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1. YBOJI

[Ipenmer oBor paga cy HCTpaKuBama yTHIAja XyMaHHX ME3€HXMMAaJHUX MaTHUHUX henuja Ha

excpecujy STAT3 rera y TyMOpCKOM TKHBY M Ha TIPOTPECH]Y €KCIIEPUMEHTAIHOT TyMOpa JI0jKe.

VY yBOIHOM €Ny, Ipe ONMUCHBama M JUCKyCHje JOOMjeHUX pe3yiTara, MPUKa3aHH Cy OMIITH
acTieKTH KaHmeporeHese, Ouonomkn edekrn excnpecuje STAT3 TeHa W XyMaHHX
ME3eHXMMAIHUX MaTHYHUX henurja, Kao U MEeXaHHU3MH UMYHCKOT OJIrOBOPa Ha TyMOp KOjH MOTY

OUTH 071 3Hayaja 3a pa3MaTpame HallluX pe3yJiarara.

1.1. OHKOreHe3a u nporpecuja TyMopa jojke

Y OCHOBM KapIlMHOMa Haja3e ce MPOMEHE y TeHETCKOM Marepujayly, Koje MOTry HacTaTh
JIeJCTBOM (PM3MUKUX, XCMHJCKHX MU OWJIOIIKMX areHaca. YJIpYyXKHBame I'CHETCKUX nedekara
pemMeTH MHOTTIOOpOjHE MyTeBe perynucama npoaudepanuje, nudepennujammje, hemjcke cMpTi

1 Mexanu3ama 3a nonpasky JJHK (eHru. repaire), mro cBe MoXxe BOAUTH y OHKOreHesy (1).

Onkorenesa KapiygHoMa JI0jK€ j€ MYJITHCTETICHH IMPOIIEC TEHETCKUX U (PEHOTUIICKUX MPOMEHA,

KOj€ Cy y3pOK mporpecuje kapiuuHoma nojke. OcHOBHE (aze OHKOreHe3e KapIIHHOMA JI0jKE CY:

a) NMpeAUCNOHMPajyhu reHeTCKHM PH3MK: O] MOJMOM TI'€HETCKH PH3UK C€ MOJpa3yMeBajy
nedextn y JIHK repaire MexaHu3smMuMa M aronTo3H, HACTAIH YyCJEI MPOMEHa Yy TyMOp-

cynpecopuum reanma BRCAL, BRCA2 u TP53 (2).

0) XxumepmiasMja HacTaje IPEKOMEpHOM CTHUMYJIAalMjoM helujckor LUKIyca U CYNpecHjoM
aronTo3e 1o/ yTHIlajeM XxopMoHa u ¢aktopa pacra (3-5). OcuMm mponaudepaTUBHUX CUTHAIA 32
HacTaHaK XWIIEpIIa3Hje, HEOIXOJIHAa j€ M HMMOpTalH3alldja yciea MPEeKOMEpHE eKCIpecHje

tenomepase (6).

B) KapuUHOM in Situ kapakrepuiny myranuje rera (C-ERBB2, c-MYC, CCDN1, RB-1) uuju cy
NPONYKTH YKJBYYEHH Yy TpPaHCIYKIHMjy CHUTHajla HacTaluX JejcTBOM (akTopa pacta u
creponIHUX XopMoHa U reHa (P53) umuju cy nponyku BaxkHH 3a henujcky cMpT Kao M U3pakeHa

XpoMo30Mcka HecTabmitHocT (7-9).



1) MeTacTasupame. mnopel Beh omMcaHumx KapakTepUCTHKAa MalUTHUX henuja (mpomeHe
perynanuje hemujckor mukiayca, hemujcke cMpTH, cekperuju (dakropa pacra, repaire curema)
MeTtactarcke hemuje cy crnocoOHe na MHAYKY]Y HEOaHTHOTEHE3y IITO y3 MPOMEHE eKCIpecHje
rena (CDH-1 xomupa E-cadherin) BakHMX 3a MHBa3Wjy W yCIICIIHY KOJOHH3ALHWjy YIaJbEHHX

TKMBA JIONPUHOCH yCIIOCTaBJbakby U MMpermy Metactasza (10).

1.1.1. Excniepumentajnu 4T1 Moaes kapuuHoMa J0jKe

VYopusraBamwe TymMopckux henuja nmuuje 4T1 mumumnama mnpeacraBba a006ap Mojaen 3a
UCTpaXKUBamkE KapiuuHoMma Jojke. OBa nuHUja, MOOWjeHa U3 CHOHTAHO HACTAJIOT TyMOpa JIOjKe
BALB/C muma (11), nmpeacraBiba anuManau moaen IV craamjyma XyMaHOT KapidHOMA JIOjKe.
Renuje ce Mory WHOKyJIHMCAaTH AUPEKTHO Yy MacHO jacTyde MIICUHE d>Kie3ie (WMH]JeKIHjoM),
MHTPABEHCKH KPO3 pPErHy BEHY, UHTPApTEPUjCKU KaTeTepU3alljoM JIECHE KapOTUIHE apTepHje
WIA WBEKIUJOM Yy JIeBy mpeTkoMopy. HakoH yOpu3raBama AUPEKTHO y TKHBO Aojke, 4T1
henuje pacty Op3o Gpopmupajyhu npumapHu TyMOp U 1ajy MeTacTase y miyhuma, jeTpu, KocTuma
¥ MO3TY y Iepuofy ox 3 10 6 HeJesba HAKOH MHOKYJIHCama (XeMaTOTeHH IIyT IIUPEHa TyMOpa;
(11-17). Mako noMUHAHTHO OBe TyMopcke henmje Meracrasumpajy XeMaTOreHUM IyTeM, OCTaJIH
MyTEeBU METAacTa3Wpama HUCY MCKJbYYECHH. Y EKCIepUMEHTHMA ca UCTOM NejcKOM JIMHHjOM,
HAKOH MHAYKIIMj€e IPUMapHOT TyMOpa Yy MJIEUHY JKJIe31y, TyMopcke henuje ce AeTeKTyjy 3HaTHO
yemrhe y KpBu Hero y apeHupajyhem mumpHoMm cuctemy (11). Y oBoM Mojmeny mpBe Meractase
ce JAeTeKTyjy y TKuBy 1uiyha (ox 7 mo 14-or nana), 10K ce y jeTpH M0jaBibyjy KacHuje (ox 21 no
28-or naHa). MeracTaTtcke KOJIOHHje Y MO3Ty JeTeKTaOwiHe cy Hajpanuje 35-or nana (11).
Meracrasupame 4T1 Tymopa mo cBemy cyaehu mounme o ruryha u aperupajyhux auMQpHUX
YBOPOBA a HACTaBJba ce MeTacTazama y jerpu u mo3ry (11, 14). Pemgocnen HacTaHka MeTactasa y
CBEMY je CIIMYaH XyMaHOM KapHuHoMmy nojke, a 4T1 nunuja je jemna of peTKuX Koja aaje u
meractaze y koctuma (14, 15). Ilocme yOpusraBama 4T1 henuja Kpo3 pemHy BeHy HJIH
KapoTHy, PEIOoCie]] MeTacTa3upama je WICHTHYAH ald Ce METacTa3upame OIurpaBa Opxke y
nepuoy o jeaHe a0 aBe Heaesbe. Kako cy hemuje 4T1 Tymopa cunrene ca BALB/C muriieBuMma,
OBaj MOJIEN Ce KOPUCTU M 32 HCIHUTUBAKE YJIOre MMYyHCKOT CHCTEMA y pacTy W MeTacTasupamy

kapiuHoma fojke (14).



