YHUBEP3UTET Y KPATYJEBLY
GAKYNTET MEANUNHCKNX HAYKA

MapwHa JoBaHoBuUh

CuHepructuuku edekat 6n1oKage IL-33/ST2 u
PDL/PD-1 ocoBuHa Ha nporpecujy muiujer
KapuuHOMa AojKe

[IOKTOPCKA ZINCEPTALMIA

KPATYJEBAL, 2021.



UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC
FACULTY OF MEDICAL SCIENCES

Marina Jovanovic

Synergistical effect of IL-33/ST2 and PDL/PD-1
blockage in a mammary carcinoma

Doctoral Dissertation

KRAGUIJEVAC, 2021.



NnentudukanmoHa cCTpaHula JOKTOPCKe JUcepTanmje

AyTtop

Nwme u npezume: Mapuna JoBanoBuh

Harym u mecto pohema: 21.11.1991. hymnpuja

Canamme 3anocieme: Knmanuku riearap Kparyjesar, crienigjaiiu3aHT OTOPUHOJIAPHHTOJIOTH]ES

JoxTopcka qucepraumja

Hacmos: Cunepructuuku edpexar osokane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa Ha nporpecujy
MHLIjer KAPIHHOMA J0jKe

Bbpoj crpanwuma: 138

bpoj ciuka: 55 (53 rpadukona, 2 Taberne)

Bbpoj bubimorpadckux nogaraka: 312

YcranoBa u Mecto e je paa uzpahen: @akynter MeIMIMHCKUX Hayka y Kparyjesiy

Hayuna o6nact (Y/K): Menununa

MenTop: [Ipo¢. np UBan JoBanosuh, Banpennu npodecop daxkynrera MEAUIUMHCKUX HayKa
VYuusepsutera y Kparyjesiy 3a yxe HayyHe 001acTu MUKpoOHOJIOrHja U UMYHOJIOTH]a,
Omnxkosornja

Ouena u ogdpana

Jlatrym npujaBe Teme:

Bpoj oanyke u 1atyMm npuxBaTama TeMe A0KTopcke/ymerHnuke aucepranuje: 1V-03-65/21 on
04.09.2019. ronuue

KOMI/ICI/Ija 3a OLICHY HAYYHC 3aCHOBAHOCTHU TCMC U UCITYHCHOCTHU YCJIOBA KaHAUAATa:

1. Ilpod. np Hebojma ApcennjeBuh, penoBuu npodecop dakynarera MEIUIIMHCKUX HayKa
VYuusepsutera y Kparyjesiy 3a yxe HayyHe o01acTu MuUKpoOHoJIorija 1 UMyHOJIOTH]a;
Omnkosnoruja, NpenceHuK

2. IIpod. np I'opnana PanocasibeBuh, Banpeauu npodecop dakynrera MeAUMIMHCKUX HayKa
VYuuBep3uteta y Kparyjesiy 3a yxy HayuyHy 001acT MUKpoOHOI0THja M UMYHOJIOTHja, YiIaH

3. Hou. ap Munan JoanoBuh, goreHT MeaunuHackor ¢akynrera BojHoMeMIMHCKE aKajieMuje
YHusep3uteta on0pane y beorpany 3a yxxy HaydHy obnact Xupypruja, aiaH

Kowmrucuja 3a otieHy 1 010paHy JOKTOpCKe/yMETHUYKE JUcepTaluje:

Jlatym onOpaHe qucepTanuje:




Doctoral dissertation identification page

Author

Name and surname: Marina Jovanovic

Date and place of birth: 21.11.1991. Cuprija

Current employment: Clinical Center Kragujevac

Doctoral Dissertation

Title: Synergistical effect of 1L-33/ST2 and PDL/PD-1 blockage in a mammary carcinoma

No. of pages: 138

No. of images: 55 (53 charts, 2 tables)

No. of bibliographic data: 312

Institution and place of work: Faculty of medical sciences Kragujevac

Scientific area (UDC): Medicine

Mentor: Ivan Jovanovic, MD PhD, Associate Professor at the Faculty of Medical Sciences,
University of Kragujevac for the narrower scientific fields of Microbiology and immunology,
Oncology

Assessment and defense

Topic application date:

Decision number and date of acceptance of the doctoral topic: 1V-03-65/21 from04.09.20109.

Commission for the evaluation of the scientific merit of the topic and the eligibility of the
candidate:

1. Nebojsa Arsenijevic, MD, PhD, full professor at the Faculty of Medical Sciences,
University of Kragujevac for the narrower scientific field of Microbiology and immunology,
president;

2. Gordana Radosavljevi¢, MD, PhD, Assistant professor at the Faculty of Medical Sciences,
University of Kragujevac for the narrower scientific field of Microbiology and immunology,
member

3. Milan Jovanovic, MD, PhD, Assistant professor at the Military Medical Academy,
University of Belgrade, for the narrower scientific field of Surgery, member

Commission for evaluation and defense of doctoral / artistic dissertation:

Date of defense of the dissertation:




IlocebHo ce 3axeamyjem céom menmopy, npogecopy Heany Josanosuhy, na nokazanoj
CMPYYHOCMU, NPEHeMOM 3HARY KOje 0alleKo Npesas’unasi OKeupe 0802 00Kmopama, 6ecKkpajHom
cmpnbersy, paymesarsy U Henpecmanoj NoOOPULYuU.

Ilocebny 3axearnocm maxohe oyeyjem Hesenu I'ajosuh u Munenu Jypuwesuh koje cy ceojum
yuewthem oonpunene Keanumeny 0OKmMopama y3 MHO20 eHmMy3ujasma u no3umuene enepeuje.
3axsamyjem ce u ceojoj nopoouyu, a nocedno ceom oyy 30pamny, Ha NOOPUYU KOJY MU je

NPYIACUO HA 060M NYMY.



CAXETAK

Hako je mobpo mo3Haro aa mojeauHavHa Onokana Oowio PDL/PD-1 6uno 1L-33/ST2 ocoBune
JONPUHOCH e(UKACHUjeM aHTH-TYMOPCKOM OJrOBOPY, CHMYyJaHTaHa OJIOKajJa OBUX OCOBHHA
HUje joll yBeK m3yudeHa. MHmykoBamum cMo kapiuHoM aojke (4T1) wnm xapruHOM KOJIOHA
(CT26) BALB/c wiu BALB/c ST2 nokayt muieBuMa, a MmoToMm Cy aooujanu antu PD-1 wnn
autu 1L-33 antureno Cumynrana Onokama 1L33/ST2 u PDL/PD1 je omioxuna mojaBy
nanmabuIHOT TymMopa W ycmopwia pacT Tymopa. Hamm pesynratu takohe ykasyjy mojadany
uutorokcnyHocT NK henuja npema 4T1 Tymopckum henunjama kon ST2 HokayT MuiieBa Koju Cy
Tpetupanu aHTu-PD-1 anutenom. Koxg ST2 HokayT mumieBa koju cy Tpetupanu antu-PD-1
aHuTesoM je Takohe Oumna moBehana ekcnpecuja MIRNA-150 u mIRNA-155, nosehame
excnpecrje NFkB u STAT3, moehana ekcnpecwja akTHBaIMOHHX MapKepa M CMambeHa
excripecuja umyHcynpecuBHux mapkepa koa NK, NKT, T naumodunura, y crnesunu u y
npumapHoMm tymopy. Takohe, NK henuje uzonosane n3 BALB/CST2 HokayT MuineBa Koju Cy
Tpetupanu antu-PD-1 anuTenom, nMajy Beun cTeneH npoiudepannje u Mamby CTETIEH aroITo3e
y NpUMapHOM TyMOpy. AKyMyJalldja UMYCYNPECUBHUX henujCcKuX MomyJaiuja MHUjeIOUTHUX
cynpecopckux henuja un uT perynaropHux aumdoruTa, je kog ST2 HOKayT MUIIEBA KOjU CY
Tpetupanu aHTu-PD-1 anuTenom Ouia 3HauajHO Mama U y CIE€3MHU U Y3 IPUAMPHOM TyMODY.
OBu pesynratd ToOKaszyj] yna cumynraHa Omokama IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa MHOTO
eduKacHUje ycropaBa MpPOrpecHujy TymMOpa y OJIHOCY Ha TMOjeIuHadHy OJokany, oTBapajyhu
HOBE MOTYNHOCTH 3a TEpaIyjCKu MPUCTYM JieueHmhy KaplMHOMA.

Kibyune peun: IL-33/ST2, PDL-PD/1, kapiiiHOM KOJIOHA, KapiuHOM 10jke, MIRNA



ABSTRACT

Although separate blockage of either IL-33/ST2 or PDL/PD-1 axes has been shown to be
beneficial in many tumors, co-blockage of I1L33/ST2 and PDL/PD-1 hasn’t been studied yet.
4T1 breast cancer and CT26 colon cancer were inducted in BALB/C wild type (WT) and
BALB/C ST2 knockout mice, after which mice underwent anti PD1 and anti IL-33 treatment.
Co-blockage of IL33/ST2 and PDL/PD1 delayed tumor appearance and slowed tumor growth.
Enhanced NK cell cytotoxicity against 4T1 tumor cells in ST2 knockout anti-PD1 treated mice
was associated with overexpression of miRNA-150 and miRNA-155, upregulation of NFxB and
STATS3, increased expression of activation markers and decreased expression of
immunosuppressive markers in splenic and primary tumor derived NK cells. NK cells from ST2
knockout anti-PD1 treated mice tend to proliferate more and are less prone to apoptosis.
Accumulation of immunosuppressive myeloid derived suppressor cells and regulatory T cells
was significantly impaired in spleen and primary tumor of ST2 knockout anti-PD1 treated mice.
Co-blockage of IL-33/ST2 and PDL/PD-1 axes impedes tumor progression more efficiently than
single blockage of either axes, thus offering potential new approach to immunotherapy of
tumors.

Keywords: PDL/PD-1, IL-33/ST2, breast carcinoma, colon carcinoma, miRNAs
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1. YBOJ
1.1. PD-1 moaexky.a

Moiekyn nporpamupane hemujcke cmptu 1 (enrn. programmed cell death 1, PD-1, CD279) je
npBu TyT uznoioad 1992, rogune, kox mumijer xubpuaoma T numdonnra u henujcke muHHje
XEMaTOIMOCTCKOI mporeHuTopa y ¢aszama amonrtose (1). Haume, anammzom 2B4.11 u LyD9
henujckux JMHMja KOJA KOjU je MHAYKOBaHA aronTo3a, npuMeheHo je na ce kojJ oBux henmja
cunetume HoBa RNA koja je 3amyxkeHa 3a ekcrnpecujy Monekyna PD-1, 3a kojy ce Tama
MIPETIOCTaBJhANO Ja YUEeCTBYje y nmporpamupanoj henujckoj cmptu, ogakie PD-1u no6uja Ha3us
(1). Hanac ce 3ua ga PD-1 monekyn uma apyraunjy henujcky GyHKIHjYy U O] Taja je TEMEJbHO
u3y4asas (2,3,4).

PD-1 Monekynamno cBOjOj CTPYKTYpU je MOHOMEPHH MEMOpPAaHCKM NTPOTEUH KOjU MpHIaja
cyneppamMminju UMyHrIIo0ynuHa. CTPYKTYPHO je HajCIUYHHU]H KO-PElEeNTOPCKUM MPOTEUHUMA.
(5) Bberosa riaBHa O/UIMKA je Ja HA CBOM BaHMEMOPAHCKOM Kpajy TOceayje jeaH BapujaOuIHI
(V) cermenr, a yaytap henuje mocejyje CUTHAHH JIaHAI] Ca TAPO3UHCKUM JIOMEHHUMA, aHAJIOTHO
aHTUTEHCKUM perenTtopuma epexropckux henuja(6,7). Yuyraphenucjku neo PD-1 monekyna ce
cactoju u3 jensor ITIM mnomena (enrs. immunoreceptor tyrosinebased inhibiton motif, ITIM) u
jearor ITSM momena (enrs. immunoreceptor tyrosine based switch motif, ITSM) y3 koju ce
Haja3e moBe3aHe ¢ocdaTaze Koje Mory 3ayctaBuTh curHaie ca 1CR koperenTopckor
KOMILIEKCa CIIpoBeeHOT yermomoh kunasza (8,9).

Excnpumupan je yriaaBHoM Ha edextopckuM henujama, nmpe cBera Ha T nuMdonutuma, HaKOH
anturencke crumymnaimuje (10,11). Jlo ckopo ce cmatpamo aa je PD-1 momekyn Besad
WCKJbYUMBO 32 aHTUTEHCKY cTumynaiujy T numdoruTa, anu ce JaHac 3Ha Ja je y BeJTUKO] MepH
excripumupad u Ha NK u NKT henujama(12,13,14).

I'maBna ¢ynkumja PD-1 Monekyna je peryjianuja HMMYHCKOT OJrOBOpa, IPBEHCTBEHO
epexTopckux henuja.llpunukom aHTUTeHCKe cTUMynanuje, mnoBehaHa je ekcrpecuja
KOPEIENITOPCKMX MOJIeKyJa Koje, 3ajenHo y3 curHaie 3a TCR pernenTopa, akTUBUPAjy
edexTopcky henunjy (15). Meljyrum, mpruiInkoM akTHBAI[MOHUX CHTHAla, y ehekTopckoj hemuju
je TojayaHO CHHTETHINY W eKCIpUMHUpPajy W MHXUOuUTOpHH Mosekynu (16). Ilocroju Buie
MHXUOUTOPHUX MoJjeKyna Koju cy ekcripumupanu Ha epextopckuM T, NK u NKT henuja. Cau
MOJICKYJIM KOjU YUYECTBY]Y Y PpEryJaluju HWMYHCKOT OJITOBOpA, OWJIO TO3UTHBHO] WIH
HEraTHUBHOj, jeJHMM MMeHOM ce Ha3uBajy checkpoint momexymu (17). [To cBoM nejcTBY, MOTy
Outn KocTHMyiaropHu wium uHXxuOutopHum (18, 19). PD-1 mnpumaga UXHUOUTOPHUM

MOJIEKYJIMMa, TO jecT, curHanu ca PD-1 monekyna cynpumupajy uMmyHcku oaroop(20). Ocum



PD-1 moneknyna, y uaxuouropue checkpoint monexyne cmamajy m CTLA-4, TIGIT, CD96,
NKG2A. (21-24)

1.2.  Jluranam 3a PD-1 MoJiekya

Wnentudukoana cy nsa tuma guranga 3a PD-1. PD-L1(enrn. Programmed death ligand 1,
PD-L1, CD274) u PD-L2 (eurn. Programmed death ligand 2, PD-L2, CD273) xoju ce
pa3nukyjy mpe cBera mo Mecty ekcnpecuje (25,26). Hamme, PD-L1 je y HopmamHuM
YCIIOBUMAEKCIIPUMHUPAH Ha aHTUTeH-TIpe3eHTyjyhum henujama, ka0 1 y MHOTUM TKHBHMA, JIOK je
PD-L2 ekcnipumupaH yriiaBHOM Ha aHTHUreH-Tipe3eHTyjyhum hemujama (27).

PD-L1 u PD-L2 cy TpancMeMOpaHCKH TTTUKONPOTEHHH KOjU Takole mpumnaaajy cynephaMuinju
B7 umynornooynmuna(28). CTpykTypHa CIMYHOCT Yy TMOIJIEAYy pelrociiela aMUHOKHUCIEHHA
u3Hocu cera 30-40% wu3mehy PD-L1 u PD-L2(29).PD-L1 uma nanexo 3Ha4ajHHjy yJIOTY Y
KOHTPOJIMCAalky MMYHCKOT OJIrOBOpa, ca 003MpOM Ja je CKCIpUMHpaH Ha akTuBupanuM T u B
mumbonutuma, NK henmnjama, makpocdaruma, neHapuTckuM henujama, MacTOUTUMA, alld H
HEMMYHCKMM henujama, Kao IITO Cy C€HIOTeNHe henuje, HemapeHXWMcKe henmuje jerpe,
Me3eHHUXUMallHe MaTuuHe henuje, henmje mankpeaca u keparuHouutH (30). PD-L2 je
EKCIIPUMUpaH yIJIABHOM Ha aKUTUBUPAHUM JCHAPUTCKUM henujama, a y Mam0j MEpU MOKE

OUTH eKCIIPUMHpaH Ha Makpodaruma uiam nepuronenanuM Bl mumdornuruma(31,32).

1.3. PD-L1/PD-1 ocoBuna

Kana je aktuBupana, PD-L1/PD-1 ocoBrHa nMa ynory y orpaHidyaBamby HMYHCKOT OJrOBOpA.
Wntpahenujcku neo PD-1 monekyna cafpXu MHXUOUTOpPHE TUPO3MHCKE CEKBEHIE YHjOM Ce
bochopunannjom aktuBrpajy docdarase koje game nedochopuianily aKkTHBALMOHE CUTHAJIHE
MOJIEKYyJIe HUCXO/JHO OJl aHTHUTEHCKOT perentopa, ynHehn mx HeakTuBuM(33). 3a pa3nuky on
Apyrux MHXHOUTOpHUX Checkpoint monexyna koju perynuiry MMYHCKH OATOBOpP y PaHUM
¢dazama, PD-1 mosekyn ydecTByje y perynialuju UMyHCKOT OATOBOPa Y KaCHUjUM ¢azama. 3aTo
je PD-L1/PD-1 ocoBuHa HajakTHBHHja TPUIMKOM IIOHABJbAHE WM XPOHUYHE AHTHICHCKE
crumynaije (34). Takolhe, 3a pasnuky on CTLA-4 xoju cMamyje akTUBANHUjy ePEeKTOPCKUM
henuja y cekynmapauMm auM@HuM opranuma, PD-1 mosnexkyn MHXHOUpa MUMYHCKH OJTOBOp Y

nepudepHUM TKHBHMa, HA MECTY jaBJbama aHTHreHa (35).



1.4,  PD-L1/PD-1 ocoBHHA y HMYHCKOM OJATOBOPY Ha TyMoOpe

PD-L1 je yecto, ocuM Ha UMYHCKUM henujama, eKCIPUMHpPAH M Ha TyMOpcKuM henujama. Jlo
cama ce 3Ha Ja je y Hajpehoj Mepm excrpumupaH Ha henwjama peHaTHOT KapIUHOMA,
KapLHUOHOMA JIOjKe, ManpHIapHOT THUPOMIHOT KapiuHOMa M KapimHoMa Tectuca (36). Cmatpa
ce na mosehana excrpecuja PD-L1 xopenupa ca snommujom nporuozom(37). Ca o63upom Ha
ocuoBHy yiaory PD-L1/PD-1 ocoBuHe, 1ako je 3ak/bydduTH Ja TyMOpCKe hemmje, myrem
nosehane excripecuje PD-L1, uaxubupajy aktuBanujy, npe csera T numdonnTa, 1 Ha Taj HAYUH
n30eraBajy aHTH-TYMOPCKHA UMYyHCKH oaroBop(38). Ocum ekcripecuje Ha henwjama kapruHOMa,
PD-L1 wmoxe Takohe OuTu excnpumupaH Ha henvjama y TyMOPCKO] MHKPOCPEIUHU U
npenupajyhum numpuuM uBopoBuma. PD-L1 mory ekcnpumupatu AeHaputcke henwje,
makpodaru, ¢ubpodnsactu, T mumdporuru (39). Takohe, mocroje momanu nga IFNymoxe
nouehatu excnipecujy PD-L1 Ha anturen-npesentyjyhum henujama (40).

CMmaTpa ce Ja reHeTcKe MyTallMje KOje HAcTajy NMPUJIMKOM TyMOpUTeHe3e henuje 3amounmby
noBehany ekcnpecujy PD-L1(41). Mehyrtum, camabuM — pa3BojeM TymMOpa M CEKPEIHjoM
mutokuHalFNy, TNFa u IL-6y Tymopckoj mukpocpeannu, ekcrpecuja PD-L1 ce moBehaBa u
MOJICTUYE J1ajby UMYyHOCyTIpecHjy (42).

Heke on renerckux wmytamuja koje moactudy nosehany ekcmpecujy PD-L1 cy wmyranuje
JAK/STAT curnamHor myTa, aMiuinpuKaigje M TpaHcloKaiuje y camoM reny 3a PD-L1 u PD-
L2 (CD274 u PDCD1LG2)(43). IloBehana wHIM/IEHIIA OBUX MYyTallfja C¢ jaBJba HAPOUHUTO Y
MIPUMapHOM MeAMjacTUHATHOM JuMpomy kpynHohenujckux B mumdonura, MakpouTHOM
KapIHHOMY 1yha, CKBaMOLIETyTapHOM KaplUHOMY U aJIeHOKapLUHOMY kenyna (44,45).
Ckopamimba UCTpaXHBama Cy IOKaszajda Ja, OCUM MEMOPaHCKHX, MOCTOjeé M €r3o3oMajHa U
conyomnmna ¢opma PD-L1 y hemmjama kapumnoma(46). IlokasaHo je ga Koj TaiujeHara
o0oJieInX oJ KaplMHOMA IjaBe M BparTa MOCTOju nmoBehaH mpolieHaT erzo3omMainHe ¢popme PD-
L1, xao u na Taj moBehan nporeHaT yka3yje Ha Jiomujy nporHosy (47). Maxo jom yBek mocroju
J0cTa HeloyMulla oko erzo3omainue ¢opme PD-L1, cmaTpa ce 1a ocuM jomier mporHOCTHYHOT
¢dakTopa, MOXe BapUpaTH y OJHOCY Ha aHTU-TyMOpcky uMyHOcT(48). Kanma je y nuramy
conyomina ¢opma PD-L1 monexyna, mpBu myT je mpumeheH Koja marujeHata 00OJIeTUuX O]l
y3HanpeaoBanux Gpopmu kapruaoma miryha (49). Cnuano kao u esrozomanau PD-L1 | cepymcka
KoHIeHTpanuja comyounHor PD-L1 kopenupa ca nommjom nporHozom (49). Ha moxeny mumijer
MeJlaHOMa je TIOKa3aHo J1a Bucoke KoHnerparuje PD-L1 noactuuy craBpame UMyHOCYIIpECH]E U

Yy TYMOPCKO] MHKPOCPEIMHH, ajli MOTY ITOJACTHIIATH U CUCTEMCKY uMyHOCympecujy (50).
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15. HmyHorepanuja kapuuHoma (muxudéuTopuma checkpoint moJsiexyna)

Nmajyhu y Bumy ocobenoctu curnanmsanuje PDL/PD-1 ocoBune, meHa 0I0Kaza je Haria
NpUMEHY y UMyHoTepanuju Kapuunoma. Kopumthewe Onokupajyhux anturena 3a checkpoint
MOJIEKYJIe Y Tepanuju KaplHHOMA j€ MoKa3aJio BeoMa 3HauajHe pe3yJsiTaTe, IPOMEHHIIIO PUCTYM
Tepanuju KaplHHOMa M3 KOpeHa, Tako Aa je 3a orkuhe mHxmOutopa checkpoint morekyna
nonesbeHa u Ho6emosa narpana(S1).biaokaga CTLA-4 u PD-1 monekyna ycnomoh anTuTena je
HajBHIIC UCTPAXHMBAaHA W JIaHAC MMa CBOjy NMpHMEHY M y kimHHuKkoj npakcu (52). Hajmpe je
nokasano aa antu-CTLA-4 cmamyje nporpecujy mumijer menanoma, na ou 2011, antu-CTLA-4
Ousa 3BaHUYHO 0J00peHa 3a Teparujy MellaHOMa, IITO je YjeHO OMo M 3a4eTak MMYHOTepamnuje
kapupHoma (53). Pa3Boj antu-PD-1 Tepanuje je yciaeaMo HEIITO KacHHje, Hajupe Y
komOuHaruju ca antu-CTLA-4, a morom je uctpakuBan u 3aceOHO (54,55). Mako ce uecto
omucyjy 3ajenHo, Tpeba HanmomenytH na aHTU-CTLA-4 wu antu-PD-1 umajy pazmmuut
MexaHu3aMm JnejctBa. Haumme, cmarpa ce ma Onokaga CTLA-4 y wnajsehoj mepu nenyje y
muMHUM YBOpOBUMaA, J0K Onokaga PD-1 wonekyna yriaBHOM Jenyje 'y TYMOPCKO]
MHUKpPOCPEIHNA U ApeHupajyhumM nmpHuM yBopoBuMa Tymopa (56). ¥V jeky cy ucTtpaxkupama
omokane apyrux checkpoint monekyna, kao mrro cy TIGIT, CD96, NKG2A (57-60). PDL/PD-1
OCOBHHA ce OJ0Kupa aHTUTeIoM crenuduanum i 3a PD-L1 win 3a PD-1 monekysn(tabena 1).
On 2014. na no nanac, o6a Tuna Oj10kupajyhux aHTHTeENa cy 0100peHa 3a Tepanujy MeJaHoMa,
KapuuHOMa OyOpera, TpOCTPYKO HEraTHMBHOT KaplMHOMa JOjKe, penarncupajyher kapruHoMa
IJIaBe ¥ BpaTa, MPUMApHOT KPyMHOhENHCjKOr MeaujacTUHaiHor jumdboma B mumdonmra,
penancupajyher XoukuH JuM(pOMa, MUKPOCATEIUTHOT KapLMHOMAa KOJIOHA, KAa0 U JIOKAJIHO
y3HaIpe10Bajor, WHomepaOuIHoOr, Beh paHMje 03padeHOr, METacTaTCKOT CKBAaMOLETYJIapHOT

KapuuHoMma koxe (61-67).

Nuxuduropu PD-1 mouekyna Nuxuduropu PD-L1 monekyaa
Nivolumab Atezolizumab

Pembrolizumab Durvalumab

Cemiplimab Avelumab

TaGena 1. MOHOKJIOHCKA aHTUTeJIA KOja ce Y KIIMHUYKOj MpaKcu Kopucre 3a 6saokany PD-

1 wau PD-L1 monekyJa.
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Ha ocHOBY KIMHMYKHX CTyAHja CIIPOBEACHUX JO CaJa, HE MOXE CE jaCHO YTBPAWTH Ja JU je
epukacuoct aHTH-PD-1 winn antu-PD-L1 anTturena Beha (68). Tepanujcku oaroBop Ha Ouiio
antu-PD-1 wmm antu-PD-L1 anTuteno 3aBucu ox MHOro Qaxkrtopa, Kao INTO Cy IO,
XUCTOJIOUIKA THUI TyMOpa, TUIl T€HCKE MYyTalldje WU TPAHCIOKAIHje, MPUCYCTBO/OJICYCTBO
metacrtasa (69). Mehyrum, tpeba HamomenyTtu na je excrmpecuja PD-L1 Bpio xereporena y
TYMOPCKOM TKHBY, TO jeCT, y UCTO] ¢a3u Tymopurenese PD-L1 monekyn Moxke OUTH pa3InauTo
eKcrpuMupaH Ha henmujama, a 1 MOKe ce MewaTH ca mporpecujom tymopa (70). C npyre ctpane,
excripecuja PD-1 monekyna y HajBehoj Mepu 3aBUCH OJ CTamAMMYHCKOT CHUCTEMa TOjeIUHIIA

(72).

1.6. Hexemena aejcrBa 6sokajae checkpoint mosiexysia

IMpunukom Osokame checkpoint mosnekyna cy 3abenexeHa MHOTra HEKe/beHa J€jCTBA, Koja ce
jemHMM MMEHOM Ha3WBajy HEXeJbCHA JIejCTBAa MOBe3aHa ca MMyHocTH (eHri. immune-related
adverse events , irAES)(72). IToctoju Benuku Opoj HEXKETLECHUX JICjCTaBa KOj€ 3aXBaTajy BEIHKH
Opoj oprana, anu ce Hajuemhe ce jaBibajy Ha KOXH, TaCTPOMHTCCTUHATHOM CHCTEMY W jeTpH,
€H/IOKpUHUM opranuma u miyhuma. Hemro pehe ce jaBibajy y HEpBHOM CHCTEMY U CpILY, aJlU CY
tama Bpio vecto yeranHe (73). JlocTymHu momany mokasyjy jJa Cy HeXeJbeHa JIejcTBa J03HO
3aBHCHA, Ka0 W Ja cy Jaieko dvemrha mpuwinkoM komOuHanuje aHtu-PD-1 u antu-CTLA-4
antutena (74,75). Onx JepMaToNOMIKMX HEKE/BCHHX JecjTaBa, Hajuemhe ce jaBibajy
Hecrierduunan ocumy, ocehaj cyBohe ycrujy, cBpad koxe, Butuuro (76, 77). JlepmaTosnomnika
HEe)XeJbeHa JIJCTBA C€ MOT'Y jJaBUTH M Y BUJY HELITO O030MJBHMjUX CTama, Kao mTo cy CTUBeH-
[JoHCOH CHHAPOM, AEepPMATOMHO3UTHC, Oyrno3uu mnempurons (78). TacTtpoumHTecTHHANTHA
HEXEeJbeHa JejcTBa ce Hajuemhe jaBibaj)y y BHUAY KOJUTHCAa wW/wim mopemeheHnm
nabopaTopjckuM Tapamerpuma jerpune Qyaikuje (79). 3aHMMIBUBO je da ce HEKe/beHa
JiejcTBa Y racCTPOMHTECTUHATHOM TPAaKTy MOTY jaBUTH M HAKOH 3aBpILIETKa Tepanuje, TO jecT,
MOT'Y HIMaTH T3B. ,,0JUI03KeHY ToKkcTHaHOCT (80).

Kana cy y nuramy eHIOKPHHOT CHCTeMa MPHIMKOM yrotpede checkpoint 61okatopa, Hajuemnthe
ce jaBibajy mopemehaju TupougHE Kie3ae, AujadeTec WM XUMOPU3UTHC (3aMaJbebe MPETHer
nobyca xumoduze) (81l). Melhy enmokpuaum nopemehajuma, Hajuemhm cy mnopemehaju
¢GyHKIIMje TUPOUIHE *kJIe3Jle KOju MOTy OMTH y mpaBlly xumep uiau xunogynkuuje. He Tako
peTKko ce pa3Bujajy m 00a mopemehaja — Hajupe ce pa3BHje XUNEPTHUPOUIU3AM KOJU j& Y
kacHujuM (azama npahen xumorupouansmom (82). HexxesbeHa aejcTBa Ha MHOKapL MOTY OMTH

BEeOMa pazHosnka — o1 acumnromarckux EKI mpomeHa koju yka3yjy Ha UCXEMH]Y, 10 TEIIKOT
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cpyanor nonyinrama (83). Ha myhuma ce Moke pa3BUTH TOKCHYHU ITHEYMOHUTHC, alk JIajeKo
yemthe ce MaHU(ECTYje MPOTa3HUM AUCITHOMYHUM Terobama (84).

Hako ce perko nemaBajy, HakoH npumeHe Checkpoint ce Mory jaBUTH M TeIIKa HEXEJbCHA
JejcTBa, Kao IITO Cy IICEYyIONpOorpecHja W XHIeprporpecuja manaurde oOonectu (85).
[ceynompeorpecuja npeacTaBiba HHUIMjaHO MoBehame TyMOpa W/WiN CEeKyHIapHHUX JETO3UTa,
noTBpheHo panuorpadcku. XuCTOMATOJOMIKKM Haima3 yBehaHwx Je3dja ykasyje Ha TO Ja Cy
TyMOpcke Je3uje yBehane yrnaBHOM Ha pauyH umyHckux henuja npe ceera CD8”™ T numdorura,
ally je MpHUCYTaH M JIOKAJHU elleM M Hekpo3a Tymopckor TkuBa (86). HakoH Tora ce cmamyje
KOJINYMHA TYMOPCKOT TKHBA, a JICYKOIIUTHU MH(UITPATH MOTY MEP3UCTHPATH jOII HEKO BpEME.
Mako mocToju agekBaTaH TepaujcKi OArOBOP Yak M y3 IPUCYCTBO MCEYI0NPEorpectje, HIlakK je
3HAYajHO OJJIOKEH Yy OJIHOCY Ha MAalHjeHTe KOJ KOjuX ce He pa3BHja mceymomnporpecuja(87).
Tpeba wucrahm nma ce mceynompeorpecdja W Xumeprporpecuja dermhe jaBibajy Kama je
MaqurHeTeT Beh HeycmemiHo TpeTWpaH JpYyruM TEpanHMjCcKUM CpEACTBHMA, Npe CBera
nutocTaTuiuMa(88).

