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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are, due to immunomodulatory characteristics, considered
as novel agents in the treatment of immune-mediated acute liver failure. Howeer, the effects
of MSCs on phenotype and function of natural killer T (NKT) cells, major effector cells in
fulminant hepatitis, is not understood. We used concanavalin A (ConA) - and o-
galactosylceramide (o-GalCer)-induced liver injury to evaluate effects of MSCs on NKT-
dependent hepatotoxicity. Mouse MSCs (mMSCs) significantly reduced Con A- and o-
GalCer-mediated hepatitis in C57BI/6 mice, as demonstrated by histopathological and
biochemical analysis, attenuated influx of inflammatory (T-bet+ TNF-a, IFN-y producing and
GATAZ3+, IL-4-producing) liver NKT cells and down-regulated TNF-o, IFN-y and IL-4
levels in the sera. The liver NKT cells cultured in vitro with mMSCs produced lower amounts
of inflammatory cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-4) and higher amounts of immunosuppressive
IL-10 upon o-GalCer stimulation. mMMSC treatment attenuated expression of apoptosis-
inducing ligands (FASL, CD107 and TRAIL) on liver NKT cells and suppressed the
expression of pro-apoptotic genes in the livers of a-GalCer-treated mice. mMSCs reduced
cytotoxicity of liver NKT cells against hepatocytes in vitro. The presence of 1-methyl-DL-
tryptophan, a specific inhibitor of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) or L-NG-monomethyl
Arginine citrate, specific inhibitor of inducible nitric oxide synthase (iNOS), in mMSC-
conditioned medium injected to a-GalCer-treated mice, counteracted the hepatoprotective
effect of mMMSCs in vivo, and restored pro-inflammatory cytokine production and cytotoxicity
of NKT cells in vitro. Human MSCs in iNOS and IDO-dependent manner, attenuated the
production of inflammatory cytokines in a-GalCer-stimulated human peripheral blood
mononuclear cells and reduced their cytotoxicity against HepG2 cells. In conclusion, MSCs
protect from acute liver injury by attenuating cytotoxicity and capacity of liver NKT cells to
produce inflammatory cytokines in iNOS and IDO dependent manner.
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CAXKETAK

Mesenxumanne MatuuHe hemwje (enri. mesenchymal stem cells, MSCs) ce 36or cBojux
MMYHOMO/IYJIATOPHHUX KapaKTEPUCTUKA CMATPa]y TMOTSHIIMjaTHUM TEPAIHjCKUM CPEJCTBOM 32
neuerme (GyaMHHAHTHOT Xxematutuca. Mehyrum, epexatr MSCs na denorun u Qynumje
ypohenoyomnaukux T mumdorura (errm. natural killer T cells, NKT), rimaBuux eeKTOpCKux
henuja y oBoj 60s1€CTH joIll yBEK HHjE TIO3HAT.

Kako 6u ce ucnurao yrunaj MSCs Ha xenatrotokcngnoct NKT henuja, y oBoM UCTaxuBamy
cy xopumheHu Mojenu akyTHor omrehema jerpe koju cy C57Bl/6 mumeBnMa MHIyKOBaHU
aruTMKaIjoM KoHKaHaBaiauHa A (edri. concanavalin A, ConA) oHOCHO o-rajJakTolepaMuia
(eurn. a-galactosylceramide, o-GalCer). buoxeMujckd TeCTOBM M KBaHTUTaTHBHA
xucroioruja cy ykazamm na MSCs 3HauajHo peaykyjy akyTtHo omreheme XemaTommra
u3azBaHo mnpumeHom Con A wmm o-GalCer-a, mrTo je y Kopenamuju ca CMambeHOM
sactymubenomhy uapnamarmjckux NKT hemnja (TNF-a-, IFN-y-, T-bet” CD4" u CD1d
tetramer” xao u GATAS3", IL-4+ NKT henuja) y jerpu U cMambeHoM KoHIleHTparjom TNF-q,
IFN-y u IL-4 y cepymy mumesa ca xenatutucom. MSCs cy cynpumupane npoxykuujy TNF-
a, IFN-y u IL-4, a nosehaBane nponykuujy umyHocynpecuBHor IL-10 y a-GalCer-om
crumynucanuM NKT henujama jetpe, X vivo. Ammukanuja MSCS cMamuia je eKCrpecHjy
FASL, CD107 u TRAIL na NKT henujama jetpe, u CIeACTBEHO, CMambuiIa IIUTOTOKCUUKY
aktuBHOCT NKT henuja mpema xematouutuma in Vitro. Ilpumena 1-metun tpuntodana,
dapmakonomkor WHXHOUTOpa WHAONaMuH 2, 3-muokcureHase (enrt. indolamine 2,3-
dyoxigenase, IDO) u L-mMoHOMeTHN apruHHH LUTpara, CrOCHUYUIHOT HHXUOUTOpA
UHIYIMOMIHE a30T okcun cuHTase (enri. inducible nitric oxide synthase, INOS) ykunymna je
XETaTONPOTEKTHBHA e(eKaT KOHIUIIMOHHpAHOT Menujyma rerepucanor ox MSCS, xao u
umyHomoxaynatopao nejctBo MSCs na NKT hemuje in vitro. IDO u iNOS cy rnaBHu
MeaujaTopu kojuM cy xymane MSCs cympumupane edpekropcke ¢ynkuuje o-GalCer-om
CTUMYJIMCAHUX XyMaHUX MOHOHYKJIeapHHUX henuja nepudepHe KpBH.

HajBaxxuuju 3akipydak oBe aucepranuje je na MSCS karanuTHYKOM akTHBHOIINY €H3MMa
IDO u iNOS, cynpumupajy IUTOTOKCHYHOCT M TPOAYKIH]Y WH(IAMAIN]CKUX IUTOKWHA Y

NKT henujama y jeTpu u penykyjy omreheme xenarouura.

KibyuHne peun

Mesenxumanne matuune henuje; NKT henuje; umynocynpecuja; akytHo omteheme jetpe
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1. YBOJ

Y yBOZHOM Jelly Cy OOjallllbeHEe ETHOJIOTHja, KIMHWYKA CIMKAa M TPOTHO3a aKyTHOT
XenaTuTuca, yiora ypoheHoyOwraukux T mgumdornura ©W  perymaropHux hemmja y
MMYHOIIATOTEHE3W OBE OO0JIECTH, OMKCaHa je MaTOTreHe3aeKCIePHUMEHTAIHOT ayTOUMYHCKOT
XEMaTUTUCA, JIeTAJbHO Cy aHaJIM3UPAaHH HMYHOMOMIYJIATOPHU €(EeKTH ME3CHXUMATHUX
MaTUYHUX henvja U OmucaH je TepamnujCKH MOTEHIHjall KOju OBe henwje mmajy y Jedewmy

akyTHOT omrehema jerpe.

1.1. AKYTHHU XEITATUTHUC
1.11. Jle¢pununuja u eTuosaoruja

IToyeTkoM ocamieceTHx TroauWHa mpouutor Beka Trey u Davidson cy wmely mnpeuma
nepuHrcany (QyIMUHAHTHH XEMAaTHUTHC Kao CHHIPOM KOJ Kora ce€, y TOKY aKyTHOT
XETMaTuThCa, KoJ ocobe 0e3 MpeTXogHOr 000JbeHma jeTpe, jaBJbajy CHUMITOMH XEMaTHYKE
eHredanonaTuje (KoMe) ocaM Hellesba o]l oueTKa akyTHe 6onect (1, 2).

Hajuemrhu y3pounuinm QyiMHUHAHTHOT XEMaTUTUCA Cy BUPYCH, JIEGKOBU, TOKCMYHE HOKCE U
MeTtabonmuke GosiectH, 10K je y 40-50% ciydajeBa eTnonoruja oBe 0oJiecTH Hemo3Hara (2,
3). Bupycu xenmarutuca A, B, C u E cy yect y3pok pyJTMUHAHTHOT XemaTUTHCA y 3eMJbamMa y
pa3Bojy U TO MpeTexxHO Ko miahux ocoba. MHPeknmja XxenaToTponHuM BUPYCHMa Kao IITO
cy napBoBupyc B19 u xepnec Bupycu, Takohe Moxke M3a3BaTH cUMOTOME (DYJIMUHAHTHOT
xermarutuca (4-6). Y pasBujeHuM 3emibaMa, Ko mpeko 50% obonenux, akyTHO omrteheme
JeTpe je mocieauia TOKCUYHOT JejcTBa JIeKoBa. Pe3ynTatu MHOTHMX HCTpakuBama MOKa3yjy
Jla Haju3pakeHUje XemaToTOKCHYHEe e(deKkTe HuMa MapaleraMmos, 3aTUM JIEKOBU U3
IpyNneaHTUTyOepKyI0THKA, aHTUIICUXOTUKA U aHTUOMOTHKA, KaOM HapKOTHUIM:ekcTaszu (3,4-
methylenedioxy-N-methylamphetamine, MDMA) u kokaun (benzoylmethylecgonine)) (7-
8).OynTMUHAHTHYU XETATHTHAC MOYKE HACTAaTH M Kao TOCIENIIa ayTOMMYHCKE peakiuje, Kao u

YCIIEIUCXEMHU]CKUX, MAIUTHUX U Apyrux Oonectu jerpe (9, 10).



1.1.2. KnuHn4ka cjJuKa

Hajuemrthn KJIMHWYKM CHUMITOMH XelaTHTUCA CY YMOp, MalakcalocT, My4YHHHA, 00X y
TOpHEM JIECCHOM KBaJpaHTy, cBpad. [Ipu KIMHMYKOM mperieny Koa o0oJeNuX ce yodaBajy
KYTHUIIA KOKE M CITY30KOXKE, XermaroMeraiauja, Mpu 4eMy je TIaBHU JabOopaTOpHjcKU Haja3
KOjU yKa3yje Ha xemarouenyinapHo omreheme nmoehaHa KOHLEHTpaluja TpaHCaMHHa3a y
kpBu (3, 4).

ToxoM ¢ynIMUHAHTHOT XeMaTUTHCA HACTaje MAacCOBHA JMCEMHHOBAHA HEKPO3a XEMaTOLUTA,
MeTabonuuku nopemehaj, pazIUMUUTH CTEMEH XOJIECTa3e, XEMOPAarujCKu CHHIPOM,
Kapauopecnupatopuu mopemehaju u mopemehaju OyOpexne ¢yHkuuje. Y HajTeXKUM
cllydajeBUMa HACTaje MOXJIAHHM €M, HOpacT HMHTPAKPaHWjaHOT TNPHUTUCKAW XeraTH4Ka
eHiedanonaTija Koja je 4YecT y3pOK CMPTH. XemaTH4Ky eHiedanonarvjy KapakTepHIly
pasnuunT HUBOM nopemehaja cBecTH U 0OMYHO Cy yapyXeHHu ca mopemehajuma y cucremy
koarynanuje. [lopemehaju y cucremy Koarynamuje HacTajy ycliel CMameHOT KaraluTera
jerpe 3a cuHTe30M (pakTopa Koarynaiuje Koju ce MaHu(pecTyje CMambemheM MPOTPOMOUHCKOT

BpeMmena 3a 40%(3).

1.1.3. Tepanuja u nporuo3a

CmpTHOCT 000JIeNMX O]l OBOI KJIMHHUYKOI 00iuKa xematutuca ce kpehe ox 50% mo 90%,
npeMa pa3lIMYuTUM HaBoauMma y jaurteparypu (1-3,11). KonzepBaTtuBHe, cUMITOMAaTcKe U
CYHNOPTHBHE TEpaIUjCKe Mepe OCTajy yIJIaBHOM 0e3 ycliexa Kaja cy y nuTamby QyJIMUHHATHU
XEeMaTUTUCU BUPYCHE E€THUOJIOTHjE, JOK CE€ aKyTHH XEHNaTHUTHCH H3a3BaHU TOKCMHUMAaMONTY
JICUUTHU crieUn(PUIHOM, aHTUTOKCHH TEPAIIjOM, YKOJIMKO OHA IOCTOJU 3a JOTHYHY TOKCHYHY

Hokcy. [Ipumena Onoapreduiinjente jeTpe 3HaTHO je yTHIlaja Ha CMalbelhe CMPTHOCTH.

Hajeduxacuuja Tepanuja GyJIMHUHAHTHOT XENAaTUTHCA j€ XUTHA TPAHCIUIAHTAlMja jeTpe, ajlu
Cy HeZI0BOJbaH OpOj JIOHATOpa M HEONXOJHOCT J0XKMBOTHE MMYHOCYIIpECcHje, pas3io3u 300r
KOJUX C€ CIpoBOJie OpojHa MCTpakUBamba Ha aHHUMAaJIHUM MOJENINMA y 1IMJbY MPOHATaKEHa
HOBUX TEpalujCKUX areHaca e(ukacHUX Yy MPEeBEHIUJU WIH Jiedewhy (QyIMUHAHTHOT

XCIAaTUTHUCA JbyOU.



1.2. YPOBEHOYBWJIAYKHU T IUMOOIUTHU

Ypohenoyoumauku T numdpouutu (enrn. Natural Killer T cells, NKT) mpencrasibaajy
nonmynanujy henmja  ypoh)eHE HMYHOCTH Cca  JEOAUHCTBEUM  HMYHOMOIYJIATOPHUM
kapaktepuctukama (12). Ocum T hemujckor penenrtopa (eura. T cell receptor, TCR), NKT
henuje ekcripuMupajy u Mapkepe ypohenoyomnaukux (euri. natural Killer, NK) henwmja xao
mro cy NK1.1, CD49b, NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKG2E u Ly49a (ekcpumupaHu Ha
mumijuMm hemmjama), onnocno CD161, CD56 u CD16 (excnpumupanu Ha henmwjama Jby/u)
(13, 14). Mehyrum, 3a paznuky on T nuMdonuTa KOjU MPENO3HAjy MENTHIHE aHTUTCHE Y
KOHTEKCTY TJaBHOT Komiuiekca xucrtokommatuOuiaHoctr | wmm Il xmace, NKT henuje
[PEo3Hajy JUIUAHE aHTUTE€HE Mpe3eHToBaHe y ckiomy Moiiekyna CD1d ma memOpanu
henuja koje npe3eHtyjy anturene (enrit. antigen-presenting cells, APC) (13, 14). Ha ocHoBy
kapakTepuctuka TCR-a u peaktuBHOCTH Ha nununHe anturene, NKT henmje cy monemene
Ha tun | v tan 11 (15). NKT henuje tun |, koje ce HasuBajy jour u uuBapujantaie NKT henuje
(eurn. invariant NKT cells, iINKT) ekcnpumupajy uHBapujantHu o janaiy 1CR-a, koju
HacTaje peapamxupameM Vald—Jal8 manna kon mMuiieBa, oaHOCHO xomojoror Vo24—Jol8
nanna kox Jbyau (16). Musapujantau o janaiy TCR-a ynapyje ce ca [ yiaHIeM Koju uma
OTpaHMYEHYy XEeTEepOreHOCT, U Kon muiueBa je To V8.2, VB7 unu VP2, 1ok je xon jbyau
VP11 nanan (16, 17). Jenna on riiaBHUX KapaKTepHCTHKA OBUX henuja je Ja IpernosHajy
TIIMKOJIMIHU  o-rajmakTorepamua (enrit. a-galactosylceramide, o-GalCer) mpesenroBan y
cxiory CD1d monekyna (16). a-GalCer je ennmorenn nurana INKT henuja xora npoaykyjy
henuje umynckor cucrema (18). Ca apyre crpane, Jbyacke u munije NKT henuje tum |l
takolhe npeno3najy CD1d monekyn, melhyrum, excripumupajy TCR Behe pasHOTMKOCTH U HE
npeno3Hajy o-GalCer (19, 20). OBaj tunm NKT henuja mpeno3Haje HIIMPOK CIEKTap
xuapooOHUX aHTUreHa monyT cyiadaruaa u musodocharumunxomuna (21, 22). 36or
TEXHUYKHX IperpeKa, Kao IITO Cy HU3PAKEHO Hecneuu(uyHo Oojeme U HEecTaOHIoCT
cyndparun/CD1d Terpamep komiiekca, umynoouonoruja NKT henuja tumna 1l je MHOTO Mame
ucnurtana (15, 23). YV uuby ucnuTrBama 3Hadaja ooe nonynaanuje NKT henuja y matorenesu
pa3muuuTHX OOJIeCTH, TMOCICOHBUX TOMUHA Yy HCTpaxuBawmuMa ce kopucte CD1d
neuuujeHTH MUIIeBH KojuMa Hexpoctajy oba tuna NKT henwuja, kao u Jal8-gedunujentu
mumeBn kojuma Hepocrajy camo NKT hemumje Tum | (24, 25, 26). [Ipeamer ucnutuBama y
OBJIC IPUKAa3aHOj CTYIHjH, OUO je MIMYHCKH oroBop y kome yuectByjy INKT henwje.

INKT henuje Hacrajy y Tumycy audepeHIMjallMjoM XEeMaTOMOE3HUX IMpeKypcopa, IJie

MOJUIEKY TO3MTUBHO) cenekuuju npeko CD1d monekyna ekcripuMHUpaHOT Ha IMOBPIIUHU



CD4'CD8" tumonmra (27). Y meratusroj ceneximju iINKT hemmja y THMycy ydecTByjy
CD1d" mennmpurcke hemuje (enri. dendritic cells, DCs) (28). Hakon tora iNKT hemnje
murpupajy y nepudepune oprane (29). Kon mumesa, INKT henuje cy Haj3actyrsbeHuje y
jerpu rae unne 15-30% ykymHux muM@onuTa, 0K je BUXO0Ba MPOILEHTYaTHa 3aCTYIJHECHOCT
y IpYruM opranuma 3HaTHO Mama- 0.2-0.5% y Tumycy, clIe3uHH, KOCTHO] CPKH U I[PEBUMA,
1% y kpBu, 0.1-0.2% y mumpuum uBopoBuma (30). Takohe je mo3HATO Aa je 3aCTYIJBEHOCT
INKT henwuja y cne3unu, KpBH, KOCTHO] cpxH U JIuMdpHuM uBopoBuma Jbyau 0.01-0.5% (15).
Haxo je mpoueHaT pa3IuyuuT, YKyrnaH 0poj oBuX heiuja y MOMEHYTUM OpraHuMa je CIM4aH U

M3HOCH OKO MHJIMOH hesmja mo oprany (31).

1.2.1. AxkruBanmja NKT henuja

NKT henuje ce aktuBupajy HakoH mrto TCR-0M npemno3Hajy TunuaHe aHTUTeHE MTPUKa3aHe y
ckiony CD1 monekyna va APC (32, 33). Ocum Ha Taj Haunn, NKT henuje mory na Oyay
akTuBUpaHe u uutokuHuma IL-12 unum IL-2 xoje cekperyjy APC y jetpu (Kyndepose henuje,
XeMaToIMTH, JAeHApuTcKe henuje) HakoH crumynanuje TLR curnannor myra (34, 23). CD1
npumnaga GamMuiInju TOBPIIMHCKUX TIIMKONPOTEWHA, eKCpUMUpaH je Ha memOpanu APC u
CIMYaH je MOJeKyny | Kiace IrIIaBHOT KOMIUIEKCa XHCTOKOMIIATHOWIHOCTH (SHIJI. Major
histocompatibility complex, MHC) (35). Kox sbyau, CD1 mosekysn mocTtoju y HEKOJIHUKO
uzopopmu (CD1la, -b, -c, -d u —€), 10k je kox mwumieBa mpucyran camo CD1d (36, 37).
Xemujcke rpyme, ykibydyjyhu engoreHe nunuje, cUHIOIMNNUAE U TIULEPOIUIIUIE, Kao U
er3oreHe JIMIMUAE Kao INTO CYy aHUTHIEHW MHKpoopranuszama Sphingomonas spp, Borrelia
burgdorferi, Streptococcus pneumonia, Helicobacter pylori Be3syjy ce 3a CD1d monexyn u
crumymuiry NKT henuje (12). 36or orpanuuene pasnonukoctu TCR penentopa, NKT ce
cMmatpajy henmmjama ypoheHe UMYHOCTH W pearyjy Ha camO HEKOJHWKO JIMITUIHUX aHTHUTEeHA
(14). T'nuxomumun o-GalCer, mpBOOMTHO H30JI0BaH M3 MOPCKOT CyHljepa Kao M HEroBa
BemTauky cuHTerucana popma KRN7000, npencraibajy criennpuyHe er3oreHe Juratie 3a
xymane u mumgje NKT hemuje (17). Melhytum, HegaBHUM cTyaujaMa je UACHTU(DUKOBAH
MeTaboIMUKH YT Y UMYHCKUM henujama kojum HacTajy engorenu auranan NKT henwmja, o-
rnykoswiiepamun  (enri.  a-glycosylceramide, a-GluCer) u o-GalCer (18). Ortkpuhe
engoreror a-GalCer-a yka3aio je Ha aieKBaTHOCT yroTpeOe OBOT jeINCHa 33 UCTIUTHBAKE
ouonoruje NKT henuja. Mumje NKT henuje npenosnajy xymanu CD1d monekysn u o0paTHO
(38), mto moTBphyje (GU3MOOIIKY PEIEBAHTHOCT MHIIJUX MOJENA 3a MCIUTHBAKE YIIOTE

NKT henuja y ”MyHCKOM OZTOBODY.



Axrtusanja NKT hemuja a-GalCer-om y3pokyje 6p3y mpoaykuujy Thl u Th2 rmurokuHa,
ykpyuyjyhu IFN-y u IL-4 (13, 33). OBakaB 0AroBOp JelllaBa C€ HEKOJIMKO CaTH HAKOH
aktuBanuje, oozupom na NKT henmje konctutyruBHO excripumupajy MRNAS 3a momenyre
murokune (33). AxruBupane NKT henuje nponykyjy u OpojHe Ipyre HUTOKHHE Kao LITO CY
IL-10, IL-3,IL-5,IL-9, IL-13, daxTop Hekpose Tymopa (enri. tumor necrosis factor alpha,
TNF-a), IL-17,IL-2, IL-21, IL-22 u komoHOocTHMYyIupajyhu (akTop TrpaHylIoONHTa U
makpocara (earit. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) (39, 23).

Cauka 1. Mexanu3zam aktuBanaje NKT hennja.

1.2.2. Uarepakuuja NKT hesnuja ca heaujama umyHcKor cucrema

Kounsepaujom y Thl, Th2 unu Th17 unrtokuncku npodun, NKT henuje momynupajy kako
ypohern Tako u creueHn umyHcku oarosop (40, 41, 42). IMokazano je ma NKT henuje
MPOAYKIHjOM IIUTOKWHA WIIM TUPEKTHUM KOHTAaKTOM YTHUY Ha MOOWIIM3AILN]y U aKTHUBAaIU]y
NK hennja, CD8" T mumdonura, makpodara, Heyrpoduna u eosunoduna (43, 44, 45, 46,
47). IFN-y xoju mpoaykyjy NKT henuje mojauaBa ¢aronurosHy cnocoOHOCT Makpodara kao
U BUXOB KalalUTeT Jja eIMMUHNITY OakTepuje, U yjeaHo moounuie u aktusupa NK henuje
u CD8" T mumdpouure (48, 49, 50). Takobe, in vitro je zabenesxeno ma NKT hemuje
akTuBHUpHpajy B mumdonnre, mpoMoBuIlly BUXOBY Nposndepanujy U NpoayKIHjy aHTUTENa
(51). Hnrepakimmjom CD40L-CD40, NKT henuje crumynumry aeHaputcke henuje na
nponykyjy IL-12, xoju je Bakan 3a oapxaBame Opoja u aktuBammjy NKT henmja (52).

Jupextau  kontakt NKT hemuja u  IL10" Heyrpodmma, y3pokyje KoHBep3ujy




HMYHOCYIIpECUBHMX HeyTpoduna y hemmje xoje mnpoxaykyjy IL-12 u mnpomouiry
undnamanujy (53). McroBpemeHo, Takohje TUPEKTHUM KOHTAKTOM, HEYTPOQHIA MOIY a
CYIPUMHUPA]y MPOAYKIHjy HUTOKMHA y MumjuM U JbynckuM NKT henmjama, 3a caga jom
yBEK HeJ0BOJbHO mo3HatuM MexanusmoMm (54). NKT henuje excnpumupajy FAS nuranag
(eurn. FAS ligand, FASL) kao u cepun nporease (rmepopuH u rpaH3uM), KOjuMa JUPEKTHO
youjajy henmje mapenxuma jerpe (39, 34, 55). Jlakie, uHTEpaKiKjoM ca hearjamMa KMyHCKOT
cucrema, NKT henuje 3HauajHO yTHdy Ha TOK KaKO YpOHEHOT TakO M CTEYCHOT MMYHCKOT

OJITOBOpA Y JETpH.

1.2.3. Yaora NKT heauja y 6os1ectuma jerpe

300r CBOjUX pa3IMYUTHX UMYHOMOIYJIaTOpHUX U epekTopckux ¢pynkuuja, NKT hemmje mory
UMaTu U NpouHQIIaMalUjCcKy U aHTHMH(IaManujcKy (peryiartopHy) yiory y jerpu. Hauwme,
ocuM To3HaTor nmporekTuBHOT edekra xenatuuHux NKT henuja Tokom ypoheHnor umyHckor
OJIFOBOpa Ha BUPYCHY HHGEKUH]y U Tymop, BehuHa 10 maHac 00jaB/bEHUX KIMHUYKUX
crynrja ykasyje na NKT henuje nupexkTHO WM MHAUPEKTHO OTPHUHOCE MPOTPeCcHju OOJIECTH
jerpe (56).

Tokom unpnamanuje NKThenuje murpupajy y jerpy. Ilokazano je na je ko mamujeHara
000JIeIMX 0] IPUMAPHOT OMITHjapHOT XoJaHruTHca (eHri. primary biliary cholangitis, PBC)
y mopehewy ca 3apaBUM JpyauMa nporeHtyanHa 3actymibeHocT NKT hemmja oko
HHTEpIIOOyIapHuX OwnujapHux Kananuha 3Hadajuo Beha (57). Cryauje y Kojuma je
a”anasupan Opoj NKT henuja y jerpu m xpBu namnujerara o6oinenux oj PBC u 3apaBux
oco0a, ykasalie cy Ha u3pakeHy Murpanujy opux henuja u3 kpsu y jerpy (58). Takohe, 6poj
NKT henuja y nepudepHoj kpBu ocoba 000X OJ] CTEaTO3€ JeTpe je 3HA4ajHO CMAbEH y
onnocy Ha 6poj NKT henuja y kpBu 3apaBux, mTo ykasyje Ha moommm3anujy NKT hennja ca
nepudepuje y oboneny jerpy (59). [losehan 6poj xenarnunux NKT henuja yjento je npahen
Behom ekcnpecujom CD1d monekyna Ha memOpanu Kymdeposux hemuja (60, 61). V
y30pIuMa jeTpu Jiete o0osienie 0] ayTOMMYHCKOT XeMaTUTHCA JIETEKTOBAH je mopact Opoja
NKT henuja, nok je y nepudepHoj KpBH BUXOB Opoj 61O cMameH y nopehemy ca 3apaBoM
neuoM (62). bpoj xematmunux NKT henuja ce ca paszBojem Oonectu mosehaBa u y jeTpu
namujeHara obonenux on BupycHor xemarutuca C u B, a xponunurer oBe 6ojectu jerpe
KapakTepuine yredarsbuBu mopact excrpecuje CD1d va APC y jerpu (63, 64). V ckiany ca

THUM, KOJ MalijeHaTa ca XeMaTUTUCOM KOjU JoOpo pearyjy Ha NMPUMEHEHY aHTH-BHPYCHY



Tepamnujy JCTEKTOBAHO j& CTAaTUCTHUYKW 3HadajHO cMameme Opoja NKT hemumja y jerpwm, y
nopehemy ca margjeHTHMa KOju JIOoIdje pearyjy Ha tepanujy (65).

3nauaj aktuBanuje NKThemuja 3a mporpecujy obosbema jeTpe je TmoTBpheHa y HEKOIUKO
anumanHux moxena: HBV undekuuje (66), akyrHor xenatutuca (67, 68, 69, 70), npumapHe
owmjapue 1upose (71, 72, 73), Tokcuunux omrehema jerpe (74, 75, 76), HEAIKOXOJHE

creatose (77, 78, 79) u ucxemujcke 6oaectu jerpe (80, 81, 82).

1.3. PET'YJIATOPHHU T JIMM®OLUTHU

Perymatopuu T nmumdonutu (eura. regulatory T cells, Treg) npexacrasspajy cyononynamujy T
auM(ponUTa Koja UMa BaXHY YJIOTY Y CYNPECHjU MMYHCKOT oAroBopa. Treg mumdounutu ce
Mory noaenutu Ha ypohene Treg nmumdonunTte Koju cBoje peryiaropHe (GpyHKIHje CTHUY Y
tumycy (83) u mHaynumounHe Treg mumdonuTe Koju HacTajy AudEpeHIHjalijoM 3penX
KOHBEHIMOHATHUX T numdonura ycnex cyOONTUMAIHOT H3Jaramkba aHTHUTCHHMa W/WIN
koctumynaruju (84). Treg numdonute Kapakrepuine ekcrpecrja mosiekyiaa CD25 (a nanan
peuentopa 3a untepieykud 2), CTLA-4 (enrn. cytotoxic T lymphocyte antigen-4) u GITR
(enrn. glucocorticoid induced TNRF family related gene) (84). Mehyrum, crnenuduanum
MapkepoM oBux henmuja cMmatpa ce TpaHckpunmuonu (akrop FOXp3 (enrn. Forkhead helix
transcription factor p3) koju cynpumupa reue 3a IL-2, IL-4 u IFN-y, crora je Baxkan ¢akrop
HAacTaHKa, pa3Boja M cymnpecopckux ¢yHkimja Treg numdonuta (85). HMuxubupamem
TpaHcKkpunuuje reHa 3a IL-2 xao u rena 3a penenrop 3a IL-2, Treg numdonutu cipeuasajy
nponudpepannjy edexropckux T hemuja (86), mox mocpeactBom CTLA-4 u memOpaHckor
TGF-B 3aycraBipajy axtuBauujy mumdormra (87, 88). JIUpeKTHUM KOHTaKTOM ca
neaaputckuM henmjama Treg mumdonmty noehaBajy ekcrpecujy reHa 3a WHAOJIaMUH-2,3-
nvokcurenasy (enrn. indolamine 2,3-dyoxigenase, IDO) y aenaputckum hemujama. IDO
pasrpalyje eceHuujanHu TpunTodaH M y3poKyje HaCTaHaK MMYHOCYIIPECUBHUX MeTaboIuTa
IITO 3a MOCIEAUIY UMa cynpecHjy hyHkiuja epekropckux T mumdormta (89). Excripecujom
monekyna CD39 u CD73 Treg nmmdoruru pasrpalyjy anenozunTpudocdar (eHrdi.
adenosine triphosphate, ATP) 1o anenosuna koju Takohe cympumupa edexkropcke T
mamponute (90). OcuM TOMEHYTMX WMYHOMOJYJIATOpPHUX edekaTta, mokazaHO je jaa Treg
TuM(GOLIUTH MHXUOUPAjy CHHTE3y M MPOMEeHy Kiace anTurena B mumdonmra (91), cmamyjy
urotokcnuky akTuBHOCT NK (92) m NKT henuja (93), ka0 ¥ CHOCOOHOCT ACHAPUTCKUX

henuja na oOpalyjy u npesentyjy anturene T mumdonutima (94).



1.3.1. Yaora Treg ammdounta y 60jiecTumMa jerpe u lbuxoBa uHTepakmuja ca NKT

heaujama

Treg mumdpouutu ynne ox 0.5% no 1% ykymHor Opoja nmuMdonuTa MPUCYTHUX Yy jeTpU
3apaBux Jbyau (95). GakTopu KOju KOHTPOJIMIILY MUTPALIUjy U 3a/ipKaBambe Treg muMdonuTa
y uH(pIaMUpaHo] jeTpH Kao U yJIora OBe Momnyanuje hemuja y cynpecuju UMyHCKOT OJIroBopa
y jeTpu joIl yBEK je MpeIMeT WHTEH3MBHOT UCTpakuBama. Ilo3Hato je ma je Opoj Treg
muMmdonuTa y nepudepHoj KpBu 00osennx oJi ayrouMyHcKor xenarutuca u PBC 3nauajuo
MamH y mnopehemy ca HBUXOBUM IMPHCYCTBOM Yy KpBHU 3iapaBux ocoba (96, 97, 98, 99).
[ToBehana 3acTymibeHocT oBHX henuja y 0001€I10j jeTpH je ToBe3aHa ca MambUM olTehemeM,
JOK je Maiu 6poj Treg mumdonuta npahen Behiom Hekpo3om xemaronuta (100). MuTeH3uBan
MHQIIYKC TPOTEKTUBHUX | reg muMQoruTa y jeTpy HacTaje ycien uarepakuuje E xanxepuna
excripumupanor Ha engoreny u CD103 monekyna uckasanor Ha memOpanu Treg smMdorura
(101, 102). Ekcme

pUMEHTHMa Ha KMBOTHIAMa Cy MOTBphHEHW Hanasu KIMHUYKUX cryauja. Jerutenmja Treg
mamdonura, mnpuMeHoM aHTU-CD25 aHTuTena, y3pokyje ITUCEMHHOBAHY HEKPO3y
XemaTonuTa, MoK agontuBHu Tpanchep CD4'CD25'Foxp3” T hemmja, penykyje omreheme
jeTpe MuIleBa HM3a3BaHO MpuUMeHOM KoHkaHaBanmuHa A (ConA) (100). Treg mumdorutu
IITUTE XEMaTOLMTe Ha Ta] HAYMH MITO cynpumupajy edekropcke T nmumdorure Koju cy
uHOWITpUCAIN WH(IAMUpaHy jeTpy: AupekTHo, naTrepakurjom CTLA-4 monexyna Ha Treg
mumdorurima u ca CD80 nu CD86 numranamma Ha edexkropckum T muMpoOUUTHMA, HITH
UHIUPEKTHO, cekpenrjom TGF-B (100). Wei u capaguuiy cy mokasaiu Aa y KHBOTHHA Ca
nenermjom rena 3a 1GF-f penentop (TGFBRII knockout) nakon mpumene Con A Hacraje
TeIlIKa TMCEMUHOBaHA HeKpo3a Xxenaronura npahena BucokuM mopramuterom (100).

HNako Treg u NKT henmje Mory He3aBUCHO peryiucaTd HMMYHCKH OATOBOpP, HEIABHO
o0jaBJbeHE CTY/Mj€ yKa3yjy Ha 3HauajHy yJIOry MHTEpakKlldje OBe JBe IMomynauuje henmje
TOKOM HH(IIamManujckor oarosopa y jerpu. Ko o6onenux oJl ayTOMMYHCKOT XeraTUTHCA U
PBC 6poj u umyHoperynatopaa ¢pyukuuja Treg aumdorura cy cmamenu (103, 104) mok je
opoj NKT henwuja, rmaBaux edexkropckux henuja y oBum 6osectuma nosehan (57, 105, 106).
Hakne, mopemehen omHoc u usMemweHa uHTepakiuja Treg u NKT henuja 3HauajHO
JONPUHOCH MATOr€HE3UW ayTOMMYHCKHMX OoyiecTH jeTpe. Y Mojeny aKyTHOT XeraTHTHCA je
nokasano na a-GalCer-om crumynucane NKT henuje macoBHO MoOwmmuiny Treg mumbonute
y jeTpy, IITO HaBoAU Ha 3akibydak aa cy NKT henuje rimaBHM KOOpAMHATOpHU 3alajbemha Y

jeTpu, He camo 300r CBOjUX MpoMH(IIaMaIMjCKUX CBOjcTaBa, Beh M 300r YMEHMIE A2



peryiauIny HakyIlJbatkbe HMyHocyrnpecuBHHX Ireg y jerpy. Crumynucane NKT henuje
cekpetyjy IFN-y xoju akTuBMpa IMTOKMHCKO-XEMOKHHCKY KacKaay OJTrOBOPHY 3a J0Ja3aK
Treg mumdponmra u3 xkpBu y unpiaamupany jerpy. IFN-y 3nagajuo mosehaBa excmpecujy
CXCL10 y jerpu, nmuranga 3a CXCR3 peuenrop uckaszan Ha Treg mumdormruma (107, 108)
mro 3a nocuexuny mMa mnosehan madnaykc FoxP3™ Treg mmmdormTa Koju IpPOIYKYjY
nmyHoperynaropae utokuae 1L-10 u TGF-B1. IIpernocraBiba ce 1a MEMOPAHCKH MOJIEKYJI
CD103 omoryhasa Treg numdormra aa octaHy 4BpPCTO Be3aHu 3a mapeHxum jerpe (109).
Murpanuja CXCR3" Treg numdonura y wundpaamupany jerpy IFN-y-nedurmjentaux
MHUIIIEBA W JKUBOTHHA KojuMma je arumkoBaHo aHTHU-CXCL10 aHTHUTENno je 3HauyajHO
penykoBana (69). CmameHy 3acTyIJBCHOCT XEMaTUYKMX HMYHOCYIIPECHBHHX 1reg
mambormrta npatu nosehan undayke NK u edextopckux CD4™ T hemmja koje mpoaykyjy

npouH(IIaMaIrjcKe MIUTOKMHE HITO PE3yJTHPa IPOTrPecHjoM akyTHOT omtehema jerpe (69).

1.4. PET'YJIATOPHHU B INM®OLUTHU

B nmumdonmtu ce mpeBacxogHO cMmaTpajy MO3UTHBHUM PETYIATOPOM HMYHCKOT OJrOBOpA,
npu demy ce epekropcke (QyHKIHje OBUX henMja 3acHMBAjy HAa MPOAYKIHUjH aHTHUTENA U
npouH(IaMalyjCKUX LUTOKMHA, Kao M TIPE3CHTOBAalbYy AaHTHUICHA IOMaradykum |
mumponutuma (110, 111). Uspas ,,perynaaropau B nmumboruru® (enra. regulatory B cells,
Breg) npeu myr cy yeenu Mizoguchi u Brana 2006. rommue (112). OBa nomysamuja
MPOTEeKTUBHUX Breg nmumdonura cynpumupa MUMYHCKH OATOBOpP M WICHTH(PHUKOBaHA je Y
OpOjHHM MoJeNMMa ayTOUMYHCKUX OoyiecTH. Y eKCIepUMEHTMMa Ha >KMBOTHH-aMa je
MOKa3aHo Jla ykiamamwe Breg nmuMdonura nmosehaBa arpecMBHOCT ayTOMMYHCKOT Ipolieca,
ITO yKa3yje Ha TO Ja ayTOMMYHCKH TIPOIIEC caM IO CeOM MPOMOBHIIE EKCIAH3H]y OBUX
henMja ka0 KOMIICH3aTOPHU MEXaHM3aM Kako Ou ce orpanuumio omreheme Tkusa (113, 114,
115). TTonynauuja Breg numdornura ce Ha OCHOBY (eHOTHIIA 1 OHONOMIKHUX (YHKIIHja MOXKE
NOJCIUTH Ha pasiuuuTe cydmomyiamuje. Mauri u capagHunu cy omucanu mnpekypcope B
nMMQOLKTA TOPEKIOM U3 MaprUHaNHe 30He ciesute kao CD21"CD23"CD1d" hemnje (116,
117). I'pyna npensohena Tedder-om mpentudukoBana je cyomomynaiujy B nmumdonura y
CJIC3MHU 4Hja je riaBHa (PyHKIIMOHAIHA KapaKTepPUCTHKA MPOIYyKIIHja UMyHOCyTIpecuBHOT |L-
10 (118, 119). OBe umyHoperynatopHe hemmje cy crora Ha3Bane B10 mumdormru, a
deHoTHncKH Cy okakaktepucane kao CD1d"CD5' hemmje (118, 119). Perymaropha
¢yakuja Breg numdonura, akTHBUpaHUX y 3ala/beHCKO] MHKPOCPEIMHU, 3aCHHUBA C€ Ha

CMOCOOHOCTH OBHX henMja a mpoaykyjy aHTH-uH¢namanujcku IL-10, kojum cynpumupajy



MPOAYKIH]Y MpOouH(IaMalnjCKUX NUTOKHHA y edekTopckuM T muMdonuTuMa u MoACTHIY
mudepernmjarujy Treg mumdornmra (120-123). Ocum 1L-10, Breg numdorut npoaykyjy u
TGF-f koju Takohe wuma BaxkHy perynatopuny ¢yuakuujy (124-126). IlocpenctBom
MHXUOMTOPHUX MOJIEKYJIa EKCIPUMUPAaHUX Ha MeMOpanu, Breg mumdonutn aupexTHUM
Mehyhennjckum KOHTAaKTOM WHIYKY]y UMYHCKY TOJICpAaHIIM]y Ha Taj HAYMH IIITO CyIPUMHUPA]Y
epexropcke T u B numdonure u MHAYKYjy peryiaatopau GeHoTun uMyHCKuX hemuja (127,
128, 129). TloBpuiMHCKM MOJICKYJIM KJbYYHH 3a HMyHoperyinatopHe ¢yHkuuje Breg
mumdoruta ¢y B7 (130), GITRL (enrsn. glucocorticoid-induced TNF receptor ligand) (131),
FasL (132, 133), PD-L (eurn. programmed death-1 ligand) (134, 135) u ekToHyKJI€OTH1a3¢€
CD39 u CD73 (136, 137). AyroaHTuTelna Koja Cy OJAroBOpHa 3a maroreHe edekre B
TUMQOIUTa, y OBOM KOHTEKCTY HMMajy NIPOTEKTHBHY YJOTY jep PEeayKyjy AOCTYIMHOCT
ayroanturena (138). Murepakuuja CD40-CD40L u npucyctBo IL-21 ctumynuiny HacTaHak
IL-10" Breg numdonura koju cynpumupajy Thl u Th17 umyncku oarosop (139, 140). Jom
jenaH on MexaHuzama kojuMm Breg numdountu cMamyjy 3anabeme jeé MHIYKIMja aronTo3e
CD4" T mumdonura mocpencteom FasL (141, 142). Jlemnenmja B mumdonura 3HauajHO
nocrnemyje HHQIAMAIN]CKH OAT0BOP y KoMme ydecTByjy CD8" T mumdormTy, mTo ykasyje Ha
cynpecuBHu epexar Breg mumdonura u Ha muToTokcmune CD8" T mumdonure (143, 144).
Breg mumdonuTi nEAYKYjy anontosy CD8" T mumdpornura n cMamyjy 6poj HATOTOKCHUKUX
TUMQOIUTA Y 3anajbeheM 3axBaheHOM TKHMBY HA Taj HAUYMH IITO CMamkeHO MpoAyKyjy IL-2
(145). Tokom cympecuje nHpIAMAIUjCKOT oroBopa Breg mumdonutu TupexTHo aenyjy u Ha
henuje ypohjeHOr HMYHCKOT OAroBOpa- cMamyjy wuHObuHITpauujy Makpodara (146),
Heyrpoduia (147) u NK hemuja (148) y unpnamupano tkuBo. IlocpeactBom IL-10, B
TUMQOIUTH UHXUOUPHPAjy ca3peBame, eKCIpecHjy Ko-ctumyiaropHux moiekyita CD80 u
CD86 na DCs xao u xamanuTeT OBHX hemnmja Ja Mpe3eHTyjy aHTHreHe W npoaykyjy IL-12
(149).

