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POPIS KRATICA 

 

APC �± �$�Q�W�L�J�H�Q���S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�H���V�W�D�Q�L�F�H�����H�Q�J�O�� Antigen presenting cells) 

CaCl2 �± Kalcijev klorid 

CD4+ T limfociti �± �7���O�L�P�I�R�F�L�W�L���N�R�M�L���Q�D���V�Y�R�M�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���L�P�D�M�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�L���D�Q�W�L�J�H�Q��

4 (engl. Cluster of differentiation 4 T lymphocytes) 

CO2 �± Ugljikov dioksid 

Con A- Konkavalin A (eng. Concanavalin A) 

DAG- diacil-glicerol (engl. Diacylglycerol ) 
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FcR �± Fc receptor (engl. Fc Receptor) 

FMO �± Fluorescencijski minus jedan  (engl. Fluorescence Minus One) 

FoxP3 �± �7�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Qik FoxP3 (engl. Forkhead box protein P3) 

FSC �± �5�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H���S�U�H�P�D���Q�D�S�U�L�M�H�G�������H�Q�J�O����Forward side scatter) 
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FSC-H �± �9�L�V�L�Q�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D���S�U�H�P�D���Q�D�S�U�L�M�H�G�����H�Q�J�O�� Forward side scatter height) 

FVD �± Fiksabilna boja za vijabilnost stanica (engl. Fixable Viability Dye) 

IFN�5 �± Interferon gamma (engl. Interferon gamma) 

IgE- Imunoglobulin E (engl. Immunoglobulin E) 

IL �± Interleukin 

IP3- Inozitol-trifosfat (engl. Inositol trisphosphate)  

MAPK �± Mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen activated protein kinase) 

MHC �± Glavni kompleks histokompaktibilnosti (engl. Major histocompactibility complex) 

NaCl �± Natrijev klorid 

NaN3 �± Natrijev azid 

NFAT5 �± Nuklearni faktor aktiviranih T stanica 5 (engl. Nuclear factor of activated T cells 5) 

NF-���%-   �3�R�M�D�þ�L�Y�D�þ���Q�X�N�O�H�D�U�Q�R�J���I�D�N�W�R�U�D-lakog lanca aktiviran B stanicama (engl. nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cell) 

PBMC �± Mononuklearne stanice periferne krvi (engl. Peripheral blood mononuclear cells) 

PBS �± �)�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���R�W�R�S�L�Q�D���S�X�I�H�U�L�U�D�Q�D���I�R�V�I�D�W�L�P�D�����H�Q�J�O�� Phosphate �± buffered saline) 

PLC-��- fosfolipaza C-�������H�Q�J�O����Phospholipase C-��) 



 

 IV 

PHA- Fitohemaglutinin (engl. phytohemagglutinin) 

PMA �± Forbol �± 12 �± miristat �± 13 �± acetat (engl. phorbol �± 12 �± myristate �±13 �±  acetate) 

RCF- Relativno centrifugalno polje (engl. Relative centrifugal field) 

RPM �± Okretaji u minuti (engl. Revolutions per minute) 

RPMI �± 1640 �± Roswell Park Memorial Institute medij (engl. Roswell Park Memorial Institute 

Medium) 

SSC �± �3�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�R���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�����H�Q�J�O����Side scatter) 
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UVOD 

 5 

1. UVOD  

 

1.1. Imunost  
 

�,�P�X�Q�R�V�W���M�H���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���R�E�U�D�Q�H���G�R�P�D�ü�L�Q�D���R�G���V�W�U�D�Q�L�K���D�Q�W�L�J�H�Q�D���� �D���L�V�W�R���W�D�N�R���V�X�G�M�H�O�X�M�H���L���X��

�X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�X���P�U�W�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���W�H���S�R�N�U�H�W�D�Q�M�X���S�R�S�U�D�Y�N�D���W�N�L�Y�D�����=�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���O�M�X�G�V�N�R�J���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

�V�X�V�W�D�Y�D�� �N�O�M�X�þ�D�Q�� �M�H�� �R�G�D�E�L�U�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �S�U�R�W�L�Y�� �Q�D�S�D�G�D�þ�N�L�K�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D���� �0ora biti 

�L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �I�O�H�N�V�L�E�L�O�D�Q���� �W�M���� �V�S�R�V�R�E�D�Q�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L�� �V�Y�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �S�U�L�M�H�W�Q�M�H�� �L�� �U�R�E�X�V�W�D�Q�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

�V�S�U�L�M�H�þ�L�R���S�U�H�Y�L�ã�H���V�Q�D�å�D�Q���L�O�L���Q�H�S�R�W�U�H�E�D�Q���R�G�J�R�Y�R�U�������������,�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y���P�R�å�H���V�H���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���X���G�Y�D��

�S�R�G�V�X�V�W�D�Y�D���� �X�U�R�ÿ�H�Q�L�� �L�O�L�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �L�� �D�G�D�S�W�L�Y�Q�L�� ���V�W�H�þ�H�Q�L���� �L�O�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y�����8�U�R�ÿ�H�Q�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y���V�O�X�å�L���N�D�R���E�U�]�R���G�M�H�O�X�M�X�ü�D obrambena linija koja 

�R�G�P�D�K�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�� �L�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �ã�W�H�W�Q�H�� �V�W�U�D�Q�H�� �L�O�L�� �H�Q�G�R�J�H�Q�H�� �þ�H�V�W�L�F�H���� �G�R�N�� �D�G�D�S�W�L�Y�Q�L��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y���M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�R���F�L�O�M�D���L���X�Q�L�ã�W�D�Y�D���L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�H���S�D�W�R�J�H�Q�H���������� 

 

1.2. T-limfociti i prezentacija antigena 
 

   T-�O�L�P�I�R�F�L�W�L���L�P�D�M�X���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�X���X�O�R�J�X���X���D�G�D�S�W�L�Y�Q�R�P���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P���V�X�V�W�D�Y�X�����ã�W�R���L�K���þ�L�Q�L��

�L�G�H�D�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���W�L�S�R�P���]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���L���S�U�L�P�D�Q�M�H���V�L�J�Q�D�O�D�����5�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���7-�O�L�P�I�R�F�L�W�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H��

n�M�L�K�R�Y�R�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�ã�ü�X�� �]�D�� �D�Q�W�L�J�H�Q�H�� ���L�G�L�R�W�R�S�R�P������ �ã�W�R�� �M�H�� �R�G�O�X�þ�H�Q�R�� �W�L�M�H�N�R�P�� �W�L�P�X�V�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �U�H�F�H�S�W�R�U�R�P�� �7�&�5�� ���H�Q�J�O����T cell receptor, TCR). T limfociti mogu reagirati na 

�S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�H�� �D�Q�W�L�J�H�Q�H�� �V�D�P�R�� �Q�D�N�R�Q�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �G�L�V�N�U�H�W�Q�H�� �S�U�H�]�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �R�G�� �D�Q�W�L�J�H�Q��

pr�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����H�Q�J�O����antigen presenting cells�����$�3�&�V�������P�D�N�U�R�I�D�J�D�����G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��

ili B -limfocita. In vivo, antigen se prezentira CD4+ (CD4+) engl. Cluster of differentiation 4 T 

lymphocytes���� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�� �P�L�J�U�D�Fijom do sekundarnih 

limfoidnih tkiva, te stimulirane T stanice proizvode IL-�������������������2�E�U�D�ÿ�H�Q�L���D�Q�W�L�J�H�Q�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���V�H��

u glavni kompleks histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) na 

antigen-�S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �N�R�M�L�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�O�X�åe kao ligand za TCR. Ova interakcija 

neophodna je za aktivaciju T-�O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �L�� �N�R�R�U�G�L�Q�D�F�L�M�X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �F�L�O�M�D�R��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �D�Q�W�L�J�H�Q�� ���������� �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �7�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �S�U�L�U�R�G�L�� �S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�Q�R�J�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D����

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �L�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� ���Q�S�U���� �N�H�P�R�Nina i interleukina) i ko-stimulacijskom signalu 

antigen-�S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�L�K���V�W�D�Q�L�F�D������������ 

   

1.2.1. Aktivacija T-limfocita  
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    Aktivacija T-limfocita ovisi o TCR-�0�+�&���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���N�R�M�D���S�R�N�U�H�ü�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���I�R�V�I�R�O�L�S�D�]�H���&-

�������3�/�&-�������H�Q�J�O����phospholipase C-������ koja generira diacil-glicerol (DAG, engl. diacylglycerol) i 

inozitol-trifosfat (IP3, engl. �,�Q�R�V�L�W�R�O���W�U�L�V�S�K�R�V�S�K�D�W�H�������'�$�*���S�R�W�L�þ�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q���N�L�Q�D�]�H���&���L��

mitogen aktivirane protein kinaze (MAPK, engl. Mitogen activated protein kinase������ �ã�W�R��

�U�H�]�X�O�W�L�U�D���S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ�H�P���O�D�N�R�J���O�D�Q�Fa nuklearnog faktora aktiviranog B-stanicama (NF-���%�����H�Q�J�O����

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell), te se prepisuju geni koji su 

�N�O�M�X�þ�Q�L�� �]�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���� �,�3���� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�� �&�D2
+ iz endoplazmatskog 

�U�H�W�L�N�X�O�X�P�D�����ã�W�R���U�H�]�X�O�W�L�U�D���G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�����D���L���W�L�P�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���Q�X�N�O�H�D�U�Q�R�J���I�D�N�W�R�U�D���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K��

T-stanica (NFAT, engl. Nuclear factor of activated T cells). Zatim se NFAT translocira u 

jezgru, gdje kontrolira transkripciju interleukina 2 (IL-2) koji je osnovni faktora rasta T-

limfocita. Za potpunu aktivaciju, funkciju i diferencijaciju T-limfocita potrebno je puno drugih 

citokina (3). Nakon sazrijevanja, T limfociti mogu postati CD4+ ���S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H���� �7�K���� �L�O�L���&�'��+ 

���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�H�����7�F�����7���V�W�D�Q�Lca poznate i kao efektorske T stanice (4). CD4+ limfociti stupaju u 

interakciju s MHC II, a CD8+ T limfociti s MHC I koji je prisutan na svim stanicama jezgre i 

trombocitima (4). 

