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САЖЕТАК 

 

Миокардитис је инфламаторно обољење срчаног мишића, које се карактерише 

дегенерацијом и/или некрозом кардиомиоцита и присуством ћелијског инфилтрата у 

интерстицијуму миокарда. Миокардитис се може манифестовати као акутно, субакутно 

или хронично запаљење миокарда, са фокалним или дифузним ћелијским инфилтратом и 

може прогредирати до фиброзе, ремоделовања ткива и губитка контрактилне функције. 

Најчешћи узрочници миокардитиса су вируси, бактерије и паразити,међутим бројни 

докази указују да ово обољење може бити и аутоимунске природе. Експериментални 

аутоимунски миокардитис (ЕАМ) представља анимални модел постинфективног 

миокардитиса и дилатационе кардиомиопатије. Галектин 3 (Gal-3) припада фамилији β-

галактозид-везујућих лектина и експримиран је на многим ћелијама имунског система и 

има важну улогу у регулацији инфламације. Улога Gal-3 је испитивана у различитим 

аутоимунским и инфламаторним болестима и показано је да Gal-3 може двојако 

регулисати имунски одговор, што зависи од више фактора, као што су специфични услови 

инфламације, врста ткива и ниво експресије овог молекула како у физиолошким тако и у 

патолошким стањима. Нема подтака о улози и значају Gal-3 у патогенези ЕАМ код 

C57BL/6 мишева, који су релативно резистентни на пептидом индуковани ЕАМ. 

Да би се утврдило да ли и на који начин делеција гена за Gal-3 утиче на патогенезу 

ЕАМ коришћени су мишеви чистог соја WT- C57BL/6 и Gal-3КО мишеви.  Сви WT и Gal-

3КО мишеви имунизовани су MyHCα334-352 пептидом 0. и 7. дана. Тежина ЕАМ 

одређивана је 21-ог дана експеримента, односно приликом жртвовања животиња. 

Gal-3КО мишеви су имали значајно већу хипертрофију срца и већи 

патохистолошки скор у поређењу са WT мишевима 21. дана након имунизације. Gal-3КО 

мишеви имали су значајно већу инфилтрацију срчаног мишића CD45+ мононуклеарним 

ћелијама посебно F4/80+ макрофагама и CD3+ Т лимфоцитима, као и већу заступљеност 

еозинофила у поређењу са WT мишевима. Серумске концентрације Th2 цитокина (IL-4 и 

IL-33) су биле више у серумима Gal-3КО у поређењу са контролним оболелим WT 

мишевима. Делеција гена за Gal-3 је индуковала значајно већи инфлукс Th1 и Th2 ћелија у 

срцу имунизованих Gal-3КО у односу на WT мишеве. Одсуство експресије гена за Gal-3 

значајно повећава укупан број F4/80+ ћелија и олакшава алтернативну активацију 



 
 

 
 

макрофага у срцу. У оболелом миокарду Gal-3КО мишева регистрованa је значајно већa 

процентуалнa заступљеност и укупан број: мијелоидних CD11b+Ly6Chi макрофага; и 

CD11c+ ћелија које продукују IL-13. У миокарду Gal-3КО мишева детектован је већи број 

IgG позитивних ћелија и већа количина IgG депозита у поређењу са WT мишевима. 

Делеција гена за Gal-3 повећава број антифибротских ћелија које продукују IL-10 што се 

манифестује значајно слабијим депоновањем колагена у срцу оболелих мишева. 

Делеција гена за Gal-3 повећава оштећење ткива у анималном моделу 

аутоимунског миокардитиса индукованог апликацијом MyHCα334-352 пептида и укида 

резистенцију C57BL/6 мишева на индукцију болести. 

Кључне речи: експериментални аутоимунски миокардитис, галектин 3, тип 2 

инфламација. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Myocarditis is an inflammatory heart muscle disease characterized by degeneration and 

necrosis of cardiomyocytes with presence of cellular infiltrates in the interstitium. Myocarditis 

can be manifested as acute, subacute or chronic myocardial inflammation with focal or diffuse 

cell infiltrates, it can progress to fibrosis, tissue remodeling and loss of contractile function. The 

most common causes of myocarditis are viruses, bacteria and parasites, however numerous 

evidence suggests that this disease can also be autoimmune. Experimental autoimmune 

myocarditis (EAM) is an animal model of postinfective myocarditis and dilated cardiomyopathy. 

Galectin 3 (Gal-3), which belongs to the family of β-galactoside-binding lectins is expressed on 

many cells of the immune system and plays an important role in regulation of inflammation. The 

role of Gal-3 was studied in various autoimmune and inflammatory diseases and it has been 

shown that Gal-3 can have a different effect on the immune response. Its role depends on several 

factors, such as the specific conditions of inflammation, the type of tissue, and the expression 

level of this molecule in pathological as well as in physiological conditions. There are no precise 

data on the role and significance of Gal-3 in the pathogenesis of EAM in C57BL/6 mice, which 

are relatively resistant to EAM-induced by peptide. 

 Mice of the pure strain WT-C57BL/6 and Gal-3KO mice were used in order to determine 

whether and how the deletion of the Gal-3 gene affects the EAM pathogenesis. WT and Gal-

3KO mice were immunized with the MyHCα334-352 peptide on day zero and day seven. Severity 

of EAM was determined on the 21st day of the experiment, during the sacrifice of animals. 

Gal-3KO mice had significantly higher cardiac hypertrophy and higher histopathological 

score compared to WT mice on the 21st day after immunization. Gal-3KO mice also had a 

significantly higher infiltration of heart muscle by CD45+ mononuclear cells, particulary with 

F4/80+ macrophages and CD3+T lymphocytes, and higher number of eosinophils compared to 

WT mice. 

Serum concentrations of Th2 cytokine (IL-4 and IL-33) were higher in Gal-3KO mice 

than in control diseased WT mice. The deletion of the Gal-3 gene also induced significantly 

higher influx Th1 and Th2 cells at the heart of the immunized Gal-3KO compared to WT mice. 

The absence of gene expression for Gal-3 significantly increases the total number of F4/80+ cells 

and facilitates alternative macrophage activation in the heart. In myocardium of Gal-3KO mice 



 
 

 
 

were significantly higher percentage of distribution and total number of: myeloid CD11b+Ly6Chi 

macrophages and CD11c+ cells producing IL-13. In the myocardium of Gal-3KO mice were 

detected a higher number of IgG positive cells and a larger amount of IgG deposits compared to 

WT mice. The deletion of Gal-3 gene increases the number of antifibrotic cells that produce IL-

10, which is manifested by significantly less collagen storage in the heart of diseased mice. 

Gal-3 gene deletion increases tissue damage in animal model of autoimmune myocarditis 

induced by application of the MyHCα334-352 peptide and eliminates the resistance of C57BL/6 

mice to induction of the disease. 

Key words: experimental autoimmune myocarditis, galectin 3, type 2 inflammation. 
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1. УВОД 

 

1.1. Миокардитис 

 

   Миокардитис је инфламаторно обољење срчаног мишића, које се карактерише 

дегенерацијом и/или некрозом кардиомиоцита и присуством ћелијског инфилтрата у 

интерстицијуму миокарда [1, 2]. Миокардитис је први пут описао 1749. године лекар Jean 

Baptiste Senac из Француске у свом раду "Treatise on Disease of the Heart". Термин 

миокардитис дефинитивно уводи лекар Joseph Freidrich Sobernheim 1837. године. 

Међутим, дефиниција миокардитиса обухватала је не само запаљење срчаног мишића већ 

и исхемичну болест срца, хипертензију, као и кардиомиопатије различите етиологије. 

Такође, до осамдесетих година двадесетог века, по дефиницији Светске здравствене 

организације и Федерације Кардиологије, није постојала разлика између миокардитиса и 

кардиомиопатије различите етиологије. Коначно, 1995. године Светска Здравствена 

Органзација и Федерација Кардиологије, дефинише миокардитис као инфламаторно 

обољење срчаног мишића, чија се дијагноза поставља према утврђеним хистолошким, 

имунолошким и имунохистохемијским критеријумима [3].  

   Недавно је дефиниција миокардитиса допуњена и подразумева прецизне 

имунохистохемијске критеријуме [4]. Пацијентима чији је миокард инфилтрисан са ≥14 

лимфоцита/mm2, ≤4 моноцита/mm2, ≥7 CD3+ Т лимфоцита/mm2, поставља се дијагноза 

миокардитиса. Постављање дијагнозе на основу оваквих имунохистохемијских 

критеријума је ограничено због малог броја пацијената којима је могуће урадити 

ендомиокардијалну биопсију. Штавише, иако су ови критеријуми за постављање дијагнозе 

широко прихваћени, на основу њих се не могу добити информације о хетерогености 

ћелијског инфилтрата, као што су подтипови макрофага (класично/алтеративно 

активисани), различите класе Т лимфоцита (Th1, Th2, Th17, CD4+FoxP3+ Тreg) због чега 

се не може предвидети профибротички одговор на претходно присутну инфламацију [4-6].  
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1.1.1. Етиологија миокардитиса 

 

 Миокардитис се може манифестовати као акутно, субакутно или хронично 

запаљење миокарда, са фокалним или дифузним ћелијским инфилтратом који може 

прогредирати до фиброзе, ремоделовања ткива и губитка контрактилне функције. 

Последња, хронична фаза одговара развоју дилатационе кардиомиопатије (ДЦМ). 

Етиологија миокардитиса и последичне ДЦМ често је непозната. У 30-50% случајева 

узрок настанка ДЦМ су генетске мутације које се наслеђују аутозомно доминантно и 

аутозомно рецесивно. Резултати истраживања су показали да су мутације 20 гена, као што 

су ген за дистрофин, дезмин, β тежак ланац срчаног миозина, узрок настанка ДЦМ [7, 8]. 

Такође, миокардитис може бити узрокован широким спектром инфективних агенаса, 

укључујући вирусе (коксаки вирус В3 (Coxsackie) и аденовируси), бактерије, рикеције, 

хламидију, гљивице и протозое као и неинфективним агенсима као што су физички агенси 

(зрачење), токсини, хиперсензитивне реакције, као и одређени медикаменти (трициклични 

антидепресви, антрациклин) (Схема 1) [9]. Резултати епидемиолошких истраживања су 

показали да вирусне инфекције имају највећу инциденцу и преваленцу у односу на остале 

узрочнике миокардитиса [9]. Ћелије миокарда се током вирусне инфекције оштећују 

цепањем цитоскелетног протеина дистрофина, чиме се нарушава дистрофин-

гликопротеински комплекс што омогућава излазак секвестрираних антигена као што су 

миозин и тропонин [10]. Уколико је оштећење миокарда велико може настати акутна 

срчана инсуфицијенција. Ипак, код већине пацијената који имају вирусну инфламацију 

миокарда срчана инсуфицијенција споро прогредира. Брзина развоја срчане 

инсуфицијенције зависи од секретованих проинфламаторних цитокина, и типа стеченог 

имунског одговора на претходно оштећено срце [11]. У прилог томе говори и чињеница да 

код многих пацијената и након елиминације вируса и даље постоји инфламација 

миокарда. Дакле, поставља се питање у којој мери аутоимунски одговор настао током 

инфламације доприноси развоју прогресивне кардиомиопатије. Бројна клиничка 

истраживања, као и резултати експерименталних студија, указују на то да аутоимунски 

одговор има значајну улогу у патогенези већине миокардитиса са или без ДЦМ [12]. 

Аутоимунски одговор настао током хроничног миокардитиса може бити ћелијски и/или 

хуморални што се потврђује присуством аутореактивних Т лимфоцита и аутоантитела у 
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серуму [10]. Аутоантитела детектована у серуму створена су у одговору на декланширане 

интрацелуларне антигене као што су тешки ланац миозина, тропонин и митохондријални 

антигени [13]. Такође, повишене серумске вредности аутоантитела забележене су и код 

пацијената са акутним инфарктом миокарда, као и код других облика оштећења срчаног 

мишића [14]. Aутоимунски миокардитис се може јавити као изоловани клинички ентитет, 

као што је миокардитис џиновских ћелија и неки случајеви еозинофилног миокардитиса 

који нису праћени периферном хипереозинофилијом. Такође, резултати истраживања су 

показали да се миокардитис чешће развија код пацијената са системским аутоимунским 

болестима, као што су системски лупус, васкулитис и Сјогренов синдром [15-17]. 

Примена имуносупресивне терапије је имала позитивне ефекте на срчану функцију код 

пацијената са миокардитисом невирусне етиологије [18, 19], што је резултирало 

постављање хипотезе да су инфективни агенси одговорни за развој акутног миокардитиса, 

док је аутоимунски одговор круцијалан током хроничне инфламације миокарда [20]. 

 Осим генетских мутација и инфективних агенаса за настанак инфламаторних 

обољења миокарда и ДЦМ неопходна је и генетска предиспозиција. Бројни резултати 

студија указују на везу између инфламаторних срчаних обољења и HLA система (енг. 

human leucocyte antigen complex-HLA). Показано је да већина пацијената код којих се 

развила ДЦМ у свом хаплотипу имају HLA-DR4 [21]. Веза између инфламаторне болести 

миокарда и/или кардиомиопатије са одређеним хаплотиповима снажно подржава хипотезу 

да имунски систем игра значајну улогу у развој болести. У том контексту, испитивања на 

разним анималним моделима дала су нове аспекте који су укључени у патогенезу 

инфламаторне болести срца. Спроведене су бројне студије које указују на значајну 

корелацију између MHC II молекула и резистенције на индукцију миокардитиса. На 

пример мишеви соја A/J (s, a, и f хаплотип: А/J H-2a, A.CA H-2f и A.SW H-2s) развјају 

тежак облик миокардитиса, док су мишеви са B10 подлогом (H-2 b, a, s, u хаплотип: 

C57BL/10J, B10.A, B10.S, и B10.PL сој) релативно резистентни на индукцију болести [22]. 

Иако је одређени MHC хаплотип важан за индукцију експерименталног аутоимунског 

миокардитиса (ЕАМ) значајна је и улога других non-MHC гена [22]. Откривена су два non-

MHC локуса на мишјим хромозомима 1 и 6, познати као Eam1 и Eam2, који утичу на 

развој ЕАМ [23]. Недавно су описана још три генска локуса лоцирана на хромозому 1 и 4, 

који утичу на развој миокардтиса индукованог коксаки В3 вирусом (Coxsackie) [24]. 
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1.1.2. Епидемиологија миокардитиса 

 

Миокардитис представља обољење са широким спектром клиничких презентација 

у распону од асимптоматске болести до фаталног исхода. Ова чињеница, заједно са 

недостатком неинвазивнх специфичних дијагностичких метода и симптомима који су 

заједнички са другим чешћим кардиоваскуларним обољењима, доводи до тога да се 

дијагноза миокардитиса често превиди [15]. Глобална преваленца миокардитиса је ≈22 на 

100 000 пацијената годишње, такође учесталост ове болести је већа код особа мушког пола 

[25, 26]. Мања преваленца и тежина обољења код пацијената женског пола вероватно је 

резултат протективних ефекта полних хормона [12]. Показало се да естрогени хормони 

код мишева женског пола имају протективни ефекат током виремије и вирусне инфекције 

кардиомиоцита [27], као и да снижавају интензитет потецијално штетног инфламатрног 

одговора у миокарду [28]. Насупрот њима, тестостерон има штетан ефекат путем 

инхибиције антиинфламаторног одговора код мишева мушког пола [29]. Иначе, у 

клиничкој пракси пацијенти женског пола старије животне доби често имају тежу 

Схема 1. Етиологија миокардитиса 
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презентацију болести (погоршање вентрикуларне тахикардије и вентрикуларне 

фибрилације) [26]. Просечна старост пацијената са миокардитисом џиновских ћелија је 42 

године [30], док је просечна старост адултних пацијената који болују од других форми 

миокардитиса према различитим ауторима варира од 20 до 51 година [31, 32]. 

Епидемиолошке студије су показале да се вирусни миокардитис најчешће јавља 

код новорођенчади и младих особа [33]. Деца са дијагностикованим акутним 

миокардитисом имају десетогодишње преживљавање након трансплантације у око 60% 

случајева [34]. Такође, присуство вирусног генома детектује се код 25-40% пацијената са 

ДЦМ [35]. 

Код неких пацијената узрок изненадне срчане смрти може бити миокардитис [36]. 

Резултати бројних ретроспективних студија су указали на значајну везу између 

миокардитиса и изненадне срчане смрти у 2-42% случајева [37, 38]. Такође, у око 30% 

случајева миокардитис може прогредирати до ДЦМ [9].  

 

1.1.3. Класификација миокардитиса 

 

   Миокардитис се најчешће класификује према имунопатолошким критеријумима и 

клиничком току болести на: акутни, субакутни и хронични. 

 

1.1.1.  1.1.3.1. Акутни лимфоцитни миокардитис 

1.1.2.  

   На основу састава инфламаторног инфилтрата у срцу, најчешћи облик 

миокардитиса је лимфоцитни миокардитис. Главни хистолошки знак акутног 

лимфоцитног миокардитиса је инфилтрација миокарда мононуклеарним ћелијама 

укључујући CD3+ Т лимфоците, CD68+ макрофаге, дендритске ћелије и урођеноубилачке 

ћелије [15]. Такође, у овој фази болести могу се детектовати и минимални знаци фиброзе 

срчаног мишића. Акутни лимфоцитни миокардитис је најчешћи тип миокардитиса и 

углавном је вирусне етиологије [15]. Код већине пацијената прогредира до ДЦМ. 
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1.1.3.  1.1.3.2. Хронични лимфоцитни миокардитис 

1.1.4.  

   Хронични лимфоцитни миокардитис хистолошки се карактерише фиброзом 

миокарда и леукоцитном инфилтрацијом. Величина фиброзе зависи од типа и дужине 

трајања инфламаторног процеса [4]. Дијагноза хроничног миокардитиса базирана је на 

хистолошкој или имунохистохемијској детекцији лимфоцитног инфилтрата у миокарду 

шест месеци након почетне евалуације болести. Код пацијената са хроничним 

миокардитисом серумске вредности аутоантитела усмерених према срчаном миозину у 

директној су корелацији са тежином систолне и дијастолне дисфункције срца [39]. 

Временски период за прогресију од акутног до хроничног запаљења је непредвидив и 

променљив.  

 

1.1.5.  1.1.3.3. Миокардитис џиновских ћелија 

  

   Миокардитис џиновских ћелија настаје као резултат самосталног аутоимунског 

одговора и/или у склопу других аутоимунских болести [40]. Најчешће се јавља код 

старијих жена. Миокардитис џиновских ћелија карактерише јединствена хистолошка 

слика и прогресија ка субакутним и хроничнм компликацијама (као што је ДЦМ) које 

угрожавају живот. Прогресија до ДЦМ јавља се у око 80% случајева [15]. Хистолошку 

слику овог типа миокардитиса карактерише упадљива леукоцитна инфилтрација 

(лимфоцити, плазмоцити, макрофаги) и присуство мултинуклеусних џиновских ћелија. За 

разлику од претходно описаних типова миокардитиса поља инфламације су већа а 

доминантну ћелијску популацију чине мијелоидне ћелије дефинисане као CD68+ ћелије. 

Врло често у инфилтратима се могу детектовати и еозинофили [41]. Често се уочавају и 

поља некрозе. Познат је као Fiedler-оv миокардитис. 
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 1.1.3.4. Еозинофилни миокардитис 

 

   Главно хистолошко обележје еозинофилног миокардитиса је присуство обимног 

еозинофилног инфилтрата у интерстицијуму миокарда. Еозинофилни миокардитис се 

може јавити као посебан клинички ентитет или у склопу са периферном еозинофилијом 

(примарна идиопатска хипереозинофилија или хронична еозинофилија разне етиологије). 

Клинички се манифестује конгестивном срчаном инсуфицијенцијом. Најтежи облик 

еозинофилног миокардитиса је некротизујући еозинофилни миокардитис, који се 

карактерише акутним почетком, брзом прогресијом, претежно дифузним еозинофилним 

инфилтратом и великим пољима некрозе. Дугорочна прогноза је лоша и поред примене 

имуносупресивне терапије [42].  

 

1.1.6. 1.1.3.5. Дилатациона кардиомиопатија 

 

   Дилатациона кардиомиопатија се карактерише хроничном дилатацијом леве и 

десне коморе са нормалном или смањеном дебљином зида леве коморе и поремећајем 

контрактилности миокарда [43]. ДЦМ је главни узрок срчане инсуфицијенције код особа 

млађих од 40 година. ДЦМ може настати као компликација миокардитиса изазваног 

вирусима, бактеријама, међутим клиничке студије су показале да у 60% случајева узрок 

генетски фактори [44]. 

 

 1.1.3.6. Саркоидотични миокардитис 

 

   Саркоидоза представља системску, идиопатску аутоимунску болест. Настаје као 

последица дисфункције антиген презентујућих ћелија и карактерише се хроничним 

запаљењем ткива и стварањем гранулома у органима као што су срце, бубрези и плућа. 

Саркоидотични миокардитис се карактерише обимном инфилтрацијом активираних 

макрофага, што за последицу има хроничну инфламацију и оштећење ткива [4].  
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1.1.4. Клиничка презентација миокардитиса 

 

   Клиничка презентација миокардитиса је разнолика. Акутни миокардитис може 

резултирати акутнм компликацијама или асимптомтски прогредирати до хроничне срчане 

инсуфицијенције. Најчешћи клинички знаци миокардитиса су симптоми слични грипу, 

аритмије, палпитације, вртоглавице и синкопа. Такође и електрокардиографске промене су 

неспецифичне (ST елевација, блок срчаних грана). Златни стандард за дефинитивну 

дијагнозу миокардитиса је позитивна ендомиокардијална биопсија. Према Dallas 

критеријумима дијагноза се поствља на основу присуства мононуклеарног инфилтрата у 

интерстицијуму миокарда и величине оштећења кардиомиоцита. Такође, за постављање 

дефинитивне дијагнозе миокардитиса, у узорку добијеном након биопсије одређују се 

постојање одређеног HLА хаплотипа [45]. У постављању дијагнозе миокардитиса може 

помоћи и сцинтиграфија миокарда антимиозинским моноклонским антителима. Међутим, 

осетљивост ове дијагностичке процедуре је ниска зато што показује некрозу миокарда 

различите етиологије [46]. У процени степена оштећења миокарда може помоћи и 

одређивање серумских вредности креатинин киназе, тропонина I и тропонина Т [47]. 

 

1.1.5. Аутоимуност у инфламаторним срчаним обољењима 

 

   Аутоимунске болести, први пут су описали Ian Mackay и Macfarlane Burnet као 

неспособност организма да толерише сопствене ћелије и ткива, што резултира 

неадекватним имунским одговором и активацијом аутореактивних Т лимфоцита и/или 

аутоантитела [48]. За најмање 15 болести познато је да су настале као последица 

аутоимунског одговора, док индиректни докази постоје за још преко 80 патолошких стања 

[49]. Аутоимунске болести могу бити органспецифичне и системске болести. Групи 

органспецифичних болести припадају: дијабетес мелитус тип I, мултипла склероза, 

мијастенија гравис, аутоимунски тиреоидитис и аутоимунски миокардитис док системске 

аутоимунске болести представљају системски лупус, реуматоидни артритис, 

антифосфолипидни синдром и склеродерма итд [50]. Аутоимунске болести настају након 

активације аутореактивних Т лимфоцита који нису елиминисани негативном селекцијом у 
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тимусу током сазревања. У оштећењу неких органа и ткива поред аутореактивних Т 

лимфоцита могу учествовати и аутоантитела.  

   Постоји неколико хипотеза о томе зашто се развија аутоимуност. У предложеним 

хипотезама као окидач и покретач аутоимунског одговора наводе се: средински фактори, 

инфекције, повреде и наследна предиспозиција. Разумевање аутоимунских болести 

отежано је чињеницом да се и код здравих особа могу наћи аутоантитела као и 

аутореактивни Т и B лимфоцити [51]. Иако се код неких особа могу детектовати 

аутореактивни Т лимфоцити и аутоантитела, аутоимунске болести се развијају само код 

осетљивих тј. предиспонираних особа. Бројни докази упућују на значајну повезаност 

између аутоимунских болести и инфекција микроорганизмима [52, 53]. Једно од могућих 

објашњења је присуство секвенцијалних хомолога између патогена и протеина организма, 

што може резултирати унакрсном реакцијом са сопственим антигенима и развојем 

аутоимунских болести [54, 55]. Овај механизам је познат као молекулска мимикрија. 

Друго могуће објашњење је да микроорганизми експримирају антигене који активирају 

ћелије имунског система и покрећу инфламаторни одговор током кога настаје оштећење 

ткива. Овај механизам је познат под називом "ефекат посматрача" (енг. bystander) [12]. 

Продукција инфламаторних медијатора током инфекције представља једно од могућих 

разлога за развој аутоимуности након инфекције. Да инфламаторни медијатори имају 

значајну улогу у развоју аутоимуности показано је индуковањем експерименталног 

тиреоидтиса, у коме су као не-антигенспецифична стимулација инфекције (адјувантни 

ефекат) коришћене микобактеријске компоненте комплетног Freund адјуванта (CFА). 

Модификација, ослобађање секвестрираних или неадекватна експресија сопствених 

антигена или експресија криптичних епитопа је трећи предложени механизам за настанак 

аутоимунских болести. 

   Када је реч о улози аутоимуности у инфламаторним обољењима срчаног мишића, 

резултати клиничких студија и експерименталних истраживања пружају бројне доказе 

који указују да аутоимуност има значајну патогенску улогу у већини случајева хуманог 

миокардитиса и ДЦМ [13]. У прилог овим истраживањима говори и податак да 

кардиомиоцити изоловани из пацијената који болују од миокардитиса и ДЦМ исказују 

већи ниво експресије MHC молекула I и II класе [56]. Додатно, показано је да се 

миокардитис чешће јавља код пацијената са системским аутоимунским болестима, као 
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што су лупус и целијакија [18]. Инциденца миокардитиса код пацијената који болују од 

лупуса је 3-15%. И без дијагностикованих системских аутоимунских болести аутоантитела 

на компоненте миокарда детектована су код особа оболелих од миокардитиса. Резултати 

испитивања показали су присуство специфичних антимиозинских антитела у 59% 

пацијената са миокардитисом [57]. Такође, Konstadoulakis и сарадници, као и Caforio су 

показали да су антитела управљена према срчаном миозину присутна и код 86% 

пацијената са ДЦМ [58, 59]. Међутим, и код пацијената са другим срчаним обољењима се 

детектују аутоантитела на миозин. Група истраживача је показала да су клинички 

симптоми блажи и ејекциона фракција очувана, код пацијената код којих нису 

детектована антимиозинска антитела у поређењу са групом пацијената код којих постоје 

миозин специфична аутоантитела [39]. Поред антимиозинских антитела, код 50% 

пацијената са ДЦМ детектују се антитела на срчани β1 адренергички рецептор [60]. 

Предности имуносупресивне терапије представљају додатни индиректни доказ о 

аутоимунском пореклу одређених подтипова миокардитиса. Показано је да примена 

имуносупресивне терапије код пацијената са миокардитисом џиновских ћелија, 

еозинофилним и лимфоцитним миокардитисом има позитивне ефекте, што говори у 

прилог хипотези да су неки подтипови миокардитиса аутоимунског порекла [30].  

 

1.1.6. Анимални модели миокардитиса 

 

Бројна истраживања била су усмерена на испитивање имунолошких механизама 

који су повезани са иницијацијом, акутном фазом и прогресијом миокардитиса у ДЦМ. 

Већина доказа да је миокардитис болест посредована аутоимунским механизмима је 

добијена проучавањем патогенезе ове болести на анималним моделима миокардитиса.  

 

1.1.6.1. Експериментални миокардитис индукован коксаки В3 вирусом  

 

Експериментални вирусни миокардитис се најчешће индукује инфицирањем 

осетљивих сојева мишева са коксаки В3 вирусом (Coxsackie). Коксаки В3 вирус је 

ентеровирус из породице Picornaviridae и један је од главних узрочника вирусног 

миокардитиса код људи [61]. Описана су два вирусна анимална модела миокардитиса 
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индукованих В3 коксаки вирусом. Први модел миокардитиса индукованог В3 коксаки 

вирусом карактерише се појавом акутног миокардитиса са значајним оштећењем срчаног 

ткива и изненадном смрти унутар прве недеље од инфекције (70% животиња угине између 

4 и 7 дана након инфекције) [61, 62]. Други модел, подразумева индукцију миокардитиса 

апликацијом срчаног миозина изолованог из ткива срца мишева којима је индукован 

миокардитис ињектирањем коксаки В3 вируса (енг. heart-passaged CVB3 virus). У овом 

моделу забележен је блажи акутни ток миокардитиса али и прогресија болести до 

хроничне ДЦМ [63]. Експериментални акутни вирусни миокардитис се може индуковати 

код осетљивих сојева мишева као што су BALB/c, који развијају болест од 7 до 14 дана 

након инфекције, док се хронични миокардитис развија између 35. и 56. дана. Релативно 

резистентни сојеви, као што је C57BL/6, развијају блажи облик акутног миокардитиса и у 

много мањем проценту болест прогредира до ДЦМ. Пик инфламације у овом моделу 

вирусног миокардитиса је 9. дана од инфекције и смртност је значајно нижа у поређењу са 

оболелим мишевима BALB/c соја. На хистопатолошким препаратима ткива срца 

изолованог из мишева инфицираних heart-passaged CVB3, уочавају се фокални ћелијски 

инфилтрати који се састоје углавном од макрофага, неутрофила, еозинофила, B 

лимфоцита, CD4+ Т и CD8+ Т лимфоцита, NК и маст ћелија без знакова некрозе и 

фиброзе кардиомиоцита [64]. Такође, детектује се и значајан ниво IgG антитела, 

специфичних за срчани миозин. Већина мишева C57BL/6 соја се спонтано опоравља и 

нема знакова претходног запаљенског процеса. Међутим, осетљиви сојеви мишева као 

што су BALB/c, A/J и SJL/J мишеви развијају хронични миокардитис са генерализованим 

мононуклеарним ћелијским инфилтратом праћеним повећаном продукцијом IgG антитела 

специфичних за срчани миозин [65]. Сви сојеви мишева који развијају другу фазу 

инфекције имају исти H-2 хаплотип. Ипак, резистенција на миокардитис код релативно 

резистентних сојева, као што су C57BL/6 мишеви, може се укинути применом LPS, IL-1b 

или TNF-α [66].  
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1.1.6.2. Експериментални аутоимунски миокардитис 

 

Модел експерименталног аутоимунског миокардитиса (ЕАМ) омогућава 

испитивање имунопатолошких процеса укључених у патогенезу миокардитиса код 

мишева, а тиме и посредно аутоимунског миокардитиса код људи. ЕАМ се може 

успоставити имунизацијом мишева целим срчаним миозином или деловима α-тешког 

ланца миозина са комплентним Фројндовим адјувансом (енг. Freund's Complete Adjuvant, 

CFA). Овај начин имунизације стимулише аутоимунски одговор у срцу, што резултира 

инфилтрацијом миокарда инфламаторним ћелијама, продукцијом миозин специфичних 

аутоантитела и деструкцијом кардиомиоцита. Хистолошка слика миокарда оболелих 

мишева је доста слична патохистолошком налазу хуманог миокардитиса. И у 

експерименталном моделу миокардитиса као и у хуманом миокардитису уочава се 

мононуклеарни ћелијски инфилтрат (80% моноцити и макрофаги, 16% Т лимфоцити и 2% 

B лимфоцити) праћен едемом, некрозом и фиброзом кардиомиоцита [67]. ЕАМ одговара 

субакутној фази миокардитиса индукованог В3 коксаки вирусом [66]. Током иницијалне 

фазе ЕАМ (првих 10 дана након прве имунизације) не уочавају се знаци инфламације у 

срчаном ткиву и не могу се детектовати специфична аутоантитела на миозин [68]. У 

субакутној фази ЕАМ, (између 10. и 21. дана након имунизације) у миокарду се јасно 

уочавају знаци инфламације а у серуму се могу детектовати аутоантитела специфична за 

миозин. Током касне фазе ЕАМ (21. дана од имунизације) запаљенске промене се 

постепено смањују и развија се фиброза срчаног мишића [11]. ЕАМ се може индуковати и 

применом тропонина I у комбинацији са комплетним Фројндовим адјувансом [69]. 

Оштећење миокарда и патохистолошка слика ЕАМ индукованом применом тропонина I је 

врло слична ЕАМ који је индукован срчаним миозином. 

Осетљивост мишева на индукцију ЕАМ је делимично повезана са MHC 

хаплотипом. Најосетљивији сојеви мишева на индукцију ЕАМ су A/J сој (A/J H2a, A.BY 

H2b, A.CA H2f и A.SW H2s), као и BALB/c мишеви са H2d хаплотипом [22]. Иако су 

наведени сојеви мишева са различитим хаплотиповима осетљиви на индукцију ЕАМ, 

постоје значајне разлике у антигену који се користи за имунизацију појединих сојева. 

Тако, BАLB/c мишеви развијају ЕАМ имунизацијом MyHCα614–629 пептидом, SWXJ 

мишеви MyHCα406–425 и MyHCα1631–1650 пептидом, док се код мишева соја A/J миокардитис 
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индукује применом MyHCα334–352 пептида као и cTnI105–122. Мишеви соја А/J имунизовани 

тропонином I или миозином, развијају тежак миокардитис са кардиомегалијом, фиброзом, 

редукованом ејекционом фракцијом и повећаним морталитетом [70]. Много блажи облик 

миокардитиса и са мањом инциденцом болести развијају имунизовани мишеви соја 

C57BL/10 J (B10.A H2a, B10.S H2s и B10.PL H2u) [71]. Резултати новијих истраживања 

описују и мишеве који спонтано развијају миокардитис, као што су HLA-DQ8 трансгени 

NOD мишеви (NOD.DQ8.Aβo) [72]. У овом експерименталном моделу детектован је већи 

степен систолне дисфункције, обимнији мононуклеарни ћелијски инфилтрат и већа 

смртност код NOD.DQ8.Aβo мишева. Резултати ових студија указују на чињеницу да у 

патогенези експерименталног миокардитиса осим присуства одређеног хаплотипа, важну 

улогу игра и пол.  

 

1.1.7. Имунопатогенеза миокардитиса 

 

Медијатори имунског одговора играју кључну улогу у патогенези и исходу бројних 

срчаних обољења, укључујући миокардитис, дилатациону и хипертрофичну 

кардиомиопатију. У процесу ремоделовања срчаног ткива укључене су ћелије урођеног и 

стеченог имунског одговора које доприносе разградњи екстрацелуларног матрикса, 

депоновању колагена, хипертрофији и/или апоптози кардиомиоцита. Већина имунски 

посредованих механизама који су укључени у настанак дисфункције и срчане 

инсуфицијенције још увек су непознати. С тога су анимални модели ЕАМ корисни у циљу 

испитивања патогенезе инфламаторних болести срца. 

Студије спроведене на анималним моделима и резултати клиничких студија 

показују да су активирани аутореактивни CD4+ Т лимфоцити главне ефекторске ћелије у 

аутоимунском миокардитису [73]. Иако су CD4+ Т лимфоцити главне ефекторске ћелије, 

за развој аутоимунског миокардитиса неопходна је и активација других ћелија урођеног и 

стеченог имунског одгвора [74]. Показано је да C3 компонента комплемента има кључну 

улогу у развоју ЕАМ посебно у иницијалној фази болести. Деплеција С3 компоненте у 

време иницијације болести али не и у време прогресије, је од суштинске важности за 

превенцију ЕАМ [75]. Осим С3 компоненте комплемента у иницијалној фази болести 

значајна је и улога маст ћелије, што је и показано испитивањем активности ових ћелија у 
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миокардитису индукованим коксаки В3 вирусом [76]. Наиме, показано је да дегранулација 

резидентних маст ћелија настаје шест сати након инфекције коксаки В3 вирусом. Током 

акутне фазе ЕАМ неутрофили и еозинофили представљају део инфламаторног инфилтрата 

и њихов проценат међу укупним инфилтрацијским леукоцитима значајно се повећава са 

прогресијом болести [77, 78]. За прогресију болести и прелазак из иницијалне тј. акутне у 

субакутну и хроничну фазу од круцијалног значаја је активација аутореактивних CD4+ Т 

лимфоцита [73]. Резултати експерименталних студија показују да се ињектирањем 

дендритских ћелија које су обрадиле срчани миозин (енг. CM peptide-pulsed) развија ЕАМ 

у BALB/c мишевима са доминантним CD4+ Т ћелијским одговором [79]. 

 

1.1.8. Улога урођеног имунског одговора у аутоимунском миокардитису 

 

Активација ћелија урођеног имунског одговора игра значајну улогу у патогенези 

миокардитиса. Главне ћелије урођеног имунског одговора укључене у патогенезу 

миокардитиса су урођеноубилачке ћелије (енг. Natural killer, NK), неутрофили, 

еозинофили, моноцити/макрофаги и урођене лимфоидне ћелије (енл. Innate lymphoid cells-

ILCs) [15].  

Популација ћелија које прве инфилтришу миокард након вирусне инфекције су NK 

ћелије. NK ћелије имају краткотрајну протективну улогу током акутне фазе вирусног 

миокардитиса [80]. Показано је да мишеви са дефицијенцијом NK ћелија развијају тежи 

облик вирусног миокардитиса [80]. Такође, протективна улога NK ћелија осим у вирусном 

миокардитису показана је и у аутоимунском миокардитису. Резултати истраживања 

патогенезе ЕАМ на анималним моделима су показали да смањење броја NK ћелија 

резултира већом инфламацијом, фиброзом и губитком срчане функције [81]. NK ћелије 

осим што ограничавају репликацију вируса, своја протективна дејства остварују и 

деловањем на срчане фибробласте, мењајући њихову секрецију хемокина. Такође, 

индукују апоптозу и смањују инфилтрацију миокарда еозинофилима [81].  

Током развоја ЕАМ, миокард инфилтришу и неутрофили. Након активације, 

неутрофили ослобађају протеолитичке ензиме, који могу оштетити кардиомиоците и 

екстрацелуларни матрикс. In vitro студије показале су да неутрофили оштећују 

кардиомиоците секрецијом слободних радикала и нарушавају њихову контрактилност што 
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за последицу има поремећај срчане функције [82]. Хемотакса и активација неутрофила у 

миокарду зависи од присуства IL-17 и GM-CSF (енг. Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor) [83]. 

Осим неутрофила и друга субпопулација полиморфонуклеарних ћелија често се 

детектује у оболелом миокарду и њихов проценат међу укупним инфилтрацијским 

леукоцитима корелира са интензитетом инфламације током акутне фазе ЕАМ. 

Еозинофили не представљају ефекторске ћелије само у еозинофилном ЕАМ већ и у 

осталим моделима аутоимунског миокардитиса. У оболелом миокарду еозинофили се 

углавном детектују у близини мултинуклеусних гигантских ћелија чије присуство 

представља још један маркер узнапредовале инфламације како код људи тако и код 

мишева. Присуство еозинофила није ограничено само на акутну фазу миокардитиса. У 

инфламираном миокарду детектују се еозинофили и након успостављања стеченог 

имунског одговора [84].  

Од ћелија урођене имуности, уз NK ћелије, неутрофиле и еозинофиле у патогенези 

ЕАМ значајну улогу имају моноцити/макрофаги. 

Подаци добијени из експерименталних и клиничких студија показују да се у ткиву 

оболелог миокарда детектује значајно веће присуство мононуклеарних фагоцита тј. 

моноцита, макрофага и дендритских ћелија. У зависности од патохистолошког процеса 

ове ћелије модулишу (повећавају или супримирају) способност миокарда да се опорави 

након оштећења. Интересантно је да и смањен и повећан број макрофага у оштећеном 

миокарду смањује репарацију ткива. Још увек није у потпуности разјашњено која од 

субпопулација макрофага промовише инфламацију или репарацију ткива срца [85, 86]. 

Познато је да је срце један од неколико адултних органа који садрже макрофаге пореклом 

из жуманчане кесе. Овакве макрофаге називају се резидентне, способне су да се 

самообнављају и учествују у одржавању ткивне хомеостазе у срцу [87]. Ипак, након 

оштећења миокарда доминантну популацију чине макрофаги настали из Ly6C моноцита 

регрутованих из костне сржи и слезине [88, 89]. Макрофаге настале из Ly6Chigh популације 

моноцита чија је улога уклањање ткивног дебриса насталог од оштећених кардиомиоцита 

и секреција проинфламаторних цитокина називају се конвенционалне или класично 

активиране М1 макрофаге. У касним фазама запаљења, када се смањује интезитет 

инфламације регрутовани Ly6Chigh моноцити могу диференцирати у алтернативно 
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активиране М2 макрофаге. Према томе Ly6Chigh моноцити могу диференцирати и у М1 и 

М2 макрофаге [90, 91]. Међутим, Ly6Clow моноцити регрутовани у касној фази запаљења 

могу диференцирати само у М2 макрофаге [91]. Хумани CD14high моноцити/макрофаги 

одговарају мишјм Ly6Chigh ћелијама, док су CD14int еквивалентни Ly6Clow макрофагама 

[92]. Ly6Chigh моноцити се регрутују у оштећен миокард преко CCR2 и диференцирају у 

М1 макрофаге [93, 94]. М1 макрофаге секретују IL-1β, IL-6 и TNF-α и исказују фагоцитне, 

протеолитичке и проинфламаторне функције [95]. М1 макрофаге фагоцитују и уклањају 

ткивни дебрис у раној фази оштећења срца. У каснијим фазама, Ly6Clow моноцити се 

регрутују у миокард преко CX3CR1 и диференцирају у М2 макрофаге који секретују TGF-

β и IL-12. М2 макрофаге доприносе антиинфламаторном одговору, неоваскуларизацији и 

активацији миофибробласта током процеса репарације срца [94, 96].  

Резултати студија у погледу улоге макрофага су опречни. У неколико студија је 

показано да макрофаге имају кардиопротективне ефекте. У једној од таквих студија је 

показано да се деплецијом срчаних макрофага индукује јак CD4+ T инфламаторни 

инфилтрат што за последицу има смањену контрактилност кардиомиоцита [97]. У мишјем 

моделу оштећења срца показано је да се деплецијом макрофага значајно умањује 

уклањање ткивног дебриса из миокарда и неоваскуларизација што резултира дилатацијом 

леве коморе и високом стопом морталитета [98]. Резултати бројних студија указују да 

макрофаге своју кардиопротективну улогу остварују секрецијом цитокина VEGF-A и 

TGF-β који учествују у одржавању нормалне контрактилности кардиомиоцита и 

поспешују репарацију након инфаркта миокарда [99-101].  

Cihakova и сараднци [102] су показали да делеција гена за IL-13 смањује број 

алтернативно активисаних макрофага, дефинисаних као CD206+CD204+ ћелије, и 

повећава број класично активисаних макрофага. Повећан број М1 макрофага у срцима IL-

13 knock-out мишева је повезан са тежим обликом миокардитиса, већим инфламаторним 

инфилтратом и смањеном срчаном функцијом у хроничној фази болести. 

У студијама у којима је ЕАМ индукован применом тропонина Т показана је 

значајна улога проинфламаторног HMGB1 молекула (енг. High-mobility group box 1) током 

акутне фазе ЕАМ [103]. HMGB1 молекул представља лиганд за макрофагне рецепторе 

познате као RAGE (рецептори за крајње продукте гликације) рецептори. Интеракција 
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између HMGB1 молекула и RAGE индукује поларизацију макрофага ка М1 фенотипу што 

за последицу има већу инфламацију миокарда [103]. 

Међутим као што је познато популација макрофага је хетерогена, сложена и још 

увек није у потпуности стандардизовна. До сада је опште прихваћена функционална 

бинарна класификација макрофага на М1 и М2 [70]. Бројни резултати указују да ова два 

фенотипски различита типа макрофага показују различите ефекте на процес 

ремоделирања ткива након повреде. Такође, макрофаге насељавају и здрав миокард и у 

зависности од њиховог фенотипа могу учествовати у одржавању ткивне хомеостазе или 

промоције болести. Тако је у погледу улоге ових ћелија у срчаним обољењима осим 

њиховог кардиопротективног дејства показана и супротна улога. Наиме, показано је да 

макрофаге срца продукују IL-10, активирају фибробласте и продукцију и депоновање 

колагена што за последицу има смањену контрактилност миокарда и умањену дијастолну 

функцију. Могуће објашњење за овакву улогу макрофага може се наћи у њиховој 

пластичности фенотипа и динамичним интеракцијама са суседним ћелијама посебно са 

миофибробластима [104].  

Резултати скорашњих студија показују да макрофаги са Ly6Chigh фенотипом, који 

инфилтришу миокард током ЕАМ, експримирају рецептор за IL-17. На тај начин 

макрофаги, заједно са неутрофилима учествују у поларизацији ка Th17 имунским 

одговором. Показано је да IL-17А није од пресудног значаја у раним фазама миокардитиса 

али је један од кључних фактора за прогресију миокардитиса у ДЦМ [105].  

На основу публикованх студија може се закључити да су макрофаги неопходни 

током акутне фазе миокардитиса али су такође одговорни и за прогресију болести у ДЦМ.  

У различитим фазама ЕАМ доминантне су различите популације имунских ћелија, па је 

тако у пику болести доминантну улогу имају CD11b+ моноцити. CD11b+ моноцити 

представљају главну ћелијску популацију у миокарду током акутне фазе инфламације, 

међутим током хроничне фазе инфламације имају протективну улогу. Заправо, CD11b+ 

моноцити представљају највећи део инфилтришућих мононуклеара у срцу током пика 

болести. Међутим, CD11b+ моноцити су главни негативни регулатори секреције IFN-γ 

који супримира аутореактивне CD4+ Т лимфоците и значајно смањује тежину ЕАМ [106].  

Познато је да урођене лимфоидне ћелије имају значајну улогу у патогенези 

аутоимунских обољења као што су Кронова болест, псоријаза, дерматитис и бронхијална 
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астма [107]. Још увек је недовољно истражена њихова улога у миокардитису. Испитивања 

на анималним моделима су показала значајну улогу ових ћелија у имунском одговору у 

аутоимунском (ЕАМ модел) и вирусном миокардитису. 

 

1.1.9. Улога стеченог имунског одговора у имунопатогенези миокардитиса 

 

Познато је да је миокардитис CD4+ зависна аутоимунска болест, посредована 

цитокинима које ове ћелије секретују [73]. Трансдукција сигнала између ћелија одвија се 

посредством цитокина, па је стога идентификација цитокина и њихових мета важна у 

сагледавању патофизиолошких механизама и потенцијалних терапеутских циљева. CD4+ 

популација Т лимфоцита у зависности од цитокинског миљеа и антигенпрезентујућих 

ћелија, може да диференцира у субсетове са терминалним фенотипом. До садa је 

идентификовано неколико субпопулација CD4+ Т лимфоцита и то: Th1, Th2, Th17, Treg и 

Th9 [108, 109]. 

 

1.1.9.1. Улога Th1 ћелија у аутоимунском миокардитису 

 

Као и у другим аутоимунским болестима, активација Th1 лимфоцита, специфичних 

за сопствене антигене, је један од главних ефекторских механизама [110]. Th1 лимфоцити 

су дефинисане као CD4+ ћелије које првенствено продукују IFN-γ [111]. Високи нивои 

IFN-γ забележени су у мишевима оболелим од тешког облика вирусног миокардитиса, 

такође и у серуму пацијената са идиопатском дилатираном кардиомиопатијом [112, 113]. 