1.2.1. CtpykTrypHe ocoduHe u ¢usuosiomka yaora STAT mosekyna

STAT mpoteunu (enri. Signal Transducer and Activator of Transcription) npunanajy dpamunuju
TpaHCKpHUIIIHOHUX (akTopa, Bemuku cy on 750 mo 800 aMHHOKHCETMHCKUX OCTaTaka KOju
cagpke Src xomousore 2 momene (SH2) a ma kapOoOKcH Kpajy caapike THPO3HHCKE OCTAaTKe
noanoxue ¢ochopunuzanuju. Pegocnen amuHokucenuna usmely 400-or u 500-or mecra y
mosiekyiy STAT oapelyyjy crierupudHocT Be3uBama 3a Tauno oapehene aemose JJHK (18), a 3a
JHK ce Besyje cBojum N-tepmunycom (19), Hakon aktuBupama STAT wmonekyna
dbochopmtanijoM yciea Koje OBH MPOTEUHU TUMEPHU3Y]y, TPAHCIONUPAjy Ce y jeApO U Be3yjy 3a
npomorope nubanux rexa (20, 21). Jlo maHac je, KoJ MuIla, HICHTH(GHUKOBAHO CElaM 4YIaHOBa
STAT damunuje (22). I'enn xoju xomupajy STAT mpoTenHe, Hamase ce Ha TPH pa3IMdHuTa
xpomo3oma: STAT1 u STAT4 renu cy cnojenu u Hanasze ce Ha xpomoszomy 1, STAT2 u STATG cy
takole criojenu u Hanase ce Ha xpomo3omy 10, mok cy STAT3, STATS5a u STATSb manupanu Ha
11-om xpomo3zomy. OB mojaiy Mokasyjy na cy reHckd jokycu 3a STAT mporewHe Hactanu
TaH/IEMCKUM JyIUIMKalljaMa aHIECTPAJIHOT JIOKyca (BepOBaTHO JIOKyca Ha Xxpomo3omy 11 y kom
ce Hanase reau 3a STAT3 u STATS), a moToM AucCHep3ujoM MOBE3aHUX JIOKYCa Ha pa3iIMyUTe

xpomo3some (22).

Wako Hekr UTOKWHY 1 (DaKTOpH pacTa Mory na aktuBupajy Bume STAT nportenna, neku STAT
NPOTEHHU CE aKTUBUPAjy Ha crenuduyaH HAYMH W TIOCPEIyjy Yy HCIOJbaBamky OMOIIOIIKUX
oaroropa Ta4Ho ojapehenux urokuHa (21). [Morenujanna ynora STAT curHaiHOT myTa Oriie/ia
ce y koHTposn henmjckor nukiayca u anonrto3e. STAT] mMajy BakHY yJOTy y HCIOJbAaBaby
OMOJIOIIKKAX OJTrOBOpa Ha HWHTep(dEepoHe, Kao MITO CYy aHTHBHPYCHH, aHTUIPOIU(PEPATUBHH H
umyHCku oxarosop (23, 24). STAT2 mpotenHu Takohe MOCPEAyjy Y HCIOJbaBalby OMIOMIKHX
¢dynkmja uarepdepona-a u -f anu He u uHTepdepona-y (25). STAT4 u STAT6 cy eceHnmjanHu
3a Thl ogHocHo Th2 oxaroBop (26, 27). STATS5 ce cactoju on aBa BpJIO CIMYHA T'eHa KoOja
komupajy STATSa u STATSb mporenne, xoju cy xomomoru y 96% amunokucenuHa (28).
STATS5a uma ynory y mamonoe3u u nakroreresu (29), moxk STATSHb mocpenyje y cekcyanHo

auMoppruHuM edektuma paxtopa pacra y jerpu (30).

STAT3 je mporenH Koju MOKe OWTHM aKTHUBUpPAH MpoOMarainydjoM CHUTHalla TeHEepPHCAHUX Ha
MHOTHUM IIUTOKHHCKUM penentopuma kao mro cy IL-6, IL-11, LIF, onkocratun M (OSM),

IjapHu Heyporpoduunu ¢aktop u kapaumorpoduu-1 (31). AxTuBamuja OBHX perenTopa
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anraxyje gpl30 momneky, Koju ce nmpeko cBoje hochoTUpPO3UMHCKE pe3nye Be3yje 3a SH2 nomen
STAT3 monekyna u Ha Taj HaumH ra aktuBupa (32, 33). STAT3 ce Takohe akTuBHpa U y
onroBopy Ha G-CSF um nenTuH, y OIroBOpy Ha CTUMYJAIM]y THPO3WH KHHA3HUX pPEIEnTOopa
(EGF, CSF-1 u PDGF), unanosuma untepdeponcke (IL-10, IFN-y u IFN-a) u IL-2 (IL-2, IL-7 u
IL-15) damunmje peuentopa (34). Penentopu OBHX MOJIEKyJa y CBOM ILHTOILIA3MAaTCKOM
nomeny uMajy (YXXQ) motuB 3a koju ce Besyje STAT3 (35). Axruanmja STAT3 mosekyaa
JIETEKTOBAaHA j€ KOJI MUIIIEBA U TOKOM PaHOT MOCTHUHILIAHTAIMOHOT MEPHUO/Ia, ITO yKa3yje Ha TO
Ja OBaj MOJIEKYJI UTpa BaKHy yJIOTy TOKOM pane emOpuorenese (36). OBaj mporemH Takohe
ydecTByje y nudepeniujanuju actpounta (37) u tyoynorenesu (38). Kpyuujanue yinore STAT3
MPOTEHHA CE€ OTJIeNajy y PazIuduTHM OWOJIOKUM (yHKIHMjamMa Kao IITO cy henwjcku pacr,

aHTH-aIoNTO3a U MOTHIUTET henuja Koju 3aBrcu oj Tuia henuje u Bpete ctumysica (21).

