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1.
SAZETAK

Dijabetes tipa 1 (T1D), autoimuna je bolest posredovana T stanicama koja
napada beta stanice gusterace Cija je uloga u proizvodnji inzulina. Trenutno
na trzistu ne postoji ucinkovita imunoterapija koja bi prevenirala njegovo
napredovanje. Yerba mate (YM) (Ilex paraguariensis) prirodan je biljni
preparat za koji se pokazalo da ima protuupalna i hipoglikemijska svojstva.
Ova studija je imala cilj ispitati ucinke YM u odgodi pocetka T1D u kontekstu
djelovanja na T limfocite u visestrukim niskim dozama streptozotocina (VND-
STZ)-induciranom eksperimentalnom C57BL/6 miSjem modelu. KoriStene su
koncentracije od 4% i 2% YM (w/v) ad libitum tijekom 6 tjedana.
Administracija YM znacajno je snizila incidenciju T1D i hiperglikemiju, uz
povecanje tjelesne tezine tretiranih miseva. Takoder, pokazan je trend
smanjenja pojavnosti T1D i razine glukoze u krvi, ali uz pad tjelesne tezine,
primjenom 4% YM u pilot eksperimentu na modelu spontano razvijajuceg
T1D u (non-obese diabetic (NOD)) miSeva. Ex vivo analiza T-stanica slezene
izoliranih iz VND-STZ-C57BL/6 miSeva pokazala je da YM primijenjena u obje
koncentracije nije kompromitirala vijabilnost stanica, uz znacajno smanjenje
proliferacije T-stanica, prolazne promjene u imunofenotipovima T-stanica
(samo sa tretmanom 2% YM) i reduciranje proizvodnje proupalnih i
protuupalnih citokina, osobito u tretmanu 4% YM. T-stanice izravno izlozene
YM in vitro, pokazale su smanjenju proliferaciju ovisno o dozi, te povecanu
proizvodnju IL-2 uz smanjenje IFN-A. Dobiveni rezultati sugeriraju
preventivni potencijal YM u eksperimentalnom T1D i u skladu su s drugim
studijama, potvrdujuci hipoglikemijsko i imunomodulativno djelovanje YM na

T-stanice.

Dijabetes tipa 1, Ilex paraguariensis, C57BL/6 mis, T-stanice



SUMMARY

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease mediated by T cells that
attack the insulin-producing beta cells of the pancreas. Currently, there is no
effective immunotherapy on the market that would reverse the progression
of the disease. Yerba mate (YM) or Ilex paraguariensis is a natural herbal
supplement that has been shown to have anti-inflammatory and
hypoglycemic properties. This study aimed to examine the effects of YM in
delaying the onset of T1D in the context of T lymphocytes in multiple low
dose streptozotocin (MLD-STZ)-induced experimental C57BL/6 mouse
model. Concentrations of 4% and 2% YM (w/v) were used ad libitum for 6
weeks. Administration of YM significantly reduced the incidence of T1D and
hyperglycemia, while increasing the body weight of treated mice. Also, a
trend of decreasing the incidence of T1D and decreasing the blood glucose
level, but with a decrease in body weight, was demonstrated by the
application of 4% YM in a pilot experiment on a model of spontaneously
developing T1D non-obese diabetic NOD mice. Ex vivo analysis of splenic T-
cells isolated from MLDSTZ-C57BL/6 mice showed that YM administered at
both concentrations did not compromise cell viability, with a significant
reduction in T-cell proliferation, transient changes in T-cell
immunophenotypes (only with 2b% YM treatment) and reduction of the
production of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, especially
in the 4% YM treatment. T-cells directly exposed to YM in vitro showed a
dose-dependent decrease in proliferation, an increased production of IL-2
with a decrease of IFN-A. The obtained results suggest the preventative
potential of YM in the experimental T1D and are consistent with other
studies, confirming the hypoglycemic and immunomodulatory effects of YM

on T-cells.
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1.UvVOD

1.1 Dijabetes

Dijabetes je heterogena bolest koja je u prethodnih nekoliko desetljeca
postala ogroman problem javnog zdravstva zbog sve vece incidencije i
morbiditeta. U 2019. godini bolest je bila deveti vodedi uzrok smrti u svijetu
s oko 1.5 milijuna smrtnih slu¢ajeva (1). S obzirom na mehanizme koji
uzrokuju povecanu razinu glukoze u krvi, bolesti se dijeli na dva oblika -
dijabetes tipa 1 (T1D) i dijabetes tipa 2 (T2D). T1D autoimuna je bolest koja
se javlja vec u djetinjstvu, ali se moze manifestirati i kasnije u razvoju.
Karakterizira je selektivni gubitak beta stanica gusterace cija je glavna uloga
u sekreciji hormona inzulina. Proizvode ga nakupine beta stanica gusterace u
Langerhansovim otoci¢ima. Inzulin je esencijalni anabolicki hormon koji
sudjeluje u metabolizmu glukoze, lipida, bjelancevina i minerala. Glavna
uloga je da omogucuje ulazak glukoze u misi¢e i masne stanice te potice
jetru na skladistenje glikogena. Smanjena razina inzulina u krvi rezultira
nemogucnoscu glukoze da ulazi u stanicu pri ¢emu dolazi do njene povecane
razine u krvi, odnosno do hiperglikemije. Posljedi¢no se javljaju po zZivot
opasne komplikacije zivéanog, kardiovaskularnog i dr. sustava. Razlog
unistenja beta stanica i nedostatka inzulina u T1D je tzv. tip IV imunoloske
preosjetljivosti, pri ¢emu vlastite T-stanice iniciraju napad na beta stanice i
nakupljanje ostalih stanica imunoloskog sustava. Oboljele osobe ovisne su o
dnevnoj administraciji inzulina i pracenju razine glukoze u krvi. Najcesce se
pojavljuje kod djece i mladih osoba, no u posljednjih nekoliko godina u
porastu je i broj oboljelih odraslih osoba. Globalno se povecdava incidencija i
prevalencija T1D s godiSnjim porastom broja sluc¢ajeva od oko 2-3%, stoga

je ovo istrazivanje usmjereno upravno na ovaj tip dijabetesa. Rezultati



meta-analize pokazali su da je incidencija ovog oblika bolesti 15 na 100 000
ljudi u svijetu. S druge strane, T2D smatra se metabolickom bolesti. Javlja
se u 90% slucajeva dijabetesa gdje vecina oboljelih proizvodi normalne
kolic¢ine inzulina, ali uslijed poremecaja signalne transdukcije inzulinskog
receptora, u stanicama jetre i misi¢a dolazi do neadekvatnog odgovora na
inzulinsku stimulaciju. Inzulin se veze za inzulinske stani¢ne receptore ali
glukoza ne moze udi u stanicu te dolazi do stanja koje se zove inzulinska
rezistencija (2). Dijabetes predstavlja ogroman problem javnog zdravstva te
oko 5 milijuna ljudi godiSnje u svijetu umire od komplikacija bolesti. Iako
relativno uspjesno kontrolirana, jednom dijagnosticirana bolest je jos uvijek
neizljeCiva. Trenutacni ciljevi lijeCenja T1D su postiéi dobru kontrolu
glikemije, sprijeciti hiperglikemiju povezanu s dugotrajnim mikrovaskularnim
i makrovaskularnim komplikacijama te izbjeci ponovljene epizode
hipoglikemije koja moze imati negativne ucinke na kognitivnhu funkciju
organizma. Medutim, unato¢ kontinuiranoj optimizaciji rezima inzulinske
terapije, stvarna hormonska nadomjesna primjena djeluje samo na lijeCenje
simptoma bez ucinka na patologiju bolesti i etiopatogenezu. Iako je
konvencionalni imunoterapeutski pristup priviacan koncept u potencijalnoj
prevenciji nastanka T1D (3), interesantan je i pokusaj identificiranja
neinvazivnih, tradicionalnih biljnih preparata s protuupalnim svojstvima koji
bi mogli ako ne suzbiti, barem odgoditi pojavu bolesti. Yerba mate (YM) Ilex
paraguariensis, je biljka s visoko izrazenim sadrzajem polifenola i opisanim
hipoglikemijskim i protuupalnim svojstvima. Dakle, YM bi mogao biti biljni
kandidat sa svojstvima odgode pocetka ili u smanjenja ozbiljnosti simptoma
T1D (4).

Rani simptomi bolesti ukljucuju polidipsiju (povecana zed), poliuriju
(povecana potreba za mokrenjem), polifagiju (povecana glad) i glikozuriju

(izlu€ivanje glukoze u mokracu), a posljedica su hiperglikemije koja moze



uzrokovati i gubitak tjelesne tezine, mucninu i povracanje, zamucen vid te
sklonost bakterijskim ili gljivicnim infekcijama. Iz tog razloga izuzetno je
vazna kontrola hiperglikemije sto ukljucuje pracenje razine glukoze u krvi,
prilagodenu prehranu i tjelovjezbu. Oboljele osobe ovisne su o administraciji
inzulina bez kojeg upadaju u stanje dijabeticke ketoacidoze (DKA). DKA
nastaje kada tijelo umjesto glukoze razgraduje trigliceride (lipoliza) i
proteine u misicu, ¢ime se povecava razina triglicerola i slobodnih masnih
kiselina u krvi koje se pretvaraju u ketone pri pove¢anim razinama
glukagona koje prati manjak inzulina. Nastale ketokiseline acetoctena i B-
hidroksimaslacna jake su organske kiseline koje uzrokuju metaboli¢ku

acidozu ¢ime se povecava kiselost krvi.