Повећана продукција IFN-γ забележена је и код хуманизованих мишева који спонтано 

развијају миокардитис при чему је детектовано и значајно веће обољевање животиња 

женског пола чија је инциденца обољевања била у корелацији са високим вредностима 

IFN-γ [114, 115]. Трансгени мишеви који прекомерно експримују ген за IFN-γ развијају 

хронични миокардитис и кардиомиопатију тако што делују као потентни индуцери 

системских инфламаторних цитокина и то првенствено IL-12 и TNF-α [116, 117]. IL-12 на 

сличан начин делује као и IFN-γ. Мишеви третирани егзогеним IL-12 развијају тежи облик 

миокардитиса [118, 119]. Међутим, сасвим супротни резултати се добијају применом 

блокирајућих IFN-γ моноклонских антитела или делецијом гена за IFN-γ. IFN-γ knock-out 
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(IFNg−/−) мишеви развијају много теже облике неколико аутоимунских болести као што су 

експериментални аутоимунски енцефалитис, експериментални реуматоидни артритис 

[120]. Такође, тежи облик ЕАМ се развија у мишевима који су IFNg −/−, IFNgr−/−, Tbx21−/− 

и животињама које су третиране анти-IFN-γ моноклонским антителима [118, 119, 121, 

122]. Интересантно је да када се IFNg−/− мишеви инфицирају коксаки B3 вирусом, 

развијају много тежи облик хроничног поствирусног миокардитиса у поређењу са 

оболелим дивљим типом мишева (енг. wild type, WT) [123]. Вирусни миокардитис 

индукован у IFNg−/− мишевима прогредирао је до обимног фиброзног ремоделирања срца, 

констриктивне и ДЦМ које су се често завршавале смрћу [123, 124]. Могуће објашњење 

протективне улоге IFN-γ може се наћи у резултатима студија које показују да овај цитокин 

индукује апоптозу аутореактивних Т ћелија [125], односно поседује антипролиферативне 

и имуносупресивне ефекте на лимфоидне и мијелоидне ћелије [123, 126]. Али 

највероватније је да IFN-γ поседује и патогене и протективне ефекторске функције које 

зависе од многобројних сигнала из микроокружења. 

Осим IFN-γ као главног цитокина у Th1 имунском одговору, значајну улогу има и 

IL-12 као примарни медијатор ових ћелија. Показано је да су IL12Rβ1 и STAT-4 

дефицијентни мишеви отпорни на индукцију миокардитиса, док егзогена примена 

рекомбинантног IL-12 погоршава тежину ЕАМ [118]. Такође, IL-12 knock-out мишеви 

(IL12p35−/−) развијају аутоимунски миокардитис, док су IL12p40−/− резистентни на 

индукцију ЕАМ [127, 128]. 

 

 1.1.9.2. Улога Th2 ћелија у аутоимунском миокардитису 

 

Th2 лимфоцити су дефинисане као CD4+ ћелије које првенствено продукују IL-4 

[129]. Да је Th2 имунски одговор укључен у патогенезу ЕАМ или вирусних инфекција 

показују резултати малобројних студија. Између осталог показано је да се IL-4 и остали 

Th2 цитокини могу детектовати у срцу мишева инфицираних коксаки вирусом В3 односно 

и код пацијената са миокардитисом и идиопатском кардиомиопатијом [130, 131]. Такође, 

је покaзано да развој Th2 одговора зависи од генетске предиспозиције тј. присуства 

одређеног генотипа. Тако је показано да А/J мишеви развијају тежи облик ЕАМ у 

поређењу са BALB/c мишевима [22]. Разлог зашто А/J мишеви развијају тежи облик 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  20 
 

миокардитиса се налази у карактеристичном фенотипу који ови мишеви поседују тј. овај 

сој мишева првенствено развија Th2 одговор што је и потврђено присуством еозинофилa и 

мултинуклеусних гигантских ћелија у ткиву миокарда. Да је Th2 доминантан у патогенези 

ЕАМ у А/J мишева показано је применом антитела која блокирају IL-4. Блокадом IL-4 

значајно се смањује инфламација и тежина болести у овом соју мишева [78]. Да су сојне 

разлике пресудне у патогенези болести показује и истраживање спроведено на IL-4−/− који 

због делеције гена за IL-4 развијају болест која је по тежини врло слична ЕАМ у WT 

BALB/c мишева. Ови резултати указују да блокада или делеција IL-4 покреће механизме 

болести који су различити између два осетљива соја мишева [102].  

За разлику од аутоимунског миокардитиса у инфективним моделима инфламације 

срца IL-4 супримира антивирусни или антибактеријски имунски одговор, што је и 

показано апликацијом рекомбинантног IL-4 током инфекције коксаки вирусом В3. 

Резултати ове студије показују да мишеви којима је апликован рекомбинантни IL-4 имају 

лакши облик миокардитиса и бољу срчану функцију [132]. Протективна улога IL-4 

показана је на мишевима који су IL-4 дефицијентни и инфицирани Borrelia spirochetes. 

Наиме, резултати истраживања су показали да инфициране IL-4−/− животиње развијају 

тежи облик миокардитиса у поређењу са контролном групом [133]. Слични резултати 

добијени су када су IL-4−/− мишеви инфицирани Trypanasoma cruzi [134]. Могуће 

објашњење се може наћи у чињеници да своје ефекторске функције Th2 ћелије остварују 

не само секрецијом IL-4 већ и секрецијом IL-13. Да IL-13 има значајну улогу у патогенези 

ЕАМ показано је испитивањем ове болести на мишевима дефицијентним за IL-13 [102]. 

Када се вирусни аутоимунски миокардитис и ЕАМ индукују у IL-13−/− мишевима развија 

се снажна, тешка инфламација срца праћена фиброзом и прогресијом до ДЦМ [102]. Да 

IL-13 има протективну улогу у ЕАМ показано је индуковањем болести у IL-13−/−IL-4−/− 

мишевима који су имали значајно тежи ток болести и инфламацију срца у поређењу са IL-

13−/−, што указује на доминантну улогу IL-13 у односу на IL-4 [102]. Пошто, мишји Т и B 

лимфоцити не експримују рецептор за IL-13 предпоставља се да овај протективни цитокин 

вероватно продукују нелимфоидне ћелије у првом реду макрофаге. 
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1.1.9.3. Улога Th17 ћелија у аутоимунском миокардитису 

 

Експериментални аутоимунски миокардитис илуструје само један од модела за које 

Тh1/Тh2 баланс није довољан да би се објаснила патофизиологија болести, нарочито у 

погледу на парадоксалне протективне функције посредоване IFN-γ. Потенцијално решење 

овог проблема видело се након откривања новог субсета ефекторских CD4+ ћелија које 

продукују IL-17A и назване су Тh17 лимфоцити [135]. Диференцијација и пролиферација 

наивних лимфоцита у Тh17 ћелије је усмерена цитокинима TGF-β, IL-6 и IL-23 [136-139]. 

Као и у другим аутоимунским болестима и у ЕАМ показано је да Тh17 ћелије имају 

доминантну патогену улогу у односу на Тh1 ћелије. Мишеви који су подвргнути 

адоптивном трансферу Тh17 ћелија имали су тежу болест од мишева на којима је извршен 

адоптивни трансфер Тh1 лимфоцита [121]. Међутим, скорашње студије показују да IL-17 

није значајан у акутној и субакутној фази болести већ да је његова патогена улога 

повезана са хроничном фазом миокaрдитиса [83]. Тако је показано да контролни мишеви и 

IL-17−/− мишеви имају врло сличну инфламацију срца до 21. дана од индукције болести. 

Тек након 21. дана IL-17+/+ мишеви су развили значајну фиброзу срца и ДЦМ која у том 

обиму није детектована у контролној групи. За разлику од аутоимунског миокардитиса IL-

17A Тh17 ћелије имају протективну улогу настале инфекцијом коксаки вирусом В3 и T. 

cruzi [140, 141]. Такође, постоје докази да од поларизације у правцу Тh17 ћелија зависи и 

осетљивост мишева на индукцију ЕАМ. Наиме, мишеви са различитим background 

стварају Тh17 ћелије у већем или мањем броју. Тако је показано да су А.SW мишеви 

осетљиви на индукцију ЕАМ управо због могућности стварања јаког Тh17 одговора. За 

разлику од њих B10.S мишеви су резистентни на индукцију ЕАМ услед слабе 

поларизације у правцу Тh17 имунског одговора [142]. 

 

1.1.9.4. Улога Т регулаторних ћелија у аутоимунском миокардитису 

 

Регулаторни Т лимфоцити (Treg) представљају јединствену субпопулацију Т 

лимфоцита која супримира функцију ефекторских Т ћелија и одржава периферну 

толеранцију [143]. Познато је да је недостатак Treg у директној корелацији са тежином 

бројних аутоимунских болести, међу њима и аутоимунског миокардитиса.  
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Да број Treg утиче на индукцију и патофизиологију ЕАМ показано је и на мишевима 

различитог соја [142]. Мишеви A.SW H2s соја осетљивији су на индукцију ЕАМ у 

поређењу са B10.S H2s мишевима упркос њиховом идентичном H2s хаплотипу. Једно од 

могућих објашњења је да A.SW мишеви након индукције ЕАМ, у срцу имају значајно 

мањи број Treg дефинисаних као CD4+CD25+Foxp3+ Т лимфоцита у односу на B10.S H2s 

мишеве. Резултати овог истраживања показују да број Treg у срцу корелира са степеном 

оштећења кардиомиоцита: пораст у броју ових ћелија корелира са мањим оштећењем, а 

мање присуство Treg корелира са већом оштећењем кардиомиоцита. У истој студији је 

показано да број Treg ћелија зависи од генетске конституције а не од врсте антигена. Што је 

и потврђено имунизацијом мишева миозином и овалбумином [142].  

Осим у аутоимунском миокардитису, Treg имају протективну улогу и у 

миокардитису насталом након инфекције коксаки вирусом B3 [144]. Адоптивним 

трансфером CD4+CD25+Foxp3+ Treg, након индукције вирусног миокардитиса, запажено 

је значајно мање оштећење миокарда и већи клиренс вируса у односу на контролну групу 

животиња. Механизам којим Treg штите кардиомиоците је посредован секрецијом TGF-β. 

Запажена је значајно већа експресија TGF-β у срцу након трансфера Treg лимфоцита у 

коксаки B3 вирусном миокардитису [144].  

 

1.1.9.5. Улога Th9 ћелија у аутоимунском миокардитису 

 

Скорашње студије показују да у патогенези аутоимунског миокардитиса, осим до 

сада познатих субпопулација Т лимфоцита, значајну улогу има и новооткривена 

субпопулција Th9 лимфоцита. Диференцијација наивних Т лимфоцита у Th9 фенотип 

одиграва се у присуству TGF-β и IL-4. Главни ефекторски цитокин Th9 лимфоцита је IL-9 

[145, 146]. 

Улога Th9 лимфоцита прво је показана на експерименталном моделу ЕАЕ. 

Адоптивним трансфером Th9 лимфоцита могао се индуковати ЕАЕ који се карактерисао 

атипичним менингеалним знацима и лезијама периферног нервног система [147]. Осим 

показане улоге IL-9 у ЕАЕ његов значај забележен је и у експерименталним студијама на 

мишевима који су имали дефицијенцију саркоендоплазматске ретикуларне Ca2+ ATP-азе. 

Код ових мишева високе вредности IL-9 корелирале су са већом срчаном слабошћу [148]. 
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Такође, забележен је и значајно виши ниво IL-9 у серуму пацијената са хроничном 

срчаном инсуфицијенцијом. У овој студији показано је да серумски нивои IL-9 негативно 

корелирају са ејекционом фракцијом [149].  

 

1.1.10. Улога хуморалног имунског одговора у аутоимунском миокардитису 

 

У патогенези аутоимунског миокардитиса осим главних ефекторских ћелија а то су 

аутореактивни CD4+ Т лимфоцити, значајну улогу имају и аутоантитела. Створена 

аутоантитела која се могу детектовати не само у миокардитису већ и у исхемијским 

болестима срца, усмерена су на антигене који су секвестрирани и нису доступни ћелијама 

имунског система током негативне селекције у тимусу. Декланширање секвестрираних 

антигена настаје након оштећења ћелија и ткива срца. Најчешћи антигени на које се 

стварају аутоантитела су структурне компоненте кардиомиоцита као што су миозин и 

тропонин [150]. Након ослобађања секвестрираних интрацелуларних протеина прво се 

активирају аутореактивни Т лимфоцити а потом након ,,T-B cross talk“ интеракције као 

секундарни догађај генеришу се клонски селектована аутоантитела [151, 152]. Створена 

аутоантитела су управљена према интрацелуларним антигенима, пре свега тешком ланцу 

миозина, тропонину I, тропонину Т и митохондријалним антигенима. Такође, код 

пацијената са миокардитисом могу се детектовати и друга аутоантитела као што су 

антитела усмерена према ламинину, актину и анти-мускаринска антитела [4]. 

Аутоантитела се у миокардитису не могу детектовати током свих фаза болести посебно не 

у акутној фази, док је њихово присуство карактеристично за субакутну и хроничну фазу. 

У прилог томе говоре и резултати студије у којој је показано да две трећине пацијената са 

акутним миокардитисом нема детектибилних специфичних аутоантитела у тренутку 

постављања дијагнозе или клиничког почетка болести [152]. Међутим, код 80% 

пацијената са миокардитисом који прогредира у ДЦМ детектују се аутоантитела 

специфична за срчане антигене и код 60% пацијената са срчаном инсуфицијенцијом друге 

етиологије [152]. Од свих аутоантитела најзначајнија су антитела усмерена према α 

тешком ланцу срчаног миозина. Показано је да високи нивои анти- MyHCα антитела 

корелирају са тежином и прогресијом срчане болести док је смањење титра анти- MyHCα 

антитела у позитивној корелацији са добрим клиничким одговором [152].  
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1. 1.2. Галектин 3 

 

   Главни циљ истраживања је испитивање улоге и значаја галектина 3 у патогенези 

ЕАМ код мишева соја C57BL/6 који је релативно резистентан на индукцију ЕАМ 

пептидом миозина MyHCα334-352. Зато, у уводном делу детаљно објашњавамо структуру, 

експресију, биолошке ефекте галектина 3 и описујемо његов значај у регулацији имунског 

одговора. 

 

1.3. Класификација галектинских молекула 

 

   Лектини представљају јединствену групу структурно разноврсних протеина чија је 

главна карактеристика способност везивања за угљене хидрате. Лектини, на тај начин, 

могу препознати и везати се за гликолипиде, гликопротеине као и за протеогликане који се 

налазе на површини ћелијске мембране, као и у екстрацелуларном матриксу. Лектини су 

подељени у четири фамилијe: лектини С- и Р- типа, пентраксини и галектини [153]. 

Галектини су дефинисани као еволуционо конзервирани протеини који имају способност 

препознавања β-галактозида на површини ћелије [154]. Представљају групу лектина који 

су привукли посебну пажњу у области биомедицинских истраживања захваљујући 

широком спектру функција у интрацелуларном и екстрацелуларном простору. Термин 

галектини се први пут уводи 1994. године при чему су чланови фамилије галектина 

морали да испуњавају два услова: афинитет за β-галактозиде и значајну сличност 

аминокиселинских секвенци на месту за препознавање и везивање угљених хидрата [154]. 

Чланови породице галектина пронађени су у сунђерима, гљивицама, нематодама, 

инсектима и кичмењацима укључујући и сисаре, што указује на њихову значајну улогу у 

различитим ћелијским процесма [155]. До данас је описано 15 различитих молекула 

галектина, означени бројевима од 1 до 15. Заједничко за све чланове фамилије је 

присуство еволутивно конзервираних секвенци познате као ,,региони који препознају 

угљене хидрате“ или CRD региони (енг. Carbohydrate-Recognition Domain) [156]. У 

саствав CRD региона улази 135 аминокиселинских секвенци [157]. Ови домени су познати 

као β-сендвич кога формирају две благо савијене β-плоче које се састоје из 6 β-ланаца који 

формирају конкавну страну, и 5 β-ланаца који формирају конвексну страну. Конкавна 
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страна формира жлеб у коме се галектини везују за угљене хидрате [158, 159]. Галектини 

су детектовани у разним ћелијама и ткивима и приписиване су им бројне улоге. Због 

разноликости својих функција постали су интригантни истраживачима, не само у области 

биологије већ и у медицини и фармацији. Hirabayashi и Kasai [159] су на основу броја и 

организације CRD региона, галектине класификовали у три групе (Схема 2): 

1. Прототип галектина: поседују један CRD регион који има способност да димеризује. 

Овој групи припадају галектини 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 и 15. 

2. Тандемско поновљени тип галектина: изграђени су од једног протеинског ланца 

дужине од 70 аминокиселина који формира два различита али хомолога CRD региона. 

Тандемско поновљеном типу галектина припадају галектини 4, 6, 8, 9 и 12. 

3. Химерски тип галектина: изграђени су од једног протеинског ланаца дужине од око 

120 аминокиселина који садржи бројне понављајуће секвенце богате пролином и 

глицином. Овакав ланац спојен је са једним CRD регионом. Једини представник ове групе 

је галектин 3. 
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1.4. Структурне и биохемијске карактеристике галектина 3 

 

    Без сумње, галектин 3 (енг. Galeсtin-3, Gal-3) (29-35- kDa) је један од најбоље 

проучаваних галектина и једини је химерички тип галектина код кичмењака. Најпре је 

идентификован као антиген на мембрани макрофага, изолованих из перитонеума мишева, 

стимулисаних тиогликолатом и био је означен као Mac-2 (32-kDa) [160]. Касније је 

описиван као CBP-35 протеин (35-kDa) (енг. Carbohydrate-binding protein, CBP) који има 

способност за везивање угљених хидрата и откривен је на фибробластима мишева [161]; 

εBP протеин (енг. ε-binding protein from rat basophilic leukemia cells, εBP) на базофилима 

пацова оболелих од леукемије [162]; RL-29 величине од 29-kDa (енг. 29-kDa lectin in rat 

lung tissue, RL-29) у плућном ткиву пацова [163]; HL-29 величине од 29-kDa (енг. lectin in 

human lung tissue, HL-29) у хуманом плућном ткиву [164], L-34 лектин величине од 34-kD 

у онкогенским трансфектованим ембрионским фибробластима пацовa [165] и LBP (енг. 

Схема 2. Класификација галектинских молекула 
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Non-integrin laminin binding protein, LBP), ламинин везујући протеин у макрофагама. 

Испитивањем аминокиселинских и генских секвенци утврђена је висока хомологија 

између наведених протеина изолованих из различитих врста [166-174]. У складу са 

номенклатуром уведеном 1994. године, овај протеин је означен као галектин 3 [154]. 

Анализа структуре Gal-3 указала је да он има јединствену структуру у односу на остале 

лектинске молекуле у кичмењака [175]. Као и сви чланови лектинске породице, Gal-3 има 

висок афинитет за везивање галактозида преко свог CRD региона [175]. Као химерни 

протеин са јединственом структуром, Gal-3 садржи 3 различита структурна домена:  

1. NH2 терминални домен (енг. N-terminal domain, ND) који садржи серин 

фосфорилационо место које је важно за регулацију интрацелуларне сигнализације;  

2. понављајући регион, сличан колагену, богат пролином, глицином и тирозином, која се 

може раздвојити матриксним металопротеиназама (нпр. MMP2 и MMP9);  

3. глобуларни COOH терминални домен који садржи место за препознавање угљених 

хидрата, CRD регион, и аминокиселинску секвенцу NWGR која је одговорна за 

антиапоптотичку улогу Gal-3.  

Након везивања за мултивалентне угљене хидрате, Gal-3 може олигомеризовати кроз свој 

ND терминални домен и формирати пентамерну структуру на површини ћелије [176]. На 

тај начин је укључен у модулацију интрацелуларних сигналних путева који утичу на 

експресију различитих гена што за последицу има промену функције ћелије (Схема 3) 

[177-179]. 
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1.4.1. ND терминални домен 

 

   У зависности од врсте, ND терминални домен се састоји од 110 до 130 

аминокиселина. Ова релативно флексибилна структура садржи више хомологих 

понављања, од којих свако укључује Pro–Gly–Ala–Tyr–Pro–Gly аминокиселинску секвенцу 

након чега следе три додатне аминокиселине. ND терминални домен је високо 

конзервиран међу Gal-3 молекулима изолованих из различитих врста. Такође, 

аминокиселинска секвенца је око 25% хомологна са одређеним нуклеарним комплексима 

рибонуклеопротеина (hnRNP), а та хомологост се такође може наћи међу самим једарним 

hnRNP протеинима [180]. Показано је да ND терминални домен има 33,5% поклапање са 

колагеном тип 2 у говеђој хрскавици, тако да је ND терминални домен означен и као N 

терминални домен сличан колагену [181]. Иако је показано да ND терминални домен нема 

активности са угљеним хидратима, неопходан је за пуну биолошку активност Gal-3 [182]. 

Схема 3. Структура галектина 3 
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Додатно, резултати истраживања показали су да ND домен преко Tyr102 и суседних 

субјединица учествује заједно са CRD регионом у везивању олигосахарида [183]. ND 

терминалн домен, је такође одговоран за мултимерно формирање и показује позитивну 

кооперативност приликом везивања лектина за имобилизоване лиганд кластере [183]. Ова 

његова особина је изгледа биолошки регулисана, јер је ND подложан селективној 

протеолизи од стране одређених матрикс металопротеиназа (MMP-2 и MMP-9) [184]. 

Расцеп на позицији Ala62–Tyr63 код хуманог рекомбинантног Gal-3 повећава афинитет 

CRD-а (очуваног у 22 kDa фрагменту) за карбохидратне лиганде, али умањује агрегацију 

Gal-3 и на тај начин укида биолошка дејства молекула која зависе од његове 

мултимеризције. Тако на пример, протеолитичким дејством поцепан Gal-3 показује око 20 

пута виши афинитет везивања за ендотелне ћелије хумане умбиликалне вене у поређењу 

са комплетним протеином [185]. 

   Такође, резултати истраживања су показала да ND терминални домен учествује у 

секрецији Gal-3 у екстрацелуларни простор [184]. Почетни део ND домена који садржи 12 

аминокиселина која претходи домену који је богат пролином и глицином, такође познат 

као мали ND терминални домен, високо је конзервиран код свих Gal-3 у сисара. Најмање 

две функционалне карактеристике преписане су ND домену Gal-3, брисање првих 11 

аминокиселина блокира секрецију Gal-3, док мутација конзервираног Ser6 утиче на 

антиапоптотску активност Gal-3 [185].  

 

1.4.2. CRD регион 

 

   CRD регион Gal-3 састоји се од 130 аминокиселина које формирају глобуралну 

структуру која је одговорна за учвршћивање везе између Gal-3 и угљених хидрата [186]. 

Ови налази су додатно потврђени анализом структуре CRD региона, који се сатоји из две 

анти-паралелне β-плоче са по 5-6 β-ланаца који формирају удубљење за везивање угљених 

хидрата [182]. Међутим, новији резултати добијени анализом нуклеарне магнетне 

резонанце указују на могуће интеракције између ND терминалног домена и CRD региона 

[187]. Унутар домена за препознавање угљених хидрата од посебног интереса је 

аминокиселинска секвенца NWGR; која је практично без изузетка конзервирана у оквиру 

BH1 домена Bcl-2 фамилије протеина, и доказано је да је одговорна за антиапоптотску 
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активност Gal-3 [188]. NWGR секвенца је такође укључена у процес агрегације молекула 

Gal-3 преко CRD регона у одсуству сахаридних лиганда [189]. Заменом триптофана са 

леуцином (W181L) у оквиру NWGR секвенце обуставља хомодимеризацју Gal-3 преко 

CRD. Ипак, и поред ове мутације још увек се може везати wild-type Gal-3 путем 

интеракције са N-терминалнм доменима. CRD је такође укључен у угљенохидратно 

зависну хемофиличну интерреакцју у којој учествује Gal-3 [190]. Остатак једног молекула 

цистеина у близин NWGR секвенце (Cys186) се показао као неопходна за димеризацију 

мишијег Gal-3, који у тој форми везује ламинин са вишим афинтетом у односу на 

мономеричну форму [191]. CRD у поређењу са интактним Gal-3 испољава снажнији 

афинитет везивања за крајње продукте гликације (AGE), што указује да CRD можда 

такође садржи главно место везвања за AGE што није могуће код ND код целог молекула 

Gal-3 [192]. 

 

1.5.  Експресија галектина 3 

 

   Током ембрионалног развоја и диференцијације ћелија мења се експресија 

галектина. Такође, експресија галектина зависи од различитих физиолошких и 

патолошких услова. Експресија галектина се први пут детектује четвтог дана гестације и 

то у ћелијама трофектодерма на стадијуму бластоцисте [193]. Око осмог дана гестације 

Gal-3 је експримиран на ћелијама нотохорде, где је присутан док нотохорда не ишчезне 

[194]. Присуство Gal-3 запажа се касније у хрскавици пршљенова, ребрима и костима 

лица, као и у супрабазалном слоју епидермиса, што указује на потенцијалну улогу у 

формирању хрскавице и диференцијацији коже [194]. Colnot и сарадници [195] су 

показали да је Gal-3 експримиран на хондроцитима епифизне плоче раста дугих костију 

код феталних и неонаталних мишева, што указује на потенцијалну улогу Gal-3 током 

енхондралне осификације. Такође, експресија Gal-3 забележена је и у првом триместру 

хумане ембриогенезе али је ограничена на епител коже, дигестивног, респираторног и 

уринарног тракта, затим на ћелијама миокарда, јетре и хондроцита [196]. Сличан образац 

експресије Gal-3 уочава се и у адултним ткивима као и на бројним ћелијама имунског 

система. Студија која је анализирала експресију Gal-3 методом in situ хибридизације у 

дигестивном тракту мишева, показала је присуство Gal-3 искључиво у епителним ћелијама 
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[197]. Међутим, новија истраживања показују да Gal-3 није експримиран само на 

епителним ћелијама дигестивног тракта, већ и на резидентним макрофагама ламине 

проприје [198]. Такође, имунохистохемијским бојењем потврђено је присуство Gal-3 

позитивних ћелија дуж синусоида јетре уз појаву Купферових ћелија [198]. Плућа мишева 

се налазе на другом месту у погледу експресије Gal-3 [198]. Присуство Gal-3 је описано у 

епителним ћелијама бронхиола и резидентним макрофагама [198]. Експресија Gal-3 се 

значајно повећава током инфекције плућа [199].  

   Присуство Gal-3 позитивних ћелија детаљно је описано од стране Kim и сарадника 

[198]. У јајнику, Gal-3 је детектован у ћелијама жутог тела и макрофагама строме где има 

улогу у одржавању и преживљавању лутеалних ћелија током трудноће. У утерусу, Gal-3 је 

присутан у ендометријалним ћелијама и макрофагама везивног ткива [198]. Gal-3 је 

највећи ß-галактозид везујући лектин експримиран на ћелијама уринарног тракта мишева. 

Методама имунохистохемије и in situ хибридизације утврђено је да је експримиран на 

ћелијама бубрега и уринарних путева до дисталног дела уретре [200]. Резултати 

имунохистохемијског бојења срчаног ткива, указали су на присуство Gal-3 позитивних 

ћелија у интерстицијуму док кардиомиоцити не експримирају Gal-3 [198]. У мозгу, 

епендимоцити можданих комора експримирају Gal-3 [198]. Заступљеност ћелија које 

експримирају Gal-3 у слезини је много већи у црвеној него у белој пулпи [198]. Овакав 

локални феномен се може објаснити већом дистрибуцијом макрофага и дендритских 

ћелија у црвеној пулпи слезине, док су у белој локализовани T и B лимфоцити. Експресија 

Gal-3 код наивни Т лимфоцита у слезини је немерљива, међутим може се повећати након 

њихове активације [198]. Ћелије које експримирају Gal-3 првенствено су локализоване у 

медули тимуса, док су само ретке Gal-3 позитивне ћелије присутне у кори. Овај ендогени 

лектин је углавном пронађен у медули и мањем обиму у кортексу тимуса младих мишева. 

Ћелије тимуса, као што су епителне ћелије и макрофаги производе, луче и акумулирају 

велике количине Gal-3 на својој површини, што доприноси модулацији миграције и 

преживљавања тимоцита [201, 202].  
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1.5.1.  1.6. Улога галектина 3  

 

   Галектини су откривени у широком спектру различитих ћелија и ткива где 

учествују у бројним биолошким процесима, чиме је ова фамилија протеина постала 

атрактивна у области биомедицинског истраживања [180]. Биолошке функције Gal-3 

дефинисане су према његовој интрацелуларној или екстрацелуларној локализацији. 

Галектин 3 је плеотропан молекул који модулира ћелијску функцију везивањем за 

различите молекуле у једру, цитоплазми или на површини ћелије.  

 

1.5.1.1.  1.6.1. Улога екстрацелуларног галектина 3  

 

   Бројна истраживања потврђују екстрацелуларну локализацију Gal-3. Галектин 3 

може бити локализован на ћелијској површини (везан за гликопротеине) или у 

екстрацелуларном матриксу, биолошким течностима и серуму (у солубилном облику). 

Познато је да Gal-3 не пролази кроз стандардни процес секреције протеина у ћелији преко 

ендоплазматичног ретикулума и Голџи апарата јер не садржи класичну сигналну 

секвенцу. R. C. Hughes и сарадници [203] указују на могући алтернативни пут секреције и 

ослобађања Gal-3 из ћелије преко специфичних везикула. Сходно предложеном механизму 

секреције спречава се интеракција Gal-3 и његових потенцијалних гликолизованих делова, 

синтетисаних и излучених преко ендоплазматичног ретикулума и Голџи апарата, пре него 

што дођу у екстрацелуларни простор. Други могући механизам секреције Gal-3 је преко 

ексозома од стране дендритских ћелија [204, 205]. Ексозоми су мала везикуларна тела, 

величине од 60-90nm, која се формирају инвагинацијом ендозомске мембране у лумен 

ендозома и излучују у екстрацелуларни простор. У оба предложена типа секреције, 

везикуле егзоцитозом ослобађају Gal-3 који се може везати за површину ћелијске 

мембране или за компоненте екстрацелуларног матрикса. Алтернативно, везикуле се могу 

спојити са другим ћелијама и на тај начин преузети Gal-3. Екстрацелуларни Gal-3 

остварује бројне аутокрине и паракрине ефекте. Галектин 3 има улогу у ћелијској 

атхезији, активацији и хемотакси за различите типове ћелија. На тај начин Gal-3 утиче на 

различите биолошке процесе као што су одржавање ћелијске хомеостазе, имунолошке 

реакције, органогенеза и ангиогенеза, инвазија тумора и метастазе.  
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1.6.2. Улога галектина 3 у ћелијској атхезији 

 

   Улога Gal-3 у процесима ћелијске атхезије заснива се на његовим мултивалентним 

особинама и способности да се везује за гликопротеине на површини ћелијске мембране 

као и за гликозиловане компоненте екстрацелуларног матрикса. Показано је да Gal-3 може 

да се веже за ламинин, фибронектин, као и за колаген тип 4 и тенасцин-C и -R [206-208]. 

Поред тога, Gal-3 се везује и за одређене интегрине, главне трансмембранске протеине 

ћелијске мембране, који су укључени у процес ћелијске адхезије [208]. Резултати 

истраживања су показала да су α1β1 интегрини и α субјединица αMβ1 интегрина, 

локализовани на површини макрофага, рецептори за Gal-3 [208, 209]. Такође, Gal-3 се 

може везати за тежак ланац CD98 молекула, који је присутан на мембрани моноцита и 

макрофага код људи и код мишева као и на мембрани активираних Т лимфоцита, и 

посредством димеризације CD98 може промовисати активацију интегрина [210]. Галектин 

3 може инхибирати или промовисати ћелијску атхезију различитих ћелија за протеине 

екстраћелијског матрикса; посредује у адхезији хуманих неутрофила за ламинин и 

ендотелне ћелије [211, 212], и омогућује везу између дендритских ћелија и лимфоцита 

посредством L-селектина [213]. Међутим, показано је да интрацелуларни Gal-3 [213] може 

промовисати излазак тимоцита из тимуса на периферију [201]. Показано је да интеракције 

Gal-3 са бројним гликопротеинима као што су лизозомални мембрански гликопротеин 

Lamp-1 и -2, C4.4A гликопротеин, омогућавају везу између туморских ћелија и протеина 

екстрацелуларног матрикса [214, 215]. Такође, доказ да површнски Gal-3 посредује у 

хомотипичној ћелијској адхезији уз помоћ повезивања разгранатих лако растворљивих 

глукокоњугата, истиче његову улогу у агрегацији туморских ћелија у циркулацији током 

метастазирања [216].  

 

1.6.3. Улога галектина 3 у ћелијској активацији и хемотакси 

 

   Познато је да унакрсно повезивање површинских протеинских молекула може 

проузроковати каскаду бројних сигналних путева и резултирати ћелијском активацијом. 

Везивање мембранских молекула често је посредовано везивањем њихових 

гликозилованих делова и мултивалентних лектина, као што је Gal-3. Постоје бројни 
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докази о улози Gal-3 у активацији различитих врста ћелија, посебно оних који учествују у 

имунолошким реакцијама. Галектин 3 путем унакрсног повезивања мембранских 

гликопротеина, може стимулисати продукцију IL-1 и покренути ослобађање 

супероксидних анјона од стране хуманих неутрофила и моноцита [217, 218]. Додатно, Gal-

3 може изазвати респираторни прасак у неутрофилима након одређене стимулације, као 

што је стимулација липополисахаридом (LPS) [219]. Овакав одговор неутрофила је у 

директној вези са повећаним везивањем Gal-3 за мембранске рецепторе CD66a и CD66b на 

мембрани неутрофила [220]. Такође, скорија истраживања су показала да Gal-3 повећава 

фагоцитну активност и експресију CD66 молекула на мембрани неутрофила [221]. Осим 

позитивних ефеката, забележена су и супресивна дејства Gal-3. Показано је да Gal-3 

инхибише секрецију IL-5 из еозионофила и на тај начин врши супресију мијелоидних 

ћелија [222]. Показано је in vitro и in vivo да Gal-3 може индуковати ангиогенезу 

ендотелних ћелија [223]. Такође, показано је да Gal-3 активира срчане фибробласте [224], 

и да се његова експресија поваћава код фибробласта у синовијалној течности код 

пацијената који болују од реуматоидног артритиса [225]. Продукција Gal-3 од стране 

стелатних ћелија јетре, аутокриним механизмом, може индуковати њихову пролиферацију 

преко протеин киназе C и протеин киназе А [226]. Поред улоге у активацији ћелија, 

показано је да Gal-3 делује као хемотактички молекул за моноците и макрофаге, као и за 

алвеоларне макрофаге [227]. Бројне in vitro и in vivo студије су показале значајну улогу 

Gal-3 у миграцији ћелија, и да су у ту улогу укључени и ND и CRD терминални домен. 

 

1.6.4. Улога интрацелуларног галектина 3  

 

   Познато је да Gal-3 може бити локализован и у интраћелијском простору, једру или 

у цитоплазми [228]. У цитоплазми, Gal-3 има улогу у регулацији ћелијске пролиферације 

и диференцијације везујући се за K-Ras протеин или активацијом киназе (PI3K)-Akt 

сигналног пута [198]. Бројни молекули у цитоплазми су дефинисани као лиганди за Gal-3. 

Њихове разнолике биолошке улоге укључују Gal-3 у бројне интрацелуларне процесе. 

Међу првим интрацелуларним молекулима који су индентификовани као лиганд за Gal-3 

био је Bcl-2 протеин који је укључен у процес апоптозе [204]. Такође, познато је да Gal-3 

остварује интеракцију са рецептором смрти CD95 (APO-1/Fas) и на тај начин остварује 
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своју улогу у процесу апоптозе [205]. Бројна истраживања су потврдила улогу Gal-3 у 

процесу ћелијске пролиферације, диференцијације, преживљавања и смрти [229, 230]. 

Када је ћелија изложена апоптотским стимулусима интрацелуларни Gal-3 се депонује у 

митохондријама [231]. У митохондријама депоновани Gal-3 поседује антиапоптоску 

активност [231]. У једру, Gal-3 има улогу у регулацији транскрипције гена тако што 

појачава експресију гена за циклин D1 [232]. Додатно, у једру се Gal-3 везује за 

рибонуклеопротеинске комплексе [233]. Показано је да Gal-3 има улогу у регулацији 

Wnt/ß-catenin сигналног пута, који је значајан у процесу развоја, ткивне хомеостазе и раста 

тумора, међутим тачан механизам дејства још увек није познат [234]. 

 

1.6.5. Улога и значај галектина 3 у регулацији имунског одговора 

 

   Подаци о функционалним особинама Gal-3 сумиране у бројним истраживањима 

снажно указују на значај Gal-3 у регулацији имунског одговора и инфламацији. 

Инфламација има протективну улогу и служи за одржавање хомеостазе и репарације 

ткива. Међутим, под одређеним околностима инфламација може бити штетна за домаћина 

и довести до различитих патолошких процеса. Галектин 3 регулише кључне процесе у 

инфламаторном имунском одговору: адхезија, хемотакса и активација, опсонизација и 

фагоцитоза. Галектин 3 се детектује на површини бројних ћелија имунског система и 

регулише ифламацију. Конститутивно је експримиран на моноцитима, макрофагима, 

дендритским ћелијама, мастоцитима, неутрофилима, еозинофилима, док га T и B 

лимфоцити експримирају тек након активације [235]. Бројне ћелије продукују и 

ослобађају велике количине Gal-3 у одговору на разне инфламаторне стимулусе. 

Ослобођени Gal-3 може деловати на инфламаторне ћелије аутокриним или паракриним 

механизмом. Познато је да Gal-3 може да стимулише оксидативни прасак у неутрофилима 

и моноцитима и да доведе до дегранулације мастоцита. Галектин 3 промовише атхезију и 

миграцију моноцитно/макрофагне лозе кроз ендотел и делује као хемотрактант за 

моноците и макрофаге [199, 236]. Студије су показале да делеција гена за Gal-3 значајно 

редукује инфламацију у анималном моделу перитонитиса, индуковног тиогликонатом, 

што је потврђено смањеном инфилтрацијом гранулоцита и макрофага у односу на 

контролну групу животиња [236, 237]. Мишији Gal-3−/−  макрофаги имају смањену 
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фагоцитну активност апоптотичних тимоцита или овчијих еритроцита у односу на 

макрофаге контролних мишева који експримирају овај лектин (Gal-3+/+) [238]. Резултати 

наведених истраживања указују на значајну улогу Gal-3 у процесу фагоцитозе иако тачан 

механизм још увек није познат. Значај Gal-3 у инфламаторном одговору огледа се у 

способности препознавања и везивања гликокоњугата на површини Klebsiella pneumoniae, 

Salmonella minnesota, Salmonella typhimurium и Escherichia coli [239]. Бројне студије 

указују на двоструку улогу Gal-3 у активацији макрофага. Код Gal-3 дефицијентних 

мишева, алтернативна активација макрофага под утицајем IL-4 и IL-13 је редукована у 

односу на контролну групу животиња, док је класични пут активације под утицајем LPS и 

IFN-γ не измењена [240]. Под утицајем LPS, макрофаги Gal-3−/− мишева продукују већу 

концентрацију проинфламаторних цитокина IL-6, IL-12 и TNF-α него макрофаги Gal-3+/+ 

мишева што упућује на антиинфламаторне ефекте Gal-3 [241]. Супротно томе, резултати 

друге студије указују на проинфламаторну улогу Gal-3 јер овај лектин делујући 

регулаторно на микроглију слично цитокинима, омогућује фосфорилацију 

транскрипционих фактора (JAK2, STAT1, STAT3 и STAT5) што појачава каскаду 

продукције проинфламаторних цитокина (ТNF-α, IL-6, IL-1β и IFN-γ) [242]. Подаци из 

литературе указују на значајну улогу Gal-3 у функционисању дендритских ћелија. 

Показано је да уклањање гена за Gal-3 смањује миграторни потенцијал ових ћелија како in 

vivo тако и in vitro [243]. Такође, експресија Gal-3 у дендритским ћелијама утиче на 

поларизацију имунског одговора [244, 245].  

   Т и В лимфоцити експримирају Gal-3 искључиво након активације. Т лимфоцити, 

почињу да експримирају Gal-3 након активације различитим стимулусима (антитела 

специфична за CD3 и/или IL-2, IL-4 и IL-7) [246]. Активација B лимфоцита са IL-4 

праћена је појачаном експресијом Gal-3, што промовише диференцијацију В лимфоцита у 

меморијске ћелије [247]. Галектин 3 у лимфном ткиву регулише организацију ниша B220+ 

и CD138+ ћелија [248] и инхибира диференцијацију у плазмоците in vitro [247] и in vivo у 

костној сржи, мезентеричним лимфним чворовима и слезини [248]. Поред тога Gal-3 има 

антиапоптотску улогу у неоплазмама В лимфоцита [249] и одржавању анергије В 

лимфоцита [250]. Појава Gal-3 дефицијентних мишева омогућила је детаљније студије о 

имуномодулаторним механизмима Gal-3. Одсуство Gal-3 појачава Th1 или Th2 имунски 

одговор у зависности од природе патофизиолошког процеса и врсте ткива/органа [251]. 
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Студије су показале да Gal-3 контролише поларизацију Т лимфоцита током имунског 

одговора и има потенцијалну улогу у регулацији производње антитела [252, 253]. Још увек 

није детаљно разјашњено којим механизмима Gal-3 регулише аутоимунске процесе, али је 

јасно да може испољити двоструку улогу. Укратко, Gal-3 може двојако регулисати 

инфламаторни одговор, зависно од више фактора као што су специфични услови 

инфламације, врста ћелије или ниво експресије. 

 

1.6.6. Улога галектина 3 у развоју миокардитиса и срчане фиброзе 

 

   Значај Gal-3 показан је у регулацији имунског и инфламаторног одговора, развоју и 

прогресији тумора, неуронске дегенерације, атеросклерозе, дијабетеса, као и репарације 

ткива. Gal-3 је откривен у многим пролиферишућим ћелијама као што су туморске ћелије, 

еозинофили, неутрофили, активисане макрофаге и фибробласти [254-257]. Многи од 

наведених типова ћелија играју значајну улогу у запаљенском одговору и фиброгенези. 

Недавне студије показују да, као мултифункционални биомаркер, Gal-3 игра кључну улогу 

у процесу ремоделације срца учествујући у хомеостази екстраћелијског матрикса и у 

одговору на инфламацију [258].  

   Улога Gal-3 у фиброгенези и инфламацији је у многим аспектима разјашњена 

последњих година али не у потпуности. У здравом ткиву, експресија Gal-3 је одсутна или 

смањена. Међутим, у патолошким условима, експресија Gal-3 се значајно увећава посебно 

током инфламације и фиброзе. Оба процеса су од круцијалног значаја у ремоделовању и 

фибрози срца и бубрега. Методама in-situ хибридизације и имунохистохемијске анализе 

показано је висока експресија Gal-3 у подручју миокарда захваћеног фиброзом [259]. Ова 

експресија била је у јако позитивној корелацији са заступљеношћу макрофага у срцу. Све 

већи број експерименталних доказа показао је да је Gal-3 секретован из макрофага повезан 

са активацијом миофибробласта а касније и са повећаном синтезом и депоновањем 

колагена. Што указује на његову важну улогу у промени састава екстрацелуларног 

матрикса у оштећеном ткиву [256, 257, 259-262]. 

    Први докази који указују на значајну улогу Gal-3 у развоју срчане слабости потичу 

из резултата студије коју су спровели Sharma и сарадници [259] и показали су да је Gal-3 

потенцијална нова терапеутска мета у лечењу хроничне срчане инсуфицијенције. Такође, 
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Henderson и сарадници [256] су показали да је експресија Gal-3 значајно повећана током 

прогресивне реналне фиброзе. Истраживања спроведена на Gal-3 дефицијентним 

животињама показала су мањи обим инфламације у бубрегу и последично мањи про-

фибротички одговор са значајним смањењем продукције и депоновање колагена. Да је 

Gal-3 добра терапеутска мета у обољењима која се карактеришу фиброзом и 

ремоделовањем ткива показали су Kalatjou и сарадници [263] у експерименталном моделу 

фиброзе бубрега. Наиме, применом инхибитора Gal-3 детектована је значајно мања 

фиброза бубрега. 

   Поред експерименталних студија, различита клиничка испитивања су такође 

указала на потенцијалну клиничку корист Gal-3 као биомаркера у прогнози срчане 

инсуфицијенције. Van Kimmenade и сарадници [264] први су одредили прогностичку и 

предиктивну вредност Gal-3 као биомаркера у акутној срчаној инсуфицијенцији. У 

предклиничком истраживању, они су затим показали да су високи серумски нивои Gal-3 

повезани са већим степеном морбидитета [264]. У наставку истраживања испитиван је 

значај Gal-3 као самосталног маркера као и његова повезаност са Nt-proBNP као 

најважнијим маркером срчане слабости [265]. Резултати ове студије су показали да је Gal-

3 добар биомаркер али да се не може независно интерпретирати без вредности Nt-proBNP 

код пацијената са срчаном инсуфицијенцијом [266].  

   Укратко, Gal-3 секретован из макрофага утиче на активацију миофибробласта, 

синтезу и депоновање колагена, играјући централну улогу у патофизиолошком 

ремоделовању срца и срчаној инсуфицијенцији. 

   Као што је претходно поменуто, у нормалном срчаном ткиву Gal-3 позитивне 

ћелије се углавном налазе у интерстицијуму док кардиомиоцити не експримирају Gal-3 

[267]. Међутим, у ткиву срца захваћеном инфламацијом повећава се експресија овог 

молекула [259]. Последњих година значајна улога у патогенези вирусног миокардитиса и 

срчаном ремоделовању приписује се Gal-3 [268-270]. Резултати до сада објављених 

студија показују да у експерименталном моделу вирусног миокардитиса постоји већа 

експресија и продукција Gal-3 из макрофага срца, као и да Gal-3 има значајну улогу у 

пролиферацији срчаних фибробласта и настанку срчане фиброзе, што за последицу има 

повећан ризик за развој ДЦМ [268]. Испитивање срчане фиброзе, индуковане 

aнгиотензином 2 или трансверзалном аортном констрикцијом (TAC), спроведено на Gal-3 
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дефицијентним мишевима соја C57BL/6J, је показало значајно смањену продукцију 

колагена из срчаних фибробласта и мању фиброзу [270]. Међутим, недовољно је 

разјашњена улога овог молекула у патогенези аутоимунског миокардитиса и ДЦМ. 
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2. ЦИЉ СТУДИЈЕ 

 

Основни циљ истраживања је да се испита улога и значај галектина 3 у патогенези 

аутоимунског миокардитиса у мишјем моделу ЕАМ индукованог применом пептида 

миозина MyHCα334-352. 

 

У складу са основним циљем, поставили смо следеће експерименталне задатке: 

 

1. Испитати утицај галектина 3 на развој хипертрофије срца између WT C57BL/6 и 

Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева, одређивањем односа између тежине 

перфундованог срца и укупне телесне тежине.  

2. Испитати утицај галектина 3 на развој дегенерације и некрозе кардиомиоцита код 

WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева.  

