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САЖЕТАК 

Дефицијенција галектина-3 (Gal-3) je удружена са атенуацијом експерименталног 

аутоимунског енцефаломијелитиса (ЕАЕ) код C57BL/6 мишева. Инфекција  мишјим 

цитомегаловирусом (MCMV од енг. Murine Cytomegalovirus) прекида резистенцију 

BALB/c мишева на индукцију ЕАЕ. У овој студији је показано да одсуство Gal-3 утиче на 

имунски одговор на MCMV и да претходна инфекција MCMV-ом прекида атенуацију ЕАЕ 

код Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева (Gal-3 KO). Клиничке и хистолошке 

карактеристике ЕАЕ који развијају Gal-3 KO мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 

након инфекције цитомегаловирусом су сличне оним које развијају неинфицирани 

имунизовани C57BL/6 WT мишеви. У инфилтратима централног нервног система (ЦНС) 

Gal-3 KO мишева имунизованих пептидом MOG35-55 после инфекције MCMV-ом уочена је 

већа заступљеност инфламацијских CD8+ ћелија него инфламацијских CD4+ ћелија. 

Дефицијенција Gal-3 je удружена са повећањем процента класично активираних 

макрофага у мозгу мишева имунизованих пептидом MOG35-55 након инфекције MCMV-ом. 

Одсуство Gal-3 повећава проценат инфламацијских ефекторско-меморијских (IFN-

γ+CD4+CD28-) лимфоцита у периферној крви и инфламацијских NK и NKT ћелија у 

слезини мишева инфицираних MCMV-ом.. Gal-3 KO мишеви развијају тежи хепатитис 

након инфекције MCMV-ом са више запаљенских и некротичких фокуса, израженијом 

апоптотозом и некроптозом хепатоцита и већом репликацијом вируса. Већем оштећењу 

јетре код Gal-3 KO мишева инфицираних MCMV-ом не доприноси активност NK ћелија. 

Већа експресија TNF-α у хепатоцитима инфицираних  Gal-3 KO мишева, удружена са 

већом апоптозом ових ћелија уз смањење инфламације и апоптозе хепатоцита код мишева 

код којих је блокиран TNF-α указује да TNF-α игра улогу у већем оштећењу јетре Gal-3 

KO мишева изазваном инфекцијом MCMV-ом. Примена рекомбинантног Gal-3 смањује 

инфламацију и некрозу хепатоцита у јетри инфицираних Gal-3 KO мишева. Примена 

инхибитора галектина-3 значајно повећава некрозу јетре WT мишева након инфекције 

MCMV-ом. Резултати ове студије указују да Gal-3 модулише имунски одговор на MCMV 

и тако смањује оштећење ткива изазвано вирусном инфекцијом и развој аутоимунске 

неуроинфламације. 
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ABSTRACT 

Galectin-3 (Gal-3) deficiency is accompanied with Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis (EAE) attenuation in C57BL/6 mice. Murine cytomegalovirus infection 

(MCMV) abrogates resistance of BALB/c mice to EAE induction. Here, we have provided the 

evidence that Gal-3 deficiency affects immune response to MCMV and abrogates attenuation of 

EAE in Gal-3 deficient mice (Gal-3 KO). Gal-3 KO mice immunized with MOG35-55 after 

MCMV infection develop clinical and histological signs similar to those seen in uninfected 

immunized C57BL/6 WT mice. Larger proportion of inflammatory CD8+ cells than 

inflammatory CD4+ cells is detected in the CNS infiltrates of Gal-3 KO mice immunized with 

MOG35-55 after MCMV infection. Gal-3 deficiency favors classical activation of macrophages in 

CNS after MOG35-55 immunization. Gal-3 deficiency also increases percentage of inflammatory 

effecto-memory (IFN-γ+CD4+CD28-) cells in peripheral blood and inflammatory NK and NKT 

cells in spleen of MCMV infected mice. Enhanced hepatitis manifested by more inflammatory 

and necrotic foci, enhanced apoptosis and necroptosis of hepatocytes and enhanced viral 

replication were detected in MCMV-infected Gal-3 deficient mice. NK cells do not contribute to 

more severe liver damage in MCMV-infected Gal-3 KO mice. Enhanced expression of TNF-α in 

the hepatocytes of Gal-3 KO mice after MCMV infection, abrogated hepatocyte death, and 

attenuated inflammation in the livers of Gal-3 KO mice after TNF-α blockade suggest that TNF-

α plays the role in enhanced disease in Gal-3 deficient animals. Treatment with recombinant Gal-

3 reduces inflammation and especially necrosis of hepatocytes in the livers of MCMV-infected 

Gal-3 KO mice. Treatment with Gal-3 inhibitor significantly enhances liver necrosis in MCMV 

infected WT mice. Our results indicate that Gal-3 modulates immune response to MCMV and 

thus attenuates tissue damage induced by viral infection and development of autoimmune 

neuroinflammation. 
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1. УВОД 

1.1. Цитомегаловирус 

Цитомегаловирус (енгл. Cytomegalovirus, CMV) je стриктно species специфични вирус који 

припада фамилији Herpetoviridae, субфамилији β-Herpesvirinae. Иако су интрануклеарне 

инклузије типичне за инфекцију цитомегаловирусом уочене још 1881. године, хумани и 

мишји тип CMV-а су независно изоловани тек 1956. и 1957. године (1). Хумани 

цитомегаловирус (енгл. Human Cytomegalovirus, HCMV) је убиквитарни вирус, спада у 

групу најраспрострањенијих хуманих вируса који код имунокомпетентних особа изазива 

углавном асимптоматске инфекције, док у стањима имунодефицијенције, после 

траснплантација, код оболелих од AIDS-a, изазива тешке облике болести чак и смрт (2, 3). 

HCMV се преноси директним контактом са телесним течностима инфициране особе и 

примарна инфекција се најчешће догађа у детињству (4). Преноси се и трансплацентарно и 

може изазвати озбиљно оштећење централног нервног система са развојем тешких 

неуролошких поремећаја попут глувоће, микроцефалије, менталне ретардације и 

епилепсије (5). HCMV инфицира велики број ћелија, међу њима и фибробласте, 

макрофаге, ћелије глатке мускулатуре, епителне и ендотелне ћелије (1). Као и сви остали 

херпес вируси, након примарне инфекције и литичке репликације, CMV успоставља 

доживотну латенцију, са фазама реактивације и секреције вируса (6). 

Величина цитомегаловируса је око 200 nm. CMV садржи четири компонентне: језгро, 

капсид, тегумент и омотач (Шема 1). У језгру се налази дволанчана линеарна ДНК дужине 

220 kbр, са капацитетом кодирања око 100 протеина. Протеински омотач, капсид, 

окружује језгро и заједно граде нуклеокапсид (7). Капсид је окружен тегументом који 

садржи неколико протеина који учествују у склапању вириона и успостављању 

продуктивне инфекције у новој ћелији. Током инфекције ови протеини ремете одбрамбене 

механизме домаћина и помажу у активацији експресије вирусних гена (8). Последња 

компонента вириона херпес вируса је омотач, чија двослојна липопротеинска мембрана 

потиче oд нуклеарне и ћелијске мембране инфицираних ћелија домаћина. Омотач вируса 

садржи неколико вирусних гликопротеина од којих су неки, као што су gB и gH, кључни 

за улазак вируса у ћелије (9). 
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Шема 1. 

 

Шема 1. Структура CMV вириона. Преузето из Immunobiology of Human Cytomegalovirus: 

from Bench to Bedside. Clin Microbiol Rev. 2009 Jan; 22 (1): 76-98. 

Интеракцијом вирусних гликопротеинских комплекса са протеогликанским комплексима 

на ћелијској мембрани ћелија домаћина остварује се почетна интеракција вируса са 

ћелијом. CMV се затим везује за специфичније рецепторе, као што је рецептор за епителни 

фактор раста преко гликопротеина gB који је кодиран вирусним генима (10). 

Гликопротеин gB у омотачу вируса олакшава фузију вируса са ћелијском мембраном, 

депонујући тегумент и нуклеокапсид у ћелијску цитоплазму (11, 12). Након уласка у 

ћелију, вирусни нуклеокапсид мигрира у једро акцијом система микротубула, где се 

вирусни геном репликује и формира се нуклеокапсид. Нуклеокапсид излази из једра 

пролази кроз секреторни систем где се комплетирају вириони (13). Процеси уласка вируса 

у ћелију, репликација и излазак новонасталих вируса из ћелије су приказани на Шеми 2. 

Циклус репликације HCMV је дуг, тако да се након продукције неколико хиљада копија 

вирусног генома по инфицираној ћелији, 24 до 48 сати после продора у ћелију, ослобађају 

нови вируси. После репликације вирус се дисеминује и инфицира ткива и органе према 

којима CMV показује тропизам, епителне ћелије бубрежних тубула, дуктуса пљувачних 

жлезди, жучне кесе, јетре и других органа и на овај начин се омогућава излучивање вируса 

путем телесних течности (14). 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
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Шема 2. 

 

Шема 2. Животни циклус НCMV у хуманој ћелији. Преузето из Immunobiology of Human 

Cytomegalovirus: from Bench to Bedside. Clin Microbiol Rev. 2009 Jan; 22 (1): 76-98. 

Након примарне инфекције, цитомегаловирус успоставља латентну инфекцију у 

моноцитима и мијелоидним прекурсорским CD34+ ћелијама костне сржи (15). Након 

диференцијације моноцита у ткивне макрофаге цитомегаловирус се реактивира, започиње 

интензивна репликација генома и дисеминација вируса (16). Диференцијацијом ћелија у 

којима је присутан цитомагловирус омогућава се дисеминација вируса (17). 

1.1.1. Мишји цитомегаловирус (енгл. Murine Cytomegalovirus, MCMV) 

Мишји CMV (MCMV) је вирус који има изразите сличности са хуманих 

цитомегаловирусом (18). Геном ових вируса има сличну организацију, инфицирају сличне 

ћелије и изазивају идентичне патолошке промене (19). Патогенезe болести које изазивају 

MCMV и HCMV су сличне. Успостављају доживотну латенцију, а болест може да се 

развија и после реактивације латентне инфекције (18). Због ових сличности MCMV се 

користи као модел за проучавање патогенезе болести коју изазива хумани 

цитомегаловирус. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2620639/
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1.1.2. Имунски одговор на цитомегаловирус 

Механизми урођене и стечене имуности играју кључну улогу у контроли CMV инфекције 

(Шема 3). Акутна инфекција C57BL/6 мишева MCMV-ом за последицу има рану 

продукцију инфламaцијских цитокина интерферона, IL-12 и TNF-α. Максимална 

продукција ових цитокина се достиже 2-3 дана после инфекције, а продукција свих 

наведених цитокина изузев IFN-γ независна је од NK ћелија и Т лимфоцита (20). 

Стимулација TLR3 и TLR9 (енгл. Toll-like Receptor) рецептора дендритских ћелија 

молекулским обрасцима цитомегаловируса активира сигналне путеве што резултује 

секрецијом проинфламацијских цитокина који регрутују друге ћелије урођене имуности и 

повећањем експресије костимулаторних молекула CD80 и CD86, важних за активацију 

целуларне имуности (21, 22). Дендритске ћелије активирају специфичне CD8+ Т 

лимфоците у акутној фази инфекције. Цитомегаловирус може и да поремети ову функцију 

дендритских ћелија јер вирус директно смањује експресију CD80, CD86 и MHC молекула 

I класе (23). IFN тип I директно утиче на способност репликације вируса иницијацијом 

механизама који инхибирају синтезу протеина или оштећују вирусну РНК. Мишеви са 

делецијом гена за IFN-α/β рецептор у поређењу са WT мишевима имају већи титар вируса 

после MCMV инфекције (24). Поред поремећаја у вирусној репликацији, IFN тип I 

подстиче сазревање ћелија које презентују антиген и тако омогућава активацију 

специфичних CD8+ T лимфоцита (25). CD8+ T лимфоцити експримирају IFNα/β рецептор, 

тако да IFN тип I може и директно да утиче на активацију антиген-специфичних CD8+ T 

лимфоцита (26). 

Ћелије инфициране HCMV-ом продукују хемокин CCL2/MCP-1 који делује 

хемоатрактанто  на моноците што олакшава успостављање латенције али и дисеминације 

вируса (27). MCMV садржи ген који кодира MCK-2 хемокин који има аналогну функцију 

као CCL2, регрутује мијеломоноците чиме се подстиче успостављање латенције и 

дисеминација вируса (28). 

Компоненте урођене имуности која играју кључну улогу у контроли и клиренсу 

експерименталне MCMV инфекције су NK ћелије (29). Већи титри вируса у свим 

органима и већа стопа смртности beige мишева инфицираних MCMV-ом уз смањење 

смртности и клиренса вируса код ових мишева којим је урађен трансфер NK ћелија из WT 

мишева, доказују значај NK ћелија у контроли MCMV инфекције (30). Улога NK ћелија у 

https://en.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor
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контроли репликације цитомегаловируса је потврђена и in vitro експериментима у којима 

је показано да NK ћелије активиране IL-2 инхибирају репликацију HCMV у 

фибробластима индукцијом ослобађања IFN-β у инфицираним фибробластима (31). 

Активиране NK ћелије ослобађају и IFN-γ који такође може реметити вирусну 

репликацију (32). NK ћелије код C57BL/6 мишева експримирају Ly49H, активациони 

рецептор који препознаје вирусни m157 протеин. Ћелије инфициране MCMV-ом на 

ћелијској мембрани експримирају вирусни протеин m157 и везивање Ly49H за m157 

протеин узрокује директни цитотоксички одговор NK ћелија што за последицу има 

смањење титра вируса (33). NK ћелије BALB/c мишева не експримирају Ly49H молекул 

па је рани одговор на MCMV поремећен и одржава се висок титар вируса и 3-4 дана после 

инфекције (34). Кључну улогу у клиренсу MCMV-а код BALB/c мишева играју 

цитотоксички Т лимфоцити, а код C57BL/6 мишева NK ћелије (35). 

Хуморални имунски одговор на антигене цитомегаловируса игра улогу у ограничавању 

дисеминације CMV и ограничавању тежине болести (36). Важност хуморалног имунског 

одговора за контролу оштећења изазваног CMV-а је показана у експерименталним  

моделима инфекције у којима је показано да пасивна заштита антителима смањује 

смртност животиња изложених леталној дози цитомегаловируса (37). Након примарне 

инфекције HCMV-ом у серуму могу да се детектују антитела на већи број антигена вируса 

pp65 и pp150 протеине тегумента, гликопротеине gB и gH из омотача, као и протеине 

укључене у транскрипцију као што је IE-1 (38). Гликопротеин В је део омотача вируса, 

експримиран је на површини вириона и неутралишућа антитела специфична за овај 

молекул блокирају везивање вириона за нове ћелије и тиме ограничавају ширење вируса 

(39). Пренос антитела из HCMV-серопозитивне мајке на фетус пружа новорођенчету 

заштиту од HCMV инфекције (40). 

Целуларни имунски одговор је неопходан за контролу латентне CMV инфекције (41). 

Значај CD4+ Т лимфоцита у контроли латентне инфекције показан је код мишева са 

деплецијом CD4+ Т лимфоцита када је уочено да ови мишеви инфицирани MCMV-ом 

имају повећану инциденцу реактивације MCMV (42). CD4+ Т лимфоцити играју улогу у 

сузбијању репликације вируса у пљувачним жлездама у току примарне инфекције. Титри 

MCMV у слезини и плућима се смањују већ у првој недељи после инфекције, док у 

пљувачним жлездама титар вируса достиже пик три недеље после инфекције (29). 
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Деплеција CD4+ Т лимфоцита код мишева пре инфекције MCMV-ом утиче на повећање 

титра вируса у пљувачним жлездама, док у слезини и плућима титри вируса остају 

непромењени (43). Инфекцију CMV-ом прати и повећање броја вирус специфичних CD8+ 

Т лимфоцита, који учетвују у контроли латентне инфекције вирусом (44). Латентну 

инфекцију CMV-ом карактерише одржавање популације меморијских CD8+ Т лимфоцита 

специфичних за вирус која се током година повећава и утиче на имунски одговор у 

старијем животном добу на остале антигене (45). Деплеција CD8+ Т лимфоцита код 

мишева пре инфекције MCMV-ом не мења кинетику елиминације вируса (46). 

Шема 3. 

 

Шема 3. Целуларни и хуморални имунски одговор на CMV. Преузето из 

Controlling Cytomegalovirus: Helping the Immune System Take the Lead Viruses. 2014 Jun; 6 

(6): 2242-2258. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4074926/


17 
 

1.1.3. Модулација имунског одговора цитомегаловирусом 

Поједини вируси су пронашли начине да избегну имунски систем домаћина, који им 

омогућавају да се репликују, дисеминују и перзистирају током читавог живота, повремено 

се реактивирају, али углавном остају у латентном облику (47). CMV поседује бројне 

механизме којима избегава имунски систем који регулишу сваку компоненту имунског 

одговора и који се сматрају важним за перзистенцију вируса, као и за хоризонтално 

ширење вируса (48). Бројни гени CMV-а кодирају протеине који модулишу имунски 

одговор домаћина и омогућавају перзистенцију вируса. Протеини које кодира CMV утичу 

на задржавање или деградацију MHC молекула I класе у ендоплазматском ретикулуму и 

тако ометају презентацију антигена CD8+ Т лимфоцитима у склопу MHC молекула I 

класе. У овај процес укључено је најмање четири продукта CMV гена: US2, US3, US6, и 

US11 (49). Протеини које кодира вирус утичу и на деградацију MHC молекула II класе 

(50). Смањење броја MHC молекула I класе на површини инфициране ћелије активира NK 

ћелије које убијају заражене ћелије. Међутим, CMV такође утиче на повећање експресије 

HLA-E, хомолога MHC молекула I класе, на инфицираним ћелијама који активира 

инхибицијске рецепторе на NK ћелијама и тако избегава директну цитотоксичку 

активност NK ћелија (51). 

CMV инфицира дендритске ћелије које уводи у стање функционалне неактивности и тако 

спречава презентацију вирусних антигена Т лимфоцитима (52). Дендритске ћелије 

инфициране MCMV-ом имају смањену експресију MHC молекула I класе и 

костимулаторних молекула, и поремећену продукцију инфламацијских цитокина. 

Дендритске ћелије заражене MCMV чак и након третмана стимулусима који подстичу 

продукцију инфламацијских цитокина као што је липополисахарид не продукују 

очекиване количине ових цитокина (23). 

1.2. Класификација и структура галектинских молекула 

Лектини спадају у фамилију еволуционо конзервираних протеина који имају могућност 

везивања угљених хидрата (53). Класификовани су у 4 групе: пентраксини, галектини, 

лектини С типа и Р типа (54). Галектини спадају у фамилију гликопротеина од 15 чланова 

(означени бројевима од 1 до 15) (55). Чланови ове фамилије имају најмање један домен 

којим препознају угљене хидрате (енгл. Сarbohydrate recognition domain, CRD) и 
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способност везивања аминолактозне јединице унутар гликана. Домен за препознавање 

угљених хидрата има висок афинитет да везује β-галактозиде и дужине је око 135 

аминокиселина (53). Чланови фамилије галектина су подељени у 3 групе (56): 

 ,,Proto"- тип галектини су нековалентни хомодимери, који поседују два домена 

којим препознају угљене хидрате. Овој групи припадају галектин 1, 2, 5, 7, 10, 11, 

13, 14 и 15. 

 ,,Тandem repeat"- тип галектини садрже два домена којим препознају угљене 

хидрате која су повезана кратким пептидом који је различите дужине. Овој групи 

припадају галектин 4, 6, 8, 9 и 12. 

 ,,Chimera"- тип галектини имају 1 домен за препознавање угљених хидрата који је 

спојен са не-лектинским N-терминалним крајем. Члан ове групе галектина је 

галектин-3. 

Галектини могу бити експримирани у скоро свим ћелијама и ткивима и то на површини 

ћелије, у цитоплазми, у једру, или у солубилном облику у телесним течностима (57). 

Присутни су у различитим ћелијама урођене и стечене имуности (58). Галектин 1 и 

галектин 3 су експримирани у различитим ћелијама и ткивима, а галектин 2 само у 

дигестивном епителу (59). 

Поред тога што имају афинитет да везују галактозу, поједини галектини поседују 

способност да прилагоде CRD регион како би везали различите олигосахариде (60, 61). 

Везивањем за гликоконјугате на површини ћелије галектини покрећу различите сигналне 

путеве (62). Интрацелуларни галектини се везују за различите интрацелуларне протеинске 

лиганде и покрећу различите интраћелијске сигналне путеве (63). 

Током ембриогенезе и диференцијације мења се експресија галектина (64). Галектини су 

укључени у бројне процесе у ћелији, пролиферацију, диференцијацију, апоптозу, адхезију, 

обраду РНК (65-67). Галектини су такође укључени и у патогенезу различитих 

патолошких стања (58). 
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1.2.1. Структура галектина-3 

Полипептидни ланац галектина-3 садржи N-терминални и С-терминални домен (CRD 

регион) (Шема 4). CRD учествује у препознавању угљених хидрата (65, 68). N-терминални 

домен галектина-3 садржи серин који може да се фосфорилише (69, 70). Овај домен такође 

има секвенце сличне колегену-α које су богате пролином, глицином и тирозином (68, 71, 

72). Захваљујући N-терминалним доменима молекули галектина-3 се удружују у 

пентамере, унакрсно повезују гликоконјугате и покрећу интрацелуларне сигналне путеве 

(57, 73, 74). Делеција првих 11 аминокиселина у N-терминалном домену инхибира 

секрецију галектина-3, што указује да је N-терминални домен важан за овај процес (73, 

75). N-терминални домен регулише апоптозу ћелија. Мутација серина на позицији 6 у 

оквиру N-терминалног домена инхибира антиапоптотску функцију галектина-3 (72). С-

терминални регион галектина-3 садржи 135 аминокиселина које формирају глобуларну 

структуру (76). 

Шема 4. 

 

Шема 4. Структура галектина-3. Преузето из Radosavljevic G и сар. Ser J Exp Clin Res 

2016; 17 (3): 187-198. 