1.2 T-stanice

T-stanice glavne su efektorske stanice u stani¢noj imunosti. Glavne uloge su
aktivacija fagocita i obrana od infekcija, kao i medudjelovanje sa limfocitima
B. Razlikujemo CD4+ pomagacke T-stanice cija je uloga u izlucivanju
citokina i regrutaciji i aktivaciji drugih leukocita u borbi protiv stranih
mikroorganizama. S druge strane, postoje i CD8+ citotoksi¢ni limfociti T koji
ubijaju bilo koju stanicu koja sadrzi proteine mikroorganizama u citosolu.
Naivne T-stanice pomocu receptora T-stanica (TCR) prepoznaju peptidne
antigene u sklopu MHC molekula na antigen prezentiraju¢im stanicama
(APC). Samo prepoznavanje antigena nije dovoljno da se T-stanica aktivira,
vec je ukljuceno vise receptora. Koreceptori CD4 i CD8 pomazu u
provodenju signala koji dovodi do aktivacije. Kostimulatori su izrazeni na
APC nakon kontakta s antigenom te se vezu na kostimulacijske receptore na
T-stanicama i poti¢u njihov odgovor. Najpoznatiji su B7-1 i B7-2 koje
prepoznaje receptor CD28 na limfocitima T. T-stanice za to vrijeme luce
razne citokine kao sto je interleukin 2 (IL-2) ¢ime se dodatno pojacava

njihova aktivacija. Prepoznavanje antigena aktivira nekoliko biokemijskih



kaskada koje diktiraju diferencijaciju T-stanica i poticu odgovarajuci odgovor
T-stanica. Razlikujemo nekoliko podvrsta T limfocita od kojih su Thl, Th2 i
Th17 vrste CD4+ stanica. Razlikuju se po svojoj funkciji i citokinima koje
proizvode. Th1 stanice potic¢u aktivaciju fagocita na ubijanje stranih
mikroorganizama pojacavajuci njihov odgovor lu¢enjem interferona gama
(IFN-y) i djelujuéi preko CD40 liganda. Th2 stanice aktiviraju se kod zaraza
parazitima (helmintima) lu¢enjem IL-4, IL-5, IL-13 aktivirajuéi odgovor
eozinofila. Takoder, ukljucene su u alergijske reakcije na antigene iz okoline.
Th17 stanice uklju¢ene su u odgovor na bakterijske i gljivicne infekcije pri
c¢emu izazivaju jake upalne reakcije i time mogu doprinijeti razvoju nekoliko
vrsta bolesti. Poti¢u privlacenje neutrofilnih granulocita izlu¢ivanjem IL-17 i
IL-22. Jedna od najvaznijih podskupina T-stanica koja igra ulogu u inhibiciji
stani¢nog odgovora su regulacijske T-stanice (Treg). Razvijaju se u timusu i
perifernim tkivima nakon dodira sa vlastitim antigenima i suprimiraju
aktivaciju limfocita na te iste antigene. LuCe IL-10 i transforming growth
factor beta (TGF- B) koji inhibiraju aktivaciju limfocita, dendritickih stanica i
makrofaga. U konacnici, imaju mogucnost izrazavanja visokih razina
receptora za IL-2 i tako onemoguditi njegovo cirkuliranje i dostupnost
drugim stanicama (5). Treg stanice i citokini koje izlu¢uju od velikog su
znacaja u ovom istrazivanju jer za razliku od ostalih tipova T-stanica, jedine

imaju protektivnu ulogu u razvoju T1D.

1.3 Genetski i okolisni ¢imbenici

Cimbenike koji utje¢u na sam razvoj T1D mozemo podijeliti na 3 skupine:

genetski ¢imbenici, virusne infekcije i okolisSni ¢imbenici (6).



1.3.1.Genetski cimbenici i sustav humanih leukocitnih antigena
(HLA)

Do danas je prepoznato vise od 60 gena asociranih sa razvojem T1D. Glavne
skupine gena mogu se grupirati na gene koji kodiraju proteine sa
imunoloskim funkcijama, poput major histocompatibility complex (MHC)
(kod ljudi nazvan HLA), CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4), PTPN2 (Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2), IL-2 receptor
gena te na proteine vezane uz funkciju beta stanica, poput inzulina (7) (8).
Od svih detektiranih gena koji utjeCu na razvoj T1D najznacajniji su
specifi¢ni HLA geni poput HLA II molekula (HLA-DQA1, HLA-DQB1 i HLA-
DRB1), od kojih se HLA-DQ lokus pokazao kao najvaznijim utjecajem u
razvoju bolesti. Ovi geni kodiraju proteine koji imaju klju¢nu ulogu u
imunoloSkom sustavu. HLA cini grupu gena na Sestom ljudskom kromosomu
koji kodiraju za, membranske glikoproteine izuzetno vazne za imunoloski
sustav u njegovu prepoznavanju stranih molekula i odrzavanju tolerancije na
vlastite antigene u tijelu. Glavna uloga tih molekula je prezentacija antigena
T-stanicama kako bi imunoloski sustav razlikovao nase stanice i tkiva od
stranog. Kod ljudi, lokus MHC sadrzi dvije skupine polimfornih gena - MHC I
i MHC II. Molekule MHC I nalaze se na svim stanicama s jezgrom, dok su
molekule MHC II izraZzene na dendritickim stanicama, makrofagima i
limfocitima B. Antigeni prezentirani na MHC I molekula nastaju iz endogenih
citosolnih proteina koji prolaze proces razgradnje u ubikvitin-
proteasomalnom putu. S druge strane, antigeni prezentirani na MHC II
molekulama unose se iz izvanstani¢nog okoliSa iz npr. bakterija (5). Genska
regija inzulina na kromosomu 11 (lokus 11p15) drugi je najvazniji genetski

faktor utvrden za dijabetes tipa 1.



1.3.2 Virusni i okolisni ¢imbenici

Postoje indikacije da se T1D moze povezati sa enteroviralnim infekcijama
kao Sto je Coxsackie virus B4 koji sadrzi protein 2C (P2C) sli¢an enzimu
dekarboksilazi glutaminske kiseline, koja je prisutna u beta stanicama. U
normalnim uvjetima, T-limfociti prepoznaju P2C kao strani antigen te ga
mogu uspjesno ukloniti. Kod osoba oboljelih od T1D, dolazi do pojave
molekularne mimikrije, odnosno, P2C se greSkom uzima kao vlastiti antigen
Sto rezultira time da ga T-stanice ne prepoznaju i ne uklanjaju. Enterovirusi
mogu ciljati beta stanice putem povrsinskih molekula kao Sto su poliovirusni
receptor i integrin avB3 Cime se promice snazna upala unutar otocCi¢a i
stvara pocetni korak u indukciji autoimunosti. Krajnji rezultat je destrukcija
beta stanica gusterace.

Sto se okolidnih ¢imbenika ti¢e, studije na ljudima istih etnic¢kih skupina koje
se nalaze na razli¢itim geografskim podrucjima, pokazale su veoma razlicitu
incidenciju T1D. Vjeruje se da odredena prehrana moze znatno utjecati na
sam tijek razvoja bolesti (6)(9). Jedan primjer toga je bakterijska mikroflora
u probavnom sustavu, za koju se smatra da ulazi u trakt gusterace i djeluje
kao okidac za destrukciju beta stanica pomoc¢u molekularne mimikrije.
Oslobadaju se interleukin 6 (IL-6) i interleukin 8 (IL-8) te dolazi do
infiltracije makrofaga (10). Suprotno tome, poveéana konzumacija vitamina

D u infantilnoj dobi povezana je sa smanjenim rizikom za djecji T1D (9).

1.4 Autoimuni proces u T1D

Autoimunost je stanje u kojem imunoloski sustav greskom unistava zdravo
tkivo i stanice. Zdravi imunoloski sustav u moguénosti je prepoznati strane
antigene i razlikovati ih od vlastitih te time omogucuje autotoleranciju.
Ukoliko dode do disrupcije mehanizama koji reguliraju reaktivnost T-

limfocita i B-limfocita, dolazi do stvaranja autoantitijela i autoreaktivnih



stanica. Rezultat toga je oStecenje vlastitih tkiva te posljedi¢no organa.
Ostaje nepoznata Cinjenica u kojem se trenutku autoreaktivne T-stanice
pocetno aktiviraju. Normalno, imunoloski sustav osigurava nekoliko
kontrolnih tocaka na kojima autoreaktivne stanice smanjuju svoj odgovor. U
sluc¢aju T1D, dolazi do disrupcije u signalu pri ¢emu Th i Tc stanice reaktivne
na autoantigenske komponente beta stanica pokrecu reakciju preosjetljivosti
odgodenog tipa. Komponente beta stanica, poput proinzulina, dekarboksilaze
glutaminske kiseline, te transporter cinka 8, identificirani su kao neki od
autoantigena u T1D (11). APC stanice u limfnom ¢voru gusterace
prezentiraju navedene autoantigene autoreaktivhim Th stanicama. Th
stanice, koje diferenciraju primarno u Th1 stanice, migriraju u gusteracu i
luCe proupalne citokine (IFN-A, IL-17 i TNF-a) koji induciraju unistavanje
beta stanica regrutiranjem Tc. Nadalje, beta stanice dodatno se unistavaju
djelovanjem makrofaga koji generiraju reaktivne kisikove vrste (ROS), TNF-
aill-1(12). Istodobno, Th stanice aktiviraju B-stanice koje proizvode
autoantitijela na autoantigene, pojacavajuci imunoloski odgovor.
Progresijom T1D nadjacava se supresivni odgovor Treg stanica te s
vremenom dolazi do inicijacije inzulitisa (13). Inzulitis je stanje
karakterizirano infiltracijom mononuklearnih stanica imunoloskog sustava u
otocice pri ¢emu dolazi do stvaranja upalnih lezija. Smatra se glavnim
histopatoloskim znakom kroni¢ne upale u T1D. U lezijama su dominatno
prisutne Tc stanice, iako prisutne mogu biti i B-stanice. Opcenito, koli¢ina
otocdi¢a zahvacena inzulitisom kod ljudi s T1D vrlo je mala i predominantno
zahvada inzulin-pozitivne otoci¢e (14). Iako su Th1l stanice primarni
medijatori T1D, Th17 stanice takoder sudjeluju u autoimunosti ili upali
proizvodedi proupalni IL-17. Th2 s druge strane, mogu suzbiti upalu
proizvodnjom IL-4, koji moze inhibirati diferencijaciju naivnih T stanica u

Th1l iinhibirati Thl funkcije. Zajedno s Treg stanicama imaju protektivnu



ulogu u razvoju T1D (5). Opisana su 2 stani¢na mehanizma destrukcije beta
stanica:

1. Citotoksi¢ne T-stanice (CD8+) prepoznaju vlastite antigene
prezentirane na MHC molekulama na povrsini beta stanica. Postoji
direktan kontakt T-stanice i beta stanica te prepoznavanje MHC I
molekula od strane CD8+limfocita (recognition-linked mechanism) Sto
dovodi do destrukcije beta stanica gusterace.

2. T-stanice (CD4+) prepoznaju antigene prezentirane na MHC II
molekulama APC stanica. MHC II molekule nisu eksprimirane na beta
stanicama in vivo (activation-linked mechanism). Dolazi do uniStavanja
beta stanica pomocu citokina i topljivih medijatora T-stanica i
aktivacijom citocidnih funkcija makrofaga.

Pojava autoreaktivnih antitijela prvi je uocljivi dijagnosticki relevantan znak
autoimunosti u nastajanju. Postoji nekoliko vrste antitijela koja povezujemo
s razvojem dijabetesa tipa 1 poput ICA (islet cell antibodies), IAA (insulin
autoantibodies), te GADA (autoantitijela na izoformu dekarboksilaze
glutaminske kiseline) (13). Da je destrukcija beta stanica gusterace
posredovana stani¢nim imunoloskim procesima, potvrduje progresija bolesti
koja je odgodena primjenom imunosupresivnih lijekova koji specifi¢no ciljaju
T-stanice te cirkuliraju¢e autoreaktivne T-stanice koje se mogu detektirati
kod pacijenata s klinickom reprezentacijom dijabetesa tipa 1. Sve veéim
razumijevanjem bolesti postaje jasno da T1D ne predstavlja samo
autoimuno razaranje beta stanica od strane reaktivnih T-stanica, ve¢ dolazi
do kompleksnih preklapanja izmedu genetskih faktora, okolisnih ¢cimbenika,

mikrobioma i metabolizma koji variraju od pojedinca do pojedinca (2).

