antitela. 

Nespecifiĉna mesta vezivanja na primarnom antitelu blokirana su sa po 100 μl 

blokirajućeg rastvora, 1h na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja u ploĉu je ponovo 

sipan rastvor PBS + 0,01% Tween (3 puta sa 300 μl po bunariću), a potom su nanošeni 

uzorci (supernatanti ili standard) po 50 μl po bunariću. Nakon dva sata uzorci su 

prosipani, a u ploĉu dodavan rastvor PBS + 0,01% Tween (3 puta sa 300 μl po 

bunarĉiću) i zatim je nanošeno 50 μl po bunariću sekundarnog antitela obeleţenog 

biotinom. Nakon 2h višak nevezanog antitela uklanjan je na isti naĉin i sipan je rastvor 

avidina konjugovanog sa HRP (50 μl po bunariću) i inkubirano 30 minuta u mraku. Po 

isteku inkubacije i po uklanjanju nevezanog avidina iz ploĉe, dodavan je supstrat za 

peroksidazu tetrametilbenzidin (TMB, 50 μl po bunariću), pa je boja razvijana u mraku. 

Po razvijanju boje reakcija je prekidana sa 50 µl 1M HCl i apsorbancija je oĉitavana 

pomoću automatskog ĉitaĉa za mikrotitarske ploĉe korišćenjem filtera za 405 nm. 

Koncentracija proteina odreĊivana je korišćenjem standardne krive dobijene na osnovu 

vrednosti apsorbancije za serijska razblaţenja standarda poznatih koncentracija. 

3.4.6. Merenje akumulacije nitrita Grisovom reakcijom 

Koncentracija nitrita merena je Grisovom reakcijom. Nakon inkubacije ćelija 

uzimano je po 50 μl supernatanta i mešano sa istovetnom zapreminom Grisovog 

reagensa (0,1% rastvor N-1-naftilendiamin dihidrohlorida i 1% rastvor sulfanilamida u 

5% H3PO4) u ploĉama sa 96 bunarića ravnog dna. Uzorci su inkubirani 10 minuta na 

sobnoj temperaturi i apsorbancija razvijene boje merena je na 540 nm na automatskom 
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ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe. Koncentracija nitrita raĉunata je na osnovu standardne 

krive dobijene odreĊivanjem absorbancija za poznate koncentracije NaNO2. 

3.4.7. Merenje oksidativnog metabolizma reakcijom redukcije nitro plavo 

tetrazolijum 

Oksidativni metabolizam PĆ meren je na osnovu njihove sposobnosti da 

produkcijom superoksidnih anjona redukuju ţuto obojeno jedinjenje NBT do plavo 

obojenog formazana. PĆ (5 x 10
5
 po bunariću) inkubirane su sa NBT (500 μg/ml, ICN 

Pharmaceutical, Kosta Mesa, SAD) i sa PMA (engl. Phorbol Myristate Acetate, 100 

ng/ml) 30 minuta na 37° C. Formirani formazan ekstrahovan je preko noći sa 10 mmol/l 

HCl sa dodatkom 10% SDS, a apsorbancija razvijene boje merena je na 540 nm i 

korigovana na 670 nm na automatskom ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe. Dobijene 

vrednosti merene apsorbancije proporcionalne su koliĉini produkovanih superoksidnih 

anjona. 

3.4.8. Metoda protočne citofluorimetrije 

U osnovi metode protoĉne citofluorimetrije (FACS engl. Fluorescence Activated 

Cell Sorting) nalazi se obeleţavanje markera na površini ili unutar ćelije fluorescentnim 

bojama, ekscitacije fluorofore pomoću jedne talasne duţine (ekscitacioni maksimum) i 

ĉitanja emisije fluorofore na emisinoj talasnoj duţini. Intenzitet fluorescencije 

obeleţenih uzoraka detektovan je na CyFlow Space protoĉnom citofluorimetru i 

analiziran korišćenjem softverskog programa FloMax (Partec GmbH, Münster, 

Nemaĉka). Prednost korišćenja ove metode ogleda se u mogućnosti detekcije 

fluorescencije po jednoj ćeliji, pa je moguća primena više razliĉitih fluorofora u istom 

uzorku. U eksperimentalnom radu korišćene su sledeće fluorescentne boje: aneksin V 

konjugovan sa fluorescein izotiocijanatom (FITC engl. Fluorescein Isothiocyanate) u 

kombinaciji sa propidijum jodidom, mišja antitela obeleţena sa FITC, fikoeritrinom (PE 

engl. Phycoerythrin), alofikocijaninom (APC engl. Allophycocyanin), eFluor®660 ili 

PE-cijaninom 5 (PE-Cy5 engl. PE-Cyanine 5). Ekscitacioni i emisioni maksimumi 

fluorescentnih boja dati su u tabeli 1. 
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Tabela 1. Fluorescentne boje korišćene u eksperimentima. 

Fluorescentna boja Ekscitacioni maksimum (nm) Emisioni maksimum (nm) 

Propidijum jodid 536 617 

FITC 488 518 

PE 488 578 

PE-Cy5 488 667 

APC 633 660 

eFluor®660 633 668 

 

 

3.4.8.1. Detekcija apoptoze aneksin V-FITC/propidijum jodid bojenjem 

Dvostruko bojenje aneksin V-FITC/propidijum jodid (Biotium, Hejvard, SAD) 

korišćeno je da bi se detektovala promena lokalizacije fosfatidil serina u plazma 

membrani ćelija što je rani znak apoptoze. Kod ćelija koje nisu ušle u apoptozu, većina 

molekula fosfatidil serina nalazi se u citoplazmatskom sloju ćelijske membrane. 

Fosfatidil serin lokalizovan na površini ćelija moguće je detektovati rekombinantnim 

aneksinom V, proteinom koji pokazuje snaţan afinitet prema fosfatidil serinu. Aneksin 

V konjugovan je sa FITC da bi mogao da se fluorescentno detektuje. Propidijum jodid 

je fluorescentna boja kojom je moguće detektovati ćelije u nekrozi, jer ova boja ulazi 

samo u ćelije kojima je narušen permeabilitet ćelijske membrane. Nakon inkubacije, 

ĆLĈ prebacivane su u epruvete sa PBS i centrifugirane 3 minuta, 500g. Talog ćelija 

resuspendovan je u 100 μl pufera za vezivanje aneksina kome je dodavano 1,5 μl 

aneksin V-FITC i 1,5 μl propidijum jodida (1 mg/ml). Ćelije su inkubirane 15 minuta u 

mraku na sobnoj temperaturi, a bojenje je prekidano dodavanjem 200 μl pufera za 

vezivanje aneksina. Fluorescencija je detektovana na protoĉnom citofluorimetru i 

analizirana softverskim programom. Ćelije apoptoze detektovane su kao aneksin V 

pozitivne, dok su propidijum jodid pozitivne predstavljale nekrotiĉne ćelije. 
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3.4.8.2. Detekcija površinskih markera ćelija 

Po izolovanju ćelijskih suspenzija ex vivo kultura PĆ, SMĆ, ćelija PDLĈ i PMĆ 

utvrĊivan je fenotip ćelija fluorescentno obeleţenim antitelima za površinske markere 

ćelija imunskog sistema. Aktivacija ĆLĈ detektovana je bojenjem površinskog markera 

aktivisanih ćelija CD25. Na ćelije je dodavan PBS sa 1% BSA i centrifugirane na 500g 

tokom 3 minuta. Potom je talog ćelija resuspendovan u PBS sa 1% BSA u koji je 

dodavano odgovarajuće obeleţeno antitelo ili izotipska kontrola. Izotipska kontrola 

predstavlja antitelo koje nije specifiĉno za ciljni antigen, ali ima nespecifiĉne odlike 

antitela koje se koristi u eksperimentu. Korišćenjem izotipske kontrole proverava se 

specifiĉnost vezivanja primarnog antitela, odnosno da nije zbog nespecifiĉnih 

interakcija sa drugim ćelijskim proteinima ili sa receptorom za konstantni deo antitela. 

TakoĊe, korišćena je i negativna kontrola u kojoj su ćelije inkubirane bez dodatog 

antitela (neobojene ćelije). U eksperimentima su korišćena sledeća mišja anitela i 

odgovarajuće izotipske kontrole: CD4-PE (izotipska kontrola: IgG2b κ lanac iz pacova), 

CD4-FITC (izotipska kontrola IgG2b κ lanac iz pacova), CD8-PE (izotipska kontrola 

IgG2a κ lanac iz pacova), CD25-PE (izotipska kontrola IgG1 iz pacova), B220-FITC 

(izotipska kontrola IgG2a κ lanac iz pacova), F4/80-FITC (izotipska kontrola IgG2a κ 

lanac iz pacova), CD40 APC (izotipska kontrola IgM iz hrĉka) (sva iz eBioscience) ili 

CD206-PE (izotipska kontrola IgG iz koze) (R&D systems). Nakon 1h inkubacije u 

mraku na 4° C, uzorci su prani kako bi se uklonio višak nevezanog antitela i finalno 

resuspendovani u 1 ml PBS. Fluorescencija je detektovana na protoĉnom 

citofluorimetru i analizirana pomoću softverskog programa. 

3.4.8.3. Detekcija unutarćelijskih citokina 

U cilju detekcije unutarćelijskih citokina, ćelijska suspenzija ĆLĈ i ex vivo 

kulture SMĆ, ćelija PDLĈ i PMĆ resuspendovana je u 500 l medijuma za kultivisanje 

ćelija u koji je dodavano PMA (400 ng/ml) i jonomicin (800 ng/ml), koji sluţe za in 

vitro stimulaciju i aktivaciju ćelija, i brefeldin A (5 g/ml). Brefeldin A je inhibitor 

transporta proteina i omogućava unutarćelijsku detekciju citokina jer spreĉava njihovu 

sekreciju tako što ih akumulira u Goldţijevom kompleksu i endoplazmatskom 

retikulumu. Uzorci su inkubirani 4h na 37° C. Po završetku inkubacije u uzorke je dodat 

PBS sa 1% BSA i centrifugirani su na 800g, 3 minuta. Zatim su bojeni površinski 
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markeri ćelija CD4-FITC antitelom po opisanom protokolu. Nakon bojenja površinskih 

markera, uzorcima je dodavan rastvor PBS sa 1% BSA i nakon centrifugiranja na 800g, 

3 minuta, ćelije su fiksirane 2% rastvorom paraformaldehida (Serva, Hajdelberg, 

Nemaĉka) 15 minuta u mraku na 4° C. Fiksacija je proces kojim se zadrţava struktura 

ćelija i spreĉava gubitak ćelijskih konstituenata. Potom je ćelijama dodat rastvor PBS sa 

1% BSA i nakon centrifugiranja na 800g, 3 minuta, permeabilizovane su rastvorom za 

permeabilizaciju ćelija (PB engl. Permeabilization Buffer, eBioscience) preko noći u 

mraku na 4º C. Permeabilizacija ćelija sluţi za pravljenje pora na ćelijskoj membrani i 

tako molekuli unutar ćelija postaju dostupni. Nakon permeabilizacije, ćelije su prane 

dva puta u PB uz meĊukorak centrigufiranja na 800g, 3 minuta, i zatim su dodavana 

fluorescentno obeleţena mišja antitela za IFN--PE (izotipska kontrola IgG1  lanac iz 

pacova), IL-4-PE (izotipska kontrola IgG1  lanac iz pacova), IL-10-PE (izotipska 

kontrola IgG2b iz pacova) (sva iz eBioscience) ili IL-17-PE (izotipska kontrola IgG1  

lanac iz pacova) (BD Bioscience) ili odgovarajuće izotipske kontrole. Po završetku 

inkubacije 1h u mraku na 4° C, uzorcima je dva puta dodavan PB, uz meĊukorak 

centrifugiranja na 800g, 3 minuta i talog ćelija je finalno resuspendovan u 1 ml PBS. 

Fluorescencija je detektovana na protoĉnom citofluorimetru i analizirana pomoću 

softverskog programa. 

3.4.8.4. Detekcija Treg ćelija 

Treg ćelije detektovane su korišćenjem kompleta za bojenje Treg ćelija miša 

(eBioscience) prema protokolu obezbeĊenim od strane proizvoĊaĉa. Najpre je ćelijskim 

suspenzijama ex vivo kultura ćelija PDLĈ, SMĆ i PMĆ dodavan rastvoru za protoĉnu 

citofluorimetriju (FCBS engl. Flow Cytometry Staining Buffer, eBioscience). Nakon 

centrifugiranja na 500g tokom 3 minuta, talog ćelija je resuspendovan u FCBS u koji su 

dodavana CD4-FITC (izotipska kontrola IgG2b κ lanac iz pacova) i CD25-PE (izotipska 

kontrola IgG1 iz pacova) i inkubirana 1h u mraku na 4° C. Potom su nevezana antitela 

uklanjana dodavanjem FCBS u uzorke, 2 puta uz meĊukorak centrifugiranja na 500g, 5 

minuta. Nakon toga ćelije su fiksirane rastvorom za fiksaciju i permeabilizaciju ćelija 

(eBioscience) preko noći u mraku na 4° C. Potom je usledilo sipanje FCBS u uzorke i 

nakon centrifugiranja na 500g, 5 minuta, ćelije su permeabilizovane rastvorom za 

permeabilizaciju za FoxP3 (FoxP3 PB, eBioscience) 30 minuta u mraku na 4° C. Zatim 
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je u uzorke dodavano mišje antitelo FoxP3-PE-Cy5 (izotipska kontrola IgG2a iz pacova, 

eBioscience) i uzorci su bojeni 1h u mraku na 4° C. U eksperimentu su korišćene 

odgovarajuće izotipske kontrole, kao i negativna kontrola. Po završetku inkubacije, 

višak nevezanih antitela uklanjan je dva puta sa FoxP3 PB (eBioscience), uz 

centrifugiranje na 800g, 5 minuta, a ćelije su finalno resuspendovane u FCBS i 

analizirane na protoĉnom citofluorimetru. 

3.4.8.5. Detekcija transkripcionih faktora 

Za detekciju transkripcionih faktora, ĆLĈ i PMĆ su fiksirane rastvorom za 

fiksaciju i permeabilizaciju ćelija (eBioscience) preko noći u mraku na 4° C. Potom im 

je dodavan FCBS (eBioscience) uz centrifugiranje na 500g, 5 minuta i 

permeabilizovane su sa FoxP3 PB (eBioscience) 30 minuta u mraku na 4° C. Zatim su 

dodavana antitela za humani ili mišji T-bet-PE (izotipska kontrola IgG1  lanac iz 

miša), humani ili mišji GATA-3- eFluor®660 (izotipska kontrola IgG2b  lanac iz 

pacova) ili humani ili mišji RORT-PE (izotipska kontrola IgG2a iz pacova) (svi iz 

eBioscience), dok su PMĆ bojene samo antitelom za mišji RORT-PE. Nakon 1h 

inkubacije u mraku na 4° C, višak nevezanih antitela uklanjan je rastvorom FoxP3 PB 

(eBioscience), uz centrifugiranje na 800g, 3 minuta. Talog ćelija finalno je 

resuspendovan u FCBS (eBioscience) i analiziran na protoĉnom citofluorimetru. 