1.4.1. Yaora Breg nmumdpounrta y GojiectuMa jerpe U muXoBa mHTepakuuja ca NKT

heaujama

B numdonuTt cy npucyTHHU y 37paBoj jeTpH JbYIH, a BUXOB Opoj ApaMaTU4YHO pacTe Ipu
obosperuma oBor oprana (150). B numdorutu Moaynupajy kako ypol)eHH Tako M CTCYCHU
MMYHCKH OJIFOBOP M YyCMEpaBajy HMYHCKM CHCTEM IIpeMa HEroBOj aKTHUBALUJU WIIU

TOJICPAHIIH]H.
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VY wmopeny ayroumynckor xomanrutaca NOD.c3c4 (enri. non-obese diabetic) mwumiesa
MoKa3aHo je na B nuMdornuT mpoMoBHIy 3amaJbeHCKU OTOBOP TOKOM paHe (ase 0oyiecTH,
003upoM J1a JerUienja opux hesuja 3HadajHo peaykyje nadaamanujy y jerpu (151). Takobhe,
y MOJIely XpPOHHUYHOT omrehema jeTpe Koje je MHIIEBUMa H3a3BaHO MPHUMEHOM TOKCHHA
kapoon Terpa xmopuaa (CCly), B nmumbonutu cy wmanu mpodudporenn edexar koju je
HE3aBUCTaH O] MPOAyKIWje aHTWTenda W aktuBanuje T mmmdommra (152). 360or modpo
no3Hare mnpouH(pramanujcke yinore B ammdonura, mpumeHna nexoBa Koju eduKacaHo
cMamyjy Opoj oBux henmuja kao MmMTO je PUTYKCHMAO (MOHOKJIOHCKO aHTUTENO IMPOTHB
nporerHa CD20) je mocrana cranmapjHa Tepamnuja 3a OpojHE TyMOpe UM ayTOMMYHCKE
oonectu jerpe (153, 154). Melytum, y Moaenuma ayrouMyHckor xonanrutica y dnTGFBRII
(euru. double negative) muiieBa Kao U y XOJIAHTUTUCY W3a3BAHOM KCEHOOMOTHKOM ITOKA3aHO
je na B nmumdonutu mmajy perynaaropHu (enorur, o03upom ga in VIVO Jeruiernija OBUX
henuja 3HawajHo moropmaBa ayroumyHcku mporec (155). Breg mnmmdorutu Takobhe
CYNpHMHpAjy HH(IAMALMjCKH OATOBOP Yy jeTpu M3a3BaH akTuBanmjom CD4" T mumdonura, o
YeMy TOBOpH IOJaTaK Ja MUIIeBH aedunujeHTH 3a B mmuMdonmre HaKoH HHQEKIHje
napasutom SChistosoma mansoni pa3sujajy Texe omTeheme jeTpe U He yiase y yoOudajeHy
CIIOHTaHy PEMHCHjy TOKOM KacHe ¢asze O6omectu (156). Almishri u capanuuim cy y mojaeny
aKyTHOT XemaThThca Koju je wu3a3BaH o-GalCer-om, HeoaBHO TMOKa3aJid Ja HaKOH
crumynarje NKT henwuja, cimenu Op3a murpanuja Bl (Bla u Blb) numdonwura us
NepUTOHEANHE IIyIUbMHE W B nuMdonuTa u3 MapruHaiHe 30He cie3uHe (enri. marginal
zone, MZ) y jerpuHe cuHycouzae M oOnacT mopTamHor KpBoToka (157). [lemnemnuja B
TUMQOIUTA je TPOMEHMIIAa IUTOKMHCKY MPOoGHI ¥ 3Ha4ajHO MOropiiajga akyTHU XENaTUTHUC,
HITO je yKa3ajo Ja HakoH aktuBauuje xenatnyHux NKT henuja cnenu cHaxkan onrosop Breg
KOj€ MMajy BaXXHY YyJIOTY Yy Cylpecuju uHdIaMaluje U MOIyJalUji UMYHCKOT OATroBOpa y
jerpu (157). OBe perynaropue henuje innate-like ¢enoruna mpoaykyjy anturena ciabor
apuHMTETa, MPE3EHTY]y aHTUTEHE U NMPOAYyKYjy perynaropHe mutokune IL-10 u TGF-1
KOjuMa Cynpumupajy uHQuamanujy u ayroumyHcku mporec (158). Takobhe, ocum
aHTUMH(IJIaMallMjCKUX LMTOKKMHA, Breg ekcrnpumupajy OpojHE aaxe3uBHE MOJIEKYJIE,
peuenTope, kao u ektoeH3uM CD73 kojuma perynuiny ypoheHu U cTe4eHU UIMYHCKH O/ITOBOP
(159). AxkruBHomhy ektonykieoruaaze CD73 Hacraje aneHO3MH 3a KOjU je TMO3HATO Jia
cMmamyje akyTHo omteheme jerpe (160). Ha ocHOBY 0BHX mojaTaka MOXe €€ 3aKJbYUIHTH J1a
perynatopHe hemmje wuMajy IIUPOK CIEKTap JIeJoBaka Ha Pa3IMUATE THUIIOBE
MMYHOKOMIIETEHTHUX henuja, mTo UM 06e30ehyje Ba)KHO MECTO y XOMEOCTa3H HMYHCKOT

cucrema. Pe3yiaTatm MHOTMX HCTpaXMBama IOKa3yjy Ja Cy peryjaaTopHH JUMQOLUTH
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HE3a00WJIa3HM YYECHUIIM TMPAKTHYHO CBHUX O00JMKa HecrenupuaHor u crenuduaHor

HMMYHCKOT OJIrOBOpa y 0oJiecTuMa jeTpe.

1.5. AHUMAJIHU MOJEJIM AKYTHOI' XEITATUTUCA U3A3BAHU
AKTHUBAIINJOM NKT REJIUJA

15.1. ®yaIMUHAHTHHU XeNATUTUC HHAYKOBaH npuMenom Con A

Hajuemhe npumemuBaH aHMMaJHH MOJAENT AayTOMMYHCKOT XelaTHTHUCA C€ WHAYKYje
uHTpaBeHcKoM arutnkanujom Con A. Con A je 1eKTHH IpBOOMTHO M30JI0BAaH U3 MacyJsba (Jat.
Canavalia ensiformis). Kapakrepuiie ra apunuter 3a a-D-mannosyl u a-D-glucosyl rpymne
Koje ce Hanmase y mehepuma, IIMKOnpoTeMHnMa U rtnkoaunuanma (161).

Hakon amnukanuje makpodaru jerpe JeKTHH-Be3yjyhuM pelentopuMa MpBH MPENo3Hajy U
unrectupajy Con A u3 nwmpkynanuje (162). AxtuBupanu makpodaru 3aTHM HPOLYKY]Y
npounduamanujcke nutokunae (IL-18, TNF-a, IL-6 u IL-12) u npusnaue edexropcke henmje
y jerpy: NKT u NK henuje, kao u monuknonanso axtusupane CD4" u CD8" T mumdonure,
KOj€ AMUPEKTHUM IUTOTOKCUYKUM €(PEKTOM U MHAUPEKTHO mpoayKuujom nutokuHa (TNF-a,
IFN-y, IL-17 u IL-4) y3pokyjy MacoBHY Hekpo3y xemnarouuta (162) .

I'maBue edekropcke hemmje y matoreHesm Con A xematutuca cy NKT hemumje, mTo
notBphyje cTyauja y Kojoj je mokasaHo jga cy muiieBd neduuujentar 3a CD1d monekyn
PE3MCTEHTHH Ha MHAYKIH]y oBor Mosena (163, 164, 68). Ha ocHOBY mOMEHYTHX pe3yiTara je
3akbydeHo ga cy CD4" hemmje koje cy cmaTpaHe Haj3HayajHMjuM y pasBojy Con A
xenaTtutuca y Hajsehem 6pojy CD4" NKT henmje (162, 68). Takohe je moka3aHo u 1a cy
Vol4 knockout (Val4-/-) mumreBu pesuctentnu Ha Con A xematutuc, ma cy Vold™ NKT
henunje o3nauene kao cyonomynanuja NKT henuja oaroBopHa 3a omreheme xemarouura y
Con A xenarutucy (165). NKT henuje unnykyjy anonTo3y XenarounuTa mocpeactBom Fas
ligand:Fas wntepakuuje (166) u mpomykuujom mnpouH(piamanujckux nutokuHa IFN-y u
TNF-a (165). ¥ Con A xenarutucy, IFN-y y3pokyje amonTo3y xenaroiura nosehasajyhn
ekcrpecrjy Fas pemnentopa Ha muxoBoj MmemOpanu (167). AxkruBanmja IFN-y/STAT-1
CHTHAJTHOT TTyTa MOJCTHYE eKcrpecH]jy aaxe3nonux monekyna: ICAM-1, VCAM-1, Mig (eHr.
monokine induced by IFN-y), ENA-78 (enrun. epithelial cell derived neutrophil-activating
peptide), I-TAC (enrn. IFN-inducible T cell-a chemoattractant), IP-10 (eunrn. IFN-inducible
protein-10) Ha MeMOpaHM CHHYCOMIAIHUX EHIOTEIHHMX heluja 4YuMe MoMake HHEOIYKC
neykormura y jerpy (168). IFN-y momatHo cumynwme mpoaykinjy TNF—a koju uma

u3paxeHo xemaroTokcuuko aejctBo (169). TNF—a octBapyje aupekTaH XemaTOTOKCHYKH
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edekar BesmBameM 3a TNF pemnentope xemaronura m aktuBanujom JNK kuuaza. Ocum
TUPEKTHUM XemaroTokcuukuM edekroM, TNF—a gompuHocu omtehewy jetpe u
uHAMpekTHO: mnoBehaBajyhu excnpecujy angxesuBHor Mmoiekyna ICAM-1 Ha enpoTenHHM
henmjama jetpe umMe momaxke uH(IyKC neykonura, npe ceera CD4”™ T mumdormra (170).
Tagawa u capaguunm cy youwnu na |IFN-y nedbunujentnun mumeu HakoH npumene Con A
HE pa3BHjajy XEMaTUTHUC, JIOK ca Jpyre cTpaHe y MNpHUCYCTBY jenenuje rena 3a [TNF-a
aruukaija Con A usasuBa omrteheme jerpe (167). Ha Taj HauwH je moka3aHa IEHTpaIHA
ynora npouHdnamarnujckor IFN-y y marorenesu oBor Mojiena xemnaTuTuca.

WuTpaBencka armmkanuja COn A MOJMKIOHAIHO aKTUBUPA IUTOTOKCUYKE CcD8" T
aumMonuTe, Koju omrehyjy xemaronurte npoaykuujom nepdopuna u rpansuma (171, 172)
kao u cekperrjoM IFN-y xoju moBehaa excrnpecujy peunenrtopa cMptu Fas Ha xemaronutuma
(167,173,174). Mehyrum, CD8" T numdonurtu, 6e3 npucyctsa momohmmukux CD4" T
auMdoIMTa HE MOTY J1a y3poKyjy omrteheme xemartorura (162). Crora ce cmarpa aa nopea
NKT hemuja, CD4" T numdonutu 3ay3umajy HeHTpalHO MecTo y martoreHesu Con A

XeraTuThuca, Ha Taj HauyumH mTo Npoaykyjy IFN-y u TNF-o koju perymumy murpanujy u

aKTHBaIM]y octanux epexropckux henmja y jerpy (170, 168).

Cauka 2. UmyHonarorene3a Con A xemaruruca.
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Ca npyre cTpaHe, MHTpaBeHcKa npumena Con A |, ,mobmmume* CD4"IL-10" T mumdonure
ka0 u CD4'CD25'Foxp3*IL-10" perymatopae T mumdommte y jerpy (175) koju nmajy
MPOTEKTHBHY YJIOTY Yy aKyTHOM omtehemy jeTpe W OATOBOPHHU Cy 32 HAacTaHaK HMMYHCKE
tonepaniuje Ha Con A (176, 177). Unrepakuujom CTLA-4 Moekyna eKCIPUMHPAHOT Ha
MemOpanu Treg m meroBux juraHaga CD80 u CD86 na edexropckum T numbponntuma
uuxubupa ce aktuBaiyja epexropckux T mumdorura (178). JlomatHo, mpoaykiuujom TGF-f,
perynaTopHd JUMQPOUUTH PEayKyjy AMCEMHHOBAaHY HEKpO3y XeHmaToluTa H CMambyjy

mopTanuter Con A Tpetupanux xuBotuiba (175).

1.5.2. ®yaMHHAHTHHM XeNATUTHC MHAYKOBaH npumenom a-GalCer

a-GalCer mpencraB/ba MMOjeJHOCTAB/LCHN TJIMKOJUIMIHA aHAJIOr arejacGuHa, KOjH je
npBOOMTHO u30JI0BaH M3 Mopckor cynhepa Agelas mauritianus 1993. roauHe TOKOM
MPEIKIMHAYKUX TMOKYIIaja J1a ce MISHTH(PHUKYje HOBO aHTHTYMOPCKO TEPAIHjCKO CPEICTBO
(179). o-GalCer (xomepumjanmHo uasBan KRN7000) je wusrpahen on o-rajakrose,
durochunrosnna u amuinor yanma (Cnuka 3). Jlanac, a-GalCer je mosnatu aHTureH 3a

CD1d -peaktuBne NKT henuje mumia u yoseka (179).

u- Galactose

/ \r\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/ 26C:0 fatty acyl chain
a-Galactosylceramide

(KRN7000) - r T 18C sphingosine chain

O-glycosidic linkage

Cinka 3. XeMHjcKa CTPYKTYpa 0-rajakronepamMmuia.

Cucremckom mpumeHoMm er3orenor o-GalCer-a xojum ce crneuuduuno aktuBupajy NKT
henuje u mokpehe cHa)kaH MMYHCKHM OATOBOP Y jeTpH HM3a3uMBa C€ MHUIIJU MOJEN aKyTHOT
xenarutuca (69). MexaHu3aM HacTaHKa, MATOJOIIKE MPOMEHE KOje ce ACTEKTY]y y jeTpu
CKCIIEPUMEHTAIHAX JKUBOTHIbA, Ka0 M unibeHHna aa je o-GalCer enmmorenu nmurang NKT
henuja KoOju KOHCTUTYTMBHO NpPOAYKY]y HUMYyHCKe henuje cucapa, 4YMHE OBaj MOJEN
(U3MONIOLIKY pEeIeBaHTHUM 32 HCIIUTHBAaKE €THONATOTeHe3e, MPOorpechje U HOBUX BHJOBA

Tepanuje ayrouMmyHckor xenarutuca (18).
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Jenna noza o-GalCer-a y3pokyje akymynamujy NKT henwja y jerpw, Ha Taj Ha4MH IITO
noBehaBa ekcnpecujy CXCR6 xemokunckor penentopa Ha NKT henujama m meropor
muranja, xemoknna CXCL16, Ha cunycounaanmauM enaotenaum henmujama. Xemokunu LFA-1
u ICAM-1 ekcripumupaHu Ha €HAOTENy noaaTHo onakmarajy murpanujy NKT henuja y
jerpy (36).

a-GalCer u3 mupkynamuje npeysumajy DCs u npesenryjy ra y konrekcry CD1d moinekyia
NKT henujama koje cBojum cemu-uHBapujantHuM TCR-om npenosnajy CD1d-aGalCer
komiuieke. a-GalCer crumynumre nmpoaykiujy IL-12 u ekcrnpecujy CD40 na DCs, kao u
CD40L na NKT henujama (180). Onucana nnTepakiyja aBa Tuma hemuja 3a mocaeauily uMa
aktuBannjy NKT henuja u caspeBame DCs (180). AxruBupane NKT hemuje mpoaykyjy
mupok crnekrap murokuna ykibyayjyhu Thl (IFN-y u TNF-a), Th2 (IL-4, IL-5 u IL-13) u
Th17 (IL-17) nurokune (55), KOjuMa TUPEKTHO OPKECTPHUPA]y YPOh)CHU U CTCUCHU MMYHCKHU
onroBop Ha mnoBpeny jerpe. AxtuBupaHe NKT henuje moxasyjy ayTopeakTHBHOCT U
HOCIIeINYHO Y3pOKY]jy akyTHO otuteheme jetpe (181). OBaj dpenomeH je npahen akTuBanujom
B num¢ouunTa u npoaykiujom ayroanturena (181).

IFN-y kora mpoaykyjy NKT hemuje nemyje mpexo penentopa 1 3a IFN-y (enrm. IFN-y
receptor 1, IFNGR1) u peuenropa 2 3a IFN-y (eari. IFN-y receptor 2, IFNGR2), ycnen yera
ce aktuBupa STATI1 (enrn. signal transducer and activator of transcription 1) momekyn y
XeTaToIUTHMa, HEeMapeHXUMCKUM henujama jeTpe u hemvjamMa MMYHCKOT CHCTEMa Koje ce
aKTHUBHUPAJy IITO pe3yiaThpa pa3BojeM akyTHor xematutuca (182). IFN-y axtusupa NK
henuje y jeTpu I0K UCTOBpPEMEHO peaykyje nHpmirpanujy neyrpopuna (182). Mehyrum, 3a
pasznuky ox Con A xenaturtuca, IOKa3aHo je 1a ce xenartutuc uzazpan a-GalCer-om passuja
u y ciaydajy Heytpanuzauuje |FN-y ogHOCHO Aa je KibydHHM IMTOKHH 3a HacTaHak ourehema
jetpe y oBom Mmojmeny TNF-a xora momumHanTHO cekperyjy NKT henwje (69). TNF-a
UHAYKyje omTeheme XenmaTonura JUPEKTHUM LUTOTOKCMYKUM MEXaHU3MOM Kao U
ayTOKPUHOM U mapakpuHoM HHAyKimjoM excrpecuje FasL na NKT henujama (69). IL-4 kora
nponykyjy NKT henuje octBapyje cBoj edekar BeauBameM 3a |L-4Ra u gpl40/yc nanan, nin
IL-4Ro m IL-13Ral saHall mro MmocieTuYHO aKTUBUpA CUTHATHU Mojekynl STAT6 (eHri.
signal transducer and activator of transcription 6). IL-4/STAT6 curHajHu myT CTUMYJIHIIIE
eKCIPEeCcHjy MH]jeJIONEepoKCHAa3e U MHXUOUpa amonTo3y Heyrpoduna y jerpu. Y mnpuiior
OBOME TOBOpE CTyIHje Y Kojuma je nmemnernuja reHa 3a IL-4 wnm peuentop 3a IL-4 mosehana
arnonTo3y HeyTpoduia U CMamHiIa BHUXOBY 3aCTYIUBEHOCT y jeTpu a-Galcer-om Tpetupanux
MUILIEBa W TOCIEANYHO penykoBana xenarutuc (182). HemocpenHo HakoH akTuBanuje o-

GalCer-om, nonymanja NKT henunja koja ekcripumupa tpanckpuouuonu dakrop RORyT
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npoxnykyje IL-17, xoju moBehaBa MHOUITPAIMjy ¥ XeMaTOTOKCHYHOCT HeyTpoduta, CD4™ u
CD8" T mumdonura y jerpu (183) Yrora IL-17 y oBom Mozeny je MeljyTuM KOHTpOBEp3HA.
HenaBho je mokasano ma anti-1L-17 antuteno moehaBa excrnpecujy xemokuna MCP-1 and
CXCLS vy jerpu mro 3a mocneauny uMa nosehan mupayke edexropckux NKT henuwja u
MOTOpIIake aKyTHOT XEIMAaTUTUC a Koju je n3a3pan a-GalCer-om (184).

CnuyHo octanuMm Mojenuma akytHor oimntehema jerpe, o-GalCer wu3asuBa mponasHu
XEMaTUTHC, IITO MOTBphyje a ce AYroTpajHO YKUAAamke UMYHCKE TOJIEPaHIIMje y jJeTPH TEIIKO

HOCTHXKE Kao M Jla 0Baj Mojea 0O0JeCTH KapaKTepHIly CHa)KHH PETyJIaTOPHU IPOLECH KOjU

KOHTpOJIUIITY omiTehiee jeTpe u A0NPUHOCE HheHO] pereneparuju (182).

Canka 4. Umynonarorene3a o-GalCer xematuruca.

1.6. MESEHXUMAJIHE MATUYHE REJINJE

Mesenxumanue matuune henuje (erri. mesenchymal stem cells, MSCs) cy agyirae matnuse
hemmje, obnmka pubpobdIacTa, Koje Majy CIIOCOOHOCT caMOOOHAaBJbakha U TU(EPCHIIH]jaIN]e

y hemmje wmesomepma (185, 186). HemaBHo o6jaBibene cryauje ykasyjy ma MSCs
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KapakTepuine W (EHOTHICKAa IUIACTHYHOCT, OJHOCHO KamaluTeT Jga ce in  Vitro
mudepennupajy u 'y hemuje apyra aBa KIMIIMHA JMCTa- henmuje exktomepma (HEypoHe,

aCTPOIIUTE U OJUTOJICHAPOIIUTE) U eHoepMa (xenatorute) (187).

1.6.1. IopexkJio u u3Bopu MSCs

ITopexiio MSCs join yBek HUje MOTIYHO pasjainmeHo. Battula u capagnumnm cy ykasanm na
henuje Hacrajge eNMUTETHO-ME3CHXHMAJTHOM TpaH3umujoM Hanukyjy MSCs mo ekcmpecuju
reHa, MYJITHIIOTEHTHOCTH M CIIOCOOHOCTH MHIpalldje Ka MecTy moBpenace y TkuBy (188).
Takashima w capajHHUIA Cy JOKa3aJid Ja TOKOM eMOpuoreHese npBu nporeHutopu MSCs
BoJIe opekyo of1 Sox 1" HeypoenmTennux henmja, 10K TOKOM KaCHHjeT MOCTHATATHOT Pa3Boja
MSCs nactajy u3 apyrux uzpopa (189). OBo 3anakame He UCKJbydyje MOTYHHOCT Ja 1O
onrosapajyhum ycinoBuma MSCs mory Hactatu u ol mapakcujaaHor Me3ogepma. Behuna o
naHac 00jaBJbeHHMX CTyAaWja monpxkaBa xumoresy nga MSCs Boge MOpeKiIo  of
nepuBacKylapHux henmja- mepumuTa, 0 4eMmy TOBOpE y MPHIOT YUE-CHHIE Ja TEPUIUTH
excripumupajy Heke og MSCs Mapkepa U UCIIOJbaBajy OCTEOTESHH, XOHIPOTCHH U aUIIOTCHH
norennujan audpepennujanuje (190).

MSCs cy npucyTHe y TOTOBO CBUM MocTHaTaTHUM TkuBuMa (191), a Hajuenihe ce uzonyjy us3
koctHe cpku (enrn. bone marrow derived mesenchymal stem cells, BM-MSCs). Bbp3a
nponudepanja, ITyroTpajHO OJprKaBame Kamanurera audepeHiyjanuje In Vitro, craba
excripecuja MHC wmonekyna u caMuM THM Majd PHU3UK OJl Oq0aluBama HAKOH alloreHe
TpaHciuanTtanuje, unae BM-MSCs noroanum 3a tepanujcky npumeny (192, 193). Meljytum,
300T MHBAa3MBHOCTH TIpoIieaype 3a uzonoBame BM-MSCS, kao 1 3Ha4ajHOT cMamema Opoja
oBUX henMja y KOCTHOJ CpKH YCII€[] CTapema, IOCIEAmHUX TOJUMHAa BEJIMKAa MaXmka je
ycMmepeHa Ha antepHatiBHe u3Bope MSCs, kao mro cy mymyana Bprua (enri. umbilical cord
derived mesenchymal stem cells, UC-MSCs) u macHo TkuBo (enri. adipose tissue derived
mesenchymal stem cells, AT-MSCs) (194, 195, 196, 197, 198). IIpexnoct AT-MSCs y
omHocy Ha BM-MSCs je Ta mrTo ce mpuMeHOM Mame WHBa3WBHE IMPOLEAype KakBa je Ha
npuMep JIHIOCYKIUja u3oiyje 3HadajHo Behu Opoj henmja (198). Mzonamuja UC-MSCs je
HEMHBa3MBHA U 0e30enHa npouenypa. [Ipu crannapanum ycnosuma kyntusanuje, UC-MSCs
opxxe mpommdpepumty y omgnocy Ha BM-MSCs u AT-MSCs u mokasyjy Mamy eKCHpecHjy
Mmapkepa henujckor crapema p53, p21 u plé (199, 200). BM-MSCs, UCB-MSCs u AT-
MSCs wumajy cnuyne wmopdonomke M (QYHKIHMOHATHE KapaKTEepUCTHKE YKIbydyjyhu

MYJITHIIOTEHTHOCT U CIOCOOHOCT UMYHOMOYJIAIIH]€.
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1.6.2. Kapakrepuctuke MSCs

MSCs excripumMupajy MHUPOK CIEKTAp PA3TMUYUTHX IMOBPITMHCKUX aHTUTEHA, Yhja eKCIIPEcHja
BapHpa y 3aBUCHOCTH O] TKMBA U3 KOTa Cy M30JIOBAaHE Ka0o U MPOTOKOJIA KOJH je TPUMEHHCH 32
IBUXOBY H30JalMjy W KyiaTuBanujy. 30or tora je MelhyHapomHo apymrTBo 3a henujcky
Tepanujy AepuHUCAIO MUHUMAJIHE KpUTEpUjyMe 3a KapakTepuzanujy MSCs: aaxepeHTHOCT
3a TUIACTHKY IPU CTaHJIAPHUM YCIIOBHMAa KYJTHBAIMje, MYJITUIOTEHTHOCT (KamamuTeT
mudepennujaije y henmje meszomepma), ekcrnpecuja mapkepa CD105 (SH2, enmornmh),
CD73 (SH3/SH4, ekro5-uykieotumaza), CD90 (Thy-1) u ozacyctBo ekcmpecuje
xemarornoerckux Mapkepa CD45 (man-neykoumrapuu anturen), CD34  (mapkep
XEMaTOIMOETCKHUX MPOreHuTopa u enpoTennux hemmja), CD14 (CD11b, mapkep MoHOLIHTA M
makpodara), CD79a (CD19, wmapkep B mumdponmra), CD31 (amxe3uBHH MOIEKYI
erporennux henuja) 1 MHC monekyna Il xinace (HLA-DR) (201). (Cauka 5)

Ekcnpecuja
CD90

CD105 CD73
(SH2) (SH3/SH4)

KocTHa cpxk

— Ay K- ® CD11b

®cDp14

[MynyaHa Bpnuya

.CD79a

MSC| & @

HLA-DR ©D31

~

MacHO TKUBO

Canka 5. Ilopexino m ¢eHoruncke kapakrtepucruke MSCs. (kopuroBaHo mnpema: Volarevic V et al.
Biofactors 2017; doi: 10.1002/biof.1374).
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IMopen momeHyTux MOpPGOJOMKAX ©  (PEHOTHUIICKHX  KapakTepHCTHKa, IN  Vitro
mudepeHidjanrja 'y ocreodsiacte, aaMIONMTE W XOHApoOsacTe je ocoOuMHa Koja Ha
HajcurypHuju HaunH omoryhaBa waeHtudukamujy MSCs (Crnuka 6). Y Bume cryamja je
nokazanHo ga TGF-B1, 2 u 3 crumynumy mudepenimjaimjy MSCs y xouaponute (202).
HMukanuno msnarame MSCs komOuuanuju TGF-B3 u BMP-6 (enr;. bone morphogenetic
protein-6) u3asuBa nenoHoBame Mmarpukca xpckaBuile (203). Kao XOHApPOreHH Meaujym,
Hacynpotr Meaujymy 3a ekcnausujy MSCs, xopuctu ce DMEM ca BHCOKMM caapxajemMm
TIyKO3€ Yy KOjU ce 10/ajy OnoakTuBHU Mouiekyinu L-ipomun (40 pg/ml), ITS (enra. insulin,
transferring, sodium selenite), marpujym nupysat (100 pg/ml), nexcamerazon (100 nM ) u L-
ackopouncka kucenuna (50 ug/ml) (204). Xouaporena qudepennujanuja MSCs mokasyje ce
XHCTOJIOIIKUM Oojemuma, Safranin—O/fast green u Alcian blue, xopunihemem pearenca koju
j€ OCeTJbHB Ha MPUCYCTBO MPOTEOTTIMKAHA U TITYKO3aMUHOTJINKAHA.

In vitro uaaykuuja mudepenimjanuje MSCs y ocreobiacte MOKe ce MOCTUhid MPUMEHOM
HEKOJIMKO pa3jnuuTHX npotokosa. Tako Ha mpumep, 100 nM nekcamerasona, 50 pg/ml L-
ackopOomn 2-docdara (enrn. L-ascorbic acid 2-phosphate, AsAP) u 100 mM -
rimnepodocdara HakoH 7 10 14 maHa pe3ynryje ACTOHOBAmHEM KallHjyMa H SKCIPECH]OM
KaCHUX OCTCOT€HHUX MapKepa Kao IITO Cy CHjaJONPOTEHH KOCTH, OCTCOKAIIHMH U
octeorektu (205, 206, 207). JlekcameTa30H je TIMKOKOPTHKOCTEPOH KOjH Y 3aBUCHOCTH
O] JI03¢ MOXKE Jia CTHMYJIMIIC WIM WHXUOUpa ocreoreHy audepenuujanujy MSCs (208).
[TokazaHo je ma BHCOKE J103€ JEKCAMETa30Ha CTUMYJIHINY aTuIoreHy, JIOK HHUCKE 03¢
crumynuiry ocrteoreny audepenumjaimjy MSCs (208). HomaBame AsAP y kyarypy,
npomoBwiie npoaudeparujy hemuja u 6uocuutesy komarena (124, 125, 126 209, 210, 211).
VY xoMOMHaNMjU ca TIOMEHYTHM CyIUIEMEHTUMa, f-riuuepodocdar urpa KJbydHy yjaory y
CTBapamy KalIH(PHUKOBAHOT MaTpPHKCa, 003MPOM Ja jeé Y EHErOBOM OJICYCTBY JETIOHOBAME
kanjyM docdara Beoma cropo (126 211). Panu unmukaropu ocreoreHe audepeHnunjammje
MSCs cy mnosehana excrnpecuja ankaiaHe ¢ocdaraze Koja ce MOXKe KBaHTU(PHUKOBATH
KopuInhemeM KOMEPIHjaTHUX KHTOBA HJIM XeMHjCKHM 0ojerbeM Ha 0a3u Hadrona (212, 213),
Kao M CTBapame KalM(pUKOBAHOT MaTPUKCa KOja C€ XHUCTOJIOMIKK Hajuenihe Bepuduxyje
0ojemeM (ochaTHUX KOMIIOHEHTH MaTpukca Alizarin red—om (212, 213).

MSCs rajene y jemHoMm cnojy, y mnpucyctBy paekcamerazona (0,5 pM), 1-merwmn-3-
n3o0ytuikcantuHa (enrn. 1-methyl-3-isobutylxanathine, IBMX) (0.5 pM-0.5 mM) u
unpomerarmia (50-100uM), momnexy aaumnoreHoj mudepennujanuju (214, 215, 216, 186,
217). UucynuH je BakaH cacrojak memujyma 3a audepenuujanujy MSCs y amunormre

(nexcamerasoH, IBMX, unnomeraniut) TokoM repruoja o 2 70 5 AaHa, Kao U 3a OJpXKaBambe
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nobujeHnx amunonura y kyatypu (216). YV Behumuu cryamja je 3abenmekeHo aa 103a
JeKcameTa3oHa 3a uHAyKuujy nudepennujanuje MSCs y agunonure tpeda ga 6yne 0.5 uM
oxHocHO meT myTa Beha ox oHe kojom ce MSCs ycmepaBajy ka octeountuma. Kibydanu Kopak
y 3all0YHbakby JUIOTCHE3E j€ 3ayCTaBJbambhe NeNNjCKOT MUKITyca XOHAPOINTA TOOUjeHUX O]T
MSCs. IBMX je unxuburop docdoauecrepasze koju crpeuaa kousep3njy CAMP y 5’AMP,
IITO 3a TOCHenuIly uMa moBehaHy ekcrpecHjy MpOoTeHH KWHa3e A M XOPMOH CEH3UTHBHE
numnase (enra. hormone sensitive lipase, HSL) kao u cmamemwe nponudepanuje henuja (218).
HSL pasrpalyje Tpuamirimiepoie y TIHIEpOT U clo0O0JHE MacHE KHCEIWHE, IITO
npejcTaB/ba BaXHY peakimjy TokoMm amunoreHese (218). Excrpecuja TpaHCKPHITIIHOHOT
dakropa PPARy (enrm. peroxisome proliferator-activated receptor y) y MSCs u3a3Bana
WHIOMETAlMHOM, UTpa BaXKHY YJIOTY Yy aJMIIOT€HEe3u M octeoreHesu. Axrusanuja PPARy
IUPEKTHO HMHXHOMpa ocTeoreHy nudepeHnujanrjy npeko Wnt CUTHAIHOT TyTa, JIOK je
HCTOBPEMEHO HEOIXO/IHa 3a aaunoreny audepenumjanujy (218, 219, 220). Haume, nokazaHo
je na uzocra”ak ekcrnpecuje PPARy 3HauajHO penykyje NENOHOBaWme JUIUIHUX BaKkyola U
nponudepanujy agonoruta (217). Y uuiby norspae audepenimjaimje MSCs y agunonure,
excrpecuja Tpanckpumniuonor ¢akropa PPARY2 ce nmerekryje metogom RT-PCR. Taxobe,
JMIU/IHE BaKyoJie CHHTETHCAHE MHTpPALENyIapHO y agurnonutuma reaepucanuM u3 MSCs,

unentudukyjy ce Oil Red-O xucronomkum 60jemeM.

MSCs

AeKcameTa3oH AeKCcamMeTasoH TGF-B113

IBMX B-rnuuepodocepar

WHAOMEeTaLUWUH L-ackopbun 2-¢poccpar

AaunoreHesa OcTeoreHesa XoHaporeHesa
=0 - .‘ 3 TR T ENEA T .

-y

Cauka 6. [Mudpepennujanmja MSCs y agunonurte, ocreodj1acre W XOHApPOUUTe. (KOPUTOBAHO IpeMa:

Pittenger M.F. Science.1999; 284:143-147 u Yeh W.C. Genes Dev.1995; 9:168-181).
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1.7. UMYHOMOAYJATOPHA CBOJCTBA MSCs

OcuM mporeHuTOpckux ocobuna, MSCs kapakrepuiiry U 6p3a Mmoouau3amuja (eHria. homing),
OJTHOCHO OJUTa3aK y omrTeheHO TKHBO, Ka0 M CIIOCOOHOCT Jia MOJIYJIUPajy UMYHCKH OJTOBOP
JUPEKTHUM KOHTaKTOM ca henmujamMa MMYHCKOT CHUCTEMa WM MPOAYKIHjOM COJTYOMITHHX
daxropa (191).

Hakon cucremcke npumene, MSCs murpupajy y moBpeheHo TkuBo. [IpomHdramanmjcku
nutokuan TNF-a, IL-1 u IFN-y cekperoBanmn HakoH omrehema TKUBa, HHIYKY]Y €KCIIPECH]Y
aJIXe3UBHUX MOJIEKyJa KOJjU YUYeCTBYjy y KOTpJbakby u TpaHcmurpamuju MSCs y
eKcTparnenyiapau Matpuke. Murpamuja MSCS y 3amasbeHCKy MUKPOCpPEIMHY 3aCHUBA C€ Ha
naTepaknuju CXCL12 xeMoKHHA KOjU je MHIYKOBaH MPOWHGIaAMAIU]CKUM CTUMYJIyCUMa 1
peuentopa CXCR4 ekcnpumupanor Ha mnoBpmmHM MSCS. Henocpenno HakoH
earpaptmenta, MSCs monynupajy ypoleHH W CTEUYEHH HMYHCKH OJTrOBOpP JTUPEKTHUM
mehyhennjckuM KOHTakTOM M TapakpuHuM MexaHu3MmMoM. [lapakpuam edexar Ha hemnmje
umyHckor cucreMa MSCS octBapyjy mocpenctsom conyounnux ¢akropa: TGF-B, dakrop
pacra xemaronura (enri. hepatocyte growth factor, HGF), npocrarnanaun E2 (PGEy), IDO,
uHAYyIMOWIIHA a30T okcHl cuHTasa (enrit. inducible nitric oxide synthase, iNOS), IL-10, IL-6,
neykemujcku uHXHOuTOpHHM (akTop (eHri. leukemia inhibitory factor, LIF), daxtopom
HEKpo3e TyMmMopa ctumysucanu red 6 (enri. TNFo-stimulated gene- 6, TSG-6), xymanu
neykorutapau antured G (enrs. human leukocyte antigen-G, HLA-G) u xem okcurenasa 1
(enrs. heme oxygenase 1, HO-1) (221). (Cnuka 7)
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Cuuka 7. [lapakpunu epexatr MSCs na paznuunrte henumjcke momymanuje. (kopurosano npema: Volarevic

V et al. Biofactors 2017; doi: 10.1002/biof.1374).

HenaBHuMm cryamjamMa je TOKa3aHO Ja y 3aBUCHOCTH OJ 3amajbeHcKor muibea, MSCS
IIPOMOBHIITY WM CYNPUMHPAj]y HHGIaMalujy. Y NpUcycTBY HUCKUX KoHIeHTpaurja TNF-a u
IFN-y, MSCs cruuy npoundunamarmjcku ¢enorun (MSC1) (221) (Cmuka 8). MSC1L
nojadyaBajy oaroop T numdouura, Tako mTo cekperyjy xemokuHe MIP-la (enrm.
macrophage inflammatory protein 1 alpha), MIP-1B, (enrn. macrophage inflammatory
protein-15), RANTES (enra. regulated on activation, normal T cell expressed and secreted),
CXCL9 u CXCL10 kojuma mpuBiade JUMQOIMTE Yy MECTO 3amnabema (222). Y 0oBakBoj
cpenuan aktuBHOCT INOS y mumjum u IDO y xymanum henmjama HHje I0BOJbHA Jia
cynpumupa nponudeparmjy T  aumdponmrta  (223,224). Koueepzuja MSCs y
npouH(IaMalMjCcKu WIM aHTUMH(IAManMjcku (EHOTHUN 3aBUCH M O]l CTHUMYJaluje
peuentopa caumunux T10ll-y (enrn. toll-like receptors, TLRS) excnpuMupaHux Ha HBHXOBO]
nospiHu (225). AxrtuBanuja TLR4 nunononmcaxapumom (enrit. Lipopolysaccharide, LPS)
IIpH PaHOM OJTrOBOPY Ha moBpeny TkuBa, ycMmepaBa MSCs mpema MSCI1 ¢enotumy, mok
aktuBanja TLR3 nBoianyanom puboHykienmHcKkoM kucenuHoM (enrii. double stranded

RNA, dsRNA) wunnykyje umynocynpecuBau MSC2 ¢enorun (225). PaBHoTexxa oBa 1Ba
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CYNpOTHa MyTa TMPOMOBHIIE ox0paHy AomahuHA, anM MCTOBPEMEHO CIIpedyaBa IMpETEpaHo
omreherme TKMBA M JONPUHOCH HeroBoj penapanuju (222). Tokom paHe dasze uHbpamalmje,
MSCs cmamyjy anonTto3y HeyTpoduia, IPOMOBHUILY HHUXOBY MUTPALM]y Y MECTO HH(EKIH]je
u noehaBajy BUXOBY CIIOCOOHOCT Aa (arouutyjy 6akrepuje. Kipyuny ynory y MHXuUOUIHjH
arnonrroze Heyrpoduiaa umajy IL-6/STAT-3, IFN-B u GM-CSF (226, 227). Ha oBaj HauuH, y
npucyctBy MSCs aktuupanux npeko TLR3, oapskaBa ce pool HeyTpoduia Koju JOMPHHOCE
on0panu nomahuna ox nHdekuuje (228). Hakon mpeno3HaBama aHTUTEHA MUKPOOPTaHH3aMa
pesunentHe TkuBHe MSCS, mojauaHo mpoaykyjy ¢axrtope pacra xao mro cy IL-8 u MIF
(eurs. macrophagemigration inhibitory factor), koju npusiade Heyrpodmie u nosehasajy
BUXOBY MpouHpIaMalujcky aktuBHOCT (229). TokoMm pane ¢asze umyHckor oarosopa MSCs
noBehaBajy ciocoOHOCT HeyTpodwia aa (aronutyjy OakTeprje U Ha Taj HAYMH MOO0JBINA]Y
enmuMHHaIM]y natoreHa u3 omrehenor tkusa (230). Mehyrum, Tokom kacHe (aze UMyHCKOT
OJITOBOpa, Yy MpuUCYCcTBY BHUCOKUX KoHIeHTpanuja TNF-o u IFN-y, MSCs unnykyjy
excripecujy IL-10 y MoHouuTHMa U Makpodaruma, HIUTOKMHA KOJU MPEBEHUPA MUTPAIU]Y
HeyTpoduMiIa y TKHBO M cripedaBa okcuaatuBHu ctpec (231). OBu pesynratu ykasyjy aa y
noueTky 3anasberba MSCS wurpajy mpoumHdIamanujcky yiory, Tako IITO IPOMOBHIIY
MUTpalMjy U aKTHBAlH]y HEeyTpoduia, rnojayaBajyhu UMyHCKH OJITOBOp, JOK TOKOM KacHE
¢daze, MSCs noctajy uMyHOCYIIpeCUBHE, UHXUOUPA]y MUTpalAjy HEYyTpoduia u cupeyaBajy
noBpey TkuBa (222). PesymnraTu in Vitro u in vivo cryauja ykasyjy aBoctpyku epexkar MSCs
Ha TNpeXuBJbaBawke, Mpoiaudepannjy, axTuBauujy B numdouura kKao U HBUXOBY
nudepenimjannjy y miazma hemmje (232, 233, 234). MSCs aktuBupane mpexko TLR
peuenTopa npomoBuily mnponudepannjy u audepeHuujanyjy HauBHuUX B nmmdonwura y
henuje koje mpoaykyjy umyHornooynmuae (232). Rasmusson u capa JHHIU Cy MTOKa3ald J1a 0]
HuBoa ctumynanuje MSCs LPS-om nnm BUpyCHHM aHTHTeHMMa 3aBUCH Ha KOju HaunH MSCS
Moaynupajy npoaykuujy 1gG y B mumdbonuruma (233). TokoMm OakTeprjcke WM BHPYCHE
uHopekje MSCSs 3HayajHO cynpumHpajy OpOAYKIHM]Y aHTUTena y B numdouuntuma,
mehytum y ycnosuma kamga LPS, Cytomegalovirus wam Varicella zoster Bupyc wHaykyjy

cnabuju umyHcku onrosop, MSCs crumynuiny cekperujy 1gG (234).
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HeYTPOgWNK T nuMchouUnTH

Cauka 8. IlpomHdaamanmjcku edekaT Me3eHXHMAJIHHUX MaTuyaux hemwja. Y mouetHum daszama
3alajberba, y MPUCYCTBY HHUCKHX KOHUEHTpaudja npouHpiaamammjckux rurokuHa (IFN-y, TNF-o u IL-1B)

cTH4y TiporHGIaManujcku GperoTur. (kopurosano npema: Gazdic M et al. Stem Cell Rev 2015; 11: 280-287).