1.5 Faze razvoja T1D

Klinicki razlikujemo 4 faze T1D od kojih su 3 pre-simptomatske - predfaza 1,

faza 1, faza 2, dok je faza 3 simptomatska. U predfazi 1 postoji genetska



podloznost bolesti, ali joS ne postoje indikacije autoimunosti. Razvoj
peventivne terapije u ovoj fazi bio bi klju¢an buduci da se repertoar T-
stanica nije prosirio a stupanj rizika od dobivanja T1D jos uvijek je vrlo
nizak. Imunoterapija bi u ovoj fazi trebala biti izuzetno sigurna i uc¢inkovita u
odgadanju klinicke dijagnoze. U fazi 1, pacijenti zadrzavaju normalne razine
glukoze u krvi, ali pocinju pokazivati znakove autoimunosti prisustvom
antitijela u krvi. Rizik od nastanka bolesti vec tada je 100% , a T-stanice vec
su uvelike aktivirane. Nadalje, u fazi 2 beta stanice vec su velikim djelom
unistene Sto se ocituje u nespecificnim razinama glukoze u krvi, odnosno
disglikemijom. Kada pacijent postane simptomatic¢an dostigne se faza 3.
Autoreaktivni repertoar T stanica je potpuno aktivan, a 90% funkcionalne
stani¢ne mase beta stanica je unisteno. Imunoterapije u ovoj fazi nisu
dovoljne za ponovno uspostavljanje normoglikemije, te progresija bolesti

ovisi isklju€ivo o administraciji inzulina.

1.6. Prevencija T1D

Trenutno ne postoji odgovarajudi nacin klinicke prevencije T1D. Nastanak
bolesti heterogen je i kompleksan te se ne moze pripisati jednom faktoru.
Postoji nekoliko klju¢nih meta u prevenciji T1D. Stavlja se vaznost na
prevenciju u ranoj fazi bolesti kako bi se minimaliziralo osteéenje stanica
gusterace. Primarna prevencija bolesti ocitovala bi se u manipulaciji
okolisnih faktora koji djeluju kao okidaci razvoju autoimunosti u osoba
geneticki predisponiranih za potencijalni razvoj bolesti. Jedan od poznatih
faktora koji pozitivnho utjeCe na prevenciju je vitamin D koji ima inhibitornu
ulogu u proliferaciji T-stanica i funkciji dendriti¢kih stanica. Sekundarna
prevencija bazirala bi se na regulaciji autoimune kaskade razaranja beta
stanica kod vec¢ zapocetog kroni¢nog oblika bolesti. U prosSlom desetljecu,
razvili su se razlic¢iti imunoterapijski pristupi lijeCenju i prevenciji T1D.

Imunoterapije uglavnom ciljaju autoreaktivne T-stanice i njihove imunoloske
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mehanizme blokiranjem kostimulacije, smanjenjem broja CD8+ reaktivnih T-
stanica ili blokiranjem ucinka proupalnih citokina kao Sto su TNFaq, ili IL-1.
Manji broj eksperimentalnih terapija fokusirao se na klonalnu ekspanziju
Treg stanica. Monoklonalno antitijelo protiv CD20 proteina koje se koristi u
lijeCenju nekoliko autoimunih bolesti i raka, takoder je pokazao utjecaj na
smanjenu prezentaciju antigena i proizvodnju autoantitijela inducirajudi
smanjenje B limfocita ili djelovanjem na makrofage, dendriticke stanice i NK
stanice. Ipak, do sada dovrSene studije bile su neuspjesne u znacajnom

ocuvanju mase beta stanica (3).

1.7 Migji modeli T1D

U istrazivanju imunopatogeneze T1D koriste se Zivotinjski modeli poput T1D
induciranog visestrukim niskim dozama strepozotocina (VND-STZ) u
C57BL/6 miseva i model spontano razvijaju¢eg T1D u (non-obese diabetic
(NOD)) miseva. Streptozotocin (STZ) alkilirajuéi je neoplasti¢ni agens,
ekstremno otrovan po beta stanice gusterace sisavaca. Kada se administrira
u niskim dozama, STZ djeluje toksi¢no na prijenosnik glukoze

(GLUT)2 beta stanica te posljedi¢no dolazi do infiltracije imunoloskih stanica
i lokalne upalne reakcije (15). Ukoliko se miSevima da premala doza STZ,
dodi ¢e do razvoja tranzijentne hiperglikemije od koje se Zivotinje brzo
oporave. U slucaju prevelike doze misevi ne razvijaju bolest postepeno vec u
istom danu, sto je znak toksi¢énog ubijanja beta stanica, a ne zeljene
inducirane autoimunosti. Uz VND-STZ model T1D koriste se i NOD Zenke
misSeva kod kojih dolazi do spontanog razvoja bolesti, a sukladno ljudskom
T1D, bolest je posredovana aktivacijom limfocita T te je karakterizirana
neravnotezom citokina i inzulitisom, kao i cirkuliraju¢im protutijelima na

vlastite antigene. Iz tih razloga ovaj je model najsli¢niji ljudskom T1D.
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Problem kod ovog modela je vrijeme od oko 6 mjeseci do godine dana koliko

je potrebno da misevi postaju dijabeticni (16).

1.8 Yerba Mate

Biljni pripravci vec¢ se odavno u svijetu koriste u tradicionalnoj medicini zbog
svojih imunomodulativnih i imunosupresivnih svojstava. YM je juznoamericki
napitak dobiven iz biljke Ilex paraguariensis susenjem i mljevenjem listova
za pripremu herbalnog pripravka. Ekstrakti biljke sadrze purinske alkaloide
(metilksantine) stimulanse centralnog zivéanog sustava, vitamine A, B, Ci E,
saponine i polifenole. Saponini su iznimno vazni zbog svojih protuupalnih
svojstava, dok su polifenoli znacajni antioksidativni agensi (17). U
posljednjih 15 godina, uvelike su se istrazivala svojstva ove biljke, a rezultati
su pokazali ucinke poput antikosidativnih i anitupalnih, hipoglikemijskih,
vazodilatacije, smanjenja razine lipida, antimutageneze, i u€inka na
smanjenje tezine. Vezujuéi se na problem upale i hiperglikemije kod T1D,
farmakoloska svojstva ove biljke mogla bi pomocdi u kontroli same bolesti
(18). Naime, u studiji iz 2011.godine (19), pokazano je poboljSanje u
bazalnim razinama glukoze u krvi i u odgovoru na primjenu inzulina u
Zivotinja tretiranih YM. Molekularna analiza inzulinske signalizacije otkrila je
obnovu jetrenog i misi¢nog inzulinskog supstratnog receptora (IRS)-1 te
smanjenje ekspresije faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) i IL-6 gena na
pocCetnu vrijednost. Postoje i dodatna saznanja o tome da YM inhibira
aktivaciju limfocita in vitro. Uoceno je da YM reducira aktivaciju T-stanica
ovisno o dozi administriranog YM. Ovaj ucinak takoder je primijecen u

subpopulaciji T-stanica (20).
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Slika 1. Metilksantini (a) i genericka struktura saponina (b) u biljci Ilex paraguariensis. Preuzeto
06.07.2022. iz (21)

2. Cilj rada

Prekomjerna smrtnost povezana s komplikacijama T1D i sve veca ucestalost
djeCjeg dijabetesa tipa 1 istiCu vaznost terapijskih strategija za prevenciju
ovog kroni¢nog poremecaja. Istrazivanja se najveéim djelom bave
imunomodulacijom reaktivnih T limfocita u svrhu smanjenja autodestrukcije
stanica gusterace. Tradicionalni biljni pripravci s protuupalnim svojstvima
pokazali su potencijal u supresiji T-stanica. YM sadrzi veliki broj
antioksidansa te ima izrazena protuupalna i hipoglikemijska svojstva zbog
cega Ce se i ispitivati u ovom istrazivanju. Glavni cilj istrazivanja je odrediti
uc¢inak YM na razvoj T1D analizom incidencije na modelu C57BL-6 miSeva

tretiranih VND-STZ. S obzirom na prethodno opisana svojstva, ocekuje se da
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¢e YM smanjiti incidenciju, i simptome (hiperglikemiju) T1D kroz smanjenje

potencijala za autoreaktivnost limfocita T.

3. Materijali i metode

3.1 Misevi

C57BL/6] (C57BL/6) i NOD/Lt] (NOD) sojevi miSeva kupljeni su od Jackson
laboratorija (Bar Harbor, ME, SAD) te su uzgajani u vivarijumu St.Cloud
State University (SCSU). Pilot studija za odredivanje optimalne dnevne doze
YM u misSeva odobrena je od strane odbora Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) prije pocetka projekta (protokol “Pilot Experiment for
Determining Fluid Intake in Mice Orally Exposed to Yerba Mate"”, broj 5-125).
Ostale procedure na misevima odobrene su od strane SCSU IACUC (protokol
"Effects of Yerba Mate on the development and severity of Type 1 Diabetes
in NOD and streptozotocin-induced mouse models”, broj 5-127). Koristeni su
~BPA-free NexGen Lo-Profile" kavezi bez bisfenola A (BPA), a misevima je
dopusten slobodan pristup vodi i hrani bez fitoestrogena baziranog na
kazeinu (AIN-93G Rodent Diets, Research Diet, Inc., Harlan research
laboratories). Misevi su bili razdvojeni po kavezima ovisno o spolu, te su bili
izlozeni 12-satnom ciklusu svjetla i mraka. C57BL/6 misevi, muzjaci, te NOD
zenke, su za istrazivanje uzimani sa sedam do devet tjedana zivota. Tretman
YM u NOD misSeva zapocet je u dobi koja je komparativha vremenska tocka
pre-dijabetesa tipa 1, tj. kada su misSevi jos uvijek pre-dijabetic¢ni i
normoglikemicni (22). C57BL/6 misSevi tretirani su YM tjedan prije STZ
injekcija kako bi tretman zapoceo prije induciranja autoimunog procesa,
odnosno u svrhu simulacije pre-dijabetes stanja. MiSeve se pratilo kroz cijeli
istrazivacki period u svrhu osiguranja odsustva zdravstvenih problema il

bolesti koji bi mogli utjecati na eksperiment. U vrijeme kada su dostignute
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krajnje toCake eksperimenta, i/ili nakon otkrivanja zdravstvenih problema,

misSevi su eutanazirani izlaganjem COxz.