OcuM miceynornporpecuje, NpuinkoM npuMmeHe antu-PD-1 Tepammje, 3abenexeHa je w Haria
nporpecuja OojecTu. 3a caja cy 3a0elexkeHa JBa TakBa cliydaja, a CIOPOBOJE CE€ U
PETPOCHIEKTUBHE CTy/Uje Kako OM ce yTBpAMJIa MpeBajleHIa XUIeprnporpecuje 00JecTd HaKOH
ynotpebe checkpoint unxubutopa(89). Jom yBek He TNOCTOje jacHH KPHUTEPHUjyMH 3a
JIMjarHOCTUKOBAE XUTIEPIIPOTPECHje, ATl Ce XHUIIEPIPOTPECH)jOM CMaTpa IYIIO paarorpadcko
nosehamwe MpUMapHOT TyMOpa W/WJIM I0jaBa HOBHX MeTacTa3a y Mepuoay Tpajawma aHtu-PD-1
Tepamnuje y oqHocy Ha nepuoa 6e3 antu-PD-1 tepanuje(90). Xunepnporpecuja ce Moxxe jaBUTH
U y TOKY Jieuera MeJlaHOMa, KapllMHOMa ypoenuTena, jajHuKa, OUarjapHor TpakTa, KaplMHOMa
rJlaBe M Bpara W MaKpOUETYIapHOT KapiuHoMmMa IUiyha, Tako Ja XHCTOMaJITOJOIIKE
KapaKTEepUCTUKE KapI[MHOMa HeMajy yTHIaj Ha HacTaHak xuneprporpecuje (91). Ocum Tora,
KOJI MaIjenTaTa ca u 0e3 XUIeprnporpecuje He MOCTOjU pa3linKa y eKcrpecuju jurania 3a PD-1
y TYMOPCKO] MHMKpPOCpEAMHH. Mako MOCTOjU jako Maylo MojaTaka, 3a0elexeHo je Ja HeKH
(dakTopu pU3MKa 3a HaCTaHAK XHUIEPIporpecrje Mory OUTH CTapoCT U MyTallMje perentopa 3a
enuaepManHu (akrop pacta. Ha oCHOBY HOCTYMHHX MoJaTaka, XHIIEPIPOrpecHja ce jaBjba 1o
npaBuily y Beh paHuje o3paueHOM KapuMHOMY 0e3 3a/10BoJbaBajyher TepamujcKor OJroBopa.
Paznor Tome mMory OuUTH ApacTUYHE MPOMEHE Y TYMOPCKO] MUKPOCPEIMHU Ka UMYHOCYNPCHjH

npuarkoM paguotepanuje (92,93).
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1.7. WuTepieykun-33

Wutepneykun-33(IL-33) npumaga IL-1 rpynu nurokuHa y Koje crnagajy u IL-loou B, IL-18, IL-
36a, B, v, IL-37, IL-38. 3ajemnuuka o/yMKa MM je MPUCYCTBO HCTOBETHUX aJalTEPHUX
MpOTeHHA U CUTHAJTHHUX MoJjieKyna kao mto cy MyD88, penentop 3a IL-1(enran.lL-1 receptor,IL-
1R1) u IL-1RacP (enrn. IL-1 receptor accessory protein, IL-1RAcP) (94,95). Mehyrum, 3a
pasnuky on ocranux wianoBa IL-1 rpymne murtokuna, IL-33 Moke aenoBatu W Kao IUTOKHH ,
aJlapMHH WK YaK Kao TpaHckpumiuonu paxrop (96,97).

IL-33 je excmpuMupaHy MHOTUM TKHBUMA. 3a pa3MKy OJ APYTUX IIUTOKUHA KOjU ce MOry Hahu
yrJIaBHOM y TpeTexHo y hennjama umyHckor cucrema, I1L-33 ce Moxke Hahu ¥ HA €HIOTETHHM,
enutennuM henujama u ¢pudpodiactuma (98,99). 3a cana ce 3na ga 1L-33 uma 3HavajHy yiory
y HAaCTaHKy aJIeprujcKux OO0JIeCTH, HEKHMX ayTOMMyHCKux Oomectu. IloBesdyje ce u ca
MPOrpecujoM HEKHX HHPEKTHBHHX Oosectr u kapruHoma (100-103). IL-33 mocenyje cBOj
peuentop ST2 (enri. Suppressor of Tumorigenicity 2. ST2) koju je ekcnpumupad Ha T
perynaropuuM Jumdorutuma, ypohenum mnumbounnuM henwjama THO 2, MUjEIOUIHUM
hemmjama, nwurorokcmukuMm NK  henmjama, mnomaraaukum T numdonutuma, Kao W
uutoTokcnukuM T mumdorutuma(104).

Vrora IL-33 je TemMesbHO M3yuaBaHa y OHONIOTHjU Tymopa. JIocTymHH mojany ykasyjy Ha To Ja
yinora IL-33 y Tymopurene3u moxe OutH aBojaka: IL-33 morke moacTunaTi ¥ TYMOPUIeHe3y U
AHTU-TYMOPCKH UMYHCKH oarosop (105,106).

Panmje je Beh mokazano ma esrorenm |L-33 moBehaBa wuHHUITpanyMjy mnoOMaraykux W
uTOoTOKCHYKUX T mumdornuTa y TyMOpCKOj MUKPOCPEIMHN MenaHoma. Takole, mockaszaHo je
na nocroju nosehano creapame IFN-y xon nmuroroxcmukux T numdonura xKoju MHPHUITHITY
tymop (107,108,109). Ipyre cryauje mokasyjy aa mokasaHo je IL -33 akTtuBupa JeHAPUTCKE
henmmje, moICTHYE EKCHpEecHjy KOCTUMYJIATOPHUX MOJIEKyJa, W Ha Ta] HAYMH TIOJCTHYE
AHTUTYMOPCKY UMYHOCT, Iipeko aktuBanuje nutotrokcnukux NK hemmja u T mumdonnra (110).
Takohe, mocToje u cTyauje Koje ykasyjy Ha mpotrymopcky ynory IL-33/ST2 ocoBune. Harra
UCTpaxuBayka rpyna je Beh panuje mokaszana jga y oxcyctBy IL-33/ST2 curnanumsanmje,
MIpUMapHU TyMOp C€ KacHHje I0jaBjbyje, CIIOPHje pacTe, a METACTa3UPAbE J€ Mabe U3PaXKEHO
(111) V wucroj crymmju je mokazaHo na kojn oxacyctBa |L-33/ST2 curnammsamuje, mocroju
nosehan Opoj edexropckux henuja, a y3 To, moBehana je nuurorokcuyHocT U NK henuja u T
numponura(l11). ¥V ckmany ca HammM pe3yiaTaTuMa, ApPyre CTyAHje Cy Takohe MOTBpAMIIC
nporymopcky yiory IL-33/ST2 ocoune. Hamme, npunvkom agmunuctparuje 1L-33, nmoBehan
jé MTacTaTCKM TOTEHIHMjal Tymopa,ca 003upoM Ha moBehaHy aKTHBHOCT MaTPUKCHUX

METAJIONpPOTeHHA3a WM JU3WI-OKCHJA3a 4YMja je YyJora IMpecyAHa Yy MeTacTa3upamy
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tymopa(112). Ipydu ayropu ykazyjy Ha To ga IL-33/ST2 momctuue MMyHOCYIIpECHjy y
TYMOPCKO] MUKPOCPEIMHM M CaMHM THM HapyuiaBa edukacaH aHTU-TyMmMOpcku oxarosop(113).
IL-33 ctumynuine mujenouaHe cymnpecuBHe henuwje m Makpodare M2 ¢eHoTHIIa KOjU CY
HeehUKacHHU y aHTH-TyMopckoj uMmyHocTH (114). [To HekuM ayropuMa, MpUMapHH TPAHCKPUIIT

IL-33 y jenpy henuja Mmoke MaTH 3HadajHy yjaory y tymopurenesu (115).

1.8. IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHe Y KAPIHMHOMY J10jKe

Nako je kapuuHOM J0jKe jelaH oJi Hajuemhux MajJuTHHUTETa KOJl KeHa, MMYHCKH OJIOBOP U
UMyHOTepamnuja joll yBeK HHCY J0 Kpaja pasjauimeHd. 3a caia je mo3Hato mga IL-33/ST2
OCOBMHA MMa 3HayajaH YTHIAj Ha HaCTaHAK KapuuHOMa Jojke. Pe3ynraTu Hamie ucTpaxMBayke
rpyme cy nokasanu aa IL-33/ST2 ocoBuHa mocrienryje pactT U pa3Boj Kapl@HOMa JIOjKE TakKo
ITO CTUMYJHIIE aKyMyJalHjy HMYHOCYNPECHBHHUX heNMjCKHUX TMOMmynanuja y TYMOPCKO]
mukpocpenunan (116). JIpyre crymuje ykasyjy Ha TO Ja, OCHM IITO TOCIEIIyje pacT KapluHOMa
nojke, ctumyinuiie u Metactasupame (117). Haume, ca 063upom aa I1L-33 mMory mpoaykoBatd u
¢udbpobmacti, y cryauju Shani u capagnuka je mokasaHo ga je ekcmpecuwja IL-33 y
MeTacTaTCcKUM Humama turyha 3Haudajao Beha y omHocy Ha okoiHO TKHBO. |L-33 cTumynuime
TH2 TUN MMYHCKOT OJIroBOpa, KOJU IMOrojyjeé HAacTaHKy cekyHAapHux zaeno3uta(l107). Kon
naiujeHta o0oyeaux Of KapIMHOMa Jojke cepyMcku HuBO [L-33 je 3HavajHO mMOBHILEH,
MOTOTOBY y YETBPTOM cTaaujymy Oosectu. [loBumiene BpeqHoctu cepymckor IL-33 kopenupajy
ca cepymckum HuBonmma VEGF (enrn. vascular endothelial growth factor), MMP-11 (enru.
matrix metal proteinase -11), PDGF (enru. platelet-derived grovth factor) koju cy npeaukropu
nome mporrosze(118). Takohe, IL-33/ST2 noactuye U mporpecujy KapiuHOMA J0jKE TAKO IITO
MoJICTHYe WHPMIAMAIM]y Y TYMOPCKOM TKHUBY, TOACTHYE HEOAHTHOTEHe3y M Ha Taj HAYWH
cMmamyje Hekpo3y Tymopa (119). Takohe, mocroje mogarm na mosehana excrpecuja 1L-33 moske
MOJICTUIIATH W PE3UCTEHIU]y Ha Tepamujy KOJ XOPMOH — 3aBHCHOT KapuuHoma jaojke (120).
Ocum Tora, IL-33/ST2 curnanuzammja nopctuue aeanepeHNMjalMjy MaJUTHHX henuja
KapIuHOMa JI0jKe, ynHehy ra Ha Taj HauuH arpecuBHUjoM Gopmom G6omnecTtu(121).ITosehan HuBo
IL-33 Takohe moke yOp3aTu TpOrpecHjy KapIHHOMa J0jK€ TaKO INTO WHAWPEKTHO, IMPEKO
curHaHuX Mouiekyna kao mTo je COT (ewrnm. Carcinoma Osaka Thyroid), momctuue
uH}IaMaIujy y TYMOPCKO] MUKPOCPEAMHU U CTUMYJIMIIE MAJUTHY TpaHC(POpMaLUjy emnuTena
nojke (122). UcrpaxkuBame Xia0o u capagnuka crpoBeaeHo Ha 4T1 mMomeny kKapupHOMa JT0jKe
nmokasyje na je ekcrapecuja |1L-33 3nauajuno Beha y TymopckoMm TKHBY y ogHOcy Ha came 4T1
henuje, cyrepumyhu na cy umyHcke henmje, mpe cBera MujelouaHe cympecopcke hemwje,

rnaBHU u3Bop IL-33 y TyMOpCKOj MHUKpoOCpenuHH. AyTOpH HariamiaBajy 3Hauaj Onokane IL-
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33/ST2 curHanusaiuje y MOTCHIMjaJHE TepareyTcke CBpxXe, ca 003upoM J1a, Kao mro je Beh
MMOMEHYTO, UMYHOXHCTOXeMjcku moBehana excrpecuja IL-33 y TyMOpCKOM TKHBY Kopesiupa ca
Jouujom nporHozom (118, 123).

bnokama PD-1/PD-L1 ocoBuHE y KapiIMHOMY JI0jKe je ToKa3aia 100pe pesynartare. Autu-PD-1
tepanuyja je og Mapta 2019. ronuHe omoOpeHa y KOMOMHAIIM]H Ca MAKIMTAKCEIOM 3a JICUCHE
JIOKAJIHO y3HAINpeA0BaJor, HEPEeCEeKTaOMIHOT TPOCTPYKO HEraTUBHOT KapuuHOMa J10jke.OBakBa
KOMOMHAIMja ce KOPUCTH CaMO KOJI MalijeHara KoJl KOjuX UMyHOXUCTOXeMHjcKu Buie ox 1%
excripumupa nurange 3a PD-1 (124).HMako ce cmarpa nma ekcnpecuja nuranna 3a PD-1 y
TYMOPCKOj MUKPOCPEIUHU MO3UTUBHO KOpenupa ca BehoM TyMOPCKOM MacoM, Behem crerneHy
nponudepanuje Tymopckux henmja, camo 20% TpocTpykO HEraTMBHHX KapLUUHOMA JI0jKe
excnpumupa PD-L1, Te excnpecuja PD-L1 nuranga Huje MepoaBHa Kao MPEAUKTUBHU (pakTop
3a Tepanujcku oaroBop aHtu-PD-1 tepammje(125). Jlocamamma KIMHUYKA HCTPAKHUBAMHA
yka3yjy MoHotepanuja aHTu-PD-L1 wnm antu-PD-1 anTuTenuma He mokasyje IOBOJbHY
eduxacHocT (126). Pasmor Tome Moke OMTH Ja KaplMHOM JOjKe Craaa y ciabo UMYHOTeHe
KapIMHOME, T€ KOJ IbHX JOMHUHHPAa HMMYHOCYIIPECHBHA MHUKpocpeauHa y tymopy (127).
KomOunoBame antu-PD-1 Tepanuje ca areHCMMa KOjU CMambyjy UMYHOCITYTIPECH]Y Y TYMOPCKO)]
MHUKPOCpPEINHHN MOTY MOTEHIIMjaTHO OTBOPUTH HOBE BHJIOBE UMYHOTEpallvje KapluHOMa JI0jKe

(128, 129).

1.9. IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHe Y KAPUMHOMY KO0JIOHA

Vnora IL-33/ST2 ocoBuHe y HACTaHKY KapI[IHOMa KOJIOBa HHje IO0BOJbHO pasjammena (130).
Nako ce excmpecuja IL-33 cmatpa mMapkepoM TyMopureHese, U BpJO 4yecTO je moBehaHa vy
y30pIHMa KOJIOPEKTATHOT KapIMHOMa, cMaTpa ce na je moehame ekcrnpecuje IL-33 maxom
nocieania nmopehama MPOAyKIHMje Yy IMyHCKAM henmujama Tymopcke Mukpocpenne (131,132).
Excnpecuja IL-33 kopenupa ca JOHIMjOM MPOrHO30M METACTaTCKOI KapuuHoma kojoHa(133).
HcTpaxuBama Ccy mokaszana, Aa, ¢ jeaHe crtpane, |L-33 moactuue onnmke marmuynux henmja
KapIIMHOMa KOJIOHA, a C JIpyre CTpaHe, MOJACTHUYE CTBapame HMMYHCYCIpecMBHUX hemwja y
TYMOPCKOj MHUKpOCpeauHH, morotoBy M2 makpodare (134, 135). Takohe je mokazano na
noehana excnpecuja IL-33 moactuye XpoHHMYHY HH(IaMalUjy y TaCTPOMHTECTUHAIHOM
TpakTy Koja moroayje pa3Bojy kapuunoma (136). [lokasano je ma ca pa3BojeM XpOHHYHE
nHpamanwmje, nocroju nosehame ekcnpecuje IL-33 koje momapusyje UMYHCKH OATOBOp Ka TH2
OJITOBOPY, CTUMYJHIIEC WH(HUTpalHjy TYMOPCKOT TKHMBA | peryJaTopHUM JIuMdonuTtuma u
caMHM TM MHIYKYje UMyHocynpecHjy. OBo je moceOHO HarjameHo KOJ IMalfjeHTa KOju UuMajy

KaplUHOM KOJIOHAa KOME je IPeTXO0/Iiiia XpOHUYHA nH(amaropHa oosect pesa. (137).
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Antu - PD-1 Tepanmja ce mokasana HajeUKAaCHUjOM 3a Tepamnujy KaplIUHOMa KOJIOHA ca
BEJIMKUM CTETICHOM MYTallHja, a KOju HEe OJroBapa Ha CTaHJapAHY XeMHOTEpaInjy, 3a Kojy je u
omobpena 2018.rommune(138). Ca o63upom ma ce antu-PD-1 Ttepamuja He KOpPHCTH Kao
MOHOTEpanuja y Jiedyerwhy KaplIUHOMa KOJIOHA, JaHAC Cy y TOKY IOCTOje OpojHa KIMHHMYKA
HCTpaKMBaba Koja HUCTPaxyjy MTOTEHIIU]jJTHA aIUTUBHU edekar TPYTUX

xemuotepanueytuka(139, 140, 141).

1.10. HmyHCKH 0ATrOBOP HA TyMOpe

henuje kapuuHoma umajy OpojHe MexaHHW3Me ycrmomoh Kojur us0eraBajy aHTHUTYMOPCKU
UMYCHKH OJI'OBOp M TIOJACTHUY Jajbl pa3Boj manurde 6osectu (142). 3a epukcany Tepamnuje je
noTpeOHO Jajbe TPOyYaBame M pasyMeBambe aHTH-TYMOPCKOT HMYHCKOT OJroBopa. Twum
MMYHCKOT OJIrOBOpa, Ka0 M BPCTa UMYHCKHUX henja Koja y leMy JIOMHHAHTHO yYEeCTBYj€ 3aBHCH
on umyHoreHoctd Tymopa (143) MMyHOreHOCT je CIOCOOHOCT TyMOpa Ja IMOJCTaKHE aHTH-
TYMOPCKM HMMYHCKH OJIFOBOp M 3aBUCH O] €KCIpPECHje aHTUIeHa TyMmMopa, Kao M OpojHUX
MMYHOMOJYJIATOPHUX (hakTopa Koje TyMopcke hemuje mpoayKyjy y TYMOPCKO] MUKPOCPEIUHH
(144). TymOpcKH aHTUTEHU MOTY Ce Ipy0O TIOACIHUTH Yy JIBE TPYIe: HEOAHTUTECHH KOjH MOTHUIY
O]l MyTUPAaHUX MPOTENHA, U aHTUTEHU KOjU Cy crienuduunu 3a Tun tTymopa (145).Cmarpa ce na
y Cy aHTH TYMOPCKO] UMYHOCTH TNaBHE edekTopcke hemuje muToTokcnuku T numbonut u
nomaradku T mumdonmtu(146,147).

Hurtorokcnukn T numdouuTy enuMHUHMITY TyMmopcke henMja Ha ABa HadyMHA: €r30I[UTO30M
LIUTOTOKMYKUX CYICTaHLU Koje caapke MNeppopuH M TpaH3UM WIM IYTeM HHAYKOBamba
anonto3e npeko FasL. Ilomarauku, amu OUTOTOKCHYKM T JIMMQOIMTH NPOU3BOJE BEIUKE
kommunHe [FNy m TNFo, moactudy Q0AaTHO IUTOTOKUYHOCT, alld U CTUMYJHINY U JIpyre
nMmyHcke henuje, kao cy wmakpodaru(148). Ilopehana mnpoaykmmja IFNy y Tymopckoj
MHUKPOCPEIMHH MOXE€ HMHAYKOBaTH eKcrpecHjy jauranjga 3a PD-1 u caMum THM OrpaHHYUTH
aHTU-TYMOPCKH UMYHCKH onaroBop(149). Ocum Tora, u Ipyrd WHXUOUTOPHU MOJIEKYIH, Kao
mro je CTLA-4 mory ce moehaHo eKCpUMHUpPATH M JTOJATHO M3a3BaTH UMYHOCYIPECH]Y Y
tymopckoj mukpocpeauuu (150). Tlomarauku T auMGONUTH y TYMOPCKO] MHUKPOCPEIUHU
CTUMYJIHUIIY J10/1aTHO eekTopcke (pyHIMje MUTOTOKCnukux T nuMdonura ycnomoh ekcripecuje
koctumynatopa CD40L u nurokuna. Ha oCHOBY IMTOKHMHA KOje MPOIYKY]y, MOTY AEJIOBAaTH U
npo-TymMopckr U aHTH-TyMopcku (151). Tlomarauku T mumdorut Tul u Tul7 denoTtuHma
JeNy]y aHTU-TYMOPCKH, CTHMYJMILY TMpE3€HTALN]y TYMOPCKHX AaHTUIE€HAa M aKTUBUPAJy
UTOTOKCHYKE JTUMQOIUTE, TOK MoMaradyku TH2 JTUMQOLUTH CTUMYIHUILY HUMYHOCYIPECH]Y Y

TYMOpPCKOj Mukpocpenunu (146).
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OcumM henuja cTedeHOT UMYHCKOT OATOBOpa, BAYKHY YJIOTY UMajy U henrje ypoheHOT UMYHCKOT
onroopa, hudpobIacTu U aHTUTeH-TIpe3eHTyjyhe henuje.

Anturen mnpesenryjyhe henuje, nenapurcke henuje cy mpBe henmje Koje 3amouumy H
ycMepaBajy aHTH-TYMOpCcKH UMyHCKH oaroBop (152). KonBeHumoHanne neHaputcke henuje
npeno3Hajy u mpepaljyjy TyMOpcKe aHTUTeHe, MoBehaHo eKCIpUMHUpajy KOCTHUMYJIATOpHE
moiekyiae, MHC wmonekyne, CD80/CD86 wmonekyne u aktuBupajyhe nurokmne IL-12,
MUTpUpajy ka apenupajyhum numdHuM uBopoBuMa rae aktuBupajy T mumdormre (153).
Mebhyrum, Benuku Opoj AEHAPUTCKUX henuja He 3ag00Mja OBE KapaKTPUCTHKE, OCTaje y
TYMOPCKOj MHKPOCPEAMHH M CTBapa UMyHocyrpecuBHe mousiekyie (154). Tlotpebna cy aampa
HCTpaXHBama Kako Ou ce epukacHo Morao nosehatu yzeo akTUBUPAHUX JICHAPUTCKUX henuja y
1B MOOOJBIIAA AHTU-TYMOPCKOT HMYHCKOT oroBopa (155).

Makpodarn Takohe uMajy HeE3aHEMapJbHBY YJIOTY Y TYMOPCKOj HMYHOCTH. Makpodaru
TYMOpPCKE MHUKPOCPEIMHE MOIY JeJIOBaTH [JBOJaKO: MMYHOCTYMMYJATHUBHO (Makpodarun Ml
deHoTHIA) U UMyHOCHYyNpecuBHO (Makpodarn M2 denorumna) (156). 3aBucHO o1 THIA |
cTaaMjymMa TyMOpa, MOry OuTh u 100ap mnpornoctuuku ¢akrop (157). Bucok cremnen
uHpunTpanyje Makpodara y TYMOPCKOj MUKPOCPEIMHHU KOpelupa ca MHBa3uBHoOIIhy Tymopa u
gomujom mporHozom (158,159). Ocum pesuaynanux AeHApuTckux henmja um Mmakpocdara
TYMOpPCKE MHKPOCPEIMHE, UMYHOCYIPECH]Yy MOTY MOACTUIATH U MHjEJOUIHE CYNPECOpCKe
henuje (eurs. myeloid derived-suppresor cells, MDSCs). 3a caaa cy uaeHTuduKoBaHa JBa THIIA
MUJEJIOUTHUX CYNpPEcOpcKuX henuja: MOHOLUUTHE MHUJENOUAHE Ccylopecopcke henuje u
nonumopoHykieapHe MujenounHe cympecopcke hemuje (160). Be3 o03upa Ha (eHoTHIICKE
KapakTepUCTHKe, 00a THIa MUJEIHOANHUX CYIPECOPCKUX henmja cynpuMHpajy aHTUTYMOPCKH
UMYHCKH OJITOBOP KPO3 CEKPElHjy MMYHOCYIPECHBHUX MOJIEKYINa, alld M KPO3 CTHMYJIAIH]y
HeoaHnrnorese u (opmupama Mertactarckux Huma (161). MmyHOCcympecujy y TyMOPCKO]
MHUKPOCPEJMHM MOTY TMIOJCTHIIATH U HEeUMyHCKe henuje, kao mro cy ¢udpobiacTu.
®ubpobracTi y TYMOPCKO] MHUKpPOCPEIMHHM CeKpeTyjy Benuke konuuuHe [GF-f koje mory
MHAYKOBaTU hennjcky cMpT e(heKTOPCKUX HUTOTOKCHUYKHUX JIMM(OoIuUTa Tako MITO MHXHOUpajy
ekcrpecujy Bcl-2 mpotenna, GutHor 3a npexkuBsbaBame T mumporuta (162).

henuje ypohene umyHocTH Koje yuecTByjy y anTuTyMopckoj umyHoctd ¢y NKT u NK henyje.
ITo axtuBammju, NKT henuje Benuky KoiIMuuMHY HMTOKMHA Koje Mory ctumynucatd nu NK
hemuje, T numdornure n Mmakpodare 1 Ha Taj HAYUH MMOBE3Y]y ypoheHy U credeHy uMyHOCT(163).
Ocum tora, u came NKT henuje mory nenoBatu NIUTOTOKWYKA Ha henuje Tymopa, Ouiio myrem
Fas/FasL wmm mpeko nepdopun/rpanzum mnyra(164). NKT henuje mory excnpumupard u

KOCTUMYJIaTOpPHE MoJieKyne u rnocienuuno aktuBupatu T mumdonute (23). NKT henuje umajy
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HEHTPAIHY YJOTy y IOBe3uBamy ypol)eHEe M CTeUeHe MMYHOCTH y TOKY aHTH-TYMOPCKOT
HMyHCKOT oxaroBopa. Homuju mnomanm yka3yjy Ha To na NKT hemmje y Tymopckoj
MHUKpocpeauHu Mory cupeunnu aneprujy T aumdponura u NK henuja (165).

[Topen uurorokcumukux T mumdponura, NK 3ay3umajy cBe BakKHHjE€ MECTO Y aHTU-TYMOPCKOM
UMYHCKOM oJn0Bopy. Kon mamujenara oGonenmx o KapIHHOMA, MOKA3aHO je /Ja je CTeleH
uHwmitpanuje Tymopckor TkuBa NK henmujama ngobGap NMpPOTHOCTHYKM 3HAK, JIOK CMameHA
¢ynkmja NK henuja kopenupa ca kpahum npexussbaBamem (166). [To Hexkum ayropuma,
crenen uHpmirparje NK henwja y TymMOpcko TKHBO 3aBHCH O €KCHpPECHje TOjEeTUHHX
CYIICTaHIIM, Kao mTo je xenapanasa (167).

Mexanuzmu Ha koje NK henuje mobospiiaBajy aHTH TyMOPCKH UMYHCKH OAToBOp ¢y Opojuu. C
jemHe cTpaHe, MOTY CTUMYyJHcaTH murpaudjy T muMdonura y TyMOPCKO TKHBO U MOJCTULIATH
aHTH TYMOPCKH OJTOBOp, M MCTO TaKO MOTY M JUPEKTHO EITUMHHHCATH TyMOpcke hemmje
(168). NK henuje umajy u MOoryhHOCT [a €IMMHHHUINY y TyMOpcKe henuje y HUpKyIaluju u
CaMUM THM CIpeYnTH HacTaHak meractasa (169). Kao mTo je paHuje moMeHyTo, 32 HMYHCKH
OJITOBOP MMYHOTCHHUX TyMmopa TJaBHE edekropcke henmje cy mUTOTOKCHYKH T TUMQOIHTH.
MelhytuMm, UMyHOT€HH TYMOpPU MOTY IPUIMKOM IpPOrpecHje MOCTajajTh Mame UMYHOTEHHU, U
caMHM THM HMYHCKH OATOBOpP MOKe OcladbuTH. Y3umajyhu y o63up na cy edexropcke NK
henuje neo ypoheHe UMyHOCTH Koje epUKacHO yKiamajy TyMOpcke henMje U MMyHOT€HUX U
HemymoreHux Tymopa, NK henmje mory OWTH KJbyyHE Y MHULIMjAlU]U, all U OApKaBamby
eHKacHOT aHTU-TYMOPCKOT UMyHCKor oaroBopa (170). Kako 6u ce mTo 00Jbe MCKOPHCTHIIC
moryhHoctu NK henuja y aHTH-TYMOPCKOM HMYHCKOM OJIrOBOpY, MOTpeOHO je Oosbe
pa3MmeBame KOHTpoJsie U perynanuje epextopckux gynkuuja NK henuja, kao u Ha Koje HauuHe

Ce MOT'y CTUMYJIMCATH, y IMJbY pa3BHjamba HOBUX TEPAIUjCKUX CTpaTeruja.

1.11. Kparku Hekoaupajyhu cerMeHTH pUOOHYK/IeMHCKe KHCJIEHHE

Kparku nexonupajyhu RNA cermentu cy npsu myT otkpuBeHu 1993. roamne xoj Hemaroja
(171). o cama ce 3Ha Ja mMOCTOje BWIIEC Kjaca KpaTHX HeKoaupayjhux cermMeHara Koje MMajy
BaYKHE YJIOT€ y EMUIeHETCKO] peryjanuju ekcupecrje MHorux resa. Ilonessene cy Ha kiace Ha

OCHOBY CTPYKTYp€ CBOjUX MpeKypcopa y Butie rpymna(172) :

o kpatke uatepdepupajyhe RNA (enrn. small interfering RNAs, sSiRNAs),

e mukpo RNA (erria.microRNAs, miRNAS),

e PIWI-untepearyjyhe RNA (enrn. P-element Induced Wimpy testis-interacting RNAS,
PiRNAS),
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e Enporene kparke uHTepdpepupajyhe RNA (enrn. endogenous small interfering RNASs,
endo-siRNAs, esiRNAS),

e Kparke RNA noBe3ane ca npoMOTOpHUM mpoTenHuMa (eHri. promoter associate RNAS,
PRNAS),

e Kparke RNA nykieonyca (enri. Small nucleolar RNAs, sSnoRNAs),

e Kpartke RNA koje nactajy u3 RNA nykieonyca(enri. sno-derived RNAS).

Mukpo RNA cy 3a cajga Haj00oJbe M3YUYCHE U 3HA CE€ J1a UMajy JaKO BaKHE yJyiore yHytap henuje
(173). Qyxune cy oko 20-22 HykJeOTHIa M Hajla3e y CBaKoj heluju v MMajy BaKHY YIOTY y
KOHTpOJIMCamwy ekcrpecuje MHorux reHa (174). V reHomy jenHe henwuje mocroje BHCOKO
KOH3epBUpaHu TeHu koju koaupajy mukpo RNA ycmomoh RNA mnonumepase Il. Hajmpe ce
mpouecoM TpaHckpuniyje nob6uja mpumapHa RNA koja je y jenpy cymncTpaT 3a €H3UM
Drosha,nakon uera Hactaje mnpe-Mukpo-RNA. OBakBa CcTpyKTypa ce€ TpPaHCIOPTYje V
nuromiazmy hemmje ycmomoh mporemna ekcrmoptuHa 5(175).Y mmrormmazmu ce ycromoh
enpopubonykiease Dicer, ox nmpe-mukpo-RNA ctBapa kparka aBosandyana MUKPORNACErMeHT.
Jenan nanan Moxe Be3atu 3a Buiie uHpopmarmonux RNA npucyTHux y nuToriazMu. 3ajeiHo,
nnpopmanrona RNA, nu mukpo RNA cTBapajy KOMIUIEKC ca LUTOMIA3MAaTCKUM HPOTEMHOM
KOju ce Ha3uBa aproHayT npoteuH (176). AproHayt NpOTEHMHH Cy IUTOIUIA3MATCKH MPOTEHHU
KOJU Cy jako KOH3epBHpaHHM y cBakoj hemuju. HaheHu cy y mpokapmoTckoj U eyKapHOTCKO]
henuju u apxajckum Mukpoopranuzmuma (177). Iloctoju BHile TUIIOBA aproOHAYT MPOTEHHA KOjH
BapHpajy oJl opranmusma a0 opranuizma. Ko 4oBeka je HIeHTH(PHUKOBAHO OCaM THUIIOBA aprOHAYT
npotenna (178). Ocum Tora mITO y4eCTBYjy Yy peryJaluju FeHCKE eKCIpPecuje y KOMILICKCY ca
mukpo RNA, manac ce 3Ha J1a ce aproHayT NMpOTEMHU MOTY TPaclopTOBaTv y jeApo henuje u
JTMPEKTHO peryaucatu ekcrpecujy reHa. Cmarpa ce jJa MOjeIUHH aproHayT HMPOTEUHU MOTY
JOTIPUHETH U TyMOpuUreHe3u kox Jeyau (179, 180).

