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Општи подаци и протокол истраживања 

 

Назив Пројекта :  

УЛОГА ГАЛЕКТИНА-3 И ST2 У АКТИВАЦИЈИ И ФУНКЦИЈИ NK ЋЕЛИЈА У 

ТУМОРСКИМ МОДЕЛИМА 

 

Кључне речи : 

NK ћелије, Галектин-3, ST2, малигни меланом, тумор дојке 

Предмет, садржај и циљ истраживања 

 

Сажетак  

NK ћелије као ефекторске ћелије неспецифичног имунског одговора имају значајну 

улогу у елиминацији малигно трансформисаних ћелија чиме представљају прву линију одбране 

од тумора. Своју цитотоксичност остварују како ослобађањем молекула (перфорина и 

гранзима), тако и индукцијом апоптозе посредством рецептора смрти и тиме ефикасно 

контролишу развој и ширење тумора. Осим туморицидне активности, NK ћелије представљају 

значајан извор интерферона-γ (од енгл. Interferon-γ; IFN-γ) који је важан у активацији антиген-

презентујућих ћелија и индукцији анти-туморског имунског одговора. Активација NK ћелија 

строго је регулисана балансом сигнала са активационих и инхибиторних рецептора. 

Галектин-3 (Gal-3) као протеин са имунорегулаторном функцијом појачано је 

експримиран како на малигним тако и на бројним имунокомпетентним ћелијама у одговору на 

различите стимулусе. Иако се претпоставља да експресија Gal-3 на NK ћелијама материце 

(uNK ћелије) може бити повезана са смањивањем њихове функције, генерално говорећи мало 

се зна о улози  Gal-3 у активацији и функцији NK ћелија. 

ST2 молекул је члан интерлеукин 1 рецепторске фамилије (IL-1R). Такође је 

експримиран је на бројним имунокомпететним ћелијама укључујући и NK ћелије. Блокирање 

ST2 сигналног пута супримира Th2, а промовише развој Th1/Th17 имунског одговора. 

Th1/Th17 лимфоцити обезбеђују ефикасан анти-туморски одговор посредован CD8+T 

лимфоцитима (CTLs). Али опет, улога ST2 у активацији и функцији NK ћелија није 

испитивана. Због свега наведеног, било би од интереса видети какав је број и функција NK 

ћелија у ST2 и Gal-3-дефицијентних мишева пре и после убризгавања тумора и у којој мери 

контрибуирају у цитотоксичности спленоцита. 

 

 

Циљ истраживања  

Основни циљ планираног истраживања је да се испитају функционалне и феотипске 

карактеристике NK ћелија у мишјим моделима малигног меланома и тумора дојке, као и 

евентуални утицај Gal-3 и ST2 у њиховој активацији и функцији. 
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У складу са основним циљем поставили смо и посебне циљеве: 

Циљ 1. Одредити процентуални удео и укупан број NK ћелија у дренирајућим 

лимфним чворовима и слезини код Gal-3 и ST2 knock-out мишева пре и после 

апликације тумора.  

Циљ 2. Одредити активациони статус NK ћелија у дренирајућим лимфним чворовима и 

слезини код Gal-3 и ST2 knock-out мишева пре и после апликације тумора.  

Циљ 3. Испитати цитотоксичну активност NK ћелија код Gal-3 и ST2 knock-out мишева 

пре и после апликације тумора. 

Циљ 4. Испитати продукцију IFN-γ и IL-10 у NK ћелијама код Gal-3 и ST2 knock-out 

мишева пре и после апликације тумора. 

 

Актуелност истраживања 

Галектин-3 (Gal-3) је лектин са високим афинитетом за β-галактозиде, и показује 

различиту дистрибуцију како у нормалним тако и у туморским ћелијама. Овај протеин 

интереагује са различитим лигандима (гликопротеинима и гликолипидима) и регулише бројне 

функције као што су ћелијска адхезија, малигна трансформација, инвазија и метастазирање 

тумора. Осим на малигним ћелијама, Gal-3 је експримиран и на бројним имунокомпетентним 

ћелијама (моноцити, макрофаги, дендритске ћелије, еозинофили, мастоцити, NK ћелије и 

активирани Т и B лимфоцити) и има значајну улогу у модулацији имунског одговора (1, 2). 

Новија истраживања показују да су Gal-3-дефицијентни мишеви резистентни на 

експериментални аутоимуни енцефаломијелитис (EAE) и дијабетес (3, 4). Такође је показано 

да је Gal-3 испољен и на мишјим трофобластима плаценте и гранулама uNK ћелија (NK ћелије 

материце) локализованих у децидуи материце (5-7). Сматра се да NK ћелије имају важну улогу 

у одбрани од слабо имуногеног тумора, као што је малигни меланом (8). У бројним студијама, 

било амплификацијом активности било деплецијом или инхибицијом акивности NK ћелија, 

показано је да NK ћелије имају значајан удео у анти-туморској имуности у моделу мишјег 

меланома (8-10). Наши прелиминарни разултати на моделу B16 меланома показују да одсуство 

Gal-3 чини C57BL/6 мишеве резистентним на метастазе, смањује адхезивност малигних ћелија 

за ендотел плућа, а слезинске ћелије показују већу цитотоксичност у Gal-3 knock-out мишева.  