 

1.2.2. Aktivacija i diferencijacija CD4+ T limfocita 

 

Aktivacija naivnih CD4�����V�W�D�Q�L�F�D���R�G�Y�L�M�D���V�H���S�R�P�R�ü�X���W�U�L���V�L�J�Q�D�O�D�� 

I. vezanjem TCR (engl. T-�F�H�O�O���U�H�F�H�S�W�R�U�����L���D�Q�W�L�J�H�Q���0�+�&���,�,���N�R�P�S�O�H�N�V�D�����W�Y�R�U�H�ü�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X��

sinapsu 

II.  vezanjem ko-stimulacijskih molekula (CD28, CD40L) i njihovih receptora na 

�S�U�H�G�R�þ�Q�R�M���V�W�D�Q�L�F�L���%��-1 (CD80), B7-2 (CD86), CD40 

III.  v�H�]�D�Q�M�H�P���W�R�S�O�M�L�Y�L�K���X�S�D�O�Q�L�K���P�H�G�L�M�D�W�R�U�D�����F�L�W�R�N�L�Q�D���L���N�H�P�R�N�L�Q�D�����]�D���U�H�F�H�S�W�R�U�H���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���7��

limfocita (5,6). 

 

Nakon aktivacije CD4+ �V�W�D�Q�L�F�D���� �R�Q�H�� �V�H�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�U�D�M�X�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�V�N�H�� �V�X�E�S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� 

�3�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H���7�K�����V�W�D�Q�L�F�H���V�W�L�P�X�O�L�U�D���L�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q-12 (IL-12), a one proizvode IL-2, upalni citokin 

interferon gama (IFN-�������H�Q�J�O����Interferon gamma) i TNF-�.�����7�1�)�����H�Q�J�O����Tumor necrosis factor). 

�2�Q�H���S�R�J�R�G�X�M�X���N�O�D�V�L�þ�Q�R�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�R���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�R�P���L�P�X�Q�L�W�H�W�X�����S�D���L�K���þ�L�Q�H���Y�L�V�R�N�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�P�D���X��

�X�Q�L�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�D�W�R�J�H�Q�D���� �W�X�P�R�U�D�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K�� �7-limfocita (3-5). 

�3�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H�� �7�K���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�ã�ü�X�� �L�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q�D�� ���� ���,�/-4) i pogoduje im 
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odsutnost IL-�������� �2�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �G�M�H�O�X�M�X�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H�� �%-limf �R�F�L�W�D�� �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �S�U�H�O�D�V�N�R�P��

izotipa na imunoglobulin E (IgE, engl. Immunoglobulin E) i aktivaciju eozinofila. Th17 stanice 

nastaju u prisutnosti IL-23 i IL-������ �G�R�N�� �R�Q�H�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �,�/-�������� �8�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �V�X�� �X��

patogenezu autoimunih bolesti. CD4 limfociti mogu se diferencirati i na regulatorne T limfocite 

(Treg stanice, engl. Regulatory T cells) �N�R�M�H�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �,�/-10 te eksprimiraju CD25 i 

transkripcijski faktor Foxp3 (engl. Forkhead box protein P3) (3,5). 

 

1.3. In vitro aktivacija humanih T limfocita  
 

�6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �Y�D�å�Q�D�� �M�H�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��

�I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J���V�W�D�W�X�V�D���7���V�W�D�Q�L�F�D���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���V�X�V�W�D�Y�L�P�D���W�H���P�R�å�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���S�U�R�L�]�Y�H�V�W�L��

�Y�H�O�L�N�X���N�R�O�L�þ�L�Q�X���F�L�W�R�N�L�Q�D�����N�R�M�L���R�G�U�D�å�D�Y�D�M�X���Q�M�L�K�R�Y���I�H�Q�R�W�L�S���L���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�L���V�W�D�W�X�V�����8��sekundarnim 

�O�L�P�I�Q�L�P�� �R�U�J�D�Q�L�P�D�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�L�� �S�R�S�U�L�P�D�M�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �I�H�Q�R�W�L�S�� ���J�H�Q�H�W�V�N�L�� �L�P�S�U�L�W�L�Q�J���� �L��

proliferiraju (klonska ekspanzija) te putem periferne krvi odlaze na mjesto upale gdje ostvaruju 

�V�Y�R�M�H�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �X�þ�L�Q�N�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �L�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�H�O�L�N�L�K�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �V�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�þ�L�Q�F�L�P�D�� ���������� �7�L�M�H�N�R�P�� �W�U�D�Q�]�L�F�L�M�H�� �X�� �N�U�Y�L���� �O�L�P�I�R�F�L�W�L�� �V�X�� �Q�H�D�N�W�L�Y�Q�L�� �W�M����

�S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �P�D�O�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �W�H�� �V�W�R�J�D�� �N�D�G�D�� �V�H�� �å�H�O�L�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �I�H�Q�R�W�L�S�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�L�� �V�W�D�W�X�V��

�S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K���O�L�P�I�R�F�L�W�D���L�]�R�O�L�U�D�Q�L�K���L�]���S�H�U�L�I�H�U�Q�H���N�Uvi, najprije ih je potrebno aktivirati (8). 

�0�L�W�R�J�H�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �L�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�D�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D�� �S�U�R�P�L�þ�X�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�X�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���� �G�R�N��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���D�Q�W�L�J�H�Q���G�D�M�H���P�R�Q�R�N�O�R�Q�D�O�Q�L���L�O�L���R�O�L�J�R�N�O�R�Q�D�O�Q�L���R�G�J�R�Y�R�U�����,�G�H�D�O�Q�L���V�W�L�P�X�O�D�Q�V���E�L���W�U�H�E�D�R���E�L�W�L��

�W�L�W�U�L�U�D�Q���Q�D���Q�D�M�Q�L�å�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���N�R�M�D���U�H�]�X�O�W�L�U�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���� �N�D�N�R���V�H���Q�H���E�L���S�U�L�N�U�L�O�H��

�P�R�J�X�ü�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L���F�L�W�R�N�L�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���E�L���W�U�H�E�D�O�D���E�L�W�L���ã�W�R���N�U�D�ü�D�����N�D�N�R��

�I�X�Q�N�F�L�M�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���Q�H���E�L���E�L�O�D���X�J�U�R�å�H�Q�D������������ 

 

1.3.1. Kratkotrajna poliklonska stimulacija T limfocita  

 

�.�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �E�D�]�L�U�D�� �V�H�� �Q�D�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�M�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L��

�O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �N�H�P�L�M�V�N�L�P�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D�� �N�R�M�L�� �R�S�R�Q�D�ã�D�M�X�� �]�E�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�� �N�R�M�L�K�� �G�R�O�D�]�L�� �S�U�L��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�M�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �7-limfocita putem TCR-kompleksa (8). Mitogeni lektini poput 

fitohemaglutinina (PHA) i konkavalina A (Con A) se koriste za poliklonsku stimulaciju T 

stanica (9). 

Fitohemaglutinin (PHA, engl. phytohemagglutinin) je ekstrakt lektina iz crvenog graha 

(Phaseolus Vulgaris������ �W�H�� �V�D�G�U�å�L�� �V�Q�D�å�Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�� �D�J�O�X�W�L�Q�L�U�D�M�X�ü�D�� �L�� �P�L�W�R�J�H�Q�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D����

�3�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H���3�+�$���V�X���G�Y�L�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���Y�U�V�W�H�������O�H�X�N�R�F�L�W�Q�R���U�H�D�N�W�L�Y�Q�H�����/�����L���H�U�L�W�U�R�F�L�W�Q�H���U�H�D�N�W�L�Y�Q�H�����(������
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�/���L�P�D���Y�L�V�R�N���D�I�L�Q�L�W�H�W���]�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H���O�L�P�I�R�F�L�W�D�����D�O�L���Q�L�]�D�N���]�D���H�U�L�W�U�R�F�L�W�H���L���R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���M�H���]�D��

mitogena svojstva izolektina. E nosi svojstva aglutiniranja eritrocita. Fitohemaglutinin-P je 

proteinski oblik, a PHA-M mukoproteinski oblik ovih izolektina (10). Fitohemaglutinin ima 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L���E�O�L�å�H���N�R�Q�W�D�N�W�H���L�]�P�H�ÿ�X���V�X�V�M�H�G�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�P�E�U�D�Q�D���� 

Konkavalin A (Con A, eng. Concanavalin A���� �M�H�� �O�H�N�W�L�Q�� �N�R�M�L�� �Y�H�å�H�� �P�D�Q�R�]�X���J�O�X�N�R�]�X��

izoliran iz zrna Jack (Canavalia ensiformis������ �2�V�L�P�� �P�L�W�R�J�H�Q�R�J�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���� �P�R�å�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L��

�S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�P�U�W�� �S�X�W�H�P�� �D�S�R�S�W�R�]�H���� �&�R�Q�$�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �1�)�$�7�� ���Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�� �I�D�N�W�R�U��

aktiviranih T stanica), obitelj transk�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Y�D�å�Q�L�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�L��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �7�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���7�&�5���� ������������ �)�L�W�R�K�H�P�D�J�O�X�W�L�Q�L�Q�� ���3�+�$���� �L��

�N�R�Q�N�D�Q�D�Y�D�O�L�Q���$�����&�R�Q���$�����D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���7���V�W�D�Q�L�F�H���Y�H�]�D�Q�M�H�P���]�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���P�H�P�E�U�D�Q�X���J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D����

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���U�H�F�H�S�W�R�U���7���Vtanica (TCR)-�&�'���� �N�R�P�S�O�H�N�V������������ �$�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���]�D���7�&�5�±CD3 

�N�R�P�S�O�H�N�V���G�D�M�X���S�R�þ�H�W�Q�L���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�L���V�L�J�Q�D�O�����D�O�L���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�D���R�Y�L�V�L���R���N�R-stimulacijskom signalu 

�N�R�M�L�� �M�H�� �R�E�L�þ�Q�R�� �L�]�G�D�Q�� �S�X�W�H�P�� �&�'�������� �6�O�R�E�R�G�Q�D�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D�� �þ�H�V�W�R�� �S�U�X�å�D�M�X�� �Q�H�D�G�H�N�Y�D�W�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H��

receptora �]�D���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���V�L�J�Q�D�O�D���W�H���V�X���þ�H�V�W�R���Y�H�]�D�Q�L���]�D���S�R�P�R�ü�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����]�U�Q�F�D���L�O�L��

�þ�Y�U�V�W�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���������� 

Forbol-12-miristat-13- acetat (PMA, engl. Phorbol 12-myristate 13- acetat) �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L��

je aktivator proteinske kinaze C (PKC) i stoga aktivira nuklearni faktor-kappa B (NF-���%�������1�)-

���%���M�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���I�D�N�W�R�U���N�R�M�L���U�H�J�X�O�L�U�D���E�U�R�M�Q�H���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���L���X�N�O�M�X�þ�H�Q���M�H���X���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�X��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� ������������ �,�V�W�R�� �W�D�N�R���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�� �M�H�� �L�� �Q�D�M�P�R�ü�Q�L�M�L�� �I�R�V�I�R�U�� �H�V�W�H�U���� �L�]�D�]�L�Y�D�� �ã�L�U�R�N�� �U�D�V�S�R�Q��

�X�þ�L�Q�D�N�D���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H���L���W�N�L�Y�D�����ý�H�Vto se primjenjuje u kombinaciji s ionomicinom (Cell Stimulation 

Coctail).  

Ionomicin je membranopropusni kalcijev ionofor proizveden bakterijom Streptomyces 

conglobatus. �2�O�D�N�ã�D�Y�D���S�U�L�M�H�Q�R�V���N�D�O�F�L�M�H�Y�L�K���L�R�Q�D���X���L�]���V�W�D�Q�L�F�D���W�H���V�H���P�R�å�H���N�R�U�L�V�W�L�W�L���]�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��

intra�H�O�X�O�D�U�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �N�D�O�F�L�M�D�� �L�]�D�]�L�Y�D�M�X�ü�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�P�U�W�� �D�S�R�S�W�R�]�R�P�� ������������ �.�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�� �3�0�$�� �L��

ionomicina aktivira transkripcijske faktore NF-���%���L���1�)�$�7���ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D��

(IL-2) (13). 

 

�����������������6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���S�R�P�R�ü�X���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���X�Vmjerenih na CD3, 

CD28 i CD137 

 

�6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���N�R�M�D���M�H���Q�D�M�V�O�L�þ�Q�L�M�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���P�H�K�D�Q�L�]�P�L�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�H���R�Q�H���S�U�R�W�R�N�R�O�H���N�R�M�L��

�R�S�R�Q�D�ã�D�M�X�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �S�U�H�N�R�� �7�&�5-CD3-CD28 kompleksa. Jedna od takvih metoda 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�VTM. Ova metoda je jednostavna za aktivaciju i 
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ekspanziju T stanica i ne zahtijeva hranjive stanice (stanice koje predstavljaju antigen) ili 

�D�Q�W�L�J�H�Q���������������.�L�W���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���X�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�L�K�����L�Q�H�U�W�Q�L�K�����V�X�S�H�U�S�D�U�D�P�D�J�Q�H�W�V�N�L�K���N�X�J�O�L�F�H���S�U�R�P�M�H�U�D����������

�—�P���� �V�O�L�þ�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �N�D�R�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �S�U�H�G�Vtavljaju antigen i kovalentno su povezane s 

protutijelima anti-CD3 i anti-�&�'�������� �2�Y�D�� �G�Y�D�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D�� �S�U�X�å�D�M�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�H�� �L�� �N�R-stimulacijske 

�V�L�J�Q�D�O�H�����R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�H���]�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���L���H�N�V�S�D�Q�]�L�M�X���7���V�W�D�Q�L�F�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�L�P��

IL-���� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�R�W�D�N�Q�X�W�L�� �S�U�R�ã�L�U�H�Q�M�H�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �7�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �1�D�N�R�Q�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �H�N�V�S�D�Q�]�L�M�H����

�P�D�J�Q�H�W�V�N�H���N�X�J�O�L�F�H���P�R�J�X���V�H���O�D�N�R���X�N�O�R�Q�L�W�L���S�R�P�R�ü�X���'�\�Q�D�0�D�J���Œ���P�D�J�Q�H�W�D���������������9�L�ã�H���Y�D�O�H�Q�W�Q�R��

vezanje je potrebno, jer samo vezanje TCR-�D���Q�H�ü�H���L�]�D�]�Y�D�W�L���S�R�W�S�X�Q�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���7���O�L�P�I�R�F�L�W�D�����7�R��

�]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �R�V�L�P�� �7CR-a, moraju biti potrebni i ko-stimulacijski receptori (CD28) kako bi se 

�S�R�W�D�N�Q�X�O�R���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�����N�O�R�Q�V�N�D���H�N�V�S�D�Q�]�L�M�D���L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D������������ 
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2.  HIPOTEZ A 

 

�8���V�Y�U�K�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���I�H�Q�R�W�L�S�D���L���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J���V�W�D�W�X�V�D���S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K�����&�'��+) T limfocita 

�S�H�U�L�I�H�U�Q�H�� �N�U�Y�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �P�O�D�G�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

usmjerenih na CD3, CD28 i CD137 samostalno ili u prisutnosti interleukina 2 predstavlja 

optimalniju metoda in vitro aktivacije u usporedbi s aktivacijom posredovanom forbol-12-

miristat-13-acetatom (PMA) i ionomicinom. 
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3. CILJEVI  

 

I. �8�V�S�R�U�H�G�Q�R���S�U�R�Y�H�V�W�L���S�U�R�W�R�N�R�O���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���P�D�J�Q�H�W�V�N�L���V�R�U�W�L�U�D�Q�L�K���&�'�����7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���S�R�P�R�ü�X�� 

a. Dynabeads CD3/CD28/CD137   

b. �3�0�$���L���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�D�����X���R�E�D���V�O�X�þ�D�M�D���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���%�U�H�I�H�Odina A 

II.  Odrediti vijabilnost CD3+CD4+ limfocita nakon provedenog protokola aktivacije 

III.  �2�G�U�H�G�L�W�L�� �X�G�L�R�� �7�K������ �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�L�� �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�L�K�� �L�]��

periferne krvi zdravih mladih ispitanika 

IV. Usporediti rezultate dobivene usporednim metodama aktivacije 
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4. ISPITANICI I METODE  

 

4.1. Ustroj studije 
 

�6�W�X�G�L�M�D�� �M�H�� �X�V�W�U�R�M�H�Q�D�� �N�D�R�� �S�R�N�X�V�Q�R�� ���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X�� �V�Y�L��

ispitanici bili podvrgnuti istom eksperimentalnom protokolu. 

 

4.2. Ispitanici 
 

U studiji je sudjelovalo 10 zdravih mladih pojedinaca obaju spolova. Ispitanicima se 

�X�]�R�U�N�R�Y�D�O�D�� �S�X�Q�D�� �Y�H�Q�V�N�D�� �N�U�Y�� �L�]�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�� �N�X�E�L�W�D�O�Q�H�� �Y�H�Q�H�� �S�R�G�� �D�V�H�S�W�L�þ�Q�L�P�� �P�M�H�U�D�P�D��

�S�U�H�G�R�V�W�U�R�å�Q�R�V�W�L�� �W�H�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�Y�M�H�å�L�� �X�]�R�U�F�L�� �]�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�H�� �D�N�W�L�Yacije. Svi su ispitanici bili 

�G�H�W�D�O�M�Q�R�� �L�Q�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�� �R�� �V�Y�L�P�� �S�U�R�W�R�N�R�O�L�P�D�� �L�� �S�U�R�F�H�G�X�U�D�P�D�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�Y�D�N�L��

�L�V�S�L�W�D�Q�L�N���M�H���P�R�U�D�R���S�R�W�S�L�V�D�W�L���L�Q�I�R�U�P�L�U�D�Q�L���S�U�L�V�W�D�Q�D�N���S�U�L�M�H���X�O�D�V�N�D���X���S�U�R�W�R�N�R�O���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�����3�U�D�N�W�L�þ�Q�L��

�G�L�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q���M�H���X���/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X���]�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�X���L���N�O�L�Q�L�þ�N�X���L�P�X�Q�R�O�R�J�L�M�X�����Q�D���.�D�W�H�G�U�L��

za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.  Protokol studije je u skladu sa 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�L�P�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�P�D�� �S�R�V�O�M�H�G�Q�M�R�P�� �U�H�Y�L�]�L�M�R�P�� �+�H�O�V�L�Q�ã�N�H�� �G�H�N�O�D�U�D�F�L�M�H�� �L�� �R�G�R�E�U�H�Q�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H��

�(�W�L�þ�N�R�J�D�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�Wva Medicinskoga fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/21-08/07, Broj: 2158- 

61-07-21-52). 

