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Uloga donora ugljen-monoksida CORM-A1 u modulaciji eksperimentalno

indukovanog dijabetesa tipa 1 kod C57BL/6 miSeva

Sazetak

Dijabetes tipa 1 (DT1) je autoimunsko inflamatorno oboljenje koje se razvija
kao posledica uniStavanja (3 celija pankreasa posredstvom autoagresivnih celija i
njihovih pro-inflamatornih medijatora. Glavno obelezje DT1 je insulitis — infiltracija
pankreasa populacijama imunskih ¢éelija. Makrofagi se smatraju prvim celijama koje
infiltriraju pankreasna ostrvca i imaju vaznu ulogu u aktivaciji autoreaktivnih T ¢elija.
Smatra se da klasi¢no aktivisani M1 makrofagi doprinose razvoju i progresiji bolesti,
dok alternativno aktivisani M2 makrofagi ucestvuju u njenom sprecavanju. B limfociti
imaju ulogu u produkciji autoantitela, dok su T (CD4" i CD8") ¢elije jedne od glavnih
efektorskih ¢elija koje su ukljucene u ubijanje B ¢elija. Citokini koje sekretuju razlicite
imunske celije, ukljucuju¢i makrofage 1 T Celije, mogu da reguliSu u kom smeru ¢e se
razviti imunski odgovor: ka Thl (engl. T helper) dijabetogenom odgovoru ili Th2
protektivnom odgovoru. Aktivisani makrofagi, pomoc¢nicki i citotoksi¢ni T limfociti,
kao i sekretovani pro-inflamatorni medijatori, sinergisti¢ki ucestvuju u razaranju 3
¢elija 1 razli¢itim mehanizmima pokre¢u apoptozu ovih ¢elija, Sto rezultuje nastankom
autoimunskog DT1. Kako terapija DT1 uglavhom podrazumeva primenu egzogenog
insulina, sve viSe se istraZzuju novi terapijski pristupi koji bi sprec€ili ili usporili
pokrenuti autoimunski odgovor. Ugljen monoksid (CO) je potencijalni kandidat za
tretman autoimunskih bolesti, kao §to je DT1, zbog svojih anti-inflamatornih i anti-
apoptotskih karakteristika. CO nastaje u organizmu delovanjem enzima hem oksigenaze
(HO) koja razgraduje hem do CO, biliverdina i gvozda. Uprkos izuzetnoj toksi¢nosti u
visokim koncentracijama, primenjen u niskim koncentracijama egzogeni CO ima
terapijski potencijal kao anti-inflamatorni agens koji moduliS§e brojna imuno-
inflamatorna stanja. Sintetisana metalo-organska jedinjenja koja oslobadaju CO (CORM
engl. Carbon Monoxide Releasnig Molecule) predstavljaju grupu jedinjenja sposobnih

da otpustaju CO na kontrolisani nacin u ¢elijskim sistemima. Jedno od brojnih CORM



je i CORM-AL koji se izdvaja od ostalih jedinjenja jer je rastvorljiv u vodi, ne sadrzi
prelazne metale u svojoj strukturi i vreme poluzivota ovog jedinjenja u fizioloskim

uslovima je 21,4 minut.

U ovoj studiji je po prvi put ispitivan terapijski potencijal CORM-AL u modelu
DT1 izazvanog davanjem viSestrukih malih doza streptozotocina (VMDS). Utvrdivani
su Celijski 1 molekulski mehanizmi pokrenuti u odgovoru na tretman CORM-Al u
imunskim c¢elijama, kao 1 efekti donora CO na nivou ciljnog tkiva, 3 ¢elija pankreasnih

ostrvaca u in vitro uslovima.

U in vitro uslovima tretman CORM-A1 nije bio toksican za ¢elije limfnog ¢vora,
niti je uticao na proliferaciju i aktivaciju ovih ¢elija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28
antitelima. Medutim, u prisustyu CORM-Al bila je smanjena sekrecija pro-
inflamatornih citokina IFN-y i IL-17, kao i procenat celija koje produkuju ove citokine,
Thl (CD4'IFN-y") i Th17 (CD4'IL-17") celija, respektivno, dok je procenat Th2
(CD4"IL-4") ¢elija bio poveéan. Takode, pod uticajem donora CO bila je smanjena
ekspresija transkripcionog faktora RORYyT, koji uéestvuje u diferencijaciji Th17 celija,
dok ekspresija transkripcionih faktora Thl i Th2 celija nije bila promenjena. Davanje
CORM-A1 u ranom ili kasnom profilaktickom, kao i terapijskom reZimu, sprecilo je
razvoj hiperglikemije u modelu DT1 izazvanim VMDS kod osetljivog visokosrodnog
soja miSeva C57BL/6. Klinicka slika bila je pracena pove¢anom sekrecijom insulina,
smanjenim insulitisom 1 manjim o$te¢enjem pankreasnih ostrvaca nakon tretmana
CORM-A1. Kod eksperimentalnih miseva koji su primali CORM-AL bio je smanjen
procenat pro-inflamatornin M1 makrofaga i produkcija njihovih medijatora u
peritoneumskoj Supljini, kao i Th1 odgovor u slezini, dok je u pankreasnim dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima bila favorizovana diferencijacija Th2 ¢elija. Na nivou pankreasa
davanje agensa koji oslobada CO smanjilo je ulazak M1 makrofaga, B, CD4" i CD8"
limfocita. Takode, imunomodulatorni efekti CORM-Al na nivou ciljnog tkiva
ukljucivali su smanjeno prisustvo Thl ¢elija i pove¢anu zastupljenost anti-inflamatornih
Th2 ¢elija. Smanjena diferencijacija Thl c¢elija merena ex vivo bila je povezana sa
manjom aktivacijom transkripcionog faktora STAT4 kod miSeva koji su primali VMDS
+ CORM-ALI. Osim efekata na imunske celije, tretman CORM-AL ispoljio je direktno

citoprotektivno dejstvo na nivou pankreasnih ostrvaca i B c¢elija u in vitro uslovima.



Naime, primena donora CO redukovala je smrt pankreasnih ostrvaca i ¢elija insulinoma
poreklom iz misa (MING6) i pacova (RINmSF) izazvanu pro-inflamatornim citokinima.
Anti-apoptotsko dejstvo CORM-AL ukljuéivalo je smanjenu koli¢inu citohroma ¢ i
manju aktivaciju egzekutorske kaspaze-3. Citoprotektivni efekti bili su ponisteni kada je
primenjena inaktivna forma CORM-A1, koja ne otpusta CO, ili hemoglobin, koji

funkcioni$e kao hvata¢ CO.

Rezultati ove disertacije ukazuju da se farmakoloska primena CO upotrebom donora
CORM-A1 predstavlja potencijalni terapijski pristup za tretman inflamatornih i

autoimunskih oboljenja, ukljuc¢ujuéi i DT1.

Klju¢ne rec¢i: dijabetes tipa 1, donor ugljen monoksida CORM-AL, streptozotocin,

diferencijacija pomoc¢nickih T ¢elija, citokini, apopotoza [3 celija
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The role of carbon monoxide-releasing molecule CORM-ALl 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 8 cell
antigens, and T cells are known to play a crucial role as final effectors that kill 3 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 B 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 CORMSs synthetized,
CORM-AL1 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-AL in preclinical model of T1D induced by multiple low doses of
streptozotocin. We determined cellular and molecular mechanisms initiated in response
to the CORM-AL treatment in the immune cells, and the effects of CO donor at the

target tissue, B 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-ALl successfully reduced the secretion of pro-
inflammatory cytokines, IFN-y and 1L-17, as well as the percentage of cells that secrete
these cytokines, Thl (CD4"IFN-y") and Th17 (CD4IL-17") cells, respectively, whereas
Th2 (CD4IL-4") cell population increased after the treatment. In addition, CORM-A1
significantly reduced expression of transcription factor RORyT, necessary for Th17
development, but the expression of Thl- and Th2-related transcription factors remained
unchanged. CORM-AL, 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-AL treatment. The percentage of pro-inflammatory M1
macrophages and production of their mediators in the peritoneal cavity, as well as Thl
response in the spleen were decreased, while differentiation of Th2 cells was favored in
the pancreatic draining lymph nodes of mice treated with CORM-AL. Application of
CO donor reduced the influx of M1, B, CD4" and CD8" cells in pancreas. Furthermore,
immunomodulating effects of CORM-AL in target tissue included decreased proportion
of Thl 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-AL. Besides the effects on immune
cells, CORM-AL1 treatment showed direct cytoprotective effects in the pancreatic islets
and B cells in vitro. CORM-AL reduced cytokine-induced death of pancreatic islets and
mouse (MING6) and rat (RINm5F) insulinoma cells. Anti-apoptotic effect of CORM-Al



was mediated through the downregulation of cytochrome ¢ amount and suppression of
caspase 3 activity. Finally, the cytoprotective effect of CORM-A1 was lost when
ICORM-AL, 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-AL 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-AL,

streptozotocin, Th cell differentiation, cytokines, B cells apoptosis
Research area: Biology
Area of special interest: Immunobiology

UDK number: [543.272.61:[616-097+591.437]]:616.379-008.64(043.3)



Lista skracenica

Apaf — faktor koji aktivira apoptotske kaspaze (engl. Apoptotic Protease Activating
Factor)

APC — alofikocijanin (engl. Allophycocyanin)

APC — antigen-prezentujuce Celije

BB —engl. BioBreeding

BSA - govedi 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 oslobadaju ugljen-monoksid (CORM engl.

Carbon Monoxide-Releasing Molecule)

CLC - ¢elije limfnog &vora

DC — dendritske éelije

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 tetrasiréetna kiselina



ELISA —engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

FACS — protoc¢na citofluorimetrija (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting)

FCBS - rastvor za proto¢nu citofluorimetriju (engl. Flow Cytometry Staining Buffer)
FCS — serum fetusa goveceta (engl. Fetal Calf Serum)

FITC — fluorescin izotiocijanat (engl. Fluorescein Isothiocyanate)

FoxP3 — engl. Forkhead Box P3

GADG65 — 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-AL — inaktivna forma CORM-Al

IFN-y — interferon-y

IGRP — protein povezan sa katalitickom subjedinicom glukoze-6-fosfata specificnom 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)

MING — ¢elije insulinoma poreklom iz misa (engl. Mouse Inuslinoma)
MTT — (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid

NBT — nitroplavo tetrazolijum (engl. Nitroblue Tetrazolium)

NF«kB — nukleusni faktor « B

NO — azot monoksid

NOD - engl. Nonobese Diabetic

PB — rastvor za permeabilizaciju ¢elija (engl. Permeabilization Buffer)
PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

PCR — reakcija lan¢anog umnozavanja (engl. Polymerase Chain Reaction)
PC — éelije peritoneumskog ispirka

PDLC — pankreasni drenirajuéi limfni ¢vorovi

PE — fikoeritrin (engl. Phycoerythrin)

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

PMA — engl. Phorbol Myristate Acetate

PMC — mononukleusne éelija koje infiltriraju pankreas

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorid



RINmMSF — ¢elije insulinoma poreklom iz pacova (engl. Rat Insulinoma)
RNK — ribonukleinska kiselina

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

RORyT — engl. RAR-related orphan receptor y

ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygene Species)
RPMI —engl. Roswell Park Memorial Institute

SMC — mononukleusne ¢elije slezine

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

Activator of Transcription)

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

TGF-pB — transformisuci faktor rasta 3

Th — pomo¢nicki T limfociti (engl. T helper)

TMB — trimetilbenzidin

TNF — faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor)
Treg — regulatorne T Celije

VMDS - visestruke male doze streptozotocina
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1. Uvod



1.1. Dijabetes tipa 1

Dijabetes tipa 1 (DT1), koji se naziva i juvenilni ili insulin-zavisni dijabetes, je
organ-specificna autoimunska bolest. Nastaje kao posledica ubijanja [ Celija
pankreasnih ostrvaca koje proizvode insulin od strane imunskog sistema. Ovi razarajuci
procesi dovode do umerenog ili potpunog nedostatka insulina. U odsustvu insulina i
njegovog delovanja na ciljna tkiva: jetru, miSi¢no i masno tkivo, nastaju poremecaji u
metabolizmu ugljenih hidrata, masti i proteina. Ukoliko se bolest ne le¢i, ovi
metabolicki poremecaji mogu dovesti do sistemske depresije centralnog nervnog
sistema (CNS), kome i smrti. Stoga, osobe obolele od DT1 zahtevaju doZivotni tretman
lecenja egzogenim insulinom. DT1 se najces¢e javlja kod dece i adolescenata, mada se
bolest moze razviti i kasnije u zivotu (Kelly i sar, 2003). Prevalenca bolesti se razlikuje
u zavisnosti od lokacije i krece se od 0,1/100000 godisnje u Kini i Venecueli pa do
36,5-36,8/100000 godisnje u Finskoj i Sardiniji, dok je najvisa incidenca primecena
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 vise od 218000 ljudi razvije ovu bolest (Cooke i sar, 2004).

DT1 obuhvata dve razlicite faze: insulitis, tokom koga razli¢ite populacije
imunskih ¢elija infiltriraju pankreasna ostrvca, i dijabetes, kada je vecina B celija
ubijena, Sto 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 klini¢kih znakova dijabetesa (Mathis i sar,
2001). Smatra se da se klini¢ki znaci pojavljuju kada je razoreno 80-90% [ ¢elija, kada
preostale B ¢elije ne mogu povecanom sekrecijom da nadomeste nedostatak insulina.
Pretpostavlja se da tokom patogeneze bolesti postoje dve kontrolne tacke. Prva
kontrolna tacka je prepoznavanje autoantigena ostrvaca. Oslobadanje autoantigena [3
¢elija je povezano sa apoptozom ovih ¢elija, koja moze posledica ¢elijskog ostecenja ili
programiranog razvi¢a [ celija. Prelazak iz nedestruktivnog u destruktivni insulitis
predstavlja drugu kontrolnu tacku i ovaj proces je takode potpomognut celijskim
oStecenjima. Moguce je da druga kontrolna tacka ukljucuje sticanje novih efektorskih
funkcija T celija, povecanu produkciju pro-inflamatornih medijatora, oslobadanje

prethodno nedostupnih autoantigena B ¢elija koji ubrzavaju progresiju bolesti ili gubitak



regulatornih mehanizama zbog poremecaja u broju ili funkciji regulatornih T ¢Eelija

(Treg) (Herold i sar, 2013).
1.2. Patogeneza dijabetesa tipa 1

I pored intenzivnih istraZzivanja na polju rasvetljavanja etiologije DT1, uzrok
nastanka bolesti i dalje je nepoznanica. Smatra se da ne postoji pojedinacni uzro¢nik
bolesti, ve¢ da je DT1 rezultat kompleksne interakcije geneti¢ke predispozicije i faktora

spoljasnje sredine (Bluestone i sar, 2010).
1.2.1. Geneti¢ka osnova dijabetesa tipa 1

Tokom brojnih studija na ljudima i animalnim modelima bolesti, otkriveni su
lokusi za koje se pretpostavlja da povecavaju rizik za razvoj DT1. Od svih do sada
otkrivenih lokusa, najces¢i polimorfizam asociran sa pojavom bolesti primeéen je kod
alela 11 klase glavnog kompleksa histokompatabilnosti (MHC 1l engl. Major
Histocompatability Complex). Kombinacija specifi¢nih alela gena MHC II klase, kao
§to su humani leukocitni antigen (HLA engl. Human Leukocyte Antigen)-DQ?2 ili HLA-
DQ8 i HLA-DR3 ili HLA-DR4, povezuje se sa povecanim rizikom za razvoj DTI1.
Naime, pretpostavlja se da kod nosioca ovih polimorfizama dolazi do neodgovarajuce
prezentacije sopstvenih antigena naivnim limfocitima tokom procesa njihovog
sazrevanja u timusu, $to dovodi do nepotpunog uklanjanja autoreaktivnih limfocita
(Pirot i sar, 2008). Osim lokusa MHC 11 klase, i polimorfizam lokusa za insulin koji se
dovodi u vezu sa povecanom 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 pocetka translacije i uticu na nivo
ekspresije gena za insulin. Naime, mali broj VNTR uzrokuje poveéanu ekspresiju gena
u pankreasu, a smanjenu ekspresiju u timusu, $to takode moze dovesti do neefikasnog
ubijanja autoreaktivnih T (celija tokom procesa njihovog sazrevanja (Kim i
Polychronakos, 2005). Takode, i polimorfizmi gena uklju¢enih u prezentaciju antigena i
imunski odgovor, mogu uticati na podloznost osoba da razviju brzi inflamatorni i
imunski odgovor na odredeni stimulus, te povecati rizik od pojave autoimunosti (Todd i

sar, 2007).



1.2.2. Uloga spoljasnjih faktora na razvoj dijabetesa tipa 1

Osim geneticke strukture, i faktori spoljasnje sredine doprinose razvoju DTI.
Pretpostavlja se da neke virusne infekcije, komponente hrane, kao Sto su Zzitarice, gluten,
kravlje mleko, zatim vakcine, toksini, stres 1 klimatski faktori mogu biti okidaci koji ¢e
dovesti do razvoja DT1 (Knip i sar, 2005). Patogeni mogu biti okida¢i direktnom
infekcijom B ¢elija, oslobadanjem pro-inflamatornih citokina u odgovoru na infekciju,
narocito 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
jos§ potvrdena. Poznato je da kongenitalna infekcija rubela virusom moze da izazove
ostecenje B Celija 1 nosi rizik od 20% da inficirane osobe razviju DT1 (Menser i sar,
1978). Smatra se da enterovirusi mogu da uzrokuju ostecenje B celija na dva nacina:
mogu direktno da inficiraju i uniste 8 ¢elije ili pokrenu autoimunski odgovor protiv njih.
Ove ideje podrzava cCinjenica o homologiji koksaki virusa B4 i dekarboksilaze
glutaminske kiseline 65 (GADG65 engl. Glutamic Acid Decarboxylase), koja je jedan od
autoantigena u DT1, kao i podaci o pove¢anom titru antitela za koksaki B4 virus kod

osoba obolelih od DT1 (Hyéty H, 1979; Yoon i sar, 1979; Jaidane i Hober, 2008).
1.2.3. Autoantigeni

Prvi znaci autoimunosti usmerene protiv [ celija, koji Cesto mogu da se
detektuju mesecima, pa ¢ak i godinama pre nego Sto se pojave klini¢ki simptomi bolesti,
predstavljaju cirkuliSuca antitela specificna za autoantigene B celija koja podukuju B
limfociti (Pihoker i sar, 2005). Jo§ su 1974. godine Bottazzo i saradnici otkrili
autoantitela u serumu bolesnika sto je bio direktan dokaz da je DT1 autoimunska bolest
(Bottazzo i sar, 1974). Najce$¢a autoantitela kod predijabeticnih osoba usmerena su
protiv GADG6S5, proteina sli¢nog tirozin fosfatazi, I1A-2 (engl. Islet Antigen 2), insulina,
proinsulina 1 nedavno otkrivenog autoantigena specifi¢no eksprimiranog na 3 ¢elijama,
transportera cinka ZnT8 (Wenzlau i sar, 2007). Preko 90% novodijagnostikovanih
osoba obolelih od DT1 imaju autoantitela za jedan ili vise 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 specificni za ostrvca, kao Sto su hromogranin A i IGRP (engl. Islet-



Specific Glucose-6-Phosphatase Catalytic Subunit-Related Protein), ukljueni u
progresiju bolesti (Krishnamurthy i sar, 2006; Nakayama i sar, 2005).

1.3.  Eksperimentalni modeli bolesti

Studije na eksperimentalnim modelima znacajno su doprinele razumevanju
antigena, ¢elija i mehanizama koji se nalaze u osnovi razvoja i progresije DT1. Takode,
u Sirokoj su upotrebi prilikom ispitivanja potencijalnih terapeutika za leCenje DTI1.
Eksperimentalni modeli bolesti mogu da se uspostave na viSe nacina, od hemijskog
uklanjanja B ¢elija do stvaranja glodara koji spontano razvijaju DT1. Dva modela DT1
koja se najces¢e koriste u istrazivanjima jesu modeli kod kojih se bolest razvija
spontanim putem, NOD (engl. Nonobese Diabetic) misevi i BB (engl. BioBreeding)
pacovi (Yang i Santamaria P, 2006). Osim spontanog razvoja bolesti, eksperimentalnim
zivotinjama se DTI1 moZe indukovati i upotrebom hemijskih agenasa, kao S§to su
streptozotocin i aloksan. Oba agensa specifi¢no uniStavaju 3 Celije pankreasa, jer imaju

hemijsku strukturu sli¢nu glukozi i na taj nacin bivaju prepoznati od strane 3 ¢elija.
1.3.1. Dijabetes tipa 1 indukovan streptozotocinom

Streptozotocin  [2-deoksi-2-(3-(metil-3-nitrozoureido)-D-glukopiranoza]  je
antibiotik koga sintetiSe mikroorganizam Streptomycetes achromogenes i poseduje anti-
tumorske, onkogene i dijabetogene Kkarakteristike (Szkudelski, 2001). Nakon
intraperitoneumske ili intravenske administracije, streptozotocin ulazi u B ¢elije
pankreasa preko transportera za glukozu GLUT2 (engl. Glucose Transporter 2). Kada
se nade u ¢eliji, dovodi do alkilovanja dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), §to ima za
posledicu aktivaciju poli adenozindifosfat ribozo-sintaze i smanjenje nikotinamid-
dinukleotida, redukovanje celijskog 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  celijama streptozotocin predstavlja i izvor

slobodnih radikala koji doprinose o$te¢enju DNK i smrti ¢elija (Lenzen, 2008b).

Eksperimentalni model DT1 moZe da se indukuje primenom viSestrukih malih
doza streptozotocina (VMDS). U ovom modelu se streptozotocin primenjuje kod
osetljivih sojeva misSeva ili pacova davanjem subtoksi¢nih doza tokom 4 do 5

uzastopnih dana koje dovode do blagog ostecenja B celija, oslobadanja autoantigena i



postepenog razvoja insulitisa kod eksperimentalnih Zzivotinja (Like i Rossini, 1976;
Lukic i sar, 1998). Doze primenjenog streptozotocina u ovom modelu bolesti krec¢u se
od 20 do 40 mg/kg telesne mase dnevno, zavisno od vrste i soja zivotinja. U VMDS
modelu DT1 bolest se razvija sporo, 2-3 nedelje nakon pocetka primene streptozotocina
(Elias 1 sar, 1994). Tokom indukcije bolesti dolazi do smanjenja broja i veli¢ine
pankreasnih ostrvaca §to je praceno i smanjenom sekrecijom insulina (Lenzen, 2008b).
Za razliku od ovog modela, koji podrazumeva autoimunske procese (Elliott JI i sar,
1997), primena streptozotocina u pojedinac¢noj visokoj dozi (100-200 mg/kg telesne
mase miseva) dovodi do brzog razaranja [ Celija pankreasa i razvoja hiperglikemije.
Ovakav nacin davanja streptozotocina indukuje ,,toksi¢ni* dijabetes, koji nije u osnovi
autoimunski i Cesto se koristi u modelima transplantacije pankreasnih ostrvaca ili
embrionskih i indukovanih pluripotentnih mati¢nih ¢éelija ispod kapsule bubrega (Deeds
i sar, 2011; Song i sar, 2009).