3. Испитати утицај галектина 3 на развој инфламаторних промена срца у миокарду 

хистолошким бојењима код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 

4. Испитати утицај галектина 3 на присуство IgG депозита и IgG позитивних ћелија у 

срцу код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 

5. Испитати утицај галектина 3 на степен депоновања колагена у срцу хистолошким 

бојењима код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 

6. Испитати фенотипске и функционалне карактеристике ћелија које посредују у 

инфламацији у срцу код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 

7. Испитати фенотипске и функционалне карактеристике ћелија које посредују у 

инфламацији у слезини код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 

8. Испитати вредности проинфламаторних и профиброгених цитокина у системској 

циркулацији код WT C57BL/6 и Gal-3 дефицијентних C57BL/6 мишева. 
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Радна хипотеза испитивања:  

 

Галектин 3 има протективну улогу у раним инфламаторним фазама ЕАМ, па 

одсуство галектина 3 чини C57BL/6 мишеве осетљивијим на индукцију болести. Галектин 

3 има профиброгену улогу у каснијим фазама ЕАМ које карактерише развој фиброзе срца. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

3.1. Експериментални мишеви 

 

У студији су коришћени C57BL/6 мишеви мушког пола (енг. wild type, WT) и 

мишеви истог пола и соја (C57BL/6) са делецијом гена за галектин 3 (енг. knock-out Gal-

3КО). Gal-3КО животиње су добијене из виваријума Универзитета Калифорније (Proffesor 

Daniel K Hsu, University of California Davis, School of Medicine, Department of Dermatology, 

Sacramento, California, USA).  

Сви експериментални мишеви (WT и Gal-3КО) су под стандардним условима 

одгајани у одгајалишту за мишеве Факултета медицинских наука, Центра за молекулску 

медицину и истраживања матичних ћелија Универзитета у Крагујевцу, уз свакодневни 

приступ води и храни ad libitum. У студији су коришћени мишеви просечне староти од 42 

до 56 дана. 

Студију је одобрила етичка комисија Факултета медицинских наука под називом 

"Етичка комисија за заштиту добробити огледних животиња" број 01-2630 од 19.03.2014. 

године. 

 

3.1.1. Методологија добијања Gal-3КО мишева на C57BL/6 подлози 

 

Применом хомологе рекомбинације може се искључити један или више гена и на 

тај начин добити knock-out животиња са циљаном делецијом жељених гена. Хомолога 

рекомбинација је један од механизама генетске рекомбинације за замену једног дела или 

комплетног циљног (нормалног) гена нефункционалним (мутираним) геном [271]. Замена 

функционалног нефункционалним геном остварује се између хомологих секвенци на два 

ланца ДНК (дезоксирибонуклеинске киселине). Хомологе секвенце на различитим 

ланцима ДНК имају гене у којима је распоред нуклеотидних секвенци сличан или 

идентичан. Током хомологе рекомбинације размењују се гени са хомологих секвенци 

лоцирани на два различита молекула ДНК [272]. Механизмом хомологе рекомбинације 

постиже се замена WT гена геном чија је експресија онемогућена [271]. Само оне ћелије у 

којима су WT гени замењени нефункционалним генима се користе у даљем поступку 
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добијања knock-out мишева. За интеграцију добијених фрагмената ДНК која садрже 

нефункционални ген неопходни су вектори. Вектор у који се уграђује део ланца ДНК која 

садржи нефункционални ген је садржао и два гена која контролишу рекомбинацију. За 

контролу рекомбинације коришћени су гени: Neo и ТК гени. Експресијом Neo-гена 

постиже се отпорност на неомицин док је продукт ТК гена вирусна тимидин киназа [273, 

274]. Вектор који садржи секвенцу ДНК са нефункционалним геном, Neo и ТК ген се 

интегрише у ембрионалне матичне ћелије. Ембрионалне матичне ћелије миша су узгајане 

у медијуму који је осим стандардних састојака садржао и неомицин и ганцикловир. 

Вирусна тимидин киназа метаболише неомицин и ганцикловир у продукте који су 

токсични за све ћелије у којима је интегрисан вектор али у којима се није догодила 

хомолога рекомбинација. У ћелијама у којима је интегрисан вектор који садржи све 

поменуте гене и у којима се догодила хомолога рекомбинација биће истовремено 

резистентне и на неомицин и на ганцикловир, што резултира њиховим преживљавањем у 

култури [275, 276].  

Ген за Gal-3 је изграђен од 6 кодирајућих секвенци [277]. Искључивање гена за Gal-

3 постигнуто је делецијом 4, 5 и 6-ог егзона и 4-ог интрона. Егзон 4 и 5 уграђени су у 

Poly(A) вектор проксимално од промотера ТК гена који је повезан са Neo блоком. Егзон 5 

и 6 су интегрисани дистално од  Neo блока, док је у сегменту ДНК између интрона 4 и 

егзона 5 уметнут Neo ген [278]. Овако конструисан вектор интегрисан је у ембрионалне 

матичне ћелије миша (D3). Селекција ћелија са интегрисаним вектором вршена је помоћу 

G418. Ћелије резистентне на неомицин и ганцикловир (G418- ћелије) детектоване су PCR 

методом (енг. Polimerase Chain Reaction) као и Southern blot-ом. Само у два клона ESC 

(енг. Embryonic stem cell) детектована је хомолога рекомбинација тј. G418 резистенција 

(4A2 и 9A4 клон). Један од позитивно селектованих клонова ESC је ињектиран у 

бластоцисту мишева соја C57BL/6. Таква бластоциста је инплантирана у сурогат мајке 

истог соја мишева. Добијени потомци били су химерични мишеви који су потом упарени 

са WT C57BL/6 мишевима. Потомци добијени из оваквог спаривања били су хетерозиготи 

за делетирани Gal-3 ген. Даљим укрштањем хетерозиготних потомака у сродству, у F10 

генерацији добијени су хомозиготни потомци, којима су на оба хомолога локуса били 

искључен гени за Gal-3. [278].  
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Анализом добијених Gal-3КО мишева и поређењем са WT мишевима нису уочене 

разлике у величини органа, броју имунских ћелија као и заступљености одређених 

популација и субпопулација лимфоцита [278]. 

 

3.2. Експериментални модел аутоимунског миокардитиса применом MyHCα334-352 

пептида 

 

Као антиген за индукцију ЕАМ коришћен је MyHCα334-352 пептид (Shanghai 

ShineGene Molecular Biotech). Сви мишеви (WT и Gal-3KO) имунизовани су раствором 

који је садржао исту количину MyHCα334-352 пептида и CFA (eng. Freunds adjuvant 

complete, Sigma-Aldrich St.Loyis, USA). Сваком мишу је субкутано у пределу бокова, на два 

места, апликовано 100μg MyHCα334-352 пептида у 100μl PBS-а (енг. Phosphate-buffered 

saline, Gibcotm, USA) и 100μl CFA (Sigma-Aldrich St.Loyis, USA) са 500µg инактивисаног 

бацила туберкулозе соја H37 RA (Difco Laboratories, Detroit, MI, концентрације 5 mg/ml) 0. 

и 7. дана. Као контроле коришћени су нетретирани мишеви. За апликацију је коришћен 

инсулински шприц од 1ml са иглом од 20G. Игла је пажљиво убачена кроз кожу да не би 

дошло до оштећења перитонеума. Након што је потврђено да је створен вакуум 

повлачењем клипа шприца, суспензија је пажљиво убризгана и игла је извучена само 

неколико секунди након убризгавања целе суспензије. Нултог дана мишевима је 

интраперитонеално апликован растворен Pertusis toxin (200ng у 100μl дестиловане воде). 

Pertusis toxin је купљен од List Biological Laboratories, USA, Campbell. Растворени Pertusis 

toxin у концентрацији 50μg/ml чуван је на температури од +4 ̊ C. Другог дана мишеви су 

добили другу дозу Pertusis toxin-а. Предвиђено трајање експерименталног аутоимунског 

миокардитиса је 21 дан.  

Након три недеље експериментални мишеви су жртвовани применом диетилетра 

(BETA HEM, Београд). Жртвованим мишевима изоловани су срце и слезина који су 

коришћени за патохистолошку, имунохистохемијску анализу и анализу фенотипа 

имунских ћелија проточном цитометријом. За анализу серумских концентрација цитокина 

коришћена је крв добијена пунктирањем абдоминалне аорте. Бризгалица којом се 

сакупљала крв из абдоминалне аорте садржала је 2,6% хепарин. Хепанизирана крв је 
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стајала 30 минута а потом центрифугирана 20 минута на брзини од 3000 rpm. Добијена 

провидна течна фаза тј. серум складиштена је на температури од -20оС (Схема 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 4. Евалуација ЕАМ у WT и Gal-3KO мишева. Индукција ЕАМ применом MyHCα334-352 пептида 

код C57BL/6 WT мишева и C57BL/6 Gal-3KO мишева. 
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3.3. Одређивање хипертрофије срца 

  

Степен хипертрофије срца одређиван је 21. дана након индукције болести 

одређивањем односа између тежине претходно перфундованог срца раствором за 

перфузију и укупне телесне тежине миша. Раствор за перфузију је припремљен мешањем 

400µl хепаринa концентрације 2000U са 200ml PBS-а (енг. Phospate Buffered Salline). 

Након жртвовања мишева, урађена је перфузија срца помоћу апарата за перфузију у 

трајању од 3 минута по срцу са брзином протока од 10ml/min и притиском од 50mmHg. 

 

3.4. Хистопатолошка процена тежине експерименталног аутоимунског миокардитиса 

 

  Након жртвовања мишева коришћени су исечци ткива срца који су претходно 

фиксирани формалином и укалупљени парафином (енг. Formalin-Fixed and Paraffin-

Embedded, FFPE) у циљу хистопатолошке процене тежине ЕАМ. Након калупљења 

узорци су сечени микротомом на серијске пресеке дебљине 5μм који су бојени 

хематоксилином и еозином са циљем да се утврди локализација запаљенског инфилтрата, 

интезитет запаљенске инфилтрације, као и степен дегенерације и некрозе кардиомиоцитa. 

За одређивање степена фиброзе миокарда ткиво срца бојено је Sirius red и Masson 

техником.  

 

3.4.1. Фиксација ткива 

 

 У циљу заустављања разградње ткива под дејством протеолитичких ензима као 

што је катепсин из лизозома, као и путрифакције ткива коју изазивају ензими 

сапрофитских бактерија врши се фиксација ткива. Фиксацијом ткива постиже се 

инактивација лизозомалних ензима, онемогућава њихова дифузија у цитоплазму ћелије и 

мења пермеабилност ћелијске мембране. Процесом фиксације постиже се стабилност 

протеина у ћелији, одржава се морфологија ћелије, чува се природни локалитет хемијских 

супстанци и спречава се контаминација микроорганизмима. 

Фиксација ткива може бити физичка (топлота-микропропагација, микроталаси-

гликосал, замрзавање) и хемијска (потапање у фиксатив, перфузија). Хемијска фиксација 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  47 
 

ткива се најчешће спроводи када се препарати посматрају под светлосним микроскопом. 

Фиксацијом помоћу Буеновог раствора са пикринском киселином или 4% неутралног 

пуферисаног формалина постиже се хемијска фиксација ткива. Формалин фиксира ткиво 

унакрсним везивањем протеина, формирањем вишеструких метиленских мостова између 

молекула формалина и молекула протеина. У експерименталној студији ткива срца 

фиксирана су у 4% раствору параформалдехида добијеног разблаживањем Formaldehydum 

sol. у концентрацији 37-40%. Узорци ткива срца уроњена су у параформалдехид у коме су 

остављена најмање 24 сата на собној температури. 

По завршетку фиксације, ткиво подлеже даљим процесима обраде, који имају за 

циљ замену воде из ткива парафином. Постфиксациона процедура састоји се од 

дехидратације, елиминације алкохола ксилолом и импрегнације ткива течним парафином. 

 

3.4.2. Дехидратација 

 

Вода се у ткиву налази у слободном и везаном облику. 97% чини слободна вода, 

док остала 3% чини вода везана за макромолекуле протеина и угљених хидрата. 

Дехидратација је процес замене воде у ткиву алкохолом, тј. елиминација слободне воде, 

док везана вода мора остати у ткиву. Основни циљ дехидратације је припрема ткива за 

импрегнацију парафином. Пошто се вода и парафин не мешају, неопходно је елиминисати 

слободну воду из ткива. Поступак дехидратације подразумева потапање ткивних исечака у 

посуде које су садржале алкохол у концентрацији од 70%, 96% и 100% идући од најмање 

ка највишој концентрацији. 

 

3.4.3. Просветљавање ткива у ксилолу 

 

На крају дехидратације, вода у ткиву бива замењена алкохолом. Пошто се алкохол 

и парафин не мешају, алкохол мора бити истиснут из ткива и замењен медијумом који се 

меша са парафином. То се постиже ксилолом, који је органски растварач и који са 

парафином припада истој групи органских једињења (група угљоводоника). У том циљу 

коришћен је ксилол. Ксилол, као органски растварач са високим индексом преламања 
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светлости, поред елиминације алкохола отапа и један део липида и уља из ткива, тако да 

ткиво постаје транспарентно.  

 

3.4.4. Импрегнација ткива парафином 

 

Да би се узорци исекли микротомом на серијске пресеке, ткиво треба прожети 

парафином. Парафин је угљоводоник који се добија прерадом угља и минералних уља. 

Парафин омогућава потпору ткивним структурама, као и лако сечење ткива на микротому. 

Импрегнација ткива парафином се одиграва на температури од 56-60°C при чему не 

долази до оштећења ткива топлотним и хемијским агенсима. Ткиво срца је калупљено у 

парафину са растућим концентрацијама 3 пута по 60 минута при температури од 60ºC. 

Парафинизацијом ткива срца постигла се постепена замена импрегнираног ксилола 

парафином. Дехидрирано, парафинизирано ткиво срца је потом укалупљено у парафинске 

блокове. Калупљење у парафинске блокове постиже се утискивањем исечака ткива срца у 

металне посудице које садрже смешу воска и парафина.  

Из укалупљених ткива срца добијени су исечци ткива дебљине 5μm резањем 

калупа на микротому. Микротом је апарат који служи са сечење екстремно малих пресека 

ткива (≥ 5μm). Користи се за припрему узорака у микроскопији који се посматрају на 

класичном трансмисионом светлосном, конфокалном или електронском микроскопу. 

Ткивни исечци су потом четкицом преношени у водено купатило чија је температура била 

45ºC. Преношењем ткивних пресека у водено купатило постиже се равнање исечака ткива. 

Плутајући ткивни исечци су потом сакупљани предметним стаклима. Предметна стакла са 

ткивним исечцима су потом преношена у термостат у којима су се сушила 12 сати на 

температури од 56°C. 
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3.4.5. Хематоксилин-еозин бојење  

 

 Бојење хематоксилином и еозином (енг. hematoxylin-eosin, H&E) представља једну 

од најчешћих хистолошких бојења. Базофилне структуре (једра) боји плаво, црно или 

сиво, а ацидофилне структуре (цитоплазма) у розе или црвену боју. Сам хематоксилин 

није боја. Он се оксидише у хематеин који боји једра. Еозин је кисела боја и боји 

цитоплазму ћелија.  

 У циљу депарафинизације ткивних исечака срца добијени препарати били су 

подвргутни температурном третману који је трајао 45 минута на +56оC. Загрејани исечци 

су затим преношени у посуде са ксилолом како би се уклонио парафин.  Након поступка 

депарафинизације спроведена је рехидратација ткива. Рехидратација ткива постиже се 

потапањем исечака у различите концентрације алкохола тако што се ткиво два пута потапа 

у 100% алкохол а потом једном у 96%, 90%, 70% алкохол у трајању од по пет минута. 

Након алкохолног третмана ткивни исечци су пет минута потапани у дестилованој води. 

Рехидрирано ткиво је потом бојено потапањем у Mayer-ов раствор хематоксилина (Sigma 

Aldrich,USA) у трајању од десет минута, након чега је уследило петоминутно испирање 

дестилованом и текућом водом. Хематоксилином обојени ткивни исечци су потом 

третирани алкохолним еозином у трајању од два минута (Sigma Aldrich, USA). H&E 

обојени ткивни исечци су у даљем поступку дехидрирани на следећи начин: шездесет 

секунди у 85% алкохолу, и по 2 пута у 96% и 100% алкохолу у трајању од по педесет 

секунди. Просветљавање ткивних исечака био је следећи корак у H&E бојењу који је 

постигнут тако што су ткивни исечци срца урањани у смешу ксилола и алкохола чији је 

однос био 1:1 у трајању од шездесет секунди. Потом су ткивни исечци пребацивани у две 

посуде наливене ксилолом и у којима су стајали шездесет секунди. 

  Последњи корак у бојењу подразумевао је наношење канаде балзама  и покривање 

препарата покровним стаклима (Canada balsam, Centrohem, Србија). Ткивни исечци 

затворени канада балзамом и покровним стаклима сушили су се 24 сата на собној 

температури. Светлосним микроскопом са Olympus дигиталном камером анализирани су и 

фотографисани ткивни исечци срца (BX51, Japan). 
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3.4.6. Sirius red бојење колагених влакана 

 

За визуелизацију степена фиброзе срчаног мишћа и селективно доказивање 

колагених влакана коришћено је Sirius red бојење, које колаген боји црвено док се једра 

боје смеђе до браон. Претходно формалином фиксирани и парафином укалупљени ткивни 

исечци срца су потом депарафинизирани и рехидраирани по протоколу који је описан у 

претходним поглављима. 

 За бојење препарата коришћен је Weigert-ов раствор хематоксилина који је садржао 

исте количине А и Б раствора (енг. Weigert's Iron hematoxylin Set, Sigma Aldrich). На тај 

начин припремљени ткивни исечци срца су потом обојени осмоминутним потапањем у 

Weigert-ов раствор хематоксилина (Sigma Aldrich,USA). Обојени препарати су потом 

испирани десет минута у текућој а затим и у дестилованој води. Водом испирани ткивни 

исечци су потом обојени раствором Picro-Sirius red у трајању најмање од шездесет 

минута. Rаствор Picro-Sirius red направљен је растварањем 500mg Sirius red боје (енг. 

Direct Red 80, Sigma Aldrich) у 500ml засићене пикричне киселине (енг. Picric acid Solution, 

Sigma Aldrich). Обојени препарати су потом испирани у 0,005% раствору глацијалне 

сирћетне киселине 2 пута у трајању од по пет минута (Centrohem, 51 Србија). Након 

испирања ткивни исечци су дехидрирани 3 пута у 100% алкохолу а потом су 

просветљивани петоминутним потапањем у ксилолу. Последњи корак у бојењу 

подразумевао је наношење канаде балзама и покривање препарата покровним стаклима 

(Canada balsam, Centrohem, Србија). Ткивни исечци затворени канада балзамом и 

покровним стаклима сушили су се 24 сата на собној температури. Светлосним 

микроскопом са Olympus дигиталном камером анализирани су и фотографисани ткивни 

исечци срца (BX51, Japan). 

 

3.4.7. Трихромно бојење колагених влакана по Masson-у 

 

 За визуелизацију степена фиброзе срчаног мишћа и селективно доказивање 

колагених влакана коришћено је и бојење по Masson-у. Као резултат ове методе колагена 

влакна су обојена плаво, цитоплазма црвено а једра су пребојена црно. Претходно 

формалином фиксирани и парафином укалупљени ткивни исечци срца су потом 
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депарафинизирани и рехидрирани по протоколу који је описан у претходним поглављима. 

Након депарафинизације и рехидратације приступили смо фиксацији ткивних исечака 

петнаестоминутним потапањем у Буенов раствор који је претходно био загрејан на 56оC 

(енг. Bouins solution, Sigma Aldrich). Испирање ткивних исечака изведено је прањем у 

текућој води након чега је уследило бојење Weigert-овим хематоксилином по процедури 

која је описана претходно. Обојени препарати су затим испирани у текућој и дестилованој 

води у трајању од десет минута. Водом испирани препарати су потом обојени раствором 

киселог фуксина (енг. Biebrich Scarlet Acid Fuchsin, Sigma Aldrich) у трајању од десет 

минута и затим поново испирани у дестилованој води. Бојење колагених влакана у плаво 

постигнуто је потапањем ткивних исечака у раствор који је садржао исте количине фосфо-

тунгстичне киселине и 5% фосфо-молибденске киселине (енг. Phosphotungstic acid, 

Phosphomolybdic acid, Sigma Aldrich). Након тога уследило је бојење ткивних исечака 

раствором плавог анилина (Sigma Aldrich) без претходног испирања у трајању од пет 

минута. Препарати испрани у дестилованој води су потом потапани од два до пет минута у 

1%-ој сирћетној киселини. Након тога препарати су дехидрирани и просветљивани по 

претходно описаном протоколу. Последњи корак у бојењу подразумевао је наношење 

канаде балзама и покривање препарата покровним стаклима (Canada balsam, Centrohem, 

Србија). Ткивни исечци затворени канада балзамом и покровним стаклима сушили су се 

24 сата на собној температури. Светлосним микроскопом са Olympus дигиталном камером 

анализирани су и фотографисани ткивни исечци срца (BX51, Japan). 

 

3.4.8. Процена хистолошког скора 

 

За дефинисање и квантификовање тежине ЕАМ користили смо скоринг систем 

предложен од стране Valaperti-а 2008. године [106], а микроскопирање су обавила два 

незaвисна истраживача слепом методом (С.М. и M.M.K.). Скорирање је урађено за 

локализацију запаљенске инфилтрације, процену интезитета запаљенске инфилтрације, 

процену степена дегенерације и некрозе кардиомиоцита као и за квантификовање 

фиброзе. Локализација запаљенске инфилтрације квантификована је следећим скром: 0: 

без знакова болести; 1: апекс; 2: латерални зид; 3: септум. За процену интезитета 

запаљенске инфилтрације користили смо следећи скор: 0: нема инфилтрата у видном 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  52 
 

пољу; 1: мање од 5 појединачних, сигурних мононуклеара у контакту са сарколемом у 

видном пољу; 2: 5-20 појединачних, сигурних мононуклеара у контакту са сарколемом у 

видном пољу; 3: више од 20 појединачних, сигурних мононуклеара у контакту са 

сарколемом у видном пољу. Процена степена дегенерације и некрозе кардиомиоцита 

квантификована је коришћењем следећег скора: 0: без знакова болести; 1: <10% на 

посматраном пољу; 2: 11-30% на посматраном пољу; 3: 31-50% на посматраном пољу; 4: 

51-90% на посматраном пољу; 5: >91% на посматраном пољу. Скорирање фиброзе je 

урађено следећим скор системом (0: одсутна, 1: обухваћено 25% миокарда, 2: обухваћено 

50% миокарда, 3: обухваћено 75% миокарда, 4: обухваћено 100% миокарда). Употребом 

ImageJ (NIHh, Bethesda, MD) рачунарског програма извршена је квантификација количине 

колагена анализом фотомикрографија у овом програму. Софтверски пакет ImageJ 

програма израчунао је процентуалну заступљеност црвено пребојених колагених влакана 

у односу на укупни проценат видног поља. Добијени проценат колагена израчунат је као 

средња вредност процентуалне заступљености колагених влакана из десет видних поља за 

сваки препарат по на особ.  

 

3.5. Имунофлуоресценција 

 

У циљу детекција IgG депозита и IgG позитивних ћелија коришћена је метода 

имунофлуоресценције. Frozen section препарати су коришћени за детекцију IgG депозита и 

IgG позитивних ћелија. Непосредно након жртвовања експерименталних животиња 

изоловано ткиво срца стављено је на лед а потом пребачено у криостат у коме је 

температура била -25°C. Ткива срца су у криостату била од 60-120 секунди након чега су 

исечена на криотому при чему је пречник исечака био од 5μm до 8μm. Добијени серијски 

пресеци су за даљу анализу складиштени у коморе у којима је температура била -20°C. 

Први корак у овој процедури је фиксација ткива која је извршена наношењем од 

500μl до 1000μl ацетона, који је чуван на температури од -20°C, на криостатске ткивне 

исечке у трајању од 7 минута. Након завршене фиксације уследило је двоструко прање 

ткивних исечака у PBS-у (енг. Phospate Buffered Salline) у трајању од по пет минута. Након 

прања на препарате је додато 100μl 1% BSA раствореног у PBS-у (енг. bovine serum 

albumin). На овај начин третирани исечци ткива су инкубирани на собној температури у 
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трајању од петнаест минута. Након завршене инкубације на препарате је нането 150μl 

флуорохромом коњугованог и раствореног секундарног антитела: козјег анти-мишјег IgG 

(Abcam, Cambridge, UK) у разблажењу 1:200. Радни раствор секундарног антитела 

направљен је додавањем 1µl концентрованог антитела у 1% BSA претходно растворен у 

PBS-у. Након наношења секундарног антитела препарати су положени у влажну комору и 

инкубирани на собној температури у трајању од шездесет минута. По истеку 

шездесетоминутне инкубације уследило је двоструко испирање препарата у PBS-у при 

чему је свако испирање трајало по пет минута. Ткивни исечци који су претходно испрани 

у PBS-у су потом покривени са 1000μl воденог медијума (Fluorescent Mounting Medium 

with DAPI), за очување флуоресценције ткива, и покровном љуспицом. 

Присуство и локализација IgG депозита и IgG позитивних ћелија су анализирани и 

усликани посматрањем на конфокалном ласерском микроскопу (Axiovert 200M (LSM 510 

Laser Module), Zeiss, увеличање 630x). Квантификација интезитета флуоресценције је 

урађена анализом фотомикрографија помоћу рачунарског програма ImageJ (NIHh, 

Bethesda, MD). 

 

3.6. Имунохистохемија   

 

У циљу испитивања фенотипских карактеристика мононуклеарног инфилтрата и 

процене степена њихове инфилтрације коришћено је имунохистохемијско бојење. У циљу 

детекције CD45, F4/80, CD3 и IL-10 позитивних ћелија, ткивни исечци срца обојени су 

имунохистохемијски употребом специфичних антимишјих антитела (Abcam, Cambridge, 

UK). 

Пре имунохистохемијског бојења парафински калупи ткива срца су на микротому 

исечени на серијске пресеке дебљине 5μm. Уследио је поступак депарафинизације у 

ксилолу, након чега су ткива срца рехидрирана по протоколу који је описан у претходним 

поглављима. У циљу откривања епитопа ткивни исечци потопљени у Na-цитрату су потом 

подвргнути температурном третману, а након овог третмана и хлађења ткивних исечака 

исти су 3 пута испрани у PBS-у. Ради блокирања активности ендогене пероксидазе ткивни 

исечци су инкубирани у трајању од десет минута којима је претходно додато 100μl 

Hydrogen Peroxide Block-а. По завршеној инкубацији уследило је двоструко испирање 
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препарата у PBS-у. У даљем поступку а у циљу спречавања неспецифичног бојења ткивни 

исечци су прекривани са 100μl Protein Block и тако третирани препарати су остављани на 

дестетоминутну инкубацију. Након инкубације ткивни исечци срца су испирани кратким 

потапањем у PBS-у. На овако припремљене исечке ткива срца је сипано 150μl примарног 

антитела (CD45, ab10558; F4/80, ab15694; CD3, sc-20047; IL-10, ab33471). Радни раствор 

примарних антитела направљен је у PBS-у са 1% BSA (енг. bovine serum albumin) 

концентрације 1:200. Инкубација са примарним антителом трајала је шездесет минута на 

собној температури а препарати су положени у влажну комору. Након једночасовне 

инкубације уследило је троструко испирање ткивних исечака у PBS-у који је садржао 

0,005% Tween (Sigmа). Потом је на ткивне исечке стављано 100μl Streptavidin Peroxidase 

након чега је уследила десетоминутна инкубација а потом и троструко испирање у PBS-у. 

Након троструког испирања у PBS-у на сваки од ткивних исечака додато је по 100μl 

радног раствора DAB реагенса. Радни раствор DAB реагенса направљен је тако што смо у 

1000μl DAB Substrate додали 0,02ml DAB Chromagen. Радни раствор DAB реагенса се 

додаје како би реакција примарног антитела са циљним антигеном постала видљива. 

Инкубација са DAB реагенсом је трајала од 30 секунди до неколико минута у зависности 

од тога које примарно антитело је коришћено. Време инкубације са DAB реагенсом 

одређивали смо тако што смо под микроскопом посматрали којом брзином се препарати 

боје у браон. Чим је уочено да је ткиво срца било браон пребојено инкубација се 

прекидала троструким испирањем у дестилованој води. 

Испрани исечци срца су потом урањани у посуде које су садржале Mayer-ов 

раствор хематоксилина (Sigma). Након двоминутног бојења ткивни исечци су опрани у 

текућој и дестилованој води. Након бојења исечци су дехидрирани и просветљени, као 

што је претходно описано. На исечке је нанет водени медијум за покривање а препарати 

су прекривени покровним стаклом. Препарати су покривени покровним стаклом и 

остављени на собној температури да се суше најмање 48h. Након 48h светлосним 

микроскопом са Olympus дигиталном камером анализирани су и фотографисани ткивни 

исечци срца (BX51, Japan). Током анализирања бројане су само браон пребојене ћелије тј. 

ћелије за које су се везала примарна антитела за CD45, F4/80, CD3 и IL-10 молекул. 

Анализа је обављена на 10 различитих непреклапајућих видних поља, увеличање x200. 
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3.7. Анализа мононуклеарних ћелија срца и слезине методом проточне цитометрије 

 

Сви мишеви (wild type (WT) и knock-out (Gal-3KO)) након три недеље од 

субкутаног убризгавања MyHCα334-352 пептида (Shanghai ShineGene Molecular Biotech) 

жртвовани су употребом диетилетра (BETA HEM, Београд). У циљу анализирања 

процентуалне заступљености, апсолутног броја, фенотипских и функционалних 

карактеристика различитих ћелијских популација, мононуклеарне ћелије су изоловане из 

срца и слезине и анализиране методом проточне цитометрије. 

 

3.7.1. Изолација мононуклеарних ћелија из срца 

 

Након жртвовања мишевима је отворен грудни кош и извршена перфузија срчаних 

шупљина, као што је претходно описано. Перфундовано и изоловано срце смо затим 

уситнили маказицама. Уситњено ткиво срца је сипано у епрувете запремине 50ml које су 

садржале 2,5ml медијума за дигестију. Медијум за дигестију је садржао: 2,24mg 

колагеназе тип II (Sigma) и 7,2µl DNA-зе (Sigma) растворених у 2,5ml HBSS-а (Sigma). 

Дигестија ткива је спроведена стављањем узорака у водено купатило (четрдесет и пет 

минута, 37°С, 100 rpm) са три прекида за ручно мешање. Након завршене дигестије у 

епрувете је додато 20ml DMEM медијума (Sigma) са 5% FBS-ом (Sigma) и садржај је 

пропуштен кроз стрејнер чије су поре биле величин 70µm (BD Biosciences) који је потом 

испран са 2,5ml DMEM медијума (Sigma) са 5% FBS-ом (Sigma). Добијена ћелијска 

суспензија је центрифугирана на 400g десет минута. Након одливања супернатанта у 

епрувете је додато 10ml комплетног DMEM медијума (Sigma) са 5% FBS-ом (Sigma) и 

садржај је пропуштен кроз стрејнер са порама од 40µm (BD Pharmingen). Добијена 

ћелијска суспензија центрифугирана је на 400g 7 минута. Након центрифугирања у 

епрувете је додато по 1ml FACS раствора који је садржао 1% BSA, и 0,1% NaN3 

растворених у PBS-у. Суспензија ћелија добијена овим начином користила се за анализу 

фенотипа ћелија проточном цитометријом. Вијабилност изолованих ћелија проверавана је 

бојењем суспензије ћелија бојом trypan-blue. За даљу анализу користили смо само узорке 

који су садржали више од 90% вијабилних ћелија. 
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3.7.2. Изолација мононуклеарних ћелија из слезине 

 

Након жртвовања експерименталних животиња из свих мишева изоловане су 

слезине. Изоловане слезине су потом пребачене на стрејнер са порама величине 40µm који 

се налазио на епрувети запремине 50ml. Притискањем слезина клипом шприца извршена 

је механичка дигестија слезина. Након механичке дигестије стрејнер на коме се налазила 

уситњена слезина испран је са 5ml комплетног медијума који је садржао RPMI-1640 и 10% 

FBS. Потом смо добијену суспензију центрифугирали 5 минута на 1500 rpm. Након 

центрифугирања из епрувета је одливен супернатант а на преостали талог је сипано 5ml 

лизинг раствора и потом је уследило петоминутно инкубирање на леду. Радни лизинг 

раствор направљен је по следећој рецептури: у 200ml dH2O сипано је 200mg NaHCO3, 8mg 

EDTA и 1652mg NH4Cl. Након петоминутне инкубације сипано је по 5ml комплетног 

медијума ради заустављања даљег лизирања ћелија. Потом смо добијену суспензију 

центрифугирали 5 минута на 1500 rpm. Након центрифугирања из епрувета је одливен 

супернатант а на преостали талог је сипано по 8ml комплетног медијума. Добијени 

ресуспендовани талог је потом сипан на стрејнер ради одвајања спленоцита од 

хистиоцита. Суспензија спленоцита добијена овим начином користила се за анализу 

фенотипа ћелија проточном цитометријом. Вијабилност изолованих спленоцита 

проверавана је бојењем суспензије ћелија бојом trypan-blue. За даљу анализу користили 

смо само узорке који су садржали више од 90% вијабилних ћелија. 

 

3.8. Фенотипска и функционална анализа популација изолованих мононуклеарних 

ћелија  

 

Применом методе проточне цитофлуорометрије одређивали смо релативну, 

односно процентуалну заступљеност различитих субпопулација мононуклеарнх ћелија, 

као и њихове фенотипске и функционалне карактеристике. За анализу су коришћене 

изоловане ћелије срца и слезине. У циљу одређивања различитих површинских и 

интрацелуларних молекула коришћена су анти-мишја моноклонска антитела обележена 

различитим флуоресцентним бојама. За сваку анализу коришћено је 5x105 

ресуспендованих ћелија у пуферу за бојење (BD Biosciences) волумена 50μl. У сваки 
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узорак ресуспендованих ћелија сипана су моноклонска антитела (Табела 1) или изотипске 

контроле (Табела 2) у одговарајућим концентрацијама.  

 

Табела 1. Приказ моноклонских антитела коришћених за бојење површинских и 

интрацелуларних маркера 
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Табела 2. Изотипске контроле 

 

 

 

3.8.1. Бојење површинских маркера 

 

За бојење површинских маркера коришћена су моноклонска антитела специфична 

за одговарајуће епитопе на ћелијама. За бојење површинских маркера користили смо 

суспензију која је садржала 3x105 вијабилних ћелија ресуспендованих у укупном волумену 

од 50μl. У сваку епрувету која је садржала 50μl ћелијске суспензије сипано је по 1ml 

раствора за бојење. Тако припремљени узорци центрифугирани су 5 минута на 400g. 

Након центрифугирања одливен је супернатант без додиривања епрувете са убрусом тако 

да је на дну епрувете остало око 50μl узорка. Потом је у сваки узорак сипано по 50μl 

претходно направљених комбинација растворених антитела тако да у финалној 

концентрацији заједно са ћелијама, антитела буду разблажења 1:200. У припреми радног 

раствора антитела њихово разблажење било је 1:100 на пример: 5μl антитела сипано је у 

500μl раствора за бојење и из такве суспензије је узимано по 50μl радног раствора 

антитела и сипано у узорак волумена од 50μl и на тај начин је добијена финална 

концентрација 1:200. Након сипања површинских антитела узорци су инкубирани 

тридесет минута на +4˚C (у фрижидеру). По истеку получасовне инкубације у сваку 

епрувету са узорцима сипано је по 2ml раствора за бојење, након чега су узорци 

центрифугирани пет минута на 400g. Из центрифугираних узорака су потом одливени 

супернатанти а епрувете кратко стављене на убрус тако да је у свакој епрувети остајао 

само талог обојених ћелија. На ћелијски талог је сипано по 350μl раствора за бојење. На 

овај начин сви припремљени узорци су анализирани на проточном цитометру унутар 

једног сата од последњег корака за бојење. Проточни цитометар на коме су анализирани 
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добијени узорци био је FACSCalibur (BD Biosciences). Подаци добијени анализом обојених 

ћелија на проточном цитометру су даље обрађивани коришћенем софтверског пакета 

FlowJo. 

 

3.8.2. Бојење интраћелијских маркера и цитокина 

 

За бојење интраћелијских маркера и цитокина коришћена су моноклонска антитела 

специфична за одговарајуће епитопе у ћелијама.  

У сваки узорак изолованих ћелија сипано је по 1ml комплетног медијума (DMEM и 

10% FBS). Потом је у сваку од епрувета додато по 5μl јономицина (Sigma), 5μl PMA 

(Sigma) и 0,8μl GolgyStop (BD Biosciences) ради активације ћелија. Односно јономицин и 

PMA се користе као активатори транскрипције гена док је улога GolgyStop-а да задржава 

синтетисане протеине у органелама као што су ендоплазматски ретикулуму или Голџи 

апарат што доводи до повећане акумулације синтетисаних цитокина а самим тим и веће 

могућности да се детектују само оне ћелије које прекомерно продукују одговарајуће 

цитокине [279]. Након додавања активатора и инхибитора транспорта узорци су 

инкубирани шест сати на температури од 37°С. Након шесточасовне инкубације у све 

епрувете додато је по 1ml раствора за бојење. Наливене епрувете су центрифугиране пет 

минута на 400g. Процес прања је у истом трајању и при истој брзини поновљен два пута. 

Након другог прања ћелија и одливања супернатанта у сваки узорак сипано је по 1ml 

комплетног медијума. Тако припремљени узорци су остављени у фрижидеру док се 

правио радни раствор антитела. Обзиром да смо имали пет различитих комбинација 

антитела из суспензије ћелија волумена 1ml узето је по 200μl ћелијске суспензије и 

разливено у пет FACS tube (епрувете за FLOW). Тако да је свака суспензија ћелија 

садржала 1x106 вијабилних ћелија. У сваку епрувету је потом сипано по 1ml раствора за 

бојење и узорци су центрифугирани пет минута на 400g. Након центрифугирања 

супернатанти су одливени без употребе убруса и додата су разблажена површинска 

антитела у концентрацији 1:100, тако да финална концентрација буде 1:200. Након сипања 

површинских антитела узорци су инкубирани тридесет минута на +4˚C (у фрижидеру). По 

истеку получасовне инкубације у сваку епрувету је додато по 1ml раствора за бојење и сви 

узорци су центрифугирани пет минута на 400g. Затим је из сваке епрувете одливен 
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супернатант на убрусу. Потом су епрувете са ћелијским талогом извортексоване и у сваку 

од њих сипано по 200μl Cytofix раствора (BD Biosciences) у циљу фиксације и 

пермеабилизације ћелија. Ради боље фиксације и пермеабилизације узорци су поново 

вортексовани а потом остављени на двадесетоминутну инкубацију у фрижидеру на +4˚C. 

По истеку инкубације све епрувете наливене су са по 1ml раствора за пермеабилизацију. 

Раствора за пермеабилизацију направљен је по следећој рецептури: у мензуру је сипано 

20ml FBS и 2ml 10% штока сапонина, потом је уз зид мензуре наливен PBS до укупног 

волумена до 200ml, тако да је добијена финална концентрација сапонина од 0,1%. Након 

додавања раствора за пермеабилизацију сви узорци центрифугирани су на 400g пет 

минута, потом је из сваке епрувете одливен супернатант без употребе убруса. Одливањем 

супернатанта без убруса у свакој епрувети остаје око 50μl суспензије ћелија. На тај 

волумен сипана су антитела за интраћелијске маркере претходно растворена у пуферу за 

пермеабилизацију у концентрацијама специфичним за сваки цитокин по на особ. Након 

сипања интраћелијских антитела узорци су инкубирани тридесет минута на +4˚C (у 

фрижидеру). По истеку получасовне инкубације у сваку епрувету са узорцима сипано је 

по 1ml раствора за пермеабилизацију, епрувете су потом центрифугиране на 400g пет 

минута, и одливен је супернатант на убрусу. Потом је у сваку епрувету са узорцима 

сипано по 1ml раствора за бојење, након чега су узорци центрифугирани пет минута на 

400g а супернатанти одливени на убрусу. На ћелијски талог је сипано по 350μl раствора за 

бојење. На овај начин сви припремљени узорци су анализирани на проточном цитометру 

унутар једног сата од последњег корака за бојење. Проточни цитометар на коме су 

анализирани добијени узорци био је FACSCalibur (BD Biosciences). Подаци добијени 

анализом обојених ћелија на проточном цитометру су даље обрађивани коришћенем 

софтверског пакета FlowJo. 
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3.9. Одређивање концентрације цитокина у серуму 

 

Животиње обе експерименталне групе су 21-ог дана експеримента жртвоване у 

атмосфери засићеној диетилетром (BETA HEM, Београд) и аспирирана је крв из 

абдоминалне аорте и центрифугирана у трајању од десет минута при брзини од 300g. 

Добијена провидна фаза (серум) издвојена је аутоматском пипетом и складиштена у 

коморе температуре -20°С до даље анализе. 

Серумске концентрације IFN-γ, IL-4, IL-33, и IL-10 одређиване су употребом 

комерцијалних тестова (ELISA) специфичних за цитокине миша (R&D Systems). 

Дан пре анализе у микротитар плочу сипано је по 100μl Capture антитела, плоче су 

затворене и остављене на собној температури 19-18 сати. Након инкубације са Capture 

антителима свако бунарче микротитар плоче је опрано са 250µl Wash Buffer-a укупно три 

пута. Након испирања, само у обележене делове микротитар плоче сипан је Block Buffer и 

то у оне бунарчиће у којима ће се одређивати серумске концентрације IFN-γ. У све остале 

бунарчиће микротитар плоче сипано је по 150µl Reagent Diluent-а. Након сипања Block 

Buffer-а и Reagent Diluent-а микротитар плоче су прекриване адхезивном фолијом и 

инкубиране шездесет минута на собној температури. Након прве инкубације микротитар 

плоче су опране са Wash Buffer-ом три пута. У свако прво бунарче прве колоне за сваки 

цитокин сипано је по 200µl одговарајућег стандарда а у остале бунарчиће прве колоне по 

100µl Reagent Diluent-а (концентрације стандарда у првом бунарчету:  IL-4 и IL-33 конц. 

1000 pg/ml; IL-10 и IFN-γ конц. 2000 pg/ml). Добијања опадајућих концентрација 

стандарда изведено је на следећи начин: из првог бунарчета прве колоне у које је сипано 

200µl стандарда одговарајуће концентрације узето је 100µl и сипано у друго бунарче исте 

колоне. Након мешања садржаја другог бунарчета из њега је извађено 100µl у треће 

бунарче и по истом принципу урађено до седмог бунарчета прве колоне, тако да је осмо 

бунарче прве колоне сдржало само 100µl Reagent Diluent-а. У преостале бунарчиће су 

сипани узорци серума према унапред утврђеној шеми (укупан волумен који је сипан у 

свако бунарче био је 100µl који је садржао 20µl серума и 80µl дестиловане воде). 

Наливене микротитар плоче прекриване су фолијом и инкубиране два сата на собној 

температури. Након двочасовне инкубације просут је садржај плоче а потом је плоча 

опрана са по 250µl Wash Buffer-а за свако бунарче три пута. Након испирања у свако 
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бунарче је сипано по 100µl Detection антитела, плоче су прекривене фолијом и инкубиране 

два сата на собној температури. Након двочасовне инкубације просут је садржај плоче а 

потом је плоча опрана са по 250µl Wash Buffer-а за свако бунарче три пута. Након 

испирања у свако бунарче је сипано по 100µl радног раствора Streptavidin-HRP-а (енг. 

Streptavidin horseradish peroxidase), плоче су прекриване фолијом и инкубиране двадесет 

минута на собној температури у мраку. Након двадесетоминутне инкубације просут је 

садржај плоче а потом је плоча опрана са по 250µl Wash Buffer-а за свако бунарче три 

пута. Након испирања у свако бунарче је сипано по 100µl раствора који је садржао 

супстрат А и Б. Микротитар плоче наливене субстратом А и Б инкубиране су око двадесет 

минута у мраку на собној температури. Дужину инкубације одређивао је интезитет плаве 

боје. Након инкубације у свако бунарче је сипано по 50μl стоп раствора и све наливене 

микротитар плоче су стављане на мешалицу подешену на 100 обртаја у трајању од пет 

минута. Тако припремљене микротитар плоче анализиране су на апарату Microplate reader 

у програму Zenyth, Anthos који је подешен да мери абсорбанцу од 450nm.  

 

3.10. Статистичка анализа података 

 

Добијени подаци анализирани су у софтверском програму за статистичку анализу 

података (SPSS 22.0). За испитивање разлике у средњим вредностима између две 

различите варијабле које су имале нормалну расподелу коришћен је Student t тест док је за 

тестирање разлика између медијана две различите варијабле које нису имале нормалну 

расподелу коришћен непараметарски тест Mann-Whitney. Провера нормалности расподеле 

тестирана је употребом Shapiro-Wilk или Kolmogorov-Smirnov тестова. Све добијене 

вредности презентоване су као SEM +/- SE или као медијане (5., 25., 75. и 95. перцентил). 

Статистички значајна разлика у добијеним вредностима између гупа је одређена на 

р<0.05.  
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. Одсуство гена за Gal-3 значајно повећава хипертрофију срца 

 

У до сада објављеној литератури познато је да експресија гена за Gal-3 утиче на  

тежину вирусног миокардитиса [268], док је улога овог молекула у патогенези 

аутоимунског миокардитиса још увек непозната. Познато је и да су мишеви соја C57BL/6 

релативно резистентни на пептидом индуковани ЕАМ, а да се осетљивост повећава 

апликацијом целог тешког ланца миозина [280, 281]. Да би се утврдило да ли и на који 

начин делеција гена за Gal-3 утиче на патогенезу ЕАМ коришћени су мишеви чистог соја 

WT- C57BL/6 и Gal-3КО мишеви.  Сви WT и Gal-3КО мишеви имунизовани су MyHCα334-

352 пептидом 0. и 7. дана. Тежина ЕАМ одређивана је 21-ог дана експеримента, односно 

приликом жртвовања животиња.  

Један од параметара који је коришћен за испитивање тежине ЕАМ било је 

одређивање степена хипертрофије срца. Хипертрофија срца одређивана је према следећој 

формули:  

 

                        

 

Приказани резултат показује да имунизовани Gal-3КО мишеви имају статистички 

значајно већу хипертрофију срца у поређењу са контролним WT мишевима 21-ог дана 

експеримента (p<0.05; Графикон 1).  
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4.2. Делеција гена за Gal-3 у C57BL/6 мишевима значајно повећава оштећење ткива 

срца у експерименталном аутоимунском миокардитису  

 

 Након што је уочено да одсуство Gal-3 поспешује хипертрофију срца (Графикон 1) 

испитано је да ли одсуство овог молекула утиче на остале показатеље тежине 

аутоимунског миокардитиса.  

На тежину ЕАМ осим хипертрофије утичу и број, величина и локализација 

инфилтрата у срцу, као и степен дегенерације и некрозе кардиомиоцита. У том циљу 

одређиван је хистолошки скор и на основу њега вршена процена тежине ЕАМ. За 

дефинисање и квантификовање тежине ЕАМ, коришћен је скоринг систем по Valaperti et 

al. [106], коригован и прилагођен експерименталном анималном моделу болести (Табела 

3).  

 

Грфикон 1. Одсуство  гена за Gal-3 повећава хипертрофију срца након апликације MyHCα334-35 пептида. 

Оболели Gal-3КО мишеви имају значајно већу хипертрофију миокарда у односу на WT мишеве 

(5.9889±0.11235 vs 7.0558± 0.43264). Приказани резултати представљају медијане односа тежине срца и 

телесне тежине за по 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена експеримента (25. 

перцентил ± медијана ± 75. перцентил, *p< 0.05).  Подаци су анализирани је Mann-Whitney тестом. 
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Табела 3. Квантификација тежине ЕАМ.  

(Модификовано према: Valaperti A. et al. J Immunol. 2008; 180:2686–95.) 

 

 

Степен тежине миокардитиса одређиван је након бојења ткивних исечака срца 

хематоксилин-еозином бојом. На основу оцена добијених скорирањем појединачних 

параметара инфламације одредили смо укупан хистолошки скор за процену тежине ЕАМ. 