1.2.2. Ynora STAT3 y onkorene3u

STAT npotennu cy mpBo ONMUCaHU Kao mocpeanuin y uarepdpeponckoj (IFN) curnammzamuju,
ca 3Ha4ajHOM YJIOTOM Y aHTUBHUPYCHOM U ypoheHOM MMYyHCKOM oarosopy. Mehytum, kana cy
OTKpPUBEHM M ocTainu uiaHoBU STAT ¢damuiuje, oBU MOJIEKyJU Cy BUI)eHM Kao MOTEHIIMjaTHH
MejaTopu KOHTpoJie pacTa henuje u kao oHkorenn. Taunuje, youeHo je na STAT3, a y mamoj
Mepu U STATS, Moxke OWTH aKTHBUpPAH KIACHYHUM CHTHAJIMMA KOJH MPOMOBHIINY hemujcky
npoiudepanujy. Jom yoea/puBUje OKa3e Jlaje Cy orcepmaiyje koje motephyjy ma je STAT3
CYICTpaT 3a KaTaJMTHYKy aKTHBHOCT THPO3WH KHHA3e OHKOmMpoTewHa V-SIC (39) u ma je
dochopunucann STAT3 akymynupaH y MHOTMM KaHIepckuM henujama. OBH  Hanasu
oMoryhmiu cy xumnore3dy aa je akruupanu STAT3 onkoren (40). 3Hauajan Opoj ekcriepuMeHaTa
Y KIMHUYKHUX CTy/AWja je ToBopu y mpwitor takse yiore STAT3. Mako cy panuju pagoBu OHiH
(dboKycHpaHu Ha yJOTY OBOT MOJIEKyJla y AMPEKTHO] KOHTpoiu mponudepanuje u hemmjckor
MPEeKMBJbaBakha, HEJaBHA HCTpaKMBama mMoBesana cy STAT3 ca mMexaHW3MHMa MpOTpecH]je
TyMopa He3aBucuM o] Gpochopuaiuje MoyieKya U Be3uBama xomoaumepa 3a JJHK ykazyjyhu
Ha uHTpahenujcke MmyTeBe KOju HUCY JMPEKTHU perinysaTopu reHcke exkcnpecuje (41). Mehytum,
Behu Opoj pamoBa mokasyje na axtuBupanu STAT3 yuecTByje y cCymnpecuju AeI0TBOPHOT
UMYHCKOT oaroBopa Ha manurHe hemuje. HegaBno cy Kasprzycka u capagaunm (42), panehu ca

hemmjama T ymmdoma, npyxwmm goka3 ga aktuBupanu STAT3 y Tymopckoj henwju He camo aa
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IIPOMOBHIIIE NPEKUBIbABAKE MATUTHUX hennja Beh u Moaynupa UMyHCKH Haa30p MHAYKYjyhu

pa3Boj Treg.

1.2.3. Yaora STAT3 y pacty u MeTacTazupamy TyMOpa J10jKe

@ochopunamuja STAT morexyna y HopMaTHUM, He TpaHchopMmucanuM henujama, je mposasHa
JOK je y henwjama MHOTHX TYMOPCKHX JIMHHja Kao U y OpOJHHUX MPUMApHUX TyMOpa, OBH
npotennu (Hapounto STAT3) cy cranmno pochopunucanu (43). Tako je STAT3 KOHCTHTYTHBHO
akTHBUpaH y Bume ox 50% npumapHuUX Tymopa Jojke u henujckux nuHHja Tymopa (44-46).
KimHuuke cryauje cy mokasajie BUCOK HUBO Tupo3uH-hochopumucanor STAT3 (pSTAT3) kox
nanyjeHara y ApyroM CTaAujyMy KaplUMHOMA JOjKe, IITO je Y KOpeJalhju ¢a WHKOMIUIETHUM
OJIrOBOPOM Ha HeoajjyBaHTHy Tepanujy (46). Jlokas ma akrtuBupanu STAT3 yuectByje y
OHKOT'€HEe3U TyMopa JI0jKe 3aCHMBA C€ Ha MpoydyaBamy NeIujCKUX JIMHHUja KOje MOKa3yjy BUCOK
HuBo PSTAT3. Muxubunuja wim yknamame STAT3 y oBakBuM henujama noBehaBa CKIOHOCT
aronTO31, XEMOCEH3UTUBHOCT U CMambyje HEOAaHTHOTeHEe3a, U TO KaKo y KyJITypu hemuja Tako u'y
kcenorpadrckum moxpenuma (44, 45, 47-49). Excnpecdja KOHCTHTYTHMBHO aKTHBHOT OOJIHKa
STAT3 (STAT3C) y wuMopTanu3oBaHMM enuTenTHHM henujama nojke omoryhyje de novo
TyMOpPOT€HE3y, IITO YyKa3dyje Ja OBaj TPAHCKPUIIMOHH (aKTOp MOXKe OWTH JOBOJBAH 3a
nokpetame henamjcke tpanchopmanuje (50). Axruarmjy STAT3 Mosekysaa, MOTY MOKPEHYTH
OpojHM ayTOKpUHM U mapakpuHu @axtopu pacra (IL-6, emnumnepmanHu ¢akrop pacra,
TPOMOOLUTHHU (PaKTOpP pacTa, XeperyJIiH, BaCKYJIapHUA €HIOTEIHU (aKTOp pacTa M XEMaTOUUTHU
dakTop pacta), Kojux y henmjama kapuuHOMa J0jK€ WMa BuiIe Hero aoBojbHO (51-53).
Wutepneykun-6, kao jeman ojn akrtuBatopa STAT3 Monekyna, CBOje IUIEjOTPOIHE TyMOp-
npomoBuiryhe  aKTHBHOCTH Kao MITO Cy  aHTU-AONTOTHYKA, TPO-WHBa3WBHA W

HMYHOMOJyJIaTOpHA, OCTBapyje ympaBo aktuBanujom STAT3 (54-55).



1.3.1. buosioruja XxyMaHux Me3eHXHMMAJHUX MaTHYHMX heauja m wuxoBa ¢u3MOIOMIKA

yJjora.
Omkpuhe mezenxumannux mamuunux henuja

Mesenxumanne matuune henmje (MSC) cy rpyna xeTreporeHMX MyJTUIOTEHTHUX hemuja Koje
MOTy OWTH HW30J0BaHE M3 paznuuuTux TkuBa. OBe hemmje cy nmpBH TyT HACHTU(HUKOBAIH
Friedenstein u capaguuiu 1960. roguHe H30JAIHjOM M3 KOCTHE CPKH WIIHjadHE KOCTH U
OKapaKTepuCald HMX Kao XETeporeHy Trpyly aAXepeHTHUX henuja koje audepeHuupajy y
KOJIOHHUjE HAJIMK JIENO3UTHMa KocTH Wi xpckasuie (56). OcamaeceTnx rojHa MpoInior Beka
UCTpakuBa4yM Cy npuMmenwmtn Friedenstein-oBy meromy wu3omnamuje ¥ IMOKa3aad aa cy hemuje
M30JI0BaHE OBOM METOJOM MYJTUIIOTEHTHE W Ja MOry audepeHuupard y ocreobdiacTe,
XOHJPOIUTE, aAUMNoNUTe U 4yak MuoOiacte. Ha oBaj HaumH noOujeHe henwje MpUBpPEeMEHO Cy
HA3WBAIM ME3CHXMMajHe MartuuHe hemuje (300r BHUXOBE CIIOCOOHOCTH na AudepeHuupajy y
ME3CHXMMAJIHU THI henuja) uin ctpoMaine henuje cpxu (3aTO ITO HACTAjy U3 KOMILICKCHOT

uu3a nparehux crpykrypa cpxu) (57).

