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Uvod | - Dojenje

‘:_"‘:D0]enje - idealna prehrana za novorodenc

. A3 % Dojenje ima niz prednc% za c*e | majku

'+ SZO i UNICEF preporuCuju da djeca zapocCnu s dojenjem unutar
prvog sata od rodenja i da budu iskljuCivo dojena prv'ré 6 mjeseci
. Zivota — Sto znaci da im se ne daje nikakva druga hrana ili tekucina,
~ ukljuCujuci vodu i

Mijeko ima jedinstven sastav, razvualo se milijunima godina



Uvod lI-Humano mlijeko (HM)
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Uvod lI-Humano mlijeko (HM)

CELLS of HUMAN BREAST MILK
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Monocytes Toells NKcells Bcells |Neutrophils Eosinophils Immature granulocytes

Izvor: Witkowska-Zimny M, Kaminska-El-Hassan E. Cells of human breast milk. Cellular& Molecular Biology Letters. 2017;22-22.



Uvod Il — Sastav humanog mlijeka (HM)
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Individualne varijacije
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Uvod lIl — Humano mlijeko 1 imunost

Aktivna | pasivha imunost }

Bogat izvor imunoglobulina, laktoferina,
lizozima, citokina

-

1960. g. - kolostrum bogat leukocitima J

Nova istrazivanja - leukociti <2% stanicau
zrelom mlijeku J

Leukociti - aktivna imunost, Stite mlijeénu |
Zlijezdu od infekcije J
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Uvod Il

Dokazi (studije na zivotinjama) - leukociti prolaze kroz
probavni trakt, iz njega putem Kkrvi idu u udaljena mjesta

Hassiotou i sur. pokazali su specifican porast leukocita u HM
kada je dojilja imala infekciju

Riskin i sur. - izvijestili o porastu leukocita u HM u trenutku
infekcije dojenceta

Prilagodba imunosnog sastava HM, dinamiCna interakcija
iIzmedu bolesnih beba i njihovin majki

lzvor: Witkowska-Zimny M, Kaminska-El-Hassan E. Cells of human breast milk. Cellular& Molecular Biology Letters. 2017;22-22.



Uvod Il
~
Zdravstveno stanje majke i djeteta utjeCe na sadrzaj
stanica HM )
N

Infekcije majke stimuliraju odgovor leukocita u HM
(0,7-93,6%)

Mali porast leukocita u HM primijeéen je i kad je dijete
bolesno, a majka asimptomatska )

Izvor: Hassiotou F, Hepworth AR, Metzger P, Tat Lai C, Trengove N, et al. Maternal and infant infections stimulate a rapid leukocyte response in breastmilk. Clin Trans
Immunology. 2013;1-10.



Gama-delta (y0) T stanice

Manja su populacija (~ 0,5-5% ukupne krvi) T stanica koje izrazavaju T staniCni receptor (TCR) izgraden od

y i & lanaca
;I&‘..' ;
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tissues ‘ e
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| A
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Human yd T cells

Izvor: Rulan M, Dawei Y, Yizhan G, Rong Y, Kang L.Immune Effects of yd T Cells in Colorectal Cancer: A Review. Front. Immunol.2020; Vol 11.



Gama-delta (y0) T stanice

/ Helper T cell
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Izvor: https://www.americangene.com/technology/gamma-delta-t-cell-therapy-for-cancer-immunotox/



* Nepoznato je na koji se nacin tijekom infekcije dojenog djeteta
mijenjaju udjeli klasicnih, adaptivnih B i T limfocitnih populacija,
ukupnih CD3+ linija, pomocnickih CD4+ i citotoksiCnih CD8+ T
stanica i prirodnoubilackin NK limfocita te yo T limfocitnin populacija.




Hipoteza

Tijekom akutne infekcije dojencCeta majcino mlijeko se svojim staniCnim,
citokinskim 1 Imunoglobulinskim sastavom prilagodava potrebama
dojenceta u svrhu obrane organizma od mikroorganizama.




Ciljevi

* Imunofenaotipizirati/odrediti zastupljenost i usporediti promjene udjela subpopulacija
leukocita majcinog mlijeka (ukupni T limfociti, CD4 pomoc¢nicki limfociti, CD8 citotoksicni
limfociti, NK stanice, 81 i 82 populacije yd T limfocita, B stanice) tijekom akutne infekcije

dojenceta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana)

» Odredit citokinski sastav mlijeka (IFNy, IL-13, IL-4, IL-6, IL-17A, TNFa) tijekom akutne

infekcije dojencCeta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana)

» Odrediti imunoglobulinski profil mlijeka (IgG, IgA, IgE, IgM) tijekom akutne infekcije

dojenCeta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana)




Ustroj istrazivanja

/

Istrazivanje je dizajnirano kao prospektivho eksperimentalno istrazivanje
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Ispitanicl

Broj ispitanika: min 20 uparenih uzoraka

. /

\‘-

VeliCina uc€inka (Cohenov d, A/SD) potrebna za statistiCku snagu od 80% uz dvostrani
a=0,05, t- test, 2 ovisne skupine, normalna distribucija, iznosi 0,8 za uzorak od 15
ispitanika (GPOWER v3.1.9.4). Za procijenjene (Lazar et al. 2024; Bedin et al. 2018.),
oCekivane aritmetiCke sredine ucestalosti CD3+ (25.1% %), CD4+T (51.8 %), CD8+T
(33,7 %), NK (4.7 %), NKT (3.6 %) i CD3+ yd T (10 %) stanica u humanom mlijeku
zdravih osoba, uz pripadne standardne devijacije od 14.4 %, 9.3 %, 6.0 %, 3.2 %, 2.3%
i 3 %, razlika aritmetiCkih sredina (A) iznosi 9.9 %, 7.2 %, 5.3%, 3.3 %, 1.9% i 3%,
odgovarajuci bioloSki umjerenom do velikom ucinku. Slijedom navedenog, Cohenov d
fiksiran je na 0,8, odgovarajuci bioloski velikom ucinku.