1.2.2. Биолошке функције галектина-3 

Галектин-3 може бити локализован на површини ћелије, у цитоплазми, једру и 

екстраћелијском простору (77). Галектин-3 везује различите лиганде у екстрацелуларној и 

интрацелуларној средини и обавља бројне функције у ћелији. Унутар цитоплазме 

подстиче ћелијску пролиферацију (78). Галектин-3 такође регулише ћелијску 

диференцијацију В лимфоцита, макрофага и дендритских ћелија (79-81). Везивањем за 
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антиапоптотски Bcl-2 протеин у цитоплазми, галектин-3 инхибира апоптозу (82). 

Галектин-3 утиче и на пост-транслациону обраду информационе РНК (енгл. mRNA 

splicing) (83).  

Екстрацелуларни галектин-3 унакрсним повезивањем лиганада на површини ћелије 

изазива активацију интрацелуларних сигналних путева и активацију ћелије (77). 

Екстрацелуларни галектин-3 учествује у адхезији ћелија остварујући интеракције са 

угљеним хидратима присутним на површини ћелија и у екстрацелуларном матриксу (77, 

84). Галектин-3 може деловати и као хемоатрактант, стимулише миграцију моноцита и 

макрофага (85).  

Повећана експресија галектина-3 је забележена у многим туморима. Постоји индиректна 

корелација између нивоа експресије галектина-3 и метастатског потенцијала карцинома 

(86).  

1.2.3. Улога галектина-3 у регулисању имунског одговора 

Ћелије урођене имуности, моноцити, макрофаги, еозинофили, дендритске ћелије, 

конститутивно експримирају галектин-3, док га ћелије стечене имуности експримирају тек 

након активације (87).  

Галектин-3 поседује важну улогу у регулисању инфламацијског одговора и делује на 

хемотаксу, адхезију и активацију ћелија, опсонизацију и фагоцитозу (88-90). Галектин-3 

повећава стварање реактивних кисеоничних радикала и IL-1 у макрофагима (79). 

Макрофаги из галектин-3 дефицијентних мишева су склонији апоптози од макрофага из 

галектин-3 позитивних мишева (91).  

Макрофаги значајно експримирају и секретују галектин-3 (79). Галектин-3 стимулише 

продукцију супероксидних анјона у хуманим моноцитима (79), и делује као хемоатрактант 

за моноците и макрофаге (85). Стимулише фагоцитозу апоптотских тимоцита и 

еритроцита који су опсонизовани имуноглобулином класе G (92). Овај лектин подстиче 

алтернативну активацију макрофага. Макрофаги изоловани из галектин-3 дефицијентних 

мишева се слабије активирају уколико су изложени цитокинима IL-4 и IL-13, без промене 

активације уколико су изложени липополисахариду и IFN-γ (93). Такође, макрофаги 
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изоловани из галектин-3 дефицијентних мишева стимулисани липополисахаридом 

продукују већу количину проинфламацијских цитокина (94).  

Галектин-3 функционише као хемотаксни молекул за неутрофиле и повећава фагоцитну 

активност неутрофила. Подстиче адхезију хуманих неутрофила за ламинин и ендотелне 

ћелије (95, 96) и стимулише продукцију супероксидних анјона у неутрофилима и 

дегранулацију мастоцита (97, 98). 

Активација, функција и миграција дендритских ћелија зависи и од галектина-3 (99, 100). 

Током инфекције дендритске ћелије повећавају експресију галектина-3 (101). Експресија 

галектина-3 у дендритским ћелијама утиче на поларизацију имунског одговора (101-103). 

Галектин-3 на дендритским ћелијама функционише и као рецептор за препознавање 

молекулских образаца (енгл. Рattern-recognition receptor, PRR) и тако утиче на продукцију 

проинфламацијских цитокина у дендритским ћелијама. Инхибицијом галектина-3 смањује 

се експресија IL-6, IL-1β и IL-23, а повећава експресија IL-10 и IL-12 у хуманим 

дендритским ћелијама (104). Дендритске ћелије изоловане из галектин-3 дефицијентних 

мишева продукују већу количину IL-23 и изазивају снажнији Th17 одговор у поређењу са 

дендритским ћелијама пореклом из мишева дивљег соја (105). 

Галектин-3 подстиче хемотаксу еозинофила у експерименталном моделу астме (106). 

Галектин-3 контролише апоптозу и пролиферацију Т лимфоцита (107, 108). Апоптозу 

активираних Т лимфоцита подстиче експресија екстрацелуларног галектина-3, док 

експресија интрацелуларног галектина-3 има супротан ефекат спречава апоптозу ових 

ћелија (109). Галектин-3 се везује за екстрацелуларни део трансмембранских молекула 

CD7 и CD29 што активира митохондријални пут апоптозе, ослобађа се цитохром-с и 

активира се каспаза-3 (107). Утврђен је значајан степен сличности секвенци галектина-3 и 

антиапоптотских протеина из Bcl-2 фамилије и да интрацелуларни галектин-3 

активацијом ових антитпоптоских молекула супримира апоптозу (82). 

Галектин-3 повећава преживљавање B лимфоцита, зауставља диференцијацију ових ћелија 

у плазмоците и индукује диференцијацију у меморијске B лимфоците (80). 
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1.2.4. Улога галектина-3 у инфекцији и акутној и хроничној инфламацији 

Галектин-3 је укључен у многе процесе који учествују у развоју акутне инфламације, 

попут активације и адхезије неутрофила (95), хемотаксе моноцита и макрофага, 

активације мастоцита (85). Чланови фамилије галектина могу деловати као рецептори за 

препознавање молекулских образаца патогена (110, 111). Галектин-3 може да се веже за 

гликане који су експримирани на микроорганизмима Leishmania major, Neisseria 

gonorrhoeae, Trypanosoma cruzi и Shistosoma mansoni. У овим инфекцијама галектин-3 има 

проинфламацијску улогу (112-115). Показано је да галектин-3 може да олакша настанак 

инфекције појединим микроорганизмима, јер омогућава адхезију микроорганизама за 

ћелије домаћина и на тај начин повећава деструктивни одговор инфламацијских ћелија 

које оштећују организам домаћина (116-118). Мишеви са дефицијенцијом галектина-3 

инфицирани патогеним паразитом Schistosoma mansoni, развијају слабији специфични 

одговор на паразит. Развијају мање грануломе, детектован је мањи број В и Т лимфоцита у 

слезини, а све је последица слабије активације специфичне имуности дендритским 

ћелијама које не експримирају галектин-3 (102). Галектин-3 дефицијентни мишеви су 

подложнији инфекцији гљивом Paracoccidioides brasiliensis, јер се у одговору на ову 

гљиву у одсуству галектина-3 активирају регулаторни макрофаги који утичу на развој Th2 

имунског одговора (119). Галектин-3 дефицијентни мишеви инфицирани Streptococcus 

рneumoniae развијају јачи Th1 имунски одговор и већи степен оштећења плућног ткива 

(88). Поларизација стеченог имунског одговора под утицајем галектина-3 вероватно је 

зависна од типа патогена који изазива болест (120). 

Галектин-3 игра важну улогу у патогенези многобројних вирусних инфекција. Овај 

молекул контролише улазак Herpes simplex virusa tip 1 (HSV-1) у хумане корнеалне 

кератиноците (118). Удруживање галектина-3 са трансмембранским муцинима на 

површини корнеалних кератиноцита ограничава инфекцију Herpes simplex virus-ом (118). 

Галектин-3 је неопходан за ефикасну инфекцију и улазак Parvovirusa у ћелије 

фибробласта и тумора дојке (121). Такође, галектин-3 промовише излазак HIV-1 вируса 

(енгл. Нuman immunodeficiency virus, HIV) из инфицираних Т лимфоцита (122). Делеција 

гена за галектин-3 игра протективну улогу у вирусном моделу мултипле склерозе 

смањујући инфилтрацију имунских ћелија у субвентрикуларној зони (123). 
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Галектин-3 има важну улогу у патогенези хепатитиса који је индукован конканавалином А 

(Con-A). Галектин-3 дефицијентни мишеви су имали значајно мању инфламацију јетре и 

значајно мањи број ефекторских ћелија (124). У овом мишјем моделу фулминантног 

хепатитиса који је индукован применом Con-A, галектин-3 има проинфламацијску улогу 

(124). 

У многим моделима аутоимунских болести је испитана улога галектина-3. У моделу тип 1 

Diabetes mellitus-а изазваног понављаним малим дозама стрептозотоцина уочено је да 

галектин-3 дефицијентни мишеви развијају мање оштећење панкреасних остраваца са 

мање израженом инфилтрацијом мононуклеарним ћелијама (103). Галектин-3 смањује 

апоптозу ћелија у инфилтратима ЦНС-а и повећава синтезу IL-17 и IFN-γ у моделу 

експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса. Мишеви са дефицијенцијом 

галектина-3 имају значајно слабији ЕАЕ у поређењу са галектин-3 позитивним мишевима 

(101). Сличан ефекат галектина-3 показан је и у експерименталном моделу реуматоидног 

артритиса. Галектин-3 дефицијентни мишеви након имунизације антигеном који изазива 

артритис имају мању концентрацију проинфламацијских цитокина IL-6 и TNF-α и 

аутоантитела у серуму и мањи проценат Th17 ћелија у слезини (125). У експерименталном 

моделу атеросклерозе галектин-3 остварује протективну улогу јер подстиче преузимање и 

ефикасно уклањање модификованих липопротеина (126). 

1.2.5. Експресија галектина-3 у централном нервном систему 

Галектин-3 је експримиран у централном нервном систему укључујући мозак и кичмену 

мождину у различитим ћелијама: активирана микроглија, макрофаги, епендимoцити, 

астроцити субвентрикуларне зоне, неурони у региону хипокампуса и Шванове ћелије 

након повреде нерава. Галектин-3 стимулише адхезију нервних ћелија и раст неурита 

(127). Галектин-3 је експримиран у епендимоцитима и астроцитима субвентрикуларне 

зоне где има улогу у регулацији миграције неуробласта током развоја мозга (128). 

Галектин-3 стимулише неурогенезу и ангиогенезу и има важну улогу у процесу 

ремоделовања можданог ткива након исхемијске повреде мозга (129). Галектин-3 такође 

стимулише диференцијацију олигодендроцита, доприносећи процесима мијелинизације 

што може да ограничи процесе демијелинизације (130). 
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Експресија галектина-3 је повећана у микроглији и макрофагима у кичменој мождини и 

оптичким нервима код мишева са експерименталним аутоимунским енцефаломијелитисом 

(131). Као одговор на инфламацијске стимулусе, микроглија секретује галектин-3 који 

делује као ендогени лиганд за Toll-like рецептор 4 (TLR-4). Галектин-3 учествује у 

активацији проинфламацијског М1 фенотипа микроглијалних ћелија и на тај начин 

промовише неуроинфламацију у моделу неуроинфламације изазване LPS-ом (132). Са 

друге стране, галектин-3 ослобођен из микроглије има протективне, антиинфламацијске 

ефекте у амиотрофичној латералној склерози (133). Експресија галектина-3 је повећана у 

прионским инфекцијама можданог ткива (134) и у експерименталном пнеумококном 

менингитису (135). Акумулација абнормалних протеина у прионским болестима и 

неуродегенеративним обољењима централног нервног система је удружена са већом 

експресијом галектина-3 у активираним макрофагама и микроглији (136). Такође показана 

је повећана експресија галектина-3 у активираној микроглији код мишева са 

експерименталним енцефалитисом изазваним Junin вирусом (137). Повећана експресија 

галектина-3 је уочена у дегенеративним лезијама мозга мишева са енцефалитисом 

узрокованог Encefalomiokarditis вирусом (енгл. Encephalomyocarditis virus, EMCV) (138). 

1.3. Мултипла склероза 

Мултипла склероза (МС) је инфламацијско демијелинизирајуће обољење ЦНС-а. МС је 

водећи узрок нетрауматске инвалидности код младих у најпродуктивнијим годинама 

живота (139). Активиране аутореактивне имунске ћелије инфилтришу мозак и кичмену 

мождину изазивајући дуготрајну инфламацију, прогресивну демијелинизацију и 

неуродегенерацију што изазива поремећај у спровођењу нервних импулса  и на крају 

губитак аксона (140).  

Тачан узрок МС је још увек непознат. Широко је прихваћено да је патологија болести 

посредована имунским системом код генетски осетљивих домаћина (141). Различити  

алели MHC локуса али и non-MHC гена су удружени са повећаним ризиком од развоја МС 

(142). Осим генетских фактора који одређују осетљивост и који могу утицати на тежину 

болести, фактори околине такође могу допринети покретању болести (143). Инфекције, 

посебно вирусне етиологије и недостатак витамина D могу допринети развоју МС (144). 

Неколико вируса могу деловати као окидачи МС. Најчешће проучаван вирус који је 

повезан са МС је Epstein-Barr вирус (EBV), члан фамилије Herpesviridae (145). Други 
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херпес вирус, хумани цитомегаловирус, такође је предложен као потенцијални окидач 

аутоимунског процеса у МС. Повишени титри IgG спцифичних за HCMV су уочени у 

серуму оболелих од МС (146). Према хигијенској хипотези смањен контакт или изостанак 

контакта са узрочницима инфективних болести у детињству изазива неадекватну 

регулацију имунског одговора и може допринети развоју аутоимунских болести, као што 

је МС (147).  

Клиничке манифестације МС могу бити различите. Најчешћи облик МС је са релапсима и 

ремисијама, који карактеришу фазе неуролошких испада, релапса, са периодом опоравка, 

ремисије, између две фазе релапса. Овај облик МС може да пређе у секундарно-

прогресивну МС, која има прогресивни ток. Следећи облик МС је примарно-прогресивна 

МС, која прогресивно напредује од самог почетка болести без побољшања (148). 

Последњи облик МС је прогресивно-релапсна МС, која има прогресиван ток од почетка са 

повременим погоршањима (149). 

1.3.1. Имунопатогенеза мултипле склерозе 

Већи део разумевања имунопатогенезе мултипле склерозе се ослања на испитивања 

експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса (ЕАЕ), анималног модела 

инфламацијске демијелинизације ЦНС-а који може да се индукује имунизацијом 

протеинским компонентама мијелина. ЕАЕ дели многе хистолошке карактеристике са 

мултиплом склерозом, укључујући активну демијелинизацију, губитак олигодендроцита и 

аксона посредованих имунским механизмима који су вероватно покренути Т 

лимфоцитима специфичним за мијелин (150, 151). 

Сматра се да је за развој мултипле склерозе кључан губитак аутотолеранције на 

мијелинске и друге антигене ЦНС-а што резултира активацијом аутореактивних Т 

лимфоцита на периферији (152). Т лимфоцити специфични за мијелин, активирани изван 

ЦНС-а, способни су да мигрирају кроз крвно-мождану баријеру. Процес трансмиграције 

укључује интеракцију између касног антигена-4 (енгл. Very Late Antigen-4, VLA-4) 

присутног на Т лимфоцитима и васкуларног ћелијског адхезивног молекула-1 (енгл. 

Vascular Cell Adhesion Molecule-1, VCAM-1) експримираног на капиларним ендотелним 

ћелијама. У овај процес је укључена и интеракција још неколико различитих адхезивних 

молекула, хемокина и металопротеиназа матриксa (150, 153). Након уласка у ЦНС, 
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aктивирани аутореактивни Т лимфоцити могу поново да се реактивирају у контакту са 

пептидним аутоантигенима ЦНС-а у контексту MHC молекула II класе експримираних на 

локалним ћелијама које презентују антиген (дендритске ћелије, макрофаги и В 

лимфоцити) што активира инфламацијску каскаду изазивајући ослобађање цитокина и 

хемокина, регрутацију додатних инфламацијских ћелија, укључујући Т лимфоците, 

моноците и В лимфоците, а перзистентна активација микроглије и макрофага коначно 

резултира оштећењем мијелина (154-156). 

Присуство Т лимфоцита унутар лезија ЦНС-а се може открити у раним фазама мултипле 

склерозе (157). Показано је да код оболелих од мултипле склерозе постоје циркулишући 

CD4+Т лимфоцити који препознају базни протеин мијелина, протеолипидни протеин и 

мијелински олигодендроцитни гликопротеин, али њихово присуство је такође уочено и 

код здравих појединаца и постоје супротни докази у погледу потенцијалних разлика у 

фреквенцији и авидитету ових ћелија између две групе (158, 159). Субпопулације 

ефекторских CD4+ T лимфоцита које играју кључну улогу у развоју МС су Th1 и Th17 

ћелије. Међутим, релативни значај Th1 лимфоцита насупрот Th17 лимфоцитима у 

патогенези мултипле склерозе је споран. Конфликтне студије варијабилно приказују 

доминацију једне ћелијске врсте над другом код иницијалне дијагнозе и током накнадних 

релапса и прогресије болести (160, 161). CD4+ T лимфоцити присутни на периферији, 

специфични за мијелин експримирају хемокински рецептор CCR6 и показују већу 

експресију оба цитокина Th1 и Th17 лимфоцита, IFN-γ и IL‑17A у поређењу са 

контролама (162). Поред тога, неки од CD4+ Т лимфоцита имају интермедијарни фенотип 

и експримирају IFN-γ и IL‑17A истовремено (163). Осим тога, изгледа да се функција 

Th17 лимфоцита разликује између мишева и људи. Продукција фактора стимулације 

гранулоцитно–макрофагних колонија посредована Th17 лимфоцитима доприноси 

хроничној инфламацији у ЕАЕ-у (164), док Th1 лимфоцити и друге подгрупе ћелија 

примарно продукују овај цитокин код људи (165). Верује се да помагачки CD4+ Т 

лимфоцити (Th2) који секретују интерлеукине 4, 5 и 10 имају супротну, регулаторну улогу 

која ограничава оштећење посредовано Th1 лимфоцитима (160). 

Иако су CD4+ T лимфоцити кључне ћелије у патогенези МС, број CD8+ T лимфоцита је 

већи у активним лезијама на местима ткивне деструкције (166). CD8+ T лимфоцити 

вероватно директним цитотоксичким деловањем учествују у оштећењу олигодендроцита и 
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неурона (167). Показано је да CD8+ T лимфоцити продукују значајне количине 

проинфламацијских цитокина, TNF-α и IFN-γ, који доприносе развоју инфламације, а 

показују и директни цитотоксички ефекат на изоловане олигодендроците (168). CD8+ Т 

лимфоцити се налазе у белој маси и у кортикалним демијелинизирајућим лезијама сиве 

масе и њихов број приближно корелира са оштећењем аксона (169). Мијелин-специфични 

CD8+ Т лимфоцити се углавном активирају ширењем епитопа (170).  

У поређењу са Т лимфоцитима, број В лимфоцита у ЦНС-у више варира у току прогресије 

мултипле склерозе, а скорија испитивања су показала да и В лимфоцити играју улогу у 

развоју МС (171), на шта указује и смањење броја лезија и релапса код оболелих који су 

лечени анти-CD20 антителом (172). Клонска експанзија В лимфоцита може се детектовати 

у менингеама, паренхиму и цереброспиналној течности, а антитела продукована 

интратекално се детектују у цереброспиналној течности и имају дијагностичку вредност. 

Број плазмоцита у ЦНС-у који секретују антитела се повећава у току болести, а нарочито 

код особа које развију примарно или секундарно-прогресивни облик мултипле склерозе 

(169). Менингее пацијената са секундарно прогресивном формом болести често садрже 

терцијерне лимфоцитне структуре које се састоје од агрегата плазмоцита, В лимфоцита, Т 

лимфоцита и фоликуларних дендритских ћелија (173). Супротно томе, примарно 

прогресивна болест се карактерише дифузном менингеалном инфилтрацијом без таквих 

структура (174). 

1.3.2. Улога CMV у патогенези мултипле склерозе и ЕАЕ 

Постоји неколико различитих механизама помоћу којих вируси као што је CMV могу 

изазивати активацију аутореактивних Т лимфоцита и настанак аутоимунских болести. Две 

хипотезе се ослањају на чињеницу да су потенцијално аутореактивни Т лимфоцити већ 

присутни у малом броју у сваком појединцу (175, 176). Једна хипотеза предлаже директну 

активацију аутореактивних Т лимфоцита микроорганизмима који експримирају 

антигенске епитопе који су структурно слични епитопима сопствених антигена (177). 

Пример овакве молекулске мимикрије је унакрсна реакција Т лимфоцита између 

мијелинског базног протеина (MBP), аутоантигена који се користи за индукцију ЕАЕ-а и 

Epstein–Barr вируса (EBV) (178). Друга хипотеза, коју су предложили Hart и сарадници је 

варијација молекулске мимикрије, означена као ,,одложена молекулска мимикрија", модел 

у којем латентне хроничне инфекције стварају репертоар дугоживећих меморијских Т 
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лимфоцита специфичних за вирус који могу да се реактивирају у било ком тренутку када 

наиђу на сопствене антигене који су ослобођени из оштећених ткива (179). Следећа 

хипотеза обухвата активацију ћелија посматрача. Наиме, цитокини продуковани из 

имунских ћелија активираних вирусом, могу изазивати активацију аутореактивних Т 

лимфоцита (180). Процес блиско повезан са молекулском мимикријом и активацијом 

посматрача је ширење епитопа. После иницијалне реакције на патоген, антигени 

ослобођени из примарне лезије у циљном ткиву могу активирати потенцијално 

аутореактивне Т лимфоците (181). У TMEV (енгл. Theiler's murine encephalitis virus) 

мишјем моделу мултипле склерозе је показано ослобађање антигена ЦНС-а који доспевају 

до периферних лимфних органа (182). Затим, митогени или суперантигени, ослобођени из 

микроорганизама, могу изазвати поликлонску активацију лимфоцита (175). Дакле, 

инфламацијска средина у вирусним инфекцијама може изазвати активацију и клонску 

експанзију аутореактивних Т лимфоцита, резултујући развојем аутоимунских болести 

(183). Један од најупечатљивијих механизама преко којег CMV може имати улогу у 

мултиплој склерози је молекулска мимикрија. Пронађена је унакрсна реактивност између 

пептида хуманог CMV (hCMV981–1003) и мијелинског олигодендроцитног гликопротеина 

резидуе 35-55 (MOG35–55) у ЕАЕ-у код Lewis пацова (184). У другом анималном моделу, 

SJL/J мишеви инфицирани вирусом вакциније који кодира протеолипидни протеин, а 

касније изложени мишјем CMV, развили су лезије у белој маси. У овом моделу болести, 

инфекција вирусом вакциније повећава број аутореактивних Т лимфоцита, а накнадна 

инфекција цитомегаловирусом изазива болест активацијом ћелија посматрача или 

активацијом и индукцијом пролиферације претходно насталих аутореактивних Т 

лимфоцита (185). 