VY TKHBY y KOME je KOHIIEHTpaIl{ja MporuH(IaMaIijCKiuX IIUTOKMHA BHCOKA, IITO CE JIeIaBa y
kKacHUM (azama 3anasbema, MSCS cy aHTuuH(IaMalMjcke, CynpuMupajy nposudepanujy,
akTuBauMjy u edekropcke ¢ynkuuje T numdponmra, hemmja koje Npe3eHTYjy aHTUTEHE
(mennpurckux hemuja, makpodara u B immporura) m NK henuja, mro 3a mocienuiy uma

pemnapalyjy TKUBa M yCIOCTaB/bambe Xxomeocrase (221). (Cnuka 9)
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Canka 9. UmyHocynpecuBHo aejcrBo MSCs na henmje mmMyHckor cucrema. Y MpPUCYCTBY BHCOKE
konuenrpanyje IFN-y m TNF-a nmm ycnen axruBammje TLR3, MSCs cruuy mMyHOCYNpEeCHBHHM (DEHOTHII
(MSC2). (xopurosano npema: Gazdic M et al. Stem Cell Rev 2015; 11: 280-287).

1.7.1. Moaexkyaapuu Mmexanu3mu kojuma MSCs cynpumupajy T mumdonnre

MSCs Memajy ¢enotun u ¢ynxmuje CD4" momohmmukux m CD8' mmrorokcmukux T
mumorura (enri. cytotoxic T lymphocytes, CTLs) nupektaum mehyhenujckum KoHTakTOM
Kao M mapakpuHuM MmexaHuzmuma (235, 236). [Toka3aHo je Ja ce y OCHOBH HMHXHOUIIM]jE
npomudepanmje T mumdonurTa HamMa3w HHTEpaKIHja WHXHOUTOpHOr Mosekyna PD-1
excripumupanor Ha MSCs ca mwerosum nuranguma PD-L1 u PD-L2 na numdonutima (191).

MSCs He excipumupajy ko-crumynatopae monekyine CD80 (B7-1) u CD86 (B7-2) Ha cBojoj
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MeMOpaHH, IITO 3a MOCIEeTUIy uMa MHAYKIHjy aHepruje T nmumdormra (237). Hajpaxkuuju
conyounau dakropu kojum MSCs mapakpuno cynpumupajy T mumdonure cy IDO u iNOS
(238). IDO je ensum koju pasrpaljyje eceHIMjadHy aMHHOKUCEIUHY TpuntodaH 10
KUHYPEHHHA U TOKCHYHHUX METa00IHTa (XMHOIHE U 3-XHIPOKCH aHTPAHUIIHE KHCEIHHE) KOjU
cMamYyjy nponudepannjy ¥ HHAYKYjy anonto3y T mumdonura. Y peakiuju Kojy Kataausyje
ersuM INOS u3 L-aprununa ce cunrerrmie NO. NO uma kparak moiay-KHBOT H Aeyje Kao
CHUTHAJIHU MOJICKYJI, TaKo ImTO MHXHOupa (ochopunamujy Stat-5 monekyna (enra. signal
transducer and activator of transcription-5) y T numdonmtuma u Ha Taj HaYMH 3ayCTaBJba
wuxoB hemujcku mukinyc (239, 240, 241). Glennie u capaguumm cy mokasamud jga MSCs
CHO)XHOM WHXHUOWIIMjOM IMkiInHAa-D2 u mobehamem ekcnpecwje WHXHOUTOpA IMKIMH-
3aBUCHe KuHa3e p27kipl mory unnykoBatu aneprujy T nmumdorura (242).

Hexonuko cyauja je ykaszamo Ha Baxkuy yinory TGF-f (243, 244), HGF (243), PGE, (245,
246) u HO-1 (247, 248) y cynpecuju nponudeparmje CD4" u CD8" T mumdonura (243).
TGF-B unxuburtopHo nemnyje Ha ayrokpuny aktuBauujy JAK-STAT curnansor myra
UHTEpIeyKHHOM-2 y T numdouutuMa, 4yuMe cropedaBa ekcnansujy 1 immdonurta u
3ayctaBiba ux y Gl ¢as3u henmjckor uukiyca (249). lonarno, PGE; xoju npoaykyjy MSCs
TUPEeKTHO uHXuOuMpa mnponaykuujy IL-2, xao u excmpecujy peuenrtopa 3a IL-2 u JAKS
mosiekyna y T mumbponutuma (250). MSC-nocpenoBanoj cymnpecuju mnponudeparmje T
nuMponuTa 3HavajHo gonpuHock u  HO-1/CO, wunxubunmjom cekpeuuje IL-2 wu
naxuounujom ERK/MAP kunasHor curnansor myta (247, 248).

OcuM UMyHOCYNIpecUBHUX Mouiekyna koje MSCs npoaykyjy KOHCTUTYTHBHO, ITO3HATO j€ A2
npu kokyiaruBauuju ca T mumdporuruma, MSCs npoaykyjy 1L-10 (251) u LIF (252), wto
yKa3yje Jia je 3a UCIOJbaBamkhe HEKUX UMYHOMOAYJATOpHUX cBojcTaBa MSCs BakaH KOHTaKT
ca hemmjama wumyHckor cucrtema. AxtuBamuja Toll-like pemenropa 2 (TLR-2)
ekcripumupanux Ha MSCs ctumynuine npoaykuujy ranektiuaa y MSCs (253). Tanektun-1 u
cemaopuH-3A uxubupajy npoaudepanujy T numdponura mocpeIcTBOM HeyponuinHa-1
(254).

[lokazaHo je na BHCOKe KOHIeHTpauuje npouH@uamanujckux nuroknHa TNF-a u IFN-y
MOCTIeNly]y MPOAYKLHU]Yy CBHUX MOMEHYTHMX HMYHOCYNPECHBHHMX COJNYOUIHHX (akTopa y

MSCs u THME TOTIPHHOCE UCTI0JbaBa]y BUXOBUX HMYHOMOYJIaTOPHHUX CBojcTaBa (255).
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1.7.2. 3navyaj unrepakuuje MSCs u nenapurckux henuja y nundiaMmanuju usa3BaHoj

aktuBauujom T smmpouura

Ocum nupexktauM edektom, MSCs Mory na cynpumupajy nudepeHunjanujy u eheKTopcke
¢ynkuuje Thl, Th2 u Th17 numdornura n HHAUPEKTHO, yTHLIajeM Ha henuje Koje Mpe3eHtyjy
aaturene (237, 256, 257). MSCs unxubupajy mudepenuujarujy moHormra u CD34"
nporenuTopa y nenapurcke hemuje (258). Jennpurcke henmje ko-kyiaruBucane ca MSCs
3aycraBibeHe ¢y Y GO0/G1 da3u henmjckor nukiryca, yciie, HUICXOAHE peryianuje MUKIHHA
D2 (259). Ocum Tora, nenmpurcke henmuje Hacrane y mpucyctBy MSCs cy Hespene U
KapakTepuine ux oacycrso excnpecuje CD83, HLA-DR kao n KocTUMYIaTOpHUX MOJIEKYIa
CD40, CD80 u CD86 (260, 261). He3pene aeuapurcke hendje HUCY y CTamby Ja aKTHBHPA]y
T aumdponute, Beh ux Boge y aneprujy (258). Djuad u capaguuiu cy mokaszanu na je 1L-6
IJIaBHU IIMTOKUH KojuM MSCs mHXuOUpajy caspeBame AeHApUTCKUX henuja (262), mok je
apyra rpymna ayropa npumeHnom uaxuouropa cuarese PGEj, NS-398, mokaszana nqa PGE; uma
KJbYUYHY YJIOTY y OBOj HHTepakiuju (263).

MSCs unayKyjy HacTaHak TOJIEPOr€HUX JEHApPUTCKUX henuja, Koje kapakrepuile nosehana
npoaykija antunHpramanujckor IL-10 m cMameHa mpoayknuja HpoWH(IAMAIIN]CKUX
TNFa, IFN-y u IL- 12 (245, 264). Liu u capajHuim cy IMokas3ajiu, Ja y KO-KYJITypH ca
nenapurckuM henujama, MSCs npoaykyjy IL-10, akruBupajy JAK1-STAT3 curnanuu oyt u
CIIEJICTBEHO MHXUOMPA]y ca3peBame, cekpennjy IL-12 u cnocoOHOCT nenapuTckux henuja na
aktuBupajy T mumponuTte (265).

Hupexktnum Mehyhenujckum koHTaktoM u  npoxaykimujom PGE,;, MSCs wunxubupajy
audpepenipjanjy Thl7 nmumdonura o1 HaUBHUX U MEMOpPHjcKH mpekypcopa (257).
Wuxunbunuja Thl7 ¢enoruna je mnpaheHa mnoBehaHOM €KCIPECHjOM TPAaHCKPHUIILIMOHOT
dakropa FoxP3 u macrankom IL-10" Treg mumdonura (266). ITokasaHo je 1a aKTHBAIH]OM
Notchl curnanmnor myra juranguma (Jaggedl, Jagged2 u Delta-Like (DLL) 1, 3 u 4) unu
npoxaykijom conyommHux ¢akropa HLA-G5, PGE; u TGF-B1, MSCs npoMoBuIry HacTaHak
u excransujy CD4'CD25 FoxP3" Treg (267).

1.7.3. MSCs cmamyjy uurorokcuuku norediuujan T siumgonnta u NK heanja

HenaBaum ctynujama je mokazano na ce nHxubutopuHu edexar MSCs Ha ITUTOTOKCHYHOCT
CTLs mpeBacxomaHo 3acHuBa Ha cynpecuju npoiudepanuje CTLs, a Mmame HA AUPEKTHOM

UHXUOUTOPHOM e(eKTy Ha HHUXOBY IIMTOTOKCHYKY aKTUBHOCT (268, 269). JlupextHumM
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KOHTAaKTOM, Kao W mapakpuHo, npoxaykimujom PGE;, IDO u TGF-f, MSCs cmamyjy
excipecrjy perentopa NKG2D na CD8" T mmumdpomutnMa INTO CHpedaBa HACTaHAK
edexropckux CTLs (269, 270).

Bbpojue crynmuje cy mokasane na npu KokynrtuBanuju y oxnocy 1:1 wm 10:1, MSCs
cynpumupajy npoiudepannjy u npoaykiujy IFN-y y NK hemujama (245, 271). Ocum Tora,
aktuBupane NK henuje kyntuBucane y npucyctsy MSCs y Tpajamy 4-5 naHa umajy Mamu
UTOTOKCHYKU moteHmjan (271, 272). PenykoBana unurtorokcuunoct NK henuja ce
o0jammaBa naxuOuTOopHUM epexrom PGE,, IDO u TGF-f1 Ha excrnpecujy akTHBAIIMOHUX
NK penenropa (271, 273).

Jenuna 1o manac oGjaBJbeHA CTyaMja y K0joj je ucnutana narepakuuja MSCs u NKT henuja
je mokazana nma MSCS nopeksoM M3 KOCTHE CpXKH JbyIad IN VItr0 MHXUOWpAjy eKCIaH3Ujy
NKT henuja wu3omoBaHumx w3 mnepudepHe KpBH 3ApaBUX JaBajana, TUPEKTHUM
MmehyhenujckuM KOHTaKTOM M CEeKpenujoM conyOmnHux ¢aktopa (274). Mehytum, yTuiaj
MSCs na denorun u o¢ynkiujy NKT hemuja in vivo Huje pasmarpaH y MPETXOIHO

00jaBJbEHUM CTy/IHjama.

1.7.4. Monekynapau Mmexanusmu kojum MSCs cynpumupajy makpodare

AxtuBupane npouH(amanujckuMm curHaauma, MSCS momapusyjy TkuBHe Makpodare w3
kiaacuuHor M1 npoundaaManujckor GpeHoruna y antu-uHduamanujcku M2 dpenorun (275).
M2 wmakpodare kapakTepuile cMameHa (arouuTo3Ha aKTHUBHOCT, NoBehaHa mnpoaykuuja
umyHocynpecuBHor IL-10 u cmamena mpoaykimja IL-12 u TNF-o (276, 277). MSCs
Y3pOKYjy ToJlapu3aIiijy Makpodara TMpeKTHUM KOHTaKTOM Kao u cekpernjom PGE,, TSG-6,
IL-6 u IDO (278, 279, 280, 281). Hakou ctumynaruje MSCs meaujaropuma 3amnabema (IFN-
Y, TNF-o u LPS), tpanckpumnumonu ¢akrop NF-kB ce tpancnmommpa y jeapo MSCs,
noBehaBa ekcrpecujy nukiookcureHasze 2 (euri. cyclooxygenase 2, COX2), u wu3a3uBa
cekpernjy PGE; (278). CekperoBanu PGE; ce Be3yje 3a mpocrarianauHcke perentope EP2
n EP4 ma wmakpodarmma, wmHaykyje mnpoaykuujy IL-10 y wmakpodarmma u y3pokxyje
CICICTBEHO CMamemhe 3anabema (278). Y Mozeny NEepUTOHHMTHCA KOjU je U3a3BaH
3MMO3aHOM je Moka3aHo Aa Ha mnpucyctBo TNF-o mopekiaom u3 makpodara y TKHUBHO]
mukpocpeauan, MSCs oxaroeapajy cekpenmjom T1SG-6 koju ce Besyje 3a CD44 Ha
Makpodaruma mro y3pokyje uaxuouimjy TLR2/NFk-B curnanHor myra u cynpumupa iaby
cekpenjy npouHduamanujckux menujatopa (279). Melief u capaguunu cy 3abenexunu na

MSCs y kokynTypu ca MoHouuTHMa cekperyjy IL-6, koju ¢daBopusyje nudepeHuujammjy
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MoHoIMTa y anTruHGIamanujcke 1L-10" henmje (280). Heyrpanmsanujom IL-6 y KokynTypw,
uaxuburopuu edexar MSCs ce uzryouo (280).

IFN-y u TNF-a npucyran y undnaamupanom tkuBy, crumynuiy MSCs na cekperyjy 1DO,
Koju paszrpahyje TpuntodaH H3 MUKPOOKpPYKEHma 0 KUHypeHnHa. KuHYpeHWH TUpPEKTHO
cynpumupa nponudepanrjy T numdornura wim neinyje WHANPEKTHO, Tako INTO ycMepaBa
mudepennmjarmjy ka 1L-10" CD206" M2 makpodaruma (281). Hactamu UMyHOCYIPECUBHH
M2 makpodaru npoaykyjy CCL18 u IL-10, u cunepructiuuku ca umynocymnpecuBuum PGE;
u TGF-B nmopexiiom u3 MSCs, npomosuiy ekcnian3ujy Treg mumdpouuTta (282, 277).

1.7.5. MoJiekyaapuu Mexanu3mu kojum MSCs cynpumupajy B simmdponure

[Tokazano je ma MSCs cynpumupajy TpOAYKIHM]y aHTUTENa Kao M mpoiudepanujy
akTuBupanux B mumdormra (283, 284). MSCs cekpetyjy CCL2 koju unaktuupa STAT3 u
uHayKyje ekcrpecujy paired box protein 5 (PAX5) y miasma henujama 1mto 3a HOCIEAUILY
nMa CMambCHhe MPoAyKIrje antuTena (285).

Tabera u capagnuim cy mokasaau ga MSCs uaxubupajy dochopunanujy ERK1/2 u
uHAyKyjy aktuBauujy p38 MAPK y B nmumdonutuma mro 3aycraBiba henujcku nukiyc B
mumponuta y GO/G1 dasu (283). Cynpecuja npoaudepaije u anontoza B mumdbornuta cy
9YeCTO WHAYKOBAaHM TOKCHYHHM METa0ONUTHMa TpUNTO(haHa HACTAIUM aKTHBHOIINY eH3UMa
IDO xoju npoaykyjy MSCs (272, 284).

MSCs cmamyjy excnpecujy xemokuHckux penentopa CXCR4, CXCR5 u CCRY7, a Tume u
KaraTeT MUrpallije HAauBHUX M aKTUBHpaHux B mumbormra (284). Mako je mokaszaHo jaa
MSCs cympumupajy ekcrpecujy CD80 u CD86 na aenapurckum henujama (260, 261),
eKCTpechja KO-CTUMYJATOpPHHUX MoJieKyJa Ha B numdonutuma ce He Mema Npu

kokynTuBanuju ca MSCs (284).

1.8. UIMYHOMOAYJATOPHU E®EKAT MSCs Y AKYTHOM XEITATUTUCY

Mexanuzam akyTHor omrehema jeTpe MoOKe ce NoJenuTH Ha e ¢daze. Y TpBoj,
MHUKPOPraHU3MH WJIM TOKCHHHM JMPEKTHO omrehyjy hemujcke opraHene M akTHBHPAjy
CUTHAJIHY KacKaJy Koja HapylaBa yHyTaphemujcky xomeoctady. Y npyroj ¢aszu, y muspy
crpedaBama mporpecuje omrehema TKUBA, pa3BHja c€ UMYHCKH OJTOBOp W HMH(pIaManuja y
jerpu. CBHM TNOMEHYTHM MeXaHU3MH, ykJbyhyjyhu pasnuuure myreBe cMmpTH henmja jerpe

MOMyT amonTo3e, ayrodarvje, HEKPo3e U  HEKPOINTO3e, 3ajelH0 ca  OCTaJIuM
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naTo(U3MOJIOMIKUM TIPOIIECHMa, y3POKYjy omreheme jerpe y KoMe BaXKHY YJIOTY HIrpajy
UMYHCKH MexaHu3Mu (286).

VY mwpy mpoydaBamba MEXaHHM3aMa akyTHOr omTehema jeTpe ycrocTaBibeHH Cy OpojHH
aHMMaJHU MOJENM XEeMaTUTHCAa KOjU C€ EKCIePHUMEHTAIIHUM IKHUBOTHEAMa H3a3UBajy
XEMUJCKUM CYIICTaHLlaMa, MeTa0OJUTHMa, WH(PEKTUBHUM areHcuMa WM pPa3IudyuTHM
XUpYpIIKUM nporenypama. C o03UpoM Ha TO Jja 1O CBOJUM KapaKTEpUCTHKaMma OJroBapa
aKyTHOM, (DYJIMUHAHTHOM XEHAaTUTHUCY JbYIH, aKyTHO omTeheme jeTpe MUIIeBa M3a3BaHO
npumeHoMm Con A cmarpa ce 10OpHM MOJENIOM 3a aHATU3UPAkEe MHULMJATHUX UMYHCKUX
MexaHH3aMa Ba)XHHUX 3a pa3Boj omrehema jerpe y3pOoKOBaHOT akTuBamujoM T numdoruTa
(287, 288, 289, 290). CD4" T numdouuts MHQUITPULIY TKHBO jeTpe U CEKPETYjy BHCOKE
xonnentpanuje mutokuHa TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 u GM-CSF (288). Ocum CD4"
muM@oruTa, AUPeKTHUM MelyhelnrjckuM KOHTAaKTOM, CEKpelujoM NpoHuH(IaMannjcKux
LIUTOKMHA WIM PEaKTHMBHUX KHCEOHWYHUX paJMKaja, CMPT XENaTOLUTa MHIAYKY]y M ocTale
henuje UMyHCKOT cucTema: CD8'T mumbonut, NK, NKT henuje u makpodaru (287, 288,
290).

VY crymmjuma y xojuma je mpumeHoM Con A wuszaszBaHo omrteheme jerpe, MHUIIEBUMA Cy
ycnemrHo TpaHciiantupane MSCS, HakoH dera je 3a0eNeKeHO CMambehe OMOXEMH]CKUX U
[ATOXMCTOJIOLIKUX Mapamerapa ourehema jeTpe, a youeHa je U 3HauajHO Mamba IpoAyKIHja
npoungamanujckux nutokuHa IFN-y u TNF-a (291, 292). 3a pasnuky on IFN-y xoju Boau
XenaToIuTe y arnonTto3y nocpeacrsom Fas penenrtopa, TNF-a ce Besyje 3a TNF penenirop u
M3a3MBa aroITo3y XernaroluTa akTUBAIM]OM Kacmase 8, IITO 3a Mocieully uma ociobahame
MHTOXOH/IPHjaTHOT LIUTOXpOMaA C M akTHBalujy kacmasze 3 (293, 294). Ctora HHXUOUTOPHU
epexar MSCS Ha TpOAYKIHjy MOMEHYTHX NPOMH(IAMANN]CKUX ITUTOKWHA, JCTUMUIHO
o0janimaBa CMambEeHY alloONTO3y XeNaToluTa U CHHYCHJAIIHUX €HAO0TENHUX henuja, JeJHOT o
IJIaBHUX MexaHu3ama omitehema napeHxuma jerpe y oom moaeny (290).

Wutpacnnennuka ammkandja MSCs 3HauajHo cMamyje omreheme jeTpe y MulleBa ca
XEeTMaTUTUCOM H3a3BaHuM mpuMeHoMm Con A, Ha Taj HaymH mTO ToBehaBa ekcmpecH)jy
xematornporekTuBHOT |L-10 y jerpm m cmamyje excrnpecujy TNF-o, IFN-y u FasL y
mumpormtiMa U Kyndepoum hemmjama (295). Zhu u capagHunm cy nokasand ja
TpaHncrulanTupane MSCS cBoj MMyHOMOIyJaTOpHH edekaT OCHUM JIOKaIHO OCTBapyjy M
CHUCTEMCKH, 3HayajHO cMamwyjyhu Opoj axTuBuUpaHux UupKyaumyhux numdonura u
konnenrpannjy TNF-a, IFN-y u IL-4 y cepymy (292). Ryu u capagnuim Ccy mokasaid ja

MSCs uzonoBane u3 Tousmia (T-MSCSs) cekperyjy rajgekTHH-1 KOju HHXHOUpA MPOTYKIIN]Y
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npouHpIamanujckux nuTokuHa y T numdonuTiMa u cTBapa UMyHOCYIIPECUBHO OKPYKEHE Y

jerpu Con A-tpetupanux muiiesa (296). (Ciuka 10)
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Camnka 10. Tpancnianranuja MSCs y mogeny akytHor omrehema jerpe. MSCS n3onoBane n3 pasnmaauTux
TKHBa JEJyjy NMPOTEKTHBHO y EKCIEPUMEHTAJTHOM aKyTHOM XeNaTHTHUCY Ha Taj HauuH IITO CMamyjy Opoj
rnaBHUX edekTopckux hemuja y unpnamanuju y jerpu (CD4" T numdonura, Gr-1" meyrpoduna u CD11b*
F4/80" makpodara). MSCs cTumynuiry mpoayKIHjy XemaTonpoTekTusHOT IL-10 u cynmpuMupajy ekcrpecujy
TNF-a, IFN-y, IL-4 u FasL y CD4" mumdountuma u Kyndeposum henujama. (kopurosano npema: Gazdic M et

al. Int J Biol Sci. doi:10.7150/ijbs.20240).

ITopen NKT henuja koje ce npencraBibajy riaBHe edexkropcke henuje y maToreHe3u akyTHOT
xenarutuca, Kyndepoe u aennpurcke henmuje Takohe urpajy BakHy YyJIOTY y pa3Bojy
uHbamarjckor oarosopa y jerpu (297). Crora ce cmarpa Jja IMyHOMOY/IaTOpHU edekar
MSCs na ¢enotun u ¢yHkuuje henwja Koje NMPe3eHTY]y aHTUTEHE y JeTPH MOXKE HMAaTh
TEpanMjCKu YYMHaK y 00oJbermrMa oBor oprana. Higashimoto u capagHuim cy mokasanu aa
ce umyHocymnpecuBHH edekar MSCS mopekiioM W3 MacHOT TKHBAa y MOJCIY aKyTHOT

. . . +
XeMaTuTUCa MPUMApHO 3acHUBAa Ha cymnpecHju hemwja wmujenougne Jyoze m CD4™ T
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aumdorura (298). Tpancrutantanrja MSCS HM30/10BaHMX W3 MAacHOT TKHBA je€ peayKoBaia
6poj CD11b*, Gr-1" u F4/80" henmja y jerpm MuImeBa KojUMa je XEMATHTHC HM3a3BaH
npumenom Con A (213). Excipecuja TNF-a, IL-10 1 CXCL10 y CD4" T nmumdponuruma u
CD11b" henmjama je 6umna 3HauajHo cmameHa, kao u IFN-y, IL-4 u CXCL9 y CD4™ T
nmumdonutama, amu He 1y CD11b" henujama (298).

VY ckmany ca epexruma npumene MSCs y Con A-unaykoBanoMm omrehemy jerpe, Zhang u
capagauiy cy nokasanu n1a MSCs 3HadajHO penykyjy omTeheme XenaTonura 1 MOPTAITUTET
MHUIIEBa KOjUMA je XENaTUTHC M3a3BaH arukanujoM LPS-a, tako mto maxubupajy Thl u
daBopu3syjy Hacranak Treg ¢enoruma (299). Cmameme KIMHHUKAX 3HAKOBA U IIPOrPECH]e
6onectr je mociemuua audepennujarmje CD11c"'B220° nmpekypcopa aeHapuTckux hemuja y
nenapurcke hemnje perymaropror penorurna CD11c"MHCI"CD80"°CD86" yenen Besusama
PGE; koju cekperyjy MSCs 3a EP4 penentop u cnencrsene aktuaiuje PISK/ERK 1/2
curHaigHor myta (299). Perymnatopue nenaputcke hemuje npoaykyjy TGF-f u IL-10 kojuma
MHIYKYjy HacTaHak perynatopHor ¢penoruna T mumbonuta y jerpu (299).

Pesynratu mpeTxomaHO CIOMEHYTHX Kao W HEKOJHMKO HEJABHO 00jaBJbEHUX CTYAHja YKa3yjy
na conyOwrHn (aktopu koje cekperyjy MSCS, 0OZHOCHO KOHIWUITMOHHPAHH MEIUjyM
renepucan ogq MSCs (MSC-CM), mory OWTH [IONMYHCKO TEpalMjCcKO CPEACTBO ald U
antepHaruBa Tpancmantauuju MSCS y akyTHoMm omTehemy jeTpe y KOM 3HauajHy YIOTY
urpajy umyncku mexanusmu (300, 301, 302). Arminkanuja UMyHOMOAYJIATOPHUX MOJIEKYyJa
koje mpoaykyjy MSCs, kako y 6omycy MSC-CM Tako W eKCTpakopropasHO ITyTeM
OuopeakTopa, 3HauyajHO TmoBehaBa mpeXUB/baBame€ MHUILIEBA KOjUMa j€ HWHAYKOBaH
eKCIICPIMEHTAITHH XEMaTUTUC XeraToTokcuHoM D-ranakrozamunom (exri. D-galactosamine,
Gal-N) (300). MSC-CM 3HnauajHo cMmamyje NaHgo0yJapHU JICYKOIMTHH HHQUITpAT U
Hekpo3y hemuja jerpe (300). Takohe, HakoH aJONTHBHOI TpaHCdepa JCYKOIHUTA,
KOMIIjyTepu30oBaHOM TomorpadujoM je mnokazaHo na MSC-CM mpeycmepaBa henuje
MMYHCKOI' CUCTeMa M3 ToBpel)eHor opraHa, OHOCHO Jia jé CMameHO IMPUCYCTBO MMYHCKHUX
hemuja y jerpu BepoBaTHO TMOCIEAMIIA MOJIYyJAIMje BUXOBe MuUrpanuje yopusranum MSC-
CM (300). Van Poll u capagaunu cy motBpawiu aa cucremcka arumkandja MSC-CM
noehaBa mNpexuBJbaBakEe INalloBa M NpeBeHHpa ociobahame OMOXEeMUJCKHX Mapkepa
omrehema TkuBa jetpe y Moneny ¢yamunantHor xenaturuca (301). MSC-CM 3a oko 90%
CMamYyje arorTo3y XenaroluTa, MOACTHYE PereHepalrjy y jeTpu Tako mTo moBehaBa Opoj
xemnatormra koju nponudepunry (301).

VY wMopgeny akyrtHor omrehema jerpe koje je m3azBaHo yribeH TerpaxiyiopunoM (CCly),

Xagorari u capagaunu cy mnokazanu na MSC-CM cmamyje amonro3y henuja jerpe
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nmocpenctBoM IL-6 u FGL-1 (302). Mehytum, y Moaeny GpyIMHHAHTHOT XEMaTHTHCA KOJH je
u3azBan tuoareramuaoM (TAA), 3a pasauky ona TpaHciutantupanux MSCS koje cy
npoMoBucanie mposnudepandjy M HMHXHOUpane amomnTo3y XemaToluTa CYIpecHjoM
uapunrpauuje jetpe F4/80° maxpodaruma u komsepsumjom CD4" T mumdponura y
antuuH(panamropan  ¢genorun, amnukanuja MSC-CM  Huje wumama  3HavajaH
xemaronporekTiBHu edekar (303). Uudysuja MSC-CM je camo AeIMMHUYHO peayKoBaia
omrteheme jerpe, anu HUje 3HAYAJHO CMambUIa MOPTAIHMTET CKCIEPUMEHTATHHUX JKUBOTHHHA
(303). OBu pe3yaTaru cy HmoApKaau TeopHjy aa 3a pasauky og MSC-CM, TtpanciianTupane
MSCs murpupajy y omreheHn opraH y KOM HHTeparyjy ca hemujamMa MMYHCKOT CHCTeMa U
TOKOM IIPBUX CaTH HaKOH omTehema jeTpe UCIoJbaBajy CBOj] UMYHOCYNPECUBHHU TMOTCHIIH]jall
TUPEKTHUM VYTHIajeM Ha IWbHE henwje WM MmapakpuHO- KOHTHHYUPAHOM CEKPEIHjoM

conyomtnux meaujaropa (303).
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2. INJb PAJIA

OcCHOBHHU 1TMJb OBOT MCTpaKHBama je Ja ce ucrnura yruraj MSCS Ha maroreHe3y akyTHOT

omrehema jerpe y3pokoBaHor aktuBaijom NKT hemnuja.

v CKi1aqy ca OCHOBHUM HUJBEM IIOCTABJbCHU CY cnez[ehn CKCIICpUMCHTAJIHM 3aJ1a111.

1. buoXeMHjCKIM TECTOBMMA W KBAHTHUTATUBHOM XHUCTOJOTHjoM yTBpauTH ytuiaj MSCs Ha
aKyTHO omTeheme jeTpe n3a3BaHO KOHKAHABAIMHOM A WM 0-TaJJaKTOLEPAMHUIOM.

2. Ucnmratu yrumaj MSCs Ha ¢denorun u dyHKImje hemrja MMyHCKOT CHCTEMa Y TKHUBY
jerpe.

3. Ucniuratu yrunaj MSCs Ha muTokuHCKH nipodui y Moaenrma GyIMUHAHTHOT

XCraTruTuca.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. REJMJCKA JIMHUJA MHUIIJUX MESEHXUMAJIHUX MATHYHHUX
REJINJA

VY ekcriepuMeHTHMA je KopuinheHa KOMEpHIHjalHa JWHHja MUIJUX ME3EeHXHUMAaTHUX
matruHuX (eHri. mouse mesenchymal stem cells, mMMSCs) henuja u3070BaHKX W3 KOCTHE
cpxxe C57BI/6 mumiesa (kat. 6poj S1502-100, Gibco/Invitrogen). henuje cy KyaTuBucane y
DMEM wmenujymy (enrn. Dulbecco's Modified Eagles Medium) ca mopatkom 10% deramHor
teneher cepyma (FBS, enrn. Fetal Bovine Serum), 2 mmol/l L-rmyramuua, 1 mmol/l
neHunuina/crpentomuiiiaa, 1 mmol/l He-ecennmjanuux amuuokucenuna (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany). henuje cy y3rajaHe y acenTHYHMM YCIOBHMA y HWHKYOaTopy Ha
temneparypu o 37°C u y npucyctBy 5% CO,. ¥V ekcniepumenTtuma cy kopuiihene henuje y
YETBPTOj MACAXKH.

HemnocpenHo mpe in Vivo u in Vitro excrniepumenara, henuje cy ojipajaHe ca aHa (aacka (ca
~80% xonpayeHTHIM henmjama) KpaTKOTpajHUM TpeTHpameM pacTBopoM 0.25% TpuricuHa u
0.02% EDTA (eurn. ethylenediaminetetraacetic acid) (PAA Laboratories GmbH)
pactBopenor y PBS-y (eurn. Phosphate Buffered Salline, PAA Laboratories GmbH) y
Tpajamy 2 muHyTa. Kako O ce HeyTpanucano Jake JejCTBO TpUIICHHA, henuje cy Hajupe
pecycniengoBatne y 6 ml DMEM-a ca nogatkom 10% FBS-a u niearpudyrupane Ha 300 g 5
MuHyTa. HakoH ojyinBama cyrnepHaTanTa, henvje cy ucnupane fsa nyra y yuctom DMEM-y.
Bujabunnoct henuja je oapelhena momohy trypan-blue-a u camo ona henmjcka cycrnensuja

Koja caapxu Buiie o1 95% Bujabunnux henuja je kopuiheHa y eKcriepuMeHTHMA.

3.2/AEJIMJCKA JIMHUJA XVYMAHUX ME3SEHXUMAJIHUX MATHYHUX
REJINJA

Xymane me3enxuManne Matuyne hemuje (errni. human mesenchymal stem cells, hMSCs),
M30JI0BaHE M3 MAacCHOI TKHMBa JbYAM, J0OUjeHE Cy Yy JlabopaTopuju 3a MaTuuyHe hemnuje
Jlenaptmana 3a OuomenunuHcke Hayke [IpkaBHor ynuBep3utera y HoBowm [lazapy (304).
N3onoBane henuje cy nokaszaie agxepeHTHOCT, CIIOCOOHOCT MPOJOHTHPAHOT MMacakHpama
(mpeko 50 macaxa), KioHOreHy nponudepannjy, popmupame CFU-F (enrn. Colony-forming
unit-fibroblast) un wmyntunorentny amdepenumjamujy in vitro y hemuje me3zomepma
(ocTeoreHa, XOHApPOreHa M ajumoreHa audepeHnujanmja). IMyHODESHOTHIICKOM aHATH30M

nmokazaHo je oxcyctBo mapkepa CD34 u CD106 u mpucyctBo CD29, CD73 u CD90 na
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MeMmOpanu u3onoBanux hemuja. hMSCs cy kyartuBucane y kommuiethom DMEM menujymy
koju caapxku |-royramua (200 mM), Heecenumjanne amuHokucenuue (10 X), 1%
nenununa/crpentomuiaa (100 X) u 10% FBS. Meaujym y kome cy pacie henuje je

MemaH cBaku Tpehu naH.

3.3. REJINJCKA JIMHUJA XYMAHOI' KAPIIUHOMA JETPE (HepG2)

Y TtecroBuMma 1UTOTOKCMYHOCTH KopuinheHa je HepG2, hemmjcka nwHMja XymaHOT
kapuuaoma jerpe (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA; HB-
8065). OBa nuHHja je NOOHMjeHA M3 XEMaTOIEAYJIapHOI KapIHOMa jEeTpe ajoJIeCIeHTa
y3pacta 15 romuna. Tymopcke henmuje HepG2 cy kynruBucane y DMEM menujymy xoju
caapxu 10% FBS-a u unkybupane y armocdepu 5% CO2, 3acuheHoj BoJIeHOM MapoM Ha

temneparypu 37°C.

3.4. U30JJAIIMJA MUIIIUX XETTATOLIUTA

XenaTouTy Cy M30JI0BAHU M3 jJeTPH MHIIEBA MpeMa MPETXOTHO OIMHMCAHOM IpoTokoiy (289).
[lepdysuja jerpe kpo3 V. porta-e y tpajamy ox 15-20 MunyTa je mpBO CIpoBecHa MPUMEHOM
T1 pactBopa (0.9 % NaCl, 0.05 % KCI, HEPES 0.2 %, 0.08 mg/ml EGTA, pH 7.4) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), a 3atum npumerom T2 pactsopa (0.6 % NaCl, 0.05 % KCI, 1.2 %
HEPES, 0.07 % CaCl2, 3 g/ml collagenase Type |, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). M3Bahena jetpa je MEXaHHWYKH YCHTE,CHA CKAJIEJIOM, HAKOH Yera je YCHTHbCHO TKHUBO
pecycnernosaro y 2 ml DMEM-a (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), mporymreHo kpo3 70-
um henujcko cuto (enru. cell strainer, BD Pharmingen, USA) u uentpudyrupano 600 rpm 4
muHyTa. Jlobujenu tajor je pecnycnermoBan y 3 ml DMEM-a, npe6auen na 30 ml 37.5 %
Percoll-a, u uenrpudyrupan 1,050 rpm 3 munyra. Konauno, henuje cy pecycnennoBane y 2 ml

DMEM-a u BujabmiIHN XENaTOLUUTH Cy TIpeOpojaHH.

3.5.MHXUBUIINJA THIOJAMUH-2, 3 JTUOKCUTI'EHA3E

VY ekcniepuMeHTHMa y Kojuma je ucnutuBaHo na nu je IDO jeman ox meamjaropa Kojum
MSCs cynpumupajy xenarutuc y3pokoBaH aktuBarjoMm NKT henwmja, kopumhen je
dapmakosnomku uaxuoutop IDO-a, 1-metun DL Tpunrodan (1-MT, 860646, Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO). 1-MT je pauemcka cmema JBa crepeonzomepa, levo-1-merun tpunrodana,

koju komnerutuBHO mHxuOupa IDO1 u dextro-l-mermn TpuntodaHa KOju KOMIIETHTUBHO
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naxubupa IDO2. 1-MT je najpe pactBoped y 0.1 N NaOH unme je nanpasiben 1 MM mrok.
PH je KopuroBaHa MpUMEHOM XJOPOBOAOHHYHE Kucenuue 10 7.5. mMMSCs ognocao hMSCs

Cy KyJITHBHCaHE y MenujyMy ca goaatkom 1-MT (1 mM) y tpajawy ox 48 h (305).

3.6. AHXUBULINJA THAYIIUBUJIHE A30T OKCUJI CUHTA3E

L-NC®-monomerwn aprunus uptpar (enrin. L-N®-monomethyl Arginine citrate, L-NMMA) je
HecenekTHBHE uHXHOMTOp eH3uma INOS, koju je kopumieH y Wby HCIHTHBAbA
MexaHu3Ma uMyHomoayaatopror yrunaja MSCs na NKT hemuje. L-NMMA (Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO) je najnpe pactBopeH y 1ml ngectuiioBane Boje 10 (GUHAIHE KOHIEHTpAIIH]je
5mg/ml, nakon 4era je INOS Giokupana kyatuanujom mMMSCs ogrocao hMSCs y Tpajamy

o148 h y menujymy y npucyctsy 1 mM L-NMMA (224).

3.7. KOHAMLUOHUPAHU MEJINJYM TEHEPUCAH OJ] MSCs

V uuipy nodujama KoHAUIUOHHpaHOT Meaujyma, MMSCs oxnocao hMSCs cy 3acejane y
rycrian 10 000 hennja/cm? u KyITHBHCAHE y Iocyxama 3a KyaTypy hemuja- Trs rackoBu
(BD Falcon) y kommiernom DMEM Meaujymy Koju caiipikKu cepyM y CTPUKTHO acEHTHIHUM
ycaoBuMa y atmochepu 5% CO,, Ha temneparypu 37°C. Ilpu noctuzamy KOH(IyEeHTHOT
cratba ~80%, hemuje cy omnpane PBS-om (Invitrogen), a menujym y kome cy pacie je
3aMemaH MeIHjyMOM KOju He caapku cepyM. Hakon 48h, menujym o3naueH kao "MCS-
kouauimonupanu meaujym" (MCS-CM) je cakymbeH, nentpudyrupan 13 000xg na 4°C y
Tpajaky o 10 munyTa u 3amMp3HyT Ha —80°C 10 U3Boherma anamuse (306).

Kako 0u ce onpenuo tauan Mmexanuzam kojum mMMSCSs cynpumupajy akyTHo omteheme jerpe
y3pokoBaHoMm aktuBanujoMm NKT henuja, C57BL/6 muriieBun cy TpyrnucaHd ClIy4ajHUM
Y30pPKOBAmHEM y YETHPH €KCIIEPHUMEHTAITHE TPYTIe U jeHY KOHTPOJHY Trpyiy. MumieBn npse
eKCIICpHMEHTAIIHE Tpyle Cy HWHTpaBeHCKH mnpummin camo o-GalCer, mumeBu apyre
eKCIIepHMEHTalIHe Tpyre cy Hemocpeano HakoH o-GalCer, unrpaBencku mpummmn 200 pl
MMSC-CM, mumeBn Tpehe eKCrepuMEHTAIHE TPyIe Cy HEMOCPEIHO HAKOH aIlTUKaIfje o-
GalCer, unrpasencku mpumuau 200 pl mMSC-CM y koju je momar 1mM 1-MT, nok cy
MUILIEBH YeTBpTE Tpyne HakoH arurkanuje o-GalCer, narpasencku npumumm 200 pl mMSC-
CM vy koju je nomat 1mM L-NMMA. MuiieBu KOHTPOJIHE TPpyNe Cy WHTPABEHCKH MPUMUIN

camo 200 pl NaCl-a. 3a mporieny crenena omrehema jeTpe KUBOTHIE CY KPTBOBAHE HAKOH

37



16 catu. Jetpe cy W30J0BaHE 3a MATOXUCTOJIONIKY aHAJIM3Y, a MYHKIUJOM a0JoOMUHATHE
aopTe KPB j€ CaKyIJbeHa 32 OMOXEMH]CKY aHAIIU3Y.