Marunune henuje cy nedunucane kao henawje koje uMajy criocoOHOCT caMOOOHaBJbamkha U MOTY
mudepeHnupat y pasHuMm npasiuma. MSC H30510BaHEe M3 Pa3HUX ayJITHHUX TKUBA MOKa3yjy
U3pa3sUTy Pa3HOJIUKOCT Yy TOTJIEAY eKCrpecHje reHa, Mopdooruje u audepennujauje (58), na

J€ JacHO Ja ce paau o0 pa3HOJIUKHUM IoIyiamnjama henuja.
Duzuonowmka ynoza MSC

dwusunonomika yinora MSC KoCTHE Cpku je GopMUpamke HUINA 32 XeMaTOINOe3He MaTiuHe henuje
(enr;n. Hematopoietic Stem Cells, HSCs). Hakon Tpancmianrtanuje 'y koctHy cpk NOD-SCID
muieBa, kceHorene MSC audepennupajy y nepurute, muoduodpodnacre, ctpomante hemmje
KOCTHE CpXH U eHJIoTelHe hemnuje, Koje Mpe/cTaBibajy (PyHKLIMOHAIHE KOMIIOHEHTE HMIIA YHja
je OoCHOBHa yiiora ojpxaBame xemaronoese (59, 60). Y kocTHOj cpku TJ107apa Cy onucaHa JBa
TUIA HULIA: HUIIE Koje (GopMupajy ocTteoldiacTH ,,eHI0CTeallHa HUIa® U ,,BacKyjlapHa Huma“
Kojy Tpame enporenHe hemmje m CD146" cyGennorenne crpomanHe henmje, koje jexe Ha
aNOyMHHAIIHO] CTpaHH cuHycoupaa KoctHe cpxku (61). Ctpomanne henmje y oba Tuma Huma
00e30ehyjy MUKpOCpequHy KOja je HEOIXOJHA 3a OJp)KaBamkbe U camooOHaBibambe MSC, Tako

TO WX IITHTE Of nudepeHnujanrje U anonTOTHIKUX CTUMYyJca. Huie Takohe KOHTposmiry
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nponudpepaunjy u gudepenumjamjy MSC u omoryhyjy ocnobahame HHXOBHX 3penX
nmoroMaka y Backyinapuu cucteM. MSC enpocreanne Hume cy 3aapxkane y Go ¢asu, ma Om
HAaKOH aJIeKBaTHUX CTHMYJlyca OHE IMpenuie y BacKyJlapHy HHINY y Kojoj hemmje ctpome

KOHTPOJIUIIY BUXOBY mposudepanujy u audepenuunjanujy (62, 63).

1.3.2. In vitro kapakTepuCcTHKe Me3eHXUMAJTHUX MAaTHYHHX hesnja

Nako ce xymane MSC yriaBHOM u30idyjy u3 KoctHe cpxu (64) oBe hemuje mory OutH
M30JI0BaHE U U3 APYTUX TKUBA KAO IITO Cy MACHO TKUBO, aMHUOHCKA TEUYHOCT, IEPUOCT, (PeTamHo
TKHBO (65-68), 01THOCHO MOTY OMTH M30JI0BaHE U3 CBHX MOCTHATAJIHHUX TKHMBA U opraHa (69) u y
3aBHCHOCTH O] TKHBA U3 KOT Cy HM30JIOBaHE MOKAa3yjy XETEPOTeHOCT y Torieny Mopdoioruje u
excrpecHje moBpiMHCKUX aHTureHa (70-72). Jlo maHac HHCY OTKPHUBEHH IOjeIMHAYHHU HJIH
MYJTHILTH TIOBPIIMHCKK MapKepHU KOjU OM MOIIM OUTH O3HAYEHU Kao ,,[JIABHU® MapKepH 3a
uaentudpukanjy MSC. Ocum Tora, BehuHa mojaraka koju ce TU4y (DEHOTUIICKUX OCOOMHA
MSC ce 3acHuBa Ha aHaiau3ama in Vitro pa3BHjeHUX JMHHU]A, TOK CE MajIo 3HA O BUXOBUM IN VIVO

(dheHoTunmMa.

Denomuncku peyenmopu

Ha mnopmman MSC wmoryhe je, MOHOKJIOHCKMM aHTHTENMMa, MapKUpaTH pa3IndyuTe
MeMOpaHcke aHTureHe. Ha ocHOBY mpucycTBa HEKUX OJf TUX MapKepa ajld U HeJJOCTaTKa JIPYruxX

Mapkepa Moryha je 6nmxa kapaktepusanuja MSC.

HajBaxkuuju moBpmmHCKH Mapkepu cy: Stro-1, CD73 (memOpaHcku Be3aHa eKTO-5'-
nykieoruaaza), CD90 (Thy-1), CD105 (enmornmuu) u CD166 (ALCAM) (73-77). Stro-1
MPETO3Haje TPHUIICHH-PE3UCTCHTHE IOBPIIMHCKE AaHTUTEHE KOjU Ce€ jJeAWHO Haja3e Ha
cyononynanuju MSC koja uma crmocooHocT ocreoreHe audepennujanuje (74). CD166 pearyjy
ca Hegudepenuupanum MSC, ma je MpHCYCTBO OBOT MapKepa IOTOJHO 33 HW30JAIHjy IITO

yuctuje muHuje MSC (76).



Antuteno Ha CD271 wmonekyn (peuentop 3a HUCKOAQUHUTCHTHH HEPBHU (aKTOp pacTa
LNGFR) ce Takohe kopuctu 3a moOujame mro yuctuje JmHUje MSC HApO4YHTO TOKOM
u3onaiuje u3 Kkoctue cpxu (78). 3aHMMIBHBO je 1a ce ryou excrpecuja CD271 moekyia HaKOH
in vitro kyntuBamuje MSC, mITo cyrepuiie Jia HeI0CTajy UHAYKTUBHU CTUMYJICH Y CTaHJAapIHUM
MeaujymMuMa 3a KyntuBanjy u ga CD271 uma MopdoreHnuny yiory y pa3Bojy CTpOMe KOCTHE

cpxu (79).