 

4.3. Metode 
 

4.3.1. Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi 

 

Uzorci pune venske krvi zdravih mladih ispitanika prikupljeni su u tubicama koje 

�V�D�G�U�å�H�� �D�Q�W�L�N�R�D�J�X�O�D�Q�V��etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) volumena 10 mL (BD 

�9�D�F�X�W�D�L�Q�H�U�����%�H�F�W�R�Q�����'�L�F�N�L�Q�V�R�Q���L���&�R�P�S�D�Q�\�����)�U�D�Q�N�O�L�Q���/�D�N�H�V�����1�-�����6�$�'�����L���R�E�U�D�ÿ�H�Q�L���V�X���X���U�R�N�X���R�G��

3h od prikupljanja. Potom su iz pune krvi izolirane mononuklearne stanice (od engl. Peripheral 

Blood Mononu�F�O�H�D�U���&�H�O�O�V�����3�%�0�&�����Q�D���J�U�D�G�L�M�H�Q�W�X���I�L�N�R�O�D�����)�L�F�R�O�O�Š���3�D�T�X�H���3�O�X�V���&�\�W�L�Y�D�����*�(���+�H����-

1440-02) prema standardnom protokolu (16).  

�3�U�L�M�H���V�D�P�H���L�]�R�O�D�F�L�M�H�����R�K�O�D�ÿ�H�Q�L���U�H�D�J�H�Q�V�L���L���S�X�I�H�U�L���N�R�M�L���V�H���N�R�U�L�V�W�H���X���L�]�R�O�D�F�L�M�L���V�X���]�D�J�U�L�M�D�Q�L���Q�D��

sobnu temperaturu (RT, ~20-������ �ƒ�&������ �3�U�L�N�X�S�O�Mena �S�X�Q�D�� �N�U�Y�� �M�H�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R��

�S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�P�� ���î�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �R�W�R�S�L�Q�R�P�� �S�X�I�H�U�L�U�D�Q�L�P�� �I�R�V�I�D�W�L�P�D�� ���3�%�6���� �H�Q�J�O����Phosphate �± 
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buffered saline�����X���R�P�M�H�U�X�������������W�H���V�H���X�]�R�U�D�N���S�D�å�O�M�L�Y�R���Q�D�Q�L�R���Q�D���P�H�G�L�M���]�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H���)�L�F�R�O�O-

�3�D�T�X�H�Š�� �3�/�8�6�� ���*�(�� �+�H�D�O�W�K�F�D�U�H�� �%�L�R-Sciences �$�%���� �8�S�S�V�D�O�D���� �â�Y�H�G�V�N�D���� �E�H�]�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�D�� �V�O�R�M�H�Y�D����

Nakon toga, uzorci su se centrifugirali 25 minuta, na RCF (engl. Relative centrifugal field) 800 

G �E�H�]���N�R�þ�Q�L�F�D ���5�R�W�L�Q�D�������������+�H�W�W�L�F�K���*�P�E�+���	���&�R���.�*�����7�X�W�W�O�L�Q�J�H�Q�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������6�O�R�M���N�R�M�L���V�D�G�U�å�L��

mononuklearne stanice (Sl�L�N�D�����������S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q���M�H���W�H���V�X���V�W�D�Q�L�F�H���L�V�S�U�D�Q�H���G�Y�D���S�X�W�D���V�������î���3�%�6-om. 

Stanice su obojene s 0,4% Trypan plavom otopinom (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 

�'�D�U�P�V�W�D�G�W�����1�M�H�P�D�þ�N�D�����L�� �S�U�H�E�U�R�M�H�Q�H���X���%�•�U�N�H�U-�7�•�U�N-�R�Y�R�M���N�R�P�R�U�L�F�L�����������—�O���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���L��

���������—�O���R�W�R�S�L�Q�H���W�U�L�S�D�Q�Vkog plavila) kako bi se provjerila vijabilnost (17). 

�1�D�N�R�Q�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �X�� �5�3�0�,-1640 mediju s L-

glutaminom (Sigma-Aldrich, �0�H�U�F�N�� �.�*�D�$���� �'�D�U�P�V�W�D�G�W���� �1�M�H�P�D�þ�N�D), dopunjenim dodatkom 

�I�H�W�D�O�Q�R�J�� �J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�D�� �������� ������ ���)�%�6�� engl. Fetal Bovine Serum, SigmaAldrich, Merck 

KGaA, Darmstadt, �1�M�H�P�D�þ�N�D) i penicilin-streptomicinskim antibiotikom (1 %) (Capricorn 

�6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F���*�P�E�+�����(�E�V�G�R�U�I�H�U�J�U�X�Q�G�����1�M�H�P�D�þ�N�D�������6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�K�U�D�Q�M�H�Q�H���X���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�H���W�H��

stavljene u inkubator (Shel Lab, serija CO2, Sheldon Manufacturing Inc, Cornelius, OR, USA) 

pod slj�H�G�H�ü�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����a���������•�&����������CO2, > 80% razine vlage tijekom 24 sata (17). 

 

 

 

Slika 1. Izolacija mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu fikola.  

Prikazani su vidljivi slojevi nastali odvajanjem komponenti krvi na gradijentu fikola nakon 

centrifugiranja (izvor: original autorice rada). 
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���������������0�D�J�Q�H�W�V�N�R���V�R�U�W�L�U�D�Q�M�H���S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K���&�'�������7���O�L�P�I�R�F�L�W�D 

 

�1�D�N�R�Q�� �S�R�G�H�ã�D�Y�D�Q�M�D�� �E�U�R�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�� �������� �[�� ����7 te neposredno prije ulaska u protokol 

aktivacije, CD4+ T stanice su odvojene iz ukupne smjese mononuklearnih stanica periferne 

krvi negativnom magnetskom selekcijom putem komercijalno dostupnih magnetskih kuglica 

(MagniSortTM Human CD4+ T cell Enrichment kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

�:�D�O�W�K�D�P�����0�D�V�V�D�F�K�X�V�H�W�W�V�����6�$�'�����S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�����1�H�J�D�W�L�Y�Q�R���R�G�D�E�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���V�X��

pripremljene za aktivaciju (17,18).  

Uzorci su preneseni u polustirenske epruvete od 5 mL sa okruglim dnom (12 x 75 mm; 

BD Falcon, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), isprani dva puta s 1x 

�3�%�6���������P�L�Q�������������*�����L���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���E�L�O�H���S�R�Q�R�Y�Q�R���V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�H���X�����������—�/�����îPBS/3 % FBS/10 mM 

EDTA (17). 

�1�D�N�R�Q���W�R�J�D�����G�R�G�D�Q�R���M�H���������—�/���0�D�J�Q�L�6�R�U�W�7�0���+�X�P�D�Q���&�'��+ T cell Enrichment kit, pet 

�S�X�W�D���S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R���Y�R�U�W�H�[-�R�P�����,�.�$�Š���9�R�U�Wex GENIUS 3), te su stanice inkubirane 10 minuta na 

sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, dodano je 4 mL 1�îPBS/10 mM EDTA i centrifugirano 

�����������*�������P�L�Q�������6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���R�G�E�D�þ�H�Q�����D���X�]�R�U�F�L�P�D���M�H���G�R�G�D�Q�R�����������—�/�����îPBS/3 % FBS/10 mM 

�(�'�7�$�� �X�]�� ������ �—�/��MagniSort zrnaca �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �V�H�O�H�N�F�L�M�H���� �8�]�R�U�F�L�� �V�X�� �S�H�W�� �S�X�W�D�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�L��

vortexom i inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi (17,18). 

�.�D�G�� �M�H�� �]�D�Y�U�ã�L�O�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� ���îPBS/10 mM EDTA do 2,5 mL ukupnog 

volumena te su stanice ponovno resuspendirane. Epruvete su jedna po jedna stavljane u magnet 

�L���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�������P�L�Q�X�W�D���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����=�D�W�L�P���M�H���P�D�J�Q�H�W���N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���H�S�U�X�Y�H�W�X���S�R�G�L�J�Q�X�W���L��

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �M�H�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�� �X�� �Q�R�Y�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �R�G�� ���� �P�/�� �X�� �M�H�G�Q�R�P�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�N�U�H�W�X�� �E�H�]��

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���N�D�N�R���V�H���Q�H���E�L���V�P�D�Q�M�L�O�D���þ�L�V�W�R�ü�D���V�W�D�Q�L�F�D�����(�S�U�X�Y�H�W�H���N�R�M�H���V�D�G�U�å�H���Y�H�]�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���X�N�O�R�Q�L�O�H��

su se s magneta te su se ispraznile. Negativno odabrane stanice su spremne za upotrebu (17).  