< 4

Izvor: Lazar K et al. Frequencies of activated T cell populations increase in breast milk of HCMV-seropositive mothers during local HCMV reactivation.
Frontiers in Immunology. 2024; Vol14. Bedin AS et al. MAIT cells, TCR yd+ cells and ILCs cells in human breast milk and blood from HIV infected and
uninfected women. Pediatric Allergy and Immunology. 2019. Vol30.




Ispitanici

a0

Ukljucni kriteriji Iskljucni Kriteriji
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E> Ispitanice s klinickim/lab.

znakovima akutne infekcije.




Plan istrazivanja
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EtiCko povjerenstvo
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Metode - izolacija stanica

» Uzorci Ce biti centrifugrani 600 x g, 15 min, 4°C - odvajanje stani€ne, vodene i masne

komponente
« StaniCnu fazu pripremiti za imunofenotipizaciju leukocita - odvajanje mononukleara na gradijentu

fikola

* |zbrojati stanice pomocu Luna brojaca




Metode - protocna citometrija

Bojenje povrsinskih staniCnih antigena (standardni protokoli)

* Mrtve stanici obiljeziti 0,5 yl Fixable Viability eFluor 780 e bojom
« |sprati stanice s 1ml PBS-a

* Nespecificno bojenje, 5 ul Human TruStain FcX

« Dodati pripremljena protutijela

* Analiza na protocnom citometru




Metode - protocna citometrija

* Mjerenja uzoraka ¢e biti provedena na BD FACSLyric™ protoCnom citometru (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA),opremljenim s 3 lasera (plavim Argon 488 nm, Red
HeNe 633 nm i ljubi€asti 403 nm)

* Analiza i vizualizacija podataka bit ¢e ucinjena pomoc¢u FlowLogic programa (v11,0;

\

Inivai Technologies; Mentone; Australija).




Fenotip stanica u analizi HM

[ Vrsta stanice J l CD marker J
:> Ukupne T stanice :> CD3+

:> T pomocniCke stanice :> CD3+ CD4+

:> T citotoksiCne stanice ::> CD3+ CD8+

:> B stanice :> CD19+

[ NK stanice > CD3- CD56/16+

— NKT stanice ) CD3+ CD56/16+

) | V3 T stanice =) | CD3+y5 TCR +




CD19-PE-Cy7-eB-A

0 50 100 150
FSC-A
B cells
10°3  %P:0.01 DP
%P:0.00
1043 <
[&]
o
<
[52]
[a]
103 3 ©
T cells
0 108 104 10°
CD3-APC-A

FixVD-nIR-eFluor-780-A

FSC-A

250 ] 250 ]
200 ] 200
1 Singlets ]
! %P:90.90 -
T 150 ] < 150 ]
%) 1 o) :
(7] [}
s 1 b7 ]
100 ] 100 J
50 ] 50
0 LER IR IE BT B BiCEE R JELEEE R 0 'l"'l""I""I""l""l'
250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
FSC-A FSC-A
CD3+ lymphocytes 1057 10%3NK cells NKT cells
%P:2.65 « 1%P:0.2B %P:0.11
IS Dpoz 1
5 1043 %P:0.71 B 1047
: 5]
& 10373 i 8 1033CD3-CD16_56- .
ol B gomepe | S bucpese
| I e + T cells
0 DNe _‘“ﬁ. =3 0 g %%3
L I R R B R R I O/nlp. 3'--"-l T g Tov vy v T T+ o Ty
50 100 150 200 250 0 103 104 10° 0 103 104 10°

CD4-FITC-A CD3-APC-A



FixVD-nIR-eFluor-780-A
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Statisticke metode

» Kategorijski podatci bit ¢e prikazani apsolutnim i relativnim frekvencijama.

» Numericki podatci bit ¢e opisani aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom (u normalnim
raspodjelama) ili medijanom i granicama interkvartilnog raspona (u ostalim raspodjelama).

* Razlike izmedu kategorijskih varijabli testirat Ce se Hi-kvadrat testom s mogucim koristenjem
Fisherovog egzaktnog testa

« Razlike normalno raspodijeljenih numeriCkih varijabli izmedu dviju zavisnih skupina bit ¢e
testirane t testom za ponavljana mjerenja, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele
Wilcoxonovim testom.

* Povezanost izmedu normalno raspodijeljenih numerickih varijabli ocijenit e se Pearsonovim
koeficijentom korelacije r, dok ¢e se u sluCaju odstupanja od normalne raspodjele koristiti
Spearmanov koeficijent korelacije p.

« Sve P vrijednosti bit Ce dvostrane, a razina znacajnosti postavljena na Alpha=0,05.

« Za statistiCku analizu koristit ce se MedCalc Statistical Software version 17.8.2 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2017).




Ocekivani znanstveni doprinos

Rezultati predlozenog istrazivanja ¢e doprinijeti boljem
razumijevanju nacina na koji majcino mlijeko, prilagodbom svog
staniCnog, citokinskog i imunoglobulinskog sastava pruza

imunolosSku (antimikrobnu) zastitu dojencetu tijekom akutne infekcije.
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