Mukpo RNA u apronayr mportewH cTBapajy komruiekc Ha3BaH RISC xommnexc (enri. RNA-
induced silencing complex, RISC) (181). Mukpo RNA ce Be3syje ycnomoh 6-8 Hykieornaa 3a
uHpopmanrony RNA y nuromnnazmu. 3aHUMIBHBO je Ja 06e3 063upa Ha To Ja i je Mukpo RNA
KOMILUIEMEHTapHa y MOTIYHOCTH Ui He nHpopmannonoj RNA, ona ce pasrpalyje. Kox cucapa,
caM aproHayT MpOTEHH mocenyje KaTanuTtuuky aktuBHOcT (182). Mcra mukpo RNA ce moxe
BesuBaTH 3a Bumie uHPopmarmonnx RNA, mrTo RISC kommiekcy omoryhaBa cepujcky
KOHTPOJy TpaHclaluje nporenHa. Takole, aproHayT MpOTEMH, OCHM IITO MOXXE MOCEIOBATH
KaTaIMTUYKY aKTUBHOCT, Takole U moceayje Bedyjyha mecra 3a ipyre cUrHajHe IpOTEenHE KOjH

YYECTBY]Y Y peryJialfju TpaHcamnyje npoternHa u/minu metabonmzma RNA y henmju(183).
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1.12. V¥Yaora mukpo RNA 'y heaunju

3a pasnmuMKy OJ OCTalIMX BpCTa, y IUMTOIUIa3MHU cucapa (opmupame muHuMaaHor RISC
KoMIuIiekca (koju ce cactoju oa Mukpo RNA Besane u apronayr mporenHa), HE 3HAYH Ja je
unpopmanona RNA mnpenonpehena 3a pasrpaamy. Cynouna wuadopmanmone RNA he
3aBUCUTH O] KOo(hakTopa 1moBe3aHux 3a aproHayt nporeuH. @opmupame RISC xommiekca Mmoxe
Ha Taj HAaYMH W CTUMYJIMCATH W 3ayCTaBUTH TPAHCIAIM]y MPOTEHHA 3a YWjy CHHTE3Y je
unpopmarnmona RNA u3 RISC kommiekca 3aayxena (184). Cxopuja uctpakuBama MoKasyjy,
Ja OCUM IUTOIUIa3MaTcKke akTuBHOCTH, RISC komruiekc ce Moxe Hama3uTH Uy jeipy U Y
jenapuery hennja(185,186). Tpeba nanomenytu na mukpo RNA cucapa Mory AMpEKTHO U
aKTHBUPATH M HMHXHOMpATH TPaHCKPUMIKMOHY akTuBHOCT reHa (187,188). VYV jeky cy
ucTpaxknBama kako MUKpo RNA mory yrunaté u Ha (usunonomky QykHuujy henmja, anu u

BUXOB yTHUIIA] HA OpojHa maTosomnika crama (189-193).

1.13. ¥Yrtunaj mukpo RNA Ha hejiuje uMyHCKOT cucTeMa

Kao u xon cBux ocranux henmja, mukpo RNA umajy 3Havajan yTuiaj Ha pa3Boj U QYHKIH]Y
hemuja umyHckor cucrema. Ilocroju Bume HaunHa Ha Koju Mukpo RNA Mory yrunatu Ha
pa3Boj H ,,0npeae/bebe’ MIYPUIMOTeHTHUX Xemartonoe3nux henuja (194). Tlocroju Buie BpcTa
Mukpo RNA koje Mory paznuuuTo yTUIATH Ha €KCIPECH]y JeTHOT UJbHOT T'€Ha, ajlk UCTO TaKO,
jenna mukpo RNA moske perymucartu ekcnpecujy Buiie rena (195, 196). Excrnpecuja Mukpo
RNA y ninypunoTeHTHO] XemMaTonoe3Hoj henuju Bapupa y 0JHOCY Ha OKOJIHOCTH — Pa3IN4YUTe
mukpo RNA cy ekcnpumupane y MepHoJy XOMEOCTa3e U y YCIOBUMa aKyTHE HHQEKIHje.
Taxohe, y Toky crapema opranusma, Memwa ce creneH u Bpcra Mukpo RNA ekcipumupanux y
henmujama xemartomoe3e(197, 198). Hexke on mmkpo RNA 3a koje ce 3Ha Ja peryiuiry
excripecujy reHa cy MIRNA-125a u mIiRNA125b (199). IloBehana, HexoHTpoiucaHa
excripecuja  MIRNA-125a wmoxke yjeaHO Wu3a3BaTH M HEKOHTPOJMCAHY MposUQepaujy
mujenouanux hemuja (200).

VY cBakoj umyHckoj henuju 6uno ypoleHor uiam cTeueHor UMyHUTETa, 3aBUCHO 0J1 Tuma henwuje,
eKCIpPUMHUpaHe Cy y pa3ianuuToj Mepu paszanuute Mukpo RNA. Tako, Ha mpumep, 3a pasBoj
makpodara je HeonxoaHa ekcrpecrja MIRNA-146a 1 miIRNA-155, u oHe cy O61ucKo moBe3aHu
ca aKTHBAIIMOHMM TPaHCKHUNPHIHOHMM (akropuma AP-1 (emrm. activator protein -1) NFxB
(enrut. nuclear factor x B) u 3ajeqHo y4ecTByjy y HMYCHKOM OJrOBOPY Koju je 3amoder ca TLR

(enrn. Toll-like receptors) peuenropa (201). C apyre crpane, moshana ekcripecuja Mukpo RNA
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let-7e cmamyje 3anasbeHcku oarosop Makpodara (202). 3a pa3Boj rpaHyJIONKTa j¢ HEOMXOIHA
noBosbHa ekcrpecrja MIRNA-223 y3 ekcrpecujy Tpanckupmiuonor ¢akropa NFI-A (eHri.
nuclear factor 1 A type)(202). Takohe, 3amaxena je m mopehana excrnpecuja MIRNA-21 u
MIiRNA-196b(163). Mame ce 3Ha o yrunajy mukpo RNA Ha pa3Boj u QyHIKH]Y epUTPOIIMTA,
cosuHodmIa, 6azoduiaa u merakapuorura (203,204,205).

Enurenercka koHTpoisa pa3Boja epekropckux hemuja, T, B nmumdonnra, NKT un NK hemnja je
J0CcTa KOMILJICKCHHU]a U, 3aBUCHO O] (haze pa3Boja wiu (pa3ze UMyCKOT OATOBOpA, CHUTCHETCKU

MUJbE MOKE OUTH BeOMa pa3HOBPCTaH y cBakoM noaruny henuje (206-210)

1.14. V¥Yaora muxkpo RNA na pa3Boj u ¢pyukuujy NK heauja

Hakon nouetHor ca3peBama y kocHoj cpxu, NK henuje nogatao ca3zpeBajy u AudepeHtyjy ce y
nepudepuuM TumbHUM opranuma. JlaHac ce 3Ha Ja BaxkHy ynory y ca3zpeBamy NK henuja uma
rpyna mMukpo RNA o3nauena xkao MIRNA-15/16(211).miRNA-181a u miRNA-181b takohe
yuectByjy y marypanuju NK hemmja u mogctudy cexpenujy IFNy y mpumapaum CD56"NK
henujama (212). bpojue mukpo RNA cy ykibydene u y peryiauujy ¢ynuuja NK henmja (213).
[Tocroje u nomarm na muore Mukpo RNA cekBeHBe MoOr'y yTHIATH U Ha ekcnpecujy checkpoint
MOJIEKYyJa, U Ha Taj HA4MH, AUPEKTHO WM WHAMPEKTHO, YTULATH HA MCXOJ| aHTU-TYMOPCKOT

umyHckor oarosopa(214). Hajuctpaxenuje cy miRNA-150, miRNA-155 u miRNA-146a(214).

MiRNA-150 je excripumupana y 3penum NK u sHemro y mamoj mepu y INKT henmjama.
[Mpunkom cazpeBamwa NK hennja, ekcnpecuja cy mMiRNA-150 ce nosehasa, To ject, moehana
excrpecrja MIRNA-150 kopenupa ca mosehanom aktusHonthy NK henuja (215). [{usanu ren
3a MIRNA-150 je tpanckpunuuonu ¢akrop C-Myb koju crumynuine Tpanckpumiujy C-Kit u
Bcl2 rena npecynuux 3a pasBoj B nmumponura(216). Mehytum, y NK henmnjama je mokasano na
c-Myb crumynmume excrnpecujy unxuOtopHor penentopa Ly49A. Tlosehana excmpecuja
MIRNA-150 cmamyje aktuBHOCT C-Mybh Qakrtopa M Ha Taj HAYMH WHIUPEKTHO TOMPUHOCH
nojauanoj aktuBaiju NK henuja(217). Jom jenan musbHu ren 3a MIRNA-150 je Prfl koju je
3aciry)kaH 3a crBapame nepdopuna (218). Ilokazano je ga moehana excrnpecuja MIRNA-150
HEraTUBHO KOpelupa ca MpOAYKIUjoM NpedopHHA M Ha Ta] HAYMH MOTEHIMjaTHO CMambyje
urotokcrnurocT NK hemuja (219). Mehyrum, ca 063upom na nurokorckuanoct NK henwuja ce
MOJKE OJIBHjaTH ¥ MPEKO aKTHBHpamba perenropa cmpt, Fas/CD95 monekyna koje mMiRNA-150
HE yTHYe, IPWINKOMIbEHE MoBehaHe eKCrpecHje IMTOTOKCHYHOCT HUje CMambEeHa y MOTIYHOCTH

(220).Apyru ayTopH HarjaiiaBajy BaKHY yJOry y cymnpecuju manurse tpanchopmarmje NK
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henuja. Hamme, mokasano je na je excrpecuja MIRNA-150 3nauajuo Beha kox 3apaBux NK
henuja y omnocy nHa manurue henuje NK/T mumdoma (221). OBu nojamnu Harjamapajy jako
3HauajHy yiory MiRNA-150 y HopmanHoM pa3Bojy u ca3peBamy edekropckux ¢yHkimja NK
henuja.

MiRNA-155 uma 3Hauajuy yaory y akruBaiuju NK henuja u npoaykuuju IFNy. ITokaszano je
Ja y ycJIOBHMMa XpOHHYHE MH(EKIHje, Yy ocHOBH cMmameHe dyHkuuje NK henuja u cmamene
nponykuuje IFNy , mocroju u 4ak necer myra cHmkeHa ekcnpecuja MIRNA-155 y onHocy Ha
NK henuje 3apaBux nojenunana (222). Hussau ren 3a MiRNA-155 je SHIP-1 koju cynpumupa
npoaykuujy unreppepona. Ocum tora, SHIP-1 cynpumupa noiaumepusannjy akThHA, BaKHOT
eneMeHTa ruTockienera. Kana je monuMepusainuyja akTuHa UHXUOUpaHa, MOTHIIMTET henuje je
CMameH, a CaMUM TUM H MuTparuja hemuja. Ha mMoxemy kapruHOMa J10jKe je TIOKa3aHO Ja, Y
ycnoBuma noBehane excripecuje MIRNA-155 je noBehana murpamuja epexkropckux NK henmja
y TYMOPCKY MHKPOCpEAHHY, a y3 To, 300r yruiaja MIRNA-155 na npoxykuujy IFNy, NK
henuje umajy u mojayaHy HUTOTOKCHYHOCT(223). JlocTymHa nutepartypa mokasyje noBehaHa
excrnpecrja Takohe yrmue Ha caspeBame M moBehame Opoja NK henmja y Toxy mmyHCKoOr
oarosopa (224). YV ckmagy ca tauMm, Hal)leHO je J1a y TOKY XpOHMYHHMX HH(DEKIHja, Kaga je
dyukuuja NK henuja ymameHa, moctoju u cmameHna ekcipecrja MIRNA-155(225). V ucroj
UCTPaXMBAYKOj CTyIUju je mokaszaHo jga noehana excrpecuja MIRNA-155 moxe 3HauajHO
noBehatu ponykuujy Apyrux uutokuHa, kao mro je TNFo, anmu MexaHu3aM HHje JTOBOJHHO
pasjamimeH (225).

MiRNA-146 damunnja mukpo RNA ce cactoju o 1Be BpCTE BHCOKO KOH3EPBUPAHHUX MHKPO
RNA - miRNA-146a u miRNA-146b. I'ern 3a oBe Mukpo RNA ce Hanase Ha METOM U JIeCETOM
XpoMo3oMy Koj udoBeka (226). 3a cama ce 3Ha ga MIRNA-146b uma 3HauajHy ynory y
HaCTajalby MaJWTHUTETA, TTOCEOHO THPOWIHOT MAIHIIAPHOT KApIIMHOMA M KapIMHOMA >KeyIla.
CMmaTpa ce /a CTUMYJHMIIE eMUTEIHO-ME3EHXMMAIHY TPaH3UIM]y M MO3UTHBHO KOpelupa ca
arpecuBHomhyu MayiuraurteTa (227, 228).

MiRNA-146a uma, ¢ apyre cTpaHe, BaXKHY YyJOTY y pEryjiucamy W ypoheHOr M CTeUeHOT
UMYHCKOT OJIFOBOpa, aHTH-TYMOPCKO] ¥ aHTHBHPYCHOj umyHoctH (229,230). JlocrymHa
nurepatypa mokasyje na MIRNA-146a cmamyje 3HauajHo cTBapame [FNy y NK henumjama.
Mebhyrum, y ycnoBuma ctumynanuje NK henmja ycomoh maTepneykiuna 12 (IL-12) w/wmm
uatepineykuaa 18 (IL-18) mocroju muHMManHO cMameme mpoaykmuje IFNy, amm mamer
crereHa Hero 6e3 ctumynaije (231). Mako moctoju gocra mogataka ga MiRNA-146a 3HauajHO
cMmamyje npoaykuujy IFNy, mubhu ren Ha koju MIRNA-146a yruue muje IFNG. TlokazaHo je

na MIRNA-146a cmamyje 3actymbeHocT (ochopmiucanor, aktuBupanor NFkB, a na
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snavajuuje He ytuue Ha NFkB y NK hemmja y cramy mupoBama. MIRNA-146a qupexTHO
cMmamyje ekcrpecujy TRAF6 (enri. Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6) u
IRAK1 (enrn.lL-1R-associated kinase -1) koju cy BaxuHu Moiekynu y npeHocy NFkB
curHaiHor myta (231, 232). Pe3ynratu qpyrux eKCepuMEHTAIHUX CTyauja yka3yjy 1a miRNA-
146a moxe cmamuBath ckcrnpecrjy STAT-1 (emrsm. Signal transducer and activator of
transcription 1) koju je 3ajeJHHYKH CHTHATHH MOJICKYJI 33 BHIIC AaKTHBAIIMOHUX CHIHATHHX
nyreBa y NK henujama (233). Ca 003upom 1a MiRNA-146a cmamyje akTHBAIIMOHE CUTHANE Y
NK henujama, ucnutuBaHa je W HEH YTHIA] HA €KCOpPECH]y akTHBaUMOHHUX peuentopa y NK
henujama xao mro cy CD16, NKG2D, NKp46. Haleno je 1a miRNA-146a He yTude 3Ha4ajHO
Ha ekcrpecujy aktuBaiuonux perentopa NK hemuja (234). Jomr yBek HHje TayHO yTBplheHO
KOju curHaiu Mory uHaykoBatu moBehame ekcrpecuje MIRNA-146a y NK hemujama. Ilo
HEKUM ayropuma, aktuBauuonu IL-18 u IL-12 mory crumynucatu nosehamwe MIRNA-146a y
NK henujama, ¥ Ha Taj HAYUH OTPAHUYUTH TMOTEHIMjATHO MPEjak MUMYHCKH oAaroBop (234).
Pesynratu npyrux crynuja, ca Apyre crpaHe, ykasyjy Aa umyHocynpecuBHu IL-10 u TGFf
takohe mHAYKYjy noBehame ekcrpecuje MIRNA-146a koja J0AaTHO CynpuUMHpa aKTHBAI[MOHE

curHaiue (234).
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2 IIWJLEBU CTYIUJE

2.1. Wb CTYINAJE

OCHOBHHU 1IMJb OBOT MCTPa)KHBamba J€ 1a Ce MCIHUTa YTHIAj CHHEPIUCTHYKH edekaT Oyokase
IL33/ST2 u PDL1/PD1 curHaiHOr myTa Ha pacT U Pa3BOj MUIIjET KapIlIHHOMA J0jKeE.

VY ckiiagy ca OCHOBHHM LUJBEM ITOCTABUIIM ¢MO cieziche ekcriepuMenTaliHe 3a/1aTke:

VYrBpautu yunHak antd — PD1 u 6okazne 1L33/ST2 curnanHor myra tepanuje Ha:

1. PacT mpumapHOTr TymMOpa J10jKe U TYMOpa KOJIOHA;

2. henmjcku cacraB cie3uWHE W CyOmnomynamnuje TyMOp-UHGUITpUIIYhUX JEyKOIUTa KO
MHUIIIEBA TIPe | MOCIIe HHAYKIU]E TYMOpa;

3. ®enotuncke u QyHKIMOHAHE KapaKTepucTuke M nutorokcnyku kamanuter NK henwja u
NKT numdonura, mpe u mocie UHAYKIHje TyMOpa;

4. ®enotuncke u QpyHkuuoHanHe kapakrtepuctuke Tregs, MDSC numdouura, npe u mocie
WHAYKIUjE TyMOPa;

5. TpanckpunuuoHny akTHBHOCT U enurenercke npomene NK henwmja, npe u ncone mHIyKIHje

Tymopa.

2.2. XWUHNOTE3E CTYIAUJE

1. JlaBame antu PD-1 antutena y3 6mokany IL33/ST2 curnamHor myra ycropasa 1mojaBy u pacT
U TYMOpa JI0jK€ U TyMOpa KOJIOHa,

2. laBawe antu PD-1 antutena y3 Omokamy IL33/ST2 mema hemujcku cacraB ciesuHe u
cybnomnynanuje TyMop-UHQUITpUIIYhUX JIEyKOLNTA;

3. JlaBawe antu PD-1 antutena y3 Omokany IL33/ST2 mema TpaHCKPUIIIMOHY aKTHBHOCT H

enureHercke kapakrepucrtuke NK henyja.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

OBa wucTpaXuMBadka cTyadja je crpoBeneHa y LIeHTpy 3a MOJIEKYNICKY MEIUIUHY |
UCTpakuBame MaTnyHuX hemrja dakynrera MEIMIMHCKUX Hayka YHuUBep3uTeTa y Kparyjesiy,
ka0 u Ha VHCTHTYTY 3a MEIMIMHCKA WCTpaxuBama MeaunuHCcKOr  (akynrera
Bojaomenuuunacke Akanemuje y beorpany, y nepuony ox 2018. no 2020. roaune.

HctpaxkuBame je omoOpuna HamnexHa Ernuka komucuja 3a qo0poOuUT 1abopaTopujcKUX
KUBOTHIHA DakynTeTa MEAUIIMHCKUX Hayka YHuBep3utTeTa u Kparyjesiy (6poj omoopema: 01-

12188 ox 26.10.2018.)

3.1. ExkcnepumeHTAaJIHE )KUBOTHIH€

3a UCTpaXMBAYKy CTYIHUjy CMO KopucTHiIM cuHrene mumiese BALB/c (enrn. wild type, WT) u
BALB/C illrl1 nokayt (enrn. ST2 knockout, STZ'/'), MYIIKOT M KEHCKOT I10JIa, CTapoCTH 01 6 10
8 Hezespa. JKUBOTHIE KOj€ Cy YKIbYUEHE Y CTYU]y Cy HajIIpe yckiaheHe npema 1oy, CTapocTu
U TeJeCHOj Macu u3Mely CBUX eKCHepUMEHTAIHMUX Ipyna. MuIieBu ¢y TOKOM eKcliepuMeHara
Oounn y BuBapujymy lLleHTpa 3a MOJIEKyJICKy MEIUIIMHY M HMCTpaXKUBambe MaTUYHMX henuja
dakynrera MEIUIMHCKUX Hayka YHuBep3uteta y KparyjeBily y ckjiaay ca CTaHIapIHUM
naboparopujckuM ycnoBuma (22 + 2 °C, penaruiBHa BiaxHOCT 51 + 5% u 12-4acoBHU IUKITYC
cBeTyocT-TaMa). JKuBoTumama je cBe BpeMe Tpajamba eKcliepuMeHTa OMo JOCTyIaH U3BOp XpaHe
u Bojze. ExciepuMeHTanHe sKUBOTHILE CY TIOJIeJbeHe Y | 2eKCTIEpUMEHTATHUX TPyTIa:

1) BALB/c muieBm )eHCKOT 10Jia KOjuMa je HHAYKOBaH KapIIMHOM JI0jKE;

2) BALBI/c ST2" Mummesn xeHckor mona KOjUMa je MHYKOBaH KapIlHHOM JI0jKe;

3) BALB/c mumieBn jxeHCKOT Toja KOjUMa je MHAYKOBAaH KapIMHOM JOjKE U KOjU Cy

Tpetupanu antu PD-1 antutenom;
4) BALBI/c ST2" Muuresn xeHckor nona KOjUMa je MHAYKOBaH KapIMHOM JI0jK€ U KOjH CY

Tpetupanu antu PD-1 anTurenom;

5) BALB/c mwuIieBu Mymikor moJia KojuMa je HHAYKOBaH KapIlIMHOM KOJIOHA,

6) BALB/C ST2”" muureBr MyIIKOT 110713 KOjHMa je MHAYKOBaH KAPLHHOM KOJIOHA

7) BALB/c mumeBn Mymkor moja KOjuUMa je WHIYKOBaH KapIMHOM KOJIOHA U KOjH CY
Tpetupanu antu PD-1 anturtenom

8) BALB/c ST2" muwesn MYIIKOT TI0JIa KOJUMa j€ WHIYKOBaH KapIIMHOM KOJIOHA U KOjU

cy Tpetupanu antu PD-1 anTutenom
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9) BALB/C muiieBu )EHCKOT [10JIa KOjHMa j€ HHIYKOBaH KapIHHOM JI0jKE

10) BALB/c muieBu >KEHCKOT IMOJIa KOjUMa je HWHAYKOBaH KapIMHOM JIOjKE€ M KOjU CY
tpetupanu autu PD-1 anturenom;

11) BALB/C muIieBH >KEHCKOTr IMOJIa KOjUMa je€ HMHAYKOBaH KapIMHOM JIOjKE€ M KOjU Cy
Tpetupanu anTu IL-33 anTHTENIOM;

12) BALB/c muIieBu >KEHCKOT IMOJIa KOjUMa je HMHIAYKOBaH KapIMHOM JIOjKE€ M KOjU CY

tperupanu autu PD-1 anturenom u antu IL-33 anTrtenom;

3.2. Huaykumja Tymopa

Crnabo umynorene henujcke nunuje kapruuHoMa gojke (4T1) u kapruHoma kosona (CT26), ooe
kommarubmiHe ca BALB/C renerckom nmomiorom, kymseHe ¢y ox ATCC (enrn. American Type
Culture Collection, ATCC, USA). O6e henujcke nuHHje Cy Tpe alUIMKaIldje TPETUPAHE MpemMa
panuje ycrtasbeHuM npaBuinma (235). 3a nHAyKOBame KapluHOMa KoJioHa KopuiiheHa je 103a
ox 2:10° CT26 henuja, a 3a mHAYKIH]y KapuuHOMa 1ojke je xopumheno 5510° 4T1 henwja.
Renujcka mo03a 3a MHIYKIM]Y KapIIMHOMA KOJIOHA j€ oJipel)eHa Ha OCHOBY JIOCTYITHE JIUTEPAType
(236), a hemmjcka mo3a 3a MHAYKIHU]Y KapIlMHOMA J0jKe je oapeheHa Ha OCHOBY pe3ynrara
cepuje MpeaeKCIepuMeHaTa KOoju Cy MPeTXOJWIN OBOj HCTpakuBauko] cTyauju. Ilpaheme

nojaBe MaimabuIIHOT TyMOpa U pacta Tymopa je nmpaheHo paHuje onucanuM Metojaama (237).

3.3. JlaBamwe anTu PD-1 anTHTeENa

Mutje autu PD-1 anrtureno je kymbeHo u3 BioXcell-a (6poj knona: RMP1-14). Aurtureno je
ariukoBaHo uHTpaneputoneanHo BALB/c w1 BALB/c ST2”  mumesuma Tpeher, mecTor,
JICBETOI W jeJaHaeCTOr JaHa, MOYCBIIM O]l JJaHa WHAyKIWje Tymopa, y mo3u ox 150 pug
pactBopenux y 150 pl PBS-a (enrn. Phosphate-buffered saline). MumeBu xoju Hucy nobujanu

antu PD-1 antuTeno cy uctux aaxa nobujanu uHTpanepuroneanno 150 ul PBS-a.

3.4. JaBame antu IL-33 anTturtena

Antn IL-33 anTuTeno je kymweHo u3 Adipogen-a (AG-27B-0013PF-C100). Antm 1L-33
AHTUTEJO je NPUMEHUBAHO HHTparnepuroHeanHo BALB/C mumieBuma, caMocTaiHO HIH Y
koMmOuHammju ca autu PD-1 anturtenom, Tpeher, mecTor, IEBETOT U jeJaHACCTOT JJaHa, TTOYEBIIN
oJl JaHa WMHAYKIHje, y Ao3u ox 3,6 ug mo mwunry, pacrBopenor y 100 pl PBS-a, xao mro je

paHuje ommcano y cryamju Liu u cap. (238) .
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3.5. M3oaanmja NK heamnja

N3onanuja NK henuja je u3BoheHa MarHeTHUM KOJIOHama ca MO3UTUBHOM cesekuujom CD49b

Mapkepa, 1o paHuje onucanoj npoueaypu (237).

3.6. TecT HUTOTOKCHYHOCTH

3a oapehuBame uroTokcuykor noreniujana NK henuja, kopuctunu cmo Roche XxCELLigence
RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (Dual Plate) Instrument (ACEA Biosciences, San Diego,
CA, USA) npema nipeTxoaH0 yTBpheHoM mpoTokoiy (239).

3.7. HcnutuBame mnonyjanuja heauja y cjie3nHu 4 TYMOPCKOj MHUKPOCPEINHH-

NMPOTOYHA HUTOMETPHUja

Jennohenujcke cycnensuje henuja ciesune cy nobujeHe ycrnomoh MexaHudke AucCIep3udje, A0K
cy jenHohenujcke CycleH3Hje MPUMapHUX TyMOpa J100HjeHe MPOLeCOM €H3UMCKOT pasliarama,
Kao 1TO je panuje omucano (237). Y ucrtpaxuBamy Cy KOpuIllheHa aHTH-MHIIja aHTHTENa
obenexena (aoypoxpomoM koja cy cnenuduuna 3a CD4 (GK1 5), CD25 (M-A251), CD11b
(M1/70), Gr-1 (RB6-8C5) , CD1lc (14-0114-82), CD86 (FUN-1), CD45 (30-F11), CD49
(9F10), CD3 (PC3 188A), PD-1 (EH12.1), Anexin V (A35111), nponuaujym joaua (7-AAD),
KLRG-1 (17-5893-82), NKp46 (461-G1), NKG2D (14-5878-82) wu m3orurcke koutpoiue (BD
Pharmingen, NJ/Invitrogen, Carlsbad, CA). 3a wunTpanenymapHo 0ojeme, KOje je HU3BEICHO
npema Beh ycraHOBJbeHOM mporokony (237), xopumheHa cy aHTH-MHIIja aHTHTENIA
cnenupuyna 3a nepdopun (eBioOMAK-D), rpam3um (1696; NGZB), CD107a (1D4B), Foxp3
(MF23), IFN-y (XMG1.2), IL-10 (JES5-16E3), IL-17 (C15.6), TGF-p (141231), TNFa (MP6-
XT22); STAT-3 (LUVNKLA), Ki67 (SolAl5), IDO (12-9477-42) u iNOS (CXNFT) (BD
Pharmingen/ BiolLegend/eBiosciences). 3a nerekuujy TpaHcKpuniuoHor ¢akropa NFkB
kopurhero je 3edje aHTU-NF-KB p65 antuteno (Abcam), a moTom je mpUMEHEHO CEKyHAapHO
aHTH- 3e4je aHTuTeNo KoHjyroBaHo FITC duyopoxpomom. IIpoTOYHOM HHTOMETPHjOM je
anaymsupano o;1 20.000 o 100.000 hemwmja mo y3opky. [IpoTouna muromerprja je u3BoheHa Ha
FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) a nojanu cy aHaaIu3upaHu

kopuctehu copreep FlowJo (Tree Star).
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3.8.  Huxubunmja wuHgonamuH okcuaasze(IDO) u uHAYUUOUIIHE HUTPHUTHE

okcuaaze(iNOS) in vitro

CBexe u3onoBaHd ciuieHomutd u3 BALB/c ST2”  muumesa cy WHKyOupanu 24 dgaca y
KOMILUIETHOM MEIUjyMy, U oeJbeHH U ciezehe rpyme:

1) rpyna kojoj je nomaro 2,5 pg/ml antu PD-1 antuTena;

2) rpyma kojoj je momato 1mM l-mermnrpuntodana, (1-MT, Sigma-Aldrich), uaxuburopa
aktuBHocTH IDO-a u 1mM NG-monomerwmn-L-apruanna (LNMMA, Sigma-Aldrich);
unxubutopa akruBHocTH INOS-a;

3) rpyna kojoj je noxaro 2,5 pug/ml antu PD-1 antutena, 1mM l-metwnrpuntodana u 1mM
NG-moHOMeTH-L-apruHuHa;

4) KOHTpOJIHA TPyIa KOja je caapikana caMO KOMILICTHU ME/IUjyM U CIUICHOILIUTE.

Hakon wnkyOanuje u agekBaTHe mpurpeme, henuje cy, ycrmoMmoh (ioypoxpoMom oOenexeHnx

CHGI_II/I(bI/I‘lHI/IX AHTUTCJIa aHAJIM3UPAHC IIPOTOYHOM HHTOMeTpI/IjOM.

3.9.  Anamm3a nurorokcuuHoctu NK heawuja in vitro

Cesxe NK hemmje cy msonoeane u3 3apasux BALB/C 1 BALB/c ST2" wmumesa npema Beh
yrBpherom mporokony. NK henuje cy Hajnpe unkyoupane ca antu PD-1 antutenom (10 pg/ml)
1 car npe ko-kynrype ca uuibHuM, 4T1 henujama. Kontponny rpyny cy uunuine NK henuje
usornoBane u3 BALB/c ST27 y KO-KYJITYpPH Ca KOMIUIETHUM MEJIHJYMOM Ca UCTUM BPEMEHOM
unkyoaruje. Tect nurorokcnunoctu je u3Bohen Ha NK hemmjama BALB/C mumeBa m NK
hennjama BALB/cC ST2"" mumesa pamu mopehema. ITorom cy NK henmje BALB/c sT2"
MHIIIEeBA T0JaTHO TpeTupaHe ca 2.5 pg/ml xonkanaBammua (ConA; Sigma, St. Louis/ USA) y
Tpajamy O] 2 Jaca, Ja OM ce HHXHOUpao mepPopuH/rpamM3uM (YHYTpAIIkBH) ITyT alloNTo3e, JOK
cy uuspHe hemmje, 4T1, nakybupane ca 10 pM maxubuTopa kacmase 8 y tpajamy ox 1 car, mpe
nonaBamba NK henmja, kao mro je Beh panuje mokazano (240). Thenwmjcku mHzAekc je npahen
HapeaHux 72 cara. Ilogaum cy anammusupanu kopumrhewem RTCA codrteepa, Bep3mja 1.2

(ACEA Biosciences).
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3.10. Amnajamu3a cepyMCKOT HHBOA IIUTOKMHA

HuBoulFN-y, IL-4 u IL-10 cy mMepeHH y cepyMy EKCHEpPHUMEHTAIHHMX >KMBOTHH-a KOpUCTehH
cnemuduyune ELISA xutoBe, mpema ymyrcrBuma npousBohaua (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) (241).

3.11. Amnaam3a ekcnpecuje miRNA y NK heanjama

3a ananu3y excnpecuje MIRNA kao y3opak cmo kopuctiiu NK henuje uzonoBane BALB/C
mumesa u NK henuje uzonosane uz BALB/C ST2" mumesa Koje cy nakyoupane ca antu PD-1

antutesoM (10 pg/ml) y tpajamy ox 1 car.

miRNA | RNA cekusenia

MiRNA-
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
146a
MiRNA-
150 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG

miRNA- | CUGUUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGUUUUGGCCUCUGACUGACUCCUA
155 CCUGUUAGCAUUAACAG

Tabena 2. RNA cexBenHue HCIUTHBaHE Y CTYAUJH

Y3opiwu cy canpxam 10*-10° henmja. Hajnpe je usonosana ykynua xommanaa RNA kopucrehiun
Mirvana miRNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Y3opak ce Hajnpe
paznaxe y mydepy 3a I3y KOju je KOju je TocTymnaH y KuTy. [lorom ce y y3opke 1o/1aje pacTBop
¢deHoIHE KHMCcenMHE U XJopodopMa KOjU CIyXkH 3a rpyoo mpeunmihaBame y30pka M yKiIama
DNA. Kako y y3opky octaje camo ykymHa RNA, y3opiu ce motoM Guirpupajy npeko dpuiarepa
ca craxieHuM HuUTHMa. Kama ce m3omyje ykymHa xommumHa RNA, y y3opke ce momaje 100%
€TaHoNl Kako Ou y3opum camxanu 25% eranona. [loTom ce HacTaB/ba HAcTaBJba MOCTYIAK
¢unTupama NpPeKo CTAaKJIEHUX HUTH KOju caapke mmoOmnmumyhu kerpun 3a Benuke RNA
cekBeHIle. PunTep ce ucrepe BUIIIE MyTa, U HA Taj HAYWH KPaTKe CEKBEHIIE OCTajy y (huiaTpary,
a Benmuke cekBeHrle RNA ocrtajy y dunrepy. [lotom ce y duntpar nomaje 100% eranon kako 6u
ce MOJUTIia KOHIIeHTpalyja eraHoja Ha 55%, moHaBsba ce moctynak (GpuriTpupama Kako Ou ce

kpatke cekBeHue RNA nmoOunmcane. @unrep ce uUcnupa HUCKO-JOHCKUM pPacTBOpoM. Tako
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nobujeHn QuITpaT MpelcTaBba YKYMHY KoOJMuuMHY KpaTkux cekBeHI RNA. Tlotom crnemm
noctymak aetekuuje RNA kopumihemem QRT-PCR y3 nomaBame mpajmepa 3a MCIUTHBaHE

CeKBerle, 1o Beh ycrabeHOM npoTokoiy (242).