 

4.3.3. Poliklonska aktivacija mononuklearnih stanica periferne krvi 

 

U svrhu poliklonske aktivacije sortiranih �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �L�]�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�H�� �N�U�Y�L��

koristila su se dva usporedna protokola: 

a) �N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�J�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�V�N�R�J�� �N�R�N�W�H�O�D�� �N�R�M�L��

�V�D�G�U�å�L���I�R�U�E�R�O-12-miristat-13-acetat (PMA, engl. phorbol myristate acetate) i ionomicin 

u za�Y�U�ã�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G�������—�/���P�/�����&�H�O�O���V�W�L�P�P�X�O�D�W�L�R�Q���F�R�F�W�D�L�O���������;�����H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�7�0����

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) (19).  
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Kako bi se aktivirale CD4+ T stanice i potaknulo stvaranje citokina, magnetski 

razvrstane stanice kratko su (4 sata) bile stimulirane s forbol 12-miristat 13-acetatom 

(PMA) i ionomicinom. Aktivacija CD4+ T-�V�W�D�Q�L�F�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���X���S�O�R�þ�D�P�D���V���������M�D�å�L�F�H��

���a���������ƒ�&����������CO2�����!�����������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�������������������� 

 

Kalcijev klorid (CaCl2) dodan je u medij za stimulaciju kako bi izazvao 

�G�X�J�R�W�U�D�M�Q�X�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �N�D�O�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �E�L�� �L�]�D�]�Y�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� ������

�—�/���P�/�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D������ �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�� �%�U�H�I�H�O�G�L�Q�� �$�� �����������;����

�H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�7�0�����,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q���W�Y�U�W�N�H���7�K�H�U�P�R���)�L�V�K�H�U���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����X���N�R�Q�D�þ�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L 

�R�G�������—�/���P�/���G�D���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R���O�X�þ�H�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D���L���S�U�L�M�H�Q�R�V���S�U�R�W�H�L�Q�D���L�]���H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�H��

�P�U�H�å�L�F�H���X���*�R�O�J�L�M�H�Y���D�S�D�U�D�W���W�H���W�L�P�H���V�O�X�å�L���N�D�R���L�Q�K�L�E�L�W�R�U���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���V�H�N�U�H�F�L�M�H������������  

Koktel za stimulaciju stanica, Brefeldin A i CaCl2 dodani su zajedno i 

istovremeno u �V�W�D�Q�L�þ�Q�X���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�X�� 

 

�E������ �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X���P�D�J�Q�H�W�V�N�L�K���þ�H�V�W�L�F�D���V���D�G�K�H�U�L�U�D�Q�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D���X�V�P�M�H�U�H�Q�L�P���Q�D��

CD3, CD28 i CD137 tijekom 48 sati. U tu svrhu se koristio komercijalno dostupan 

�N�R�P�S�O�H�W�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�Œ�� �+�X�P�D�Q�� �7-Activator CD3/CD28/CD137 (Gibco by Thermo 

Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lithuania) (21). 

�'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �P�H�W�R�G�D�� �V�D�G�U�å�L�� �V�X�S�H�U�S�D�U�D�P�D�J�Q�H�W�Q�H�� �S�R�O�L�P�H�U�Q�H�� �N�X�J�O�L�F�H�� �S�U�H�V�Y�X�þ�H�Q�H��

�R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�R�P�� �V�P�M�H�V�R�P�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�K�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D�� �S�U�R�W�L�Y�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �&�'��������

CD28 i CD137. Magnetske �þ�H�V�W�L�F�H���V�Y�R�M�R�P���Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P���R�S�R�Q�D�ã�D�M�X���D�Q�W�L�J�H�Q���S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�H��

�V�W�D�Q�L�F�H�����D���S�U�R�V�W�R�U�Q�D���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���R�S�W�L�P�D�O�Q�L���D�Q�J�D�å�P�D�Q���&�'�������&�'������

�L�� �&�'�������� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�D��

(14). 

  Aktivacija T limfocita odvila se preko TCR kompleksa, odnosno imitiranjem 

prirodne aktivacije. Magnetski sortirane CD4+ stanice su kultivirane sa Dynabeads 

�N�X�J�O�L�F�D�P�D�� ������ �—�/�������������� �V�W�D�Q�L�F�D���� ���6�O�L�N�D�� ������ �X�� �S�O�R�þ�L�F�D�P�D�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�H���� �'�R�G�D�Q�R�� �M�H�� ���� ���O��

Dynabeads humanog T-aktivatora CD3/CD28 kako bi se dobio omjer kuglica i stanica 

1:1. Rekombinantni ljudski IL-2 (Gibco, ThermoFisher ) koji dovodi do proliferacije 

T-stanica je dodan u uzorke (30 U/mL). S�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �X�� �Y�O�D�å�Q�R�P�� �&�22 

�L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X���������K���Q�D�������ƒ�&�����3�R�V�O�M�H�G�Q�M�D�������V�D�W�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����X���N�X�O�W�X�U�X���M�H���G�R�G�D�Q���%�U�H�I�H�O�G�L�Q���$��

�L�V�W�R���N�D�R���L���X���V�O�X�þ�D�M�X���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�����.�R�N�W�H�O���]�D���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D�����%�U�H�I�H�O�G�L�Q���$���L��

CaCl2 �G�R�G�D�Q�L���V�X���]�D�M�H�G�Q�R���L���L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�X���� 
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Nakon �]�D�Y�U�ã�H�W�N�D���þ�H�W�L�U�L���V�D�W�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����G�R�G�D�Q�R���M�H�����������—�/�����������0���(�'�7�$���L��

inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se zaustavila reakcija. 

 

 

 

 

Slika 2. Magnetski sortirane CD4+ T stanice iz humanih PBMC u kulturi s anti-CD23, 

anti-CD28 i anti-�&�'���������R�E�O�R�å�H�Q�L�P���'�\�Q�D�Eeads kuglicama u kompletiranom RPMI -1640 

mediju s FBS-om (10 %) i penicilin-streptomicin antibiotikom (1%).  

 

Prikazuje magnetski sortirane CD4+ T stanice u kulturi anti-CD23, anti-CD28 i anti-CD137 

�R�E�O�R�å�H�Q�L�P���'�\�Q�D�E�H�D�G�V���N�X�J�O�L�F�D�P�D���S�R�G���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�������[�������L�]�Y�R�U�����R�U�L�J�L�Q�D�O���D�X�W�R�U�L�F�H���U�D�G�D�� 

 

       �=�D���S�U�L�P�M�H�Q�X���S�U�R�W�R�þ�Q�H���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H���E�L�O�R���M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���X�N�O�R�Q�L�W�L���N�X�J�O�L�F�H���S�U�L�M�H���E�R�M�H�Q�M�D�����(�S�U�X�Y�H�W�D��

je stavljena na magnet �'�\�Q�D�0�D�J�Œ-5 (Thermo Fisher Scientific) 1-2 minute kako bi se kuglice 

�R�G�Y�R�M�L�O�H�� �R�G�� �R�W�R�S�L�Q�H���� �6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �M�H�� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�� �X�� �Q�R�Y�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X���� ���6�O�L�N�D�� ��������

(14). 
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Slika 3. Odvajanje Dynabeadsa iz kulture na magnetu Dynamag 5  

Prikazano je odvajanje kuglica prije imunofenotipizacije (izvor: original autorice 

rada) 

 
4.3.4. Imunofenotipizacija Th17 (CD4+IL -17A+) �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P 

 

Zastupljenost Th17 (CD3+CD4+IL-17+�������X���X�N�X�S�Q�L�P���S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�P���&�'��+T limfocitima 

�L�]�R�O�L�U�D�Q�L�P���L�]���S�H�U�L�I�H�U�Q�H���N�U�Y�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���P�H�W�R�G�R�P���S�U�R�W�R�þ�Q�H���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H�����=�D���S�U�L�S�U�H�P�X���X�]�R�U�D�N�D���L��

�E�R�M�H�Q�M�H���S�R�Y�U�ã�Q�L�K�����X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���L���Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���D�Q�W�L�J�H�Q�D���]�D���S�U�R�W�R�þ�Q�X���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�X���N�R�U�L�V�W�L�O�L���V�X���V�H��

�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L���S�U�R�W�R�N�R�O�L�����8�N�U�D�W�N�R�����S�U�L�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���E�R�M�H�Q�M�D�����P�U�W�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���Q�H�S�R�Y�U�D�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H��

fiksabilno�P�� �E�R�M�R�P�� �]�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �)�L�[�D�E�O�H�� �9�L�D�E�L�O�L�W�\�� �'�\�H�� �H�)�O�X�R�U�Œ�� �������� ���H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�HTM, 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama 

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�����D���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���E�R�M�H�Q�M�H���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�H�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���]�D���)�F���U�H�F�H�S�W�R�U�H�����)�F�5����

engl. Fc Receptor�����E�O�R�N�L�U�D�Q�R���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�������X�/���+�X�P�D�Q���7�U�X�6�W�D�L�Q���)�F�;�Œ���U�H�D�J�H�Q�V�D�����%�L�R�/�H�J�H�Q�G����

San Diego, Kalifornija, SAD). Nakon 8 minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcima je 

�G�R�G�D�Q�D���V�P�M�H�V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����N�D�N�R���V�O�L�M�H�G�L���� 

Za odre�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���7�K�������O�L�P�I�R�F�L�W�D����CD3 PerCP (klon OKT3, eBioscience), CD4 PE-Cy7 

(klon RPA-T4), eBioscience), CD196 APC (klon R6H1, eBioscience) i IL-17A FITC (klon 

eBio64DEC17, eBioscience).  