3.1.1 VND-STZ-C57BL/6 eksperimentalni misji model

C57BL/6 miSevi razdvojeni su u 3 skupine i tretirani su ili ad libitum? vodom,
2% YM w/v ili 4% YM w/v. Tretman YM zapocet je u osmom do devetom
tjednu zZivota 7 dana prije STZ injekcija u svrhu simulacije tretmana prije
poticaja okolisSnih ¢imbenika razvoja bolesti. Niske doze STZ administrirane
su tijekom 5 dana (od nultog do ¢etvrtog dana), a 7 dana nakon prve
injekcije STZ pocela se mjeriti dva puta tjedno tjelesna tezina i glukoza u
krvi sve do 35. dana nakon primitka prve injekcije STZ-a. MiSevi su se

eutanazirali 35-tog dana koji se uzima kao krajnja tocka eksperimenta.

3.1.2 NOD misji model

Na ovom je modelu provedeno samo pilot istrazivanje. NOD Zenke miSa
razdvojene su u dvije skupine koje su tretirane ili vodom ad libitum ili 4%
YM w/v. Grupe su pracene od 7-9 do 24. tjedna Zivota (60-90% zenki NOD
misSeva u ovom razdoblju ispoljavaju hiperglikemiju) kako bi se istrazivala

incidencija i prevalencija T1D, razine glikemije i tjelesna tezina.

3.2 YM priprema i tretman

YM pripravak porijeklom iz Urugvaja kupljen je preko Amazon stranice
(Canarias Yerba Mate Sabor Tradicional, Brazil). Infuzije YM od 2% i 4% w/v
(49 YM na 100 mL autoklavirane DI vode) pripremane su dnevno i davane su
tretiranim skupinama ad libitum. Pilot eksperiment (SCSU IACUC protokol

broj 5-125) proveden je prema protokolima koje je postavilo Sveuciliste u

1 Slobodno, po zelji
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Bostonu kako bi se odredila optimalna koncentracija pri kojoj miSevi ostaju
zdravi i ne gube tezinu (SveuciliSte u Bostonu, 2018.). Podaci pilot
eksperimenta pokazali su da je 4% YM w/v infuzija najviSa koncentracija
koja se moze sigurno oralno primijeniti u miSeva. Dok su neke studije
primjenjivale YM putem sonde, YM je primjenjivan ad libitum oralno kako bi
se smanjio stres kod zivotinja i simuliralo koristenje kao u ljudi.

Dnevne infuzije pripremane su prema publiciranom protokolu (23). Ukratko,
autoklavirana deionizirana (DI) voda zagrijana je na 80°C. Odgovarajuca
kolicina YM je dodana i potpuno potopljena u DI kroz 15 minuta. Otopina je
filtrirana sterilnim filterima za kavu, ohladena na sobnu temperaturu i dana
misSevima u autoklavirane staklene boce bez BPA s gumenim cjevéicama za

pice.

3.3 Indukcija VND-STZ u C57BL/6 miseva

STZ je administiran intraperitonealno kroz 5 uzastopnih dana u niskoj dozi
od 40 mg/kg u kontrolne i miSeve tretirane YM. STZ je pripreman na
dnevnoj bazi prije svake injekcije. Otapao se u 0,05M puferu natrijeva
citrata (147,1 mg natrijeva citrata u 10mL hladne DI vode). pH pufera
podesen je na 4,5 dodavanjem 1M HCI ili 1M NaOH i otopina je vorteksirana.
Injektiran je volumen od 6,52 uL/g tjelesne tezine kako bi se dala adekvatna
koli¢ina otopine u intraperitonealnu supljinu misa (24). STZ je administriran
u vremenu od 15 min nakon pripreme kako bi se izbjegla denaturacija

pripravka.

3.4 Glikemijska mjerenja

PoCetna glikemija i tjelesna tezina C57BL/6 miSeva mjerene su prije injekcija
STZ te su ponavljana dvaput tjedno kroz 5 tjedana, do kraja istrazivanja.

Kod NOD miseva, mjerenja glukoze zapoceta su u 12 tjednu zivota sto je
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ocCekivana pocetna tocka pojave disglikemije. Mjerenja su nastavljena do 24.
tjedna zivota. Mjerenja glukoze odredivana su Accu-Chek Aviva trakama i
glukometrom (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, SAD). MiSevi su drzani u
50mL Falcon epruvetama s probusenim rupama na ¢epu i na stranama.
Repovi miSeva stavljeni su u toplu vodu radi induciranja vazodilatacije
lateralne vene. Kap krvi iz repa, otprilike 0.6 pL, stavljena je na traku
glukometra. Misevi su smatrani dijabeticnima kada u dva uzastopna
mjerenja imaju razinu glukoze u krvi od 250 mg/dL ili vise. Prvo takvo

mjerenje uzimalo se kao pocetak dijabetesa (25).

3.5 Priprema suspenzije stanica iz slezene

MiSevi su eutanazirani izlaganjem CO> u krajnjim tockama eksperimenta, a
slezene su asepticno izolirane. Suspenzije stanica pripremljene su
gnjecenjem pojedinacnih slezena klipom iz Strcaljke od 10 mL i
propustanjem kroz najlonsko cjedilo od 70 mm (BD Falcon, SAD). Cjedilo je
isprano s 5mL PBS-a. Suspenzije su centrifugirane na 1200 okretaja u minuti
tijekom 5 minuta. Supernatant je dekantiran, a stanicni talog resuspendiran
u 750 uL ACK pufera za lizu stanica (NH4Cl 8,29 g/L, KHCOs 1,0 g/L, EDTA
Naz x 2H>0 0,0375 g/L; 18 Lonza Bio Whittaker, Walkersville, MD, SAD) kroz
1 minutu za potpunu hemolizu. Dodatnih 5 mL PBS-a je dodano da se
zaustavi djelovanje pufera za lizu, a suspenzije su centrifugirane. Odradena
su tri dodatna ispiranja s 5 mL PBS-a i potom centrifugiranje, da se uklone
ostaci stanica i ispere ACK pufer. Brojanje i vijabilnost stanica mjereni su
metodom iskljucenja tripanskim plavilom (Lonza Bio Whittaker Walkersville,

MD, SAD). Izolirani splenociti? pripremljeni su u razrijedenju 1:20 s

2 Stanice slezene
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tripanskim plavilom i stavljeni su u hemocitometar; napunjeni
hemocitometar stavljen je pod objektiv mikroskopa s pove¢anjem od 10x da
se odrede zive i mrtve stanice brojanjem svih stanica u dva suprotna

kvadranta. Mrtve stanice pod miskroskopom su plave a zZive stanice zute.

3.6 Proliferacijski eseji T-stanica

Proliferacijski eseji napravljeni su za ispitivanje ex vivo uCinaka YM pripravka
na funkciju T-stanica. Suspenzije stanica, dobivene iz slezene miSeva nakon
in vivo tretmana s YM ili vodom, razrijedene su u mediju za uzgoj [RPMI-
1640 s 1U penicilina/mL i 100 ug streptomicina/mL i 10% fetalnog govedeg
seruma (Sigma, St. Louis, MO, SAD)]. Splenociti su stavljeni na plocCicu s 96
jazica u koncentraciji od 4x10° u ukupnom volumenu od 100 yL. U odabrane
jazice dodan je mitogen T-stanica Concanavalin A [(Con A) Sigma, St. Louis,
MO, SAD] u volumenu od 3 yg/mL. U preostale, nestimulirane jazice dodan
je medij za uzgoj. Plocice su inkubirane 72 sata na 37°C s 5% CO2. ConA
posebno stimulira proliferaciju T-stanica. Na kraju kultivacijskog perioda,
Alamar blue test je koristen za kvantificiranje proliferacije T-stanica
(Invitrogen, Grand Island, NY, SAD). To je kolorimetrijski test kojim se
detektiraju metabolicki aktivne stanice. Aktivni sastojak, resazurin (7-
hidroksi-10-oksidofenoksazin-10-ium-3-on) reducira se u fluorescentni
ruzicasti resorufin u zivim stanicama. U jazice je dodano 10 pyL Alamar blue
boje. Ploc¢a je inkubirana dodatnih 5-6 sati pod prethodno opisanim uvjetima
te izmjerene opticke gustoce (OD) ELISA citacem ploca (570 nm,
GeneMate). Alamar blue mijenja boju medija koji okruzuje T-stanice i
omogucuje da se odrede promjene u razlikama OD bazirano na

proliferativnom kapacitetu stanica.
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3.7 Karakterizacija populacija imunoloskih stanica
(imunofenotipizacija)

Metoda protocne citometrije koristena je kako bi se odredio sastav
imunoloskih stanica (T-stanice i odgovarajuci podtipovi, B-stanice i
makrofagi) nakon tretmana YM. Izolirani splenociti iz suspenzija stanica
koristeni su u koncentraciji od 1x10° i prebaceni su u epruvete za proto¢nu
citometriju (BD Biosciences, USA) uz dodatak 1 mL FACS pufera (PBS, 1%
FBS, 0,1% NaN3). Splenociti su centrifugirani 5 minuta na 1200 okretaja u
minuti na 4°C, pri ¢emu je supernatant odbacen. Da bi se odredila populacija
imunoloskih stanica, splenociti su tretirani antitijelima konjugiranim s
fluorokromom koja se vezu na specificne CD markere. Antitijela su
pripremljena s FACS puferom u omjeru 1:100, a splenociti su inkubirani uz
dodatak antitijela 30-45 minuta na 4° C zasti¢eno od svjetlosti. CD markeri
koji klasificiraju imunoloske stanice su redom CD3 (sve T-stanice), CD4
(pomagacke T-stanice), CD8 (citotoksic¢ne T-stanice), CD4/CD25 (Treg),
CD45R/B220 (B-stanice) i CD11b (makrofagi). Antitijela su konjugirana sa
sljededéim fluorokromima: fluoroscein izotiocijanat (FITC), fikoeritrin (PE),
peridinin klorofil (PerCP) i alofikocijanin (APC). Za proto¢nu citometriju
koristena su sljedeca antitijela konjugirana s fluorokromom: anti-CD4 PerCP
(klon RM4-5), anti-CD8 FITC (klon 53-6.7), anti-CD25 APC (klon 3C7), anti-
B220 APC (klon RA3 -6B2), anti-CD 11b PerCP (klon M1/70) i anti-CD3 PE
(klon 145-2C11) (BD Biosciences). Nakon inkubacije, stanice su isprane tri
puta s FACS puferom; dodatnih 300 yL FACS pufera dodano je uzorcima
prije prikupljanja stanica proto¢nim citometrom Accuri C6 Plus (BD
Biosciences). Analiza je odradena pomocu softvera Accuri C6 Plus (BD

Biosciences).