На Графикону 2 приказана је разлика у ЕАМ скору Gal-3КО и WT мишева где се уочава 

јасна разлика (p<0.05) у тежини ЕАМ односно Gal-3КО мишеви имају значајно тежу 

форму ЕАМ у поређењу са контролним WT мишевима. 
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Анализом исечака ткива срца уочено је: значајно веће оштећење миокарда и 

присуство већег броја дифузно распоређених инфилтрата у ткивним исечцима срца Gal-

3КО мишева (Слика 1A). У миокарду Gal-3КО мишева такође је детектована јасно 

видљива и обимна дегенерација и некроза кардиомиоцита за разлику од WT мишева у 

чијем миокарду су уочене ретке и појединачне дегенеративне промене. Анализом броја и 

величине инфламацијских инфилтрата уочено је да у свим деловима миокарда Gal-3КО 

мишева постоје обимни и дифузно распоређени инфламацијски инфилтрати, док је у 

миокарду WT мишева детектован мањи број спорадичних и хипоцелуларних инфилтрата 

(Слика 1Б). Такође је показано да су ткива срца неимунизованих мишева била без знакова 

дегенерације и некрозе, односно имала су нормалну хистолошку грађу (Слика 1В). До 

сада приказани резултати јасно показују да недостатак експресије гена за Gal-3 значајно 

повећава оштећење миокарда индукованог имунизацијом MyHCα334-352 пептида. 

 

Графикон 2. Хистолошки скор за процену тежине ЕАМ код WT и Gal-3КО мишева три недеље након 

имунизације MyHCα334-352 пептида. Имунизовани Gal-3KO мишеви имају значајно виши хистолошки скор 

који обухвата степен инфилтрације миокарда, дегенерације и некрозе кардиомиоцита у поређењу са WT 

мишевима (4,83±0,7 vs 7,78±2,4). Приказани резултати представљају медијане односа ЕАМ скора за по 9 

мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена експеримента (25. перцентил ± медијана ± 

75. перцентил, *p< 0.05). Статистичка значајност одређивана је Mann-Whitney тестом. 
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Слика 1. Репрезентативни исечци ткива срца након имунизације MyHCα334-352 пептида. Репрезентативни 

исечци ткива срца обојени стандардним патохистолошким бојењем (увеличање 200x, размера=50μm). На 

левом панелу (1А и 1Б) приказане су репрезентативне фотографије имунизованих WT, а на десном панелу 

имунизованих Gal-3КО мишева. На слици 1В су приказани ткивни исечци неимунизованих, контролних WT 

и Gal-3КО мишева.  
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4.3. Недостатак гена за Gal-3 значајно мења заступљеност моноцитних и 

гранулоцитних популација/субпопулација у ткиву срца мишева имунизованих 

MyHCα334-352 пептидом 

 

Како је код Gal-3КО мишева уочен већи хистолошки скор (Графикон 2), значајно 

јаче оштећење миокарда са бројнијим инфламацијским ћелијама (Слика 1), анализирано 

је да ли су уочене разлике последица различите заступљености појединих субпопулација 

моноцита. Познато је да се инфламацијски инфилтрати у ткиву оболелог миокарда 

углавном састоје од моноцита, гранулоцита и лимфоцита [282]. У циљу испитивања 

састава мононуклеарног инфилтрата користили смо имунохистохемијско бојење уздужних 

пресека ткива срца обе експерименталне групе животиња. Заступљеност мононуклеарних 

ћелија одређивали смо бројем CD45, F4/80 и CD3 позитивних ћелија по видном пољу и 

следећим скором: 1- >50, 2- 50-100, 3- <100 позитивних ћелија по видном пољу. 

Специфичним имунохистохемијским бојењем су анализиране субпопулације 

моноцита у ткиву срца.  

CD45+ лимфоцити: Имунохистохемијском анализом детектован је значајно већи (p<0.05) 

број CD45+ ћелија у ткиву срца Gal-3КО мишева у поређењу са бројем истих ћелија у 

ткиву срца WT контролних мишева (Слика 2А). 

CD3+ лимфоцити: Даљом анализом ткивних исечака срца имунизованих мишева 

детектована је значајна разлика у броју CD3+ ћелија. Резултати анализе показали су да се 

у миокарду Gal-3КО мишева детектује значајно већа заступљеност CD3+ лимфоцита када 

се пореди са бројем ових ћелија у ткиву миокарда WT контролних мишева (p<0.05; Слика 

2Б). 

F4/80+ макрофаги: Додатна имунохистохемијска бојења на маркере макрофагне 

популације показала су разлику у експресији и дистрибуцији површинског F4/80 маркера. 

Анализом експресије овог маркера показана је дифузна дистрибуција и значајно већи 

(p<0.05) број F4/80+ ћелија у ткиву срца Gal-3КО мишева, у поређењу са појединачним, 

ретким F4/80+ макрофагима у ткиву срца WT мишева (Слика 2В).  
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Слика 2. Имунохистохемијско бојење моноцитно/макрофагне популације у ткивним исечцима  

имунизованих WT и Gal-3КО мишева. На левој страни слике приказане су репрезентативне фотографије 

имунохистохемијског бојења имунизованих WT и Gal-3КО мишева (увеличање 200x, размера=50μm). На 

десној страни слике су графички приказани скор и средња вредност броја CD45+ (53,4±19,8 vs 135±2,1) , 

F4/80+ (5,66±1,9 vs 11,11±1,8) и CD3+ (4±0.5 vs 13,77±5,8) моноцита по видном пољу. Приказани резултати 

представљају средње вредности броја позитивних ћелија за по 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по 

групи у три одвојена експеримента (25. перцентил ± медијана ± 75. перцентил, *p< 0.05). Статистичка 

значајност одређивана је Mann-Whitney тестом. 
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Еозинофили: Подаци добијени из клиничких студија су показали да еозинофили 

представљају најзаступљенију популацију ћелија у инфилтратима миокарда особа 

оболелих од миокардитиса џиновских ћелија и еозинофилног некротизирајућег 

миокардитиса [41, 42]. Осим резултата клиничких студија и подаци добијени на 

експерименталним моделима указују на значајну улогу ових ћелија у патогенези ЕАМ. 

Резултати једне од таквих студија су показали да је заступљеност еозинофила у ткиву 

оболелог миокарда у позитивној корелацији са тежином аутоимунског миокардитиса 

индукованог имунизацијом А/Ј мишева [78]. Обзиром да на патогенезу ЕАМ значајно 

утиче и хаплотип мишева коришћених у експерименту, у наставку истраживања 

испитивали смо заступљеност еозинофила у ткиву срца имунизованих C57BL/6 мишева 

хаплотипа H-2b. Патохистолошком анализом ткива срца обојених хематоксилин-еозином 

(H&E), детектовани су еозинофили само у ткиву срца имунизованих Gal-3КО животиња 

(Слика 3). Еозинофили са тамно црвено пребојеном цитоплазмом уочени су само у ткиву 

Gal-3КО мишева. 

 

 

 

 

Добијени подаци указују да недостатак експресије гена за Gal-3 утиче на састав 

инфламцијских инфилтрата у ткиву миокарда тако што мења заступљеност појединих 

моноцитних и гранулоцитних субпопулација. 

Слика 3. Хематоксилин-еозин бојење еозинофила у ткивним исечцима имунизованих WT и Gal-3КО 

мишева. Репрезентативни исечци ткива срца обојени стандардним патохистолошким бојењем (увеличање 

400x, размера=50μm). 
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4.4. Серумске концентрације Th2 цитокина IL-4 и IL-33 су веће у оболелим Gal-3КО 

мишевима 

 

Познато је да у патогенези ЕАМ битну улогу имају Th1 и Th2 цитокини. Резултати 

досадашњих студија су опречни у погледу улоге и Th1 и Th2 цитокина. Резултати студија 

показују да су вредности IFN-γ више у мишевима који имају тежи облик ЕАМ, супротно 

од ових резултата показано је да је делеција гена за IFN-γ такође повезана са тежим 

обликом ЕАМ [112, 119]. Слични резултати добијени су и када је испитивана улога Th2 

цитокина. Наиме, показано је да недостатак експресије гена за IL-4 атенуише ЕАМ у A/J 

мишевима [78], док је одсуство гена за IL-33 повезано са тежом формом ЕАМ у BALB/c 

мишевима [283].  

Како је код Gal-3КО мишева уочен већи хистолошки скор (Графикон 2), значајно 

јаче оштећење миокарда и већи број инфламаторних ћелија у миокарду Gal-3КО мишева 

(Слика 1) у наставку истраживања испитивано је да ли су уочене разлике настале као 

последица разлика у секрецији Th1 vs Th2 цитокина. Серумске концентрације 

испитиваних цитокина мерене су 21-ог дана од индукције ЕАМ, ELISA методом. 

Као што је приказано на Фигури 1А серумске концентрације (IL-4 и IL-33), 

односно Th2 цитокина биле су више у анализираним серумима Gal-3КО у поређењу са 

контролним WT мишевима. Ова разлика достигла је статистичку значајност од p<0.05. 

Истовремено, недостатак експресије гена за Gal-3 није узроковао значајну разлику 

(р>0.05) у концентрацијама Th1 цитокина (IFN-γ) као ни имуносупресивног цитокина IL-

10 (Фигура 1Б; р>0.05). 
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Фигура 1. Вредности концентрације цитокина у серуму WT и Gal-3КО мишева. Концентрација IL-4 

(9,77±6,6 vs 39,27±6,6) и IL-33 (15,31±5,9 vs 22,05±2,15) је статистички значајно већа у серуму Gal-3КО 

(*p<0.05). Разлика у серумским вредностима IFN-γ (36,02±5,4 vs 38,29±14) и IL-10 (27,63±14,1 vs 30,75±8,4) 

није досегла статистичку значајност (p>0.05). Приказани резултати представљају средње вредности 

серумских концентрација одређиваних цитокина добијене из серума 9 мишева у свакој групи, укупно 27 

мишева по групи у три одвојена експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 
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4.5. Одсуство експресије гена за Gal-3 повећава број инфилтришућих Th2 и Th1 

ћелија у срцу оболелих мишева 

 

Детектовани већи ЕАМ скор (Графикон 2) и више концентрације Th2 цитокина у 

серуму (Фигура 1А) оболелих Gal-3KO мишева, посредно су наводили на претпоставку да 

је повећана инфилтрација инфламаторним ћелијама одговорна за уочене разлике. Из тог 

разлога је проточном цитометријом одређивана заступљеност и фенотип инфилтриушићих 

мононуклеара у срцу имунизованих мишева. 

Проточно цитометријском анализом одређивани су и процентуални и нумерички 

односи моноцитних CD45+, CD3+, CD4+ и CD8+ субпопулација. Детектоване разлике у 

процентуалној заступљености и апсолутном броју CD45+, CD3+ и CD8+ субпопулација 

нису досегеле статистичку значајност (р>0.05) између оболелих WT и Gal-3KO мишева 

21-ог дана експеримента (Фигура 2A). Уз то, процентуална заступљеност и апсолутни 

број регулаторних CD3+Foxp3+ ћелија су били значајно већи у срцу Gal-3KO мишева 

(Фигура 2Б). Уочена разлика досегла је статистичку значајност (р<0.05). Статистички 

значајна разлика у апсолутном броју детектована је и поређењем CD8+Foxp3+ ћелија тј. 

значајно већи (р<0.05) број ових ћелија детектован је у изолату срца Gal-3KO мишева 

(Фигура 2Б). Детектована разлика у процентуалној заступљености и апсолутном броју 

регулаторних CD4+Foxp3+ ћелија није досегла статистичку значајност (Фигура 2Б, 

р>0.05). 

Иако разлика у процентуалној заступљености CD4+ лимфоцита између изолата 

добијених из испитиваних група није досегла статистичку значајност (Фигура 2В, р>0.05) 

анализом апсолутног броја ових ћелија детектован је статистички значајно већи број CD4+ 

ћелија у миокарду Gal-3KO мишева него у WT мишевима (Фигура 2В, р<0.05). Уз то, 

нумеричка и процентуална заступљеност CD4+IL-4+ и CD4+IFN-γ+ ћелија била је  

статистички значајно већа у срцу Gal-3KO мишева (Фигура 2В, р<0.05). 
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4.6. Одсуство експресије гена за Gal-3 значајно повећава укупан број F4/80+ ћелија и 

олакшава алтернативну активацију макрофага у срцу 

 

Резултати претходних студија су показали да Gal-3 може да подстиче или 

супримира алтернативну активацију макрофага што најчешће зависи од микросредине, 

природе патофизиолошког процеса и врсте ткива/органа као и од ћелија на којима је Gal-3 

експримиран [240].  

Налаз значајно израженијих дегенеративних промена у срцу праћених обимним, 

дифузним инфламацијским инфилтратима (Слика 1) код Gal-3КО посредно су навели на 

закључак да заступљеност макрофага и њихова поларизација у М1 или М2 правцу могу 

бити узрок уоченим разликама. Из тог разлога је проточном цитометријом одређивана 

заступљеност и фенотип инфилтришућих макрофага у срцу имунизованих мишева. 

У оболелом миокарду Gal-3КО мишева регистрован је статистички значајно већи 

(р<0.05) апсолутни број F4/80+ макрофага (Фигура 3А). Уочено значајно повећање броја 

Фигура 2. Одсуство експресије гена за Gal-3 значајно повећава апсолутни број CD4+, CD3+Foxp3+ и 

CD8+Foxp3+ ћелија у срцу. А. Разлика у процентуалној заступљености и апсолутном броју CD45+ 

(30,76±7,8% vs 33,70±5,8% ; 123,72±37,1x104 vs 310,54±121,7x104), CD3+ (15,32±4,5x104 vs 23,95±5,6x104) и 

CD8+ (1,81±0,4% vs 1,73±1,2% ; 7,65±1,6x104 vs 12,26±6,6x104) ћелија у ткиву срца оболелих WT и Gal-3KO 

мишева 21-ог дана експеримента није досегла статистичку значајност. Б. Запажен је статистички значајно 

већа процентуална заступљеност и апсолутни број регулаторних CD3+Foxp3+ (4,16±2,1% vs 10,43±4,7% ; 

32,46±15x104 vs 112,3±47,5x104) и CD8+Foxp3+ (0,6±0,06% vs 2±0,6% ; 4,98±1,6x104 vs 22±6,8x104) ћелија у 

срцу Gal-3KO у поређењу са WT. Не постоји статистички значајна разлика у процентуалној заступљености и 

апсолутном броју регулаторних CD4+Foxp3+ (0,45±0,2% vs 1,45±0,7% ; 3,67±1,5x104 vs 15,03±7,7x104), ћелија 

између WT и Gal-3KO мишева. В. Апсолутни број CD4+ ћелија био је статистички значајно већи у миокарду 

Gal-3KO у односу на WT (10,72±68x104 vs 23,95±5,6x104). Нумеричка и процентуална заступљеност CD4+IL-

4+ (6±2,3% vs 14,86±3,4% ; 20,99±10,6x104 vs 140,98±62,9x104) и CD4+IFN-γ+ ћелија (6,25±1,2% vs 16,13±6% ; 

25,21±6,4x104 vs 177,85±116x104) била је значајно већа у срцу Gal-3KO у односу на WT (*p<0.05). Дот 

плотови приказују процентуалну заступљеност CD4+IL-4+ и CD4+IFN-γ+ у срцима WT и Gal-3КО мишева. 

Приказани резултати представљају средње вредности нумеричке и процентуалне заступљености испитиваних 

ћелија добијених из ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена 

експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 
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F4/80+ макрофага у срцу Gal-3КО мишева посредно је навело на закључак да одсуство 

експресије гена за Gal-3 утиче на поларизацију макрофага.  

Из тог разлога у наставку истраживања анализирана је нумеричка и процентуална 

заступљеност F4/80+CD206+ (М2), F4/80+IL-13+ и F4/80+IL-33+ алтернативно 

активисаних макрофага у срцу WT и Gal-3KO мишева. Број М2 макрофага 

(F4/80+CD206+) као и F4/80+IL-13+ и F4/80+IL-33+ био је значајно већи у ткиву срца Gal-

3КО (Фигура 3Б, р<0.05). У оквиру анализиране популације F4/80+ ћелија уочава се 

изразита доминација F4/80+IL-13+ и F4/80+IL-33+ ћелија у срцу Gal-3KO (Фигура 3Б). 

Резултати добијени анализирањем заступљености и фенотипа макрофага указују на 

то да одсуство експресије гена за Gal-3 промовише поларизацију макрофага у М2 фенотип 

у миокардитису индукованом апликацијом MyHCα334-352 пептида. 
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4.7. Делеција гена за Gal-3 значајно повећава процентуалну заступљеност и укупан 

број мијелоидних CD11b+Ly6Chi макрофага 

 

Мијелоидне CD11b+ макрофаге представљају главне ефекторске ћелије у миокарду 

током акутне фазе инфламације, међутим током хроничне фазе инфламације имају 

протективну улогу. У акутној фази инфламације Ly6Chigh ћелије могу диференцирати и у 

М1 и М2 макрофаге, док у хроничној фази инфламације регрутовани Ly6Chigh ћелије 

првенствено диференцирају у алтернативно активиране М2 макрофаге [90, 91].  

Обзиром да су досадашњи резултати показали да оболели Gal-3КО мишеви имају 

већи број F4/80+ макрофага (Фигура 3А) као и алтернтивно активираних F4/80+CD206+ 

макрофага (Фигура 3Б), у наставку истраживања испитивали смо заступљеност 

мијелоидних CD11b+ и CD11b+Ly6C+ ћелија. 

Разлика у апсолутном броју CD11b+ ћелија у ткиву миокарда оболелих WT и Gal-

3KO мишева 21-ог дана експеримента није досегла статистичку значајност (Фигура 4A, 

р>0.05). Нумеричка и процентуална заступљеност CD11b+IL-10+ и CD11b+IL-12+ ћелија 

значајно је већа у ткиву срца Gal-3КО мишева (Фигура 4Б, р<0.05).  

У оболелом миокарду Gal-3КО мишева регистрован је статистички значајно већи 

(р<0.05) апсолутни број CD11b+Ly6C+ ћелија. Унутар популације CD11b+ Ly6C+ ћелија 

запажа се статистички значајна доминација (р<0.05) CD11b+Ly6Chi ћелија у Gal-3KO 

мишева док разлика у заступљености и броју CD11b+Ly6Clow ћелија није досегла 

статистичку значајност (Фигура 4В, р>0.05). 

Фигура 3. Нумеричка и процентуална заступљеност макрофага у срцу WT и Gal-3КО мишева. А. 

Запажена је значајно већа нумеричка заступљеност F4/80+ макрофага (17,60±5,7x104 vs 35,17±3,6x104) у срцу 

Gal-3КО мишева у поређењу са WT мишевима 21-ог дана након индукције болести. Б. Апсолутни број 

F4/80+CD206+ М2 макрофага (100,34±9,6x104 vs 328,7±147,7x104), као и F4/80+ макрофага који продукују IL-

13 (8,30±4,2x104 vs 112,89±56x104) и IL-33 (2,75±0,6x104 vs 4,92±2,5x104) у срцу Gal-3КО био је значајно већи 

у односу на WT (*p<0.05). Репрезентативни плотови приказују процентуалну заступљеност F4/80+CD206+ 

М2 ћелија и F4/80+IL-13+ и F4/80+IL-33+ у срцима WT и Gal-3КО мишева. Приказани резултати 

представљају средње вредности нумеричке и процентуалне заступљености испитиваних ћелија добијених из 

ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена експеримента (средња 

вредност ± SE, Student-ов t тест). 

 

 

 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  81 
 

 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 4. Процентуална и бројчана заступљеност мијелоидних ћелија различитих функционалних 

фенотипа у срцу WT и Gal-3КО мишева. А. Није било статистички значајне разлике у заступљености 

мијелоидних CD11b+ ћелија (202,03±4,02x104 vs 235,53±47,9x104) оболелих WT и Gal-3KO мишева 21-ог дана 

након индукције болести. Б. Нумеричка и процентуална заступљеност CD11b+IL-10+ (4,68±1% vs 1,58±0,7% ; 

8,59±6,3x104 vs 60,5±18,7x104) и CD11b+IL-12+ ћелија (1,5±0,3% vs 3,19±0,5% ; 13,19±6,6x104 vs 38,8±8,9x104) 

значајно је већа у миокарду Gal-3КО мишева у односу на WT мишеве, *p<0.05.  

В. Запажен је статистички значајно већи апсолутни број CD11b+Ly6C+ ћелија (188,22±17,6x104 vs 

347,6±115,1x104), и CD11b+Ly6Chi (128,97±3x104 vs 328,97±105,7x104) у ткиву срца Gal-3КО мишева у односу 

на WT мишеве,*p<0.05. Не постоји статистички значајна разлика у проценту (3,25±3,5% vs 4,69±1,9% ) и 

броју CD11b+Ly6Clow ћелија (45,84±25,8x104 vs 48,26±14x104) између WT и Gal-3КО мишева, p>0.05. 

Приказани резултати представљају средње вредности нумеричке и процентуалне заступљености испитиваних 

ћелија добијених из ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена 

експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 
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4.8. У срцу оболелих Gal-3КО мишева присутно је више CD11c+ ћелија које 

продукују IL-13   

 

Након испитивања улоге макрофага у миокардитису индукованог апликацијом 

MyHCα334-352 пептида, као један од следећих циљева био је анализирање заступљености и 

фенотипа дендритских ћелија. Из тог разлога је у наставку истраживања у 

хомогенизованом ткиву миокарда одређивана нумеричка и процентуална заступљеност 

CD11c+ ћелија, као и заступљеност CD11b+F4/80+, CD11c+CD11b+MHCII+, 

CD11c+TNFα+ и CD11c+ IL-13+. 

Није детектована значајна разлика у заступљености како укупних CD11c+ ћелија 

тако и њихових субпопулација које експримирају CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80-, 

CD11c+CD11b+MHCII+ и CD11c+TNFα+ између оболелих WT и Gal-3KO (Фигура 5, 

р>0.05).  

Иако није било разлике у процентуалној заступљености, анализом укупних бројева 

ћелијских субпопулација издвојених из миокарда забележена је значајна разлика, па је 

тако број дендритских ћелија које експримирају CD11c+CD11b- и CD11c+F4/80- био је 

значајно већи у ткиву миокарда Gal-3KO у односу на WT мишеве (Фигура 6, р<0.05). 

Такође су детектовне разлике када је анализирана нумеричка и процентуална 

заступљеност још једне ћелијске субпопулације издвојене из миокарда, па је тако број 

дендритских ћелија које продукују IL-13 (CD11c+IL-13+) био значајно већи у ткиву 

миокарда оболелих Gal-3KO у односу на WT мишевима (Фигура 6, р<0.05).  
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Фигура 5. Заступљеност дендритских ћелија у миокарду WT и Gal-3КО мишева. Заступљеност 

CD11c+дендритских ћелија (0,85±0,8% vs 11,04±6,3%) које експримирају IL-13+ значајно је већа у миокарду 

Gal-3КО у односу на WT мишеве, *p<0.05.  Није било статистички значајне разлике у проценту 

CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80-, CD11c+CD11b+MHCII+ и CD11c+TNFα+ ћелија између оболелих WT и Gal-

3KO, p>0.05. Приказани резултати представљају средње вредности нумеричке и процентуалне заступљености 

испитиваних ћелија добијених из ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три 

одвојена експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 
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Фигура 6. Нумеричка заступљеност CD11c+ дендритских ћелија и субпопулација у оквиру CD11c+ 

популације у миокарду WT и Gal-3КО мишева. Нумеричка заступљеност CD11c+ дендритских ћелија које 

експримирају IL-13 (3,67±3,6x104 vs 75,25±32,7x104) као и CD11c+CD11b- (13,35±2,3x104 vs 21,80±3x104) и 

CD11c+F4/80- ћелија (23,15±1x104 vs 55,28±18,7x104), била је  значајно већа у миокарду Gal-3КО у односу на 

WT мишеве, *p<0.05. Није било статистички значајне разлике у броју CD11c+CD11b+MHCII+ и 

CD11c+TNFα+ ћелија између оболелих WT и Gal-3KO, p>0.05. Приказани резултати представљају средње 

вредности нумеричке и процентуалне заступљености испитиваних ћелија добијених из ткива срца 9 мишева у 

свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t 

тест). 
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4.9. Оболели Gal-3КО мишеви имају већи број IgG позитивних ћелија и IgG депозита 

у ткиву срца 

 

Познато је да високе вредности IL-4 корелирају са тежом формом ЕАМ. Један од 

механизама којим се објашњава ова корелација је да IL-4 утичу на активацију В 

лимфоцита и промовишу производње аутоантитела [78].  

Из до сада приказаних резултата јасно се види да делеција гена за Gal-3 промовише 

поларизацију имунског одговора у Тh2 правцу, што је имплицирало претпоставку да у 

патогенези аутоимунског миокардитиса осим ћелијског, значајну улогу има и хуморални 

имунски одговор. Зато су имунофлуоресценцијом, одређивани како број IgG позитивних 

ћелија тако и количина IgG депозита у срцу оболелих WT и Gal-3КО мишева 21-ог дана 

експеримента. Квантификовање интезитета флуоресценције је урађено коришћењем 

рачунарског програма ImageJ (NIHh, Bethesda, MD). 

У ЕАМ индукованим апликацијом MyHCα334-352 пептида, делеција гена за Gal-3 

узрокује значајно повећање (p<0.05) броја IgG позитивних ћелија (Слика 4А). На ткивним 

препаратима Gal-3КО мишева се уочава значајно већа дифузна инфилтрација IgG 

позитивних ћелија (Слика 4Б; слике са десне стране), у поређењу са бројем ових ћелија у 

анализираним серијским пресецима срца WT мишева. Такође, у миокарду Gal-3КО 

мишева детектована је већа количина IgG депозита у поређењу са ткивним препаратима 

WT мишева у којима су регистровани оскудни IgG депозити (Слика 4Б; слика са леве 

стране).  
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4.10. Делеција гена за Gal-3 смањује депоновање колагена у срцу 

 

Како би испитали да ли делеција гена за Gal-3 има улогу у депоновању колагена, 

које може допринети прогресији фиброзе миокарда током ЕАМ, испитивали смо степен 

депоновања колагена у срцима имунизованих Gal-3КО и WT мишева. Зато је семи-

квантитативним методама (селективном хистохемијском техником Sirius Red и Masson 

бојење) одређивана количина депонованог колагена у срцу оболелих WT и Gal-3КО 

мишева 21-ог дана експеримента. Квантификовање интезитета боје је урађено 

коришћењем рачунарског програма ImageJ (NIHh, Bethesda, MD). 

Као што се види на Слици 5 а на основу количине црвено пребојеног колагена 

региструје се значајно већа (p<0.05) количина депонованог колагена у ткивним 

препаратима срца WT мишева у поређењу са истим ткивним исечцима из Gal-3КО мишева 

21-ог дана након индукције ЕАМ (Слика 5А). Као што је приказано на репрезентативним 

фотографијама ткивних исечака срца обојених селективном хистохемијском техником 

Sirius Red, уочава се значајно мање депоновање колагена у срцима Gal-3КО мишева 

Слика 4. Оболели Gal-3КО мишеви имају већу количину IgG депозита и већи број IgG позитивних 

ћелија у односу на WT мишеве. А. На графикону је приказана SE±SEM интезитета флуоресценције из 

анализираних видних поља (18,52 ± 8.7 vs 80,25 ± 0.5). Б. Репрезентативне фотографије смрзнутих резова 

ткива срца имунизованих WT и Gal-3КО мишева обојених техником имунофлуоресценције (увеличање 630x, 

размера=20μm).  
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(Слика 5Б; слика са десне стране) у поређењу са WT мишевима (Слика 5Б; слика са леве 

стране). Слични резултати су добијени када су ткива срца обојена трихромним бојењем по 

Masson-у, то јест већи степен депоновања колагена регистрован је у WT мишевима него у 

Gal-3КО мишева (Слика 5В). Ови налази сугеришу да је мање депоновање колагена у 

срцу током ЕАМ последица одсуства експресије гена за Gal-3. Такође, приказани 

резултати указују на то да степен депоновања колагена као маркера срчане фиброзе можда 

није повезан са већом инфламацијом миокарда код Gal-3КО мишева.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5. Одсуство експресије гена за Gal-3 значајно смањује депоновање колагена у срцу. А. На 

графикону су приказане SE±SEM добијене из односа укупна површина видног поља/црвено пребојена 

површина (11,91 ± 0,6 vs 2,43 ± 0,4). Б. Репрезентативне фотографије парафинских исечака ткива срца 

имунизованих WT и Gal-3КО мишева обојених Sirius Red техником (увеличање 200x, размера=50μm).  

В. Репрезентативне фотографије парафинских исечака ткива срца имунизованих WT и Gal-3КО мишева 

обојених техником по Masson-у (увеличање 200x, размера=50μm). 
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4.11. Оболели Gal-3КО мишеви имају већи број IL-10+ ћелија у срцу 

 

Обзиром да је познато да IL-10 има антифибротички ефекат и да утиче на 

депоновање колагена [284], у наставку истраживања испитивали смо експресију овог 

цитокина у срцима имунизованих Gal-3КО и WT мишева. Зато је у ткиву срца 21-ог дана 

експеримента, одређивана експресија IL-10 имунохистохемијском методом. 

У ЕАМ индукованим апликацијом MyHCα334-352 пептида у Gal-3КО мишевима 

детектована је већа заступљеност IL-10+ ћелија у миокарду (Слика 6А). У миокарду Gal-

3КО мишева детектује се значајно већа (р<0.05) цитоплазматска експресија IL-10 у 

поређењу са ткивним препаратима WT мишева (Слика 6Б, десни панел). На 

репрезентативним фотографијама ткивних исечака срца, уочавају се дифузно распоређене 

IL-10 позитивне ћелија у ткиву срца имунизованих Gal-3КО у поређењу са WT мишевима, 

где су детектоване ретке IL-10 позитивне ћелије (Слика 6Б, леви панел). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 6. Имунохистохемијско бојење IL-10 позитивних ћелија у ткивним исечцима имунизованих WT 

и Gal-3КО мишева. А. Графички је приказан скор и SE±SEM броја IL-10+ из анализираних видних поља 

(1,8±0.6 vs 8,6±1,7). Б. Репрезентативне фотографије имунохистохемијског бојења имунизованих WT и Gal-

3КО мишева (увеличање 400x, размера=50μm).  
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4.12. Одсуство експресије гена за Gal-3 промовише поларизацију у М2 макрофаге и 

мења процентуални однос F4/80+IL-12+/IL-10+, тако што повећава процентуалну 

заступљеност F4/80+IL-10+ макрофага у слезини 

 

Налаз значајно већег броја алтернативно активисаних макрофага у срцу (Фигура 

3Б) као и веће серумске концентрације Th2 цитокина (Фигура 1А) у Gal-3КО мишевима, 

наметнуло је испитивање ове популације ћелија у слезини и њиховог цитокинског 

профила. 

Из тог разлога је у слезини експерименталних животиња, проточном цитометријом 

одређивана заступљеност алтернативно активисаних макрофага као и њихов цитокински 

профил. 

На Фигури 7А приказана је заступљеност F4/80+CD206+ макрофага у слезинама 

Gal-3КО и WT мишевa. Резултати показују да разлика у нумеричкој заступљености 

F4/80+CD206+ макрофага између Gal-3КО и WT мишевa није достигла статистичку 

значајност (Фигура 7А, p>0.05). Осим CD206 молекула као маркера алтернативно 

активисаних макрофага, често се користи и CD273 такође као маркер М2 макрофага. Из 

тог разлога у наставку истраживања анализирали смо заступљеност и F4/80+CD273+ 

субпопулације М2 макрофага. Број и проценат макрофага који експримирају CD273, је 

већи у слезини у Gal-3КО мишева (Фигура 7А, р<0.05). 

Након што је детектован значајан пораст серумских концентрација Th2 цитокина 

(Фигура 1А) и значајно већи број алтернативно активисаних макрофага у срцу и слезини 

(Фигура 3Б и Фигура 7А) Gal-3КО мишева, у наставку истраживања испитивано је да ли 

су детектоване разлике настале због промене у цитокинском профилу макрофага слезине. 

Анализом нумеричке и процентуалне заступљености F4/80+IL-12+ ћелија 

забележен је значајано већи број ових ћелија у слезинама Gal-3КО (Фигура 7Б, р<0.05). 

Са друге стране, иако није регистрована разлика у апсолутном броју F4/80+IL-10+ ћелија 

између Gal-3КО и WT мишева (р>0.05), ова разлика добија статистички значај када се 

упореде процентуалне заступљености. Као што се види на Фигури 7Б у слезини оболелих 

Gal-3КО мишева статистички значајно има више (р<0.05) F4/80+IL-10+ ћелија. 
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Апсолутни количници IL-12+/IL-10+ макрофага значајно су већи у слезинама WT мишева, 

очигледно због повећања процентуалне заступљености IL-12+ макрофага у слезини сваког 

појединачног WT миша (Фигура 7Б, р<0.05). 
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4.13. У слезини оболелих Gal-3КО мишева присутно је више CD11c+IL-10+ DCs    

 

У наставку истраживања у хомогенатима слезине одређивали смо нумеричку, 

процентуалну заступљеност и цитокински профил CD11c+ дендритских ћелија. 

У слезини Gal-3КО мишева детектован је значајно већи апсолутни број укупних 

CD11c+ ћелија (Фигура 8, р<0.05). Разлика у процентуалној заступљености дендритских 

ћелија између Gal-3КО и WT мишева није досегла статистичку значајност (Фигура 8, 

р>0.05). Међутим, нумеричка и процентуална заступљеност CD11c+IL-10+ ћелија била је 

значајно већа у слезинама Gal-3КО мишева (Фигура 8, р<0.05). Није било разлике у 

проценту и броју CD11c+IL-12+ ћелија у слезинама Gal-3КО и WT мишева (Фигура 8, 

р>0.05). 

Апсолутни количници IL-12+/IL-10+ дендритских ћелија значајно су већи у 

слезинама WT мишева (Фигура 8, р<0.05), очигледно због повећања процентуалне 

заступљености IL-12+ дендритских ћелија у слезини сваког појединачног WT миша. 

 

 

 

 

 

 

Фигура 7. Процентуална и бројчана заступљеност макрофага различитих функционалних фенотипа у 

слезини Gal-3КО и WT мишева. А. Није детектована разлика у нумеричкој и процентуалној заступљености 

F4/80+CD206+ макрофага између Gal-3КО и WT мишевa, p>0.05. Број F4/80+CD273+ макрофага 

(1,73±0,4x104 vs 2,14±0,33x104) статистички значајно је већи у слезини Gal-3КО мишева, *p<0.05. Б. Оболели 

Gal-3КО мишеви имају имају значајно већи проценат и апсолутни број F4/80+ IL12+ ћелија (1,17±0,1% vs 

1,24±0,1% ; 1,12±0,2x104 vs 1,69±0,3x104) у односу на WT мишеве, *p<0.05. Оболели Gal-3КО мишеви имају 

имају значајно већи проценат F4/80+IL10+ (0,61±0,1% vs 1,92±0,5% ; 0,89±0,3x104 vs 2,8±1x104), макрофага у 

односу на WT мишеве, *p<0.05. Апсолутни количници IL-12+/IL-10+ макрофага значајно су већи у слезинама 

WT мишева, *p<0.05. Приказани резултати представљају средње вредности нумеричке и процентуалне 

заступљености испитиваних ћелија добијених из ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по 

групи у три одвојена експеримента (средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  94 
 

 

 

 

 



Улога галектина 3 у патогенези експерименталног аутоимунског миокардитиса 
 

  95 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фигура 8. Проценти и укупни бројеви за популације дендритских ћелија у слезини Gal-3КО и WT 

мишева. Оболели Gal-3КО мишеви имају значајно већи укупан број CD11c+ ћелија (0,74±0,2x104 vs 

1,23±0,11x104) у односу на WT мишеве, *p<0.05.  Нумеричка и процентуална заступљеност CD11c+IL-10+ 

ћелија (4,22±0,7% vs 8,94±1,69% ; 3,68±0,6x104 vs 11,97±3x104) била је значајно већа у слезини Gal-3КО 

мишева, *p<0.05. Није постојала статистички значајна разлика у проценту и броју CD11c+IL-12 дендритских 

ћелија (2,2±0,3% vs 2,06±0,2% ; 1,98±0,2x104 vs 2,8±0,4x104) између Gal-3КО и WT мишева, p>0.05. Апсолутн 

количници IL-12+/IL-10+ дендритских ћелија значајно су већи у слезинама WT мишева, *p<0.05. Приказани 

резултати представљају средње вредности нумеричке и процентуалне заступљености испитиваних ћелија 

добијених из ткива срца 9 мишева у свакој групи, укупно 27 мишева по групи у три одвојена експеримента 

(средња вредност ± SE, Student-ов t тест). 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

Основни закључак спроведеног истраживања указује да делеција гена за Gal-3 

повећава инфламацију у експерименталном моделу аутоимунског миокардитиса 

индукованог апликацијом Myhcα334-352. 

Експериментални аутоимунски миокардитис представља анимални модел 

постинфективног миокардитиса и дилатационе кардиомиопатије. Галектин 3 припада 

фамилији β-галактозид-везујућих лектина и експримиран је на многим ћелијама имунског 

система и има важну улогу у регулацији инфламације. Улога Gal-3 је испитивана у 

различитим аутоимунским и инфламаторним болестима и показано је да делеција гена за 

Gal-3 атенуира или погоршава болест у зависности од природе патофизиолошког процеса 

и врсте ткива/органа [285, 286]. Тако је показано да делеција гена за Gal-3 атенуира 

експериментални аутоимунски енцефаломијелитис, тип 1 дијабетеса, инфламацију и 

фиброзу јетре [244, 253, 287]. Супротно резултатима претходно описаних студија, 

показана је протективна улога Gal-3 у мишјем моделу примарне билијарне цирозе 

индуковане апликацијом аутоантигена [286] и у моделу тип 2 дијабетеса индукованог 

дијетом са високим садржајем масти [288]. Дакле, Gal-3 може двојако регулисати имунски 

одговор, што зависи од више фактора, као што су специфични услови инфламације, врста 

ткива и ниво експресије овог молекула како у физиолошким тако и у патолошким 

стањима. 

У до сада објављеним истраживањима, улога и значај Gal-3 у патогенези ЕАМ код 

C57BL/6 мишева још увек није у потпуности испитана. Резултати нашег истраживања 

јасно показују да делеција гена за Gal-3 у C57BL/6 мишевима повећава инфламацију у 

срцу која је праћена повећаним присуством Тh2 ћелија и цитокина, алтернативно 

активисаних макрофага, регулаторних дендритских ћелија, али и Тh1 ћелија у поређењу са 

WT мишевима.  
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5.1. Делеција гена за Gal-3 у C57BL/6 мишевима значајно повећава оштећење ткива 

срца у експерименталном аутоимунском миокардитису 

 

Тежина миокардитиса се процењује на основу величине, броја и локализације 

мононуклеарних инфилтрата, степена дегенерације и некрозе кардиомиоцита, и титра 

аутоантитела [289]. Такође, хипертрофија срца је један од параметара који се користи за 

процену тока и исхода миокардитиса [290]. Познато је да су C57BL/6 мишеви релативно 

резистентни на индукцију ЕАМ апликацијом пептида тешког α ланца срчаног миозина, 

али и да се осетљивост повећава апликацијом целог ланца миозина или тропонина [280, 

281].  

У здравом срчаном ткиву Gal-3 позитивне ћелије се углавном налазе у 

интерстицијуму док кардиомиоцити не експримирају Gal-3 [267]. Међутим, у ткиву срца 

захваћеном инфламацијом повећава се експресија овог молекула [259]. Последњих година 

значајна улога у патогенези вирусног миокардитиса и срчаном ремоделовњу приписује се 

Gal-3 [268-270]. Резултати до сада објављених студија показују да у експерименталном 

моделу вирусног миокардитиса постоји већа експресија и продукција Gal-3 из макрофага 

срца, као и да Gal-3 има значајну улогу у пролиферацији срчаних фибробласта и настанку 

срчане фиброзе, што за последицу има повећан ризик за развој ДЦМ [268]. 

Да би се утврдиле разлике у тежини болести и опсежности оштећења ткива срца 

код EAM изазваног у Gal-3КО и WT мишева, одређиванa је хипертрофија срца и 

патохистолошки скор. Ова студија је, по први пут, показала да делеција гена за Gal-3 

значајно промовише болест и повећава оштећење ткива изазвано апликацијом Myhcα334-352 

пептида: 21-ог дана након апликације Myhcα334-352 пептида, хипертрофија срца Gal-3КО 

мишева била је значајно већа (Графикон 1, р<0.05). Анализирајући хистолошке препарате 

срца животиња третираних Myhcα334-352 пептидом уочена је дифузна инфилтрација 

инфламацијским ћелијама, значајна дегенерација и некроза кардиомиоцита у ткиву срца 

Gal-3КО мишева док су се у ткиву срца WT мишева видели мање целуларни и углавном 

ограничени инфламацијски инфилтрати и миокард без знакова дегенерације и некрозе, 

што нам је указало да одсуство експресије гена за Gal-3 значајно повећавала присуство 

инфламаторних ћелија и оштећење миокарда (Слика 1). 
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Анализе фенотипа инфламацијских ћелија имунохистохемијом и хематoксилин-еозин 

(H&E) бојењем су потврдиле да одсуство експресије гена за Gal-3 значајно повећава број 

CD45+, F4/80+, CD3+ (Слика 2) и еозинофила у ткиву миокарда (Слика 3). Afanasyeva и 

сарадници [78] су такође показали повећану инфилтрацију инфламацијским ћелијама и 

еозинофила током субакутне фазе ЕАМ. Повећана заступљеност CD4+, CD8+ ћелија и 

макрофага у срцу током ЕАМ корелирају са тежином болести [291]. Резултати скорије 

објављене студије показују да у експерименталном моделу аутоимунског миокардитиса 

постоји већа заступљеност еозинофила у срцу мишева код којих долази до развоја 

фаталног еозинофилног миокардитиса [84]. 

Резултати студија о улози Gal-3 у различитим експерименталним моделима 

аутоимунских болести су опречни. Тако је показано да недостатак Gal-3 атенуира 

експериментални аутоимунски енцефаломијелитис [287] и тип 1 дијабетеса [244], а 

промовише аутоимунски одговор у моделу примарне билијарне цирозе [286]. Резултати 

ових студија указују на чињеницу да је улога Gal-3 у аутоимунским болестима орган 

специфична и зависи од типа експерименталног модела болести. 

 

5.2. Делеција гена за Gal-3 повећава број инфилтришућих Th2 и Th1 ћелија у срцу 

оболелих мишева 

 

Резултати до сада објављених истраживања, показују да је ЕАМ превасходно 

посредован аутореактивним CD4+ Т ћелијама [292] и то Th1, Th2 или Тh17 лимфоцитима 

што зависи од фазе болести у којој се мере цитокини продуковани из ових ћелија, као и од 

хаплотипа миша у којем је болест индукована [22]. Различите фазе и форме миокардитиса 

су повезане са смањеном или повећаном продукцијом IL-12, IFN-ɤ (Th1), IL-4, IL-13 (Th2) 

и IL-17А, IL-23 (Th17) цитокина [83, 293].  

Одређивања концентрација цитокина у серуму (ELISA техником) као и анализе 

функционалних фенотипа инфилтришућих ћелија проточном цитометријом су потврдила 

да делеција гена за Gal-3 значајно повећава број инфилтришућих имунских ћелија у ткиву 

срца и следствено томе концентрације цитокина у серуму имунизованих животиња. 

Анализом експресије мембранских маркера исказаних на или у инфилтришућим ћелијама 

добијених из миокарда оболелих Gal-3КО мишева уочено је да делеција гена за Gal-3 
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повећава заступљеност регулаторних CD3+Foxp3+ и CD8+Foxp3+ ћелија (Фигура 2Б). 

Иако је детектована већа заступљеност CD4+Foxp3+ ћелија у миокарду Gal-3КО мишева у 

поређењу са WT мишевима, та разлика није достигла статистичку значајност (Фигура 

2Б). 

Да су CD4+ Т лимфоцити главне ефекторске ћелије у патогенези ЕАМ показују 

бројна истраживања [73]. У бројним студијама јасно је показано да миокардитис може 

бити индукован адоптивним трансфером CD4+ Т лимфоцита специфичних за срчани 

миозин [73]. Знајући да CD4+ ћелије имају круцијалну улогу у патогенези ЕАМ, у 

наставку овог истраживања испитивано је да ли одсуство експресије гена за Gal-3 утиче на 

заступљеност ове популације ћелија оболелих мишева. Као што је приказано на Фигури 

3В, изолат из Gal-3КО мишева има значајно већи број CD4+ ћелија. 

Будући да је познато да је интрацелуларни Gal-3 негативни регулатор активације 

CD4+ лимфоцита и да CD4+ Т лимфоцити изоловани из Gal-3КО мишева у in vitro 

условима повећано продукују IFN-γ и IL-4 [294], проверено је да ли делеција гена за Gal-3 

утиче на заступљеност CD4+IFN-γ+ и CD4+IL-4+ Т лимфоцита у срцу Gal-3КО мишева 

којима је индукован ЕАМ. 

Анализом CD4+ популације, односно њиховог цитокинског профила забележена је 

статистички значајно већа процентуална и бројчана заступљеност CD4+IL-4+ и CD4+IFN-

γ+ ћелија у ткиву срца оболелих Gal-3КО мишева у поређењу са WT мишевима (Фигура 

3В). Овде приказани резултати, веће заступљености CD4+IL-4+ и CD4+IFN-γ+ ћелија у 

изолатима Gal-3КО мишева, су сагласни са претходно наведеним резултатима студије у 

којој је показано да CD4+ Gal-3−/− ћелије повећано продукују IL-4 и IFN-γ [294]. 

Како је ово истраживање недвосмислено показало да делеција гена за Gal-3 

повећава број Т регулаторних лимфоцита у срцу, CD4+IL-4+ ћелија, предпостављено је да 

је могуће објашњење поларизација Тh1 у Тh2 одговор. Из тог разлога утврђиван је утицај 

делеције гена за Gal-3 на концентрацију Тh1 (IFN-γ), Тh2 (IL-4, IL-33) и имуносупресивног 

IL-10 цитокина. Показано је да недостатак експресије гена за Gal-3 битно повећава 

продукцију IL-4 и IL-33, док ефекат делеција гена за Gal-3 на концентрације IFN-γ и IL-10 

није детектован (Фигуре 1А и 1Б). Дизбаланс у концентрацијама мерених цитокина у 

серуму јасно указује да делеција гена за Gal-3 узрокује снажну поларизацију на страну Тh2 

имунског одговора. 
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Када је реч о улози Th17 ћелија и IL-17A у патогенези ЕАМ показано је да овај тип 

имунског одговора нема доминантну улогу у иницијалној фази инфламације али да је 

утицај IL-17A од кључног значаја за прогресију ЕАМ у ДЦМ [83]. Имајући у виду да је 

улога IL-17 у настанку и патогенези бројних аутоимунских болести добро документована 

[295, 296], међу њима и у ЕАМ [83], одређиван је и ниво IL-17 (резултати нису 

приказани). Међутим утицај делеција гена за Gal-3 на концентрацију овог цитокина није 

регистрован.  