3.12. Crarucrtuuka o0paja nogaraka

CBu 100HMjeHTH TIOAAIM Cy CTaTUCTUYKM oOpahuBanm y 23.-0j codTBepckoj Bep3uje SPSS-a,
koputthemem Student’s t test, Mann-Whitney U test, ANOVA unu Kruskal-Wallis tecroa mo
notrpebu. Pasnmka y mojaBu mpuMapHOT Tymopa je aHamusupana ycrnomoh Kanman-Majep

kpuByJbe U l0g-rank anamuszom.
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4. PE3YJITATH

4.1. Baokana PDL/PD1 u IL33/ST2 ocoBuHa oaJiaxke MOjaBy M ycmopaBa pact

KapUMHOMA J10jKe U KOJIOHA

Hakon unnykmuje 4T1/CT26 Tymopa, mojaBa majanaOMIHOT Tymopa je npaheHa CBaKOJIHEBHO.
INojaBa manmaGHIHOr KapLMHOMA JI0jKe 3HAYajHO je omroxkena kox BALB/C ST2” mumesa Ha
antu- PD-1 Tepamuju y ognocy Ha BALB/C mumieBe Ha antu- PD-1 Tepanuju, kao u y ofHOCY
na BALB/c ST2” u BALB/c muwese 6e3 Teparmje (p<0.05; ®urypa la). Pasimka y nojasu
TymMopa je uimyctpoBana Kamnan-Majnep rpadukonom (durypa 10). Hakon mojaBe Tymopa,
MEpPWJIH CMO TPEYHUK MMPUMAPHOT TyMOpa Kpo3 Bpeme. [Ipednuk Tymopa je Ono 3Ha4ajHO MambH
ko1 BALB/c ST2" mumesa na antu- PD-1 Tepanuju y ogHocy Ha BALB/C muiieBe nHa antu-
PD-1 Tteparuju, kao u y ogHocy Ha BALB/c ST2” u BALB/C mumwese Ges teparmje (p<0.05;
durypa 1B). Hakon xpTBOBama muiieBa, mepuin cmo u Mace 4T1 tymopa. Tymopcka maca je
6uuta 3HaYajHO Marba ko1 BALB/C ST2” mumesa na antu- PD-1 tepanuju y oxnocy na BALB/c
muiIeBe Ha auTH- PD-1 Tepamnuju, kao u y ogHocy Ha BALB/CST2” u BALB/C mumese Ge3
tepanuje (p<0.05; durypa Ir).

[Tojapa manmaOWITHOT KapIMHOMa KOJIOHA je Takohe 3HauajHO ojokeHa koj BALB/C sT2”
muieBa Ha aHTH- PD-1 tepanuju y oqHocy Ha BALB/C Mumiese Ha antu- PD-1 tepanuju, kao u
y onnocy Ha BALB/cC ST2" u BALB/c Mumese Ge3 tepanuje (p<0.05; durypa 2a). Paznuka y
mojaBu Tymopa je wirycrpoBana Karan-Majnep rpaduxonom (p<0.05; ®durypa 26). Hakon
110jaBe TyMOpa, MEPWJIM CMO MIPEYHHUK Kpo3 Bpeme. [Ipednuk Tymopa je 610 3Ha4ajHO MamU KOJ
BALB/c ST2" mumesa na antu- PD-1 Tepanuju y onHocy Ha BALB/c mumese Ha anTi- PD-1
Tepanuju, kKao 1 y ogHocy Ha BALB/c ST2” 1 BALB/C mumese Ge3 tepamnuje (p<0.05; durypa
2B).
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AaHn HAKOH NHAKYLIMje TYMOpa

®durypa 1. Kacuuja nojaBa npumapHor Tymopa u ycnopen pact 4T1 trymopa koa sT2"
MuIeBa Tperupanux antu-PD-1 anturenom. BALB/c u BALB/c ST2"" mumesuma je
unaykoBan 4T1 Tymop (510° henuja). 'padukon a mpukasyje 3HaYajHO KACHU]Y TOjaBY
MaTMaOuIHOT TyMOpa KOJ ST2" mumesa Koju cy Tpertupanu aHTH-PD-1 antutenom. Uctu
¢denomeH je minyctpoBan u Kamnan-Majep kpuBysbom (6). ['padukoH B miryctpyje npeuyHuK
TyMOpa Kpo3 BpeMe, ca CTATHCTHYKH 3HAYajHO MamhM IPEYHHKOM Tymopa kox ST27
MHUILIEBA KOjU cy Tperupanu aHTH-PD-1 anturenom. ['padukoHr mpukasyje CTaTUCTHUKU
3HAYJHO Mamky Macy TymMopa Ko ST2" muwesa KOju cy Tpetupanu aHTu-PD-1 anTuTenom.
Pesynratu cy mpukaszaHH Kao apUTMETHYKE CpEeIUHE W3 JBa 3ace0Ha EKCIEpUMEHTA.

CraTtrcTruka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Man-Whitney tectom.

33



a)

0) 5

ok

ok

10 -

ITojaBaTymMopa

L"ﬁ

CT26
ITojaBa maanaduaHor rymMopa
L S—

(3aHM HAKOH MHAKYLIH]je TYMOpa)

(=]
i
S

He

)=y
)l
-y
.

AaHn

WT

ST2-/-

WT +anti PD1
ST2-/-+anti PD1

ITpeynuk TyMopa
(mm)
EOOQ3

JaHN HAKOH MHAKYIIMje TYMOpa

®urypa 2. Kacuuja nojaBa nmpumapHor tymopa u ycnopen pact CT26 tymopa kojg

ST2muueBa tpernpannx antu-PD-1 anturenom. BALB/C u BALB/c ST2” mumesnma
je uamykoBan CT26 Tymop (2:10° hemnja). Ipadukon a nprkasyje 3HAYAjHO KACHH]Y I10jaBY
NaJMabUIHOT TyMOpa KO ST2" mumesa KOju cy Tpetupanu antu-PD-1 anturenom. Uctu
¢benomen je unycrpoBan u Kamnan-Majep kpuBysboMm (0). I'padukoH B HIycTpyje MpEeUHUK

. -
TyMOpa KpoO3 BpeMe, ca CTaTUCTUYKU 3HAYajHO MAmbUM NPEYHUKOM TyMopa Kox ST2
MHUIIIEBA KOjU cy Tpetupanu aHTu-PD-1 antutenom. Pesyntatm cy mnpukasaHud Kao
aput™meTnike cpeauHe + SEM u3 nBa 3aceOnHa ekcriepumenTa. CTaTHCTHYKA 3HAYAJHOCT je

oapehusana Man-Whitney tectom.
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VY HacTaBKy HCTpaKMBama TECTHpaH je edekaT HCTOBpeMeHe OJIOKaJe CUTHAIHMX ITUTEBa
moMohly MOHOKJIOHCKHX aHTHTena, IN Vivo. McroBpemena npumena antu-PD-1 u antu-1L33
aHTUTEJIA je 3Ha4YajHO ojytokmia mnojaBy 4T1 Tymopa (p<0.05; durypa 3a). Kacuuja mojasa 4T1
TyMopa je miayctpoBana Karmman-Majep rpaduxonom (p<0.05; ®durypa 36). Ilpeunuiu 4T1
TyMOpa Cy OWIM 3HauajHO MamH Yy EKCIICPUMEHTAHO] TPy y KOjO] Cy NIpHMEHUBaHA
cumyntano aHtu-PD-1 u antu-1L33 anturena y mopehemy ca BALB/c mumesuma, BALB/C
mumeBuMa Ha aHtu-PD-1 u  BALB/C mumeuma koju cy mobujanu antu-1L33 anTtureno
(p<0.01; Fig 3B).

Kako je nBojHa Gnokana mmana Behu yTuIlaj Ha KapIMHOM JI0jKe, CBa Jajba UCHUTHBAMmA CMO

crposeniu Ha 4T 1 henujckoj nmuuuju, a 3a IL33/ST2 610kany cy kopuirheHu ST2" muwesn.
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®urypa 3. Kacuuja nojaBa 4T1 Tymopa koA MuieBa Koju cy Tperupanu antu-1L-33 u

antu-PD-1 anturesom. BALB/c mumeBuma je mumykoBan 4T1 Tymop (5"103 henuja)
I'padukon a wmirycTpyje CTAaTHCTUYKM 3HAYajHO KACHM]Y I0jaBy MPHUMAapHOT Tymopa KOJ
MHUIICBa KOJU Cy cuMyiTaHo Tpetupanu aHTH-IL-33 u antu-PD-1 anTmTenom. Hcrtm
¢denomen je mwnycrpoBan Kaman-Majep kpuBysboMm (0). ['padukon B minyctpyje 3Ha4ajHO
Mamy Cpelby BPEIHOCT NMPpEeUyHUKa TyMOpa KOJi MHIIEBa KOjU Cy TpeTupaHu aHtu-1L-33 u
anTu-PD-1 anTuTenom. Pezynratu cy nmpukasaHu Kao aputMeTudke cpeaune + SEM u3 nBa

3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTHCTHYKA 3HAYajHOCT je oxpehuBana Student's T tectom.
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4.2. Tlpumena antu—PD1 anTHuTe/N1a MOjayaBa HMTOTOKCHYHOCT U MeHa (DEHOTHII

NK hesiuja uzosiopanux u3 ciesunne ST2-/- MmuieBa

VY aHanM3M aHTUTYMOPCKE MMYHOCTH Hajupe cMo HcTpaxkwin murotokcnynoct NK hemwmja
M30JIOBaHMX U3 CJEe3MHA paHuje nepuHucanux rpyna mumesa npema 4T1 henujama. NK henmje
usonosane n3 cnesune BALB/c ST2" mumesa na anmu- PD-1 Tepanuju cy uMmasie HajBehu
[IUTOTOKCHYKHU MOTEHIHjan y ogHocy Ha BALB/C mumieBe na antu- PD-1 tepamuju, kao u y
onrocy Ha BALB/c ST2” 1 BALB/c mumese 6e3 Tepanuje (p<0.001; durypa 4).

1.4 7
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2 o 4T1
& 10 oW
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= | 22 ™ WT +antiPD1
E 0.8 ,}f =y Y — ST2--+antiPD1
5 7
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= ’# '\.-
=1} e - - "B'g-r
B 04 - }}.aﬁf l{g x
. J' AoaateNK heanje B ;h.
0.2 1 }J (36. car) -
/ ook
0,0 + ‘ : . . ‘ :
0 20 40 G0

Bpewme (caTi)

®urypa 4. Autu- PD-1 Tepanuja 3Hauajuo moBehaBa murorokcmunoctr NK heamja
u3010BaHHX u3 ciaesmHe ST2” mmmesa. NK hemuje cy w30/0BaHE MarHeTHOM
cemapalfjoM W3 ClIe3WHa MHUINEBa CBUX EKCIEPUMEHTATHUMX rpyna. LluToTokcmuka
aktuBHOCT je Mmepena XCELLigence cucremom, npahemem henmjckor numekca kpo3 72 cara.
Onnoc taprert : epexrop je 6uo 1: 10. [{utoTockmuHOCT je 3HauajHo Beha kog BALB/c ST2
" Muwesa na antu-PD-1 Teparnuju y OJJHOCY Ha OCTaJIe eKCIIepUMEHTaIHE Tpyne. PesynraTu
Cy TpUKa3aHu Kao cpeima BpenHocT £ SEM u3 nBa 3aceOHa ekcrieprMenTa. CTaTUCTHYKA

3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T Tectom.
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3atuM cmo ananm3npany ¢pysximonanan Gperotun NK hemuja cnesune. ITporenar CD3 CD49"

NK henuja y cie3uHn He pa3inKyje ce 3HauajHo n3Mmel)y ekcriepuMmenTannux rpyma (durypa 5).

B

‘D3

CD49

CD3-CD49b* heamnje(%o)

mwr

o ST2+

[ WT+antiPD1
[ ST2++antiPD1

®durypa 5. AuTu- PD-1 Tepanuja He Mesm-a npoueHTyaany 3actynbeHoctT NK henuja y
caesunn ST2” mmmesa. IIpumena antu-PD-1 Tepamnuje HMje 3HAUYajHO NPOMEHMUIIA
sactymbeHoct CD3'CD49b'NK  henmja cnesune wusmely eKcrepHMEHTANHMX —TIpymia.
Pesynraru cy mpukazanm kao cpenma BpeaHocT £ SEM w3 aBa 3aceOHA eKCIiepuMeHTa.

CraTtrcTrKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

IponenTyanHa 3actymubenoct FasL® CD3'CD49" NK hemuja crnesune BALB/C ST2"" mumesa
Koju cy podbujanu antu-PD1 Tepanujy je 3Hadajno Beha y mopehemy ca BALB/C mumeBuma Ha
antu-PD-1 Tepanuju, xao u y omHocy Ha BALB/C ST2" u BALB/c mumese Ge3 Tepamnyje
(p<0.05; durypa 6a). Huje 6mno 3uauajue pasnuke msmelhy BALB/C mumreBa wa antu-PD-1
Tepanuju, kao u y onnocy va BALB/c ST2" u BALB/C Mumese Ge3 tepanuje. [TporieHar

NKG2D" CD3'CD49" NK henuja je Takohe 6uo 3Hauajuo Behu y crmesunn BALB/C sT2"
mumeBa Ha aHTH-PD1 tepanuju y oqHocy Ha BALB/C mumese Ha anTu- PD-1 Tepanuju, kao u'y
omHocy Ha BALB/c ST2” u BALB/c wmumese 6e3 tepammje (p<0.05; durypa 66).
Ipouentyanan yaeo CD3'CD49" NK hemmja u3 ciueswHe Koje eKCIpHMHUPajy mepdopHH je
sHauajuo Behn y BALB/C ST2” mumea na antu-PD1 Tepanuju y nopeljemy ca BALB/C
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muireBuMa Ha aHTH-PD-1 tepanuju u BALB/C mumeuma 6e3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 6B).
Ipouenar CD3'CD49" Perforin® NK hemuja je 3nauajuo sehu u xog BALB/C ST27 muwesa y
nopehemy ca BALB/c mumiesuma 6e3 tepanuje (p=0.01; durypa 606).

CD3CD49h* NKheanje
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803 | 175
[

L

438 ||
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FSC-H

e

> NKG2D

B)

FSC-H

Meppopun’ heaje(%)

®urypa 6. Autu- PD-1 tepanmuja nosehaBa 3acrymmenoct FasL®, NKG2D' u
neppopun’ NK henmja y caesmnn ST2" mumesa. BALB/c ST2" + autu- PD-1
TpeTUpaHH MHUIIEBM HMajy 3HadajHo Behu mpomenar FasL’, NKG2D'u mepdpopun’CD3
CD49b" NK henmja y ofiHOCY Ha CBe ocTale eKcriepIMeHTalHe rpyme (a, 6, B). [Tpukazann
pe3ynratu ¢y aputMmetTndke cpenuae + SEM u3 Tpu 3aceOHa ekcrniepuMenTa. [Ipuka3anu cy
u penpesentatuEr FACS mnorosu FasL®, NKG2D* u meppopun’ CD3 CD49b" NK

henuja. CratucTryka 3Ha4ajHOCT je onpehusana Student's T Tectom.

3nauajua pasmuka y ekcnpecuju NKG2D u nepdopuna y CD3'CD49b" NK henujama je

nprKazaHa u nmpoceqnoM dioypecrenom mo henuju (p<0.05; durypa 6a,0).
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®urypa 7. Bpeannoctu mpoceune ¢uaoypecuenue 3a NKG2D u mepdopun y CD3I
CD49b" NK heamjama ciesune. I'padukonna u 6 mpukasyjy 3HadajHo Behe BpemHocTH
npoceune Quoypecuernesa NKG2D u nepdopun kox NK henuja BALB/c ST27 muuresa
Ha aHTu PD-1 tepanuju. Ilpukazanu pesynratu cy apurMmeTuuke cpeaute + SEM 7 mumena
0 TPYNHU U3 TpH 3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je oapehuBana Student's

T tecTtom.

Iporenar 3actymbenoctu CD3'CD49" NK henuja koje npoaykyjy IL-17 je 61o 3HauajHO Behu
y cinesunn BALB/c ST2"" mumesa na antn-PD1 Tepanuju y ogHocy Ha BALB/C mumese Ha
antu- PD-1 tepanuju, kao u y ognocy Ha BALB/c ST2" u BALB/C mumese 6e3 Tepanuje
(p<0.05; durypa 8a). Huje 6wmmo 3uauajue pasnuke usmehy BALB/C mumiea na antu- PD-1
Tepanuju y oaHocy Ha BALB/C ST2” u BALB/c mumese 6e3 tepanmje. IlporeHar
sactymbenoctu IFN-y" CD3'CD49" NK henuja 3nauajHo je Behu y cnesunu BALB/C mumena
Ha aHTH- PD-1 tepanuju y ogaocy Ha BALB/C ST2" u BALB/c Mumese Ge3 tepanuje (p<0.05;
durypa 86). Taxohe, mpomenar IFN-y* CD3-CD49" NK hemmja M3010BaHHX W3 CIE3WHE
BALB/c ST2"" mumesa Ge3 Tepamnuje je 6uo 3HayajHo Behm y mopehemy ca BALB/C mumese

0e3 Tepanuje (p<0.05; durypa 80).
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CD3 CD49b* NKhemnje
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CraTtrcTruka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

®urypa 8. Autu- PD-1 Tepanuja nosehapa 3acrymbenoct IL-17"u IFN-y" NK heauja
Y Ce3uHH ST2" mumesa. BALB/c ST2” muwesn KOju cy nobujanu antu- PD-1 anTuTena
MMajy 3HauajHo Behm mpomneHat 3actymubeHoctd IL-17"NK henuja y omgHOCy Ha cBe ocrane
excriepuMenTanHe rpymne (a). Ilponentyanna sactymbenoct IFNy™ NK henuja je najeha
xox ST2” mumesa KOju cy poo6ujanu antu- PD-1 anTHTena, ca 3HauajHOM pPa3JIUKOM Y
nopehewy Ha BALB/C mumieBe koju cy nobujanu antu- PD-1 aHTHTEN0, K20 U Y OIHOCY Ha
BALB/c mumeBe 6e3 Tepanuje. [Ipuka3anu pe3yiaraTi cy aputMeTuuke cpenude £ SEM 7
MHUIIIEBA 110 TPYIU U3 TpH 3aceOHa ekcriepuMenTa. [Ipukasanu cy u penpesentatuBau FACS

miotoen IL-17" n IFNy'CD3'CD49b" NK henmja W3 CBHMX eKCIepHMEHTANHHX TpYIa.
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Ipouenar 3actymbeHoctn CD3'CD49" NK hemmja koje mpoaykyjy IL-10 je 3Hauajro Mamu y
ciesunn BALB/c ST27 mumesa na antu-PD1 Tepanuju y ogaocy Ha BALB/C muiieBe Ha aHTH-
PD-1 tepanuju, kao u y oxHocy na BALB/c ST2" u BALB/C mumese Ges tepanuje (p<0.05;
durypa 9a). Huje Owiio 3navajue pasnuke m3mehy BALB/C mumieBa Ha antu- PD-1 tepanuju,
BALB/c ST2" muwesa 6e3 tepanuje 1 BALB/C muimese 6e3 tepanuje (Purypa 9a). IIpomnenar
FoxP3" CD3'CD49" NK henuja je 6uo 3Hauajuo Mamu y ciesunn BALB/C ST2" mumesa ua
antu-PD1 tepanuju y onHocy Ha BALB/C mumeBe Ha anTu- PD-1 Tepanuju, kao U y 0JHOCY Ha
BALB/c ST2" u BALB/C muwese Ge3 tepanuje (p<0.05; durypa 96). Huje Ouno 3uauvajHe
pasnuke m3melly BALB/c mumeBa nHa antu-PD-1 Ttepanuju, BALB/C ST2" mumesa 6e3

tepanuje u BALB/C mumese 6e3 tepanuje (durypa 96).
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®urypa 9.Autu- PD-1 Tepanuja cMamyje 3acrymbenoct 1L-10" u Foxp3® NK heamja y
caesunn ST2" mumesa. BALB/c ST2” mumesn KOju cy aobujanu antu- PD-1 antutena
MIMajy 3HauajHO MamH mpoleHat 3acTymbernoctu IL-10" u Foxp3™ NK henuja y oanocy Ha
cBe ocraiie ekcrnepumeHtanHe rpymne (a, 0). [lpukasaHu pe3ynTatd Ccy apUTMETHYKE
cpenuae = SEM 7 mumeBa mo rpynu M3 TpH 3aceOHa eKcriepuMeHTa. [IpukaszaHu cy u
penpesentatuBan FACS mmotou 1L-10° u Foxp3® CD3'CD49b" NK hemmja u3 cBux

eKCIiepUMeHTATHUX rpyrna. CTaTHCTHYKa 3Ha4YajHOCT je oapehuBana Student's T Tectom.
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43. Ilpumena antu-PD1 anTHTeNa mojauaBa akyMmyJialldjy M 3HA4YajHO MeHha

¢enorun NK hesnuja y rymopckoj mukpocpeauuu ST2-/- muieBa

IIpouenar CD3'CD49b" NK henuja je 6uo 3Hauajuo Behu y Tymopckoj Mukpocpemuan BALB/C
ST2" muuresa Koju cy nobujanu antu-PD1 Tepanujy y nopehemy ca BALB/C mumesnma Ha
antu-PD-1 tepanumju, xao u y oanocy Ha BALB/c ST2” u BALB/c mumese Ge3 Tepamnuje
(p<0.05; ®urypa 10a). Huje 6uno 3navyajue pasnuke usmely BALB/C mumesa na antu- PD-1
tepammju, BALB/C ST2” mumea Ges Teparmje n BALB/C mumese 6e3 tepanuje (durypa
10a).
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®urypa 10.Antu- PD-1 Tepanuja nosehapa 3acrymbenoct CD3'CD49b* NK hesnja y
TYMOPCKOj MHKPOCpPeIuHH ST2"" mumesa. BALB/c ST2” mumesn KOju Cy noOujamu
antH - PD-1 anTHTena mMajy 3HauajHo Behy 3actymbenoct CD3'CD49b" NK hemmja y
OJIHOCY Ha CBE OcTaliec eKCriepuMeHTaiHe rpyme (a). [Ipukazanu pe3yaraTu Cy apuTMETHUKE
cpeaune = SEM 7 muineBa mo rpynu M3 TpH 3aceOHa ekcrepuMeHTa. [Ipukazanu cy u
penpesenratnean FACS mmotoen CD3'CD49b" NK henmja m3 cBUX eKcIepHMMEHTAHHX

rpyna. CtaTucTudka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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3actymsenoct CD3'CD49b" NK hemmja y TyMOPCKOj MHKPOCPEIMHH KoOje eKCIIPHMHUPA]y
NKp46 u NKG2D mosekyie je 6una seha y BALB/C ST2" Mumesuma KOJH Cy J00Hjaau aHTH-
PD1 Tepanujy y nopehemwy ca BALB/C muieBuma na antu-PD-1 Tepanuju, kao U y oHOCY Ha
BALB/c ST2” u BALB/c muuese Ge3 Tepanuje, ajid je ITOCTHIIA CTAaTUCTHUYKY 3HA4ajHOCT
camo y nopehemy ca BALB/C mumesuma 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 11).
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®urypa 11. Autu- PD-1 Ttepanuja nosehasa 3actymmbenocr NKp46™ m NKG2D* NK
heamja y Tymopckoj cpenunun ST2” mumesa. BALB/c ST2" mumesn KOjU cy J00ujanu
antn- PD-1 adturena wumajy 3Hauajuo Behm mporeHaT 3actymubeHocTH NKp46™ u
NKG2D*NK henuja y oHOCY Ha CBe ocTaie eKcIiepHuMeHTanHe rpymne. (a, 6). [Ipukasanu
pe3yiTaTd Ccy apuTMeThuke cpeawHe £ SEM 7 mMmmeBa mo Tpynmu W3 TpU 3aceOHa
ekcriepuMenTa. Ilpukaszann cy m penpesentatuBEn FACS mnorosn FasL'm NKG2D' u
CD3 CD49b"NK henuja u3 cBUX eKcrepuMeHTATHUX rpyna. CTaTMCTHYKA 3HAYAjHOCT je

oapehuBana Student's T tectom.
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[IpouenTyanHa 3actyrmubeHoct CD3'CD49b" NK hemmja koje excripumupajy FasL je 6mna
3Ha4ajHo Beha y Tymopckoj mukpocpeauan BALB/C ST2" mumesa Koju cy po6ujanu antu-PD1
tepanujy y nopehewy ca BALB/C mumeBnma nHa antu-PD-1 Tepanuju, kao u y ofHOCY Ha
BALB/c ST2” u BALB/c muuese Ge3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 12a). MuTpauenynapHo
6ojeme je mokasano aa je yaeo CD3'CD49b" NK henmja koje excrnipummupajy nepdopun 61o
3Ha4yajHO Behw y TyMOpckoj mukpocpeannu BALB/c ST2" muwesa KOjU Cy JoOujaiy aHTH-
PD1 Tepanujy y nopehemwy ca BALB/C mumieBuma na antu-PD-1 Tepanuju, kao U y ofHOCY Ha
BALB/c ST2" u BALB/c mumese 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 126). Huje Omno 3uavajHe
pasnuke m3melly BALB/c mumeBa nHa antu- PD-1 Ttepanuju, BALB/C ST2" mumesa 6e3
tepanuje 1 BALB/C mumiese 6e3 tepanuje (Ourypa 120).

3nauajHoct pasmuke y excrpecuji NKG2D u mepgopuna y CD3'CD49b" NK hemujama
TYMOPCKE MHUKPOCpPEIMHE je TpuKa3zaHa W BpeaHoctuma mnpoceune Quoypecuenie (p<0.05;

durypa 13).
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CD3 CD49b* NKhemmuje
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3Ha4YajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

®urypa 12. Autu- PD-1 tepanuja nosehasa 3acrymbenoct FasL’ u neppopun’ NK
hejiMja y TyMOpPCKOj MUKPOCpeTUHU ST2" mumesa. BALB/c ST2” mumesn KOjU Cy
no6ujamu antu- PD-1 anTHTeNna nMajy 3HadajHo Behu mpomeHaT 3actyrubeHocTH FasL'NK
henuja y omHOCY Ha CBe ocTayie ekcriepuMenTande rpyme (a). [IpomenTyainHa 3acTyI/bEHOCT
nepdopun’ NK henuja je Takohe Hajseha ko ST2" mumesa KOju cy nobujanu antu- PD-1
aHTHTENIa, ca 3HAaYajHOM pa3nukoM y ongHocy Ha BALB/C mumieBe 6e3 Tepamnuje(0).
[Mpukazanu pesynraTu cy aputMmeTnuke cpeamne £ SEM 7 mmmeBa mo rpymu u3 Tpu
3acebHa excrepumenta. Ilpukasanu cy u penpesentatusHu FACS mmotoBu FasL'nm

neppopur’ CD3'CD49b" NK henmja U3 cBUX eKcrepuMeHTAamHHXTpyma. CTaTHCTHUKA
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CD3-CD49b heanje (TymMopcka MUKpocpe AlTHA)
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®urypa 13. Bpeanoctu npoceune dguioypecuenne 3a NKG2D u mepdopun y CD3I
CD49b" NK hesnujama caesune. I'paduxonna u 6 npukasyjy 3HauajHo sehe BpemHOCTH
npoceute ¢uoypecrennesa NKG2D u nepdopun xoq NK henuja BALB/c ST2"" mumesa
Ha aHTH PD-1 tepanuju. [lpukazanu pesynraTu cy aputMeTuuke cpeaude + SEM 7 mumesa
0 TPYIH U3 TpH 3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTHCTHYKA 3HaYajHOCT je oapehuBana Student's

T TecTom.

Excnpecuja KLRG1 monexyna na CD3'CD49b" NK henujama je 6una HajHMKa y TyMOPCKO]
mukpocpenran BALB/C ST2" mumesa Koju cy nooujanu antu-PD1 Tepanujy y nopehemwy ca
BALB/c mumesuma Ha antu-PD-1 Tepammju, kao u y oxHocy Ha BALB/c ST2” u BALBI/c
MmuIeBe 0e3 Tepanuje, iy je JOCTHUIIIAa CTaTUCTUUKY 3HadajHOCT camo y nopehemy ca BALB/C
mummesuMa 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 14a). Ipouenrtyanna 3actymsbenoct FOXP3™ CD3
CD49b" NK henmja je Guma 3HauajHO Mama y TyMOpCKOj Mukpocpemunn BALB/c ST27
mumeBa Ha anTU-PD1 tepanuju y nopehewy ca BALB/C mumesuma Ha antu-PD-1 Tepanwuju,
ka0 1 y oxHocy Ha BALB/c ST2” u BALB/c mumese Ges Tepammje (p<0.05; durypa 146).
Taxkolje, mporeHTyanHa 3acTymbeHoct FOXP3" CD3'CD49b™ NK henuja je 61na 3Ha4ajHO Mamba
koz BALB/c ST2”" mumesa 6e3 Tepanuja y ogrocy Ha BALB/C mumese 6e3 Teparmje (p<0.05;
durypa 140).
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CD3 CD49b* NKhemmje
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®urypa 14. Autu- PD-1 Tepanuja cmamyje 3actymbenoct KLRG1™ u Foxp3® NK
hequja y TyMOpCKOj MHUKpOCpeIuHH ST2" mmmesa. BALB/c ST2" mumesn KOjU Ccy
nobujamum  antu- PD-1 aHTHMTEena wWMajy 3HA4YajHO MamkH MPOIEHAT 3aCTYIJbEHOCTH
KLRG1'NK hemnja y omsocy Ha BALB/C mmmeBe 6e3 Tepammje (a). Ilpomenar
sactymsbenoctu Foxp3™ NK henuja je 3HauajHO Mamu y TyMopckoj Mukpocpeannau BALB/c
ST2" wmuumesa Koju cy poo6ujanu antu- PD-1 aHTuTena y omHocy Ha cBe ocTane
exkcriepuMenTanue rpymne (0). [lpukazanu pesyntatv Cy apuTMeThuke cpeamuHe + SEM 7
MHUIIIEBA 110 TPYITU U3 TPH 3aceOHa ekcriepuMenTa. [Ipuka3anu cy u penpezentatuBan FACS
miotoen KLRG1" n Foxp3® CD3'CD49b" NK henuja u3 cBEX eKCepHMEHTAIHHUX IpYIIa.

Crarurctryka 3Ha4ajHOCT je oxpehusana Student's T tectom.
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4.4, HWurensuBHHMja mposaudepanuja u cMameH HuBO anonto3e NK heamja y

TYMOPCKOj CpeIMHHI ST2" mumesa na antu-PD1 Tepanuju

Excripecuja mapkepa npomudepanuje Ki67 y CD3'CD49b" NK hemujama u3omoBaHuM us3
npuMapHor Tymopa je Beha xox BALB/c ST2” mumesa ma antu-PD1 tepanuju, BALB/c
muieBa Ha antu-PD1 Tepanuju, BALB/C ST2" muwesa Ge3 tepanuje y nopehemy ca BALB/c
muireBuma 0e3 tepamuje (p<0.05; durypa 15a). Excmpecuja je Ouna Hajeha y TYMOPCKO]
cpenunun  BALB/c ST2" mumesa na amtu-PDI1 tepanuju  (durypa 15a). Amonrtorcke
kapaktepuctuke CD3'CD49b" NK hemmja y TyMOpCcKOj MHKPOCPEIWHH AHANZHPAIM CMO
nomohy ekcrpecuje anekcuHa V u npomuaujym joauaa. [Ipouenar NK henmja y panoj
anonotosu (amekcuH V', mpomuamjyM joamna) je OMO 3HAYAjHO MamM y TYMOPCKO]
mukpocpenian BALB/C ST2" mumesa Koju cy nobujanu antu-PD1 tepanujy y mopehemy ca
BALB/c mumesuma Ha antu-PD-1 Tepammju, kao u y oxHocy Ha BALB/c ST2” u BALBI/c
mutiese 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 156).