1.3.2. Uloga ¢elija urodene imunosti u nastanku dijabetesa tipa 1

Brojne studije ukazuju da celije urodenog imunskog sistema imaju ulogu i u
inicijaciji i u razvoju DT1. Studije na zivotinjama nakon tretmana VMDS pokazale su
da su makrofagi prve celije koje infiltriraju ostrvca (Lukic i sar, 1998; Kolb-Bachofen i
sar, 1988) i sa dendritskim éelijama (DC) predstavljaju najbrojniju populaciju éelija u
infiltratima pankreasnih ostrvaca tokom rane faze insulitisa. Klju¢na uloga makrofaga je
obrada i prezentacija autoantigena [ celija T limfocitima. Nakon preuzimanja
autoantigena [ c¢elija, makrofagi migriraju u pankreasne dreniraju¢e limfne ¢vorove
(PDLC) gde prezentuju antigene, regrutuju pomo¢nicke T limfocite (Th engl. T helper) i

pokrec¢u autoimunski odgovor (Calderon i Unanue, 2012; Calderon i sar, 2014).

Makrofage odlikuje visoka plasti¢nost zavisno od okruzenja u kome se nalaze.
Dva glavna fenotipa su klasi¢no aktivisani M1 makrofagi i alternativno aktivisani M2
makrofagi. M1 makrofage odlikuje pro-inflamatorni fenotip i ove ¢elije imaju klju¢nu
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, hroni¢nom inflamacijom, fibrozom i
kancerom (Akira i sar, 2013). Dok M1 makrofagi ucestvuju u indukovanju i progresiji

bolesti, smatra se da M2 imaju protektivnu ulogu u DT1 (Espinoza-Jiménez i sar, 2012).



Pokazano je da je u prisustvu interleukina 4 i 13 (IL-4 i IL-13) favorizovana
diferencijacija alternativno aktivisanin M2 makrofaga ¢iji adoptivni transfer stiti NOD
miSeve od razvoja DT1 (Parsa, 2012). Takode, kod miSeva, kojima je bolest izazvana
primenom VMDS, transfer M2 makrofaga doveo je do smanjenja hiperglikemije i
insulitisa u pankreasu, kao i smanjenja sekundarnih posledica, kao §to je osSteCenje
bubrega (Zheng i sar, 2011). Takode, miseve koji su imali hroni¢nu infekciju helmintom
Taenia crassiceps i kojima je DT1 indukovan VMDS Kkarakterisalo je odsustvo
insulitisa, povecani broj M2 makrofaga i sekrecija IL-4 citokina, dok je sekrecija faktora
nekroze tumora (TNF engl. Tumor Necrosis Factor) bila smanjena (Espinoza-Jimenez i
sar, 2010).

Pored uloge u prezentaciji antigena p c¢elija autoreaktivnim limfocitima i
usmeravanju njihove diferencijacije, makrofagi imaju i direktan uticaj na uniStavanje
¢elija pankreasnih ostrvaca koje produkuju insulin. Aktivisani makrofagi produkuju pro-
inflamatorne citokine IL-1B, TNF, reaktivne vrste kiseonika (ROS engl. Reactive
Oxygene Species) i reaktivne vrste azota (RNS engl. Reactive Nitrogen Species) koji
mogu sami ili sinergisticki da indukuju oSte¢enja i smrt B ¢elija (Yoon i Jun, 2005;
Arnush i sar, 1998; Lukic i sar, 1998).

1.3.3. Uloga T ¢elija u dijabetesu tipa 1

Osim $to makrofagi i DC obraduju i prezentuju autoantigene B celija, oni
ucestvuju 1 u oblikovanju adaptivnhog imunskog odgovora posredovanog T 1 B
limfocitima. Produkcijom pro-inflamatornih ili supresivnih citokina celije urodene
imunosti definiSu milje u kojem ¢e se antigen-specificne T Celije aktivirati i dovesti do
Stetnog odgovora, posredovanog dijabetogenim efektorskim T ¢elijama, ili, pak,
protektivnog lokalnog imunskog odgovora u pankreasu, posredovanog Treg celijama
(Lehuen i sar, 2010). Pomoc¢nicke T ¢elije (Th engl. T helper) mogu da se diferenciraju
u razli¢ite efektorske subpopulacije, ukljucujuéi Thl, Th2 i Thl7 ¢celije, Sto je
dirigovano kombinacijom ko-stimulatornih molekula, citokina prisutnih u njihovom
mikrookruzenju i specifi¢nih transkripcionih faktora (Zhou i sar 2009). Thl Ccelije
ucestvuju u odbrani organizma od unutaréelijskih patogena, pojacavaju pro-
inflamatornu imunost posredovanu ¢elijama i indukuju reakciju kasne preosetljivosti. U

odgovoru na stimulaciju antigen-prezentuju¢im ¢elijama (APC) Thl Eelije produkuju



citokine interferon y (IFN-y), IL-2, faktor stimulacije kolonije granulocita i makrofaga
(GM-CSF) i IL-3. Osim prepoznavanja antigena na APC ¢elijama, da bi se razvile Thl
¢elije potrebno je i prisustvo citokina IL-12 i IFN-y, koji iniciraju unutarcelijsku
fosforilaciju tirozina na transkripcionim faktorima: prenosniku signala i aktivatoru
transkripcije 4 (STAT4 engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 4),
STATL1 i aktivaciju T-bet (engl. T-box Transcription Factor TBX21) (Zhou i sar, 2009;
Jiang i Dong, 2001). Th2 ¢elije produkuju citokine IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13 i ucestvuju
u humoralnoj imunosti, odbrani organizama od vancelijskih patogena i alergijskim
reakcijama. U prisustvu IL-4 aktiviraju se transkripcioni faktori uklju¢eni u razvoj Th2
limfocita, GATA-3 (engl. GATA Binding Protein 3) i STAT6 (Zheng i Flavell, 1997,
Zhu, 2010). Th17 ¢éelije, subset CD4" T limfocita koje prvenstveno produkuju 1L-17,
ucestvuju u uklanjanju ekstracelijskih bakterija 1 gljiva i bitne su u patogenezi
autoimunskih bolesti (Chen i sar, 2007). Smatra se da su klju¢ni citokini koji
usmeravaju diferencijaciju naivnin CD4" T éelija u Th17 éelije transformisuéi faktor
rasta p (TGF-B), IL-6, IL-23 i IL-21, dok su RORyt (engl. RAR-related orphan receptor
) 1 STAT3 transkripcioni faktori neophodni za razvoj ovih ¢elija (Korn i sar, 2007).

Studije na NOD miSevima ukazuju da je Thl populacija celija, koja izmedu
ostalih sekretuje citokine IFN-y i IL-2, klju¢ni medijator autoreaktivnosti 3 celija
pankreasa. Naime, transfer Thl ¢elija kod neonatalnih NOD miSeva uzrokuje DTI1
(Katz i sar, 1995), dok su transgeni NOD miSevi BDC2.5 koji nemaju receptor za [FN-y
rezistentni na indukovanje dijabetesa ciklofosfamidom (Wang i sar, 1997). Takode, u
modelu bolesti indukovanom davanjem VMDS dolazi do pokretanja Thl odgovora uz
istovremeno smanjenje Th2 odgovora (Mdller i sar, 2002). Uloga Thl7 ¢elija u
patologiji autoimunskih bolesti se sve viSe ispituje i postoje studije koje pokazuju da su
mozda Th17 ¢elije ukljucene i u pocetak i1 razvoj DT1. Nagovestaj o vezi izmedu DT1 1
Th17 ¢elija dala je studija na NOD miSevima koja je pokazala da je IL-17 visoko
eksprimiran u pankreasu ovih miseva (Vukkadapu i sar, 2005). U drugoj studiji
pokazano je da dolazi do ubrzanog razvoja DT1 kada se citokin 1L-23, koji promovise
ekspanziju Th17 ¢elija, daje istovremeno sa subdijabetogenim VMDS S§to sugerise o
potencijalnoj ulozi Th17 ¢elija u ovom modelu bolesti (Mensah-Brown i sar, 2006).

Osim u eksperimentalnim modelima, povecana ekspresija i sekrecija IL-17 primeéena je



u perifernoj krvi dece obolele od DT1 (Honkanen i sar, 2010). Nasuprot tome,
subpopulacija Th2 ¢elija i njihovih citokina IL-4, IL-5 i IL-13 imaju protektivan efekat

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

Osim efektorskih T ¢elija, CD4" T limfociti mogu da se diferenciraju i u Treg,
koje poseduju imunosupresorne karakteristike. Ove Celije karakteriSe 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 éelija. CD4"CD25'FoxP3" T éelije, koje poseduju regulatornu
funkciju in vitro i in vivo, imaju bitnu ulogu u kontrolisanju odgovora efektorskih T
¢elija 1 odrzavanju periferne tolerancije. Pokazano je da je razvoj DT1 kod NOD miSeva
ubrzan i njegov intenzitet pojacan nakon tretmana anti-CD25 antitelom ili u odsustvu
FoxP3, isti¢u¢i vazan doprinos Treg ¢elija u DT1 (Wang i sar, 2008; Mellanby i sar,
2007; Chen i sar, 2005).

Pored pomo¢nickih i regulatornih T ¢elija, studije na NOD miSevima pokazale
su da razvoj autoimunskog dijabetesa zavisi i od citotoksi¢nih CD8" T ¢elija, S obzirom
na to da DTI moze da se prenese na imunokompromitovane singene primaoce
kombinacijom CD4" i CD8" T ¢elija iz donorskih NOD misSeva, ali ne i ako se
transferom prenese samo jedan subset T ¢éelija (Phillips i sar, 2009). CD8" T éelije mogu
da ubiju B Ccelije preko citotoksi¢nosti posredovane MHC molekulom 1 klase
eksprimiranom na f ¢elijama ili da sekretuju perforine koji prave pore na B ¢elijama, a
potom granzime koji ih ubijaju. Zajedno sa CD4" éelijama mogu da produkuju citokine,
kao Sto je IFN-y koji dalje indukuje ekspresiju FAS receptora smrti i produkciju
hemokina od strane [ celija. Aktivacija FAS preko FAS liganda koji se nalazi na
aktiviranim T ¢elijama moze da inicira apoptozu [ ¢elija, dok produkcijom hemokina 3
¢elije pankreasa dodatno privlate mononukleusne celije i time pojacavaju inflamaciju
(Eizirik i sar, 2009). Osim toga, IFN-y moze da aktivira makrofage i dovede do
povecane produkcije pro-inflamatornih citokina, ukljuc¢uju¢i IL-1p i TNF. Ova
interakcija T ¢elija i makrofaga pojacava stres 3 ¢elija posredovan imunskim sistemom i

doprinosi njihovoj destrukciji.



1.3.4. Uloga citokina u oStecenju f Celija

Prisustvo citokina u pankreasnim ostrvcima moze imati dvojaki efekat, jer
citokini mogu podsticati autoimunost i uniStavanje [ celija (destruktivni insulitis) ili
mogu suprimirati autoimunske i inflamatorne procese koji bi doveli do ostec¢enja f3
¢elija (benigni insulitis). Primeéena je veza izmedu destruktivnog insulitisa 3 ¢elija i
ekspresije pro-inflamatornih citokina, kao §to su IL-1p, TNF, IFN-y, IL-2 i IL-12 kod
NOD miSeva i BB pacova, dok ekspresija citokina Th2 ¢elija (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-13, TNF i IFN-y mogu imati
citostatski efekat na B celije, tako S§to inhibiraju sintezu i sekreciju insulina, ali i
citotoksi¢ni efekat jer je pokazano da, najceS¢e primenjeni u kombinaciji, unistavaju 3
¢elije pacovskih i humanih pankreasnih ostrvaca (Wang i sar, 2009; Rabinovitch i
Suarez-Pinzon, 1998). U modelu bolesti indukovanom VMDS dolazi do poveéanja
produkcije IFN-y i TNF i na proteinskom i genskom nivou u pankreasnim ostrvcima, uz
istovremeno smanjenje koli¢ine anti-inflamatornih citokina IL-4 i 1L-10 (Mdller i sar,
2002).

U B ¢elijama pankreasnih ostrvaca pro-inflamatorni citokini TNF, IL-1f i IFN-y
pokrecu razli¢ite unutarcelijske signalne mehanizme. U in vitro studiji na modelu 3
¢elija pankreasa, 0dnosno ¢elijama 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 u€estvuju u apoptozi ¢elija (Liu i Lin, 2005). Vezivanje IL-1f za
svoj receptor na B ¢elijama pokrece aktivaciju nukleusnog faktora kB (NFxB), MAPK i
protein kinaze C (Eizirik i Mandrup-Poulsen, 2001). Nakon vezivanja za svoj receptor
IFN-y aktivira familiju Janus kinaza i sledstveno STAT1 transkripcioni faktor i pokre¢u
ekspresiju gena kao §to su kaspaze, Fas i inducibilna sintaza azot-monoksida (iINOS)
(Battle i Frank, 2002). Na ovaj nacin citokini mogu sinergistickim delovanjem da naruse

stabilnost B ¢elija i dovedu do njihove apoptoze (Padgett i sar, 2013).



1.3.5. Apoptoza B ¢elija pankreasa

Intenzivna, specificna destrukcija B ¢elija pankreasnih ostrvaca predstavlja
obelezje DT1. Apoptoza se smatra glavnim tipom Celijske smrti [ ¢elija pankreasa i
odvija se na dva nacina: spoljasnjim putem apoptoze, koji podrazumeva aktivaciju
receptora smrti, ili unutra$njim, mitohondrijskim putem (Eizirik i Mandrup-Poulsen,
2001). Ova dva puta konvergiraju aktivacijom zajedni¢kih nizvodnih cistein-protein
kaspaza, koje seku veliki broj unutarcelijskih proteina i tako vode ¢eliju u smrt (Siegel,
2006). Unutrasnji ili mitohondrijski put apoptoze karakteriSe oslobadanje pro-
apoptotskih molekula iz intermembranskog prostora mitohondrija, kao §to je citohrom c,
koji zajedno sa faktorom koji aktivira apoptotske kaspaze (Apaf engl. Apoptotic
Protease Activating Factor) formira apoptozom i aktivira kaspazu-9 (Waurstle i sar,
2012; Yuan i Akey, 2013). Aktivirana kaspaza-9 pokrece aktivaciju efektorskih
kaspaza-3, -6 i -7 koje vode ¢eliju u apoptozu. Clanovi Bel-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 ¢lanovi, koje
karakteriSe prisustvo Cetiri Bcl-2 homologa domena (BH engl. Bcl-2 Homology) i u koje
spadaju Bcl-2, Bcl-X,, Bcl-w, Mcl-1 i Al, smanjuju permeabilnost spoljasnje
membrane mitohondrija 1 posledi¢no oslobadanje citohroma c, tako da imaju kriticnu
ulogu u ¢elijskom prezivljavanju (Kroemer i sar, 2007). Pro-apoptotski ¢lanovi (Bax,
Bak i Bok) i ¢lanovi koji poseduju samo BH3 domen (Bid, Bad, Bak, Bim, Bmf, Hrk,
Noxa i Puma; engl. BH3-only) promovisu permeabilnost spoljasnje membrane
mitohondrija, formiraju dimere koji prave kanale na membrani mitohondrija i

omogucavaju 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. Takode je zagadivac zivotne 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). Medutim, ovoj
dogmi protivi se Cinjenica da svaka sisarska Celija eksprimira enzim hem oksigenazu
(HO), koja razgraduje hem grupu do CO, pored biliverdina i gvozda. Postoje

konstitutivna HO-2 i inducibilna HO-1 izoforma HO. Zbog svojih osobina da modulisu
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brojne fundamentalne ¢elijske funkcije, HO sistem se smatra regulatorom homeostaze.
Ovo se posebno odnosi na inducibilnu formu enzima, koja ima ulogu senzora ¢elijskog
stresa, kao Sto su oksidativni, nitrozativni, inflamatorni i metabolicki, i1 celijskog
ostecenja, a takode i ulogu efektora jer ispoljava citoprotektivno dejstvo (Motterlini i
Foresti, 2014).

Studije u kojima je koriS¢en gasoviti CO u niskim koncentracijama, pokazale su
da ovaj gas regulise nekoliko fundamentalnih bioloskih procesa, ukljucujuci i regulaciju
vaskularnog tonusa (Durante i sar, 2006), inflamacije (Otterbein i sar, 2000),
neurotransmisije (Boehning i sar, 2003), ¢elijske proliferacije (Song i sar, 2002),
programirane ¢elijske smrti (Brouard i sar, 2000) i autofagije (Lee i sar, 2011). Brojne
in vivo preklini¢ke studije pokazale su da primena egzogenog CO moze predstavljati
efikasan tretman za bolesti koje karakteriSe poremeceni inflamatorni odgovor,
ukljucujuéi 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), sprecava oSteCenje plucéa (Hoetzel i sar, 2009), a
takode dovodi do poboljsanja klinickih simptoma autoimunske bolesti posredovane T
¢elijama, kao $to je eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) (Fagone i sar,
2011). Preventivni efekti CO u navedenim bolestima uglavnom se pripisuju njegovoj
sposobnosti da modulise imunski odgovor u smeru favorizovanja anti-inflamatornog

odgovora.

Osim imunomodulatornih efekata, HO-1/CO sistem ima anti-apoptotske osobine
I spreCava razvoj autoimunskih bolesti, kao Sto je DT1. Naime, pokazano je da
prekomerna ekspresija HO-1 u ¢elijama insulinoma BTC3 poreklom iz misa, kao i
izlaganje izolovanih pankreasnih ostrvaca CO, §titi ¢elije, odnosno pankreasna ostrvca
od apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinom TNF (Gunther i sar, 2002).
Takode, studija sa transgenim NOD miSevima koji su eksprimirali HO-1 u pankreasnim
B celijama, pokazala je da su ovi miSevi 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 oslobadaju CO (CORM engl. Carbon Monoxide-
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Releasing Molecule) (Fagone i sar, 2012). Kako su gasovite supstance komplikovane za
Cuvanje i za aplikaciju u organizam na bezbedan nacin, CORM predstavljaju dobru
zamenu gasovitom CO, jer kontrolisano oslobadaju CO, mogu se primeniti razli¢itim
nacinima davanja i tako vernije imitirati bioloSku aktivnost endogenog sistema HO-
1/CO (Motterlini i sar, 2003; Foresti i sar, 2008). Do sada je sintetisan veliki broj
donora CO koji sadrze u svojoj strukturi mangan (CORM-1), rutenijum (CORM-2 i -3),
gvozde (CORM-F3, -F7, -F8 i -F11) i bor (CORM-A1) (Gullotta i sar, 2012). Od svih
sintetisanih donora, CORM-A1 (Nay[H3BCO], slika 1) izdvaja se zbog toga §to se u
potpunosti rastvara u vodi, ne sadrzi prelazne metale u svojoj strukturi i pri fizioloskim
uslovima vreme poluzivota CORM-A1 i otpustanja CO je 21,4 minuta (Motterlini i sar,

2005), $to ga ¢ini obecavajuc¢im agensom za terapijsku primenu.

_ 12°

B—C 2 Na

Slika 1. Strukturna formula CORM-A1.

Uprkos velikim naporima istrazivaca, precizni mehanizmi dejstva CORM-A1l
nisu u potpunosti razjasnjeni. Pored kreiranja nove terapije, farmakolosko modulisanje
autoimunskih poremecaja, izmedu 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-A1l u modelu

autoimunskog dijabetesa indukovanog davanjem VMDS.
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2. Ciljevi



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 §titi B ¢elije od apoptoze, kao i da prekomerna ekspresija HO-1, enzima
odgovornog za nastanak endogenog CO, stiti NOD miseve od razvoja autoimunskog
dijabetesa, osnovni cilj ovih istrazivanja bio je ispitivanje potencijalne uloge
sintetskog jedinjenja koje na kontrolisani nacdin otpusta CO, CORM-Al
[Na(BH3COy)], u regulaciji autoimunosti usmerene ka B ¢celijama pankreasa i

definisanje njegovih Celijskih i molekulskih meta.
U sprovodenju navedenog opsteg cilja postavljeni su sledeci specifi¢ni ciljevi:

1. Uticaj CORM-A1 na prezivljavanje i diferencijaciju subpopulacija Th ¢elija

limfnog ¢vora miseva visokosrodnog soja C57BL/6 u in vitro uslovima:

e Utvrdivanje efekata CORM-AT1 na prezivljavanje, proliferaciju i aktivaciju ¢elija
limfnog ¢vora;

e Utvrdivanje efekata CORM-AI1 na produkciju citokina karakteristi¢nih za Thl,
Th17 1 Th2 ¢€elije na nivou unutarcéelijske ekspresije 1 na proteinskom nivou;

e Utvrdivanje efekata CORM-A1 na unutarcelijske signalne puteve ukljuc¢ene u

diferencijaciju Th1, Th17 i Th2 ¢eljja.

2. Uticaj primene CORM-AL na razvoj DT1 izazvanog davanjem VMDS miSevima
genetski osetljivog visokosrodnog soja C57BL/6:

e Ispitivanje dejstva ranog i kasnog profilaktickog, kao i terapijskog rezima
CORM-A1 na razvoj hiperglikemije u DT1;

e Ispitivanje dejstva CORM-AL primenjenom u ranom profilaktiCkom i
terapijskom tretmanu na infiltraciju imunskih ¢éelija u pankreas;

e Ispitivanje dejstva CORM-A1 primenjenog u ranom profilaktickom rezimu

na sekreciju insulina kod eksperimentalnih zivotinja.
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3. Utvrdivanje ex vivo ¢elijskih i molekulskih mehanizama farmakoloske

modulacije DT1 primenom CORM-A1 u ranom profilaktickom reZimu kod
C57BL/6 soja miSeva:

Ispitivanje uticaja CORM-AL na sekreciju pro- i anti-inflamatornih citokina
na sistemskom nivou;

Ispitivanje uticaja CORM-AL na fenotip i funkcijske karakteristike imunskih
¢elija poreklom iz peritonealne Supljine, slezine i pankreasnih drenirajucih
limfnih ¢vorova;

Ispitivanje efekata CORM-A1 na fenotip imunskih c¢elija koje infiltriraju
pankreas;

Ispitivanje efekata CORM-A1 na unutaréelijske signalne mehanizme

ukljucene u diferencijaciju Th ¢elija u infiltratima pankreasa.