18



3.8 Analiza citokina

Izolirani splenociti uzgajani su na plocici s 24 jazice u koncentraciji od
4x10%/ml. Odabrane jazice dobile su Con A te medij za uzgoj (opisan u
poglavlju 3.6), za ukupni volumen od 1 mL. Plocice su inkubirane 48 sati pod
prethodno opisanim uvjetima. Nakon Sto je period inkubacije zavrsen,
plocica je okretana u centrifugi 10 minuta pri 1200 okretaja u minuti na 4°C.
Supernatant je sakupljen u alikvote od 250 uL i pohranjen na -80°C.
Kvantifikacija citokina ucinjena je pomocu CBA Mouse Th1/Th2/Th17 kita za
citokine (BD Biosciences, SAD), slijedeci uputstva proizvodaca. Citokini od
interesa ukljucivali su IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNy i TNFa. Liofilizirani
misji standardi su rabljeni za odredivanje ,standard curve" citokina; tretirani
su s 2,0 mL otapala za esej, nakon ¢ega je uslijedilo serijsko razrjedivanje u
omjeru od 1:2 do konacnog razrjedenja od 1:256. Otopina za hvatanje
zrnaca pripremljena je dodatkom 10 uL svakog citokina. 50 uL ove otopine
dodano je u svaku epruvetu za razrjedivanje, uz dodatak 50 pL stanic¢nog
supernatanta. Na kraju je dodano 50 uL fluorokroma, PE te su uzorci
inkubirani 2 sata na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od svjetlosti. Prikupljanje
rezultata je odradeno proto¢nim citometrom Accuri C6 Plus (BD Biosciences),
a uzorci su analizirani koristenjem FCAP array softvera (Softflow, New
Brighton, MN, SAD).

3.9 Procjena proliferacije T-stanica i razine proizvedenih
citokina in vitro

Jednostanicne suspenzije napravljene su od slezena 8 tjedana starih
C57BL/6 muskih miSeva kako bi se odredila izravna interakcija YM s
limfocitima T. Stanice su zatim nasadene u koncentraciji 4x10°> u 100 uL za

proliferaciju T stanica u tri primjerka. Stanice stimulirane 0,3% ConA i one
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nestimulirane tretirane su sa YM u koncentracijama od 0 do 1000 pg/mL.
Dodatno, stanice su nasadene na isti prethodno napisani nacin, 4x10°6 u
1000 uL dodatak ConA i istih koncentracije YM za odredivanje citokina. Ploce
su inkubirane te su analize proliferacije i citokina odradene kako je

prethodno opisano (poglavlje 3.7 i 3.8).

3.10 Statisticka analiza

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost £ SEM. Rezultati in vivo
analizirani su pomocu statistickog softvera Statistica (StatSoft Europe).
Mjerenja glikemije i tjelesne tezine analizirana su pomoc¢u jednosmjerne
ANOVA-e s ponovljenim mjerenjima, dok su rezultati ucestalosti dijabetesa
analizirani pomocu statistiCcke metode prezivljavanja. Broj stanica, vijabilnost
stanica, imunofenotipovi, proliferacija T-stanica i kvantifikacija citokina
analizirani su dvostranim, neuparenim student T-testom koristeéi Microsoft
Excela. Za sve testove koristena je p razina <0,05 pri odredivanju statisticki

znacajnih razlika izmedu skupina.

4. Rezultati

4.1 Odredivanje optimalne doze YM za oralnu ad libitum

primjenu

Pilot eksperiment odraden je prema smjernicama za aditive u pitkoj vodi
SveuciliSta u Bostonu kako bi se odredila najveca doza YM koju bi misevi
mogli tolerirati-(Sveuciliste u Bostonu, 2018.). Izvorno je odabrana

koncentracija YM od 7% w/vV jer je to bila najvisa koncentracija opisana u

literaturi za in vivo studije na glodavcima (26). Utvrdeno je da je oralna
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konzumacija 7% i 5% YM w/v smanjila tjelesnu tezinu u VND-STZ-C57BL/6 i
NOD misSeva ispod odgovarajuceg praga od 90%. Medutim, s 4% YM w/v,
unos tekucine oba soja je odrzan. Tjelesne tezine neznatno su se smanjile,
odnosno nisu pale ispod 10% pocetne tezine (rezultati pilot pokusa nisu
prikazani). Iz ovih podataka, 4% w/v YM je odabrana kao optimalna najveca
doza pripravka za sve daljnje pokuse. Sva slijedeé¢a spominjanja
koncentracije YM kroz rad odnose se na tezinu po volumenu, osim ako nije

drukdije navedeno.

4.2 In vivo i ex vivo djelovanje 4% YM u VND-STZ-C57BL/6
modelu T1D

4.2.1 Tjelesna tezina, glikemija i incidencija dijabetesa u VND-STZ-
C57BL/6 miseva tretiranih sa 4%YM kroz period od 6 tjedana

Nakon sto se utvrdila odgovaraju¢a doza YM, miSevi su tretirani 4% YM kroz
tjedan dana, prije primitka viSestrukih niskih doza STZ kroz 5 dana (dan 0-
4). Nadalje, tjelesne tezine i glukoza u krvi mjerene su dvaput tjedno. Misevi
tretirani 4% YM i kontrolni miSevi postepeno su dobivali na tezini (Slika 2.a).
Prosjecne mase miseva tretiranih s YM bile su inicijalno manje zbog
nasumicnog grupiranja miseva nize tjelesne tezine kontrolnoj grupi. Kod
analize postotka promjene tjelesne tezine, misevi tretirani YM statisticki
znacajno su dobili na tezini od kontrolnih skupina (p<0,001) (Slika 2.b).
Nadalje, poCetna mjerenja glukoze na dan -7 pokazala su sli¢ne vrijednosti
izmedu dviju kontrolnih skupina - 179 = 5,3 mg/dl za kontrolu i 183 = 7,7
mg/dl (srednja vrijednost £ SEM) za YM. Nakon injekcija STZ razine glukoze
postaju znacajno razliCite. Vrijednosti glukoze kontrolne skupine 18. su dan
dostigle razine hiperglikemije (=250 mg/dl) te su nastavljale rasti sve do 35.
dana (Slika 2.c). Kod skupine tretirane YM, glukoza u krvi rasla je do

21.dana gdje je prosjecna vrijednost iznosila 206 mg/dl te se do kraja
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eksperimenta nije znacajno promijenila. MiSevi tretirani YM imali su znacajno
manju incidenciju T1D u usporedbi s kontrolnom grupom (p<0,05) (Slika
2.d). Kod kontrolne skupine, 50% miseva je postalo dijabeti¢no 18.dan
istrazivanja. Skupina tretirana YM nije dostigla prag od 50% oboljelih
tijekom trajanja istrazivanja te je 76% miseva ostalo zdravo kroz cijeli
period eksperimenta (4 od 17 miseva razvilo je bolest). Kod kontrolne

skupine taj je broj iznosio 41% (10 od 17 miSeva razvilo je bolest).

Dani prije/poslije prve S

Slika 2. Tjelesna tezina (a), % tjelesne teZine (b), glukoza u krvi (c) i incidencija T1D (d) u VND-STZ-
C57BL/6 miseva tretiranih s 4% YM kroz period od 6 tjedana. MiSevi su tretirani s 4% YM od -7 dana do 35
dana nakon prve injekcije STZ-om. PocCetne tjelesne tezine i glukoza u krvi mjerene su na dan -7 i dvaput
tjedno pocevsi od dana 7 nakon prve injekcije STZ-om. Incidencija T1D prikazana je kao postotak miSeva
koji nisu razvili dijabetes. PoCetak bolesti definiran je dvama uzastopnim ocitavanjima glukoze =250
mg/dl, od kojih se prvo mjerenje uzima kao pocCetak bolesti. Vrijednosti su prikazane kao srednje
vrijednosti = SEM. *p<0,05 u usporedbi s kontrolnom grupom (MANOVA: a-c, Metoda preZivljavanja: d).
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4.2.2 Ex vivo djelovanje 4% YM na imunoloske parametre u VND-
STZ-C57BL/6 miseva u krajnjoj tocki eksperimenta

Stanice dobivene iz suspenzije stanica slezene brojale su se 35 dana (Slika
3.a) nakon prve injekcije STZ-om, te je analizirana njihova vijabilnost (Slika
3.b). Kod oba parametra nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane skupine. Kod mjerenja indeksa proliferacije T-stanica,
skupina tretirana YM pokazala je znacajnu supresiju u usporedbi s
kontrolom. Vrijednost indeksa proliferacije iznosila 1,4 £ 0,7 (srednja
vrijednost £ SD). Kod kontrolne skupine indeks proliferacije je iznosio 6,2 +
4,4 (p<0,001 u usporedbi sa YM grupom) (Slika 3.c).
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Slika 3. Broj stanica (a), vijabilnost stanica (b) i indeks proliferacije T-stanica (c) dobivenih iz slezene
VND-STZ-C57BL/6 miSeva tretiranih s 4% YM. MisSevi su tretirani 4% YM od -7. do 35. dana nakon
prve injekcije STZ-om. Uklonjene su im slezene i napravljene su suspenzije stanica slezene. Broj
stanica slezene (a) i njihova vijabilnost (b) odredeni su pomocu hemocitometra, testom iskljucenja
tripanskim modrilom. Proliferacija T-stanica inducirana je dodatkom ConA kroz period inkubacije od

72h. Dodan je AlamarBlue reagens i odredene su opticke gustoce. Indeks proliferacije dobiven je
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dijeljenjem optickih gustoéa T-stanica stimuliranih ConA s opti¢kim gusto¢ama nestimuliranih T-
stanica (d). Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti £ SEM, **p<0,001 u usporedbi s
kontrolama (student T-test).