Ранија истраживања су показала да ЕАМ није стриктно посредован ни Тh1 ни Тh2 

имунским одговором. Мишеви код којих је умањена или одсутна поларизација у Тh1 

правцу, као што су IFN-γ−/− и Tbx21−/− мишеви, развијају још тежи облик болести у 

поређењу са WT мишевима [118, 119, 121]. Поред тога, тежина ЕАМ код мишева IL-12а−/− 

може бити упоредива са тежином болести у WT мишевима [118]. Резултати претходно 

наведених студија показују да Тh1 поларизација није неопходна за развој ЕАМ. Постоје 

опречни резултати о улози IFN-γ у патогенези аутоимунских болести. Поједини аутори 

указују на патогену улогу IFN-γ [297], док друга група аутора сугерише, да упркос његовој 

проинфламаторној улози, IFN-γ има могућност да умањи тежину аутомунских обољења 

[120]. У ЕАМ индукованим срчаним миозином у А/Ј мишевима, показана је протектвна 

улога IFN-γ [78]. Могућа објашњења протектвне улоге IFN-γ су: супресија секреције IL-4 

из активисаних В лимфоцита, инхибиција хемотаксе еозинофила и Тh2 ћелија у поље 

инфламације и супресија пролиферације Тh2 ћелија [298-300]. Такође, описано је да IFN-γ 

повећава апоптозу CD4+ T лимфоцита у ЕАМ индукованим пептидом миозина. Међутим, 

испитивањем ЕАМ у мишевима са делецијом гена за IFN-γ и IL-17A, показано је да 

мишеви који су били дупли нокаути развијају фатални еозинофилни мокардитис, који се 

карактерише јаком еозинофилном инфилтрацијом и некрозом кардиомиоцита, са јасном 

поларизацијом имунског одговора у Тh2 правцу. Поменута студија, указује на 

синергистичко дејство IFN-γ и IL-17A у супресији продукције IL-4 и IL-13, односно 

патогеног Тh2 имунског одговора [84]. У погледу улоге Тh2 ћелија и њихових цитокина, 

резултати ранијих студија показују да делеција гена за IL-4 атенуише ЕАМ у А/Ј али не и 

BALB/c мишевима [78]. Међутим, показано је и да IL-13 има протективну улогу у ЕАМ 

индукованом у BALB/c мишевима [102].  
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Овде приказани резултати, повећане продукције IL-4 и IL-33 у серуму Gal-3КО 

мишева, су у корелацији са резултатима студија који указују на патогене ефекте Тh2 

ћелија и цитокина секретованих из њих. 

 

5.3. Одсуство галектина 3 подстиче алтернативну активацију макрофага у срцу 

након имунизације пептидом миозина MyHCα334-352 

 

Резултати добијени у овој студији показују да одсуство Gal-3 поларизује имунски 

одговор тако што фаворизује алтернативну активацију макрофага. Анализом експресије 

мембранских маркера исказаних на или у инфилтришућим ћелијама добијеним из 

миокарда оболелих Gal-3КО мишева уочено је да делеција гена за Gal-3 повећава 

нумеричку заступљеност F4/80+ макрофага (Фигура 3A). Даљом анализом мембранских 

маркера F4/80+ популације макрофага регистровано је значајно повећање апсолутног 

броја макрофага који експримирају молекул CD206 у изолату Gal-3КО мишева (Фигура 

3Б). Испитивањем маркера исказаних у F4/80+ популацији забележено је значајно 

повећање броја F4/80+ ћелија које продукују IL-13 и IL-33 у оболелим Gal-3КО мишевима 

(Фигура 3Б). Повећана нумеричка заступљеност алтернативно активисаних макрофага је 

очигледно последица одсуства Gal-3.  

У студији Iacobini и сарадника [301] показано је да је инфламација јетре у моделу 

експерименталног стеатохепатитиса значајно мања код Gal-3КО мишева и то као директна 

последица повећане поларизације макрофага у М2 фенотип. Слично нашим резултатима 

Volarevic и сарадници [253] су показали већу заступљеност алтернативно активисаних 

макрофага у Gal-3 дефицијентним мишевима оболелим од хепатитиса изазваног 

конкавалином А. Такође је у експерименталним моделима вирусног миокардитиса и 

експерименталног колитиса показано да Gal-3 промовише поларизацију макрофага у М2 

фенотип [240, 302]. Такође, Cihakova и сарадници [102] су показали да je одсуство IL-13 

повезано са мањом заступљеношћу М2 макрофага током акутне фазе ЕАМ. 

Ly6C ћелије чине 2% укупних макрофага у срцу. Током различитих патолошких и 

инфламаторних стања, у срцу се значајно повећава популација макрофага и то кроз 

локалну пролиферацију и/или диференцијацијом моноцита из костне сржи [303]. 

Популација Ly6C ћелија може поларизовати у Ly6Chi или Ly6Clo фенотип. Субпопулација 
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Ly6Clo диференцира искључиво у М2 макрофаге, док Ly6Chi могу диференцирати у М1 

или М2 макрофаге [90, 91]. Поларизацију Ly6Chi ћелија у М2 макрофаге фаворизује IL-4 

продукован из полиморфонуклеара [304]. 

Макрофаге могу настати из мијелоидних ћелија и карактеришу се присуством 

мембранског CD11b маркера. У неким студијама показано је да недостатак експресије 

гена за Gal-3 мења заступљеност CD11b+ макрофага и њихових субпопулација 

(CD11b+/Ly6Chi и CD11b+/Ly6Clo) у инфламираном ткиву [305]. Резултати ове студије 

показују да Gal-3КО мишеви имају значајно већу заступљеност CD11b+/Ly6Chi макрофага 

(Фигура 4В) али и CD11b+ макрофага које продукују IL-10 и IL-12 (Фигура 4Б). 

Регистровано значајно повећање броја и процента макрофага који продукују IL-10 и IL-12 

у оболелих Gal-3KO мишева је очигледно последица одсуства овог молекула. 

Резултати студија о улози Gal-3 у поларизацији макрофага су опречни. Супротно 

нашим резултатима Dragomir и сарадници [305] су показали већу заступљеност 

CD11b+/Ly6Clo макрофага у Gal-3 дефицијентним мишевима оболелим од хепатитиса 

изазваног ацетаминофеном (енг. Acetaminophen, APAP). 

Обзиром да је у овој студији показано да Gal-3КО мишеви имају већу заступљеност 

М2 макрофага у срцу (Фигура 3Б) и виши ниво Тh2 цитокина у серуму (Фигура 1A) 

анализирана је заступљеност и функционални фенотип М2 макрофага у слезини као 

главном извору серумских цитокина. 

Овде приказаном студијом је показано да недостатак експресије гена за Gal-3 осим 

у срцу олакшава и алтернативну актвацију макрофага у слезини. Анализом 

функционалних фенотипова спленоцита је показано да недостатак експресије гена за Gal-3 

значајно повећава процентуалну и бројчану заступљеност F4/80+CD273+ (М2) макрофага 

(Фигура 7A) и смањује процентуални однос F4/80+IL-12+/IL-10+, тако што повећава 

процентуалну заступљеност F4/80+IL-10+ макрофага у слезини (Фигура 7Б). Слично 

нашим резултатима Volarevic и сарадници [253] су показали већу заступљеност 

F4/80+CD273+ макрофага у Gal-3 дефицијентним мишевима оболелим од хепатитиса 

изазваног конкавалином А. 
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5.4. Дефицијенција галектина 3 је удружена са повећаном инфилтрацијом 

дендритских ћелија у срцу и слезини 

 

Дендритске ћелије су професионалне антиген-презентујуће ћелије које имају 

централну улогу у имунском систему тако што утичу на активацију Т лимфоцита и 

поларизацију Т ћелијског одговора. Интрацелуларни Gal-3 у дендритским ћелијама има 

улогу у одржавању хомеостазе и регулације имунског одговора. До сада објављени 

резултати студија у погледу улоге интрацелуларног Gal-3 и дендритских ћелија у 

поларизацији имунског одговора су опречни. У неким анималним моделима показано је да 

Gal-3 дефицијентни мишеви различито поларизују Тh ћелије (фаворизујући Тh1 и Тh17 

фенотип) у поређењу са WT мишевима [306-309]. Резултати неких студија показују да за 

поларизацију Тh ћелија у Gal-3 дефицијентним мишевима кључну улогу имају дендритске 

ћелије [306]. Nomoto и сарадници [310] су показали да недостатак Gal-3 на дендритским 

ћелијама усмерава ћелијски имунски одговор у Тh1 правцу. Такође, Bellinghausen и 

сарадници [311] су показали да Gal-3+/+ дендритске ћелије које продукују IL-13 фаворизују 

поларизацију у Тh2 имунски одговор. Међутим, Breuilh и сарадници [312] су показали да 

недостатак Gal-3 у дендритским ћелијама има улогу у активацији Т лимфоцита али не у 

поларизацији Тh1/ Тh2 имунског одговора.  

Дендритске ћелије чине 1–2% укупне популације имунских ћелија у ткиву срца и 

приближно 20–25% свих CD45+ ћелија. Ericsson и сарадници [79] су указали на кључну 

улогу дендритских ћелија у индукцији ЕАМ, тако што су показали да се адоптивним 

трансфером дендритских ћелија које су претходно стимулисане срчаним миозином може 

индуковати ЕАМ што је и потврђено бројним инфилтратима аутореактивних CD4+ Т 

лимфоцита. 

Резултати овде приказане студије показују да недостатак експресије гена за Gal-3 

повећава број CD11c+CD11b-, CD11c+F4/80- и CD11c+IL-13+ ћелија у срцу (Фигурa 6). 

Такође, у овој студији је анализом површинских и интрацелуларних маркера дендритских 

ћелија показано да у слезини Gal-3КО мишева има значајно више CD11c+ и регулаторних 

CD11c+IL-10+ ћелија (Фигурa 8). Слично резултатима приказаним у овој студији, 

Volarevic и сарадници [313] су показали да делеција гена за Gal-3 или селективна 
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инхибиција Gal-3 поспешује толерогени фенотип дендритских ћелија, као и оних које 

продукују IL-10.  

 

5.5. Делеција гена за Gal-3 смањује депоновање колагена у срцу 

 

Макрофаге и миофибробласти су кључне ћелије у процесу стварања колагених 

влакана и депоновању екстрацелуларног матрикса. Познато је да Gal-3 у различитим 

патолошким условима, активира бројне профибротске факторе као што су bFGF (енг. basic 

fibroblast growth factor) и TGF-β, који стимулишу продукцију и депоновање колагена 

[314]. Gal-3 не само да је важан у активацији већ је и неопходан за пропагацију сигнала у 

ћелији за бројне цитокине и профибротске факторе. Henderson и сарадници [257] су 

показали да и у стањима када постоји прекомерна продукција TGF-β, главног 

профибротског фактора, фиброза је одсутна или јако смањена у Gal-3 дефицијентним 

мишевима. Исти аутори су показали да TGF-β и други профибротски цитокини не могу 

испољити свој ефекат у одсуству Gal-3 [257].  

У погледу улоге Gal-3 у процесу фибриногенезе резултати студија изведених на 

различитим анималним моделима болести су опречни. Тако су Jeftic и сарадници [315] 

показали да Gal-3 дефицијентни мишеви у експерименталном стеатохепатитису имају 

мање степен фиброзе. Супротно, Arsenijevic и сарадници [286] су показали да Gal-3КО 

мишеви имају већи степен фиброзе јетре у анималном моделу примарног билијарног 

холангитиса.  

Улога Gal-3 у болестима срца је добро документована. Мерење нивоа Gal-3 

користи се као прогностички биомаркер код пацијената са срчаном инсуфицијенцијом 

[316]. Високи нивои серумског Gal-3 су у позитивној корелацији са тежином срчане 

инсуфицијенције [316]. Међутим, резултати експерименталних студија о улози Gal-3 у 

ремоделовању срца у анималним моделима су опречни. У експерименталном моделу 

прекомерног оптерећења леве коморе показано је да одсуство Gal-3 није утицало на 

преживљавање, систолну и дијастолну функцију и фиброзу срца у C57BL/6 мишевима 

[317]. Супротно, Jaquenod и сарадници  [318] су показали да већа експресија Gal-3 на 

макрофагама срца и повећана продукција овог молекула значајно повећавају 

пролиферацију срчаних фибробласта, степен фиброзе и ризик од развоја срчане 
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инсуфицијенције у експерименталном моделу вирусног миокардитиса. Такође, González и 

сарадници [319] су показали да делеција гена за Gal-3 смањује инфламацију и фиброзу у 

срцу. У складу са подацима из претходно наведене студије су и резултати овде приказане 

студије који јасно документују да се у срцима Gal-3 дефицијентних мишева имунизованих 

MyHCα334-352 пептидом детектује значајно мањи степен депоновања колагена у поређењу 

са WT мишевима 21-ог дана експеримента (Слика 5). Овде приказани резултати су у 

складу са резултатима претходно наведених студија у којима је показано да Gal-3 

дефицијентни мишеви развијају мању фиброзу. Резултати добијени у овој студији могу се 

објаснити значајно израженијом продукцијом Th2 цитокина у серуму (Фигура 1), већом 

заступљеношћу М2 макрофага (Фигура 3Б) и ћелија које експримирају IL-4 и IL-13 у 

срцима Gal-3КО мишева (Фигуре 2В и 3Б). 

Одсуство Gal-3 је повезано са смањеном фиброзом али и смањеном продукцијом 

Тh1 цитокина [253]. Познато је да на степен фиброзе осим Gal-3 утиче и повећана 

продукција имуносупресивних и антиинфламаторних цитокина. Бројне студије указују на 

значајну улогу IL-10 у редукцији фиброзе јетре, плућа и панкреаса [320-322]. Показано је 

да интравенском апликацијом CD11b+ макрофага које прекомерно експримирају IL-10 

значајно редукују фиброзу срца у мишјем моделу аутоимунског миокардитиса [284]. У 

складу са наведеним подацима су и резултати овде приказане студије који јасно 

документују да је апсолутни број IL-10+ ћелија у срцима Gal-3КО мишева значајно већи 

од броја IL-10+ ћелија у срцима WT мишева (Слика 6). Резултати добијени у овој студији 

могу се објаснити значајно израженијим бројем IL-10+ ћелија, али и претходно 

приказаним резултатима веће заступљености ћелија које продукују IL-33 у срцима Gal-

3КО мишева (Фигура 3Б), као и вишим серумским вредностима IL-33 у Gal-3КО 

мишевима (Фигура 1). Овде приказани резултати су у складу са резултатима студије у 

којој је показано да IL-33 има протективну улогу у развоју фиброзе срца [323]. 
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5.6. Оболели Gal-3КО мишеви имају већи број IgG позитивних ћелија и IgG депозита 

у ткиву срца 

 

Mетодом имунофлуоресценције показали смо присуство значајно већег броја IgG 

позитивних ћелија и IgG депозита у ткиву срца Gal-3КО мишева у поређењу са WT 

мишевима (Слика 4). У складу са нашим резултатом је и налаз раније публиковане 

студије, која указује да интрацелуларни Gal-3 ихибира диференцијацију В лимфоцита у 

плазмоците [324, 325] и тиме се објашњава да је недостатк Gal-3 праћен појачаном 

продукцијом антитела [326]. Такође је показано да у појединим сојевима мишева 

миокардитис може бити индукован апликацијом антитела IgG класе [73]. IgG депозити 

имају значајну улогу у оштећењу кардиомиоцита својим везивањем за Fcγ-RIII на NK 

ћелијама и последично интеракцијом ових ћелија са кардиомиоцитима [327]. Такође, 

показано је да везивање IgG за еозинофиле узрокује дегранулацију ових ћелија чији 

продукти оштећују кардиомиоците [328].  
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

 

На основу свих приказаних резултата очигледно је да делеција гена за Gal-3 

повећава оштећење ткива у моделу мишјег аутоимунског миокардитиса индукованог 

апликацијом MyHCα334-352 пептида и укида резистенцију C57BL/6 мишева на индукцију 

ЕАМ. Делеција гена за Gal-3 значајно повећава тип 2 инфламације у срцу током субакутне 

фазе ЕАМ. Недостатак Gal-3 повећава присуство антиинфламацијских (М2) макрофага у 

срцу оболелих мишева што повећава инфлукс регулаторних дендритских ћелија и 

антифибротских ћелија које продукују IL-10 што се манифестује значајно слабијим 

депоновањем колагена.  

 

Закључак је изведен на основу следећих резултата добијених индукцијом ЕАМ у Gal-3КО 

и WT мишевима: 

 

1. Одсуство галектина 3 чини C57BL/6 мишеве осетљивијим на индукцију ЕАМ након 

имунизације пептидом мозина MyHCα334-352, па они развијају већу хипертрофију срца и 

имају већи патохистолошки скор. 

2. Повећање параметара оштећења срца регистровано у Gal-3КО мишева, последица је 

повећане тип 2 инфламације у срцу Gal-3КО мишева.  

3. Повећање системских вредности Тh2 цитокина регистровано у Gal-3КО мишева, 

последица је повећане заступљености антиинфламацијских (М2) макрофага и 

регулаторних дендритских ћелија у срцу и слезини Gal-3КО мишева. 

4. Одсуство Gal-3 узрок је веће дифузне инфилтрације IgG позитивних ћелија и веће 

количине IgG депозита у инфламираном срцу. 

5. Делеција гена за Gal-3 смањује депоновање колагена у срцима оболелих Gal-3КО мишева. 
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СКРАЋЕНИЦЕ 

 

 

 

BSA албумин телећег серума (енг. bovine serum albumin) 

CFA комплетни Фројндов адјуванс (енг. Freund's Complete Adjuvant) 

CD енг. clustter of differentiation 

CRD домен за препознавање угљених хидрата (енг. carbohydrate recognition domain) 

cDNA комплементарна дезоксирибонуклеинска киселина (енг. complementary DNA) 

ConA конкавалино А (енг. concavalin A) 

ДЦМ дилатациона кардиомиопатија 

DNA дезоксирибонуклеинска киселина (енг. deoxyribonucleic acid) 

DMEM енг. Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

ЕАМ експериментални аутоимунски миокардитис 

ELISA енг. enzyme-linked immunosorbent assay  

FoxP3 енг. forkhead box P3  

FBS енг. Fetal Bovine Serum 

FIAU енг. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-β-D-arabinofuranosyl-)-5-iodo-uracil  

FSC/SSC енг. Forward scattered light/Side-scattered light 

GM-CFS енг. granulocyte-monocyte colony-stimulating factor 

Gal-3 Галектин 3 (енг. Galeсtin-3)  

HLA енг. human leucocyte antigen complex 

HMGB1 енг. High-mobility group box 1 

HBSS енг. Hank's balanced salt solution 

IL интерлеукин (енг. interleukin)  

IFN-γ интерферон- γ (енг. Interferon-γ)  

LPS енг.lipopolysaccharide 

MHC енг. major histocompatibility complex 

mRNA енг. messenger RNA  

NK ћелије урођено убилачке ћелије (енг. Natural killer cells)  
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NKT ћелије NKT ћелије Урођено убилачке ћелије Т ћелије (енг. Natural killer T cells)  

PAMPs енг. pathogen-associated molecular patterns 

PMA енг. phorbol 12-myristate 13-acetate  

PBS енг. Phosphate-buffered saline 

PCR енг. Polimerase Chain Reaction 

qRT-PCR квантитативна реакција ланчане полимеризације у реалном времену (енг. 

Quantitative Real Time-PCR)  

RAGE рецептори за крајње продукте гликације (енг. Receptor for advanced glycation 

endproducts) 

RPMI енг. Roswell Park Memorial Institute medium  

STAT 3 енг. Signal transducer and activator of transcription 3 

Streptavidin-HRP енг. Streptavidin horseradish peroxidase 

SE стандардна грешка (енг. standard error)  

TNF-α енг. tumor necrosis factor-α 

TAC трансверзална аортна констрикција  

Th помагачки Т лимфоцити (енг. T helper)  

TNF-α фактор некрозе тумора-α (енг. tumor necrosis factor-α) 

TGF-β трансформишући фактор раста-β (енг. transforming growth factor-β)  

TLRs рецептори слични Toll -у (енг. Toll-like receptors)  

WT мишеви дивљег соја 
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паразити,међутим бројни докази указују да ово обољење може бити и аутоимунске 

природе. Експериментални аутоимунски миокардитис (ЕАМ) представља анимални модел 

постинфективног миокардитиса и дилатационе кардиомиопатије. Галектин 3 (Gal-3) 

припада фамилији β-галактозид-везујућих лектина и експримиран је на многим ћелијама 

имунског система и има важну улогу у регулацији инфламације. Улога Gal-3 је 



 

 
 

испитивана у различитим аутоимунским и инфламаторним болестима и показано је да 

Gal-3 може двојако регулисати имунски одговор, што зависи од више фактора, као што су 

специфични услови инфламације, врста ткива и ниво експресије овог молекула како у 

физиолошким тако и у патолошким стањима. Нема подтака о улози и значају Gal-3 у 

патогенези ЕАМ код C57BL/6 мишева, који су релативно резистентни на пептидом 

индуковани ЕАМ. 

Да би се утврдило да ли и на који начин делеција гена за Gal-3 утиче на патогенезу 

ЕАМ коришћени су мишеви чистог соја WT- C57BL/6 и Gal-3КО мишеви.  Сви WT и Gal-

3КО мишеви имунизовани су MyHCα334-352 пептидом 0. и 7. дана. Тежина ЕАМ 

одређивана је 21-ог дана експеримента, односно приликом жртвовања животиња. 

Gal-3КО мишеви су имали значајно већу хипертрофију срца и већи 

патохистолошки скор у поређењу са WT мишевима 21. дана након имунизације. Gal-3КО 

мишеви имали су значајно већу инфилтрацију срчаног мишића CD45+ мононуклеарним 

ћелијама посебно F4/80+ макрофагама и CD3+ Т лимфоцитима, као и већу заступљеност 

еозинофила у поређењу са WT мишевима. Серумске концентрације Th2 цитокина (IL-4 и 

IL-33) су биле више у серумима Gal-3КО у поређењу са контролним оболелим WT 

мишевима. Делеција гена за Gal-3 је индуковала значајно већи инфлукс Th1 и Th2 ћелија у 

срцу имунизованих Gal-3КО у односу на WT мишеве. Одсуство експресије гена за Gal-3 

значајно повећава укупан број F4/80+ ћелија и олакшава алтернативну активацију 

макрофага у срцу. У оболелом миокарду Gal-3КО мишева регистрованa је значајно већa 

процентуалнa заступљеност и укупан број: мијелоидних CD11b+Ly6Chi макрофага; и 

CD11c+ ћелија које продукују IL-13. У миокарду Gal-3КО мишева детектован је већи број 

IgG позитивних ћелија и већа количина IgG депозита у поређењу са WT мишевима. 

Делеција гена за Gal-3 повећава број антифибротских ћелија које продукују IL-10 што се 

манифестује значајно слабијим депоновањем колагена у срцу оболелих мишева. 

Делеција гена за Gal-3 повећава оштећење ткива у анималном моделу 

аутоимунског миокардитиса индукованог апликацијом MyHCα334-352 пептида и укида 

резистенцију C57BL/6 мишева на индукцију болести. 

 

     

 



 

 
 

Датум прихватања теме од стране ННВ:                         28.03.2017. г.     

ДП 

 

Датум одбране:                                                                         

ДО 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

Чланови комисије: 

КО 

 

1. Проф. др Миодраг Лукић, редовни професор - емеритус Факултета медицинских 

наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и 

имунологија, председник;  

 

2. Доц. др Немања Јовичић, доцент Факултета медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу за ужу научну област Хистологија и ембриологија, члан; 

 

3. Проф. др Владимир Трајковић, ванредни професор Медицинског факултета 

Универзитета у Београду за ужу научну област Микробиологија и имунологија, члан. 

 

  

 

 



 

 
 

8.2.  КЕY WORDS DOCUMENTATION 

 

 

UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC 

FACULTY OF MEDICAL SCIENCES KRAGUJEVAC 

 

 

Accession number: 

ANO 

 

Identification number: 

INO 

 

Documentation type:    Monographic publication  

DT 

 

Type of record:    Textual printed material         

TR 

 

Contents code:    Ph.D. Тhesis         

CC 

 

Author:                                            Marina Miletic-Kovacevic, MD                             

AU 

 

Menthor/co-mentor    Prof. Biljana Ljujic, MD, PhD                             

MN  

 

Title: Role of Galectin 3 in the pathogenesis of experimental 

autoimmune myocarditis                                                                                      

TI  



 

 
 

Language of text:   Serbian (Cyrillic)                     

LT 

 

Language of abstract:   Serbian/English  

         

Country of publication:                   Serbia                                                         

CP 

 

Locality of publication:  Serbia          

LP 

 

Publication year:   2019          

PY 

 

Publisher:    Author reprint          

PU 

 

Publication place:              34000 Kragujevac, Serbia, Svetozara Markovica 69    

 

Physical description         

PD             Thesis contains 142 pages, 7 chapters, 2 graphs, 3 tables,          

8 figures, 10 pictures, and 328 citations 

 

Scientific field:   Medicine         

SF 

  

Scientific discipline:   Medicine                    

SD 

 

Subject/key words:  experimental autoimmune myocarditis, galectin 3, type 2 

immune                                                         

                                               response 

SKW 

                  

                                                                                   

UDC 

 



 

 
 

Holding data: Library of Faculty of Medical Sciences, Kragujevac, 34000          

Kragujevac, Serbia, Svetozara Markovica 69  

                     

          

 

Note: 

N 

  

Abstract: 

AB 

 Myocarditis is an inflammatory heart muscle disease characterized by 

degeneration and necrosis of cardiomyocytes with presence of cellular infiltrates in the 

interstitium. Myocarditis can be manifested as acute, subacute or chronic myocardial 

inflammation with focal or diffuse cell infiltrates, it can progress to fibrosis, tissue remodeling 

and loss of contractile function. The most common causes of myocarditis are viruses, bacteria 

and parasites, however numerous evidence suggests that this disease can also be autoimmune. 

Experimental autoimmune myocarditis (EAM) is an animal model of postinfective 

myocarditis and dilated cardiomyopathy. Galectin 3 (Gal-3), which belongs to the family of β-

galactoside-binding lectins is expressed on many cells of the immune system and plays an 

important role in regulation of inflammation. The role of Gal-3 was studied in various 

autoimmune and inflammatory diseases and it has been shown that Gal-3 can have a different 

effect on the immune response. Its role depends on several factors, such as the specific 

conditions of inflammation, the type of tissue, and the expression level of this molecule in 

pathological as well as in physiological conditions. There are no precise data on the role and 

significance of Gal-3 in the pathogenesis of EAM in C57BL/6 mice, which are relatively 

resistant to EAM-induced by peptide. 

 Mice of the pure strain WT-C57BL/6 and Gal-3KO mice were used in order to 

determine whether and how the deletion of the Gal-3 gene affects the EAM pathogenesis. WT 

and Gal-3KO mice were immunized with the MyHCα334-352 peptide on day zero and day 

seven. Severity of EAM was determined on the 21st day of the experiment, during the 

sacrifice of animals. 

Gal-3KO mice had significantly higher cardiac hypertrophy and higher 

histopathological score compared to WT mice on the 21st day after immunization. Gal-3KO 

mice also had a significantly higher infiltration of heart muscle by CD45+ mononuclear cells, 

particulary with F4/80+ macrophages and CD3+T lymphocytes, and higher number of 

eosinophils compared to WT mice. 



 

 
 

Serum concentrations of Th2 cytokine (IL-4 and IL-33) were higher in Gal-3KO mice 

than in control diseased WT mice. The deletion of the Gal-3 gene also induced significantly 

higher influx Th1 and Th2 cells at the heart of the immunized Gal-3KO compared to WT 

mice. The absence of gene expression for Gal-3 significantly increases the total number of 

F4/80+ cells and facilitates alternative macrophage activation in the heart. In myocardium of 

Gal-3KO mice were significantly higher percentage of distribution and total number of: 

myeloid CD11b+Ly6Chi macrophages and CD11c+ cells producing IL-13. In the myocardium 

of Gal-3KO mice were detected a higher number of IgG positive cells and a larger amount of 

IgG deposits compared to WT mice. The deletion of Gal-3 gene increases the number of 

antifibrotic cells that produce IL-10, which is manifested by significantly less collagen storage 

in the heart of diseased mice. 

Gal-3 gene deletion increases tissue damage in animal model of autoimmune 

myocarditis induced by application of the MyHCα334-352 peptide and eliminates the resistance 

of C57BL/6 mice to induction of the disease. 
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Abstract
Experimental autoimmune myocarditis (EAM) is a mouse model of immune-mediated myocarditis and cardiomyopathy. The
role of Galectin-3 (Gal-3), a β-galactoside-binding lectin, in autoimmune myocarditis has not been studied. Therefore, the aim of
this study was to delineate the role of Gal-3 in myosin peptide-induced autoimmune myocarditis in mice. EAM was induced in
relatively resistant C57BL/6J mice (wild type, WT) and in mice with a targeted deletion of Gal-3 gene (Gal-3KO) by immuni-
zation with myosin peptide MyHCα334–352. Gal-3KO mice developed more severe myocarditis and more pronounced heart
hypertrophy thanWTmice. Increased infiltration of CD45+ leucocytes, CD3+ Tcells, F4/80+ macrophages, and eosinophils was
observed in hearts of Gal-3KO mice compared to WT mice on day 21 after EAM induction. Moreover, hearts of Gal-3KO mice
had more T helper type 2 (Th2) cells, alternatively activated M2macrophages, higher amounts of IgG deposits, and higher serum
levels of IL-4 and IL-33 than WT mice. Ablation of Gal-3 in Th1-dominant C57BL/6J mice that are relatively resistant to EAM
resulted in more severe disease characterized by type 2 cardiac inflammation. The complex effects of Gal-3 on EAM progression
might be important in the consideration of therapeutic options for the treatment of EAM.

Keywords Experimental autoimmunemyocarditis . Galectin-3 . Type 2 immune response

Introduction

Myocarditis represents progressive organ-specific autoim-
mune disease of the myocardium with clinical presentations
ranging from asymptomatic disease to a fatal outcome [1, 2].

Myocarditis is characterized by a cellular infiltrate in the myo-
cardium, and degeneration and necrosis of myocytes.
Although infectious pathogens including viruses and bacterial
infections are important etiological agents of myocarditis, ge-
netic predisposition and autoimmune mechanisms cause path-
ogenic heart injury [3]. In viral myocarditis, disease develops
through an early phase of cardiac inflammation, the second
phase of autoimmune inflammation, and the third, chronic
phase which is characterized by dilated cardiomyopathy [4].
The dominant autoantigen most often associated with autoim-
mune myocarditis is cardiac myosin [5] and the disease is
mediated by autoreactive CD4+ T cells and anti-cardiac auto-
antibodies [6, 7]. The relative contribution of Th1, Th2, and
Th17 cells in the pathogenesis of this disease is still unclear
[8–10]. Immunosuppressive therapy was not effective in pa-
tients with myocarditis, the findings that point to a complex
nature of the disease [11].

Experimental autoimmune myocarditis (EAM) is a mouse
model of immune-mediated myocarditis and cardiomyopathy
[10]. Immunization with cardiac myosin (CM) and cardiac
myosin peptides has been utilized to induce EAM in animals.
The susceptibility to EAM is genetically determined and
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differs among rodent strains. A/J and BALB/c mice are sus-
ceptible to EAM [9], whereas C57BL/6 mice are relatively
resistant [11]. In A/J mice, EAM can be induced by immuni-
zation with CM peptide 334–352, CM peptide 1074–1646,
and whole CM [9, 12], in BALB/c mice with CM peptide
614 to 629 or with whole myosin [13, 14], whereas in
C57BL/6 mice with whole CM or myosin peptide 334–352
[2, 15]. The development of EAM in particular mouse strain
or individual may be related to Th1 or a Th2 cytokine profile
[11]. C57BL/6 mice preferentially develop Th1 immune re-
sponse and BALB/c mice Th2-type response, and they repre-
sent prototypic Th1- and Th2-type mouse strains [16, 17]. In
A/J and BALB/cmice, EAM exhibits Th2 phenotype, as dem-
onstrated by the presence of eosinophils in the heart lesions
and by the humoral response with upregulation of IgG1 and
total IgEwith the critical role of IL-4 in disease progression [9,
18]. Among mouse strains, C57BL/6 mice showed the lowest
susceptibility to Coxsackievirus B3-induced autoimmune
myocarditis [19]. It has been also reported that this strain is
resistant to myosin-induced myocarditis [11]. However,
Okabe et al. reported induction of EAM in C57BL/6 mice
immunized with porcine CM [15] and Lv et al. [2] evoked
EAM in C57BL/6 mice by using mouse CM or cardiac
troponine I. Also, Gangaplara et al. [20] reported that
C57Bl/6 male mice immunized with myosin peptide 334–
352 developed myocarditis accompanied with higher frequen-
cies of IL-17A and IL-22 producing Th17 cells.

Gal-3 is a galactosidase-binding lectin and has multiple
functions depending on its location. Extracellular Gal-3
can trigger mediator release of apoptosis, while intracel-
lular Gal-3 inhibits apoptosis and regulates the cell cycle.
Gal-3 is widely distributed in a number of cell types in-
cluding cells of innate and adaptive immune responses,
constitutively, or induced by various inflammatory stimuli
[21, 22]. This multifunctional lectin promotes or sup-
presses inflammation depending on the nature of the path-
ophysiological process and tissues/organs involved.
Numerous studies suggest the pro-inflammatory role of
Gal-3 through its effects on cell activation, cell migration,
or inhibition of apoptosis [23]. Recent report demonstrat-
ed that Gal-3 released by microglia acts as an endogenous
ligand and induces TLR4-mediated cell activation and
that depletion of Gal-3 exerted neuroprotective and anti-
inflammatory effects in LPS-induced inflammation [24].
However, reported data also show exacerbation of inflam-
mation and microglial activation in the absence of Gal-3
in the model of amyotrophic lateral sclerosis [25]. Thus,
Gal-3 may attenuate or enhance the development of in-
flammation, depending on which immune mechanisms
predominate in each disease [26].

Gal-3 has an important role in cardiovascular diseases [27].
Elevated serum levels of Gal-3 in patients with acute and
chronic heart failure have been reported to be predictive of

disease outcome [28]. In experimental model of viral myocar-
ditis, it has been shown that Gal-3 produced by macrophages
in heart lesions promoted cardiac inflammation [29]. Thus,
Gal-3 could be a potential therapeutic target for the treatment
of various cardiovascular diseases.

The role of Gal-3 in EAM has not been studied. It is a given
fact that C57BL/6 mice are relatively resistant to cardiac
peptide-induced EAMwhich it was of interest to explore their
susceptibility to EAM in the absence of Gal-3. In this study,
we investigated whether the disruption of the Gal-3 gene in
C57BL/6J mice would affect the development of
MyHC-α334–352 peptide-induced EAM. Our results demon-
strate that depletion of Gal-3 enhanced the severity of EAM
by facilitating type 2 myocardial inflammation.

Materials and methods

Experimental animals

Eight-week-old male Gal-3-deficient mice on the C57BL/6J
background (Gal-3KO) and their littermate controls, wild-
type (WT) C57BL/6J mice, were obtained from the
University of California Davis (Davis, CA; by courtesy of
D.K.Hsu and F.T.Liu). Targeted disruption of mouse Gal-3
gene was performed in C57Bl/6J embryonic stem cells, and
mice homozygous for disrupted gene were obtained [30].
Breeding pairs of Gal-3KO and WT C57BL/6 mice were
maintained in animal facilities of the Faculty of Medical
Sciences, University of Kragujevac, Serbia. The genotypes
of WT and Gal-3KO mice were confirmed by PCR. Mice
were housed under standard laboratory conditions. All animal
experiments were approved by the Ethical Committee of the
Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac,

�Fig. 1 Gal-3 deletion enhances myocardial hypertrophy and inflammation
as evaluated by increased number of inflammatory cells, and level of
degeneration and necrosis in EAM. a. Gal-3KO mice have significantly
higher heart vs. body weight ratios compared to WT mice on day 21 after
EAM induction. b.Gal-3KO mice have a significantly higher EAM sever-
ity score which included the degree of heart infiltration, degeneration, and
necrosis compared to WT mice. c. Images of H&E staining of paraffin-
embedded normal heart tissue sections (original magnification × 200, scale
bar = 50μm). d. Images of H&E staining of paraffin-embedded heart tissue
sections (original magnification × 200, scale bar = 50 μm). Increased infil-
tration of mononuclear cells in hearts of Gal-3KO mice than in WT mice
(arrows). e. Images of H&E staining of paraffin-embedded heart tissue
sections (original magnification × 200, scale bar = 50 μm). The interstitial
space was enlarged (thick arrows). Gal-3KO mice exhibited signs of in-
creased degeneration and necrosis with cardiac muscle fibers without nu-
clei and with the loss of transverse stratification (thin arrows). Combined
results of three experiments (n = 9 mice/group). Data are shown as a me-
dian (middle line of the box) and percentiles 25 and 75 (inferior and supe-
rior borders of the box), 5 and 95 (vertical lines outside the box), *P < 0.05,
Mann-Whitney U test
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Serbia (01-2630). The animal experiments were performed
conform the guidelines from Directive 2010/63/EU of the

European Parliament on the protection of animals used for
scientific purposes.

Immunol Res (2018) 66:491–502 493

Author's personal copy



Fig. 2 Gal-3 deletion enhances infiltration of T cells and eosinophils in
the hearts of cardiac peptide-immunized mice. a.More numerous CD45+

leukocytes in hearts of Gal-3KO mice compared to WT mice (right pan-
el); images of CD45+ cells (arrows) in hearts of WT and Gal-3KO mice
(left panel). b. Gal-3KO mice have significantly higher number of heart-
infiltrating CD3+ T cells than WT mice (right panel); images of CD3+

cells (arrows) in hearts ofWTand Gal-3KOmice (left panel). c. Increased
number of heart-infiltrating F4/80+ macrophages in Gal-3KO mice com-
pared to WT mice (right panel); images of F4/80+ macrophages (arrows)
in hearts of WT and Gal-3KO mice (left panel). d. Immunostaining of

CD45, CD3, and F4/80 on paraffin-embedded heart sections from WT
and Gal-3KO mice (original magnification × 200, scale bar = 50 μm). e.
Increased influx of eosinophils (arrows) in the hearts of Gal-3KO mice
during EAM; images of H&E staining of paraffin-embedded heart tissue
sections (original magnification × 400, scale ba r = 50 μm). The results of
three experiments (n = 9 mice/group). Data are shown as a median (mid-
dle line of the box) and percentiles 25 and 75 (inferior and superior
borders of the box), 5 and 95 (vertical lines outside the box), *P < 0.05,
Mann-Whitney U test
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Induction of EAM

EAM was induced by subcutaneous administration of 200 μl
suspension at two sites over the hind flanks. The suspension
consisted of 100 μg myocarditogenic peptide (MyHCα334–

352, Shanghai ShineGene Molecular Biotech) in 100 μL of
PBS, emulsified with 100 μL complete Freund’s adjuvant
(CFA) (Sigma-Aldrich, Germany) with 0.5 mg heat-
inactivated Mycobacterium tuberculosis (strain H37 RA;
Difco Laboratories, Detroit, MI). Each mouse was immediate-
ly, thereafter, injected intraperitoneally and 48 h later with
200 ng pertussis toxin (List Biological Laboratories,
Campbell, USA) in 100 μL 0.9% NaCl. Mice were sacrificed
on day 21 following immunization and hearts and blood were
collected for further analyses [8].

Histological assessment of EAM

Mouse hearts were removed and fixed in 10% buffered for-
malin fixative overnight. Paraffin wax-embedded hearts
(5 μm), from nine mice per group, were cut from base to apex
and stained with hematoxylin and eosin (H&E).

For evaluating the severity of EAM, histology scoring sys-
tem was used [31] and microscopy was performed in blinded
fashion by two investigators (S.M. andM.M.K.). Localization
of the inflammatory infiltration was quantified as described: 0-
disease free; 1-apex; 2-lateral wall; 3-septum. To assess the
intensity of inflammatory infiltration, the following score was
used: 0-no infiltrates in the visual field; 1-less than 5 individ-
ual mononuclear cells in contact with the sarcolemma in the
visual field; 2–5-20 single mononuclear cells in contact with
the sarcolemma in the visual field; 3-more than 20 individual
mononuclear cells in contact with the sarcolemma in the visu-
al field. Evaluation of the degree of degeneration and necrosis
of cardiomyocytes was quantified using the following score:
grade 0-no disease; grade 1-< 10% of the observed field; grade
2–11-30% of the observed field; grade 3–31-50% of the ob-
served field; grade 4–51-90% of the observed field; grade 5->
91% of the observed field. The images were captured with a
light microscope (Olympus) equipped with a digital camera.
Score is calculated for each of the tissue clip and compared
with a control.

Detection of IgG deposits by confocal fluorescence
immunocytochemistry

The detection of IgG deposits and IgG-positive cells in the
hearts was performed by immunofluorescence. Hearts were
isolated from Gal-3KO mice and WT mice and immediately
frozen. Sections (5 μm) were cut on a cryostat, fixed in ace-
tone, and washed in PBS (phosphate buffered saline) two
times and blocked with 1% BSA in PBS for 15 min. Diluted
goat anti-mouse IgG (FITC)-labeled antibodies (ab7064,

Abcam, Cambridge, UK) were incubated 1 h at room temper-
ature in a humid chamber. The presence of IgG deposits and
IgG-positive cells was determined by observation on a confo-
cal laser microscope (Axiovert 200M, LSM 510 Laser
Module, Zeiss, magnification × 630). The fluorescence inten-
sity of stained heart tissue sections from each animal (five
mice per group) was calculated using ImageJ software
(NIHh, Bethesda, MD), and expressed as mean value of the
fluorescence intensity.

Immunohistochemical analysis of heart-infiltrated
mononuclear cells

For the immunohistochemical staining, we used paraffin-
embedded heart sections (5 μm). Deparaffinized tissue sec-
tions were incubated with primary rabbit anti-CD45
(ab10558, Abcam, Cambridge, UK), primary rat anti-F4/80
(ab15694, Abcam, Cambridge, UK), mouse monoclonal
CD3 (PC3/188A: sc-20047, Santa Cruz Biotechnology), and
rabbit anti-rat IgG (ab6703, Abcam, Cambridge, UK) follow-
ed by visualization using HRP/DAB detection IHC Kit
(ab64259, Abcam) and sections were counterstained with
Mayer’s hematoxylin. Sections were photomicrographed with
a digital camera mounted on a light microscope (Olympus
BX51, Japan), digitized, and analyzed. Analysis was per-
formed on 10 fields/section (magnification × 200). Results
are presented as mean number of positive cells per field.

Flow cytometric analysis of heart-infiltrated
mononuclear cells

Cells were labeled with fluorochrome-conjugated monoclonal
antibodies: CD45, CD3, CD4, CD8, CD11c, F4/80, CD206,
or isotype-matched controls (BD; eBioscience; BioLegend,
San Diego, CA, USA). For flow cytometric analysis of intra-
cellular cytokines, cells were activated with PMA (50 ng/ml)/
ionomycin (500 ng/ml) (Sigma-Aldrich) with Golgy Stop (BD
Bioscience) for 4 h and stained with fluorochrome-labeled
anti-mouse mAb specific for IL-4, IL-13, IL-33, and IFN-γ.
Cells were acquired using FACSCalibur Flow Cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA) and analyses performed using
FlowJo (Treee Star, Ashland, OR, USA).

Serum cytokine levels

Serum levels of IL-4, IL-33, IFN-γ, TNF-α, and IL-10
were determined using commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the
manufacturer’s instructions.
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Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using SPSS
version 22.0. Statistical significance was determined by t
test and, where appropriate, by Mann-Whitney U test.
Data are presented as mean ± SEM or as median (25th,
75th percentiles) and P < 0.05 was considered to be sta-
tistically significant.

Results

Gal-3 deletion enhances the severity
of Myhcα334–352-induced myocarditis in C57BL/6J
mice

WT and Gal-3KO mice were immunized with Myhcα334–

352, sacrificed on day 21 and hearts removed for the eval-
uation of EAM severity. Cardiac hypertrophy, as assessed
by the ratio of heart weight to body weight, was signif-
icantly higher in Gal-3KO mice compared to WT mice
(Fig. 1a, P < 0.05). EAM histology score, which included
the degree of inflammatory infiltration, and the degree of
cardiac muscle degeneration and necrosis, was markedly
higher in Gal-3KO compared to WT mice (Fig. 1b, P <
0.05). Figure 1c shows that deletion of Gal-3 did not
affect the structure of the heart muscle tissue.

The hearts of Gal-3KO mice after immunization showed
more pronounced inflammatory foci, cardiac muscle degen-
eration, and necrosis (Fig. 1d, right vs left panel). WT mice
exhibited very mild cardiac muscle degeneration (Fig. 1e,
left panel). Heart muscle fibers of Gal-3KO mice exhibited
clear signs of hypertrophy with partial irregular distribution.
Muscle cell nuclei were hypertrophic or vesicular, an indi-
cation of muscle cell necrosis. The interstitial space was
enlarged and hypercellular, mainly due to the increased
infiltration of mononuclear cells. Cardiac muscle fibers of
Gal-3KO mice exhibited signs of degeneration and necro-
sis, as shown by muscular fibers that were without nuclei
and interrupted with the loss of transverse stratification
(Fig. 1e, right panel). These pathological changes were
minimal in the hearts of WT mice.

Increased infiltration of CD45+ leucocytes, CD3+ T
cells, F4/80+ macrophages, and eosinophils in hearts
of Gal-3-deficient mice with EAM

We next investigated the composition of the mononuclear
cell infiltrate on the longitudinal cross sections of the heart
tissue using immunohistochemistry. In comparison to WT
mice, Gal-3KO mice had significantly higher numbers of
CD45+ leucocytes in their hearts after EAM induction
(Fig. 2a, P < 0.05). Similarly, CD3+ T cells were

significantly more numerous in the heart tissue of Gal-
3KO mice during EAM (Fig. 2b, P < 0.05). Figure 2c
shows the increased presence of F4/80+ macrophages in
the hearts of Gal-3KO mice than in WT (P < 0.05).

Furthermore, hearts of Gal-3KO mice contained scattered
eosinophils which could not be detected in the hearts of WT
mice. Heart-infiltrated eosinophils in Gal-3KO mice had red
stained granules and a donut-shaped nucleus, typical charac-
teristics of mouse eosinophils as shown in Fig. 2d.

Gal-3 deficiency enhances the number
of heart-infiltrating Th2 cells in EAM

We next analyzed the phenotype of heart-infiltrating T
cells by flow cytometry in Gal-3KO and WT mice. We
found higher total number of CD4+ lymphocytes in the
hearts of Gal-3KO mice compared to WT mice (Fig. 3a,
right graph, P < 0.05), whereas the frequencies of CD4+

lymphocytes did not differ between two genotypes of
mice (Fig. 3a, left graph). There was no difference in
the percentage and number of CD8+ cells between
groups of mice as shown in Fig. 3b.

We next determined intracellular cytokine profiles of
heart-infiltrating CD4+ T cells. The percentage and total
number of IL-4-expressing CD4+ cells (Th2 cells) were
significantly higher in Gal-3KO mice than in WT mice
(Fig. 3c, both P < 0.05). Similarly, hearts of Gal-3KO
mice contained significantly higher percentage and total
number of IFN-γ-expressing CD4+ cells (Th1 cells)
(Fig. 3d, both P < 0.05). Based on the obtained results of
increased number of IL-4-producing Th2 cells and IFN-γ-
producing Th1 cells in Gal-3KO mice during EAM,
which are involved in strong antibody production, we
next looked for the IgG deposits in the hearts.