4. Utvrdivanje citoprotektivnog efekta CORM-AL u in vitro uslovima na B ¢elije

pankreasa:

Ispitivanje efekata CORM-AL na sekreciju insulina pankreasnih ostrvaca u
inflamatornom miljeu simuliranom dodavanjem pro-inflamatornih citokina
IL-1B+IFN-y+TNF;

Ispitivanje efekata CORM-A1 na prezivljavanje pankreasnih ostrvaca i f3
¢elija u prisustvu pro-inflamatornih citokina IL-1p+IFN-y+TNF;

Ispitivanje efekata CORM-Al1 na molekulske mehanizme ukljucene u
apoptozu pankreasnih ostrvaca prouzrokovanu dejstvom pro-inflamatornih

citokina IL-1B+IFN-y+TNF.
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3. Materijali I metode



3.1. Reagensi i rastvori

U eksperimentalnom radu koriS¢eni su sledeéi regensi: medijum za uzgajanje
¢elija RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute)-1640, medijum za uzgajanje Celija
DMEM (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Henksov rastvor (HBSS, engl.
Hank’s Balanced Salt Solution), serum fetusa goveceta (FCS, engl. Fetal Calf Serum)
(PAA Laboratories, PaSing, 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 tetrasiréetna kiselina (EDTA), RNAza, dimetil sulfoksid
(DMSO), ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), ExtrAvidin®-
peroksidaza, Triton X-100, Tween-20, aprotinin, bromfenol plavo, rastvor za izolovanje
¢elija po gustini (Histopaque-®1077) (Sigma, Sent Luis, SAD); natrijum nitirit
(NaNO,), dinatrijum hidrogenfosfat-2-hidrat (Na,HPO4 x 2 H,0), hloroform (Merck,
Darmstadt, Nemacka); natrijum karbonat (Na,COgs; Carlo Erba, Milano, Italija); kalijum
natrijum tartarat (Alkaloid, Skoplje, Makedonija); natrijum dihidrogenfosfat-2-hidrat
(NaH,PO, x 2 H,0; Analytika, Prag, Ceska); natrijum hlorid (NaCl; ICN, Aurora,
Ohajo, SAD); glicerol, kalijum dihidrogenfosfat (KH,PO,), kalijum hlorid (KCI)
(LachNer, Neratovice, Ceska); bakar sulfat-5-hidrat (CuSO4 x 5 H,0), vodonik peroksid
(H,0,), metanol, etanol (Zorka, Sabac, Srbija); konkanavalin A (Con A, Pharmacia,
Upsala, Svedska); nitro plavo tetrazolijum (NBT, engl. Nitroblue Tetrazolium, ICN
Pharmaceutical, Kosta Mesa, SAD), tripan plavo, govedi albumin iz seruma (BSA engl.
Bovine Serum Albumine), Tris (Fluka, Buh, Nemacka); HEPES (Flow Laboratories,
Irvin, Velika Britanija); dezoksiribonukleotid-trifosfati (INTP), nasumi¢ni heksamerni
prajmeri, komercijalni pufer za reverznu transkripciju, reverzna transkriptaza Moloni
virusa misje 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, Nemacka); prajmeri za fS-aktin gen
(Integrated DNA Technologies, Koralvil, SAD); komercijalna smesa za Real-Time PCR
- SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Varington, Velika Britanija);
amonijum persulfat (APS), PB-merkaptoetanol, natrijum dodecil sulfat (SDS)
(Applichem, Darmstadt, Nemacka); paraformaldehid (PFA), glicin, N, N, N’, N’-
tetrametiletilen diamin (TEMED), akrilamid / bisakrilamid rastvor 29:1 (Serva,
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Hajdelberg, Nemacka); ECL sistem za detekciju (ECL, GE Healthcare, Bakinghemsir,
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 Celija insulinoma poreklom iz pacova (RINmM5F engl. Rat
Insulinoma), pankreasnih ostrvaca, éelija peritonealnog ispirka (PC), mononukleusnih
éelija slezine (SMC), ¢éelija pankreasnog drenirajuéeg limfnog &vora (PDLC),
mononukleusnih ¢elija koje infiltriraju pankreas (PMC) i éelija cervikalnog limfnog
&vora (CLC) koridéen je RPMI-1640 medijum, za uzgajanje éelija insulinoma poreklom
iz misa (MING6 engl. Mouse Insulinoma) koris¢en je DMEM medijum. U medijume za
kultivisanje dodavani su: 2-merkaptoetanol (50 uM), antibiotici jugocilin (100 1U/ml) i
gentamicin (100 ug/ml), antimikotik nistatin (10 U/ml) i 10% FCS, u daljem tekstu
oznaceni 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
¢elija. PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) rastvor u vodi pravljen je od 137 mM
NaCl, 2,7 mM KClI, 8,1 mM Na;HPO, x 2 H,0, 1,76 mM KH,POy,, pH = 7,4.

3.2. Dizajn eksperimenta
3.2.1. In vitro eksperimenti

In vitro eksperimenti izvedeni su na ¢elijama cervikalnog limfnog &vora (CLC)
izolovanim iz miSeva C57BL/6 soja stimulisanim anti-CD3/anti-CD28 antitelima ili na
izolovanim pankreasnim ostrvcima i ¢elijama koje su pandan B ¢elija pankreasa (Celije
insulinoma poreklom iz miSa i pacova) u simuliranim uslovima koji vode razvoju

inflamacije (u prisustvu TNF+IL-1B3+IFN-y).

Sve celijske kulture gajene su u inkubatoru sa vlaznom atmosferom, pri

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

Celije cervikalnog limfnog &vora (CLC) (5 x 10° po uzorku) inkubirane su 24h u
prisustvu anti-CD3/anti-CD28 antitela (1 ng/ml, eBioscience, San Dijego, SAD) i
prisustvu ili odsustvu razli¢itih doza CORM-A1 (3-25 uM) za merenje vijabilteta i

proliferativnog indeksa celija, dok su supernatanti ¢elijskih kultura koris¢eni za merenje
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produkcije citokina IFN-y, 1L-17 i IL-4 ELISA testom. Proto¢nom citofluorimetrijom
detektovana je apoptoza i nekroza CLC (1 x 10° po uzorku) dvostrukim bojenjem
aneksin V-FITC/propidijum jodid, aktivacija ¢elija fluorescentno obeleZenim antitelom
za povrsinski marker CD25, i analiza diferencijacije ¢elija antitelima za povrSinske i
unutaréelijske markere karakteristi¢ne za Th1 (CD4"IFN-y"), Th17 (CD4"IL-17") i Th2
(CD4"IL-4") ¢elije ili za transkripcione faktore T-bet, RORYT i GATA-3.

RINmSF i MIN6 éelije gajene su u sterilnim plastiénim flagicama (25 cm®)
(Sarstedt, Njuton, SAD) u 5 ml medijuma za kultivisanje. Na svaka tri dana sipan je
svez medijum, a celije su po dostizanju 80% konfluentnosti presadivane u nove
plasti¢ne flaSice ili su koriS¢ene u eksperimentima. U ploce sa 96 mesta (Sarstedt)

sadeno je 10* RINmSF ili MIN6 éelija po bunarié¢u u 200 pl medijuma.

RINmSF ¢elije inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-
1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-AL (25uM) za merenje vijabiliteta
¢elija. Za ispitivanjen efekata CO RINmSF Ccelije tretirane su 48h sa TNF+IL-13+IFN-y
(10 ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu inaktivne forme CORM-A1 koja nema

mogucnost da oslobada CO (iCORM-A1, 25uM) i odredivan je vijabilitet celija.

MING celije inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-
1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-AL (25uM) za merenje vijabiliteta
¢elija. Za ispitivanje efekata CO MING6 Celije tretirane su 48h sa TNF+IL-13+IFN-y (10
ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu hemoglobina (50 uM, Hgb), koji vezuje CO i
sprecava njegovo delovanje, i prisustvu CORM-ALl (25uM) i odredivan je vijabilitet
celija.

Pankreasn ostrvca (n=30) inkubirana su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu
TNF+IL-1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-ALl (25uM) za merenje
vijabiliteta 1 apoptoze Celija. Za ispitivanjen efekata CO pankreasna ostrvca (n=30)
tretirane su 48h sa TNF+IL-1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) u prisustvu ili odsustvu
ICORM-AL (25uM) i odredivan je vijabilitet ¢elija. S obzirom na to da je poluzivot
CORM-A1 i oslobadanja CO u fizioloskim uslovima 21 minut, iCORM-AL dobijen je

rastvaranjem CORM-Al u medijumu za Kkultivisanje 1 koris¢en je nakon 24h.
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Pankreasna ostrvca (n=80) inkubirana su 24h u prisustvu TNF+IL-1B+IFN-y (10 ng/ml
svaki, Cit) i prisustvu ili odsustvu CORM-A1 (25uM) za odredivanje sekrecije insulina
ELISA testom, koli¢ine proteina (citohrom c, p-p38, p38, p-JNK, JNK, p-NF«kB, NF«B

i tubulin) imunoblotom i fluorometrijsko merenje aktivnosti kaspaze-3.
3.2.2. Eksperimentalne Zivotinje

U ovom istrazivanju koriS¢eni su miSevi muskog pola soja C57BL/6 starosti 8
do 12 nedelja. MiSevi su dobijeni iz uzgajaliSta Instituta za bioloska istraZivanja ,,SiniSa
Stankovi¢*“ Univerziteta u Beogradu 1 c¢uvani pod standardnim uslovima sa

neograni¢enim pristupom hrani i vodi.

Svi eksperimenti odobreni su od strane Etickog komiteta Instituta za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢® Univerziteta u Beogradu, odluka broj 2-26/10 od
15.01.2011.

3.2.3. In vivo eksperimenti

DT1 indukovan je intraperitonealnim davanjem viSestrukih malih doza
streptozotocina (40 mg/kg telesne mase zivotinja, 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 zivotinja primala je VMDS + CORM-A1 u tri razli¢ita rezima:

1. Rani profilakti¢ki tretman zivotinja: CORM-AL davan je u dozi od 2 mg/kg ili 4
mg/kg telesne mase Zivotinja, svakodnevno u trajanju od 10 dana (0-9. dan);

2. Kasni profilakticki tretman: CORM-AL davan je u dozi od 2 mg/kg telesne mase
Zivotinja, svakodnevno u trajanju od 10 dana pocevsi od 5. dana;

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

Zivotinja, svakodnevno u trajanju od 28 dana pocevsi od 14. dana.

Druga grupa Zivotinja primala je VMDS 1 PBS (rastvara¢) umesto CORM-AL.

18
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Slika 2. Shematski prikaz in vivo eksperimenata.

Merenje koncentracije glukoze u krvi pomocu ru¢nog glukometra (GlucoSure
glucometer, Apex Biotechnology Group, HsinSu, Tajvan) iz repne vene i telesne mase,
kao osnovnih klinickih parametara bolesti, radeno je u sedmodnevnim intervalima
tokom trajanja eksperimenta, pri ¢emu je hiperglikemija definisana kao vrednost
glukoze >11mM, dok je promena telesne mase (%) izrazavana kao promena mase u

odnosu na pocetnu masu zivotinja izmerenu 0. dana eksperimenta.

Zivotinje koje su primale rani profilakti¢ki i terapijski tretman CORM-AL i/ili
VMDS Zrtvovane su 49. dana eksperimenta za analizu histoloSkih preseka pankreasa
bojenth Majerovim hematoksilinom u cilju ispitivanja insulitisa, a histoloski preseci
pankreasa izolovanih iz miseva koji su primali rani profilakticki tretman CORM-AL i/ili
VMDS bojeni su i na nitrotirozin. Takode, Zivotinjama koje su primale rani profilakticki
tretman CORM-A1 i/ili VMDS odredivana 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 miseva koji
su bili izloZeni ranom profilaktickom tretmanu CORM-AIl. Zivotinjama je izolovan
serum gde je odredivana koncentracija citokina IL-6, IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 ELISA
testom. Fenotip izolovanih ¢elija peritoneumskog ispirka (PC), mononukleusnih éelija
slezine (SMC), ¢elija pankreasnih drenirajuéih limfnih  &vorova (PDLC) i
mononukleusnih éelija koje infiltriraju pankreas (PMC) (0,5 x 10° po uzorku) analiziran
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je na protocnom citofluorimetru odredivanjem prisustva povrSinskih markera M1
makrofaga (F4/80°CD40"), M2 makrofaga (F4/80"CD206%), B limfocita (B220"), CD4"
i CD8" T limfocita i Treg (CD4"CD25"FoxP3") ¢elija, dok je 10° éelija PDLC, SMC i
PMC po uzorku istovremeno bojeno antitelima za povrsinske i unutaréelijske markere
karakteristine za Thl (CD4'IFN-y"), Th17 (CD4"IL-17") i Th2 (CD4*IL-4") ¢elije i
éelije koje produkuju IL-10 (IL-10%).

Izolovane PC (10° po uzorku), SMC (5 x 10° po uzorku) i ¢elije PDLC (3 x 10°
po uzorku) posadene su u ploce sa 24 mesta i inkubirane u prisustvu lipopolisaharida
(LPS, 1 pg/ml) PC, odnosno konkanavalina A (Con A, 1 pg/ml) SMC i ¢elije PDLC,
24h, a nakon inkubacije u supernatantima kultura ¢elija odredivana je koncentracija
citokina TNF, IL-1B, IL-6 i IL-10 u PC i IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 u SMC i ¢elijama
PDLC ELISA testom i akumulacija nitrita PC Grisovom reakcijom. Oksidativni
metabolizam PC (5 x 10> po uzorku) meren je inkubacijom éelija sa nitroplavo

tetrazolijumom (NBT engl. Nitroblue Tetrazolium).

Iz PMC (5 x 10° po uzorku) izolovana je iRNK za odredivanje ekspresije gena
za Ifn-y, 11-17, 11-4, 11-10 i Roryt metodom RT-PCR u realnom vremenu i za izolovanje

proteina i analizu koli¢ine proteina p-STAT1, p-STAT4 i GATA-3 imunoblot metodom.
3.3. Izolovanje cCelija i tkiva
3.3.1. Izolovanje ¢elija peritoneumskog ispirka

Eksperimentalnim zivotinjama je intraperitoneumski ubrizgavan hladan PBS,
otvarana trbusna duplja i pazljivo, pipetom prislonjenom uz telesni zid, sakupljan
ispirak. Ispirak je centrifugiran na 500 g, 5 minuta. Celije u talogu resuspendovane su u

medijumu za kultivisanje, brojane i kori§¢ene u daljim eksperimentima.

3.3.2. Izolovanje Celija slezine, cervikalnih i pankreasnih drenirajuc¢ih limfnih

¢vorova

U cilju izolovanja SMC, CLC i éelija PDLC, slezina, cervikalni i pankreasni
dreniraju¢i limfni ¢vorovi vadeni su sterilnim priborom iz eksperimentalnih Zivotinja.
Jednocelijska suspenzija pravljena je protiskivanjem tkiva kroz najlonsku mreZicu u

Petri Solji sa medijumom za kultivisanje. Dobijena ¢elijska suspenzija filtrirana je kroz

20



konusnu najlonsku mrezicu u epruvete i centrifugirana na 500 g, 5 minuta. Talog ¢elija
resuspendovan je u medijumu za kultivisanje, éelije su brojane i koris¢ene u daljim

eksperimentima.
3.3.3. 1zolovanje mononukleusnih éelija koje infiltriraju pankreas

U cilju izolovanja ¢elija koje infiltriraju pankreas sterilnim priborom vaden je
pankreas 1 stavljan u Petri Solju sa HBSS sa 10% FCS. Tkivo pankreasa mehanickim
putem je sitnjeno na komadice 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 mu¢kano 15 minuta na 37° C u
vodenom kupatilu i nakon toga dodatno na sobnoj temperaturi 20s. Suspenzija je zatim
naslojena na rastvor za izolovanje ¢elija po gustini (Histopaque-®1077, Sigma, Sent
Luis, SAD) u odnosu 1:1 i centrifugirana na 700 g bez ubrzanja i ko¢enja, 20 minuta.
Nakon centrifugiranja mogao se uod¢iti prsten mononukleusnih ¢elija koji se nalazio na
granici dva sloja. Prsten je pazljivo sakupljan, prebacivan u nove epruvete i dva puta
centrifugiran u medijumu za kultivisanje na 650g i 600g, respektivno, po 5 minuta.
Nakon toga, talog ¢elija resuspendovan je u medijumu za kultivisanje, ¢elije su brojane i

koriS¢ene u daljim eksperimentima.
3.3.4. Izolovanje pankreasnih ostrvaca

Pankreas je vaden sterilnim priborom, stavljan u Petri Solje sa HBSS, seckan na
deli¢e veli¢ine 3—4 mm i prebacivan u epruvete sa HBSS i kolagenazom V (1 mg/ml, 3
ml rastvora za jedan pankreas). Rastvor je mu¢kan 15 minuta na 37° C u vodenom
kupatilu, nakon Cega je digestija tkiva kolagenazom prekidana dodavanjem hladnog
HBSS. Nakon talozenja tkiva na ledu, odlivan je viSak rastvora, a pankreasna ostrvca
prikupljana su ru¢nim 1 pojedinacnim biranjem pomocu automatske pipete sa sterilnim
nastavkom. Rastvor HBSS sa tkivom posmatran je pod svetlosnim mikroskopom i
pankreasna ostrvca prebacivana su pipetom u Petri Solju sa medijumom za kultivisanje.
Izolovana pankreasna ostrvca inkubirana su preko no¢i 1 koriS¢ena u daljim

eksperimentima.
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3.4. Tehnike
3.4.1. Tripsinizacija ¢elija

Kada su RINm5F i MING6 ¢elije dostizale 80% konfluentosti, skidane su sa
podloge postupkom tripsinizacije. Medijum za kultivisanje celija je uklanjan, a u
plasti¢ne flasice u kojima su gajene ¢elije sipano je 10 ml PBS u cilju uklanjanja mrtvih
1 neadherentnih celija, viska preostalog medijuma i FCS, koji bi mogli da ometaju
postupak tripsinizacije. Potom je PBS uklanjan, a na ¢elije dodavan 1 ml rastvora
tripsina (0,25%) i EDTA (0,02%) u PBS. Tripsin je enzim koji iseca meducelijske veze
I tako prekida veze celija sa podlogom. Proces odlepljvanja ¢elija prekidan je
dodavanjem medijuma za kultivisanje u flasice u kojima su gajene éelije. Celijska
suspenzija centrifugirana je na 500g, 5 minuta, a talog ¢elija resuspendovan u medijumu

za kultivisanje, ¢elije su brojane i kori$¢ene za dalje eksperimente.
3.4.2. Odredivanje broja i vijabiliteta ¢elija tripan plavom bojom

Za odredivanje ukupnog broja ¢elija 1 relativnog broja Zivih Celija koriS¢en je
0,1% rastvor boje tripan plavo u PBS. Tripan plavo je boja koja ulazi u mrtve ¢elije kroz
oSte¢enja na njihovoj] membrani, pa se na taj nacin mogu razlikovati mrtve (plavo
obojene) od Zivih (neobojenih) ¢elija posmatranjem pod svetlosnim mikroskopom.
Suspenzija ¢elija mesana je sa rastvorom tripan plave boje u odnosu 1:1 ili 1:10 nakon
Cega su celije brojane pod svetlosnim mikroskopom u komori po Tiirker-Blrku sa
ugraviranim poljima. Broj ¢elija po ml suspenzije racunat je po obrascu: broj celija /
broj polja x 0,5 ili 2,5, zavisno od toga da li su celije mesane sa bojom 1:1 ili 1:10,
respektivno, x 10°. Poznavajuéi broj raspolozivih éelija, razblaZivanjem suspenzije
podesavana je njihova gustina za kultivaciju 1 dalji ekperimentalni rad. Broj Zivih Celija
izrazen je kao procenat neobojenih ¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija (izrazenih kao

100% ¢elija).
3.4.3. MTT test za odredivanje vijabiliteta i proliferativnog indeksa celija

Za odredivanje vijabiliteta ¢elija koriS¢en je MTT test koji se zasniva na
redukciji tetrazolijumove soli (MTT), koju obavljaju dehidrogenaze aktivnih

mitohondrija Zivih ¢elija, pri ¢emu nastaje obojeno jedinjenje formazan. Nakon
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tretmana na stalozena pankreasna ostrvca ili ¢elija dodavano je po 100 pl 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 ¢elija
dodavano je 100 ul DMSO u cilju liziranja ¢elija i rastvaranja formazana. Apsorbancija
svetlosti merena je na 540 nm u automatskom ¢ita¢u za mikrotitarske ploce (LKB 5060-
006; LKB, Bec¢, Austrija). Dobijene vrednosti apsorbancije proporcionalne su broju
zivih éelija. Proliferativni indeks CLC izrazen je kao odnos vrednosti apsorbancije
dobijene merenjem celija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima i nestimulisanih
CLC. Rezultati vijabiliteta pankreasnih ostrvaca, RINmSF i MING6 ¢elija prikazani su
kao procenat u odnosu na vrednost apsorbancije kulture gajene samo u medijumu

(kontrola).
3.4.4. Test za utvrdivanje apoptoze

U cilju odredivanja tipa celijske smrti nakon tretmana pankreasnih ostrvaca
uraden je ELISA (engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) test za detekciju
apoptoze. Sam postupak izvodenja ELISA metode obavljen je prema protokolima
obezbedenim od strane proizvodaca (Roche Aplied Science, Manhajm, Nemacka).
Nakon tretmana pankreasna ostrvca su prebacivana u male konusne epruvete, i nakon
centrifugiranja na 500g tokom 5 minuta na talog ¢elija dodavan je rastvor za liziranje
¢elija (Roche Aplied Science). Uzorci su lizirani 30 minuta na sobnoj temperaturi, a
potom centrifugirani na 500g, 5 minuta. Supernatanti uzoraka (20 ul) prebacivani su u
mikroplo¢u (Roche Aplied Science) i dodavanoo je 80 ul prethodno napravljenog
imunoreagensa. Imunoreagens se sastojao od anti-histon antitela obeleZenih biotinom i
anti-DNK antitela obelezenih 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 plo¢u dodavan pufer za
inkubaciju, 3 puta po 300 ul. Zatim je u svaki bunari¢ dodavano 100 ul 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 ¢itana pomocu automatskog Citaca za
mikrotitarske plo¢e koris¢enjem filtera za 405 nm. Dobijene vrednosti merene

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

Za odredivanje koncentracije proteina koris¢en je sendvi¢ ELISA test pomocu
koga se proteini detektuju visokom specificnos¢u i osetljivoséu. KoriSéeni su
komercijalni kompleti monoklonskih antitela za merenje proteina: insulin (Mercodia,
Upsala, Svedska), IL-17, IL-1B, TNF (BD Bioscience, Bedford, SAD), IL-6, IL-10
(eBioscience), IFN-y i IL-17 (R&D systems, Minesota, SAD). Postupak izvodenja
ELISA testa obavljan je prema protokolima obezbedenim od strane proizvodaca.
Primarnim antitelom oblagane su ploce sa 96 mesta (MaxiSorp, Nunk, Danska), 50 pl
po bunaricu i ostavljane preko noci. Zatim Su bunari¢i ispirani rastvorom PBS + 0,01%
Tween (3 puta sa 300 ul po bunariCu) u cilju uklanjanja nevezanog antitela.
Nespecificna mesta vezivanja na primarnom antitelu blokirana su sa po 100 pl
blokiraju¢eg rastvora, 1h na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja u plo¢u je ponovo
sipan rastvor PBS + 0,01% Tween (3 puta sa 300 ul po bunari¢u), a potom su nano$eni
uzorci (supernatanti ili standard) po 50 pl po bunari¢u. Nakon dva sata uzorci su
prosipani, a u plo¢u dodavan rastvor PBS + 0,01% Tween (3 puta sa 300 ul po
bunarci¢u) 1 zatim je nanoSeno 50 pl po bunari¢u sekundarnog antitela obeleZenog
biotinom. Nakon 2h viSak nevezanog antitela uklanjan je na isti nacin i sipan je rastvor
avidina konjugovanog sa HRP (50 pl po bunaricu) i inkubirano 30 minuta u mraku. Po
isteku inkubacije 1 po uklanjanju nevezanog avidina iz ploce, dodavan je supstrat za
peroksidazu tetrametilbenzidin (TMB, 50 ul po bunari¢u), pa je boja razvijana u mraku.
Po razvijanju boje reakcija je prekidana sa 50 pul 1M HCI i apsorbancija je oCitavana
pomocu automatskog citaCa za mikrotitarske ploce koriS¢enjem filtera za 405 nm.
Koncentracija proteina odredivana je koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu

vrednosti apsorbancije za serijska razblazenja standarda poznatih koncentracija.
3.4.6. Merenje akumulacije nitrita Grisovom reakcijom

Koncentracija nitrita merena je Grisovom reakcijom. Nakon inkubacije ¢elija
uzimano je po 50 pl supernatanta i meSano sa istovetnom zapreminom Grisovog
reagensa (0,1% rastvor N-1-naftilendiamin dihidrohlorida i 1% rastvor sulfanilamida u
5% H3PO4) u plo¢ama sa 96 bunari¢a 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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¢itau za mikrotitarske ploc¢e. Koncentracija nitrita ra¢unata je na osnovu standardne

krive dobijene odredivanjem absorbancija za poznate koncentracije NaNO,.