U protokolu za bojanje stanica koristio se fosfatni pufer (PBS) s dodatkom 0,5-1% 

�J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�V�N�R�J�� �D�O�E�X�P�L�Q�D�� ���%�6�$���� �H�Q�J�O�� Bovine serum albumin) i 0.1% natrijevog azida 

(NaN3 �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�H�� �S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���S�+�� �a���������� �W�H���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�D�Q�� �V�H�W�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �E�R�M�D�Q�M�H��

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���L���Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���D�Q�W�L�J�H�Q�D���)�R�[�S�����V�W�D�L�Q�L�Q�J���E�X�I�I�H�U�����H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H������ 



ISPITANICI I METODE 

 18 

�8�]�� �S�D�å�O�M�L�Y�X�� �S�U�L�S�U�H�P�X�� �X�]�R�U�N�D�� �L�� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�R�N�R�O�D�� �E�R�M�H�Q�M�D���� �W�L�M�H�N�R�P�� �X�K�R�G�D�Y�D�Q�M�D��

pokusa  pripremljene su jednobojne, fluorescencijske minus jedan (FMO; engl. Fluorescence 

Minus One), neobojene i negativne kontrole radi pouzdanog razlikovanja pozitivne stanice od 

�S�R�]�D�G�L�Q�V�N�R�J���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�J���L���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���E�R�M�H�Q�M�D�� 

�.�R�P�S�H�Q�]�D�F�L�M�V�N�D�� �P�D�W�U�L�F�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�K��

kompenzacijskih kuglica BDTM �&�R�P�S�%�H�D�G�V�� �P�L�ã�M�L�� �,�J�����Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� ���%�'�� �%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V����

San Jose, CA, SAD) i jednobojnih kontrola. Mjerenja uzoraka su provedena na BD FACSCanto 

�,�,�Œ�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X�� ���%�H�F�W�R�Q�� �'�L�F�N�L�Q�V�R�Q���� �6�D�Q�� �-�R�V�H���� �&�$, USA) opremljenim s 2 lasera 

���S�O�D�Y�L�P�� �$�U�J�R�Q�� �������� �Q�P���� �5�H�G�� �+�H�1�H�� �������� �Q�P������ �$�Q�D�O�L�]�D�� �L�� �Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �X�þ�L�Q�M�H�Q�D�� �M�H��

�S�R�P�R�ü�X���)�O�R�Z�/�R�J�L�F���S�U�R�J�U�D�P�D�����Y�������������,�Q�L�Y�D�L���7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V�����0�H�Q�W�R�Q�H�����$�X�V�W�U�D�O�L�M�D�������������� 

 

�����������6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H 
 

�1�X�P�H�U�L�þ�N�L�� �S�R�G�D�W�F�L�� �V�X�� �R�S�L�V�D�Q�L�� �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�R�P�� �V�U�H�G�L�Q�R�P�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �X��

�V�O�X�þ�D�M�X�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�D�� �N�R�M�H�� �V�O�L�M�H�G�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X���� �D�� �X�� �R�V�W�D�O�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �P�H�G�L�M�D�Q�R�P�� �L�� �J�U�D�Q�L�F�D�P�D��

�L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�R�J���U�D�V�S�R�Q�D�����1�R�U�P�D�O�Q�R�V�W���U�D�V�S�R�G�M�H�O�H���Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�E�O�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�D���M�H���'�¶�$�J�R�V�W�L�Q�R-

Pearsonovim testom. Razlike no�U�P�D�O�Q�R�� �U�D�V�S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K�� �Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�K�� �Y�D�U�L�M�D�E�O�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�L�M�X��

�Q�H�]�D�Y�L�V�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �6�W�X�G�H�Q�W�R�Y�L�P�� �W�� �W�H�V�W�R�P���� �D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D�� �R�G�� �Q�R�U�P�D�O�Q�H��

raspodjele Mann-�:�K�L�W�Q�H�\�� �W�H�V�W�R�P�����3�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W���Q�R�U�P�D�O�Q�R���U�D�V�S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K���Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�E�O�L��

ocijenjena je Pearson�R�Y�L�P�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�H�� �U���� �D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D�� �R�G�� �Q�R�U�P�D�O�Q�H��

�U�D�V�S�R�G�M�H�O�H�� �6�S�H�D�U�P�D�Q�R�Y�L�P�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�H�� �!�� ���U�K�R������ �6�Y�H�� �3�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �G�Y�R�V�W�U�D�Q�H����

�5�D�]�L�Q�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H���Q�D���$�O�S�K�D� �������������=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X���D�Q�D�O�L�]�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

program SigmaPlot (verzija 11.2, SYSTAT Software, Chicago, SAD). 
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5. REZULTATI  

 

�����������$�Q�D�O�L�]�D���P�R�Q�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�U�R�W�R�þ�Q�R�P���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P 
 

 

Slika 4. Reprezentativni primjer analize mononuklearnih stanica iz periferne krvi 

�K�X�P�D�Q�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���P�H�W�R�G�R�P���S�U�R�W�R�þ�Q�H���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H�� 

�3�U�L�N�D�]�D�Q�R���M�H���V�X�V�O�M�H�G�Q�R���S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���S�U�R�]�R�U�D���]�D���L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K���å�L�Y�L�K���P�R�Q�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K��

�V�W�D�Q�L�F�D���S�R�P�R�ü�X���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D���O�D�V�H�U�V�N�H���]�U�D�N�H���S�U�H�P�D���Q�D�S�U�L�M�H�G�����)�6�&���� �H�Q�J�O����forward side scatter). 

�0�U�W�Y�H�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �E�L�O�H�� �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �E�R�M�D�Q�M�D�� �I�L�N�V�D�E�L�O�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �]�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���V�W�D�Q�L�F�D��

(FVD; engl. Fixable Viability Dye). Limfociti su izdvojeni analizom FSC-A (engl. Forward 

side scatter area) �L���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���S�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�R�J���U�D�V�S�U�ã�H�Qja (SSC-A; engl. Side scatter area), dok su 

�7���O�L�P�I�R�F�L�W�L���G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�L���D�Q�D�O�L�]�R�P���R�E�L�O�M�H�å�M�D���)�6�&-�$���W�H���L�]�U�D�å�D�M�D���&�'�����P�D�U�N�H�U�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����Q�D���V�O�L�F�L���M�H��

prikazana strategiju analize CD+���� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D���� �N�R�M�L�� �O�X�þ�H�� �,�/-17. Sve analize provedene su na 

�S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X�� �%�'�� �)�$�&�6�� �&�D�Q�W�R�� �,�,�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�R�P�� �)�O�R�Z�� �/�R�J�L�F�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J��

programa. 
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5.2.  Usporedba PMA/Ionomiocin i Dynabeads stimulacije 

 

Rezultati na Slici 5. �S�U�L�N�D�]�X�M�X���I�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�X���M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����O�L�P�I�R�F�L�W�D�����å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��

i CD3+ CD4+ stanica usporedno s dvije metode stimulacije. Postotak jednostrukih stanica 

(singlets) je nepromijenjen kod Dynabeads stimulacije. Za ocjenu sredine k�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H��

�D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D�� �V�U�H�G�L�Q�D��(41,78 vs. 40,99), �D�� �N�D�R�� �P�M�H�U�D�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D��(8,02 

vs. 9,48); p=0,898. U�G�L�R�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �Q�L�å�L��je u odnosu na 

�3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�� �Q�R�� �U�D�]�O�L�N�D�� �Q�L�M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�Djna (72,32 vs. 86,56). Standardna devijacija 

iznosila je 11,88 vs. 6,75, a p=0,06���� �1�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �R�Y�H�� �G�Y�L�M�H�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �X��

�X�G�M�H�O�X�� �å�L�Y�L�K�� ���Y�L�M�D�E�L�O�Q�L�K���� �V�W�D�Q�L�F�D (95,52 vs. 94,69; p=0,470) i CD3+ CD4+ stanica (85,53 vs. 

87,30; p=0,420). 

 

 

 

 

�6�O�L�N�D�� ������ �)�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D�� �M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���V�L�Q�J�O�H�W�V������ �O�L�P�I�R�F�L�W�D���� �å�L�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���Y�L�M�D�E�L�O�Q�H���� �L��

CD3+CD4+ stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika nakon PMA/ionomycin i 

Dynabeads stimulacije. 
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�������������8�G�L�R���7�K�������O�L�P�I�R�F�L�W�D���X���S�R�S�X�O�D�F�L�M�L���S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K���7��limfocita izoliranih iz periferne 

krvi zdravih mladih ispitanika  

 

U ovoj studiji analizirali smo udjele Th17 stanica u populaciji mononuklearnih stanica 

izoliranih iz periferne krvi zdravih mladih ispitanika nakon dvije usporedne metode stimulacije- 

�3�0�$���,�R�Q�R�P�L�F�L�Q���L���'�\�Q�D�E�H�D�G�V�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�L���X�G�L�R��CD4+IL-17A+T stanica 

nakon stimulacije PMA/ionomicinom u odnosu na Dynabeads stimulaciju. A�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D���V�U�H�G�L�Q�D��

iznosila je 0,75 vs. 0,26, a standardna devijacija 0,13 vs. 0,24. (Slika 6.). Th17 limfociti nakon 

Dynabeads stimulacije imaju stati�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���P�D�Q�M�L���X�G�L�R�����S� ����028, upareni t-test). 