4.5. Beha Tpanckpunuuona aktuBHocT NK henmja nmpumapnor tymopa ST2"

muieBa Ha aHTU-PD1 Tepanujn

Iporenar NFkB* CD3'CD49b" NK henuja je Behu y Tymopckoj Mukpocpemuayn BALB/C sT2"
muiieBa Ha aHTU-PD1 Ttepanuju y mopehemy ca BALB/c ST2" u BALB/C mumesnuma Ge3
tepanuje (p<0.05; durypa 16a). Takohe, excripecuja NFkB je 6una Beha xon BALB/C mumiesa
Ha anTu-PD-1 Tepanuju y oxrocy Ha BALB/c ST2” u BALB/C mumese 6Ge3 tepamuje (p<0.05;
®durypa 16a). Excripecuja STAT3 Tpanckpunumoror dakropa y CD3'CD49b" NK henujama je
oOuna 3Ha4yajHO Beha y Tymopckoj cpenuan BALB/C ST2" mumena KOju cy aobujamu antu-PD1
Tepanujy y mnopehemy ca BALB/C mumeBuma Ha antu-PD-1 Tepamnuju, kao u y OJHOCY Ha

BALB/c ST2” u BALB/c mumese Ge3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 160).
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®urypa 15. [ly:xke npexxuB/baBame U nopehan crenen nmposmdepanuje NK henuja y
TYMOPCKOj MHKPOCpPEIUHHU ST2" mumesa ua anrn-PD-1 Tepanuju. Iponenar Ki67"
NK henmja je 3HauajHO BehM y TyMOpPCKO] MHUKpPOCPEIUHHU ST2" mumesa Ha antn-PD-1
teparmju (a). [TponenTyanHa 3acTynsbeHocT aHekcnH V' mpormujym jomun NK henmja je
6uIIa HajHIKA y TYMOCKO] cpeauan ST27 mummesa Ha antu-PD-1 Tepanuju (6). Ipukasaru
pe3ynraTté cy apuTMmeTrnuke cpeauHe + SEM 7 mumeBa mo rpymu U3 Tpu 3aceOHa
excriepuMenTa. [Ipukasanu cy u penpesentatusnu FACS mmorosu Ki67" u amexcun V*
npormaujym  jonmn CD3'CD49b" NK henmmja m3 cBHX eKCIEpPHMEHTAIHHX TPyIIa.

CraTtrcTruKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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CD3 CD49b* NKhennje
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®urypa 16. Ilopehana tpanckpunuuoHa aktuBHocT NK henuja wu3zosoBanmx u3
NpUMapHOT TyMopa ST2"" mumesa na antu- PD-1 tepanuju. IIponenar NFkB* (a)u
STAT3" (6)NK hemuja je 3mawajno Behm y Tymopckoj mmkpocpenunn BALB/C ST2-/-
MHIIIEeBa KOjU cy aobujanu antu- PD-1 antutena y oxHocy Ha BALB/c u BALB/cC sT2"
excriepuMeHTanHe rpymne. [lpukazanu pesynratu cy apurMmeTnuke cpeaumne + SEM 7
MUIIIEBA TI0 TPYNMU M3 TpU 3aceOHa ekcriepuMeHTa. [IpukasaHm cy W penpe3eHTaTHBHU
FACS-nmotosn NFkB" u STAT3" CD3'CD49b" NK henuja u3 cBUX eKcrepHMeHTaTHUX

rpyna. Ctatuctudka 3Ha4ajHOCT je oapehusana Student's T tectom.

4.6. 3HauvajHO cMameHAa JIOKAJHA W CHCTEMCKAa HMYHOCYNpecHja KoOJ ST2"

Muuesa Ha aHTH-PD1 Tepanuju

AHanuza cepyMCKUX KOHIICHTpAIlHja IIUTOKKHA je T0Ka3ajia 3HAuajHO CMamehe KOHIICHTpAIIU]je
IL-10 y cepymy BALB/c ST2” mumesa na antu-PD1 Ttepammju y nopehemy ca BALB/C
muireBuma 6e3 tepanmje (p<0.05, ®durypa 17a). Konmentparwmja IL-10 y cepymy BALB/c
muireBa Ha aHtu-PD1 tepamuju u BALB/C ST2" mumesa Ge3 Tepanuje je Omiia Ha MUCTOM

HUBOY Kao y KOHTpoJHOj rpynu, BALB/C mumese 6e3 Tepanuje. Huje 6mio 3HadajHe pa3iuke y
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cepymckuM koHneHtparnujama IFN-y u IL-4 u3mel)y cBux exkcnepumeHntaannux rpyna (durypa

17 6,8).
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®urypa 17. Cmamena xonuentpannja cepymckor IL-10 kox BALB/C ST2” mumesa
Ha aHTu -PD-1 Tepanmuju. AHanu3a cepyMCKUX KOHIIEHTpalMja IIUTOKMHA je IMoKa3aia
3HAuYajHO CHMXKewe KoHueHtpaiuje |L-10 xon BALB/c ST2" mumesa ma antu -PD-1
Teparuju, 0K HHUje OWI0 3HaYajHEe W3MEHe y cepyMcKuM KoHmeHTpanujama |IFN-y u IL-4.
[Mpukazanu pe3yaTaTd cy apuTMeTHuke cpeamne = SEM 7 mumieBa mo rpynmud U3 TpHU

3aceOHa excriepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je oapehusana Student's T Tectom.

PykoBonehu ce noOujeHHM pe3yiTaTUMa, Aajbe CMO aHAJIM3MpAIM aHTUTEH-TIpe3eHTyjyhe u
UMYyHOCYTIpecuBHE helnvje y ClIe3uHU U MpUMapHOM Tymopy, 15 nana HakoH amnukauuje 4T1
TymMopckux henmja.

Ipouenar CD11b'CD11c" nenapurckux henuja y ciesunu je 6uo Hajsumu kox BALB/C sT2”
muiieBa Ha aHTH-PD1 Tepammju, mako pasnuka HHUje JOCTUIVIA CTAaTHUCTHYKY 3HA4YajHOCT
(®urypa 18).

Huje 6mo 3Hauajue paszmuke y dpenotuny CD11b'CD11c* nemapurckux henmmja ciesuHe, H TO

excpecuje CD86, TNF-a u IL-10 u3mehy excnepumentannux rpyna (®@urypa 19 a, 6, B).
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JenuHa 3HauajHa pasimka je ouna y excrpecuju iINOS monekyma. V cresunn BALB/c ST27
mumea Ha aHTH-PD1 Tepammju permctpoBaHa je Mama excrpecuja iINOS y CD11b'CD11c”
nenaputckuM henmjama, y nopehemy ca BALB/C mumeBuma 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa

19r).
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®urypa 18. Mpouenar 3acrymbenocty CD11b°CD11c” heauja y ciaesunnu. ITponenar
CD11b'CD11c*hennja y ciesunu je 6uo Hajsehn kog BALB/c ST2” mumesa na antu-PD1
Teparuju, anu 0e3 CTaTUCTUYKE 3HAYajJHOCTH Y OJTHOCY Ha OCTaJie eKCIIEPUMEHTAIHE TPYIIE.
[Mpuka3zanu pesynratu cy aputMmernuke cpeaune £ SEM 7 mmumeBa mo rpymu w3 Tpu

3aceOHa excriepuMeHTa. CTaTUCTHYKA 3HAYaJHOCT je onpehuBana Student's T Tectom.
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CD11b- CD1lct heanje
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®urypa 19. ®enorun CD11b'CD1lc menapurckux hemmja y caesmnu. Huje 6mmo
3HavajHe pasnuke y ekcrpecuju CD86, TNF-a u IL-10 mehy exciepumeHTaTHUM TpymamMa.
IMocToju 3HauvajHa pasnuka y ekcrnpecuju INOS Monekysa, Koja je 3HaYajHO HEKA KOJ
BALB/c ST2" mumesa na antn-PD1 Tepanuju y ogHocy Ha BALB/C mumiesa 6e3 tepamnuje.
[Mpukazanu pe3yaTaTd cy apuTMeTHuke cpenmne = SEM 7 mumieBa mo rpynmud W3 TpH

3aceOHa excriepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je oapehusana Student's T Tectom.

3aTuM CMO aHalM3Hpald HUMYHOCYIpecuBHe henuje (MujerougHe cymnpecopcke henuje u

perynaropae T nmumdonure) y cie3uHu u 'y TYMOpCKoj Mukpocpeaunu (durypa 20).
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®durypa 20. Gating crpareruja 3a aHaaum3y MujeJowaHuX cynpecopcux hemmja m T
peryiatopHux JuMmdonura ciae3uHe W mnpumapHor tymopa. Gatingcrpareruja 3a
MUjeJIouIHE cympecopcke henmuje ciesmne (a) m mpumapHor tymopa (0), T perymarpone

auMdonuTe cie3nHe (B) U MpuMapHor Tymopa (T).

Kana je peu o mMujenonaHuM CympecopckuM henvjama y CI€3WHHU, MPOILIEHAT 3aCTYIJbEHOCTH
CD11b*CD11c¢” Gr' henmja je 3nauajuo Hwxu xox BALB/C ST27 mumesa xoju cy mobujamm
antu-PD1 tepanmjy y nopehemy ca BALB/c ST2” u BALB/C mumese 6e3 Tepanuje (p<0.05;
®durypa 21a). Ipouenar CD11b*'CD11c'Gr’ hemmja je Taxohe mamu xox BALB/C sT2"
MHUIIeBa KOjU cy aodujanu antu-PD1 tepanujy y mopehewy ca BALB/C muiieBuma Ha aHTH-
PD-1 tepanuju, ajii Ta pa3jiuka HUj€ TOCTUTIIA CTaTUCTUUKY 3HavyajHOCT (Durypa 21a). Takobe,
MOCTOjU ¥ 3Ha4ajHa pasiuka kox BALB/C ST2" mumesa Ge3 Tepanuje y onHocy Ha BALB/c
mumese 6e3 Tepanuje (Purypa 21a). Ilporenar NFkB® CD11b'CD11c’Gr' mujenouaHux
cynpecopckux henuja ciesune je 6uo Hiku kox BALB/c ST2" mumesa Tpetupanux antu PD1
antuTesoM y nopehemy ca BALB/C mumeBuma tperupanux antu-PD1 anturtenom (p<0.05;
@urypa 216). Exnpecuja NFkB je Gmia 3HauajHO Mama KOA sT2” HETPETUPAHUX MHUILIEBA Y
nopehemy ca BALB/C merperupanunx wmumesa (p<0.05; ®durypa 216). Ilporenar NFxB”
CD11b"CD11c'Gr" hemmja je 6uo Behm xox BALB/C merpernpanux mmiieBa y mopelemy ca
BALB/c mumesuma koju cy ouau Ha antu-PD1 Tepanuju (p<0.05; ®urypa 216).
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®urypa 21. CMameH npoueHaT MujeJonaHNIX cynpecopekux hemnja kox ST2” mumesa na
anTu-PD-1 Ttepanmuju. I'paduxon a wmiIycTpyje 3HAYajHO CMambeHy MPOICHTYAIHY
sactymberocr CD11b*CD11c'Gr-1" mujenonanux cympecopekux hemuja cnesune ST27
muieBa Ha aHTU-PD-1 Tepanuju. 3HauajHO cMameHa eKCIpecHja TPAHCKPUIILMOHOT (pakTopa
NF«B y CD11b"CD11c Gr-1* mujenoungsnm cynpecopekum hennjama ciesune ST27 mumesa
Ha aHTU-PD-1 Tepamuju je miryctpoBana Ha rpadukony 0. [IpukazaHu cy M penpe3eHTaTHBHU
FACS mnorosu NFkB® u CD11b"CD11c Gr-1"Mujenonnaux cynpecopckux hemmja U3 CBHX

eKcIiepiuMeHTaTHUX rpymna. CTaTucTHYKa 3Ha4YajHOCT je oapehuBana Student's T Tectom.
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IIpouentyanna 3actymbenoct CD4'CD25'FoxP3" T perymatopHnx muMQpoIHTa CIE3MHE je
Ouia 3Ha4ajHO Mama y ciesnHama BALB/c ST2" muwesa TpeTupanux antu PD-1 anTurennma
y nopehemwy ca BALB/C mumieBuma tpetupanum antu PD-1 anturenuma u BALB/C mumieBrma
6e3 Tepanuje (p<0.05; durypa 22a). [Ipouenar 3acrymbenoctu CD4'CD25'FoxP3" henuja je
ouo takohe mamu kox BALB/C ST2" muwesa na antu-PD1 Tepanuju y nopehemy ca BALB/C
ST2" muwesnma 6e3 Tepanuje, ajli pas3jiiKa HHje JOCTHIJIA CTATUCTHYKY 3HavajHoCT (Durypa
22a). Ilporienar CD4'CD25'FoxP3" hemuja koje mpoxykyjy IL-10 je 610 3HauajHO Mamu y
ciesunn BALB/c ST27 mumesa tpetupanux antu PD-1 antutenom y nopehewy ca BALB/c
MmuieBruMa Tpetupanux antu PD-1 antutenom (p<0.05; durypa 226). PerucrpoBana je u
3HayajHo Beha mpoueHTyanHa 3actymbesoct IL-10" CD4'CD25'FoxP3'kon BALB/C mumiena
Ha aHTU-PD1 Tepamuju y nopehewy ca BALB/C verperupanum mumieBuma (p<0.05; durypa
2206).

IIpouenar CD11b"CD11¢’Gr" mujenonmuux cympecopckux henmja je 6Mo 3HAYAjHO MamH Y
TyMOpCKOj Mukpocpenunun BALB/c ST2" mumesa tpetupanux antu PD1 anturenuma y
nopehewy ca BALB/C mumeBuma tperupanux antu-PD1 anTuTenuma, kao u y nopehemy ca
BALB/c mumieBuma 6e3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 23a). Takolhe, nporienat oBux hemmja je 6uo
3HAYajHO MaU y TYMOpPCKOj Mukpocpeantu BALB/c ST2" mumena Ges Tepanuje y oJHOCY Ha
BALB/c mumese 6e3 Tepanuje (p<0.05; ®urypa 23a). IIporenar CD4"CD25 FoxP3" hemnwja je
OMo HajHWKH y TYMOPCKOj Mukpocpemunun BALB/c ST2" mumesa Tpetupanux antu PD1
aHTUTEJOM, anu 0e3 CTaTUCTHYKe 3HadajHocTH. [locTojana je craTMCTUYKAa 3HAYajHOCT CaMo
usmely BALB/c nerperupanux muiiesa u BALB/c sT2" HETPETUPAHUX MULIEBA, TE€ Y3MEILY
rpyna Ttpertupanux antu-PD1 amturenom (p<0.05; ®wurypa 236). IIpomenar IL-10"
CD4'CD25"FoxP3" hemnja je 610 3HaYajHO MamH y TyMOpCKoj Mukpocpenan BALB/c ST27
mumeBa Ha anTh PD-1 Tepanuju y nopehewy ca BALB/C nerperupanum mumesuma (p<0.01;

@urypa 23B). Huje 6uso craTucTuyke 3Ha4ajHOCTH U3Mel)y ocTalinX eKcriepuMaHTaTHUX TpyIa.
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®urypa 22. CmameHa NpoleHTyajHa 3acTylubenoctr CD4'CD25'FoxP3" u IL-10"
CD4"CD25"FoxP3" perynaropunx T uvdounra y cresunn ST2” mumesa ua antu-PD-1
Tepanuju. [pagukoH a wuoycTpyje 3HayajHo Mamk npomeHar CD4"CD25'FoxP3"
perynaropaux T mumdonura y criesnaun BALB/C ST2" muwesa Koju cy nobujamu antu- PD-1
aHTuTeNa y ogHocy Ha BALB/C mumese Ha antu-PD-1 Tepanuju, kao u y ognocy Ha BALB/c
muieBe 0e3 tepanuje. ['pagukoH O UIyCTpyje 3HAUYaJHO HIDKY HPOLEHTYaIHY 3aCTYIJbEHOCT
IL-10" CD4"CD25'FoxP3" perymatoprux T mumdonura y ciesuaun BALB/c ST2" mumesa Ha
anTH-PD-1 Tepammju. [Ipukazanu pe3yaTata Cy apuTMeTHUKe cpenuHe + SEM 7 murmieBa 1o
Ipynu W3 TpU 3aceOHa ekcrepumeHTa. [lpukazanm cy m penpesentatuBHu FACS mioroBu
CD4"CD25'FoxP3" u IL-10"CD4"CD25'FoxP3 perynatopaux T nmmdouura u3 CBHUX

eKCIiepuMeHTAIHUX Tpyna. CTaTucTuuka 3HadajHoCT je oapehuBana Student's T tectom.
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@urypa 23. CmameHa akyMmyJalHja MHjeJOUTHUX CYNPeCOPCKUX, peryaatopHux T
aumdonuta u IL-10" perynatopunx T aumdonurta y TyMOPCKOj MHKPOCPETHHU ST2"
muieBa Ha aHTu-PD-1 tepanmju. Autu PD-1 Tepanuja je 3HauajHO cMamuiIa HPOIEHAT
CD11b"CD11c'Gr-1" wMujenouaHux Cympecopckux hemwja y TyMOPCKOj MMKPOCPEIHHH
BALB/c ST2" mumesa(a). [Ipouentyanna 3acrymbenoct CD4'CD25"FoxP3" perymaroprnx T
aumdoruTa je Ouiaa HajHWKa y TYMOPCKO] MuKpocpeauman BALB/C ST2” ua anru-PD-1
tepamju (6). ITpomenar IL-10° CD4'CD25'FoxP3* perynatoprux T mumdpormra je 6mo
3HAUYAjHO HIDKH Yy TYMOpPCKO] MuKpocpeanHu BALB/C ST2" mumesa y omHcoy Ha BALB/C
muirese 0e3 tepanuje (B). [Ipukazanu pe3yaratu cy apuTMeTuuke cpeaune = SEM 7 muiesa

10 TPYNH W3 TpH 3aceOHa ekcrepuMenTa. [Ipukasanu cy u penpeseHtatuBHU FACS mioroBu
CD11b'CD11c'Gr-1", CD4'CD25'FoxP3" u IL-10° CD4'CD25'FoxP3" perymatopunx T

TUMQOIUTa U3 CBUX EKCIepUMEHTaTHuX Tpyna. CraTHCTHYKa 3HAYajHOCT je oxapehuBana

Student's T tectom.
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47. Beha ekcnpecuja akTuBaunoHux mapkepa Ha NK heaujama u3 cie3une ST2’
" Muuesa Tperupanux antu-PD1 Tepanujom 0e3 003upa Ha in vitro 6saokaay IDO u

INOS moJgekyaa

VY nasbuM in VItro ekcriepuMeHTHMa, M30J0BaIM CMO CIUICHOIMTE M3 3apaBux BALB/C sT27
MUIIIEBA, a 3aTUM CMO MX WHKYOUpaiu 24 cata y KOMIUIETHOM MEIHjyMy ca Wid 0e3 JojaBama
antu-PD1 anturena, ca wim 6e3 1-MT, cenexkTuBHOT G0KaTOpa MA0JIAMUH THOKCUTEHA3E, U ca
wm 6e3 LNNMA, cenexktuBHOr GriokaTopa MHAYIHUOWIHE HUTPUT OKCHAA3e Yy Tpajamy oxa 24
gaca. [Torom cmo anammsupamu CD3'CD49" NK hemnje mo rpynama. CumynTano gojaBame 1-
MT u LNNMA je mosehano excnpecujy NKG2D u FasL, a cmamuno ekcnpecujy IL-10
(p<0.05; ®urypa 24 a,6,8). Mctu deHoMEH je 3a0eekeH HaKOH ToaaBama aHTU-PD1 antuTena
(p<0.05; durypa 24 a,0,8). 3aHUMJBUBO j€ J1a KCTOBpeMeHH TpeTMaH aHTu-PD1 anturenom, 1-
MT-om 1 LNNMA-om nonatao mojauaBa excripecujy NKG2D u ekcripecujy FasL, a cmamyje
npouenar IL-10 mpomykyjyhux CD3'CD49" NK hemmja y mnopehemy ca jemHocTpykom
onokanom (p<0.05; @urypa 24 a,0,B).
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®urypa 24. Beha ekcnpecuja akruBanmuoHux mapkepa NKG2D um FasL u cHuxeHa
excnpecuja umynocynpecuBHor 1L-10 y NK heanjama u3 ciae3uHe Tperupane antu- PD-1
aHTHTEJIOM, npuianKoM OJokane Mosekyaa IDO u iINOS in vitro. T'paduxon a miaycrpyje
3Haudajuo Behy 3actymmsenoct NKG2D'NK henuja u3 ST2" mumesa TpeTupanux antu-PD-1
antutenoM npuirkom Onokaae IDO u INOS in vitro. I'padukon 6 wiycTpyje 3Ha4ajHO Mamby
3acrymsbenocT |1L-10"NK hemuja y crnesunn ST2" mumesa Tpetupanux antu-PD-1 anTutrenom
npuirkoM Ookane IDO u INOS in vitro. I'padukon B minyctpyje mpoueuHy GuioypecieHity 3a
FasL monexyn na NK henujama crnezune ST2"" mumesa Tpetupanux aHTH-PD-1 antuTenom
npuarkoM Oiokage IDO u iNOS in vitro. Tlpukaszanu pe3yntaTv Cy apuTMETHYKE CPEAWHE =+
SEM 7 mumeBa mo rpynu u3 TpU 3ace0Ha eKcriepruMeHTa. [Iprka3zaHu cy W penpe3eHTaTHBHU
FACS mnorosu NKG2D" u IL-10°NK henuja kao u xuctorpamu excnpecuje FasL na NK

henmujama cire3nne ST2" mumesa. Cratnctnuxa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T Tectom.
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4.8. OncycrBo IL-33/ST2 curnaanor myra mu PDL/PD1 ocoBuHe mojauaBa NK

heJInjCKy HMTOTOKCHYHOCT NMPEKO YHYTPalllber MyTa anonro3e

Tect nuToToKcHuHOCTH cMo ypaaunu ca CD49b”™ NK henujama cBeke M3010BaHUM M3 CIE3MHA
ST2" u WT muwesa, Koje cy npetreptupane antu-PD antutenom, a muwbHe henuje cy omne 4T1
hemuje. JlogaBamwe antu-PD1 anturena je 3nagajno nosehano murorokcuanoct NK henmja ST2
" Mummesa y oxnocy Ha NK henuje WT mumesa (p<0.01; ®urypa 25a). [la 6ucMO MpOIECHIIN
KOju MexaHu3aM nutorokcuyHocTH kopucte NK henuje y ycnoBuma cumynrtane Omokazne IL-
33/ST2 u PDL/PD1 ocosuna, Hajupe cmo usonoanu CD49b" NK hemuje us crnesune 3apaBux
ST2" mumesa. Nuky6upanu cmo NK henuje ca antu-PD1 antutenom, a motom ca 4T1 Taprer
henujama koje cy mpe-HHKyOHpaHe ca MHXHOUTOpoM Kacrmasze 8. TecT IUTOTOKCUYHOCTH je
Mmokazao na mHKyOupame nmibanux 47T1 hemuja ca maxuOuTOpOM Kacmasze 8 y maioj mepu
cmamyje 1urokorcnyHoct NK  hemmja (Purypa 256).  IloToM cMO TIOHOBHJIM TeCT
uurotokendnoctn Ha CD49b" ST27 NK henujama koje cy mperpeTrpaHe ca KOHKaHABAJIMHOM
A, kako Ou ce OJIOKHPAo YHYTpallkbU MyT aronTro3e. biokupame yHyTpalIber myTa aronTose je

3Ha4ajHO cMmamwio nutotokcuuHocT NK henmuja mpema mmibanum 4T1 henmmjama (p<0.01;

®urypa 256).
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®urypa 25. Iojayana umurorockmunocr NK heamja msomoBammx m3 caesmme ST27
MHUIIEBa je pe3yJTaT MojayaHe aKTHBHOCTH YHyTpammer myta amonrto3e. ['padukon a

wiryctpyje moBehany muroTokcnuky akTmBHOCT NK henmmja koje cy cBexxe H30I0BaHe U3
ciesuna BALB/c ST2” mumesa a motom nHKyOupane ca antu-PD-1 anTutenom y ogHocy Ha

murokcnynoct NK  henmuja koje cy cBexke wu3ojoBaHe u3 ciesuHa BALB/C mumesa
nperpetupanux aHTH- PD-1 antutenom. I'paduxon © mnpukasyje, npahemem henujckor

MHJIEKCA, CMAabEHhE CTEMNEHA alonTo3¢e Kajaa je OJOKUpaH YHYTpAIIbH MyT, a 0CTaje HEM3MCHEH

MPUJIMKOM OJIOKaJE CIIOJbAIlIHET MyTa.

4.9. Ilpomena excnpecuje miRNA y NK heiaunjama uzosoBanux u3 ciaesnne ST2

HOKayT MHUIIleBa HaKoH 0Jiokaae PDL/PD1

Mepunu cmo ekcrpecnjy  MIRNA-155, miRNA-150 u miRNA-146a y NK hemujama
n3osoBaHux u3 3apaBux WT mumieBa u ST2" muuresa Tpetupanux aHtu-PD1 anTHTENmOM.
Hamm pesynratm ykasyjy Ha 3Hauajuo Behy excmpecnjy MIRNA-150 y NK henmjama
tpetupanux aHTH-PD1 antutenom (p<0.05; durypa 26). Excmpecuja MIRNA-155 rena je
takohe O6una 3HauajHo Beha y NK henujama uzonoBaHux u3 ST2" mumesa y nopehemy ca NK
henujama u3onoBanux u3 WT mumieBa (p<0.05; durypa 26). Huje 6uio 3Ha4yajHe M3MCHE Y

excripecuju MIRNA-146a n3mely exciepumenTtannux rpyna (Purypa 26).
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®urypa 26. IloBehana excnpecuja MiRNA-150 u miRNA-155 y NK henujama n3osioBannx
u3 caesuna ST2” mumesa u Tpetupanux aHtu-PD-1 anturesom. Kopucrehu RT-PCR
onpehuBana je excnpecuja MIRNA-150, miRNA-155 u miRNA-146a y NK henujama cexe
U30JI0BaHUX u3 cie3nHa. ['padukon mwiyctpyje 3Ha4dajHo noBehany excrpecrjy MIRNA-150 u
mMiRNA-155 kox NK henuja BALB/c ST2" mumesa Tpetupanux aHtu-PD-1 anturtenom y
onHocy Ha BALB/c mumeBa Tperupanux antu-PD-1 antutenom. Hema 3HauajHe pasimke y
excripecuju MIRNA-146a. [Ipuka3anu pe3yatrat cy apuTMmeTnuke cpeaune + SEM 7 mumena
10 TPYyIH U3 Tpu 3aceOHa excriepuMeHTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je onpehusana Student's T

TCCTOM.
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4.10. Antu PD-1 Tepanuja noBehaBa akymynauujy M1 makpodara y TyMOpcKoj

MHUKPOCPeIUHHN ST2"" mumesa

[Tpumena antu-PD-1 Tepanuje He yruye Ha moBehame 3aCTYNIBEHOCTH Makpodara y ClIe3uHH
ST2" mumesa (®urypa 27a), xao nu Ha ekcrpecujy TNFa y makpodaruma cnesune (durypa

276).
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durypa 27. UctoBpemena 6sokaaa IL-33/ST2 u PDL/PD-1 He yTuye Ha mpoumeHTyaJHY
3actymbenoct F4/80" m TNFa npoaykyjyhux makpodara caesune. I'padukon amrycrpyje
HETPOMEHEHY MPOICHTYAIHY 3aCTYIJBEHOCT Makpodara m3Mel)y eKCrepuMEeHTAHHX Tpyra.
I'padukor 6 WIycTpyje HEMpOMemeHY NpoueHTyanHy 3actyrubenocTTNFo ' F4/80 Makpodara
ciesune. [Ipukasanu pe3ynraT cy aputMeTHuke cpeaune + SEM 7 murieBa mo rpymnu u3 Tpu

3aceOHa excriepuMeHTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je onpehuBana Student's T Tectom.