3.4.7. Merenje oksidativnog metabolizma reakcijom redukcije nitro plavo

tetrazolijum

Oksidativni metabolizam PC meren je na osnovu njihove sposobnosti da
produkcijom superoksidnih anjona redukuju zuto obojeno jedinjenje NBT do plavo
obojenog formazana. PC (5 x 10° po bunari¢u) inkubirane su sa NBT (500 pg/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 no¢i sa 10 mmol/l
HCI sa dodatkom 10% SDS, a apsorbancija razvijene boje merena je na 540 nm i
korigovana na 670 nm na automatskom ¢itatu za mikrotitarske ploce. Dobijene
vrednosti merene apsorbancije proporcionalne su koli¢ini produkovanih superoksidnih

anjona.
3.4.8. Metoda protocne citofluorimetrije

U osnovi metode proto¢ne citofluorimetrije (FACS engl. Fluorescence Activated
Cell Sorting) nalazi se obelezavanje markera na povrsini ili unutar ¢elije fluorescentnim
bojama, ekscitacije fluorofore pomocu jedne talasne duzine (ekscitacioni maksimum) i
Citanja emisije fluorofore na emisinoj talasnoj duZini. Intenzitet fluorescencije
obelezenih uzoraka detektovan je na CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru i
analiziran koriS¢enjem softverskog programa FloMax (Partec GmbH, Mdunster,
Nemacka). Prednost koriS¢enja ove metode ogleda se u moguénosti detekcije
fluorescencije po jednoj ¢eliji, pa je mogucéa primena viSe razli¢itih fluorofora u istom
uzorku. U eksperimentalnom radu koriS¢ene su sledece fluorescentne boje: aneksin V
konjugovan sa fluorescein izotiocijanatom (FITC engl. Fluorescein Isothiocyanate) u
kombinaciji sa propidijum jodidom, miSja antitela obelezena 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.

25



Tabela 1. Fluorescentne boje kori$¢ene 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)
koriS¢eno je da bi se detektovala promena lokalizacije fosfatidil serina u plazma
membrani ¢elija §to je rani znak apoptoze. Kod ¢elija koje nisu usle u apoptozu, vecina
molekula fosfatidil serina nalazi se u citoplazmatskom sloju celijske membrane.
Fosfatidil serin lokalizovan na povrSini ¢elija moguce je detektovati rekombinantnim
aneksinom V, proteinom koji pokazuje snazan afinitet prema fosfatidil serinu. Aneksin
V konjugovan je sa FITC da bi mogao da se fluorescentno detektuje. Propidijum jodid
je fluorescentna boja kojom je mogucée detektovati Celije u nekrozi, jer ova boja ulazi
samo u Celije kojima je naruSen permeabilitet ¢elijske membrane. Nakon inkubacije,
CLC prebacivane su u epruvete sa PBS i centrifugirane 3 minuta, 500g. Talog ¢elija
resuspendovan je u 100 pl pufera za vezivanje aneksina kome je dodavano 1,5 pl
aneksin V-FITC i 1,5 pl propidijum jodida (1 mg/ml). Celije su inkubirane 15 minuta u
mraku na sobnoj temperaturi, a bojenje je prekidano dodavanjem 200 pl pufera za
vezivanje aneksina. Fluorescencija je detektovana na proto¢nom citofluorimetru i
analizirana softverskim programom. Celije apoptoze detektovane su kao aneksin V

pozitivne, dok su propidijum jodid pozitivne predstavljale nekroticne ¢elije.
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3.4.8.2. Detekcija povrSinskih markera ¢Celija

Po izolovanju éelijskih suspenzija ex vivo kultura PC, SMC, ¢elija PDLC i PMC
utvrdivan je fenotip ¢elija fluorescentno obelezenim antitelima za povrSinske markere
éelija imunskog sistema. Aktivacija CLC detektovana je bojenjem povr$inskog markera
aktivisanih ¢elija CD25. Na ¢elije je dodavan PBS sa 1% BSA i centrifugirane na 500g
tokom 3 minuta. Potom je talog ¢elija resuspendovan u PBS sa 1% BSA u koji je
dodavano odgovarajuce obelezeno antitelo ili izotipska kontrola. Izotipska kontrola
predstavlja antitelo koje nije specifi¢no za ciljni antigen, ali ima nespecificne odlike
antitela koje se koristi u eksperimentu. Kori§¢enjem izotipske kontrole proverava se
specifi¢nost vezivanja primarnog antitela, odnosno da nije zbog nespecificnih
interakcija sa drugim celijskim proteinima ili sa receptorom za konstantni deo antitela.
Takode, koriS¢ena je i negativna kontrola u kojoj su ¢elije inkubirane bez dodatog
antitela (neobojene celije). U eksperimentima su koriS¢ena sledea mi$ja anitela i1
odgovarajuce izotipske kontrole: CD4-PE (izotipska kontrola: 1gG2b « lanac iz pacova),
CD4-FITC (izotipska kontrola 19G2b « lanac iz pacova), CD8-PE (izotipska kontrola
IgG2a « lanac iz pacova), CD25-PE (izotipska kontrola IgG1 iz pacova), B220-FITC
(izotipska kontrola 1gG2a « lanac iz pacova), F4/80-FITC (izotipska kontrola 1gG2a «
lanac iz pacova), CD40 APC (izotipska kontrola IgM iz hrcka) (sva iz eBioscience) ili
CD206-PE (izotipska kontrola 1gG iz koze) (R&D systems). Nakon 1h inkubacije u
mraku na 4° C, uzorci su prani kako bi se uklonio viSak nevezanog antitela 1 finalno
resuspendovani u 1 ml PBS. Fluorescencija je detektovana na protoénom

citofluorimetru i analizirana pomocu softverskog programa.
3.4.8.3. Detekcija unutarcelijskih citokina

U cilju detekcije unutaréelijskih citokina, celijska suspenzija CLC i ex vivo
kulture SMC, ¢elija PDLC i PMC resuspendovana je u 500 ul medijuma za kultivisanje
¢elija u koji je dodavano PMA (400 ng/ml) i jonomicin (800 ng/ml), koji sluze za in
vitro stimulaciju i aktivaciju celija, i brefeldin A (5 pg/ml). Brefeldin A je inhibitor
transporta proteina i omogucava unutaréelijsku detekciju citokina jer sprecava njihovu
sekreciju tako S§to ih akumulira u Goldzijevom kompleksu i endoplazmatskom
retikulumu. Uzorci su inkubirani 4h na 37° C. Po zavrSetku inkubacije u uzorke je dodat

PBS sa 1% BSA i centrifugirani su na 800g, 3 minuta. Zatim su bojeni povrsinski
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markeri ¢elija CD4-FITC antitelom po opisanom protokolu. Nakon bojenja povrsSinskih
markera, uzorcima je dodavan rastvor PBS sa 1% BSA i nakon centrifugiranja na 800g,
3 minuta, ¢elije su fiksirane 2% rastvorom paraformaldehida (Serva, Hajdelberg,
Nemacka) 15 minuta u mraku na 4° C. Fiksacija je proces kojim se zadrzava struktura
¢elija 1 sprecava gubitak Celijskih konstituenata. Potom je ¢elijama dodat rastvor PBS sa
1% BSA i nakon centrifugiranja na 800g, 3 minuta, permeabilizovane su rastvorom za
permeabilizaciju ¢elija (PB engl. Permeabilization Buffer, eBioscience) preko noéi u
mraku na 4° C. Permeabilizacija ¢elija sluzi za pravljenje pora na ¢elijskoj membrani i
tako molekuli unutar ¢elija postaju dostupni. Nakon permeabilizacije, ¢elije su prane
dva puta u PB uz medukorak centrigufiranja na 800g, 3 minuta, i zatim su dodavana
fluorescentno obeleZena misja antitela za IFN-y-PE (izotipska kontrola 1gG1 « lanac iz
pacova), IL-4-PE (izotipska kontrola IgG1l « lanac iz pacova), IL-10-PE (izotipska
kontrola 1gG2b iz pacova) (sva iz eBioscience) ili IL-17-PE (izotipska kontrola 1gG1 «
lanac iz pacova) (BD Bioscience) ili odgovarajuce izotipske kontrole. Po zavrSetku
inkubacije 1h u mraku na 4° C, uzorcima je dva puta dodavan PB, uz medukorak
centrifugiranja na 800g, 3 minuta i talog ¢elija je finalno resuspendovan u 1 ml PBS.
Fluorescencija je detektovana na protocnom citofluorimetru i analizirana pomocu

softverskog programa.
3.4.8.4. Detekcija Treg cCelija

Treg celije detektovane su koris¢enjem kompleta za bojenje Treg Celija misa
(eBioscience) prema protokolu obezbedenim od strane proizvodaca. Najpre je celijskim
suspenzijama ex vivo kultura ¢elija PDLC, SMC i PMC dodavan rastvoru za proto¢nu
citofluorimetriju (FCBS engl. Flow Cytometry Staining Buffer, eBioscience). Nakon
centrifugiranja na 500g tokom 3 minuta, talog ¢elija je resuspendovan u FCBS u koji su
dodavana CD4-FITC (izotipska kontrola 1gG2b « lanac iz pacova) i CD25-PE (izotipska
kontrola 1gG1 iz pacova) i inkubirana 1h u mraku na 4° C. Potom su nevezana antitela
uklanjana dodavanjem FCBS u uzorke, 2 puta uz medukorak centrifugiranja na 500g, 5
minuta. Nakon toga Celije su fiksirane rastvorom za fiksaciju i permeabilizaciju Celija
(eBioscience) preko no¢i u mraku na 4° C. Potom je usledilo sipanje FCBS u uzorke i
nakon centrifugiranja na 500g, 5 minuta, ¢elije 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 misje antitelo FoxP3-PE-Cy5 (izotipska kontrola 1gG2a iz pacova,
eBioscience) i uzorci su bojeni 1h u mraku na 4° C. U eksperimentu su koriséene
odgovarajuce izotipske kontrole, kao i1 negativna kontrola. Po zavrSetku inkubacije,
viSak nevezanih antitela uklanjan je dva puta sa FoxP3 PB (eBioscience), uz
centrifugiranje na 800g, 5 minuta, a Celije su finalno resuspendovane u FCBS i

analizirane na proto¢nom citofluorimetru.
3.4.8.5. Detekecija transkripcionih faktora

Za detekciju transkripcionih faktora, CLC i PMC su fiksirane rastvorom za
fiksaciju 1 permeabilizaciju ¢elija (eBioscience) preko no¢i 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 misji T-bet-PE (izotipska kontrola 1gG1 « lanac iz
misa), humani ili mi§ji GATA-3- eFluor®660 (izotipska kontrola 1gG2b « lanac iz
pacova) ili humani ili misji RORyT-PE (izotipska kontrola 19G2a iz pacova) (svi iz
eBioscience), dok su PMC bojene samo antitelom za misji RORyT-PE. Nakon 1h
inkubacije u mraku na 4° C, viSak nevezanih antitela uklanjan je rastvorom FoxP3 PB
(eBioscience), uz centrifugiranje na 800g, 3 minuta. Talog celija finalno je

resuspendovan u FCBS (eBioscience) 1 analiziran na proto¢nom citofluorimetru.
3.4.9. Priprema uzoraka i izolovanje RNK

Nakon $to je dobijena celijska suspenzija ex vivo ¢elija, one su prebacivane u
male konusne epruvete i centrifugirane na 2000g, 3 minuta. Na talog ¢elija dodavano je
500 pl reagensa za liziranje (mi-Total RNA Isolation Kit, Metabion, Nemacka), lagano
muékano i ostavljano na 4° C tokom 10 minuta, nakon ¢ega je dodavano 100 pl
hloroforma po uzorku. Nakon centrifugiranja na 12000g u trajanju od 20 minuta na 4° 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 koriS¢ena za izolovanje proteina.
RNK je talozena dodavanjem 350 pl izopropanola i drzanjem 10 minuta na -20° C.

Uzorci su centrifugirani na 12000g, 20 minuta na 4° C, a na talog RNK je dodavan
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hladni 70% etanol, 2 puta, uz medukorak talozenja centrifugiranjem uzoraka na 12000
g, 10 minuta na 4° C. Po zavrietku ispiranja, etanol je uklanjan pipetiranjem, a talog
RNK je susen 5 do 15 minuta (dok ne ispari sav etanol) i potom rastvaran u 20 ul DEPC
(eng. Diethylpyrocarbonate) vode (Fermentas, Vilnus, Litvanija). Koncentracija
izolovane RNK u uzorcima odredivana je merenjem apsorbancije na 260 i 280 nm
poredenjem sa vrednostima dobijenim za vodu (odnos A260nm / A280nm izmedu 1,7 i
2 ukazuje na visok stepen Cisto¢e RNK u odgovaraju¢em rastvoru). U tu svrhu koriS¢en

je spektrofotometar (GeneQuant pro, AmerSam, SAD).
3.4.10. Reakcija reverzne transkripcije

Nakon izolovanja i merenja, RNK je reakcijom reverzne transkripcije prevodena
u komplementarnu DNK (cDNK). cDNK predstavlja lanac DNK sintetisan na osnovu
lanca iIRNK u reakciji koju katalizuje enzim reverzna transkriptaza. U 10 ul izolovane
RNK (1.5 pg RNK) dodavano je 1 pl rastvora nasumiénih heksamernih prajmera
(Fermentas) i 1 pl rastvora sva Cetiri dezoksiribonukleotid-trifostata (ANTP, Fermentas).
Kao kontrola za eventualnu kontaminaciju sluzila je destilovana voda kojoj su dodavani
nasumicni prajmeri i ANTP oznacena kao negativna kontrola. Uzorci su inkubirani na
70° C u trajanju od 5 minuta, da bi se nasumi¢ni prajmeri vezali za RNK, nakon ¢ega je
reakcija prekidana prebacivanjem uzoraka na led. Potom je u uzorke dodavano po 4 pul
pufera za reverznu transkripciju (Fermentas), po 1 pl enzima reverzne transkriptaze

Moloni virusa misje leukemije (RevertAid™

H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase,
Fermentas) i po 0,5ul inhibitora RNaze (Fermentas). Uzorci su inkubirani na 25° C 15
minuta, a potom na 42° C, temperaturi optimalnoj za funkcionisanje reverzne
transkriptaze u trajanju od 60 minuta. Konacno, reakcija je prekidana inkubacijom
uzoraka na 70° C, temperaturi na kojoj dolazi do inaktivisanja enzima reverzne
transkriptaze, 10 minuta i 95° C, u cilju razvdajanja sintetisanih lanaca cDNK, 3 minuta.

Uzorci sa cDNK su ¢uvani na -20° C do upotrebe u reakciji lancanog umnoZzavanja.
3.4.11. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu

Reakcija lanCanog umnozavanja u realnom vremenu (,,Real-time* PCR) je
metoda koja pored umnozavanja proizvoda omogucava njegovu kvantifikaciju i Koristi

se za analizu relativne ekspresije gena. U eksperimentima je koriS¢ena ploca sa 96
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bunari¢a adaptirana za kvantitativni PCR (MicroAmp '™ Optical, Applied Biosystems,
Varington, Velika Britanija) i u svaki bunari¢ dodavano je po 5 pl reakcione smese
SYBR Green PCR Master Mix, koji sadrzi potrebnu fluorescentnu boju SYBR Green,
enzim AmliTaq Gold koji je DNK polimeraza i ANTP (Applied Biosystems) i po 1 ul
specifi¢nih prajmera (finalna koncentracija prajmera je 500 nM) za gen od interesa ili za
referentni gen p-aktin. Korisc¢eni parovi prajmera dati su u Tabeli 2. Potom je u svaki
bunari¢ dodavano po 3 ul odgovaraju¢eg uzorka ¢DNK. Svi uzorci su radeni u
duplikatima. Ploca je pokrivana optickim 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 slede¢i: 1 minut na
95° C u cilju denaturacije lanaca, a zatim 40 ciklusa koji su obuhvatali 15 sekundi na
95° C, za pocetnu denaturacuju lanaca i 1 minut na 60° C, za vezivanje prajmera i
elongaciju lanaca. Po zavrSenom umnozavanju postepeno se snizava temperatura
termobloka, uz pradenje smanjenja intenziteta fluorescencije, koje odgovara disocijaciji
nastalog proizvoda. Ovaj korak obezbeduje proveru nastalog proizvoda, i pokazuje da li
je eventualno nastao dimer prajmera ili kontaminacija genomskom DNK. Za analizu
dobijenih rezultata koriS¢en je odgovarajuci softverski program (7000 System software)
obezbeden od proizvodaca aparata za kvantitativni PCR (Applied Biosystems). Nivo
ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za f-aktin

2—dCt

detektovanog u istom uzorku i iskazan kao gde je dCt razlika izmedu Ct vrednosti

gena od interesa i S-aktina.
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Tabela 2. Parovi prajmera kori$¢eni u eksperimentima.

Pristupni broj u bazi

n Parovi prajmer
Ge arovi prajmera podataka

5’-CCAGCGCAGCGATATCG-3’
p-aktin NM_007393.3
5-GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT-3’

5’-CATCAGCAACAACATAAGCGTCA-3’
Ifn-y NM_008337.3
5’-CTCCTTTTCCGCTTCCTGA-3

5-GGGAGAGCTTCATCTGT-3’
11-17 NM_010552.3
5-GACCCTGAAAGTGAAGGG-3’

5’-ATCCTGCTCTTCTTTCTCG-3°
11-4 NM_021283.2
5’-GATGCTCTTTAGGCTTTCC-3’

5-TGTGAAAATAAGAGCAAGGCAGTG-3’
11-10 NM_010548.2
5-CATTCATGGCCTTGTAGACACC-3’

5’-CCGCTGAGAGGGCTTCAC-3’
Rorpyt NM_011281.1
5’-TGCAGGAGTAGGCCACATTACA-3

3.4.12. Izolovanje proteina i odredivanje koncentracije proteina metodom po

Loriju

Fenolna faza PMC 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° 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° C. Zatim je uzorcima sipan isti rastvor 2 puta uz centrifugiranje na
8000g, 5 minuta, 4° 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° C. Potom je odlivan etanol, a talog proteina susen 5 do 15
minuta, dok nije ispario sav etanol i finalno rastvaran u 100 ul pufera za liziranje ¢éelija
(62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 na 25° C, 2% SDS, 10% glicerola i 50 mM DTT u
destilovanoj vodi). Potom je odredivana koncentracija proteina i uzorci su ¢uvani na -

20° C do dalje upotrebe.

Nakon tretmana izolovanih pankreasnih ostrvaca, uzorci su lizirani puferom za
liziranje ¢elija, u koji su neposredno pred upotrebu dodati inhibitori proteaza (10 pg/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 Celijskim ostatkom i DNK odbacivan. Potom je

odredivana koncentracija proteina i uzorci su ¢uvani na -20° C do dalje upotrebe.