3.4.9. Priprema uzoraka i izolovanje RNK 

Nakon što je dobijena ćelijska suspenzija ex vivo ćelija, one su prebacivane u 

male konusne epruvete i centrifugirane na 2000g, 3 minuta. Na talog ćelija dodavano je 

500 μl reagensa za liziranje (mi-Total RNA Isolation Kit, Metabion, Nemaĉka), lagano 

mućkano i ostavljano na 4
o 

C tokom 10 minuta, nakon ĉega je dodavano 100 μl 

hloroforma po uzorku. Nakon centrifugiranja na 12000g u trajanju od 20 minuta na 4
o
 C 

u malim konusnim epruvetama su se jasno izdvojila tri sloja: gornja vodena faza u kojoj 

se nalazila ribonukleinska kiselina (RNK), intermedijarna faza sa DNK, i donja fenolna 

faza u kojoj su proteini i lipidi. Vodena faza prebacivana je u nove male konusne 

epruvete u cilju izolovanja RNK, a fenolna faza je korišćena za izolovanje proteina. 

RNK je taloţena dodavanjem 350 μl izopropanola i drţanjem 10 minuta na -20
o
 C. 

Uzorci su centrifugirani na 12000g, 20 minuta na 4
o
 C, a na talog RNK je dodavan 
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hladni 70% etanol, 2 puta, uz meĊukorak taloţenja centrifugiranjem uzoraka na 12000 

g, 10 minuta na 4
o
 C. Po završetku ispiranja, etanol je uklanjan pipetiranjem, a talog 

RNK je sušen 5 do 15 minuta (dok ne ispari sav etanol) i potom rastvaran u 20 μl DEPC 

(eng. Diethylpyrocarbonate) vode (Fermentas, Vilnus, Litvanija). Koncentracija 

izolovane RNK u uzorcima odreĊivana je merenjem apsorbancije na 260 i 280 nm 

poreĊenjem sa vrednostima dobijenim za vodu (odnos A260nm / A280nm izmeĊu 1,7 i 

2 ukazuje na visok stepen ĉistoće RNK u odgovarajućem rastvoru). U tu svrhu korišćen 

je spektrofotometar (GeneQuant pro, Ameršam, SAD). 

3.4.10. Reakcija reverzne transkripcije 

Nakon izolovanja i merenja, RNK je reakcijom reverzne transkripcije prevoĊena 

u komplementarnu DNK (cDNK). cDNK predstavlja lanac DNK sintetisan na osnovu 

lanca iRNK u reakciji koju katalizuje enzim reverzna transkriptaza. U 10 μl izolovane 

RNK (1.5 μg RNK) dodavano je 1 μl rastvora nasumiĉnih heksamernih prajmera 

(Fermentas) i 1 μl rastvora sva ĉetiri dezoksiribonukleotid-trifostata (dNTP, Fermentas). 

Kao kontrola za eventualnu kontaminaciju sluţila je destilovana voda kojoj su dodavani 

nasumiĉni prajmeri i dNTP oznaĉena kao negativna kontrola. Uzorci su inkubirani na 

70° C u trajanju od 5 minuta, da bi se nasumiĉni prajmeri vezali za RNK, nakon ĉega je 

reakcija prekidana prebacivanjem uzoraka na led. Potom je u uzorke dodavano po 4 µl 

pufera za reverznu transkripciju (Fermentas), po 1 µl enzima reverzne transkriptaze 

Moloni virusa mišje leukemije (RevertAid
TM

 H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, 

Fermentas) i po 0,5µl inhibitora RNaze (Fermentas). Uzorci su inkubirani na 25º C 15 

minuta, a potom na 42º C, temperaturi optimalnoj za funkcionisanje reverzne 

transkriptaze u trajanju od 60 minuta. Konaĉno, reakcija je prekidana inkubacijom 

uzoraka na 70º C, temperaturi na kojoj dolazi do inaktivisanja enzima reverzne 

transkriptaze, 10 minuta i 95º C, u cilju razvdajanja sintetisanih lanaca cDNK, 3 minuta. 

Uzorci sa cDNK su ĉuvani na -20º C do upotrebe u reakciji lanĉanog umnoţavanja. 

3.4.11. Reakcija lančanog umnožavanja u realnom vremenu 

Reakcija lanĉanog umnoţavanja u realnom vremenu („Real-time“ PCR) je 

metoda koja pored umnoţavanja proizvoda omogućava njegovu kvantifikaciju i koristi 

se za analizu relativne ekspresije gena. U eksperimentima je korišćena ploĉa sa 96 
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bunarića adaptirana za kvantitativni PCR (MicroAmp
TM

 Optical, Applied Biosystems, 

Varington, Velika Britanija) i u svaki bunarić dodavano je po 5 μl reakcione smeše 

SYBR Green PCR Master Mix, koji sadrţi potrebnu fluorescentnu boju SYBR Green, 

enzim AmliTaq Gold koji je DNK polimeraza i dNTP (Applied Biosystems) i po 1 μl 

specifiĉnih prajmera (finalna koncentracija prajmera je 500 nM) za gen od interesa ili za 

referentni gen β-aktin. Korišćeni parovi prajmera dati su u Tabeli 2. Potom je u svaki 

bunarić dodavano po 3 μl odgovarajućeg uzorka cDNK. Svi uzorci su raĊeni u 

duplikatima. Ploĉa je pokrivana optiĉkim adhezivnim filmom (Applied Biosystems), 

centrifugirana 2 minuta na 1000g i preneta u termoblok aparata za kvantitativni PCR 

(ABI Prism 7000, Applied Biosystems). Uslovi amplifikacije bili su sledeći: 1 minut na 

95° C u cilju denaturacije lanaca, a zatim 40 ciklusa koji su obuhvatali 15 sekundi na 

95° C, za poĉetnu denaturacuju lanaca i 1 minut na 60° C, za vezivanje prajmera i 

elongaciju lanaca. Po završenom umnoţavanju postepeno se sniţava temperatura 

termobloka, uz praćenje smanjenja intenziteta fluorescencije, koje odgovara disocijaciji 

nastalog proizvoda. Ovaj korak obezbeĊuje proveru nastalog proizvoda, i pokazuje da li 

je eventualno nastao dimer prajmera ili kontaminacija genomskom DNK. Za analizu 

dobijenih rezultata korišćen je odgovarajući softverski program (7000 System software) 

obezbeĊen od proizvoĊaĉa aparata za kvantitativni PCR (Applied Biosystems). Nivo 

ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin 

detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2
-dCt

 gde je dCt razlika izmeĊu Ct vrednosti 

gena od interesa i β-aktina. 
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Tabela 2. Parovi prajmera korišćeni u eksperimentima. 

Gen Parovi prajmera 
Pristupni broj u bazi 

podataka 

β-aktin 
5’-CCAGCGCAGCGATATCG-3’ 

5’-GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT-3’ 
NM_007393.3 

Ifn- 
5’-CATCAGCAACAACATAAGCGTCA-3’ 

5’-CTCCTTTTCCGCTTCCTGA-3’ 
NM_008337.3 

Il-17 
5’-GGGAGAGCTTCATCTGT-3’ 

5’-GACCCTGAAAGTGAAGGG-3’ 
NM_010552.3 

Il-4 
5’-ATCCTGCTCTTCTTTCTCG-3’ 

5’-GATGCTCTTTAGGCTTTCC-3’ 
NM_021283.2 

Il-10 
5’-TGTGAAAATAAGAGCAAGGCAGTG-3’ 

5’-CATTCATGGCCTTGTAGACACC-3’ 
NM_010548.2 

Rort 
5’-CCGCTGAGAGGGCTTCAC-3’ 

5’-TGCAGGAGTAGGCCACATTACA-3’ 
NM_011281.1 

 

 

3.4.12. Izolovanje proteina i određivanje koncentracije proteina metodom po 

Loriju 

Fenolna faza PMĆ dobijena pri izolovanju RNK prebacivana je u nove konusne 

epruvete, a proteini su precipitirani dodavanjem acetona u odnosu 1:3, inkubirani 10 

minuta na sobnoj temperaturi i potom centrifugirani 10 minuta na 12000g na 4
o
 C. 

Talog proteina resuspendovan je u 1 ml 0,3 M guanidin hidrohlorida rastvorenog u 95% 

etanolu i 2,5% glicerolu i sonifikovan 2 puta po 10 sekundi (Sonics & Materials, Inc., 

Njutaun, SAD), inkubiran 10 minuta na sobnoj temperturi i potom centrifugiran na 

8000g, 5 minuta, 4
o
 C. Zatim je uzorcima sipan isti rastvor 2 puta uz centrifugiranje na 

8000g, 5 minuta, 4
o
 C. Nakon toga, talog je rastvoren u 1 ml 95% etanola sa 2,5% 

glicerola, inkubiran u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugiran na 
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8000g tokom 5 minuta na 4
o
 C. Potom je odlivan etanol, a talog proteina sušen 5 do 15 

minuta, dok nije ispario sav etanol i finalno rastvaran u 100 l pufera za liziranje ćelija 

(62,5 mM Tris-HCl pH 6,8 na 25° C, 2% SDS, 10% glicerola i 50 mM DTT u 

destilovanoj vodi). Potom je odreĊivana koncentracija proteina i uzorci su ĉuvani na -

20° C do dalje upotrebe. 

Nakon tretmana izolovanih pankreasnih ostrvaca, uzorci su lizirani puferom za 

liziranje ćelija, u koji su neposredno pred upotrebu dodati inhibitori proteaza (10 µg/ml 

aprotinin, 2 mM EDTA i 1 mM PMSF). Zatim su uzorci centrifugirani 20 minuta na 

20000g na 4° C, a supernatanti sa rastvorenim proteinima su prebacivani u nove male 

konusne epruvete dok je talog sa ćelijskim ostatkom i DNK odbacivan. Potom je 

odreĊivana koncentracija proteina i uzorci su ĉuvani na -20° C do dalje upotrebe. 

Koncentracija proteina u uzorcima liziranih ćelija merena je metodom po Loriju 

(Lowry i sar, 1951). Uzimano je 20 µl uzoraka razblaţivanim 10 puta u destilovanoj 

vodi i mešano sa 300 µl rastvora 2% Na2CO3 u 0,1 M NaOH, 1% CuSO4 x 5 H2O i 2% 

K-Na-tartarat u H2O, pomešanih u razmeri 98:1:1. Nakon inkubacije od 15 minuta na 

sobnoj temperaturi, uzorcima je dodavano po 60 µl Folin-Ciocalteu reagensa 

razblaţenog 5 puta u destilovanoj vodi. Narednih 30 minuta, koliko je potrebno za 

razvijanje plave boje, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi uz povremeno 

mešanje. Apsorbancija uzoraka merena je na 670 nm automatskom ĉitaĉu za 

mikrotitarske ploĉe. Koncentracija proteina odreĊena je na osnovu standardne krive 

rastvora BSA (0,1-1 mg/ml) u destilovanoj vodi. 

3.4.13. Imunoblot analiza za određivanje količine proteina 

Uzorci (30 µg proteina) su mešani u odnosu 3:1 sa standardnim puferom za 

nalivanje na gel za elektroforezu (1 M Tris-HCl pH 6,8, 20% SDS, 0,2 M β-

merkaptoetanol, 0,004% bromfenol plavo, 20% glicerol) i razdvajani elektroforezom na 

12% SDS-poliakrilamidnom gelu. Po završenoj elektroforezi sledio je transfer na 

polivinil difluoridnu membranu korišćenjem polusuvog bloting sistema (Fastblot B43, 

Biorad, Getingen, Nemaĉka) na 5 mA/cm
2
. Membrana je blokirana korišćenjem 5% 

BSA u PBS sa 0,1% Tween-20, kako bi se spreĉilo nespecifiĉno vezivanje antitela, 1h 

na sobnoj temperaturi. Zatim je membrana inkubirana preko noći na 4° C sa antitelima 
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specifiĉnim za mišji citohrom c (Invitrogen, Kamarilo, SAD) proizvedenim u mišu, 

GATA3 i T-bet (e Bioscience, SAD) proizvedenim u pacovu, i p-NFκB i NFκB 

(Abcam, Kembridţ, Velika Britanija), JNK, p-JNK, p-p38 i p38 (Cell Signaling 

Technology, Boston, SAD), ERK, p-ERK, p-STAT1, p-STAT4 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Kruz, SAD) i tubulin (Abcam, Kembridţ, Velika Britanija) koja 

su sva proizvedena u kuniću. Potom je usledila inkubacija sa sekundarnim antitelom 

konjugovanim sa HRP (GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika Britanija) koja pokazuje 

specifiĉnost za mišji ili kunićev IgG. Vezana antitela detektovana su 

hemiluminescencijom (ECL, GE Healthcare). Koliĉina proteina merena je 

denzitometrijski upotrebom programa Scion Image (2000-2001 Scion Corporation) i 

preraĉunata u odnosu na koliĉinu tubulina, što je izraţeno grafiĉki na slikama. 

3.4.14. Fluorometrijski test za detekciju aktivnosti kaspaze-3 

Aktivnost kaspaze-3 odreĊena je fluorometrijskim testom (Biotium, Hajvard, 

SAD) prema uputstvima obezbeĊenim od strane proizvoĊaĉa. Nakon tretmana, 

pankreasna ostrvca prebacivana su u male konusne epruvete i centrifugirana na 500g, 3 

minuta. Talog ostrvaca resuspendovan je u puferu za rastvaranje (Assay Buffer) i 

ostrvca su lizirana 10 minuta na ledu. Nakon liziranja, uzorci su centrifugirani 5 minuta 

na 12000g. Talog sa delovima ćelijskih membarna i jedrima, je odacivan, a supernatanti 

prebacivani u ploĉu za merenje fluorescencije. Njima je dodavan supstrat za kaspazu-3 

(1 mM, (Ac-DEVD)2-R110, Biotium, Hajvard, SAD) i pufer za rastvaranje (Biotium) i 

inkubirani su 45 minuta na 37° C. Potom je vrednost fluorescencije oĉitavana 

korišćenjem ekscitacionog filtera na 485 nm i emisionog filtera na 535 nm pomoću 

Chameleon fluorimetar (Hidex, Oj, Turku, Finska). Dobijena vrednost fluorescencije 

proporcionalna je aktivnosti kaspaze-3. 