Nadalje, imunofenotipovi stanica slezene izmedu kontrolne i YM tretirane
skupine nisu pokazali statisticki znacajnu razliku (Slika 4.a). S druge strane,
svi citokini skupine tretirane YM bili su nizi u usporedbi s kontrolnom.
Rezultati su pokazali znacajna smanjenja razine proupalnih [(IL-6 (p=0,014),
IFN-A (p=0,042), TNF-a (p=0,012)] i protuupalnih [IL-4 (p=0,003) i IL-10
(p=0,002)] citokina (Slika 4.b).
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Slika 4. Imunofenotipovi stanica (a) i koncentracije citokina (b) dobiveni iz slezene VND-STZ-C57BL/6
miseva tretiranih s 4% YM. Splenociti miSeva tretirani su odgovarajuc¢im monoklonalnim antitijelima
konjugiranim fluorokromom te su analizirani proto¢nom citometrijom (a). CBA Mouse Th1/Th2/Th17
kit za citokine koriSten je za odredivanje koncentracije citokina proto¢nom citometrijom iz splenocita
stimuliranih s ConA kroz period inkubacije od 48h. (b). Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti
+ SEM, * p<0.05 u usporedbi s kontrolama (student T-test).
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4.3 In vivo i ex vivo djelovanje 2% YM u VND-STZ-C57BL/6
modelu T1D

4.3.1 Tjelesna tezina, glikemija i incidencija dijabetesa u VND-STZ-
C57BL/6 miseva tretiranih sa 2% YM kroz period od 6 tjedana
STZ-C57BL/6 miSevi tretirani su 2% YM te su isti parametri, koji su opisani
ranije (tjelesna tezina, glukoza i incidencija dijabetesa), praceni do 35. dana
nakon prve STZ injekcije. Tjelesna tezina i postotak promjene tjelesne tezine
nisu se znacajno razlikovali izmedu skupine tretirane YM i kontrolne skupine
(Slika 5.a i 5.b). Razine glukoze u krvi YM tretiranih miSeva u krajnjoj tocki
eksperimenta bile su znacajno nize (p=0,046) te je prosjecna razina glukoze
iznosila 219,9 + 49 mg/dl| (srednja vrijednost £ SD). Kod kontrolne skupine
prosjecna vrijednost iznosila je 268,5 + 145 mg/dl (srednja vrijednost + SD)
35. dana (Slika 5.c). Sto se incidencije T1D ti¢e, postoje znacajne razlike
izmedu dviju skupina pri cemu dolazi do statisticki znac¢ajnog smanjenja
incidencije kod 2% YM tretiranih miseva u usporedbi s kontrolnom skupinom
(p=0,046) (Slika 5.d). U konacnici, 3 od 11 miSeva (27%) skupine tretirane
YM razvilo je dijabetes, dok je u kontrolnoj skupini 7 od ukupno 11 misSeva
razvilo bolest (64%), pri c¢emu je 64% kontrolnih miSeva postalo dijabeti¢no

do 11. dana eksperimenta, za razliku od 9% 2% YM tretiranih miseva.
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Slika 5. Tjelesna tezZina (a), % tjelesne tezine (b), glukoza u krvi (c) i incidencija T1D (d) u VND-STZ-
C57BL/6 miseva tretiranih s 2% YM kroz period od 6 tjedana. Misevi su tretirani s 2% YM od -7 dana
do 35. dana nakon prve injekcije STZ-a. Poletne tjelesne tezine i glukoza u krvi mjerene su na dan -7
i dvaput tjedno pocevsi od dana 7 nakon prve injekcije STZ-a. Incidencija T1D prikazana je kao
postotak miseva koji nisu razvili dijabetes. PocCetak bolesti definiran je dvama uzastopnim
ocitavanjima glukoze =250 mg/dl, od kojih se prvo mjerenje uzima kao pocetak bolesti. Vrijednosti su
prikazane kao srednje vrijednosti £ SEM. *p<0,05 u usporedbi s kontrolnom grupom (MANOVA: a-c,
Metoda prezivljavanja: d).

4.3.2 Ex vivo djelovanje 2% YM na imunoloske parametre u VND-

STZ-C57BL/6 miseva u krajnjoj tocki eksperimenta

Podaci za ex vivo rezultate sakupljeni su u krajnjoj tocki istrazivanja, 35.
dana nakon prve STZ injekcije. Broj stanica slezene dobiven iz YM tretiranih
misSeva bio je znacajno nizi u usporedbi s kontrolnom skupinom (p=0,001)
(Slika 6.a). Ova razlika pripisuje se ljudskoj pogresci u liziranju eritrocita
ACK puferom za lizu dulje nego Sto je propisano u protokolu. Usprkos razlici

u broju stanica slezene, vijabilnost izmedu dviju skupina nije varirala (Slika
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6.b). Sto se tice indeksa proliferacije T-stanica, rezultati su pokazali
znacajno manji indeks proliferacije T stanica u YM tretiranoj grupi u odnosu
na kontrolu (p< 0,013) (Slika 6.c).
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Slika 6. Broj stanica (a), vijabilnost stanica (b) i indeks proliferacije T-stanica (c) dobivenih iz slezene
VND-STZ-C57BL/6 miSeva tretiranih s 2% YM. MiSevi su tretirani 2% YM od -7. do 35. dana nakon
prve injekcije STZ-a. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti £ SEM, *p<0,05, **p<0,001 u

usporedbi s kontrolama (student T-test).

Kod skupine tretirane 2% YM uocena je znacajno povisena razina T-stanica
(p=0,016), Th stanica i Tc stanica (p<0,001) u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Nadalje, razina B-stanica takoder je bila znacajno niza nego kod
kontrolne skupine (p=0,006) (Slika 7.a). Za razliku od trenda porasta razine
IL-2, opazen je trend smanjenih razina citokina poput IFN-A, TNF-a i IL-6 u
skupini tretiranoj 2% YM (Slika 7.b), premda je samo razina IL-4 bila

statisticki znacajno niza (p=0,03) od kontrole.
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Slika 7. Imunofenotipovi stanica (a) i koncentracije citokina (b) dobivenih iz slezene VND-STZ-
C57BL/6 miseva tretiranih s 2% YM. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti + SEM, *

p<0.05 u usporedbi s kontrolama (student T-test).



4.4. In vivo pilot istrazivanje djelovanja 4% YM u NOD modelu
TiD

NOD pre-dijabeti¢ni miSevi starosti 7-9 tjedana tretirani su 4% YM sve do
24. tjedna zivota. Oko 17. tjedna zivota, tjelesna tezina i postotak promjene
tjelesne tezine, pocele su opadati u misSeva tretiranih 4% YM u usporedbi s
kontrolom (Slika 8.a i 8.b), iako statisticka znacajnost pada tezine nije
dostignuta. Razine glukoze u krvi pocele su rasti u 17. tjednu zivota u NOD
kontrolnih miseva, te u 19. tjednu u 4% YM tretiranih miseva. Iako su 4%
YM tretirani misevi pokazali trend smanjene razine hiperglikemije od 17. do
24. tjedna zivota u odnosu na kontrolu, statisticka znacajnost te razlike nije
pokazana. U krajnjoj tocCki istrazivanja prosjecna vrijednost glukoze za 4%
YM skupinu iznosila je 317,2 £ 115 mg/dl (srednja vrijednost £ SD), dok je
za kontrolnu grupu bila 600 = 0 mg/dl (srednja vrijednost = SD) (Slika 8.c).
40% misSeva je postalo prvotno dijabeti¢no u 18. tjednu kod kontrolne
skupine, zatim 40% kod 4% YM tretirane skupine u 19. tjednu istrazivanija.
Svi misevi kontrolne skupine (5 od 5) postali su dijabeti¢ni do 21.tjedna, dok
je 60% miseva (3 od 5) tretiranih 4% YM ostalo zdravo do kraja

eksperimenta (Slika 8.d).
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Slika 8. Tjelesna teZina (a), % tjelesne tezine (b), glukoza u krvi (c) i incidencija T1D (d) u NOD
miseva tretiranih s 4% YM kroz period 7/9-24. tjedna Zivota. Pocetne tjelesne tezine i glukoza u krvi
miseva mjereni su prvi dan tretmana 4% YM i praéene tjedno kroz period od 12.-24. tjedna Zivota.
Incidencija T1D prikazana je kao postotak miSeva koji nisu razvili dijabetes. PoCetak bolesti definiran
je dvama uzastopnim ocitavanjima glukoze =250 mg/dl. Vrijednosti su prikazane kao srednje
vrijednosti £ SEM. Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu tretirane i kontrolne grupe.
(MANOVA: a-c, Metoda prezivljavanja: d).

4.5 In vitro djelovanje YM na proliferaciju T-stanica i njihove
citokine

Pratio se i direktan utjecaj razli¢itih koncentracija YM na T-stanice in vitro.
Provedena su 3 testa proliferacije T-stanica tretiranjem izoliranih stanica
slezene C57BL/6 misa razli¢itim koncentracijama YM (0,5-1000 pg/ml) in
vitro. Vidljiv je trend smanjene proliferacije T-stanica ovisno o dozi YM (Slika
9), sa statisticki znac¢ajnom redukcijom indeksa proliferacije T-stanica pri
koncentracijama od 125 pg/mL (p=0,05), 250 pg/mL (p=0,04), 500 pg/mL
(p=0,018) i 1000 pg/mL (p=0,008).
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Slika 9. Indeks proliferacije T-stanica in vitro stimuliranih ConA pri razli¢itim koncentracijama YM.
Proliferacija T-stanica inducirana je u stanicama slezene C57BL/6 miSeva pomoc¢u ConA s dodatkom
s/bez dodatka razlicitih koncentracija YM (0-1000 pg/mL) kroz period inkubacije od 72h. Opticke
gustoce odredene su spektrofotometrijski dodatkom AlamarBlue boje, a indeks proliferacije izracunat
je dijeljenjem opticke gustoce stanica stimuliranih ConA s optickom gusto¢om nestimuliranih za svaku
od koncentracija YM. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti £ SEM za tri individualna
eksperimenta, * p<0.05 u usporedbi s kontrolom (student T-test).

Koncentracije citokina mjerene su u supernatantima kultura splenocita
C57BL/6 miseva stimuliranih s ConA. Splenociti su tretirani razlicitim
koncentracijama YM (0,5-1000 upg/ml) te su provedena tri eksperimenta. U
usporedbi s T-stanicama kontrole, izlaganje stanica koncentraciji YM od 1000
hg/dl znacajno je snizilo produkciju citokina IL-4 (p=0,009), IL-6 (p=0,014),
IFN-A (p=0,008) i TNF-a (p<0,001). Nadalje, doslo je i do smanjenja
produkcije IL-2, IL-17A i IL-10 (Slika 10). Kod koncentracije od 500 ug/mL,
znacajan utjecaj zabiljezen je kod IFN-A (p=0,03) koji je je smanjen u
usporedbi s kontrolom. IFN-A jedini je citokin za koji je uocen trend
supresije izlu¢ivanja ovisno o dozi (Slika 10.d). Suprotno tome, razine IL-2
rasle su ovisno o dozi YM 0-500 pg/ml. Medutim, statisticka znacajnost nije
potvrdena osim kod koncentracije od 250 pg/ml u usporedbi s kontrolom
(p=0,036) (Slika 10.a).
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74] (pa/ml

Slika 10. Koncentracije citokina u T-stanicama stimuliranim ConA i izloZzenim razli¢itim koncentracijama
YM in vitro (0,5-1000 ug/mL). Splenociti C57BL/6 miSeva stimulirani su ConA sa i bez razliitih
koncentracija YM kroz period inkubacije od 48h. Supernatanti su analizirani CBA Mouse Th1/Th2/Th17
kitom za citokine proto¢nom citometrijom. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti + SEM za 3
eksperimenta. *p<0.05 u usporedbi s kontrolama (student T-test).