Y tymopckoj wmukpocpenuan BALB/c ST2" wmumesa, antn- PD-1 Tepanuja mosehasa
3actymsbeHocT F4/80" makpodara, ca 3HauajHoM pasmmkoMm y mopehemy ca BALB/C ST2" u
BALB/c mumese 0e3 Tepanuje. (p<0.05; durypa 280). Huje Ousio 3HauajHe pasiuke uzMely
BALB/c ST2" mumesa nHa antn-PD-1 Tepanuju u BALB/C mumesa Ha antn-PD-1 Tepamnmju
(Purypa 28a). ArTu-PD-1 Tepanuja 3nauajro nosehasa nporenar CD86™ F4/80" makpodara y
npumapHoM Tymopy BALB/c ST2”" mumesa y ogsocy na BALB/C Mummese 6e3 tepanuje. Huje
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ouno 3Havajaux pasnuka m3mehy BALB/c mumesa Ha antu-PD-1 tepanuju u BALB/C ST2”
munieBe 6e3 tepanmje (p<0.05; durypa 286). Taxohe, nponenar excnpecuje TNFa™ F4/80" je
610 3uauajHo Behn kox BALB/C ST2” mumesa na antu-PD-1 Tepammju y ogHocy Ha BALB/C
muiese Ha anTH-PD-1 Tepanuju, BALB/C ST2” mumese 6e3 tepanuje, kao u BALB/C muuiese

6e3 Tepanuje (durypa 28B).
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®urypa 28. UcroBpemena oOmaokama |L-33/ST2 m PDL/PD-1 moBehaBa mponeHTyaiHy
3actymibenoct F4/80°, CD86" u TNFa 'makpodara Tymopa. ['padukon annycrpyje 3Ha49ajHO
nosehany nporeHTyanHy 3actyuberoct F4/80" makpodara Tymopa BALB/C ST2”" mumesa na
antu-PD-1 Tepanuju y ogHocy Ha 06e HeTpeTupaHe rpyne. ['padukoH 0 WIycTpyje 3HAYajHO
nosehany mponeHTyanny 3actymbeHocT CD86'F4/80"makpodara Tymopa BALBI/C ST2"
muireBa Ha antu-PD-1 tepanuju y ognocy na BALB/C nerperupane mwumiese. ['padukon B
WTycTpyje 3Hauajao mosehany mponenTyanHy 3actymbenocT TNFa F4/80 makpogara Tymopa
BALB/c ST2"" mumesa na antu-PD-1 Tepanuju y OAHOCY Ha cBe octane rpyme. [Ipukazanu
pesynratu cy apurMmermuke cpenuHe + SEM 7 wmmmeBa mo Tpynmu U3 Tpu 3aceOHa

excriepuMenTa. CraTucTHyKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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4.11. TIlpumena antu- PD1 antuTena moehaBa 3acrymsbeHoct NKT heauja y

CJIE3MHN U MeHhAa HBUX0B (PeHOTHIT KO/ ST2” Mumesa

Anammsupamn cmMo u ¢penorun NKT henmja y cmesmnn. Hamm pesynratu ykasyjy na y
eKCIIEpUMEHTAIHO] TPYIU ca JABOCTPYKOM OJIOKaJOM TOCTOjU 3Ha4dajHO mHoBehaH mporeHar
CD3'CD49b" NKT hemuja y ogHocy Ha BALB/C mumese Tpernpannx antu-PD1 aHTHTE!NOM,
BALB/c ST2” mumese 6e3 tepanuje nu BALB/C muwese 6e3 tepanuje (p<0.05; @urypa 29a).
Huje 6uno 3uauajne pasmmke msmehy BALB/C ST2” mumesa na antu-PD-1 Tepanuju u
BALB/c mumiea na antu-PD-1 tepanuju (®urypa 29a). Excrpecuja NKG2D monekyna je
6una Beha na CD3'CD49b" NKT hemnjama n3 cnesune BALB/c ST2" muwesa Ha antu-PD1
Tepanuju y opehemy ca BALB/C ekcniepumenTanHoM rpymoM 0e3 Teparuje, Kao U y OJHOCY Ha
BALB/c exciepuMeHTanny rpyiy koja je Owia Ha autu-PD-1 tepanuju (p<0.05; ®urypa 296).
Takolje, perncTpoBaHa je CTATHCTHYKH 3HAuajHu pasiuka u mmehy BALB/c ST2” u BALB/c

ekcriepuMenTaite rpyme 6e3 tepanuje (p<0.05; @urypa 296).
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CD3'CD49b" heanje(%)

0o WT
O ST2+
CD3+CD49b+ hennje O WT +antiPD1
6) B ST2 -+ +antiPD1

$ok

NKG2D* heanje(%)

0

®urypa 29. Aurun- PD-1 Tepanmja mosehapa 3acrymbenocr CD3'CD49%b" m
NKG2D'CD3'CD49b" NKT heanja y ciesunn ST2” mumesa. BALB/c ST2” mumesn xoju
cy nmoowjamu aHth - PD-1 anTuTena wmajy 3HadajHO BehW TpoOIEHAT 3aCTYIUBEHOCTH
CD3'CD49b" u NKG2D'NKT henuja y oaHOoCy Ha ocTae ekcliepuMeHTamHe rpyme (a, 06).
[IpuKa3aHn pe3ylaTaTH Cy apuTMeTHuke cpemuHe + SEM 7 Mumesa mo rpymd w3 TpH

3aceOHaekcnepumerTa.CTaTHCTHYKA 3HAYAjHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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Excrnpecuja IFN-y je 6mma 3Hawajno moeumena y CD3'CD49b" NKT henmjama ciesnne
BALB/c ST2" mumesa na antn-PD-1 Tepanuju y ogHocy Ha BALB/C muieBe Tpetupane aHTu-
PD1 aurturennma, BALB/c ST2” u BALB/c mumese 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 30a).
Takohe, mocrojana je craTUCTHYKA 3HAYajHOCT W U3Mely ST2" u BALB/c EKCIIEPUMCHTATTHE
rpyme 6e3 Teparmje (p<0.05; ®urypa 30a).ITponenar IL-17° CD3'CD49b" NKT henuja cie3nne
je 6uo 3nayajuo Behn kox BALB/c ST2" muwesa Ha antu-PD-1 Tepanuju y ogaocy Ha BALB/c
antn-PD-1 tpernpany rpyny, BALB/c ST2” u BALB/c merpernpany rpyny (p<0.05; ®urypa
306). ITpouenar CD3"CD49b" NKT henuja cie3une koje nmpoayKyjy nepopuH je 610 3Ha4ajHO
Behn kox BALB/c ST2” muwesa na antu-PD1 Tepanuju y ogHocy Ha BALB/C muiese 6e3

tepanuje (p<0.05; durypa 30B).
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®urypa 30. Antn/ PD-1 Tepanuja nosehasa 3actymbenoct IFNy', IL-17"u neppopun’
NKT henuja y cie3unu ST2" mumesa. I[IpouenTyanHa 3actyrmubesoct IFNy" NKT hemuja
je najeha ko ST2” mumesa koju cy noGujamn antn- PD-1 anturena (a). BALB/c ST27"
MUILEBU KoOju cy paobujanmu aHtu- PD-1 antuTena umajy 3HauajHo Behu mporeHar
sactymbenoctu IL-17"NKT henmja y omHOCY Ha cBe ocTane eKCriepuMeHTanHe rpyme (6).
IMepdoprr’ NKT hemmje cy 3HauajHO 3acTymibeHHje y caesnan BALB/C ST2" muwesa Ha
antu - PD-1 tepanuju. [Ipukasanu pesynrtatu cy apurMmeruuke cpeaune + SEM 7 mumieBa
IO TPy U3 Tpu 3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYAjHOCT je oxpehuBana Student's

T TecTom.
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ITpouenar CD3'CD49b" NKT henumja koje ekcnpuMupajy mMyHocynpecuHe Mapkepe KLRG-1
u FOXP3 je 3nauajuo mmwxu xkox BALB/cC ST2" mumesa Ha antn-PD1 Tepanuju y OJHOCY Ha
BALB/c mummese Ha auTi- PD-1 tepammju, ST2” u WT Mumese 6e3 tepanmje (p<0.05; durypa
31a, 6). Excripecuja IL-10 y CD3"CD49b" NKT henujama ciesune je 6ua HajHIDKA y CIE3MHH
BALB/c ST2"" mumesa na antn-PD1 Tepanuju, ca CTAaTUCTUYKHA 3HAYaJHOM PA3ITMKOM Y OJTHOCY

Ha WT murese 6e3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 318).
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®urypa 31. Aatu- PD-1 Tepanuja cmamyje 3acrymbenoct KLRG1®, Foxp3™ u IL-
10°'NKT hennja y ciae3unn ST2" mumesa. BALB/c ST2” mumesn KOJU Cy J00ujanu
auTy - PD-1 anTuTeNa MMajy 3Ha4ajHO Mamu IpolneHar 3actymbenoctu KLRG1Y, Foxp3™ u
IL-10"NKT henuja y oaHoCy Ha ocTane eKkclepuMeHTanHe rpyme (a, 6, B). IIpuxasanu
pe3yiTaTd Ccy apuTMeThuke cpeawHe £ SEM 7 mMmmeBa mo Tpynmu W3 TpU 3aceOHa

excrepuMenTa.. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je oapehusana Student's T recTom.
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4.12. TloBehana akymynanuja NKT heauja y rymopckoj mukpocpenunn koa ST2
" mumesa ma amtu-PD-1 Tepanuju je mnpahena mnosehanom excnpecujom

AKTHBAallMOHUX MapKepa

IIpouenar CD3'CD49b" NKT henmuja je 6mo 3HauyajHo BehH y TYMOPCKO] MHKPOCPEIMHH
BALB/c ST2" mumesa na autu-PD-1 Tepanuju y ogaocy Ha BALB/C mumese na antu-PD-1

Tepanuju, Kao u y ogHocy Ha ST27 u BALB/C mumese 6e3 tepamnuje (p<0.05; ®urypa 32a)

*

L

o WT

O ST2+

O WT +antiPD1
B ST2-+antiPD1

CD3+CD49b+ heanje

=

®urypa 32.Antu- PD-1 Tepanuja nosehapa 3acrymbenoct CD3'CD49b" NKT hennja
Yy TYMOPCKOj MHUKPOCPEINHHA ST2" mumesa. BALB/c ST2" mumesn KOjJU Cy J00ujanu
aatu- PD-1 anTuTena mmajy 3HadajHo Behy 3actymubeHoct CD3'CD49b" NKT hemmja y
OJJHOCY Ha CBE OCTajle eKCIepHMEHTaJHe rpyne. lIpukasaHu pe3ynraTu Cy apUTMETHUKe
cpeaune = SEM 7 mumeBa mo rpynu M3 Tpu 3aceOHa ekcrnepuMmeHTa. [Ipukazanu cy u
penpesentatuean FACS mnorosu CD3'CD49b" NKT henuja u3 cBUX eKCIEpUMEHTATHHX

rpyna. CraTucTuyka 3Ha49ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

[pouenar CD3'CD49b" NKT koje ekcnpumupajy FasLje 6uo 3Hauajuo Behu y TyMOpCKOj
mukpocpenran BALB/C ST2" mumesa na antu-PD-1 Tepanuju y oaHocy Ha BALB/C mumiese
Ha autu-PD-1 tepammju, ST2” u BALB/C mumese Ge3 tepammje (p<0.05; ®urypa 33a).
Excripecuja IFN-y je 6una 3nauajuo Beha y CD3"CD49b" NKT henujama Tymopa BALB/c ST2
" mumesa na antn-PD-1 Tepanuju y oquocy Ha BALB/c ST2" u BALB/c WT mumese Ge3
tepanuje (p<0.05; durypa 330).

72



CD3+CD49b+ hemnuje

a) *
80 -
)
=
2
E
& an-
+
o]
z
=
o - o WT
O ST2+
O WT +antiPD1
6) B ST2-+antiPD1
*
40
*
2
=
=)
E 20 1
+h‘
-
Zz
=
-, mhEd
D A

®urypa 33. Autu- PD-1 tepanuja mosehaBa 3acrymmbenoct FasL'm IFNy" NKT
heauja y Tymopy ST2" mumesa. BALB/c ST2" mumesn Koju cy mobujamu antu- PD-1
aHTHTeNa UMajy 3HadajHo Behu mpouenar 3actymbenoctr FasL u IFNy'CD3"CD49b" NKT
henuja y omHocy Ha ocrane ekcnepuMeHTtanHe rpyne (a, 0). [Ipukasanu pesynratu cy
aputMeTnuke cpeauHe = SEM 7 mumeBa mo rpynu U3 TpH 3ace0HAa EKCHEpUMEHTA.

CraTtrcTryKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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4.13. Antu PD-1 Tepanuja nmoBehaBa 3acrymsbenoct T sumdpounnrta y3 nosehame

eKCIpecHje AKTUBAIMOHUX MOJIEKYJIA, Y CIIe3UHH ST2"" mumesa

Ipouenar CD3"'CD49b™ T immdounta je 61o 3Hauajuo Behu y cnesnan BALB/C ST2” mumesa
Ha aHTH-PD-1 Tepanuju y nopehewy ca BALB/C mumesuma Ha antu-PD-1 tepanuju, kao u y
nopehemy ca BALB/c mumesuma 6e3 Tepammje (p<0.05; ®urypa 34a). 3acTymbeHOCT
CD3'CD49b" T numdonura je Takohe 6mia 3HauajHO Beha Ko ST2" y nopehemy ca BALB/c
mumeuMa 6e3 Tepanuje (p<0.05; durypa 34a). Excnipecuja aktuBamonor monekyina NKG2D
Ha CD3'CD49b™ T nmumdponutnumMa je 6una 3Hadajuo seha kox BALB/C ST2" muwesa Ha antu-
PD-1 Tepanuju y nopehemy ca ST2" u BALB/c mumesuma 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa
346). Huje Ouno 3HauajHe paznuke usmelhy ST2" muwesa nHa antu-PD-1 tepanuju u WT

munieBa Ha aHTU-PD-1 Tepanuju (durypa 340).
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®urypa 34. Aatu- PD-1 Tepanuja nosehasa 3acrymsenocr CD3'CD49 u CD3'CD49"
NKG2D" T aumdonuta y cie3mHu ST2" mumesa. BALB/c ST2"" mumesn KOju Cy
nobujamu antu- PD-1 anTuTena nMajy 3Hauajuo Behu npounenar CD3°CD49 u CD3"'CD49°

NKG2D" T mum¢pornuray cIe3mHH y OJHOCY Ha OCTale eKcrepuMeHTanHe rpyrne (a, 0).

[Tpuka3zanu pe3yiaTatH Ccy apuTMeTmuke cpenmHe = SEM 7 mwumieBa mo rpynmu U3 TpH

3aceOHa ekcriepumenTa. CTaTucTHyKa 3Ha4ajHOCT je oapehusana Student's T Tectom.
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Excrnpecuja monekyra CD107a y CD3'CD49b” T nmumdornuTtuMa je O6una 3HauajHo Beha y
ciesunn BALB/C ST2” mumesa na antu-PD-1 Tepanuju y mopehemy ca BALB/c ST2" u
BALB/c mumesuma 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 35a). Huje 6wmto 3HauajHe pasnuke usmel)y
BALB/c ST2" mumesa na antu-PD-1 Tepanuju u BALB/C mumesa Ha antu-PD-1 tepamnuju
(Purypa 35a). Ilponenar CD3'CD49b” T mumdonura xoju npoaykyjy IL-17 je 6uo 3HauajHO
Behu y cinesunun BALB/c ST2" muwesa na atu-PD-1 Tepanuju y nopehemy ca ST2" u
BALB/c mumese 6e3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 3560). Huje Ouo 3HauajHe pasiuke usMely

ST2" mumesa na antu-PD-1 tepanuju u WT mumiea Ha antu-PD-1 Tepanuju (durypa 350).
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®urypa 35. Autu- PD-1 Tepanumja nmosehasa 3acrymmbenocr CD107b" m IL-17° T
JuMQOIUTA Yy CIe3UHH ST2" mumesa. BALB/c ST2"" mumesn KOjH Cy JTIOOMjalii aHTH-

PD-1 antuTtena mmajy 3Hauajoo Behm mpomemar CD107b" m IL-17" T mumdonura y
cnesunu(a, 0). [Ipukasanu pesyiratu cy apuTMmeTndke cpeauHe + SEM 7 wmuiea mo

Tpynu U3 Tpu 3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTucTuuka 3HadajHOCT je oapehusana Student's T
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4.14. Awntu PD-1 Tepanuja mema ¢enorun T jumdounra y TYMOPCKOj CpeIuHu

ST2” mumesa

Autu PD-1 Tepanuja Huje 3HayajHO yTHIlAla HA TIPOLEHTyaIHy 3acTymsbeHoct CD3'CD49™ T

auM(OLUTA y TYMOPCKOj MUKPOCPEIMHH Y eKCIiepruMeHTaTHUM rpynama (durypa 36)

50 4

o wT

» 7 B ST2+

O WT +antiPD1
B ST2-+antiPD1

CD3+CD49b- heamje (%)

®urypa 36. Antu- PD-1 Tepanmja He yrumue Ha axymyiaamujy CD3'CD49b" T
JUM(POIHUTA Yy NIPUMAPHOM TYMOPY ST2" mumesa. I'padukoH niaycTpyje NpOLEHTAIHY
sactymbenoctCD3'CD49b" T numdonura u3Mely CBMX eKCIEpUMEHTAIHHMX TpyMa.
[Ipukazanu pesynratu cy apurmernuke cpeamne £ SEM 7 mmmeBa mo rpymu u3 Tpu

3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTHCcTHYKA 3HAYajHOCT je onpehusana Student's T Tectom.

[ponenar CD3'CD49" T numdonuta koju excrnpumupajy FasL je 6mo 3HawajHo Behm y
tymopuma BALB/c ST2" mumesa na anTu-PD-1 tepanuju y nopehemy ca BALB/C mumesuma
0e3 tepanuje (p<0.05; durypa 37a). Huje Ouno 3HauajHe pasnuke usmehy BALB/C sT2"
muiieBa Ha aHTH-PD-1 tepanuju u BALB/C mumeBa Ha anTH-PD-1 tepanuju (®urypa 37a).
[Ipouenar 3actymbenoctn CD3'CD49b” T mmmdormTa koju excrnpumupajy CD69, oxHOCHO
NKG2D je 6uo 3Hauajuo Behu y Tymopuma BALB/c ST2" muwesa Ha asntu-PD1 Tepanuju y
onHocy Ha BALB/c mumese Ha anti- PD-1 teparmmju, BALB/c ST2" 1 BALB/C mumese Ge3
tepanuje (p<0.05; durypa 37 6 u B).
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®urypa 37. Antu- PD-1 Ttepanmja crumyamme aktupanujy CD3'CD49b T
JUM@POIUTA Yy NPUMAPHOM TYMOpPY ST2" mmmesa. I'padukona wmirycTpyje 3Ha4ajHO
nosehany mnpouentyanHy 3actymbeHocT FasL™ T mumdomuta y ommocy ma BALB/C
munieBe 6e3 Tepammje. Iloctojm 3Hauajuo Beha 3actymmenoct CD69" m NKG2D'T
auM(oIUTa y OJHOCY Ha CBe ekcriepuMeHTanHe rpyne (0, B) Ilpukasanu pesynratu cy
aputMeTnyke cpenuHe = SEM 7 mmumeBa mo rpynu U3 Tpu 3ace0HAa EKCHEpUMEHTA.

Craructruka 3HaYajHOCT je oxpehuBana Student's T tectom.
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ITpouenar CD3'CD49b" T mmmdormta koju mnpoaykyjy IL-10 je 6mo 3Hauajro Behm y
TyMOpCcKOj Mukpocpeauaun BALB/C ST2" mumesa na antu-PD-1 Tepanuju y mnopehemy ca
BALB/c ST2” u BALB/C mumesnma 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 38a). Huje 6umito 3navajue
pasznuke u3mely ST2" mumesa na anTu-PD-1 tepanuju 1 WT mumesa va antu-PD-1 tepanuju
(Purypa 38a). Excripecnja FOxP3 y CD3"CD49b™ T nmumdonutMa je 61na 3HauajHO Beha Kox
BALB/c ST2” mumesa na antn-PD-1 Tepanuju y nopehemy ca ST2" u BALB/Cc mumesnma
0e3 tepanuje (p<0.05; durypa 386). Huje Omno 3nauajue pasnuke usmehy BALB/C sT2”

muiieBa Ha aHTH-PD-1 Tepanuju u BALB/C mumieBa Ha antu-PD-1 tepanuju (380).
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®urypa 38. Autu- PD-1 Tepanuja 3nauajuo cmamyje akymyaauujy IL-10" u FoxP3*
CD3'CD49b" T aumdouuta y NpuMapHOM TYMOPY ST2" mumesa. I'papuxona u
OUITyCTpYjy 3HauajHO cMameHy 3acTymbeHocT IL-10" m FoxP3" T numdonuTa npumapHOr
Tymopa y omaHocy Ha BALB/C wmumee 6e3 Tepammje. Ilpukazanu pesynatatu Cy
apuT™MeTnike cpeamHe = SEM 7 wmumieBa mo rpynmu W3 Tpu 3ace0HA EKCIIEpUMEHTA.

Crarrctryka 3HaYajHOCT je oxpehusana Student's T tectom.
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4.15. Edexkar 6;10xane PDL/PD-1 na NK heauje

IIpouenar CD3'CD49b" NK henmja koje excrnpumupajy FasL je 6mo 3mHauajHo Behum y
cnesunama BALB/c wmumeBa na antu-PD1 tepanuju y omHocy ma BALB/C wmumiese 6e3
tepammje (p<0.05; durypa 39a). Ilponenryanna 3acrymbeHoct CD3'CD49b" NK hemmja xoje
excupumupajy NKG2D je 6una 3nauajuo Beha y crmesmnn BALB/C muineBa na antu PD-1
Tepanuju y omnocy Ha BALB/C wmumeBe 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 396). Autu PD-1
Tepanuja je 3HauajHo mobehanma excmpecujy IFN-y y CD3'CD49b" NK henujama cresune

BALB/c mumeBa y ogrocy Ha WT muiiese 6e3 tepanuje (p<0.05; @urypa 398).
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®urypa 39. Autu- PD-1 Ttepanuja 3nauajno nosehasa excnpecujy FasL, NKG2D IFN-
v kox NK henuja cne3une. 3nauajuo nmosehan npounenatr NK hemmja koje excpummupajy
FasL (a), NKG2D (6)u IFN-y (B) y cie3unu mumieBa Tperupanux antu- PD-1 antutenuma
y omHocy Ha HerperupaHe BALB/c mumese. Ilpukasanu pe3yiratd Cy apUTMETHYKE
cpemmae + SEM 7 mmmeBa mo rpynm W3 TpH 3aceOHa ekcrepuMeHTta. CTaTHCTHYKA

3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T Tectom.
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Takohe, nporerar CD3” CD49" NK henujakoje mpoaykyjyIL-10 je 6uo 3Hauajuo Hiku kog WT

muieBa Ha auTH- PD-1 tepanuju y ogrocy Ha WT murieBe 6e3 tepamnuje (p<0.05; durypa 40).

CD3-CD49b" heanje
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®urypa 40. Autu- PD-1 Tepanuja 3nauajuo cmamyje ekcnpecujy IL-10 y NK heauja

IL-10+ heamje (%)

caesuHe. ['padukon minycrpyje 3HadajHo cMmameH mporeHaT NK hemuja koje excipumupajy
IL-10 y cne3uHn murieBa TpeTupanux aHtu- PD-1 anTuTenuma y oJHOCY Ha HETpeTHpaHE
BALB/c mumiese. [Ipukasanu pesynratu cy apurmerduke cpeauHe + SEM 7 mumesa 1o

IpyIH U3 Tpu 3aceOHa ekcriepuMmenTa. CTaTUCTHUKa 3Ha4YajHOCT je oapehuBana Student's T

TECTOM.

Y tymopckoj mukpocpenunu, antu PD-1 tepanwmja je 3Hawajao moBehaa akymynamujy CD3
CD49b"NK hemuja xoje excpumupajy NKG2Dy npumapaom Tymopy WT MuIeBa y 0gHOCY
Ha WT wmumieBe 0e3 tepanuje (p<0.05; @urypa 41a). Takohe, nporeHTat 3actymbeHoctu CD3’
CD49b"NK henuja koje excripumupajy FoxP3je 6uo 3nauajno mamu y Tymopuma WT Munrena

Ha anTH -PD-1 tepanuju y oqnocy Ha WT mutese 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 410).
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®urypa 41. Antu- PD-1 Tepanuja 3nauajuo nosehasa excnpecujy NKG2D u cmamyje
excnpecujy FoxP3 ma NK heamjama wu3osoBanux u3 mpumapHor tymopa. [losehan
nporeHat NK hemuja koje excripumupajy NKG2D (a), a cmamen nporierar NK henmja xoje
excripumupajy FOXP3 y mpumapnom Tymopy BALB/C mumieBa tperupanux antu- PD-1
aHTHTENIMMa Yy OAHOCYy Ha HerperupaHe BALB/C mumese. Ilpukazanu pesyiratu cy
aput™MeTnike cpeamde = SEM 7 wmumieBa mo rpynmu W3 TpU 3ace0HA EKCIIepUMEHTA.

CraTtrcTryka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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4.16. Edexar 6;10kane PDL/PD-1 na NKT heanje

Aurtn PD-1 Tepanuja Huje 3HayajHO NPOMEHHIA MPOLEHTYaNHy 3acTymbeHoct CD3'CD49b”
NKT henuja y cnesuan WT mumesa Ha antu-PD-1 tepanuju y nopehewy Ha WT mumiese 6e3
tepanuje (Purypa 42a). Ca gpyre crpane, antu PD-1 Tepanmja je 3HauajHo moBehama
excripecrjy CD69 monekyna na CD3'CD49b" NKT henmnjama y ciesuan BALB/C mumeBa Ha
antu-PD-1 tepanuju (p<0.05; durypa 4206).
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®urypa 42. Auru- PD-1 Tepanumja 3Hauajuo mnosehasa 3actymmemoct CDG69”
CD3'CD49b" NKT heanja y caesmnn. Hema pasnuke y HpOIEHTYaTHO]j 3aCTYILBEHOCTH
CD3'CD49b" NKT henuja y cnesuru melyy rpynmama (a). I'padmkon 6 miycTpyje 3HauajHO
Behy mnponentyamny 3actymbeHoct CD69° NKT hemmja y ciesmrm BALB/C mmmesa
Tpetupanux aHtu- PD-1  anTuTenmma |y omHocy Ha HerpermpaHe BALB/c
mumese. [ Ipuka3zanu pesynratu cy aputMeTudke cpeaune £+ SEM 7 mumeBa mo rpynu u3

Tpu 3aceOHa excriepumenTta. CTaTucTryka 3Ha4ajHOCT je oapehusana Student's T Tectom.
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Takohe, nponenar CD3"CD49b" NKT henuja koje npoxykyjy IFNy u perforin je 6uo 3nauajuo
Behu y ciiesunn WT mumieBa Ha anTH-PD-1 tepanuju y nopehemy Ha WT Mumese 6e3 Tepanuje

(p<0.05; durypa 44a,0).
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®urypa 43. Autu- PD-1 Tepanmja 3mauajuo mnosehasa 3acrymmbenoct IFNy' wu
nepdopun NK heaujay caesmnn. Beha mpouentyanna 3actymbenoct NKT henujakoje
excpumupajy IFNy(a) u nepdopun (0) y ciesunn BALB/C mumieBa tperupanux antu- PD-
1 anturenuma y oaHocy Ha Herperupane BALB/C mumieBe. Ilpukazanu pesynrate cy
aputMmetndke cpeaumHe = SEM 7 wmumeBa mo rpynu W3 TpuU 3aceOHA EKCIIEPUMEHTA.

Crarucriuka 3HaYajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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C npyre crpane, mponeHaT 3acTymbeHoctn CD3'CD49b" NKT hemmja koje ekcrpumupajy
Tpanckpurnuonu ¢aktop FOXP3 je 6uo 3HavyajHo Mamu y cinesnan WT mumieBa Ha antu-PD-1

tepanuju y nopehemy Ha WT mumee 6e3 tepanuje (p<0.05; durypa 45).
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®urypa 44. Autu- PD-1 Tepanuja 3uauajHo cMamyje excnpecujy FOXP3™ NKT heanja
y caesunu. ['padukon wmyctpyje 3Havajao cmameH mnporeHar NKT hemuja xoje
excnpumupajy FoxP3momekyn y cmesunn BALB/C mumieBa tperupanux antu- PD-1
aHTHTENIMMa Yy OAHOCYy Ha HerpetupaHe BALB/C mumese. Ilpukazanu pesyiratu cy
aputMeTnyke cpeauHe = SEM 7 mmmeBa mo rpynu U3 TpH 3ace0HAa EKCHEpUMEHTA.

CraTtrcTrKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

Auntu-PD1 Tepanuja je 3HauajHO nosehasna mpoueHTyanHy 3actymibeHoct CD3'CD49b" NKT
henuja y TyMOpCKO] MHUKPOCPEINHHU, Y OJHOCY Ha TyMOpcKy Mukpocpeaunny WT muieBa 6e3

tepanuje (p<0.05; durypa 45).
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®urypa 45. Autu- PD-1 tepanmja 3nayajHo nojauaBa akymyuaaumjy NKT heamja y
TYMOpPCKOj MUKpocpeaunu. ['padmkoH wmiaycTpyje 3Ha4ajHO moBehame 3aCTYIJbEHOCTH
NKT henuja y Tymopckoj MmukpocpenuHuBALB/C wmumeBa Ttperupanux antu- PD-1
aHTHUTENIMMa y oaHocy Ha HerpetupaHe BALB/C mumese. Ilpukazanu pesyiaratu cy
aputMeTnuke cpenuHe + SEM 7 wmumeBa mo rpynu u3 Tpu 3acebHa EKCHEpUMEHTA.

CraTucTrdKa 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.

IMpouenar NKp46™ m NKG2D" CD3'CD49b" NKT hemmja y nmpuMapHOM Tymopy je Omo
3Hauajao Behu koxg WT mumeBa Ha antu-PD-1 tepanuju y mopehewy na WT mumiee 6e3
tepanuje (p<0.05; durypa 46a,6). Excnpecuja IFNy" je 6mma 3Hauajuo Beha y CD3"CD49b”
NKT henujama y npumapaom tymopy WT mumesa Ha antu-PD-1 Tepanuju y nopehemy Ha

npumapau Tymop WT murieBa 6e3 tepanuje (p<0.05; ®urypa 468).
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durypa 46. Autu- PD-1 Ttepanmja 3mauajuo mosehaBa 3actymmbenoct NKp46',
NKG2D* u IFNy" NKT heamja y Tymopckoj mukpocpeiunu. I'padpukosn a, 6, B
niIycTpyjy 3HauajHo nosehame npouenta NKT henmja koje excnpumupajy NKp46, NKG2D
u IFNyy tymopckoj mukpocpeanauBALB/C mumeBa tpetupannx antu—PD-1 antutenuma y
oxHocy Ha HeTpeTupane BALB/C murieBe. [Ipruka3anu pe3yiaraTtd Cy apuTMETHUKE CPEIHHE
+ SEM 7 mumieBa mo rpynu u3 TpHu 3aceOHa ekcriepuMeHTa. CTaTUCTHUUKA 3HAYajHOCT je

onpehusana Student's T Tectom.
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Takohe, nporenTyanHa 3actymbeHoct KLRG1" u FoxP3" CD3"CD49b" NKT henuja je 6una

3Ha4YajHO Mama y npuMapHoMm Tymopy WT mmmieBa Ha antu-PD-1 Tepanmju y mopehemy Ha

npumapuau Tymop WT murieBa 6e3 tepamnuje (p<0.05; durypa 47a,0).
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®urypa 47.Autu- PD-1 Tepanuja 3HauajHo cMamyje 3actymbenoct FOXP3™ u KLRG1"
NKT heanja y tymopckoj mMukpocpeauHu. I'padukonn a u 6 wiIycTpyjy 3HauajHO
cmameH mporeHaT NKT hemuja koje excnpumumpajy FOXP3 m KLRG1 y Tymopckoj
mukpocpennHuBALB/C mumeBa tperupanux antu- PD-1 aHTHTEeNnMMa y OJHOCY Ha
Herperupade BALB/C murese. [Ipukaszanu pesynrtatu cy apuT™meTndke cpeaute = SEM 7
MHUILIEBA 10 TPYIU U3 TpU 3aceOHa excriepuMenTa. CTaTHCTHYKa 3HAYajHOCT je oapehuBaHa

Student's T tectom.
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4.17. Edexar oaokane PDI/PD-1 na makpodare

Aut- PD-1 Tepammja 3HauajHo mojauaBa akymynanujy F4/80° makpodara y Tymopckoj

mukpocpenran BALB/C mumesa y oqnocy Ha BALB/C mumiese 6e3 tepanuje (p<0.05; Fig 48a).

Takohe, nporienar TNFa" F4/80" makpodara je 61o 3nauajHO BehH Y TYMOPCKO] MUKPOCPEIHHH

BALB/c murieBa Ha antu- PD-1 Tepanuju y ogrocy Ha BALB/C mumiese 6e3 tepanuje (p<0.05;

Fig 486)
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®urypa 48.Autu-PD-1 Tepanuja 3Hauajno nosehasa npouenar F4/80" makpodara u

TNFo" F4/80" makpogaray Tymopckoj mukpocpeaunn. I'pagukona uiycTpyje 3HadajHO

nosehan mnpomenar F4/80° maxpodara y Tymopckoj mukpocpemunn BALB/C mmmesa

Tpetupanux aHtu- PD-1 antutenuma y omHocy Ha BALB/C mummeBe 6e3 Tepammje.

I'padukon 6 mmyctpyje mosehaHy mponeHTyamHy 3acTymibeHocT F4/80"maxpodara koju

npoaykyjy TNFo yrymopckoj mukpocpenuauBALB/C mumieBa tperupanux antu- PD-1
aHTHTENIMMa Yy OaHOCy Ha HerperupaHe BALB/c mumese. Ilpukazanu pesyiratu cy

apuT™MeTHike cpeawHe = SEM 7 wmumieBa mo rpynmu W3 Tpu 3ace0HA EKCIIEpUMEHTA.

CraTtrcTruka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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4.18. Edexar 6;10xane PDI/PD-1 na nenapurcke heanje

Antu- PD-1 Tepanuja He yTuye 3Ha4ajHO Ha MPOLICHTYJIAHY 3aCTYIJBEHOCT JICHIPUTCKUX hernuja

y npumapHoM Tymopy (Purypa 49a), amu 3HauajHO cMamsyje mpouenar IL-10" memapurckux

henuja (p<0.05; Fig 490).
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®urypa 49.Autu-PD-1 Tepanuja mMema eHorun aenapurckux heamja y tymopckoj
mMuKkpocpenunu. I'paduxona wuiyctpyje npomenar CDI11c” pmenmpurckux hemmwja y
TYMOPCKO] MUKpOCpeAnHH, 0e3 3HauajHe pasnuke mely rpynama. ['paduxon 6 mmycrpyje
3HauyajHo Mamu mponeHar CD11c nenmputcknx hemmja koje mpoaykyjy IL-10 y Tymopy
BALB/c mumieBa tpetupanux antu- PD-1 anturennma y ogHocy Ha Hetpetupane BALB/c
muinese. [Ipuka3zanu pe3yaTatu Ccy aputmeTnuke cpeaune £ SEM 7 mumieBa no rpynu u3

Tpu 3aceOHa excriepuMenTta. CTaTHCTHYKA 3HaYajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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4.19. Edexkar 610xane PDI/PD-1 na T aumdounte

[Ipumena antu- PD-1 tepanuje je 3Hauajuo moBehana excrpecujy CD107a monexyna y

CD3'CD49b T mumdponuruma cnesune (p<0.05; Fig 50a). Takohe, antu-PD-1 Tepammja je

3Hayajno nosehana u npoxykuujy IL-17 y CD3"CD49b™ T numdormtuma cnesune (p<0.05; Fig

506).
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Jumdouura cjiesnHe.

®urypa 50.AnTu-PD-1 Tepanmja nosehaBa mnpomenar CD107a" u

IL-17° T

3HavajHo moBehaH MpoIeHaT CD3'CD49b" T mumrorura KOj!

excripumupajy CD107a (a) u IL-17 (6) y cnesunun BALB/c mumieBa tpetupanux antu- PD-
1 anTurenumallpukazanu pe3ynrtatu cy apuTMeTnuke cpeaune + SEM 7 mumesa no rpynu

13 Tpu 3aceOHa ekcriepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT je oxpehuBana Student's T Tectom.

Y TyMOpCKO] MHMKpPOCpEAMHH, NpHUMEHa AaHTH-

PD-1 Ttepanuje je 3HauajHo moBehana

npoleHTyanHy 3acTymbesoct CD69" CD3'CD49b™ T numdomuta (p<0.05; Fig 51a). Autu PD-

1 Tepammja je 3HAYajHO CMamIIA TpPOIEHTyamHy 3acTymibenocT IL-10° CD3'CD49b T

auMQOIUTa y OIHOCY Ha eKCIIepUMeHTany rpymy 0e3 tepanwuje (p<0.05; Fig 516).
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®urypa 51.Antu-PD-1 Tepanuja noBehaBa excnpecujy CD69 u cmamyje excnpecujy
IL-10 moaekyna y T aumdpouurMa TymMopcke MHKpocpeauHe. 3HayajHO mnoBehaH
mporieHar T numdonutakoju excrpumupajy CD69 (a), a cmamen mnpomenat T
muMbonuTakoju nponykyjy 1L-10 (6) y npumapaom tymopy BALB/C mumeBa TpeTupanux
ant- PD-1 anTutenimMa y onHocy Ha HeTpetupane BALB/C mumese.[Ipukasanu pesynraru
cy apur™meTrnuke cpenuHe + SEM 7 mumieBa mo rpynu u3 Tpu 3aceOHa €KCHEpUMEHTA.