NKT henuje, crumynucane a-GalCer-om (100ng/ml), cy kynruBucane 48h y muactudaHum
¢drackoBuma Ha 37°C, y armocdepu 3acuhenoj Bogenom mapom ca 5% CO; y MSC-CM y
oacyctBy umu mpucyctsy 1-MT  (ImM) oxnocio L-NMMA (1mM). Ilo wucreky
kynatuBanuje, NKT henuje cy cakymnsbeHe W aHAIM3UpaHa UM j€ IUTOTOKCUYKA aKTUBHOCT Y
peannom BpemeHy nomohy XCELLigence cucrema. CymepHatanTu y Kojuma cy henwje
KYJITUBHCAaHE CYy CaKylJbeHU W cMp3HyTH Ha -20°C y muby oapehuBama KOHIICHTpAIUje
[IUTOKWHA.

a-GalCer-om crumMynucane MOHOHYyKJIeapHe henuje W30J0BaHE W3 BCHCKE KPBH 3/PaBHX
naBanana (euria. Peripheral Blood Mononuclear Cell, PBMNC) (100ng/ml) cy kyntuBucane
y hMSC-CM y oxacyctBy wiu mpucycty 1-MT (ImM) omnocro L-NMMA (1mM), y
Tpajaby oa 48 h. Ilo mcTeky MHKyOaluje, y CylepHaTaHTHMa je MEpeHa KOHICHTpAIlH]ja

IMUTOKHHA, JOK Cy heHI/IjC KOpI/IH_IhCHC Yy TEeCTY HTUTOTOKCHUYHOCTH.

3.8. EKCHEPUMEHTAJIHE )KUBOTHUIBE

HctpaxuBame je cposeneHo Ha 8 1o 10 Hemesba crapuM Myskjaiuma, grctor coja C57BL/6
(eurn. wild type) mumieBa. Y crymujy cy ykJbydeHe JKUBOTHEG yCKial)eHe CTapocTd H
TenecHe Mace u3Mel)y eKCIepMMEHTaJIHUX TIpyna. MHUIIEBH Cy OJArajaHd Yy BHUBApHjyMy
[lenTpa 3a MOJIEKYJICKY MEAMIMHY W MWCTpakMBamka MaTHUYHuUX henuja, Paxynrtera
MeIUIMHCKUX Hayka y KparyjeBiy. TokoMm Tpajama eKCIEpUMEHTa XHUBOTHEE Cy HUMalle
c11000/1aH MPUCTYT XPaHU U BOJIH.

CrpoBezieHO HUCTpaxuBambe 0700puia je ETnuka KoMucHja 32 eKCIIEpUMEHTAIHE )KUBOTHHE
dakynrera MEAMLIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y KparyjeBuy Opoj 01-5865 on 02.06.2015.

TOJTHE.

3.9. THAYKIHUJA EKCIIEPUMEHTAJIHOI' ®YJIMHUHAHTHOI' XEITATUTUCA
KOHKAHABAJIMHOM A

WutpaBencka armmmkanuja Con A, y poky o 24 cata, y3poKyje TEHIKO, akyTHO omTeheme
jeTpe MulleBa MOCPEJOBAaHO UMYHCKUM MEXaHHW3MHMMa, KOje MO CBOJUM KapaKTepHUCTHKaMa
oJroBapa akyTHOM, (ynMmuHaHTHOM xematutucy Jbyau (162). Con A (kar. 6poj C5275,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) je najnpe pactBopern y 1 mL 0.9% NaCl, no ¢punanue

KOHIeHTpauuje Smg/mL. ¥V umipy m3azuBamba e€KCHEPHUMEHTATHOT Mojeia ()yJIMHHAHTHOT
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xenatutuca (T38. CON A HMHIYKOBAaHOT XEIMaTWUTHCA), CBH MHIIEBH KOJU Cy MPETXOIHO
HACYMHYHO CBPCTaHU Yy €KCIIEPUMEHTAJIHE TPYIe, MHTPAaBEHCKU cy mpumiin Con A y no3u
12 mg/kg TT, pactBoper y ¢usuonomkom pactBopy (0.9% NaCl). MumieBuma je

MHTPaBEHCKH arumkoBano 1o 250uL pacrBopenor Con A (Con A rpyma) (287).

3.10. ”THAYKHIUJA EKCHHEPUMEHTAJIHOI' ®YJIMUHAHTHOI' XEITATUTUCA
o-TAJIJAKTOEPAMUIOM

3a pasnuky oq Con A Koju je NOJMKIOHATHHM akTHBaTtop Jmmdonuta, a-GalCer unaykyje
ceruduuny u cHaxny aktuBaiujy NKT hemuja (307). 36or Tora a-GalCer-om unykoBaHo
omreheme jerpe MUILIEBa NPEICTaB/ba J00ap EKCICPUMEHTATHH MOJIEN 33 IPOYYaBarbe
unrepakuuje MSCs u NKT henuja in vivo. a-GalCer (xar. 6poj 67576, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) je pactBopeH y 5.6% cykposu, 0.75% L-xuctumuny u 0.5% Tween-20, 1o
¢unanne konuentpanuje 500 uM u 3arpejan Ha 60-80°C y Tpajamby 071 HEKOIMKO MUHYTa. Y
by m3asuBama o-GalCer xemarutuca, CBM MHIICBH KOjU Cy MPETXOTHO HACYMHYHO
CBPCTaHU Yy SKCIIEPUMEHTAJIHE TpyIe, UHTpaBeHCkH cy npummin o-GalCer y no3u 50ug/kg

TT, pactBopen y 200uL 0.9% NaCl (a-GalCer rpyma).

3.11. AIIVIMKAIIMJA mMMSCs

Henocpenno nakon mpumene Con A oxnocHo o-GalCer muriieBnma cy TpaHCIIaHTHpPaHE
MMSCs y satepanny penHy Beny, v mo3u ox 5 X 10° hemnja pecycrnenmoBanux y 200 pl
NaCl-a. JKuBoTHIG M3 KOHTPOIHHX TIpyma mnpummie cy camo 5 X 10° mMSCs

pecycniennoBanux y 200 pl NaCl ognocuo camo 200 pl NaCl-a.

3a mporeHy creneHa omrehema jeTpe paheHe cy OMoxeMujcke U NaTOXUCTOJIOMIKE aHAIIN3E.

3.12. AETEKIIUJA TPAHCIINTAHUPAHUX mMMSCs Y JETPU MUILLIEBA

MMSCs cy obenexerne (iyopecieHTHOM 00joM KapOOKCH(ITYOPECITUH TUAETAT CYKITHHUIT
ectpom (CFSE; Molecular Probes) mpema ymyrerBy mpomssohaua (308). 5 x 10°
¢dnyopecueHTHO obenexennx MMSCS je TpaHCIIIAHTHPAHO MHTPABEHCKU ITyTEM JIaTepajHe
perHe BEHE MHIIeBMMa HENOCpeAHO HakoH arummkammje COnA omnocHo o-GalCer-a.
MomnonykieapHe henuje n30J0BaHe U3 jeTPU €KCIIEPUMEHTATHUX KUBOTHEA 8 h mocie Con

A, onrocuo 2 h mocie mpumene a-GalCer-a cy ananusupase mpoOTOYHOM IIUTOMETPHjOM.
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3.13. AEIVIEIMJA PEI'YJIATOPHUX JINMM®OLUTA

Jla 61 ce ucnuTao 3HaYaj peryjaaTopHux JuMdoIuTa 3a uMmyHocyrnpecuBau epexatr mMSCs y
akyTHOM omTehemy jeTpe koje je m3a3BaHo aktuBammjoM NKT hemmja, mMumeBuma cy
neruieTupanu perynatopau T omHocHO perynatropHu B nmumdonwmtu. 3a gemenujy Treg
mumdoruta koputrher je nukinodochamun (enra. cyclophosphamide, CY), (Galenika A.D.,
beorpan, Cpbuja) Koju je MUIIIEBMMA allJIMKOBaH HHTpanepuToHeanno y qo3u 10 mg/kg TT,
3 ganma mnpe ammmkanuje o-GalCer-a (297). Breg mumdornuta cy AemicTHpaHH
uHTpanepuToHearHoM npuMmeHoM antu- CD20 antutena (Clone 5D2, Genentech, Inc., San
Francisco, CA), y no3u 10 mg/kg TT (157).

3.14. BUOXEMUJCKA AHAJIM3A OIUITEREBA JETPE

MumieBu cy XpTBoBaHM 24 cara HaKOH MHTpaBeHCke nmpumene Con A, oxHocHO 16 cartn
HAKOH MHTpaBeHCke arukaije o-GalCer-a y atmocdepu 3acuhienoj auetunerpom (BETA
HEM, beorpan). KpB je cakymubeHa nmyHkuujom adbgoMuHanie aopre. Hakon koarynanuje 30
MUHYTa Ha COOHOj TEMIIEpaTypH, CEPyM je n30soBaH neHTpudyrupamem (20 muryra Ha 3000
rpm) pamu oapehuBama TpaHcamuHasza. TpaHcamuHase cy mepeHe Ha amapaty Olympus AU
400 (Olympus Diagnostica GMBH, Hamburg, Germany), a xopuinhemem Olympus AU
reagents kuroa 3a mepewe ACT u AJIT (Thermo Infinity AST(GOT) Liquid Stable Reagent
& Thermo Infinity ALT(GPT) Liquid Stable Reagent for  Olympus
AU400/AU600/AU6G40/AU2700/AU5400 analysers) y cknany ca npenopykom npou3sBohaua

U panuje myonukoBaHuM mporokonuma (309, 310).

3.15. TATOXHUCTOJIOIIKA AHAJIN3A

MuieBu Ccy KpTBOBaHHM 24 caTa HaAKOH WHTpaBeHCKe mpumene Con A, omHocHO 16 catm
HAKOH WHTpaBeHCKOr jaBama «-GalCer-a, HakoH Yera Cy WM jeTpe H30J0BaHE 3a

MATOXHUCTOJIONIKY aHATTU3Y.
3.15.1. MU3paaa naToXucTOJOMIKHUX Mpenapara

Henocpeano HakoH u3omnaiuje, TKUBO jeTpe je ¢uxcupano y 10% pactBopy popmangexuia
Ha coOHO] Temmepatypu. Bomymen ¢ukcatuBa je 6mo 10 myra Behu om BomymeHa TKHBA.

OO6paleHo TKHMBO je YKalTylJbeHO y nmapaduHcke OJIOKOBE U MOMONY MUKPOTOMA Cy HCEUYEHHU
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pezoBu nebspuHe 5 pum. Ilpecenw cy HaHENIEHWM Ha TpEeAMETHA CTakia, a 3aTUM OO0jeHH

oaroapajyhom TEXHHKOM.
3.15.2. bojeme xeMaTOKCHJIMHOM H eo3uHoM (H&E)

[MapaduHCKH HMceyln Cy NPETXOAHO 3arpejanu y TepMocrary Ha +56°C y tpajamy on 45
MUHYTa. 3aTHM Cy JenapapuHUCAaHH Y KCHIIONY U ypal)eH je TOCTymaK pexuaparaiuje TKUBa
UCTIHpamkeM y OmnaaajyhuM KOHIEHTpalMjamMa €T ajlKoxoja: 2 myTa Mo 5 MHUHyTa y
arnCoJIyTHOM aJIKOXOJy, IOTOM 5 MuHyTa y 96% ankoxony, 5 munyta y 90% ankoxomy, 5
MuHyTa y 70% ankoxoiy U Ha Kpajy 5 MUHYTa y AecTuioBaHoj Boau. [Ipemnaparu cy 60jeHu
Mayer-osum xematokcuaraom (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 munyTa a 3aTuM Cy
WCIpaHH JAECTUIOBAHOM, a TIOTOM M TekyhoMm Bomom 5 munyta. [Ipenaparu cy 3atum 0ojeHn
ankoxoiaHuM eo3uroM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 munyta. Hakon 60jerba TKUBO
je IexXuapaThcaHO M IPOCBETJ/HEHO Yy KCUJIONy. 3a Mpoliec Aexujparaidje KopuinheHe cy
pactyhe KOHIIEHTpalLyje alKoxona U To: 5 Munyra 'y 70% ankoxoiy, 3atuM 5 munyta y 90%
alKoxoiy, 5 muHyTa y 96% ankoxoily W Ha Kpajy 2 myTa MO 5 MHHYTa y alcOJXYTHOM
ankoxoiy. Hakon Gojema u moctyrnka nexuapaTtanmje, J001ujeHH MpernapaTu Cy IpOCBeTJbeHU
noTanameM | MUHYT y MEIIaBUHU KCUJIOJA U allCOIYTHOT aJIkoxoJia y oaHocy 1:1, a moTom 2
mnyra mo 1 MHHYT camo y Kcuiony. TKHBHM HCEYIM CYy NPEeKpUBEHU KaHajga Oan3zaMoMm
(Canada balsam, Centrohem, Cp6uja) 1 mokpoBHUM cTakinMa. HakoH 24-4acOBHOT CYIICHa

npernaparu cy aHaJTM3upaHu o] cBeTiocHIM Mukpockoriom (Olympus, Japan).

3.16. U3BOJIAIMJA MOHOHYKJIEAPHUX REJINJA U3 JETPE

CBu MuILIEBH KOjUMa Cy M30JI0BaHE MOHOHYKJIeapHe henMje u3 jeTpe cy KpTBOBaHM § cara
HaKOH MHTpaBeHcke npumeHe Con A, OJHOCHO 2 caTa HaKOH MHTPABEHCKE NPUMEHE o-
GalCer-a.

Hakon mTo je m3BaheHa jeTpa M YyKJIOWEHa XKydyHa Keca, ypaheHa je mepdysuja jerpe
arumkoBarkbeM 7 ML PBS-a kpo3 V. porta-e. Jetpy je ycuTmeHa MakasullamMa W HEXHO,
,,[IOJIyroM’’ HIMpHIla, 3Apo0sbeHa Kpo3 200uMm uenuyHy Mpexy, a 3aTuM je henujcka
cycrieH3uja npomymreHa kpo3 henmjcko curto. Jlobujenn canpikaj je pecycnenaoBan y 50 ml
RPMI-1640 wmemujyma (kxoju campxu GlutaMax 1,25mM, HEPES u 10% FBS) wu
neHrpudyrupan Ha 507 rpm. (60g) 1 muHYT Ha COOHOj TemiepaTypu, 0Oe3 Harior
3aycraBsbama HeHtpudyre (enrn. off break setting). Cymepnarant (45 ml), koju je campxao

uHTpaxenaTuyHe henuje, je npedaveH y HOBY enpyBeTy u ueHTpudyrupat Ha 1433 rpm. (480
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g) 8 MuHyTa Ha COOHO] TEMIIEPaTypH, ca aKTHBHPAHOM OIILMjOM Harjor Kouerma (enrir. high
break setting). /lo6ujenu Tamor pecycmenzoBan je y 10 ml 37.5% Percoll-a y HBSS
menujymy koju je caapxu 100 U jennunna xenapunaa no Ml u onna nenrpudyrupan Ha 1907
rpm. (850 g) 30 muHyTa Ha cOOHO] TemmepaTypu, Oe3 Harjor 3aycTaBjbama IEHTpHUdyTe.
OBaxo J00ujeHH Taor pecycrenaoBan je y 5 ml mydepa 3a nusupame epurpouuta (euri. Er
Lysing buffer). Ycaenuna je nukybarmuja henuja y 5 ml lysing pactBopa y tpajamy ox 5
MuHyTa, Ha Jeny (Ha +4°C). Hakon ucreka nnkyoaruje, nogato je 5 ml RPMI-1640 ca 10%
FBS-om unme je 3aycraBibeHO najbe nu3nupame. Hakon Tora henuje cy neHTpudyrupane Ha
1433 rpm. (480 g) 8 munyra Ha 8 C, ca aKTMBHPAHOM OIIIHjOM Harjor kodema. KoHadHo,
no0ujeHn Tanor pecycreHnoBan je win y 1ml PBS-a xoju campxu 1% FBS omnocHo 0,1%
NaN3 (13B. mydep 3a aHaIKU3y OPOTOYHOM IuTomMeTpujoM, enri. FACS buffer) wmu y 1ml
komiietHor RPMI-1640 menujyma (koju caapxu GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10% FBS).

3.17. AHAJIM3A TIOIYJAIIMJA MOHOHYKJIEAPHUX TREJMJA JETPE
NPOTOYHOM IUTOMETPUJOM

[IpumeHoM mnpPOTOYHE ULUTOMETPHje OJApehUBaH je peNnaTUBHU U alCONyTHH Opoj
unpnamanujckux hemuja: NKT henuja, CD4*, CD8" T mumbponura, B nmmdornura,
Makpodara u IeHIPUTCKHUX henuja.

Ananmmsa je paheHa Ha wH(pIamanujckuM henwjama CBeXe M30J0BAaHHM W3 TKHBA jETpe.
Hakon u3onanuje, npuivkom Opojama henuja, onpehusana je BujadbmiHocT henuja momohy
trypan-blue-a mox CBETJIOCHMM MHKPOCKONOM. Y CBHM €KCIICPUMEHTHMAa BHjaOUIIHOCT

henuja je nznocuna 90% 1o 95%.
3.17.1. Bojeme MeMOpPaHCKUX MapKepa

Y rtexuumu Oojema MeMOpaHCKUX Mapkepa 3a (eHoTUnM3auujy u oapehuBame
¢byHKIMOHATHOT (peHOTHIIA NoMyaluje nHpIaMayjckux henuja jerpe NpuMemheHa Cy aHTH-

MHUIIIMja MOHOKJIOHCKA aHTHUTENa pa3nuuuTe crernuduunHocty (Tabena 1).
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TabGena 1. MoHOKIIOHCKA aHTUTENA KOpUITheHa y MPOTOYHO] IIMTOMETPH]H

CrerupuaHOCT
Ob6enexuBay  Kion Uzotun [Ipoussohau CAT
AHTHUTCIa
Alexa Fluor® _
CD4 488 RM4-5 19G2a, « BD Pharmingen 557667
CD4 PerCp RM4-5 Rat 1gG2a, « BD Pharmingen 553052
CD25 FITC 7D4 Lewis IgM, k BD Pharmingen 553072
BVD4- ]
IL-4 PE Rat IgG2b BD Pharmingen 554389
1D11
Armenian
CD11c PerCp N418 Molecular probes  A14788
Hamster 1gG
F4/80 FITC BM8 Rat 19G2a Invitrogen MF48020
CD11b PerCp M1/70 Rat IgG2b Molecular probes  A14787
AF6- ]
I-A PE 1gG2a, BD Pharmingen 553552
120.1
IL-12 (p40/p70) PE C15.6 Rat IgG1 BD Pharmingen 554479
JES5- ]
IL-10 PE Rat IgG2b BD Pharmingen 554467
16E3
JES5- )
IL-10 APC 1gG2b BD Pharmingen 554468
16E3
IFN-y APC XMG1.2 IgG2a, k eBioscience 17-7311-82
MP6- _
TNF-a APC 1gG1 BD Pharmingen 554420
XT22
TGF-B APC 860206 Rat 1IgG2A R&D Systems FAB8118A
CDl1c PE N418 Hamster 1gG Molecular probes MCD11c04
Rat (LOU) IgG2a, ]
CD8a APC 53-6.7 BD Pharmingen 553035
K
Armenian
CD80 PE 16-10A1 BD Pharmingen 553769
Hamster 1gG2,
CD86 APC GL1 1gG2a, « BD Pharmingen 558703
CD19 PE 1D3 1gG2a, « BD Pharmingen 553786
CD107a PE 1D4B 1gG2a, « BD Pharmingen 560647
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CrieruuaHOCT

Ob6enexuBay  Kion Uzotun [Ipoussohau CAT
AHTHUTCIIa
KLRG1 PE 2F1 IgG eBioscience 12-5893-82
NKG2D PE Cc7 IgG eBioscience 16-5873-82
Granzyme B PE NGZB Rat 1gG2a, « eBioscience 12-8898-80
) eBioOM eBioscience
Perforin APC Rat 1gG2a, « 17-9392-80
AK-D
Fas Ligand Armenian hamster eBioscience
FITC MFL3 11-5911-80
(CD178) 119G
TRAIL (CD253) PE N2B2 Rat 1gG2a, « eBioscience 12-5951-81
T-bet PE 4B10 IgG1, x eBioscience 12-5825-80
Gata-3 PE TWAJ Rat 1gG2b, eBioscience 12-9966-41
Rat (LOU) IgG2a, BD Pharmingen
CD23 FITC B3B4 553138
K
BD Pharmi
cD21 PerCp 266 Rat IgG2b, AMINGEN 562797
BD Pharmi
IgM FITC W4l Rat1eGoa, armingen — gea437
Rat (LOU) IgG2a, BD Pharmingen
CD5 PE 53-7.3 (LOU)1e : 553023
K
CD1d FITC 1B1 Lewis IgG2b, « BD Pharmingen 561756
Armenian Biolegend
CD49%b PerCp HMa2 103519
Hamster 1gG

Ha 1x10° henuja n3on0BaHUX U3 jeTpe pecycneHaoBanux y 5S0ul mydepa 3a 60jeme (eHTI.
Staining Buffer; BD) nonara je oaroeapajyha Koium4MHa TPUMapHO KOHYTOBAHHX
MOHOKJIOHCKMX aHTHTEJIa CIHeHU(PUYHUX 32 TOBPIIMHCKE AaHTUTEHE Pa3IUYUTHX
cybnomynanuja MoHoHykieapHux henuja jerpe (TabGema 1). henuje u3onoBaHe W3 TKHUBA
jeTpe cy WHKyOHMpaHe W ca oaroBapajyhum wuzoturnckuMm KoHTposnama (Tabema 2). Cma
aHTHTENIa 3a TIOBPIIUHCKO 00jee, Ka0 M HM30THUIICKE KOHTPOJE KOpHIIheHe Cy Y TaKBUM
KOHIIGHTpalljamMa Ja UXoBa (PuHANMHA pa3dnaxkema y cycrneHsuju hemuja Oymay 1:100.
henuje cy uakyoupane 30 munyra y Mpaky Ha temnepatypu +4°C. [lo ucreky nnkyOamuje,

henuje cy ompane nonmaBameM 2ml xyaaHor mydepa 3a 6ojeme. Hakon Ttora, hemmje cy
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nentpudyrupane 5 munyra Ha 2509. [locne neHTpudyrupama ONJIUBEH je CyNpEeHATaHT U
tajor hemuja pecycnengoBan y 250ul mydepa 3a 6ojeme. HemocpeaHo HakoH mporieaype
0ojema, CKCIpecHja Mapkepa Ha henwjama je aHanu3upaHa HAa MPOTOYHOM ITUTOMETPY
FACSCalibur (BD) momohy CELLQUEST codtBepa (BD). I'panuunuk (enri. gate), je
HanpaBjbeH y FSC/SSC miory Kkao pervoH BHjaOMIIHUX MOHOHYKJIEapHUX henuja.
PerucrpoBano je Hajmame 10 000 morahaja y cBakoj mutomerpujckoj aHanu3u. [logamu cy

ananmusupanu momohy CELLQUEST (BD) u FlowingSoftware 2.5.1.

TabGena 2. WM3oTuiicke KOHTPOJE MOHOKIOHCKMX aHTUTeNa KOPUIINEHHWX Y MPOTOYHO]

LIUTOMETPH]U

Hazus antutrena  OGenexuBau Kion Nzotun [TpousBohau CAT

PE Rat IgG2a, k Rat (LOU) )
PE R35-95 BD Pharmingen 554689
Isotype Control IgG2a,

PerCP/Cy5.5
Mouse IgG1, «
Isotype Ctrl
Antibody

PerCP MOPC-21 Mouse IgGl,x  BiolLegend 400150

APC Mouse
MOPC-

IgG2a, x Isotype  APC 173 Mouse IgG2a, «  BiolLegend 400220
Ctrl

FITC Mouse
IgG2a, x Isotype  FITC G15-178  Mouse IgG2a, k. BD Pharmingen 53456

Control

3.17.2. UuTpaneiryjapHo 60jeme IUTOKHHA

WurpanenynapHo Oojere nuTokuHa je m3BeneHo no BD Cytofix/CytopermTM meroqu. Y
OBOM HCTpaxknBamwy henmje cy ctumynucHe ¢popoon 12-mupucrar 13-aneratrom (PMA, eHra.
Phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma Aldrich) u joromunuaom (enrs. lonomycin; Sigma
Aldrich), xoju mokpehy aktuBHocT mportenH kunaze C (PKC, enrn. Protein kinase C) u
uHQIYKC joHa Kanujyma y henujy, IITO MHAYKYje €KCIIpecHjy IMTOKMHA Yy henuju koja je

NPETXOMHO aKTUBHpaHa Qu3nosomkuM crumyitycuma (311). MukyOaruoHu mnepuoa y
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Tpajamy 4-6 yacoBa je TOBOJbaH 3a MHAYKIH]Y BehnHe nuTokuHa. Jlyxa nHkyOaiuja u3a3usa
MHTEH3UBAH [IUTONATOTeHH e(eKaT HOMEHYTUX aKTHBATOPA.

Y Toky In Vitro crumynanuje henuja kopuimrheHH Cy WHXMOUTOPH HHTpAIEITyJIapHOT
Tpancrnoprta npotenta, BD GolgyStopTM (caapxu monencun) u BD GolgyPlugTM (caapxu
Opedenmua A). brnokupame HHTpanemylIapHOT TpPAaHCIOPTa MOMEHYTHM WHXHOUTOpHUMA
pesynTupa akymyiaanujoM BehuHe HUTOKMHA y €HAOIIIa3MAaTCKOM PEeTUKYIyMy wiad [ompu
KOMIUICKCY, Mma je Tako nmoBehana MoryhHocT aerekinuje henmuja Koje MpOayKYjy IUTOKHHE.
MoneHcuH u Opedennun A uMajy 103HO U BPEMEHCKU 3aBHCaH IIUTOTOKCHMYHHU edekar, ma
n3yarame henja oBUM areHcuMa Mopa OMTH OrpaHUYeHO, HHKYOaIuje ay»e o1 12 yacosa cy
TOKCHYHE 3a hemnuje.

Cycnensuje MoHoHyKIeapa jerpe (1x10%/ml), npunpemsbere y Mexujymy (Memujym ca 10%
FBS-om), cy unkyoupane Ha 37°C y npucyctBy 5% CO2. ¥V cycnensujy henmmja cy nomaru
PMA (Sigma; 50ng/ml) u jomomurmu (lonomycin, Sigma; 500ng/ml). Hakon 2 cara
unkyoarje noaat je BD GolgyStopTM (0,7ul/ml), unme je GokupaHa cekperja MHTOKHHA
u noBehaHa MHTpanenynapHa akymyinanuja murtokuHa. [locne 6 catm mHkyOammje (2 cara
JIeTIOBaba aKTHBATOPA, a 3aTHM 4 caTa MCTOBPEMEHOT JIeJIOBamba aKTUBATOpAa U MHXHOUTOpa
TpaHCIIOpTa IUTOKMHA), MOHOHYKJIeapHe henmuje cy ompaHe M pecyClieHJI0BaHe Y MEAHjyMy.
3atum cy henuje npebaueHe y MiIacTUYHE €NpyBETEe 32 UMYHO(IIYOPECLIEHTHO Oojeme (€HII.
Falcon round-bottom test tubes, BD). Tokom 06ojemba u uyBamba, henuje cy apkane Ha +4°C y
MpaKy.

Hajnpe je ypaheHno Gojeme MeMOpaHCKMX Mapkepa Mpema yHaIpel ONKCaHO] MpPOLETypH.
[ToBpmmHCcKO 00jeme je yBek Oosbe 00aBUTHM Tmpe (Qukcaunuje henmja, jep enuronu
MOBPLIMHCKHX MapKepa MOT'y Jia ce OLITETe TOKOM (HUKcalyje U nepmeadbunuzanmje.

Hakon wmHkyOamuje ca mpuMapHO KOHBYTOBaHUM aHTUTEIMMa 3a TMOBPIIMHCKE aHTHICHE,
henuje cy onmpane ca 2ml mydepa 3a 60jewe u nenTpudyrupane (2509, 5 munyta). henujcku
tanor je pecycnennoBan y 250ul Cytofix/CytoPermTM pactBopa (BD Pharmingen) u
nHkyoupan 20 MmuHyra Ha Temneparypu +4°C. 3atum cy henuje ompane ca 1 ml
Perm/WashTM nydepa (BD Pharmingen) u uentpudyrupane (2509, 5 munyra). Ilocne
OJUIMBama CyINEpHaTaHTa Jojara Cy aHTUTela 3a WHTpalenyJapHo 0o0jerme LUTOKMHA U
unKyoupana 30 munyta Ha +4°C. Renujcku tanor je pecycnengosad y 50ul Perm/WashTM
nydepa. Jlomara cy mUpHMapHO KOKBYroBaHa MOHOKJIOHCKA AaHTUTENa crenupudHa 3a
mutoknHe: aHTH-TNF, antu-IFN-y, antu-IL-10, antn-IL-12, antu-IL-4 u antu-TGF-$
(Tabena 1). Hakon ucteka mukybOauuje henmje cy ompane ca 2 ml mydepa 3a 6ojeme u

uentpudyrupane (2509, 5 MmunyTa).
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Renujcku tanor je pecycnennoBan y 250ul mydepa 3a 6ojeme u aHaTM3UpaH HA TPOTOYHOM
nurometpy. ['pannunuk je HampaBibeH y FSC/SSC nmujarpamy kao pervoH BUjaOMITHUX
henmuja. PeructpoBano je Hajmame 10.000 morahaja y cBakoj IMTOMETPUjCKO] aHAIU3U.
[Momarwu cy ananusupanu nomohy FACSCalibur (BD Biosciences) u Flowing Software 2.5.1.

mporpama

3.18. CEINNAPAIIMJA NKT TREJIHWJA HEI'ATUBHOM W TIO3UTHUBHOM
CEJIEKIIMJOM IIOMORY MATHETHUX KYT'JIMIJA

NKT henuje cy wu3aBOjeHe M3 CYCIIEH3HMjeé MOHOHYKJICApHUX henuja jeTpe MarHeTHOM
cemaparjom nomohy kmra NK1.1* iNKT Cell Isolation Kit, mouse, mpema yrBpheHOM
npotokoy npoussohaya (Miltenyi Biotec).

[TpBu kopak y cenaparnuju NKT henwmje je nzonanuja MoHOHYKIIeapHHX henrja jeTpe Koje cy
Hajipe u3Gpojane a ouza je ysero 10” henuja. Rennje cy uenrpudyrupane 10 Munyra Ha 300
G a moToMm je oIMBEH CylepHaTaHT U Tajor hemuja je pecycnenmoBan y 80 ul mydepa (PBS
(6e3 Ca2" m Mg2") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)). 3atum je noaato 20ul NK1.1+
INKT Cell Biotin-Antibody Cocktail-a xoju campxku pasnuuura antutena (antu-NKp4o,
CD45R, CD8a, CD115 u TCRyd antuTeno) kojuMa ce yKiamajy oapeheHe momysamnuje
henuja. Tanor henuja je 1o6po npomeman u uHKyOupan 10 MuHyTa Ha TemmepaTypu of 2-
8°C. Ilo wucreky uHKyOamuje ycneawsiao je mpame hemuja y 2 ml mydepa, onma cy
nentpudyrupane 10 munyra Ha 300 G Ha temmeparypu ox 2-8°C a 3atuMm je OITMBEH
cynepHatant. Tamor henuja je pecycnenmoBan y 90ul Buffer a onma je momato 10ul Anti-
Biotin MicroBeads. Tanor henuja kojuma je goxat Anti-Biotin MicroBeads je unkyoupan 15
MuHyTa Ha Temneparypu ox 2-8°C. [lo ucreky nnkybauuje henmje cy pecycrneHnoBase y 2
ml nydepa u uenrpudpyrupase 10 munyra Ha 300 G. TloToM je HHIETOM YKIOHEH
KOMIUIETaH CyNepHaTaHT u Tajor hemuja je pecycnengoan y S00ul mydepa. LD komona je
3aTUM TMocTaBjbeHa y MarHetHo mnosbe MIJIMACS cenaparopa (Miltenyi Biotec) u
npunpemibeHa ucnupamem ca 2 ml Buffer-a. Cnenehu xopak je 0uo npomymirame henujcke
cycriensuje kpo3 LD konmoHy y MarHeTHOM moJby M Ha Taj HAa4MH Cy TNPHUKYIJbCHE
Heobenexkene NK1.1" NKT hemmuje. Herarusro cenexrtoane NKT  hemmje  cy
nentpudyrupane 10 muayra Ha 300 G a 3atum je oumBeH cynepHaTaHT. Tamor henmja je
pecycnernoBa y 90ul nydepa (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA u 2mM EDTA) a onza je nonato
10ul Anti-NK1.1-APC. 3atum je ycneauna uHkyOammja henmja ca aHTUTENOM crieliupuIHIM

3a NKT hemuje y Tpajamy 10 munyTta Ha Temneparypu ox 2-8°C. Ilo mcrexy mHKyOammje
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henuje cy ompane y 2 ml Buffer-a u nenrpudyrupane 10 munyra Ha 300 G. ITotom je
[IUIIETOM YKJIOECH KOMILICTaH CyIepHATaHT M Tamor hemmja je pecycmenmoBan y 80 pl
nydepa, a ouza je gogaro 20 pL Anti-APC MicroBeads. Tanor henuja kojuma je nogar Anti-
APC MicroBeads je unkyOupan 15 mumuyra Ha Ttemmeparypu ox 2-8°C. Ilo wucreky
unkybarmje henuje cy pecycnengoBade y 2 ml mydepa u nenrpudyrupane 10 munyTa Ha
300 g. Ilorom je ykJOHmEH KOMIUIETaH CYIEpPHATAaHT M TaJor henmuja je pecycneHAOBaH y
500ul mydepa.

LS kosona je 3atuMm moctaBibeHa y MmarHeTHo nojbe MIdIMACS cenapatopa (Miltenyi
Biotec) u mnpunpemsbena wucnupamwem ca 500 pl nydepa. Hemumjcka cycneHsuja je
npomymTeHa kpo3 LS konony y MaraetHom nosby 1 Ha Taj HaunH ¢y NKT henuje mo3utuBHO
CeNIeKTOBaHE OJHOCHO oBakBe hemuje cy ce momohy anTH-NK1.1 anTHTENna KOHjyroBaHO
MarHeTHUM KYTJIMIIaMa Be3ayie 3a 3uJI0BE KojoHe. LS MarHeTHa xojioHa y K0joj Cy 3aapkaHe
"obenexene" hemuje je 3atum ykiomena ca MACS cenaparopa U mocTaB/be€Ha y €IpPYBETY.
Kako 6u ce oBakBe henuje ykinoHuae u3 kojaoHe noaaro je 1 ml mydepa a oxma je caapxaj
NOTUCHYT TutacTHuHUM KiunoMm. Onpehen je Opoj m BujabmiHOCT OBHX henmuja. OBako

nooujene NKT henuje cy kopumrhene kao eekropcke henuje y TecTy MUTOTOKCHYHOCTH.

3.19. U3OJIALIUJA CIUIEHOLIUTA

CBu MUIIIEBH KOjUMa Cy M30JIOBaHU CIUICHOLUTH CY KPTBOBAHU 2 caTa HAKOH MHTPABEHCKE
npumene o-GalCer-a. M3onoBana ciie3nHa je Hajpe XOMOTEHH30BaHa KIIMIIOM MIIpHUIA a
3atuM mponyiireHa kpo3 hemujecko cuto (cell strainer BD Pharmingen, USA) y enpyseTy oa
50 ml y3 nomasamwe 5 ml menujyma (RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH) ca momatkom
10% FBS-a). OBako pa3nBojeHe mojeauHaune henuje cy nentpudyrupane Ha 1500 rpm S
MHUHYTa a OHJa j€ OJUIMBEH CyINepHaTaHT. Y LWJbY JHM3Upama E€pUTPOLUTa ycleausa je
uHkyoauja hemuja y 5 ml lysing pacteopa y Tpajamy 5 mMuHyTa Ha neny. Hakon ucreka
uHkybarmje nogaBamem 5 Ml RPMI-1640 ca 10% FBS-oMm je 3aycraBibeHO ajbe TH3HparbE.
3atum cy henuje rieHTpudyrupame, OJIMBEH je CylepHaTaHT U mocie goaasama 8 ml RPMI-
1640 ca 10% FBS-om noGpo pecycnennoBaHe nuneroM. Ha Taj HaumH je noOujeHa
CyClleH3Mja TOjeMHAYHUX CIJICHOLMTa KoOja je KopuliheHa 3a MarHeTHy cernapanujy

perynatopuux T nmumdonmra.
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3.20. U3ABAJAIBE PEI'YJIATOPHUX T JIMM®OIUTA HETATUBHOM H
IHO3UTUBHOM CEJIEKIIUJOM IITIOMORY MATHETHHUX KYIVIMIIA

3a m3nBajame Treg mumdonura u3 cnesune je kopumhen CD4"CD25" Regulatory T Cell
Isolation Kit mouse, mpema yrBphenom mportokony npoussohaua (Miltenyi Biotec). ITpsu
KOpakK y cemapanuju Treg numdoinnTa je u3ojaiuja CIUICHOIIUTa KOju Cy Hajnpe u30pojaHu a
OHJIa j€ Y3eTO 10 henmnja. hemuje cy nentpudyrupane 10 muayra Ha 300 G a morom je
OJUIMBEH CyIepHATaHT u Taior hemmja pecycrenmosan y 40 pl mydepa (PBS (6e3 Ca2' n
Mg2") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)). Y henujcky cycnensujy je momato 10pl
CD4'CD25" Regulatory T Cell Biotin-Antibody Cocktail-a xoju caapxu pasmuuuTa
anturena (antu-CD8a, CD11b, CD45R, CD49b u Ter-119 anTuTeno) KojuMa ce yKiamajy
onpehene nonynanuje henuja. Tanor henuja je 1oOpo mpomeran U uHKyoupan 10 MmunyTta Ha
temnepatypu on 2-8°C. 3atum je y rtamor momato 30 uL mydepa, 20 pL Anti-Biotin
MicroBeads u 10 pL CD25-PE anturena. LD koinoHa, MOCTaBJbeHa y MarHeTHO IOJbE
MidiMACS cenapatopa (Miltenyi Biotec) je npunpemsbena ucnupamem ca 2 ml Buffer-a.
Hakon wunky6amuje (15 munyra Ha Temmeparypu on 2-8°C) henmjcka cycneHswja je
nponymreHa kpo3 LD koimoHy y MarHeTHOM MMOJbY M Ha Taj HAYMH Cy MNPHUKYIJBEHH
HeoOenexxenn CD4+ T mumdponntu. CD4+ henuje n3nBojeHe HETATUBHOM CEJIEKTOBAHOM CY
uentpudyrupane 5 munyra Ha 300 G a 3atum je omyiMBeH cymnepHaraHT. Tajnor henuja je
pecycnienoBad y 90ul nydepa (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA u 2mM EDTA) a onza je goaato
10ul Anti-PE MicroBeads. ITo ucrexy unkyoOanuje (15 munyra Ha Temreparypu on 2-8°C)
henmujcka cycniensuja je mpomnymTera kpo3 MS KoJIOHY y MarHeTHOM TI0JbY M Ha Ta] HAYHH CY
CD4'CD25" T num(ponuTi MO3HTHBHO CETEKTOBAHM OIHOCHO oBe henmmje cy ce Besare 3a
3UJ10B€ KoJOHE. MS MarHeTHa KOJIOHa y K0joj cy 3aiapxaHe "oOenexene" henmje je 3aTum
ykiaomeHa ca MACS cemapatopa u mocTaB/beHa y enpyBeTy. Y KoloHy je momato 1 ml
nydepa a oHJa je caapkaj MOTHUCHYT IIacTUYHUM kiunoM. Oxapehen je 6poj v BUjaOUIIHOCT

oBux henmja. OBako n00ujeHu Treg mumdorutu cy kopurrheHu 3a in Vitro ekcriepuMeHTe.

3.21. U3OJIALIMJA PBMNC

PBMNC cy u3onoBaHe U3 BEHCKE KPBH 3/IpaBHX J00POBOJFHUX JaBasaria. Y3umano je 10 ml
KpBH y XemapuHu30BaHe IuiactTuyHe Opusramuie (50 ij. xemapuna mo 1 ml kpsu). Kps je
npenera y enpysere (12 ml) u unentpudpyrupana 10 munyra Ha 2000 rpm Ha coOHO]

TCMIICPATYpPH. IInazma u CJ'IOj JICyKOLIUTA, M3HAA CTAJIIOKCHHUX CPUTPOLUTA, HaCTCpOBOM
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nurnerom npenetu cy Ha auMdonpen (Lymphoprep, Nicomed Pharma AS, Oslo, Norway) u
nentpudyrupanu 22 munyra Ha 2700 rpm Ha coOHOj Temmneparypu. [lacrepoBom mumeTom
MOKYIIJBEHH MOHOHYKJICAPHU JICYKOIMTH (M3ABOjEHH Y CIIOjy Ha TpaHUIM IJIa3Me U
muMmdornperna), MpaHu ¢y TpU IyTa Mo 5 MUHYTa neHTpudyrupamem y PBS-y 6p3unom 400 ¢
Ha coOHOj TemriepaTypu. heaujcku Tajaor je pecyCleHI0BaH y MEIUjYMYy U Y CYCTICH3UJH €

olpehuBaHa HUX0OBA BUjaOMIIHOCT U KOHTAMHUHALIHM]a MTOJIUMOP(OHYKICAPHUM JIEYKOLIUTUMA.