Постоје супротни подаци о удружености инфекције цитомегаловирусом и мултипле 

склерозе. Резултати неколико епидемиолошких студија указују да CMV игра улогу у 

етиопатогенези мултипле склерозе. Показано је да су титри IgG антитела специфичних за 

CMV и за DNК вируса повећани код пацијената са мултиплом склерозом, што указује на 

могућу улогу CMV у развоју мултипле склерозе (186). Резултати друге студије показују да 

оболели од мултипле склерозе који имају антитела на CMV имају и већи број релапса и 

бржу прогресију болести (187). Присуство антитела на CMV је такође повезано са 

израженијом атрофијом сиве масе и целог мозга оболелих од мултипле склерозе (188). 
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Друге студије указују на заштитну улогу CMV у аутоимунским болестима. У оквиру 

огромног генома CMV постоје бројни гени који кодирају бројне молекуле који покрећу 

имуномодулаторне механизме и механизме избегавања имунског система, што може да 

ослаби имунске механизме код оболелих од мултипле склерозе (186, 189). Веза између 

титара антитела специфичних за CMV и бољег клиничког исхода је примећена у групи 

оболелих од мултипле склерозе код којих је показана мања атрофија мозга и краће трајање 

релапса (190). Постоје и студије које указују да је присуство антитела на CMV удружено 

са мањим ризиком од развоја мултипле склерозе (191). 

Протективни ефекат инфекције цитомегаловирусом показан је и у моделу ЕАЕ изазваним 

инфекцијом TMEV-ом. Инфекција мишева МCMV-ом две недеље пре инфекције TMEV-

ом удружена је са слабије развијеном болешћу. Ови мишеви су имали боље моторичке 

перформансе и мању инфилтрацију мозга Т лимфоцитима, што указује на 

имуносупресивни ефекат МCMV инфекције у овом моделу болести (189). 

1.4. Имунски одговор на CMV у јетри 

Инфекција хуманим цитомегаловирусом код имунодефицијентних особа, нарочито у 

стањима имуносупресије после трансплантације, изазива пнеумонију, болести 

гастроинтестиналног система, ретинитис и тешки хепатитис који повећава морталитет 

(192). Инфекција имунокомпетентних особа CMV-ом иако субклиничка, често је праћена 

повећањем концентрације трансаминаза у серуму (193). Са друге стране инфекција 

имунодефицијентних одраслих особа и новорођенчади CMV-ом може да изазове 

фулминантни или хронични хепатитис који прогредира до цирозе јетре (194-196). 

Хепатоспленомегалија и жутица су два знака системске конгениталне инфекције CMV-ом 

(197). Касне последице конгениталне или перинаталне инфекције цитомегаловирусом су 

билијарна болест, фиброза и цироза јетре (198).  

Код инфицираних мишева, MCMV се иницијално интензивно репликује у јетри и слезини 

што резултује смањењем функције јетре (199). Хепатитис који код мишева изазива MCMV 

је по својим карактеристикама сличан оном које се развија код људи инфицираних 

хуманим цитомегаловирусом. MCMV изазива хроничну непродуктивну инфекцију 

мишева са иницијалним хистолошким и серолошким доказима хепатичне инфламације и 

оштећења јетре (193, 200). 
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Инфекција цитомегаловирусом прво активира ћелије урођене имуности (201). NK ћелије 

играју кључну улогу у иницијалној контроли CMV инфекције (202). Shellam и сарадници 

су показали да различита осетљивост различитих сојева мишева на MCMV инфекцију 

зависи од активности NK ћелија (203). Код C57BL/6 мишева контрола инфекције MCMV-

ом првенствено се постиже активношћу NK ћелија које се активирају стимулацијом 

активационог Ly49H рецептора вирусним протеином m157 (33, 204). Делеција m157 гена 

(Δm157 MCMV) у вирусу ремети контролу вирусне инфекције NK ћелијама и повећава 

репликацију вируса in vivo (205). NK ћелије контролишу цитомегаловирусну инфекцију 

секрецијом цитолитичких гранула, индукцијом апоптозе у циљној ћелији и продукцијом 

проинфламацијских цитокина (204, 206). NK ћелије продукују IFN-γ који игра важну 

улогу у контроли репликације цитомегаловируса у јетри (207). Код мишева којима су 

деплетиране NK ћелије се развија дисеминована MCMV инфекција са тежим и 

дуготрајнијим оштећењем ткива (29). C57BL/6 мишеви којима су деплетиране NK ћелије 

пре MCMV инфекције имају веће титре вируса у јетри, слезини, плућима и пљувачним 

жлездама, развијају тешку форму хепатитиса и у већем проценту се MCMV инфекција 

завршава летално (208). 

Инфламацијски моноцити, које на место инфекције привлаче хемокини домаћина (CCL2) 

и продукти вирусних гена (MCK2), укључени су како у контролу MCMV инфекције тако и 

у патогенезу хепатитиса изазваног вирусом (209, 210). Инфламацијски моноцити 

регрутују NK ћелије које контролишу MCMV инфекцију (211). Код BALB/c мишева CD8+ 

T лимфоцити играју кључну улогу у контроли репликације цитомегаловируса у јетри, као 

и у већини периферних органа (212). Инфламацијски моноцити код BALB/c мишева 

ограничавају антивирусни одговор CD8+ T лимфоцита, што успорава елиминацију 

цитомегаловируса из периферних органа и доприноси већем оштећењу ткива (213). CD4+ 

Т лимфоцити не остварују директан цитоцини ефекат на вирусе, продукују цитокине, IFN-

γ који појачава антивирусну активност CD8+ T лимфоцита и IL-17 који регрутовањем 

неутрофила доприноси акутном оштећењу јетре (214).  
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2. ЦИЉ РАДА 

Главни циљ истраживања је проучавање утицаја галектина-3 на развој имунског одговора 

на Cytomegalovirus и последични развој експерименталног аутоимунског 

енцефаломијелитиса индукованог имунизацијом пептидом MOG35-55 као и на оштећење 

јетре изазвано вирусном инфекцијом код Gal-3 дефицијентних и WT мишева. 

У складу са главним циљем постављени су експериментални задаци: 

 Проценом клиничке слике и хистолошком анализом ткива мозга утврдити ефекат 

галектина-3 и инфекције Cytomegalovirus-ом на развој ЕАЕ коришћењем WT и Gal-

3 КО мишева. 

 Испитати ефекат галектина-3 и инфекције Cytomegalovirus-ом на целуларност 

инфилтрата у централном нервном систему и фенотип инфилтришућих ћелија 

мишева имунизованих пептидом MOG35-55. 

 Испитати ефекат галектина-3 и инфекције Cytomegalovirus-ом на заступљеност 

ефекторско-меморијских лимфоцита у периферној крви мишева имунизованих 

пептидом MOG35-55. 

 Анализирати фенотипске карактеристике NK и NKТ ћелија, које играју кључну 

улогу у контроли инфекције Cytomegalovirus-ом C57BL/6 мишева, у слезини 

инфицираних WT и Gal-3 КО мишева.  

 Проценом хистолошког скора и биохемијских параметара утврдити утицај 

галектина-3 на степен оштећења јетре које изазива инфекција Cytomegalovirus-ом. 

 Утврдити утицај инфекције Cytomegalovirus-ом на експресију галектина-3 у јетри. 

 Утврдити утицај NK ћелија на степен оштећења јетре WT и Gal-3 КО мишева, 

анализом фенотипа NK ћелија у инфилтратима јетре, хистолошком анализом, 

проценом присуства ћелија инфицираних вирусом у јетри и титра вируса у 

оргaнима мишева инфицираних MCMV∆m157 вирусом. 

 Анализом хистолошког скора и биохемијских параметара и проценом апоптозе 

хепатоцита утврдити утицај TNF-α на степен оштећења јетре WT и Gal-3 КО 

мишева. 

 Испитати ефeкат примене рекомбинатног Gal-3 и инхибитора Gal-3 на тежину 

оштећења јетре изазваног инфекцијом Cytomegalovirus-ом. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1. Експерименталне животиње 

У овој студији коришћени су С57BL/6 мишеви (енгл. Wild Type, WT) и мишеви истог соја 

са делецијом гена за галектин-3 молекул (Gal-3 knock-out [KO]) женског и мушког пола, 

старости од 6 до 8 недеља. Gal-3 KO мишеви су добијени из одгајалишта за мишеве 

универзитета Калифорније. Све експерименталне животиње су одгајане у виваријуму 

Центра за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија. Етичка комисија за 

заштиту добробити огледних животиња Факултета медицинских наука је одобрила све 

планиране процедуре. 

3.1.1. Начин добијања C57BL/6 мишева са циљаном делецијом гена за галектин-3 

Метода хомологе рекомбинације се користи за добијање knock-out мишева (215). Током 

хомологе рекомбинације ген који је функционалан се мења неактивним геном, и на тај 

начин се елиминише функција гена који постоји (216).  

Селекција ћелија где се десила хомолога рекомбинација је основа у процесу добијања 

“knock-out” мишева. Део ДНК са искљученим или мутираним геном је уграђен у циљни 

вектор који има ген за вирусну тимидин киназу (ТК ген) и ген за резистенцију на 

неомицин (Neo ген) (217, 218). ТК ген се губи у хомологој рекомбинацији, док се Neo ген 

уграђује у геном ћелије (217, 218). 

Мишји ген за галектин-3 има шест егзона. Амино-терминални крај галектина-3 кодирају 

егзони 2 и 3, док карбокси-терминални крај кодирају егзони 4, 5 и 6 (219). Како би се 

добили Gal-3-/- мишеви, у лабораторији проф. др Hsu-а (University of California) је учињен 

прекид гена за галектин-3 молекул на ембрионалним матичним ћелијама (91). Вектор је 

сачињен тако да има део клониране ДНК за молекул галектина-3, а начин за настајање 

Gal-3-/- мишева се односио на прекиду региона гена који кодира домен којим 

препознавају угљене хидрате. Ген за резистенцију на неомицин је заменио кратак сегмент 

(од 0,5 кило база) кога сачињавају интрон-4 и егзон-5. Сегмент од егзона 4 -5 мишјег гена 

за галектин-3 молекул је уграђен у pMC1Neo Poly (A) вектор. Следећи сегмент од егзона 5-
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6 је инсертован нисходно од Neo касете, док је у Neo геном прекинуо сегмент између 

интрона 4-5 (91). 

У мишје матичне ћелије је уграђен циљни вектор (D3), а након тога су уз помоћ G418 

селектоване трансфектоване ћелије, док је употребом PCR (енгл. Polimerase Chain 

Reaction) и Southern- блот хибридизацијом, детектована хомолога рекомбинација у G418-

51 резистентним ћелијама (91). Клон ембрионалних матичних ћелија где се десила 

хомолога рекомбинација је првобитно пропагиран и потом су ћелије апликоване у 

бластоцисте C57BL/6 мишева старе 3.5 дана, које су онда имплантиране у сурогат мајке. 

Овако су првобитно настали химерични мишеви, а укрштањем ових мужјака са женкама 

C57BL/6 мишева су настали хетерозиготни knock-out мишеви (Gal-3-/+ мишеви). 

Инбредним укрштањем Gal-3-/+ мишева после 9 генерација су настали хомозиготни 

knock-out мишеви, који имају генски дефицит у експресији галектин-3 молекула (Gal-3-/- 

мишеви) (91). 

Хистолошком анализом различитих органа (мозак, плућа, јетра, слезина, лимфни чворови, 

итд.) изолованих из Gal-3 -/- мишева који су добијени на овакав начин, нису запажене 

промене. Није били разлика у броју крвних ћелија између Gal-3+/+ и Gal-3-/- мишева (91). 

3.2. Индукција хепатитиса изазваног WT МCMV-oм  

WT мишеви и Gal-3 KO мишеви су инфицирани интраперитонеалном апликацијом 10
5
 

PFU мишјег соја CMV (MW97. 01). Мишеви су жртвовани 36 сати и 72 сата након 

интраперитонеалне апликације MCMV-а. 

3.3. Инфекција вирусом и индукција ЕАЕ 

Мишеви су инфицирани интраперитонеалном апликацијом 10
5
 PFU мишјег соја CMV. 

Десет дана након инфекције, мишевима је индукован ЕАЕ коришћењем хуманог пептида 

MOG35-55 као антигена. Пептид MOG35-55 je растворен у PBS-у у концентрацији 5 mg/ml. За 

имунизацију је употребљена суспензија којa садржи мешавину пептида MOG35-55 и 

комплетног Фројндовог адјуванса, CFA у односу 1:1. Мишевима је субкутано у пределу 

бокова апликовано 200μl суспензије, која садржи 300μg пептида MOG35-55 раствореног у 

100μl PBS-а и 100μl CFA са додатком 700μg Mycobacterium tuberculosis (сој H37 RA). 

Истог дана мишевима је апликовано 300ng токсина пертусиса интраперитонеално који је 
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растворен у 100μl дестиловане воде. Токсин је чуван на температури од +4 ̊C у раствору 50 

μg/ml у дестилованој води. После 48 сати од апликације једне дозе токсина пертусиса, 

мишевима је апликована још једна доза пертусис токсина. 

3.4. Праћење клиничког тока ЕАЕ 

Испољавање болести је оцењивано и праћено сваки дан. Клиничким почетком болести је 

означен дан када се уочила парцијална парализа репа. Испољавање болести је 

процењивано на основу следећих вредности клиничког скора: 

0 означава да нема испољавања болести 

0.5 означава делимичну парализу репа 

1 означава парализу репа 

2 означава парезу задњих ногу 

2,5 означава парализу једне задње ноге 

3 означава парализу задњих ногу 

3,5 означава парализу задњих ногу и парезу предњих ногу, или парализу 3 екстремитета 

4 означава парализу 4 екстремитета 

5 означава смрт 

Процена клиничких знакова ЕАЕ је приказана у облику средњег клиничког скора. 

3.5. Апликација инхибитора Gal-3 (Gal-3 INH) 

Коришћењем WT мишева је испитивано да ли интраперитонеална употреба инхибитора 

галектина-3 може да утиче на MCMV хепатитис. Gal-3INH је растворен у 40% ди-метил 

сулфоксиду (DMSO) и направљен је 4mМ шток. DMSO је прво растворен у NaCl-у, а 

затим је шток дилутиран 4 пута NaCl-ом чиме је добијен 1mМ шток. Доза која је 

коришћена у експериментима је била 300μg Gal-3INH. Прва група WT мишева је примала 

300μg Gal-3INH интраперитонелно два сата пре MCMV инфекције, док је друга група 

мишева само инфицирана MCMV-ом. 

3.6. Апликација рекомбинатног Gal-3 

Како би се истражило да ли употреба рекомбинатног галектина-3 може да делује на 

MCMV хепатитис, коришћени су WT и Gal-3 KO мишеви. Мишевима је 
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интраперитонеално апликован рекомбинантни Gal-3 у дози од 50μg/ml, два сата пре 

MCMV инфекције.  

3.7. Третман инфликсимабом 

С обзиром да TNF-α има значајан утицај у патогенези хепатитиса изазваног MCMV-ом, 

WT и Gal-3 KO мишевима је интраперитонеално апликован инфликсимаб у дози од 

5mg/kg у 200μL физиолошког раствора, један сат пре MCMV инфекције. Инфликсимаб је 

химерично моноклонско антитело које делује против TNF-α и користи се за лечење 

аутоимунских болести. 

3.8. Патохистолошка анализа ткива мозга, кичмене мождине и јетре 

У току максималне клиничке манифестације ЕАЕ мишеви су жртвовани цервикалном 

дислокацијом. Ткиво мозга и кичмене мождине је коришћено за патохистолошку анализу 

од којих су направљени парафински исечци. 

У моделу хепатитиса који је индукован MCMV инфекцијом, мишеви су жртвовани 36 и 72 

сата након интраперитонеалне апликације MCMV, након чега је узета јетра за 

патохистолошку анализу.  

3.8.1. Бојење хематоксилином и еозином (H&E) 

Парафински исечци су прво загрејани на +56
о
C 45 минута, и после тога су у ксилолу 

депарафинисани. Након тога је примењена процедура рехидратације ткива испирањем 

исечака у опадајућим концентрацијама етил алкохола. Препарати су бојени 

хематоксилином 10 минута, након тога су испрани дестилованом, а потом и текућом 

водом 5 минута. Потом су препарати бојени еозином. После тога, дехидратисано је ткиво 

и просветљено је у ксилолу. У процесу дехидратације препарати су испирани у растућим 

концентрацијама етил алкохола. После дехидратације, препарати су просветљени 

мешавином ксилола и апсолутног алкохола један минут, а потом 2 пута по 1 минут у 

ксилолу. Канада балзам  и покровна стакла су коришћена за прекривање ткивних исечака. 

Након сушења после 24 сата, препарати су евалуирани употребом светлосног микроскопа.  
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3.9. Процена хистолошког скора 

Дистрибуција инфламације и некрозе у јетри jе одређивана микроскопирањем исечака 

ткива јетре која су обојена хематоксилином и еозином, коришћењем светлосног 

микроскопа. Степен инфламације и некрозе је подељен у 4 скорова и то: 

скор 0= без патологије 

скор 1= 1-3 абнормалних области 

скор 2= 3-5 абнормалних области 

скор 3= више од 5 абнормалних области 

Анализа степена инфламације и некрозе урађена је према претходно описаном протоколу 

(193, 220). 

Вредност хистолошког скора у мозгу и кичменој мождини је анализиран према следећим 

критеријумима: 

скор 0= нема инфилтришућих ћелија 

скор 1= неколико инфилтришућих ћелија  

скор 2= инфилтришуће ћелије су периваскуларно груписане 

скор 3= периваскуларна инфилтрација која се шири у паренхим ЦНС-а или у 

субарахноидални простор  

скор 4= интензивна инфилтрација периваскуларног простора са паренхимским или 

субарахноидалним инфилтратом  

Анализа хистолошког скора у кичменој мождини и мозгу урађена је према претходно 

описаном протоколу (221, 222). 

3.10. Биохемијска анализа оштећења јетре 

36 и 72 сата после интраперитонеалне апликације MCMV-а, у атмосфери засићеној 

диетилетром, мишеви су жртвовани. Пункцијом абдоминалне аорте је узета крв. Након 

коагулације крви, серум је издвојен центрифугирањем на 1200 rpm у трајању од 15 

минута, како би се одредила концентрација трансаминаза (AST и ALT). Трансаминазе су 

анализиране у складу са препоруком произвођача (223, 224). 

 



37 
 

3.11. Одређивање концентрација цитокина у серуму  

Нивои IL-10, IL-17, TNF-α и IFN-γ су мерени у серуму ELISA китовима који су 

специфични за мишје цитокине. Стандарди су растворени у PBS-у према упутству 

произвођача, првобитне концентрације треба да буду 2000 pg/ml за IL-10, TNF-α и IFN-γ и 

1000 pg/ml за IL-17.  

У бунарчиће микротитар плоча стављено је 100μl везујућег антитела (енгл. Capture 

Antibody). Плоче су залепљене фолијом и остављене су преко ноћи. Затим су бунарчићи 

микротитар плоча испрани пуфером за испирање (енгл. Wash Buffer). Онда је стављен 

блокирајући пуфер (Block Buffer, 1% BSA у PBS-у) волумена 300μl. Након једног сата, 

пуфером за испирање су испране микротитар плоче. Узорци су пре тога разблажени десет 

пута у дејонизованој води. 

Узорци и стандарди су стављени у микротитар плоче и прекривени су фолијом и 2 сата су 

остављени на собној температури. После завршене инкубације и испирања микротитар 

плоча, у бунарчиће је сипано 100μl антитела за детекцију (енгл. Detection Antibody). Плоче 

су прекривене фолијом и опет су у трајању од 2 сата остављене на собној температури. 

Плоче су затим испране и у бунарчиће је додато 100μl радне концентрације Streptavidin-

HRP (енгл. Streptavidin horseradish peroxidase). Инкубација на собној температури у 

трајању од 20 минута без директног излагања светлости је прекинута испирањем 

микротитар плоча. У бунарчиће је затим додато 100μl раствора супстрата. После 20 

минута, додато је 50μl стоп раствора (енгл. Stop Solution: 2N H2SO4) и евалуирана је 

оптичка густина на таласној дужини 450nm. 

3.12. Изолација мононуклеарних ћелија из јетре 

Мононуклеарне ћелије су изоловане из јетре 36 и 72 сата након интраперитонеалне 

примене MCMV-а. Метода механичке разградње јетре је коришћена за изолацију 

мононуклеара из јетре. Након екстрипације јетре, спроведена је перфузија јетре. Јетра је 

уситњена и полако здробљена кроз челичну мрежу (200μm). Након тога се суспензија 

пропушта кроз ћелијско сито. Садржај који је добијен је растворен у 50ml медијума RPMI-

1640 и на 60G је центрифугиран у трајању од један минут. Супернатант који садржи 

интрахепатичне ћелије (45ml), је пребачен у другу епрувету и на 480G је центрифугиран 8 
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минута. Талог добијен након центрифугирања је растворен у 10ml 37.5% Percoll-а у HBSS 

медијуму. Након тога је центрифугиран на 1907 r.p.m. (850G) у трајању од 30 минута. 

Талог који је добијен је затим ресуспендован у 5ml lysing пуфера и инкубиран је 5 минута, 

на леду, на температури од +4˚C. После инкубације је додато 5ml RPMI-1640 са 10% FBS-

ом. Онда су ћелије центрифугиране на 480G 8 минута на 8°С. Талог је ресуспендован у 

1ml комплетног RPMI-1640 медијума. 

3.13. Изолација мононуклеарних ћелија из слезине 

Екстрипирана слезина је клипом шприца хомогенизована и пропуштена кроз ћелијско 

сито у епрувету уз додатак 5ml медијумa са 10% FBS-а. Добијена суспензија је пребачена 

у епрувету од 15ml и центрифугирана је на 1500 rpm у трајању од 5 минута. Талог ћелија 

је ресуспендован у 5ml lysing раствора како би се лизирали еритроцити и инкубиран је 5 

минута на температури од +4
о
С. После инкубације, заустављено је даље лизирање 

додавањем 5ml RPMI-1640 медијума са 10% FBS-a. Затим је суспензија опет 

центрифугирана, пелет ресуспендован у 8ml RPMI-1640 медијума са 10% FBS-a. Ћелије су 

још једанпут пропуштене кроз ћелијско сито. Овако добијена суспензија спленоцита је 

коришћена у даљим истраживањима. 