CraTtucTryka 3Ha4ajHOCT je oapehuBana Student's T tectom.
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5. IMCKYCHUJA

VY 0BOj UCTPaKMBAYKO] CTYIHjH je MCIUTHBAH yTHIa] ucToBpeMeHe Onokane PDL/PD-1 u IL-
33/ST2 ocoBuHa Ha pacT W IPOTPECHjy KapIUHOMa J0jK€ W KOJIOHAa W Ha AHTUTYMOPCKH
UMYHCKH OJITOBOD.

[To mpBu myT je nmokaszaHo Ja uctoBpemena oiokaga PDL/PD-1 u 1L-33/ST2 curnannux myreBa
3HAYajHO OJUTaXKE TMO0jaBy MaTNaOMIHOT KAapIMHOMA JI0jK€ U KOJOPEKTATHOT KapIHHOMA, Y
oaHocy W Ha mojeauHauny Onokaxy PDL/PD-1 wmm 1L-33/ST2 curnamnor myra. Ilopen
,,OJUTO’KEHE T0jaBe Tymopa, uctoBpemena Onokamga PDL/PD-1 u IL-33/ST2 ycmopaBa pact
npuMapHor Tymopa. Cpeama BpeAHOCT IPEYHUKA M Mace MPUMapHOT TyMopa je Onia 3HadajHO
Mama y Tpynd MuineBa ca uctoBpemeHom Ojokagom PDL/PD-1 u IL-33/ST2 curnamxnux
yTeBa.

V najbeM HCTpaKHBamby Cy HCIUTHBaHH edekT cumyirane onokane PDL/PD-1 u IL-33/ST2 na
AQHTHU-TYMOPCKH UMYHCKH OJITOBOD.

urorokcuunoct NK henmja mpema tymopckum henmjama je 3HatHo Beha y ycioBHMa JyTuie
onokage PDL/PD-1 u IL-33/ST2 ocoBuna, in Vitro u in Vivo, U MpeTexXHO Ce OJBHja MPEKO
yHyTpalmer myTa anontose. McroBpemena oiokana PDL/PD-1 u IL-33/ST2 ocoBuHa 3HauajHO
nosehasa excripecujy FasL, NKG2D, IFN-y, IL-17, nepdopuna, a cMamyje ekcripecujy IL-10
FoxP3 y NK hemujama cnesmne. /[BocTpyka Oiokaga 3Ha4ajHO mmojadaBa akymynanujy NK
henmja y nmpumapau Tymop, kao u ekcripecujy NKp46, NKG2D, FasL, nepdopuna, a cMamyje
excnpecrjy KLRG1 u FoxP3 monekyna y NK henujama. Jlynna Onokajga ytuye Ha Jyxe
npexxuBibaBatbe NK henuja y npumapHoM Tymopy, moBehaBa ekcrmpecujy MIRNA-155 wu
MIRNA-150 u nosehaBa Tpanckpunuuony aktuBHocT NFkB tpanckpumnimonor ¢akropa y NK
henujama.

Hcropemena Gnokana PDL/PD-1 u IL-33/ST2 ocoBruHa cMamyje MPOIEHTYaIHY 3aCTYIJbEHOCT
MMYHOCYNPECUBHHX TIOMYyJallja: MHUJEIOUIHUX cylncpecopckux hemmja u T perynsaropHux
TUMGOINTA Ka0 U HBUXOBY aKTUBHOCT (CEKpeln]y UMYHOCYIIPECUBHHUX IIUTOKUHA) U y CIIE3UHU
U Yy IpUMapHOM TyMOpY.

HcroBpemena Onokana PDL/PD-1 u IL-33/ST2 curnamHux myreBa moBehaBa NMpOLEHTYaIHY
3actymsbeHocT NKT henuja y cnesunu kao u excupecujy NKG2D, IFN-y, IL-17 u nepdopuna, a
cmamyje ekcnpecnjy KLRG1, FoxP3 u IL-10 y NKT hemmjama. ¥ mpumapHOM TyMOpy, Y
ycnoBuMa ayruie Ojokaze, 3adenexena je moehana akymynarnuja NKT hennja xoje mojauano

excnpumupajy FasL u IFN-y.
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Hcrospemena 6mokama PDL/PD-1 u IL-33/ST2 ocouna moehasa nporenat T mumdonura y
cne3unu, y3 nosehame ekcnpecuje NKG2D, IL-17 u CDI107a, nok y mpuMapHOM TyMODY,
noBehasa ekcripecujy FasL, CD69 u NKG2D, a cmamyje ekcripecujy I1L-10 u Foxp3.

[Tojenunayna antu-PD1 tepanuja je 3HauajHO ycmopuia pacT Tymopa u noBehana excnpecujy
aktuBupajyhux momnekyna CD69, NKp46, NKG2D y NKT henujama ciesune m Tymopa u

MOJICTaKJa aHTU-TYMOPCKE NIpoMeHe (eHOTUIa ACHIPUTHCKUX henuja u Makpodara y

IIPUMAapHOM TyMOpY.

5.1. HcroBpemena 6aokaga PDL/PD1 u IL33/ST2 ocoBuHa ojJiaxe mojaBy u

ycrnopasa pact NpuMapHOT TyMopa

brokana PDL/PD-1 oce mojauaBa aHTU-TyMOpCKY uMmyHOcT. On oTkpuha, antu PD-1 Tepanuja
je omoOpeHa 3a Jeuemhe pa3InduTUX BPCTa TyMOpa, Kao IITO Cy MEJaHOM, KapIuHoM OyOpera,
pak Oemmke u miyha (243). Mehytum, He MOXKe ce 3aHEMAapHTH Ja Ce HEeKesbeHH aorahaju
jaBipajy Koj yrmorpebe Behux mo3a win mnpojayxeHe tepanuje (244). IlperxoaHa UCTpaKuBarba
cy mokazana na osokupame |L-33/ST2 curHamHor myra mMa ciiMyHe eeKTe Ha pacT Tymopa,
Ka0 M aHTH-TYMOPCKY UMYHOCT Ha MHIIj€M MOJIETY KaplIMHOMA JI0jKe, TOK TIOBehaH! JIOKAIHU U
cepymcku 1L-33 kopenupajy ca TeKOM U MPOrpecMBHUjOM Ooiemnthy KOA pa3IUuYUTHX THUIIOBA
tymopa (116, 245, 246). Viora ocosuna IL-33/ST2 u PDL/PD-1 y Guonoruju Tymopa je
JIeTaJbHO MCIUTAHA, AJIM MOJAIM CY BPJIO CKPOMHHM KaJla j€ ped O MHTEPAKINjU OBHX CUTHAIHUX
nmyTeBa. Y Hama JIOCTYIHO] JIUTEPATypH, J0 caja MOCTOJH CaMo je/lHa CTy/Mja Koja Mmokasyje na
npumMeHa |L-33 y komOunanuju ca antu PD-1 Tepanujom gonpuHOCH yXKeM NPEKUBIbABaY
MHUILIEBA KOJU UMa]y aKyTHY MHjeJOUJHY JieykeMH]y. Ped je 0 CHa)KHO MMYHOI'€HOM MOJENy
TyMOpa, Y KOM C€ aHTH-TYMOPCKH UMYHCKH OJI'OBOP YIJIABHOM 3aCHOBaH Ha ITUTOTOKCHYIKUM T
aumdorutuma (247). Tlpema HaiieM casHamby, OBO HUCTPaKHMBambE je MPBO KOje MOKasyje Ja
cumynrano o6nokupame 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBrHa 3HauajHO 0O/j1aXKe MOjaBy MaIMaOHITHOT
TyMOpa M ycCIopaBa pacT NPUMapHOr TyMOpa y EKCHEpUMEHTAIHUM MOJEIMMa KapLUHOMA
JI0JK€ M KOJOPEKTATHOT KapIiimHoMa, y iopehemy ca mojennuauynuMm 6mokanama |L-33/ST2 wim
PDL/PD-1 ocoBuna (®urypa 1-3). Ilokasana je Beha edukacHocT IBOCTpyKe OJoKame y

oraramby HOjaBe MaanaOuIIHOT TyMOpa U yCIIOpaBaky HBETOBOT pacTa.
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5.2. HUcroBpemena Ouaokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa mnojayaBa

HUTOTOKCHYHOCT U Merba peHoTun NK hesnuja ciesnne

Kako o6a rope momeHyTa CUrHaJIHA ITyTa MOJYJIUPAjy UMYHCKH OJATOBOP HA TYMOD, Y HACTaBKY
UCTpaKMBamka UCIUTUBAIN cMO edekat ucroBpemene oiokane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna
Ha AHTUTYMOPCKY HMYHOCT. Y HCTPaXHBamby CMO KOPHCTHIHM EKCIIEPUMEHTAIHU MOJEI
kapuuHoMma Jojke 4T1 u konopekranHor kapiuaoma CT26, kox BALB/C mumesa. Mmajyhu y
BHJTy Jla Cy 00a TyMopcKa Mojena c¢i1abo MMyHOTeHa, (JOKyCHpaIn CMO C€ Ha aHalnu3y ypoheHor
aHTHU-TYMOPCKOT MMYHCKOT oaroBopa. [IpBo cmo anammsupanu murotokcuanoct NK hemnwmja.
JloOujeny pe3ynTaTH Cy TOKa3amu ja je muToTokcmyHoct CD3'CD49" NK hemmja mojauana
onokagom IL-33/ST2, a mocebno Gimokagom PDL/PD-1 ocoBune. Mnak, nBocTpyka Oyiokaaa
OBHX OCOBMHA joml Buile mojadaBa murotokcuunoct NK henuja (Durypa 4). Jla OGucmo
MOTBPAWIIM Pe3yATaT KOju yKa3yje Ha mojadany mutoTokcnyHocT NK anammsmpamu cmo
¢byukuonanau ¢enotun NK henwmja, y cnesunu u y npumapHoM Tymopy. Behu mpouenar
TYMOPHIIUIHUX FasL®, NKG2D", nep@opHH+, IL-17" u IFN-\(+ NK henuja npahen je cMameHUM
npucyctBoM IL-10" u FoxP3" CD3'CD49" NK hemmja y cIe3swHM MHIIEBa ca JBOCTPYKOM
onokagom (durypa 6-9). Mako cmo nerekroanu Behu npouenar NK henuja koje mpoaykyjy
IFN-y y cie3unu, HECMO peructpoBain mopact konueHrpamuje IFN-y y cepymy BALB/c sT2”

MHIIeBa TpeTupanux aHtu- PD-1 anturenuma (Ourypa 17).

53. Bbaokaga IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBunHa mnojauaBa akyMmyJauujy u

3Ha4ajHo Mewma ¢penorun NK heanja y rymopckoj Mukpocpeaunu

FACS ananmuzom Tymop HMHOUITpUIIYhHMX JIeyKOLUTa MPUMApHOT TyMopa OTKPHUIM CMO Ja
ncroBpeMena 610kaza 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna nojauasa axymynamujy CD3'CD49" NK
hemuja, y3 noehany ekcnpecujy monekyina NKp46, NKG2D, FasL u nepdopuHa, a cMameHy
excripecujy naxuoutopHor KLRG-1 u FoxP3 (durypa 10-14). IIpuka3anu pe3yiaraT 3ajeaHoO
yKa3yjy Ha I0jayaHy LMTOTOKCMYHOCT W UWHTeH3MBHH]y akymynanujy NK hemmja y3
npenomuHanujy tymopuiuanux NK henuja y cne3uHu v mpuMapHOM TyMOpY MHILEBAa HAaKOH
koomokane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 curnannux myreBa. JloOMjeHH pe3y/TaTd Cy y CKIamy ca
MPETXOAHO CHPOBEIEHUM CTyAMjaMa Koje Mokasdyjy mopact unurorokcuuHoctd NK henmja u
npomeHy ¢enoruna y mnpasuny tymopuimHaumjux NK hemmja nakon Omokane PDL/PD-1
(248,249), ogrocuo 1L-33/ST2 curnanuor myta (250). 3anuMibrBO je aa ce npoaykiuja IFN-y u

IL-10 y NK henujama yrimaBHOM Mema kao pesyarar omokage PDL/PD-1, nok ce ekcrpecuja
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NKp46 u nepdopuna Mema yriaBHoM kao nocieauna omokazae 1L-33/ST2 ocopune (Purypa 6-
9,11-13).

5.4. baokaga IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa uHTeH3uBHpa mnpo.iudepaunjy,
cMamyje HUBO anonTo3e U nosehasa Tpanckpunuuony aktuBHoct NK heauja y

TYMOPCKOj CpeIMHH

VY HacTaBKy MCTpakKMBama aHAIM3UPAIU CMO Mpoju(epaTuBHU cTaTyc U mpexuBibaBame NK
hemuja xoje wmubunTpUpajy npumapHu Tymop. Hakon cumynrane Omnokame IL-33/ST2 m
PDL/PD-1, NK henuje umajy TeHAEHIMjy Ja CE BHUIIE Pa3MHOXKABA]y M Mambe Cy IMOJIOKHE
aronTo3U, IITO je y CKJIaay ca HBHUXOBOM BehoM MNpOIEHTyaqHOM 3acTylubeHoIIhy yHyTap
npumapHor tymopa (Purypa 15). 3narno Behu nponenar uarparymopckux NK henuje BALB/C
ST2" mumesa Tpetupanux aHtu- PD-1 aHTHTeNmMMma, eKCIpUMHUpPAO je TPAHCKPUIIHOHE
daktope NFkB u STAT3 (durypa 16). Tpauckpumimonu ¢akrop NFkB crumymmmie
MIPOU3BO/IbY M CEKPElLIMjy MHOTUX aKTUBHMPAjyhux UTOKHHA Y eekTopckuM henujama, uzmel)y
ocranor u y NK henujama (251). Tlokazano je na akrtuBanmja NFkB myrem MAPK myra
nmojauaBa cekpenujy IFN-y u mepdpopuna y NK henujama (252). Mako je excnpecuja NFxB
3HauyajHo Beha y rpynu BALB/C ST2" mumesa Tpetupanux aHtu- PD-1 anTuTenuma, Hamm
pe3yaTaTu Mokasyjy jAa je mwerona nosehana ekcrpecuja y NK henujama nperexxno mocienuna
onokane PDL/PD-1 curnanHor myra. ¥ ckiany ca T0OMjeHUM pe3yiaTatuma, cryadja Zhou u
capagHHKa moka3ana je na onokana PDL/PD-1 nosehasa excripecujy NFkB y T numdoruruma
(253). C npyre crpane, excrpecuja STAT tpanckpumnionox ¢akropa y NK henunjama, mocedOHo
STATS3, Beoma je BaxxkHa 3a aktuBauujy NK henuja, jep mojauaBa excnpecujy MolieKysa KOju
aktuBupajy NK henuje kao mro cy NKp46 u NKG2D (254). OBu Hanazu MOry oOjaCHUTH
npoMeHe ¢yHkuuonanHor ¢enoruna NK henuja y mpaBiy akTUBHHjEr U TYMOPULIUIHH]ET

ycaen koonokane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1.

5.5.  3HayajHO cMameHa JIOKAJIHA U CHCTeMCKAa MMYHOCYNpecHja HAKOH OJioKaje

IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna

Ca o63upom na ko-6mokanga IL-33/ST2 u PDL/PD-1 mojayaBa akymynanujy U OUTOTOKCHYKY
aktuBHOCT NK henuja, y HacTaBKy cTynuje UCIIUTUBAIN CMO Jia JIU je MpoMeHa (PyHKIIMOHATHOT
denoruna NK hemmja mocnenuna gupektHor edekra ko-Omokane Ha NK henumje, mocnenuna
WHTEpaKIHje ca JSHAPUTCKUM henrjama uin rmocienuiia cMameHe cynpecuje akTuBHOCTH NK

henuja (255). T'oroBo HempoMmemeHN (EHOTHIT NESHAPUTCKUX henuja y ycioBUMa KO-OioKaje,
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(®urypa 19), ykasyje Ha HE3HATHY yJory AeHApUTCKHX hemuja y moactunamy NK hemuja.
3aTUM CMO TECTHUpPAIM IMOTEHIMjAIHY YJIOTY MMYHOCYNpecuBHUX henmuja y oBoM QeHOMeHy.
JloOujeHn pe3ynTaTd TOKa3yjy 3HAYajHO CMameHy cucTeMcKy kouueHtpanujy IL-10 xon
BALB/c ST2" muuiesa tpetupanux aHtu- PD-1 anturenuma (®urypa 17), ¢ jeane crpane, u
3HAYajHO CMambeHy IPOIECHTYIaHy 3acTyIJBEHOCT HMMYHOCYNPECMBHHX heiHja Kao IMITO Cy
mujenongne cynpecopcke hemuje- MDSC u T perynaropuu mumdormru (Purypa 21-23).
[To3nHaro je na cy rmaBuu u3Bop IL-10 ynpaBo HaBenmeHe umyHnocymnpecusHe henuje (256,257).
Mujenouane cynpecopcke henuje yecto HHQUATPHPAj]y TYMOPCKY MUKPOCPEANHY, U OOUYHO Cy
Hipahene” perynatopuum T nmumbornuruma (258). O6e Bpcre henuja urpajy BaxkHy yjaory y
cynpumupamy edektopckux NK u CD8' T numdomuTa, IMPEeKTHAM KOHTAKTOM,
MMYHOCYIIPECHBHIM MEAHMjaTOpUMa WIM YaK METa0OJMYKMM omTehemeM, ITO CBE 3ajeTHO
oJIaKiaBa nporpecujy Tymopa (259,260).

W3 HaBeneHMX pasziora aHAIM3UPAIM CMO NPOLEHTYaIHY 3aCTYIUbEHOCT M (DYHKIHMOHAIHU
¢denoTun mujenongHUX cynpecopckux hemuja mu T perynaTHOpHUX JUMQOIHTA Y CIC3UHU H
TKUBY TpUMapHOr Tymopa. Hamm pesynratu cy mokaszaid 3HAYajHO Mamby aKyMyJanujy
CD11b"CD11c Gr-1" MDSC, CD4"CD25 Foxp3™ Tregs, xao u Tregs koje mpoaykyjy IL-10 y
CIIE3UHH W TYMOPCKO] MHKPOCPEIWHH MuIieBa ca Ko-Omokamom [L-33/ST2 u PDL/PD-1
ocoBuHa (Durypa 21-23). Hako je nporueHar Tregs koje npoaykyjy IL-10 6e3 cymme HajMambu y
rpynu BALB/c ST2" muuresa TpetupaHux aHtu- PD-1 antuTenuma, BpeaHO je MoMeHa Ja je
onokana IL-33/ST2 ocoBune y HajBehoj Mepu oaroBopHa 3a oBaj (eHomeH (Purypa 22).
3aHMMIBHBO je J1a K0-0mokaza oca IL-33/ST2 u PDL/PD-1 nuje yrunana va ekcipecujy iINOS u
IDO y mujenoninum cynpecopkuM henujama. AHann3a ekcrpecuje TPAaHCKPUIIMOHOT (pakTopa
NFxB y mwujenonanum cymnpecopckuM henujama mokasyje CynpoTHE e(dekTe IojeAMHayHe
onokazne. Haume, IL-33/ST2 Gnokana cmamyje, ok PDL/PD-1 6iokana nmoBehaBa excrpecujy
NF«B y mujenongnum cynpecopckum henujama (Gurypa 21). OBu edektn cy HeyTpaIu30BaHU
kon BALB/c ST2" mumesa Tpetupanux aHTtu- PD-1 anturenuma rae ce yowaBa Oiaro
cMmameHna ekcrpecrja NFkB (®urypa 21). JlurepanHu mojand ykasyjy Ha MPO-TyMOPOTCHY
yinory NFkB y mujenounnum cymnpecopckum hemmjama (261). Umynocynpecusae MDSC u
Tregs xoje mpoaykyjy IL-10, koje ce cmameHO aKyMyJHpajy y CI€3HHH U TYMOPY HaKoOH
nBocTpyke Onokaze, mory yrunatu Ha ¢peHorun NK henuja. [la Gucmo ucnuTanu oBaj yTHIaj,
TPETHpAIH CMO CBEXe u30yoBaHe cruieHoiure BALB/C ST2” wmumesa ca antu-PD-1
aHTHTENMMa, Kao U ca uaxuouropuma IDO (1-MT) u INOS (LNMMA), nBa BakHa MoOJIEKyIIa
aHra)xoBaHa Ha uMyHocynpecuBHuM edextuma MDSC u Tregs (262,263), a morom cmo

anammsupanu penorun NK henuja. Maxubunuja IDO u INOS mojayaBa TyMOpUIIUIHU (EHOTHUIT
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NK hemuja, y cimyaoj mepu kao u Onokupame camo PDL/PD-1 ocoBune (®urypa 24).
Hcrospemena nuaxubunuja PDL/PD-1, IDO u INOS jomr uHTeH3MBHHjE M10jadyaBa TYMOPHIIHIHH
¢enotun NK henuja, mro ykasyje na 6nokana PDL/PD-1 oce nenyje He3aBHCHO 01 HHXHOHIIU]jE
IDO u INOS (®urypa 24). OBo otkpuhe ykasyje 1a cMambeHe UMYHOCYIIPECH]E HE UTpa KIbYUHY
ynory y npomenu ¢yHknuoHaiaHor ¢genorurna NK henuja, y ycimoBuMa ucToBpeMeHe Oyiokaje

IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa.

5.6. OpcycrBo IL-33/ST2 curnaador myra u PDL/PD1 ocoBunHe mnojayaBa

nuToTokcuyHocT NK hesnmja npexo nepdgopun/rpanzum B nmyra anonrose

Tect nurokcuuHocTu ca cBexe mzonoBanuM NK hennjama mokasyje na ucroppemeHa 6iokana
IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBunHa aupekTHO MojadaBa edektopcke ¢ynkuuje NK henmja
(®urypa 25). JJoOujeHu pe3ynTatd ykaszyjy na y ocHOBU mnoBehaHe murokoTckumyHocTH NK
henuja jecte genoBame cumynrtane 6mokazae. Kako NK henuje kopucre HajMame 1Ba pa3nTuduTa
nyTa 3a eJIMMHHAIMjy TyMOPCKHX henuja, ypaauiau cMoO goaaTaH in Vitr0 excrepuMeHT na
OucMo YTBpIWIM KOju je myT amomnrto3e mperexxHo aktuBupan NK hemmjama y ycnmoBuma
nBocTpyke Omnokazne. [lojeauHayHuM OJIOKMpameM amnonNTOTUYHMX IyTeBa, Kao WITO je
nperxoaHo onucaHo (240), moka3zanu cMo Aa je henujcka cMpT TyMOpckux henuja TOMHUHAHTHO
MHYKOBaHa IyTeM nephopuH/TpaH3uM B, ok crosealimky MyT anonTo3e Urpa 3Ha4ajHO Mamby

yiory y nutorokcuanoctu (Purypa 25).

5.7.  Bbaokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna mema ekcnpecujy miRNA y NK

heaujama

Kako cy 10 cajga nmpukaszaHu pe3yaTaTd ykasaau Ha gupektad edekar IL-33/ST2 u PDL/PD-1
KO-0JIOKaJie Ha IUTOTOKCUYHOCT U m3MeweH (enotun NK hemuja (Ourypa 25), Ham cienehu
Wb je OMo Ja yTBpAMMO Ja JIM JABOCTpyKa Ojokana m3asuBa enurenercke npomene y NK
henujama koje mory O6uTu jeman on pasnora 3a nosehany axtuBauujy NK henuja. Henasne
CTyIUje CYrepuily Jia HEKOJHKO He-koaupajyhmx kpatkux cermeHara RNA (eHri. micro
rubonucelic acid, miRNA) mory AMpPEeKTHO W/WIM WHIUPEKTHO 1a KOHTPOJHINY EKCIIPECH)Y
MOBPIIMHCKUX MoJIeKys1a BaxxHuX 3a aktuBHOCT NK henmja (264). Usmehy ocrammx, miRNA-
150, miRNA-155 u miRNA-146 cy mehy Hajoosbe okapaktepucanum MIRNA y NK henmjama.
Amnamuza excrpecuje oBux MIRNA y NK henujama mokasyje 3HauajHo moBehaHy €KCIpPECH]Y
MIiRNA-150 u miRNA-155 y NK henujama muiesa ca gBoctpykom Omokagom 1L-33/ST2 u

PDL/PD-1, nok nBoctpyka OJOKaaa HuUje 3HauajHO ytulaida Ha ekcnpecujy MIRNA-146a
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(®urypa 26). IMosuaro je ma je MIRNA-146a mpeTekKHO HETaTWBHU PETYJIATOpP MPOH3BOIHE
mutoknHa 'y NK hemujama (232). miRNA-150 moxke menoBaTH WHXHOWTOPHO IuJbajyhu
neppopun ynyrap NK hemuja u cmamyjyhu murorokcuunoct NK henmja (265), anm takohe
MOXeE CTHMyIucatu pa3Boj u caspeBambe NK henmja y numpHHM 4YBOpOBMMA M CIE3WHH,
CTHMYJIUCATH MMOKPETakhe UMYHCKOT 0AroBopa u npousBoamy IFN-y (216). IIperxoane crymuje
cy notBpamwie ga je MIRNA-155 jeman on riaBHEMX akTHBaropa mpousBoime IFN-y u ma
npekomepHa ekcrpecruja MIRNA-155 nmosehasa nutorokcuunoct NK henuja u mojauaBa NFxB
curnanm3anyjy 'y NK henujama (266, 267). Takohe, mnokazano je ma MIRNA-155 y
EKCIIEPUMEHTAITHOM MOJIEeNy KapIIMHOMa JI0jKe MUIIIa urpa yjory y npouecy unpuiarpamuje NK
henmuja y Tymopcko TkuBO (222). Y ckiagy ca OBMM Hala3uMa M HAlIUM [PETXOJHUM
pesynratuma Jia IBocTpyka Oiokazaa nojadaBa NFkB curnanusanujy (®urypa 16), npousBoamy
IFN-y (®urypa 8) u akymynauujy NK henuja y tkuBy Tymopa (Purypa 10), Bepyjemo aa IL-
33/ST2 u PDL/PD-1 ko-6110Kka/ia mpuMapHO HHIYKYje CMUTEHETCKE MPOMEHE KPO3 MPEKOMEPHY
excripecrjy MIRNA-150 u miRNA-155 y NK henujama, Mewba TpaHCKPHUIIIIUOHY aKTHBHOCT H

nojayaBa Tymoputuaau ¢penorun NK hemmja.

5.8. baokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna mnosehaBa akymyaanmjy M1

Makpodara y TYMOPCKOj MUKPOCPeIMHH

Cumynrana Omokana ocoBuHa IL-33/ST2 u PDL/PD-1 uma moBosbHE e(eKTe W Ha Jpyre
henujcke momynanuje, Kako y CJIE€3WHHU, TaKO U Yy npumapHoM Tymopy. Kanga cy y nutamy
Makpogary, Hallli pe3y/ITaTd MoKa3yjy /1a JBOCTpyKa 0JloKajia He yThde 3HauajHo Ha nosehame
MIPOLIEHTYaJHE 3aCTYIUbEHOCTH Makpodara U M3MeHy BUXOBOI (heHoTuna y cne3unu (durypa
27), anu 3HaYajHO TMojadyaBa akymynanujy F4/80°CD86" maxpodara, kao u Makpodara Koju
nponykyjy TNF-a (®urypa 28). JloctynHu mojgamnu ykasyjy Ha TO Ja MPHIHKOM OJ0Kaje, ooe
0COBHHE MMajy onpeheHe edekre Ha Makpodare TyMOpcke MUKpocpeanHe. Panuje je mokaszaHo
na Onokupamwe |L-33/ST2 ocoBuHe cMamyje 3acTymibeHOCT M2 Makpodara y TYMOPCKO]
cpenunn (268), 1ok mpyre cTyauje ykasyjy Ha To jaa mpuMmeHa antdu- PD1 antutena mosehaBa
3acTymbeHOCT M1 Makpodara y Tymopckoj cpenunu (269). C apyre ctpaHe, MOjeIUHNA ayTOPH
Cy mokasayu Jia npumena antu- PD1 anturena He Mewma 3HauajHO 3aCTYIJbEHOCT OBHUX henuja y
TYMOPCKOM TKHBY, Beh Ja MHOro 3HayajHHMje yTW4Ye Ha WUXOB (enorun. Hamme, y Toky
npumMene antH- PD1 aHTHTena 3HauajHO ce cMamyje ekcrpecHja aprunasze (Argl’), jemme on

ommka M2 ¢enoruna makpodara (270, 271).
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5.9. buaokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna noBehaBa 3acrymbenoct NKT

hesuja y cjie3uHM 1 IPUMAPHOM TYMOPY ¥ Mela lbUX0B (PeHOTHIT

bnokama PDL1/PD1 u IL-33/ST2 curnannux nyrteBa noehaBa MpOICHTYaIHY 3aCTYIJbEHOCT
NKT hemmja y cnesunn, cmamyje ekcnpecwjy uHxuOumuonor wapkepa KLRGI,
TpanckpurnuoHor ¢akropa FOXP3 wu mnpoaykumjy IL-10, nmox mnoBehaBa ekcmpecujy
aktuBarmoHnx mapkepa Ha NK hemujama FasL, NKG2D kao u mpoaykmujy IL-17, IFN-y u
neppopuna (Purypa 29-31). V tymopy, 6iokana PDL1/PD1 u 1L-33/ST2 curHanHux myreBa
noehaBa mpouentyanny 3actymsbeHoct NKT henmja, kao u eKcrpecujy aKkTHBAIMOHOT
mapkepa FasL u nosehasa nponykuujy IFN-y (®urypa 32-33). Kana cy y nuramwy NKT henuje,
HallM pe3yNTaTH yKa3yjy jaa cuMmyiraHa Omokana ocoBuHa IL-33/ST2 u PDL/PD-1 nosehara
HBUXOBY 3aCTYIUBCHOCT M Y CIE3MHH M y TYMOPY CMamyje eKCIPECH]y HMYHOCYIPECHBHUX
MOJICKYJIa, TOK moBehaBa eKCIpecHujy akTHBAIMOHUX MoJieKyia. Panuje je mokazano na PDI/PD-
1 Gnokana crpeudaBa aneprujy NKT henuja y moneny mumijer MenaHoma, Kao M Ja CIpedaBa
HacTaHak Metacrasza (272,273,274). C mpyre ctpane, no3Hato je aa IL-33 crumynuiie pas3Boj
NKT henmja koje cy peHoTHIICKH cauyHe moMaraykuM T auM@onuTiMa Jpyror THMa, a Koje
CYIIPUMHUPA]y aHTH-TYMOPCKH HMMYHCKH ojaroBop (275,276). Cunepructuuku, Osiokama IL-
33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBrHa NONPHHOCH aKTUBHHUjeM (EHOTHUITY KOju e(DHKACHO YYeCTBYje Y

AHTU-TYMOPCKOM UMYHCKOM OATOBOpPY.

5.10. Bbaokaga IL-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuna noBehaBa 3actym/benoct T

JuM@onuTa y3 nosehame excnpecuje akTHBallMOHUX MOJIEKYJIa

Edexar nBoctpyke Onokame PDL1/PD-1 wu IL-33/ST2 curHanaux mnyreBa mnoBehaBa
MPOICHTYaTHY 3acTymybeHocT T muMmdonurta y cie3unn, moBehaBa €KCIpecHjy aKTHBAIMOHOT
mapkepa NKG2D kao u mnpoaykiujy IL-17 u CDI107a (Purypa 34-35). YV TymMOpckoj
MHUpKOcpeauHH, ucroppemena oiokana PDL1/PD1 u IL-33/ST2 curHamHux myreBa He yTu4e Ha
MPOLEHTYAJHY 3aCTYIJbeHOCT T uMoIuTa, aau nopehasa ekcrnpecHjy akTHBAlIMOHUX MapKepa
FasL, CD69, NKG2D, cmamyje ekcrpecHjy TpaHCKpHIIIHOHOT ¢akropa FOXp3 m cMmamyje
npoaykijy 1L-10 (durypa 36-38). Jlocrymua nmuteparypa mokasyje ma IL-33 mpomoBsuiie
pa3BoOj TymMoOpa Tako IITO CTUMYIHUIIE ekcrnau3ujy T perynaropHux sumdornura (277-280).
Ckopammsu nojany ykasyjy na antu- PD-1 Ttepamumja, ocuMm mnpoayxaBama IOJIY>KHBOTA
epexTopckux T numdorura, Moke MHXUOWpaTH Tonapusamujy T mumdorura y mpabmy T
perynaropaux aumdoruruMa (281) u edukacHo cmamuth uHGHITpanHjy T peryaaropHux

auM(pOoNUTa y TYMOPCKH MUKpocpeauny (282).
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[Ipukazanu pesynratu ykasyjy nAa komOuHarmja Omaokage 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 curnamnux
MyTeBa yCHopaBa I0jaBy M pacT EKCIIEPUMEHTAIHOT KapIMHOMA JIOjK€ M KOJIOPEKTaIHOT
KapLuHOMa, BUIE Of mojeauHavHe Onokane. Ko-Omokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 nosehasa
excripecujy MIRNA-150 u miRNA-155, nojauaBa nurtotokcuunoct NK henmja mpema 4Tl
henmnjama, 6apeM nenuMUYHO Kpo3 mojadaHy akTHBHOCT NFkB m STAT3 TpanCKpuUNIIMoHMX
dakTopa u cinencreeny ekcmpecujy FasL, NKG2D, NKp46, nepdopuna, IL-17 u IFN-y u
akTHBanMjy mnepdopun/rpansuM B anonrorckor myra. Heke mpomeHe y (yHKIMOHATHOM
¢enorunny NK henuja cy mperexHo pe3yiraT mojeuHayHe Onokazne, and BehWHa HUX je
nocjenuia JenoBama Ko-Onokane. [lpermocraBibaMo J1a KO-0JIOKaaa MPUMApHO HWHAYKYje
enureHeTcke mpomere mpexomepHom excrpecrujom MIRNA-150 u miRNA-155 y NK henujama,

MeHha TPAHCKPHIIIIMOHY aKTUBHOCT U (aBopu3yje Tymopunuaau Gpenorun NK henuja.