Koncentracija proteina u uzorcima liziranih ¢elija merena je metodom po Loriju
(Lowry i sar, 1951). Uzimano je 20 ul uzoraka razblazivanim 10 puta u destilovanoj
vodi i mesano sa 300 pl rastvora 2% Na,CO3 u 0,1 M NaOH, 1% CuSO4 x 5 H,O i 2%
K-Na-tartarat u H,O, pomeSanih u razmeri 98:1:1. Nakon inkubacije od 15 minuta na
sobnoj temperaturi, uzorcima je dodavano po 60 pl Folin-Ciocalteu reagensa
razblaZzenog 5 puta u destilovanoj vodi. Narednih 30 minuta, koliko je potrebno za
razvijanje plave boje, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi uz povremeno
meSanje. Apsorbancija uzoraka merena je na 670 nm automatskom citatu za
mikrotitarske ploc¢e. Koncentracija proteina odredena je na osnovu standardne krive

rastvora BSA (0,1-1 mg/ml) u destilovanoj vodi.
3.4.13. Imunoblot analiza za odredivanje koli¢ine proteina

Uzorci (30 pg proteina) su meSani u odnosu 3:1 sa standardnim puferom za
nalivanje na gel za elektroforezu (1 M Tris-HCI pH 6,8, 20% SDS, 0,2 M pB-
merkaptoetanol, 0,004% bromfenol plavo, 20% glicerol) i razdvajani elektroforezom na
12% SDS-poliakrilamidnom gelu. Po zavrSenoj elektroforezi sledio je transfer na
polivinil difluoridnu membranu kori§¢enjem polusuvog bloting sistema (Fastblot B43,
Biorad, Getingen, Nemacka) na 5 mA/cm?. Membrana je blokirana koriS¢enjem 5%
BSA u PBS sa 0,1% Tween-20, kako bi se sprecilo nespecifi¢no vezivanje antitela, 1h

na sobnoj temperaturi. Zatim je membrana inkubirana preko no¢i na 4° C sa antitelima
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specificnim za mi§ji citohrom c (Invitrogen, Kamarilo, SAD) proizvedenim u misu,
GATA3 i T-bet (e Bioscience, SAD) proizvedenim u pacovu, i p-NFkB i NFkB
(Abcam, Kembridz, 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, Kembridz, Velika Britanija) koja
su sva proizvedena u kuni¢u. Potom je usledila inkubacija sa sekundarnim antitelom
konjugovanim sa HRP (GE Healthcare, Bakinghemsir, Velika Britanija) koja pokazuje
specifitnost za misji ili kuni¢ev 1gG. Vezana antitela detektovana su
hemiluminescencijom (ECL, GE Healthcare). Koli¢ina proteina merena je
denzitometrijski upotrebom programa Scion Image (2000-2001 Scion Corporation) i

preracunata u odnosu na koli¢inu tubulina, §to je izrazeno graficki na slikama.
3.4.14. Fluorometrijski test za detekciju aktivnosti kaspaze-3

Aktivnost kaspaze-3 odredena je fluorometrijskim testom (Biotium, Hajvard,
SAD) prema uputstvima obezbedenim od strane proizvodaca. 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 ¢elijskih membarna i jedrima, je odacivan, a supernatanti
prebacivani u plocu 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 ocitavana
koriS¢enjem ekscitacionog filtera na 485 nm 1 emisionog filtera na 535 nm pomocu
Chameleon fluorimetar (Hidex, Oj, Turku, Finska). Dobijena vrednost fluorescencije

proporcionalna je aktivnosti kaspaze-3.
3.4.15. Priprema histoloSkih preparata u parafinu

Pankreas je uklanjan iz zivotinja i stavljan u 10% rastvor formalina i nakon
nedelju dana radeno je kalupljenje u parafin. Najpre je tkivo dehidratisano drzanjem u
etanolu rastuc¢ih 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 drzano u termostatu 2h, a zatim prebacivano u nov parfin u kome je
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drzano tokom no¢i, takode u termostatu. Nakon toga tkivo je prebacivano u kalupe u
kojima se nalazio finalni parafin pri ¢emu su dobijeni trajni preparti koji su ¢uvani na
sobnoj temperaturi do trenutka seCenja na mikrotomu (Leica Microsystems GmbH,
Veclar, Nemacka). Isecci tkivnih preparata debljine 5 um stavljani su na predmetna
stakla SuperFrost (ThermoScientific, Braunsvajg, Nemacka) i Cuvani na sobnoj

temperaturi do bojenja.
3.4.16. Imunohistohemijsko bojenje

Parafinski preparati su deparafinisani drZzanjem 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 pecnici. Endogena peroksidaza blokirana je rastvorom 3% HO, u
metanolu 2 minuta na sobnoj temperaturi. Dalje je inkubirano sa antitelom za
nitrotirozin (1:500, rastvreno u PBS sa 1% BSA) proizvedenim u kuni¢u 1h na sobnoj
temperaturi u vlaznoj komori. Detekcija je radena indirektnom imunoperoksidaznom
metodom pomocu komercijalnog seta za antitela kuni¢a (Rabbit ExtrAvidin peroxidase
staining Kkit, Sigma). Preseci su inkubirani 30 minuta sa sekundarnim antitelom kuni¢a
obeleZenim biotinom i avidinom konjugovanim sa HRP. Izmedu svih opisanih koraka
plocice su prane sa PBS 3 puta po 5 minuta kako bi se uklonio viSak nevezanog antitela.
Nakon toga na preseke je nanoSen supstrat za peroksidazu, rastvor DAB. Razvijanje
boje praceno je pod mikroskopom 5 do 15 minuta. Po postizanju braon boje reakcija je
prekidana nanoSenjem rastvora PBS. Potom je radeno kontrastno bojenje Majerovim
hematoksilinom 3 minuta. Pokrovne ploc¢ice lepljene su gelom (DakoCytomation,
Kalifornija, SAD), a preparati analizirani na svetlosnom mikroskopu. Prisustvo
infiltriranih mononukleusnih ¢elija analizirano je pri uvelicanju preseka x 40. Na
osnovu prisustva insulitisa, pankreasna ostrvca rasporedena su u sledece kategorije:
zdrava ostrvca — nisu bili prisutni inflitrati mononukleusnih ¢elija, peri-insulitits —
prisutni su infiltrati ¢elija oko ostrvaca, ali je o€uvana arhitektura ostrvaca, i insulitis —
intenzivna infiltracija ¢elija u ostrvca, uz gubitak arhitekture ostrvaca. Reprezentativni
preseci fotografisani su koris¢enjem Leica fotomikroskopa (Leica Microsystems

GmbH) pri x 400 uveli¢anju.
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3.5. Statisticka 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 viSe nezavisnih eksperimenata. In vivo i ex vivo
eksperimenti izvedeni su tri puta, grupe su imale n=8 Zivotinja, a prikazane su SV + SD
iz jednog reprezentativnog eksperimenta. StatistiCka znacajnost odredivana je analizom
varijansi (ANOVA), nakon ¢ega je raden Student-Newman-Keuls-ov test za visestruka
poredenja ili Student-ov t-test. Vrednost parametra p < 0,05 smatrana je statisti¢ki

znacajnom. KoriS¢en je paket Statistika 6.0 (StatSoft, INC, Tulsa, SAD).
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4. Rezultati



4.1. Utica) CORM-A1 na imunske ¢éelije u in vitro uslovima

Brojne studije ukazuju da CO primenjen in vitro i in vivo poseduje anti-
apoptotske, anti-oksidativne, anti-ishemicne, 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 miSeva

soja C57BL/6 u in vitro uslovima.

4.1.1. Utica) CORM-AL1 na proliferaciju i aktivaciju ¢elija limfnog ¢vora

Prvi korak istraZivanja bio je ispitivanje efekta CORM-A1 na ¢elije imunskog
sistema. Praceno je prezivljavanje, proliferacija i aktivacija celija cervikalnog limfnog
¢vora (CLC) izolovanih iz C57BL/6 soja miSeva i stimulisanih anti-CD3/anti-CD28
antitelima. Anti-CD3/anti-CD28 antitela vezuju se za ko-stimulatorne receptore na T
¢elijama i obezbeduju signal koji je, pored prepoznavanja specificnog antigena od strane
T celijskog receptora, neophodan za aktivaciju T limfocita (Alegre ML i sar; 2001).
Rezultati bojenja tripan plavim, bojom koja prodire u mrtve celije, pokazali su da ni
jedna primenjena doza (3-25 uM) CORM-A1 u prisustvu anti-CD3/anti-CD28 antitela
ne ispoljava toksi¢nost na CLC (slika 3a). Dobijeni rezultat potvrden je analizom CLC
na protocnom citofluorimetru, pomocu koga je dvostrukim bojenjem Celija
fluorescentno obeleZzenim aneksinom V 1 propidijum jodidom analizirano prisustvo
apoptoze i nekroze. Tretman CORM-A1 u najvecoj ispitivanoj dozi (25uM) nije
izazivao apoptozu CLC, izrazenu kao procenat aneksin V* Celija, niti nekrozu ovih
éelija, predstavljenu kao procenat propidijum jodid" éelija (slika 3b). Uticaj CORM-A1
na proliferaciju CLC ispitan je MTT testom. Rezultati MTT testa, izraZeni kao odnos
¢elija stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima i nestimulisanih ¢elija, pokazali su da
CORM-Al ni u jednoj primenjenoj dozi ne utie na proliferativni indeks CLC
stimulisanih anti-CD3/anti-CD28 antitelima (slika 3c). Osim toga, ispitan je i efekat
CORM-AL1 na aktivaciju CLC, te je praéena ekspresija povriinskog molekula CD25 na
proto¢nom citofluorimetru. Za razliku od miruju¢ih T ¢elija koje na svojoj povrSini

imaju veoma malo molekula CD25 ili je on u potpunosti odsutan, aktivisane T ¢elije
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povecavaju ekspresiju ovog markera, receptora visokog afiniteta za plejotropni citokin
IL-2, koji je faktor rasta T limfocita i promovise proliferaciju i prezivljavanje T ¢elija
(Shipkova i Wieland, 2012; Liao i sar, 2013). Rezultati proto¢ne citofluorimetrije
pokazali su da in vitro stimulacija CLC u prisustvu CORM-A1 (25uM) nije promenila
procenat CD25" éelija u odnosu CLC koje su stimulisane samo anti-CD3/anti-CD28
antitelom (slika 3d). Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da CORM-AL nije

toksi¢an za CLC, ne utiée na njihovu proliferaciju niti aktivaciju.
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Slika 3. In vitro efekat CORM-AL1 na éelije limfnog &vora. CLC éelije izolovane iz C57BL/6 miSeva
stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u odsustvu (0) ili prisustvu razli¢itih doza CORM-A1 (3-
25uM) u trajanju od 24 h. a) Vijabilitet CLC ¢elija odreden tripan plavim. b) AneksinV-FITC/propidijum
jodid bojenje CLC éelija. ¢) Proliferativni indeks CLC odreden MTT testom. d) Procenat CD25* CLC
odreden proto¢nom citofluorimetrijom. Prikazane su srednje vrednosti (SV) + standardna devijacija (SD)

iz tri nezavisna eksperimenata.
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4.1.2. Utica) CORM-A1 na diferencijaciju Celija limfnog ¢vora

Poznato je da Th celije mogu da se diferenciraju u razli¢ite subpopulacije
(\Vahedi i sar, 2013), te je dalje ispitivan uticaj tretmana CORM-AL na diferencijaciju
CLC. Na protoénom citofluorimetru odreden je procenat Thl, Th17 i Th2 éelija nakon
tretmana CLC anti-CD3/anti-CD28 antitelima u prisustvu ili odsustvu CORM-AL.
Rezultati su pokazali da je primena CORM-A1 dovela do statisticki znaajnog
smanjenja zastupljenosti pro-inflamatornih Th1 (CD4'IFN-y") i Th17 (CD4'IL-17%)
¢elija, dok je istovremeno dovela do znacajnog povecanja procenta anti-inflamatornih
Th2 (CD4'IL-4") éelija u odnosu na CLC stimulisane samo anti-CD3/anti-CD28
antitelima (slika 4a). Osim $to je utvrden procenat subpopulacija Th ¢elija, ELISA
testom merena je i sekrecija citokina karakteristi¢nih za Th1, Th2 i Th17 ¢elije. Na slici
4b vidi se da je tretman agensom koji oslobada CO doveo do statisti¢ki znacajno nize
sekrecije pro-inflamatornih citokina IFN-y i IL-17, tipiénih za Thl i Thl17 C¢elija,
respektivno, dok je produkcija IL-4 citokina Th2 celija ostala nepromenjena nakon
CORM-A1 tretmana. Ovi rezultati ukazuju da CORM-AL inhibira pro-inflamatorni
Th1/Th17 odgovor i usmerava razvoj ka potencijalno protektivnim Th2 ¢elijama u in

vitro uslovima.
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Slika 4. Efekat CORM-A1 na diferencijaciju Th1, Th2 i Th17 éelija in vitro. CLC izolovane iz
C57BL/6 miSeva stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u odsustvu ili prisustvu CORM-Al
(25uM) u trajanju od 24h. a) Procenat CD4 IFN-y*, CD4"IL-17", CD4"IL-4" ¢elija odreden je protoénom
citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Produkcija IFN-y, IL-17 i
IL-4 citokina merena je ELISA testom iz supernatanata dobijenih nakon 24 h inkubacije CLC. Prikazane
su SV # SD iz tri eksperimenata. *p<0,05 se odnosi na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na ¢elije koje

su tretirane samo anti-CD3/anti-CD28 antitelima.
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4.1.3. Efekat CORM-AL na ekspresiju transkripcionih faktora T-bet, RORyT i
GATA-3 kod éelija limfnog ¢vora

Sledec¢i korak bio je da se utvrde unutarcelijski mehanizmi koji se nalaze u
osnovi zapazenih efekata CORM-Al na diferencijaciju CLC. Protoénom
citofluorimetrijom ispitan je efekat CORM-AL na ekspresiju transkripcionih faktora
ukljuc¢enih u regulaciju razvi¢a subpopulacija Th celija. Rezultati su pokazali da je
CORM-A1 tretman CLC znagajno smanjio ekspresiju RORyT transkripcionog faktora,
koji diriguje razvoj Thl17 c¢elija, ali nije uticao na ekspresiju T-bet, regulatora
diferencijacije Thl c¢elija, niti GATA-3 transkripcionog faktora, regulatora
diferencijacije Th2 c¢elija (slika 5). Dobijeni rezultati ukazuju da u in vitro uslovima
CORM-A1 ima direktan uticaj na razvoj Th17 ¢elija inhibicijom transkripcionog faktora
RORyT.

manti-CD3/CD28
100 - canti-CD3/CD28+CORM-A1

= D (o]
() (=] (e

Procenat ¢elija

[\
)

T-bet RORyT GATA-3

SSC

Slika 5. Efekat CORM-A1 tretmana na ekspresiju RORyT, T-bet i GATA-3. CLC izolovane iz
C57BL/6 miSeva stimulisane su anti-CD3/anti-CD28 antitelima u prisustvu ili odsustvu CORM-Al
(25uM) u trajanju od 24h. Procenat T-bet’, RORyT" i GATA-3" ¢elija odreden je protoénom
citofluorimetrijom. Reprezentativni histogrami prikazani su ispod odgovarajuceg 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 statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu u kojoj

¢elije koje su tretirane samo anti-CD3/anti-CD28 antitelima.
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4.2. Utica) CORM-A1 na indukciju i klinicke parametre DT1

U literaturi se DT1 opisuje kao hroni¢na autoimunska bolest koja nastaje usled
uniStavanja B celija pankreasnih ostrvaca posredstvom imunskih celija, 1 to najpre
delovanjem T limfocita (Kornete i sar, 2013). Smatra se da su Thl i Th17 kljucne c¢elije
u patogenezi ove autoimunske bolesti (Haskins i Cooke, 2011), dok Th2 celije
usporavaju razvoj DT1 (Li i sar, 2014). Kako je u prethodnim eksperimentima pokazano
da CORM-AL in vitro ispoljava imunomodulatorno dejstvo, dalja ispitivanja bila su
usmerena ka utvrdivanju efekata ovog donora CO na razvoj i klinicke parametre DT1 u

eksperimentalnom modelu bolesti kod miseva C57BL/6 soja.

4.2.1. Efekat CORM-A1 na razvoj dijabetesa tipa 1 kod C57BL/6 miSeva

U cilju ispitivanja uticaja CORM-A1 na razvoj DT1, kori$¢en je eksperimentalni
model bolesti indukovan davanjem VMDS kod C57BL/6 miSeva. Kod Zivotinja
tretiranih VMDS primeceno je postepeno, ali stabilno povecanje koncentracije glukoze
u krvi (slike 6a, 6b, 6¢). Nasuprot tome, primena CORM-ALl u ranom (slika 6a) i
kasnom profilaktickom (slika 6b), kao i u terapijskom rezimu (slika 6¢), sprecila je
razvoj hiperglikemije indukovane davanjem VMDS. Kako davanje VMDS + CORM-
Al nije menjalo telesne mase miSeva u odnosu na grupu miseva tretiranih samo VMDS
(slika 6d), moze se rec¢i da donor CO nije ispoljio toksi¢na dejstva na eksperimentalne
Zivotinje, na $ta je ukazivao i opSti izgled i ponasanje tretiranih Zzivotinja. Dobijeni
rezultati ukazuju na zastitno svojstvo CORM-A1 u eksperimentalno indukovanom DT1

koje traje i nakon prestanka administracije agensa.
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Slika 6. Efekat CORM-A1 na Kklini¢ke parametre dijabetesa tipa 1. a) Rani profilakti¢ki tretman

CORM-A1 u dozi od 2 mg/kg (o) ili 4 mg/kg (A) primenjen je 0—9. dana u odnosu na indukciju bolesti
davanjem VMDS (m, 40 mg/kg, 0—4. dan). b) Kasni profilakti¢ki tretman CORM-A1 (2 mg/kg) primenjen

5-14. dana u odnosu na indukciju bolesti davanjem VMDS. c) Terapijski tretman CORM-AL primenjen u

dozi od 2 mg/kg i trajao je 14-49. dana. Nivo glukoze u krvi (a, b, ¢) je meren u nazna¢enim terminima.

d) Porast telesne tezine u ranom profilaktickom tretmanu VMDS + CORM-AL1 izraZen je u procentima

koji predstavljaju promenu mase u odnosu na pocetnu masu zivotinja (100%). Rezultati su prikazani kao

SV + SD odredivanih parametara iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se

odnosi na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na miseve tretirane samo VMDS.
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4.2.2. Efekat CORM-AL na funkcionalnost pankreasnih ostrvaca

Hiperglikemija u DT1 moZe nastati zbog smanjenja ili potpunog odsustva
sekrecije insulina (Cnop i sar, 2005). Stoga je ispitivan uticaj CORM-Al na
funkcionalnost pankreasnih ostrvaca merenjem koncentracije insulina u serumu
eksperimentalnih Zivotinja. Rezultati ELISA testa pokazali su statisticki znac¢ajno vecu
sekreciju isnulina kod miseva koji su primali VMDS + CORM-AL, u poredenju sa
onima koji su primali samo VMDS (slika 7), ¢ime se moze objasniti normoglikemi¢no

stanje miSeva koji su primali CORM-AL.
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Slika 7. Uticaj CORM-AL1 na sekreciju insulina u serumu. Koncentracija insulina u serumu merena je
ELISA testom kod miSeva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-AL u ranom profilaktickom
rezimu. Rezultati su prikazani kao SV + SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta.

*p<0,05 se odnosi na statisticki znacajnu razliku u odnosu na miseve tretirane samo VMDS.

4.2.3. HistoloSka analiza oSte¢enja pankreasnih ostrvaca

Da bi se utvrdio efekat CORM-A1 na infiltraciju imunskih ¢elija u pankreas,
uradena je analiza histoloSkih preseka pankreasa bojenih hematoksilinom 49. dana
nakon indukcije bolesti. U poredenju sa misevima tretiranim VMDS, Zivotinje koje su
primale profilakticki ili terapijski tretman CORM-AL imale su statisticki znacajno veci

procenat zdravih ostrvaca (slika 8a). Njih je odlikovalo odsustvo ili blagi stepen
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Slika 8. Efekat CORM-AL na razvoj insulitisa. a) Prisustvo infiltriranih éelija detektovano je bojenjem
hematoksilinom na parafinskim presecima pankreasa 49. dana od indukcije bolesti. Kvantitativna analiza
pankreasnih ostrvaca zahvacéenih insulitisom predstavljena je u vidu % infiltriranih ostrvaca (zdrava
ostrvca — nisu bili prisutni inflitrati mononukleusnih éelija, peri-insulitits — prisutni su infiltrati ¢elija oko
ostrvaca, ali je o¢uvana arhitektura ostrvaca, i insulitis — intenzivna infiltracija éelija u ostrvca, uz gubitak
arhitekture ostrvaca). b) Reprezentativni histoloski preseci pankreasa 49. dana od indukovanja bolesti. c)
Reprezenatitvne slike pankreasnih ostrvaca bojenih na nitrotirozin kod misSeva koji su primali VMDS ili
VMDS + CORM-ALI u ranom profilaktickom rezimu (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 statisti¢ki znacajnu

razliku u odnosu na miSeve tretirane samo VMDS.
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infiltriranih mononukleusnih ¢elija uz oCuvanu arhitekturu pankreasnih ostrvaca (slika
8b). Nasuprot tome, miSevi VMDS grupe imali su znacajno veéi procenat ostrvaca koja
su imala najtezi stepen insulitisa (slika 8a) sa intenzivnom infiltracijom mononukleusnih

¢elija, sa atrofijom tkiva i bez pravilnog oblika ostrvaca (slika 8b).

Tokom autoimunskog procesa, imunske celije, ali i same B celije pankreasa,
stvaraju ROS i RNS koje doprinose patoloskim procesima i dovode do smrti 3 ¢elija
(Lenzen, 2008a). Na histoloSkim presecima pankreasa ispitivano je Prisustvo
nitrozilovanog tirozina, koji nastaje kao rezultat delovanja ROS i RNS. Reprezentativni
preseci su prikazani na slici 8c, gde se uocava slabiji intezitet bojenja na nitrotirozin kod
miseva pod ranim profilaktickim rezimom CORM-A1 u odnosu na eksperimentalne
Zivotinje tretirane samo VMDS. Brojanje ostrvaca sa nitrizilovanim proteinima u obe
grupe graficki je prikazano na slici 8d, gde je pokazan statisticki znacajno manji
procenat ostrvaca kod miseva koji su primali VMDS + CORM-AL. Dobijeni rezultati
sugeriSu da je davanje CORM-Al dovelo do znacajnog smanjenja destrukcije
pankreasnih ostrvaca u ovom modelu DTI, spreCavanjem infiltracije patogenih

imunskih ¢elija i inhibicijom produkcije pro-inflamatornih medijatora.

4.3. Ispitivanje ¢elijskih mehanizama dejstva CORM-Al

Kako je pokazano da primena CORM-A1 moduliSe klinicke parametre DT1
izazvane davanjem VMDS, slede¢i eksperimenti imali su za cilj da utvrde celijske i
molekulske mehanizme koji bi objasnili zapazene efekte ovog donora CO. U tom smislu
sprovedene su ex vivo analize, 10-og dana nakon indukcije bolesti, kod miseva koji su

bili izloZeni ranom profilakti¢kom tretmanu CORM-AL.