3.14. Изолација леукоцита из ЦНС-а 

Изоловано ткиво ЦНС-а је исецкано, дигестијом хомогенизовано и инкубирано је у 

трајању од 1 сат на 37°C у 5ml медијума са додатком 10% FBS-а, 1mg/ml колагеназе тип I 

и 1mg/ml DNA-зе. Како би се ткиво мозга и кичмене мождине хомогенизовало, у току 

инкубације се провлачи кроз шприц и иглу дебљине 18G. После инкубације ткиво се 

пропушта кроз ћелијско сито (40μm), и сито се испира са 5ml медијума. Добијена ћелијска 

суспензија се центрифугира на 400G у трајању од 10 минута и талог се ресуспендује у 

10ml 30% перкола, и пребацује се на 5ml 70% перкола и центрифугира на 390G у трајању 

од 20 минута. Након истека инкубацији са врха се уклоња слој мијелина који се издвојио и 

Пастеровом пипетом се сакупљају мононуклеари који се налазе у интерфази. На крају се 

ћелије оперу 2 пута у PBS-у и ресуспендују у медијуму. 
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3.15. Анализа популација мононуклеарних ћелија јетре, слезине, мозга и кичмене 

мождине методом проточне цитометрије 

Изоловане су мононуклеарне ћелије из јетре, слезине, мозга и кичмене мождине. Након 

изолације, одређена је вијабилност ћелија приликом бројања ћелија помоћу trypan-blue-а 

употребом светлосног микроскопа. Ћелијске суспензије које су имале вијабилност већу од 

90% су коришћене у експериментима. Функционалне и фенотипске карактеристике 

различитих популација мононуклеарних ћелија и процентуална заступљеност ћелија је 

анализирана методом проточне цитометрије. 

3.15.1. Обележавање ћелијских мембранских маркера 

Анти-мишја моноклонска антитела обележена флуоресцентним бојама и специфична за 

мембранске и интрацелуларне молекуле су коришћена за одређивање функционалних и 

фенотипских карактеристика субпопулација мононуклеара који су изоловани из јетре и 

слезине. 5×10
5
 ћелија је коришћено у анализи које су ресуспендоване у 50μl пуфера за 

бојење. Одређена количина моноклонских антитела је додата ћелијама.  

Антитела за површинско бојење су употребљена у дози тако да коначна разблажења буду 

1:100. Ћелијски талог је вортексован и инкубиран 20 минута на +4˚C у мраку. Након тога, 

ћелијски талог је опран са 1,5ml хладног пуфера за бојење и ћелије су центрифугиране на 

400G 5 минута. После тога талог је растворен у 350μl пуфера за бојење. После бојења, 

експресија површинских маркера је евалуирана на проточном цитометру.  

3.15.2. Интрацелуларно бојење цитокина 

BD Cytofix/CytopermTM методом је изведено интрацелуларно бојење цитокина. Ћелије су 

стимулисне форбол миристат ацетатом и јономицином, који индукују активност протеин 

киназе С и узрокују улазак калцијума, што изазива експресију цитокина у ћелији (225). 

Инкубација у трајању од четири до шест сати је довољна за индукцију великог броја 

цитокина. Дужа инкубација узрокује снажан цитопатогени ефекат форбол миристат 

ацетата и јономицина. У in vitro ћелијској стимулацији употребљене су супстанце које 

инхибишу интрацелуларни транспорт протеина, BD GolgyStopTM (садржи моненсин) и BD 

GolgyPlugTM (садржи брефелдин А). Блокада транспорта изазива акумулацију цитокина у 

Голџијевом комплексу или ендоплазматском ретикулуму. Трајање инкубације дуже од 12 
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сати је токсично по ћелије, зато излагање ћелија моненсину и брефелдину А мора бити 

ограничено. 

3.15.3. Стимулација ћелија 

Ћелијске суспензије мононуклеара изолованих из јетре (1x10
6
/ml) ресуспендованих у 

комплетном медијуму, су инкубиранe у трајању од 4 сата на 37°С у присуству 5% СО2. У 

ћелијску суспензију је затим додат РМА (50ng/ml) и јономицин (500ng/ml). У ћелијску 

суспензију је такође додат BD GolgyStop
TM

 (0,7μl/ml) како би се блокирала секреција 

цитокина и повећала интрацелуларна акумулација цитокина. Након инкубације 

мононуклеари су испрани и ресуспендовани у комплетном медијуму. Потом су 

мононуклеарне ћелије пребачене у пластичне епрувете. Остале процедуре су спроведене 

на +4°С. 

3.15.4. Бојење површинских антигена 

Бојење површинских антигена треба спровести пре фиксације ћелија, зато што епитопи 

површинских маркера могу бити оштећени приликом поступка фиксације и 

пермеабилизације. 1×10
6
 мононуклеарних ћелија је ресуспендовано у 50μl пуфера за 

бојење и додата је одређена количина примарно конјугованих моноклонских антитела. 

Антитела за површинско бојење су употребљена тако да њихово коначно разблажење буде 

1:100. Ћелије су потом инкубиране у мраку у трајању од 30 минута на +4°С. 

3.15.5. Фиксација ћелија и пермеабилизација ћелијске мембране 

Мононуклеарне ћелије су испране 2 пута у пуферу за бојење (1ml/епрувети) после 

завршетка инкубације и затим су центрифугиране на 300G у трајању од 5 минута. Након 

тога је талог ресуспендован у 250μl Cytofix/CytoPermTM раствора. Након инкубације од 20 

минута на +4°С талог је опран два пута у Perm/WashTM пуферу (1ml/епрувети) и 

центрифугиран је на 300G 5 минута. 

3.15.6. Бојење интрацелуларних цитокина 

Након одливања супернатанта нанета су антитела за интрацелуларно бојење цитокина и 

инкубирана су 30 минута на +4
о
С. Затим је ћелијски талог растворен у 50μl Perm/WashTM 
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пуфера и потом су додата примарно коњугована моноклонска антитела. После инкубације 

ћелије су опране у Perm/WashTM пуферу и центрифугиране су на 300G у трајању од 5 

минута. Затим је талог ресуспендован у 350μl пуфера за бојење и евалуиран је методом 

проточне цитометрије.  

3.16. Изолација мишјих хепатоцита 

Изолована јетра је пребачена у HBSS на температури од 4°С. Јетра је механички уситњена 

на комадиће величине 1mm
3
 и опрана је у медијуму. Уситњено ткиво је центрифугирано 

на 800 rpm 4 минута. Талог је респуспендован у медијуму за дигестију (0.6% NaCl, 0.05% 

KCl, 1.2% HEPES, 0.07% CaCl2, 3g/ml collagenase Type I, pH 7.4) и инкубиран 20 минута на 

37°С. Нако инкубације ћелије су центрифугиране на 800 rpm 4 минута. Талог је два пута 

опран у комплетном DMEM-у, пропуштен кроз филтер промера 100μm и ћелије су 

центрифугиране на 600 rpm 4 минута. У комплетном DMEM-у је респуспендован талог 

који садржи хепатоците. 

3.16.1. Annexin V бојење и детекција експресије калретикулина на површини 

хепатоцита 

Изоловани хепатоцити су опрани у хладном PBS-у и ресуспендовани у 1X binding buffer-у 

у концентрацији од 1x10
6
 ћелија по mL. Annexin FITC и propidium iodide (PI) су додати у 

100μL ћелијске суспензије и инкубирани су 15 минута на собној температури у мраку. 

Након инкубације додато је 400μL 1X binding buffer-а у сваку епрувету, а обојене ћелије су 

анализиране у року од једног сата коришћењем FACS Calibur и Flow Jo software. За 

детекцију експресије калретикулина на површини ћелије, изоловани хепатоцити су 

обојени анти-калретикулинским антителом (Abcam) и анализирани су коришћењем FACS 

Calibur и Flow Jo software.  

3.17. Имунохистохемија мишјих узорака јетре 

Имунохистохемијско бојење исечака јетре спроведено је употребом специфичног зечијег 

конјугата и специфичног мишијег конјугата за бојење галектина-3. За 

имунохистохемијско бојење коришћени су исечци јетре дебљине 5μм на којима је 

спроведена депарафинизација и рехидратација ткива. После депарафинизације исечци 

ткива јетре су 21 минут кувани у 10mM Na-цитрату. После хлађења ткивни исечци су 
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испрани 3 пута у PBS-у. Потом је на исечке нането 2-3 капи Hydrogen Peroxide Block-a 

како би дошло до инактивације ендогених пероксидаза. После инкубације од 10 минута, 

препарати су испрани 2 пута у PBS-у. Након тога је на препарате нането 2-3 капи Protein 

Block-а и остављени су да се 10 минута инкубирају на собној температури након чега су 

једанпут испрани у PBS-у. 150μl примарног антитела (зечији анти-мишији галектин-3 

(Abcam) и зечији анти-мишији TNF-α (Abcam)) раствореног у PBS-у са 1% BSA је затим 

додато на ткивне исечке. После инкубације од 1h, препарати су испирани три пута по 5 

минута у PBS-у, након чега је на исечке додато секундарно биотинизирано антитело. 

После инкубације од 30 минута препарати су испирани 3 пута по 5 минута. Streptavidin 

Peroxidase-a је након тога додата на ткивне исечке. Након инкубације од 10 минута 

препарати су испирани 3 пута по 5 минута и затим је додато 2-3 капи DAB реагенса (20μl 

DAB Chromogen-a у 1ml DAB Substrate-a). Препарати су затим испрани 3 пута у 

дестилованој води након развијања боје и обојени су хематоксилином 2 минута, а након 

тога испрани текућом водом. Исечци су затим покривени воденим медијумом и 

покровном љуспицом.  

3.18. Бојење мишјих узорака јетре TUNEL методом 

За бојење TUNEL методом (енгл. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling) коришћени су парафински исечци ткива јетре дебљине 5μm. Након завршеног 

поступка депарафинизације ткивни исечци су потопљени у расхлађени ацетон 8 минута, а 

након тога двоструко испрани у PBS-у. На сваки ткивни исечак је затим нането по 50μL 

мешавине за TUNEL реакцију (450μL Label solution, 50μL enzyme solution), и након 

инкубације од 60 минута на 37°С у влажној атмосфери у мраку, препарати су троструко 

испирани у PBS-у . На ткивне исечке је затим нането по 50μL Сonventer-а POD, и ткивни 

исечци су на 37°С инкубирани у влажној атмосфери у мраку 30 минута. Након тога 

препарати су троструко испирани у PBS-у, и на сваки препарат је нането 50-100μL DAB 

супстрата и инкубирани су на собној температури 10 минута. Након троструког испирања 

у PBS-у, на обојене ткивне исечке је нанета по једна кап глицерола и прекривени су 

покровном љуспицом. 
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3.19. Статистичка обрада података 

Статистички програм SPSS верзија 20 је коришћен за анализу података. Правилност 

расподеле вредности које су добијене је испитана пре статистичке обраде података. 

Kolmogorov-Smirnov тест је коришћен за одређивање нормалности расподеле. Student’s t 

тест је коришћен за вредности које имају правилну расподелу, док је Mann-Whitney тест 

коришћен за вредности које имају неправилну расподелу. Резултати су приказани као 

вредност ± стандардна грешка (енгл. Standard error, SE). Статистичка значајност разлике 

између испитиваних група износи p<0,05, док статистички веома значајна разлика између 

испитиваних група износи p<0,001.  
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4. РЕЗУЛТАТИ 

4.1. MCMV инфекција прекида атенуацију ЕАЕ-а код Gal-3 KO мишева 

Подаци о утицају инфекције цитомегаловирусом на настанак мултипле склерозе код људи 

су различити, али резултати скоријих истраживања развоја ЕАЕ код мишева претходно 

инфицираних цитомегаловирусом указују да ова инфекција омогућава развој ЕАЕ код 

BABL/c мишева, иначе резистентних на индукцију ЕАЕ пептидом MOG35-55 (222), и да 

појачава манифестације ЕАЕ код C57BL/6 мишева (226). Пoзнато је да C57BL/6 мишеви 

имунизовани пептидом MOG35–55 са делецијом гена за Gal-3 развијају блажу форму ЕАЕ 

(101). Да бисмо испитали како инфекција MCMV-ом утиче на тежину ЕАЕ код C57BL/6 

мишевa и у одсуству галектина-3, C57BL/6 WT и Gal-3 KO мишеви су 10 дана након 

инфекције MCMV-ом имунизовани пептидом MOG35-55. Неинфицирани WT мишеви, који 

су осетљиви на развој ЕАЕ (227), и неинфицирани Gal-3 КО мишеви су коришћени као 

контролне животиње. Развој болести je испитиван праћењем знакова болести свакодневно. 

Gal-3 KO мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 развили су знаке ЕАЕ, aли слабије у 

поређењу са имунизованим WT мишевима. Статистички значајно мања вредност средњег 

клиничког скора је забележена у групи имунизованих Gal-3 KO мишева у поређењу са 

имунизованим WT мишевима (Графикон 1А). Gal-3 KO мишеви инфицирани MCMV-ом 

па након тога имунизовани пептидом MOG35-55 развијају типичне клиничке знаке EAE, са 

средњим вредностима средњег клиничког скора веома сличним као код осетљивих WT 

мишева (Графикон 1А). MCMV инфекција је одложила почетак болести код WT мишева 

са ЕАЕ-ом, а средња вредност клиничког скора је до 15. дана од имунизације нешто мања 

него у групи WT мишева који су само имунизовани пептидом MOG35–55 (Графикон 1А). 

Хистолошка анализа. У исечцима ткива мозга инфицираних WT и Gal-3 KO мишева  

имунизованих пептидом, уочени су мононуклеарни инфилтрати. Инфекција вирусом 

повећава вредност средњег хистолошког скора у мозгу и у групи WT и у групи Gal-3 KO 

мишева, али то повећање средње вредности хистолошког скора код мишева инфицираних 

вирусом не достиже статистичку значајност (Графикон 1Б).  
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Графикон 1 

A  

 
Б 

 

Графикон 1. Gal-3 KO мишеви инфицирани MCMV-ом пре имунизације пептидом MOG35-55 развијају  

клиничке и хистолошке знаке EAE-а као и осетљиви WT мишеви. WT и Gal-3 КО мишеви су 10 дана 

након интраперитонеалне апликације 1x10
5
 PFU MCMV имунизовани пептидом MOG35–55 (WT 

MCMV+MOG35–55, Gal-3 KO MCMV+MOG35–55). Друга група WT и Gal-3 КО мишева је имунизована само 

пептидом MOG35–55 без претходне инфекције вирусом (WT MOG35–55 и Gal-3 KO MOG35–55). Трећа група WT 

и Gal-3 КО мишева је само инфицирана MCMV-ом (WT MCMV, Gal-3 KO MCMV). Четврту групу су 

чинили неинфицирани WT и Gal-3 КО мишеви (WT контрола, Gal-3 КО контрола). (А) Вредност клиничког 

скора ЕАЕ-а је представљен као средња вредност + SE. (Б) Ткиво мозга имунизованих мишева је 

екстирипирано 15 дана након имунизације пептидом, исечци су бојени хематоксилин-еозином. Представљен 

је хистолошки скор (средња вредност + SЕ), 2 одвојена експеримента, 10 мишева по групи. (Student- t тест; 

*р<0.05). 
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MCMV инфекција пре имунизације пептидом MOG35-55 код WT и Gal-3 КО мишева је 

индуковала развој субарахноидних и периваскуларних инфилтрата у мозгу са ширењем у 

паренхим у групи WT мишева. У исечцима мозга у групи WT мишева који су 

имунизовани само пептидом MOG35–55 забележен је само периваскуларни инфилтрат, a у 

групи Gal-3 КО мишева само субарахноидални инфилтрат (Слика 1). 

Слика 1 

 

WT MOG35-55

Gal-3-/- MOG35-55

WT MCMV+MOG35-55

Gal-3-/- MCMV+MOG35-55
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Слика 1: Хистологија мозга WT и Gal-3-/- мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом 

(WT MCMV+MOG35–55, Gal-3-/- MCMV+MOG35–55) и WT и Gal-3 КО мишева само имунизованих 

енцефалитогеном (WT MOG35–55, Gal-3-/- MOG35–55). Ткиво мозга је узето 15 дана након имунизације 

пептидом MOG35-55, исечци су бојени хематоксилин-еозином. Представљени су исечци ткива мозга, 

увеличања 4Х, 10Х и 40Х. 

 

4.2. Претходна MCMV инфекција смањује проценат и број проинфламацијских CD4+ 

лимфоцита у мозгу Gal-3 KO мишева имунизованих пептидом MOG35-55 

Анализом исечака мозга је утврђено да су инфилтрати у мозгу инфицираних WT и Gal-3 

KO мишева пре имунизације енцефалитогеном већи него инфилтрати присутни у мозгу 

само имунизованих мишева (Графикон 1Б, Слика 1). Даљом анализом је испитан састав 

инфилтрата. Претходна инфекција цитомегаловирусом повећава број и статистички 

значајно повећава проценат CD4+ Т лимфоцита у ЦНС-у у групи Gal-3 КО мишева 

имунизованих пептидом MOG35-55 (Графикон 2А). У групи WT мишева инфекција пре 

имунизације не утиче на процентуалну заступљеност CD4+ Т лимфоцита у инфилтратима 

у ЦНС-у, а смањује апсолутни број ових ћелија (Графикон 2А). Проценат и укупан број 

CD4+ Т лимфоцита који експримирају IFN-γ у инфилтратима у ЦНС-у је значајно мањи у 

групама WT и Gal-3 КО мишева инфицираних вирусом пре имунизације пептидом MOG35-

55 у поређењу са групама WT и Gal-3 KO мишева који су имунизовани само пептидом 

MOG35-55 (Графикон 2Б). MCMV инфекција пре имунизације пептидом MOG35-55 смањује и 

проценат и укупан број IL-17+ CD4+ Т лимфоцита и TNF-α+ CD4+ Т лимфоцита у ЦНС-у 

и WT и Gal-3 КО мишева (Графикон 2В и 2Г). 
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Графикон 2. Инфилтрати у ЦНС-у WT и Gal-3 KO мишева инфицираних цитомегаловирусом пре 

имунизације пептидом MOG35-55 садрже мање проинфламацијских CD4+ Т лимфоцита. Мишеви су 

жртвовани 15 дана после индукције ЕАЕ-а, изоловане су мононуклеарне ћелије из ЦНС-а, рестимулисанe ex 

vivo PMA и јономицином пре интрацелуларног бојења и анализе проточном цитометријом. Приказан је 

проценат и апсолутни број (средња вредност + SE) CD4+TCRβ+, CD4+IFN-γ+, CD4+TNF-α+ и CD4+IL-17+ 

ћелија из два независна експеримента са 10 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена 

Student-овим t тестом; *р<0.05. 
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4.3. MCMV инфекција пре имунизације пептидом MOG35-55 повећава проценат и број 

проинфламацијских CD8+ лимфоцита у мозгу у одсуству галектина-3  

Даље је анализирано присуство и фенотип CD8+ Т лимфоцита у мононуклеарним 

инфилтратима у ЦНС-у, 15 дана након индукције ЕАЕ-а. Инфекција MCMV-ом пре 

имунизације пептидом MOG35-55 утиче на пораст процента CD8+ Т лимфоцита у 

инфилтратима у ЦНС-у Gal-3 КО мишева (Графикон 3). Проценат CD8+ Т лимфоцита који 

експримирају IFN-γ је статистички значајно већи у ЦНС-у инфицираних Gal-3 KO мишева 

имунизованих пептидом MOG35-55 у поређењу са Gal-3 KO мишевима имунизованим само 

пептидом MOG35-55 (Графикон 3Б). Проценат и укупан број CD8+ Т лимфоцита који 

експримирају IL-17 је статистички значајно већи у ЦНС-у Gal-3 KO мишева инфицираних 

пре имунизације пептидом MOG35-55 у поређењу са групом Gal-3 KO мишева 

имунизованих само пептидом MOG35-55 (Графикон 3В). Проценат и укупан број CD8+ Т 

лимфоцита који експримирају TNF-α је већи у ЦНС-у WT мишева инфицираних пре 

имунизације пептидом MOG35-55 у поређењу са WT мишевима имунизованих пептидом 

MOG35-55 (Графикон 3Г). 
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Графикон 3. У одсуству галектина-3 инфекција цитомегаловирусом пре имунизације пептидом 

MOG35-55 повећава проценат и број проинфламацијских CD8+ ћелија у ЦНС-у. Мишеви су жртвовани 

15 дана после индукције ЕАЕ-а, изоловане су мононуклеарне ћелије из ЦНС-а, рестимулисанe ex vivo PMA и 

јономицином пре интрацелуларног бојења и анализе проточном цитометријом. Приказан је проценат и 

апсолутни број (средња вредност + SE) CD8+TCRβ+, CD8+IFN-γ+, CD8+TNF-α+ и CD8+IL-17+ ћелија из два 

независна експеримента са 10 мишеваа по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t 

тестом; *р<0.05. 
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Анализом експресије гранзима В и перфорина, маркера цитолитичке активности CD8+ Т 

лимфоцита, показано је постојање већег процента и броја цитотоксичких CD8+ ћелија у 

ЦНС-у инфицираних Gal-3 KO мишева који су имунизовани пептидом MOG35-55 у 

поређењу са Gal-3 KO мишевима имунизованим само пептидом MOG35-55 (Графикон 4). 