We showed that Gal-3 deficiency resulted in in-
creased amount of IgG deposits and more numerous
IgG-positive cells in the hearts during EAM as shown
in Fig. 3e (P < 0.05). Figure 3f shows images of scarce
IgG deposits in WT mice (left panel), large amount of
IgG deposits along the Gal-3KO cardiomyocytes (mid-
dle panel), and IgG-positive cells (right panel) in the
hearts of Gal-3KO mice.

Gal-3 deletion favors polarization of alternative
activated macrophages and increased influx of IL-13+

dendritic cells in hearts of Myhcα334–352-immunized
C57BL/6J mice

Based on the obtained results of increased presence of Th2
and Th1 cells in the hearts of Gal-3KO mice, we sought to
determine the percentage and absolute number of M1 and M2
macrophages in their hearts during EAM.
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Fig. 3 Gal-3 deletion increased the influx of CD4+IL-4+ cells and amount of
IgG deposits in the hearts following immunization with Myhcα334–352. a.
Percentage and total number of CD4+ lymphocytes in WTand Gal-3KO mice
during EAM. b. Percentage and total number of CD8+ lymphocytes inWTand
Gal-3KO mice during EAM. c. Percentage and total number of IL-4-
expressing CD4+ lymphocytes in WT and Gal-3KO mice during EAM repre-
sentative dotplots of heart-infiltrating CD4+IL-4+ cells in WT and Gal-3KO
mice (right panel). d. Percentage and total number of CD4+IFN-γ+ Th1 cells in
WT and Gal-3KO mice. Representative dotplots of heart-infiltrating

CD4+IFN-γ+ cells in WT and Gal-3KO mice (right panel). e. Quantification
of amount of IgG deposits and IgG-positive cells by mean fluorescence inten-
sity in hearts of WTandGal-3KOmice. f. Immunofluorescence images of IgG
deposits and IgG-positive cells (arrows) in the hearts of WT and Gal-3KO
mice. IgG deposits and IgG-positive cells is seen along the cardiomyocytes
in the hearts of Gal-3KO mice. There was less IgG deposits and IgG-positive
cells in the heart of WT mice (magnification × 630 scale bar = 20 μm).
Combined results of three experiments (n = 9 mice/group), presented as mean
± s.e.m., *P < 0.05, Student’s t test
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The percentage of F4/80+ macrophages did not differ
between two groups of mice, whereas total number of F4/
80+ macrophages in the hearts was significantly higher in
Gal-3KO mice than in WT mice (Fig. 4a, P < 0.05).
Percentage and the total number of M1 macrophages did
not differ between Gal-3KO and WT mice during EAM
(data not shown). Total number of M2 macrophages (F4/
80+CD206+) was significantly higher in Gal-3KO com-
pared to WT mice (Fig. 4b, P < 0.05). In addition, total
number of heart-infiltrating IL-13-expressing F4/80+ M2
macrophages was significantly higher in Gal-3KO com-
pared to WT mice (Fig. 4c, P < 0.05). Similarly, in com-
parison to WT mice, total number of IL-33-expressing F4/
80+ macrophages (Fig. 4 d, P < 0.05) was significantly
higher in the hearts of Gal-3KO mice.

The frequency and total number of dendritic cells
(CD11c+CD11b−) were significantly higher in the hearts
of Gal-3KO mice than in WT mice during EAM (Fig. 4e,
both P < 0.05). Furthermore, we show significantly higher
percentage and total number IL-13-expressing CD11c+

cells in Gal-3KO hearts (Fig. 4f, both P < 0.05).

Gal-3 deletion increases serum levels of IL-4 and IL-33
in Myhcα334–352-immunized C57BL/6J mice

We next examined the levels of IL-4, IL-33, IFN-γ,
TNF-α, and IL-10 in the sera of WT and Gal-3KO mice
on day 21 after EAM induction. Immunization with
Myhcα334–352 induced significant increase of serum levels
of IL-4 in Gal-3KO mice compared to WT mice (Fig. 5a,
P < 0.05). Gal-3KO mice had significantly higher levels
of IL-33 in their sera in comparison to WT mice
(Fig. 5b, P < 0.05). Serum levels of IFN-γ (Fig. 5c) and
IL-10 (Fig. 5d) and TNF-α (data not shown) did not differ
between Gal-3KO and WT mice.

Discussion

The hallmarks of EAM are the presence of inflammatory
infiltrates consisting of T cells and macrophages, autoan-
tibodies to cardiac antigens, degeneration and necrosis of
cardiomyocytes, and dilated cardiomyopathy [32].
C57BL/6J mice develop only very mild disease after chal-
lenge with CM or peptide with immunodominant epi-
topes. In this study, we demonstrated that deletion of
Gal-3 in C57BL/6J mice enhances Th2-type inflammation
and also the presence of Th1 cells in their hearts during
EAM compared to WT mice. These results clearly dem-
onstrate that ablation of Gal-3 resulted in increased sever-
ity of Myhcα334–352-induced autoimmune myocarditis in
C57BL/6J mice.

We show that Gal-3KO mice had more numerous T
cells, macrophages (Fig. 2a–c), and eosinophils (Fig. 2d)
in their hearts on day 21 of EAM. Moreover, hearts of
Gal-3KO mice had increased number of both IL-4- and
IFN-γ-producing CD4+ T cells (Fig. 3c, d). Here, elevated
IL-4 and IL-33 serum levels were found in Gal-3KO mice
(Fig. 5a, b), the findings that indicate the association of
Th2 phenotype with more severe inflammation in the ab-
sence of Gal-3. In addition, we found increased IgG de-
posits and IgG-positive cells in the hearts of Gal-3KO
mice (Fig . 3e– f ) , which may cause damage of
cardiomyocytes by triggering antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity [33]. Th1, Th2, or Th17 cells have
important roles in the pathogenesis of EAM which pre-
dominance is dependent on mouse strain [34]. Th2 cyto-
kine IL-4 was shown to be a critical mediator of severe
EAM in A/J mice [9] and the absence of IFN-γ aggravat-
ed the severity of the Th2-mediated autoimmune myocar-
ditis in BALB/c mice [35]. Recent study showed that eo-
sinophils were the major IL-4-expressing cell type in the
heart during EAM that cause severe EAM and drove pro-
gression to dilated cardiomyopathy in BALB/c mice [18].
IL-4 may also enhance the severity of EAM through ac-
tivation of B cells and increased production of IgG anti-
bodies [36]. Th17 cells and IL-17A have been shown to
have crucial roles in postmyocarditis cardiac remodeling
and dilated cardiomyopathy [37].

In mice, Gal-3 is being upregulated after activation of Tand
B cells [22, 38]. Our findings of increased presence of Th2
and Th1 cells in the hearts and increased IgG deposits in hearts
of Gal-3-deficient mice are in line with the evidence that in-
tracellular Gal-3 negatively regulates TCR-mediated CD4 T
cell activation at immunological synapses resulting in en-
hanced production of IFN-γ and IL-4 after T cell receptor
engagement [39]. Intracellular Gal-3 inhibits plasma cell dif-
ferentiation [40, 41] and lack of Gal-3 favors antigen-specific

�Fig. 4 Gal-3 deletion favors alternative activation of macrophages in the
hearts of Myhcα334–352-immunized C57BL/6J mice. a. Percentage and
total number of F4/80+ macrophages in WT and Gal-3KO mice during
EAM. b. Percentage and total number of F4/80+CD206+ macrophages in
WT and Gal-3KO mice during EAM representative dotplots of heart-
infiltrating F4/80+CD206+ macrophages in WTand Gal-3KO mice (right
panel). c. Percentage and total number of F4/80+IL-13+ macrophages in
WT and Gal-3KO mice during EAM representative dotplots of heart-
infiltrating F4/80+IL-13+ macrophages in WT and Gal-3KO mice (right
panel). d. Percentage and total number of F4/80+IL-33+ macrophages in
WT and Gal-3KO mice during EAM representative dotplots of heart-
infiltrating F4/80+IL-33+ macrophages in WT and Gal-3KO mice (right
panel). e. Percentage and total number of CD11c+CD11b− dendritic cells
inWTand Gal-3KOmice during EAM. f. Percentage and total number of
CD11c+IL-13+ dendritic cells in WT and Gal-3KO mice during EAM
representative dotplots of heart-infiltrating CD11c+IL-13+ dendritic cells
in WTand Gal-3KO mice (right panel). Combined results of three exper-
iments (n = 9 mice/group), presented as mean ± s.e.m., *P < 0.05,
Student’s t test
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antibody production [42]. More pronounced myocardial dam-
age in Gal-3KO mice was accompanied with more numerous
alternatively activatedM2macrophages in the hearts thanWT
animals (Fig. 4b, c). Similarly, reported data show the link
between predominance of alternatively activated M2 macro-
phages in the hearts and the severity of EAM [13, 43]. Gal-
3KO mice had also higher percentage and number of CD11c+

dendritic cells (Fig. 4e) and type 2 dendritic cells (CD11c+IL-
13+) in their hearts (Fig. 4f). Ericsson et al. demonstrated the
key role for dendritic cells in the EAM induction, as cardiac
dendritic cells loaded with cardiac antigens induced autoim-
mune myocarditis and infiltration of CD4+ T cells in myocar-
dium [7]. Further, Bellinghausen et al. reported the key role of
IL-13 produced by human dendritic cells in the production of
Th2 cytokines [44].

Conclusion

Our study indicates that deletion of Gal-3 enhanced se-
verity of myosin peptide MyHCα334–352-induced EAM
in C57BL/6J mice enhancing pathogenic Th2-type in-
flammation in their hearts.
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Sažetak 

 

Uvod: U poslednje dve decenije metoda endovaskularne embolizacije se nametnula 

kao metoda izbora u lečenju nerupturiranih intrakranijalnih aneurizmi. Stoga je problem 

lečenja aneurizmi u regiji PComA, udružene sa slabošću trećeg kranijalnog nerva (TKN), 

postao još kompleksniji. Slučaj pacijenta prikazanog u ovom radu je stvorio dilemu da li 

treba čekati spontani oporavak oftalmoplegije koja je nastala nakon embolizacije 

aneurizme na PComA ili je potrebno sprovesti rano operativno lečenje? 

Prikaz bolesnika: U pacijenta muškog pola 58 godina starosti je dijagnostikovana 

nerupturirana inferolateralno orjentisana bilobarna aneurizma na desnoj ACI u regiji 

ishodišta PComA, dijametra 9mm i širine vrata 6mm. Dan pre planirane embolizacije u 

pacijenta se javila ipsilateralna oftalmopareza, a prvog dana nakon endovaskularne 

procedure došlo je do razvoja kompletne desnostrane oftalmoplegije. Nakon 10 nedelja 

perzistentne oftalmoplegije doneli smo odluku da se sprovede operativno lečenje u vidu 

klipsovanja aneurizme i ekstrakcije koilova. Nakon 18 meseci od operacije došlo je do 

potpunog oporavka funkcije m. levator palpabrae, m. rectus medialis i pupilarne funkcije, 

sa parcijalnim oporavkom funkcije m.obliqus inferior, m. rectus inferior i m.rectus 

superior. 

Zaključak:  prema literaturi očekivano vreme barem parcijalnog oporavka TKN 

nakon embolizacije je tokom prvih nekoliko nedelja. Progresija oftalmopareze u 

ofalmoplegiju uprkos sprovedenom endovaskularnom lečenju, a  bez kliničkog poboljšanja 

nakon 10 nedelja od sprovođenja istog, je shvaćena kao indikator izražene kompresije 

TKN, koja bi dovela do ireverezibilnog oštećenja nerva. Uprkos sve većoj učestalosti 

metode endovaskularne embolizacije u lečenju aneurizmi u regiji PComA koje su praćene 

preoperativnom slabošću TKN, smatramo da je operativno lečenje bilo neophodno. Ostaje 

pitanje da li je naša reakcija u ovom slučaju zakasnila? 

Ključne reči: unutrašnja karotidna arterija, oftalmoplegija, aneurizma  

 

 

 



 

Summary 

Introduction: In the  last two decades a method of endovascular embolization has 

been   imposed   as   a   method   of   choice   in   the   treatment   of   unruptured   

intracranial aneurysms. Therefore, the problem of treating posterior communicating artery 

(PcomA) aneurysms   presenting   with   the   third   cranial   nerve   (TCN)   palsy   has   

become   even more complex. The case of a patient reported in the paper itself has 

presented a dilemma of whether   to   wait   for   spontaneous   resolution   of  

ophthalmoplegia   developed   after   the coiling of a PcomA aneurysm or whether to 

implement an early surgical treatment? 

A case report: An unruptured saccular aneurysm, directed inferolaterally in the right 

ICA segment in the position of the PcomA origin, was diagnosed in a 58-year-old male 

patient. The aneurysm was measuring 9 mm in diameter while the neck was measuring 5 

mm. The day before the planned embolization, the patient developed ipsilateral 

ophthalmoparesis, whereas the   first   day   after   the   endovascular   procedure was 

completed, the patient developed right-sided complete ophthalmoplegia. Ten weeks after 

the endovascular embolization our team decided to perform a microsurgical treatment 

including aneurysm clipping and coil extraction. Eighteen months after the surgery,   the   

patient   made   a   full   recovery   of   the   functions   of   m.   levator palpabrae,   m.   

rectus   medialis   and   pupillary  function,  with  a  partial   recovery  of  the functions of 

m. obliqus inferior, m. rectus inferior and m. rectus superior. 

Conclusion: according to medical research and literature, the partial recovery of 

TCN palsy is expected to happen in the first few weeks after embolization. Despite the 

completion of endovascular treatment progression of ophthalmoparesis to ophthalmoplegia 

without any simptoms of clinical improvement after 10 weeks is considered to be an 

indicator of long-standing TCN compression, which can lead to irreversible nerve damage. 

Despite the increase in the use of an endovascular embolization method in the treatment of 

PComA aneurysms preceeded by the TCN palsy, neurosurgical treatment is believed to 

have been necessary. One question is yet to be answered: did we react too late in this 

particular case? 

Key words: Carotid Artery, Internal; Ophthalmoplegia; Aneurysm.  



 

 

 

 

INTRODUCTION 

 

The   question   of   an   effective   treatment   alternative   of   unrupted   

intracranial aneurysms   poses   a   particular   problem   encountered   by   neurosurgeons,   

especially nowadays when the detection rate of aneurysms during routine  neurodiagnostic 

examinations has been increased (1). Particular neurosurgical approaches have always been 

required for the treatment   of   posterior   communicating   artery   (PComA)   aneurysms.  

These   aneurysms reported to occur in 13-30% of all cases cause the third cranial nerve 

(TCN) palsy  (2). Therefore, even before the era of ’high definition’ neuroimaging, 

aneurysms have been detected   prior   to   the   occurence   of   spontaneous   subarachnoid   

hemorrhage  due to aneurysmal rupture. The clinical presentation of unruptured PComA 

aneurysms  includes symptoms associated not only with the TCN palsy, but with 

retrobulbar pain as well (3). Considering   the   wide   use   of   endovascular   coil   

embolization   to   treat   unruptured intracranial   aneurysms   (4),   particularly   in   the   

last   decade,   the   problem   regarding optimum management of unruptured PComA 

aneurysm has become even more complex. 

Possible mehanisms for the occurrence of the  TCN  palsy caused by a PComA 

aneurysm are the following: aneurysm induced mass effect and consequent compression of 

neighboring nerve, pulsatile effects of aneurysm and the combination of the latter two 

mechanisms.  Coiling of PComA aneurysms  was  considered to  affect the compression 

effect on the TCN, and aneurysms in this region were believed to require surgical 

treatment. However, in the past few years there has been an increasing number of reports 

speaking in favour of complete symptomatic recovery or partial relief from the TCN after 

coil embolization (5-7). Also, they refer to the fact that no significant differences were 

recognized in the clinical outcome observed while following treatment compared with 

surgical clipping aneurysms (8-10). 

The patient’s case presented in our paper has initiated a dilemma related to until 

which moment or whether to wait for a spontaneous recovery of the TCN palsy which 



 

progression is observed immediately after endovascular coiling of an unruptured PComA 

aneurysm.  Once more, the reported case put an emphasis upon the complexity of 

pathology manifested within the case itself along with the emergence of taking a patient-

centred approach which should be tailored to each individual.  Other possible 

complications relating to the management of a PComA aneurysm have also been discussed 

within the paper itself. 

 

CLINICAL PRESENTATION 

 

A   58-year-old   male   patient   was   admitted   to   the   outpatient   clinic   of   the 

Department   of   Neurology   because   of   repeated   episodes   of   right-sided   headaches 

followed by ipsilateral  retrobulbar  pain.  The computed   tomography  (CT)  scan  of 

endocranium revealed   no   evidence   of  intracranial  hemorrhage or   any  other   

pathological   lesions. During   the   further   course   of   examination,   magnetic   

resonance   (MR)   angiography   was performed, complete with the digital subtraction 

angiography (DSA) study. With 3D DSA   of   the   cerebral   vessels,   an   unruptured   

aneurysm   was   recognized  (Fig.1A). It revealed a bilobed saccular aneurysm of the right 

internal cartoid artery (ICA) proximal to the PComA origin, directed inferolaterally. A 

diameter of  the aneurysm sac was 9 mm, with a proximal neck diameter of 6 mm and 

a dome-to-neck ratio of 1.5.  Endovascular coil embolization was recommended as an 

initial treatment. It was also planned along additional placement of a stent for the finally 

recovery of aneurysm. 

The day before the scheduled endovascular embolization the patient developed a 

TCN palsy causing ptosis which was accompanied by lateral deviation in the right eyeball. 

Although it was followed by ophthalmoparesis, the procedure   of   endovascular   

embolization   (EE)   was   administered   in   order   to   relieve compression of TCN by 

relieving pulsating effect of the aneurysm. 

The EE was performed and after treating the intracranial wide-necked aneurysm, 

approximately   75%   of   the   total   aneurysm   sac   volume   was   filled,  which was 

revealed by the immediate postprocedural DSA images (Fig. 1B). However, in the 

immediate postprocedural course the patient developed right-sided  ophthalmoplegia, 



 

including drooping of the upper eyelid (ptosis),  pupilary dilation (mydriasis)  and paralysis 

of the bulbomotor muscles innervated by TCN. 

Eight   weeks   after   procedure   there   was   no   regression   of   neurological  

deficit. Taking into consideration that it was not possible to completely fill the aneurysm 

and that in   the   postprocedural   course   the   patient   exhibited   the   progression   to   

complete ophthalmoplegia, our clinical team decided to perform neurosurgical operative 

treatment 10 weeks after the endovascular embolization. 

After the right-sided pterional craniotomy, due to the level of magnification 

increased by an operating microscope it was enabled to present the right n. opticus and 

right ICA in the first place. In a microdissection procedure a wide-necked aneurysm was 

first identified on  the posterolateral wall of the ICA proximal to the PComA origin, with  a  

fundus  which was  directed inferolaterally, causing compression of the TCN (Fig. 2A). N. 

oculomotorius presented a flatter surface, while the fundus caused its slightly elevated 

prominence and convex outer surface. The two clips were placed across the neck of the 

aneurysm – a slightly curved clip,   measuring   9   mm and   the   straight   one,   

measuring   8,3   mm   (Fig.   2B).   Then, microdissection of the aneurysm fundus was 

carried out. Using the microscissors, the fundus was cut sharply and the placed coils were 

gradually removed (Fig. 2C, 2D). The TCN compression was relieved completely, but 

nerve was bent and arch-shaped and it was made thinner. 

In the early postoperative period after surgery the patient awoke with right 

ophthalmoplegia.  Immediate postoperative angiography showed the absence of aneurysm 

rest (Fig. 3). The postoperative course was uneventful. Examination performed two months 

after surgery revealed regression   rate   of   neurological   deficit.  The   patient   was   

found   to   have   made   a   full recovery, with resolution of the eyelid ptosis first, which 

was followed by the recovery of external ocular movement and then improvement in 

pupillary function.  Follow up data concerning   the patient's   neurological state   were   

collected   during   a 6-month   period. Eighteen months after the surgery the patient had 

made a  full recovery of the functions of m. levator palpebrae, m. rectus medialis and pupil 

function. It also demonstrated that the patient had made a partial recovery of the functions 

of  m. obliquus inferior, m. rectus inferior and m. rectus superior. 

 



 

DISCUSSION  

Although it can be stated that the adequate management of unruptured intracranial    

aneurysms   is   still   one   of   the   most   controversial   topics   (11),  unruptured PComA  

aneurysms, presenting with TCN palsy, require urgent treatment to maximize the potential 

of functional recovery and prevent subarachnoid hemorrhage (12). A surgical procedure of 

aneurysm clipping used to be a  method applied in a standard treatment of TCN palsy 

caused by an expanding PComA aneurysm (13). Also, the mechanism of recovery by 

surgical clipping was known to be effective by relieving the mass effect. As the method of 

endovascular embolization has been more widely used over time, more cases have been 

reported along with a minor case series of patients   who   have   made   a   functional   

recovery   of   TCN   after  coiling of an  PComA aneurysm  (5-7). Recovery mechanism of   

TCN   following coil embolization is related to loss or decrease of aneurysmal pulsation, 

despite the fact that the mass effect was not completely relieved. There is also evidence 

indicating that after embolization the aneurysm volume decreases by 30% within the period 

lasting from 2 to 12 months (14). 

Although some studies  suggested that surgical clipping was associated  with a 

higher incidence of  recovery of   the   TCN  and higher   recovery   level   in   comparison   

with endovascular treatment (15), meta-analysis of all similar available studies showed that 

there were no statistically  significant differences in clinical outcome and rate of complete 

recovery between the two groups of patients following coil embolization and surgical 

clipping (9, 10). The findings suggested that oculomotor nerve palsy may result not only 

from mechanical compression by coils but also from inflammation induced by 

perpendicular thrombosis occurring immediately after endosaccular embolization (11).  

The prognosis of TCN palsy mainly depends on the degree of preoperative deficit.   

Gender,  age   and   size   of   the   aneurysm   had   no   influence   on   the   functional 

recovery of the nerve (6, 7, 10, 17). The importance of interval between the onset of palsy 

and the time of operation/embolisation seems to be contradictory when compared to the 

recovery of the nerve according to the results obtained by various authors (7, 12).   Patients   

usually   experienced   complete functional recovery of   TCN   within 3 months of 

surgery/embolization. However, full recovery may also take two years. (6, 7, 17).  



 

Ptosis   is   generally   the   first   symptom,   and   it   frequently   shows   the   

earliest recovery of all other disturbed oculomotor functions after surgery. The restitution 

of the single ocular  muscle  functions shows a fairly  constant  course:  the  levator  

palpebrae muscle  and  the m.rectus  medialis show rapid  recovery.  The  parasympathetic   

fibres follow  next, but normal function  of elevation  and  depression of the  ocular bulb 

(m. rectus sup., m. obliquus inf. and m. rectus inf.) is often delayed. The above mentioned 

clinical course of  TCN recovery in patients after clipping completely correlates with the 

clinical data of the patient reported here, regarding his/her functional recovery (13). 

Endovascular embolization of PComA aneurysms imposes a problem of anatomical 

specificity of the location of an  aneurysm, based on which  the following types of 

aneurysms can be identified: ,,true PComA aneurysms”, aneurysms which arise on the 

posterolateral wall of the ICA  located proximal to the origin of the PComA and ICA 

communicating segment aneurysms distal to the origin of the PComA (18). In the first 

aneurysmal type  neck of the aneurysm originate of the PCom artery itself and is often 

associated with large or fetal PComA arteries. In the most common second type the neck of 

the aneurysm can partially  incorporates the PComA artery (9), which was not present in 

our reported patient, although the aneurysm neck was closely related to the PComA origin. 

Although it is a seemingly irrelevant classification of a small segment of blood vessels at 

the base of the brain, its significance is highlighted in the era of endovascular embolization. 

As for  recommendations   given   for   the   first   two aforementioned subgroups of 

aneurysms, microsurgical treatment performed by placing adequately   modified   clips   is   

being   recommended.   Endovascular  embolization   of  the mentioned aneurysms is often 

incomplete due to the efforts invested in order to save the PComA origin. This is followed 

by aneurysm recurrence, while stent placement may compromise perforant branches. The 

location of the branches cannot be determined without   performing   neurosurgical   

microdissection.   ICA   communicating   segment aneurysms distal to the origin of the 

PComA can be adequately treated by microsurgical treatment and endovascular 

embolization (18). 

              In the past few years, it has been reported an increasing number of aneurysms 

demanding   operative   treatment immediately   after   the   performed   procedure   of 

endovascular   embolization.   In   our   viewpoint,   it   is   a   result   of   inadequate 

diagnostic indications for aneurysm coiling procedures. Based on the literature, the most 



 

common indications for operative treatment of previously coiled aneurysms were the 

following: incomplete aneurysm occlusion, aneurysmal regrowth and coil herniation (19). 

A few case series of patients demonstrated that microsurgical treatment of the given 

aneurysms was associated with a low incidence of serious complications and favourable 

clinical outcome  in  most  cases. When reviewing  the  mass  effect  of  an  aneurysm,  

numerous authors consider utilizing a aneurismal sac evacuation technique to be their first 

choice regardless  of   aneurysm   location   and   nerve   deficits   it   causes   (20).   Taking   

into consideration all the available literature, we have not been able to identify a case of 

microsurgical treatment of a PComA aneurysm where ophthalmoparesis progressed to 

acute TCN palsy immediately following the coiling procedure. 

Due to all mentioned above, we are facing the following clinical dilemma: to wait 

for   a  spontaneous  recovery   of  developed   ophtalmoplegia  after   the  coiling   of  a 

PcomA aneurysm or not and how long we should wait. In addition, is it necessary for 

patients to undergo operative treatment as soon as possible? Or, to rephrase our question: 

can our patient’s state be led to the point of irreversible TCN damage by taking an 

expectation approach? The literature published so far does not give clear guidelines related 

to a reasonable time frame to expect the recovery of the nerve after endovascular 

embolization. Although it has been noticed that the recovery of TCN palsy can take even a 

whole year after the embolization have been performed, it is all about cases where initial 

regression of weakness symptoms has appeared in the first few weeks after the intervention 

(6, 7). Taking into consideration all the findings revealed up to this point, we believed that 

concerning our patient’s case we had run out of time and that microsurgical intervention 

was necessary. The progression of ophthalmoparesis to ophthalmoplegia that  did not 

improve within ten weeks, was considered in our opinion to be an indicator of long-

standing compression of the TCN. In the following postembolization course, it could lead 

to irreversible TCN damage. Having completed further analyses of  the  clinical course  and  

intraoperative findings, we concluded that the right decision was made at the given 

moment, the one related  to  the  further patient’s treatment. The decision was made  for  

the  purpose  of prevention  of  permanent  nerve deficit.  Still, one question remains to be 

answered: did we react in a timely manner? Additionally, is the progression of 

ophthalmoparesis to ophthalmoplegia after coiling considered to be a early predictor of 

unfavourable outcome of the recovery of TCN which demands operative treatment in the 

first few days? All the additional questions that may arise concerning the given topic 



 

remain unanswered for the state being due to the lack of reported cases of patients with the 

clinical course similar to the one presented within our case report. 

 

CONCLUSION 

               Despite the increasing frequency of use of endovascular embolization in the 

treatment of  unruptured  PComA aneurysms  presenting  with  the  TCN palsy,  it is  our 

viewpoint that concerning the cases with weakness showing markedly progression towards 

complete ophtalmoplegia after EE is performed – the patients are required to undergo 

surgery. The   surgery   is   to   be   performed   by   placing   a   clip  over   the   neck   of   

an   aneurysm and by the use of the technique of coil extraction in order to decompress the 

oculomotor nerve. Simultaneously, it is neccessary   to   take   into   account   the   time   

factor, because the acute complete ophtalmoplegia occuring after the coiling of a PcomA 

aneurysm should be taken as an indicator of a predominantly expressed compression of the 

TCN. The compression may lead to irreversible nerve damage, resulting in permanent 

nerve deficit. In the case of the aforementioned   clinical   course   microsurgical   

procedure   is   advised,   by   which   the aneurysm mass effect could be relieved. 

Unfortunately, based on our own experience and the given literature, we have to state that 

nothing can be said about the period of time recommended for the patient to undergo 

surgery which is considered to be  more invasive treatment modality. However, in this case, 

according to the authors of the paper itself – the utilized modus of treatment was highly 

necessary. 
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Fig. 1:   Preoperative cerebral digital subtraction angiography   (DSA)  shows (A)  bilobed 

saccular   aneurysm   of  posterolateral   wall  of   the  internal  carotid   artery (ICA), 

communicating segment, aneurysmal sac was  measuring 9 mm in diameter while the neck 

was measuring 6 mm in diameter, with a fundus  which was directed inferolaterally. (B) 

DSA  immediately  after   coil endovascular  embolization  shows  that approximately   

75%   of   the   total   aneurysm   sac   volume   was   filled (arrow),  with a neck residue 

(asterisk).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Fig. 2.  Intraoperative   images   under   magnification (8x)   of   an   operating   microscope 

showes  (A) microdissection   of   an   aneurysmal   sac  (asterisk) (B) by placing   two   

clips   at aneurysmal  neck  which  is  at   posterolateral  wall  of  internal  carotid  artery  

(ICA) followed by the (C) aneurysmal sac opening  and (D) removing of coils from 

aneurysmal sac with third cranial nerv (TKN) decompression.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Fig. 3. Immediate postoperative cerebral digital subtraction angiography shows complete 

obliteration of the aneurysm  
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STANDARD LUMBAR DISCECTOMY 
VERSUS MICRODISCECTOMY  DIFFERENCES 

IN CLINICAL OUTCOME AND REOPERATION RATE
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SUMMARY – Microdiscectomy (MD) is accepted nowadays as the operative method of choice 
for lumbar disc herniation, but it is not rare for neurosurgeons to opt for standard discectomy (SD), 
which does not entail the use of operating microscope. In our study, diff erences in disc herniation re-
currence and clinical outcome of surgical treatment of lumbar disc herniation with and without the 
use of operating microscope were assessed. Our study included 167 patients undergoing lumbar disc 
surgery during a three-year period (SD, n=111 and MD, n=56). Clinical outcome assessments were 
recorded by patients via questionnaire forms fi lled out by patients at three time points. Operation 
duration, length of hospital stay and revision surgeries were also recorded. According to study results, 
after one-year follow up there was no statistically signifi cant diff erence between the SD and MD 
groups in functional outcome. However, we recorded a statistically signifi cant diff erence in leg pain 
reduction in favor of the MD group. According to the frequency of reoperations with the mean follow 
up period of 33.4 months, there was a statistically signifi cant diff erence in favor of the MD group (SD 
6.3% vs. MD 3.2%). Th ere appears to be no particular advantage of either technique in terms of func-
tional outcome since both result in good overall outcome. However, we choose MD over SD because 
it includes signifi cantly lower recurrent disc herniation rate and higher reduction of leg pain.
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Introduction

Elective lumbar discectomy is regarded a good 
treatment option for lumbar disc herniation and one of 
the most common neurosurgical procedures. Discec-
tomy is considered the gold standard in the treatment 
of lumbar disc herniation patients if sciatica or neuro-
logical deficits occur and still persist after a course of 
conservative therapy1,2. In 1934, Mixter and Barr were 

the first to recognize herniated disc as a common cause 

of neural compression in the lumbar spinal canal and 

advocated surgical approach to the problem3. Surgical 

approach, commonly known as standard discectomy, is 

still employed today, accompanied by a number of 

technical modifi cations implemented over years, and 

includes partial hemilaminectomy and partial discec-

tomy for herniated disc removal. A new era in the op-

erative management of lumbar disc herniation began 

in the year 1977 with the use of operating microscope 

for surgical removal of herniated disc material4,5. Soon 

after the introduction of the above mentioned innova-

tion, according to the fi rst results, it was pointed out 

that microdiscectomy was just as effi  cient as standard 
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discectomy, having certain advantages over the latter6. 
Compared with the standard open discectomy, micro-
discectomy enabled the use of smaller incisions of the 
skin and fascia and facilitated a less traumatic surgical 
procedure, thereby reducing postoperative pain and 
hospital stay.

Although microdiscectomy is accepted nowadays 
as the method of choice for the presenting pathology, 
it is not rare for neurosurgeons to opt for standard dis-
cectomy, which does not entail the use of operating 
microscope. Over the last two decades, several kinds of 
operative techniques have been generated in the treat-
ment of lumbar disc herniation patients (chemonucle-
olysis, laser discectomy and endoscopic-assisted tech-
niques), but they have not become widely accepted 
into clinical practice due to having a limited range of 
indications and often unsatisfactory clinical results7-9. 
Th e newer minimally invasive methods (microendo-
scopic or tubular discectomy), which appear to be gen-
erally accepted nowadays, have been proven to be a 
satisfactory alternative to microdiscectomy. Th e major 
advantages of endoscopic discectomy are reported to 
include signifi cantly less muscle damage10 and less 
peridural scar tissue formation11. However, there were 
no statistically signifi cant diff erences in the fi nal clini-
cal treatment outcome12.

Several retrospective13-15 and prospective16,17 ran-
domized studies have been published so far, comparing 
the relative merits of microdiscectomy and standard 
discectomy, which imposes a general conclusion that 
there is no clinically relevant diff erence in the clinical 
treatment outcome even after continuous long-term 
monitoring of patients.

It is our belief that a drawback of prospective ran-
domized studies is the fact that they are highly infl u-
encing the choice of surgical procedure performed by 
the individual surgeon because if the surgeon is not 
familiar with his/her own chosen method, its applica-
tion can aff ect the fi nal clinical treatment outcome. In 
addition, most of the studies are dedicated to the sur-
gical aspects in the treatment of patients, including 
possible complications, surgery duration and hospital 
stay. Although pain assessment method is covered in 
numerous studies, there are quite a few studies that 
include patient self-rated outcome scale, which turns 
out to be essential in the clinical outcome assessment. 
Unlike most other studies, we included the problem of 
recurrent disc herniation that required reoperation.

Our study presents an attempt to make a multidi-
mensional comparison between the course and out-
come of surgical treatment of lumbar disc herniation 
with and without the use of operating microscope.

Patients and Methods

Our study was designed as a prospective non-ran-
domized study and it included patients undergoing 
lumbar disc surgery during the three-year period at the 
Center for Neurosurgery, Kragujevac Clinical Center 
in Kragujevac, Republic of Serbia. Clinical outcome 
assessments were recorded by the patients via ques-
tionnaire forms fi lled out by the patients preoperative-
ly, three months after surgery and properly conducted 
physical therapy program, and also one year after sur-
gery. Th e questionnaires contained the following pa-
rameters: Visual Analog Scale (VAS, 0-10) used as a 
tool in quantifying patient experience of back and leg 
pain intensity and Oswestry Disability Index (ODI, 
0-100%disability) used for assessment of disability and 
functional recovery in patient daily activities. Th e ODI 
is considered the ‘gold standard’ of low back functional 
outcome tools18. Operation duration, length of hospi-
tal stay and revision surgeries were also recorded.

Th e mean follow-up in terms of potential reopera-
tion and other surgical complications in the postoper-
ative period was 33.4 months.

Th e criteria for inclusion into the study were de-
fi ned as: single level lumbar disc herniation; monora-
dicular symptoms with predominant sciatica compared 
to less severe lower back pain; conservative treatment 
failure or intolerable sciatica, or rapidly progressive 
neurological defi cits (including motor defi cits, bladder 
dysfunction, partial and complete cauda equina syn-
drome).

Exclusion criteria were defi ned as a history of pre-
vious lumbar back surgery; signs of spinal instability or 
other spinal abnormalities; excessive obesity; body 
mass index above 3519; and history of psychiatric or 
addiction and mental disorders.

Procedures were performed under general anesthe-
sia and patients were placed in the genupectoral posi-
tion. Th e aff ected interlaminar space was localized by 
lateral x-ray fl uoroscopy just before and with confi r-
mation during surgery. Microdiscectomy was per-
formed after a horizontal skin incision of approxi-
mately 4-5 cm in length above the lumbar spinal seg-
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ments and incision of lumbodorsal fascia and sub-
periostal preparation to the interlaminar space. Using 
the operating microscope (Carl Zeiss Co., OPMI 
Vario/NC33, Oberkochen, Germany), the following 
aspects of the surgery were performed: partial hemi-
laminectomy of the superior and inferior lamina and 
partial fl avectomy. After these aspects had been per-
formed, the herniated disc was removed. In addition, 
all patients were mobilized during the fi rst 24 hours 
after surgery.

Th e protocol of the present study was approved by 
the institutional ethics committee.

Data are presented as mean ± standard deviation 
(SD) or median (range). For comparison of the two 
treatment modalities, the independent samples t-test 
was used for normally distributed data and the Mann-
Whitney test for skewed data. Th e paired samples t 
test was used to test statistical diff erence between two 
time points within each procedure. Th e c2-test was 
used to analyze the association between surgical group 
and reoperation rate. Statistical significance was ac-
cepted at the p≤0.05 level. Statistical data analyses 
were done using SPSS Statistics 22.

Results

During the study period, 223 patients diagnosed 
with lumbar disc herniation underwent surgery by 

four experienced neurosurgeons. Th e study admission 
criteria were satisfi ed by 167 patients and at the same 
time they were available when requested to complete 
the questionnaires. Depending on the surgeon’s prefer-
ence, 111 patients underwent surgery by using the 
method of standard discectomy, that is, without using 
operative microscope, whereas 56 patients underwent 
surgery by the method of microdiscectomy. Th e stan-
dard discectomy group had 57 men and 54 women 
undergoing surgery, whereas the microdiscectomy 
group included 34 men and 22 women. Th e mean age 
of patients in the standard discectomy group (SD) and 
microdiscectomy group (MD) was 44.9 (range: 17-75) 
years and 44.8 (range: 19-67) years, respectively. Th e 
most common level of disc herniation was at the level 
of L5/S1 lumbar vertebrae in both groups (SD, n=61 
and MD, n=28), and then at the level of L4/L5 (SD, 
n=33 and MD, n=17).

Th ere were no statistically signifi cant group diff er-
ences in the operation duration or the length of hospi-
tal stay. In both groups, surgery was usually completed 
during the fi rst hour from the beginning of operation, 
which was observed in 74.3% of SD cases and 68.7% 
of MD cases. Th e mean duration of hospital stay was 
5.6±2.8 (range: 3-9) days in the SD group and 6.7±3.1 
(range: 4-11) days in the MD group.

Th e mean preoperative ODI score in the SD group 
was 58.34±21.32 (range: 23-94) and mean VAS leg 

Table 1. Initial parameters and operation details

Variable
Standard discectomy
group

Microdiscectomy 
group

p value

Number of patients 111 56

Gender
– male
– female

57
54

34
22

Patient age (years) 44.9 (17-75) 44.8 (19-67) p=0.95

Operation duration (h)
<1 h
>1 h

74.3%
25.7%

68.7%
31.3%

p=0.43

Hospital stay (days) 5.6±2.8 6.7±3.1 p=0.87

Preoperative VAS leg pain 7.7±1.9
(range: 2.5-9.2)

8.2±2.1
(range: 2.3-9.6)

p=0.26

Preoperative VAS back pain 4.7±2.2
(range: 1.8-6.5)

4.2±1.9
(range: 1.5-6.2)

p=0.33

Preoperative ODI (%) 58.34±21.32 55.1±19.13 p=0.7

VAS = Visual Analog Scale; ODI = Oswestry Disability Index



V. Kovačević et al. Standard lumbar discectomy versus microdiscectomy

394 Acta Clin Croat, Vol. 56, No. 3, 2017

pain level was 7.7±1.9 (range: 2.5-9.2). Th e mean pre-
operative ODI score in the MD group was 55.1±19.13 
(range: 26-87) and mean VAS leg pain level was 
8.2±2.1 (range: 2.3-9.6). Patients in the SD group had 
a baseline mean low back pain (LBP) score of 4.7±2.2 
(range: 1.8-6.5), whereas patients in the MD group 
had a mean LBP score of 4.2±1.9 (range: 1.5-6.2). 
Th ere was no statistically signifi cant diff erence be-
tween the two groups according to these initial param-
eters (Table 1).

While completing the questionnaires for the sec-
ond time at 3 months postoperatively, signifi cant re-
duction was noted in the perceived pain score for leg 
pain and for LBP in both study groups. Th e mean VAS 
for leg pain in the SD group was 3.0±2.5 (range: 0.5-
7.5), compared to 2.8±2.3 (range: 0-7) in the MD 
group. Th e mean VAS for LBP in the SD group was 
2.1±2.2 (range: 1-5.2), compared to 1.9±2.0 (0-6.1) in 
the MD group. Also, a signifi cant decrease in ODI 
values was observed: 25.67±18.43 (range: 4-63) in the 
SD group and 22.4±16.14 (range: 0-43) in the MD 
group. Th ere was no statistically signifi cant diff erence 
between the two groups in the monitored parameters 
after three months of surgery. Th ere was no statisti-
cally signifi cant diff erence in the reduction of ODI 
and VAS values for leg and back pain at three months 
either (Table 2).

At 12-month follow-up after operative treatment, 
the patients were requested to complete the question-
naires once again. Both groups showed a clinically im-

portant trend towards a decrease in the VAS of leg 
pain and ODI scores, whereas LBP values determined 
using the VAS scale demonstrated a minimum de-
crease compared to the previous examination. Th e 
SD patients displayed the mean leg pain level of 2.3±
2.5 (range: 0-7.5), median back pain of 2±1.9 (range: 
0-5.5) and ODI of 19.13±15.69 (range: 0-60). Th e 
MD patients had the mean leg pain of 1.9±2.5 (range: 
0-7), median back pain of 1.60±2.0 (range: 0-6), 
and ODI of 14.65±13.2 (range: 0-32). At one-year 
follow-up, improvement of preoperative leg pain 
 according to VAS was 5.4 (p<0.001) in SD patients 
and 6.3 (p<0.001) in MD patients.

Signifi cant reduction in LBP intensity was noted 
as well. Th e corresponding values for LBP reduction 
were 2.7 in the SD group and 2.6 in the MD group. 
Th e preoperative mean ODI values after one year de-
creased by 39.21 in the SD group and by 40.45 in the 
MD group (p<0.001 both), yielding a statistically sig-
nifi cant improvement in both groups. At one-year 
follow-up, there was no statistically signifi cant diff er-
ence between the SD and MD groups according to the 
reduction in VAS score for back pain or reduction in 
ODI values. However, we recorded signifi cant diff er-
ence in the leg pain reduction by VAS (p=0.038) in 
favor of the MD group (Table 3).

Of the 167 patients in the database with the mean 
follow-up of 33.4 months, nine (5.4%) patients under-
went reoperation. In the SD group, seven (6.3%) pa-
tients underwent reoperation, whereas fi ve (4.5%) pa-

Table 2. Clinical outcome 3 months after surgery

Variable
Standard discectomy 
group

Microdiscectomy 
group

p value

3-month postoperative 
VAS leg pain 

3.0±2.5
(range: 0.5-7.5 )

2.8±2.3 
(range: 0-7)

p=0.69

3-month postoperative 
VAS back pain

2.1±2.2
(range: 1-5.2)

1.9±2.0 
(range: 0-6.1)

p=0.89

3-month postoperative ODI 
(%)

25.67±18.43
(range: 4-63)

22.4±16.14
(range: 0-43)

p=0.7

VAS leg pain reduction 
after 3 months

4.7 5.4 p=0.08

VAS back pain reduction 
after 3 months

2.6 2.3 p=0.67

Reduction in ODI 
after 3 months

32.67 32.7 p=0.93

VAS = Visual Analog Scale; ODI = Oswestry Disability Index
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tients underwent reoperation because of recurrent disc 
herniation. Due to postoperative recurrent radicular 
pain, two patients received the treatment of fi brous ad-
hesions of spinal nerve roots caused by scar tissue for-
mation. Of the 56 patients in the MD group, two 
(3.2%) patients underwent reoperation and one 
(1.78%) patient underwent reoperation because of re-
current disc herniation. According to the frequency of 
reoperations, there was a statistically signifi cant diff er-
ence in favor of the MD group (p=0.0001). Th e SD 
patients underwent reoperation at 6-28 (mean, 16.5) 
months after their fi rst surgery.

Discussion

Th e present study sought to investigate diff erences 
in the functional outcome after lumbar disc excision 
with and without the use of microscope, and also to 
detect whether there were signifi cant diff erences in 
terms of the pain syndrome reduction. If each group is 
assessed separately, both groups displayed signifi cant 
improvement in terms of leg and low back pain inten-
sity scores, showing good recovery according to the 
ODI. Th e only statistically signifi cant diff erence noted 
between the two groups was reduction in the leg pain 
intensity score. Although no signifi cant diff erence was 
noted at 3 months post-surgery, there was a statisti-
cally signifi cant reduction in leg pain intensity at 12 

months in the MD group (pain reduced by 6.3 points) 
compared to the SD group (pain reduced by 5.4 
points). Th e verifi ed diff erence could be attributed to 
the lower preoperative leg pain score in the SD group, 
which could be caused by better patient selection for 
operative treatment in the MD group.

Although we had expected better functional out-
comes after surgical treatment in the MD group be-
cause they had the advantage of less tissue trauma and 
better visualization, no statistically signifi cant diff er-
ences were detected between the two groups in out-
comes based on the results obtained by the ODI and 
VAS. Our starting hypothesis was not verifi ed in the 
works of other authors either, who used various ques-
tionnaires for treatment outcome assessment14,16,24,25. 
Most of the above mentioned studies share the same 
view related to the signifi cant reduction in leg and low 
back pain intensity in both groups, completed with ex-
cellent functional recovery, but the overall results are 
not statistically and clinically signifi cant. In addition, 
some segments of the studies show the authors’ prefer-
ence for one of the treatment modalities. However, 
their overall results are generally heterogeneous.

Th e main reason why our study diff ers from the 
majority of other studies is the follow-up of lumbar 
disc reherniation rate and the need for reoperation. 
Th e abovementioned studies do not give their views on 
recurrent lumbar disc herniation. Our study showed 

Table 3. Clinical outcome 12 months after surgery and reoperation rate

Variable
Standard discectomy 
group

Microdiscectomy 
group

p value

12-month postoperative 
VAS leg pain 

2.3±2.5 
(range: 0-7.5)

1.9±2.5 
(range: 0-7)

p=0.37

12-month postoperative 
VAS back pain
(median)

2±1.9 
(range: 0-5.5)

1.60±2 
(range: 0-6)

p=0.23

12-month postoperative ODI 
(%)

19.13±15.69
(range: 0-60)

14.65±13.2
(range: 0-32)

p=0.19

VAS leg pain reduction 
after 12 months

5.4 6.3 p=0.038

VAS back pain reduction 
after 12 months

2.7 2.6 p=0.75

Reduction in ODI 
after 12 months

39.21 
(p<0.001)

40.45 
(p<0.001)

p=0.86

Reoperation rate (%) 5.4 3.2 p=0.0001

VAS = Visual Analog Scale; ODI = Oswestry Disability Index
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that after microdiscectomy, there was a statistically less 
chance of reoperative treatment because of recurrent 
lumbar disc herniation or excessive fi brous traction of 
the dural sac and spinal roots. We attribute this result 
to better visualization of the neural structure and 
pathologic substrate, and their mutual relations. Ac-
cording to a few available studies on recurrent lumbar 
disc herniation, the reoperation rate is 6%-24% de-
pending on the length of follow-up20-22. Studies having 
similar length of follow-up just like ours are reported 
to have the reoperation rate of approximately 10%23, 
which is a considerably higher rate compared to our 
study. However, it is not the diff erence related to the 
reoperation rate that proves the higher level of effi  -
ciency in lumbar disc herniation treatment (demon-
strated by our own results), but the reasons for claim-
ing this should be found in setting diff erent indica-
tions for reoperation.