4.3.1. CORM-A1 tretman smanjuje sekreciju IL-6, IFN-y i IL-17, a poveéava

sekreciju IL-4 u serumu

Najpre je ispitivano dejstvo CORM-AL na sistemsku sekreciju pro- i anti-
inflamatornih citokina koji uéestvuju u razvoju ili sprecavanju bolesti. Rezultati ELISA

testa pokazali su da su misevi koji su primali VMDS + CORM-A1 imali znacajno
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manju sekreciju pro-inflamatornih citokina I1L-6, IFN-y i IL-17 u serumu u odnosu na
miSeve koji su primali VMDS (slika 9). Istovremeno, primecena je znacajno veca
produkcija anti-inflamatornog citokina IL-4. Koncentracija anti-inflamatornog citokina
IL-10 nije se razlikovala izmedu eksperimentalnih grupa. Ovi rezultati ukazuju da
davanje donora CO inhibira sekreciju ispitivanih pro-inflamatornih i povecava luéenje

protektivnog anti-inflamatornog citokina u ovom modelu DT1.
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Slika 9. Uticaj CORM-AL na sistemsku produkciju citokina. Koncentracija citokina IL-6, IFN-y, IL-
10, IL-4 i IL-17 odredena je ELISA testom u serumu miseva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-
Al, Zrtvovanih 10-0g dana od indukcije bolesti. Rezultati su predstavljeni kao SV + SD triplikata uzoraka
iz jednog od tri izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na

miseve tretirane samo VMDS.
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4.3.2. Ispitivanje dejstva CORM-Al na fenotip i funkcionalnost ¢elija

peritoneumske Supljine

Smatra se da su makrofagi prve celije 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). Imajuci u vidu
imunomodulatorne osobine CORM-AL, ispitivan je efekat ovog agensa na fenotip
makrofaga u peritoneumskoj Supljini. Izolovane su éelije peritoneumskog ispirka (PC) i
analizirano je prisustvo povrsinskih markera karakteristiénih za M1 (F4/807CD40") i
M2 (F4/80°CD206") makrofage na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati prikazani na
slici 10a i 10b pokazali su da je VMDS + CORM-A1 tretman doveo do statisticki
znacajnog smanjenja procenta M1 ¢elija, dok se procenat alternativno aktivisanih M2
makrofaga nije promenio. Osim S$to prikazuju autoantigene, makrofagi predstavljaju i
jedne od glavnih producenata citokina, ROS i RNS, ¢ime doprinose oste¢ivanju f ¢elija
u DT1 (Padgett i sar, 2013; Lightfoot i sar, 2012), te je dalje ispitivan uticaj CORM-Al
na produkciju ovih medijatora. Rezultati ELISA testa pokazali su da su PC izolovane iz
miseva koji su primali VMDS + CORM-A1 imale statisti¢ki zna¢ajno manju produkciju
pro-inflamatornih citokina TNF, IL-1p i IL-6 u odnosu na PC izolovane iz miseva
tretiranih VMDS (slika 10c). Sekrecija citokina IL-10 nije se razlikovala izmedu grupa.
Dalje je Grisovom metodom odredivana akumulacija nitrita u supernatantima kulture
izolovanih PC, to je indirektan pokazatelj produkcije NO i drugih RNS. PC izolovane
iz miSeva koji su bili izloZeni dejstvu VMDS + CORM-AI odlikovala je znacajno
manja akumulacija nitrita u odnosu na VMDS grupu (slika 10d). Takode, miseve koji su
primali VMDS + CORM-A1 karakterisala je i statisticki znac¢ajno manja redukcija
NBT, sto je pokazatelj produkcije ROS, u odnosu na misSeve tretirane VMDS (slika
10e). Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1l smanjuje zastupljenost M1 makrofaga i

redukuje produkciju pro-inflamatornih medijatora.
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Slika 10. Efekat CORM-Al na fenotip c¢elija peritoneumskog ispirka i produkciju pro-
inflamatornih medijatora. Ex vivo analize PC izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS ili VMDS +
CORM-A1 10-0og dana od indukcije bolesti. a) Procenat M1 (F4/80°CD40") i M2 (F4/80+CD206")
makrofaga odreden je proto¢nom citofluorimetrijom PC. b) Reprezentativni dot plotovi protoéne
citofluorimetrije PC. U supernatanatima ¢elija dobijenih nakon 24h inkubacije PC merena je c) sekrecija
citokina TNF, IL-1pB, IL-6 i IL-10 ELISA testom, d) akumulacija nitrita Grisovom reakcijom i e)
oksidativni metabolizam PC u reakciji redukcije NBT. Rezultati su prikazani kao SV = SD iz
reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisticki znacajnu

razliku u odnosu na miSeve tretirane samo VMDS.
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4.3.3. Efekat CORM-A1 na c¢elijski fenotip, ekspresiju i sekreciju citokina

mononukleusnih ¢elija slezine

Kako slezina predstavlja imunski organ u kome moze doé¢i do prezentacije
autoantigena P celija pankreasa 1 sledstvenog pokretanja autoimunskog odgovora
efektorskih ¢elija u DTI, ispitivan je efekat CO na fenotip mononukleusnih celija
slezine (SMC) miSeva nakon tretmana donorom CO. Na protoénom citofluorimetru
analiziran je fenotip SMC odredivanjem prisustva povrsinskih markera karakteristiénih
za razlicite Celije imunskog sistema. Davanje VMDS + CORM-AL nije uticalo na
procenat M1 makrofaga (F4/80°CD40") i M2 makrofaga (F4/80°CD206") u odnosu na
miseve tretirane VMDS (slika 11).
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Slika 11. Uticaj CORM-A1 na zastupljenost makrofaga u slezini. a) Procenat F4/80°CD40" i
F4/80"CD206" ¢elija odreden je protoénom citofluorimetrijom SMC izolovanih iz mi$eva 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 statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na miSeve tretirane samo

VMDS.
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Primena VMDS + CORM-A1l dovela je do smanjenja procenta B limfocita
(okarakterisanih povrSinskim markerom B220) u slezini miSeva u poredenju sa onima
tretiranim VMDS (slika 12a). Medutim, VMDS + CORM-A1 tretman nije uticao na
zastupljenost pomo¢ni¢kih CD4" (slika 12b), citotoksi¢nih CD8" (slika 12c) limfocita,
kao ni Treg (CD4'CD25'FoxP3") éelija (slika 12d) u odnosu na VMDS tretirane
miseve.
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Slika 12. Uticaj CORM-AL na zastupljenost B, CD4", CD8" i Treg limfocita u slezini. Procenat a)
B220%, b) CD4", ¢) CD8" i d) CD4"CD25"FoxP3" ¢elija odreden je proto¢nom citofluorimetrijom SMC
izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti.
Desni panel predstavlja reprezentativhe dot plotove. Rezultati su prikazani kao SV * SD iz
reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisticki znacajnu

razliku u odnosu na miSeve tretirane samo VMDS.
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Kako je prethodno pokazano da primena CORM-A1 uti¢e na diferencijaciju Th
¢elija u In vitro uslovima, utvrdivano je da li CORM-A1 utice na diferencijaciju
pomo¢nickih T limfocita u slezini miSeva kojima je DT1 izazvan davanjem VMDS.
Davanje VMDS + CORM-A1 dovelo je do statisticki znac¢ajnog smanjenja procenta
CD4*IFN-y" éelija, koje predstavljaju Thl éelije, u odnosu na SMC izolovane iz miseva
koji su primali samo VMDS, dok procenat Th17 (CD4'IL-17"), Th2 (CD4*IL-4") i
¢elija koje produkuju IL-10 nije bio promenjen nakon tretmana VMDS + CORM-Al
(slika 13a). Dalje, merena je i ekspresija gena za reprezentativne citokine Thl, Th17 i
Th2 ¢elijskih subpopulacija metodom RT-PCR u realnom vremenu. Nivo iRNK za IFN-
v bio je statistitki znaGajno smanjen kod SMC izolovanih iz VMDS + CORM-A1
tretiranih miSeva u odnosu na VMDS grupu (slika 13b). Nivo iRNK za citokine IL-17,
IL-4 i IL-10 nije se razlikovao izmedu grupa. Merena je i sekrecija ovih citokina ELISA
metodom. Produkcija citokina IFN-y i IL-17 bila je statisti¢ki znadajno manja kod SMC
izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS + CORM-AL u odnosu na sekreciju ovih
citokina kod miSeva tretiranih VMDS (slika 13c). Nasuprot tome, produkcija citokina
Th2 Celija, IL-4, bila je statisticki znacajno veca, dok se sekrecija citokina IL-10 nije
razlikovala izmedu grupa. Ovi rezultati ukazuju da primena donora CO smanjuje Thl
odgovor, kako na nivou unutaréelijske ekspresije citokina IFNy, tako i na genskom i
proteinskom nivou ovog citokina, u slezini miSeva u ispitivanom modelu bolesti.
Takode, primena CORM-AL modulisala je sekreciju citokina IL-4 i IL-17.
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Slika 13. Efekat CORM-A1 na diferencijaciju Th éelija slezine. Ex vivo analiza SMC izolovanih iz
miseva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od indukcije bolesti. a) Procenat
CD4'IFN-y*, CD4'IL-17%, CD4'IL-4" i IL-10" ¢elija odreden je proto¢nom citofluorimetrijom.
Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Nivo iRNK za IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10
odreden je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovan u odnosu na f-aktin. c) Sekrecija
citokina IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 merena je ELISA metodom iz supernatanata ¢elija dobijenih nakon
48h inkubacije SMC. Rezultati su prikazani kao SV £ SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na miSeve tretirane samo

VMDS.
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4.3.4. Uticaj CORM-A1 na celijski fenotip, ekspresiju i sekreciju citokina u

pankreasnom drenirajué¢em limfnom ¢voru

Posto su dreniraju¢i limfni ¢vorovi osnovni organi u kojima dolazi do
prezentacije autoantigena, dalje je ispitivana zastupljenost pomoc¢nickih i citotoksi¢nih
T i B limfocita u pankreasnim dreniraju¢im limfnim &vorovima (PDLC) nakon tretmana
VMDS + CORM-AI1. Rezultati protoc¢ne citofluorimetrije pokazali su da aplikacija
VMDS + CORM-A1 nije ispoljila efekat na distribuciju B (B220") (slika 14a),
pomoc¢ni¢kih CD4" (slika 14b) i citotoksiénih CD8" (slika 14c) limfocita u PDLC.
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Slika 14. Uticaj CORM-A1 tretmana na fenotip ¢elija pankreasnih dreniraju¢ih limfnih ¢vorova.
Procenat a) B220* b) CD4" i ¢) CD8" ¢elija odreden je protoénom citofluorimetrijom éelija PDLC
izolovanih iz miSeva 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 statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na miseve

tretirane samo VMDS.
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Takode, CORM-A1 tretman nije uticao ni na zastupljenost Treg éelija u PDLC
(slika 15a). Medutim, rezultati proto¢ne citofluorimetrije pokazali su da su Treg celije
miSeva koji su primali VMDS + CORM-A1l imale statisticki znacajno vec¢i broj
molekula FoxP3 po ¢eliji u odnosu na broj molekula ovog transkripcionog faktora
unutar Celija zivotinja tretiranih VMDS (slika 15b) sudeé¢i po izmerenom srednjem

intenzitetu fluorescencije (MFI, engl. Mean Fluorescence Intensity).
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Slika 15. Uticaj CORM-A1 na Treg ¢elije pankreasnih dreniraju¢ih limfnih ¢évorova. a) Procenat
CD4'CD25'FoxP3" ¢éelija odreden je protoénom citofluorimetrijom PDLC izolovanih iz miSeva 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 reprezentativhog od tri nezavisna
izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na miseve tretirane

samo VMDS.

Nakon analize celijskog fenotipa, ispitivan je 1 efekat CORM-Al na
diferencijaciju Th1, Th17 i Th2 éelija u PDLC. Primena VMDS + CORM-A1 dovela je
do statisti¢ki znaéajnog poveéanja procenta Th2 (CD4IL-4") ¢elija u odnosu na davanje
samo VMDS. Medutim, procenat Thl (CD4"IFN-y") i Th17 (CD4"IL-17") éelija kao i
éelija koje sekretuju anti-inflamatorni citokin 1L-10 (IL-10" ¢elije) nije razlikovao
izmedu eksperimentalnih grupa (slika 16a). Dalje je ispitivana ekspresija gena za
citokine karakteristi¢ne za Thl, Th17 i Th2 ¢elije. Nivo iRNK za protektivne citokine
IL-4 i IL-10 bio je statisticki znacajno ve¢i kod VMDS + CORM-AL tretiranih miSeva u
odnosu na VMDS grupu (slika 16b), dok se nivo iIRNK za IFN-y i IL-17 nije razlikovao
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izmedu eksperimentalnih grupa. Uticaj CORM-AL na sekreciju pomenutih citokina
ispitivan je ELISA testom. U skladu sa prethodnim rezultatima, VMDS + CORM-A1
tretman nije uticao na luéenje pro-inflamatornih citokina IFN-y i IL-17 (slika 16c).
Sekrecija anti-inflamatornog citokina IL-10 bila je znacajno povecana nakon primene
VMDS + CORM-Al u poredenju sa tretmanom zivotinja samo VMDS, dok je
koncentracija citokina IL-4 bila nedetektabilna u supernatantima ¢elija izolovanih iz obe
grupe miseva. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da CORM-AL tretman
usmerava zastupljenost ¢elija PDLC u pravcu protektivnih Th2 ¢éelija, i na
unutaréelijskom 1 genskom nivou, a nema uticaja na Thl i Th17 odgovor u ovom

limfnom organu.
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Slika 16. Uticaj CORM-AL na diferencijaciju Th ¢elija pankreasnih drenirajucih limfnih ¢vorova.
EX vivo analiza éelija PDLC izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-0g
dana od indukcije bolesti. a) Procenat CD4"IFN-y*, CD4"IL-17", CD4"1L-4" i IL-10" éelija odreden je
proto¢nom citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Nivo iRNK za
IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 odreden je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovan u odnosu na
B-aktin. ¢) Koncentracija citokina IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 u izolovanim supernatantima merena je
ELISA metodom iz supernatanata éelija dobijenih nakon 48h inkubacije ¢elija PDLC. N.D. nije
detektabilno. Rezultati su prikazani kao SV + SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena
eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisticki znacajnu razliku u odnosu na miSeve tretirane samo

VMDS.
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4.3.5. Efekat CORM-A1 na infiltraciju imunskih ¢elija u pankreas

Kako je na histoloSkim presecima pankreasa pokazano da CORM-A1 ublazava
ili potpuno spreCava infiltraciju imunskih ¢elija u pankreas tokom DTI, metodom
proto¢ne citofluorimetrije kvantifikovan je insulitis i analiziran fenotip 1 zastupljenost
razli¢itih imunskih celija u pankreasu. Izolovane su mononukleusne celije koje
infiltriraju pankreas (PMC) i utvrdivana je ekspresija povr§inskih markera razli¢itih
imunskih ¢elija. U pankreasu miseva koji su primali VMDS + CORM-AL zastupljen je
statisticki zna¢ajno manji procenat M1 makrofaga (F4/80"CD40"), B limfocita (B220%) i
CD4" i CD8" T limfocita u poredenju infiltratima pankreasa miseva tretiranih samo
VMDS (slika 17). Zastupljenost M2 makrofaga (F4/80°CD206%) kao i Treg delija
(CD4"CD25'FoxP3") nije se razlikovala izmedu eksperimentalnih grupa. Ovi rezultati
ukazuju da primena agensa koji oslobada CO smanjuje ulazak autoagresivnih imunskih

¢elija 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" ¢elija odreden je protoénom citofluorimetrijom PMC izolovanih iz miseva koji su
primali VMDS ili VMDS + CORM-Al 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 statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na miseve tretirane

samo VMDS.
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4.3.9. Analiza prisustva subpopulacija Th ¢elija u pankreasnim infiltratima

Dalje, utvrdivan je uticaj CORM-A1 na fenotip diferenciranih Th ¢elija koje
infiltriraju pankreas. U poredenju sa Zzivotinjama tretiranih samo VMDS, primena
VMDS + CORM-A1 dovela je do statistiCki znacajnog smanjenja procenta Thl
(CD4'IFN-y") ¢elija, uz istovremeno poveéanje procenta Th2 (CD4"IL-4") éelija (slika
18a). Procenat Th17 (CD4IL-17") i éelija koje produkuju IL-10" nije se razlikovao
izmedu eksperimentalnih grupa. U skladu sa ovim rezultatima bila je i ekspresije gena
za pomenute citokine. Nivo iIRNK za pro-inflamatorni citokin IFN-y bila je znacajno
niza kod PMC miseva tretiranih VMDS + CORM-A1, dok je ekspresija iRNK za Th2
reprezentativne citokine I1L-4 i IL-10 bila znaajno povecana u poredenju sa
pankreasnim infiltratima zivotinja koje su primale samo VMDS (slika 18b). Tretman
VMDS + CORM-AL1 nije ispoljio efekat na nivo iIRNK za citokin IL-17. Ovi rezultati
ukazuju na zaStitnu ulogu CORM-AT1 spreCavanjem infiltracije Thl ¢elija u pankreas i

ispoljavanjem imunomodulatornog dejstva.
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Slika 18. Uticaj CORM-A1 na prisustvo subpopulacija Th éelija u pankreasnim infiltratima. Ex
vivo analiza PMC izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS ili VMDS + CORM-A1 10-og dana od
indukcije bolesti. a) Procenat CD4"IFN-y*, CD4"1L-17", CD4"IL-4" i IL-10" éelija odreden je protoénom
citofluorimetrijom. Reprezentativni dot plotovi prikazani su ispod grafika. b) Relativna ekspresija gena za
citokine IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 odredena je RT-PCR metodom u realnom vremenu i normalizovana u
odnosu na B-aktin. Rezultati su prikazani kao SV * SD iz reprezentativhog od tri nezavisno izvedena

eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisticki znacajnu razliku u odnosu na miSeve tretirane samo
VMDS.
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4.3.10. Molekulski mehanizmi regulacije diferencijacije Th ¢elija pankreasnih
infiltrata

Posto je pokazano da primena CORM-A1 modulise diferencijaciju Th ¢elija,
dalje su ispitivani molekulski mehanizmi kojima bi se mogli objasniti zapaZeni efekati
primenjenog agensa. U tom smislu utvrdivana je ekspresija transkripcionih faktora
STAT1 i STAT4, GATA-3 i RORyT ukljucenih u regulaciju diferencijacije Thl, Th2 i
Th17 C¢elija, respektivno. Imunoblot analiza pokazala je da je aplikacija VMDS +
CORM-A1 statisti¢ki znacajno smanjila koli¢inu p-STAT4, ali nije menjala koli¢inu
STATL1 transkripcionog faktora koji uéestvuju u razvoju Thl ¢elija, u poredenju sa
pankreasnim infiltratima miSeva tretiranih VMDS (slika 19a). Koli¢ina GATA-3,
faktora od koga zavisi razvoj Th2 ¢elija, nije se razlikovala izmedu grupa. Nivo iRNK
za RORYyT, transkripcioni faktor vazan za diferenciranje Th17 ¢elija, nije se razlikovala
izmedu eksperimentalnih grupa (slika 19b). Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1 u in
vivo uslovima suprimira razvoj Thl ¢elija posredstvom transkripcionog faktora STAT4,
dok diferenciranje Th2 celija verovatno ne zavisi od uticaja CORM-A1l na GATA-3

transkripcioni faktor, ve¢ neke druge signalne puteve.
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Slika 19. Efekat CORM-A1 na molekulske mehanizme regulacije diferencijacije Th ¢elija
pankreasnih infiltrata. Ex vivo analiza PMC izolovanih iz miSeva koji su primali VMDS ili VMDS +
CORM-AL1 10-o0g dana od indukcije bolesti. a) Koli¢ina proteina p-STATL, p-STAT4 i GATA3 merena je
imunoblot metodom u lizatima PMC i normalizovana u odnosu na koli¢inu tubulina. Reprezentativne
trake imunoblota prikazane su desno od grafika. b) Relativna ekspresija iRNK za RORyT odredena je RT-
PCR metodom u realnom vremenu i normalizovana u odnosu na B-aktin. Rezultati su prikazani kao SV +
SD iz reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. *p<0,05 se odnosi na statisti¢ki zna¢ajnu

razliku u odnosu na miSeve tretirane samo VMDS.
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4.4. Uticaj CORM-A1 na B éelije pankreasa

Kako je u prethodnim eksprimentima pokazano da primena CORM-A1 sprecava
razvoj DT1 indukovan davanjem VMDS, sledeci eksperimenti imali su za cilj da utvrde
efekat CORM-A1 na B ¢elije pankreasnih ostrvaca, ciljne ¢elije u DT1. Sprovedena su
In vitro istrazivanja na modelu [ ¢elija pankreasa, ¢elijama insulinoma poreklom iz
pacova (RINmSF) i miSa (MIN6), kao i na primarnim pankreasnim ostrvcima
izolovanim iz C57BL/6 miseva. Inflamatorno stanje, u kome se nalaze B ¢elije tokom
DT1, simulirano izlaganjem c¢elija dejstvu pro-inflamatornih citokina (IFN-y + TNF +
IL-1P).