Графикон 4 

 

 

Графикон 4. У одсуству галектина-3 инфекција цитомегаловирусом пре имунизације пептидом 

MOG35-55 повећава проценат и број цитолитичких CD8+ T лимфоцита у ЦНС-у. Мишеви су жртвовани 

15 дана после индукције ЕАЕ-а, изоловане су мононуклеарне ћелије из ЦНС-а, рестимулисанe ex vivo PMA и 

јономицином пре интрацелуларног бојења и анализе проточном цитометријом. Приказан је проценат и 

апсолутни број (средња вредност + SE) CD8+гранзим В+, CD8+перфорин+ ћелија из два независна 

експеримента са 10 мишеваа по групи. Статистичка значајност разлике између инфицираних WT и Gal-3 КО 

мишева који су након тога имунизовани енцефалотигеном (WT MCMV+MOG35-55, Gal-3 КО MCMV+MOG35-

55) и групе само имунизованих WT и Gal-3 КО мишева пептидом MOG35-55 (WT MOG35-55, Gal-3 КО MOG35-

55) је одређена Student-овим t тестом; *р<0.05. 
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4.4. Инфекција цитомегаловирусом пре имунизације пептидом MOG35-55 утиче на 

повећање процента CD86+ ћелија у популацији макрофага у ЦНС-у Gal-3 KO 

мишева и процента CD206+ ћелија у популацији макрофага у ЦНС-у WT мишева 

Даље смо анализирали могући утицај вирусне инфекције на промене у фенотипу 

макрофага у ЦНС-у. Инфекција MCMV-ом пре имунизације пептидом MOG35-55 повећава 

проценат и укупан број макрофага у ЦНС-у у групи Gal-3 KO мишева, али повећање не 

достиже статистичку значајност (Графикон 5А). Иако пораст процента и укупног броја 

макрофага у ЦНС-у Gal-3 KO мишева инфицираних пре индукције ЕАЕ није статистички 

значајан, у оквиру ове популације макрофага значајно се повећава проценат ћелија које 

експримирају маркер класичне активације, CD86 (Графикон 5Б). Инфекција 

цитомегаловирусом пре имунизације пептидом MOG35-55 у групи WT мишева у ЦНС-у 

статистички значајно повећава проценат ћелија које екпримирају маркер алтернативне 

активације CD206+ у оквиру популације макрофага (Графикон 5Б). 
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Графикон 5. Инфекција цитомегаловирусом пре имунизације пептидом MOG35-55 утиче на повећање 

процента CD86+ ћелија у популацији макрофага у ЦНС-у Gal-3 KO мишева и процента CD206+ 

ћелија у популацији макрофага у ЦНС-у WT мишева. Мононуклеарне ћелије су изоловане из ЦНС-а WT 

и Gal-3 КО нетретираних мишева 15 дана након индукције ЕАЕ и анализиране проточном цитометријом. 

Представљене су средње вредности процента CD45+CD11b
high

 ћелија (макрофаги) и CD86+ и CD206+ ћелија 

у оквиру CD45+CD11b
high 

популације + SЕ за 5 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је 

одређена Student-овим t тестом; *p<0.05, **р<0.005, ***р<0.001. 

 

4.5. Инфекција MCMV-ом изазива експанзију инфламацијских CD4+CD28- 

лимфоцита у периферној крви Gal-3 KO мишева 

Показано је да су CD4+CD28- T лимфоцити, који се описују као ефекторско-меморијски, 

присутни у већем броју код животиња са ЕАЕ-ом, да проценат ових ћелија корелира са 

степеном демијелинизације и тежином болести и да MCMV инфекција изазива експанзију 

ових ћелија и тако појачава ЕАЕ (226). Да бисмо испитали да ли MCMV инфекција 

изазива већу експанзију CD4+CD28- T лимфоцита на периферији у групи Gal-3 KO 

мишева и тако погоршава ЕАЕ анализирана је заступљеност и фенотип ових ћелија у 

периферној крви мишева имунизованих пептидом MOG35-55, инфицираних 

цитомегаловирусом и инфицираних и имунизованих енцефалитогеном. Као што се види 

на графикону 6 имунизација енцефалитогеном значајно повећава проценат ефекторско-

меморијских лимфоцита у периферној крви, MCMV инфекција минимално повећава 

проценат ових ћелија и то значајније у групи WT мишева, док инфекција вирусом и 

накнадна имунизација пептидом MOG35-55 значајно повећава проценат CD4+CD28- 

лимфоцита само у групи Gal-3 KO мишева. Проценат CD4+CD28- лимфоцита у 

периферној крви Gal-3 KO мишева инфицираних вирусом па имунизованих пептидом 

MOG35–55 је статистички значајно већи у поређењу са процентом ових ћелија у периферној 

крви инфицираних и имунизованих WT мишева (Графикон 6). Интересантно је да сама 

вирусна инфекција значајно повећава проценат IFN-γ+ ћелија у оквиру CD4+CD28- 

популације ћелија у групи Gal-3 KO мишева па је проценат ових ћелија статистички 

значајно већи него у групи инфицираних Gal-3 KO мишева (Графикон 6). Имунизација 

пептидом MOG35–55 после инфекције вирусом додатно повећава проценат IFN-γ+ ћелија у 

оквиру CD4+CD28- популације у групи Gal-3 KO мишева, а у групи WT мишева ни 

инфекција ни имунизација не утичу на повећање процента инфламацијских ефекторско-

меморијских лимфоцита. 
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Графикон 6       

 

Графикон 6. Инфекција MCMV-ом изазива експанзију IFN-γ+ ћелија у популацији CD4+CD28- 

лимфоцита у периферној крви Gal-3 KO мишева. Мононуклеарне ћелије су изоловане из периферне крви 

WT и Gal-3 КО нетретираних мишева 15 дана након индукције ЕАЕ и 25 дана након инфекције MCMV-ом и 

анализиране проточном цитометријом. Представљене су средње вредности процента CD4+CD28- ћелија и 

процента IFN-γ+ ћелија у популацији CD4+CD28- + SЕ за 6 мишева по групи. Статистичка значајност 

разлике је одређена Student-овим t тестом; *p<0.05. 

 

4.6. У одсуству галектина-3 успорава се пораст процента NK ћелија и IFN-γ 

позитивних ћелија у популацији NK ћелија у слезини изазван инфекцијом мишјим 

цитомегаловирусом  

Пошто је уочена разлика у фенотипу лимфоцита у периферној крви између WT и Gal-3 КО 

мишева након инфекције цитомегаловирусом даље је анализиран утицај Gal-3 на имунски 

одговор на MCMV. Код C57BL/6 мишева механизми урођене имуности играју кључну 

улогу у контроли репликације MCMV-а и смањењу оштећења ткива вирусом, па су даље 

анализиране разлике у фенотипу ћелија урођене имуности NK, NKT и дендритских ћелија, 

у слезини WT и Gal-3 КО мишева рано по инфекцији цитомегаловирусом. Као што се 

види на Графикону 7, већ 1,5  дан по инфекцији се у слезини WT мишева повећава 

проценат NK ћелија у односу на контролне, неинфициране мишеве, док се у групи Gal-3 

КО мишева проценат NK ћелија у слезини повећава тек 5 дана после инфекције. Проценат 

NK ћелија у слезини WT мишева је 1,5 и 3 дана након инфекције вирусом статистички 

значајно већи у поређењу са групом Gal-3 КО мишева (Графикон 7). Међутим, већ од 

петог дана по инфекцији је проценат NK ћелија у слезини Gal-3 КО мишева већи, а од 11. 

дана по инфекцији и статистички значајно већи у поређењу са групом WT мишева 
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(Графикон 7). Резултати указују да се у одсуству галектина-3 касније повећава проценат 

NK ћелија у слезини у одговору на MCMV инфекцију. 

Графикон 7 

 
Графикон 7. Проценат NK ћелија у слезини се код Gal-3 дефицијентних мишева повећава тек пет дана 

после MCMV инфекције. Мононуклеарне ћелије су изоловане из слезина WT и Gal-3 КО нетретираних 

мишева и 1.5, 3, 5 и 11 дана након интраперитонеалне апликације 1x10
5
 PFU MCMV и анализиране 

проточном цитометријом. Представљене су средње вредности процента NK ћелија (CD49b+CD3-) + SЕ за 5 

мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t тестом; *p<0.05. 

 

Даље је анализиран фенотип NK ћелија у слезини инфицираних мишева у различитим 

временским интервалима након MCMV инфекције. Уочено је да проценат ћелија које 

експримирају маркере цитолитичке активности, перфорин и гранзим В, у оквиру 

популације NK ћелија већи у групи Gal-3 дефицијентних мишева (Графикон 8). Проценат 

ћелија које експримирају перфорин у оквиру популације NK ћелија је статистички 

значајно већи у групи Gal-3 дефицијентних мишева у поређењу са групом WT мишева и 3 

и 11 дана након инфекције MCMV-ом (Графикон 8А). Проценат ћелија које експримирају 

гранзим В у оквиру популације NK ћелија је у поређењу са групом WT мишева већи у 

групи Gal-3 дефицијентних мишева 3 дана после инфекције MCMV-ом, а 11 дана после 

инфекције та разлика је и статистички значајна (Графикон 8Б). Нема разлике у проценту 

FASL+ у популацији NK ћелија између нетретираних и инфицираних WT и Gal-3 KO 

мишева (Графикон 8В). Међу нетретираним WT и Gal-3 KO мишевима нема разлике у 

фенотипу NK ћелија у слезини (Графикон 8). 
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Графикон 8 

А       Б 

 
В 

 
Графикон 8. Одсуство галектина-3 значајно повећава проценат цитолитичких ћелија у популацији 

NK ћелија у слезини мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне ћелије из слезине су анализиране 

методом проточне цитометрије 3 и 11 дана након вирусне инфекције. Представљене су средње вредности + 

SЕ процента перфорин+, гранзим В+ и FASL+ ћелија у популацији NK ћелија(CD49b+CD3-) за 5 мишева по 

групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t тестом; *p<0.05. 

 

Даљом анализом фенотипских карактеристика NK ћелија је утврђено да је проценат IFN-

γ+ ћелија у оквиру популације NK ћелија у слезини статистички значајно већи у групи WT 

мишева у поређењу са групом Gal-3 КО мишева 3 дана након инфекције вирусом. 

Међутим, 11 дана после инфекције је обрнуто, проценат IFN-γ+ ћелија у оквиру 

популације NK ћелија у слезини је статистички значајно већи у групи Gal-3 КО мишева у 

поређењу са групом WT мишева (Графикон 9А). Проценат IL-17+ ћелија у популацији NK 

ћелија у слезини се повећава после инфекције цитомегаловирусом и у групи WT и у групи 

Gal-3 КО мишева, али до 11. дана по инфекцији нема значајне разлике између ове две 

групе, 11 дана после МCMV инфекције је статистички значајно већи у групи Gal-3 КО 

мишева (Графикон 9Б).  Процентуална заступљеност антиинфламацијских IL-10+ ћелија у 
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популацији NK ћелија у слезини је статистички значајно већа у групи WT мишева у 

поређењу са групом Gal-3 КО мишева и 3 и 11 дана након инфекције MCMV-ом 

(Графикон 9В). 

Графикон 9 

А      Б 

 
В 

 

Графикон 9. Одсуство галектина-3 значајно повећава проценат IFN-γ+ и IL-17+, а смањује проценат 

IL-10+ ћелија у популацији NK ћелија у слезини мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне 

ћелије изоловане из слезине су анализиране методом проточне цитометрије 3 и 11 дана након вирусне 

инфекције. Представљене су средње вредности + SЕ процента IFN-γ+, IL-17+ и IL-10+ ћелија у популацији 

NK ћелија (CD49b+CD3-) за 5 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t 

тестом; *p<0.05. 

 

4.7. Одсуство галектина-3 успорава пораст процента NKТ ћелија и процента IFN-γ 

позитивних ћелија у популацији NKТ ћелија у слезини изазван инфекцијом мишјим 

цитомегаловирусом 

Поред NK ћелија које су кључни регулатори одговора урођене имуности на 

цитомегаловирус (и MCMV) и NKT ћелије продукују значајну количину IFN-γ који 
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учествује у контроли MCMV инфекције. Даље је анализиран утицај одуства галектина-3 

на заступљеност и фенотипске карактеристике NKT ћелија у слезини инфицираних 

мишева. Слично налазима који се односе на NK ћелије и проценат NKT (CD3+CD49b+) 

ћелија је у првим данима (3 дана) после MCMV инфекције статистички значајно већи у 

слезини WT него у слезини Gal-3 КО мишева, а од петог дана инфекције је обрнуто 

проценат NKT ћелија статистички је значајно већи у групи Gal-3 КО мишева (Графикон 

10).  

Графикон 10 

 

Графикон 10. Проценат NKТ ћелија у слезини се код Gal-3 дефицијентних мишева повећава тек пет 

дана после MCMV инфекције. Мононуклеарне ћелије су изоловане из слезина WT и Gal-3 КО 

нетретираних мишева и 1.5, 3, 5 и 11 дана након интраперитонеалне апликације 1x10
5
 PFU MCMV и 

анализиране проточном цитометријом. Представљене су средње вредности процента NKТ ћелија 

(CD49b+CD3+) + SЕ за 5 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t 

тестом; *p<0.05. 

 

Инфекција цитомегаловирусом повећава заступљеност ћелија које експримирају маркере 

цитолитичке активности у популацији NKT ћелија у обе групе мишева и WT и Gal-3 KO 

(Графикон 11). Проценат перфорин+ (Графикон 11А) и гранзим В+ (Графикон 11Б) ћелија 

у популацији NKT ћелија у слезини је статистички значајно већи у групи Gal-3 KO 

мишева 11 дана после инфекције цитомегаловирусом у поређењу са WT мишевима. Нема 

разлике међу групама инфицираних мишева у проценту FASL+ ћелија у популацији NKT 

ћелија ни 3 ни 11 дана после инфекције (Графикон 11B). 
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Графикон 11 

А       Б 

 
В 

    

Графикон 11. Одсуство галектина-3 значајно повећава проценат цитолитичких ћелија у популацији 

NKТ ћелија у слезини мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне ћелије из слезине су 

анализиране методом проточне цитометрије 3 и 11 дана након вирусне инфекције. Представљене су средње 

вредности + SЕ процента перфорин+, гранзим В+ и FASL+ ћелија у популацији NKТ ћелија за 5 мишева по 

групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t тестом; *p<0.05. 

 

Проценат IFN-γ+ ћелија у популацији NKT ћелија у слезини је статистички значајно већи 

у групи Gal-3 КО мишева у поређењу са групом WT мишева и 3 и 11 дана после 

инфекције мишјим цитомегаловирусом (Графикон 12А). Слично, проценат IL-17+ ћелија у 

NKТ популацији у слезини је тек 11 дана после инфекције статистички значајно већи у 

групи Gal-3 КО мишева у поређењу са групом  WT мишева (Графикон 12Б). Са друге 

стране, проценат ћелија које екпримирају антиинфламацијски цитокин IL-10 у популацији  

NKТ ћелија у слезини је статистички значајно већи 11 дана после инфекције у групи WT 

мишева у поређењу са групом Gal-3 КО мишева (Графикон 12В). 
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Графикон 12 

А      Б 

 
В 

 

Графикон 12. Одсуство галектина-3 значајно повећава проценат IFN-γ+ и IL-17+, а смањује проценат 

IL-10+ ћелија у популацији NKТ ћелија у слезини мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне 

ћелије изоловане из слезине су анализиране методом проточне цитометрије 3 и 11 дана након вирусне 

инфекције. Представљене су средње вредности + SЕ процента IFN-γ+, IL-17+ и IL-10+ ћелија у популацији 

NKТ ћелија за 5 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t тестом; 

*p<0.05. 

 

4.8. Дефицијенција галектина-3 је удружена са мањим процентом инфламацијских 

CD11b+ ћелија у слезини мишева инфицираних мишјим цитомегаловирусом  

Пошто преживљавање, пролиферацију и цитотоксичку активност NK ћелија подстичу 

цитокини које продукују дендритске ћелије и макрофаги (20, 228, 229) анализирана је 

заступљеност и карактеристике ћелија које презентују антигене у слезини WT и Gal-3 KO 

мишева инфицираних MCMV-ом. Проценат CD11c+ дендритских ћелија је статистички 

значајно већи у слезини здравих, нетретираних WT мишева, али и у свим испитиваним 

временским интеравлима по инфекцији MCMV-ом у поређењу са инфицираним Gal-3 КО 

мишевима (Графикон 13А). Проценат CD11b+ дендритских ћелија које такође продукују 

проинфламацијске цитокине којима активирају NK ћелије (228) је статистички значајно 
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већи у слезини WT мишева у поређењу са групом Gal-3 КО мишева у контролним групама 

мишева, али и 3 и 5 дана по инфекцији MCMV-ом (Графикон 13Б). 

Графикон 13 

А      Б 

 

Графикон 13. Одсуство галектина-3 смањује проценат дендритских ћелија у слезини мишева 

инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне ћелије су изоловане из слезина WT и Gal-3 КО нетретираних 

мишева и 3, 5 и 11 дана након интраперитонеалне апликације 1x10
5
 PFU MCMV и анализиране проточном 

цитометријом. Представљене су средње вредности процента CD11c+ и CD11c+CD11b+ ћелија + SЕ за 5 

мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t тестом; *p<0.05, ***р<0.001. 

 

Анализа експресије цитокина у ћелијама које приказују антигене проточном цитометријом 

указује да је продукција проинфламацијских цитокина мања у групи Gal-3 KO мишева. 

Као што се види на Графикону 14А проценат CD11b+ ћелија које експримирају IL-6 у 

слезини је статистички значајно већи у групи WT мишева у поређењу са групом Gal-3 KO 

мишева, 11 дана након инфекције вирусом. Нема статистички значајне разлике у проценту 

CD11b+ ћелија које експримирају IL-10 између WT и Gal-3 KO групе мишева ни пре ни 

после инфекције MCMV-ом (Графикон 14Б). 
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Графикон 14 

А      Б 

 

Графикон 14. Одсуство галектина-3 смањује проценат инфламацијских CD11b+ ћелија у слезини 

мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне ћелије су изоловане из слезина WT и Gal-3 КО 

нетретираних мишева и 3, 5 и 11 дана након интраперитонеалне апликације 1x10
5
 PFU MCMV и 

анализиране проточном цитометријом. Представљене су средње вредности процента CD11b+IL-6+ и 

CD11b+IL-10+ ћелија + SЕ за 5 мишева по групи. Статистичка значајност разлике је одређена Student-овим t 

тестом; *p<0.05. 
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4.9. Дефицијенција галектина-3 је удружена са тежом формом хепатитиса који је 

изазван MCMV вирусом 

Познато је да имунски одговор на MCMV у великој мери изазива оштећење ткива у току 

инфекције. Како је између WT и Gal-3 КО мишева уочена значајна разлика у 

карактеристикама NK и NKT ћелија у слезини и у раној и касној фази MCMV инфекције 

(Графикони 8, 9, 11 и 12) даље је испитиван утицај галектина-3 на тежину хепатитиса који 

C57BL/6 мишеви развијају рано по инфекцији MCMV-ом. Хистолошки и серолошки 

параметри оштећења јетре су анализирани код WT и Gal-3 KO мишева 36 и 72 сата након 

инфекције. Није било разлике у архитектури ткива јетре између нетретираних WT и Gal-3 

KO мишева (слика 2). Хистолошки параметри повезани са хепатитисом који је индукован 

MCMV-ом, а односе се на инфламацију и некрозу јетре су израженији код Gal-3 КО 

мишева инфицираних MCMV-ом 36 и 72 сата након инфекције (Слика 2, Графикон 15). 

Већа некротична поља и већи инфламацијски фокуси су уочени у јетрама Gal-3 KO 

мишева 36 сати након инфекције MCMV-ом (Слика 2). Сличне разлике у величини 

некротичних поља између Gal-3 KO и WT мишева су уочене 72 сата након MCMV 

инфекције (Слика 2). У исто време Gal-3 KO мишеви су имали већи број мањих 

инфламацијских фокуса у поређењу са WT мишевима, док није било разлике у величини 

инфламацијских фокуса између ове две групе мишева (Слика 2). 

Графикон 15 

 
Графикон 15. Инфламација и некроза јетре су израженије код Gal-3 KO мишева 36 и 72 сата након 

инфекције MCMV-ом. Ткиво јетре WT и Gal-3 KO мишева је екстирпирано 36 и 72 сата после инфекције 
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MCMV-ом, ткивни исечци су бојени хематоксилин-еозином. Представљена је средња вредност хистолошког 

скора из 2 одвојена експеримента са 6 мишева по групи.  

 

 

Слика 2 

WT контрола          Gal-3 KO контрола 

       
WT MCMV 36h           Gal-3 MCMV 36h 

       
WT MCMV 72h           Gal-3 MCMV 72h 

       

Слика 2. Патохистолошки исечци ткива јетре WT и Gal-3 KO мишева 36 и 72 сата након инфекције 

MCMV-ом. Приказани су примери патохистолошких исечака ткива јетре групе WT MCMV и Gal-3 KO 

MCMV мишева. Ткиво јетре је екстирпирано 36 и 72 сата после инфекције MCMV-ом и ткивни исечци су 

обојени техником хематоксилин-еозин. Црне стрелице показују некротична поља, а беле стрелице показују 

инфламацијске фокусе. 

 

Иако је инфекција HCMV-ом субклиничка код имунокомпетентних особа, често је 

праћена повишеним вредностима концентрације трансаминаза у серуму. Испитивана је 

концентрација аланин трансаминазе (ALT) у серуму инфицираних мишева. У складу са 

хистолошким налазима, нађени су статистички значајно веће концентрације ALT-а у 

серуму у групи Gal-3 KO мишева 36 сати након инфекције MCMV-ом, у поређењу са 

групом WT  мишева (Графикон 16). 
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Графикон 16 

 

Графикон 16. Концентрација ALT је већа у серуму Gal-3 KO мишева 36 сати након инфекције MCMV-

ом. Концентрације ензима јетре у серуму су одређиване колориметријском методом 36 и 72 сата после 

инфекције MCMV-ом. Представљена је средња вредност + SЕ серумске концентрације ALT-а, 6 мишева по 

групи. (Student- t тест; *p<0.05). 

 

Узимајући у обзир да је велики број некротичних поља присутан у исечцима јетре Gal-3 

КО мишева (Слика 2, Графикон 15) и да MCMV има способност да индукује некроптозу 

(230), испитивани су маркери некроптотичне смрти, HMGB1 (енгл. High mobility group box 

1) у хомогенатима ткива јетре и мембранска експресија калретикулина на хепатоцитима, 

36 сати након инфекције MCMV-ом. Статистички значајно већа концентрација HMGB1 је 

утврђена у хомогенатима јетре (Графикон 17) Gal-3 КО мишева у поређењу са WT 

мишевима 36 сати након инфекције MCMV-ом. 
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Графикон 17 

 

Графикон 17. Концентрација HMGB1 је статистички значајно већа у хомогенату ткива јетре Gal-3 KO 

мишева 36 сати након инфекције MCMV-ом. Концентрације HMGB1 у хомогенатима ткива јетре (100 mg) 

су одређене ELISA методом 36 сати после инфекције MCMV-ом. Представљена је средња вредност + SЕ 

HMGB1 концентрације, 5 мишева по групи. (Student- t тест; *p<0.05). 