ST2 молекул је члан интерлеукин 1 рецепторске фамилије (IL-1R). Налази на површини 

хелперских Т лимфоцита тип 2 (Th2; 11), као и мастоцита (16), инваријантних iNKT ћелија 

(17), базофила (17), еозинофила (18), дендритских ћелија и NK ћелија (17). IL-33, нови члан IL-

1 цитокинске фамилије, представља специфичан лиганд за ST2 рецептор који индукује Th2 

имунски одговор (18). Ово је у супротности са карактеристикама других цитокина из IL-1 

фамилије, као што су IL-1β и IL-18, који доводе до развоја Th1 имуног одговора. ST2 knock-out 

мишеви немају један од најзначајнијих маркера Th2 ћелија (11) и имају смањену активност Th2 

ћелија, што фацилитира ефекат Th1 ћелија. То је показано у више модела у инфективном 

имунитету, алергијама и у аутоимуности (11-15). Нашим прелиминарним резултатима 

показали смо да у туморском систему примарног карцинома дојке, ST2-дефицијентни мишеви 

показују закаснели раст примарног тумора, смањену инциденцу метастаза, повећану 

продукцију проинфламаторних цитокина и повећану цитотоксичност спленоцита. Али опет, 
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улога NK ћелија није испитивана. Због свега наведеног, било би од интереса видети какав је 

број и функција NK ћелија у ST2 и Gal-3-дефицијентних мишева пре и после убризгавања 

тумора и у којој мери контрибуирају у цитотоксичности спленоцита. 

 

Предмет и опис истраживања,  

задаци, методологија, очекивани резултати:  

Експерименталне животиње 

Као експерименталне животиње користиће се мишеви сојева BALB/C, C57BL/6 и нокаут 

мишеви (Gal-3
-/-

 и ST2
-/-

), старости од 8 до 12 недеља.  Све експерименталне и контролне групе 

у истраживању садржаће по 50 мишева.  

 

Индуковање тумора 

Тумори ће се индуковати апликацијом слабо имуногених малигних ћелијских линија: 4Т1 и 

B16F1, сингених за BALB/C, односно C57BL/6 мишеве. За индуковање примарног тумора 

ћелије ће се убризгавати субкутано. За модел експерименталне метастазе, ћелије ће се 

убризгавати интравенски, у латералну репну вену.  

Изолација ћелија 

Након жртвовања мишева изоловаће се тумор дренирајући лимфни чворови и слезина. 

Пропуштањем поменутих органа кроз ћелијско сито (cell strainer) добиће се једноћелијска 

суспензија (леукоцити лимфног чвора и спленоцити). Коришћењем анти-CD49b (DX5) 

магнетима коњугованих антитела и пропуштањем предходно изолованих спленоцита кроз LS 

колоне магнетног MACS сепаратора изоловаће се NK ћелије. 

Квантификација и фенотипизација NK ћелија 

Проточном цитометријом, коришћењем моноклонских антимишјих антитела (CD3, CD19, 

NK1.1 и NKp46) одређиваћемо процентуални удео и укупан број NK ћелија у дрени-рајућим 

лимфним чворовима и слезини. Комбинацијом поменутих антитела са анти: KLRG, CD69, 

NKG2D, CD27 и CD11b одредићемо активациони статус NK ћелија пре и после апликације 

тумора. 

Цитотоксичност NK ћелија 

Цитотоксичност NK ћелија мериће се МТТ- тестом цитотоксичности, након 24- часовне 

кокултивације са туморским ћелијама.  

Испитивање продукције цитокина NK ћелија 

Проточном цитометријом, коришћењем анти-IFN-γ и анти-IL-10 антитела за интрацелуларно 

бојење, мерићемо продукцију поменутих цитокина у NK ћелијама пре и после апликације 

тумора. 
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Статистичка обрада података 

Разлике између група анализираћемо или не-параметријским Mann-Whitney тестом или 

параметријским независним Т-тестом, у зависности од нормалности расподеле.  Нормалност 

расподеле вредности унутар група анализираћемо Kolmogorov-Smirnov и Shapiro-Wilk 

тестовима. Вредност p мању од 0.05 рачунаћемо као статистички значајну. За статистичку 

обраду  свих података користиће се SPSS пакет, верзија 16.0. 

Значај истраживања  

Ово истраживање нам може дати нове податке о улози Gal-3 и ST2 у активацији NK ћелија у 

антитуморском имунском одговору на туморе. Добијањем одговарајућих резултата 

истраживања отварају се врата потенцијалној терапијској примени испитиваних ћелија и 

молекула. 

Временски оквир  

Истраживање ће се спровести у периоду од две године. 
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