3.4.15. Priprema histoloških preparata u parafinu 

Pankreas je uklanjan iz ţivotinja i stavljan u 10% rastvor formalina i nakon 

nedelju dana raĊeno je kalupljenje u parafin. Najpre je tkivo dehidratisano drţanjem u 

etanolu rastućih koncentracija (70–100%), onda je stavljano u rastvor 100% etanol-

ksilol (u razmeri 1:1), pa u ksilol, 2 puta po 3 minuta, i zatim prebacivano u otopljeni 

parafin. Tkivo je drţano u termostatu 2h, a zatim prebacivano u nov parfin u kome je 



35 
 

drţano tokom noći, takoĊe u termostatu. Nakon toga tkivo je prebacivano u kalupe u 

kojima se nalazio finalni parafin pri ĉemu su dobijeni trajni preparti koji su ĉuvani na 

sobnoj temperaturi do trenutka seĉenja na mikrotomu (Leica Microsystems GmbH, 

Veclar, Nemaĉka). Iseĉci tkivnih preparata debljine 5 m stavljani su na predmetna 

stakla SuperFrost (ThermoScientific, Braunšvajg, Nemaĉka) i ĉuvani na sobnoj 

temperaturi do bojenja. 

3.4.16. Imunohistohemijsko bojenje 

Parafinski preparati su deparafinisani drţanjem u ksilolu 2 puta po 2 minuta, a 

zatim hidratisani u etanolima od 100 do 70% i na kraju u destilovanoj vodi. U cilju 

demaskiranja antigena, tkiva su kuvana 10 minuta u 0,01 M puferu natrijum citrata u 

mikrotalasnoj pećnici. Endogena peroksidaza blokirana je rastvorom 3% H2O2 u 

metanolu 2 minuta na sobnoj temperaturi. Dalje je inkubirano sa antitelom za 

nitrotirozin (1:500, rastvreno u PBS sa 1% BSA) proizvedenim u kuniću 1h na sobnoj 

temperaturi u vlaţnoj komori. Detekcija je raĊena indirektnom imunoperoksidaznom 

metodom pomoću komercijalnog seta za antitela kunića (Rabbit ExtrAvidin peroxidase 

staining kit, Sigma). Preseci su inkubirani 30 minuta sa sekundarnim antitelom kunića 

obeleţenim biotinom i avidinom konjugovanim sa HRP. IzmeĊu svih opisanih koraka  

ploĉice su prane sa PBS 3 puta po 5 minuta kako bi se uklonio višak nevezanog antitela. 

Nakon toga na preseke je nanošen supstrat za peroksidazu, rastvor DAB. Razvijanje 

boje praćeno je pod mikroskopom 5 do 15 minuta. Po postizanju braon boje reakcija je 

prekidana nanošenjem rastvora PBS. Potom je raĊeno kontrastno bojenje Majerovim 

hematoksilinom 3 minuta. Pokrovne ploĉice lepljene su gelom (DakoCytomation, 

Kalifornija, SAD), a preparati analizirani na svetlosnom mikroskopu. Prisustvo 

infiltriranih mononukleusnih ćelija analizirano je pri uveliĉanju preseka x 40. Na 

osnovu prisustva insulitisa, pankreasna ostrvca rasporeĊena su u sledeće kategorije: 

zdrava ostrvca – nisu bili prisutni inflitrati mononukleusnih ćelija, peri-insulitits – 

prisutni su infiltrati ćelija oko ostrvaca, ali je oĉuvana arhitektura ostrvaca, i insulitis – 

intenzivna infiltracija ćelija u ostrvca, uz gubitak arhitekture ostrvaca. Reprezentativni 

preseci fotografisani su korišćenjem Leica fotomikroskopa (Leica Microsystems 

GmbH) pri x 400 uveliĉanju. 
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3.5. Statistička obrada podataka 

Rezultati in vitro eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost (SV) ± 

standardna devijacija (SD) triplikata kultura jednog reprezentativnog eksperimenta od 

najmanje tri izvedena ili SV + SD više nezavisnih eksperimenata. In vivo i ex vivo 

eksperimenti izvedeni su tri puta, grupe su imale n=8 ţivotinja, a prikazane su SV ± SD 

iz jednog reprezentativnog eksperimenta. Statistiĉka znaĉajnost odreĊivana je analizom 

varijansi (ANOVA), nakon ĉega je raĊen Student-Newman-Keuls-ov test za višestruka 

poreĊenja ili Student-ov t-test. Vrednost parametra p < 0,05 smatrana je statistiĉki 

znaĉajnom. Korišćen je paket Statistika 6.0 (StatSoft, INC, Tulsa, SAD). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Rezultati 
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4.1. Uticaj CORM-A1 na imunske ćelije u in vitro uslovima 

Brojne studije ukazuju da CO primenjen in vitro i in vivo poseduje anti-

apoptotske, anti-oksidativne, anti-ishemiĉne, citoprotektivne i anti-inflamatorne 

karakteristike (Ryter i sar,  2006). Smatra se da je DT1 bolest prevashodno posredovana 

T limfocitima (Haskins i Cooke, 2011), te je najpre ispitana uloga donora CO, CORM-

A1, u modulaciji proliferacije, aktivacije i diferencijacije limfocita izolovanih iz miševa 

soja C57BL/6 u in vitro uslovima. 

 

4.1.1. Uticaj CORM-A1 na proliferaciju i aktivaciju ćelija limfnog čvora 

Prvi korak istraživanja bio je ispitivanje efekta CORM-A1 na ćelije imunskog 

sistema. Praćeno je preživljavanje, proliferacija i aktivacija ćelija cervikalnog limfnog 

ĉvora (ĆLĈ) izolovanih iz C57BL/6 soja miševa i stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 

antitelima. Anti-CD3/anti-CD28 antitela vezuju se za ko-stimulatorne receptore na T 

ćelijama i obezbeĊuju signal koji je, pored prepoznavanja specifiĉnog antigena od strane 

T ćelijskog receptora, neophodan za aktivaciju T limfocita (Alegre ML i sar; 2001). 

Rezultati bojenja tripan plavim, bojom koja prodire u mrtve ćelije, pokazali su da ni 

jedna primenjena doza (3-25 M) CORM-A1 u prisustvu anti-CD3/anti-CD28 antitela 

ne ispoljava toksiĉnost na ĆLĈ (slika 3a). Dobijeni rezultat potvrĊen je analizom ĆLĈ 

na protoĉnom citofluorimetru, pomoću koga je dvostrukim bojenjem ćelija 

fluorescentno obeleženim aneksinom V i propidijum jodidom analizirano prisustvo 

apoptoze i nekroze. Tretman CORM-A1 u najvećoj ispitivanoj dozi (25M) nije 

izazivao apoptozu ĆLĈ, izraženu kao procenat aneksin V
+
 ćelija, niti nekrozu ovih 

ćelija, predstavljenu kao procenat propidijum jodid
+
 ćelija (slika 3b). Uticaj CORM-A1 

na proliferaciju ĆLĈ ispitan je MTT testom. Rezultati MTT testa, izraženi kao odnos 

ćelija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima i nestimulisanih ćelija, pokazali su da 

CORM-A1 ni u jednoj primenjenoj dozi ne utiĉe na proliferativni indeks ĆLĈ 

stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima (slika 3c). Osim toga, ispitan je i efekat 

CORM-A1 na aktivaciju ĆLĈ, te je praćena ekspresija površinskog molekula CD25 na 

protoĉnom citofluorimetru. Za razliku od mirujućih T ćelija koje na svojoj površini 

imaju veoma malo molekula CD25 ili je on u potpunosti odsutan, aktivisane T ćelije 
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povećavaju ekspresiju ovog markera, receptora visokog afiniteta za plejotropni citokin 

IL-2, koji je faktor rasta T limfocita i promoviše proliferaciju i preživljavanje T ćelija 

(Shipkova i Wieland, 2012; Liao i sar, 2013). Rezultati protoĉne citofluorimetrije 

pokazali su da in vitro stimulacija ĆLĈ u prisustvu CORM-A1 (25M) nije promenila 

procenat CD25
+
 ćelija u odnosu ĆLĈ koje su stimulisane samo anti-CD3/anti-CD28 

antitelom (slika 3d). Na osnovu ovih rezultata, može se zakljuĉiti da CORM-A1 nije 

toksiĉan za ĆLĈ, ne utiĉe na njihovu proliferaciju niti aktivaciju. 

 

 

 

Slika 3. In vitro efekat CORM-A1 na ćelije limfnog čvora. ĆLĈ ćelije izolovane iz C57BL/6 miševa 

stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u odsustvu (0) ili prisustvu razliĉitih doza CORM-A1 (3-

25M) u trajanju od 24 h. a) Vijabilitet ĆLĈ ćelija odreĊen tripan plavim. b) AneksinV-FITC/propidijum 

jodid bojenje ĆLĈ ćelija. c) Proliferativni indeks ĆLĈ odreĊen MTT testom. d) Procenat CD25
+
 ĆLĈ 

odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom. Prikazane su srednje vrednosti (SV) ± standardna devijacija (SD) 

iz tri nezavisna eksperimenata. 
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4.1.2. Uticaj CORM-A1 na diferencijaciju ćelija limfnog čvora 

Poznato je da Th ćelije mogu da se diferenciraju u razliĉite subpopulacije 

(Vahedi i sar, 2013), te je dalje ispitivan uticaj tretmana CORM-A1 na diferencijaciju 

ĆLĈ. Na protoĉnom citofluorimetru odreĊen je procenat Th1, Th17 i Th2 ćelija nakon 

tretmana ĆLĈ anti-CD3/anti-CD28 antitelima u prisustvu ili odsustvu CORM-A1. 

Rezultati su pokazali da je primena CORM-A1 dovela do statistiĉki znaĉajnog 

smanjenja zastupljenosti pro-inflamatornih Th1 (CD4
+
IFN-


 i Th17 (CD4

+
IL-17

+
) 

ćelija, dok je istovremeno dovela do znaĉajnog povećanja procenta anti-inflamatornih 

Th2 (CD4
+
IL-4

+
) ćelija u odnosu na ĆLĈ stimulisane samo anti-CD3/anti-CD28 

antitelima (slika 4a). Osim što je utvrĊen procenat subpopulacija Th ćelija, ELISA 

testom merena je i sekrecija citokina karakteristiĉnih za Th1, Th2 i Th17 ćelije. Na slici 

4b vidi se da je tretman agensom koji oslobaĊa CO doveo do statistiĉki znaĉajno niže 

sekrecije pro-inflamatornih citokina IFN- i IL-17, tipiĉnih za Th1 i Th17 ćelija, 

respektivno, dok je produkcija IL-4 citokina Th2 ćelija ostala nepromenjena nakon 

CORM-A1 tretmana. Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1 inhibira pro-inflamatorni 

Th1/Th17 odgovor i usmerava razvoj ka potencijalno protektivnim Th2 ćelijama u in 

vitro uslovima. 
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Slika 4. Efekat CORM-A1 na diferencijaciju Th1, Th2 i Th17 ćelija in vitro. ĆLĈ izolovane iz 

C57BL/6 miševa stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u odsustvu ili prisustvu CORM-A1 

(25M) u trajanju od 24h. a) Procenat CD4
+
IFN-

+
, CD4

+
IL-17

+
, CD4

+
IL-4

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom 

citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Produkcija IFN-, IL-17 i 

IL-4 citokina merena je ELISA testom iz supernatanata dobijenih nakon 24 h inkubacije ĆLĈ. Prikazane 

su SV ± SD iz tri eksperimenata. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na ćelije koje 

su tretirane samo anti-CD3/anti-CD28 antitelima. 
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4.1.3. Efekat CORM-A1 na ekspresiju transkripcionih faktora T-bet, RORT i 

GATA-3 kod ćelija limfnog čvora 

Sledeći korak bio je da se utvrde unutarćelijski mehanizmi koji se nalaze u 

osnovi zapaženih efekata CORM-A1 na diferencijaciju ĆLĈ. Protoĉnom 

citofluorimetrijom ispitan je efekat CORM-A1 na ekspresiju transkripcionih faktora 

ukljuĉenih u regulaciju razvića subpopulacija Th ćelija. Rezultati su pokazali da je 

CORM-A1 tretman ĆLĈ znaĉajno smanjio ekspresiju RORT transkripcionog faktora, 

koji diriguje razvoj Th17 ćelija, ali nije uticao na ekspresiju T-bet, regulatora 

diferencijacije Th1 ćelija, niti GATA-3 transkripcionog faktora, regulatora 

diferencijacije Th2 ćelija (slika 5). Dobijeni rezultati ukazuju da u in vitro uslovima 

CORM-A1 ima direktan uticaj na razvoj Th17 ćelija inhibicijom transkripcionog faktora 

RORT. 

 

 

Slika 5. Efekat CORM-A1 tretmana na ekspresiju RORT, T-bet i GATA-3. ĆLĈ izolovane iz 

C57BL/6 miševa stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u prisustvu ili odsustvu CORM-A1 

(25M) u trajanju od 24h. Procenat T-bet
+
, RORT

+
 i GATA-3

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom 

citofluorimetrijom. Reprezentativni histogrami prikazani su ispod odgovarajućeg grafika (siva linija – 

anti-CD3/anti-CD28; crna linija – anti-CD3/anti-CD28 + CORM-A1). Prikazane su SV ± SD iz tri 

nezavisna eksperimenata. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na kontrolu u kojoj 

ćelije koje su tretirane samo anti-CD3/anti-CD28 antitelima. 
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4.2. Uticaj CORM-A1 na indukciju i kliničke parametre DT1 

U literaturi se DT1 opisuje kao hroniĉna autoimunska bolest koja nastaje usled 

uništavanja  ćelija pankreasnih ostrvaca posredstvom imunskih ćelija, i to najpre 

delovanjem T limfocita (Kornete i sar, 2013). Smatra se da su Th1 i Th17 kljuĉne ćelije 

u patogenezi ove autoimunske bolesti (Haskins i Cooke, 2011), dok Th2 ćelije 

usporavaju razvoj DT1 (Li i sar, 2014). Kako je u prethodnim eksperimentima pokazano 

da CORM-A1 in vitro ispoljava imunomodulatorno dejstvo, dalja ispitivanja bila su 

usmerena ka utvrĊivanju efekata ovog donora CO na razvoj i kliniĉke parametre DT1 u 

eksperimentalnom modelu bolesti kod miševa C57BL/6 soja. 