 

 

Slika 6. Udio CD4+IL -17A+) T stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika nakon 

PMA/ionomycin i Dynabeads stimulacije.  

Prikazuje udio �&�'�����7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���N�R�M�L���O�X�þ�H���,�/-17 (Th17 limfociti) u perifernoj krvi zdravih mladih 

ispitanika. Rezu�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D�� �V�U�H�G�L�Q�D�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �W�H�� �V�X��

�X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L���X�S�D�U�H�Q�L�P���W-�W�H�V�W�R�P���]�D���P�D�O�H���Q�H�]�D�Y�L�V�Q�H���X�]�R�U�N�H������V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D�����S����������.
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6. RASPRAVA 
 

�6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �N�X�O�W�X�U�D�P�D�� �Y�D�å�Q�D�� �M�H�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��

�I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �V�W�D�W�X�V�D�� �L�� �I�H�Q�R�W�L�S�D�� �7�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�X�V�W�D�Y�L�P�D���� �8�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�P��

�O�L�P�I�Q�L�P�� �R�U�J�D�Q�L�P�D�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�L�� �S�R�S�U�L�P�D�M�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �I�H�Q�R�W�L�S�� ���J�H�Q�H�W�V�N�L�� �L�P�S�U�L�W�L�Q�J���� �L��

proliferiraju (klonska ekspanzija) te putem periferne krvi odlaze na mjesto upale gdje ostvaruju 

�V�Y�R�M�H�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �X�þ�L�Q�N�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �L�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�H�O�L�N�L�K�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �V�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D����Limfociti su neaktivni, tj. proizvode male �N�R�O�L�þ�L�Q�H���F�L�W�R�N�L�Q�D��

tijekom tranzicije u krvi, pa ih je potrebno aktivirati.  

�3�R�]�Q�D�W�R���M�H���Y�L�ã�H���P�H�W�R�G�D���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���O�L�P�I�R�F�L�W�D�����D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D��

�S�X�W�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �X�þ�L�Q�N�H�� �N�R�M�H�� �S�R�N�U�H�ü�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �U�D�]�L�Q�L���� �2�Y�L�V�Q�R�� �R��

eksperimen�W�D�O�Q�R�P�� �G�L�]�D�M�Q�X�� �L�� �F�L�O�M�H�Y�L�P�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �R�G�D�E�U�D�W�L�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�X�� �P�H�W�R�G�X��

�V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���� �,�G�H�D�O�Q�L�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�� �M�H�� �W�L�W�U�L�U�D�Q�� �Q�D�� �Q�D�M�Q�L�å�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �N�R�M�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P���� �N�D�N�R�� �V�H�� �Q�H�� �E�L�� �S�U�L�N�U�L�O�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �F�L�W�R�N�L�Q�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� 

�V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���E�L���W�U�H�E�D�O�D���E�L�W�L���ã�W�R���N�U�D�ü�D�����N�D�N�R���I�X�Q�N�F�L�M�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���Q�H���E�L���E�L�O�D���X�J�U�R�å�H�Q�D���������� 

�.�D�N�R���E�L���R�G�D�E�U�D�O�L���R�S�W�L�P�D�O�Q�X���P�H�W�R�G�X���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�����R�G�Q�R�V�Q�R���S�U�R�Q�D�ã�O�L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���V�W�L�P�X�O�D�Q�V��

�N�R�M�L���P�R�å�H���S�R�W�D�N�Q�X�W�L���Q�D�M�Y�H�ü�X���N�R�O�L�þ�L�Q�X���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D���S�U�L���Q�L�å�R�M���G�R�]�L���L���X���N�U�D�ü�H�P���Y�U�H�P�H�Q�X����

�:�H�Q�F�K�D�R���L���V�X�U���� �V�X���W�H�V�W�L�U�D�O�L���S�U�R�G�X�N�F�L�M�X���F�L�W�R�N�L�Q�D���X�� �Q�H�U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�M���N�X�O�W�X�U�L���S�X�Q�H���N�U�Y�L���ã�W�D�N�R�U�D���� �8��

�Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �V�W�X�G�L�M�L�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�L�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�� �M�H�� �E�L�R�� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q���� �P�R�J�D�R�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L��

�S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X���S�H�W���F�L�W�R�N�L�Q�D���X�������V�D�W�L���E�H�]���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����,�V�W�R���W�D�N�R�����G�U�X�J�H��

�N�O�L�Q�L�þ�N�H���V�W�X�G�L�M�H���V�X���S�R�W�Y�U�G�L�O�H���G�D���3�0�$���P�R�å�H���S�R�Y�H�ü�D�W�L���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���F�L�W�R�N�L�Q�D�����S�R�V�H�E�Q�R��

Th1 tip)(8). 

�%�D�U�D�Q���L���V�X�U�����V�X���X���V�W�X�G�L�M�L���X�V�S�R�U�H�G�L�O�L���3�+�$���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X���V�D���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���S�U�R�W�R�N�R�O�R�P���N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

PMA/ionomicin. Oba kori�ã�W�H�Q�D�� �V�W�L�P�X�O�D�W�R�U�D�� �E�L�O�D�� �V�X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D�� �]�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�X�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

�S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����N�L�Q�H�W�L�N�D���S�R�M�D�Y�O�M�L�Y�D�Q�M�D���U�D�]�Q�L�K���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���F�L�W�R�N�L�Q�D���E�L�O�D���M�H��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�D�����Q�S�U�����N�X�O�W�X�U�D���W�L�M�H�N�R�P�������V�D�W�L���]�D���,�/-4 bila je optimalna, ali za stimulaciju proizvodnje IL-

10 bilo je potrebno 10 sati. PHA je bio bolji za indukciju IL-������ �L�]�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R�� �G�D�� �M�H��

�V�Q�D�å�Q�L�M�L�� �V�W�L�P�X�O�D�W�R�U�� �R�G�� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�D���� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�� �7�K���� �S�U�R�I�L�O�H�� �F�L�W�R�N�L�Q�D���� �G�R�N��

�3�+�$���V�W�L�P�X�O�L�U�D���ã�L�U�L���U�D�V�S�R�Q���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���F�L�W�R�N�L�Q�D���X���O�M�X�G�V�N�L�P���P�R�Q�R�Q�X�N�O�H�Uanim stanicama (i 

�7�K���� �L�� �7�K���� �S�U�R�I�L�O�H������ �â�W�R�Y�L�ã�H���� �3�+�$���M�H���E�R�O�M�L���L�]�E�R�U���N�R�G���D�Q�D�O�L�]�H���S�U�R�W�R�þ�Q�R�P���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P���M�H�U���þ�L�Q�L��

�P�Q�R�J�R���P�D�Q�M�H���L�]�U�D�å�H�Q�L�P���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���)�6�&���L���6�6�6���V�L�J�Q�D�O�L�P�D���������� 
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S druge strane, Tricket i sur. su koristili stimulaciju s Dynabeads metodom s anti 

CD3/CD28 kuglicama. Aktivacija T stanica javila se unutar jednog sata od stimulacije, te 

�G�R�V�H�J�O�D�� �S�O�D�W�R�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�H�V�W�� �V�D�W�L���� �7�L�M�H�N�R�P�� �S�U�Y�D�� ���� �V�D�W�D�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �7�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �D�Q�W�L-CD3/CD28 

�N�X�J�O�L�F�D�P�D���X�R�þ�H�Q�D���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�D���H�N�V�S�H�V�L�M�D���&�'���������6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���V�������N�X�J�O�L�F�D���S�R���O�L�P�I�R�F�L�W�X��inducirala 

�M�H�� �M�H�G�Q�D�N�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �H�N�V�S�H�V�L�M�H�� �&�'������ �N�D�R�� �V�D�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �3�+�$�� �L�O�L�� �&�R�Q�$���� �=�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D��

�V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �V�� �D�Q�W�L�� �&�'�����&�'������ �N�X�J�O�L�F�D�P�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �G�R�E�U�D�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�D�� �W�U�D�G�L�F�L�R�Q�D�O�Q�R�M�� �3�+�$��

stimulaciji. Prednosti ove metode u odnosu na PHA su izbjegavanje radioaktivnih tvari, 

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H���7���V�W�D�Q�L�F�D���E�R�M�H�Q�M�H�P���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D���L��

�V�N�U�D�ü�H�Q�R���U�D�G�Q�R���Y�U�L�M�H�P�H���������� 

�1�D�G�D�O�M�H�����0�D�W�K�H�V�R�Q���L���V�X�U�����V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���N�R�U�L�V�W�L�O�L���'�\�Q�D�E�H�D�G�V���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X�����3�U�L�P�D�U�Q�H���&�'��+ T 

stanice su izolirane iz periferne krvi i kultivirane u RPMI mediju s 10% FCS i 1% 

�S�H�Q�L�F�L�O�L�Q�R�P���V�W�U�H�S�W�R�P�L�F�L�Q�R�P�� �W�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �X�Q�X�W�D�U�� ������ �V�D�W�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �'�\�D�E�H�D�G�V�� �+�X�P�D�Q�� �7��

�$�F�W�L�Y�D�W�R�U�� �&�'�����&�'������ �N�X�J�O�L�F�D���� �3�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �M�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �]�D�� �&�'���� �L�� �&�'����

�N�R�M�D�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D�� �R�G�� ���������� �.�D�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �L�]�Q�H�V�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �M�H�� �P�D�J�Q�H�W�V�N�R�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�M�H��

�V�W�D�Q�L�F�D���E�H�]���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���Q�R�Y���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���Q�D�þ�L�Q���R�G�D�E�L�U�D���W�U�D�Q�V�G�X�F�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���V�L�V�D�Y�D�F�D�����0�H�W�R�G�D���M�H��

�E�U�]�D�����P�R�å�H���V�H���G�R�Y�U�ã�L�W�L���X���M�H�G�Q�R�P���V�D�W�X�����W�H���Q�L�M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�R���ã�W�R���G�R�]�Y�R�O�M�D�Y�D���E�U�]�R���D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�R��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���� �3�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �G�R�� ������������ �U�X�W�L�Q�V�N�L�� �M�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�R���� �D�� �Q�D�N�R�Q�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �V��

biotinom, stanice ostaju netaknute zaostalim zrncima ili kompleksima antitijela-antigen. Osim 

�ã�W�R�� �S�U�X�å�D�� �N�R�U�L�V�W�D�Q�� �D�O�D�W�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �]�Q�D�Q�R�V�W�L�� �R�� �å�L�Y�R�W�X���� �V�X�V�W�D�Y�� �V�H�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �]�D�� �R�G�D�Eir 

genetski modificiranih stanica za gensku terapiju (21). 