ITaBuie, ckopuje crymuje cy uaeHtudukonane monatae mapkepe MSC (80) u mokasane na
HoBa MSC anrtutena (W1C3, W3D5, 9A3 u japyra) npenosnajy camo CD271-mo3utuBHY
nonyyanujy hemuja y KoctHoj cpku. M3 OpojHHX CTyIMja JONLIO ce J0 3akibydka na je CD271
Hajcrierduunuju Mapkep 3a MSC m3onoBaHe u3 koctHe cpxku. Ocranu Mapkepu KOju Cy

kinacudukoBanu kao Gperorurncku mapkepu MSC cy: CD146 (MCAM) u CD146 (81, 82).

WNnak, cBu 0BU aHTUTECHH ce MOTY Hahu U Ha ApyruM TUlloOBUMa henrja U lUXO0Ba eKCIpecHja ce
paliiKyje y 3aBHCHOCTH OJ TKHBa 3 Kora ce usonyjy MSC (83). Takohe, MSC He excnpumyjy
XEMaTOIMOETCKE U eHI0TeNHjaHe Mapkepe kao mro cy: CD11, CD14, CD31 (PECAM-1), CD33,
CD34, CD45 u CD133 (77, 84).

VY mmspy crangapausanvje Gpenorurnckux kapakrepuctuka MSC, HTepHalMOHAIHO Y ApYyKeHe
3a Tepanujy henujama (International Society for Cellular Therapy- ISCT) je npemmoxuno aa
MSC nomynamnuja Mopa OMTH TIO3WTHBHA HAa HajMamke HEKOJMKO aHTHTeHa Kao mTo cy: CD73,
CD90 u CD105, anu n HeratuBHa Ha xematomnoercke mapkepe CD45 m CD34 m mapkepe 3a

MoHoIHTe, Makpodare u B mumdormre (85).

Peuenmopu 3a d)akmopepacma, XeMOKUHEe U UUMOKUHEe

daxTopu pacta Mory ytunatu Ha MSC mpeko cBOjuX MHOTOOPOJHUX pEIEenTopa KOju ce Haitase
Ha BUX0BOj noBpuirHU. [Tokaszano je na cy EGFR, bFGFR, IGFR, PDGFR, TGFBRI u TGFBRII

perieniopu Bpiio OUTHU 3a caMooOHaBJkame U audepenujanujy MSC (86).

XeMOKMHCKH perienTopu Ha noBpimmHE MSC uMajy BakHY YJIOTY Y XOMUHTY Kao ¥ MHUTpPaIHjy
MSC no mecra noBpene wiu Heorasuje. MaeHTHGUKOBaHN Cy OpOjHM TaKBH PELENTOPH Ha

nospiumiHn MSC (CCR1, CCR2, CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR2,
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CXCR4, CXCR5, CXCR6 u CX3CR1) kao u xeMokuH# Koje oBe henuje mory cekperosaru (87,
88).

MSC ekcnpumMyjy MIHPOK criekTap MUToKHHCKHX perienropa: IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-
7R, IFNYR u TNFI u TNFIIR (89). OBu UTOKMHU JUPEKTHO YTUUY HA COOCOOHOCT MUTpAIH]je
MSC, excnpecujy XeMOKHMHCKMX M LIUTOKMHCKHUX PELENTopa, Kao U Ha TPAHCKPHIILK]y IeHa 3a
xemokuHe U mutokuHe (90, 91). Crora, MSC uMajy crocOOHOCT Ja OJroBOpPE Ha CHUTHAJIC W3
OKpY’XKema | Jla Murpupajy no omrehenor tkuBa. I[Ipogykuujom nmurokuHa u xemokuHa MSC,
Mory 00e30enutu TpopUUKy HOJPIIKY U pereHepanujy omrTeheHor TKHBa ayTOKPUHOM WM

NMapakpuHOM CHTHAITU3AIIH]OM.
Aoxe3uenu monexkynu

Excnpecnja cnenmupuunux umHTerpuHa Ha noBpmuHA MSC He camo ja mMa BaXkHY YJIOTy Yy
MPOLIECY eKCTpaBasallje Ha MEeCTUMa TKUBHUX olmTehema Beh mocpenyjy y HHTepakifjama OBUX
henuja ca matpukcom u apyrum henujama omoryhyjyhu u perynumyhu Ha Taj HaUMH anxes3ujy,
MMOKPETIJBUBOCT, pazacTupame, mpoiudepainjy, nudepeHnnjamnujy, orncTaHak u aronTo3y OBUX
henuja (92). Ha nospimmuau MSC nerektoBane cy OpojHe CyOjeInHHIIE HHTEIPHUHA KA0 IITO CY
al, a2, a3, a5, a6, aV, B1, B3 u B5 (93). Ocum Tora, MHOTE CTy/IHU]jE CY aHATH3UPAIC HUXOBY
yJIOTY y MPUYBPIINHBAKY 3a MOAJOTY W NpexuBibaBamby MSC y paznuuuTuM TpUPOTHUM U
BEIITAYKKM MEIHjyMUMa 3a KyJaTHBAIMjy. OBH MOJICKYJIM Cy BeOMa 3HAYajHH 32 OTIIOYHEHAHE
nporpama crnenupuune audepennujarmje (93). Ha mpumep, mpomeHe y eKCIpecHjd OBHUX
WHTETpHUHA 3a0elie’KeHEe Cy TOKOM XOHApOoreHe audepeHujauje W XOHIPOIUTHE Jie-

mudepenmjanmje (94).

CD44 monekyn je Apyru OMTaH peuenTop Koju je YKJbY4YeH y MHTepeakiujy henuja-mMaTpukc u
Haynasu ce Ha nosprmHu MSC (75, 95). OBaj TpaHCMeMOpaHCKH MOJIEKYJ jé OATOBOPaH 3a
Be3uBame ca xujanypoHoM. Zhu u capaauuim (96) cy ucnutuBanu yiory untepakiuje CD44
MoJieKyJa U Xujaaypona y murpanuju MSC u nokazanu j1a ce HakoH ctumynanuje PDGF-owm,
nosehaBa ekcmpecuoja OBOI MOJIEKyJIa Tako Ja ajaxe3dja 3a M MHrpaldja Ha XHjaTypoHY

UCKJBYYHBO 3aBuce oa CD44.

MSC ocTBapyjy KOHTAKT ca Apyrum hemujama mpeko HeKoJauKko Tunosa perentopa. Oldershaw u

capagauid (97) cy ucrmtuBamu Notch perenrope m muxoBe nurange (Jagged-1, Jagged-2,
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DLL-1, DLL-3 and DLL-4) na nopmuan MSC u noka3zanu aa cy Notch 1, 2 u 3 npucyTHu Ha
MSC u na je Jagged-1 jenuuu Notch nurans ekcipuMoBaH y BUCOKOM HUBOY Ha OBUM henrjama.
Hakon BesuBama smranaga NOtCh perenTopu ce akTHBHpajy HPOTCONUTHYKUAM HCELHABEM H

OTIYIITAkEM HUHTpALENyJapHOT JOMEHA, KOjU MOTOM YJIa3u y jellpo U Mema eKCIpEecHjy reHa

(98).