5. Rasprava

Kod prevencije ili lijeCenja autoimunih bolesti, fokus se stavlja na supresiju
odgovora stanica imunoloskog sustava. U slucaju T1D, to su T-stanice koje
dovode do autodestrukcije beta stanica gusterace. Prijasnja klinicka

istrazivanja T1D bila su usredotocena iskljuivo na zaustavljanje progresije

oSteéenja beta stanica, Sto se nije pokazalo efikasnim jer je 80-90% stanica
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vec bilo unisteno prije pojave simptoma (9). Najidealniji pristup bolesti
trebao bi biti usmjeren na prevenciju, ciljajuéi predfazu 1 u kojoj nisu sve T-
stanice regrutirane u autoimunom napadu i kriticha masa beta stanica je jos
uvijek prezervirana. Ciljana imunoterapija prije pojave same bolesti klju¢na
je u prevenciji T1D jer sama predispozicija za razvoj dijabetesa u ranoj fazi
ne znadi i pojavu bolesti u buduénosti. Prevencija T1D moze predstavljati
odrzivu alternativu stvarnom izljeCenju blokiranjem autoimunog odgovora
dok je masa beta stanica joS uvijek oCuvana. Iz tog razloga, u posljednjih
nekoliko desetljeca, prevencijske studije poCele su se fokusirati na pacijente
s rizikom od razvoja bolesti, kod kojih je autoimuni proces u tijeku, ali beta
stanice nisu unistene. Najcesée se primjenjuje antigen-specificna terapija,
temeljena na davanju inzulina radi uspostavljanja tolerancije. U konacnici,
imunosupresivne terapije se oslanjaju na depleciju efektorskih T-stanica s
klonalnom ekspanzijom Treg stanica. Neki od primjera su Abatacept (CTLA-4
antitijelo), GAD-Alum (izoforma GAD proteina za koji je tolerancija
imunoloskih stanica veca) i Teplizumab (anti-CD3 antitijelo) koji je u
klinickim ispitivanjima pokazao iznimnu supresiju imunoloskog sustava,
omogucavajuci beta stanicama prozvodnju inzulina kroz dulje vrijeme.
Teplizumab je obecavajuéa nova terapija te bi lijek mogao biti odobren veé
2023. godine (3)(27). Iako su neki od opisanih tretmana pokazali odredenu
ucinkovitost u klinickim ispitivanjima, josS uvijek postoji problem
konzistentnosti i efikasnosti terapije kroz dulje vrijeme. K tome, javljaju se
tesSke nuspojave kao Sto su nefrotoksi¢nost, trombocitopenija, prolazno
otpustanje citokina, itd. (28)(29). Nadalje, uzimajuci u obzir da su
imunoterapijski pristupi iznimno skupi i gotovo nedostupni u siromasnim
zemljama svijeta gdje postoji najveca populacija djece sa potencijalnim
razvojem T1D, naglasava potrebu za Siroko pristupacnim, sigurnim agensom
s potencijalnim efektom usporavanja autoimunog procesa u T1D. Prethodno

je vec opisano protuupalno i hipoglikemijsko djelovanje YM koje se ocCituje u
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visokom udjelu polifenola u biljci, ¢ineci ga ozbiljnim kandidatom za odgodu
progresije bolesti i/ili smanjenje ozbiljnosti samih simptoma. Usprkos ovim
odlicnim svojstvima, YM nije nikada ispitivan u autoimunom T1D, stoga je
ova studija jedinstvena s tog aspekta. Uzet je eksperimentalni model T1D
induciran primjenom STZ na kojem se ispitao u¢inak YM, uz pilot

eksperiment na modelu spontanog razvitka T1D u NOD miseva.

Koncentracija od 4% YM odredena je u nasem pilot eksperimentu kao
optimalna najveca doza koja se moze sigurno oralno primijeniti u miSeva da
ostanu zdravi i ne gube na tezini. U istrazivanju uc¢inka YM na redukciju
akutne upale plu¢a C57BL/6 miseva, YM se davao oralno i intraperitonealno
u koncentraciji od 150 mg/kg tjelesne tezine (30). Na istom modelu misa,
YM je primijenjen i intragastricnom gavazom u koncentracijama od 0,5, 1, ili
2 g/kg tjelesne teZine (31). Sto se drugih eksperimentalnih modela tice, u
istrazivanju na hrécima, 1%, 2% ili 4% YM w/v davao se oralno ad libitum
(32), a koncentracija od 7% YM w/v Stakorima oralno ad libitum (26). Oralni
nacin administracije YM manje je invazivan od gavaze ili injekcija, a pokazao
se jednako ucinkovit u gore navedenim istrazivanjima. Posto je konacni cilj
primjena u ljudima, izabrali smo oralnu administraciju YM pripravka kao

sigurniju i primjenjivu za koristenje u ljudi.

In vivo ucinkovitost 4% YM mijerila se u VND-STZ-C57BL/6 i NOD misSeva.
Pretpostavljalo se da ¢e doci do odgode pojavnosti T1D i smanjenja
ozbiljnosti simptoma. Kod STZ-C57BL/6 miseva tretiranih 4%YM doslo je do
povecanja tjelesne tezine, uz znacajno smanjenje glukoze u krvi, u
usporedbi s kontrolom. Sukladno tome, nakon 6 tjedana tretmana YM, 76%
misSeva tretiranih 4% YM nije razvilo dijabetes kroz cijelo trajanje
istrazivanja, dok je za kontrolnu skupinu taj broj iznosio 41%. Odrzanje

normoglikemije u skladu je s vec provedenim istrazivanjima u kojima je
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opisano hipoglikemijsko djelovanje YM na miSeve kojima je administrirana
hrana bogata mastima (31) i miSeve tretirane visokom dozom STZ-a (26). U
literaturi dosad nije zabiljezeno povecanje tjelesne tezine nakon tretmana
YM.

Sto se tice in vivo uéinka 2% YM u STZ-C57BL/6 miseva, rezultati su sli¢ni
kao kod tretmana vecom dozom, osim Sto nije doslo do povecanja tjelesne
tezine. Glukoza u krvi, kao i incidencija dijabetesa bile su znac¢ajno nize u
usporedbi s kontrolnom grupom. Unutar skupine tretirane 2% YM 73%
misSeva nije razvilo dijabetes, dok u kontrolnoj skupini ta brojka iznosi 36%.
Ucinkovitost 2% YM, u odnosu na incidenciju T1D i smanjenje

hiperglikemije, je komparabilna sa 4% YM.

Kod eksperimentalnog NOD modela, zabiljezeno je opadanje tjelesne tezine
oko 17. tjedna Zivota (nakon otprilike 10 tjedana YM tretmana) pri ¢emu je
moguci uzrok to da je NOD miSevima YM administriran kroz dulji period nego
VND-STZ-C57BL/6 misevima (6 tjedana YM tretmana). Jos jedan razlog
smanjenja tjelesne tezine opisali su Argari i suradnici (19). Naime u
njihovom istrazivanju, koje je trajalo 16 tjedana, misevi su podvrgnuti ili
dijeti bogatoj mastima ili standardnoj prehrani. Nakon 8 tjedana mjerila se
razina pretilosti te im se pocelo davati ili 1g YM/kg tjelesne tezine ili voda.
Zabiljezena je niza razina kolesterola, triglicerida, LDL kolesterola i glukoze u
serumu tretiranih miSeva. Pretpostavljeno je da su te promjene nastale zbog
sinergistickog djelovanja spojeva u YM. Naime, klorogenska kiselina
modulira glukozu-6-fosfatazu i smanjuje oksidaciju LDL-a i kolesterola, a
saponini ometaju metabolizam kolesterola. Trend smanjenja hiperglikemije i
incidencije T1D, opazen u NOD modelu, sli¢an je kao i u VND-STZ-C57BL/6
modelu. Medutim, statisticki znacajni rezultati nisu dobiveni kod NOD

misSeva. Razliku u rezultatima izmedu dvaju eksperimentalnih misjih modela
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moguce je pripisati i samoj razlici izmedu dvaju modela. Kao sto je vel
naglaseno, kod VND-STZ-C57BL/6 modela STZ djeluje kao okolisni ¢imbenik
pomocu kojega se inducira autoimunost te su kod tog modela zabiljezeni
obecavajudi rezultati. S druge strane, NOD misSevi spontano razvijaju T1D te
su sli¢niji ljudima u ekspresiji gena povezanih s osjetljivos¢u na bolest,
razvoju autoantitijela i ispoljavanju inzulitisa. Uz to potrebno je naglasiti da
je na NOD modelu napravljen je pilot pokus sa samo 5 miSeva po skupini te
je neophodno pokus ponoviti na ve¢em uzorku kako bi se dobili vijerodostojni
rezultati (16).

Iako 4% YM tretman nije utjecao na subpopulacije T-stanica, B-stanica i
makrofaga u slezeni, smanjeni indeks proliferacije T-stanica, razine
proupalnih citokina (IL-6, IFN-A, TNF-a) kao i protuupalnih citokina (IL-4 i
IL-10) ukazuju na imunomodulativna svojstva YM pri dozi od 4% (v/w).
Dobiveni ex vivo rezultati mogu se usporediti s onima dobivenim u
istrazivanju iz 2011.godine (19) gdje su se razine ekspresije TNF-a i IL-6
gena vratile na pocetnu vrijednost putem signalne transdukcije NF-kB puta,
nakon tretmana YM. Naime, TNF-a potice translokaciju NF-kB u jezgru ¢ime
se potice proizvodnja proupalnih citokina. Stoga, smanjenjem razine TNF-q,
YM bi mogao utjecati na smanjenje upale. Slicno je dobiveno i u ostalim
studijama (33)(34). Zanimljiva je ¢injenica da su nasi rezultati pokazali
smanjenje i u protuupalnim citokinima. Miller i suradnici (34) pokazali su da
je osjetljivost na razvoj dijabetesa bila viSe povezana sa smanjenjem razine
citokina Th2 odgovora (IL-4 i IL-10) nego s indukcijom citokina Th1l tipa
(IFN-A i TNF-a).

Podaci dobiveni nakon in vivo tretmana 2% YM sli¢ni su rezultatima
opazenim nakon tretmana 4%YM. Takoder, 2% YM tretman je smanjio
indeks proliferacije T-stanica, kao i 4% YM administracija. Opazene su

razlike u subpopulacijama stanica slezene u miSeva tretiranih 2% YM, tj.
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porast T-stanica, Th i Tc stanica, za razliku od nepromijenjenih
populacija/subpopulacija T-stanica nakon tretmana 4% YM. Proupalni citokini
(IL-6, IFN-A, TNF-a) pokazali su trend smanjenja koncentracija u miSeva
tretiranih 2% YM, iako statisticka znacajnost nije pokazana za iste citokine
kao u miseva tretiranih sa 4% YM. Interesantno, IL-4 je u miSeva tretiranih

2% YM bio znacajno nizi, kao i u miseva tretiranih 4% YM.