In the present study, the use of microscope did not 
lengthen the duration of the operation, although a 
higher percentage of the operation cases in the SD 
group lasted for less than one hour. Th e operating time 
varies in other studies depending on the use of micro-
scope. Our results are in agreement with the fi ndings 
of some earlier studies26, some of which even report a 
shorter operation time when using the standard dis-
cectomy technique16,17,24. However, there are only a few 
authors who came to the following conclusion and re-
port a shorter operation time when using the micro-
scope14. Th e operating time is an important factor to 
consider, especially the aspect of blood loss and intra-
operative risk factors for surgical site infections. Ac-
cording to the fi ndings of some studies, one of the 
benefi ts of microdiscectomy is a signifi cantly decreased 
perioperative blood loss26-28. In terms of surgical data, 
considering the fact that the increased visualization al-
lowed for smaller incisions of the skin and fascia, less 
tissue trauma and more effi  cient hemostasis are ex-
pected. However, bearing in mind that blood loss re-
ported for standard discectomy does not aff ect the he-
modynamic stability of the patient, the aforemen-
tioned surgical data cannot be taken as an essential 
factor for the choice of one of the surgical methods 
given. In addition, blood loss is directly proportionate 
to the length of operation duration, which is frequent-
ly dependent on the individual surgeon’s skills per se, 
and not so much on the operating method preferred.

Our study concurs with the recently published re-
sults16,25,26, which demonstrated that both standard 

discectomy and microdiscectomy were appropriate 
techniques with no diff erence in outcomes. However, 
studies concerned with patient earlier return to work/
normal activities are reported to choose microdiscec-
tomy over standard discectomy24,28. Th ese results were 
explained by the correspondingly reduced tissue trau-
ma during microsurgery. However, the results given 
should not be fully taken into consideration because 
they are strongly infl uenced by diff erences in the 
worker compensation policies in diff erent countries 
worldwide.

As regards the length of hospital stay, there was no 
clinically relevant diff erence between the two groups 
in our study. Th ere are some studies favoring microdis-
cectomy16,27,28, but also there are other studies support-
ing the results obtained in our study26. However, this 
variable, too, is often dependent on the factors other 
than the medical ones, such as healthcare policies and 
insurance systems in a particular country.

When making comparison between our study and 
a number of similar studies in this respect, some stud-
ies are reported to have the following drawbacks: ret-
rospective character28, and the fact that there is only 
one surgeon and patients randomized to treatment by 
using one of the aforementioned methods13,16. If the 
validity of our study is subject to discussion, it is our 
belief that its main advantages were related to the fact 
that the surgeon was enabled to implement a familiar 
technique and relatively uniform indications for sur-
gery. In addition, in our study, patients were not ran-
domized to treatment by the use of specifi c modality, 
but it was the surgeon who made fi nal choice in the 
way that best served the patients’ interests, and the 
choice itself was related to the adequate treatment mo-
dality, depending on the pathology-based substrate. 
Apart from the patient inclusion criteria for the study, 
the approximate mean initial VAS and ODI values 
provide similar indications for surgery. Th e similarity 
of frequency of disc herniation level, gender distribu-
tion and mean age in both groups additionally demon-
strate the level of compatibility between the two pa-
tient groups. Finally, although the two group sizes 
were diff erent, the MD group size (56 patients) was 
still large enough to give the study suffi  cient power to 
reach appropriate conclusions.

We have come to a conclusion that in terms of pa-
tient-rated outcomes, there appears to be no particular 
advantage of either technique for the operative treat-
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ment since they both result in good overall outcome. 
In addition, there was no signifi cant diff erence in the 
overall functional outcome after standard discectomy 
and microdiscectomy procedures. Bearing in mind the 
results obtained, along with a constant tendency in 
spine surgery towards developing minimally invasive 
techniques, an important concern has been raised re-
garding the justifi cation of fi nancing a plethora of the 
above mentioned tools for minimally invasive spinal 
surgery. Good overall long-term functional outcome 
in both groups imposes a conclusion that the surgeon 
should make decision to use a specifi c operative tech-
nique relating to whether he/she is adept in his/her 
own chosen method. However, we choose microdis-
cectomy over standard discectomy because it includes 
a signifi cantly lower recurrent disc herniation rate and 
higher reduction of leg pain, as observed in the present 
study. In addition, one of the most obvious advantages 
of microdiscectomy is its superiority in teaching 
younger colleagues, for it provides a brief overview of 
insights into the neuroanatomy and pathologic sub-
strate, which is not always possible to achieve when it 
comes to standard discectomy.
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Sažetak

STANDARDNA LUMBALNA DISKEKTOMIJA NASUPROT MIKRODISKEKTOMIJI 
– RAZLIKE U ISHODU LIJEČENJA I STOPI REOPERACIJE

V. Kovačević, N. Jovanović, M. Miletić-Kovačević, R. Nikolić, M. Peulić, K. Rotim, T. Sajko i L. Rasulić

Mikrodiskektomija (MD) je danas prihvaćena kao operativna metoda izbora u liječenju lumbalne diskus hernije, ali se 
neurokirurzi nerijetko odlučuju za standardnu diskektomiju (SD) koja ne podrazumijeva upotrebu operativnog mikroskopa. 
U našoj studiji smo nastojali uočiti razlike vezano za rekurentnu diskus herniju i funkcionalni ishod kirurškog liječenja lum-
balne diskus hernije uz uporabu operativnog mikroskopa i bez nje. Naša studija je uključila 167 bolesnika koji su podvrgnu-
ti operaciji lumbalne diskus hernije tijekom trogodišnjeg razdoblja (SD, n=111 i MD, n=56). Ishod liječenja procjenjivao se 
pomoću upitnika koji su bolesnici ispunjavali u tri vremenske točke. Vrijeme trajanja operacije, dužina hospitalizacije i reo-
peracije su također bilježeni. Nakon godinu dana praćenja prema našim rezultatima nije bilo statistički značajne razlike iz-
među skupina SD i MD u funkcionalnom ishodu liječenja, ali je zabilježena statistički značajna razlika u smanjenju boli u 
nozi u korist skupine MD. Prema učestalosti reoperacija s prosječnim razdobljem praćenja od 33,4 mjeseca, utvrđena je sta-
tistički značajna razlika u korist skupine MD (SD, 6,3% i MD, 3,2%). Nijednoj operativnoj tehnici ne može se dati prednost 
u smislu funkcionalnog ishoda liječenja, jer obje daju odlične rezultate. Ipak, naš izbor je mikrodiskektomija zbog niže stope 
rekurentne diskus hernije i višeg stupnja smanjenja boli u nozi. 

Ključne riječi: Mikrodiskektomija; Standardna diskektomija; Ishod liječenja; Reoperacija
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The mineral content of the hard dental tissue of mesiodens
Sanja Tanaskovic-Stankovica, Irena Tanaskovica, Nemanja Jovicica, Marina Miletic-Kovacevica, Tatjana Kanjevacb,  

Zoran Milosavljevica

Objective. Mesiodens is the most common form of supernumerary tooth mainly located between the maxillary cen-
tral incisors. Its etiology is not completely understood but both genetic and environmental factors are assumed. The 
degree of mineralization and inorganic element content in hard tooth tissues is poorly understood as well as is the 
durability and suitability for allo- and auto-transplantation. Therefore aim of this study was to examine the content of 
inorganic elements. 
Materials and Methods. This study included 26 mesiodens teeth and 26 normal central incisor teeth as controls.  All 
specimens were prepared for SEM/EDS analysis which was aimed at specific sites on the enamel, dentine and cementum 
in order to evaluate the weight percentage and ratio of important inorganic elements.
Results and Conclusion. The results showed that there was a difference in the weight percentage of selected inorganic 
elements (calcium, phosphorus, oxygen, carbon, magnesium and sodium) in all three types of dental hard tissues but 
the differences were mostly expressed in the cementum tissue. The statistical analysis showed that the differences were 
marginally significant especially for calcium and phosphorus values and ratio in the enamel and dentine. The carbon 
and magnesium content in all three hard tissues showed the most differences, but overall, the hard tissues mineral 
content of the mesiodens did not differs significantly from healthy teeth.

Key words: mesiodens, elemental composition, dentin, enamel, cementum
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INTRODUCTION

Tooth development is a complex process of mineraliza-
tion of connective tissues that depends on various genetic 
control mechanisms and biochemical cellular reactions. 
Supernumerary teeth have become interesting to clini-
cians and researchers in last decade due to their auto- and 
allo-transplantation potential as well as a good source of 
stem cells1-3. The overall prevalence of the supernumerary 
tooth in permanent dentition is from 1.5–3.5% and me-
siodens contribute around 80% of cases (ref.4). Mesiodens 
is the most common form of the supernumerary tooth 
mainly located just between the maxillary central inci-
sors5. Often the mesiodens has a typical appearance 
(conical shape) and with all morphological character-
istics of the normal tooth, but it sometimes is atypical 
with altered form as a result of defective development 
from the remnants of the tooth bud6,7. Both, genetic and 
environmental, factors have been considered and several 
different theories such as the atavism, dichotomy theory 
and genetic syndromes have been suggested to explain the 
occurrence of the mesiodens8-10. Regardless of the reason, 
its development follows that of other normal permanent 
teeth, while its mineralization frequently occurs later than 
homologous teeth which means that inductive factors 
(stimuli) for mesiodens teeth are weaker and somewhat 
impaired11,12. A number of studies have shown that the 
normal tooth possess calcium (Ca), phosphorus (P), and 

oxygen (O), as indicated by the formula for hydroxyapatite 
(HAP), also carbon (C), magnesium (Mg), sodium (Na), 
as well as several trace elements13-15. On the other hand, a 
survey of the literature related to the mineral content of 
the supernumerary teeth as well as mesiodens provided 
no results. Given that, the degree of mineralization, ratio 
of inorganic elements as well as the presence of trace ele-
ments in hard dental tissues of the mesiodens are impor-
tant facts when susceptibility to tooth decay and erosion 
are evaluated, the aim of our study was to examine the 
mineral content of the enamel, dentin and cementum of 
the mesiodens. 

MATERIAL AND METHODS 

All procedures in the study were approved by the 
Ethics Committee. The study included 26 mesiodens 
teeth and 26 central incisor teeth. All specimens were 
obtained from different patients. Clinical diagnosis of the 
mesiodens was confirmed with X-ray imaging and these 
teeth, extracted for esthetic or orthodontic reasons, were 
used as the experimental group, while the control group 
consisted of central incisor teeth extracted for orthodontic 
reasons. Teeth from both groups were from the permanent 
dentition, from healthy patients of both sexes without car-
ies, periapical granulomas and orthodontic treatment. 
Patients were 25–50 years of age from whom we received 
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written consent to participate in the study and who had 
previously been fully informed, orally and in writing, 
about the aims of the study. During the initial prepara-
tion of samples, the teeth were cut into a lingual and labial 
part and separated using a diamond disc with constant 
cooling at the speed of 6000 rev/min.  The surface of the 
obtained parts was first polished with fine silicon carbide 
paper and then with diamond paste. Diamond polishing 
was essential to remove the debris and to obtain glossy 
surfaces needed for a quantitative chemical analysis. The 
enamel surface of each tooth was polished for 5 min with 
a rubber cup mounted at a low-speed hand piece (KaVo, 
Biberach, Germany) and under constant deionized water 
irrigation in order to remove the remnants of the carbide 
paper. Abrasive substances were not used. Finally, the 
teeth were rinsed again in an ultrasonic bath before stor-
ing  them  in  labeled  plastic tubes  with  10%  formalin  
solution  for 3 days for  further analysis. Although fixing 
solution for a prolonged period could affect the mineral 
composition of the teeth, in our experiment the fixation 
period was too short to manifest that effect.

Energy dispersive spectrometry (EDS) analysis
Energy dispersive spectrometry is a specific method 

for determining the concentration of chemical elements 
in the substratum. Samples for the EDS analysis were 
previously cleaned by ethanol and kept in an ultrasonic 
bath for a several minutes and then air dried. The samples 
were then fixed on a holder with carbon paste (to the 
bottom of the specimens) and gold vapor was applied, so 
that the surface would be electron transparent for the pen-
etrating electron beam. Such samples were then analyzed 
with scanning electron microscope equipped with energy-
dispersive system for EDS analyses. The analysis of the 
chemical elements of the enamel, dentin and cementum 
was performed in the Laboratory for Scanning Electron 
Microscopy with Energy-Dispersive Spectrometry (SEM-
EDS) Surface of the specimens was examined by means of 
a scanning electron microscope (SEM) type JEOL JSM-
6610LV at 20 kV. Relative amounts of the measured chem-
ical elements were calculated using Energy-Dispersive 
System-EDS, model XMax Large Area Analytical Silicon 
Drift connected with INCA Energy 350 Microanalysis 
System, with the detection limit of 0.1 mass percentages 
and resolution of 126 eV. Optimal magnification was set 
on 500. The SEM/EDS analysis was directed to specific 
regions of the teeth: for the enamel the three sites selected 

were (the surface, 0,5mm below the surface and 0.5 mm 
distal from the dentin-enamel junction). For dentin crown 
and root parts were selected and for cementum 0,1mm 
from the root apex. In order to assure the same location 
of analysis for all the specimens, selection of every line 
of interest was performed by aiming the EDS X-ray at the 
exact same distance from the marker point (e.g. tooth 
surface, enamel-dentin junction and root apex) on the 
low-power microscopic image of the examined tooth.

Statistics
Quantitative analysis of the distribution of chemical 

elements in enamel, dentin and cementum were done by 
applying “dotted” analysis at a previously determined line 
of analysis. The chemical and elemental composition  of  
each  tooth  samples were  tested  for  normal  distribution 
(Gaussian  distribution)  using  the Shapiro-Wilk  test. 
The following were used to process the: Mann-Whitney 
U-test, Student t-test and Х² test. The level of significance 
was set as (P<0.05). The results are presented as means 
± standard deviation (SD). For statistical analysis SPSS, 
IBM Analytics, USA software, version 22.0 was used.

RESULTS 

Results of the comparative quantitative analysis of the 
basic chemical elements (plus oxygen whose content had 
been calculated by stoichiometric calculations) in hard 
tissues of the healthy teeth and mesiodensare displayed 
in Table 1.

Enamel analysis
Analysis of healthy enamel showed that the mean val-

ue of Ca concentration was 29.33 wt% whereas the mean 
value of calcium concentration in mesiodens enamel was 
25.59 wt%. It was observed that the concentration of 
calcium was significantly higher in healthy enamel com-
pared to mesiodens enamel (P<0.05). The mean value 
of phosphorus concentration in the enamel of the teeth 
from the control group was 15.46 wt% and in mesiodens 
enamel 11.78 wt%. Carbon concentration was statistically 
significantly higher in mesiodens enamel compared to 
healthy enamel (P<0.05). Regional distribution of the 
carbon showed that the concentration of this element 
sharply decreased from the dentin-enamel border towards 
the surface (Table 2). The mean value of magnesium 

Fig. 1. Distibution ofbasic chemical elements in healthy and mesiodens enamel, dentine and cementum in weight percentage.
HE- healthy teeth; M-mesiodens; (*)-significantly
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concentration in enamel of the teeth from the control 
group was 0.72 wt% and in mesiodens enamel 0.35 wt%. 
Magnesium concentration was statistically significantly 
higher in healthy enamel compared to mesiodens enamel 
(P<0.05). The mean value of sodium concentration in 
healthy enamel was  0.58 wt% and in mesiodens enamel 
0.61 wt%. There was no statistically significant difference-
between the concentration of sodium in healthy enamel 
compared to mesiodens enamel (P>0.05).When the con-
centration of calcium and phosphorus was considered, 
the experimental and control group of were significantly 
different, as well as carbon in enamel (P<0.05) (Fig. 1). 

The ratio of calcium and phosphorus concentration 
in healthy enamel was 1.97:1, whereas this ratio in me-
siodens enamel was 2.26:1. Analysis of the ratio of cal-
cium and carbon concentration in healthy enamel was 
3.02:1 and the ratio of calcium and carbon concentration 
in mesiodens enamel was 1.53:1. Healthy and mesiodens 
enamel did not differ significantly in terms of statistics 
considering the ratio of calcium and phosphorus concen-
tration (P=0.083), whereas the ratio of calcium and car-
bon concentration was statistically significantly higher in 
healthy enamel compared to mesiodens enamel (P=0.000) 
(Table 1). 

Dentine analysis
Analysis of healthy dentine showed that the mean 

value of Ca concentration was 23.55 wt% whereas the 
mean value of calcium concentration in mesiodens den-
tine was 29.10 wt%. It is shown that the concentration 
of calcium was significantly higher in mesiodens dentine 
compared to healthy dentin (P<0.05). The mean value of 
phosphorus concentration in healthy dentine was 14.94 
wt% and in mesiodens dentine 10.59 wt%. Phosphorus 
concentration was statistically significantly higher in 
healthy dentin compared to mesiodens dentine (P<0.05 
).The mean value of carbon concentration in healthy 
dentine was 11.93 wt% and in mesiodens dentine 19.78 
wt%. Carbon concentration was statistically significantly 
higher in mesiodens dentine compared to healthy den-
tine (P<0.05). The mean value of magnesium  concentra-
tion in healthy dentine was 0.76 wt% and in mesiodens 
dentine 0.60 wt%. Magnesium concentration was statisti-
cally significantly higher in healthy dentine compared to 
mesiodens dentine (P<0.05). The mean value of sodium 

concentration in healthy dentine was  0.48 wt% and in 
mesiodens dentine 0.59 wt%. Sodium concentration was 
not significantly higher in mesiodens dentine compared 
to healthy dentin (P>0.05). The concentration of dentine 
calcium, phosphorus and carbon was significantly differ-
ent between groups (P<0.05) (Fig. 1).  

The ratio of calcium and phosphorus concentration 
in the dentine of the teeth from the control group was 
1.63:1, whereas the ratio of calcium and phosphorus con-
centration in mesiodens dentine was 2.78:1. Analysis of 
the ratio of calcium and carbon concentration in healthy 
dentine was 2.23:1, and the ratio of calcium and carbon 
concentration in mesiodens dentine was 1.48:1. Healthy 
and mesiodens dentine were statistically significantly dif-
ferent for ratio of calcium and phosphorus concentration 
(P<0.05). The ratio of calcium and phosphorus concen-
tration was statistically significantly higher in mesiodens 
dentine compared to healthy dentine. The ratio of calcium 
and carbon concentration was statistically significantly 
higher in healthy dentine (P<0.05) (Table 1). 

Cementum analysis
Chemical elements analysis of healthy cementum 

showed that the mean value of Ca concentration was 
29.62 wt% whereas the mean value of calcium concentra-
tion in mesiodens cementum was 24.54 wt%. We observed 
that the concentration of calcium was significantly higher 
in healthy cementum compared to mesiodens cementum 
(P<0.05). The mean value of phosphorus concentration 
in healthy cementum was 14.17 wt% while in mesiodens 
cementum was 12.47 wt%. Phosphorus concentration 
was statistically significantly higher in healthy cemen-
tum compared to mesiodens cementum (P<0.05). The 
mean value of carbon concentration in healthy cementum 
was 13.21 wt% and in mesiodens cementum 19.50 wt%. 

Table 1. EDS results from enamel, dentine and cementum.

ELEMENT ENAMEL DENTIN CEMENTUM
HE M HE M HE M

Calcium  (%) 29.33 ± 2.33 25.59 ± 2.01 23.55 ± 1.55 29.10 ± 2.03 29.62 ± 1.44 24.54 ± 1.51
Phosphorus (%) 15.46 ± 3.04 11.78 ± 2.26 14.94 ± 2.62 10.59 ± 1.26 14.17 ± 0.87 12.47 ± 1.60
Carbon (%) 9.95 ± 1.40 20.64 ± 2.18 11.93 ± 1.76 19.78 ± 1.52 13.21 ± 0.71 19.50 ± 1.10
Oxygen (%) 44.48 ± 1.95 44.15 ± 2.10 48.15 ± 2.59 39.33 ± 2.64 41.96 ± 1.02 42.28 ± 1.89
Magnesium (%) 0.72 ± 0.16 0.35 ± 0.12) 0.76 ± 0.14 0.60 ± 0.11 0.28 ± 0.06 0.34 ± 0.12
Sodium (%) 0.58 ± 0.10 0.61 ± 0.11 0.48 ± 0.07 0.59 ± 0.10 0.68 ± 0.12 0.62 ± 0.21
Ca/P ratio 1.97 ± 0.55 2.26 ± 0.50 1.63 ± 0.35 2.78 ± 0.38 2.10 ± 0.19 2.00 ± 0.30
Ca/C ratio 3.02 ± 0.49 1.53 ± 0.15 2.23 ± 0.37 1.48 ± 0.17 2.25 ± 0.21 1.26 ± 0.12

Data in weight %. HE – healthy teeth group; M – mesiodens teeth group

Table 2. Carbon content in wt% in different zone of  enamel 
of healthy and mesiodens teeth.

Zone of enamel Carbon (weight %)

Healthy teeth Mesiodens teeth
Close to DEJ 14.10 ± 1.83 39.20 ± 3.64
Middle zone 9.12 ± 1.36 15.58 ± 1.94
Surface zone 6.63 ± 1.01 7.14 ± 1.14
Mean±SD 9.95 ± 1.40 20.64 ± 2.18
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Carbon concentration was statistically significantly higher 
in mesiodens cementum compared to healthy cementum 
(P<0.05). The mean value of magnesium  concentration 
in healthy cementumwas 0.28 wt% while in mesiodens 
cementum was 0.34 wt%. Magnesium concentration was 
statistically significantly higher in mesiodens cementum 
compared to healthy cementum (P<0.05). The mean value 
of sodium concentration in healthy cementum was  0.68 
wt% and in mesiodens cementum 0.62 wt%.There was 
no statistically significant difference between the con-
centration of sodium in healthy cementum compared to 
mesiodens cementum (P>0.05). The cementum levels of 
Ca, P and C were statistically significant between groups 
(P<0.05) (Fig. 1).

Ratio of calcium and phosphorus concentration in 
healthy cementum was 2.10:1, whereas the ratio of cal-
cium and phosphorus concentration in mesiodens ce-
mentum was 1.96:1. Analysis of the ratio of calcium and 
carbon concentration in healthy cementum was 2.25:1, 
and the ratio of calcium and carbon concentration in me-
siodens cementum was 1.26:1. Healthy and mesiodens 
cementum did not differ significantly for calcium and 
phosphorus concentration (P>0.05), whereas the ratio 
of calcium and carbon concentration was statistically 
significantly higher in healthy cementum compared to 
mesiodens cementum (P<0.05) (Table 1). 

DISCUSSION

Scientific and clinical interest in supernumerary teeth 
and mesiodens has risen sharply in the last decade mostly 
due to reports in which researchers showed their success-
ful clinical use in auto- and allo-transplantation proce-
dures and identified these teeth as a good source of stem 
cells1-3. Previously, supernumerary teeth were considered 
mostly as an orthodontic and esthetic problem. Clinical 
utilization of these teeth in transplantation procedures 
potentiates the importance of the quality and durability 
of the hard dental tissues, especially in terms of their min-
eral content. In the available literature a number of the 
studies have been published on epidemiology, etiology 
and clinical manifestations associated with supernumer-
ary teeth and mesiodens, but not on inorganic content5,8. 
In our study, the results showed that the concentration 
of calcium and phosphorus is higher in healthy enam-
el and cementum compared to mesiodens while in the 
dentine the calcium is higher, but phosphorus is lower. 
Nevertheless, overall the in incisors are very similar which 
is in correlation with the previous findings16,17. It is well 
known that when enamel ratio of Ca/P is under 1,33 the 
tooth is more susceptible to decay, but in our investigation 
neither normal incisors, nor the mesiodens belong to that 
category18,19. Our results showed a significant different in 
carbon content between groups. Analysis of the carbon 
concentration shows that the values are significantly high-
er in mesiodens enamel compared to healthy teeth, but re-
gional distribution shows that concentration of mesiodens 
carbon abruptly decreases from the DEJ to the surface 
(with end-value very near to the normal teeth) which is 

in correlation to the previous findings7,20. This increased 
carbon presence in mesiodens is the result of persistence 
of remains of organic matter, probably due to alteration in 
maturation during which proteins are reabsorbed21. Bozal 
et al.21 and Jalevik et al.22 reported that decreased carbon-
ate content strengthens the enamel. Crombie et al.23 claim 
that carbonate is a substitute for the phosphate group in 
the HAP. Normal or lower carbon concentration contrib-
utes to enamel hardness. One more conclusion is that me-
siodens is not susceptible to accelerated decay although 
there are no comprehensive data on the incidence of the 
mesiodens caries24-26. In relation to the Mg differences 
found, magnesium is “trace” element that is absorbed, 
but not incorporated into the hydroxyapatite structure. 
Our results showed significantly (twice) lower amounts 
of magnesium in mesiodens enamel compared to normal 
teeth. Wychowański et al.27, suggest that magnesium is 
detrimental to enamel due to increased susceptibility to 
acid influence. We conclude that lower mesiodens enamel 
magnesium content in fact contributes to its resistance. 
This study showed increased calcium and decreased phos-
phorus content so the ratio of these elements is markedly 
in favor of calcium (up to 2.78:1).  Our findings are in cor-
relation with the report of Akgun et al.17 who found that 
mesiodens dentine is more calcified that normal dentine 
although exact values are at variance. On this matter we 
managed to find one very short report of Caihong et al.28 
who stated the opposite, but our sample was larger. The 
dentinal Ca/C ratio examination in our study showed that 
this ratio is lower in mesiodens than in healthy teeth, but 
the total amount of these elements was in fact increased. 
This is important because some authors claims that the 
very low carbon content in dentine may reduce its ability 
to withstand the mechanical pressure from the enamel, to 
become brittle and develop micro-cracks29,30. In a conclu-
sion we can state that out study showed that, although 
there are some differences in overall mineral content and 
the ratio of the important inorganic elements of the hard 
tissues of the mesiodens and normal incisors, these differ-
ences are not highly significant. Therefore, auto- and allo-
transplantation of mesiodens is valid given that durability 
is similar to normal teeth.
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ABSTRACT

Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) constitute 

major health problems worldwide. Increased visceral adipos-

ity enhances the risk of insulin resistance and type 2 diabetes. 

Th e mechanisms involved in obesity-associated chronic in-

fl ammation in metabolic tissues (metafl ammation) that lead 

to insulin resistance and dysregulated glucose metabolism are 

incompletely defi ned. Galectin-3 (Gal-3), a β-galactoside-

binding lectin, modulates immune/infl ammatory responses 

and specifi cally binds to metabolic danger molecules. To dis-

sect the role of Gal-3 in obesity and diabetes, Gal-3-defi cient 

(LGALS3-/-) and wild-type (WT) C57Bl/6 male mice were 

placed on a high-fat diet (HFD, 60% kcal fat) or a standard 

chow diet (10% kcal fat) for 6 months and metabolic, histo-

logical and immunophenotypical analyses of the visceral 

adipose tissue were performed. HFD-fed LGALS3-/- mice had 

higher body weights and more body weight gain, visceral adi-

pose tissue (VAT), hyperglycaemia, hyperinsulinemia, insulin 

resistance and hyperlipidemia than diet-matched WT mice. 

Compared to WT mice, the enlarged VAT in obese LGALS3-/- 

mice contained larger adipocytes. Additionally, we demon-

strate enhanced infl ammation in the VAT of LGALS3-/- mice 

compared with diet-matched WT mice. Th e VAT of LGALS3-/- 

mice fed a HFD contained more numerous dendritic cells and 

proinfl ammatory F4/80+CD11c+CD11b+ and F4/80high mac-

rophages. In contrast to WT mice, the numbers of CXCR3+ 

and CD8+ T cells were increased in the VAT of Gal-3-defi cient 

mice after 6 months of high-fat feeding. We provide evidence 

that Gal-3 ablation results in enhanced HFD-induced adipos-

ity, infl ammation in the adipose tissue, insulin resistance and 

hyperglycaemia. Th us, Gal-3 represents an important regula-

tor of obesity-associated immunometabolic alterations. 

Keywords: Galectin-3, obesity, hyperglycaemia, insulin 

resistance, metafl ammation
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SAŽETAK

Gojaznost i tip 2 diabetes mellitusa (T2DM) predstav-

ljaju veliki svetski zdravstveni problem. Uvećanje visceralnog 

masnog tkiva u gojaznosti je povezano sa većim rizikom za 

nastanak insulinske rezistencije i T2DM. Molekularni me-

hanizmi povezani sa hroničnom infl amacijom u metabolički 

aktivnim tkivima (metafl amacijom) u gojaznosti koji leže u 

osnovi insulinske rezistencije i narušene homeostaze glukoze 

nisu do kraja razjašnjeni. Galektin-3 je multifunkcionalni 

lektin sa značajnom ulogom u imunoregulaciji i metafl ama-

ciji. Sa ciljem da se ispita uloga galektina-3 u nastanku go-

jaznosti i T2DM, galektin-3 defi cijentni miševi (LGALS3-/-) 

i miševi divljeg soja (WT) stavljeni su na ishranu sa visokim 

sadržajem masti (60% kcal od masti) ili standardnu ishra-

nu (10% kcal od masti) u trajanju od 6 meseci nakon čega 

su ispitivani metabolički parametri, morfologija visceralnog 

masnog tkiva i fenotipske karakteristike infi ltrišućih ćelija. 

LGALS3-/- miševi na ishrani sa visokim sadržajem masti 

imali su veću telesnu težinu, veću količinu visceralnog ma-

snog tkiva, hiperglikemiju, hiperinsulinemiju, izraženiju in-

sulinsku rezistenciju i hiperlipidemiju u poređenju sa WT 

miševima na istom režimu ishrane. Adipociti iz uvećanog 

visceralnog masnog tkiva LGALS3-/- miševa imali su veći di-

jametar u poređenju sa adipocitima u WT miševa. Izraže-

nija infl amacija u visceralnom masnom tkivu LGALS3-/- mi-

ševa na ishrani sa visokim sadržajem masti bila je praćena 

većom zastupljenošću dendrtičnih ćelija, proinfl amatornih 

F4/80+CD11c+CD11b+ i F4/80high makrofaga, CD3+CXCR3+ 

i CD8+ T limfocita u poređenju sa WT miševima na istom 

režimu ishrane. Dobijeni rezultati ukazuju na značajnu pro-

tektivnu ulogu galektina-3 u nastanku gojaznosti, insulinske 

rezistencije i T2DM.   

Ključne reči: Galektin-3, gojaznost, hiperglikemija, in-

sulinska rezistencija, metafl amacija
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ditions (18,22,23). However, the role of Gal-3 in type 2 dia-

betes remains incompletely understood. The Gal-3 levels 

are increased in the sera of obese subjects and negatively 

correlate with the levels of glycosylated haemoglobin (24). 

In contrast with these data, Okhura et al. reported that low 

serum Gal-3 levels are associated with insulin resistance 

and T2DM (25). However, controversial results have been 

reported regarding the effects of Gal-3 ablation in experi-

mental models of diabetes. It has been shown that Gal-

3-deficient mice were relatively resistant to diabetogen-

esis in streptozotocin-induced diabetes (26). On the other 

hand, Pejnovic et al. reported that obese Gal-3-deficient 

mice had enhanced adiposity, hyperglycaemia, hyperinsu-

linemia, IR and systemic inflammation in comparison with 

their diet-matched wild-type controls (18). Moreover, in a 

study by Peng et al. (27), Gal-3-null mice fed a HFD had 

increased adiposity and dysregulated glucose metabolism. 

In addition, the same authors found that young Gal-3-de-

ficient mice fed a standard diet exhibit altered glucose ho-

meostasis, thus suggesting the modulation of glucose me-

tabolism and possibly β-cell function by Galectin-3 (Gal-3) 

independently of obesity and inflammation. 

To investigate the role of Gal-3 in high-fat diet-induced 

obesity, we used Gal-3-deficient mice on a C57Bl/6 back-

ground. We examined inflammation in the visceral adi-

pose tissue and metabolic abnormalities following long-

term HFD exposure in Gal-3-deficient and wild type (WT) 

mice. We report here that Gal-3 deletion enhanced high-

fat diet (HFD)-induced obesity and visceral adiposity, am-

plified inflammation in the visceral adipose tissue and led 

to dysregulated glucose metabolism characterized by hy-

perglycaemia and insulin resistance. 

MATERIALS AND METHODS

Experimental mice and study design

Gal-3-deficient mice on a C57BL/6 background and 

their littermate controls were obtained from the Univer-

sity of California Davis (Davis, CA; by courtesy of D.K. Hsu 

and F.T. Liu) and accommodated in our animal facilities 

under standard laboratory conditions in a temperature-

controlled environment with a 12 h light/darkness cycle. 

Male 2-month-old wild type (WT) and Gal-3-deficient 

(LGALS3-/-) mice were fed either normal chow or a 60% 

fat/kcal diet (Mucedola, Italy) ad libitum. After 6 months, 

the mice were sacrificed and blood samples and visceral 

adipose tissue were collected for analyses. All animal pro-

cedures were approved by the ethical committee of the 

Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac 

(Permit Number 01-2759/2).

Body weight and glucose metabolism analyses

Body weights and fasting blood glucose levels were mea-

sured once per month and after 6 months on a standard or 

INTRODUCTION

Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) consti-

tute a major public health problem worldwide, particu-

larly in developing countries (1). Obesity, mainly abdom-

inal adiposity, is linked to various metabolic alterations 

that increase the risk for T2DM (2). T2DM is a metabolic 

disorder characterized by insulin resistance (IR) followed 

by pancreatic β-cell dysfunction (3). Pancreatic β-cells 

normally compensate for obesity-associated reduced 

insulin sensitivity by secreting more insulin to maintain 

glucose homeostasis. Hyperinsulinemia occurs early in 

the disease progression and before the β-cell function 

becomes impaired, leading to late-stage (insulin-depen-

dent) T2DM (4).

Obesity-induced diabetes is associated with low-grade 

inflammation in the visceral adipose tissue (VAT). Inflam-

mation in the VAT plays an important role in metabolic 

abnormalities such as IR (5). Antigen-presenting cells, 

including dendritic cells (DCs) and macrophages, are in-

creased in the VAT in obesity, where they potentiate both 

innate and adaptive immune/inflammatory responses. 

Numerous studies have shown the increased infiltration 

of the visceral adipose tissue by macrophages during 

obesity (6,7). Macrophages may be derived from blood 

monocytes and are classified as classically (M1) and alter-

natively (M2) activated macrophages (8). Recent studies 

have shown that macrophages are key cells that mediate 

obesity-induced metabolic abnormalities. In obesity, a 

shift from alternatively activated M2 to classically acti-

vated M1 macrophages, characterized by elevated F4/80, 

CD11b and CD11c expression, has been demonstrated 

(9,10). Moreover, the ablation of CD11c-positive cells 

normalizes insulin sensitivity in obese insulin-resistant 

animals (11). Adipocytes damaged by high lipid intake 

produce signals that promote a proinflammatory Type 1 

immune response. The number of T cells is increased in 

the enlarged VAT during obesity in response to adipose 

tissue-specific factors (12). Adipose tissue-associated 

regulatory T cells (Tregs) protect against (13), while the 

recruitment of Type 1 CD4 and CD8+ T lymphocytes pre-

cedes, metabolic alterations in obesity (14,15). The che-

mokine receptor CXCR3 is highly expressed in activated 

T cells and is involved in the regulation of T cell traffick-

ing and maturation. Additionally, it has been shown that 

CXCR3-positive cells play an important role in the modu-

lation of obesity-induced visceral adipose tissue inflam-

mation and systemic insulin resistance (16). 

Galectin-3 (Gal-3) is a β-galactoside-binding lectin 

that is expressed in different tissues and cells and plays 

an important role in obesity, T2DM and inflammation 

(17,18,19). Gal-3 regulates inflammation and adipogenesis, 

and this lectin is expressed in adipocytes and infiltrating 

immune cells in the adipose tissue (20). Additionally, Gal-

3 regulates adipocyte cell proliferation and differentiation 

(21) and has a variety of regulatory roles in the innate and 

adaptive immune response, depending on the disease con-
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dent’s t test and, where appropriate, a Mann-Whitney U 

test. Statistical significance was assumed at p<0.05.

RESULTS

Galectin-3 ablation accelerated HFD-induced obe-

sity and obesity-related metabolic alterations 

After 6 months, HFD increased the body weight and 

weight gain in both genotypes of mice, and these param-

eters were higher in HFD-fed LGALS3-/- mice than in diet-

matched WT mice (Fig. 1A). HFD feeding increased the 

visceral fat mass in both genotypes of mice, which was 

more pronounced in HFD-fed LGALS3-/- mice than in di-

et-matched WT mice (Fig. 1B). The serum total cholester-

ol and triglyceride levels were significantly higher in obese 

LGALS3-/- mice than in WT mice (Fig. 1C). 

Galectin-3 deletion modulates HFD-induced adipo-

cyte morphology

In view of the fact that Gal-3 is expressed in the adipose 

tissue and regulates adipocyte cell proliferation and differ-

entiation, we analysed adipose tissue morphology and adi-

pocyte size. The HFD significantly increased the adipocyte 

size in both genotypes of mice compared with mice on a 

standard diet. A significantly higher amount of total vis-

ceral adipose tissue was accompanied by larger adipocytes 

in LGALS3-/- mice on a HFD than in diet-matched WT ani-

mals (Fig. 1D). 

Gal-3 ablation accelerated HFD-induced hypergly-

caemia, hyperinsulinemia and obesity-associated insu-

lin resistance

In addition to accelerated HFD-induced obesity, the 

fasting blood glucose, insulin and HOMA-IR were signifi-

cantly higher in obese LGALS3-/- mice than in WT mice 

(Fig. 2). Additionally, the fasting blood glucose levels, in-

sulin and insulin resistance were significantly higher in 

LGALS3-/- mice than in WT mice on a standard diet (Fig. 

2).

Increased dendritic cells and proinflammatory 

macrophages in the VAT in LGALS3-/- mice on a HFD

Because obesity-induced diabetes is strongly associat-

ed with adipose tissue inflammation, we first analysed the 

innate immune cells in the visceral adipose tissue in both 

genotypes of mice after 6 months on a HFD. DCs and mac-

rophages are known to be increased in the visceral adipose 

tissue during obesity. The VAT from HFD-fed LGALS3-/- 

mice contained higher numbers of total CD11c+ (p=0.034) 

and CD11c+F4/80- (p=0.043) DCs than the VAT from 

HFD-fed WT mice (Fig. 3A). In addition, the subsets of 

mature proinflammatory F4/80hi (p=0.034) and triple-pos-

HFD. The mice were fasted for 4 h, and their glucose levels 

(mmol/L) were determined using the Accu-Chek Performa 

glucometer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 

The serum concentrations of total cholesterol and triacyl-

glycerol were measured using the Olympus AU600 Chem-

istry Immuno Analyzer (Olympus, Tokyo, Japan) and the 

fasting insulin was measured using an Insulin ELISA kit 

(Alpco, Salem, NH, USA). The homeostasis model assess-

ment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated us-

ing the following formula: HOMA-IR = [(Glucose mmol/L 

x Insulin mU/L)] / 22.5. 

Histological analysis of visceral adipose tissue

Visceral adipose tissue (VAT), including the epididy-

mal, mesenteric and renal fat pads, was dissected and 

weighed as visceral fat content. After weighing, part of 

the epididymal fat was fixed in 10% buffered formalin. 

The mean adipocyte size of the visceral fat pad was de-

termined by computer-assisted image analysis of paraf-

fin-embedded adipose tissue sections (5 μm) stained 

with haematoxylin and eosin (H&E). The adipocyte 

size was measured from a total of 50 cells per mouse 

in three separate fields using a light microscope (BX51; 

Olympus) equipped with a digital camera and ImageJ 
software. Analyses were performed in a blinded fashion 

by two independent observers. The data are expressed 

as the mean adipocyte diameter (μm) for each tissue in 

each animal.

Isolation of visceral adipose tissue stromal 

ascular fraction cells

Total visceral adipose tissue (VAT) was subjected to 

the isolation of stromal vascular fraction (SVF) cells. Col-

lagenase digestion (1 mg/ml collagenase type II and 2% 

BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) was used to separate 

the SVF from the adipocytes of the VAT, as previously de-

scribed (18). SVF was used for flow cytometric analysis, as 

described below.

Flow cytometric analyses

Adipose tissue SVF cells were stained with the following 

fluorescence-tagged monoclonal antibodies: anti-mouse 

CD45, CD3, CD4, CXCR3, CD8, CD11b, Lineage cocktail 

(BD Biosciences, San Jose, CA), Sca-1, NK 1.1, F4/80 and 

CD11c (BioLegend, San Diego, CA) or isotype-matched 

controls (BD Biosciences). The cells were analysed using a 

FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and FlowJo 

software (Tree Star). 

Statistical analyses

Statistical analysis was performed using SPSS 13.0. The 

data are presented as the means ± SEM. Statistical sig-

nificance was determined by an independent-sample Stu-
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Figure 1. Galectin-3 ablation accelerated HFD-induced obesity and adipocyte hypertrophy

Male 2-month-old wild type (WT) and Gal-3-defi cient (LGALS3-/-) mice were fed either standard chow or a HFD ad libitum for 6 months. Metabolic 

parameters after 6 months on the HFD or standard diet are shown. (A) Body weight and weight gain were higher in HFD-fed LGALS3-/- mice than 

in diet-matched WT mice. (B) Total VAT and visceral fat mass (% body weight) were signifi cantly higher in LGALS3-/- mice fed a HFD than in diet-

matched WT animals. (C) Serum lipid levels were signifi cantly higher in obese LGALS3-/- mice than in WT mice. (D) Representative images depicting 

the larger adipocyte size in LGALS3-/- mice on a HFD than in diet-matched WT animals (original magnifi cation 40x, scale bar = 50 μm). Th e results are 

shown as the means ± SEM (n=5-6 mice/group), *P<0.05, **P<0.01.

 - 10.1515/sjecr-2016-0030
Downloaded from De Gruyter Online at 09/17/2016 03:37:59PM

via free access



5

Figure 2. Galectin-3 ablation accelerated HFD-induced hyperglycaemia, insulinemia and insulin resistance

Th e fasting blood glucose, insulin and HOMA-IR were signifi cantly higher in LGALS3-/- mice than in WT mice after 6 months on a HFD. Th e results 

are shown as the means ± SEM (n=5-6 mice/group), *P<0.05, **P<0.01.

Figure 3. Increased dendritic cells and proinfl ammatory macrophages in the visceral adipose tissue of LGALS3-/- mice on a HFD

Representative images and fl ow cytometric analysis of VAT stromal vascular fraction cells from WT and LGALS3-/- mice after 6 months on a HFD or 

standard diet. (A) Dendritic cell numbers were increased signifi cantly in the VAT in obese LGALS3-/- mice. (B) Proinfl ammatory macrophages were 

signifi cantly increased in LGALS3-/- mice fed a HFD compared with diet-matched WT mice. Representative FACS plots are shown. Th e results are 

shown as the means ± SEM (n=5-6 mice/group), *P<0.05, **P<0.01.
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Figure 4. Increased CXCR3+ and CD8+ T lymphocytes in the visceral adipose tissue of LGALS3-/- mice on a HFD 

Flow cytometric analysis of VAT stromal vascular fraction cells from WT and LGALS3-/- mice after 6 months on a HFD or standard diet. (A) CD3+, 

CD4+ and CD3+CXCR3+ T lymphocytes in the VAT. (B) Th e number of CD8+ T lymphocytes and the CD8/CD4 ratio were higher in Gal-3-defi cient 

mice on a HFD than in diet-matched WT mice. (C) NKT lymphocytes in the VAT (D) Lin- Sca-1+ innate lymphoid cells in the VAT. Th e results are 

shown as the means ± SEM (n=5-6 mice/group), *P<0.05, **P<0.01.

itive F4/80+CD11b+CD11c+ macrophages (p=0.034) were 

significantly higher in the VAT of obese LGALS3-/- mice 

than in WT mice (Fig. 3B). 

Increased CXCR3+ and CD8+ T cells

in the VAT in LGALS3-/- mice on a HFD. 

Increased Type 1 T cells and cytotoxic CD8+ T cells in 

the VAT are hallmarks of obesity-induced diabetes and 

are strongly associated with adipose tissue inflammation. 

Therefore, we performed phenotypic analyses of T lym-

phocytes in the visceral adipose tissue in both genotypes 

of mice after 6 months on a HFD.

The HFD significantly increased the number of CD3+ 

and CD4+ T lymphocytes in both genotypes of mice com-

pared with mice on a standard diet. There was no signifi-

cant difference in the number of CD3+ and CD4+ T cells 

between the genotypes on a HFD (Fig. 4A). The HFD sig-
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nificantly increased the number of CD3+CXCR3+ T cells in 

both genotypes of mice compared with mice fed a standard 

diet. However, the number of CD3+CXCR3+ cells (p=0.031) 

was higher in the VAT from LGALS3-/- mice than in the 

VAT from WT mice, both on a HFD (Fig. 4A). Moreover, 

the number of CD8+ (p=0.034) T lymphocytes and the 

CD8-to-CD4 ratio (Fig. 4B) were higher in LGALS3-/- mice 

fed a HFD than in diet-matched WT mice (p=0.014). There 

was no difference in the number of NKT cells (Fig. 4C) or 

the percentage of CD45+Lin-Sca-1+ innate lymphoid cells 

between the two genotypes of mice on both diets (Fig. 4D). 

DISCUSSION 

In this report, we demonstrate increased obesity, vis-

ceral adipose tissue inflammation and dysregulated glu-

cose metabolism in LGALS3-/- mice on a long-term high-

fat diet. These effects appear to be mediated by both the 

metabolic and the immunoregulatory effects of Gal-3. Af-

ter 6 months on a HFD, the body weight, weight gain and 

amount of total visceral tissue were significantly higher in 

LGALS3-/- mice than in diet-matched WT mice (Fig. 1A 

and 1B). HFD feeding in Gal-3-deficient mice resulted in 

increased weight and visceral fat mass followed by sig-

nificantly higher serum total cholesterol and triglyceride 

levels (Fig. 1C). Additionally, the fasting blood glucose 

and insulin levels, as well as the HOMA-IR, were signifi-

cantly higher in obese and lean LGALS3-/- mice than in 

WT mice (Fig. 2). 

There is increasing evidence that Gal-3 plays an im-

portant role in obesity and T2DM (18). However, contro-

versial results have been reported regarding the effects of 

Gal-3 in obese patients and experimental models. Our re-

sults are in agreement with the study reported by Okhura 

et al., which demonstrated that low serum Gal-3 levels are 

associated with insulin resistance in T2DM patients (25). 

It has been recently demonstrated that obese LGALS3-/- 

mice have increased fasting blood glucose and insulin 

levels compared with diet-matched WT animals (18). 

Additionally, Pejnovic et al. (18) reported significantly 

increased IFN-γ-producing Type 1 T/NKT cells and pro-

inflammatory M1 macrophages and reduced T regula-

tory cells and alternatively activated M2 macrophages 

in the VAT of LGALS3-/- mice fed a HFD compared with 

diet-matched WT animals. Pang et al. (27) reported that 

Gal-3-deficient mice fed a HFD for 12 weeks develop in-

creased adiposity and systemic inflammation. In addi-

tion, the same authors showed that despite the increased 

adiposity in Gal-3-deficient mice, there was no significant 

difference in the size of the adipocytes (27). In this study, 

we demonstrated that LGALS3-/- mice fed a HFD for 6 

months developed visceral adiposity, hyperglycaemia and 

IR. Increased adiposity in Gal-3-deficient mice on a HFD 

was associated with adipocyte hypertrophy (Fig. 1D). 