3.22. KOKYJITUBALNJA NKT REJIMJA U MSCs

NKT henuje, u3onoBaHe Ha mperxoaHo omwmcaH HauuH (3.15.), cy kyntuBucane y
komiieTHOM Meaujymy DMEM ca 10% FBS-a, 2 MM L-ranyramuna,100 1U/ml nenunuinza
G u 100 pg/ml crpenromurua) y3 momarak o-GalCer-a (100 ng/ml) y npucyctBy wiu
oacyctBy mMMSCs, na 37°C y armocepu ca 5% CO, y unkyOatopy. NKT hemuje cy
kokyntuBucane ca MMSCs y transwell cucremy ca 24 ortBopa (0,4 pm; Corning
Incorporated, Life Sciences, France), y omnocy 10:1 (312). NKT henuje cy mocraBibene y
KyaTypy y nomy komopy transwell cucrema (1 X 10° henuja mo orBopy), Aok cy MMSCs
3acejane y transwell uncepre. Hakon 48 h unkyOanuje, CyniepHaTaHTH U3 CBUX KOMOpa Cy
CaKyIUbCHH M 3aMP3HYTH Ha Temrmepatypu oa -20°C 1o Mepema KOHICHTpaIllje [MUTOKHHA
nomohy ELISA xutoBa y ckiiany ca npenopykom npousohaua. NKT henuje cy cakyrnibene
Y aHAIM3UPaHE METOJIOM IIPOTOYHE IIUTOMETPHje U KOpHITheHe y TeCTY IMTOTOKCUYHOCTH.

Nurepakuuja hNMSCs u PBMNC je ucnurana Ha cinyan HaunH. PBMNC, pecycnienioBane y
KOMILTETHOM Meaujymy y3 aoxarak o-GalCer-a (100 ng/ml), cy kynTuBucane y 1010j, I0K
cy hMSCs 3acejane y ropmoj komopu transwell cucrema, y ognocy 10:1, y tpajamy on 48 h
(274). Tlo ucreky uHKyOAaIMje, CYIIEPHATAHTH Cy CaKyIIJbCHHU y LIUJbY KaCHHjer ojpelhuBama

KOHIIEHTpaluje IMTok1HA, 10K cy PBMNC kopuithene y TecTy IUTOTOKCHYHOCTH.

3.23. KOKYJTUBALMNJA T PEI'YJATOPHUX JIUM®OIUTA U mMSCs

Treg nmumdonuTH, M30JI0BAaHM MArHETHOM CEMapalyjoM Cy KOKYJITHBHCAHU CaMU WIH Ca
mMSCs (Treg™*®) y transwell cucremy ca 24 orsopa (0,4 um; Corning Incorporated, Life
Sciences, France). Jlum¢pouutn Cy MOCTaBJbEHU y KyATYpy y JAomy komopy transwell
cucrema, 1ok cy mMMSCs 3acejane y transwell uncepre, y onnocy 10:1 (312). Hakon 48 h

MSCs

uHKyOauuje, Treg TUMQOIUTH Cy CaKYIJb€HH W KOpUIIheHH Yy eKCIepUMEHTHUMa

aJIOTITUBHOT TpaHcdepa.
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VY ekcnepuMmeHTHMa y KojuMma je ucrnutuBaHo na ju je IDO memumjarop xojum mMMSCs
Moayupajy ¢enorun Treg numdornuTa U Ha Ta] HAYUH MOCPEIHO CYNPUMHPA]y XEHATUTUC
n3azBan aktuBanmjom NKT hemmja, Treg mumdorutu cy kokyntuBucanu ca MMSCs y
onnocy 10:1, y transwell cucremy y npucyctBy dhapmakonomkor naxuoutopa IDO-a, 1-MT.
ITocne 48 h, Treg numdormtu cy cakymbeHu W Hapeauux 48 h unkyOmpanu ca NKT
hemnjama y nupektHoj kokyntypu. Ilo ucrexy makybanuje, NKT hemuje cy kopunihene y
TECTy IMTOTOKCHYHOCTH, a (eHotun Treg numdonura je aHAIM3UPAH HA MPOTOYHO]

LUTOMETPU]jH.

3.24. AIOIITUBHU TPAHC®EP PETYJIATOPHUX JIMM®OILIUTA

24 h mpe unaykiuje xemarutuca o-GalCer-om, MuIneBd KojuMa Cy IEIUICTHPAaHU Treg
TUMQOLUTH HA MPETX0AHO onucanu HayuH (3.13), cy MHTpaBeHCKH MPUMWIK Tr€Q OHOCHO

MSCs

Treg mmmbounte y 1o3u ox 1 x 10° henuja.

3.25. TECT HUTOTOKCUYHOCTHU

3a oapehuBame wnurotokcuuke aktuBHocTH NKT henuja wu3omoBaHux u3  jeTpe
eKCIIEPUMEHTAIHUX KHBOTHIba Kopuiihena je DP Bepsmja XCELLigence cucrema, koja
caapxu 3 MUKpoTHTap Iuiode ca no 16 Oynapumha (E16) ca 3marhum anom. 100 pl
KOMIUIETHOT MeIjyMa je CUIIaHO y cBaku OyHapuuh, HaKOH 4era je M3BplleHa KanuOpaiuja
nocraBbatbeM XCELLigence cucrema y cranmapaHu uHKyOatop Ha 37° y mpucyctBy 5%
CO;. Kao muibHe henuje kopuurhene cy henuje tymopcke nunuje HepG2. Cycnensuja Taprer
hemmja (T - HEPG2) je npumnpemsbena Ha cinenehn HaumH: TymMopcke henmje cy onBojeHe ca
nHa (racka ¥ TO KPaTKOTpajHUM TpeTtupameMm pactBopoM 0.25% trypsin-a u 0.02% EDTA
pactBopenor y PBS-y. Kako Ou ce HeyTtpamucano jaajbe naejctBo trypsin-a, hemmjama je
nomatro 6 ml DMEM wmenujyma ca 10% FBS-om, a 3atum cy nentpudyrupane na 125 g 5
MuHyTa. HakoH omnmBama cynepHaraTaHTa, hemuje Cy pecycleHIOBaHE y KOMIUIETHOM
Meaujymy. Bujabunnoct Tymopckux henuja je oapehusana momohy trypan-blue-a u 3a tecr
LIUTOTOKCUYHOCTH je kopuirheHa henujcka cycnensuja ca Buie of 95% Bujabunnux henuja.
TToToM je mpunpembeHa cycrensuja hemuja (4x10° hemuja/ml KoMIUTeTHOr MeMjyMa) TaKo
na je y cBako OyHapye E16 miode cunano mo 100yl menujyma y kome ce Haimasuio 4x10*
tymopckux henmuja. E16 mmoue cy mocraBibene y XCELLigence cucrteMm, HakoH dera je
ycaenuna uHKyoOanuja tapret henuje Ha temneparypu ox 37°C u y mpucyctBy 5% CO2 y

Tpajamy 24h.
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Edexropcke henmuje xoje cy m3onoBane Ha nmperxoaHo onucaH HaunH (Muiije NKT hemnuje,
xymane PBMNC) cy kokyaTuBrcane ca Tapret hemujama y ognocy 10:1 (313), na Taj HauuH
IIITO Cy PeCyCIIeHI0BAHE y KOMILTETHOM Meujymy (4x10° hemuja/ml kommreTHor Meamjyma),
a 3aTuM cy y oaroBapajyhe OyHapuuhe cumane y Bonymeny ox 100ul mo ucreky 24-gacoBHe
unkybarmje taprer hemuja. E16 miode cy mocraBibeHe y XCELLigence cucrem kojum je
MepeH henwjcku mHaekc Ha 15 muHyTa TokoM 24 cara (37°C; 5% CO2). Ilomamm cy

aHanu3upanu kopuirhemem nporpama RTCA Software 1.2 (Acea Biosciences).

3.26. MEPEIbE KOHUIEHTPAIIMJE IUTOKUHA U UMYHOCYINPECUBHUX
®AKTOPA KOJE IPOAYKYJY mMMSCs Y CEPYMY U CYIIEPHATAHTY

MumieBu Cy KpPTBOBaHH § caTH HAKOH MHTpaBeHCKe nmpumene Con A, 0THOCHO OJHOCHO 2
cara HakoH npuMene o-GalCer-a y armocgepu 3acuheHoj TUETUIICTPOM U y3eTa UM je KPB M3
TpOymHe aoprte koja je nenrpudyrupana 10 munyra va 300 G. 3aTum je cepym U3IBOjEH 3a
CBAKOT MOjeIMHAYHOT MUIIA U 3aMP3HYT Ha Temreparypu o -20°C 1o u3Bohema aHamse.
Konnentpanuja nuurokuna (TNF-a, IFN-y, IL-4 u IL-10) u umyHocynpecuBHUX ¢akTopa
koje mpoaykyjy mMSCs (IDO, PGE2, HGF, IL-10 u TGF-) je mepena y cepymy muiiesa (8
caTd HaKOH MHTPABEHCKOT aaBamba CON A, omgHOCHO 2 cata HakoH mpumene o-GalCer) u y
cynepaarantuma a-GalCer-om crumynucanux NKT henuja KyJaTHBHCAHUX Y TIPUCYCTBY HIIH
onyctBy MMSCs (y Ttpajamy om 48 h), KOJOPUMETPHjCKOM METOJOM OIHOCHO
komepuujaiaum  ELISA  (ewrn. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) xutoBuma
cnenuduyauM 3a Muirje uToknae U To Mouse TNF-o DuoSet ELISA Development Kit,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IFN-y DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-4 DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-10 DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse HGF DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse TGF-B DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse PGE2 DuoSet ELISA Development kit u Mouse
IDO ELISA kit, NeoBioLab.

Konnenrpanuja TNF-o, IFN-y u IL-4 y cyneprarantuma in vitro aktusupanux PBMNC je
onpehusana Hakon 48h kyntuBanuje y npucyctBy win oacyctBy hMSCs komepiiujamHum
ELISA kwuroBuma cremuduunum 3a xymane mutokuHe (Human TNF-o DuoSet ELISA
Development kit, R&D Systems, MN, USA; Human IFN-y DuoSet ELISA Development Kit,
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R&D Systems, MN, USA; Human IL-4 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems, MN,
USA).

IIpema ymyrcTBY mpowmsBohaya, craHmapaud cy pacrtBopenu y PBS-y (pH 7.2), tako na
MoYeTHEe KOHIeHTpanuje 3a Mullje nutokuHe oyny 2000 pg/ml 3a TNF-o, IFN-y u IL-10 u
1000 pg/ml 3a IL-4 u TGF-B, ogrocuo 3a xymane 2000 pg/ml 3a IL-10 u IL-4 u 1000 pg/ml
3a TNF-a u IFN-y. ¥V mmpy KoHCTpyHcama CTaHIapAHE KpHBE W ojpehuBama jeHaAYrMHE
npaBe mnpeMa Kojoj he OWTH mnpepayyHaTe KOHIEHTpalMjeé MEpPEHHX IMTOKWHA, O]
NPUIIPEMJbEHUX INTOKOBA CTaHAapJa Cy HalpaB/beHa CepUjcKa JBOCTPYKO pactyha
pazbnaxema y 8 Tauaka y KomepiiijaaHoMm pactapady (eurs. Reagent Diluent (PBS ca 1%-
taum BSA)).

ITo 100 pl pagHe xoHIEHTpaIHje Bedyjyher aHTUTENa CHITAHO je y OyHapuunhe MUKpOTHTAp
wio4a ca 96 Oynapunha ca papaum qHoM (SARSTED). [Tnoue cy npenerbeHe aaxe3uBHOM
¢donvjoM U ocTaBjbeHE Mpeko Hohu Ha cOOHOj TeMIlepaTypu, HaKOH uera cy OyHapuuhu
MaHyeJTHO UCIIpaHH MyQepoM 3a HCIHpame. 3aTUM je y cBe OyHapumhe noaar Giokupajyhu
nydep y ¢unamnom Bomymeny on 300 pl m mmode cy ocrtaBibeHE jemaH caT Ha COOHOJ
TEeMIepaTypd, a IIOTOM WHcmpaHe nydepoM 3a ucnupame. Pasz0maxeHu y3opuu u
NPUIPEMIbEHH CTaHIApAW Cy CHIIAHH Yy MHUKPOTHTAp IUIOYE, MPEKPHBEHU aaXE3UBHOM
(donrjoM U OCTaBJLEHH JIBa caTa Ha cCOOHOj TemmepaTypu. Hakon uHKyOaluje u ucrnupama
MUKPOTHTAp Iioya, y cBe OyHapuuhe je momaro 100 pl pagHe KOHIEHTpamnmje aHTHTENA 3a
nerekuyjy. Ilnode cy obnoxeHe aaxe3uBHOM (DOIMjOM M TOHOBO OCTaBJbEHE JBa caTa Ha
cobHoj Temmeparypu. Ilnode cy motom ucnpane u y OyHapuuhe je cunmano 100 pl pagne
konnenrpanuje Streptavidin-HRP (enrn. Streptavidin horseradish peroxidase). Mukyb6aruja
Ha coOHO] TemmepaTypu W 0e3 TUPEKTHOT H3Jiaramka CBETJIOCTH MpEeKHHyTa je HakoH 20
MUHYTa, HUCIHPAkEM MHKpOTUTAap Iutoya. Y OyHapuwhe je cumano 100 pl pactBopa
cymctpara (enri. Substrate solution: Color reagent A + Color reagent B, y oxnocy 1:1).
[Tnoye cy ocTaB/beHEe Ha COOHO] TEMIIEPATYpPH 3aKJIOHEHE Of] JUPEKTHE CBETIOCTH, a HAKOH
20 munyta noaaro je S0ul pactBopa 3a npekuaame peakuuje. [locie mMemama y Tpajamby 0/
HEKOJIMKO MHHYyTa U3MEpEHa je ONTHYKa T'ycTHHA y3opaka Ha MicroplateReader-y (Zenyth,
Anthos, UK) Ha tanacHoj ayxunu ox 450nm

CBe wu3MepeHe BpEAHOCTH Cy YMameHEe 3a BpPEIHOCTH amcopbaHie cierne mpode
(mejonn3oBana Bojaa). Ha ocCHOBY wW3MepeHUX BpETHOCTH CTaHIapAa HampaBJbeHA |
CTaHJapAHa KPHBa, a MOMONY e Cy U3padyHaTe BPEIHOCTH 3a CBAKH IOjeIMHAYaH Y30paK.

CBu y30pLU Cy MEPEHH Y TPUILIMKATY.
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3.27. MEPEIbE KOHIHEHTPALIMJE KNHYPEHUHA

IDO karanusyje meTaboJsiM3aM €CEHIMjaTHe aMHHOKHUCEINHE TpUnTodaHa 10 KUHYPCHHHA.
Ensumcka aktuBHocT IDO je oapehena criekTpodoTOMETPpHjCKUM MEPEHEM KOHIICHTpAIUje
KHHYPCHHHa y CEpyMYy eKCIEPHUMEHTATHUX KUBOTHEA KOjUMa je XENmaTUTHC W3a3BaH
npumeHom Con A oxnocuo o-GalCer, kao u y cynepuarantuma kyatype. 200 pl cepyma
onHocHo henujckor cynepHartanTa je nomemano ca 100 pl 30% tpuxiiopaneraTHe KUCeIMHE
U MHKYOHMpano Ha Temmeparypu o 50°C y tpajamy ox 30 munyra. Hakon nentpudyrupama
(15400 g y Tpajamy oa 1 munyta), 125 pl mobujeHor cynepHaTaHTa je TIOMEIIAHO ca UCTOM
3anpemuHoM Epsmxoor pearenca (100 mg p-aumerninOeH3anaexuaa je pactBopero y 5 ml
mianujanHe kucenuHe). CBU y30plH Cy OYMTaHU y OJHOCY Ha cieny mpoOy (JejoHu30BaHa
BoJia) Ha TanacHoj ayxuuu ox 490 nm momohy cniekrpodoromerpa (Specord S-600 Analytik
Jena) (314).

3.28. IOJIMMEPU30BAHA JIAHYAHA PEAKIIMJA (PCR)

3.28.1. U3oaauuja PHK

Ja 6u ce u3 TkuBa jerpe u3onoBana PHK, TkuBo je mperxonno ycurweno u nusupano PHK
uzonaropom (Invitrogen, Paisley, UK). YcutweHo TkuBo je npenuBero ca 250ul uzomnaropa.
JlobGujeHne cMmemie cy CKylbeHe y IiactTudHe emnpysere (1,5ml), a HakoH 5 MwuHYyTa
WHKyOalje Ha CcoOHO] TemmepaTrypu nomaro uM je mo 50ul xmopodopma. Hakon
MHTEH3MBHOI Melllakba y30pud cy uHKyOupann 10 wmuHyra Ha +4°C, a 3atum
neHTpudyrupanu Tokom 15 munyra Ha 12000g Ha +4°C. Llentpudyrupamem cy ce jacHO
W3/10BOjUJie TpH (pakiyje: ropmwa (BojeHa) ¢pakuuja y kojoj je PHK, noma (xmopodopmcka)
(dpakuuja ca IpoTeMHUMA U JTUTIUIMMA U UHTEepMeanjapHa ¢pakuuja y kojoj je JJHK. Bogena
¢bpaxuyja je CKymnJbeHa y IJIaCTHYHE ENpYyBeTe, IOMEIIaHa ca U30MPONPaHOoIIoioM anapartes
1 uHKyOrpaHa 30 MUHyTa Ha COOHOj TeMIlepaTypH. Y CIeUIIO0 je LeHTpUuyrupame TOKoM 15
muHyTa Ha 12000g na +4°C, a nocie oaMBama CylepHaTaHTa Tajlor y kojeM ce Hanazu PHK
je ompaH JBa myrta y Tpajamy o 5 munyrta Ha 7500g y 1ml 70% eranona u cymieH 10

WCIIapaBama MEeJIOKYITHOT €TaHoIa. Y30pIy Cy MOTOM pacTtBapanu y 20ul necruioBane Boje.
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3.28.2. PeBep3Ha TpaHCKpUIIIHja

Hakon Mmepema koHmeHTpanuja Ha Gene Quant xolopuMmerpy BOJIYMEHY pacTBOpa Koju
canpxku 1pg PHK nomasano je 15ul Boge u 0,2ug Hacymuunux npajmepa (Fermentas, Vilnus,
JlutBanuja). Hakon Tora y pactBope je moxaBan u ANTP (3’-neokcu Hykieotun tpudocdar)
(Fermentas, Vilnus, JIutBanuja) Tako na (uHanHa KoHIEHTpanuja 6yae 1mM. Kao konTposa
3a eBEHTYAJIIHy KOHTAaMHHAIIM]y CIyXuia je Boja. PactBopu cy mHkyOupanu 10 muHyTa Ha
70°C, na 6u ce mpajmMepu (xekcamepu) HacymudHo Be3uBanu 3a PHK, mo ucreky tor Bpemena
y30pIIU Cy MIPEHETH Ha CyBH JieA. HakoH meT MuHyTa y y30pKe je moaaBaHo no 4ul mydepa 3a
peBep3ny Tpanckpumnuujy (5 x First Strand Buffer, Fermentas, Vilnus, JTuteanuja) u 1ul M-
MuLV pesep3ue tpanckpunrasze (200 U/ul, Fermentas, Vilnus, JlutBanuja). Ycieauna je
nHKyOanmja y Tpajamy ox 10 mmuyra Ha 25°C, a morom 60 munyra Ha 42°C, na O0um ce
oJUTpaia peakiyja peBep3He TpaHCKpHIIHje. Peakiuja je mpeKuHyTa HHKYOAIljoM y30paka
Ha 70°C Tokom 10 munyta. Ha oBaj Haunn nodujena je CONA (kommnemerapua DNA), koja

J€ 'y pacTBOpEHOM cTamy yyBaHa Ha +4°C 10 ynorpebe y peakiyju JaHYaHOI YMHO)KaBamba.

3.28.3. Peakuuja JaHYaHOT YMHOKaBama y peajnom Bpemeny (RT-PCR, real time

polymerase chain reaction)

Peakiuja 1aHYaHOT YMHOKaBamba y PealHOM BPEMEHY je mpoBeacHa Ha amapaty ABI Prism
7500Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA). Peakuuje cy npunpemaHe mpeMa
crangapaaoM nporokoiy 3a QuantiTectSYBR Green RT-PCR y jemnom kopaky (Applied
Biosystems, Cheshire, Benuka bpurtanuja), y3 ynorpedy KOMEpIHjaIHO JOCTYITHHX MpajMepa
3a Atgdb, Atg5, Atg7, Atgl2, beclin-1, Puma, Noxa, Bcl-2, Bax, Bad, p53, Pten, Apafl, Bcl-
xL u XIAP (Life Technologies, Carlsbad, CA). IIpajmepu 3a P-aktun (Sens 5’-
TCCTTCTTGGGTATGG-3’ u antisens 5’-ACGCAGCTCAGTAACAG-3’) cy nu3ajHupanu
kopuctehin Primer Express® software v2.0 (Applied Biosystems, Cheshire, Bemwuka
bpuranuja). Mannujanau kopak RT-PCR je 6uo 2 munyra Ha 50°C, npaheH 3aapkaBambeM
on 10 munyra Ha 95°C. V¥V peakmuju je 6mno 40 mukiyca, KOju cy ce cacrojanu ox 15
MOAIMKITyca TOIJbeha Ha 95°C, 3a KOjoM je clieIno jefaH MUHYT Be3uBama npajmepa 3a JJHK
u cunrese /IHK manna nHa 60°C. Ce peakumje cy pahene y tpurumkary. Ilpar anammze
mukiyca (Ct, cycle of threshold) je 6mo monemen na 0,1 pemaTMBHUX (IyOPOCIEHTHHX
jenunuia. Ilpoceune Ct BpemHOCTH KOHTPOJHUX TPHUIUIMKATa (aKTHH) Cy OJMY3€T€ O]

npoceunux Ct BpeTHOCTH TPUIUIMKATA T€HA OJ1 UHTEepeca U Ha Taj HauuH je nooujeH ACt, ok
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j€ pelaTiBHA eKCIpecHja TeHa U3pakeHa Kao 278 Pesynratu cy npukazaHu Kao pelaTUBHU

y OJJHOCY Ha KOHTpPOJY, K0ja je apOutpapHo mnojemieHa Ha 1.

3.29. CTATUCTHUYKA OBPAJIA IIOJJATAKA

[Momanm cy aHanu3upaHu KopuimhemeMm craTUcTHUkor mporpama SPSS Bep3mja 19.
Hopmanuoct pacnozene je oapehena tectom Kolmogorov-Smirnov. Ykonuko ¢y BpeaHOCTH
uMalie HOPMajHy pacmojenny KopuinheH je mapamerapcku Student’s-o t tect. Y cirydajy
HenpaBWIHE pacnoeine kopuutheH je Henmapamerapcku Mann-Whitney-es U Tect. Pesynratu
eKCIepUMEHTa Cy U3paKEHH Kao BPEeIHOCT +  CTaHAapAHa rpemka (eHI.
Standarderror/Mean, SEM). CTaTUCTHYKM 3HA4YajHOM pa3JIMKOM CMaTpaHe cy ao0ujeHe
Bpeanoctu p<0.05, a craTUCTHMYKM BeoMa 3HauajHHUMO3HadyeHe cy OHe 3a koje je p<0.01.

Microsoft Excel je kopurnihen 3a kpeupame rpadukoHa u Tabena.

56



4. PE3YJITATHU

4.1. AaTpaBeHcKHu TpaHcmianTupane MMSCS Murpupajy y jerpy 4 3Ha4ajHO cMambyjy

omreheme jerpe n3azpano npumesom Con A

Hakxo cy MHOre cTynuje mokasaje IHUPOK CIEKTap XenaronpoTrekTuBHuX edexara mMMSCs,
yrunaj MMSCs na NKT henuje, rnaBae edexropcke henuje y GyIMUHAHTHOM XEIATUTHCY,
jOII YBEeK HHUje OMO Mo3HaT.

VY umspy ucnutuBama unTepakiuje MMSCs u NKT henuja in vivo, mumiesu coja C57BL/6
KOjU Cy NIPETXOAHO HACYMHYHO CBPCTaHU y EKCIIEPHUMEHTAJIHE Tpyle Cy HHTPABEHCKH
npumuia o 250ul pactBoperor Con A 'y mo3u 12 mg/kg TT, onrocro Con A u HemocpeaHo
HaKoH mera MMSCs y o3 oa 5 x 10° henmja pecycnengosannx y 200 pl NaCl-a. Mumesu
KOHTPOJIHHX IPYyIIa, HHTPABEHCKU CY IPUMEIA camo 1o 5 X 10° MSCS pecycleHioBaHuxX y
200 pl NaCl-a ogrocho camo 200 pl NaCl-a. MumieBu cBHX rpyma Cy XPTBOBaHM HaKoH 24
caTa W Hajpe cy, y LMUJbY IpolieHe creneHa omTehema jerpe, ypaheHe Omoxemujcke u
natoxuctojomke ananuse. [lo3Hato je na jokanmHa uHpnamanuja perpyryje mMMSCs y
omreheHO TKMBO y KOMe OBe henmuje UCIOJbaBajy CBOje pereHepaTHBHE U
UMyHOMOIyJIaTOpHe Kapakrepuctuke. MMSCS obenexene (iayopecieHTHOM 00joM Koje cy
MHTPABEHCKH AaIlJIMKOBAaHE HEMOCPEIHO HAKOH MHAYKIHjE XEMaTHTUCA JETEKTOBAaHE Cy
METOJIOM NPOTOYHE LUTOMETPHUjE Yy jeTPH EKCICPUMEHTAHUX >KUBOTHEA 8 caTu TOcie

tpermana (Cruka 11).

KOHTpona Con A + chnyopecueHTHO o6enexeHe MSCs

B v i
FL1-H o FL1-H

Canka 11. IIpucycTrBo HMHTpaBeHCKH TpaHCImIanTupanux MMSCS y jerpm mumeBa 8 catm HakoH
UHAYKIHje xemaTturuca. 3HauajaH 6poj MMSCs ob6enexennx ¢uyopecuentHom 60jom (CFSE) murpupa y

jeTpy MHILIEBa KOjUMa je HHAYKOBaH xenatututuc npumenom Con A (12 mg/kg TT).
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Kao mro je mpukazano Ha rpadukony 1, cratuctuuku 3Hadajuo (p < 0.05) cmameme
koHneHtpanuje Tpancamunasza (ACT u AJIT) je youeHo koj muIieBa Koju cy HakoH Con A
npummn MMSCs, y nopehemy ca xuBOTHHaMa KojuMa je arumkoBad camo Con A. Huje

OWJI0 3Ha4YajHEe pa3JIMKe Y KOHIICHTPAIHMjH TpaHCAMUHA3a y CEPyMy MUIIEBA KOHTPOIHUX

rpyna (I'padukon 1).

1800 - [M konTpona
1600 - E mMSCs
1400 A Il ConA
1200 - [] Con A+mMSCs
= 1000 -
—
= 800 - .
600 - %*
400 -
200 A
0 -
ACT ANT

I'padukon 1. Konnenrpanuja TpancamMmHa3a y cepymMy MuileBa HakoH mpumene Con A m mMSCs.
Konnenrpanuja tpancamunaza (ACT u AJIT) je cTaTHCTHYKM 3Ha4yajHO Mama y CEepyMy MHIIEBA KOJH CYy
HemocpeaHo Hakon Con A (12 mg/kg TT) mpummmn 5 X 10° mMSCs y nopeljersy ca MumeBnMa Kojuma je
arukoBaH camo Con A. TIpencTaBibeHH pe3ynTaTH 2 eKCIIepHMEHTa ca HajMame 10 mMumieBa o rpymu (cpeama

Bpeanoct +/- SE; * p<0.05).

AHanM30M TAaTOXHMCTOJOIIKMX Iperapara HcedYaka jeTpe TMOTBpheHm cy pesynratu
OMOXEeMHUjCKUX HMCIUTHBama. Kao mro je mpuka3aHo Ha ciuiy 12, MHTpaBeHCKa NMpUMEHa
jemre no3ze MMSCs nakon armukarje Con A cripedmniia je MaCOBHO ommTeherme XeraTonTa.
CamMo mojennHayHa noJsba (OKaJHE HEKpO3e, Majie MOBPIIMHE, YOU€Ha Cy y TKHUBY jeTpe
MullleBa KojuMa cy aruimkoBanu Con A u mMSCs. CynpoTHo, Ko MUILIEBA KOJU Cy TPUMHUIIU
camo Con A Owmna cy mpucyTHa IOJba HEKPO3€ BEJIHMKHX IOBPIIMHA Ca BUIJBUBOM
BaKyOJIU3alMjOM, KapUOJIM30M U KOHJICH3allMjOM XPOMATHHA XeMaToluTa. JeTpe MuIieBa
koju cy npummn camo 0.9%NaCl omqHocHo camo MMSCs, Ouite cy 6e3 omrehiema, 0THOCHO

umaie cy Hopmanny rpaby (Cnuka 12).
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Canka 12. Penipe3eHTATHBHM HCEYIH jeTpe 000jeHU CTAHIAPHUM MATOXHMCTOJOLIKUM 0ojemeM, yBehame

x 100 (H&E).

4.1.1. Cepymcke koHueHTpaumje npouHpaamanujckux uuroknna TNF-a, IFN-y u IL-4
Cy Mame 0K je KoHueHTpanuja anTuuH@aamanujckor IL-10 Beha HakoH nmpumeHe

mMSCs

Kako je xox MumieBa ca XemaruTrcoM koju cy npumiia MMSCS yodeHo 3Ha4ajHO CMambeHmhe
KOHIICHTpAallMje TpaHCaMHWHA3a y CEepyMy H OJCYCTBO MAacOBHE HEKPO3€ XeIlaToluTa,
HCIMTAHO je Jia JIU Cy OBE pa3jiMKe MOocieaulla pa3iuke Y MPOAYKLHUJU MPOUHpIaMaIH]CKIX
VS aHTUUH(DIAMAIIN]CKUX [TUTOKUHA.

MepemeM NUTOKWMHA Yy cepyMmy, 8 caThm HakOH HMHTpaBeHCke mpumeHe Con A, ELISA
MeTonoM (rpadukoH 2), yTBphEeHO je CTATHCTUYKU 3HAYajHO CMAamee KOHIIEHTpAIH]je
npouHduamanujckux TNF-a (p<0.001), IFN-y (p<0.05) u IL-4 (p<0.001) u craTHcTHYKH
3Ha4ajaH nopact anturHpuamanujckor 1L-10 (p<0.05) y cepymy muieBa koju cy HakoH Con

A npumuin MMSCs, y mopehemy ca murieBuMa kojuma je mat camo Con A (I'padukon 2).
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4500 1 [M koHTpona
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I'padukon 2. Bpennocrn murokmna y cepymy. Konmenrpamumja TNF-a, IFN-y u IL-4 je cratuctuuku
3HaYajHO Mama, MoK je KoHmeHTpammja IL-10 cratimctnukm 3Hadajuo Beha y cepymy MumeBa Kojy Cy
HemocpeaHo HakoH Con A (12mg/kgTT) mpummmn 5 x 10° mMSCs y mopeljersy ca MumreBnma KojuMa je
armmukoBaH camo Con A. Hema 3Ha4ajHe pasinke y KOHICHTPAIMjH CEPYMCKHX IIUTOKHHA M3Mel)y KOHTPOIHUX
rpyna. IIpeacTaBibeHu pe3yaTaTy 2 eKCIepUMEeHTa ca HajMamke 8 MUIIeBa [0 Ipynu (cpeama BpexHocT +/- SE;

*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).

4.2. llpumena MMSCs cmamyje nHdaaManujy y jeTpu MHUIIeBa KOjUMA je XemaTHTHC

u3a3BaH ammkanujom Con A

Hana3 3HauajHo Mamer omrehewma jeTpe Kao M Mambe CEpyMCKE KOHLEHTpaluje
npouHQIaMalMjCKUX LUTOKMHA y MUIIEBa Koju cy nmpuMmwin MMSCs, ummmunupanu cy
NPETHOCTaBKy Ja OM cMameHa HH(uiaTpanuja uHIamManujckuM henvjama Moria OuTH
OJI'OBOPHA 3a YOUEHE pasiHKe. 3aTo Cy MPOTOYHOM IIUTOMETPHjOM, oapehBaHu MpoIeHAT U
Opoj uHGUATpYyIIMhKX Momynalyja MOHOHYKJIeapHUX henrja kao U GyHKIMOHATHU (PEeHOTUI

oBUX henuja y jeTpu eKCIepUMEHTAIHUX KUBOTHHA.

4.2.1. mMSCs 3nauajuo cmamyjy 0poj nndaamanujckux NKT heauja y jerpu

O63upom ga cy mperxomne cryauje nokazane ga NKT hemuje urpajy rmaBuy ynory y
natoreHe3n COn A WHAYKOBAHOT XEMATUTHCA, MPOTOYHOM ITUTOMETpHjOM je oxpehen
uurokuncku npopun NKT hemuja, nepunucanux kao CD4'CD1d Terpamep’ henuje,
M30JIOBaHMX M3 JETPU MHILIEBA KOjUMa Cy MHTpaBeHCKHU armukoBaHu Con A u mMSCs, umu
camo Con A. Kao mrTo je mpuka3aHo Ha rpadukoHy 3, ocaM caTHM HaKOH HHTPaBEHCKE

arumkarmje Con A, 6poj NKT henuja, koje nmpoaykyjy TNF-a u IFN-y u xoje excripumupajy
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Thl tpanckpummonu dakrop T-bet je 6HO CTATHCTUYKHK 3HAYAjHO MamU y jETPH MUIIEBA
KojuMa Cy MHTpaBeHCKH arutukoBane MMSCS nemocpenno nakon Con A y mopehemy ca
MHIIEBUMA KOju ¢y mpumuin camo Con A (p<0.01 3a CD4" CD1d rerpamep” TNF-a" NKT
hemmje; p<0.05 3a CD4" CD1d rterpamep’ IFN-y* NKT hennje; p<0.05 3a CD4" T-bet”
henuje) (durypa 1). ¥3 1o, 6poj NKT henuja koje npoaykyjy IL-4 u ekciupumupajy Th2
tpanckpunnuonn (akrop GATA3 je 6mo craructuuku 3Hauajuo (p<0.05) mamu y jerpu
MuIesa koju ¢y npummi mMMSCs.

Kox xuBoTHma kojuma cy aatu Con A u mMMSCS peructpoBaH je CTaTUCTHYKH 3HAYAjHO
(p<0.05) Behu mponenat NKT henmja koje mpoaykyjy IL-10, yka3yjyhu Ha moryhy ymory
MMSCs y nmonapmuzanuju NKT henuwja. MelhytuMm, kanma je aHamu3WpaH arcolyTHH Opoj
henmuja oBe momynamuje y y3opiuMma, HHjEe 3alakeHa pasiuka Mmehy ekcrepumMeHTaTHUM
rpynama (®@urypa 1). V jerpu mwuineBa KOHTPOJHUX Ipyna HHje OMJIO 3HAYajHE pas3liuKe

(p>0.05) y arconytaoM 6pojy ananusupanux nomyiaanudja NKT henuja (Purypa 1).
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®@urypa 1. UaTpaBencku ammmkoBane MMSCs cmamyjy 0poj NKT hennja koje mpoaykyjy HUTOKHHE Y
jerpu mumesBa kojuma je maayxkosan Con A xemarutme. NKT hemnje mzonoBane w3 jerpe muiieBa cy
aHAJIM3MPaHe METOJOM IIPOTOYHE IUTOMETpHje, 8 caTW HakoH TperMaHa. Ykymad Opoj NKT hemmja xoje
npoaykyjy (A) TNF-o, (B) IFN-y, (B) Thet’, (J) IL-4 u (B) Gata3" je cTaTucTHUKH 3HAYAjHO MamU Yy jeTpH
MHUIIEBa ca XemaTutucoM koju cy npumuan MSCs. (I) Tpouenar 1L-10" NKT henuja je cTaTHCTHUKK 3HAYajHO
Behu HakoH Tpermana MSCS. Pesynrati cy mpukasanu kKao cpeima BpeaHoct + SE (8 mumiesa mo rpymu) (*

p<0.05; ** p<0.01).
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4.2.2. mMMSCs 3HauajHo cMamyjy NpHCYCTBO Makpodara W JeHAPUTCKUX heamja y

jerpu

Y muiby najber MCHUTHBAKkA MOTEHIUjATHOT MEXaHW3Ma IMPOTEKTHBHOT €(eKTa IMpPUMEHE
MMSCs y QyaIMUHAHTHOM XEMaTUTHCY, METOJOM IPOTOYHE IIUTOMETPUjE Yy jeTpu je
aHaIM3upaHa MHQUITpanMja ¥ TOMUHAHTHU (EHOTUN Makpodara U ASHIPUTCKUX hemnwuja.

HNutpaBencka npumeHa MMSCS, cratucTuke je 3HA4ajHO CMamHiIa yKynmaH Opoj
Makpodara, nedunucannx kao F4/80" hemuje, kao u Makpodara koju mpoaykyjy IL-12 u IL-
10 y jeTpu MHIIIEBa KOjUMA je XCIIaTUTHC WHAYKOBaH amumkanujom Con A (durypa 2A).

Takohe, youeno je ma MMSCS 3mauajHo yTmuy Ha mopact 6poja CD11c¢™ memmpuTCKmMX
henmmja. Ykyman 6poj CD11c’ nenmpurckux henmja, kao M AeHIpUTCKUX hemuja Koje
npoaykyjy IL-12 je 6mo 3HauajHO penyKoBaH y jeTpU MHILIEBA KOjUMa Cy HWHTPABEHCKU

armukoBane MMSCs HerocpeHo HakoH Con A y mopelemy ca MulieBumMa Koju ¢y IpUMUIA

camo Con A (®urypa 2B).
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®urypa 2. Bpojyana 3acTyn/beHOCT hennja Koje mpe3eHTyjy aHTHreHe Y TKHBY jeTpe MHIICBA HAKOH
npumene Con A m mMMSCs. Ykynan 6poj (A) F4/80+ makpodara, makpodara xoju npoaykyjy IL-12 u IL-10,
kao u (B) CD1lct menapurckux henmja u AeHApUTCKUX hemuja koju mpoaykyjy IL-12 6HO je cTaTHCTHYKH
3HAYAjHO MakH Y y jeTPH MHINEBa KOjUMa Cy HAKOH MHAYKIMje XemaTuTrca TpaHcmantupane mMMSCs (5 X
10°). Vi3MepeHe BPEIHOCTH U3 EKCIIEPUMEHTa Cy IpHKa3aHe Kao cpenma BpeaHocT + SE (8 mumesa y rpymu)
(*p<0.05).
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Huje mocrojana craTHCTHUKH 3HadajHa (p>0.05) pasmuka y 6pojy CD8" T mumdonura HUTH

y 6pojy CD19" B numdormTa, Koju cy MHGUITPUCAIN jeTPy eKCIEPUMEHTAITHUX MHILICBA
(Purypa 3).
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®@urypa 3. Bpojuana 3acrymbenoct T u B mum¢ponura aumdponura y jerpu MumieBa kojuma cy gatu Con
A u mMSCs. He ioctoju pasiuka y 6pojy CD8" T mumdomnuta u CD19" B muMdomnuTa y jeTpu Muiesa Kojuma
Cy HAKOH MHIYKIMje XemaTuTuca Tpanciiantupane mMMSCs (5 x 10°), y nmopeljersy ca MUIIeBHMAa KOjUMa KOjH
cy npumiu camo Con A (12mg/kg TT). U3meperne BpeqHOCTH W3 €KCIIEPUMEHTa Cy MpUKa3aHe Kao Cpelrba

Bpenuoct + SE (8 muniea y rpymn).

4.3. Ilpumena MMSCSs 3HauajHo cMamyje omreheme jerpe nzazpano o-GalCer-om

VY mwpy ucnutuBama aa 11 MMSCs cynpumupajy epexropeke ¢pynkuuje NKT henmja jerpe
JUPEKTHO WJIM TTOCPEICTBOM henuja Koje Mpe3eHTy]y aHTUTeHE, Y 1aJbeM TOKY UCTPaKUBarkha
kopuinheH je wojen (YJIMHHAHTHOT XematuThca Koju je wu3asBaH o-GalCer-owm,
cneunpuyHuM U cHaxkHuM aktuBaropoMm NKT henuja.

VY Ty CBpXy, HaKOH IITO Cy MPOTOYHOM LIUTOMETPUJOM 2 caTa Iocie TpeTMaHa, y JeTpu
KHUBOTHHbA ca 0-GalCer-uHaykoBaHUM XEMaTUTHCOM JICTEKTOBAHE MHTPABEHCKH AIUIMKOBAHE
dayopectieaTHO  obenmexxeHe MMSCs (Cnmmka 13), onpeheHe cy  KoOHIGHTpaIryje
TpaHCaMMHAa3a y CepyMy M aHaJIM3UpPAaHU IMATOXMCTOJOLIKM Ipernapartu jeTpe Kako Ou ce
ucnutano aa 1u MMSCs mory na peaykyje omreheme jerpe nzazpano o-GalCer-om.

Kao ekcrnepuMeHTanHe >KMBOTHE¢ KopuinheHu cy wmuiieBu coja C57BL/6 HacymmuuHO
CBPCTaHH y JIBE €KCTIEPUMEHTAIIHE U JIBE KOHTPOJIHE TpyIie. MUIIIEBU TIPBE EKCIIEPUMEHTATHE
rpyne wuHTpaBeHcku cy npummin o-GalCer (50ug/kg TT), mperxomHo pacTBOpeH Y
¢usnonomkom pacteopy (0.9%NaCl), nok cy MwuieBH apyre eKClepUMEHTAHE TpyIie

HemocpeHo HakoH a-GalCer-a maTpaBencku mpummt 5 X 10° MMSCS pecycrieHI0BaHHX y
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200 ul 0.9%NaCl-a. MureBn rpymnucaHd y MNPBY KOHTPOJIHY TPYIy CyY HHTPABEHCKH
npumun  camo 0.9%NaCl, mox cy MuineBu CBpCTaHM y APYry KOHTPOJHY TPYILY

MHTpaBEHCKH npuMuin camo MMSCs.

KOHTpona a-GalCer + dnyopecueHTHO obenexeHe mMSCs

: |
FL1-H ioxm

Camnka 13. Jlereknmja cucreMcku amjiukoBaHux MMSCs y jerpy muineBa 2 cata HaKOH HMHAYKIHje
xenatuTuca npumenom a-GalCer-a. ®nyopecrientao (CFSE) o6enexene mMMSCS murpupajy y jerpy MuieBa

KOjHMa je MHIyKOBaH xematututuc mpumenom a-GalCer-a (50 ug/kg TT).