 

Израженија некроптотска смрт хепатоцита је потврђена и налазом статистички значајно 

већег процента калретикулин позитивних хепатоцита у групи Gal-3 КО мишева у 

поређењу са WT мишевима 36 сати након инфекције MCMV-ом (Графикон 18). 

Графикон 18 

 

Графикон 18. Проценат калретикулин+ хепатоцита је већи у јетри Gal-3 KO мишева 36 сати након 

инфекције MCMV-ом. Проценат калретикулин+ хепатоцита је одређен проточном цитометријом 36 сати 

након инфекције MCMV-oм. Подаци су представљени као средња вредност калретикулин+ хепатоцита + SE, 

5 мишева по групи. (Student- t тест *p <0.05). 
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4.10. Gal-3 KO мишеви инфицирани MCMV-ом имају више апоптотских хепатоцита 

Да бисмо даље анализирали оштећење јетре код WT и Gal-3 KO мишева након инфекције 

MCMV-ом, користили смо TUNEL тест (означавање посредовано терминалом 

деоксинуклеотидил трансферазом, dUTP) за in situ детекцију фрагментације 

дезоксирибонуклеинске киселине. Као што је приказано на Слици 3 и на Графикону 19, 

јетре Gal-3 KO мишева садрже значајно већи број апоптотских, TUNEL позитивних 

хепатоцита 72 сата након инфекције MCMV-ом, у поређењу са јетрама WT мишева. 

Слика 3 

        Kонтрола    MCMV 

 WT               

Gal-3 KO      

Слика 3. Репрезентативни примери TUNEL позитивних хепатоцита WT и Gal-3 KO мишева 72 сата 

након инфекције MCMV-ом. TUNEL позитивни хепатоцити имају браон пребојена једра. 
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Графикон 19 

 

Графикон 19. Број апоптотских, TUNEL позитивних хепатоцита је статистички значајно већи код 

инфицираних Gal-3 КО мишева. Исечци јетре су обојени TUNEL методом 72 сата после инфекције. 

TUNEL позитивни хепатоцити (браон једра) су пребројани у пет различитих поља, а подаци су приказани 

као средњи број TUNEL позитивних хепатоцита + SE, 6 мишева по групи. (Student- t тест; ***р<0.001).  

 

Да бисмо потврдили повећану апоптозу хепатоцита код Gal-3 KO мишева, изоловали смо 

хепатоците из WT и Gal-3 KO мишева 72 сата након MCMV инфекције и одредили смо 

проценат апоптотских ћелија проточном цитометријом. Детектовали смо статистички 

значајно већи проценат апоптотских, Annexin V позитивних хепатоцита изолованих из 

инфицираних Gal-3 KO мишева у поређењу са инфицираним WT мишевима (Графикон 

20). Да бисмо још једном потврдили повећану апоптозу хепатоцита код Gal-3 KO мишева, 

урађена је имунохистохемијска aнализа експресије каспазе-3 у исечцима јетре. Као што је 

приказано на Слици 4, у ткиву јетре Gal-3 KO мишева је уочен већи број апоптотских, 

каспаза-3 позитивних ћелија по инфламацијском инфилтрату у поређењу са инфицираним 

WT мишевима. 
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Графикон 20 

 

 
 
Графикон 20. Проценат апоптотских, AnnexinV+PI- хепатоцита је статистички значајно већи код Gal-

3 КО мишева инфицираних MCMV-ом. Апоптоза хепатоцита је анализирана методом проточне 

цитометрије помоћу Annexin V (FITC) и пропидијум јодид двоструког бојења. Подаци су представљени као 

средња вредност Annexin V+PI- хепатоцита + SE, 6 мишева по групи. (Student- t тест; *p <0.05). 

 

Слика 4 

 
 
Слика 4. Имунохистохемијско бојење препарата јетре. Апоптотски хепатоцити су детектовани анти-

каспаза-3 бојењем (приказани црвеном бојом). Апоптотски хепатоцити су бројнији код Gal-3 KO мишева 72 

сата након инфекције MCMV∆m157 вирусом. 
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4.11. Инфекција MCMV-ом повећава експресију галектина-3 у хепатоцитима 

Галектин-3 има различиту улогу у патогенези тумора и у патогенези бројних хроничних 

инфламацијских болести (124, 231-233). Познато је да билијарне епителне ћелије и 

хепатоцити здравих C57BL/6 мишева имају веома слабу експресију галектина-3 (234). 

Показано је да појачана експресија галектина-3 постоји код пацијената са хепатитисом 

који је индукован вирусом (235). Да би се испитао утицај инфекције MCMV-ом на 

експресију галектина-3 in vivo и да би се одредила ћелијска локализација галектина-3, 

урађено је имунохистохемијско бојење исечака јетре WT и Gal-3 KO мишева 36 и 72 сата 

након инфекције MCMV-ом. Имунохистохемијска бојења исечака јетре су указала на 

значајно временски зависно повећање експресије галектина-3 у хепатоцитима WT мишева 

након MCMV инфекције (слика 5А). Експресија галeктина-3 није уочена у хепатоцитима 

неинфицираних мишева и Gal-3 KО мишева инфицираних MCMV-ом (слика 5Б). 

Слика 5 

А 

WT контрола  WT MCMV 36 сати        WT MCMV 72 сата 

 
Б 

    Gal-3 KO контрола    Gal-3 KO MCMV 36 сати     Gal-3 KO MCMV 72 сата 

 

Слика 5. Приказ имунохистохемијски регистроване експресије Gal-3 у исечцима јетре инфицираних 

WT и Gal-3 КО мишева. Репрезентативни исечци експресије галектина-3 у јетрама WT и Gal-3 КО мишева 

36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом и у контролним неинфицираним јетрама WT и Gal-3 КО мишева. 

Галектин-3+ хепатоцити су присутни код WT мишева 36 сати, а нарочито 72 сата након инфекције MCMV-

ом.  
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Да би се квантификовала експресија галектина-3 у јетри инфицираних мишева, бројани су 

галектин-3 позитивни хепатоцити у десет различитих поља на препарату и приказани су 

као средњи број галектин-3+ хепатоцита + SD. У јетри Gal-3 KO мишева нема галектин-3 

позитивних хепатоцита као ни у јетри нетртираних WT мишева (Графикон 21). Већ 36 

сати по инфекцији је у јетри WT мишева присутан значајан број галектин-3 позитивних 

хепатоцита, a 72 сата након инфекције MCMV-ом број ових ћелија по видном пољу је 

статистички значајно већи у поређењу са бројем галектин-3 позитивних хепатоцита 36 

сати након MCMV инфекције (Графикон 21). 

Графикон 21 

 

Графикон 21. Инфекција MCMV-ом повећава експресију галектина-3 у хепатоцитима. Број галектин-3 

позитивних хепатоцита је пребројаван у десет различитих поља и приказан је као средњи број галектин-3 

позитивних хепатоцита по пољу + SD. Један репрезентативни експеримент, 6 мишева по групи. (Student- t 

тест; ***р<0.001). 

 

4.12. Тежа болест код Gal-3 КО мишева је независна од активности NK ћелија 

Узимајући у обзир чињенице да NK ћелије играју кључну улогу у раном имунском 

одговору против MCMV-а код C57BL/6 мишева (206) и да NK ћелије доприносе оштећењу 

јетре код вирусних инфекција (236), испитивана је могућност да је веће оштећење јетре 

код инфицираних Gal-3 KO мишева последица повећане активности NK ћелија. 

Анализирано је присуство и фенотип NK ћелија у мононуклеарним инфилтратима јетре, 

36 и 72 сата након MCMV инфекције. Није било статистички значајног повећања процента 
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и укупног броја NK ћелија у јетри инфицираних Gal-3 KO мишева у односу на 

неинфициране Gal-3 KO мишеве (Графикон 22). Са друге стране, MCMV инфекција је 

индуковала статистички значајно повећање процента и укупног броја NK ћелија у јетри 

инфицираних WT мишева у односу на неинфициране WT мишеве (Графикон 22). Такође, 

проценат и укупан број NK ћелија је статистички значајно већи у јетри WT мишева у 

поређењу са групом Gal-3 KO мишева, 36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом 

(Графикон 22). 

Графикон 22     

36 сати      72 сата 

 

 

Графикон 22. Код инфицираних Gal-3 KO мишева је присутан мањи проценат и укупан број NK 

ћелија у јетри. Методом проточне цитометрије су анализиране мононуклеарне ћелије 36 и 72 сата после 

инфекције MCMV-ом. Представљене су средње вредности + SЕ, 6 мишева по групи. (Student- t тест; 

*р<0.05). 

 

Укупан број IFN-γ+ NK ћелија је статистички значајно већи у јетри WT мишева 36 сати 

након MCMV инфекције у односу на Gal-3 KO мишеве, док ова разлика није имала 

статистичку значајност 72 сата након инфекције (Графикон 23А). Укупан број IL-17+ NK 
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ћелија је статистички значајно већи код Gal-3 KO мишева у односу на WT мишеве, 72 сата 

након инфекције MCMV-ом (Графикон 23Б). Такође, укупан број NK ћелија које 

експримирају IL-10 је статистички значајно већи у групи Gal-3 KO мишева, 36 сати након 

инфекције MCMV-ом у поређењу са групом WT мишева (Графикон 23В). 

Графикон 23 

А 

36 сати     72 сата 

 
Б 

 

В 

 

Графикон 23. У јетрама инфицираних WT мишева су бројније инфламацијске NK ћелије упркос 

чињеници да је оштећење јетре израженије код Gal-3 KO мишева. Мононуклеарне ћелије су анализиране 
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методом проточне цитометрије 36 и 72 сата после инфекције MCMV-ом. Представљене су средње вредности 

+ SЕ, 6 мишева по групи. (Student- t тест; *р<0.05). 

Да би се искључила улога NK ћелија у већем оштећењу јетре код Gal-3 KO мишева, 

анализирали смо оштећење јетре код WT и Gal-3 KO мишева након инфекције мутантним 

сојем MCMV вируса (MCMV∆m157), којем недостаје m157 протеин који активира NK 

ћелије. Инфламацијски ћелијски инфилтрати се уочавају у ткиву јетре инфицираних WT и 

Gal-3 KO мишева (Слика 6). Није било разлике у величини инфилтрата између ове две 

групе мишева, али број инфилтрата је статистички значајно већи код инфицираних Gal-3 

KO мишева (Графикон 24).  

Слика 6 

 

Слика 6. Хистолошки исечци ткива јетре WT и Gal-3 KO мишева 72 сата након инфекције 

MCMV∆m157 вирусом. WT и Gal-3 КО мишеви су инфицирани i.v. MCMV∆m157 вирусом са 2x10
5
 

PFU/животињи. Ткиво јетре је екстирпирано 72 сата после инфекције MCMV∆m157 вирусом и исечци су 

бојени техником хематоксилин-еозин. Црне стрелице означавају инфламацијске ћелијске инфилтрате. 

Графикон 24 
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Графикон 24. Инфламацијски ћелијски инфилтрати су бројнији у јетри Gal-3 KO мишева 

инфицираних MCMV∆m157 вирусом. Број инфламацијских инфилтрата је пребројан и приказан као број 

инфилтрата по пољу + SЕ. Један репрезентативни експеримент, 5 мишева по групи. (Student- t тест; ***р< 

0.001). 

 

4.13. У јетри Gal-3 КО мишева је присутно више вирусом инфицираних ћелија 

Да би се у ткиву јетре потврдило присуство ћелија које су инфициране вирусом, у 

исечцима је детектовано присуство непосредно раних гена мишјег цитомегаловируса. 

Исечци јетре су имунохистохемијски обојени анти-IE1 антителом. Као што је приказано 

на Слици 7, у ткиву јетре Gal-3 KO мишева је уочен већи број ћелија и хепатоцита и 

ћелија мононуклеарног инфилтрата које експримирају антиген вируса. 

Слика 7 

 

Слика 7. Имунохистохемијско бојење исечака ткива јетре. Репрезентативни примери еспресије 

непосредно раног гена мишјег цитомегаловируса, IE1, у ткиву јетре (браон боја), 72 сата након инфекције 

MCMV∆m157 вирусом. 

 

С обзиром на предходни налаз да Gal-3 KO мишеви имају већи број вирусом инфицираних 

ћелија, желели смо да испитамо титар вируса у различитим органима рано након 

инфекције. Као што је приказано на Графикону 25А, очекивани титар вируса је присутан у 
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слезини WT мишева 3 дана након инфекције вирусом. Код Gal-3 KO мишева нису уочене 

битне разлике у вирусном титру у слезини у односу на WT мишеве, 3 дана након 

инфекције вирусом. Постоји повишени титар вируса у плућима Gal-3 KO мишева, али 

разлике нису биле статистички значајне. Међутим, у јетри Gal-3 KO мишева постоји 

статистички значајно повећање вирусног титра у поређењу са WT мишевима 3 дана након 

инфекције. Вирусни титри у слезини нису детектовани 8 дана после инфекције, изузев 

ниског вирусног титра код једног Gal-3 KO миша (Графикон 25Б). У плућима, јетри и 

пљувачним жлездама, детектовани су вирусни титри, али нису забележене статистичи 

значајне разлике између ове две групе мишева (Графикон 25Б). 

Графикон 25 

 

Графикон 25. Gal-3 KO мишеви имају повишене титре вируса рано након инфекције. WT и Gal-3 КО 

мишеви су инфицирани i.v. MCMV∆m157 вирусом са 2x10
5
 PFU/животињи. Вирусни титри у појединачним 

органима су одређени стандардним тестом плака 3 дана (А) и 8 дана (Б) након инфекције. Свака тачка 

представља појединачну животињу, а црта представља средишњи титар вируса. 

 

4.14. Eкспресија TNF-α у хепатоцитима је повећана код Gal-3 KO мишева 

инфицираних MCMV-ом 

Пошто смо утврдили да повећана инфламација и оштећење јетре код Gal-3 KO мишева 

није последица измењене активности NK ћелија, у наставку истраживања смо анализирали 
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улогу фактора некрозе тумора алфа (TNF-α). Познато је да TNF-α има улогу у одбрани од 

инфекције MCMV-ом и такође може имати улогу у оштећењу ткива јетре код MCMV 

инфекције (200). Такође је познато да сигнализација са TNF-α покреће некроптозу (237). У 

циљу даљег разјашњавања улоге TNF-α код оштећења ткива јетре, урадили смо 

имунохистохемијско бојење исечака јетре 36 и 72 сата након MCMV инфекције. 

Експресија TNF-α у хепатоцитима је анализирана након MCMV инфекције код WT и Gal-3 

KO мишева. Хепатоцити Gal-3 KO мишева више експримирају TNF-α 36 и 72 сата након 

MCMV инфекције, у поређењу са хепатоцитима WT мишева (Слика 8). 

Слика 8  

WT       Gal-3 KO 

36h  

72h  

Слика 8. Имунохистохемијско бојење препарата јетре. TNF-α+ хепатоцити су бројнији код Gal-3 KO 

мишева 36 сати и 72 сата након инфекције MCMV-ом. 

 

Број TNF-α позитивних хепатоцита је статистички значајно већи код инфицираних Gal-3 

KO мишева у односу на инфициране WT мишеве, 36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом 

(Графикон 26).  
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Графикон 26 

   36 сати     72 сата 

 

 

Графикон 26. Број TNF-α позитивних хепатоцита је статистички значајно већи код Gal-3 КО мишева 

36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом. Исечци јетре инфицираних мишева обе групе су 

имунохистохемијски обојени 36 и 72 сата после инфекције MCMV-ом. TNF-α позитивни хепатоцити су 

пребројани у пет различитих поља, а подаци су приказани као средњи број TNF-α позитивних хепатоцита + 

SE, 6 мишева по групи. (Student- t тест; ***р<0.001). 

 

 

Такође, концентрација TNF-α у хомогенату ткива јетре је статистички значајно већа у 

групи Gal-3 KO мишева, 72 сата након MCMV инфекције (Графикон 27). 

Графикон 27 

 

Графикон 27. У хомогенату јетре инфицираних Gal-3 КО мишева статистички је значајно већа 

концентрација TNF-α. Концентрација TNF-α у хомогенату ткива јетре је одређена ELISA методом 72 сата 

после инфекције MCMV-ом. Подаци су представљени као средња вредност концентрације TNF-α + SD, 6 

мишева по групи. (Student- t тест; *p<0.05). 
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Даље, статистички значајно већи проценат TNF-α+ хепатоцита анализиран проточном 

цитометријом је пронађен у групи Gal-3 KO мишева који су инфицирани MCMV-ом 72 

сата након инфекције, у поређењу са инфицираним WT мишевима (Графикон 28А). У 

складу са улогом NF-kB у промовисању експресије TNF-α и његове улоге у функцијама 

које су посредоване TNF-α, статистички значајно већи проценат NF-kB+ хепатоцита је 

уочен код Gal-3 KO  мишева, 72 сата након инфекције вирусом (Графикон 28Б). Ови 

резултати сугеришу да већа експресија TNF-α у хепатоцитима може бити узрок повећане 

смрти хепатоцита која је индукована MCMV-ом у групи Gal-3 KO мишева. 

Графикон 28 

А      Б 

 

Графикон 28. Gal-3 KO мишеви имају статистички значајно већи проценат TNF-α+ хепатоцита и NF-

kB+ хепатоцита 72 сата након инфекције MCMV-ом. Проценат TNF-α+ и NF-kB+ хепатоцита је одређен 

проточном цитометријом 72 сата након инфекције MCMV-oм. Подаци су представљени као средња вредност 

TNF-α+ хепатоцита и NF-kB+ хепатоцита+ SE, 6 мишева по групи. (Student- t тест; ***p <0.001). 

 

4.15. Дефицијенција гена за галектин-3 не утиче на заступљеност дендритских ћелија 

и макрофага који садрже TNF-α, а смањује проценат ових ћелија које садрже IL-10 у 

јетри инфицираних мишева  

Како би се испитало да ли је већа експресија TNF-α у хепатоцитима инфицираних Gal-3 

KO мишева праћена и већом заступљеношћу мијелоидних ћелија које садрже TNF-α, 

анализиран је проточном цитометријом проценат и број дендритских CD11с+ ћелија и 

макрофага, F4/80+, које експримирају TNF-α у јетри WT и Gal-3 KO 36 и 72 сата после 

MCMV инфекције. Као што се види на графикону 29 нема разлике у проценту и 
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аполутном броју дендритских ћелија (Графикон 29А) и макрофага (Графикон 29Б) које 

садрже TNF-α ни 36, ни 72 сата после MCMV инфекције. 

Графикон 29 
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Графикон 29. Нема разлике у проценту и апсолутном броју дендритских ћелија и макрофага који 

експримирају TNF-α у јетрама инфицираних WT и Gal-3 КО мишева. Методом проточне цитометрије 

су анализиране мононуклеарне ћелије 36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом. Представљене су средње 

вредности + SЕ процента и укупног броја CD11c+ дендритских ћелија који експримирају TNF-α и F4/80+ 

макрофага који експримирају TNF-α, 6 мишева по групи. (Student- t тест; *р<0.05). 

 

Даље је анализиран проценат и апсолутни број дендритских ћелија и макрофага које 

експримирају антиинфламацијски цитокин IL-10. Проценат и апсолутни број IL-10+ 

дендритских ћелија је статистички значајно већи у групи WT мишева у поређењу са 

групом Gal-3 KO мишева 36 сати после инфекције MCMV-ом (Графикон 30А). 

Статистичка значајност ове разлике се губи 72 сата после инфекције и тада је проценат 

ових ћелија нешто већи у групи Gal-3 KO мишева (Графикон 30А). Проценат макрофага 

који експримирају IL-10 у јетри је већи код WT мишева (Графикон 30Б) и 36 и 72 сата 

после вирусне инфекције у поређењу са групом Gal-3 KO мишева. Апсолутни број IL-

10+F4/80+ ћелија у јетри је статистички значајно већи у групи WT мишева у поређењу са 

групом Gal-3 KO мишева 72 сата након инфекције MCMV-ом (Графикон 30Б). 
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Б    

      

     

Графикон 30. Дефицијенција галектина-3 значајно смањује проценат и број регулаторних 

дендритских ћелија и макрофага у јетри мишева инфицираних MCMV-ом. Мононуклеарне ћелије су 

анализиране методом проточне цитометрије 36 и 72 сата након инфекције MCMV-ом. Представљене су 

средње вредности + SЕ процента и укупног броја CD11c+ дендритских ћелија које експримирају IL-10 и 

F4/80+ макрофага који експримирају IL-10, 6 мишева по групи. (Student- t тест; *р<0.05). 

 

4.16. Инхибиција везивања TNF-α ублажава хепатитис индукован MCMV-ом 

Да би се потврдила улога TNF-α у оштећењу ткива јетре након инфекције MCMV-ом, 

TNF-α је фармаколошки инхибиран применом инфликсимаба један сат пре инфекције 

MCMV-ом. Претретман инфликсимабом Gal-3 KO мишева инфицираних MCMV-ом 

*

0.0

0.2

0.4

0.6

Kонтрола MCMV

C
D

1
1

c
+

IL
-1

0
+

 x
 

1
0

6

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

Kонтрола MCMV

C
D

1
1

c
+

IL
-1

0
+

 x
 

1
0

6

*

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Kонтрола MCMV

F
4
/8

0
+

IL
-1

0
+

 (
%

)

WT Gal-3 KO *

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Kонтрола MCMV

F
4
/8

0
+

IL
-1

0
+

 (
%

)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

Kонтрола MCMV

F
4
/8

0
+

IL
-1

0
+

 x
 1

0
6

*

0.00

0.05

0.10

0.15

Kонтрола MCMV

F
4
/8

0
+

IL
-1

0
+

 x
 1

0
6



83 
 

значајно је смањио инфламацију и некрозу јетре (Слика 9 и Графикон 31А и 31Б). 

Инфламацијски и некротички фокуси су већи у јетри Gal-3 KO мишева инфицираних 

MCMV-ом у поређењу са групом Gal-3 KO мишева код којих је примењен инфликсимаб 

пре инфекције MCMV-ом (Слика 9).  