 

4.2.1. Efekat CORM-A1 na razvoj dijabetesa tipa 1 kod C57BL/6 miševa 

U cilju ispitivanja uticaja CORM-A1 na razvoj DT1, korišćen je eksperimentalni 

model bolesti indukovan davanjem VMDS kod C57BL/6 miševa. Kod životinja 

tretiranih VMDS primećeno je postepeno, ali stabilno povećanje koncentracije glukoze 

u krvi (slike 6a, 6b, 6c). Nasuprot tome, primena CORM-A1 u ranom (slika 6a) i 

kasnom profilaktiĉkom (slika 6b), kao i u terapijskom režimu (slika 6c), spreĉila je 

razvoj hiperglikemije indukovane davanjem VMDS. Kako davanje VMDS + CORM-

A1 nije menjalo telesne mase miševa u odnosu na grupu miševa tretiranih samo VMDS 

(slika 6d), može se reći da donor CO nije ispoljio toksiĉna dejstva na eksperimentalne 

životinje, na šta je ukazivao i opšti izgled i ponašanje tretiranih životinja. Dobijeni 

rezultati ukazuju na zaštitno svojstvo CORM-A1 u eksperimentalno indukovanom DT1 

koje traje i nakon prestanka administracije agensa. 
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Slika 6. Efekat CORM-A1 na kliničke parametre dijabetesa tipa 1. a) Rani profilaktiĉki tretman 

CORM-A1 u dozi od 2 mg/kg (□) ili 4 mg/kg (▲) primenjen je 0–9. dana u odnosu na indukciju bolesti 

davanjem VMDS (■, 40 mg/kg, 0–4. dan). b) Kasni profilaktiĉki tretman CORM-A1 (2 mg/kg) primenjen 

5–14. dana u odnosu na indukciju bolesti davanjem VMDS. c) Terapijski tretman CORM-A1 primenjen u 

dozi od 2 mg/kg i trajao je 14–49. dana. Nivo glukoze u krvi (a, b, c) je meren u naznaĉenim terminima. 

d) Porast telesne težine u ranom profilaktiĉkom tretmanu VMDS + CORM-A1 izražen je u procentima 

koji predstavljaju promenu mase u odnosu na poĉetnu masu životinja (100%). Rezultati su prikazani kao 

SV ± SD odreĊivanih parametara iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se 

odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 
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4.2.2. Efekat CORM-A1 na funkcionalnost pankreasnih ostrvaca 

Hiperglikemija u DT1 može nastati zbog smanjenja ili potpunog odsustva 

sekrecije insulina (Cnop i sar, 2005). Stoga je ispitivan uticaj CORM-A1 na 

funkcionalnost pankreasnih ostrvaca merenjem koncentracije insulina u serumu 

eksperimentalnih životinja. Rezultati ELISA testa pokazali su statistiĉki znaĉajno veću 

sekreciju isnulina kod miševa koji su primali VMDS + CORM-A1, u poreĊenju sa 

onima koji su primali samo VMDS (slika 7), ĉime se može objasniti normoglikemiĉno 

stanje miševa koji su primali CORM-A1. 

 

 

Slika 7. Uticaj CORM-A1 na sekreciju insulina u serumu. Koncentracija insulina u serumu merena je 

ELISA testom kod miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 u ranom profilaktiĉkom 

režimu. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. 

*p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 

 

4.2.3. Histološka analiza oštećenja pankreasnih ostrvaca 

Da bi se utvrdio efekat CORM-A1 na infiltraciju imunskih ćelija u pankreas, 

uraĊena je analiza histoloških preseka pankreasa bojenih hematoksilinom 49. dana 

nakon indukcije bolesti. U poreĊenju sa miševima tretiranim VMDS, životinje koje su 

primale profilaktiĉki ili terapijski tretman CORM-A1 imale su statistiĉki znaĉajno veći 

procenat zdravih ostrvaca (slika 8a). Njih je odlikovalo odsustvo ili blagi stepen
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Slika 8. Efekat CORM-A1 na razvoj insulitisa. a) Prisustvo infiltriranih ćelija detektovano je bojenjem 

hematoksilinom na parafinskim presecima pankreasa 49. dana od indukcije bolesti. Kvantitativna analiza 

pankreasnih ostrvaca zahvaćenih insulitisom predstavljena je u vidu % infiltriranih ostrvaca (zdrava 

ostrvca – nisu bili prisutni inflitrati mononukleusnih ćelija, peri-insulitits – prisutni su infiltrati ćelija oko 

ostrvaca, ali je oĉuvana arhitektura ostrvaca, i insulitis – intenzivna infiltracija ćelija u ostrvca, uz gubitak 

arhitekture ostrvaca). b) Reprezentativni histološki preseci pankreasa 49. dana od indukovanja bolesti. c) 

Reprezenatitvne slike pankreasnih ostrvaca bojenih na nitrotirozin kod miševa koji su primali VMDS ili 

VMDS + CORM-A1 u ranom profilaktiĉkom režimu (49. dan) i d) kvantitativna analiza nitrotirozin 

pozitivnih ostrvaca. Rezultati su prikazani kao procenat od ukupnog broja pankreasnih ostrvaca ± SD iz 

reprezentativnog od tri izvedena nezavisna eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu 

razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 
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infiltriranih mononukleusnih ćelija uz oĉuvanu arhitekturu pankreasnih ostrvaca (slika 

8b). Nasuprot tome, miševi VMDS grupe imali su znaĉajno veći procenat ostrvaca koja 

su imala najteži stepen insulitisa (slika 8a) sa intenzivnom infiltracijom mononukleusnih 

ćelija, sa atrofijom tkiva i bez pravilnog oblika ostrvaca (slika 8b). 

Tokom autoimunskog procesa, imunske ćelije, ali i same  ćelije pankreasa, 

stvaraju ROS i RNS koje doprinose patološkim procesima i dovode do smrti  ćelija 

(Lenzen, 2008a). Na histološkim presecima pankreasa ispitivano je prisustvo 

nitrozilovanog tirozina, koji nastaje kao rezultat delovanja ROS i RNS. Reprezentativni 

preseci su prikazani na slici 8c, gde se uoĉava slabiji intezitet bojenja na nitrotirozin kod 

miševa pod ranim profilaktiĉkim režimom CORM-A1 u odnosu na eksperimentalne 

životinje tretirane samo VMDS. Brojanje ostrvaca sa nitrizilovanim proteinima u obe 

grupe grafiĉki je prikazano na slici 8d, gde je pokazan statistiĉki znaĉajno manji 

procenat ostrvaca kod miševa koji su primali VMDS + CORM-A1. Dobijeni rezultati 

sugerišu da je davanje CORM-A1 dovelo do znaĉajnog smanjenja destrukcije 

pankreasnih ostrvaca u ovom modelu DT1, spreĉavanjem infiltracije patogenih 

imunskih ćelija i inhibicijom produkcije pro-inflamatornih medijatora. 

 

4.3. Ispitivanje ćelijskih mehanizama dejstva CORM-A1 

Kako je pokazano da primena CORM-A1 moduliše kliniĉke parametre DT1 

izazvane davanjem VMDS, sledeći eksperimenti imali su za cilj da utvrde ćelijske i 

molekulske mehanizme koji bi objasnili zapažene efekte ovog donora CO. U tom smislu 

sprovedene su ex vivo analize, 10-og dana nakon indukcije bolesti, kod miševa koji su 

bili izloženi ranom profilaktiĉkom tretmanu CORM-A1.  

 

4.3.1. CORM-A1 tretman smanjuje sekreciju IL-6, IFN- i IL-17, a povećava 

sekreciju IL-4 u serumu 

Najpre je ispitivano dejstvo CORM-A1 na sistemsku sekreciju pro- i anti-

inflamatornih citokina koji uĉestvuju u razvoju ili spreĉavanju bolesti. Rezultati ELISA 

testa pokazali su da su miševi koji su primali VMDS + CORM-A1 imali znaĉajno 
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manju sekreciju pro-inflamatornih citokina IL-6, IFN- i IL-17 u serumu u odnosu na 

miševe koji su primali VMDS (slika 9). Istovremeno, primećena je znaĉajno veća 

produkcija anti-inflamatornog citokina IL-4. Koncentracija anti-inflamatornog citokina 

IL-10 nije se razlikovala izmeĊu eksperimentalnih grupa. Ovi rezultati ukazuju da 

davanje donora CO inhibira sekreciju ispitivanih pro-inflamatornih i povećava luĉenje 

protektivnog anti-inflamatornog citokina u ovom modelu DT1. 

 

 

Slika 9. Uticaj CORM-A1 na sistemsku produkciju citokina. Koncentracija citokina IL-6, IFN-, IL-

10, IL-4 i IL-17 odreĊena je ELISA testom u serumu miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-

A1, žrtvovanih 10-og dana od indukcije bolesti. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD triplikata uzoraka 

iz jednog od tri izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na 

miševe tretirane samo VMDS. 
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4.3.2. Ispitivanje dejstva CORM-A1 na fenotip i funkcionalnost ćelija 

peritoneumske šupljine 

Smatra se da su makrofagi prve ćelije koje infiltriraju pankreas (Kim i Lee, 

2009), i da M1 makrofagi doprinose progresiji bolesti, dok se M2 makrofagi smatraju 

protektivnim u autoimunskom DT1 (Espinoza-Jiménez i sar, 2012). Imajući u vidu 

imunomodulatorne osobine CORM-A1, ispitivan je efekat ovog agensa na fenotip 

makrofaga u peritoneumskoj šupljini. Izolovane su ćelije peritoneumskog ispirka (PĆ) i 

analizirano je prisustvo površinskih markera karakteristiĉnih za M1 (F4/80
+
CD40

+
) i 

M2 (F4/80
+
CD206

+
) makrofage na protoĉnom citofluorimetru. Rezultati prikazani na 

slici 10a i 10b pokazali su da je VMDS + CORM-A1 tretman doveo do statistiĉki 

znaĉajnog smanjenja procenta M1 ćelija, dok se procenat alternativno aktivisanih M2 

makrofaga nije promenio. Osim što prikazuju autoantigene, makrofagi predstavljaju i 

jedne od glavnih producenata citokina, ROS i RNS, ĉime doprinose oštećivanju  ćelija 

u DT1 (Padgett i sar, 2013; Lightfoot i sar, 2012), te je dalje ispitivan uticaj CORM-A1 

na produkciju ovih medijatora. Rezultati ELISA testa pokazali su da su PĆ izolovane iz 

miševa koji su primali VMDS + CORM-A1 imale statistiĉki znaĉajno manju produkciju 

pro-inflamatornih citokina TNF, IL-1 i IL-6 u odnosu na PĆ izolovane iz miševa 

tretiranih VMDS (slika 10c). Sekrecija citokina IL-10 nije se razlikovala izmeĊu grupa. 

Dalje je Grisovom metodom odreĊivana akumulacija nitrita u supernatantima kulture 

izolovanih PĆ, što je indirektan pokazatelj produkcije NO i drugih RNS. PĆ izolovane 

iz miševa koji su bili izloženi dejstvu VMDS + CORM-A1 odlikovala je znaĉajno 

manja akumulacija nitrita u odnosu na VMDS grupu (slika 10d). TakoĊe, miševe koji su 

primali VMDS + CORM-A1 karakterisala je i statistiĉki znaĉajno manja redukcija 

NBT, što je pokazatelj produkcije ROS, u odnosu na miševe tretirane VMDS (slika 

10e). Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1 smanjuje zastupljenost M1 makrofaga i 

redukuje produkciju pro-inflamatornih medijatora. 
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Slika 10. Efekat CORM-A1 na fenotip ćelija peritoneumskog ispirka i produkciju pro-

inflamatornih medijatora. Ex vivo analize PĆ izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ili VMDS + 

CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. a) Procenat M1 (F4/80
+
CD40

+
) i M2 (F4/80+CD206

+
) 

makrofaga odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom PĆ. b) Reprezentativni dot plotovi protoĉne 

citofluorimetrije PĆ. U supernatanatima ćelija dobijenih nakon 24h inkubacije PĆ merena je c) sekrecija 

citokina TNF, IL-1, IL-6 i IL-10 ELISA testom, d) akumulacija nitrita Grisovom reakcijom i e) 

oksidativni metabolizam PĆ u reakciji redukcije NBT. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz 

reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu 

razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 
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4.3.3. Efekat CORM-A1 na ćelijski fenotip, ekspresiju i sekreciju citokina 

mononukleusnih ćelija slezine 

Kako slezina predstavlja imunski organ u kome može doći do prezentacije 

autoantigena  ćelija pankreasa i sledstvenog pokretanja autoimunskog odgovora 

efektorskih ćelija u DT1, ispitivan je efekat CO na fenotip mononukleusnih ćelija 

slezine (SMĆ) miševa nakon tretmana donorom CO. Na protoĉnom citofluorimetru 

analiziran je fenotip SMĆ odreĊivanjem prisustva površinskih markera karakteristiĉnih 

za razliĉite ćelije imunskog sistema. Davanje VMDS + CORM-A1 nije uticalo na 

procenat M1 makrofaga (F4/80
+
CD40

+
) i M2 makrofaga (F4/80

+
CD206

+
) u odnosu na 

miševe tretirane VMDS (slika 11). 

 

Slika 11. Uticaj CORM-A1 na zastupljenost makrofaga u slezini. a) Procenat F4/80
+
CD40

+
 i 

F4/80
+
CD206

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom SMĆ izolovanih iz miševa koji su primali 

VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. Reprezentativni dot plotovi prikazani su 

ispod grafika. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena 

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo 

VMDS. 
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Primena VMDS + CORM-A1 dovela je do smanjenja procenta B limfocita 

(okarakterisanih površinskim markerom B220) u slezini miševa u poreĊenju sa onima 

tretiranim VMDS (slika 12a). MeĊutim, VMDS + CORM-A1 tretman nije uticao na 

zastupljenost pomoćniĉkih CD4
+
 (slika 12b), citotoksiĉnih CD8

+
 (slika 12c) limfocita, 

kao ni Treg (CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
) ćelija (slika 12d) u odnosu na VMDS tretirane 

miševe. 

 

Slika 12. Uticaj CORM-A1 na zastupljenost B, CD4
+
, CD8

+
 i Treg limfocita u slezini. Procenat a) 

B220
+
, b) CD4

+
, c) CD8

+
 i d) CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom SMĆ 

izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. 

Desni panel predstavlja reprezentativne dot plotove. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz 

reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu 

razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 
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Kako je prethodno pokazano da primena CORM-A1 utiĉe na diferencijaciju Th 

ćelija u in vitro uslovima, utvrĊivano je da li CORM-A1 utiĉe na diferencijaciju 

pomoćniĉkih T limfocita u slezini miševa kojima je DT1 izazvan davanjem VMDS. 