Konnenrpanuja tpancamunasza (ACT u AJIT) y cepyMmy MuIIeBa eKCliepUMEHTATHUX Tpyma,
Mmepena 16 catu Hakon amukaije o-GalCer-a (50ug/kg TT), je mokasana ja MHTpaBEeHCKa
npumena 5 x 10° mMMSCs penykyje Temko omreheme jerpe msassano a-GalCer-om. Kao mro
je mpuka3zaHo Ha rpadukony 5, koHmeHTpamuja ACT u AJIT je craTUCTMUKH 3HA4YajHO
(p<0.05) mama y cepymy mumieBa koju cy nocie o-GalCer-a npumunu mMSCs, y nopehemy
ca MHIIEBUMa KOjuMa je WHTpaBeHcku aar camo o-GalCer. Huje mocrojana craTuCTHYKU
3HauajHa paznuka (p>0.05) y KoHIEHTpalHju TpaHCaMHHA3a y cepymy u3Mely mmiiena

koHTposHuX rpyna (I'paduxon 3).
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I'paduxon 3. KoHumeHTpanuja TpaHcaMuHa3a y cepyMy MuIIeBa HakoH mpumene o-GalCer m mMSCs.
IMocroju cratrcTnuky 3Ha4yajad max ACT u AJIT y cepymy MHIIIEBa KOjU Cy MHTPAaBEHCKH Yy jeaHoj mo3u (5 X
10°) npumim MMSCs mocite a-GalCer-a (50pg/kg TT) y mopeljery ca MUIIEBAMa KOjUMa je HHTPABEHCKH JaT
camo a-GalCer. He mocToju CTaTHCTHYKH 3HaYajHA Pa3jidKa y CEPYMCKO] KOHIIEHTPAIIjH TpaHCAMHHA3a H3Mel)y
MHIIEBA KOHTPOJHUX Tpyma. [IpeacTaBibeHH pe3yiratd 2 eKCIepUMEHTa ca § MHMIIeBa MO IpylH (cpeama

Bpennoct +/- SE; * p<0.05).

[TaToxucronomka aHalu3a jeTpe je MOTBpAMJIA pe3ysTaTe OMOXEMHUjCKHUX HCIHUTUBAHmA
(Cnuka 14). 3nauajHo Mame omrehieme jeTpe je YOUSHO KO/ MHIIEBA KOjU Cy MPUMHIU 5 X
10° mMMSCs nocite nrTpaBercke ammkaumje o-GalCer-a (50pg/kg TT). Kox Muesa koju cy
npummin camo o-GalCer 6una je mpricyTHa MacoBHa, TUCEMHHOBaHAa HEKPO3a XEMaToluTa
(cnuka 4) npaheHa ryOMTKOM HOpMajiHe rpahje TKHMBa jeTpe AOK Cy IHOjeJMHAaYHa U peTKa
M0Jba HEKPO3€ Majie MOBPUIMHE OWiia MPHUCYTHA Yy jeTpU MHIIeBa Koju cy npummia MMSCs
nocie a-GalCer-a. Kao mto ce Moxxe BumeTn Ha ciuim 14, jeTpe muiieBa 00e KOHTPOJIHE

rpyme cy Ousie ouyBaHe U HETIpOMeHmeHe Tpale.
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Cinuka 14. Penipe3eHTaTHBHH MceYlH jeTpe MunIeBa HakoH npuMeHe a-GalCer-a u mMSCs. CrannapHo

naroxucroiomko 6ojeme (H&E), yehame X 100.

4.3.1. Ipumena MMSCs cmamyje konuenTpauujy TNF-a, IFN-y u IL-4 y cepymy

OO63upoM aa cy pe3ynraTd OMOXEMHjCKHX W MaTOXHCTOJOIIKMX MCIUTHBama MOKa3ald Jia
npumena MMSCs cmamyje omreheme jetpe y a-GalCer xenmatutucy u a cy OBH pe3yiTaTu
y CKJIay ca pesynratuma aooujeHum y Con A mopeny, ucniutaso je aa 1u mMMSCs yruay Ha
OPONYKIHMjy IHMTOKMHA M (EHOTUIICKE W (QYHKIMOHATHE KapaKTEPHCTUKE TIIABHUX
eexTopckux henuja y jeTpu Ha UCTH Ha4MH Ha KOJU Cy Ha OBe Ipolece yrunaie y Con A
XETaTUTHCY.

MepemeM UTOKMHA ¥ cepyMy 2 caTta HakoH mHTpaBeHcke npumene a-GalCer (50ug/kg TT)
(Cpadukon 4), yTBpheHO je CTATHCTHYKH 3HAYajHO cMameme KoHieHTpaiuje TNF-o
(p<0.05), IFN-y (p<0.05) u IL-4 (p<0.05) y cepymy MmumeBa Koju cy mpumumx 5 X 10°
MMSCs, y mopehemy ca mumeBuma kojuma je aat camo o-GalCer. Kao mito ce Moke BUaeTn
Ha rpadukonHy 4, Huje om0 craTucTruke pazimke (p>0.05) y konnentpanuju 1L-10 uzmehy

HUCIIMTUBAHUX I'pyla.
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I'paduxon 4. Cepymcke BpeIHOCTH HUTOKHHA HakoH mpumene o-GalCer-a m mMSCs. Konmenrpamuja
cepymckor TNF alpha, IFN-y u IL-4 je cTaTHCcTHUKK 3HAa4ajHO Mama KOJ MUIlEBa Koju cy mocie o-GalCer-a
uHTpaBercky npumia 5 X 10° mMMSCs y nopeljery ca MuieBnMa kojuma je aat camo a-GalCer. He moctoju
CTaTHCTHYKH 3HaYajHa pa3iKa y KOHIEHTpamuju cepymckor IL-10 usmeljy eKkcrmepHMEHTaaHHX Tpyma.
CepyMmcKka KOHIIEHTpallHja IIMTOKWHA je MepeHa 2 cata HaKoH WHTpaBeHcke armumkamuje o-GalCer-a (50ug/kg
TT). IpencraBibeHN Pe3yIITaTH 2 EKCIIEPUMEHTA Ca HajMare 8 MHUIeBa 10 TpymH (cpeama BpequocT +/- SE; *

p<0.05; ** p<0.01).

4.3.2. mMMSCs cmamyjy 0poj uarpaxenatuunux NKT henuja koje npoaykyjy

npouH@IamManujcke HIMTOKMHE

Haxkon 1mito je yodeHo naa y cepymy muiieBa koju cy npummin a-GalCer u mMSCs mocroju
3HaYajHa pasjifKa y KOHIEHTPAIHMj! IIUTOKMHA y OJHOCY Ha MHIIEBE KOjUMa je aT caMo o-
GalCer (I'pajuxon 4), HPOTOYHOM LUTOMETPHjOM CY aHAIU3MpaHe (EHOTHIICKE U
(GyHKIMOHATHE KapaKTEepUCTHKE heiMja MMYHCKOT CHUCTeMa KOje MUMajy BaxHy YJOry y
naToreHe3u (yJIMUHAHTHOT XeMaTUTHCA.

Kao mro je npukazano Ha ciuuu 15, nocMmarpajyhul mpoleHTyallHy 3aCTyJbeHOCT LIUTOKHH-
nponykyjyhux NKT henuja y jerpu 2 cara HakoH WHTpaBeHcke armmkanuje o-GalCer
(50pg/kg TT), mpumena mMMSCs (5 x 10°) 3nauajuo je cmamua uadayke NKT hemnja koje
nponykyjy TNF-a (p<0.05), IFN-y (p<0.01) u IL-4 (p<0.05) (Camka 15). Hzmehy
eKCIIEpUMEHTAITHUX Tpyna Huje 0mino 3Havajae pasznuke (p>0.05) y 6pojy NKT henuja koje

nponykyjy IL-10 (Cnuka 15).
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Canka 15. CMameHa MpoIeHTyalIHa 3acTybeHocT HHpaaMmanujckux NKT henuja y jerpu MmumeBa ca o-
GalCer xematurucom kojuma cy ammukoBane MMSCs. NKT henuje n3onoBaHe u3 jeTpe Cy aHAIH3HpPaHE
MPOTOYHOM HHUTOMETPHjOM. Pempe3eHTaTHBHY IDIOTOBH NpHKa3yjy mporeHTyanHy 3actymubeHocT NKT hemmja
koje mpoaykyjy TNF-a, IFN-y, IL-4 u IL-10 y jerpm mumieBa kojuma je arumnkoBan camo a-GalCer (50ug/kg
TT) wm o-GalCer u mMSCs (5 x 10°).

3a0enexxeHe pasziuKe y MPOLEHTYaTHO] 3acTyIUbeHOCTH paznuuutux nomynamuja NKT
henmuja mocrojasne cy U KaJia je aHaTM3UPaH alcolyTHH Opoj THX TOIyJIalldja y y30pIuMa, ma
je tako 6poj NKT henuja xoje npoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-4 y mumeBa koju cy HaKkoH a-
GalCer (50pg/kg TT) mpumums mMSCs (5 x 10°) 6uo craTicTHuky 3HauajHO (p<0.05) Marbu
HEro y jeTpu MHIIeBa Kojuma je armukoBan camo o-GalCer. Pasnuka y arcoixyTHOM Opojy
NKT henuja xoje mpoaykyjy IL-10 y jerpm mwumieBa ca XemaTUTHCOM HHj€ JOCTHIJA

CTaTHCTUYKY 3Ha4ajHOCT HakoH TpetMaHa MSCs (p>0.05) (durypa 4).
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®urypa 4. Bpoj NKT hesnja koje mpoaykyjy HATOKHHE y jeTpH MHIIEBa KOjUMAa Cy aIUIMKOBAHH (-
GalCer u mMSCs. Crarucriuku 3Ha4yajuo Mamu 6poj NKT hennja koje mpoxykyjy TNF-o, IFN-y u IL-4 y
jerpu mumreBa kojuma cy xate MMSCs (5 x 10°). PesynraTi 2 eKCliepHMEHTa ca HajMarbe 8 MUIIEBA 1O TPYIIH

(cpenma BpemHocT +/- SE; * p<0.05;** p<0.01).

4.3.3. llpumena MMSCS He Mema 3aCcTYNULEHOCT AeHAPUTCKUX heiMja y jeTpu Mumesa

KojuMa je xematuruc u3a3pan a-GalCer-om

Y 1aibeM TOKY MCTaKHBamba je youeHo jga npumera MMSCs (5 X 10°) ue yTuue 3HauajHO HA
npucycTBo, (eHoTHICKe U (YHKIMOHANHE KapakTepucTuke wuHIamanumjckux CD11c”
nenaputckux henuja koje ekcripumupajy CD11b, MHC momnexyn Il kiace, Ko-cTuMynaTopHe
monekyne CD80 nu CD86, uutu nennpurckux henuja xoje npoaykyjy 1L-12 y jerpu mumena
ca o-GalCer xemarutucom (®durypa 5). Mely ekcrnepuMeHTaqIHUM Tpymnama HUje OHIIO
CTaTUCTUYKU 3HayajHe pasnuke (p>0.05) Hu y Opojy peryiaropHux AEHIpUTCKUX henwja,
neduancannx kao CD11¢'CD8" hemmje xoje mpoxykyjy 1L-10 (®urypa 5), mro ykasyje na
cy MMSCs moaynupaine npoaykiujy nurokusa aupektHo y NKT henujama, He3aBuCHO ont

JIeHIpUTCKUX henuja.
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®urypa 5 VY a-GalCer xemarmrucy, mnpumena MMSCS He yruye 3HAYajHO Ha (eHOTHI
HHTpPaXeNaTHYHUX JAeHApUTcKuX henmja. He mocroju pasmmka (p>0.05) y mpoIEHTyaIHO] 3aCTYIJbEHOCTH
(A) madnamanujckux u (B) perymatopHux AeHAPUTCKUX henwja y jeTpu MuieBa kojuma cy matu o-GalCer
(50pg/kg TT) u 5 x 10° mMMSCs, y nopeljery ca MuIIeBuMa Koju ¢y npumumi camo o-GalCer. Pesymratu 2

eKCIIepIMEHTa ca HajMambe 8 MHUIIeBa 1Mo TPy (Cpemtba BpeaHocT +/- SE).

4.3.4. UnTpaBeHcka anukanuja MMSCs cmamyje nurtorokenuky akTuBHocT NKT

hesamnja jerpe

[Tomro je y jerpu obosenux MmuiieBa koju cy npumuwin MMSCs nokasaHa jacHa pasjivka y
opojy mnpnamanujckux NKT henmja, xoja Huje npaheHa paznukoMm y Opojy aKTUBUPAHUX
JNCHIPUTCKUX henmuja, y JajbeM TOKY HCTpaXMBama y LWJbYy OTKpHBama MEXaHH3Ma
xenarornpoTekTUBHOT epekra MMSCs y NKT-mocpenoBaHoOM XemaTUTHCY, aHAIM3HMpaH je
epexar mMSCs nHa xenatorokcuuyHocT NKT henmja. Lurotokcuunoct NKT henuja jerpe
ucnuTaHa je y 48-4acoBHO] KynTypu ca henmjama XemarolenylapHOr KaplIuHOMa OJHOCHO
munjuMm xernarouutuma (taprer hemuje), y omnocy edekrop: taprer 10:1, xopuirhemem

XCELLigence cucrema (durypa 6).
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Ha ¢urypu 6 je mpukazano na NKT henmje n3omoBane MarHeTHOM cemapamyjoM U3 jeTpH
muireBa koju cy HakoH o-GalCer mpummmu MMSCSs mokasyjy 3uauajuo (p<0.05) mamy
[UTOTOKCHYKY akTUBHOCT mpema HepG2 henumjama (A) xenatouutuma (b) y mopehemy ca
NKT henujama mumieBa kojuma je arumikoBan camo o-GalCer. Oa pa3iuka je cTaTUCTHYKH
yOensbrBHja OJ1 Ipyror cata KokynatuBanuje. Cmamen yomrauku noteHyjan NKT hemmja je

HajBEpOBATHH]E MOCIEANIIA KMYHOMOAYIaTOPHUX aKTUBHOCTH yopusranux mMSCs.
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®@urypa 6. Cucremcka ammkanuja mMMSCs cmamyje murtorokcnuky aktupHocT NKT heamja jerpe
npema HepG2 tymopckum heaujama. [utotokcnuka aktuBHocT NKT hemmja mpema (A) HepG2 rtaprer
henujama u (B) xenatormTuma ucnutrBana je XCELLigence cucremom y Tpajamy ox 48 catu, omHOC edeKkTop:
taprer 10:1. Pesynratu cy mnpeacTaBbeHH Kpo3 henujcku HMHAEKC TapreT henuja y peajHOM BpeMeHY.
Xenarorokcuunoct NKT henuja n3oi0BaHux U3 jeTpu MuIeBa koju cy npumuih, a-GalCer (50pg/kg TT) u 5 X
10° mMSCs je 3uauajuo mama y nopeljemy ca xemarorokcuurouthy NKT henija H30/10BaHHX U3 jeTpy MUIIEBa
koju cy npumanu camo o-GalCer. [Ipuka3zane BpeJHOCTH Cy cpeame BpenHoctd +/- SE; * p<0.05, Hajmamwe 8

MHUIIEBA 110 TPYIIH.
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4.3.5. llpumena MMSCs 3nauajuo cmamyje ekcnpecujy FasL, TRAIL u CD107, anu He
yruuye Ha ekcnpecujy mnepdopuna, rpansumaB, NKG2D u KLRG1 Ha

unTpaxenatuyHuM NKT hennjama

Ca mwpeM na ce aepuHuITy Moryhu pasio3u cmMameHe MUTOTOKcHdke akTHBHOCTH NKT
henuja, cienehu kopak y uctpakuBamy O0uo je aa ce ucnuta ¢pyakiuonanau Genotun NKT
henmnja y jetpu muIeBa o0 €KCIIEpUMEHTAIHE Tpyre. Y OKBHUPY H30JI0BAaHE IOIYJIAIH]e
NKT henuja jetpe, ananusupana je excrnpecuja FasL, TRAIL (earn. TNF-related apoptosis-
inducing ligand), CD107, nepdopuna, rpanzuma B, NKG2D u KLRGI wonekyna.
Pesynratu npukazanu Ha rpadukoHy 5, jacHO yka3yjy Ja MuIIeBH Koju cy HakoH a-GalCer
(50pg/kg TT) mpummnu 5 X 10° MMSCs uMajy cMameHy NPOLEHTYAIHY 3aCTYIbEHOCT
JAWraHaga Koju WHAyKyjy amomrto3y, FasL (p<0.05) u TRAIL (p<0.01), kao wu
nerpanynauonor mapkepa CD107 (p<0.05) ma NKT henmjama jerpe y mnopehemy ca
MmuieBuma koju cy npummiu camo a-GalCer (I'padukon 5). McroBpemeHo, HHje mocTojaia
CTaTHCTUYKU 3HauyajHa pasnuka (p>0.05) y nporueHTyalHoj 3aCTy/bEHOCTH IIUTOTOKCHYKHX
Mmenujaropa (nepdopuna u rpansuma B), kao nu perientopa (NKG2D u KLRG1) uckazanux

Ha NKT henujama jerpe uzmely exciepumenrannux rpyna (I"padukon 5).
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I'paduxon 5. [Ipumena MMSCs cmamyje nponentyaany 3acrymbenoct FaslL, TRAIL u CD107 na NKT
henmjama, anu He yTu4ye Ha 3actrymbeHoct mnepgopmuna, rpanduma B, NKG2D m KLRG1 na NKT
henmjama y jerpum mmmreBa. Mumresn koju cy HakoH a-GalCer mpummmu 5 x 10° mMSCs, umajy cMamen
npouenar FasL, TRAIL u CD107 na NKT henujama y nopehemy ca MuimeBuMa Koju Cy HPUMWINA CaMoO O-
GalCer (50ug/kg TT). HcroBpeMeHO, HE WOCTOjH CTAaTHCTHYKH 3HAuYajHA paslidka Yy MOPOLEHTYAIHO]
3acTymubeHocTn nepgopuna, rpanzuma B, NKG2D u KLRG1 na NKT henujama namely excrniepuMeHTamIHIX

rpymna. [IpukazaHe BpeJHOCTH Cy cpeame BpeAHOCTH +/- SE; * p<0.05;** p<0.01.
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4.3.6. Ilpumena MMSCs nosehaBa Opoj perygaTopHux JuM@ouuTa y jerpu MulleBa

KOjuMa je u3a3BaH (yJMHUHAHTH XeNATUTHUC

[Tosmaro je ma MSCs moBehaBajy ekcnpecujy TpaHcKpunuuoHor ¢akrtopa FoxP3 vy
nuM(OIUTHMA ¥ MPOMOBHIY HAcTaHAK U ekcransujy CD4"CD25"FoxP3* Treg numdonura
xoju mpoxykyjy I1L-10" (266, 267). Ananusom (eHoTHIIa MOHOHYKJIeapHUX henuja koje cy
uHbuITpUCae jerpe MuiieBa koju cy npummin camo a-GalCer (50ug/kg TT) omnocHo o-
GalCer u 5 x 10° mMSCs, youeHo je aa ammukanrja mMMSCs 3nauajHo nmoehaBa mpHUCyCTBO
perynaropuux hemmja y jerpu. Kao mTo ce mMoxke BuaeTH Ha TpadUKOHY, CTATHUCTUUIKH
3nagajuo (p<0.05) Behu 6poj CD4'CD25'FoxP3" Treg mumdponuta koju mpoaykyjy IL-10 u
CD4'CD49b*FoxP3" mumdormTa Koju npoaykyjy IL-10 urdunarpucao je jerpe MuImena Koju
cy npummin MMSCs 2 cata HakoH amumkoBama o-GalCer, y mopehemy ca mwuiieBuma
kojuma je mat camo a-GalCer (durypa 7A). V3 to, yopusraBatbe MMSCS y3pokoBaio je
cTaTHCTHUKH 3Ha4ajHO (P<0.05) mosehame amcomyTtHor 6poja CD23'CD21°IgM™ MZ-like B
mumMponuTa koju mpoaykyjy IL-10 u TGF-B y jerpu muriesa ca xenarutucom (Purypa 7B).
Melhytum, uzmel)y excriepuMeHTaIHUX Tpyla HUje OUo pasiuke y Opojy MepUTOHEATHUX
Bla perymatopuux IgM*CD5" mum¢ormura koju mpoaykyjy IL-10 u TGF-p mutu y 6pojy
nepuroneanaux |gM*CD5 B1b perynaropuux mumdoruta (Purypa 7B).
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®@urypa 7. llpumena MMSCs noBehaBa 6poj perynaTopHux JuM@ouuTa y jeTpu MHUIIeBa KojuMa je

H3a3BaH XeENaTHUTHC.

MmueBn  kKoju cy HakoH o-GalCer

mpummma - MMSCs,

nmajy Behm 6poj

CD4"CD25'FoxP3*IL-10" u CD4"'CD49b*FoxP3IL-10" Treg numdonura, kao u 6poj CD23'CD21 IgM* MZ-

like B mumdonura xoju nponykyjy 1L-10 u TGF-f y ogHocy Ha mMuieBe Koju cy npumuinu camo a-GalCer. He

IOCTOjH CTATHCTUYKM 3HayajHa pasiuka y 6pojy mneputoneannux Bla (IgM'CD5") u Blb (IgM'CD5)

peryraTopHuX TuMQOINTa H3Mel)y ekcriepuMeHTaTHuX Tpyia. [IprukasaHe BpeIHOCTH CY CPEIbe BPEMHOCTH +/-

SE; * p<0.05.
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Jlobujenn Hamasu cyrepuinry ga mnoehaBame Opoja MZ-like B perymaropuux u Treg
amuMmponura y  uH(IaMHpaHO] jeTpH  NPOMOBHWIIE CTBapamke HMYHOCYIPECHUBHE
MUKpPOCpEMHE W MOXe OHTH jelaH oOJf MexaHW3amMa KOju C€ Haja3d y OCHOBU
xenaronpoTeKTuBHOT epekra MMSCs y akyrHoMm omrehemy jerpe y kome cy NKT henuje

r1aBHe edekTopcke hemmje.

4.3.7. Jenaenmja Treg aumdpouuta nukjaopochamMuaoM 3Ha4ajHO cMambyje KanauuTeT

MMSCs na peaykyjy omrteheme jerpe y3pokoBano aktuBanujom NKT henuja

Jla 6u ce ucnuTao 3Havaj Treg numdonura 3a umyHocynpecuBHu epexatr MMSCS y akyTHOM
omrehewy jerpe koje je nzaszBano aktuBauujom NKT henuja, MumieBuma je rnpe MHIYKIUje
6onectn nukiIodochamMuIoM ACTIETHPaHA OBA TOIMyJIauja TUM(OIHTA.

KoHnenrpanuja TpaHcaMuHa3za y CcepyMy MHIIEBa EKCIIEPUMEHTATHUX Tpyna H
MATOXMCTOJIONIKA aHAIM3a TKUBA jeTpe Cy IMoKa3aye jJa Hexocratak Treg iuMmdonura ykuaa
xenatonporekTuBHU epakar MMSCS y xematutucy koju je uzasan a-GalCer-om. Kao mro
je mpukazaHo Ha rpadukoHy 6, xonmeHtpammja ACT m AJIT je cTaTMCTHYKK 3HAYajHO
(p<0.05) Beha y cepymy mumieBa koju cy 72 cara npe a-GalCer-a u MSCs npumuiu CY, y
nopehemy ca muiieBuma tpetupanum o-GalCer-om 1 mMMSCS kojuma HHCY JCIUICTHPAHU
NpOoTeKTHBHU Treg nmuMdorutu. Y ckiany ca OMOXEMH]CKHM HaJIa30M, Ha MTATOXUCTOJIOIIKUM
HceylMMa jeTpyd MHUIIEeBa KOjuMa HenocTajy Treg num@oInuTH, jJaCHO ce youaBajy BeJIMKa

M0Jba HEKPO3€ XENaTolMTa U MacoBHA MH(pmiTpanuja uHduamanujckum henujama (Crnuka

16).
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ACT ANT

I'paduxon 6. KoHumenTpaumja TpaHcamMmuHa3a y cepymy MuineBa HakoH mpumene CY, o-GalCer u
mMSCs. Tlocroju cratuctruku 3Hadajan nopact ACT u AJIT y cepymy MumIneBa KOjU Cy HHTPaBEHCKH
npumma CY mpe o-GalCer-a u mMSCs y nopeljersy ca mumeBnma kojuma Huje nat CY. IlpencraBibenu

pesyaTaTi 2 eKCIiepUMeHTa ca 8 MHIIIeBa 0 rPyIH (cpearba BpenHoct +/- SE; * p<0.05).

Caunka 16. Penpe3eHTaTHBHM Hcedly jerpe MuiieBa HakoH npumene CY. CraHIapHO MaTOXHCTOJOIIKO

6ojeme (H&E), ysehame X 100.
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4.3.8. Cynpecuja xenmartorokcuyHoctT NKT henuja me3eHXHMAJIHUM MATHYHUM

hesmjama je 3HauajHO cMam-€HA HAKOH JAeruienuje Treg sumdonura

Hanas 3nauajuo Beher omrehema jeTpe kao u Behe cepyMcKe KOHIIEHTpaIlije TpaHCaMUHAa3a
y MUIIIEBA Ca XENaTUTUCOM KojuMa cy npe npumene MMSCs nemnetupanu Treg numdonnT,
HaBEJIM Cy Ha MPETIOCTaBKy jAa HexocraTak Treg mumdonura cMambyje IMyHOMOIYJIATOPHU
epexkatr MMSCs na NKT henuje jerpe. 3aro je nurorokcnunoct NKT henuja ucniurupana y
48-yacoBHO] KYJITYpH Ca MUIIJUM XeTaroruTuMa (Tapretr henwmje), y omHocy edheKkTop: TapreT
10:1, kopumthewem XCELLigence cucrema.

Ha rpadukony 7 je npukazano na NKT henuje u3onoBane MarHeTHOM cemapamujoM U3 jeTpu
muieBa Koju cy HakoH o-GalCer-a mpumummu MMSCS mokasyjy CTaTHCTHYKH 3HAYajHO
(p<0.05) mamy nUTOTOKCHUKY akTHBHOCT y oxHocy Ha NKT henuje mMuiiesa kojuMa cy mpe
npumene o-GalCer u mMMSCs nerutetupanu Treg nmumdonutu. lakie, cMambeH yOWIauKu
norernujan  NKT hemuja je HajBepoBaTHHje TMOCiequIla HE CaMO  JUPEKTHHX
MMYHOMOJYNIaTOpHUX akTUBHOCTH yOpusranux MMSCs na NKT henuje, Beh u unanpexTHOT

edekra Ha oBe henuje nocpencrtsom Treg numdoruTa.
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I'padpuxon 7. Cucremcka ammkanuja CY cmamyje nmyHomonayJaropan yrunaj MMSCs na NKT heanje
jerpe. LlutoTokcnuka aktuBHOocT NKT henuja npema xenatouutnma ucnutipasa je XCELLigence cucremom y
Tpajamy o 48 catu, ogHoCc edexTop: Taprer 10:1. PesynraTn cy npencraBibeHn Kpo3 henmujckn MHAEKC TapreT
henmja y peanmHom Bpemeny. Xenatorokcuanoct NKT henuja n3omoBaHuX U3 jeTpy MHIIEBA KOjU Cy TIPHMUIIH,
CY (10 mg/kg TT), a-GalCer (50pg/kg TT) u 5 x 10° mMSCs je 3mauajuo Beha y mopehemy ca
xenarorokcnunonthy NKT henuja n3onoBaHuX U3 jeTpy MHIIEBA KOjUMa HUCY ACTUICTHPAHU | reQ JIUMQOIHUTH.

I[Npukazane BpeJHOCTH Cy cpeme BpenHocTH +/- SE; * p<0.05, Hajmame 8 MuILeBa 10 rpyIIH.
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Kako Ou ce morBpmuno na je moBehame Opoja Treg mumdonuta y jeTpu KUBOTHHA ca
XEMaTUTUCOM jelaH OJf KJbYYHHX MeXaHu3ama HMyHoMmojayiaTopHor edexra mMMSCs y
aKkyTHOM omrehemy jeTpe, HM3BPIICH je aIONTUBHHU TpaHCep perynaropHux hemnuja.
MuiieBu KojuMa Cy jaeruietupanu 1reg qumdorutu, cy 24h npe MHAYKIMje XenmaTuTrca o-
GalCer-om, npumunu Treg omgHocHo Treg nuMdormre OPETXOAHO KOKYJITHBHCAHE Y
transwell cucremy ca mMMSCs (Treg™s®).

Y ekcrepuMeHanHO] Tpynu kojoj cy HakoH CY W HMHAyKIMje XemaTUTHca yOpu3raHu
Treg"™®, saGemesxenn cy cratmcrmukd 3HauajHo  (P<0.05) CMamemE CEPYMCKUX
TpaHCaMHHAa3a W 3HA4YajHO Mama HEKpo3a W MHUITpaluja MOHOHYKJIeapHUM henujama y
JeTpH, y OJJHOCY Ha OBe mapamerpe omrehema jeTpe y MuieBa kojuma cy yopusranu Treg
nuM(QOLIUTH, Ka0 U Y OJHOCY Ha MUIIIEBe KojuMa je arunkoBanu camo o-GalCer (I'padukon
8, ciuka 17). lobujenu pesynraru cyrepuiry 1a mMMSC napakpuHuM MEXaHU3MOM 3HAYajHO

nocrenryjy antu-uHpiaamaropue edekre Treg naumdouurta y akyTHOM oimtehemy jeTrpe

y3pokoBanoM aktuBaijom NKT henyja.
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0 —

ACT ANT

I'padukon 8. Konmenrpauuja TpancamMuHa3a y cepyMy MHIIEBa €a XeNATHTHCOM HAKOH aJONTHBHOT
TpaHcdepa peryiaatopHux aumpomnurta. Konnenrtpanuja tpancamuuaza (ACT m AJIT) je craTucTHiku

3HAYajHO Mama y cepymy MulneBa kojuma je HakoH mpumene CY (10 mg/kg TT) u a-GalCer (50ug/kg TT)

MSCS) 'y nopehemy ca

MHUILIEBMMA KOjUMa cy aruimkoBaHu Treg numdormru. [IpescTaBibeHn pe3yaTaTd 2 eKCIIepUMEHTa ca HajMarmbe

W3BPINCH ajonTHBHEU TpaHcdep Treg mmmdonura KokyaruBucanux ca MMSCs (Treg

10 mumnreBa no rpymnu (cpeama BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).
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Camnka 17. Penpe3eHTaTHBHU MceYlnH jeTpe MumeBa HakoH npumene CY. CrangapHo

naroxucrooniko 6ojewe (H&E), ysehame x 100.

4.3.9. llpumena MMSCs komnenzaTtopHo mosehaBa Opoj Breg aumdpounura y jerpu

000J1e/1MX MHIIIEBA KOjUMA Cy JAerieTUPaHu [ reg JuMQpouuTH

WutepecanTtHo, amumkamja MMSCS mumeBriMa Kojuma cy AeIUIeTUpaHu | reg TUMQOIUTH
(dPurypa8A), y3pokyje Behe npucyctBo Breg nmumdornmra y jerpy MuIieBa KojuMa je nu3a3BaH
(GyIMHHAHTHU XenaTuTuc. 3a0enexeH je cTaTUCTUUKH 3HauyajHo (p<0.05) Behu 6poj CD23
CD21'IgM" MZ-like Breg mumdonuTa y jeTpu XuBOTHHa Kojuma je mpe o-GalCer-a u
MMSCs ngar CY (®urypa 8B), mehyrum, jacHo je ma oBaj, BEpOBATHO KOMIIEH3aTOPHH,
nopact Opoja xenaruukux Breg mumdponuTa Huje yonaxuo omreheme jerpe (I'padukon 6,

ciuka 16).
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®urypa 8. Ilpumena MMSCs kox MuineBa ca xemaTutucoMm 0e3 Treg Jumdponura 3Ha4yajHo moBehasa
opoj Breg aumdonura y jerpu. Mumnresu koju cy npe a-GalCer-a u mMSCs npummu CY, umajy Behu 6poj
CD23°CD21°IgM* MZ-like Breg numdorura koju npoaykyjy 1L-10 u TGF-B y omgHOCY Ha MUIIEBE KOjUMa HHUCY

neruretupany Treg muMbonuty. [Ipukasane BpeTHOCTH Cy cpelmbe BpeaHoctu +/- SE; * p<0.05.

4.3.10. HepocraTak Breg ium¢ounura He yTuye Ha Xenaronporektusad egpexatr mMSCs

Yy GyJIMHHAHTHOM XeNATHTHCY

VY nuiby ucnuTHBamba 3Havaja Breg numdornura 3a tepanujcke epexre MMSCs y xenaturucy
u3azBaHoM o-GalCer-om, ekcrnepuMeHTaTHHM KHBOTHAMa Ccy, mnpumeHom anti-CD20
aHTUTena, nererupanu Breg mumdouutu. Hepoctatak oBux henvja HUje 3Ha4ajHO YTHUIIA0
Ha kamaiurer MMSCS na penykyjy akytHo omreheme jetpe (I'padukon 9, ciuka 18). Kao
mro ce yo4yaBa Ha rpadukoHy 8, mMMSCs cy cmamuie KOHIEHTpaluje TpaHcaMHUHa3a
(p<0.05) y cepymy MmurieBa kojuma je npe ammkaije a-GalCer-a nemernpana momysamuja

Breg numdonuTa y c1MuHOj MEpH Kao y MHILIEBA ca XENAaTUTUCOM KOjUMa HHje allJIMKOBaHO

anti-CD20 antureno (I'padpukon 9).
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I'paduxon 9. KonneHTpanuja TpaHcaMHHAa3a y cepyMy MuUlIeBa HakoH npumene anti-CD20, a-GalCer u
MMSCs. Hema craructiuukn 3Hadajue pasnuke y konumeHtpanuju ACT m AJIT y cepyMy MHUIIEBa KOjH Cy
uHTpaBeHckn npuMmnn anti-CD20 mpe a-GalCer-a w mMSCs, y mopehemy ca MuIlIeBMMa KOjiMa HHje IaTo
anti-CD20 anTtuteno. [IpencTaBbeHn pe3yiTaTi 2 eKCIEpUMEHTa ca 8 MUIIIEBa 0 TPYIH (CPearba BPEHOCT +/-

SE; * p<0.05; ** p<0.01).

[TaTOoXMCTONMOIKOM aHaIM30M je TMOTBpheHo na mnpoTekTuBHU edexkar MMSCs 'y
GynMHHAHTHOM xemaTuTHCy He 3aBucu of Breg mumdonura (Cnuka 18). Ha mpenaparuma
jerpu obornenux muiieBa ca/6e3 Breg mumdonura koju cy npumuaun mMMSCS youasajy ce
cMameHa MHQUITpannja napaamanujckuM henujama Kkao U Mama 1oJjba HEKpo3€e Y OJTHOCY Ha

MHIIIeBe KojuMa je arunkoBan camo o-GalCer (Cruka 18).
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Ciauka 18. Penpe3eHTaTHBHM WceYly jerpe MunieBa HakoH mpumeHe anti-CD20 anturena. CranmapHo

aToxucToJoiKko 6ojeme (H&E), yehame X 100.

CraTHCTHYKM 3HAYajHO CMamkeHe KOHLEHTpanuje npouHduamanujckux nurtokuHa IFN-y
(p<0.01) u TNF-a (p<0.01) je 3abenexeHO y cepyMy MHILIEBa KOjuMa Cy Ipe MHTPABEHCKE
npumene o-GalCer u mMMSCs nerutetupanu Breg nmumdornutu y nmopehemy ca MuiieBruMa
kojuma je nat camo o-GalCer (I'paduxon 10). Huje 6umo craructuuke pasmuke (p>0.05) y

koH1eHTpauuju 1L-10 y cepymy *KMBOTHEa TOMEHYTUX €KCIIEPUMEHTATHHUX TpyIa.

Takohe, Ha TpaduKOHY ce jaCHO yodaBa W Ja HEMa CTAaTHCTHYKH 3HA4YajHE pasUKe y
koHnentpauuju IFN-y u TNF-a (p>0.05) y cepyMy XHBOTHIA KOjUMa Cy TIpe MPHUMEHE O-
GalCer u mMSCs permnerupanu Breg nmumdounTr, y ofHOCY Ha TpyIly Koja HHje TMpHMHUIIA
anti-CD20 antuteno (I'padukon 10). OBu Hanmasu cyrepuiny aa Breg numdormrt HECy 01

KJbYYHE BaXKHOCTH 32 IMOCTH3amke Tepanujckor ehpekra MMSCS y pynMuHaTHOM XenaTuTucy.
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I'paduron 10. Cepymcke BpeIHOCTH HUTOKHHA HAKOH mpuMeHe MMSCs y mumieBa 6e3 Breg iumdonura
KojuMa je uHAyKoBaH xematutuc. Konnenrpanuja cepymckor |IFN-y u TNF-a je crarrcTinuky 3Ha9ajHO Mamba
KoJ MumIIeBa koju ¢y mocie anti-CD20 anturena uwaTpaBeHckd npuMund o-GalCer u mMSCs y mopehemy ca
MunIeBIMa kojuMma je mar camo o-GalCer. He mocToju CTaTHCTHYKH 3HAa4YajHA pasiidKa y KOHIICHTpPAIUjH
cepymckor IL-10 m3melhy excrmepuMeHTaTHUX Tpyma. Hema 3HauajHe pa3jiiKe y KOHIICHTPAIMjH MHTOKWHA
n3melhy muiesa ca u 6e3 Breg mumdonnTa kojuma cy HemocpeJHO HAaKOH M3a3uBama xenarutuca aate mMSCs.
CepyMcKa KOHICHTpalMja QUTOKWHA je MEpeHa 2 cara HaKOH MHTpaBeHcke arummkanuje o-GalCer-a (50pg/kg
TT). [IpencraBibeHn pe3ynTaTd 2 eKCIEPUMEHTA ca HajMambe 8 MUIIeBa Mo TpynH (cpeama BpegHoct +/- SE; *

p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).

4.3.11. Memunenuja Breg mumdonura anti-CD20 aHTHTe10M He yTHYe HA CYyNpPEeCHBHU

epexaTr MMSCs Ha xenaTtorokcnunoct NKT henuja

Hakon mTo je OMOXEMHJCKOM M NATOXUCTOJONIKOM aHAJIU30M Kao U MEpemeM
KOHIIEHTpallje IIUTOKMHA y CepyMy IOKa3aHO jaa Jemienuja Breg nmmumdornura He Mema
3Ha4ajHO UMYHOMOJyJaTopHH KarmauuteT MMSCS y GyIMHUHAHTHOM XeNaTUTHCY, UCIIUTaH
je yTumaj Jeruienyje oBUX peryinaTopHux hemuja Ha cynpecuBHu edekar mMMSCs Ha
uutorokcnuky akTuBHOCT NKT henmja (I'padukon 11). Huje Guino cratucTUuku 3Ha4YajHE
paznuke (p>0.05) y xenarorokcuunoctu NKT henuja u3010BaHUX U3 jeTPU MUIIIEBA KOJU CY
npummn o-GalCer 1 mMMSCs y onnocy Ha NKT henuje »HBOTHIA KOjEMa Cy TIpe IPUMEHE

a-GalCer u mMSCs npennerupanu Breg nmumgonuTy, mro HEABOCMUCIECHO yKa3yje Ja OBa
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Momyjanuja peryiaTopHux JuOLHUTa HE JOMPUHOCH JTUPEKTHO CYNPECUBHOM e(deKTy

MMSCs na NKT henuje jerpe.
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I'paduxon 11. Cucremcka npumena anti-CD20 aHTHTe/Ia He MeHa UMYHOMOLYJIaTopHu yTumaj mMSCs
Ha NKT heauje jerpe. Llutoroxcuuka aktuBHoct NKT henmja mpema Xemartonurnma HCIHMTHBaHA je
XCELLigence cuctemom y Tpajamy ox 48 caru, omHoc edekrtop: Taprer 10:1. Hema crarncTHuky 3HavajHe
pasiuke y murotokcnakoM moreHnmjany NKT hemuja m3010BaHNX U3 jeTpH MHIICBAa KOjJIMa Cy TIPE MHIYKIIH]E
xemaruruca o-GalCer (50pg/kg TT) n ammkammje 5 X 10° mMSCs nemernpanu Breg mamomura (anti-CD20
anrureno, 10 mg/kg TT), y ogrocy Ha NKT henuje u3onoBane u3 MuIeBa Koju cy npummin camo o-GalCer
(50ug/kg TT) u 5 x 10° MMSCs. TlpukasaHe BPeAHOCTH Cy cpebe BpeaHocTH +/- SE; * p<0.05, Hajmame 8

MHUIIEBA 110 TPYIIH.

4.3.12. Ilpumena MMSCs cynpumMupa npoanonToTckKe reHe

RT-PCR mMeTonoM aeTeKTOBaHO je 3Ha4ajHO cMamerme HuBoa IRNK 3a nmpoanonToTcke reHe
Bax, Bad u Apafl y xomorematmma jeTpe MuiIeBa Koju cy mpummin 5 X 10° mMSCs
HerocpenHo HakoH a-GalCer (50ug/kg TT) y nopehermy ca MuiieBiMa KojuMma je 1atT camo o
GalCer (I'paduxon 12). Huje 6uno 3navajue pasnuke y HuBoy IRNK 3a mpoamnonrorcke rene
Pten, Puma u p53 xao u antu-amonrtorcke Bcl-2, Bel-xL u XIAP u3mel)y ekcnepumenTamHux
rpyna (I'paduxon 12). OBu pesyararu ykasyjy na mMSCs yonaxasajy o-GalCer xenarutuc
cynpecujom 1mmrorokcnuke aktuBHocTH NKT henwja u  mocnenmyHuM — CMamemeM

AIIOINITOTCKE CMPTH XCIIATOIIMTA.
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I'paguxon 12. RT-PCR ananum3za excropecdje MNPOANONTOTCKHX W AHTH-AaMONTOTCKHX TeHa Yy
XoMOreHaTuma jerpe HakoH npumene o-GalCer m mMMSCs. Excripecuja rena 3a Bax, Bad u Apafl je Guia
3HAYAJHO CMAF-CHA Y XOMOIGHATHMA jeTPH MHIIEBA KOji Cy mpumuin 5 X 10° MMSCS Hemocpeaso HakoH o-
GalCer y nopehemy ca mumesuMa kojuma je gat camo o-GalCer (50ug/kg TT). U3mepeHe BpeAHOCTH H3

eKCIIEpUMEHTa Cy NpHKa3aHe Kao cpenma BpeaHocT = SE (*p<0.05).