Слика 9 

WT контрола           Gal-3 KO контрола 

    
WT+MCMV            WT+MCMV+infliximab 

    
Gal-3 KO+MCMV            Gal-3 KO+MCMV+infliximab  

    

Слика 9. Блокада TNF-α смањује инфламацију и некрозу јетре код Gal-3 KO мишева инфицираних 

MCMV-ом. WT и Gal-3 KO мишеви су инфицирани i.p. MCMV-ом са 1x10
5
 PFU/животињи. Химерично 

моноклонско антитело, инфликсимаб је примењен у дози од 5 mg/kg i.p. један сат пре инфекције MCMV-ом. 

Мишеви су жртвовани 48 сати након инфекције, екстирпирано је ткиво јетре и исечци су бојени техником 

хематоксилин-еозин. Црне стрелице наглашавају некротична поља, а беле стрелице указују на 

инфламацијске фокусе. 
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Графикон 31 

А 

 
Б 

 

Графикон 31. Блокада TNF-α смањује број инфламацијских и некротичних фокуса у јетри Gal-3 KO 

мишева инфицираних MCMV-ом.  Број инфламацијских и некротичних фокуса је пребројаван и приказан 

је као број фокуса по исечку + SЕ. Један репрезентативни експеримент, 5 мишева по групи. (Student- t тест; 

***р< 0.001). 

 

 

Такође, блокада TNF-α пре инфекције MCMV-ом статистички је утицала на значајно 

смањење концентрације ALT-а у серуму у групи Gal-3 КО мишева (Графикон 32). Блокада 

TNF-α пре MCMV инфекције није утицала на величину инфламацијских поља и некрозу 

јетре у групи WT мишева (Слика 9, Графикон 31А и 31Б). Блажи хепатитис изазван 
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MCMV-ом у групи Gal-3 КО мишева третираних инфликсимабом подржава улогу TNF-α у 

тежем обољењу код Gal-3 дефицијентних животиња. 

Графикон 32 

 
Графикон 32. Третирање Gal-3 KO мишева инфликсимабом пре инфекције цитомегаловирусом 

смањује концентрацију ALT у серуму. Концентрације ензима јетре у серуму су одређиване 

колориметријском методом 48 сати након инфекције MCMV-ом. Представљена је средња вредност ALT + 

SЕ, 5 мишева по групи. (Student- t тест; ***p<0.001). 

 

4.20. Егзогени галектин-3 ублажава оштећење јетре које је изазвано MCMV-ом 

Да бисмо потврдили заштитну улогу галектина-3 у хепатитису који је индукован MCMV-

ом и да бисмо утврдили ефекат примене рекомбинантног галектина-3 на патогенезу ове 

болести, мишевима смо интраперитонеално апликовали рекомбинантни галектин-3 у дози 

од 50μg/ml два сата пре инфекције. Примена рекомбинантног галектина-3 није утицала на 

величину поља инфламације и некрозе у јетри WT мишева (Слика 10). Gal-3 KO мишеви 

третирани рекомбинантним галектином-3 су имали мање вредности хистолошких скорова 

некрозе и инфламације, 72 сата након MCMV инфекције (Графикон 33). 
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Слика 10 

WT MCMV 

 
WT MCMV+rGal-3 

 
KO MCMV 

 
KO MCMV+rGal-3 

 

Слика 10. Егзогени галектин-3 ублажава хепатитис изазван MCMV-ом. WT и Gal-3 KO мишеви су 

инфицирани i.p. MCMV-ом са 1x10
5
 PFU/животињи. Рекомбинантни галектин-3 је примењен у дози од 

50μg/ml i.p два сата пре инфекције MCMV-ом. Мишеви су жртвовани 72 сата након инфекције, 

екстирпирано је ткиво јетре и исечци су бојени техником хематоксилин-еозин. Црне стрелице наглашавају 

некротична поља, а беле стрелице указују на инфламацијске фокусе. 
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Графикон 33 

 

 
Графикон 33. Примена рекомбинантног галектина-3 пре инфекције MCMV-ом смањује инфламацију 

и некрозу у јетри Gal-3 KO мишева. Јетра је екстирпирана 72 сата након инфекције MCMV-ом, исечци су 

бојени техником хематоксилин-еозин. Представљен је хистолошки скор из 2 одвојена експеримента са 8 

мишева по групи.  

 

Такође, у јетри Gal-3 KO мишева третираних рекомбинантним галектином-3 пре 

инфекције цитомегаловирусом је забележен мањи број инфламацијских и некротичних 

фокуса по исечку (Графикон 34А и 34Б). Третман рекомбинантним галектином-3 није 

променио број инфламацијских фокуса у јетри WT мишева, али је утицао на повећање 

величине фокуса што се уочава и на Слици 10, беле стрелице. Мањи број некротичних 

поља је уочен у јетрама Gal-3 KO мишева третираних пре инфекције рекомбинантним 

галектином-3, у поређењу са Gal-3 KO мишевима који су само инфицирани MCMV-ом 

(Слика 10, црне стрелице). Блажа болест код Gal-3 КО мишева третираних 

рекомбинантним галектином-3 потврђује заштитну улогу галектина-3 у хепатитису 

индукованом MCMV-ом. 
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Графикон 34 

А      Б 

 

Графикон 34. Примена рекомбинантног галектина-3 смањује број инфламацијских и некротичних 

фокуса у јетри Gal-3 KO мишева инфицираних MCMV-ом. Број инфламацијских и некротичних фокуса 

је пребројан и приказан је као број фокуса по исечку + SЕ. Један репрезентативни експеримент, 8 мишева по 

групи. (Student- t тест; *р< 0.05). 

 

4.21. Инхибитор галектина-3 (Gal-3INH) значајно повећава некрозу јетре код WT 

мишева након инфекције MCMV-ом 

Након што је показано да галектин-3 може деловати протективно у моделу хепатитиса 

изазваног MCMV-ом, у даљем истраживању је анализирано да ли употреба инхибитора 

галектина-3 може повећати оштећење јетре. Како би се истражио ефекат инхибитора 

галектина-3 на ток хепатитиса после инфекције MCMV-ом, WT мишевима је апликован 

Gal-3INH интраперитонеално у дози од 300μg, два сата пре MCMV инфекције. 

Хистолошки параметри болести праћени су у групи инфицираних WT мишева који су 

примили инхибитор галектина-3 и упоређивани су са групом WT мишева који су само 

инфицирани MCMV-ом. У јетрама WT мишева инфицираних MCMV-ом и третираних 

инхибитором галектина 3 је детектовано значајно веће оштећење јетре (Слика 11).  
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Слика 11 

WT MCMV  

WT MCMV  

+Gal-3INH 

Слика 11. Инхибитор галектина-3 значајно повећава некрозу јетре код WT мишева након инфекције 

MCMV-ом. WT мишеви су инфицирани i.p. MCMV-ом са 1x10
5
 PFU/животињи. Gal-3INH је примењен у 

дози од 300μg i.p два сата пре инфекције MCMV-ом. Мишеви су жртвовани 72 сата након инфекције, 

екстирпирано је ткиво јетре и исечци су бојени техником хематоксилин-еозин. Црне стрелице наглашавају 

некротична поља, а беле стрелице указују на инфламацијске фокусе. 

 

Средње вредности хистолошких скорова некрозе и инфламације у јетри су 72 сата након 

инфекције MCMV-ом веће у групи WT мишева третираних Gal-3INH пре инфекције 

(Графикон 35А). Примена Gal-3INH пре инфекције није утицала на број инфламацијских 

фокуса у јетри WT мишева 72 сата после MCMV инфекције (Графикон 35Б), али је 

значајно смањила број некротичких фокуса по исечку (Графикон 35В). 

 

 

 

 

 



90 
 

Графикон 35 

А 

 
Б      В 

 

Графикон 35. Примена Gal-3INH је значајно повећала број некротичних фокуса у јетри WT мишева 

инфицираних MCMV-ом. Ткиво јетре WT мишева је екстирпирано 72 сата после инфекције MCMV-ом, 

исечци су бојени техником хематоксилин-еозин. Представљен је хистолошки скор за 8 мишева по групи. 

Број инфламацијских и некротичних фокуса је пребројан и приказан као број фокуса по исечку + SЕ. Један 

репрезентативни експеримент, 8 мишева по групи. (Student- t тест; ***р< 0.001). 
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5. ДИСКУСИЈА 

5.1. MCMV инфекција погоршава ЕАЕ-а код Gal-3 KO мишева  

Вирусна инфекција се сматра једним од главних етиолошких чинилаца који утичу на 

развој мултипле склерозе. За развој мултипле склерозе се најчешће везују вируси из 

фамилије Herpetoviridae, а посебно Epstein-Barr вирус и Cytomegalovirus (145, 238). 

Постоје супротни подаци о удружености инфекције цитомегаловирусом и мултипле 

склерозе. Епидемиолошки подаци који указују да CMV има улогу у етиопатогенези 

мултипле склерозе су оскудни. Показано је да су титри IgG антитела специфичних за 

антигене и ДНК цитомегаловируса повећани код оболелих од мултипле склерозе, 

указујући на улогу CMV у развоју мултипле склерозе (186). Серопозитивност на CMV је 

повезана са већим бројем релапса и са прогресијом до клинички дефинитивне мултипле 

склерозе (187). Присуство антитела на CMV је такође повезано са израженијом атрофијом 

сиве масе и целог мозга код пацијената са мултиплом склерозом (188). 

Друге студије указују на заштитни ефекат инфекције CMV-ом у аутоимунским болестима. 

CMV кодира више фактора који покрећу имуномодулаторне механизме и механизме 

избегавања имунског система домаћина, што би могло да утиче на општу имуносупресију 

код оболелих од мултипле склерозе (186, 189). Веза између титара антитела специфичних 

за CMV и бољег клиничког исхода је примећена у групи оболелих од мултипле склерозе. 

У групи испитаника који су имали антитела на цитомегаловирус у серуму забележени су 

мања атрофија мозга и краћи релапси (190). Резултати других студија су показали да 

присуство антитела специфичних за CMV у серуму смањује ризик од развоја мултипле 

склерозе (191). 

У моделу инфекције Тajлеровим вирусом мишјег енцефаломијелитиса, инфекција МCMV-

ом две недеље пре TMEV инфекције утиче на боље моторичке способности мишева и 

мању инфилтрацију мозга Т лимфоцитима (189). Резултати ове студије указују да МCMV 

инфекција делује протективно у моделу ЕАЕ изазваног другом вирусном инфекцијом. 

Међутим подаци о утицају МCMV инфекције на ток ЕАЕ изазваног имунизацијом 

антигенима мијелина су другачији. Инфекција МCMV-ом BABL/c мишева пре 

имунизације пептидом MOG35-55 прекида резистенцију ових мишева на индукцију ЕАЕ 

(222). Такође претходна инфекција цитомегаловирусом појачава манифестације ЕАЕ код 
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C57BL/6 мишева имунизованих пептидом MOG35-55 (226). У складу са налазима последње 

две студије је и резултат да претходна инфекција цитомегаловирусом утиче на повећање 

вредности средњег клиничког скора од 15. дана након имунизације (Графикон 1А) и 

повећава средњу вредност хистолошког скора (Графикон 1Б). 

Ефекти галектина-3 на инфламацијске болести су различити чак и у истој болести и зависе 

од имунопатогенетског механизма који има доминантну улогу у појединим фазама 

болести (239), или у различито индукованим експерименталним моделима болести (234, 

240). Галектин-3 има заштитну улогу у анималном моделу оштећења миокарда изазваном 

инфекцијом C57BL/6 мишева коксаки вирусом В3 (241). Међутим у моделу орган 

специфичне аутоимунске болести, ЕАЕ изазваног имунизацијом пептидом MOG35–55 

галектин-3 има проинфламацијски ефекат. Gal-3 дефицијентни мишеви имунизовани 

антигеном мијелина развили су слабију форму ЕАЕ (101). Резултати ове студије показују 

да инфекција МCMV-ом погоршава клиничке и хистолошке манифестације ЕАЕ код Gal-3 

KO мишева (Графикон 1А), изједначавајући их са групом имунизованих Gal-3 позитивних 

мишева. Gal-3 KO мишеви инфицирани MCMV-ом пре имунизације пептидом MOG35-55 

развијају типичне клиничке знаке EAE-а, са средњим вредностима средњег клиничког 

скора веома сличним као код осетљивих WT мишева (Графикон 1А). Инфекција вирусом 

пре имунизације антигеном мијелина значајно је утицала на развој значајног 

инфламацијског инфилтрата периваскуларно и субарахноидално са ширењем у паренхим 

мозга у групи Gal-3 KO мишева (Слика 1). 

Овај резултат указује да претходна инфекција цитомегаловирусом може да подстакне 

активацију аутореактивног клона/клонова и у индивидуама које су мање склоне развоју 

аутоимунске болести и тако повећа ризик од развоја болести.  

5.2. Претходна MCMV инфекција смањује заступљност проинфламацијских CD4+ T 

лимфоцита у мозгу WT и Gal-3 KO мишева имунизованих пептидом MOG35-55 

У патогенези ЕАЕ кључну улогу играју Th1 и Th17 лимфоцити (242, 243). У ЦНС-у 

животиња којима је индукован ЕАЕ се налази велики проценат Тh1 лимфоцита који 

продукују IFN-γ (244, 245) који активира макрофаге, ћелије које играју најзначајнију улогу 

у развоју инфламације у ЦНС-у (246). На значај Тh1 лимфоцита у патогенези ЕАЕ указали 

су експерименти са мишевима са делецијом гена за IL-12p40 субјединицу која је битна за 
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поларизацију Т лимфоцита у правцу Th1, који су резистентни на развој ЕАЕ (247). 

Међутим, у другим студијама је показано да су мишеви без гена IFN-γ и STAT1, 

транскрипционог фактора кључног за развој Th1 лимфоцита, развили тежи ЕАЕ, што 

указује да и друге ћелије имају улогу у патогенези ЕАЕ-а (248). Друге студије указују да 

су Тh17 ћелије за чији је развој неопходно присуство IL-23 и RORγt, кључне у инцијалним 

догађајима у патогенези ЕАЕ (249). IL-17 којег секретују Th17 лимфоцити привлачи и 

активира неутрофиле и нарушава пермеабилност крвно-мождане баријере (250). Ове 

ћелије синтетишу IL-21, IL-22, фактор стимулације гранулоцитних и макрофагних 

колонија (GM-CSF) који стимулише ћелије које презентују антигене да секретују IL-23 

(251). Показано је да примена анти-IL-17 антитела смањује тежину ЕАЕ-а (252). 

Улога галектина-3 у Th1/Th2 и Th17 поларизацији је контроверзна. Током паразитарних 

инфекција, смањена инфламација је повезана са појачаним Th1 одговором код Gal-3 КО 

мишева (253). Насупрот томе, показано је да галектин-3 смањује експресију гена за IL-5 

(254). Gal-3 КО мишеви развијају нормалан Th2 одговор и имају веће концентрације IgG1 

у серуму након инфекције интестиналним нематодама и шистозомијазом у поређењу са 

галектин-3 позитивним мишевима (255). Слабији ЕАЕ код Gal-3 КО мишева је удружен са 

слабијом продукцијом IFN-γ и IL-17 (101). Већи проценат Th17 ћелија које продукују IL-

17 код галектин-3 позитивних мишева у поређењу са галектин-3 дефицијентним 

мишевима је показан у различитим аутоимунским болестима (234, 256, 257). 

У овој студији је показано да одсуство галектина-3 смањује проценат инфламацијских 

IFN-γ и IL-17 позитивних лимфоцита. Претходна инфекција цитомегаловирусом повећава 

број и статистички значајно повећава проценат CD4+ Т лимфоцита у ЦНС-у у групи Gal-3 

КО мишева имунизованих пептидом MOG35-55 (Графикон 2А). У групи WT мишева 

инфекција пре имунизације не утиче на процентуалну заступљеност CD4+ Т лимфоцита у 

инфилтратима у ЦНС-у, а смањује апсолутни број ових ћелија (Графикон 2А). Проценат и 

укупан број CD4+ Т лимфоцита који експримирају IFN-γ у инфилтратима у ЦНС-у је 

значајно мањи у групама WT и Gal-3 КО мишева инфицираних вирусом пре имунизације 

пептидом MOG35-55 у поређењу са групама WT и Gal-3 KO мишева који су имунизовани 

само пептидом MOG35-55 (Графикон 2Б). MCMV инфекција пре имунизације пептидом 

MOG35-55 смањује и проценат и укупан број IL-17+ CD4+ Т лимфоцита и TNF-α+ CD4+ Т 

лимфоцита у ЦНС-у и WT и Gal-3 КО мишева (Графикон 2В и 2Г). 
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5.3. MCMV инфекција пре имунизације пептидом MOG35-55 повећава заступљеност 

проинфламацијских CD8+ T лимфоцита у мозгу Gal-3 дефицијентних мишева 

Познато је да CD8+ Т лимфоцити имају патогену улогу у ЕАЕ-у (258). CD8+T лимфоцити 

изоловани из имунизованих животиња, могу узроковати демијелинизацију код примаоца 

(259). Иако је опште прихваћено да централну улогу у патогенези ЕАЕ играју CD4+ T 

лимфоцити показано је да и CD8+ T лимфоцити самостално могу да покрену аутоимунски 

процес и да изазову благ облик болести (260). 

У овој студији је показано да инфекција MCMV-ом пре имунизације пептидом MOG35-55 

утиче на пораст заступљености инфламацијских CD8+ Т лимфоцита у инфилтратима у 

ЦНС-у WT и Gal-3 КО мишева (Графикон 3А). Проценат CD8+ Т лимфоцита који 

експримирају IFN-γ је статистички значајно већи у ЦНС-у инфицираних Gal-3 KO мишева 

имунизованих пептидом MOG35-55 у поређењу са Gal-3 KO мишевима имунизованим само 

пептидом MOG35-55 (Графикон 3Б). Проценат и укупан број CD8+ Т лимфоцита који 

експримирају IL-17 и проценат и број ових ћелија које експримирају TNF-α је статистички 

значајно већи у ЦНС-у Gal-3 KO мишева инфицираних пре имунизације пептидом MOG35-

55 у поређењу са групом Gal-3 KO мишева имунизованих само пептидом MOG35-55 

(Графикон 3В и 3Г). Проценат и укупан број CD8+ Т лимфоцита који експримирају TNF-α 

је већи и у ЦНС-у WT мишева инфицираних пре имунизације пептидом MOG35-55 у 

поређењу са WT мишевима имунизованих пептидом MOG35-55 (Графикон 3Г). Такође је 

показано постојање већег процента и броја цитотоксичких CD8+ Т лимфоцита у ЦНС-у 

инфицираних Gal-3 KO мишева који су имунизовани пептидом MOG35-55 у поређењу са 

Gal-3 KO мишевима имунизованим само пептидом MOG35-55 (Графикон 4А и 4Б). Ови 

резултати су у складу претходним налазима да инфекција цитомегаловирусом повећава 

заступљеност инфламацијских и цитолитичких CD8+ лимфоцита у мозгу мишева 

имунизованих пептидом MOG35-55 (222). Слично, појачање EAE код C57BL/6 мишева који 

су инфицирани γHV-68 удружено је са инфилтрацијом можданог паренхима 

цитолитичким и инфламацијским CD8+ лимфоцитима (261). 
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5.4. Инфекција цитомегаловирусом пре имунизације пептидом MOG35-55 утиче на 

повећање процента класично активираних макрофага у ЦНС-у Gal-3 KO мишева  

Експресија галектина-3 је повећана у микроглији и макрофагима у кичменој мождини и 

оптичким нервима мишева са индукованим експерименталним аутоимунским 

енцефаломијелитисом (131). Као одговор на инфламацијске стимулусе, микроглија 

секретује галектин-3 који делује као ендогени лиганд за TLR-4. Галектин-3 учествује у 

активацији проинфламацијског М1 фенотипа микроглијалних ћелија и на тај начин 

промовише неуроинфламацију (132). Показано је да системска MCMV инфекција значајно 

повећава број ћелија које имају карактеристике активиране микроглије и то доминантно 

М1 фенотип (262). У неуроинфламацији микроглија експримира MHC молекуле II класе, 

костимулаторне молекуле и стимулише продукцију цитокина у Т лимфоцитима (263). У 

складу са претходно наведеним налазом да инфекција цитомегаловирусом подстиче 

класичну активацију микроглије је и резултат ове студије који показује да инфекција 

MCMV-ом пре имунизације пептидом MOG35-55 повећава проценат и укупан број 

макрофага који експримирају маркер класичне активације, CD86 у ЦНС-у у групи Gal-3 

KO мишева (Графикон 5Б). Уочен је већи проценат класично активираних макрофага у 

мозгу имунизованих Gal-3 позитивних мишева у поређењу са групом Gal-3 дефицијентних 

мишева што је у складу са описаном проинфламацијском улогом галектина-3 у ЦНС-у 

(132), сличан налаз је забележен и код мишева само инфицираних цитомегаловирусом, 

али удружени ефекат инфекције и имунизације утиче на значајно већи пораст процента 

класично активираних макрофага у групи Gal-3 дефицијентних мишева (Графикон 5). 

5.5. Инфекција MCMV-ом изазива експанзију инфламацијских CD4+CD28- 

лимфоцита у периферној крви Gal-3 KO мишева 

CD4+CD28
null 

меморијски Т лимфоцити настају током хроничне активације имунског 

система и код здравих особа и код оболелих од мултипле склерозе. Ове ћелије имају 

ограничену разноликост Т ћелијског рецептора, независни су од костимулације, отпорнији 

су на апоптозу, и мање су подложни супресији регулаторним Т лимфоцитима (264-266).  

Особине које указују да ове ћелије доприносе аутоимунском оштећењу ЦНС-а у 

мултиплој склерози укључују њихову аутореактивност и изражене цитотоксичке 

капацитете (266, 267). Инфекција CMV-ом изазива експанзију проинфламацијских 

ефекторско-меморијских CD4+CD28
null

 T ломфоцита код особа оболелих од мултипле 
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склерозе (265, 268). Стимулација CD4+CD28
null

 T ломфоцита аутоантигенима мијелина 

доприноси пролиферацији и ослобађању цитотоксичких гранула што може индуковати 

оштећење у мултиплој склерози (269). Проценат CD4+CD28
null

 T лимфоцита корелира са 

степеном демијелинизације и тежином болести (226). 