4.4.1. Utica) 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
poredenju sa kontrolnom kulturom, primena CORM-AL nije uticala na sekreciju
insulina pankreasnih ostrvaca, dok je citotoksi¢ni tretman citokinima doveo do
statisti¢ki znacajnog smanjenja sekrecije (slika 20). Nasuprot tome, istovremeni tretman
CORM-AL1 i pro-inflamatornih citokina o¢uvao je sekreciju insulina, $to ukazuje da

donor CO stiti pankreasna ostrvca od inhibitornog delovanja pro-inflamatornih citokina.
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Slika 20. Uticaj CORM-AL na funkcionalnost pankreasnih ostrvaca. Sekrecija insulina odredena je
ELISA metodom nakon 48h inkubacije pankreasnih ostrvaca u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-
1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-AL (25uM). Prikazane su SV + SD iz Cetiri nezavisna

eksperimenata. *p<0,05 u odnosu na kontrolu.
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4.4.2. Utica) CORM-AL1 na prezivljavanje i apoptozu 3 éelija pankreasa

Dalje je ispitivan efekat CORM-AT1 na prezivljavanje 3 Celija nakon tretmana
pro-inflamatornim citokinima u in vitro uslovima. Rezultati MTT testa pokazali su da
sam CORM-A1 ne ispoljava toksi¢nost na pankreasna ostrvca, RINmSF 1 MIN6 ¢elije
(slika 21a), dok je koktel pro-inflamatornih citokina doveo do statisti¢ki znacajnog
smanjenja prezivljavanja. Medutim, istovremeni tretman CORM-A1 i citokina doveo je
do povecanja vijabiliteta izolovanih pankreasnih ostrvaca, RINmSF i MING6 ¢elija do
nivoa kontrolnih kultura. Posto se MTT test zasniva na merenju aktivnosti mitohondrija
¢elija 1 na taj naéin posredno pokazuje prezivljavanje ¢elija (Berridge i Tan, 1993),
ispitivan je i uticaj CORM-A1 na apoptozu pankreasnih ostrvca izazvanu koktelom
TNF+IL-1B+IFN-y. Primenjeni citokini indukovali su apoptozu pankreasnih ostrvaca
merenu preko oslobadanja kompleksa histon-DNK. Nasuprot tome, CORM-Al
primenjen sam nije indukovao apoptozu pankreasnih ostrvaca, a zajedno sa citokinima
znacajno ju je smanjio (slika 21b). Da bi se utvrdilo da li je za primecene
citoprotektivne efekte odgovoran CO, pankreasna ostrvca, RINmSF 1 MING6 ¢celije bili
su izlozeni delovanju kombinacije pro-inflamatornih citokina u prisustvu ili odsustvu
inaktivne forme CORM-Al (iCORM-A1), koja nema sposobnost otpuStanja CO
(Sandouka i sar, 2006), ili u prisustvu, odnosno odsustvu hemoglobina (Hgb), koji
vezuje CO i spreCava njegovo delovanje (Liu i sar, 2002). Nakon istovremenog
tretmana iICORM-A1 i citokinskog koktela nije bilo razlike u prezivljavanju
pankreasnih ostrvaca i RINmSF celija u odnosu na ostrvca i Celije tretirane samo
citokinima (slika 21c). U skladu sa ovim rezultatom bilo je i prezivljavanje MING
insulinoma ¢elija koje su bile tretirane CORM-AL u prisustvu Hgb i citokina. Na
osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da CORM-AL ispoljava citoprotektivni

efekat na B ¢elije pankreasa i da je za ovaj efekat klju¢ni molekul CO.
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Slika 21. Uticaj CORM-A1 na prezivljavanje i apoptozu pankreasnih ostrvaca, RINm5F i MING6
¢elija nakon tretmana pro-inflamatornim citokinima. 1zolovana pankreasna ostrvca (n=30), RINm5F
(1x10%/bunari¢) i MIN6 (1x10*bunari¢) inkubirane su 48h u odsustvu (kontrola) ili prisustvu TNF+IL-
1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu CORM-AL (25uM) ili iICORM-AL (25uM) ili Hgb (50 pM).
a) Vijabilitet odreden MTT testom. Rezultati su prikazani kao procenat u odnosu na vrednost apsorbancije
kontrole. b) Apoptoza pankreasnih ostrvaca odredena je kori$¢enjem eseja za utvrdivanje apoptoze. c)
Vijabilitet odreden MTT testom. Prikazane su SV + SD iz Cetiri nezavisna eksperimenata. *p<0,05 u

odnosu na kontrolu.
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4.4.3. Molekulski mehanizmi kojima CORM-A1 stiti pankreasna ostrvaca od

apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinima

Dalja istrazivanja iSla su u pravcu otkrivanja mehanizama odgovornih za zastitu
pankreasnih ostrvaca od apoptoze indukovane pro-inflamatornim citokinima. Poznato je
da je p38 MAP kinaza ukljuCena u proces apoptoze P celija pankreasa indukovane
citokinima, kao sto je IL-1p (Saldeen i sar, 2001). Osim p38 signalnog puta, u procesu
apoptoze ucestvuje i JNK kinaza koja aktivira NFxB (Liu i Lin, 2005). Da bi se ispitalo
da li CORM-AL1 ispoljava svoju anti-apoptotsku ulogu modulisanjem aktivnosti ovih
signalnih molekula, merena je njihova ekspresija imunoblot metodom. U cilju
iskljuéivanja mogucnosti da je uoceno zastitno dejstvo CORM-AL posledica maligne
transformacije insulinoma ¢elija, ispitivanje unutarcelijskih mehanizama ukljucenih u
citoprotekciju radeno je na primarnim pankreasnim ostrvcima. Tretman CORM-AL nije
promenio odnos p-JNK/INK, p-p38/p38 i p-NFxB/NF«xB molekula u pankreasnim
ostrvcima u poredenju sa ostrvcima gajenim u prisustvu samo citokina (slika 22a). Ovi
rezultati ukazuju da CORM-AL ne ispoljava anti-apoptotski efekat posredstvom MAP

kinazog signalnog puta.

Pro-inflamatorni citokini u B ¢elijama mogu da aktiviraju mitohondrijski put
apoptoze, kada dolazi do oslobadanja pro-apoptotskog molekula citohroma ¢ (Galluzzi i
sar, 2012). Zbog toga, ispitivan je uticaj CORM-A1 tretmana na koli¢inu citohroma c u
izolovanim pankreasnim ostrvcima nakon citotoksi¢nog stimulusa. Rezultati imunoblot
metode pokazali su da je tretman CORM-AL u prisustvu pro-inflamatornih citokina
TNF+IL-1B3+IFN-y doveo do statisticki znac¢ajnog smanjenja koli¢ine citohroma ¢ u
pankeasnim ostrvcima u odnosu na ostrvca tretirana samo citokinima (slika 22a).
Posledica oslobadanja citohroma c je aktivacija kaspaze-3 (Riedl i Shi, 2004), te je
aktivnost ove kaspaze merena fluorometrijski. Tretman CORM-A1l zajedno sa
citokinima doveo je do statisticki znaCajnog smanjenja aktivacije kaspaze-3 u
pankreasnim ostvcima u odnosu na tretman pro-inflamatornim citokinima (slika 22b).
Ovi rezultati ukazuju da CORM-A1l sprecava apoptozu pankreasnih ostrvaca
indukovanu citokinima TNF+IL-1B+IFN-y tako $to smanjuje koli¢inu citohroma c i

aktivaciju kaspaze-3.
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Slika 22. Molekulski mehanizmi citoprotekcije CORM-AL. Pankreasna ostrvca izolovana iz C57BL/6
miSeva inkubirana su 24h u prisustvu TNFHL-1B+IFN-y (10 ng/ml svaki, Cit) i prisustvu ili odsustvu
CORM-A1 (25uM). a) Koli¢ina proteina izolovanih iz ¢elijskog lizata pankreasnih ostrvaca nakon
tretmana odredena 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
odredena je fluorimetrijski na emisionoj talasnoj duzini (Em) od 535 nm. Prikazane su SV+ SD iz Cetiri

nezavisna eksperimenata. *p<0,05 u odnosu na citokinima tretirana pankreasna ostrvca.
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5. Diskuslija



Dijabetes tipa 1 (DT1) je oboljenje prouzrokovano autoimunskim zapaljenskim
procesom usmerenim prema Langerhansovim ostrvcima pankreasa, §to ima za posledicu
apoptozu B ¢elija. U modelu autoimunskog dijabetesa indukovanog davanjem VMDS
nakon pocetnog ostecenja [ celija, celije imunskog sistema infiltriraju ostrvca
prozvodeéi brojne citotoksicne medijatore koji uniStavaju B celije. 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 spreCavanju autoimunskog procesa balans patogenih M1/Th1/Th17 C¢elija i
protektivnih M2/Th2/Treg celija ima vaznu ulogu. Glavni cilj za prevenciju i/ili
preokret bolesti u zdravo stanje je pronalazenje nacina za o¢uvanje ili poveéanje broja i
funkcije B celija ili produzavanje Zivota preostalih [ celija. Jedan od potencijalnih
terapijskih pristupa bi mogla biti indukcija anti-inflamatornog odgovora Th2 ¢elija
(Muller i sar, 2002) koje bi suprimirale aktivisanje imunskog sistema i tako zastitile 3
¢elije 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 moguc¢ih molekula za leenje DT1.

U ovoj studiji po prvi put je ispitivan terapijsko dejstvo CORM-Al1l u
eksperimentalnom modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS. Ispitivan je
imunomodulatorni efekat CORM-A1 na razli¢ite imunske c¢elije, kao i direktan uticaj

CORM-AL na nivou B ¢elija pankreasnih ostrvaca, ciljnih ¢elija u autoimunskom DT1.

Pocetni nalazi ove studije pokazali su da primena CORM-A1 nije toksi¢na za
CLC u in vitro uslovima, i da uti¢e na diferencijaciju ovih éelija tako $to smanjuje
razvoj Thl i Th17 ¢elija, a povecava diferencijaciju Th2 limfocita. In vivo primena CO
putem donora CORM-AL, suprimira razvoj bolesti u ispitivanom eksperimentalnom
modelu DT1. Dalja istrazivanja usmerena na ispitivanje mehanizama dejstva CORM-Al
primenjenog u ranom profilaktickom tretmanu u modelu DT1 pokazala su da su
protektivni efekti ovog agensa posredovani pomeranjem balansa predominantno
patogenih M1 makrofaga/Thl ¢elija u smeru Th2 tipa imunosti. Pored
imunomodulatornog dejstva, davanje CORM-AL1 ispoljilo je i direktno citoprotektivno
dejstvo na nivou B celija pankreasa, u in vitro uslovima u kojima je simulirano

inflamatorno stanje karakteristicno za nastanak DT1.
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Imajuéi u vidu prethodne nalaze koji ukazuju da pacovi oboleli od DT1 imaju
smanjenu ekspresiju i aktivnost HO-1 u poredenju sa zdravim zivotinjama (Rodella i
sar, 2006), pretpostavka da povecanje koli¢ine CO u organizmu mozZe imati povoljan
efekat pokazala se tacnom jer je CORM-A1 putem oslobadanja CO sprecio razvoj
hiperglikemije u eksperimentalnom modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS.
Takode, povecanje sistemske ekspresije HO-1 (ubrizgavanjem virusnog vektora kao
nosata za gen HO-1 kod predijabeticnih NOD miSeva) ili izlaganje NOD miseva
gasovitom CO, usporilo je progresiju bolesti i prelazak predijabeti¢nog 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 patoloskih
stanja, kao S§to su inflamacija, sepsa, oSteéenje pluca, kardiovaskularne bolesti,
transplantacija, kancer, EAE (Gullotta i sar, 2012). Efikasnost CORM-A1 zaista potice
od oslobadanja CO $§to je pokazano na modelu EAE (Fagone i sar, 2011). Vazno je
naglasiti da je zaStitni efekat CORM-A1 u modelu dijabetesa bio dugotrajan, ¢ak i u
slucaju kratkotrajnog tretmana Zzivotinja (rani profilakticki tretman). Da efekti donora
CO u ispitivanom modelu bolesti nisu nastali kao rezultat interakcije CORM-AL sa
streptozoticinom, kojom bi donor eventualno blokirao dejstvo streptozotocina i
indukciju DT1, pokazuje rezultat da je CORM-A1 sprecio razvoj bolesti i kada je
primenjen nakon prestanka davanja VMDS (kasni profilakti¢ki tretman). Takode,
CORM-A1 sprecava razvoj hiperglikemije i1 kada je primenjen u terapijskom reZimu,
odnosno kada je bolest ve¢ pokrenuta $to je vazan 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 razli¢itim 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, misevi koji su
bili i1zloZzeni gasovitom CO bolje su prezivljavali $to je bilo povezano sa nizim nivoom
pro-inflamatornih citokina IL-6 i IL-1p u serumu (Morse i sar, 2003). Takode, primena
donora CORM-2 redukovala je nivo citokina TNF i IL-1B i povecala nivo anti-
inflamatornog citokina IL-10 u serumu miseva 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 koli¢inu i pro-inflamatornih citokina
IFN-y i IL-17, uz istovremeno povecanje produkcije anti-inflamatornog citokina IL-4.
Kako su IFN-y, IL-17 i IL-4 citokini karakteristiéni za Thl, Th17 i Th2 C¢elije,
respektivno, moze se zakljuciti da u modelu DT1 indukovanom davanjem VMDS

CORM-AL1 ispoljava svoje dejstvo modulacijom pomocnickih T ¢elija.

S obzirom na to da je potvrdeno imunomodulatorno dejstvo CORM-ALl u
patogenezi dijabetesa, zanimljiv je podatak da ovaj agens nije uticao na procenat M1,
M2 makrofaga, pomo¢nickih i citotoksi¢nih T limfocita, kao ni Treg ¢elija u slezini, dok
je procenat B ¢elija bio smanjen. Takode, nije bilo efekata ni na procenat T i B limfocita
u PDLC nakon davanja CORM-AL. Ovi rezultati su u skladu sa studijom u kojoj su
ispitivali razlike u imunskom fenotipu miseva kojima je genetickim manipulacija
iskljuéen gen za HO-1 (HO-17/) u poredenju sa njihovim prirodnim parnjacima
(Kapturczak i sar, 2004). U toj studiji je pokazano da isklju¢ivanje gena za HO-1 nije
uticalo na proporciju T i B limfocita, kao ni monocita/makrofaga u slezini miSeva u
poredenju sa prirodnim parnjacima, dok je u odsustvu ekspresije HO-1 bio favorizovan
pro-inflamatorni Thl odgovor nakon stimulacije mitogenom. Uzev§i u obzir ove
rezultate moze se zakljuc€iti da je HO/CO sistem vaZan u nishodnim fazama imunskog
odgovora, kao Sto je aktivacija limfocita 1 diferencijacija Th celija. Kako CORM-A1l
nije menjao broj ispitivanih imunskih ¢elija, moze se re¢i da primena ovog donora ne
dovodi do generalizovane imunske supresije, ve¢ utice na finu modulaciju imunskog

odgovora.

lako se distribucija imunskih celija u perifernim limfnim tkivima nije bitno
promenila nakon tretmana sa CORM-A1, infiltriranje imunskih ¢éelija u pankreas bilo je
znacajno manje u odnosu na obolele Zivotinje. Upravo ta infiltracija patogenih celija i
stvaranje pro-inflamatornog stanja u pankreasu predstavlja jedan od prvih koraka koji
prethode smrti B Celija, pojavi hiperglikemije i1 klinickih manifestacija DT1 (Eizirik i
sar, 2009). Vazno je napomenuti da primena CORM-A1 sprecava ulazak T limfocita i
makrofaga u pankreas. Histoloska analiza pankreasa pokazala je smanjenu infiltraciju
imunskih ¢elija kako tokom indukcije bolesti (rani profilakticki tretman), tako 1 kada se
ovaj agens primenjuje poSto je autoimunski odgovor usmeren protiv 3 Celija veé

pokrenut (terapijski tretman), $to 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 klini¢ke i histoloSke znake bolesti, §to se ogledalo kao
smanjeno infiltriranje polimorfonukleusnih ¢elija u ki¢menu mozdinu. Takode,
indukcija ekspresije HO-1 enzima redukovala je formiranje inflamatornih ZariSta u
centralnom nervnom sistemu (CNS), suprimirala je proliferaciju Th ¢éelija unutar CNS,
redukovala je procenat CD4" éelija koje su eksprimirale IFN-y, ali frekvencija Th éelija
koje su eksprimirale IL-10 nije bila promenjena (Chora i sar, 2007). Pored toga,
primena gasovitog CO smanjila je oStec¢enje tkiva uzrokovano ishemijom/reperfuzijom
u modelu transplantacije bubrega, a protektivni efekti CO ukljucivali su smanjeno
infiltriranje makrofaga (Nakao i sar, 2005). Poznato je da infiltriranje imunskih ¢elija u
pankreas vodi stvaranju ROS, RNS i pro-inflamatornih citokina od strane imunskih
¢elija, ali i samih B ¢elija. Oslobodeni pro-inflamatorni medijatori doprinose ostecenju 3
¢elija u DT1 (Lightfoot i sar, 2012). U modelu eksperimentalnog nekrotizujuceg
enterokolitisa primena CO smanjila je aktivaciju iINOS 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-A1l
u nasem modelu, pored smanjene infiltracije ¢elija, praceno 1 smanjenim oStecenjem
pankreasnih ostrvaca izazvanim produkcijom ROS i RNS, pa se moze zakljuciti da
CORM-AL ispoljava svoje dejstvo kako na B celije, tako i na imunske celije koje

infiltriraju pankreas.

Makrofagi su prve celije koje ulaze u pankreas tokom inicijacije dijabetesa
indukovanog VMDS. Ove ¢elije mogu imati dvojaku ulogu u patogenezi DT1. Smatra
se da M1 makrofagi predstavljaju jedne od prvih ¢elija koje pokrecu insulitis 1 smrt 3
¢elija pankreasa produkcijom pro-inflamatornih citokina, ROS i RNS, dok se
alternativno aktivisani makrofagi (M2) dovode u vezu sa smanjenjem hiperglikemije,
insulitisa 1 inflamacije u pankreasu, pa se smatra da imaju =zaStitnu ulogu u
autoimunskom DT1 (Espinoza-Jiménez i sar, 2012). Visok procenat naivnih makrofaga
nalazi se u peritoneumskoj Supljini (Zhang i sar, 2008). Kako je u nasoj studiji CORM-
Al davan intraperitoneumski, a imaju¢i u vidu vreme poluzivota donora CO u
fizioloskim uslovima (Motterlini i sar, 2005), makrofagi predstavljaju jedne od prvih
imunskih ¢elija na koje CORM-A1 moze ispoljiti svoje dejstvo. Donor CO smanjio je

procenat M1 makrofaga, ali nije uticao na procenat M2 makrofaga. Moglo bi se
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zakljuciti da je primarni efekat CORM-Al u pravcu supresije citocidne masinerije
makrofaga, jer je primena donora CO smanjila produkciju pro-inflamatornih medijatora
kao §to 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 iINOS i produkciju NO u stimulisanim makrofagima
(Srisook i sar, 2006). Imajuci u vidu rezultate ove disertacije, moze se pretpostaviti da je
smanjeno prisustvo M1 makrofaga u pankreasu posledica ili direktnog uticaja CO na
diferencijaciju makrofaga na periferiji ili sprecavanja ulaska ovih makrofaga u ciljno
tkivo. Modulacija pro-inflamatornog odgovora posredovanog M1 makrofagima, koji su
takode i APC, moze se odraziti na oblikovanje adaptivnog imunskog odgovora vodenog

pomo¢nickim T ¢éelijama.

Pored makrofaga, T limfociti su drugi tip ¢elija veoma vaznih za odrzavanje
autoimunskog odgovora usmerenog ka ( celijama. Pokazano je da povecana koli¢ina
CO kod NOD miseva smanjuje produkciju IFN-y (citokina Th1 ¢elija) u slezini miSeva,
ali da ne uti¢e na sekreciju citokina karakteristi¢nih za Th2 ¢elije, IL-4 i IL-10 (Hu i sar,
2007). Takode, u istoj studiji pokazano je da je prekomerna ekspresija HO-1 suprimirala
funkcionalno sazrevanje DC, usled Gega je bila smanjena indukcija Thl éelija i
progresija bolesti. U skladu sa ovim rezultatom, davanje CORM-A1 u modelu DT1
izazvanom VMDS modulisalo je Thl odgovor u slezini, §to se ogledalo kao smanjeni
procenat Thl ¢elija, pracen smanjenjem ekspresije gena za citokin ove subpopulacije T
limfocita, IFN-y, kao i njegove sekrecije. Donor CO doveo je do smanjenja sekrecije IL-
17 i povecanja sekrecije anti-inflamatornog citokina IL-4, medutim, nije ispoljio efekat
na procenat Th17 1 Th2 ¢elija u slezini eksperimentalnih miSeva. Osim Thl17 ¢celija,
poznato je da yd T c¢elije, NKT celije (engl. Natural Killer T), kao i nedavno otkrivene
urodene limfoidne ¢elije (ILC engl. Innate Lymphoid Cells) predstavljaju vazne celije
urodene imunosti koje sekretuju IL-17 u odgovoru na razli¢ite stimuluse (Gladiator i
LeibundGut-Landmann, 2013). Takode, pored Th2 ¢elija, IL-4 takode sekretuju i NKT
(Au-Yeung i Fowell, 2007), yd T ¢elije (Gerber i sar, 1999), kao i eozinofili (Piehler i
sar, 2011), bazofili (Khodoun i sar, 2004) i mast ¢elije (Gessner i sar, 2005). Na osnovu

svega navedenog, moze 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 Thl7 ¢elija, te se moze zakljuciti da
imunomodulatorno dejstvo CORM-AT1 u naSem modelu DT1 nije ograni¢eno samo na

pomo¢nicke T limfocite, ve¢ i druge imunske ¢elije koje su izvor citokina IL-17 i IL-4.

Pored efekta na imunske celije u slezini, CORM-AL je modulisao i imunskKi
odgovor u PDLC. Ispitivanje inflamatornog statusa PDLC je veoma vaZno s obzirom na
to da nakon inicijalne destrukcije B c¢elija pankreasa, APC prisutne u pankreasu
preuzimaju autoantigene B ¢elija i migriraju u PDLC gde ih prikazuju autoreaktivnim T
i B limfocitima (Calderon i Unanue, 2012; Hoglund i sar, 1999). U zavisnosti od
okruzenja u kome se naivne Th ¢elije nalaze, one mogu da se diferentuju u protektivne
Th2 ¢elije ili agresivne Thl 1 Th17 ¢elije koje ucestvuju u progresiji bolesti. Primena
agensa koji oslobada CO u ispitivanom modelu DT1 dovela je do povecanog procenta
Th2 ¢éelija u PDLC, kao i poveéane ekspresije gena za anti-dijabetogene citokine IL-4 i
IL-10, odnosno povecane sekrecije 1L-10, dok sekrecija citokina IL-4 nije bila
detektabilna. Davanje CORM-A1 nije uticalo na Thl odgovor u PDLC, za razliku od
odgovora ovih ¢elija u slezini, §to sugeriSe da su efekti ovog agensa tkivno specificni i
zavise od lokalnog okruzenja u kome se Th ¢elije nalaze. Takode, jedan od razloga za
razli¢itu distribuciju Th ¢elijja u limfnim organima je moguce dejstvo CORM-AL na
migratorne sposobnosti limfocita, odnosno na ekspresiju adhezivnih molekula ili

hemokina koji usmeravaju specifi¢no kretanje Celije.