[Tomro je mokazano na MMSCS mpeBeHHpajy anonTo3y Wik Mporpamupany henmjcky cMpT
tina 1, y JgajkeM HM3Y eKclepuMeHaTra ucnuTHBaHo je aa gu MMSCs yruuy Ha
IporpaMupaHy cMpT TuUna 2 wiM ayrodarvjy y jeTpu MHILIEBa KOjUMa je€ HHAYKOBaH
(GyIMHUHAHTHU XETaTUTHC.

Excrpecrja reHa 4uju nmpoayKTH peryiuiry mpouec ayrodaruje (atgdb, atgb, atg7, atgl2 u
Bcnl) je ompehuBana y TkuBy jerpe merogom PCR. Pasnuka y ekcrpecHju OBHX IeHa HUje
JOCTUTJIa CTAaTUCTHUKY 3HauajHocT (p>0.05) y XomoreHaruma jeTpu MHUILIEBA KOJU CY

npumuin o-GalCer u mMSCs oanocto camo a-GalCer (I'padukon 13).
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I'pajguxon 13. Excnpecuja reHa Koju peryJjuiry mpouec ayrodgaruje y jerpu MHIIEBa ca XeMaTHTHCOM
HakoH amukanuje MMSCs. H3MmepeHe BpeJHOCTH U3 €KCIEPUMEHTa Cy NPHUKa3aHe Kao Cpelba BPEeAHOCT +

SE.

4.4. mMSCs cynpumupajy NKT hesnuje napakpuHuM MeXaHU3MOM

VY panuje myOJIMKOBAaHUM HCTpaXHBamHUMa je TokazaHo na MMSCS mMyHOCynpecuBHO
7enyjy Ha henuje UMyHCKOT CUCTEM JUPEKTHUM KOHTAaKTOM HWJIM MapaKpUHUM MEXaHU3MOM,
MPOYKIIHjoM cOyOmIHuX (akropa (221).

Hakon mTo je youeHo &a umHTpaBeHcka ammkaiuja MMSCs kon mwummeBa ca a-GalCer
XEMaTUTHUCOM CMamyjy HUTOTOKCHYKY AaKTMBHOCT M TPOAYKLHU]Y MPOHH(IaAMALIN]CKUX
nutokrHa y NKT henujama, ucnintano je na jm je 3a UMyHOMOAy/natopHo aejctBo MMSCs
Ha NKT henuje jerpe Heonxonan qupekTad Melyhenujcku KOHTaKT.

Hajmpe je y ToM 1iusby aHanmu3upaHa ceKperyja IMUTOKKHA iN VItro, MepemeM KOHIIEHTpaIlHje
nutoknHa y cynepHarantiMa o-GalCer-om (100 ng/ml) crumymucannx NKT henuja
M30JI0BAaHUX U3 jeTpe 3/IpaBHX MHIIEBa, KOKynuBrcanux ca mMMSCs y transwell cucremy, y
onnocy 10:1. Konuentpanuja uutokuna (TNF-a u IFN-y) y cynepnarantuma je ogpehusana
KOJIOPUMETPHJCKOM METOZOM OAHOCHO KomepuujaaHuM ELISA xuToBrMa crienuduaHuM 3a
MHUlllje IUTOKuHe, 48 caTu HakoH KokyintuBainuje. Kao mro je mpuka3aHo Ha rpadHKoOHY,
cratuctiuku 3Ha4yajHo (P<0.05) mama kxonuentpamuja TNF-o u IFN-y je u3mepena y

cyneprarantuma in Vitro aktusupanux NKT henuja koje cy oune y transwell cucremy ca
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MMSCs y oaHOCYy Ha KOHIICHTPAIHjy IUTOKWHA y CyllepHaTaHTHMa IN Vitro akTHBHUpaHUX
NKT henuja xoje cy kynrtuBucane came (durypa 9A).

VY crumynucanum NKT henuja jerpe kokynruBucanum y transwell cucremy ca mMSCs na
MPETXOAHO OMMCaH Ha4MH, je ucnutana npoaykuuja TNF-a, IFN-y, IL-4 u IL-10 nporounom
IUTOMETPHjCKOM aHanu3oM. JloOujenu nmomany cy nokazanu aa uznarame NKT henwmja jerpe
conyounHuM ¢akTopuMa Koje mpoaykyjy MMSCs y transwell cucremy, crarmcruukm
3Ha4ajHo cMmamyje nporeHar NKT henuja koje npoaykyjy TNF-a (p<0.05), IFN-y (p<0.01) u
IL-4 (p<0.05), nox moBehapa IPOLEHTYAHY 3aCTYIJbeHOCT uMyHocynpecuHux IL-10" NKT
henuja (p<0.05) (®urypa 95b).

A 160 - mNKT
m NKT + a-GalCer

ONKT + a-GalCer +mMSCs

pg/mi
(=]
o

TNF-a  IFN-y

jm...ﬂ

TNF-a+ IFN-y+ IL-4+ IL-10+

npoueHar y nonynauuju
NKT henuja

®@urypa 9. In vitro kokyaruBanuja NKT heauja jerpe 1 mMSCs. (A) Cmamena konnenTpanuja TNF-o u
IFN-y y cyneprarantima in Vvitro aktusupannx NKT henwmja jerpe kokynruBucanux y transwell cucremy ca
MMSCs, y tpajamy ox 48 caru (omuoc 10:1). (B) Cratuctnuku 3Ha49ajHo Mawmu nporeHar TNF-a+, IFN-y+ u
IL-4+ NKT henuja u Behu nporenar 1L-10+ NKT henuja je 6uo y transwell cucremy ca mMSCs. M3mepene

BPEIHOCTH U3 eKCIIEPUMEHTA Cy TIPHKa3aHe Kao cpenmba BpeaHocT £ SE (*p<0.05;** p<0.01).
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VY muspy nonatHe MOTBpAE Hanasza aa 3a umyHocymnpecuBHH epexkatr MMSCs na NKT henuje
JeTpe HUje HeoX0/aH nupekTan Mmehyhenujcku KoHTakT, uCUTaHo je aa iu npuMena mMMSC-
CM cmamyje omreheme xemaronuta y o-GalCer-oMm uHAyKOBaHOM —XEMATHTHUCY.
Konnenrpanuja tpancamunasza (ACT u AJIT) y cepymy muIieBa eKCliepuMEHTaTHUX TPyTia,
MepeHa 16 catm HAKOH TpeTMaHa, je MmoKasaya jJa uHTpaBeHcka mpuMena 200ul mMSC-CM
penykyje xemarutuc usasBan o-GalCer-om (50ug/kg TT) (I'paduxon 14). Kao mro je
npukasano Ha rpaduxony 14, konnentpammja ACT um AJIT je craTuCTHYKM 3HAYajHO
(p<0.05) mama y cepyMmy MHIlIEBa KOjU Cy HEMOCPEIHO HakoH aruinkoBama a-GalCer-a
npumuan MMSC-CM, y nopehemy ca MumieBuMa KojuMma je€ MHTPABEHCKH JaT caMmo O-

GalCer.

350 -

) KoHTpONa

300 -
250 -

m a-GalCer
Oa-GalCer +mMSC-CM
200 -

150 -
100 -

U/L

50 -

ACT ANT

I'paduxon 14. KoHueHTpanuja TpaHCaMHHA3a y cepymMy MHUIIeBa HakoH mpumene o-GalCer u mMSC-
CM. Konnentpanuja ACT u AJIT y cepymy o0osennx >KHBOTHI-A je OMia 3HAYajHO Mama IOCIe MPUMEHE
MMSC-CM (200ul). M3mepeHe BpenHOCTH W3 EKCIIEPUMEHTa Cy INpHKa3aHe Kao cpelma BpemHocT + SE
(*p<0.05).

O063upom naa je cucremcka aamunuctpanuja MMSC-CM 3HavajHO cMamHia KOHLEHTpaluje
TpaHCaMMHAa3a y CepyMy, Y JajbeéM TOKY HCTPaXKMBamba MCIUTAH j€é MMYHOMOJYJIaTOPHU
epexar MMSC-CM na nutotokcnuky aktuBHOCT NKT henuja jerpe mumesa 00onenux on
xenaruruca. Ha rpaduxony 15 ce Buan na NKT henuje obonenux MulieBa Koju cy IpUMUIU
200l MMSC-CM mokasyjy 3uavajuo (p<0.05) mamy ruroTokcudHocT y nopehemy ca NKT

henmjama mueBa kojumMa je armukoBan camo a-GalCer.
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I'pa¢uxon 15. MaTpaBencka ammmkamuja MMSC-CM cmamyje mutoTokcmunoct NKT hemmja jerpe
npema HepG2 tymopckum hesmmjama. [{utorokcuuka aktuBaOocT NKT henunja npema HepG2 Taprer henujama
ucruruBana je XCELLigence cucremom y Tpajamy on 48 catm, ogHoc edekrop: taprer 10:1. Pesynratu cy
MpeCTaBIbeHN Kpo3 hemmjckum mHAEKC Taprer hemmja y peaaHoMm BpemeHy. XemarotokcuaHocT NKT hemmja
H30JIOBAHKX U3 jeTpu munreBa koju cy mpummu o-GalCer (50ug/kg TT) u 200pu] mMMSC-CM je 3Hadajro Mamba
y mopehemy ca xemarorokcuunomhy NKT henmja m30710BaHNX H3 jeTpH MHUIIEBA KOjU Cy IPUMAI CaMoO Ol

GalCer. 3amepene BpeJHOCTH U3 EKCIIEPUMEHTA Cy TIpUKa3aHe Kao cpemmba BpenHocT + SE (¥p<0.05).

4.4.1. mMSCs noBehasajy 6poj peryjiaTopuux heauja y jerpu mocpeactsom

couryOnJaHux gakropa

Cmameno omreheme jetpe mmumieBa koju cy HakoH a-GalCer-a nmpumumnium mMSC-CM
TIOBE3aHO je Ca CTAaTUCTHUKHU 3HayajuM (p<0.05) mosehamem 6poja CD4"CD25 FoxP3™ Treg
u CD23CD21°IgM* MZ-like Breg mumdonura y jerpu (®urypa 10A). Pazmuxa y 6pojy
nporextuBanx CD4"CD49b*FoxP3™ Treg mumdpormTa xoju npoaykyjy IL-10 muje mocturma
CTATUCTUYKY 3HauajHoCcT m3Mmely ucnutuBaHux rpyma (p>0.05) (Durypa 10B). [TobOujenn
pesyaratu ykasyjy Aa mMMSCS mapakpuHUM MeXaHM3MOM HIpHBJaue peryinaropHe hemuje y

JeTpy *KMBOTHIA KOjJUMa j€ U3a3BaHO aKyTHO omTeheme jeTpe.
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®urypa 10. mMMSC-CM nosehaBa 0poj perynaropuux JuMdonura y jeTpu MUIIeBa ca HHIYKOBAHUM
xenatutucoM. (A) Cratuctuuku 3HauajHo Behu 6poj CD4'CD25'FoxP3" Treg u CD23'CD21'IgM* MZ-like
Breg nmum¢omnmra y jerpn mumesa kojuma cy natn a-GalCer (50pg/kg TT) u 5 x 10° mMSCs, y nopelemy ca
MHIIIeBEMa Koju cy mpumun camo a-GalCer. (B) He moctoju pasmuka (p>0.05) y 6pojy CD4"CD49b FoxP3"
Treg aumdonura xoju npoaykyjy IL-10 mamely excnepumenrtamuux rpyma. Pesynratu 2 ekcrepuMeHTa ca

HajMame 8 MUIIIEBa 0 TPyIH (cpeamba BpenHoct +/- SE; * p<0.05).

4.5. mMSCs cynpumupajy NKT heanje akruBHomhy enzuma IDO u iNOS

[To3naro je na cy IDO, PGE; HGF, IL-10 u TGF-p HajBaxkuauju Meaujatopu kojuma mMMSCs
cynpumupajy hemuje MMyHCKOT CHCTEMa U CIIEJICTBEHO cMamyjy uMH(uamanujy. Y uuiby
JlaJber UCIHUTUBamba MapaKpHMHOT MeXaHu3Ma uMyHocynpecuBor epexkra mMMSCs na NKT
henuje jeTpe, creKTpoPOTOMETPHJCKOM METOAOM Cy M3MEpPEeHe KOHIEHTpallije MOMEHYTUX
daxTopa y cepymy muineBa tTperupanux o-GalCer-om onnocHo o-GalCer-om 1 mMSCs, kao
n y cyneprarantuma crumynucannx NKT henuja jerpe xkyntuBucanux ca mim 6e3 mMSCs.
Huje 6uno craTUCTUYKHM 3HavajHe pasiuke y koHueHtpauumju PGE;, HGF, IL-10 u TGF-B
u3Mely ucnutuBanux rpymna (®@urypa 11A). Melhytum, nokasaHo je 1a je KOHILIEHTpaluja
IDO u xuHypeHuHa, nmpoaykTa eH3uMcke aktuBHOCTH IDO, cratuctruku 3Hadajao (p<0.05)
Behia y cepymy mureBa ca a-GalCer xemarurrcom kojuma cy arumukoare mMMSCs (5 x 10°)

y nopehemy ca muieBuMa ca xenatutucoM koju Hucy npumuian MMSCs (durypa 11A).
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JloOujern Hama3 je Bepu(pUKOBaH MEpEeHmEeM ColyOommHux (akropa xoje mpoaykyjy MSCs y
cynepHarantuma Kyiatype. Cratuctuuku 3HadajHo (p<0.05) Beha konmentpammja IDO wu
KHHYpEeHHHA je u3MepeHa y cymnepHatantuma o-GalCer-om crumynucanux NKT henuja
kokynTuBrcanux ca MMSCs y transwell cucremy, 1ok Huje Ouito 3HauajHe pasiuke (p>0.05)
y KOHIEHTpanuju octanmux Mmeaumjatopa (Purypa 11B). J{obOujeHm pes3yirar je MOTBPAHO

BaxHy yiory IDO-a y cynpecuju edekropckux dpynkuuja NKT henuja.

A 1200 - M goHTpONa
ma-GalCer

1000 - 25 - Ja-GalCer + mMSCs

IDO PGE2 HGF IL-10 TGF-B8 I{HHypBHHH-

5 3500 - u NKT +a-GalCer
3000 ONKT +a-GalCer + mMSCs

14

*
pmol/L
2

e N & O @

IDO PGE2 HGF IL-10 TGF-p KWHYPEHUH

®@urypa 11. mMMSCs cynpumupajy epexropcke pynknuje NKT heamja xaranuruukom akruBHomhy
emsuma IDO. (A) Konuerntpanuja IDO n kuHypeHHHa y cepyMy MuIIeBa Koju cy nocie a-GalCer-a npuMuiu
MMSCs je cratuctuuku 3HauajHO Beha y mopelemy ca KOHLEHTpAIMjOoM y MHMIIEBA KOjUMa je JaT caMo O-
GalCer. (B) Craructruku 3HauajHO Beha koHueHTpanuja |IDO U kuHypeHHHA je y cylepHaTtaHtuMma in Vitro
aktuBupannx NKT henuja jerpe kokyntuBucanux y transwell'-y ca mMSCs. Hema 3HauajHe pasiuke y

koHueHTpanuju PGE,, HGF, IL-10 u TGF-$ u3amely rpyna. (cpeama BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).

OO63upoM na momanu y juteparypu ykasyjy na je IDO kmyunm dakrop xojum hMSC
MOJIyJIHPajy MMYHCKH OAroBop, 1ok MMSCS cBOj MMyHOCYNpPECHBHHU YTHIQ] OCTBapyjy
axtuBHOmhy INOS (238), y nasbeM TOKy UCTpaKUBama Cy y UWbY JAe()UHUTUBHE MOTBPIE

ynore IDO u ucnutuBama 31auaja INOS, koje nmpoaykyjy mMMSCs y cympecuju eheKTOpCKUX
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dbynkurja NKT henmja jerpe, kopunihern GapMakoJOMIKH HHXUOUTOPH MMOMEHYTHX €H3UMA.
MuineBuma je HEIMOCPeAHO HaKOH HMHAyKoBama xematutuca a-GalCer-om (50ug/kg TT),
arumukoBan  MMSC-CM  (200ul) y koju je mperxomHo pactBopen 1-MT (1mM),
dapmakonomku naxuourop IDO, omHocHO L-NMMA (1mM), uaxu6urtop iINOS. [Ipucycro
naxuouTopa y MMSC-CM, monumrtmwio je xenatomnporektuBHH edekar MMSC-CM vy
eKcrepuMeHTaTHOM xenaTuTucy. Konmnentpamnuja tpancamunaza (ACT u AJIT) y cepymy
MUIIIEBA EKCIIEPUMEHTATHUX Trpymna, MepeHa 16 caTu HaKoH TpeTMaHa, je ToKaszaia Ja
untpasencka npumena 200pul mMMSC-CM+1-MT, ogaocao mMMSC-CM+ L-NMMA He moxe
na peaykyje temko omreheme jerpe msasBano o-GalCer-om (50ug/kg TT). Kao mro je
npuka3zaHo Ha rpaduxony 18, konmentpanuja ACT m AJIT je cTaTHCTHYKH 3HA4YajHO
(p<0.05) Beha y cepymy MumieBa ca XemaTUTHUCOM Kojuma je arummukoBaH MMSC-CM ca
nonatkoMm wunHxubOuropa ensuma IDO wm INOS, y mnopehemy ca MuiieBMMa Koju Cy

uHTpaBeHcku npuMuid MMSC-CM (I'padukon 16).

[MKOHTPpONA

m a-GalCer:

Oa-GalCer + mMSC-CM
Ea-GalCer + MMSC-CM + 1-MT

8 a-GalCer + mMSC-CM + L-NMMA

I'paduxon 16. Konumenrpaumja TpancaMuHa3a y cepymy MmumeBa ca o-GalCer xemaTuTMcoM HAKOH
npumene MMSC-CM+1-MT, ogaocao MMSC-CM+ L-NMMA. Konnenrpanuja ACT u AJIT je 3HauajHO
Beha y cepymy o6oJenux xuBoTHba HakoH arunkamnije 200ul mMMSC-CM y koju cy momatu 1-MT (ImM) u L-
NMMA (1mM) y nopehemy ca muimeBuma koju cy npummwm MMSC-CM (200ul). (cpenma Bpeanoct +/- SE; *
p<0.05)..

[TaToxucTonomka aHajgM3a TKUBA jeTpe EKCHEPUMEHTATHMX >KUBOTHIA j€ MOTBpAMIIA
pesynrare Ouoxemujckux wucnutuBama (Ciuka 19). V jetpu mwuimieBa Koju Ccy HaKOH
uHTpaBeHcke amukanuje o-GalCer-a mpumuaum MMSC-CM y kojeM ¢y (hapMaKoJIOIIKH

6nokupanu ensumu IDO u iNOS youaBa ce MacoBHa, AMCEMHHOBAaHA HEKpPO3a XEMaTOILUTa
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npaheHa WHQUWITpAIMjOM MOHOHYKJIEApHHX hellja HACyNpOT OYYBaHO] CTPYKTYpH TKHBA
jerpe muiesa koju ¢y npumuin mMMSC-CM nocine a-GalCer-a. Kao miro ce Moxke BUICTH Ha

ciunu 19, jeTpe MuIieBa KOHTPOJIHE TpyTIe cy Ouiie HepoMemeHe rpale.

Canka 19. Penpe3eHTaTHBHE MceYlH jeTpe 000jeHN CTaHJAaPHUM NMAaTOXHCTOJIOLIKNAM OojemeM, yBehame
x 100 (H&E).

VY ckmaay ca pesyntatruMa ao0OujeHuM in Vivo, youeno je ma NKT henuje kynrtuBucane y
MMSC-CM 3HauajHO Mame MNpojyKyjy mnpouHpnamanujcke uutokune TNF-a n IL-4
(dPurypa 12A) u ucnosbaBajy 3Ha4ajHO Marby XEMaTOTOKCHMYHOCT MpeMa IHJbHO] helnjckoj
muanju HepG2 (durypa 12B). Mehyrum, npucycteo 1-MT, ognocao L-NMMA y mMSC-
CM je ykunyno cympecuBHu yrunaj MSC-CM na rnaBHe edektopcke ¢yakmuje NKT
henuja: npoaykiujy nurokuHa (durypa 12A) u nurorokcuunoct (Gurypa 12B).
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®@urypa 12. UmyHocynpecuBau yrunaj mMMSCs nHa edexropcke pynknuje NKT henuja 3aBucu ox IDO n
iNOS. In vitro ctumymucane NKT hemuje (a-GalCer; 100ng/ml) cy kyaruBucane y Tpajamy onx 48 catu y
mMSC-CM, mMSC-CM + 1-MT oagrocHo mMMSC-CM + L-NMMA. Tlpucycteo 1-MT (1 mM), oxHocHo L-
NMMA (1 mM) y mMSC-CM je yKHHYJIO CYNpECHBHH YTHI[Qj KOHAWIIMOHHPAHOT Meaujyma Ha (A)

npoaykuujy uurokrHa u (B) murorokcmuxu norernujan NKT hennja npema nussanm HepG2 henujama.

45.1. Edpexat mMMSC-CM na exkcnan3ujy Treg aumponura cy ryou y mpucycry IDO

HHXHOHUTOpPA

Hakon mto je mokazano na mMMSCs cynpumupajy edextopcke dynkuuje NKT henuja
KatanuTHukoM akTtuBHOIhy enszuma |IDO, a oG3upom na je mobpo mosnato na IDO
IIPOMOBHIIIE HAcTaHaK Treg mumdortuta in Vitro u in vivo (183), ucnurano je kakas je edekar
oBOT eH3uMa mopekioM u3 MMSCs Ha Hakymubame perynaropHux hemuja y mHbIamMupany
jerpy. Kao mrro je npukasano na ®urypu 13, ykynan 6poj xenaruukux CD4"CD25"FoxP3" u

CD4"CD49b"FoxP3" Treg mumdorura koju mpoaykyjy IL-10 je cratucTuyky 3HAYajHO
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(p<0.05) cmamen y mwuireBa koju cy HakoH o-GalCer-a (50ug/kg TT) mpumwmu 200ul

MMSC-CM+1-MT, y nopehemy ca skuBoTHImaMa KojuMa cy amiukoBanu a-GalCer u 200ul
mMSC-CM.

18 *

35 1 ,L| ,L' 16 - OKoHTpORa
g 30 1 § 14 4 maGalCer
[=]

25 4 =) -
2 e 12 DaGalCer +mMSC-CM
> 20 - = 10 -
= = BaGalCer + mMSC-CM+1MT
= C 8 1
c 15 1 @
2 £ 69
= 10 4 E 4
{=3 w 1
v 5 2 4

0 0 )

CD4+ CD25+ FoxP3+ IL-10+ CD4+ CD49b+ FoxP3-IL10+
Treq numdounT Treg nuMdcoLUTH

®@urypa 13. mMMSCs mocpeacrBom en3duma IDO mosehaBajy 6poj Treg mumdonnta y undaamMupaHoj
jerpn mumeBa. Yxynan 6poj CD4'CD25'FoxP3" u CD4'CD49b'FoxP3 Treg nmumdormra y jeTpu Koju
npoxnykyjy IL-10 je craructuukm 3HauajHO cMarmeH HakoH ammukanuje 200ul mMMSC-CM y koju je momat
dbapmakonomku uaxuouTop eHsuma |IDO (1mM) y nopelery ca MunieBuMa KojuMa je ammkoBad MMSC-CM

(200ul). M3mepeHe BpeTHOCTH M3 EKCIIEPUMEHTA Cy NIPUKa3aHe Kao cpemba BpeanocT = SE (*p<0.05).

[MperxomHe crymuje cy mokaszaie na y xematutucy wusasBaHoM a-GalCer-om, Treg
TUMQOLUTH HPOAYKIMjoM MMyHOcymnpecuBHOr IL-10 3HauyajHo cMamyjy mnponudepanujy,
MHYKY]Y alomnTo3y U cynpumupajy npoaykiujy uutokuaa y NKT henujama (315). Kako 6u
ce motBpawio na je |IDO mnHajaxHmjm wumyHOMomynaTopHu ¢akrtop kojum MMSCs
MPOMOBHIILY  HAaCTaHAK  MPOTEKTUBHUX  Treg  numdonuTa  Koje  CYNPUMHUPA]Y

xenarorokcrnunoct NKT henuja jetpe, crioBeneHu cy in Vitro ekcriepuMeHTH.

VY okBupy H3070BaHe Nonynanuje Treg mumdonuTa, aHanusupana je ekcrpecuja |L-10 nakon
48 catu kokynruBaije ca mMMSCs y transwell cucremy. Ha rpadukony 17 ce youasa na
MMSCs mapakpuHUM  MeXaHu3oM craThcThHukd 3Ha4dajuo  (p<0.001) mosehasajy
nponentyanny 3actymbeoct IL-10" Treg mumdpomura y transwell-y. V mpucyctBy
¢dapmakonomkor naxuouropa IDO-a y kyntypu oBaj epekar mMMSCs na Treg numdonute ce

u3ryomo.
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I'padukon 17. [Ipouentyanna 3acrynbenoct IL-10+ Treg aumdonura HakoH KyaTuBanuje ca mMSCs
ca wim 6e3 1-MT. Treg numdonuTu ¢y KyITHBHCAHU y Tpajamy ox 48 catu ca mMMSCs. Ilpucycteo 1-MT (1
mM) y KyJITypH CMamHIIO je TpoleHTyanHy 3actyiuberoct IL-10+ Treg mumdonura y kyarypu. [pukasane

BPEIHOCTH Cy Cpelibe BpeaHocTu +/- SE; *** p<0.001.

Treg nmumdonutu kokynrtuBucanu y transwell cucremy ca mMSCs y mpucycty 1-MT

mMMSCs+1MT mMSCs

(Treg ) omHocHo Oe3 mpucyctBa 1-MT (Treg ) Cy MOKYIJbEHH U 3acejaHu y

kokyntypy ca NKT henujama jetpe. Llutorokcuunoct NKT henuja jetpe kao edexkropckux

henuja je ucruTaHa mpeMa MUIIJUM XemaTOUUTHMa y peanHoMm Bpemeny (I'paduxon 18).

mMSCs

NKT henuje koje cy O6umie y KOKyaTypu cy Treg nmoka3yjy 3HadajHo (p<0.05) mamy

LUTOTOKCHYKY akTuBHOCT y mopehemy ca NKT henujama koje cy KOKyITHBUCAaHE ca

mMSCs+1MT

Treg . Hakne, ¢apmaxonomxka maxubunuja 1IDO nmpu mMSC:Tregs unTepakuuju

cMamyje KarmauurteT 1regs nuMmdonuta na cynpumupajy xenarorokcuysoct NKT henuja.
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I'padukon 18. IpucycrBo 1-MT y kyarypu Treg ammdponura u mMMSCs cmamyje kamanurer Treg
Jaumdonura na cynpumupajy xenarorokcmuHoct NKT heamja. NKT henmje xoje cy kyntuBucaHe ca

mMSCs

Treg mokasyjy 3Hauajuo (p<0.05) Mamy MATOTOKCHYKY aKTHBHOCT TIpeMa XeIaToluTHMa y Topehemy ca
NKT hemmnjama koje cy kyarusucane ca Treg™ =" ™T smepene Bpensoctn u3 excriepuMentTa Cy mpHKasaHe

Kao cpenma Bpeanoct £ SE (¥p<0.05).

4.6. mMMSCs monymmpajy pynkuuje NKT heanja y Con A xenatutucy aktuBHomhy
emsuma IDO n iINOS

Hakon mTo je OMOXEMHUjCKHMM TE€CTOBHMA, MAaTOXMUCTOJOIIKOM AHAIM30M M HCIUTHBAHEM
epexropckux ¢yHknuja NKT henmja mokazano ga mpumena MMSC-CM y kome cy
dapmakosnomky uHaktuBupanu eHsumu IDO u INOS He yOmaxkaBa eKCIEpUMEHTATHU
xenatutuc u3asBaH o-GalCer-om, MCIUTAHO je KaKo HM30CTAHAK AKTUBHOCTH MOMEHYTHX
emsuma y MMSC-CM ytuye Ha umH(Iamanujy u omreheme TKHBa jeTpe y XEHNaTHTUCY
nHaykoanom Con A.

Ananorso pesynraruma nobujerum y o-GalCer mozeny, cieKTpopOoTOMETPHjCKOM METOIOM
je mokasaHO 1a MHTpaBeHcka mpumena 5 X 10° MMSCS y3pokyje CTATHCTHUKH 3HauajaH
(p<0.05) mopacT KOHIIEHTpallljé KWHYPEHHHA Yy CEPYMY EKCIIEPUMEHTAIHUX >KHUBOTHHHA
KOjuMa je akyTHO omrteheme jerpe u3a3Bano ammmkaijom Con A (12mg/kg TT) (Purypa
14A). Takohe, youenu cy 3Hauajuo (p<0.05) Beha konnenrpanuja TpancamuHaza (ACT u

AJIT) (®urypa 14B), Beha Hekpo3a xenarouuTa kao 1 Beha nHQUIATpanrja MOHOHYKICAPHUX
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henuja y jerpu (Cnuka 20) C57BL/6 muiieBa koju cy npumuin MMSC-CM+1-MT, ogHocHO

MMSC-CM+ L-NMMA y nopehemy ca mumieBuMa kojuma je HakoH COn A ariMkoBaH
mMSC-CM.

A B - :
25 - * 1600 Kk * %
@ KoHTpona 1400 [ KOHTpONa
20 - mCon A mCon A
OCon A +mMSCs 1200 DCon A+ mMMSC-CM
» 15 - 1000 2Con A+ mMSC-CM +1-MT
= = a0 oCon A+ mMSC-CM + L-NMMA
o =]
g_ 10 4 600
5 400
200
0 4 — 0
KWUHYPEeHUH

®@urypa 14. mMSCs nmapakpMHHM MeXaHH3MOM pedyKYyjy aKyTHO omTeheme jeTpe MHIIeBa H3a3BaHO
Con A. (A) KonrieHTpanuja KHHypeHHHA y cepyMy MulieBa koju cy mocie Con A (12 mg/kg TT) uHTpaBeHCKH
npumua 5 X 10° MMSCs je craticTiuky 3HaUajHO Beha y nopeljersy ca KOHIIGHTPAIH]OM Y MUIIEBA KOjHMa je
nat camo Con A. (B) 3mauajHo Beha xonmentpanmja ACT m AJIT y cepyMy XHBOTHEbA KOjHMa jé HAKOH
uHAyKOuje akyraor xenatutuca (Con A; 12 mg/kg TT) ammkosano 200ul mMMSC-CM+1-MT, ogrocro 200l
mMSC-CM+ L-NMMA y nopeljerby ca KOHIEHTPAIMjOM TpaHCaMHHA3a y CEpyMy MHUILICBA Ca XCMAaTUTHUCOM
koju cy mpummid MMSC-CM (200pl). M3mepeHe BpeOHOCTH M3 SKCICPHMEHTA Cy IPHKa3aHe Kao Cpelrba
BpenHocT + SE (*p<0.05).

Cauka 20. Penpe3eHTATHBHHE HCEYIH jeTpe 000jeHH CTAHIAPHUM MATOXHCTOJOIMIKHM 0ojereM, yBehame
x 100 (H&E).
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VY najbeM TOKY UCTpakMBam-a UCIHUTAH je yTullaj hapmakonomkux uaxuouropa IDO (ImM,
1IMT) u iINOS (ImM, L-NMMA) npucytanx y mMSC-CM Ha KOHIIEHTpAIHje pPeleBaHTHHX
IIUTOKUHA 1 Ha uToToKcMYku noreHijan NKT henuja jerpe npema nwbpauM henmjama ex
Vivo. Jlobujenu pesynratu cy ykaszanu jaa 01okana ensuMcke akruBHocT 1DO u INOS ykuaa
nmyHocymnpecuBan epexar MMSC-CM na npoaykuujy npoundiaamanujckor TNF-a y NKT
henujama M30JI0BaHMM U3 jeTPU MUILEBA KOjMMa je XemaTUTUC u3a3Bad npumenom Con A (12
mg/kg TT) kao m Ha xematorokcuuHocT oBux NKT henwja, mrTo jacHo Kopenupa ca
Hanazuma nodujenum y o-GalCer-moneny (®@urypa 15 A, B). Paznuka y nponykuuju IL-4

HUj€ AOCTUTIJIAa CTATUCTUYKY 3HAYajHOCT.

A 700 -

ENKT + Con A
ONKT + mMSC-CM + Con A

600 1 ENKT + mMSC-CM + Con A + 1-MT

500 ONKT + mMSC-CM + Con A + L-NMMA
E 400 4
2

300 -

200 1

100 -

0 o

0,70 1 —+—HepG2

0,60 1 -#-HepG2 + NKT '+ Con A
g —'= -Hesz+NKT'+ mMSC-CM+Con A
2 0,50 1 —HepG2 +NKT*+ mMSC-CM+ Con A +1-MT
T 040 —<HepG2 + NKT + mMSC-CM+ Con A + L-NMMA
2
2. 0,30
=
8
Z 020

0,10

0,00

®@urypa 15. Umynocynpecusaun yrunaj MMSCs Ha epexropcke pynknuje NKT henuja 3aBucu ox IDO u
iNOS. In vitro crumymucane NKT henuje cy kynruBucane y tpajamy ox 48 catn y mMSC-CM, mMSC-CM +
1-MT omnocao MMSC-CM + L-NMMA. Ipucycto 1-MT (1 mM), onsocro L-NMMA (1 mM) y mMSC-CM
je YKHHYJO CYNpECHBHHM YTHIQ] KOHIUIHMOHHpAaHOTr Meamjyma Ha (A) npoaykuujy uutokuHa u (B)

nurorokenuku notennujan NKT henuja npema nussHuM HepG2 henujama.
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4.7. Hpoaykuujom IDO-a u akrtusHouhy iINOS-a hMSCs moaynupajy epexkropcke

dyuknuje a-GalCer-om crumyauncanux xymanux PBMNC

Hakon mTo je mokazano ga MMSCS umajy cHa)kaH MMYHOCYNpPECHBHU e(deKaT Ha MHUIIje
NKT henuje kako in vivo, tako u In Vitro, y gajbeM TOKY HCTpaKMBarmba je HCIHTaHa
umyHomoxaynatopaa aktuBHoct hMSCs na xymane NKT henmje. Kako O0m ce mokasana
PETeBAaHTHOCT pe3ynTara JOOMjeHHX y EKCHepUMEHTATHOM MOJENy, UCIUTAHO je Ja JIH
hMSCs yruuy Ha OpOAYKIM]y IMTOKHHA KA0 M HAa LHUTOTOKCHYKH IOTEHIHjaix in Vitro
aktuBupannx xymanux NKT henmja.

Konnenrpauuja IFN-y u IL-4 y cymepuarantuma o-GalCer-om crumymucanux PBMNC
kokynTuBrcanux y transwell cucremy ca hMSCs je 6mma cratuctnuku 3uadajuo (p<0.05)
Mama y mnopehemy KOHLEHTpauujoM y cymnepHaTanTuma ctumynucanux PBMNC koje cy
Owie kyntuBucane 0e3 Mmatuynux hemuja (Purypa 16A). Takohe, ucnuTan je THTOTOKCHYKU
norennujan  crumyiaucanux PBMNC mnperxomno kokyntuBucanux ca hMSCs mnpema
henmjama xemnaTonenynapHor KapuuHoma y 48-4acoBHOj KYATYPH, Y OHOCY e(eKTOp: TapreT
10:1, xopumihemem XCELLigence cucrema. Kao mro ce moxe Bumetn Ha Purypu 165,
hMSCs cy craructuuku 3Ha4ajHo (p<0.05) cMamuiie U TUTOTOKCHYKY akTHBHOCT o-GalCer-

oM ctumynucaanx PBMNC npema taprer HepG2 henujckoj muamju.

A

900 - mwPBMNC

300 A = PBMNC +a-GalCer
OPBMNC +a-GalCer+hMSCs

700 -

— 600 .

£ 500 -

£

O) 400
300
200
100 -

IFN-y IL-4
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5 2,50

2,00
g ~HepG2
;:-E ~HepG2 + PBMNC + a-GalCer
= 1,50 HepG2 + PBMNC + a-GalCer + hMSCs
=
2
=
g 1,00
=
0,50 * k % * * k * 4 %
0,00 / ——r—

W] Ml b2 W 8 W W S s s S sy
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®@urypa 16. hMSCs cynpummupajy edexropcke ¢ynknuje xymanumx NKT heanja napakpuHum
mexaum3mom. (A) Cwmamena koHmentpammja IFN-y um IL-4 y cymepratantmma in vitro o-GalCer-om
crumynucannx xymanux PBMNC kokynrusucanux y transwell cucremy ca hMSCs, y tpajamy on 48 cartu
(omaoc 10:1). (B) CrarucTHdkd 3HA4YajHO MamHM LUTOTOKCHYKH MmOTEHmujanm in Vitro o-GalCer-om
crumynucannx xymanux PBMNC kokyarusucanux y transwell cucremy ca hMSCs mpema HepG2 taprer

JTMHUjH. VI3MepeHe BpeHOCTH U3 eKCIIEPUMEHTa Cy TPHKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct + SE (*p<0.05).

Hakon mito je mokazana BaxxHocT ensuma IDO u iNOS 3a umyHOCympecuBHH edekar
MMSCs na mumje NKT henuja, ucnuTas je 3Hauaj OBUX MOJIEKYJa 32 UMyHOMOJYJIaTOPHU
yruna) hMSC Ha epexropeke pynkunje xymanux NKT henyja.

VY ckmagy ca pe3ynTaTuMa J0O0HjeHUM Y eKCTIEpUMEHTATHIM MOJISINMA, TIPU KYJATHBALIU]U Ol
GalCer-om crumynucanux PBMNC y hMSC-CM y npucyctBy uaxuduropa IDO, 1-MT, u
unxuburopa iNOS, L-NMMA, umynocynpecusau edexar hMSC-CM Ha mnpoayKuujy
mutoknHa (TNF-0, IFN-y u IL-4) u murotokcnunoct crumynucannx PBMNC ce ckopo y
MOTHYHOCTH M3ryono, mTo je ykazano na IDO u INOS umajy kibydHy yJnory y HHTEpaKIHju

hMSCs u xymanux NKT henuja (urypa 17A, B).
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®@urypa 17. hMSCs cynpumupajy edexropcke pynkumuje xymannx NKT henmja mocpeacTrBom eH3uma
IDO n iNOS. In vitro a-GalCer-om crumynucane xymane PBMNC cy kyntuBucane y Tpajamy ox 48 catu y
hMSC-CM, hMSC-CM + 1-MT oxaocio hMSC-CM + L-NMMA. Tlpucycteo 1-MT (1 mM), ogrocHo L-
NMMA (1 mM) y hMSC-CM je ykuHyII0 CYNIPECHBHH YTHIA] KOHIUIIMOHHPAHOT MearjyMa Ha (A) IPOAYKIHjY
mutokuaa U (B) murotokcnukn motenmmjan a-GalCer-om crumysmcanux xymannx PBMNC mpema mu/bHUM

HepG2 henmjama.
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5. IMCKYCHJA

Pesynrtatu cipoBeneHOr UCTpakUBama yka3yjy aa npumena MSCs cmamyje undaamanujy y

Mozeny akyTHor omrehema jerpe y3pokoaHor aktuBaijom NKT hemwja.

5.1. UuTpaBeHckn TpaHciiantupane mMSCs murpupajy y jerpy U cMamyjy aKyTHO

omreheme jerpe Muiena

300r CBOI HMMYHOMOAYJATOPHOT TOTEHLHWjajla M CIIOCOOHOCTH CaMOOOHaBJbama U
mudepennujanrje, MSCS mpencraBibajy TOTEHIMjATHO CPEACTBO 3a JICUCHE OpOjJHHX
JICTCHEpaTUBHUX U ayTOMMYyHCKUX Oosiectu (233, 316).

Nako je In vitro mocturayra Ttpancaudepenumjaja MSCS y xemarornure, Behuna
00jaBJbeHUX CTyOHMja ykasyje na ce Tepanujcku epexat MSCS y akyTHOM omrehemy jeTpe
NPBEHCTBEHO 3aCHMBA HAa HMMYHOMOJYJIATOPHMM CBOjcTBUMa oBux henmja (317). Ha
nHpmamanyjy y tkuBy, MSCSs pearyjy Tako mrto mMoxynupajy ¢pyHkuuje hemuja nMyHCKOT
CHCTEMa M TO IIyTeM JUPEKTHOT KOHTAKTa MM CEKPELUjoM coyOrHux dakropa (221).
Hekonuko crymuja je mokaszano tepanujcku yuumHak MSCS y akyrHoMm xematutucy (291,
292,296, 298, 299, 304 ) mehyrum, ebexatr MSCs na denorun u ¢pyukuujy NKT henuja,
rIaBHUX eekTopckux hemuja y akyTtHoM omrehemy jerpe, 10 caaa Huje oljammeH. OBa
CTyAHM]a je 1o NpBHU NyT nokasana 1a MSCs yonaxaBajy akyTHO omTeheme jeTpe y3pOKOBaHO
aktuBanujom NKT henuja, cmamyjyhu IUTOTOKCHMUKH MOTEHIMjal kKao U crocodHocT NKT
henmnja jerpe ma mpoayKyjy mnpouH(pIaManujcke HIHUTOKUHE. Pe3ynataTtu oBe cTyauje
HegBocMHuCIeHO yKazyjy na ¢y IDO u iNOS rnaBHu coiryOumHU (HaKTOp YHMjOM €H3HMCKOT
aktuBHouthy MSCs monynupajy denorun u pynkuje NKT henyja.

NKT henuje nmpeacrasibajy jeAMHCTBeHY cyononynauujy T aumdornura, koja ekcnpumupa
unBapujanTaH o naHail (Vald-Jol8 xon mumesa; Vo24-Jol8 xon spyau) TCR-a, ymapen ca
VP nanmem orpannderor pereproapa (VB8.2, VB7 wm VB2 xox mumesa; VB11 xox jbyan),
Kao W Mapkepe koju ca Hamaze Ha NK henmjama (318). Hakon cHakHe akTHBaIuje
TJIMKOJIMITUIHMM aHTHI'CHHMA MMPe3eHTOBaHUM Yy KoHTekcTy CD1d Monekyrna, KOju je HalIuK
MHC wmonekyny | xnace, NKT henuje nponykyjy Thl, Th2 u Th17 uurokune (319). NKT
henuje cy Haj3acTyIJbeHUje Y MUKPOBAcKyaapHoM ojesbky jerpe (320, 321, 322) u cmarpa ce
Jla UMajy KJbY4HY YJIOTy y MaTOreHe3W aKyTHOr olmTehewma oBOr opraHa, 3ajenHo ca T
muMmdoruTiMa, Makpodaruma U JeHApuTcKUM henujama. Y ocHoBu omrehewma jeTpe

nocpegoBanor NKT henujama Hama3u ce MHAYKIMja amonTO3€ XEMaToOIMTa MOCPEICTBOM
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FasL:Fas wHTepakumje, akTuBamuja mepPOpHH/TPaH3UM CHCTEMa W  MPOAYKIIHja
npounduamanujckux murokuaa IFN-y, IL-4 u TNF-a (68).