[ToBpmMHCKM MOJIEKYJIM KOjU TpuUnaaajy cynepaMminjuy HUMyHOTIOOyiIMHAa Takohe cy
ykJbyueHn y wuHTepakmmje MSC ca ngpyrum henujama Hrop. ca henmujama KOCTHE CpiKH.
[Ipotounom nmromerpujom yTtBpheno je mpucyctBo ICAM-1 u -2, VCAM-1 u ALCAM
mosekyiaa Ha MSC (99). Jluranau 3a oBe MOJIEKyJie Cy HIPHCYTHH Ha 3PEIUM XEMaTOIOCTCKUM
hemjama. VCAM-1 — a4 unterpun uma yiory y uarepakuuju uzmehy MSC u T numdounura,
OmokupameM OBOT perentopa oHemoryheHo je BesmBame T mmmdonura 3a MSC. Konrakr
mmehy MSC u apyrux TtumoBa henuja myTeM HHTETpHUHA MOXE OMOTIYNUTH Npe3eHTalujy
AHTHI'CHA M CEKPELHjy [IUTOKMHA, IITO FOBOPH y mpuiior Tome ja MSC in Vivo Mory yTHIATH Ha

XCMATOIIOC3y U UMYHCKHU OATOBOP.

Hmynomooynamopnu peuenmopu

[Tokazano je ma MSC unxubupajy dyukmuje T u B nmumdporura u NK hemmnja. Ha MSC ce
JETeKTyje HU3aK HUBO ekcrpecuje moiekyna | kmace MHC gok ce monexymu Il xmace
excripumyjy camo HakoH ctumynanuje IFNy. be3 o0G3upa ma nu excripumyjy jenHy, obOe win
aujeany kiacy MHC monekyna MSC cy jom yBek crmocoOHe Jga MHXUOHMpajy akTuBanujy T
aumdorura (100). Koctumynaropuu monexkynmu CD40, CD80 (B7-1) u CD86 (B7-2), mucy
excnpumoBanu Ha MSC, Tako Ja HeMoxe OUTH akTuBaIyje ajopeakTuBHuX T nmumdponurta. MSC
CeKpeTyjy coyOmiHe ¢akTope Kao mTo ¢y uHaonamuH 2,3-muokcurenasa (IDO), IL-6 u IL-10
ca HecrmopHUM UMyHoMoyiaTopauM epextima (101). Ha mosprmuaun MSC npucyTau cy u Toll-
like peneniropu (TLRs) 1, 2, 3, 4, 5, 6 u 9, kojuma oBe henuje Mpeno3Hajy MOJIEKyJe Ha
naroreinMa y omreheHoM TkuBy (102), mrTo akTUBHpa CHUTHAJHE ITyT€BE OJrOBOPHE 3a
cekpenjy mutoknHa U xemokuHa. Crtora TLRS peuentopu mory cnenududyHo ycMmepuTH
perpyrauyjy, wmurpaunjy MSC 1o Mecra moBpeae Kao W aKTUBUpPATH  HHUXOBE

UMYHOMOJYJIaTOpHE (QyHKIIH]eE.
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1.3.3. In vitro nudepennujanuja Me3eHXUMAJTHUX MATHYHUX heamja

MSC ce mnopen wuaeHTHU(HKAIMje HA OCHOBY CBOjUX MOP(DOJIOMKUX U (HEHOTUIICKUX
KapaKTepUCTHKA, MOTY HIACHTH(UKOBATH M Ha OCHOBY CBOjUX CIOCOOHOCTH ga in Vitro
mudepeHnnpajy y Koct, Xxpckasuily u MmacHo TkuBo (103). ITox oarosapajyhum ycimosuma MSC
Mory nudepeHIHupaTH y XOHAPOLUTE, TEHOIUTE, CKEJIeTHE MHUOLMTe, HEeypoHe H henuje
BucIepanHor me3oaepma (enporende henuje) (103-106). Takohe je mokaszano na, kaga ce MSC
TpeTHpajy S-a3allUTUAMHOM H amQoTpermHoM b, audepeHnupajy y Mujenodnacre Koju ce
crnajajy y muotyOyie (104). ITopex Tora, in Vitro uaaykoBana je u nudepeHigjamnmja y HeypoHy-
cimune hemuje (105, 107), koje eKCpuMyjy MapKepe THIIMYHE 3a 3peiic HeypoHe, anu Oyayhu aa
Cy HHCYQUIMjeHTHE y NPOU3BEIU aKIMOHOT TOTEHIMjajda oOBe hendje HE MOry OuTh

KJIacupuKoBaHe kao npasu Heyponu (108).

1.3.4. YTunaj MmezeHxuMasHuX MaTudHux hejqunja na heiuje uMmyHcKor cucrema

HNmynomonynatopan epextn MSC cy omumcanum Tek HakoH oncepBanuja Di Nicola u
Bartholomew u capagnuka, 2002. roaune, na MSC u30510BaHe U3 KOCTHE CPXH CYNPHUMHUPA]y
nponudepannjy T mumdormra (109, 110). HakoH oBakBHX CTy/Hja MaKikha MCTPakMBaya ce
ycMepaBa OCHM Ha MYyJITHIIOTeHTHEe ocoonHa MSC n Ha BUXOBE MOJyJIaTOpHE edekre Ha henmje

umyHckor cucrema (Cxema 1).
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Cxema 1. YTunaj MeseHxuMaaHuX MaTnuHux henuja Ha hesqmje uMyHckor cucrema

Ymuuyaj MSC na henuje ypohenoz umynckoz cucmema

/lenopumcke henuje. Mujenonane nenapurcke henuje mmajy ¢GyHIaMEHTaIHY YIOTy Yy

Mpe3eHTAMjH aHTUTeHAa HaumBHUM T juMdoruTiMa.

Tokom MaTypauuje WHIYKOBaHE

aHTUIe€HUMa U [IUTOKUHKUMA ypol)eHe UMYHOCTH, He3pelle IeHApUTcKe hemuje npojase Kpo3 HU3

MOp(l)OJ'IOH_IKI/IX n q)YHKI_II/IOHaJ'IHI/IX nNpoMEHa KaO0 MMTO Cy eKCHpeCI/Ija KOCTUMYJIATOPHUX
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Mmonekyna, noBehame excrnpecuje MHC wmomekyna | u Il ximace 3ajenno ca apyrum
MOBPIIMHCKAM Mapkepuma (kao mto cy CD11c u CD83). In vitro je mokazano na, MSC mory
MHXHOMpaTH MaTypanujy MoHormta M CD34" XeMaTomoeTckmx NpOTeHHMTOpCKHX henmja y
nenapurcke henuje (111-114). Kokynrupanuja 3penux aenapurckux hemmja ca MSC, cMmamyje
excnpecujy mousekyna Il krace MHC, CD11lc, CD83 kao u KOCTHUMYJIAaTOPHHUX MOJIEKYyJa,
OJIHOCHO, yMamyje npoaykiujy IL-12 ynme je HapymieHa cmocoOHOCT NEHIPUTCKUX henwja aa
aJIeKBaTHO MPe3eHTyjy nentuane aeaose anturena (111, 113, 115-117). MSC Ttakohe cMamyjy u

npouHQIaMaToOpHHu NOTeHIUjal neHapuTckux henuja naxubupajyhu nponykuujy TNF (115).