Davanje VMDS + CORM-A1 dovelo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja procenta 

CD4
+
IFN-

+
 ćelija, koje predstavljaju Th1 ćelije, u odnosu na SMĆ izolovane iz miševa 

koji su primali samo VMDS, dok procenat Th17 (CD4
+
IL-17

+
), Th2 (CD4

+
IL-4

+
) i 

ćelija koje produkuju IL-10 nije bio promenjen nakon tretmana VMDS + CORM-A1 

(slika 13a). Dalje, merena je i ekspresija gena za reprezentativne citokine Th1, Th17 i 

Th2 ćelijskih subpopulacija metodom RT-PCR u realnom vremenu. Nivo iRNK za IFN-

 bio je statistiĉki znaĉajno smanjen kod SMĆ izolovanih iz VMDS + CORM-A1 

tretiranih miševa u odnosu na VMDS grupu (slika 13b). Nivo iRNK za citokine IL-17, 

IL-4 i IL-10 nije se razlikovao izmeĊu grupa. Merena je i sekrecija ovih citokina ELISA 

metodom. Produkcija citokina IFN- i IL-17 bila je statistiĉki znaĉajno manja kod SMĆ 

izolovanih iz miševa koji su primali VMDS + CORM-A1 u odnosu na sekreciju ovih 

citokina kod miševa tretiranih VMDS (slika 13c). Nasuprot tome, produkcija citokina 

Th2 ćelija, IL-4, bila je statistiĉki znaĉajno veća, dok se sekrecija citokina IL-10 nije 

razlikovala izmeĊu grupa. Ovi rezultati ukazuju da primena donora CO smanjuje Th1 

odgovor, kako na nivou unutarćelijske ekspresije citokina IFN, tako i na genskom i 

proteinskom nivou ovog citokina, u slezini miševa u ispitivanom modelu bolesti. 

TakoĊe, primena CORM-A1 modulisala je sekreciju citokina IL-4 i IL-17. 
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Slika 13. Efekat CORM-A1 na diferencijaciju Th ćelija slezine. Ex vivo analiza SMĆ izolovanih iz 

miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. a) Procenat 

CD4
+
IFN-

+
, CD4

+
IL-17

+
, CD4

+
IL-4

+
 i IL-10

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom. 

Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Nivo iRNK za IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 

odreĊen je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovan u odnosu na -aktin. c) Sekrecija 

citokina IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 merena je ELISA metodom iz supernatanata ćelija dobijenih nakon 

48h inkubacije SMĆ. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena 

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo 

VMDS. 
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4.3.4. Uticaj CORM-A1 na ćelijski fenotip, ekspresiju i sekreciju citokina u 

pankreasnom drenirajućem limfnom čvoru 

Pošto su drenirajući limfni ĉvorovi osnovni organi u kojima dolazi do 

prezentacije autoantigena, dalje je ispitivana zastupljenost pomoćniĉkih i citotoksiĉnih 

T i B limfocita u pankreasnim drenirajućim limfnim ĉvorovima (PDLĈ) nakon tretmana 

VMDS + CORM-A1. Rezultati protoĉne citofluorimetrije pokazali su da aplikacija 

VMDS + CORM-A1 nije ispoljila efekat na distribuciju B (B220
+
) (slika 14a), 

pomoćniĉkih CD4
+
 (slika 14b) i citotoksiĉnih CD8

+
 (slika 14c) limfocita u PDLĈ. 

 

 

Slika 14. Uticaj CORM-A1 tretmana na fenotip ćelija pankreasnih drenirajućih limfnih čvorova. 

Procenat a) B220
+ 

b) CD4
+
 i c) CD8

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom ćelija PDLĈ 

izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ± CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. Desni panel 

predstavlja reprezentativne dot plotove. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri 

nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe 

tretirane samo VMDS. 
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TakoĊe, CORM-A1 tretman nije uticao ni na zastupljenost Treg ćelija u PDLĈ 

(slika 15a). MeĊutim, rezultati protoĉne citofluorimetrije pokazali su da su Treg ćelije 

miševa koji su primali VMDS + CORM-A1 imale statistiĉki znaĉajno veći broj 

molekula FoxP3 po ćeliji u odnosu na broj molekula ovog transkripcionog faktora 

unutar ćelija životinja tretiranih VMDS (slika 15b) sudeći po izmerenom srednjem 

intenzitetu fluorescencije (MFI, engl. Mean Fluorescence Intensity). 

 

 

Slika 15. Uticaj CORM-A1 na Treg ćelije pankreasnih drenirajućih limfnih čvorova. a) Procenat 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom PDLĈ izolovanih iz miševa koji su 

primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. Reprezentativni dot plotovi 

predstavljeni su desno. b) Srednji intenzitet fluorescencije (MFI engl Mean Fluorescence Intensity) za 

transkripcioni faktor FoxP3. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisna 

izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane 

samo VMDS. 

 

Nakon analize ćelijskog fenotipa, ispitivan je i efekat CORM-A1 na 

diferencijaciju Th1, Th17 i Th2 ćelija u PDLĈ. Primena VMDS + CORM-A1 dovela je 

do statistiĉki znaĉajnog povećanja procenta Th2 (CD4
+
IL-4

+
) ćelija u odnosu na davanje 

samo VMDS. MeĊutim, procenat Th1 (CD4
+
IFN-

+
) i Th17 (CD4

+
IL-17

+
) ćelija kao i 

ćelija koje sekretuju anti-inflamatorni citokin IL-10 (IL-10
+
 ćelije) nije razlikovao 

izmeĊu eksperimentalnih grupa (slika 16a). Dalje je ispitivana ekspresija gena za 

citokine karakteristiĉne za Th1, Th17 i Th2 ćelije. Nivo iRNK za protektivne citokine 

IL-4 i IL-10 bio je statistiĉki znaĉajno veći kod VMDS + CORM-A1 tretiranih miševa u 

odnosu na VMDS grupu (slika 16b), dok se nivo iRNK za IFN- i IL-17 nije razlikovao 
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izmeĊu eksperimentalnih grupa. Uticaj CORM-A1 na sekreciju pomenutih citokina 

ispitivan je ELISA testom. U skladu sa prethodnim rezultatima, VMDS + CORM-A1 

tretman nije uticao na luĉenje pro-inflamatornih citokina IFN- i IL-17 (slika 16c). 

Sekrecija anti-inflamatornog citokina IL-10 bila je znaĉajno povećana nakon primene 

VMDS + CORM-A1 u poreĊenju sa tretmanom životinja samo VMDS, dok je 

koncentracija citokina IL-4 bila nedetektabilna u supernatantima ćelija izolovanih iz obe 

grupe miševa. Na osnovu ovih rezultata može se zakljuĉiti da CORM-A1 tretman 

usmerava zastupljenost ćelija PDLĈ u pravcu protektivnih Th2 ćelija, i na 

unutarćelijskom i genskom nivou, a nema uticaja na Th1 i Th17 odgovor u ovom 

limfnom organu. 
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Slika 16. Uticaj CORM-A1 na diferencijaciju Th ćelija pankreasnih drenirajućih limfnih čvorova. 

Ex vivo analiza ćelija PDLĈ izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og 

dana od indukcije bolesti. a) Procenat CD4
+
IFN-

+
, CD4

+
IL-17

+
, CD4

+
IL-4

+
 i IL-10

+
 ćelija odreĊen je 

protoĉnom citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Nivo iRNK za 

IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 odreĊen je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovan u odnosu na 

-aktin. c) Koncentracija citokina IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 u izolovanim supernatantima merena je 

ELISA metodom iz supernatanata ćelija dobijenih nakon 48h inkubacije ćelija PDLĈ. N.D. nije 

detektabilno. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena 

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo 

VMDS. 
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4.3.5. Efekat CORM-A1 na infiltraciju imunskih ćelija u pankreas 

Kako je na histološkim presecima pankreasa pokazano da CORM-A1 ublažava 

ili potpuno spreĉava infiltraciju imunskih ćelija u pankreas tokom DT1, metodom 

protoĉne citofluorimetrije kvantifikovan je insulitis i analiziran fenotip i zastupljenost 

razliĉitih imunskih ćelija u pankreasu. Izolovane su mononukleusne ćelije koje 

infiltriraju pankreas (PMĆ) i utvrĊivana je ekspresija površinskih markera razliĉitih 

imunskih ćelija. U pankreasu miševa koji su primali VMDS + CORM-A1 zastupljen je 

statistiĉki znaĉajno manji procenat M1 makrofaga (F4/80
+
CD40

+
), B limfocita (B220

+
) i 

CD4
+
 i CD8

+
 T limfocita u poreĊenju infiltratima pankreasa miševa tretiranih samo 

VMDS (slika 17). Zastupljenost M2 makrofaga (F4/80
+
CD206

+
) kao i Treg ćelija 

(CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
) nije se razlikovala izmeĊu eksperimentalnih grupa. Ovi rezultati 

ukazuju da primena agensa koji oslobaĊa CO smanjuje ulazak autoagresivnih imunskih 

ćelija u pankreas u ovom modelu DT1. 
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Slika 17. Efekat CORM-A1 na zastupljenost M1, M2 makrofaga, B, CD4
+
, CD8

+
 i Treg limfocita u 

pankreasnim infiltratima. Procenat F4/80
+
CD40

+
, F4/80

+
CD206

+
, B220

+
, CD4

+
, CD8

+
 i 

CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom citofluorimetrijom PMĆ izolovanih iz miševa koji su 

primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. Donji panel predstavlja 

reprezenativne dot plotove. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno 

izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane 

samo VMDS. 
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4.3.9. Analiza prisustva subpopulacija Th ćelija u pankreasnim infiltratima 

Dalje, utvrĊivan je uticaj CORM-A1 na fenotip diferenciranih Th ćelija koje 

infiltriraju pankreas. U poreĊenju sa životinjama tretiranih samo VMDS, primena 

VMDS + CORM-A1 dovela je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja procenta Th1 

(CD4
+
IFN-

+
) ćelija, uz istovremeno povećanje procenta Th2 (CD4

+
IL-4

+
) ćelija (slika 

18a). Procenat Th17 (CD4
+
IL-17

+
) i ćelija koje produkuju IL-10

+
 nije se razlikovao 

izmeĊu eksperimentalnih grupa. U skladu sa ovim rezultatima bila je i ekspresije gena 

za pomenute citokine. Nivo iRNK za pro-inflamatorni citokin IFN- bila je znaĉajno 

niža kod PMĆ miševa tretiranih VMDS + CORM-A1, dok je ekspresija iRNK za Th2 

reprezentativne citokine IL-4 i IL-10 bila znaĉajno povećana u poreĊenju sa 

pankreasnim infiltratima životinja koje su primale samo VMDS (slika 18b). Tretman 

VMDS + CORM-A1 nije ispoljio efekat na nivo iRNK za citokin IL-17. Ovi rezultati 

ukazuju na zaštitnu ulogu CORM-A1 spreĉavanjem infiltracije Th1 ćelija u pankreas i 

ispoljavanjem imunomodulatornog dejstva.  
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Slika 18. Uticaj CORM-A1 na prisustvo subpopulacija Th ćelija u pankreasnim infiltratima. Ex 

vivo analiza PMĆ izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od 

indukcije bolesti. a) Procenat CD4
+
IFN-

+
, CD4

+
IL-17

+
, CD4

+
IL-4

+
 i IL-10

+
 ćelija odreĊen je protoĉnom 

citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Relativna ekspresija gena za 

citokine IFN-, IL-17, IL-4 i IL-10 odreĊena je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovana u 

odnosu na -aktin. Rezultati su prikazani kao SV ± SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena 

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu razliku u odnosu na miševe tretirane samo 

VMDS. 
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4.3.10. Molekulski mehanizmi regulacije diferencijacije Th ćelija pankreasnih 

infiltrata 

Pošto je pokazano da primena CORM-A1 moduliše diferencijaciju Th ćelija, 

dalje su ispitivani molekulski mehanizmi kojima bi se mogli objasniti zapaženi efekati 

primenjenog agensa. U tom smislu utvrĊivana je ekspresija transkripcionih faktora 

STAT1 i STAT4, GATA-3 i RORT ukljuĉenih u regulaciju diferencijacije Th1, Th2 i 

Th17 ćelija, respektivno. Imunoblot analiza pokazala je da je aplikacija VMDS + 

CORM-A1 statistiĉki znaĉajno smanjila koliĉinu p-STAT4, ali nije menjala koliĉinu 

STAT1 transkripcionog faktora koji uĉestvuju u razvoju Th1 ćelija, u poreĊenju sa 

pankreasnim infiltratima miševa tretiranih VMDS (slika 19a). Koliĉina GATA-3, 

faktora od koga zavisi razvoj Th2 ćelija, nije se razlikovala izmeĊu grupa. Nivo iRNK 

za RORT, transkripcioni faktor važan za diferenciranje Th17 ćelija, nije se razlikovala 

izmeĊu eksperimentalnih grupa (slika 19b). Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1 u in 

vivo uslovima suprimira razvoj Th1 ćelija posredstvom transkripcionog faktora STAT4, 

dok diferenciranje Th2 ćelija verovatno ne zavisi od uticaja CORM-A1 na GATA-3 

transkripcioni faktor, već neke druge signalne puteve. 

 

 

Slika 19. Efekat CORM-A1 na molekulske mehanizme regulacije diferencijacije Th ćelija 

pankreasnih infiltrata. Ex vivo analiza PMĆ izolovanih iz miševa koji su primali VMDS ili VMDS + 

CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. a) Koliĉina proteina p-STAT1, p-STAT4 i GATA3 merena je 

imunoblot metodom u lizatima PMĆ i normalizovana u odnosu na koliĉinu tubulina. Reprezentativne 

trake imunoblota prikazane su desno od grafika. b) Relativna ekspresija iRNK za RORT odreĊena je RT-

PCR metodom u realnom vremenu i normalizovana u odnosu na -aktin. Rezultati su prikazani kao SV ± 

SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statistiĉki znaĉajnu 

razliku u odnosu na miševe tretirane samo VMDS. 
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4.4. Uticaj CORM-A1 na  ćelije pankreasa 

Kako je u prethodnim eksprimentima pokazano da primena CORM-A1 spreĉava 

razvoj DT1 indukovan davanjem VMDS, sledeći eksperimenti imali su za cilj da utvrde 

efekat CORM-A1 na ćelije pankreasnih ostrvaca, ciljne ćelije u DT1. Sprovedena su 

in vitro istraživanja na modelu ćelija pankreasa, ćelijama insulinoma poreklom iz 

pacova (RINm5F) i miša (MIN6), kao i na primarnim pankreasnim ostrvcima 

izolovanim iz C57BL/6 miševa. Inflamatorno stanje, u kome se nalaze  ćelije tokom 

DT1, simulirano izlaganjem ćelija dejstvu pro-inflamatornih citokina (IFN- + TNF + 

IL-1). 