�8���R�Y�R�M���V�W�X�G�L�M�L���X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�O�D���V�H���N�O�D�V�L�þ�Q�D���P�H�W�R�G�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���O�L�P�I�R�F�L�W�D���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D���I�R�U�E�R�O-

12-miristat-13-�D�F�H�W�D�W�R�P�� ���3�0�$���� �L�� �L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�R�P�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �Q�D�M�V�O�L�þ�Q�L�M�D�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P��

mehanizmima aktivacije stanica- �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���X�V�P�M�H�U�H�Q�L�K���Q�D��

CD3,CD28 iCD137. Sudjelovalo je 10 ispitanika- 5 uzoraka je stimulirano PMA/ionomicinom, 

�D�� ���� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P���� �3�R�V�W�R�W�D�N���M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���V�L�Q�J�O�H�W�V���� �M�H�� �Y�L�ã�L�� �N�R�G�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V��

stimula�F�L�M�H���� �G�R�N�� �M�H�� �X�G�L�R�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �Q�L�å�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��

�3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q���� �1�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �R�Y�H�� �G�Y�L�M�H�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �X�� �X�G�M�H�O�X�� �å�L�Y�L�K��

(vijabilnih) stanica i  CD3+ CD4+ stanica. �.�R�G���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��udjela Th17 limfocita u populaciji 

�S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�L�K�� �L�]�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�H�� �N�U�Y�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �P�O�D�G�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D, rezultati su 

�S�R�N�D�]�D�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�L���X�G�L�R��CD4+IL-17A+)T stanica nakon stimulacije PMA/ionomicinom u 

odnosu na Dynabeads stimulaciju. Iako je Dynabeads stimulacija sa svojim prednostima 

�P�R�G�H�U�Q�R���U�M�H�ã�H�Q�M�H���]�D���E�U�å�X���L���H�I�L�N�D�V�Q�L�M�X���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D�����R�S�W�L�P�D�O�Q�X���P�H�W�R�G�X�����V�W�L�P�X�O�D�Q�V�����W�U�H�E�D��

�E�L�U�D�W�L���S�U�H�P�D���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���N�R�M�H���V�H���å�H�O�H���V�W�L�P�X�O�L�U�D�W�L���� 
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7. �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

 

�7�H�P�H�O�M�H�P���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���L�]���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���P�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���V�O�M�H�G�H�ü�H�� 

������ �8�� �V�Y�U�K�X�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �I�H�Q�R�W�L�S�D�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �V�W�D�W�X�V�D�� �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K  (CD4+ ) T limfocita 

�S�H�U�L�I�H�U�Q�H�� �N�U�Y�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �P�O�D�G�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�Lh protutijela 

usmjerenih na CD3, CD28 i CD137 samostalno ili u prisutnosti interleukina 2 ne predstavlja 

optimalniju metoda in vitro aktivacije u usporedbi s aktivacijom posredovanom forbol-12-

miristat-13-acetatom (PMA) i ionomicinom. 

2. Udio Th17 limfocit�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�L�� �Q�D�N�R�Q�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�R�P�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��

Dynabeads stimulaciju.  

�������1�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���Q�D�N�R�Q���R�E�M�H���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���� 
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�������6�$�ä�(�7�$�. 

 

�&�L�O�M���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D: Usporediti rezultate dobivene usporednim metodama aktivacije magnetski 

sortiranih CD4+ �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �&�'�����&�'�������&�'�������� �L�� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�� �W�H��

odrediti udio Th17 limfocita izoliranih iz periferne krvi zdravih mladih ispitanika 

 

Nacrt studije: Studij�D�� �M�H�� �X�V�W�U�R�M�H�Q�D�� �N�D�R�� �S�R�N�X�V�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X�� �V�Y�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�� �E�L�O�L��

podvrgnuti istom eksperimentalnom protokolu  

 

Ispitanici i metode���� �8�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �M�H�� �V�X�G�M�H�O�R�Y�D�O�R�� ������ �]�G�U�D�Y�L�K�� �P�O�D�G�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H��

uzorkovana periferna venska krv te izolirane mononuklearne stanice. Iz uzoraka su izdvojeni  

�S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L���&�'��+�7���O�L�P�I�R�F�L�W�L���P�H�W�R�G�R�P���P�D�J�Q�H�W�V�N�R�J���V�R�U�W�L�U�D�Q�M�D���S�R�P�R�ü�X���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�R�J��

seta (MagniSortTM Human CD4+ T cell Enrichment kit). Poliklonska aktivacija T limfocita 

provedena je s dvije usporedne metode���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�L�� �V�H�W�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �3�0�$�� �L��

�L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�� ���H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�7�0�� �&�H�O�O�� �6�W�L�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �&�R�F�N�W�D�L�O���� �L�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�Œ�� �+�X�P�D�Q�� �7-Activator 

�&�'�����&�'�������&�'�����������,�P�X�Q�R�I�H�Q�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�D���7�K�������O�L�P�I�R�F�L�W�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���S�U�R�W�R�þ�Q�R�P���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P����

�S�R�P�R�ü�X���%�'���)�$�&�6���&�D�Q�W�R���,�,���F�L�W�R�P�H�W�U�D�����=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X���D�Q�D�O�L�]�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�J�U�D�P���6�L�J�P�D���3�O�R�W��

11.2. 

  

Rezultati: �8�G�L�R�� �7�K������ �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�L�� �Q�D�N�R�Q�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �3�0�$���L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�R�P�� �X��

�R�G�Q�R�V�X���Q�D���'�\�Q�D�E�H�D�G�V���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�X�����1�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���R�Y�H���G�Y�L�M�H���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���X���X�G�M�H�O�X��

�å�L�Y�L�K�����Y�L�M�D�E�L�O�Q�L�K�� stanica. 

 

�=�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X���P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���X�V�P�M�H�U�H�Q�L�K���Q�D���&�'�������&�'�������L���&�'��������

ne predstavlja optimalniju metoda in vitro aktivacije u usporedbi s aktivacijom posredovanom 

forbol-12-miristat-13-acetatom (PMA) i ionomicinom. 

 

�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þi: Antigen aktivacije T stanica; CD4 pozitivni T limfociti; Th17 stanice 
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9. SUMMARY 

 

Title:  Optimization of in vitro human T lymphocytes activation using antibodies directed 

against CD3, CD28 and CD137, and interleukin 2 for the determination of peripheral Th17 

lymphocytes in healthy young subjects 

 

Objectives: To compare the results by obtaining comparative methods of activating magnetic 

sorted CD4+ T lymphocytes using Dynabeads CD3/CD28/CD137 and PMA/ionomycin and to 

determine the presence of Th17 lymphocytes isolated from the peripheral blood of healthy 

young subjects 

 

Study Design: The study was organized as an experiment in which all subjects were subjected 

to the same experimental protocol  

 

Participants and methods: 10 healthy young subjects participated in the study. Peripheral 

venous blood was sampled from which mononuclear cells were isolated. Helper CD4+T 

lymphocytes were isolated from the samples by magnetic sorting using a commercially 

available set (MagniSortTM Human CD4+T cell Enrichment kit). Polyclonal activation of T 

lymphocytes was performed by two comparative methods; a commercial kit containing PMA 

�D�Q�G�� �L�R�Q�R�P�\�F�L�Q�� ���H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�7�0�� �&�H�O�O�� �6�W�L�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �&�R�F�N�W�D�L�O���� �D�Q�G�� �'�\�Q�D�E�H�D�G�V�� �Œ�� �+�X�P�D�Q�� �7-

Activator CD3 / CD28 / CD137. Immunophenotyping of Th17 lymphocytes was performed by 

flow cytometry using a BD FACS Canto II cytometer. Sigma Plot 11.2 was used for statistical 

analysis. 

 

Results: The presence of Th17 lymphocytes was significantly higher after PMA / ionomycin 

stimulation compared to Dynabeads stimulation. There is no significant difference between 

these two stimulations in the proportion of living (viable) cells. 

 

Conclusion: Activation by monoclonal antibodies directed to CD3, CD28 and CD137 is not a 

more optimal method of in vitro activation compared to activation mediated by phorbol-12-

myristate-13-acetate (PMA) and ionomycin. 

 

Keywords: CD4-Positive T-Lymphocytes; T cell Activation Antigen; Th17 cells 
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