Ilna3mouuTonaHe AeHapuTcKe henmje Koje Cy crenujaau3oBaHe 3a NPOAYKIH]Y BHCOKOT
HuBoa IFN tunm | y oxrosopy Ha mukpoopranusme, kouHkyOupane ca MSC mnosehasajy

cekperyjy antunHgamatopsor 1L-10 (115).

Komb6unoBanu edpextn MSC Ha 1Be ocHOBHE cyOmomynanuje JeHAPUTCKUX henuja 3abenexeHu

in Vitro, Mory ce eKCTpamoupaTy U Ha CUTyalujy in vivo.

NK henuje

NK hemmje cy Baxne edekropcke hemuje ypoheHe MMYHOCTH M UMajy KJBYYHY YIJIOTY Yy
ypoheHOM HMMYHCKOM OJArOBOpPY Ha BHpyce M MajurHe henvje W TO 3axBasbyjyhu CBOjOj
[IUTOJUTUYKO] AKTHBHOCTH M TPOIYKIUju npouHpaamaTtopaux nutokuHa (118). Axkrusanmja
NK henuja je peryiucaHa MOBPIIMHCKAM pELENTOPHMa KOJjU CHPOBOJE HHXHOUTOpPHE WU
aktuBanujcke currane. [la 6u NK henmje ycmprune nsmemene henmvje HEOMXOIHO je Ja OHE
HMCKa)Xy Ha CBOjO] TOBPIIMHHU JIUTaHaJAe Koje mpemno3Hajy aktuBammjcku NK pemenropu y3
HUCTOBPEMEHU HHU3aK HUBO WK oicycTBo Moiekyna | xmace MHC xoje 6u Tpebano ma
npeno3Hajy uaxuoutopau peuentopu (119, 120). MSC mory MHXMOMpATH IMTOTOKCHYHOCT

neaktuBupannx NK hemmja cymnpecujom excrpecuje aktuBanujckux penentopa NKp30 u
NKG2D (121).

Caexe u3onoBane, HeaktuBupane NK hemmje mponudepunry u ctudy CHaXHY IUTOTOKCHYHY
aKTUBHOCT HakoH KynatuBarje ca IL-12 u IL-15. Mehytum, kama ce oBakBe NK henuje

MHKYOHpajy ca HCTUM OBHM IIMTOKUHKUMA anu y npucyctBy MSC, muxoBa nponudepanuja kao u
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cekperrja IFN-y u3ocrajy (121, 122). Kokynruanmja npen-akruBupannx NK hemumja ca MSC
uMa cimyHe edekte U ako ou ce morio pehu na cy nmpenakruBupane NK henuja unak ormopaumje

Ha oBy nuxuounujy (115, 121-125).

Hnak, in vitro mokasano je ma u aytosore u amoreie MSC, mory Outn yOHjeHe IUTOKHHUMA
akTHBUpaHuX anu He u He aktuBupanux NK hemmja (121, 123, 124). OceTsbUBOCT XyMaHHX
MSC na NK henujama mocpenoBaHy HHUTOTOKCHYHOCT 3aBHUCH OJI HUCKOT HHBOA EKCIIpecHje
MHC wmonekyna | xmace na MSC, u ekcrnpecuje HEKOJIMKO JiMraHaga Koju mpenosnajy NK
hemujcke peuenrope (122). Uukydammja MSC ca IFN-y, AenMMUYHO WX INTHTH Of

murotokcnanocTr NK henuja kpo3 nosehany excripecujy MHC monekyna | kinace (121).

Ha ocHoBy In Vitro moOujenux pesyarara, MOXe ce JOhM 0 MPETIOCTaBKHA Aa y IN Vivo
ycnoBuMma, aktuBupaHe NK henuje Hakon cycpera ca MSC, nenmumuuHO Ccy (PyHKIIMOHAIHO
MHXUOUCaHe alli ¥ Jlajbe 3a/pkaBajy criocoOHocT ymsupama MSC (121). V mukpocpennHama
koje cy 6orare IFN-y, MSC cy 3amruhene ox NK henmja, nok y oacyctBy IFN-y aktuBupane
NK henuje youjajy MSC. Mehytum, in Vivo 3Hauaj OBUX MHTEPAKIHja MOKE OMTH UMILTAIIUPAH

camo y ciryyajeBuma MSC TpancrinaHTanyje.

Heympogunu

Heytpodunu cy jom jeman Bakan Tum henuja ypoheHOT MMYHCKOT CHCTEMa, KOje Ce TOKOM
uHpamanuje, Op30 MOOMIMILY, aKTHUBHpaJy M yOHjajy MuUKpoopranusMme. HakoH Be3nBama 3a
OakTepujcKe TPOIYKTe, HeyTpodmin mposase Kpo3 Mpolec MO3HAT Kao respiratory burst.
[Tokazano je ma MSC wmory nma ybmaxke oBaj mporiec (126) xao u ga moCTOju Be3a u3Mehy
yMmameHor respiratory burst u mosehanor skuBoTHOr Beka Heyrpodmma (127). MSC mory na
OJUIOXKE CIIOHTAHY amoITO3y HEAaKTHBHUPAHUX M aKTUBHpaHUX HeyTpodmna kpo3 IL-6 3aBuche

MeXaHHM3Me IITO je OUTHO 3a Jiernoe HeyTpoduiia, Kao mTo Cy KomTaHa cpk u tiyha (128).
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Ymuuaj MSC na henuje aoanmuenoz umynckoz cucmema
T rumepoyumu

MSC mory unxuOuparu nponudepanujy HauBHUX T numdouunTa, MPeTXOJHO CTUMYJIHCAHUX
MUTOTCHUMA WM CIEHU(PUYHUM aHTUTeHHUMa, 3aapxkaBajyhu ux y GO/Gl dasu hemujckor
muknyca (129-138). Osa edekar je HesaBucan ox MHC pecrpukimje jep ra ocTBapyjy H
aytonore u amorene MSC. MSC mnpomosumry u amonrosy T numdonura mnpomyskaBajyhu
crumyinauujy TCR-a. OBy hemujcky cmpt mHaykoBaHy aktuBauujoM (138) moxe ycroputu

uctoBpeMena crumyiamuja T mumdorura I1L-2 (131).