4.4.1. Uticaj CORM-A1 na funkciju pankreasnih ostrvaca u in vitro uslovima 

Najpre je ispitivan uticaj CORM-A1 tretmana na funkciju pankreasnih ostrvaca 

u in vitro pro-inflamatornim uslovima merenjem sekrecija insulina ELISA metodom. U 

poreĊenju sa kontrolnom kulturom, primena CORM-A1 nije uticala na sekreciju 

insulina pankreasnih ostrvaca, dok je citotoksiĉni tretman citokinima doveo do 

statistiĉki znaĉajnog smanjenja sekrecije (slika 20). Nasuprot tome, istovremeni tretman 

CORM-A1 i pro-inflamatornih citokina oĉuvao je sekreciju insulina, što ukazuje da 

donor CO štiti pankreasna ostrvca od inhibitornog delovanja pro-inflamatornih citokina. 

 

Slika 20. Uticaj CORM-A1 na funkcionalnost pankreasnih ostrvaca. Sekrecija insulina odreĊena je 

ELISA metodom nakon 48h inkubacije pankreasnih ostrvaca u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-

1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit)  i prisustvu CORM-A1 (25M). Prikazane su SV ± SD iz ĉetiri nezavisna 

eksperimenata. *p<0,05 u odnosu na kontrolu. 
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4.4.2. Uticaj CORM-A1 na preživljavanje i apoptozu  ćelija pankreasa 

Dalje je ispitivan efekat CORM-A1 na preživljavanje  ćelija nakon tretmana 

pro-inflamatornim citokinima u in vitro uslovima. Rezultati MTT testa pokazali su da 

sam CORM-A1 ne ispoljava toksiĉnost na pankreasna ostrvca, RINm5F i MIN6 ćelije 

(slika 21a), dok je koktel pro-inflamatornih citokina doveo do statistiĉki znaĉajnog 

smanjenja preživljavanja. MeĊutim, istovremeni tretman CORM-A1 i citokina doveo je 

do povećanja vijabiliteta izolovanih pankreasnih ostrvaca, RINm5F i MIN6 ćelija do 

nivoa kontrolnih kultura. Pošto se MTT test zasniva na merenju aktivnosti mitohondrija 

ćelija i na taj naĉin posredno pokazuje preživljavanje ćelija (Berridge i Tan, 1993), 

ispitivan je i uticaj CORM-A1 na apoptozu pankreasnih ostrvca izazvanu koktelom 

TNF+IL-1+IFN-. Primenjeni citokini indukovali su apoptozu pankreasnih ostrvaca 

merenu preko oslobaĊanja kompleksa histon-DNK. Nasuprot tome, CORM-A1 

primenjen sam nije indukovao apoptozu pankreasnih ostrvaca, a zajedno sa citokinima 

znaĉajno ju je smanjio (slika 21b). Da bi se utvrdilo da li je za primećene 

citoprotektivne efekte odgovoran CO, pankreasna ostrvca, RINm5F i MIN6 ćelije bili 

su izloženi delovanju kombinacije pro-inflamatornih citokina u prisustvu ili odsustvu 

inaktivne forme CORM-A1 (iCORM-A1), koja nema sposobnost otpuštanja CO 

(Sandouka i sar, 2006), ili u prisustvu, odnosno odsustvu hemoglobina (Hgb), koji 

vezuje CO i spreĉava njegovo delovanje (Liu i sar, 2002). Nakon istovremenog 

tretmana iCORM-A1 i citokinskog koktela nije bilo razlike u preživljavanju 

pankreasnih ostrvaca i RINm5F ćelija u odnosu na ostrvca i ćelije tretirane samo 

citokinima (slika 21c). U skladu sa ovim rezultatom bilo je i preživljavanje MIN6 

insulinoma ćelija koje su bile tretirane CORM-A1 u prisustvu Hgb i citokina. Na 

osnovu prikazanih rezultata može se zakljuĉiti da CORM-A1 ispoljava citoprotektivni 

efekat na  ćelije pankreasa i da je za ovaj efekat kljuĉni molekul CO. 
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Slika 21. Uticaj CORM-A1 na preživljavanje i apoptozu pankreasnih ostrvaca, RINm5F i MIN6 

ćelija nakon tretmana pro-inflamatornim citokinima. Izolovana pankreasna ostrvca (n=30), RINm5F 

(1x10
4
/bunarić) i MIN6 (1x10

4
/bunarić) inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-

1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-A1 (25M) ili iCORM-A1 (25M) ili Hgb (50 M). 

a) Vijabilitet odreĊen MTT testom. Rezultati su prikazani kao procenat u odnosu na vrednost apsorbancije 

kontrole. b) Apoptoza pankreasnih ostrvaca odreĊena je korišćenjem eseja za utvrĊivanje apoptoze. c) 

Vijabilitet odreĊen MTT testom. Prikazane su SV ± SD iz ĉetiri nezavisna eksperimenata. *p<0,05 u 

odnosu na kontrolu. 
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4.4.3. Molekulski mehanizmi kojima CORM-A1 štiti pankreasna ostrvaca od 

apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinima 

Dalja istraživanja išla su u pravcu otkrivanja mehanizama odgovornih za zaštitu 

pankreasnih ostrvaca od apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinima. Poznato je 

da je p38 MAP kinaza ukljuĉena u proces apoptoze  ćelija pankreasa indukovane 

citokinima, kao što je IL-1 (Saldeen i sar, 2001). Osim p38 signalnog puta, u procesu 

apoptoze uĉestvuje i JNK kinaza koja aktivira NFB (Liu i Lin, 2005). Da bi se ispitalo 

da li CORM-A1 ispoljava svoju anti-apoptotsku ulogu modulisanjem aktivnosti ovih 

signalnih molekula, merena je njihova ekspresija imunoblot metodom. U cilju 

iskljuĉivanja mogućnosti da je uoĉeno zaštitno dejstvo CORM-A1 posledica maligne 

transformacije insulinoma ćelija, ispitivanje unutarćelijskih mehanizama ukljuĉenih u 

citoprotekciju raĊeno je na primarnim pankreasnim ostrvcima. Tretman CORM-A1 nije 

promenio odnos p-JNK/JNK, p-p38/p38 i p-NFB/NFB molekula u pankreasnim 

ostrvcima u poreĊenju sa ostrvcima gajenim u prisustvu samo citokina (slika 22a). Ovi 

rezultati ukazuju da CORM-A1 ne ispoljava anti-apoptotski efekat posredstvom MAP 

kinazog signalnog puta. 

Pro-inflamatorni citokini u  ćelijama mogu da aktiviraju mitohondrijski put 

apoptoze, kada dolazi do oslobaĊanja pro-apoptotskog molekula citohroma c (Galluzzi i 

sar, 2012). Zbog toga, ispitivan je uticaj CORM-A1 tretmana na koliĉinu citohroma c u 

izolovanim pankreasnim ostrvcima nakon citotoksiĉnog stimulusa. Rezultati imunoblot 

metode pokazali su da je tretman CORM-A1 u prisustvu pro-inflamatornih citokina 

TNF+IL-1+IFN-doveo do statistiĉki znaĉajnog smanjenja koliĉine citohroma c u 

pankeasnim ostrvcima u odnosu na ostrvca tretirana samo citokinima (slika 22a). 

Posledica oslobaĊanja citohroma c je aktivacija kaspaze-3 (Riedl i Shi, 2004), te je 

aktivnost ove kaspaze merena fluorometrijski. Tretman CORM-A1 zajedno sa 

citokinima doveo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja aktivacije kaspaze-3 u 

pankreasnim ostvcima u odnosu na tretman pro-inflamatornim citokinima (slika 22b). 

Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1 spreĉava apoptozu pankreasnih ostrvaca 

indukovanu citokinima TNF+IL-1+IFN-tako što smanjuje koliĉinu citohroma c i 

aktivaciju kaspaze-3. 
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Slika 22. Molekulski mehanizmi citoprotekcije CORM-A1. Pankreasna ostrvca izolovana iz C57BL/6 

miševa inkubirana su 24h u prisustvu TNF+IL-1+IFN- (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu ili odsustvu 

CORM-A1 (25M). a) Koliĉina proteina izolovanih iz ćelijskog lizata pankreasnih ostrvaca nakon 

tretmana odreĊena je imunoblot metodom i normalizovana u odnosu na tubulin. Reprezentativne trake 

imunoblota prikazane su desno od grafika. b) Aktivnost kaspaze-3 pankreasnih ostrvaca nakon tretmana 

odreĊena je fluorimetrijski na emisionoj talasnoj dužini (Em) od 535 nm. Prikazane su SV± SD iz ĉetiri 

nezavisna eksperimenata. *p<0,05 u odnosu na citokinima tretirana pankreasna ostrvca. 
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Dijabetes tipa 1 (DT1) je oboljenje prouzrokovano autoimunskim zapaljenskim 

procesom usmerenim prema Langerhansovim ostrvcima pankreasa, što ima za posledicu 

apoptozu β ćelija. U modelu autoimunskog dijabetesa indukovanog davanjem VMDS 

nakon poĉetnog oštećenja β ćelija, ćelije imunskog sistema infiltriraju ostrvca 

prozvodeći brojne citotoksiĉne medijatore koji uništavaju β ćelije. Smatra se da su 

inflamatorne promene koje se razvijaju u ostrvcima pankreasa posledica direktnog 

dejstva streptozotocina, s jedne strane, i razvoja autoimunskog procesa, s druge strane. 

U spreĉavanju autoimunskog procesa balans patogenih M1/Th1/Th17 ćelija i 

protektivnih M2/Th2/Treg ćelija ima važnu ulogu. Glavni cilj za prevenciju i/ili 

preokret bolesti u zdravo stanje je pronalaženje naĉina za oĉuvanje ili povećanje broja i 

funkcije  ćelija ili produžavanje života preostalih  ćelija. Jedan od potencijalnih 

terapijskih pristupa bi mogla biti indukcija anti-inflamatornog odgovora Th2 ćelija 

(Müller i sar, 2002) koje bi suprimirale aktivisanje imunskog sistema i tako zaštitile  

ćelije od intenzivne inflamacije i/ili autoimunosti (Zhang i sar, 2012). Upravo zbog 

svojih anti-apoptotskih, anti-inflamatornih, anti-oksidativnih, anti-proliferativnih i 

vazodilatatornih efekata, CO bi mogao biti jedan od mogućih molekula za leĉenje DT1. 

U ovoj studiji po prvi put je ispitivan terapijsko dejstvo CORM-A1 u 

eksperimentalnom modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS. Ispitivan je 

imunomodulatorni efekat CORM-A1 na razliĉite imunske ćelije, kao i direktan uticaj 

CORM-A1 na nivou  ćelija pankreasnih ostrvaca, ciljnih ćelija u autoimunskom DT1.  

Poĉetni nalazi ove studije pokazali su da primena CORM-A1 nije toksiĉna za 

ĆLĈ u in vitro uslovima, i da utiĉe na diferencijaciju ovih ćelija tako što smanjuje 

razvoj Th1 i Th17 ćelija, a povećava diferencijaciju Th2 limfocita. In vivo primena CO 

putem donora CORM-A1, suprimira razvoj bolesti u ispitivanom eksperimentalnom 

modelu DT1. Dalja istraživanja usmerena na ispitivanje mehanizama dejstva CORM-A1 

primenjenog u ranom profilaktiĉkom tretmanu u modelu DT1 pokazala su da su 

protektivni efekti ovog agensa posredovani pomeranjem balansa predominantno 

patogenih M1 makrofaga/Th1 ćelija u smeru Th2 tipa imunosti. Pored 

imunomodulatornog dejstva, davanje CORM-A1 ispoljilo je i direktno citoprotektivno 

dejstvo na nivou  ćelija pankreasa, u in vitro uslovima u kojima je simulirano 

inflamatorno stanje karakteristiĉno za nastanak DT1. 
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Imajući u vidu prethodne nalaze koji ukazuju da pacovi oboleli od DT1 imaju 

smanjenu ekspresiju i aktivnost HO-1 u poreĊenju sa zdravim životinjama (Rodella i 

sar, 2006), pretpostavka da povećanje koliĉine CO u organizmu može imati povoljan 

efekat pokazala se taĉnom jer je CORM-A1 putem oslobaĊanja CO spreĉio razvoj 

hiperglikemije u eksperimentalnom modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS. 

TakoĊe, povećanje sistemske ekspresije HO-1 (ubrizgavanjem virusnog vektora kao 

nosaĉa za gen HO-1 kod predijabetiĉnih NOD miševa) ili izlaganje NOD miševa 

gasovitom CO, usporilo je progresiju bolesti i prelazak predijabetiĉnog stanja u 

dijabetes (Hu i sar, 2007). S druge strane, primena CO (indukcijom HO-1 ili putem 

donora CORM) pokazala se efikasnom u tretmanu i drugih autoimunskih i patoloških 

stanja, kao što su inflamacija, sepsa, oštećenje pluća, kardiovaskularne bolesti, 

transplantacija, kancer, EAE (Gullotta i sar, 2012). Efikasnost CORM-A1 zaista potiĉe 

od oslobaĊanja CO što je pokazano na modelu EAE (Fagone i sar, 2011). Važno je 

naglasiti da je zaštitni efekat CORM-A1 u modelu dijabetesa bio dugotrajan, ĉak i u 

sluĉaju kratkotrajnog tretmana životinja (rani profilaktiĉki tretman). Da efekti donora 

CO u ispitivanom modelu bolesti nisu nastali kao rezultat interakcije CORM-A1 sa 

streptozoticinom, kojom bi donor eventualno blokirao dejstvo streptozotocina i 

indukciju DT1, pokazuje rezultat da je CORM-A1 spreĉio razvoj bolesti i kada je 

primenjen nakon prestanka davanja VMDS (kasni profilaktiĉki tretman). TakoĊe, 

CORM-A1 spreĉava razvoj hiperglikemije i kada je primenjen u terapijskom režimu, 

odnosno kada je bolest već pokrenuta što je važan terapijski aspekt ovog jedinjenja u 

potencijalnoj primeni na ljudima. 

CORM-A1 u modelu dijabetesa indukovanog VMDS prvenstveno ispoljava 

sistemski imunomodulatorni efekat. To je u skladu sa literaturnim podacima koji 

ukazuju da CO u razliĉitim modelima imunoinflamatornih bolesti deluje na imunski 

odgovor na sistemskom nivou upravo regulacijom nivoa produkcije pro- i anti-

inflamatornih citokina. Tako, u modelu sepse indukovane davanjem LPS, miševi koji su 

bili izloženi gasovitom CO bolje su preživljavali što je bilo povezano sa nižim nivoom 

pro-inflamatornih citokina IL-6 i IL-1 u serumu (Morse i sar, 2003). TakoĊe, primena 

donora CORM-2 redukovala je nivo citokina TNF i IL-1 i povećala nivo anti-

inflamatornog citokina IL-10 u serumu miševa koji su imali akutni pankreatitis (Chen i 

sar, 2010). U ovoj studiji pokazano je da u modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS 
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primena CORM-A1 pored citokina IL-6, smanjuje koliĉinu i pro-inflamatornih citokina 

IFN- i IL-17, uz istovremeno povećanje produkcije anti-inflamatornog citokina IL-4. 