5.11. Edexkar 610xane PDL/PD-1 na NK heanje

[Mokazanu cMo u 1a nojenuravyna 6aokaga PDL/PD-1 uma noBosbHe edekre Ha momyaanujy NK
henmja y cnesunn u npumapHoMm Tymopy. Hamme, nmpumena antu-PD-1 anTturena mosehasa
3actymsbeHocT NK henmmja y3 mosehany ekcripecujy FasL, NKG2D u IFN-y, a cmameny
Foxp3,IL-10 y NK henujama (Purypa 39-41). JloOujeHn pe3ynratd Cy y CarijacHOCTH ca
CTyaujamMa Koje Cy paHuje mokaszane ciauuHe (enoturncke npomeHe NK henuja mpuinkom
npumene antu- PD-1 tepanuje (283,284). Ilpunukom cumynrtane Gnokaae PDL1/PD-1 u IL-
33/ST2, npornenryanna 3actymbenoct u Genotun NK henuja je 3HauajHUje U3MEHEH Y CMEPY
TYMOPUIIMHOT (EHOTHUNA, KAaKO Yy CIE3MHH, TaKO y TYMOpPCKOj MuKpocpeauHu. Crora,
cumynrtana 6mnokaga PDL1/PD-1 u IL-33/ST2 ocoBrHa AONPHHOCH 3HATHO e(pUKACHUjEeM aHTHU-

TYMOPCKOM HMYHCKOM OJIrOBOpY y mopehemy ca nojemunadnom 6aokagom PDL1/PD-1.

5.12. Edexat 6s0kane PDL/PD-1 na NKT henuje

[Torom cmo ananu3upanu epekar nojenuHayne Onokane PDL1/PD-1 na NKT hemuje. Kao mro
je Beh mo3nato, NKT henuje urpajy BakHy yjaory y aHTUTYMOPCKOM HMYHCKOM OJATOBOpY.
Kako oBe hemmje umajy orpoman kamamureT 3a 0p30 mponaykyjy IFN-y, IL-2, TNF-a un IL-4
HaKOH CTUMYJallije aHTHUIE€HOM C jeJHE CTpaHe, M MOryYhHOCT crernu(pHUUHOr Mperno3HaBama
anturena c apyre crpane, NKT henuje mory OutH jenna on npBux henmja koje moaCcTU4y aHTH-
TYMOPCKH UMYHCKHU oaroBop (285). JlocTynHu noamnu ykasyjy a IpUCYCTBO MAIMTHUX TYMOpPa
MOXeE MopeMeTuTH MeTabonuzam MacHux kucennHa. NKT henuje koje yrimaBHOM mpero3Hajy

JTUNUIHE aHTUTEHE JOHEKIIe UMajy MOTYhHOCT 1a MHXUOUPA]jy MPOrpecujy Tymopa, ca 003upom
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Ja TIperno3Hajy u3MemeHe aunuaHe antureHe (286). Takohe, marepakumja NKT henmja ca
npyrum henujama ypoheHe MMyHOCTH, Kao INTO Cy aHTUreH-Tpe3eHTyjyhe hemuje moxke
J0JIATHO CTHMYJIUCATH CBEYKYIHH aHTH-TYMOPCKM HMMYHCKH oaroBop (287,288,289). Mako
npouenar CD3'CD49" NKT henmja y ciesunu Muimesa Tperupanux adtu-PD-1 octaje
HerpoMemeH (®urypa 42), denorun CD3'CD49" NKT hemmja ce 3Hauajuo Memwa. Hamm
pe3ynTaTH mokasyjy 3Hauajuo Behm mpomenar CD69° CD3" CD49" hemmja xon Mwuinesa
Tpetupanux antu-PD-1, mro mmmuumupa na 6u antu-PD-1 Tepammja morna ga moicTakHe
aktuBanujy CD3"CD49" NKT henuja y cnesunu (durypa 42).

VY cknany ca 100MjeHUM pe3ysTaToM, MOKa3aHo je J1a y TyMOpHUMa Koju cy npaheHu BEIMKHM
CTEIIEHOM HMMYHOCIIpecHje, Kao IITO Cy KaplMHOMH IJlaBe M BpaTa, auranau 3a PD-1 y TkuBy
TyMOpa TOTEHIMjaTHO MHXHOUpajy ekcrpecujy CD69, n mocnenuuno ymamyjy akTHBALHUjy
umyHokomrereHTHUX henuja (290). Tepanumja antu-PD-1 Takohe je 3HauajHo mnosehana
npouenar IFN-y* CD3'CD49" NKT hemuja y cnesunn (®urypa 43). JlocTynmHM Tmomany
cyrepuity na antu-PD-1 tepanmja mosehaBa excrpecujy IFN-y u mnxubupa nHampenoBame
arpecuBHuX Tymopa kao mto cy NK/T mumdom (291). Takohe, mokazano je ga mosehana
npoayknuja IFN-y 'y NKT henujama crumynuiie aHTH-TYMOPCKH HMYHCKH OJTrOBOP
nocpenoBan nutoTokcndykuM T mumpormuruma (CTL) y moaeny BucOko umyHOreHor T
hemujckor mumdpoma (292). C nmpyre crpane, antu-PD-1 Ttepammja je Takohe mnojauana
npoxaykiujy neppopuna y CD3'CD49" NKT henujama, mto cyrepume aa antu-PD-1 tepanuja
MOJKe TUpeKTHO jaa moBeha nurotokcuuku noreHnujaa NKT henuja (Purypa 43). [Mopen Tora,
eKCIpecHja IMyHOCYIIPECUBHOT TPaHCKpHUNLIMOHOG (akTopa FOXP3 Onia je 3Ha4ajHO HHKA KO
CD3'CD49" NKT henuja munreBa Tpetupanux antu-PD-1 (durypa 44). To nokasyje 1a aHTH-
PD-ltepanuja, mopea AUpEeKTHOr TojadyaBama mpou3Boame |IFN-y, umcroBpemeno cnabu
umyHocynpecuBHa cBojctBa NKT henuja, mTo gonpuHocH yKynHOM noBehamwy TYMOPHIIMIHOT
¢denoruna NKT henuja.

IlITo ce TMue TymMopcke Mukpocpeaune, nporenar CD3'CD49" NKT henuja 61o je 3HauajHO
Behim kox wmwumeBa Tpetupanux aHTH-PD-1 (®durypa 45), mTO0 HMIUIMIMpPA WHTECH3UBHY
akymynaiujy NKT henuja y npumapHoM TymMopckoM TKUBY ycien aHTu-PD-1 tepanmje. Kao
mro je Beh mo3Haro, mpucyctBo NKT henmja y mpuMapHOM TyMOPCKOM TKUBY MOJUGUKYje
MUKpocpenuHy Tymopa uziyayjyhu IFN-y, koju aktuBupa edexropcke hemuje, u MOTUCKYje
MMYHOCYIIPECUBHE TIomyJjaije, oMmoryhaBajyhu Ttako edHUKacHUJU aHTHU-TYMOPCKH HUMYHCKH
oarosop (293,294,295). Hamm pesynratu ykasyjy aa Ou antu-PD-1 Ttepamuja morma ga
cTumysuine oBa kopucHa cBojctBa NKT henuja. Takohe, npouenar NKp46™ u NKG2D" NKT

henuja je 3Ha4yajHo Behm kon mwumieBa Tperupanux aHtu-PD-1 (®urypa 46), mro ompaxasa
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aktuBHUjU denotun NKT hemnja y mpumapaom tymopy. CIU4HO Kao U y clie3uHH, antu-PD-1
Tepanuja je mosehana nporenTyanny 3actymbseHoct CD3" CD49" NKT hennja koje mpousBose
IFN-y y npumapHom Tymopckom TkuBY (Purypa 46). Jlame, excrnpecuja mapkepa FOXP3 u
KLRG-1 y CD3" CD49" NKT henujama je 3HauajHO cMameHa y IpUMAapHOM Tymopy (Purypa

47), mrro ykasyje Ha ¢penorun NKT henuja xoju je Mame CkiioH anepruju (293).

5.13. Edekat 6a0kxane PDI/PD-1 na makpodare u nenapurcke heauje

Kako je mosnato na NKT henuje mHTeppearyjy ca MHOTHM JIEyKOLIMTHMA, Kao wmTo cy T
auMbonuTH, neHaputcke hemuje u makpodaru (296,297), ka0 U YHHEHHIA J]a KapIIHHOM JI0jKe
4T1 mpencraBiba cl1ad0 UMYHOTCHH TYMOp, JlaJbeé CMO aHAIM3UPAIU JCHApUTCKE henuje u
Makpodare yHyTap HmpUMapHOT Tymopa. Makpodaru moBe3aHu ca TyMOpoM (eHria. tumor-
associated mcrophages, TAMs) cy jeaHa 01 Haj3acTyIJbeHUjUX NENUjCKUX MOMyJanuja y TKUBY
npumapHor tymopa (298). Makpodaru koju ce Hajlaze y TYMOPCKO] MUKPOCPEIUHH YIIIABHOM
Cy UMyHOCYIpecuBHOT M2 (eHOTHIIA, IITO OJiaKiIaBa mporpecujy Tymopa (299). C 063upom Ha
[IMPOK CIEKTap UMYHOMOJYJATOPHUX CBOjCTaBa Makpodara, CTUMYJIMCAke OBUX hemmja Moxe
OUTH OJ BEIMKOI 3Hayaja Kaja je y MUTalkby HCTPaXHUBaWke EePUKACHUJUX TEpaIujCKuX
cTpaTervja Kox Mainuraurera. Kao mro je mo3HaTo, Makpodaru MOry CTUMYJIMCATH UMYHCKU
OJITOBOP MIPOTHUB TyMopa, cekperjom TNF-a, a Takohe u nHXUOMpaT aHTU-TYMOPCKH UMYHCKHU
oarosop, cexperrjom IL-10 koju muaykyje umynocynpecujy (300,301). Hamm pesynratu cy
nokasanu za je antu-PD-1 Tepanuja 3Hauajuo mosehana mponeHTyanHy 3acTymbenoct F4/80°
Makpodara y npumapHoMm tymopy (®durypa 48), u 3HauajHO mojayaBa mpousBoamy TNF-o y
F4/80" makpodarnma (Purypa 48), mro je rmaBro obenexje M1 dpenornma (302).

Autu-PD-1 Tepanwuja Huje mpomenmna mponenar CD11c¢” nemmpurckux henmmja y TymMopckoj
mukpocpenuau (durypa 49). Mnax, nporenar CD11c” nenapurckux henuja koje npoaykyjy IL-
10 je 3HauajHO CMameH y Tpymu Koja je sedeHa aHTU-PD-1 tepanmjom (Purypa 49).
Henapurcke henuje, kao mnpodecnoHaNHe aHTUTEH-TIpe3eHTyjyhe henuje HempecTaHo
MUPKYJIAITY  KPO3  MHKPOCPEIMHY  TymMOpa, TJA€ Cy  KOHTHHYHPAHO  H3JIOKEHE
UMYHOCYIIPECHBHUM MOJIEKyJIHMa Koje mnpousBojae hemuje kapumnoma (303). YV TtakBuM
OKOJJHOCTMMA, JACHJpUTCKE henMje MOry IocTaTd TOJEeporeHe M YaK CTHUMYJIUCATH Jajby
HMYHOCYIIPECH]Yy cekpernujoM nuTokuHa kao mro je IL-10 (304). Ilpema cBojoj yiao3u y
UMYHCKOM OJATOBOPY, [JCHIPUTCKE henmje ce TpagulMOHATHO Jele Yy JBE TIpyIme:
KOHBEHIIMOHAJIHE WJIM KJIaCHYHE ACHIAPUTCKE hemnuje W MiIasMOLUTOMAHE ACHIApUTCKE hemmje

(51). KonBenuuonaine aeHapurcke hemuje excripumupajy Bucok HMBO MHC Mmonekyna obGe
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KJlace, CTUMYJIHMIIYhW Tako AaHTU-TYMOPCKHM HWMYHCKH OJTOBOp, MTOK Cy IUIa3MOLUTOUIHE
neHApuTCKe henuje yriaBHOM YKJbydeHE y cekpenujy umHrepdepona tuma |. Y TOKy aHTH-
TYMOPCKOT MUMYHCKOT' OJTOBOpa, NCHIpPHUTCKE henuje MOory, CXOAHO CHUTHAJIMMAa U3 OKOJIMHE,
MewmaTH cBOj (eHotun m3mehy ToneporeHor u edekropckor ¢enoruna (305,306). Kako cy
HaIlli PE3YJITaTH MOKa3ajlu M3pa3uTo cMmameHy ekcrpecujy |L-10 y mennputckum henujama,
BepyjeMo na Ou aHTH-PD-1 Tepammja Oap JENMMHYHO, MOIJIAa CMAambUTH IOJIAPU3ALH]Y
neHapuTckux henuja npema TosneporeHoMm Qenorumny. Jlenpurcke henuje, kao mTo je MO3HATO,
crynajy y unrepakuujy ca NKT henujama, TUpEeKTHUM KOHTAKTOM MM HHIMPEKTHO, MPEKO
eKCIIpecHje U cekpelnuje Mojekyna, kao mro cy CD40, unrepdeponu tuna | u I, IL-10, TNF-a
(307). Heumputcke hemuje muineBa Tpetupanux ca aHTu-PD-1 Mory edukacHO aKkTHBHpPATH
NKT hemuje, mopexn Beh moxazane aupextHe aktuBanmje NKT hemmja ycnen antu-PD-1
teparmje. Kao mro je mperxomno momenyro, NKT henuwje HakoH akTuBamuje Op30 Jryde
LUTOKUHE KOJU aKTHUBUPAJy Apyre hemuje UMyHCKOT cucTtema, nmomyT makpodara. Kako Hamm
pe3ynratu nokasyjy nojadany nponaykuujy IFN-y y NKT henujama nakon antu-PD-1 tepanuje,
a IFN-y cuaxuo crumynume gudepeHiyjanujy u aktuBanujy M1  wmakpodara (308),
npernoctaBbaMo Ja NKT henuje nakon antu-PD-1 Ttepamuje mnonactuuy mnoanpusaiujy

Makpocara ka aHTu-Tymopckom M1 ¢deHotumy.

5.14. Edexart 010xane PDI/PD-1 na T aumdponnre

Autu PD-1 Tepanuja mosehasa nponenar CD107a" u IL-17" T numdonura cresune (durypa
50), wro je Beh panuje mokazano (309,310). V TyMOpckoj MHKPOCPEAHWHH, HAKOH MpPUMEHE
autu-PD-1 Tepanuje, moctoju nosehan mpomenar CD69" T numdonuta, a cMameH HHBO
npoaykuuje umyHocynpecusror IL-10 (®urypa 51), mro je Beh panuje mnokazano(311,312).
Hamm pesynratu ykasyjy Aa, OCMM HITO cCUMyJTaHa OJioKaja joll 3HauyajHUje MoBehaBa
eKCIpecHjy rope MOMEHYTHX aKTHBallMOHUX MapkepaHa T iumdonuntuma u gonpuHocu u Behoj
NPOLEHTYNAHO] 3acTylubeHocTd T auMdonura y cie3uHd. Y TYMOPCKO] MUKPOCPEIUHH,
JOJIaTHO CMamyje ekcrnpecujy wumyHocynpecuBHor IL-10, koje je mpaheHo w 3HaYajHO
CHIDKCHOM €KCITPECHjOM HWMYHOCYIIPECHBHOT TpPaHCKpUIIIMOHOT ¢akropa FOXp3. Taxohe,
3Havajauje nosehasa 3acTymbenoctr CD69" T mumdonura, koje je y3 To mpaheHo um 3HauajHO
nosehaHom ekcripecujom akTuBannoHuX Mapkepa FasL u NKG2D.

V3umajyhu y 003up npukazane pesyiarare, Bepyjemo na antu PD-1 tepanmja aktuBupa NKT
henujy AMPEKTHO, aqu M WHIUPEKTHO Mpeko aeHaputckux hemwja. AxtuBupane NKT henuje
UCTOJbaBajy TYMOPHILMIHA CBOJCTBA AMPEKTHO, CEKpeuujoM nephopuHa U WHAUPEKTHO,

nojapuzangjoM Makpodara mpema M1 ¢eHoTumy, kao mro je mpukazaHo Ha Purypu 52.
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[Totpebue cy nmasse ctynmje kako Ou ce pasjacHuiaa MmehycoOna wmHTepakiuja usmehy NKT

henuja u gpyrux henuja UMyHCKOT cUcTeMa y KOHTeKCTYy aHTH-PD-1 tepanuyje.

w N

T CD69, NKG2D, NKp46, IFN-y, perforin

| KLRG1, Foxp3

(¢eHoTHN, KOJU Jajbe Mojapusyje Makpodare mnpema M1 ¢enotuny mnpeko nosehane

nponyknujelFN-y. Antn-PD1 Tepammja cmamyje mnpoaykiujylL-10 y aeHIpUTCKUM

henujama, unHehn UX Mame TOJIEpOreHUM U epukacHujuM y aktuBupamwy NKT henuja.
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6. SAKJbYULIN

Pesynrati 0BOr MCTpaXkKHBamba 10 MPBH IIyT MOKa3yjy Aa ucroBpeMeHa Omokana I1L-33/ST2 u

PDL/PD-1 curnamHor myrta 3Ha4ajHO ycropaBa pacT KapIiHOMa J0jKe u KoyioHa. KomOnHOBaHa

Onmokana WMHIYKyje enureHercke npoMeHe M mnoBehaBa TpaHckunimoHy aktuBHOCT y NK

henmnjama, nmoehaBajyhn HUTOTOKCHMYHOCT MPETEKHO IMPEKO YHYTPAIIkhEr IyTa arolnTo3e H

NPOMOBHIIYYM TYMOPUIMIHH (EHOTUI, a YjeAHO CMamyje 3acTyIJbeHOCT M JEjCTBO

umyHocynpecuBaux hemuja (®durypa 53). KomOunoBana Omokana IL-33/ST2 u PDL/PD-1

ycIiopaBa pacT TyMOpa 4ak U ca MamwuM Jo03ama anTi- PD-1 Tepanwuje, mro ymamyje MoryhHoct

HE)KEJbEHUX JIejCTaBa TEepaIlije MOCPEIOBAaHUX UMYHCKHUM MEXaHU3MUMA.

3akJpy4aK je U3BeJCH Ha OCHOBY cienehux mokasa:

Cumynrana 61okana IL-33/ST2 u PDL/PD-1 curnanHux nyreBa:

1) omnaxke mojaBy MajmaOWIHOT TyMOpa y €KCIIEPUMEHTATHOM MOJENy KapluuHOMa JOjKe M
KOJIOHA;

2) ycropaBa pacT MIPUMAPHOT TyMOpPa JI0jKE M KOJIOHA;

3) mnojauaBa akymynanujy NK henuja y TyMOpCKy MHKpOCPEIHMHY;

4) wutensuBupa mnponudepanmjy a wuHxuOupa anontody NK hemmja y Tymopckoj
MUKPOCPEINHH;

5) mnosehasa excripecujy MiRNA-150 u miRNA-155 y NK henujama;

6) mnojauaBa TpakHcKpuIoHy akTuBHOCT NFKB n STAT3 y NK henujama;

7) mnosehasa excrnpecujy NKG2D, FasL, IL-17, IFN-y, nok cmamyje ekcnpecujy KLRG-1 u
Foxp3, y NK henujama ciesune;

8) mosehasa exnpecujy NKp46, NKG2D, FasL, nepdopuna, 1ok cMmamyje ekcripecujy KLRG-
1 u Foxp3 y NK henujama TyMOpcKke MHKPOCPEIUHE;

9) mojauaBa nutorokcuunoct NK hemuja, mpeko nepdopun/rpansum B myra amonTose;

10) nojauaBa axymynammjy u aktuBauujy NKT, nennaputckux henmjama, makpodara m T
TUMQOIINTA;

11) cMamyje 3acTyIJbEHOCT MHUjENIONIHUX cynpecopckux henuja u T perynaTopHux auMponuTa
Ka0 W F/bUXOBY aKTUBHOCT, Y CJI€3MHH U Y TYMOPY;

12) aktuBupa NK henuja nezaBucuo ox IDO n iNOS
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tpanckpunimonnx (akropa NFKB u STAT3 u cneacreeny mosehany ekcrpecujy FasL,
NKG2D, nepdopuna, IL-17, IFN- vy u cmameny ekcnpecujyKLRG1, IL-10 uFoxp3. Cse

HaBeqieHomojauaBa  1uToTokcmyHocT NK  hemnja  mpema 4T1  henujamanpexo

nepopuH/rpan3uMB nyTaanonTose gonpruHOCEhr YCIIOPEHOM pacTy TyMopa.
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7. CKPAREHUIIE

GC enrt. Gastric cancer

GERD enrt. Gastroesophageal reflux disease

GLOBOCAN | enrn. The Global Cancer Observatory

CDH1 enr. cadherin 1 gene

CTNNA1 enr1. catenin alpha 1 gene

TP53 eHri1. tumor protein p53

APC enri. Adenomatous polyposis coli, hbamurjapHa ageHOMaTO3HA MOJIUIT03a
STK11 eHrIL. Serine/threonine kinase 11

CagA eHrJ1. cytotoxin-associated gene A

EPIC enri. The European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
MNNG enrit. Methylnitronitrosoguanidine

NSAIL Hecreponaau anTHHHDIaAMAIN]CKHU JIEKOBU

WHO enrit. World Health Organisation, Csetcka 3apaBcTBeHa OpraHu3aiuja
SLE enri. siaryl Lewis X antigen

BCA-225 enri. human breast carcinoma associated glycoprotein

hCG enrst. Human chorion gonadothropine, humani horionski gonadotropin
IL-32 enrn. Interleukin — 32, unrepneykun - 32

NK enri. Natural Killer

PBMCs enri. Peripheral blood mononuclear cells

HUVEC earit. Human umbilical vein endothelial cell

EC enri. Endothelial Cell

HIV ennit. human immunodeficiency virus

TNFa eHrI1. tumor necrosis factor alpha, gpaxrop Hekpose Tymopa anda

Con A ennt. Concanavalin A

LPS enri. Lipopolysaccharides

MAPK eHrJi1. mitogen-activated protein kinase

NF-kB enri. Nuclear Factor Kappa B

DAPK-1 enri. Death-associated protein kinase 1

ERK1/2 enri. extracellular signal-regulated kinases

PISK/AKT enrit. Phosphatidylinositol 3-kinase/Protein kinase B

COPD Enrn. Chronic obstructive pulmonary disease

GM-CSF IPaHyJIOUTHO-MOHOLMTHH (DaKTOp CTUMYJAIHje pacTa
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HBE Enrn. Human bronchial epithelial cell

JNK enr1. c-Jun N-terminal kinase

CAMP enrt. Cyclic adenosine monophosphate

IFN-y enru. Interferon gamma

VEGF enri. Vascular endothelial growth factor

HNSCC enrt. Head and neck squamous cell carcinoma

STAT3 enrt. Signal transducer and activator of transcription 3

HIF-1a enrit. Hypoxia-inducible factor 1o, ¢pakrop xumnokcuje lo

HCC enrit. Hepatocellular carcinoma

EMT enri. epithelial-mesenchymal transition

CML enrit. chronic myeloid leukemia

ULBP2 enrit. UL16 binding protein 2

CTL enrt. Cytotoxic T lymphocyte, iurorokcuynu T umdorur

SNP Enrn. Single nucleotide polymorphysm

TAMc €HIJI. MaKpogaru moBe3aHu ca TYyMOpOM

MDSC €HIJI. MUjeJIONIHE cynpecopcke hemmje

Treg perynatopau T numdonutu

CCL C-C MoTHBOM JUTaHAa XEMOKHUHA

IL-1 enra. Interleukin — 1, uatepneykun - 1

IL-6 enri. Interleukin — 6, uarepieykus - 6

IL-8 enra. Interleukin — 8, untepneykun - 8

CXCL1 enrit. chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL) 1

MMP enri1. matrix metalloproteinase

IL-17 enri. Interleukin — 17, untepneykun - 17

Th17 enri. T helper, nomarauku T numdoruru 17

ILC3 enri. Type 3 innate lymphoid cells, ypohene mumbounare hemuje rpyme 3

DCs enri. Dendritic cells, nenaputnune henuje

G-CSF enri. Granulocyte colony-stimulating factor, ¢gakropa crumynamuje pacra
TPaHyIOLHTa

CTLA4 enri. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

HMVEC enrii. Human Microvascular Endothelial Cell

bFGF enr. basic fibroblast growth factor, FGF-3

HGF enri1. Hepatocyte growth factor, pakrop pacra xemarorura
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CXCLS enrit. C-X-C Motif Chemokine Ligand 8

AP-1 enri. Activator protein 1

CRC enru. Colorectal cancer

CAM enrn. Chorioallantoic Membrane

mTOR enri. mammalian target of rapamycin

IGF-1 eHri.¢akTop pacra civyaH MHCYIHHY 1

PDGF EHIJI.TPOMOOIIUTHH (paKTop pacra

EGF SHIJI.eNMUAepMaHu (pakTop pacta

EPC €HIJI. eHJI0TeNHe hemnuje mporeHuTopu

ECM enru. Extracellular Matrix

PD -ECGF EHJIOTEJIHU (PaKTOp pacTa €HAOTEITHOT MOPEKIa
MCP-1 MOHOIIUTHU XEMOATPAKTaHTHU MPOTEHUH-1

MIP-1a 3amajbeHCKH MPOTeuH Makpodara-1lo

TAM TyMOp-aCOIIUpaHu Makpodaru

MVD enrit. Microvessel density,MukpoBackyiapHa rycTHHA
AJCC enrn. American Joint Committee on Cancer

uUiCC ernrn. The Union for International Cancer Control

UK NEQAS | enrn. UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry
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BUOI'PA®CKHA ITIOJALIX AYTOPA

Jp Mapuna JoBanosuh je pohena 21.11.1991. y hynpuju. OcroBry mxkoiay O "bpanko
Kpcmanosuh", nucrypeno onespeme [1nana, je 3appiimia kao Hocuian guruiome ,,Byk Kapagmh®.
Cpenwy mkony (I'mmuasuja [1apahun) je 3aBpmmia ca oqIudHuM ycrexom. dakynrer
MeIMIMHCKUX Hayka y KparyjeBiy je 3aBpiimia ca mpoceurom oreHoMm 9.20 (aeser u 20/100).
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Oopa3zayl

H3JABAAYTOPAOOPUT'HHA/IHOCTH/IOKTOPCKE/ITHCEPTALIHJE

Ja, MapunaJoBanosuh , U3jaBJbyjeM Jia
JOKTOPCKA JUCEPTALIH]arioHACTIOBOM:

Cuneprucruyku edekar ookane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa Ha nporpecujy Muijer

KapUUHOMA JI0jKe

KojajeonOpameHana @Pakyarery MeIHIMHCKHX HAYKA

VYuusepsutera y KparyjeBily npeacraBiba opusuHaino aymopcko 0eno HacTallo Kao
PE3YATATCONCMBEHOUCMPANCUBAYUKO2 PAOd.

Osom Usjasom maxohe nomephyjem:

e Jla cam jedunu aymop HaBeieHE JOKTOPCKE AUCEpTaIlrje,
® J1a y HaBEJEHO] JOKTOPCKO] TUCEPTAIUJU HUCAM U3BPUUUO/IA NO8Ped)y ayTOPCKOT HUTH
JpYTOT IIpaBa UHTEJIEKTyallHE CBOJUHE IPYIHX JIMIIA,

e Jla YMHOXKEHHU MPUMeEpPaK JOKTOPCKE AMCEpTAIlHje Yy MITaAMIaHO] U eIeKTPOHCKO]
dhopmu y unjeM ce mpuiIory Hajaszu oBa M3jaBa caapiku TOKTOPCKY AUCEPTALIN]Y
HCTOBETHY OJI0pamEHO] TOKTOPCKO] JUCEPTALIH]H.

YV KparyjeBuy 19.04, 2021 roguue,
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[Tornuc ayropa
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Oopazay?2

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIITRABAIL Y /[OKTOPCKE /ITUCEPTALTUJE

Ja, Mapuna JosanoBuh

J03BOJbaBaM

HEC JO3BOJbaBaM

VYHuBep3uteTckoj oubnmorenu y Kparyjesily 1a HaunHU ABa TpajHa YMHOXKEHA IPUMEpPKaA y
SJIIEKTPOHCKO] POPMH JTOKTOPCKE TUCEPTAIH]e TI0]] HACTIOBOM:

Cuneprucrnyku edekar oaokane 1L-33/ST2 u PDL/PD-1 ocoBuHa Ha nporpecujy Muijer

KapIHHOMA /I0jKe

Koja je onOpameHa Ha _Dakynrery MeIMIIMHCKUX HayKa

VYuusepsutera y Kparyjesily, 4 TO y LeJIMHH, Kao U Jia 110 jeJJaH IPUMEPaK TaKO YMHOXKEHE
JOKTOPCKE AMCEPTAlMj€ YUUHU TPAJHO JOCTYITHUM JaBHOCTH ITYTEM JTUTHUTATHOT
penozutoprjyma YHuBep3urera y Kparyjesily U IIeHTpaTHOT pEMO3UTOPHjyMa HaIEKHOT
MUHHUCTApCTBA,TAKO J1a IPUIIAHUIM JaBHOCTU MOTY HAUMHHUTH TPajHE YMHOXKEHE MPUMEPKE Y
ENIEKTPOHCKO] (hOPMHU HaBEJEHE JOKTOPCKE JUCEpTaLje IIyTEM npey3umMara.

OBom u3jaBomTaKohe

J03BOJbaBaM

1
HE I03BOJhaBaM

! Vkomuko ayrop m3abepe 1a He JO3BONM NPHIATHAIIMA jABHOCTH [ TAKO JOCTYIIHY JOKTOPCKY TUCEPTALIA]Y
KOpHCTE MoA ycnoBuMma yrephenum jenHomon CreativeCommons IHIEHIN,TO He HCKIbYUYje MPaBo MPUMaJHHKa
JAaBHOCTH J1a HaBe/IEHY JOKTOPCKY JAMCEPTALjy KOPUCTE Y CKIIaay ca oJpendama 3akoHa 0 ayTOPCKOM U
CPOJHUM TIpaBHMa
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MPUIIAIHAIIIMA JABHOCTH JIa TAKO JOCTYITHY JOKTOPCKY JUCEPTAIN]y KOPHUCTE IO/
ycnoBuMayTBphenumjennomon cieachuxCreativeCommons murieHmm:

1) AytopcTBO

2) AyTOpCTBO-ICTUTUIIOUCTUMYCIOBUMA

3) AyropctBo-0e3npepana

4) AyTOpCTBO-HEKOMEPIIH]jATHO

5) AyTopcTBO-HEKOMEPIIH]ATHO-ACTUTUIIOAUCTUMYCIIOBHMA

AyTOpCTBO-HeKOMepIII/IjaJIHO -6e3npepaa’

v Kparyjenity,2021 roaune,

MOTIHCAYTOPA

—2MOHMO Ay TOPE KOji Cy M3A0PAH Ja S03BOIIE IPHIIAHALIMA jaBHOCTH 13 TAKO JOCTYIHY JOKTOPCKY

JIMCepTalKjy KOPUCTE MO yCIoBIMa yTBpheHuM jemHom oz Creative COmmONS JIHIEHIHM 2 320KPYKe
jenHy ox moHyheHux nuieHnu. Jletasban caapikaj HaBeACHUX JIMIICHIN JOCTYIIaH je Ha:
http://creativecommons.org.rs/
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