Inflammation in the VAT during obesity plays a central 

role in metabolic abnormalities such as IR. We demon-

strate that a long-term HFD induced innate and adaptive 

immune cell infiltration in the VAT (Fig. 3 and 4). It has 

been reported that DCs, as professional antigen-present-

ing cells, have an important role in obesity-induced VAT 

inflammation (28). The obesity-associated increase of 

CD11c+ cells in the adipose tissue suggests that DCs play 

a role in macrophage recruitment and activation (29). The 

VAT from HFD-fed LGALS3-/- mice contained higher num-

bers of total CD11c+ and CD11c+F4/80- DCs than HFD-

fed WT animals (Fig. 3A). Additionally, the expression of 

CD11c is one of the key characteristics of proinflammatory 

(M1) macrophages in addition to specific markers such as 

F4/80 and CD11b. Triple-positive F4/80+CD11b+CD11c+ 

macrophages (30) were more numerous in the VAT of 

LGALS3-/- mice fed a HFD (Fig. 3B) and were recently 

described as a proinflammatory macrophage subset (10). 

This macrophage population is increased in the adipose 

tissue in obese vs. lean mice (10). In addition, the subset 

of proinflammatory F4/80hi macrophages (30) was signifi-

cantly higher in obese LGALS3-/- mice than in WT mice 

(Fig. 3B). This result is in agreement with the reported data 

of increased proinflammatory F4/80+CD11c+CD206+ mac-

rophage numbers in the VAT of LGALS3-/- after 11 weeks 

on a HFD (18). Type 1 T cells have a major role in obesity-

associated chronic inflammation (31). The HFD increased 

the number of CD3+ lymphocytes in the VAT of both gen-

otypes of mice compared with chow-fed mice (Fig. 4A). 

CXCR3, a chemokine receptor that is highly expressed on 

activated T cells, is involved in T cell trafficking and ac-

tivation (32). CD3+ cells expressing CXCR3 were higher 

in the VAT from LGALS3-/- mice than in WT mice, both 

on a HFD (Fig. 4A). Despite the overlapping expression of 

chemokine receptors, CXCR3-positive cells represent Th1 

lymphocytes. Th1 lymphocytes expressing CXCR3 pro-

duce more Th1-type cytokines such as IFN-γ and enhance 

the activity of CD8+ T cell effectors in vitro (33). Obesity 

is associated with increased CD8+ cells in the VAT (33). 

In our study, the number of CD8+ cells and the CD8/CD4 

ratio (Fig. 4B) in the VAT was increased in LGALS3-/- mice 

fed a HFD compared with diet-matched WT mice, sug-

gesting the role of cytotoxic CD8+ cells in VAT inflamma-

tion and related metabolic abnormalities. 

In summary, we provide evidence that Gal-3 deletion 

enhanced long-term HFD-induced adiposity, visceral adi-

pose tissue inflammation, insulin resistance and hyper-

glycaemia. These data contribute to better understanding 

of the role Gal-3 in obesity, metabolic inflammation and 

T2DM.
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ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is strongly as-

sociated with obesity, but the molecular mechanisms of liver 

steatosis and its progression to non-alcoholic steatohepatitis 

and fi brosis are incompletely understood. Immune reactiv-

ity plays an important role in the pathogenesis of NAFLD. 

Th e IL-33/ST2 axis has a protective role in adiposity and 

atherosclerosis, but its role in obesity-associated metabolic 

disorders requires further clarifi cation. To investigate the 

unresolved role of IL-33/ST2 signalling in NAFLD, we used 

ST2-defi cient (ST2-/-) and wild type (WT) BALB/c mice 

maintained on a high-fat diet (HFD) for 24 weeks. HFD-

fed ST2-/- mice exhibited increased weight gain, visceral 

adipose tissue weight and triglyceridaemia and decreased 

liver weight compared with diet-matched WT mice. Com-

pared with WT mice on an HFD, ST2 deletion signifi cantly 

reduced hepatic steatosis, liver infl ammation and fi brosis 

and downregulated the expression of genes related to lipid 

metabolism in the liver. Th e frequency of innate immune 

cells in the liver, including CD68+ macrophages and CD11c+ 

dendritic cells, was lower in HFD-fed ST2-/- mice, accom-

panied by lower TNFα serum levels compared with diet-

matched WT mice. Less collagen deposition in the livers of 

ST2-/- mice on an HFD was associated with lower numbers 

of profi brotic CD11b+Ly6clow monocytes and CD4+IL-17+ T 

cells in the liver, lower hepatic gene expression of procolla-

gen, IL-33 and IL-13, and lower serum levels of IL-33 and 

IL-13 compared with diet-matched WT mice. 

Our fi ndings suggest that the IL-33/ST2 axis may have a 

complex role in obesity-associated metabolic disorders. Al-

though it is protective in HFD-induced adiposity, the IL-33/

ST2 pathway promotes hepatic steatosis, infl ammation and 

fi brosis. 

Key words: Obesity, steatosis, non-alcoholic steatohepa-

titis, liver fi brosis, immune cells

SAŽETAK

Nealkoholna masna bolest jetre je najčešće udružena 

sa gojaznošću, ali su molekularni mehanizmi razvoja stea-

toze i progresije u stetaohepatitis i fi brozu jetre nedovoljno 

razjašnjeni. Imunski mehanizmi imaju važnu ulogu u razvo-

ju nealkoholne masne bolesti jetre. IL-33/ST2 signalni put 

ima zaštitnu ulogu u gojaznosti i aterosklerozi, ali je njego-

va uloga u razvoju metaboličkih poremećaja udruženih sa 

gojaznošću nedovoljno ispitana. 

U ovom istraživanju ispitivali smo ulogu IL-33/ST2 sig-

nalnog puta u nealkoholnoj masnoj bolesti jetre na mišjem 

modelu gojaznosti indukovane primenom dijete sa visokim 

sadržajem masti u trajanju od 24 nedelje na ST2 defi cijent-

nim (ST2-/-) i miševima divljeg soja BALB/c. 

ST2-/- miševi na dijeti sa visokim sadržajem masti su imali 

veći prirast telesne težine, veću težinu visceralnog masnog tkiva 

i više serumske nivoe triglicerida, dok je težina jetre bila manja 

u pređenju sa miševima divljeg soja na istoj dijeti. Nadalje, de-

lecija ST2-/- gena je značajno smanjila steatozu jetre, infl amaci-

ju i fi brozu jetre što je bilo praćeno sniženom ekspresijom gena 

uključenih u metabolizam lipida u jetri. Zastupljenost ćelija 

prirodne imunosti u jetri, CD68+ makrofaga i CD11c+ dendrits-

kih ćelija i serumski nivo TNFα su bili niži kod ST2-/- miševa. 

Manje izražena fi broza jetre u ST2-/- miševa je bila povezana sa 

sniženom zastupljenošću profi brotskih CD11b+Ly6clow monocita 

i CD4+IL-17+ T limfocita u jetri, sniženom ekspresijom gena za 

prokolagen, IL-33 i IL-13 i sniženim serumskim nivoima IL-33 i 

IL-13 u poredjenju sa miševima divljeg soja. 

Dobijeni rezultati ukazuju na kompleksnu ulogu IL-

33/ST2 signalnog puta u metaboličkim poremećajima 

udruženim sa gojaznošću. Iako protektivan za razvoj gojaz-

nosti, IL-33/ST2 signalni put pospešuje steatozu, infl amaciju 

i fi brozu jetre. 

Ključne reči: gojaznost, steatoza, nealkoholni steato-

hepatitis, fi broza jetre, imunske ćelije
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INTRODUCTION

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most 

common liver disease in developed countries and comprises 

a wide spectrum of liver pathologies, from benign liver ste-

atosis to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), eventually 

causing liver cirrhosis that may lead to hepatocellular car-

cinoma (1). Approximately one third of the individuals with 

simple steatosis develop NASH, and among them, up to 20% 

will progress to liver cirrhosis over the period of years (2).

NAFLD is considered as a hepatic manifestation of met-

abolic syndrome, which is a cluster of interrelated metabolic 

disorders, including obesity, hypertension and atheroscle-

rosis, insulin resistance and diabetes, and dyslipidemia and 

fatty liver. The central features of metabolic syndrome are 

related to lipotoxicity, glucotoxicity and chronic low-grade 

inflammation leading to insulin resistance (3,4), for which 

immune mechanisms and complex cytokine network coor-

dinate the inflammatory responses and metabolic distur-

bances (3,5). Genetic and environmental factors play a role 

in the development of obesity (6,7), but the cellular and mo-

lecular mechanisms involved in obesity-associated meta-

bolic disorders are incompletely understood.

The hallmark of NAFLD is hepatocyte triglyceride 

accumulation. Hepatic steatosis represents excessive fat 

accumulation in hepatocytes and occurs as a result of 

multiple metabolic pathways, including increased fat de-

livery, increased fat synthesis, reduced fat oxidation, and/

or reduced fat export in the form of VLDL (8). Increased 

circulating fatty acids (FFAs) and de novo lipogenesis 

from glucose are important determinants of hepatic ste-

atosis. Adipose tissue dysfunction in obesity is thought to 

increase plasma FFAs, which are the major lipid provid-

ers in hepatic steatosis, and ectopic lipid accumulation in 

liver and muscle tissues, leading to insulin resistance. The 

mechanisms that lead to excessive plasma FFAs include in-

creased lipolysis in adipose tissue, increased dietary fatty 

acids and newly synthesized fatty acids in the liver that are 

esterified into triglycerides and either stored in hepatocyte 

lipid droplets or secreted as plasma VLDLs (9). 

The molecular mechanisms involved in the progression of 

benign liver steatosis to liver inflammation and fibrosis in NA-

FLD are incompletely understood. Hepatic lipid accumulation 

may promote the inflammatory response characterized by acti-

vated resident tissue macrophages (Kupffer cells), the increased 

infiltration of myeloid and lymphoid cells within the liver and 

the subsequent release of pro-inflammatory cytokines, includ-

ing TNF-α, IL-6 and IL-1β, all of which enhance the progres-

sion of NASH to fibrosis. Moreover, the most recent study 

demonstrated that development of hepatic steatosis requires 

IL-1 signalling, which promotes hepatic lipogenesis (10). Other 

members of the IL-1 superfamily, including the IL-1 receptor 

antagonist, IL-18 and IL-33, together with IL-1 have been im-

plicated in various pathological conditions, but their roles in 

obesity-associated metabolic disorders are unclear. 

IL-33 is a member of the IL-1 cytokine family, a multi-

functional cytokine involved in the pathogenesis of various 

inflammatory and autoimmune diseases (11). IL-33 is a pleio-

tropic cytokine that binds to its plasma membrane receptor 

complex comprising ST2 and the IL-1R accessory protein 

(11) and generally promotes Th2-type immune responses. IL-

33 appears to exert protective metabolic effects in obesity and 

atherosclerosis (12). IL-33 promotes liver fibrosis through the 

activation and expansion of liver-resident innate lymphoid 

cells, which produce profibrotic IL-13 (13). In the fibrotic 

liver, IL-33 is present in activated hepatic stellate cells, which 

are key cellular mediators of liver fibrosis (14). 

The role of the IL-33/ST2 axis in obesity-associated 

metabolic disorders requires further clarification. We 

aimed to investigate the role of IL-33/ST2 signalling in the 

development of hepatic steatosis, inflammation and fibro-

sis in a model of high fat diet (HFD)-induced obesity using 

ST2-deficient (ST2-/-) mice on the BALB/c background. 

MATERIALS AND METHODS

Experimental mice and study design

Eight-week-old, male mice were used in the experi-

ments. ST2-deficient mice (ST2-/- mice) on the BALB/c 

background were generated by targeted disruption of the 

ABBREVIATIONS

ABCA - ATP-binding cassette transporter

BSA - bovine serum albumin

CD - cluster of differentiation

CDNA - complementary DNA

FCS - foetal calf serum

FFAs - free fatty acids 

Gal-3 - galectin 3

HFD - high fat diet 

IFNγ - interferon-γ

IL - Interleukin

LXRα - Liver X receptor alpha

NAFLD - non-alcoholic fatty liver disease 

NASH - non-alcoholic steatohepatitis 

PBS - phosphate-buffered saline

PPARγ - peroxisome proliferator-activated receptor gamma

qRT-PCR - quantitative real-time polymerase chain reaction

RNA - Ribonucleic acid

TNFα - tumour necrosis factor alpha

VAT - visceral adipose tissue

VLDL - very low density lipoprotein

WT - wild type 

α-SMA - alpha smooth muscle actin
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mouse ST2 gene (15). ST2-/- mice were kindly provided 

by Dr McKenzie (University of Cambridge, UK). ST2-de-

ficient (ST2-/-) and wild-type (WT) BALB/c mice were 

accommodated in our animal facilities under standard 

laboratory conditions in a temperature-controlled envi-

ronment with a 12-h light/dark cycle. Mice received wa-

ter and standard chow (10% calories from fat, Mucedola, 

Milano, Italy) or a high fat diet (60% calories from fat, 

Mucedola, Italy) ad libitum. Animals were sacrificed af-

ter 24 weeks of feeding, and blood samples and liver and 

visceral adipose tissues were collected for further analy-

ses. All animal procedures were approved by the Ethical 

committee of the Faculty of Medical Sciences, University 

of Kragujevac.

Metabolic parameters

Body weights and fasting blood glucose levels were 

measured periodically, every 4 weeks. Before the measure-

ments, mice were fasted for 4 h, and glucose levels (mmol/L) 

were determined using the Accu-Chek Performa glucom-

eter (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Serum 

concentrations of total cholesterol, triglycerides, AST and 

ALT were measured using the Olympus AU600 Chemistry 

Immuno Analyzer (Olympus, Tokyo, Japan). Fasting insu-

lin levels in sera were measured using the Mouse Insulin 

ELISA Kit (Alpco, Salem, NH, USA). 

Liver histological analysis 

Livers were excised, fixed in 10% buffered formalin and 

embedded in paraffin. Tissue sections, 5-μm-thick, were 

stained with haematoxylin and eosin and picrosirius red 

as previously described (16). The quantification of red-

stained collagen in liver sections stained with picrosirius 

red was performed on 10 fields of a section at 10X magni-

fication, as previously described (17).

We performed Oil Red O staining on 5-μm-thick liver 

tissue cryosections. Tissue sections were fixed in para-

formaldehyde (10%), rinsed with 60% isopropanol and 

stained with freshly prepared a working solution of Oil 

Red O for 10 minutes. After rinsing with 60% isopropanol, 

sections were counterstained with Mayer’s haematoxylin 

and mounted using water-based mounting medium. The 

quantification of red-stained lipids in mouse liver sections 

stained with Oil Red O was performed on 10 fields of a 

section at 100X magnification by digital image analyses, as 

previously described (18). 

The quantification of liver tissue inflammatory cell in-

filtration was performed in blinded fashion by two inde-

pendent observers. Analysis was performed on 10 fields 

of a section at 10X magnification. Inflammatory cell infil-

tration was graded as follows: 0=no foci; 1=<2 foci/field; 

2=2-4 foci per field; and 3=>4 foci per field. Then, a mean 

score was calculated (19). Histological analysis was per-

formed on tissue sections using light microscope (BX51; 

Olympus) equipped with a digital camera.

Immunohistochemistry 

For immunohistochemical staining, we used paraffin-

embedded liver tissue sections (5-μm-thick). After per-

forming heat-mediated antigen retrieval in citrate buffer 

(pH=6.0), deparaffinized tissue sections were incubated 

with primary mouse anti-α-SMA antibody (ab7817, Ab-

cam, Cambridge, UK) or mouse anti-CD68 antibody 

(ab49777, Abcam). Staining was visualized using the 

Mouse-specific HRP/DAB Detection IHC Kit (ab64259, 

Abcam), and sections were counterstained with Mayer’s 

haematoxylin. Sections were photomicrographed with 

a digital camera mounted on a light microscope (Olym-

pus BX51, Japan), digitized and analysed. Analysis was 

performed on 10 fields of a section at 40X magnification. 

The results are presented as the mean count of positively 

stained cells per field.

Isolation of liver mononuclear cells

The mice were euthanized, and their livers were re-

moved, thoroughly dissected and passed through a 100-

μm nylon cell strainer (BD Biosciences); isolated cells were 

then suspended in complete RPMI-1640 medium contain-

ing 10% foetal calf serum (FCS). Cell suspensions were 

centrifuged at 507 rpm for 1 minute, and the supernatants 

enriched for mononuclear cells were collected and centri-

fuged at 1500 rpm for 10 minutes, as previously described 

(20). Cell pellets were then resuspended in complete RP-

MI-1640 medium. 

Flow cytometry

Liver mononuclear cells were stained with combina-

tions of either fluorochrome-labelled primary Abs or iso-

type controls for 30 min at 4°C. For intracellular staining, 

cells were activated with PMA/ionomycin and processed 

as previously described (21). Cells were labelled with the 

following fluorochrome-conjugated monoclonal antibod-

ies: anti-mouse CD3, CD11b, CD45, CD4, (BD Bioscienc-

es), F4/80, CD11c (BioLegend, San Diego, CA), and Ly-6C 

(Life Technologies, Carlsbad, CA). The cells were analysed 

using a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and 

FlowJo software (Tree Star).

Expression of genes related to lipid metabolism and 

fibrosis in the liver

RNA was extracted from frozen mouse liver tissue us-

ing TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the 

manufacturer’s instructions. Total RNA (2 μg) was reverse-

transcribed to cDNA using the High Capacity cDNA Re-

verse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

California, USA). qRT-PCR was performed using Power 

SYBR MasterMix (Applied Biosystems) and miRNA-spe-

cific primers for procollagen, αSMA, IL-33, CD36, IL-13, 

TGF-β, Abca-1, LXRα, and PPARγ as well as for β-actin, as 
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a housekeeping gene (Table 1). qPCR reactions were initi-

ated with a 10-minute incubation time at 95°C followed by 

40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 60 seconds 

in a Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Ger-

many). The fold change of miRNA gene expression was 

calculated by the equation 2−ΔΔCt, described by Livak and 

Schmittgen (22), where Ct is the cycle threshold. ΔCt was 

calculated by subtracting the Ct values of the endogenous 

control from the Ct values of the miRNA of interest. ΔΔCt 

was then calculated by subtracting ΔCt of the control from 

ΔCt of the calibrator. 

Cytokine measurements

Cytokine levels in sera were measured using mouse 

Duoset ELISA kits for IL-6, IL-10, IL-13, IL-33, TGF-β, 

IFN-γ and TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 22.0. 

Data are presented as the means ± SEM. Statistical signifi-

cance was assessed by the Mann-Whitney U test, and, if 

appropriate, independent sample Student’s t test. Statisti-

cal significance was assumed at p<0.05. 

RESULTS

Metabolic analysis in WT and ST2-/- BALB/c mice 

exposed to an HFD

At the beginning of the experiment, WT and ST2-/- 

BALB/c mice had similar body weights. After 24 weeks 

of feeding with either chow or an HFD, no differences in 

body weights were observed between WT and ST2-/- mice. 

However, the weight gain and the weight gain expressed 

as a percentage of the initial body weight were significant-

ly higher in ST2-/- mice on an HFD compared with diet-

matched WT mice (Fig. 1A). 

The visceral adipose tissue (VAT) weight and the VAT 

weight expressed as a percentage of total body weight were 

significantly higher in HFD-fed mice of both genotypes 

compared with chow-fed mice. The visceral adipose tis-

sue weight was significantly higher in HFD-fed ST2-/- mice 

compared with HFD-fed WT mice (Fig. 1A). The liver 

weight and the liver weight expressed as a percentage of the 

total body weight were significantly lower in ST2-/- mice on 

an HFD compared with HFD-fed WT mice (Fig. 1A). Fast-

ing blood glucose levels and the HbA1c percentage did not 

differ in HFD-fed mice of both genotypes, whereas fasting 

serum insulin levels were significantly lower in ST2-/- mice 

compared with WT mice (Fig. 1B). 

Serum triglycerides were significantly higher in HFD-

fed ST2-/- vs. WT mice as well as compared with chow-fed 

ST2-/- mice. An HFD significantly increased total choles-

terol serum levels in both genotypes, with no significant 

differences observed between ST2-/- and WT mice (Fig. 

1C). ALT activity was significantly increased in HFD-fed 

WT and ST2-/- mice compared with chow fed mice, with 

no differences found between the genotypes (Fig. 1D). AST 

levels did not differ between chow- or HFD-fed ST2-/- and 

WT mice.

Liver steatosis, inflammation and fibrosis in WT 

and ST2-/- BALB/c mice 

Semiquantitative analysis of lipid deposition in liver 

tissue sections stained with Oil Red O demonstrated that 

HFD increased liver steatosis in WT and ST2-/- mice com-

pared with chow-fed animals. However, liver steatosis was 

significantly lower in ST2-/- mice on an HFD compared 

with diet-matched WT mice (Fig. 2A). Liver inflammation, 

as evaluated by the inflammatory cell infiltrate score, was 

significantly lower in ST2-/- mice on an HFD compared with 

diet-matched WT mice (Fig. 2B). The degree of liver fi-

brosis, quantified by staining collagen with picrosirius red, 

was significantly higher in both genotypes of mice fed an 

HFD compared with chow-fed mice. Notably, the degree 

of collagen deposition was significantly lower in HFD-fed 

ST2-/- mice compared with HFD-fed WT mice (Fig. 2C).

Table 1: Primers used for qRT-PCR analysis

Sense (5’ to 3’) Antisense (5’ to 3’)

Procollagen GCTCCTCTTAGGGGCCACT CCACGTCTCACCATTGGGG

α-SMA ACTGGGACGACATGGAAAAG CATCTCCAGAGTCCAGCACA

IL-33 TCCTTGCTTGGCAGTATCCA TGCTCAATGTGTCAACAGACG

IL-13 CCTGGCTCTTGCTTGCCTT GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA

TGF-β ATACAGGGCTTTCGATTCAGC GTCCAGGCTCCAAATATAGG

mLXR-α ATCGCCTTGCTGAAGACCTCTG GATGGGGTTGATGAACTCCACC

PPAR-γ CCCAATGGTTGCTGATTACAAA GAGGGTGTTAGAAGGTTCTTCATGA

Abca-1 CGCAGTGACCAGAAAACAATGTG TATCAATGAGGCAAGGGTGTGG

CD36 TCCAGCCAATGCCTTTGC TGGAGATTACTTTTTCAGTGCAGAA
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Figure 1. Metabolic parameters 

A. Body weight at the beginning of the experiment and after 24 weeks. Body weight gain as well as weight gain expressed as a percentage of the initial 

body weight were signifi cantly higher in ST2-/- mice on a high-fat diet compared with diet-matched WT mice. Th e visceral adipose tissue weight and its 

weight expressed as a percentage of the total body weight were signifi cantly higher in high-fat diet-fed vs. chow-fed groups of mice of both genotypes. 

Th e visceral adipose tissue weight was signifi cantly higher in HFD-fed ST2-/- mice compared with HFD-fed WT mice. Th e liver weight and the liver 

weight expressed as a percentage of the total body weight were signifi cantly lower in ST2-/- mice fed an HFD compared with diet-matched WT mice.

B. Th ere was no diff erence in fasting blood glucose levels between groups. Fasting serum insulin levels was signifi cantly lower in ST2-/- mice compared 

with WT mice, both fed an HFD.

C. Total cholesterol levels in the sera were signifi cantly higher in the HFD-fed groups compared with the respective chow diet-fed groups. ST2-/- mice 

fed an HFD had signifi cantly higher levels of serum triglycerides compared with ST2-/- as well as WT mice fed a chow diet.

D. ALT activity was signifi cantly increased in WT and ST2-/- mice fed an HFD compared with the respective chow-fed groups. Th ere were no diff er-

ences in AST activity between groups.
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Figure 2. Liver steatosis, infl ammation and fi brosis 

A. Signifi cantly higher liver steatosis was observed in WT mice fed an HFD compared with WT mice fed chow. Signifi cantly higher liver steatosis was 

observed in ST2-/- mice fed an HFD compared with ST2-/- mice fed chow. Liver steatosis was signifi cantly lower in ST2-/- mice than in WT mice, both 

fed an HFD.

B. Liver infl ammation, as evaluated by the infl ammatory cell infi ltrate score, was signifi cantly lower in HFD-fed ST2-/- mice compared with HFD-fed 

WT mice.

C. Th e degree of liver fi brosis was signifi cantly higher in mice fed an HFD compared with mice fed a chow diet in both genotypes. Th e extent of liver 

fi brosis was signifi cantly lower in ST2-/- mice fed an HFD compared with diet-matched WT mice.
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HFD significantly increased the number of CD68+ mac-

rophages in livers in WT and ST2-/- mice. However, the 

number of CD68+ macrophages was significantly lower in 

chow- or HFD-fed ST2-/- mice compared with diet-matched 

WT mice (Fig 3A). HFD feeding significantly increased the 

number of αSMA-positive myofibroblasts in the livers of 

ST2-/- mice only; there was no difference in the number of 

αSMA-positive cells between the two genotypes of mice 

fed chow or an HFD (Fig. 3B).

Immune cell composition in the livers of WT and 

ST2-/- BALB/c mice 

We analysed several populations of innate immune cell 

and lymphocyte subpopulations. HFD feeding increased the 

percentage of F4/80+ macrophages in the livers of WT mice; 

in contrast, no significant differences in the proportion of 

these cells were found between WT and ST2-/- mice on an 

HFD. The percentage of CD11c+F4/80- dendritic cells (DCs) 

was significantly higher in both genotypes fed an HFD com-

pared with chow-fed mice. CD11c+ DCs were significantly 

lower in the livers of ST2-/- mice fed either chow or an HFD 

compared with diet-matched WT mice (Fig. 4A). 

HFD feeding significantly increased the percentage of 

CD11b+Ly6Clow cells in WT mice compared with HFD-fed 

ST2-/- mice. In contrast, HFD increased the percentages of 

CD11b+Ly6Chigh cells in both genotypes, and the propor-

tion of these cells was significantly higher in both chow- 

and HFD-fed ST2-/- mice compared with diet-matched 

WT mice (Fig. 4B). 

Figure 3. Immunohistochemical staining in liver 

A. Number of αSMA positive cells was signifi cantly lower in ST2-/-  mice on chow diet compared to ST2-/- mice on HFD, with no diff erences between 

the genotypes of mice

B. Th e number of CD68+ macrophages was signifi cantly lower in ST2-/- mice on chow diet compared to ST2-/- mice on HFD as well as WT mice on 

chow. ST2-/- mice on HFD had signifi cantly lower number of CD68+ macrophages compared to WT mice on HFD. Wild type mice on chow had 

signifi cantly lower number of CD68+ macrophages compared to WT mice on HFD.
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Figure 4. Phenotypic analysis of immune 

cells in the liver 

A. Th e percentage of F4/80+ macrophages was 

signifi cantly higher in WT mice fed an HFD 

compared with WT mice fed a chow diet. 

Th e percentage of CD11c+F4/80- cells was 

signifi cantly higher in groups fed an HFD 

compared with the chow-fed groups. Th e 

percentage of CD11c+F4/80- cells was sig-

nifi cantly lower in ST2-/- mice fed a chow diet 

compared with WT mice fed chow and was 

also signifi cantly lower in ST2-/- mice fed an 

HFD compared with WT mice fed an HFD. 

B. Th e percentage of CD11b+Ly6Clow cells 

was signifi cantly higher in WT mice fed an 

HFD compared with WT mice fed chow as 

well as with ST2-/- mice fed an HFD. Th e 

percentage of CD11b+Ly6Chigh cells was 

signifi cantly higher in both the chow- and 

HFD-fed ST2-/- mice compared with diet-

matched WT mice.

C. Among the gated CD4+ cells, no diff erence 

in the percentages of IFN-γ producing cells 

was found. Th e percentage of IL-17-pro-

ducing CD4+ cells was signifi cantly lower 

in ST2-/- mice fed an HFD compared with 

WT mice fed an HFD.

Among gated CD4+ T cells, no difference in the per-

centage of IFN-γ producing cells was observed among the 

genotypes of mice fed either chow or an HFD. However, 

the percentage of IL-17-producing CD4+ T cells was sig-

nificantly lower in HFD-fed ST2-/- mice compared with 

HFD-fed WT mice (Fig. 4C). 

The expression of genes related to liver lipid metab-

olism and fibrosis and cytokine profiles in the sera of 

WT and ST2-/- BALB/c mice

HFD significantly increased the expression of ATP 

binding cassette sub-family A member 1 (Abca-1), CD36 

and oxysterol receptor LXR-alpha (LXR-α) genes in the 

livers of WT mice compared with chow-fed animals; no 

differences were observed in the mRNA levels of peroxi-

some proliferator-activated receptor gamma (PPAR-γ) 

(Fig. 5A). LXRα and PPAR-γ expression was significantly 

lower in HFD-fed ST2-/- mice compared with diet-matched 

WT mice.

HFD significantly increased expression of the liver fi-

brosis-related genes collagen alpha 1 chain precursor (pro-

collagen), and alpha smooth muscle actin (αSMA) and the 

profibrotic genes IL-33 and IL-13 in the livers of WT mice 

compared with chow-fed animals (Fig 5B). In ST2-/-mice, 

HFD feeding led to significantly increased αSMA expres-

sion. The expression of procollagen, IL-33 and IL-13 was 

significantly lower in ST2-/- vs. WT mice, both fed an HFD. 

TGF-β precursor expression was not influenced by HFD 

feeding in both genotypes, although its expression was sig-

nificantly higher in chow-fed ST2-/- mice compared with 

diet-matched WT mice (Fig. 5B).

We also analysed serum proinflammatory and pro-

fibrotic cytokine levels in WT and ST2-/- mice fed to an 

HFD for 24 weeks, as indicated in Figure 5. The levels of 

TNF-α, IL-13 and IL-33 were significantly lower in the sera 

of ST2-/- mice compared with WT mice (Fig. 5C). 

DISCUSSION

Mice on a BALB/c background are relatively resis-

tant to HFD-induced obesity (23). However, we demon-

strate that HFD-fed ST2-deficient mice had significantly 

higher body weight gain compared with wild type mice. 

It appears that ST2 deletion may partially attenuate the 

resistance to diet-induced obesity. This result is in ac-

cordance with previous studies, which suggested that 
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Figure 5. Liver gene expression and cytokine profi les in sera

A. Th ere were no signifi cant diff erences in the expression of genes related to lipid metabolism in the livers of ST2-/- mice fed chow and an HFD. Sig-

nifi cantly increased expression of the Abca-1, CD36 and LXR-α genes was observed in W T mice fed an HFD compared with WT mice fed a chow 

diet. Th e expression of CD36, LXRa and PPAR-γ was signifi cantly lower in ST2-/- mice fed an HFD compared with diet-matched WT mice.

B. Expression of the procollagen, alpha smooth muscle actin, IL-33 and IL-13 genes was signifi cantly increased in the livers of WT mice fed an HFD 

compared with WT mice fed chow. Th e expression of αSMA was signifi cantly higher in the livers of ST2-/- mice fed an HFD compared with ST2-/- 

mice fed chow. Th e expression of IL-33 and IL-13 was signifi cantly lower in ST2-/- mice fed an HFD compared with WT mice fed an HFD. Expres-

sion of the TGF-β precursor was signifi cantly higher in ST2-/- mice fed chow compared with diet-matched WT mice.

C. Th e levels of TNF-α, IL-13 and IL-33 were signifi cantly lower in the sera of ST2-/- mice fed an HFD compared with diet-matched WT mice.

IL-33 plays a protective role in obesity (12). Miller et al. 

have previously demonstrated that exogenous IL-33 ex-

erted protective effects on adiposity and inflammation, 

and Pantic et al. showed that ST2 deletion enhanced 

visceral adiposity and inflammation in BALB/c mice. In 

line with these studies (12,24) we also demonstrate the 

higher amount of visceral adipose tissue in ST2-/- mice 

maintained on an HFD. Our main objective in this study 

was to investigate the unresolved role of the IL-33/ST2 

axis in the development of hepatic steatosis. We demon-

strate here that HFD-induced steatosis was ameliorated 

in ST2-/- mice compared with wild-type mice. Further-

more, the extent of liver steatosis was also significantly 

lower in ST2-/- mice on a standard diet compared with 

diet-matched WT mice. The lack of IL-33/ST2 signalling 

resulted in increased visceral fat weight and hypertrig-

lyceridemia and attenuated liver steatosis in mice fed an 

HFD. This finding was somewhat unexpected consider-
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ing that enhanced lipolysis in enlarged adipose tissues in 

obesity was shown to be the main contributing factor in 

the development of liver steatosis (9, 25). Adipose tissue 

lipolysis is the catabolic process leading to the break-

down of triglycerides stored in fat cells and the release 

of fatty acids and glycerol (26). Our findings imply that 

the protective effect of IL-33 in the obesity-associated 

enlargement of visceral adipose tissue is not exerted on 

hepatic steatosis. The role of IL-33/ST2 signalling in 

hepatic steatosis has not been investigated. Recent re-

port suggests that IL-33/ST2 expression may promote 

maternal lipolysis during pregnancy (27). It could be 

speculated that the discrepancy between the protective 

effects on HFD-induced adiposity and enhanced liver 

steatosis may be related to the presumption that IL-33 

promotes lipolysis and the “relocation” of fatty acids in 

the liver. Furthermore, we demonstrated that WT mice 

fed an HFD have increased expression of genes associ-

ated with lipid metabolism in the liver. The expression 

of fatty acid translocase (CD36/FAT) was significantly 

higher in WT mice than in ST2-/- mice, both fed an HFD. 

When fatty acids are released from adipose tissue stores, 

they enter the circulation as FFAs. CD36 is a molecule 

involved in the uptake of fatty acids by cells (28). We 

show markedly lower LXRα expression in HFD-fed 

ST2-/- mice compared with HFD-fed WT mice. Liver X 

receptor alpha (LXRα) is oxysterol-activated nuclear re-

ceptor that is expressed in the liver and in other tissues 

and that regulates inflammation and lipogenesis. It has 

been demonstrated that LXRα activation has potentially 

deleterious effects by promoting hepatic steatosis and 

insulin resistance (29,30). As opposed to ST2-/- mice, 

WT mice fed an HFD had increased expression of per-

oxisome proliferator-activated receptor (PPARγ), which 

has been associated with exacerbated steatosis when 

overexpressed in hepatocytes (31). 

Our findings point to an important role for IL-33/

ST2 signalling in obesity-associated changes in lipid 

metabolism in the liver. A recent study showed that the 

development of hepatic steatosis requires IL-1 signal-

ling (10), and considering that the IL-33/ST2 axis shares 

similar downstream molecules with the IL-1 pathway, 

IL-33/ST2 signalling should be further explored in he-

patic lipogenesis. Recently, the direct role of IL-17 in liv-

er steatosis and fibrosis has been demonstrated (32,33). 

In accordance with this finding, we showed that IL-17-

producing CD4+ cells were less numerous in the livers of 

HFD-fed ST2-/- mice compared with diet-matched WT 

mice. Liver inflammation was attenuated in ST2-/- mice 

fed an HFD, as evaluated by lower inflammatory scores 

and lower numbers of CD68+ macrophages and percent-

ages of CD11c+ DCs in the livers of these mice compared 

with diet-matched WT mice. Liver damage due to pro-

nounced steatosis in WT mice has been coupled with 

on-going fibrosis. In contrast to HFD-fed ST2-/- mice, 

higher gene expression of procollagen, IL-33 and profi-

brotic IL-13 observed in the livers of HFD-fed WT mice 

supports the notion of the profibrotic role of IL-33/

ST2 signalling in the liver. This was accompanied by in-

creased collagen deposition in steatotic livers of HFD-fed 

WT mice and increased sera levels of IL-33 and IL-13. 

In addition, we also demonstrated that CD11b+Ly6clow 

monocytes, which are cells with profibrotic or M2-type 

functions in the liver (34,35,36), were more numerous 

in the livers of HFD-fed WT mice compared with diet-

matched ST2-/- mice.

Conclusion

In summary, our findings are compatible with the no-

tion that the IL-33/ST2 (IL-33R) axis may play multiple 

roles in obesity-associated metabolic disorders and NA-

FLD. IL-33/ST2 signalling attenuates adiposity and in-

flammation in visceral adipose tissue but promotes liver 

steatosis, inflammation and fibrosis, most likely by modu-

lating cell trafficking and the metabolic pathways that link 

adipose and liver tissues in obesity. 
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ABSTRACT 

Tanycytic ependymoma is a very rare spindle-cell vari-

ant of ependymoma derived from tanycytes, which are part 

of the primitive nervous system. Th is paper is presenting 

48-year old woman who presented with low back and right-

sided leg pain of moderate intensity. MRI showed spinal in-

tradural tumor at the level of the L1 vertebral body. Right-

sided L1 hemilaminectomy and en bloc tumor resection were 

performed. Neuroradiological and intraoperative diagnosis 

of schwannoma was revised to tanycytic ependymoma after 

careful immunohistochemical analysis. Six months post-

operativly, MRI did not show tumor recurrence. Tanycytic 

ependymoma at the region of fi lum terminale is extremely 

uncommon and only three cases have been described in the 

literature. Th e low incidence of this tumor and atypical his-

tological image, which is distinct from the typical features of 

commonly encountered ependymomas, can present a chal-

lenge in terms of making an accurate diagnosis. Awareness of 

this transitional form of ependymoma among neurosurgeons 

and pathologists may avoid incorrect surgical approaches 

and postoperative treatment course. 

Key words: tanycytes, ependymoma, fi lum terminale

TANYCYTIC EPENDYMOMA OF THE FILUM TERMINALE REGION;
A CASE REPORT

Marko Petrovic1,2, Marina Miletic-Kovacevic2, Nemanja Jovanovic1,2, Radivoje Nikolic1,2, Savo Raicevic3, Vojin Kovacevic1,2

1 Center for neurosurgery, Clinical Center Kragujevac, Kragujevac, Serbia
2 Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Kragujevac, Serbia

3 Department of pathology, Clinical Center of Serbia, Belgrade, Serbia

 

TANICITIČNI EPENDIMOM FILUM TERMINALE REGIONA;
PRIKAZ SLUČAJA

Marko Petrović1,2, Marina Miletić-Kovačević2 , Nemanja Jovanović1,2, Radivoje Nikolić1,2, Savo Raičević3, Vojin Kovačević1,2

1 Centar za neurohirurgiju, Klinički Centar Kragujevac, Kragujevac, Srbija
2 Fakultet medicinskih nauka, Univerzitet u Kragujevcu, Kragujevac, Srbija

3 Služba za patologiju, Klinički Centar Srbije, Beograd, Srbija

Received / Primljen: 30. 01. 2017. Accepted / Prihvaćen: 06. 03. 2017.

SAŽETAK

Tanicitični ependimom je vrlo retka forma ependimoma 

koja vodi poreklo od tanicita, ćelija koje su deo primitivnog 

nervnog sistema. Ovde je prikazan klinički slučaj pacijent-

kinje stare 48 godina, kod koje je bolest počela umerenim 

bolovima u donjem delu leđa i desnoj nozi. MR pregled je 

ukazao na spinalni intraduralni tumor u nivou L1 pršljen-

skog tela. Nakon hemilaminektomije na L1 nivou sa desne 

strane, tumor je uklonjen u celosti. Nakon pažljive analize 

imunohistohemijskih preparata, neuroradiološka i intrope-

rativna dijagnoza švanoma je revidirana u tanicitični epen-

dimom. MR pregled nakon 6 meseci od operacije nije ukazao 

na sigurne znake recidiva tumora. Tanicitični ependimom 

u fi lum terminale regionu je izuzetno redak i do sada je u 

literaturi opisano 3 slučaja. Niska inidenca ovog tumora i 

atipična histološka slika, koja se razlikuje od drugih čestih 

ependimoma u ovoj regiji, može biti veliki izazov pri po-

kušaju donošenja precizne dijagnoze. Podizanjem svesti o 

postojanju ove forme ependimoma među neurohirurzima 

i patolozima mogu se izbeći pogrešni hirurški pristupi, kao 

postoperativna evaluacija i tok lečenja. 

Ključne reči: taniciti, ependimom, terminalni fi lum

ABBREVIATIONS

MRI - magnetic resonance imaging
L – lumbar

HE – hematoxylin-eosin
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INTRODUCTION

Ependymomas are tumors of neuroectodermal origin 

which usually arise from the ependymal cells in the cen-

tral canal of the spinal cord, the filum terminale region, 

choroid plexus or white matter adjacent to the ventricular 

surface of the brain (1). The annual incidence rate of all 

ependymomas in Europe is around 2 cases per million, oc-

curring more often in men than women (2), and approxi-

mately 15% of all patients are children younger than 5 years 

(3). Spinal cord and filum terminale lesions are typically 

associated with back pain of long duration, and motor or 

sensory deficits of lower and upper extremities. Tanycytic 

ependymoma is an even more rare spindle-cell variant of 

ependymoma derived from tanycytes, which are part of 

the primitive nervous system. By reviewing the scientific 

papers that have been published so far, it is possible to find 

three similarly described cases of tanycytic ependymoma 

occurring at the region of filum terminale (4-6).

In the present paper we report a rare case of a tumor of 

the cauda equina region in a 48-year-old woman in whom 

the intraoperative diagnosis of schwannoma was revised to 

tanycytic ependymoma after the application of immuno-

histochemical stains and careful interpretation. The iden-

tification of ependymoma is of a particular significance not 

only in this case but in the similar cases as well because of 

the postoperative treatment course of patients and further 

evaluation.

CASE REPORT

In this paper, we present the case of a 48-year-old fe-

male patient, who was admitted to the Centre for Neuro-

surgery, Clinical Centre “Kragujevac”, Kragujevac, because 

of the spinal intradural tumor at the level of the L1 verte-

bral body, that is the region of filum terminale,  diagnosed 

by means of a lumbosacral spine MRI. The lesion showed 

isointensity on the T1-weighted image and slightly higher 

signal intensity than the spinal cord on the T2-weighted 

image with minimal enhancement after gadolinium ad-

ministration.

The patient’s discomfort in terms of low back pain of 

moderate intensity had lasted for a couple of years before 

she felt the pain in her right leg five months prior to the 

hospitalization.There was no presence of a neurological 

deficit in the patient verified on hospital admission and 

there was no bowel or bladder dysfunction either.

After preoperative preparation the patient underwent 

surgery on the sixth day of hospitalization. We performed 

L1 right-sided  hemilaminectomy, after which the strictly 

restricted intradural tumor was removed. The tumor was 

friable, its colour was gray-white and it was adherent to 

the filum terminale and spinal nerve. The entire tumor was 

removed under operative magnification with surgical mi-

croscope, the spinal nerves remained undamaged and the 

resection of the filum terminale was not performed.

The early postoperative course was uneventful. The 

patient had neither motor nor sensory deficits nor sphinc-

ter  disturbances. Sutures were removed on the eighth 

postoperative day, after which liquorrhea occurred in the 

cranial part of the postoperative wound. The liquorrhea 

was managed by means of one secondary suture and the 

restriction of fluid intake. 

Pathohistological analysis (HE staining and immuno-

histochemistry) indicated the presence of the moderate 

cellular tumor tissue of glial origin and solid and fascicular 

structure. Spindle-shaped cells formed perivascular ro-

settes and they were characterized by round to oval, mod-

erately pleomorphic nuclei and grainy chromatin. In the 

pathohistological sample the cells showed diffuse immu-

noexpression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 

individual expression of S100 protein. The lesion was char-

acterized by the pathologists as a grade II tanycytic epen-

dymoma according to the classification of World Health 

Organization (WHO) (7).

In the further course of treatment the patient was re-

ferred to physical therapy. No adjuvant radiotherapy was 

offered to the patient. In order to exclude the possibility 

that the removed ependymoma had occurred due to the 

liquor dissemination – MRI of the endocranium was per-

formed during a  postoperative  period, showing no sure 

signs of expansive lesions.

Three months after the surgery, at the first control ex-

amination the patient did not claim to feel any level of pain 

and discomfort. Six months after the surgery a control MRI 

of the lumbosacral spine was performed, showing no signs 

of the recurrence of tumor which had previously been op-

erated on. A control MRI is planned to be performed again 

in a one-year period.

DISCUSSION

Tanycytes are specialized ependymal cells which line 

the floor of the third ventricle and  provide structural and 

functional links between cerebrospinal fluid and the peri-

vascular and neural space. They can also be found in the 

spinal cord and represent the common progenitor cells of 

both ependymal cells and astrocytes (8). 

Tanycytic ependymoma is a form of ependymoma that 

was initially described by Friede and Pollak in 1978, who 

represented it as neoplasm of low-to-moderate cellularity 

characterized by a flow of elongated cells with moderate 

nuclear pleomorhism and usually absent mitotic figures 

(9). In these lesions, the classic ependymal rosettes and 

perivascular pseudorosettes are replaced by more fibrillar 

cells (10). Neoplastic cells usually do not exhibit anaplastic 

cytological features, and although it has been assigned for 

grade II lesions in the current WHO classification (7), it is 

generally a slow-growing and noninvasive tumor (11). 

Just like in the case presented here, the clinical pre-

sentation correlates with the anatomic location of the 

neoplasm. Contrast-enhanced MR imaging remains the 
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Figure 1. Lesion showed isointensity on the MRI T1-weighted image (1a, transversal plane) and slightly higher signal intensity than the spinal cord on 

the T2-weighted image (1b, sagittal plane) with minimal enhancement after gadolinium administration.

Figure 2.

A. HE x100 1 - The moderate cellular tumor tissue of glial origin and solid and fascicular structure.

B. HE x200 1 - The tumor cells contain round to oval nuclei with the grainy chromatin and form rare structures such as perivascular pseudorosettes.

C. GFAP x200 3 –The tumor cells show diffuse immunoexpression of glial fibrillary acidic protein (GFAP).

D. S100 x400 3 – The tumor cells show individual expression of S100 protein.
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radiological investigation of choice. Due to the similar ra-

diological picture as in myxopapillary ependymomas and 

cystic schwannomas, the final decision in resolving the di-

agnostic suspense rests with the pathologist. 

Intraoperatively, the tumors have a clear cleavage in re-

gard to neural structures but require a microneurosurgical 

technique for their removal. Tumors usually have minimal 

vascularity with cystic component, which contain dark-col-

ored fluid. Among cases reported so far (4, 5), no increase 

in neurological deficits has been noted. Additionally, no 

tumor recurrence has been detected in the  patients, which 

indicate favorable outcomes, without adjuvant therapy.

The low incidence of these tumors and atypical histo-

logical image, which is distinct from the typical features 

of commonly encountered ependymomas, can present a 

challenge in terms of making an accurate diagnosis. How-

ever, the presence of spindle cells, eosinofil cytoplasm, oval 

isomorphic nuclei and the absence of Rosenthal fibers in-

dicate the ependymoma rather than other similar tumors 

(pilocytic astrocytoma, schwannoma, fibroblastic menin-

gioma) (11). Careful immunohistochemical and ultrastruc-

tural analyses are necessary to establish the diagnosis of 

tanycytic ependymoma. Considering the fact that among 

other ependymomas in the cauda equine region the most 

frequent type is myxopapillary ependymoma, the diagno-

sis of the afore mentioned ependymoma can be excluded 

in this particular case due to the absence of papillary archi-

tecture and myxoid degeneration.

CONCLUSION

Tanycytic ependymoma at the region of filum termina-

le is extremely uncommon and only three cases have been 

described in the literature. The treatment of tanycytic ep-

endymomas should be conducted in the same way as or-

dinary ependymomas, since there is no current evidence 

suggesting that these morphologically distinct tumors dif-

fer in terms of biological behavior. A careful histological 

inspection with utilization of immunohistochemical stains 

and ultrastructural microscopy may be necessary to distin-

guish tanycytic ependymoma from other neoplasms such 

as schwannoma and pilocytic ependymoma. Awareness of 

this transitional form of ependymoma among neurosur-

geons and pathologists may avoid incorrect surgical ap-

proaches and postoperative course. 
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