Kako su IFN-, IL-17 i IL-4 citokini karakteristiĉni za Th1, Th17 i Th2 ćelije, 

respektivno, može se zakljuĉiti da u modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS 

CORM-A1 ispoljava svoje dejstvo modulacijom pomoćniĉkih T ćelija. 

S obzirom na to da je potvrĊeno imunomodulatorno dejstvo CORM-A1 u 

patogenezi dijabetesa, zanimljiv je podatak da ovaj agens nije uticao na procenat M1, 

M2 makrofaga, pomoćniĉkih i citotoksiĉnih T limfocita, kao ni Treg ćelija u slezini, dok 

je procenat B ćelija bio smanjen. TakoĊe, nije bilo efekata ni na procenat T i B limfocita 

u PDLĈ nakon davanja CORM-A1. Ovi rezultati su u skladu sa studijom u kojoj su 

ispitivali razlike u imunskom fenotipu miševa kojima je genetiĉkim manipulacija 

iskljuĉen gen za HO-1 (HO-1
-
/
-
) u poreĊenju sa njihovim prirodnim parnjacima 

(Kapturczak i sar, 2004). U toj studiji je pokazano da iskljuĉivanje gena za HO-1 nije 

uticalo na proporciju T i B limfocita, kao ni monocita/makrofaga u slezini miševa u 

poreĊenju sa prirodnim parnjacima, dok je u odsustvu ekspresije HO-1 bio favorizovan 

pro-inflamatorni Th1 odgovor nakon stimulacije mitogenom. Uzevši u obzir ove 

rezultate može se zakljuĉiti da je HO/CO sistem važan u nishodnim fazama imunskog 

odgovora, kao što je aktivacija limfocita i diferencijacija Th ćelija. Kako CORM-A1 

nije menjao broj ispitivanih imunskih ćelija, može se reći da primena ovog donora ne 

dovodi do generalizovane imunske supresije, već utiĉe na finu modulaciju imunskog 

odgovora. 

Iako se distribucija imunskih ćelija u perifernim limfnim tkivima nije bitno 

promenila nakon tretmana sa CORM-A1, infiltriranje imunskih ćelija u pankreas bilo je 

znaĉajno manje u odnosu na obolele životinje. Upravo ta infiltracija patogenih ćelija i 

stvaranje pro-inflamatornog stanja u pankreasu predstavlja jedan od prvih koraka koji 

prethode smrti  ćelija, pojavi hiperglikemije i kliniĉkih manifestacija DT1 (Eizirik i 

sar, 2009). Važno je napomenuti da primena CORM-A1 spreĉava ulazak T limfocita i 

makrofaga u pankreas. Histološka analiza pankreasa pokazala je smanjenu infiltraciju 

imunskih ćelija kako tokom indukcije bolesti (rani profilaktiĉki tretman), tako i kada se 

ovaj agens primenjuje pošto je autoimunski odgovor usmeren protiv  ćelija već 

pokrenut (terapijski tretman), što je u skladu sa literaturnim podacima. Naime, u radu 
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Fagone i saradnika (Fagone i sar, 2011) primena CORM-A1 u EAE, animalnom modelu 

multiple skleroze, smanjila je kliniĉke i histološke znake bolesti, što se ogledalo kao 

smanjeno infiltriranje polimorfonukleusnih ćelija u kiĉmenu moždinu. TakoĊe,  

indukcija ekspresije HO-1 enzima redukovala je formiranje inflamatornih žarišta u 

centralnom nervnom sistemu (CNS), suprimirala je proliferaciju Th ćelija unutar CNS, 

redukovala je procenat CD4
+
 ćelija koje su eksprimirale IFN-, ali frekvencija Th ćelija 

koje su eksprimirale IL-10 nije bila promenjena (Chora i sar, 2007). Pored toga, 

primena gasovitog CO smanjila je oštećenje tkiva uzrokovano ishemijom/reperfuzijom 

u modelu transplantacije bubrega, a protektivni efekti CO ukljuĉivali su smanjeno 

infiltriranje makrofaga (Nakao i sar, 2005). Poznato je da infiltriranje imunskih ćelija u 

pankreas vodi stvaranju ROS, RNS i pro-inflamatornih citokina od strane imunskih 

ćelija, ali i samih  ćelija. OsloboĊeni pro-inflamatorni medijatori doprinose oštećenju  

ćelija u DT1 (Lightfoot i sar, 2012). U modelu eksperimentalnog nekrotizujućeg 

enterokolitisa primena CO smanjila je aktivaciju iNOS i produkciju NO u enterocitima, 

zatim inflamaciju u intestinumu i nivo nitrita u serumu (Zuckerbraun i sar, 2005). 

Imunohistohemijske analize pankreasa pokazale su da je protektivno dejstvo CORM-A1 

u našem modelu, pored smanjene infiltracije ćelija, praćeno i smanjenim oštećenjem 

pankreasnih ostrvaca izazvanim produkcijom ROS i RNS, pa se može zakljuĉiti da 

CORM-A1 ispoljava svoje dejstvo kako na  ćelije, tako i na imunske ćelije koje 

infiltriraju pankreas. 

Makrofagi su prve ćelije koje ulaze u pankreas tokom inicijacije dijabetesa 

indukovanog VMDS. Ove ćelije mogu imati dvojaku ulogu u patogenezi DT1. Smatra 

se da M1 makrofagi predstavljaju jedne od prvih ćelija koje pokreću insulitis i smrt  

ćelija pankreasa produkcijom pro-inflamatornih citokina, ROS i RNS, dok se 

alternativno aktivisani makrofagi (M2) dovode u vezu sa smanjenjem hiperglikemije, 

insulitisa i inflamacije u pankreasu, pa se smatra da imaju zaštitnu ulogu u 

autoimunskom DT1 (Espinoza-Jiménez i sar, 2012). Visok procenat naivnih makrofaga 

nalazi se u peritoneumskoj šupljini (Zhang i sar, 2008). Kako je u našoj studiji CORM-

A1 davan intraperitoneumski, a imajući u vidu vreme poluživota donora CO u 

fiziološkim uslovima (Motterlini i sar, 2005), makrofagi predstavljaju jedne od prvih 

imunskih ćelija na koje CORM-A1 može ispoljiti svoje dejstvo. Donor CO smanjio je 

procenat M1 makrofaga, ali nije uticao na procenat M2 makrofaga. Moglo bi se 
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zakljuĉiti da je primarni efekat CORM-A1 u pravcu supresije citocidne mašinerije 

makrofaga, jer je primena donora CO smanjila produkciju pro-inflamatornih medijatora 

kao što su ROS, RNS i citokini TNF, IL-1 i IL-6. Ovi rezultati su u skladu sa 

rezultatima studije koja je pokazala da primena gasovitog CO inhibira produkciju pro-

inflamatornih citokina (Otterbein i sar, 2000) dok je primena donora CORM-2 smanjila 

produkciju ROS, indukciju iNOS i produkciju NO u stimulisanim makrofagima 

(Srisook i sar, 2006). Imajući u vidu rezultate ove disertacije, može se pretpostaviti da je 

smanjeno prisustvo M1 makrofaga u pankreasu posledica ili direktnog uticaja CO na 

diferencijaciju makrofaga na periferiji ili spreĉavanja ulaska ovih makrofaga u ciljno 

tkivo. Modulacija pro-inflamatornog odgovora posredovanog M1 makrofagima, koji su 

takoĊe i APĆ, može se odraziti na oblikovanje adaptivnog imunskog odgovora voĊenog 

pomoćniĉkim T ćelijama. 

Pored makrofaga, T limfociti su drugi tip ćelija veoma važnih za održavanje 

autoimunskog odgovora usmerenog ka  ćelijama. Pokazano je da povećana koliĉina 

CO kod NOD miševa smanjuje produkciju IFN- (citokina Th1 ćelija) u slezini miševa, 

ali da ne utiĉe na sekreciju citokina karakteristiĉnih za Th2 ćelije, IL-4 i IL-10 (Hu i sar, 

2007). TakoĊe, u istoj studiji pokazano je da je prekomerna ekspresija HO-1 suprimirala 

funkcionalno sazrevanje DĆ, usled ĉega je bila smanjena indukcija Th1 ćelija i 

progresija bolesti. U skladu sa ovim rezultatom, davanje CORM-A1 u modelu DT1 

izazvanom VMDS modulisalo je Th1 odgovor u slezini, što se ogledalo kao smanjeni 

procenat Th1 ćelija, praćen smanjenjem ekspresije gena za citokin ove subpopulacije T 

limfocita, IFN-, kao i njegove sekrecije. Donor CO doveo je do smanjenja sekrecije IL-

17 i povećanja sekrecije anti-inflamatornog citokina IL-4, meĊutim, nije ispoljio efekat 

na procenat Th17 i Th2 ćelija u slezini eksperimentalnih miševa. Osim Th17 ćelija, 

poznato je da  T ćelije, NKT ćelije (engl. Natural Killer T), kao i nedavno otkrivene 

uroĊene limfoidne ćelije (ILC engl. Innate Lymphoid Cells) predstavljaju važne ćelije 

uroĊene imunosti koje sekretuju IL-17 u odgovoru na razliĉite stimuluse (Gladiator i 

LeibundGut-Landmann, 2013). TakoĊe, pored Th2 ćelija, IL-4 takoĊe sekretuju i NKT 

(Au-Yeung i Fowell, 2007),  T ćelije (Gerber i sar, 1999), kao i eozinofili (Piehler i 

sar, 2011), bazofili (Khodoun i sar, 2004) i mast ćelije (Gessner i sar, 2005). Na osnovu 

svega navedenog, može se objasniti nalaz da je CORM-A1 uticao na sekreciju citokina 
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IL-4 i IL-17, ali ne i na procenat Th2 i Th17 ćelija, te se može zakljuĉiti da 

imunomodulatorno dejstvo CORM-A1 u našem modelu DT1 nije ograniĉeno samo na 

pomoćniĉke T limfocite, već i druge imunske ćelije koje su izvor citokina IL-17 i IL-4. 

Pored efekta na imunske ćelije u slezini, CORM-A1 je modulisao i imunski 

odgovor u PDLĈ. Ispitivanje inflamatornog statusa PDLĈ je veoma važno s obzirom na 

to da nakon inicijalne destrukcije  ćelija pankreasa, APĆ prisutne u pankreasu 

preuzimaju autoantigene  ćelija i migriraju u PDLĈ gde ih prikazuju autoreaktivnim T 

i B limfocitima (Calderon i Unanue, 2012; Höglund i sar, 1999). U zavisnosti od 

okruženja u kome se naivne Th ćelije nalaze, one mogu da se diferentuju u protektivne 

Th2 ćelije ili agresivne Th1 i Th17 ćelije koje uĉestvuju u progresiji bolesti. Primena 

agensa koji oslobaĊa CO u ispitivanom modelu DT1 dovela je do povećanog procenta 

Th2 ćelija u PDLĈ, kao i povećane ekspresije gena za anti-dijabetogene citokine IL-4 i 

IL-10, odnosno povećane sekrecije IL-10, dok sekrecija citokina IL-4 nije bila 

detektabilna. Davanje CORM-A1 nije uticalo na Th1 odgovor u PDLĈ, za razliku od 

odgovora ovih ćelija u slezini, što sugeriše da su efekti ovog agensa tkivno specifiĉni i 

zavise od lokalnog okruženja u kome se Th ćelije nalaze. TakoĊe, jedan od razloga za 

razliĉitu distribuciju Th ćelija u limfnim organima je moguće dejstvo CORM-A1 na 

migratorne sposobnosti limfocita, odnosno na ekspresiju adhezivnih molekula ili 

hemokina koji usmeravaju specifiĉno kretanje ćelije. 

Pokazani efekti CORM-A1 na Th diferencijaciju mogu biti direktni ili 

indirektni. Direktni efekti CORM-A1 ogledaju se u redukovanju procenta Th1 i Th17 

ćelija i sekrecije reprezentativnih citokina, a u smeru povećanja procenta Th2 ćelija, što 

je pokazano u in vitro sistemu. Molekulski mehanizmi kojim HO-1/CO sistem utiĉe na 

diferencijaciju T ćelija nisu u potpunosti razjašnjeni. U studiji u kojoj je enzim HO-1 

indukovan davanjem hemina, organskog jedinjenja koje sadrži protoporfirinski prsten sa 

gvožĊem za koje je vezan hlor, bila je smanjena ekspresija RORT i aktivacija STAT3, 

transkripcionih faktora koji uĉestvuju u razvoju Th17 ćelija, pa je sledstveno bila 

inhibirana diferencijacija Th17 ćelija, ali nije bilo efekata na Th1 i Th2 ćelijski odgovor 

(Zhang i sar, 2013). U našem radu primena CORM-A1 redukovala je Th17 

diferencijaciju posredstvom smanjenja ekspresije RORT transkripcionog faktora u 

ĆLĈ u in vitro uslovima. Iako je CORM-A1 tretman modulisao sekreciju IFN- 
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citokina, nije uticao na ekspresiju transkripcionog faktora T-bet, kljuĉnog za ekspresiju 

ovog citokina. MeĊutim, in vivo primena CORM-A1 znaĉajno je smanjila ekspresiju 

STAT4, molekula koji je ukljuĉen u signalni put odgovoran za transkripciju gena za 

IFN-. Iako se populacija Th2 ćelija povećava nakon tretmana CORM-A1 nije bilo 

uticaja na ekspresiju transkripcionog faktora GATA-3, te se može pretpostaviti da 

CORM-A1 moduliše druge molekule ukljuĉene u prenos signal koji vode ekspresiji IL-

4, kao što je STAT6 (Rautajoki i sar, 2008). S obzirom na to da se efekti CORM-A1 na 

Th diferencijaciju unekoliko razlikuju izmeĊu in vitro i in vivo sistema, jedno od 

mogućih objašnjenja nalazi se u ĉinjenici da in vitro istraživanja predstavljaju 

pojednostavljen sistem koji se ispituje u kontrolisanim, izolovanim uslovima, za razliku 

od živog sistema koga odlikuje izuzetna složenost, te je nekad teško da se ekstrapoliraju 

rezultati in vitro istraživanja na živi sistem. Pored direktnog efekta CORM-A1 na razvoj 

T limfocita modulacijom njihovih signalnih molekula, uticaj donora CO na Th 

diferencijaciju može biti i posledica dejstva CO na APĆ. Pokazano je da izlaganje DĆ 

gasovitom CO (Simon i sar, 2013) ili donoru, CORM-2 (Rémy i sar, 2009) smanjuje 

imunogene osobine ovih ćelija i usmerava ka tolerogenom fenotipu za koji se smatra da 

usporava ili ĉak spreĉava razvoj DT1. Primena CORM-A1 u našem modelu smanjila je 

pro-inflamatorni odgovor M1 makrofaga, pa je samim tim moguće pretpostaviti da je 

smanjen procenat Th1 i Th17 ćelija upravo rezultat smanjene prezentacije autoantigena 

 ćelija. 