Pokazani efekti CORM-Al na Th diferencijaciju mogu biti direktni ili
indirektni. Direktni efekti CORM-A1 ogledaju se u redukovanju procenta Thl i Th17
¢elija 1 sekrecije reprezentativnih citokina, a u smeru povecanja procenta Th2 ¢elija, Sto
je pokazano u in vitro sistemu. Molekulski mehanizmi kojim HO-1/CO sistem uti¢e na
diferencijaciju T ¢elija nisu u potpunosti razjasnjeni. U studiji u kojoj je enzim HO-1
indukovan davanjem hemina, organskog jedinjenja koje sadrzi protoporfirinski prsten sa
gvozdem za koje je vezan hlor, bila je smanjena ekspresija RORyT i aktivacija STAT3,
transkripcionih faktora koji ucestvuju u razvoju Thl7 ¢elija, pa je sledstveno bila
inhibirana diferencijacija Th17 ¢elija, ali nije bilo efekata na Thl i Th2 ¢elijski odgovor
(Zhang i sar, 2013). U nasem radu primena CORM-ALl redukovala je Thl17
diferencijaciju posredstvom smanjenja ekspresije RORyT transkripcionog faktora u

CLC u in vitro uslovima. lako je CORM-A1 tretman modulisao sekreciju IFN-y
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citokina, nije uticao na ekspresiju transkripcionog faktora T-bet, klju¢nog za ekspresiju
ovog citokina. Medutim, in vivo primena CORM-A1 znacajno je smanjila ekspresiju
STAT4, molekula koji je uklju€en u signalni put odgovoran za transkripciju gena za
IFN-y. lako se populacija Th2 ¢elija povecava nakon tretmana CORM-AL nije bilo
uticaja na ekspresiju transkripcionog faktora GATA-3, te se moZe pretpostaviti da
CORM-AT modulise druge molekule ukljucene u prenos signal koji vode ekspresiji IL-
4, kao $to je STAT6 (Rautajoki i sar, 2008). S obzirom na to da se efekti CORM-AL na
Th diferencijaciju unekoliko razlikuju izmedu in vitro i in vivo sistema, jedno od
moguéih objasnjenja nalazi se u Cinjenici da in vitro istrazivanja predstavljaju
pojednostavljen sistem koji se ispituje u kontrolisanim, izolovanim uslovima, za razliku
od zivog sistema koga odlikuje izuzetna slozenost, te je nekad tesko da se ekstrapoliraju
rezultati in vitro istraZivanja na zivi sistem. Pored direktnog efekta CORM-AL na razvoj
T limfocita modulacijom njihovih signalnih molekula, uticaj donora CO na Th
diferencijaciju moze biti i posledica dejstva CO na APC. Pokazano je da izlaganje DC
gasovitom CO (Simon i sar, 2013) ili donoru, CORM-2 (Rémy i sar, 2009) smanjuje
imunogene osobine ovih ¢elija i usmerava ka tolerogenom fenotipu za koji se smatra da
usporava ili ¢ak spre¢ava razvoj DT1. Primena CORM-A1 u nasem modelu smanjila je
pro-inflamatorni odgovor M1 makrofaga, pa je samim tim moguce pretpostaviti da je
smanjen procenat Thl i Th17 Celija upravo rezultat smanjene prezentacije autoantigena

B ¢Celija.

Veoma bitan deo populacije pomoc¢nickih T limfocita predstavljaju i Treg celije
(Sakaguchi S i sar, 2009). Funkcija ovih celija je da reguliSu imunski odgovor
suprimiranjem aktivnosti patogenih imunskih ¢elija. U naSem modelu broj ovih ¢elija
nije se menjao nakon CORM-A1 tretmana u odnosu na obolele zivotinje, $to se moze
objasniti odsustvom efekta donora CO na naivne CD4" prekursorske ¢elije. Naime, u
zavisnosti od citokinskog miljea u kome se nalazi, prekursorska CD4" éelija moze da se
diferencira kako u Th17 tako i u Treg (Eisenstein i Williams, 2009). S obzirom na to da
ni broj Th17 ¢elija nije bio promenjen pod desjtvom CORM-A1, moZe se zakljuciti da

CO zaista ne utice na naivne ¢elije, prekursore Th17/Treg Celija.

Pored Treg ¢elija, imunski odgovor mogu da suprimiraju i razli€iti citokini, kao

Sto je i IL-10. IL-10 inhibira pro-inflamatorni odgovor urodenog i adaptivnog imuniteta,
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ucestvuje u rezoluciji inflamacije i sprecava lezije tkiva izazvane preteranim imunskim
odgovorom, te se smatra protektivnim molekulom u razli¢itim autoimunskim bolestima
kao $to je inflamatorna bolest creva (Braat i sar, 2003), reumatoidni artritis (Alanard i
sar, 2010), EAE (Bettelli i sar, 1998), kao i DT1 (Singh i sar, 2011). Ovaj citokin
produkuju prvenstveno aktivisane Th2 cCelije (Ng i sar, 2013), ali se danas zna da je IL-
10 klju¢ni citokin za supresivne sposobnosti B regulatornih ¢elija (Breg) (Mauri C i
Blair PA, 2010). Iako je u nasem modelu populacija B limfocita smanjena nakon
tretmana CORM-A1, kako na periferiji tako 1 u ciljnom tkivu, ne moze se iskljuciti
pretpostavka da povisenoj produkciji IL-10 pored Th2 doprinose i Breg ¢elije. Takode,
u literaturi je pokazano da ukljuc¢ivanje HO-1/CO sistema povecava sekreciju anti-

inflamatornog citokina IL-10 (Otterbein i sar, 2000).

Pored modulacije imunskog sistema, anti-dijabetogeno dejstvo CORM-A1 moze
ukljucivati i direktne protektivne efekte donora CO na B ¢elije pankreasa. Jedan od
ranih pokazatelja poremecaja funkcije B ¢elija ukljucuje odloZeni i sporiji odgovor na
glukozu i oscilacije u sekreciji insulina (Bell i Polonsky, 2001). Hiperglikemija i
klini¢ka manifestacija DT1 javljaju se kada disfunkcija ili gubitak B celija padne ispod
kriticnog praga, usled ¢ega nema dovoljne sekrecije insulina kojom bi se regulisao
metabolizam glukoze. Kod Zivotinja koje su primale CORM-Al bila je povecana
sekrecija insulina, ¢ime se moZe objasniti odsustvo razvoja hiperglikemije. NaSi
rezultati bili su u skladu sa rezultatima studije u kojoj je davanje hemina kod pacova
kojima je DT1 indukovan davanjem pojedinacne doze streptozotocina redukovalo
hiperglikemiju 1 poboljSalo metabolizam glukoze, dok je primena inhibitora HO-1
ponistila anti-dijabetogene efekte ovog enzima (Ndisang i Jadhav, 2009). Primena
hemina povecala je nivo insulina u plazmi 1 potencirala molekule uklju€ene u osetljivost
na insulina 1 u signalni put pokrenut insulinom, kao $to su adiponektin, adenozin-
monofosfat protein kinaza, cikli¢ni adenozin-monofosfat, cikli¢ni guanozin-monofosfat
1 GLUTA4. Poremecaji u funkcionisanju 3 ¢elija mogu nastati zbog infiltrisanja imunskih
¢elija u pankreasna ostrvca i lokalnog oslobadanja citokina. Pokazano je da in vitro
izlaganje B c¢elija pankreasa citokinima IL-1f ili IL-1 zajedno sa IFN-y dovodi do
funkcionalnih promena [ celija koje su sliéne promenama primecenim kod pre-

dijabeti¢nih 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
¢elijskom membranom B ¢elija, usled ¢ega je smanjena egzocitoza granula (Ohara-
Imaizumi i sar, 2004). Tretman pankreasnih ostrvaca izolovanih iz C57BL/6 miSeva
kombinacijom citokina IL-1B+IFN-y+TNF smanjio je sekreciju insulina, dok je
istovremena primena donora koji oslobada CO sa citotoksi¢nim koktelom citokina
povecala sekreciju insulina. Ovi rezultati se podudaraju sa rezultatima studije u kojoj je
oslobadanje insulina bilo stimulisano izlaganjem izolovanih pankreasnih ostrvaca
egzogenom CO ili heminu, koji indukcijom enzima HO-1 dovodi do oslobadanja CO

(Henningsson i sar, 1999).

Osim funkcionalnih promena, tokom DT1 dolazi i do smrti B ¢elija izlozenim
produzenom delovanju citokina IL-1f3, IFN-y i TNF (Eizirik i Mandrup-Poulsen, 2001).
Direktni efekti CORM-A1 na B ¢elije u uslovima koji postoje tokom patogeneze bolesti
ispitani su in vitro simulacijom u prisustvu pro-inflamatornih citokina. Tretman CORM-
Al ocuvao je vijabilitet i spasio B ¢elije od apoptoze indukovane pro-inflamatornim
citokinima, $to je bilo u skladu sa literaturnim podacima. Naime, prekomerna ekspresija
enzima HO-1 u ¢elijama insulinoma BTC3 zastitila je ¢elije od apoptoze indukovane
citokinom TNF (Pileggi i sar, 2001). Medutim, anti-apoptotski efekti HO-1 bili su
suprimirani kada je aktivnost HO-1 blokirana primenom kalaj protoporfirina IX
(SnPPIX), dok je istovremena primena SnPPIX 1 izlaganje celija insulinoma ili
pankreasnih ostrvaca gasovitom CO, sprecila apoptozu izazvanu primenom TNF
(Glnther i sar, 2002). Primena inaktivne forme jedinjenja iCORM-A1, koja nema
mogucénost oslobadanja CO, ili Hgb, koji funkcioniSe kao hvata¢ CO 1 na taj nacin
neutraliSe njegovo dejstvo, u naSem sistemu nije zasStitila ostrvca i ¢elije insulinoma od
citotoksi¢nog dejstva pro-inflamatornih citokina, $to ukazuje da anti-apoptotski efekti
CORM-AL1 zavise od CO.

Anti-apoptotski efekti HO-1/CO sistema pokazani su i u studiji u kojoj su
endotelne Celije prekomerno eksprimirale HO-1 ili su bile izlozene gasovitom CO, a
apoptoza indukovana citokinom TNF (Brouard i sar, 2000). Mehanizmi zaStite HO-
1/CO u ovom model sistemu ukljucivali su povecanu aktivaciju p38 MAPK i NFxB
(Brouard i sar, 2002). Medutim, u nasoj studiji tretman CORM-A1 u in vitro modelu

nije stimulisao aktivaciju p38 i JNK MAPK signalnog puta, kao ni i NFkB, 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 specifi¢ni. Naime, u monocitima (Otterbein i sar, 2000) i endotelnim
¢elijama (Brouard i sar, 2000) efekti CO ukljucuju signalni put p38 MAPK sistema, dok
u fibroblastima (Petrache i sar, 2000), B celijama pankreasa (Ginther i sar, 2002) i
glatkim misi¢nim ¢elijama (Liu i sar, 2002) anti-apoptotski efekti CO nezavisni su od
puta p38 kinaze i zavise od solubilne guanil ciklaze i nivoa cikli¢nog guanozin-

monofosfata.

Kako oslobadanje citohroma ¢ iz mitohondrija ima centralnu ulogu u
unutras$njem putu apoptoze (Huttemann i sar, 2011), ispitivano je da li CORM-Al
regulacijom Kkoli¢ine ovog molekula ostvaruje uocene zaStitne efekte na nivou
izolovanih pankreasnih ostrvaca. U naSem sistemu primena donora CO sprecila je
povecanje koli¢ine citohroma c izazvano citokinima. Citosolna funkcija ciohroma c je
da pomocu proteina APAF aktivira kaspazu-9, koja dalje aktivira nizvodne kaspaze-3, -
6 i -7. Kao posledica kaskadne aktivacije kaspaza dolazi do morfoloskih i biohemijskih
promena i apoptoze ¢elija (Kang i sar, 2009). Smanjeno oslobadanje 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 miSi¢nih Celija srca indukovanu
ishemijom/reperfuzijom. U skladu sa literaturnim podacima, smanjena koli¢ina
citohroma ¢ u pankreasnim ostrvcima nakon tretmana CORM-AL rezultovala je
smanjenom aktivnoS¢u kaspaze-3. Na osnovu ovih rezultati moze se zakljuciti da anti-
apoptotski efekat CO u pankreasnim ostrvcima ukljuuje smanjenu aktivaciju

mitohondrijskog puta apoptoze.

Osobe kojima je dijagnostikovan DT1 zahtevaju dozivotnu terapiju egzogenim
insulinom 1 imaju rizik od brojnih komplikacija koje ukljucuju sréane bolesti,
otkazivanje bubrega i slepilo. lako se tehnike transplantacije pankreasnih ostrvaca
stalno usavrSavaju, ovaj nacin leCenja bolesti i dalje je komplikovan jer zahteva
dugotrajnu imunosupresiju i ne dovodi do eliminacije bolesti. |1 pored napora da se
trenutnim terapijama poboljSa kontrola nivoa glukoze u krvi i smanji rizik od mogucih

komplikacija koje ova bolest sa sobom nosi, i dalje je neophodno razviti strategiju u
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lecenju koja bi ogranicila ili zaustavila proces bolesti. Rezultati prikazani u ovoj
disertaciji ukazuju da bi kontrolisano oslobadanje CO od strane CORM-Al moglo
predstavljati koristan terapijski pristup za tretman DT1, jer svojim imunomodulatornim
karateristikama Stiti od razvoja inflamacije, a citoprotektivne osobine CO sprecavaju
oStecenje B ¢elija pankreasa. Imajuci u vidu slozenu etiologiju bolesti i nedostatke rane
dijagnostike DT, jer se klinicki simptomi bolesti kod ljudi javljaju kada je 80-90% 3
¢elija ubijeno, terapijska primena CORM-Al u kasnijim fazama bolesti protektivno
deluje na razvoj DT1.
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6. Zaklju&ci



Kontrolisanim otpuStanjem ugljen-monoksida, ¢iji je terapijski efekat pokazan u

pojedinim eksperimentalnim autoimunskim i inflamatornim bolestima, CORM-Al

moze modifikovati 1 razvoj inflamacije pankreasnih ostrvaca posredovanog T

limfocitima 1 sledstveni razvoj autoimunskog dijabetesa. Direktnim delovanjem na 3

¢elije pankreasa CORM-A1 &titi ove cCelije od apoptoze, dok dejstvom na celije

imunskog sistema kontrolise predijabeticni M1/Th1/Th17 imunski odgovor pomerajuéi

ga u smeru zaStitnog M2/Th2/Treg tipa | spreavajuci invaziju patogenih imunskih

¢elija u ciljno tkivo.

Zakljucak je izveden na osnovu sledecih rezultata:

CORM-A1 u in vitro uslovima favorizuje diferencijaciju Th2 celija celija
limfnog ¢vora miSeva C57BL/6 soja, a smanjuje diferencijaciju Thl i Th17
¢elija, dok ne utie na prezivljavanje, aktivaciju i proliferaciju T limfocita. Svoje
dejstvo na razvoj Th17 Celija ostvaruje smanjenjem ekspresije transkripcionog
faktora RORyT, dok ne menja ekspresiju faktora od kojih zavisi diferencijacija
Th1l i Th2 ¢elija.

Primena CORM-A1 u ranom ili kasnom profilaktickom, kao i terapijskom
rezimu u modelu DT1 izazvanom davanjem VMDS odrZava normalnu sekreciju

insulina i sprecava pojavu klini¢kih i histoloskih manifestacija bolesti.

Rani profilakticki rezim CORM-AL inhibira pro-inflamatorni odgovor
posredovan M1 makrofagima i Thl ¢elijama i favorizuje anti-inflamatorni Th2
odgovor. Pored smanjene sekrecije pro-inflamatornih citokina na sistemskom
nivou, davanje CORM-AL smanjuje procenat M1 makrofaga i produkciju pro-
inflamatornih medijatora u peritoneumu i Thl/Thl7 odgovor u slezini.
Istovremeno, tretman donorom CO povecava Th2 odgovor u pankreasnim
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima. Na nivou ciljnog tkiva, pankreasa, davanje

CORM-A1 pomera balans Th1/Th2 ¢elija ka anti-dijabetogenom Th2 odgovoru.

Prezivljavanje pankreasnih ostrvaca i [ Celija in vitro tretiranih citokinima

TNF+IL-1B+IFN-y povecano je u prisustvu donora CO, koji svoje dejstvo
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ispoljava smanjenjem kolicine pro-apoptotskog citohroma c i aktivacije kaspaze-

3. Zastitini efekti praceni su oCuvanjem sekrecije insulina.
Iz svega izlozenog moze se zakljuéiti da CORM-AL, sintetsko jedinjenje koje oslobada

CO na kontrolisani nacin, predstavlja obecavajueg kandidata za farmakolosku

modulaciju autoimunskih oboljenja, kao Sto je dijabetes tipa 1.
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Mpwrnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MNoTnucaHa MBaHa Hukonuh

Opoj ynuca 53022/2010

UsjaBrbyjem
[la je [oKTOpCcKa AvcepTauumja nog HacrnosBom

Ynora fJoHopa yribeH-moHokeuaa CORM-A1 y Mogynaumjn ekcnepuMeHTanHo MHAYKOBaHOr

avjabeteca tvna 1 kog C57BL/6 muLeBa

® pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXusaykor paga,

* Aa npeanoxeHa auceptauuja y LenuHW HU y AenosBuMa Huje 6una npegnoxeHa 3a
Aobujare Guo Koje Auniome npema CTyAWjCKAM NporpaMmma ApyrX BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHoBa,

e [a Cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeAEeHU U
* [la HMCaM KpLuuna ayTopcka npasa v KOpUCTUNAa UHTENEKTyasriHy CBOjUHY ApYruxX nuua.

MoTtnuc pokTopaHpa

Y Beorpapgy, 30.06.2014.

Qe Wets




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 uctoBeTHOCTU WITamMnaHe u €JIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

Wme 1 npesume aytopa WeaHa Hukonwuh

Bpoj ynuca 53022/2010

Ctyaujcku nporpam UmyHoburonoruja

Hacnos papa ynora 4oHopa yribeH-MoHokeuaa CORM-A1 y Mogynaumin

EKCcnepumeHTanHo nHaykosaHor anjabeteca tuna 1 koa C57BL/6 MuweBa

MeHTop Ap Tamapa Cakcupga v ap MuneHa KaTapaHoBcku

[ToTnucaHa MBaHa Hukonuh

W3jaBrbyjem Aa je wramnaHa sBepsuja Mor AOKTOPCKOT pajjla NCTOBETHA erleKTPOHCKO] Bep3uju
koy cam npegana 3a o6jaBrbuBakbe Ha noptany [AurutanHor penosutopujyma
YHuBep3sutera y Georpagy.

HosBorbaBam fga ce o6jase MojU NMUYHM nofjaun BesaHn 3a pobujakbe akagemckor 3Barb-a

AOKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy ume un npesnme, rogMHa U MecTo poT]eH:a n oatym o,q6paHe paga.

OBM nuyHM nojaum mory ce 00jaBUTN Ha MpEeXHUM cTpaHuLama AvrutanHe Gubnuoteke, y
€NEKTPOHCKOM KaTanory n y nybnukaumjama YHusepsautera y Beorpapy.

MoTnuc aokropanpa

Y Beorpagy, 30.06.2014.

(Towe, Wupes




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBeTosap Mapkosuh® pa y [Oduratandu
penosutopujym YHusepauteta y beorpagy yHece mMojy fOKTOPCKY AucepTauujy nof HacroBoM:

Lynora goHopa yribeH-MoHokcuaa CORM-A1 y moaynaumin ekcnepuMeHTanHo UHAYKOBAHOT
oujabeteca tuna 1 kog C57BL/6 muliesa"

Koja je Moje ayTopcKo [eno.

AucepTaumjy ca cBum npunosuma npepao/na caMm y €nekTPoOHCKOM dopmaTy MorogHom 3a
TpajHO apXxuBMpame.

Mojy pokTopcky AucepTauujy noxpawseHy y [urutanHu penosvTopujyMm YHusepauTeta y
Beorpagy mory aa kopucte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHLe
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4yuo/na.

1. AyTtopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUUMjanHo

3. AyTopcTBO — HEkOMepLUmjanHo — 6e3 npepage

AyTOPCTBO — HEKOMEPLWjanHo — AeNUTU Nog UCTUM yCrioBuMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnuUTM NoA UCTUM YCIoBMMa

(Monumo fa 3aoKkpyxuTe camo jeAHy of LUECT NMoHyReHUX NuueHUM, KpaTak onuc nuueHumM aart
je Ha noneRuHn nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpaay, 30.06.2014.

Chaue \XW/@‘




1. AyTopcTBO - [lo3aBorbaBaTte yMHOXaBawe, AMCTPUBYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBarwe fAena, w
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH op cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuuexue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja og CBUX NALIEHLA.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [losBorbaBaTe yYMHOXaBarwe, AUCTPUBYUMjy W jaBHO
caonwiTasakwe Aena, u npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe
ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He Ao3BorbaBa KomepumjanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKomepuujanHo — 6e3 npepafe. [losBorbaBarte yMHOXaBare, AUCTpUByLmjy 1
jaBHO caonwTaBawe fAena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBoM geny,
ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu aasaola nuueHue. Osa
NuueHUua He [403BOSbaBa KomepuujanHy ynoTtpeby gena. Y ofHOCYy Ha CBe ocTarne nuueHue,
OBOM JIMLIEHLIOM Ce orpaHnyasa Hajsehu obum npasa kopuwhera gena.

AyTOpCTBO - HEKOMEepLUjanHo — AEnNUTY Noj UCTUM ycnoBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBaHhe,
AucTpnbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBarke Aena, v Npepage, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oApefeH o cTpaHe ayTopa unu gasaola NUUEHLEe U ako ce npepaga aAvctpubynpa noj McTom
unu cnumdHom nuvueHuom. OBa nuueHuUa He [o3BorbaBa komepuujanHy ynoTpeby pena u
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3s npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUOYLMjy M jaBHO
caonwraeake fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosamwa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako ce
HaBede uMme ayTopa Ha HayuH oapefeH of cTpaHe aytopa wnu aasaoua nvueHue. Osa
nuueHLa [o3Borbasa komepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - genuTy noj WCTUM ycrnoeuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY 1
jaBHO caonwrTasare Aena, U npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeReH of
CTpaHe ayTopa wnv AaBaola fnuueHue U ako ce npepaga guctpubyumpa nog UCToM uvnu
cnvyHoM nuueHuom. OBa nuueHUa Ao3BorbaBa KomepuwjanHy ynotpeby gena u npepapa.
CrnnuHa je cobTBEpCKUM NULIEHLAMA, OAHOCHO JIULEHLIaMa OTBOPEHOT KoAa.