Kako bi prosirili razumijevanje direktnog djelovanja YM na T-stanice,
primijenjen je in vitro pristup koriStenjem misjih splenocita. Pretpostavili
smo da bi T-stanice podvrgnute izravhom utjecaju YM pokazale smanjenu
proliferaciju i izlu¢ivanje pro- i protuupalnih citokina. Indeks proliferacije T-
stanica smanjivao se ovisno o dozi YM sa znacajnom supresijom pocevsi od
koncentracije YM od 125 ug/ml. Najveca administrirana doza od 1000 pg/ml
smanjila je koncentracije svih testiranih citokina. Mogudi uzrok tome je da je
ta doza bila prevelika i da je YM u toj dozi inducirao stani¢nu smrt. Zanimljiv
je podatak da je kod IL-2 zabiljezen rast koncentracije ovisno o dozi, sve do
doze od 1000 pg/ml gdje je razina citokina naglo pala. Sumirajudi analizu
svih ispitivanih citokina in vitro, jedino statisticki znacajno smanjenje
koncentracije (izuzimajuéi najveéu koncentraciju od 1000 pg/ml) zabiljezeno
je na IFN-A pri koncentracijama od 500 pg/ml, Sto pokazuje razliku rezultata
dobivenih u in vitro modelu i Zivom misu, te kompleksnost interakcija T-

stanica i ostalih imunih stanica u in vivo modelu.

Ukratko, rezultati su pokazali da je tretman YM znacajno smanjio glukozu u
krvi i incidenciju T1D pri upotrebi koncentracija od 4% i 2% u modelu VND-
STZ-C57BL/6 miseva kroz 6 tjedana. Nadalje, 4%-tna koncentracija YM
povecala je, a 2%-tna odrzala tjelesnu tezinu tijekom cijelog
eksperimentalnog razdoblja. Tretman NOD miseva sa YM u koncentraciji od

4% pokazao je trend smanjenja i razine glukoze i pojavnosti T1D, ali uz
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induciranje gubitka tjelesne tezine nakon 10 tjedana uzastopne
administracije. Dobiveni ex vivo podaci pokazali su da je YM znacajno
smanjio proliferaciju T-stanica u VND-STZ-C57BL/6 miseva kojima su
davane koncentracije YM od 2% i 4% tijekom 6 tjedana. Primjena 2% YM
smanjila je populaciju B-stanica dok je povecala populaciju T stanica i
subopopulaciju Th i Tc u istom modelu. Obje koncentracije YM suprimirale su
razine citokina; T-stanice miSeva tretiranih s 4% YM proizvele su snizene
razine proupalnih (IL-6, IFN-A, TNF-a) i protuupalnih (IL-4 i IL-10) citokina.
S druge strane, T-stanice miSeva tretiranih s 2% YM proizvele su znacajno
smanjenje protuupalnog IL-4 te je zabiljezen trend smanjenja proupalnih
citokina. In vitro podaci, dobiveni na T-stanicama slezene izravno izlozenih
koncentracijama 0-1000 ug/mL YM, pokazali su znacajno smanjenje
proliferacije T-stanica ovisno o dozi pocevsi od koncentracije od 125 mg/mL
YM. Nije bilo znacajnih trendova u proizvodnji testiranih citokina, osim u

povecanju IL-2 i smanjenju IFN-A.

6. Zakljucak

Zakljucno, rezultati su po prvi puta pokazali da je oralna ad libitum
administracija 4% i 2% YM inhibirala razvoj T1D u VND-STZ-C57BL/6
modelu misa i reducirala razinu glukoze u krvi, izuzev redukcije tjelesne
tezine. Nadalje, obje koncentracije YM inhibirale su proliferativni potencijal
T-stanica, a tretman sa 4% YM je prominentno potisnuo proizvodnju kako
proupalnih tako i protuupalnih citokina. Predstavljeni rezultati sugeriraju
imunomodulatorni uc¢inak YM, potkrijepljen aktualnom literaturom u in vivo i
in vitro modelima, kao potencijalni mehanizam inhibicije T1D. Usporedno s
rezultatima dobivenim kod VND-STZ-C57BL/6 miSeva, opazen je trend
smanjenja hiperglikemije i incidencije T1D u NOD miSeva uz trend gubitka

tezine, iako rezultati nisu bili statisticki znacajni. Iako su u ovoj YM studiji u
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VND-STZ misSjem modelu pokazani rezultati odgodenog pocetka T1D,
smanjene hiperglikemije i imunomodulacije, studije ucinka YM na razvoj T1D
u drugim eksperimentalnim modelima, poput NOD misa, treba produbiti.
UnatoC obecavajuéim rezultatima ove studije, potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se utvrdila sigurnost dugoro¢ne konzumacije YM, osobito
u kontekstu opazenog gubitka tjelesne tezine u pilot NOD eksperimentu.
Konacno, bolje razumijevanje interakcije spojeva pronadenih u YM pomodi ¢e

u rasvjetljavanju mehanizama promatranih ishoda.
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Osobne informacije
Martina Buretic

Adresa: Narodnog doma 2/a, 52000 Pazin (Hrvatska)
Datum rodenja: 09/04/1996
Spol: Zensko

Drzavljanstvo: hrvatsko

E-adresa: martina.buretic@gmail.com
Broj telefona: +385989901199
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OBRAZOVANJE I OSPOSOBLJAVANJE

SveuciliSna prvostupnica (baccalaurea) biotehnologije i istrazivanja

lijekova
Odjel za biotehnologiju, SveuciliSte u Rijeci [2015 - 2019]
Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Ucenica
Gimnazija i strukovna skola Jurja Dobrile Pazin [2010 - 2014]
Adresa: Setaliste Pazinske Gimnazije 11, 52000 Pazin (Hrvatska)

www.gssid.hr

RADNO ISKUSTVO

Demonstrator na kolegiju ,,Imunologija"

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [10/2018]

Mjesto: Rijeka

Zemlja: Hrvatska

Voditelj: dr. sc. Ivana Munitic¢

Opis posla: pomo¢ studentima u izvodenju laboratorijskog djela kolegija -

izolacija limfnih tkiva i organa iz misa, proto¢na citometrija.

Demonstrator na kolegiju ,Imunologija”

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [10/2019]

Voditelj: dr. sc. Ivana Muniti¢

Opis posla: pomo¢ studentima u izvodenju laboratorijskog djela kolegija -

izolacija limfnih tkiva i organa iz misa, protocna citometrija.

Studentska praksa
Jadran galenski laboratorij (JGL) [05/2018- 06/2018]
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Mjesto: Rijeka

Zemlja: Hrvatska

Voditelj: Vesna SarSon Beltrame

Opis posla: Citanje Standardnih operativnih procedura (SOP), mjerenje
viskoznosti Dolokain gelova, simulacija transporta Dramina sirupa i
evaluacija sposobnosti transportne jedinice, ispitivanje oCuvanja graduacije
zZlicica Dramina sirupa, rad na DSC (Differential Scanning Calorimetry)
uredaju za kalorimetriju, ispitivanje adhezije aktivhe supstance Dramina

sirupa — evaluacija sorpcije i konzervansa tijekom skladistenja.

Analiticar u instrumentalnom laboratoriju Kontrole kvalitete (JGL)
Jadran galenski laboratorij (JGL) [11/2021-danas]

Mjesto: Rijeka

Zemlja: Hrvatska

Opis posla: Rad na HPLC uredaju i analiza lijekova HPLC metodom, priprema

mobilnih faza, administrativni poslovi.

Dodatno:

Iskustvo u radu na Odjelu za organsku kemiju u sklopu projekta u
suradnju s Odjelom za fiziku SveuciliSta u Rijeci.

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [2018 - 2019]

Opis: sinteza i procCiS¢avanje spojeva

Voditelj: dr. sc. Karlo Wittine

Ljetna skola - Patofiziologija aktualnih javnozdravstvenih problema i
bolesti
Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [06/2019]
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Mjesto: Rijeka
Voditelj: dr. sc. Marina Cetkovi¢ Cvrlje

U suradnji sa St. Cloud University, Minnesota, Sjedinjene Americke Drzave

Polozen online kolegij Introduction to Breast Cancer na Yale
Sveucilistu (Medicinski studij)

New Haven, Connecticut [16/4/2021]

Voditelj: Anees B. Chagpar, MD, MSc, MPH, MA, MBA, FRCS(C), FACS,

Professor of Surgery

Pocasti i nagrade
Stipendija grada Pazina [2018-2021]

Jezicne vjestine
Materinji jezik: hrvatski

Ostalo:

Engleski jezik

Slusanje: C1

Citanje: C1

Pisanje: C1

Govorna produkcija: C1

Govorna interakcija: C1

Licenca i certifikat: TOEFL (IBT) [2014]

Njemacki jezik
Slusanje: A2
Citanje: A2



Pisanje: A2
Govorna produkcija: A2

Govorna interakcija: A2
DIGITALNE VIESTINE
Internet / MS Office (Word, Excel, PowerPoint) / PyMOL, Chimera, Avogadro,

Gamess, Marvin / Statistica, MedCalc, R studio, VMD

DODATNE INFORMACIJE

Konferencije

Konferencija studenata Biotehnologije - aktivno sudjelovanje -
prezentacija projekta

Prehrambeno - Biotehnoloski fakultet (PBF), SveuciliSte u Zagrebu [2018]
Adresa: Pierottijeva ul. 6, 10000, Zagreb (Hrvatska)
http://www.pbf.unizg.hr/

Konferencija Buduénost i perspektiva studija - pasivno sudjelovanije
Odjel za biotehnologiju, Sveudiliste u Rijeci [2016 - 2019]
Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Projekti

Voditelj projekta ,,Znanost iza objektiva™ - snimanje video materijala
kemijskih pokusa u suradnji sa izdavackom kuéom Skolska Knjiga
Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [2018-2019]

47



Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Voditelj projekta ,,Kuglice dobrih zelja" -humanitarna akcija pod
pokroviteljstvom grada Rijeke

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [10/2019 - 11/2019]
Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Volonterstvo

Aktivni ¢lan Udruge studenata biotehnologije Rijeka (USBRIi):

Popularizacija znanosti

Volonter na projektu ,,Putujuci znanstvenici® - popularizacija znanosti
medu djecom vrticke i Skolske dobi

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [2017 - 2019]

Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Volonter na manifestaciji ,,Otvoreni dan" Odjela za biotehnologiju -
aktivno sudjelovanje - izvodenje pokusa

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci [2017, 2018]

Adresa: Radmile Matejci¢ 2, 51000 Rijeka (Hrvatska)

Volonter na manifestaciji ,,Europska no¢ znanstvenika™
Mjesto: Rijeka [2018]

Volonter na manifestaciji ,Znanstveni piknik"
aktivno sudjelovanje - izvodenje pokusa
Mjesto: Rijeka [2018]
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Program kulturne razmjene
Work and Travel USA [2019,2021]

Martha's Vineyard, MA, SAD

ORGANIZACIJISKE VIESTINE

KOMUNIKACIJISKE I MEDULJUDSKE VIESTINE

Organiziranost
Prilagodljivost
Susretljivost

Proaktivnost

Komunikativnost
Srdacnost
Timski rad
Pristupacnost

Rad s djecom

DODATNO: vozacka dozvola B kategorije
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