Veoma bitan deo populacije pomoćniĉkih T limfocita predstavljaju i Treg ćelije 

(Sakaguchi S i sar, 2009). Funkcija ovih ćelija je da regulišu imunski odgovor 

suprimiranjem aktivnosti patogenih imunskih ćelija. U našem modelu broj ovih ćelija 

nije se menjao nakon CORM-A1 tretmana u odnosu na obolele životinje, što se može 

objasniti odsustvom efekta donora CO na naivne CD4
+
 prekursorske ćelije. Naime, u 

zavisnosti od citokinskog miljea u kome se nalazi, prekursorska CD4
+
 ćelija može da se 

diferencira kako u Th17 tako i u Treg (Eisenstein i Williams, 2009). S obzirom na to da 

ni broj Th17 ćelija nije bio promenjen pod desjtvom CORM-A1, može se zakljuĉiti da 

CO zaista ne utiĉe na naivne ćelije, prekursore Th17/Treg ćelija. 

Pored Treg ćelija, imunski odgovor mogu da suprimiraju i razliĉiti citokini, kao 

što je i IL-10. IL-10 inhibira pro-inflamatorni odgovor uroĊenog i adaptivnog imuniteta, 
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uĉestvuje u rezoluciji inflamacije i spreĉava lezije tkiva izazvane preteranim imunskim 

odgovorom, te se smatra protektivnim molekulom u razliĉitim autoimunskim bolestima 

kao što je inflamatorna bolest creva (Braat i sar, 2003), reumatoidni artritis (Alanärä i 

sar, 2010), EAE (Bettelli i sar, 1998), kao i DT1 (Singh i sar, 2011). Ovaj citokin 

produkuju prvenstveno aktivisane Th2 ćelije (Ng i sar, 2013), ali se danas zna da je IL-

10 kljuĉni citokin za supresivne sposobnosti B regulatornih ćelija (Breg) (Mauri C i 

Blair PA, 2010). Iako je u našem modelu populacija B limfocita smanjena nakon 

tretmana CORM-A1, kako na periferiji tako i u ciljnom tkivu, ne može se iskljuĉiti 

pretpostavka da povišenoj produkciji IL-10 pored Th2 doprinose i Breg ćelije. TakoĊe, 

u literaturi je pokazano da ukljuĉivanje HO-1/CO sistema povećava sekreciju anti-

inflamatornog citokina IL-10 (Otterbein i sar, 2000). 

Pored modulacije imunskog sistema, anti-dijabetogeno dejstvo CORM-A1 može 

ukljuĉivati i direktne protektivne efekte donora CO na  ćelije pankreasa. Jedan od 

ranih pokazatelja poremećaja funkcije  ćelija ukljuĉuje odloženi i sporiji odgovor na 

glukozu i oscilacije u sekreciji insulina (Bell i Polonsky, 2001). Hiperglikemija i 

kliniĉka manifestacija DT1 javljaju se kada disfunkcija ili gubitak  ćelija padne ispod 

kritiĉnog praga, usled ĉega nema dovoljne sekrecije insulina kojom bi se regulisao 

metabolizam glukoze. Kod životinja koje su primale CORM-A1 bila je povećana 

sekrecija insulina, ĉime se može objasniti odsustvo razvoja hiperglikemije. Naši 

rezultati bili su u skladu sa rezultatima studije u kojoj je davanje hemina kod pacova 

kojima je DT1 indukovan davanjem pojedinaĉne doze streptozotocina redukovalo 

hiperglikemiju i poboljšalo metabolizam glukoze, dok je primena inhibitora HO-1 

poništila anti-dijabetogene efekte ovog enzima (Ndisang i Jadhav, 2009). Primena 

hemina povećala je nivo insulina u plazmi i potencirala molekule ukljuĉene u osetljivost 

na insulina i u signalni put pokrenut insulinom, kao što su adiponektin, adenozin-

monofosfat protein kinaza, cikliĉni adenozin-monofosfat, cikliĉni guanozin-monofosfat 

i GLUT4. Poremećaji u funkcionisanju  ćelija mogu nastati zbog infiltrisanja imunskih 

ćelija u pankreasna ostrvca i lokalnog oslobaĊanja citokina. Pokazano je da in vitro 

izlaganje  ćelija pankreasa citokinima IL-1 ili IL-1 zajedno sa IFN- dovodi do 

funkcionalnih promena  ćelija koje su sliĉne promenama primećenim kod pre-

dijabetiĉnih osoba (Hostens i sar, 1999) i do gubitka sekrecije insulina u odgovoru na 
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glukozu. Naime, IL-1 dovodi do smanjenja usidravanja i fuzije insulinskih granula sa 

ćelijskom membranom  ćelija, usled ĉega je smanjena egzocitoza granula (Ohara-

Imaizumi i sar, 2004). Tretman pankreasnih ostrvaca izolovanih iz C57BL/6 miševa 

kombinacijom citokina IL-1+IFN-+TNF smanjio je sekreciju insulina, dok je 

istovremena primena donora koji oslobaĊa CO sa citotoksiĉnim koktelom citokina 

povećala sekreciju insulina. Ovi rezultati se podudaraju sa rezultatima studije u kojoj je 

oslobaĊanje insulina bilo stimulisano izlaganjem izolovanih pankreasnih ostrvaca 

egzogenom CO ili heminu, koji indukcijom enzima HO-1 dovodi do oslobaĊanja CO 

(Henningsson i sar, 1999). 

Osim funkcionalnih promena, tokom DT1 dolazi i do smrti  ćelija izloženim 

produženom delovanju citokina IL-1, IFN- i TNF (Eizirik i Mandrup-Poulsen, 2001). 

Direktni efekti CORM-A1 na  ćelije u uslovima koji postoje tokom patogeneze bolesti 

ispitani su in vitro simulacijom u prisustvu pro-inflamatornih citokina. Tretman CORM-

A1 oĉuvao je vijabilitet i spasio  ćelije od apoptoze indukovane pro-inflamatornim 

citokinima, što je bilo u skladu sa literaturnim podacima. Naime, prekomerna ekspresija 

enzima HO-1 u ćelijama insulinoma TC3 zaštitila je ćelije od apoptoze indukovane 

citokinom TNF (Pileggi i sar, 2001). MeĊutim, anti-apoptotski efekti HO-1 bili su 

suprimirani kada je aktivnost HO-1 blokirana primenom kalaj protoporfirina IX 

(SnPPIX), dok je istovremena primena SnPPIX i izlaganje ćelija insulinoma ili 

pankreasnih ostrvaca gasovitom CO, spreĉila apoptozu izazvanu primenom TNF 

(Günther i sar, 2002). Primena inaktivne forme jedinjenja iCORM-A1, koja nema 

mogućnost oslobaĊanja CO, ili Hgb, koji funkcioniše kao hvataĉ CO i na taj naĉin 

neutrališe njegovo dejstvo, u našem sistemu nije zaštitila ostrvca i ćelije insulinoma od 

citotoksiĉnog dejstva pro-inflamatornih citokina, što ukazuje da anti-apoptotski efekti 

CORM-A1 zavise od CO. 

Anti-apoptotski efekti HO-1/CO sistema pokazani su i u studiji u kojoj su 

endotelne ćelije prekomerno eksprimirale HO-1 ili su bile izložene gasovitom CO, a 

apoptoza indukovana citokinom TNF (Brouard i sar, 2000). Mehanizmi zaštite HO-

1/CO u ovom model sistemu ukljuĉivali su povećanu aktivaciju p38 MAPK i NFB 

(Brouard i sar, 2002). MeĊutim, u našoj studiji tretman CORM-A1 u in vitro modelu 

nije stimulisao aktivaciju p38 i JNK MAPK signalnog puta, kao ni i NFB, niti je 
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potencirao aktivaciju ovih molekula posredovanu pro-inflamatornim citokinima u 

pankreasnim ostrvcima. Pokazano je da su mehanizmi anti-apoptotskog dejstva CO 

sistema tkivno specifiĉni. Naime, u monocitima (Otterbein i sar, 2000) i endotelnim 

ćelijama (Brouard i sar, 2000) efekti CO ukljuĉuju signalni put p38 MAPK sistema, dok 

u fibroblastima (Petrache i sar, 2000),  ćelijama pankreasa (Günther i sar, 2002) i 

glatkim mišićnim ćelijama (Liu i sar, 2002) anti-apoptotski efekti CO nezavisni su od 

puta p38 kinaze i zavise od solubilne guanil ciklaze i nivoa cikliĉnog guanozin-

monofosfata. 

Kako oslobaĊanje citohroma c iz mitohondrija ima centralnu ulogu u 

unutrašnjem putu apoptoze (Hüttemann i sar, 2011), ispitivano je da li CORM-A1 

regulacijom koliĉine ovog molekula ostvaruje uoĉene zaštitne efekte na nivou 

izolovanih pankreasnih ostrvaca. U našem sistemu primena donora CO spreĉila je 

povećanje koliĉine citohroma c izazvano citokinima. Citosolna funkcija ciohroma c je 

da pomoću proteina APAF aktivira kaspazu-9, koja dalje aktivira nizvodne kaspaze-3, -

6 i -7. Kao posledica kaskadne aktivacije kaspaza dolazi do morfoloških i biohemijskih 

promena i apoptoze ćelija (Kang i sar, 2009). Smanjeno oslobaĊanje citohoroma c i 

aktivacija kaspaze-3 pokazani su u radu Zhao i saradnika (Zhao i sar, 2014) gde je 

primena donora CORM-2 smanjila apoptozu mišićnih ćelija srca indukovanu 

ishemijom/reperfuzijom. U skladu sa literaturnim podacima, smanjena koliĉina 

citohroma c u pankreasnim ostrvcima nakon tretmana CORM-A1 rezultovala je 

smanjenom aktivnošću kaspaze-3. Na osnovu ovih rezultati može se zakljuĉiti da anti-

apoptotski efekat CO u pankreasnim ostrvcima ukljuĉuje smanjenu aktivaciju 

mitohondrijskog puta apoptoze. 

 

Osobe kojima je dijagnostikovan DT1 zahtevaju doživotnu terapiju egzogenim 

insulinom i imaju rizik od brojnih komplikacija koje ukljuĉuju srĉane bolesti, 

otkazivanje bubrega i slepilo. Iako se tehnike transplantacije pankreasnih ostrvaca 

stalno usavršavaju, ovaj naĉin leĉenja bolesti i dalje je komplikovan jer zahteva 

dugotrajnu imunosupresiju i ne dovodi do eliminacije bolesti. I pored napora da se 

trenutnim terapijama poboljša kontrola nivoa glukoze u krvi i smanji rizik od mogućih 

komplikacija koje ova bolest sa sobom nosi, i dalje je neophodno razviti strategiju u 
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leĉenju koja bi ograniĉila ili zaustavila proces bolesti. Rezultati prikazani u ovoj 

disertaciji ukazuju da bi kontrolisano oslobaĊanje CO od strane CORM-A1 moglo 

predstavljati koristan terapijski pristup za tretman DT1, jer svojim imunomodulatornim 

karateristikama štiti od razvoja inflamacije, a citoprotektivne osobine CO spreĉavaju 

oštećenje  ćelija pankreasa. Imajući u vidu složenu etiologiju bolesti i nedostatke rane 

dijagnostike DT1, jer se kliniĉki simptomi bolesti kod ljudi javljaju kada je 80-90%  

ćelija ubijeno, terapijska primena CORM-A1 u kasnijim fazama bolesti protektivno 

deluje na razvoj DT1. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Zaključci 
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Kontrolisanim otpuštanjem ugljen-monoksida, čiji je terapijski efekat pokazan u 

pojedinim eksperimentalnim autoimunskim i inflamatornim bolestima, CORM-A1 

može modifikovati i razvoj inflamacije pankreasnih ostrvaca posredovanog T 

limfocitima i sledstveni razvoj autoimunskog dijabetesa. Direktnim delovanjem na β 

ćelije pankreasa CORM-A1 štiti ove ćelije od apoptoze, dok dejstvom na ćelije 

imunskog sistema kontroliše predijabetični M1/Th1/Th17 imunski odgovor pomerajući 

ga u smeru zaštitnog M2/Th2/Treg tipa i sprečavajući invaziju patogenih imunskih 

ćelija u ciljno tkivo. 

Zaključak je izveden na osnovu sledećih rezultata: 

 CORM-A1 u in vitro uslovima favorizuje diferencijaciju Th2 ćelija ćelija 

limfnog čvora miševa C57BL/6 soja, a smanjuje diferencijaciju Th1 i Th17 

ćelija, dok ne utiče na preživljavanje, aktivaciju i proliferaciju T limfocita. Svoje 

dejstvo na razvoj Th17 ćelija ostvaruje smanjenjem ekspresije transkripcionog 

faktora RORT, dok ne menja ekspresiju faktora od kojih zavisi diferencijacija 

Th1 i Th2 ćelija. 

 

 Primena CORM-A1 u ranom ili kasnom profilaktičkom, kao i terapijskom 

režimu u modelu DT1 izazvanom davanjem VMDS održava normalnu sekreciju 

insulina i sprečava pojavu kliničkih i histoloških manifestacija bolesti. 

 

 Rani profilaktički režim CORM-A1 inhibira pro-inflamatorni odgovor 

posredovan M1 makrofagima i Th1 ćelijama i favorizuje anti-inflamatorni Th2 

odgovor. Pored smanjene sekrecije pro-inflamatornih citokina na sistemskom 

nivou, davanje CORM-A1 smanjuje procenat M1 makrofaga i produkciju pro-

inflamatornih medijatora u peritoneumu i Th1/Th17 odgovor u slezini. 

Istovremeno, tretman donorom CO povećava Th2 odgovor u pankreasnim 

drenirajućim limfnim čvorovima. Na nivou ciljnog tkiva, pankreasa, davanje 

CORM-A1 pomera balans Th1/Th2 ćelija ka anti-dijabetogenom Th2 odgovoru. 

 

 Preživljavanje pankreasnih ostrvaca i  ćelija in vitro tretiranih citokinima 

TNF+IL-1+IFN- povećano je u prisustvu donora CO, koji svoje dejstvo 
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ispoljava smanjenjem količine pro-apoptotskog citohroma c i aktivacije kaspaze-

3. Zaštitini efekti praćeni su očuvanjem sekrecije insulina. 

 

Iz svega izloženog može se zaključiti da CORM-A1, sintetsko jedinjenje koje oslobađa 

CO na kontrolisani način, predstavlja obećavajućeg kandidata za farmakološku 

modulaciju autoimunskih oboljenja, kao što je dijabetes tipa 1. 
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