У овој студији је показано да имунизација енцефалитогеном значајно повећава проценат 

ефекторско меморијских лимфоцита у периферној крви, MCMV инфекција минимално 

повећава проценат ових ћелија и то значајније у групи WT мишева, док инфекција 

вирусом и накнадна имунизација пептидом MOG35-55 повећава значајно проценат 

CD4+CD28- лимфоцита само у групи Gal-3 KO мишева (Графикон 6). Проценат 

CD4+CD28- лимфоцита у периферној крви Gal-3 KO мишева инфицираних вирусом па 

имунизованих пептидом MOG35–55 је статистички значајно већи у поређењу са процентом 

ових ћелија у периферној крви инфицираних и имунизованих WT мишева (Графикон 6). 

Интересантно је да сама вирусна инфекција значајно повећава проценат IFN-γ+ ћелија у 

оквиру CD4+CD28- популације ћелија у групи Gal-3 KO мишева па је проценат ових 

ћелија статистички значајно већи него у групи инфицираних WT мишева (Графикон 6). 

Имунизација пептидом MOG35–55 после инфекције вирусом додатно повећава проценат 

IFN-γ+ ћелија у оквиру CD4+CD28- популације у групи Gal-3 KO мишева, а у групи WT 

мишева ни инфекција ни имунизација не утичу на повећање процента инфламацијских 

ефекторско меморијских лимфоцита. 

Ови резултати указују да инфекција цитомегаловирусом утиче на погоршање ЕАЕ и 

индукцијом експанзије ефекторско меморијских CD4+CD28- лимфоцита који имају 

инфламацијски фенотип, а који се брже активирају аутоантигенима, способни су да прођу 

у мождани паренхим и имају цитотоксички капацитет (266, 267), 

5.6. Галектин-3 игра протективну улогу у оштећењу јетре изазваном инфекцијом 

цитомегаловирусом 

У неколико клиничких студија је показано да су у току вирусних инфекција 

концентрације галектина-3 у серуму повећане (270, 271). Већа експресија галектина-3 је 

показана и у нервном ткиву са присутном вирусном инфекцијом, са јасном разликом у 

експресији у ткиву мозга са вирусном инфекцијом и дегенерацијом. Резултати ове студије 

указују дa је галектин-3 потенцијални маркер вирусних инфекција (138). Налази добијени 
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у анималном моделу оштећења миокарда изазваним инфекцијом C57BL/6 мишева коксаки 

вирусом В3 указују на заштитну улогу галектина-3 у болестима које су изазване вирусним 

инфекцијама (241). Резултати ове студије јасно показују да је делеција гена за галектин-3 

удружена са убрзаним и тежим оштећењем јетре изазваним инфекцијом MCMV-ом. Gal-3 

дефицијентни C57BL/6 мишеви инфицирани MCMV-ом развијају тежи облик хепатитиса 

у поређењу са Gal-3 позитивним мишевима. У јетри Gal-3 дефицијентних мишева 

инфицираних MCMV-ом детектовани су већи инфилтрати и већа поља некрозе (Слика 2, 

Графикон 15), већи проценат апоптотичних и некроптотичних хепатоцита (Слика 3, 4, 

Графикон 19, 20), већи титар вируса (Графикон 25) и већи број ћелија инфицираних 

MCMV-ом (Слика 7). Концентрација ензима у серуму који указује на оштећење јетре, 

ALT, је такође већа у групи Gal-3 дефицијентних инфицираних мишева (Графикон 16). 

Ови резултати указују да галектин-3 вероватно игра протективну улогу у оштећењу јетре 

изазваном инфекцијом цитомегаловирусом. На овај закључак указује и детектована мања 

инфламација и некроза јетре код Gal-3 КО мишева третираних рекомбинантним 

галектином-3 пре инфекције MCMV-ом (Слика 10). Ефекат галектина-3 на ток и тежину 

различитих инфламацијских стања зависи од тока који од имунопатогенетских 

механизама игра доминантну улогу у развоју болести. Делеција гена за галектин-3 или 

фармаколошка инхибиција галектина-3 имају протективни ефекат у моделу кардитиса у 

ком доминантну имунопатогенетску улогу играју макрофаги и у моделу срчане фиброзе 

изазване инфекцијом коксаки вирусом B3 (241). Такође, раније је показано да је одсуство 

галектина-3 удружено са слабијом формом хепатитиса у чијој патогенези кључну улогу 

играју Т лимфоцити и NKT ћелије (124, 235). У складу са наведеним подацима је и 

резултат новије студије да у одсуству галектина-3 готово да нема развоја холангитиса у 

моделу примарног билијарног холангитиса изазваног бактеријом, што је последица 

неадекватне активације инфламазома у одсуству галектина-3 (240). 

Резултати ове студије који указују на протективни ефекат галектина-3 у оштећењу јетре 

изазваном инфекцијом цитомегаловирусом су у складу са резултатима претходног 

истраживања у којем је показано да делеција гена за галектин-3 погоршава примарни 

билијарни холангитис изазван имунизацијом мишева ксенобиотиком услед веће апоптозе 

хепатоцита у одсуству галектина-3 и последично интензивнијег ослобађања аутоантигена 

(234). 
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5.7. Повећана инфламација и слабија контрола вирусне инфекције у јетри Gal-3 KO 

мишева је независна од активности NK ћелија 

NK ћелије играју кључну улогу у раном имунском одговору на инфекцију мишјим 

цитомегаловирусом и утичу на елиминацију MCMV-а из јетре C57BL/6 мишева (206). Са 

друге стране NK ћелије доприносе оштећењу јетре у вирусним инфекцијама (236). 

Галектин-3 експримиран на NK ћелијама углавном утиче на смањење продукције 

инфламацијских медијатора у NK ћелијама и смањује њихову цитотоксичку активност 

(233). У овој студији је показано да се у јетри галектин-3 позитивних мишева налази већи 

укупан број NK ћелија које експримирају IFN-γ и маркере цитолитичке активности, а 

мањи број NK ћелија које експримирају IL-10 у поређењу са Gal-3 КО мишевима 

(Графикон 23) што је у супротности са претходно наведеним налазима (233). Такође, у 

овој студији је показан већи инфлукс NK ћелија у јетру инфицираних WT мишева 

(Графикон 22). Наведени резултати јасно указују да веће оштећење јетре код 

инфицираних Gal-3 КО мишева није праћено већом активношћу NK ћелија (Графикон 22 

и 23) и да је вероватно да су мањи титри вируса у јетри WT мишева резултат повећане 

активности NK ћелија. 

Резултати експеримената у којима су мишеви инфицирани мутантним сојем вируса, 

MCMVΔm157, су потврдили да NK ћелије немају учешће у већем оштећењу јетре код Gal-

3 КО мишева. Протеин m157 који је кодиран вирусним геном везује се за активациони 

рецептор на NK ћелијама, Ly49H, тако стимулише антивирусну активност NK ћелија која 

је кључна за рану контролу MCMV инфекције и бржу елиминацију вируса из органа (204). 

Делеција гена за m157 протеин у оквиру вирусног генома или блокада активационог 

рецептора Ly49H на NK ћелијама ремети рану контролу MCMV у већини органа (205, 212, 

272, 273). Инфекција MCMVΔm157 вирусом који нема могућност ране активације NK 

ћелија користи се за испитивање улоге ових ћелија у контроли инфекције и/или оштећењу 

ткива изазваном вирусном инфекцијом. Налаз већег броја инфилтрата у јетри Gal-3 КО 

мишева инфицираних са MCMVΔm157 у поређењу са групом WT мишева инфицираних 

истим сојем вируса (Слика 6, Графикон 24) сугерише да веће оштећење јетре код Gal-3 КО 

мишева нема везе са активношћу NK ћелија. 
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5.8. Eкспресија TNF-α у хепатоцитима је повећана код Gal-3 KO мишева 

инфицираних MCMV-ом 

MCMV инфекција индукује веома брзи развој системског инфламацијског одговора који 

карактерише продукција велике количине TNF-α, IL-12, IFN-γ и интерферона тип I (20, 

229). TNF-α је укључен у патогенезу вирусног хепатитиса, алкохолне болести јетре, 

неалкохолне масне болести јетре и исхемијско-реперфузионе повреде, али игра дихотомну 

улогу јер не делује само као медијатор ћелијске смрти, већ може да индукује и 

пролиферацију хепатоцита и регенерацију јетре (274). Велике концентрације TNF-α у 

серуму се детектују рано након инфекције (20), а повећана експресија mRNA TNF-α 

детектује се у јетри, слезини и плућима инифицираних мишева (275). Антивирусна дејства 

TNF-α код мишева који су инфицирани MCMV-ом су индиректно посредована 

олакшавајући инфилтрацију инфламацијских ћелија на местима инфекције (276). 

Оштећење јетре које се развија рано по инфекцији посредовано је TNF-α код 

имунокомпетентних али и имунодефицијентних особа (200). Велика концентрација TNF-α 

у серуму код новорођених инфицираних мишева карактеристика је вирулентне инфекције 

и у корелацији је са морталитетом (277). Раније је показано да TNF-α учествује у 

оштећењу јетре у току инфекције MCMV-ом и то независно од деловања Т лимфоцита и 

NK ћелија (200). TNF-α је неопходан за развој некротичних жаришта у јетри рано по 

инфекцији MCMV-ом и за пораст трансаминаза у серуму (200). Са друге стране резултати 

једне студије показују да лечење анти-TNF-α антителом нема ефекта на репликацију 

MCMV-а и на исход болести (278). 

Резултати ове студије показују да су хепатоцити значајан извор TNF-α у MCMV 

инфекцији (Слика 8). Иако је TNF-α традиционално описан као цитокин којег секретују 

ћелије урођене имуности (279), познато је да ткивно-специфичне ћелије такође продукују 

TNF-α (280-282). Продукција TNF-α у јетри мишева инфицираних MCMV-ом зависи од 

сигнализације са TLR3, TLR7 и TLR9 рецептора (283, 284), као и од активности MAPK-

активиране протеинске киназе 2 (285). С обзиром да је у овој студији поред експресије 

TNF-α у хепатоцитима јасно детектовано и присуство хепатоцита инфицираних MCMV-

ом (Слика 7), претпостављено је да MCMV директно стимулише производњу TNF-α у 

хепатоцитима. Поред тога, већа експресија TNF-α и већи број хепатоцита који 

експримирају TNF-α детектовани су у јетри Gal-3 КО мишева инфицираних MCMV-ом у 
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којој се детектује и значајно веће оштећење у поређењу са групом инфицираних галектин-

3 позитивних мишева (Слика 8, Графикон 26). Примена моноклонског антитела које 

блокира TNF-α (Infliximab) пре инфекције MCMV-ом утицала је на значајну редукцију 

смрти хепатоцита, посебно у групи Gal-3 KO мишева (Слика 9). TNF-α сензибилише 

хепатоците на апоптозу која је зависна од каспазе као и на апоптозу која је независна од 

каспазе (286) и покреће некроптозу (237). Према томе, може се претпоставити да TNF-α 

којег продукују хепатоцити игра значајну улогу у оштећењу јетре након инфекције 

MCMV-ом. Узимајући у обзир ова запажања, вероватно је да већа продукција TNF-α у 

хепатоцитима Gal-3 KO мишева инфицираних MCMV-ом доприноси већем оштећењу 

јетре. 

5.9. Инфекција MCMV-ом повећава експресију галектина-3 у хепатоцитима 

Хепатоцити људи у физиолошким условима не експримирају галектин-3 (234), али се 

експресија галектина-3 у хепатоцитима повећава у различитим обољењима јетре (287-

289). Галектин-3 је обилно експримиран унутар регенеративних нодулуса у цирози јетре 

(290) у туморском ткиву хепатоцелуларног карцинома. Експресија галектина-3 је такође 

укључена у прогресију тумора и повезана је са лошијом прогнозом хепатоцелуларног 

карцинома (287). У овој студији је утврђено да нема експресије галектина-3 у 

хепатоцитима нетретираних мишева и показано је постојање временски зависног 

повећања експресије галектина-3 у хепатоцитима WT мишева инфицираних MCMV-ом 

(Слика 5). Овај налаз је у складу са претходно објављеним радовима у којима је показана 

већа експресија галектина-3 у ткиву ЦНС-а мишева након развоја енцефаломиокардитиса 

који је изазван вирусном инфекцијом (138) и у микроглији и астроцитима мишева 

инфицираних Junin вирусом (137). Недавно је показано да TNF-α повећава експресију 

галектина-3 (291), што указује да експресија галектина-3 која је индукована MCMV-ом у 

хепатоцитима може бити резултат продукције TNF-α коју индукује вирус. 

5.10. Gal-3 KO мишеви инфицирани MCMV-ом имају више апоптотских хепатоцита 

Делеција гена који кодира галектин-3 сензибилише хумане кератиноците, ћелије 

колоректалног карцинома, леукемијске ћелије, ћелије хуманог карцинома бубрега и ћелије 

холангиокарцинома на апоптозу (288, 292-294), док прекомерна експресија галектина-3 

штити ћелије од апотозе (295). Галектин-3 инхибира лиганд који изазива апоптозу који је 
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повезан са TNF-α, TRAIL лиганд (енгл. TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), 

индукујући апоптозу активацијом PI3K/Akt пута који стабилизује митохондријални 

мембрански потенцијал, што резултира инхибицијом активације каспазе-9 и каспазе-3 

(296). У складу са тим, пронађен је већи проценат TNF-α позитивних хепатоцита 

(Графикон 26) и већи проценат апоптотичних хепатоцита у јетри Gal-3 KO мишева 

инфицираних MCMV-ом (Слика 3, 4, Графикон 19, 20). Такође, у овој студији је 

пронађено значајно веће ослобађање HMGB1 у ткиву јетре инфицираних Gal-3 KO 

мишева (Графикон 17) и значајно већи проценат калретикулин позитивних хепатоцита 

(Графикон 18) (297). HMGB1 се везује за неколико рецептора на површини ћелија 

имунског система (TLR2, TLR4, RAGE) и стимулише развој јаке инфламације (298), док се 

изложени калретикулин везује за рецепторе на ћелијама које презентују антиген и 

стимулише фагоцитозу (299). Претпоставља се да је већа некроптоза хепатоцита у групи 

Gal-3 дефицијентних мишева, рано након инфекције MCMV-ом, праћена већим 

отпуштањем HMGB1, већом инфламацијом у јетри и продукцијом TNF-α у ћелијама 

урођеног имунског система, која затим активира NF-кВ у хепатоцитима и накнадно 

повећава експресију цитокина урођене имуности (TNF-α) у хепатоцитима (300) 

изазивајући повећано оштећење јетре. 

Коначно, подаци из ове студије указују да је повећана експресија галектина-3 у јетри 

мишева инфицираних MCMV-ом удружена са смањеним титром вируса, штити 

хепатоците од апоптозе и некроптозе зависних од TNF-α, и накнадно смањује оштећење 

јетре. Ови налази у комбинацији са смањеним оштећењем јетре изазваним MCMV-ом 

након третмана рекомбинантним галектином-3 указују на заштитну улогу галектина-3 у 

оштећењу јетре изазваном инфекцијом MCMV-ом, што указује на могућност даљих 

претклиничких испитивања нових терапијских мера. 
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

Галектин-3 утиче на развој имунског одговора на МCMV, па тако слезине инфицираних 

C57BL/6 мишева са делецијом гена за Gal-3 садрже мањи проценат инфламацијских 

мијелоидних ћелија, а након елиминације вируса, 11 дана после инфекције, садрже већи 

проценат инфламацијских NK ћелија што је удружено са прекидом атенуације ЕАЕ 

изазваног имунизацијом пептидом MOG35-55. Галектин-3 штити хепатоците од апоптозе и 

некроптозе које изазива MCMV посредством TNF-α и тако смањује оштећење јетре 

изазвано инфекцијом цитомегаловирусом. 

Закључци су изведени на основу следећих резултата: 

1. Gal-3 KO мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 након инфекције 

цитомегаловирусом развијају ЕАЕ сличан оном који развијају неинфицирани 

имунизовани C57BL/6 WT мишеви. 

2. MCMV инфекција смањује проценат и број инфламацијских CD4+ ћелија у ЦНС-у 

WT и Gal-3 KO мишева имунизованих пептидом MOG35-55 после инфекције 

MCMV-ом. 

3. Дефицијенција галектинa-3 je удружена са повећањем процента и броја 

проинфламацијских и смањењем процента и броја антиинфламацијских CD8+ 

ћелија у ЦНС-у инфицираних мишева имунизованих пептидом MOG35-55. 

4. Дефицијенција галектинa-3 je удружена са повећањем процента класично 

активираних макрофага у ЦНС-у мишева имунизованих пептидом MOG35-55 након 

инфекције MCMV-ом. 

5. Одсуство галектина-3 повећава проценат инфламацијских ефекторско-меморијских 

(IFN-γ+CD4+CD28-) лимфоцита у периферној крви мишева инфицираних 

цитомегаловирусом. 

6. Слезине Gal-3 KO мишева након елиминације вируса, 11 дана после инфекције, 

садрже већи проценат инфламацијских NK и NKТ ћелија.  

7. Дефицијенција галектина-3 је удружена са већим оштећењем јетре изазваним 

инфекцијом MCMV-ом, судећи према вредностима хистолошког скора и 

биохемијских параметара и већим титром вируса. 

8. Инфекција цитомегаловирусом повећава ескпресију галектина-3 у хепатоцитима. 
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9. Веће оштећење јетре инфицираних Gal-3 KO мишева није последица веће 

активности NK ћелија. Јетре инфицираних C57BL/6 WT мишева садрже већи 

проценат и број NK ћелија и инфламацијских IFN-γ+ NK ћелија и мањи титар 

вируса. Већа инфламација у јетри Gal-3 KO мишева је присутна и у случају 

инфекције MCMVΔm157 вирусом који не активира NK ћелије.  

10. У јетрама Gal-3 KO мишева инфицираних MCMV-ом је већа експресија TNF-α, 

присутно је више апоптотских и некроптотских хепатоцита, а блокада TNF-α 

значајно смањује оштећење јетре Gal-3 KO мишева изазвано MCMV-ом. 

11. Примена егзогеног галектина-3 ублажава оштећење јетре Gal-3 KO мишева након 

MCMV инфекције, а примена инхибитора галектина-3 значајно повећава некрозу 

јетре WT мишева након инфекције MCMV-ом. 
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Шема 5. 

 

 

 

Шема 5. Улога галектина-3 у оштећењу јетре изазваном инфекцијом MCMV-ом. У 

присуству галектина-3 (леви панел) NK ћелије које инфилтришу јетру садрже IFN-γ и 

играју улогу у клиренсу вируса. Инфекција хепатоцита MCMV-ом индукује апоптозу и 

некроптозу, мембранску експресију калретикулина (CALR), ослобађање про-

инфламацијског молекула HMGB-1 и продукцију TNF-α. TNF-α се везује за TNFR и 

додатно стимулише апоптозу, али интрацелуларни галектин-3 штити хепатоците од 

ћелијске смрти. Резултат је контролисано оштећење јетре и нижи вирусни титар. Код Gal-

3 KO мишева (десни панел) NK ћелије које садрже више IL-10 слабије контролишу вирус, 

што изазива повећану апоптозу и некроптозу које су индуковане вирусом. Повећана смрт 

хепатоцита Gal-3 КО мишева је удружена са већом експресијом CALR и ослобађањем 

HMGB1 који стимулише продукцију TNF-α у CD11c+ ћелијама. Више MCMV у 

хепатоцитима Gal-3 КО мишева индукује већу продукцију TNF-α која је посредована NF-

kB која затим повећава апоптозу хепатоцита, а у одсуству заштитног ефекта галектина-3 

индукује теже оштећење јетре код Gal-3 KO мишева. 
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Универзитета у Крагујевцу. 
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Важна напомена:  

МН  

Извод: 

ИД 

Галектин-3 утиче на развој имунског одговора на МCMV, па тако слезине инфицираних 

C57BL/6 мишева са делецијом гена за Gal-3 садрже мањи проценат инфламацијских 

мијелоидних ћелија, а након елиминације вируса, 11 дана после инфекције, садрже већи 

проценат инфламацијских NK ћелија што је удружено са прекидом атенуације ЕАЕ 

изазваног имунизацијом пептидом MOG35-55. Gal-3 KO мишеви након имунизације 

пептидом MOG35-55 и након инфекције цитомегаловирусом развијају болест сличну оној 

коју развијају неинфицирани имунизовани C57BL/6 WT мишеви. Дефицијенција 

галектинa-3 je удружена са повећањем процента и броја проинфламацијских CD8+ T 

лимфоцита, повећањем класичне активације макрофага, а смањењем процента и броја 

антиинфламацијских CD8+ T лимфоцита у мозгу инфицираних мишева имунизованих 

пептидом MOG35-55. Галектин-3 штити хепатоците од апоптозе и некроптозе посредоване 

TNF-α и тако смањује оштећење јетре изазвано инфекцијом цитомегаловирусом. Примена 

егзогеног галектина-3 ублажава оштећење јетре Gal-3 KO мишева изазвано MCMV 

инфекцијом, а примена инхибитора галектина-3 значајно повећава некрозу јетре WT 

мишева након инфекције MCMV-ом. 
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Galectin-3 influences the development of the immune response to MCMV, so that the spleen of 

the infected C57BL/6 mice with Gal-3 gene deletion contains a lower percentage of 

inflammatory myeloid cells, and after eliminating the virus, 11 days after infection, they contain 

a higher percentage of inflammatory NK cells is associated with an interruption of attenuation of 

EAE caused by immunization with the peptide MOG35-55. Gal-3 KO mice after immunization 

with the peptide MOG35-55 and after cytomegalovirus infection develop a disease similar to that 

developed by uninfected immunized C57BL/6 WT mice. The galectin-3 deficiency was 

associated with an increase in the percentage and number of proinflammatory CD8+ T 

lymphocytes, an increase in classical macrophage activation, and a decrease in the percentage 

and number of anti-inflammatory CD8+ T lymphocytes in the brain of immunized MOG35-55 

immunized mice. Galectin-3 protects the hepatocytes from apoptosis and necrotosis caused by 

MCMV mediated by TNF-α and thus reduces liver damage caused by cytomegalovirus infection. 

The use of exogenous galectin-3 alleviates damage to the liver Gal-3 KO mice caused by 

MCMV infection, and the use of galectin-3 inhibitors significantly increases the necrosis of the 

WT mice after the infection by MCMV. 
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