VY mpukazaHoj CTyauju je Hajiupe moka3aHo Ja mMSCs HaKOH MHTPABEHCKE aluTUKaIHje y
3Ha4ajHOM Opojy MUTpHpajy y uH(iamupano TkuBo jerpe (ciauka 11, 13). AHanuzupamem
OMOXEMUjCKUX TOKa3aTesba (HMBO TpaHCaMWHA3a Yy CEpyMy) M XHCTOJIOIIKHX Iperapara
JETPpH KUBOTHHA KOjHIMa j€ MHIYKOBAH XEMAaTUTHUC TTOKA3aHO je& J1a MUIIIEBU KOJH CY TPUMHUIIN
103y mMMSCs pa3Bujajy 61axu 00JIMK €KCIIEPUMEHTATHOT (DYIMUHAHTHOT XEIaTUTHUCA.
YoueHo je Aa je HaKOH WHTpaBeHcke mpuMeHe MMSCS, y cepyMy MmuIneBa Kojuma je
HHAyKOBaHO akyTHO omTeheme jerpe mnpumenom Con A omnocHo o-GalCer-a,
konnentpanuja ACT u AJIT, curypHux mokasaresba omrehema Xernaronura, CTaTUCTUIKA
3Ha4ajHo Mama (p < 0.05), y mopehemy ca )kUBOTHIaMa KOje HUCY TpUMIIIe MaTuyHe henuje
('padukon 1, 3).

Y 1muiby MOTBpAE pe3yiTara OMOXEMHUJCKHUX HCIHTHBama ypaheHa je MaTOXUCTOJOIIKA
aHaJM3a Irpernapara jerpe MUIIeBa eKCIIEPUMEHTAITHUX U KOHTPOJIHUX TIpyma. JeTpe MulleBa
ca MHJIYKOBAaHUM XCIAaTUTHUCOM KojuMa cy armmkoBaHne MMSCs 6une cy ouyBane rpahe ca
MECTUMHYHO NMPHUCYTHUM ToJbMMa Hekpose xemarouuta (Cinuka 12, 14). CynpotHo, y jeTpu
MumieBa koju Hucy npumunu MMSCS, jacHo je yousbMBa MacoBHA, JUCEMHHOBAaHA HEKPO3a
xemaronuta (Ciuka 12, 14).

VY ckimagy ca OBUM pe3yiTaTUMa Cy IMOJAH M3 MPETXOAHO 00jaBJbCHHX CTyIHja KOje CY
nokymenroBaiie 1a MSCs n3onoBaHe W3 MaCHOT TKHBa CHWKaBajy BPEIHOCTH TpaHCAMHHA3a
y MHUILIEBHMa KOjUMa je XemaTUTHC WHIyKoBaH mpumeHom Con A (291, 298). O63upom na y
umyHonartorere3u ¢ynmuHanTtHor xenarutuca NKT henuje umajy kiby4yHy yiory, y oBje
OTHMCAaHOM HCTPaXWBaBy j€ KopuIIhemeM NaTO(U3HOIOMIKH pPEIEBAHTHHU]ET AHUMAJHOT
Mojiena koju je m3azBaH npumeHom o-GalCer-a, cnenuduunor akruBatopa NKT henuja,

HE/IBOCMHCIIEHO JToka3zaHo Aa MMSCSs umajy npoTekTiBaH edekaTt y oBoj 00JecTH.

5.2. lipumena MSCs cmamyje unduiamanujy y jerpu

OnpehuBame koHUeHTpauuje nuTokuHa y cepymy (ELISA TtexnukoM) kao u aHamusa
¢byHKIMOHAaTHOT (peHoTHNa UHGIaMalMjcKuX henuja MNPOTOYHOM IIUTOMETPHUJOM CY
noTBpanH 1a npuMeHa MMSCS 3Ha4ajHo cMmamyje Opoj mHGIaManujckux henwja y TKUBY
JeTpe W CIEICTBEHO TOME KOHLEHTpalyje NPOuH(IAMAIMjCKUX LUTOKUHA Yy CepyMy

KHUBOTHHA KOjI/IMaje HHAYKOBAH CKCIICPUMCHTAJIHU XCIIaTUTHUC.
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VY ckiaay ca pesyaratuma npeTxoanux cryadja (291, 292, 298), y 0Boj CTyauju je moKa3aHO
na mMMSCs penykyjy omreheme jeTpe mHAykoBaHO mpumeHoM CONn A, Ha Taj HAYWH IITO
cMamyjy Opoj rmaBHux edekropckux hemmja, TNF-a, IFN-y", 1L-4" NKT hennja,
neHaputckux hemmja m makpodara y jeTpu, mTo je mpaheHo cMamemeM KOHIIEHTpAIH]je
npouHdnamarujckux 1uToknHa TNF-o, IFN-y u IL-4 y cepymy, u mnoBehamem
koHneHtpanuje nporektuBHOr |L-10. IIporextuHa ymora IL-10 y Con A xemarutucy,
3aCHUBA C€ Ha CYNPECHUBHOM ¢(EKTy OBOT HMUTOKMHA Ha mpoaykiujy TNF-a (287). Sun u
capaJIHUIM Cy MOKa3au Jja MHTpaciuieHnyHa arnkanuja MSCs y mumeBa tperupanux Con
A y3pokyje moBehame mpoxaykimje IL-10 y3 uctoBpemeno cmameme ekcrpecuje TNF-a,
IFN-y u FasL y mumdorutima u Kyndeposum henmjama (295). Iloznaro je ma TNF-a
JIUPEKTHO HWHAYKYyje amomTo3y xemaromura npeko penentopa 3a TNF, kacmasze 8,
MUTOXOHIPHjaTHOT IIUTOXpoMa ¢ W akTuBanuje kacmaze 3 (293), mox IFN-y Bomu henwmje
jetpe y amonrto3dy mocpenctBom Fas penentopa (294). Crora, cynpecusau edexkar MSCs Ha
NPOIYKIHNjy TPOUH(IAMAINCKIX HUTOKMHA, MOXE 00jaCHHTH CMambeHy aloNTOTCKY CMpPT
CUHYCOMJIAJTHUX CHIOTEeTHUX henMja m XemaTolmuTa W CICICTBEHO Mame omTeheme jeTpe y
(GyIMHHAHTHOM XEMATHTHUCY.

VY nmajeM TOKY HCTpakMBama j€ OHJIO HEONXOJHO HCIHTaTh Ja JH C€ y OCHOBHU
umyHnoperynatopuor epekra MSCs na NKT henuje nanazu aupextHa wmehyhenujcka
WHTepakija win uHIUpekTHH epexkatr MSCsS mocpenmoBan henmjama Koje Tpe3eHTY)y
aHTUTEHE Yy jeTpU. 3aTO je UCTPaKUBAaHE HACTaBJbEHO HA JAPYroM MOJely (pyIMUHAHTHOT
XemaTuTuca, Koju je mumeBnma uHaykoBaH o-GalCer-om. Ilpumena mMMSCS craTucTHdku
3Hau4ajHo je cmamuaa uapayke TNFo', IFNy" u IL-4" NKT henuja y jeTpy u ciaeactBeHo
TOMe 3HauyajHO cMammia omrteheme TkuBa jeTpe m3zasBano o-GalCer-om (durypa 4, ciuka
15). V3 10, MMSCs Hucy yTumajge Ha MPOAYKIM]Yy IMTOKHHA W TOJapU3aIH]jy
MHTpaxenaTUYHUX JCHIPUTCKUX henuja HUTH Ha CIOCOOHOCT OBUX henmuja Ja Mpe3eHTyjy
anturene (durypa 5). Ha ocHOBY OBHX pe3ynrTara, 3aKJbY4YCHO j€ Jia IPOTEKTUBHU edeKaT
MMSCs y axyrtHom omrtehemy jerpe y3pokoBanom aktuBanujom NKT henmja Huje
MOCpPEeZIOBaH JACHJIPUTCKUM henrjama Beh ce 3acHMBAa Ha JAMPEKTHOM HMMYHOCYNPECHBHOM
epexty Ha NKT henyje.

ITo3naro je na MSCs noactuuy excniansujy Treg u Breg numdornuta, mehyTum 3Hadaj 0BUX
henmmjckux momymanuja 3a cympecujy (yIMHUHaHTHOT xematuTtrca npumeHom MSCS Huje
nepuHucad. 300r Tora je y oBOj CTYAMjH, UCIIMTAH MOJIEKYJapHU MEXaHW3aM HHTEpakiuje
MSCs u perymaropHux iumdouuTa TOKOM akyTHe HH(piamanuje jerpe. Ilomro Bregs

TUMQOLUTH UTPajy BaXXHY HIMYHOCYIIPECUBHY YJIOTY TOKOM xemarutuca (157), u 063upom na
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y uHpaamaropHoj cpeauan MSCs mpomoBuiny ekcrmansujy Bregs (323), y mpukazaHom
UCTPAXHBAKY je aHAIM3WPaHa HHTEPAKIMja MOMEHYTHUX heluja TOKOM aKyTHOT XEMaTHTHCA.
Uaxko je annukanuja MMSCS 3Hauajno nosehana 6poj IL-10" u TGFB* MZ-like Breg y jerpu
MHUIIIEBA ca XEMaTUTUCOM y OJHOCY Ha Tpymy Koja je nmpumuia camo o-GalCer (durypa 7b),
jacHo je nma moBehaHa 3aCTyIJBEHOCT OBHX PEryjaTOpHUX helrja HHje KJbYYHA y CYNpPECcHju
dbynvuHaHnTHOT XenatuTrca npuMmeHoM MSCS, 063upom na aerenuja Bregs Huje cmamumia
xenaronporekTuBHu Kananuter MSCs (I'paduxon 9, cmuka 18). Hacympor ToMe,
neruienijoM  Treg numdonuta ce y MOTHYHOCTH u3ryomo Ttepanujcku edexar MSCs
(I'padukon 6, ciuka 16), mTO je ykazajo Ha HEONXOJHOCT W 3Hauaj |reg numdonuTa 3a

MOCTU3akhe UMYHOCYTIpecHje Yy jeTpu npumenoMm MSCs.

5.3. lIpumena MMSCs cmamyje anonTo3y y jeTpu

a-GalCer mosehaa excrpecujy FasL u TRAIL monexyna na NKT henujama, perenropa
OATOBOPHUX 3a MHAYKUHWjy anonro3e xematouuta (307). Y akyrHom omrehemy jerpe je
nokaszano n1a MSCs unxubupajy anomnorosy XenarouTa Tako MTO cMamyjy ekcrpecujy Bax
u Bad npoanonrorckux rena (324). Bax uHTreparyje ca mpoayktom rena Noxa, ywja je
ekcripecuja uHaykoBana IFN-y wa p53 HesaBucran naumH (325). Ca npyre crpawe,
excripecuja mpoanontorckor reHa PUMA je unnykoBana Ha P53-3aBUCTaH Ha4MH M UMa
BaXKHY YJIOTY Y MHUTOXOHJpHUjCKOM (YHYTpaIlkheM) MyTy aKTUBAIMje alonTo3e Ha Taj HAYUH
IITO MHTEparyje ca antuamnontockuMm mnporernnom (Bcl-2) (326, 327). IDO mopekiom u3
MSCs cynpumupa excnpecujy NKG2D penentopa wa CD8" T mumdonuruma, kao u
axtuBaronux perentopa NKp30, NKp44 u NKG2D na NK henujama (270, 273). ¥V cknany
ca Hajla3uMa MOMEHYTUX CTY/AHja, Pe3yaTaTh OBOI HCTpaxkMBama cy nokazaiu na mMSCs
penyKyjy €eKcIpecHjy JuraHajga Koju HMHIYyKyjy amonto3y xemaromura FasL u TRAIL,
nerpanynanroHor Mapkepa CD107 mTo 3a mociemuily MMa CMamemhe XelmaTOTOKCHYKE
aktuBHOCTH NKT hemuja (I'paduxon 5). mMMSCs cynpumupajy ¥ akTHBaIMjy Kacmase-3 u
ekcrpecujy mpoarnontorckux reHa Noxa, Bax, Bad u Apafl, cmamyjyhu omreheme TkuBa
jetpe (I'padukon 10). Ha ocHoBy pe3ynTata omucaHe CTyIduje, MOXKE C€ 3aKJby4UTH Ja
MMSCs cmamyjy eKcrpecHjy MpoarnoTOTCKUX MeaujaTopa anu 0e3 yTHuiaja Ha PS3-3aBHCHY

PUMA-1HIyKOBaHY aKTHBAIMjy aHTHAITONITOTCKUX TeHa Kao 1mTo je Bcl-2.

106



5.4. ®dapmakosiomka uHaktuBamuja IDO m INOS y mMSCs ykuaa aupekTaH

umyHocynpecuBHu epexkat MMSCs Ha NKT heanje

[Tosnaro je ga MSCs cynpumupajy UMYHCKH OATOBOP AaHTaKOBAHEM HWHXHUOUTOPHUX
MOJIEKyJla TpH aAxe3uju ca hemujamMa UMYHCKOT CHCTEMa WM TaKO IITO TPOIYKY)Y
conyOminHe MeaujaTope. Pesynratu oBjie NMpUKa3aHe CTyadje MO MPBH IyT MOKa3yjy Aa
MMSCs, mapakpuHIM MEXaHH3MOM CMamyjy IMUTOTOKCHYKH IMOTEHIIMjaJl Ka0 M CIIOCOOHOCT
NKT hemmja ga mnpoaykyjy uH(}pIaMalujcke ITUTOKUHE, IITO Ppe3ylATHpAa 3HA4YajHOM
penyknujom omrehema jerpe. Excnepumentn y kojuma cy MMSCs u NKT henuje
kokyntuBucane y transwell cucrtemy kao u eBujeHTaH xemnatonporektuBan edexkat mMMSC-
CM cy HeABOCMHUCIICHO MOKa3alM Ja TUpeKTaH Melyhennjcku KOHTaKT HUje HEONXOaH 3a
umyHocynpecuBuu yruiaj mMMSCs na NKT henuje (Purypa 9).

JlocTynHM Moyl y JUTEpaTypy Be3aHH 3a mapakpunu edexkar MSCs Ha henuje numyHCKOT
cucTeMa yKasyjy Jia cy NOTEHIMjajHH MEAMjaTOpH KOju ydecTBYjy y mHTepakuuju MSCs u
NKT henuja IDO, iINOS, TGF-B, HGF, PGE;, u IL-10 (221).

Pesynratu mpukazaHu y OBOj CTyAMju MoOKazyjy na mnpucyctBo 1-MT, cneuuduunor
uuaxuburopa IDO, kao u L-NMMA, cnennduynor uaxuodutopa iINOS, y mMSC-CM, ykuaa
xenatonporekTuBHU eekatr MMSC-CM. V rpynu xuBoTHma kKojuMa je HakoH a-GalCer-a
alJINKOBaH mMSC-CM+1-MT  oxgHocHO MMSC-CM+L-NMMA  koHueHTpainuja
TpaHCaMHMHa3a Yy cepyMmy, olTehewme TKHBa jeTpe Kao U HMHPWITpaluja jerpe
nH(paamanujckuM hennjama OUIU cy CTaTUCTHMYKM 3Ha4ajHO BehW HEro y >KMBOTHHA KOJ€ CY
npummie MMSC-CM (I'padukon 14, cruka 19).

Takohe, dhapmakonomka naxuduimja IDO 1 INOS y mMSC-CM, y kojeM cy KyJITHBHCAHE 0.-
GalCer-om crumynucane NKT henuje jeTpe MuieBa, MOHHIITHIA j€ MMYHOCYIIPECHBHU
epexar MMSC-CM na NKT henuje in vitro. Ctumynacane NKT henuje kyntuBucane y
MMSC-CM y kojeM cy OJOKHpaHH MOMEHYTH UMYHOCYIIPECUBHU €H3UMH, MTPOILYKOBAJIE CY
3HauyajHO BUIIE npouH@uamanujckux nutokuHa TNF-o n IL-4 u Oune cy ToxcuuHuje 3a
HepG2 henuje, y mopehewy ca a-GalCer-om crumynucanum NKT henmjama koje cy
kyiaruBucane y MMSC-CM 6e3 mpucycrtBa uaxubutopa (Durypa 12). Ha oBaj HauuH je
HEJIBOCMHCJICHO MOTBpheHa BakHa yiora oba curnanna myta, u IDO u INOS, mopekiom u3
MMSCs, y monynanuju epekropckux dpynkiuja NKT hemmja.

IDO je unTpanensynapHu €H3UM KOjU KaTajau3yje MOYETHY Peakifjy pa3rpalibe eCeHIINjalHe
aMMHOKHUCeNIMHe TpUnTodaH y OKBUpY KMHypeHHHCKOT myTa. |IDO je mpBoOGUTHO onucaH Kao

MOJIEKYJI KOJY yYECTBYj€ y OJIp>KaBary MaTepHAIHE TOJEPAHIIM]e U CTOra C€ cMaTpa jeTHUM
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0J1 €BOJIYyTUBHO HaJBAXHHUJUX MEXaHHM3aMa UMYHCKE KOMIETCHIMjE€ U XyMaHe PElpOayKIlHje
(328). OBaj en3uM urpa BaxkHy yjaory y HHQEKIHjH, ayTOUMyHOCTH U oHKoreHesu (329). IDO
mocelyje CHaXXHy WMYHOMOJYJIATOPHY aKTHBHOCT Koja ce oOjamrmaBa Ha JBa HAYWHA.
Jlokanna nemuenja TpuntodaHa y TKUBHO] MHUKPOCPEIWHU OJHOCHO MEIHjyMy, Kao U
HaKyIJbatbe KUHYPCHHMHCKHX MeTabosuta moBehaBajy excrmpecujy GCN2 (e general
control nonderepressible 2) kuHa3ze mTO 3a MOCIEAMIly MMa PEIyKIH]y Mposudeparnmje,
nosehame amonrose u omreheny Gpynkiujy T mumdonuta y yemosuma crpeca (330, 331). V
MOJIeTIMa ayTOUMYyHCKUX OonectH je nokazaHo na IDO momepa Th1l/Th2 Gananc Ha ctpany
Th2 aumdonmra u nosehaBa yneo Treg mumdonuTta y peryiandjd HMYyHCKOT OJroBoOpa.
Katabonutu tpunrtodana, L-kuHypeHWH, 3-XMIPOKCH-KHHYPEHHH M  3-XHJIPOKCH-
aHTpaHWIHA KucennHa nmoMepajy Th1/Th2 6ananc y kopuct Thl murokuHckor npoduia, 10K
Hacynpotr Ttome, (apmakonomka waxuOummja IDO y3pokyje momepame HIHUTOKHHCKOT
oaroBopa NKT henuja y npasiy Th2 ¢enoruna (319). Cmameme npoaykuuje IL-4 y NKT
henujama jeTpe MuIlIeBa KojuMa Cy HaKOH M3a3HBama akyTHoOr omtehema jerpe Con A wnu
a-GalCer, ammukoBane MSCs, Moxe ce 00jaCHUTH YHE-CHHUIIOM ja nako ce IL-4 cmarpa Th2
(anTunH(pIaManujckuM) TUTOKMHOM, Yy KoHTekcTy NKT-mocpenoBanor xemarurnca
mokasano je na IL-4 uma cHaxxna npouHdaamaijcka cBojcraa (55).

Cunreza IDO y MSCs wmoxe Outu uHAyKOBaHa AupeKTHO (mpucyctBom IFN-y y
MUKPOCPEIMHHA) WJIA HWHAUPEKTHO AyTOKPUHOM CTHUMYJIALMjOM MaTHYHUX henuja
cekperoBanuM PGE; (273). Spaggiari u capamuunu cy y kontekcty NK-MSCs nntepakuuje
nokasany na oba mexanusma jponpuroce npoaykiuju IDO y MSCs (273). IFN-y u TNF-a
nopekioM u3 aktuBupanux NK henuja, noacruuy mpoaykuujy PGE; y MSCs, koju 3atim
ayTOKPMHO MpPOMOBHIIE cUHTE3y u aktuBHOCT eH3uma IDO y MSCs (273). Ilpu
KokynTuBanuju y ogaocy 1:1 wimm 10:1, IDO je xipyunu dakrop xojum MSCs cynmpumupajy
nposnudepanujy, npoaykiujy IFN-y u nurorokcnuky aktuBHoct NK henuja (273). Takobe,
no3Haro je aa IDO nopexsiom u3 MSCs cynpumupa nponudepaiujy u HHAyKyje anontosy T
u B numdonuTa ycnen nenoBama KHHypEeHUHA U TOKCHUHUX METAa00IMTA (XUHOJIUHCKE U 3-
XHUIPOKCU-aHTPAHWIIHE KUCEITMHE) HAaCTAINX KataduTudkoM aktuBHomrhy 1DO, Ha henmjcku
uukinyc nuMbormra (284, 307). Li u capagHunm cy mokasamd Ja CynpecuBHH edekar
conyommnux ¢akropa (IDO, PGE; u TGF-B) na nponudepauujy, npoayKuujy HUTOKHHA U
murotokcmyHocT CD8" T mum¢onura, mocmemyje nuTepakumja (MIC) A/B, nwmranma
excipumupasor Ha MSCs, 1 NKG2D penentopa va CD8" T mumdonuruma (307). 1DO
dasopusyje mudepenuujanujy Monomuta y IL-10° CD206" wumyHnocymnpecusHe M2

Makpodare Koju 3Ha4ajHO JTOTPHHOCE CYNPECHJU UMYHCKOT oaroBopa (281).
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[Mponyxkijy NO, 6p3o mudynayjyher raca u OMOaKTHBHOT MOJIEKYJIAa M3 aMUHOKHCETHHE |-
apruauH kartanusyje easum NOS (239, 332). NOS je ko jbyau U MHIIIEBa J€TEPMUHUCAH Ca
tpu rena: INOS, mpBo orkpuBen y wmakpodaruma, NNOS y neyponuma u eNOS y
enporenauM henmjama (333). Excripecuja rena 3a INOS je nHIynuOuIHa 1 ©Ma BaXKHY YJIOTY
y umyHoperyaanuju (333). Hacramu NO u peakTuBHM a30THHM paaukaan moxyiupajy TCR
CHTHAIIN3AaIM]y, €KCIPECH]y HUTOKHMHCKHMX perentopa W ¢enorun T mumdormra (334).
Bucoke konnenrpauuje NO wuaxubupajy npomudepaunjy T maumdorura u mpoayKIujy
utokuHa (334, 335). ITo3HaTo je ¥ Ja OBaj OKCHJ yTHYE HA aKTUBHOCT OPOJHHMX €H3MMa,
joHckux KaHama u penenrtopa (336, 337). NO koju npoaykyjy MSCs cympumupa
dbochopunanujy STATS mosekysa mro 3aycraBiba hemujcku nukiayc y Gl dasu (239). V
MPUKa3aHoj CTYAMjH je TMoKazaHo na TpaHcmutantanuja MMSCs moehaBa KoHIEHTpanujy
KHHYpEHHHA y CepyMy MUIIIEBa KOjUMa je XemaTUTUC U3a3BaH npuMeHoM Con A oaHOCHO a-
GalCer-a u crnenctBeHo cmamyje omreheme TKHBa jeTpe. Ren u capagHuid Cy HEIaBHO
nokazaiau 1a MMSCs yriaBaoM aktuBHOmihy eHzuma INOS u npoaykijom NO aupekTHO
CYNpUMHPajy Tpoiudepannjy ¥ npoayKuujy murokuHa y sumdonuruma (238). IMommro je
NO Beoma HecTabMIaH MOJEKYNI H Jelyje caMo JIOKAIHO, UMYHCKe hemmje mMopajy OutH y

Henocpeanoj 6musuHn MMSCs kako 6u poaykoBanu NO ocTBapro CBOj UMYHOCYNIPECUBHU

edekar (239).

Canka 21. Maje konnenTpanuje NO ayroxkpuno crumyaumy excnpecujy IDO y mMSCs u ciencreeno

NPOAYKIMjY KHHYPeHUHA.
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WNudramanujcku MUTOKUHU U XEMOKHHH KOje ocio0ahajy omreheHrn XenaTonuTH U UMYHCKE
henuje koje MHQUATPUILY TKUBO jeTpe, MHAYKYjy murpanujy mMMSCs y jerpy (308). ¥V
undnamaropuoj cpeaunu, IFN-y u TNF-o ctumynumy mMSCs na excripumupajy iNOS
(223). TlomrTo je mo3HAaTO Ja y TPHUCYCTBY MNPOMH(IAMAIMCKUX [UTOKWHA, Malie
moJsiekynapHe kouueHtpanuje NO y3pokyjy mnosehany aktuBaoct DO (338), moxe ce
MPETIIOCTaBUTH Ja HakoH ctumynaiuje o-GalCer-om mwiu Con A, aktusupane NKT henuje
cekperyjy TNF-a u IFN-y koju wunHnykyjy ekcmpecujy INOS y mMSCs u y3pokyjy
cneacreeny npoaykuujy NO, mro 3a mocneauy nma nosehany aktusaoct |IDO u cynpecujy

urorokcuyroctd NKT henuja (Cruka 21, 22).
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Cauka 22. MexaHu3am xenaronporeKTuBHor epekra MMSCs y moneny akyTtHor omrehema jerpe Koje je

m3a3BaHo akTuBanmjom NKT hexnja.
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5.5. MMSCs noBehaBajy excnaH3ujy U XenaTonpoTeKTHBHA cBojcTBa Treg umdonura

akTuBHouhy en3uma IDO

Treg aumdonuTH Urpajy BakKHY yJIOTY y OJpKaBamkby UMYHCKE TOJEpaHIUje y jeTpH, IITO
NOTBphyje YMIEHUIA /1a C€ TOKOM aKyTHE (a3e 3amaberha y jeTpH armonTo30M 3HAYajHO
cMmamyje 0poj oux hemmja (339, 340). Kao nocnenuia penykiuje 6poja HHTpaxenaTHIKHUX
Treg, 3a kpaTko BpeMme ce pasBuja mH(paamanuja (341). 3aro ce cmarpa Ja je MOHOBHO
ycmocraBibarbe  POOl-a Treg maumdorura HHHLOUJATHA KOpPaK y CYIOPECHjd aKyTHOT
xenarutuca (339). Ilo3unaro je na MSCs npomoBumy ekcrian3ujy Treg numdornmra in vitro
(221). Pe3ynraTi npuKa3aHOT MCTPAXKHBamka YKa3yjy Jia MHTpaBeHCKa armumkandja mMSCs
kao u MMSC-CM, nosehaBa ykyman Opoj Treg mumdorura KOju CIEICTBEHO CMamyjy
uH}Iamaijy u Hekposy jerpe (Purypa 7A, 10A). AnontuBuu Tpancdep Treg mumboruTa
KokynTtuBucaHux ca MMSCS ce mokazao 3Ha4ajHO CPUKACHUJUM Yy CMambEemhy aKyTHOT
omrehema jerpe y onHocy Ha Tpancdep Treg, cyrepumryhn na mMSCS 3HadajHO TI0jadaBajy
MMYHOCYIIPECHBHE U XENaTONPOTEKTHBHE Kapakrepuctuke 1reg nmumdornura (I'padukon 8§,
ciuka 7). Kanammurer mMSCs na penykyjy xenarorokcuunoct NKT henuja ce nerennjom
Treg nmumdonura nornyno ryou (I'padukon 6, cimka 16), mTO jacHO yKasyje Ha BaKHY
yrmory Treg nmmdonnrta 3a TOCTH3ame HMyHOcynpecuBHOr edekra MMSCS Tokom
uH(pIamanuje y jeTpu.

IDO karanusyje peakuujy pasrpalime TpuntopaHa OO0 KHHYPEHHHA, IMPOAYKTa KOjH
MIPOMOBHIIIE eKCIpecHjy TpanckpunuuoHor (akropa FOXP3 y T mumdoruruma (342) u
UCTOBpeMeHo mHXuOMpa mpomudepannjy edexropckux T mumdormra (339). ¥V ckmany ca
TUM, TpaHciulanTandja MMSCs kyatuBucanux y mnpucyctBy uHxubOutopa |DO-a, Huje
nosehana Opoj Treg y jerpu (Purypa 13) HuTH je umana Tepanujcku edexkar y
¢bynmuHanTHOM Xematutucy. Takobe, Treg numdountn kokyntuBucanu ca MMSCs y
npucyctBy 1-MT nucy penykoBanu xenarokcuuHoct NKT henuja (I'padukon 18). O63upom
na je mo3Haro aa Treg mumdonutu cekpetyjy IL-10 xojum cynmpumupajy aktuBammjy NKT
hemmja jerpe (315), a nma IDO crumynume npoaykuujy umyHocynpecuBHor |L-10y
aKTUBUPAHUM JIMM(OLUTUMA, pe3yJaTaTd OBOI HUCTpaxuBamwa cyrepumy nga MMSCs
npoaykyjy IDO koju nmoBehaBa excripecujy IL-10 y Treg mumdornuruma, a na 3atum Treg
TUMGOIUTH OBUM aHTUUH(IaAMALIN]CKUM IIUTOKMHOM CYNpUMHpajy xenaroTokcuuHocT NKT

henuja.
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Ha ocHoBy no0mjennx pesyjarara ce mMoxke 3akbyuutn Aa cy IDO u iNOS, riiaBHu
MeaujaTopu kojuMm MMSCS aupekTHO cMambyjy HUTOTOKCHYKH moTeHumjaga NKT
heauja W MWHHUXOBY CHOCOOHOCT Ja NPOAYKYjY HNpoUH(IaMAlUjcKe IUTOKHHeE.
AxtuHouhy en3zuma IDO, mMMSCs noBehaBajy npoaykuujy umyHnocynpecussor IL-10
y Treg aumpouuTuMa U HA Taj HAYMH JI0JaTHO cynpuMupajy xenarorokcuanoct NKT
heauja. IlocpeacTBoM HaBeleHMX MeXaHM3aMa, JIMPEKTHOI W HMHIMPEKTHOr, Yy
eKCIePUMEHTATHOM MoJeJy akyTHor xematutuca mMMSCs cmamyjy omreheme jerpe
y3pokoBanoMm aktuBanujom NKT henuja. Pesyararu oBe cryamje nonpunehe 6o/bem
pasyMeBamby MOJIEKYJCKHX MeXaHM3aMa OJArOBOPHHMX 32 HMYHOMOIYJaTOpHe edekTe
MSCs y Ttepanuju ¢yJIMHUHAHTHOT XemaTUTHCA U yKa3ahe Ha mMoTeHUHjaJ KIUMHUYKeE

npumene MSCs y j1euemy oBe 001€CTH.
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6. SAK/bYYIIU
W3 cBera npeTxoiHO OMMCAHOT, MOT'Y € U3BECTH ciefehu 3akibyuiu:

1. IIpumena mMMSCs cmamyje omreheme xemarouura y Con A xenmaTutucy.

1.1. MMSCs unxubupajy cexpenujy npouH(IaManijcKux MUTOKHHA U CMamby]y
MIPUCYCTBO 3aMaJbeHCKUX helrja y TKUBY jeTpe.

1.2. CMameme mapamerapa cUCTEMCKe HH(IIaMalldje Y MUIIEBA ca XEMaTUTHCOM
koju cy npummm  MSCs, mocimeguna je  CMameHE  3aCTYIJbEHOCTH
npouHdnamarujckux NKT henuja, nenapurckux henuja kao m Makpodara y TKUBY
jerpe.

2. IIpumena mMMSCs penykyje omreheme jerpe y a-GalCer xemarurucy.

2.1. [Tpumena MMSCS yTude Ha 3Ha4ajHO CMambEHhE HH(IIaMaIije y JeTpH.

2.2. [Tpumena MMSCs cmamyje mpucyctBo edekropckux NKT henuja y jerpu
Opy dYeMy HE Mema 3aCTYIUbeHOCT U  (PYHKIMOHAIHE KapaKTEpUCTUKE
MHTpaxXenaTHYHUX ACHIPUTCKUX hemnmja.. Kk

2.3. MMSCs noBehaBajy 3acTynb€HOCT POTEKTUBHUX 1reg u Breg immdonura y
JeTpH.

2.4, Henocratak Breg mumdonura HE Mema UMYHOCYNPECHBHU edekaT Koju
MMSCsumajy y GyIMUHAHTHOM XETIaTUTHCY .

2.5. Cymnpecuja xemnarotokcudHoctu NKT henuja me3eHXMMamTHUM MaTHYHUM
henujama je 3HauajHO CMameHa HAaKOH Jeruienyje Treg iumdouura.

2.6. MMSCs unxubupajy cekpenujy npouH¢piaaManujckux nurokuHa y NKT
henujama u cmMamyjy HIUTOTOKCHUUYKY aKTUBHOCT OBUX hennja, cMamyjyhu excnpecujy

JUTaHaza Koju MHAYKY]Y alonTo3y XenaToIuTa.

2.7. [Tpumena MMSCs cynpumupa eKCrpecH]jy mpo-anonToTckux rexa y o-GalCer
XEMaTUTHCY.
2.8. Kibyanu ¢aktopu koje mpoaykyjy MMSCS u  49mjoMm eH3UMCKOM

aktuBHOIThym MMSCs mupektHO cynmpumupajy edekropcke ¢pynkmnuje NKT henmja
u cMamyjy omreheme xernatouuta ¢y IDO n iNOS.

2.9. AxtuBHomhy  ensuma  IDO, mMSCs  mnosehaBajy  mpoxaykuujy
umyHocynpecuBHor |1L-10 y Treg numdornutnMa KojuM WHAMPEKTHO CYNPUMHUPA]Y

xenatotrokcuaHocT NKT henuja.
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2.10. hMSCs cmamyjy HHTOTOKCHYHOCT M MPOAYKIH]Y MPOHH(IAMAIIH]CKUX
nutoknHa y xyManuMm NKT henujama mapakpuHo, akTHBHOIIINY ©IMYHOMOYJIATOPHUX

enszuma IDO u INOS
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CKPAREHHUIIE

IL untepneyku (interleukin)

ROS pCaKTHBHU MeIUjaTOpH KuceoHuka (Reactive Oxygen Species)

CD cluster of differentiation

IFN-y unrepdepon-y (interferon-y)

NKG2A  unxubutopHm perentop ypoheno younaukux hemuja (The inhibitory NK cell
receptor)

NKT ypohenoyomnauku T mumbountu (natural killer T cells)

henuje

NK ypohenoyounauke henuje (natural Killer cells)

henuje

TLR peuenrop cauuan Toll-y (Toll-like receptor)

TNF-a dbakTop Hekpo3e Tymopa-a (tumor necrosis factor-«)

MHC mosekyn 11 kiace riiaBHH KOMIUIEKC TKMBHE MOy 1apHOCTH (Major

histocompatibility complex)

a-GalCer  o-ramakromepamu/

NO a30T OKCH]T

INOS MHAYIHOWIHA a30T OKCUJ CHHTa3a

WT wild type

FBS fetal bovine serum

PBS phosphate buffered salline

EDTA eTHJICH TUaMuH TeTpa cuphetHa kucenuna (ethylenediaminetetraacetic acid)

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
HRP Streptavidin HorseRadish Peroxidase

SE crangapana rpemka (Standard Error)
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AyTOpCKU pEerpuHT

34000 Kparyjesar, Cp6uja, CeTo3apa
Mapxkosuha 69

Hucepranuja uma 169 ctpana, caapxu 8
noriaesba, 17 durypa, 18 rpadukona, 2

tabene, 22 cnuke u 342 pedepenie

Menumunaa

Matunune henuje y 6MOMEIUIIMHCKUM
HayKama

Mesenxumanne matnane hemmje, NKT

henmje, akyTHO omteheme jeTpe

VY bubnuotenu ®akynrera MEIUIIMHCKUAX
Hayka y Kparyjesny, 34000 Kparyjesar,
Cp6uja, Cero3zapa Mapkosuha 69

Mesenxumanne matuune henmje (enrst. mesenchymal stem cells, MSCs) ce 36or cBojux
UMYHOMOJIYJIATOPHUX KapaKTEPUCTHKA CMaTPajy MOTSHIIUjATHIM TePAIHjCKUM CPEJICTBOM 32
nedewe QyaMUHAHTHOT Xematutuca. Mehyrtum, edpexar MSCs Ha denotun u PyHnimje
ypohenoyounaukux T mumdorura (errn. natural killer T cells, NKT), rnaBaux eekropckux

henuja y oBoj Gosectu joun yBeK HHje MMO3HAT.
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Kaxko 6u ce ucniurao yrunaj MSCs Ha xenarotokcuaHoct NKT henrja, y oBOM UCTaXHBamby
cy kopuirheHu mMojenu akyTHor omrehema jerpe koju cy C57Bl/6 mumeBnMa WHIyKOBaHU
aruTMKaIjoM KoHKaHaBainHa A (edri. concanavalin A, ConA) 0lHOCHO O-TajaKToIepaMu/ia
(eurn.  a-galactosylceramide, o-GalCer). bBuoxemujcku TecTOBM UM KBaHTUTaTHBHA
xucroyiorrja cy ykazanmm na MSCS 3HayajHo penykyjy akyTHO omTeheme xemarorura
n3zazBano mnpumenom Con A wmm o-GalCer-a, mro je y Kopenamju ca CMambeHOM
sactymbenomhy unpnamarujckux NKT hemmja (TNF-a-, IFN-y-, T-bet” CD4™ u CD1d
tetramer” kao u GATA3", IL-4+ NKT henuja) y jeTpu u cMameHoM KoHIeHTpamujom TNF-a,
IFN-y u IL-4 y cepymy mumesa ca xenmarutucom. MSCs cy cynpumupane npoaykuujy TNF-
a, IFN-y u IL-4, a mosehaBane mnpoxaykiujy mmyHocynpecusuor IL-10 y a-GalCer-om
crumynucanuM NKT henujama jerpe, ex vivo. Ammukarnuja MSCS cmamuia je eKCrpecHjy
FASL, CD107 u TRAIL na NKT henujama jetpe, U CleICTBEHO, CMambHIa UTOTOKCHUKY
aktuBHOCT NKT henuja mpema xemartoruruma in Vvitro. Ilpumena 1-metwn tpunrtodana,
(dbapMakoIIOmKOr HMHXHOHUTOpa HMHAOJAaMuH 2, 3-muokcureHase (eura. indolamine 2,3-
dyoxigenase, IDO) wu L-MOHOMETHJ apruHMH I[MTpaTa, CHCHU(PUIHOT HHXHOHTOpA
uHAynuOWIHE a30T okcuy cuHTasze (enrit. inducible nitric oxide synthase, iINOS) ykunyna je
XEeMaTONpPOTEeKTUBHU edeKkaT KOHIAUIMOHUPAHOT Meaujyma reHepucanor ox MSCS, kao u
umyHomonynatopHo aejctBo MSCs na NKT henuje in vitro. IDO u iNOS cy rnaBHH
Meaujatopu kojuM cy xymane MSCs cympummupaie edextopcke ¢ynkuuje o-GalCer-om
CTUMYJIMCAaHUX XyMaHUX MOHOHYKJIeapHuX henrja nepudepHe KpBu.

HajBaxxnuju 3akipyyak oBe aucepranuje je na MSCS karanuTHYKOM aKTHBHOIINY €H3MMa
IDO u iNOS, cynpumupajy MUTOTOKCHUYHOCT M MPOAYKIH]Y MH(IAMAIM]jCKUX LIUTOKHHA Y

NKT henujama y jetpu u penykyjy omreheme xenaromura.
Kibyune peun

Mezenxumanne matuune henuje; NKT henuje; umyHnocynpecuja; akyTHo omteheme jeTpe

Jdatym npuxBarama Teme 0j 30.09.2015. romuHe
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A0
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Mesenchymal stem cells (MSCs) are, due to immunomodulatory characteristics, considered
as novel agents in the treatment of immune-mediated acute liver failure. Howeer, the effects
of MSCs on phenotype and function of natural killer T (NKT) cells, major effector cells in
fulminant hepatitis, is not understood.

We used concanavalin A (ConA) - and a-galactosylceramide (a-GalCer)-induced liver injury
to evaluate effects of MSCs on NKT-dependent hepatotoxicity. Mouse MSCs (mMSCs)
significantly reduced Con A- and o-GalCer-mediated hepatitis in C57BI/6 mice, as
demonstrated by histopathological and biochemical analysis, attenuated influx of
inflammatory (T-bet+ TNF-o, IFN-y producing and GATA3+, IL-4-producing) liver NKT
cells and down-regulated TNF-o, IFN-y and IL-4 levels in the sera. The liver NKT cells
cultured in vitro with mMSCs produced lower amounts of inflammatory cytokines (TNF-a,
IFN-y, IL-4) and higher amounts of immunosuppressive IL-10 upon a-GalCer stimulation.

mMSC treatment attenuated expression of apoptosis-inducing ligands (FASL, CD107 and
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TRAIL) on liver NKT cells and suppressed the expression of pro-apoptotic genes in the livers
of a-GalCer-treated mice. mMSCs reduced cytotoxicity of liver NKT cells against
hepatocytes in vitro. The presence of 1-methyl-DL-tryptophan, a specific inhibitor of
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) or L-NG-monomethyl Arginine citrate, specific inhibitor
of inducible nitric oxide synthase (iNOS), in mMSC-conditioned medium injected to a-
GalCer-treated mice, counteracted the hepatoprotective effect of mMSCs in vivo, and
restored pro-inflammatory cytokine production and cytotoxicity of NKT cells in vitro.
Human MSCs in iINOS and IDO-dependent manner, attenuated the production of
inflammatory cytokines in a-GalCer-stimulated human peripheral blood mononuclear cells
and reduced their cytotoxicity against HepG2 cells. In conclusion, MSCs protect from acute
liver injury by attenuating cytotoxicity and capacity of liver NKT cells to produce
inflammatory cytokines in iNOS and IDO dependent manner.
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