Ocum HxuOunmje npomudepanuje T mumdpormra, MSC mory cmamutu npoaykimjy IFN-y in
vitro (115) u in vivo (131) u nosehatu cekpeunjy IL-4, mto ykasyje Ha MpoMeHy MoJiapu3aliuje

HMYHCKOT OJIrOBOpa o rpouHdamMmaTopHor y anturHdaamaropau (115).

MSC mory 3Ha4ajHO yMambHUTH IIUTOTOKCUYHY criocoOHoCT T nuMdonuTa, mTo je U mokazaHo in
Vvitro cryaujom y kojoj xymane MSC, koje cy caapikaie BHUPYCHE IENTHAE WIH Cy Owuie
tpancpekroBane ca MRNA u3 tymopckux henuja, 6uBajy OTHOpHE Ha IUTOTOKCHUYKE e(eKTe
CTL (139). OBa OTIOPHOCT CE HE MOXE YKIOHUTH HU I10ja4aHOM EKCIPECHjoM MoJiekyia |

kiace MHC na nospumman MSC npoy3pokoBanom nonaBamem IFN-y (140, 141).

MSC moactuuy aerapurcke henuje (DCs) ma mojadano cexperyjy IL-10, miro 3a mocneauity nma
HOKpeTame eKcmaHsuje Trg (115, 117). ITopem Tora, HaKOH KOKYJTHBAIMje Ca AaHTHUICH
cnemuuuaum T hennjama, MSC Mory nupexkTHO MHIYKOBaTH Nposudepanujy Treg TAKO ILITO

ociob6ahajy umynomoaynatopue uzopopme HLA-G5 (125).

[Tocmatpanu nenosuro Ao caaa onucanu epexty MSC na CTLS u Ty jacHO ykazyjy na MSC
MOTY peryjJucaTd HWHTE3UTET U TOJapu3aljy HMYHCKOT OJIrOBOpa Yy TIPaBIy H-ETOBE
naxuoumje. Mmak To HUje cacBUM M yBek Tako jep MSC ekcripumupajy ¢pysaknuonanae TLRS
pelienTope KOjU HAKOH HWHTEpaKiMje ca JIMraHadMa HMHAYKYjy — mponudepanujy,
mudepentmjanujy u murpanujy MSC kao u cexpermjy nuTokuHa u xemokuna (142-144). Hakon
anraxxoBama TLR3 u TLR4 na nospmmuu MSC, ose henuje rybe cnocooHoct naxuounuje T

muMbonuTa, BepoBaTHo ycien omrehiene Notch curnanuszanuje (145, 146).
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B aum¢pouyumu

Crymuje koje cy ce OaBune uHTepakuujom wusmely B numdoumra m MSC cy Bprno
KOHTPaJUKTOPHE, BEPOBATHO KA0 MOCIIEIHIIA PA3INIUTHX eKCIIEpUMEHTaIHUX yciaoBa (134, 147-
150). Behuna o0jaBibeHHX pagoBa 10 AaHac ykasyje Ha 1o ga MSC in vitro uaxubupajy
nponudepaunjy B mmumdonura (134, 147,149). MSC rtakohe ™ory uHXUOUpATH
midepennrjanyjy B nuMdonmra y mmasMonuTe Kao U €KCIPEeCcHjy XEMOKHMHCKHX pelenTopa
(149). IIpermocraBiba ce Ja OBU epEKTH 3aBUCE OJ] CEKpelje ConyOmwnHux (akropa u
Mehyhenujckor KOHTaKTa U BEpOBaTHO Cy HocpenoBanu nHTepakiujoM usmehy pD1 monekyna u
HEroBuX Jiuranaga Ha B muMdorruma (147). Cynpotho, apyre in Vitro ctyauje cy mokasaie aa
MSC mory mpomoBHCaTH NpEXHBIbaBaWkE, Mpoiudepanujy, AudepeHurjanujy U ceKkpenujy
aHTuTena U3 B ynmmdonnTta M30I0BaHUX M3 37paBUX ocoba M jaeue o0oJese 0]l CHCTEMCKOT
aymyca epuremarojaeca (151, 152). be3 o03upa Ha KOHTpOBep3He pe3yiarare in Vitro cryauja,
Tpeba HarmacuTy aa oarosop B muMdonnTa 3aBucu ox pyHkunoHanHor crama T mumdornmra ma
he crora mponmykumja anTHTena in ViVO OWTH cMameHa ychen onucaHe WHxuOunmje T
muMmdoruta. OBy NPETIOCTaBKY MOTBphyje CTyAMja y EKCHEPUMEHTATHOM ayTOUMYHCKOM
eHIe(aJIoOMHUjeIMTHCY KO MHUIIEBA TPETUPAHUX MPOTEONUIHIHUM MPOTCHHCKAM TENTHIOM
ToKOM Koje nH(py3zuja MSC 3HauajHO cMmamyje MPOAYKIHU]Yy aHTUTEeH CHeUUYHUX aHTHUTEJa

kao u plp-cieruduann ogroop T mumdornmra (153).

Mexanusmu kojuma MSCS ocmeapyjy ceoje umynomooynamopne akmueHocmu

3anumibrBo je na MSC mory QyHKIHMOHHCATH Kao MpodecuoHalHe aHTHUTeH Mpe3eHTyjyhe
henuje. Excnpecuja monekyna Il knace MHC na oBum henujama 3aBucu on konuentpauje IFN-
Y U TO Tako na Hucke koHieHtpanuje |IFN-y moBehaBajy MOk BHCOKE KOHIIGHTpAIHje CMaBbY]y
eKCTPeCcHjy OBHX MOJIEKYJa, ITO yKka3yje Ha To na o6m MSC TokoM paHOT HMMYHCKOT OJATOBOpa
MorJie 00aBJbaTH MPE3CHTANN]y aHTHTeHa Jia OM ce y KacCHHjUM (azamMa UMYyHCKOT Or0BOpa OBa
ynora nocrernieno racuia (154, 155). bynyhu na je Behmna momataka o UMyHOMOIYJIaTOPHUM
cBojctBuma MSC no6ujeHa Ha OCHOBY INn Vitro cryauja ca MSC muxoBa (GU3HOJIONIKA YIIOTa Y

KOHTPOJIM IMYHCKOT OJIFOBOPA j€ jOIIl YBEK HeJJ0BOJBHO pacBeTibeHa (156, 157).
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Behuna panoBa o6jaBibeHHX 10 AaHac, ykasyje Ha To ga MSC mory cynmpuMupaTté UMyHCKH
OJrOBOp M TO IyTEM JUPEKTHOT KOHTAaKTa (aHTa)KOBamke WHXWOMTOPHUX MOJEKyJa HaKOH

aJxe3uje) Uiu CEKPEIrjoM CoyOmTHNX (aKkTopa, KOHCTUTYTUBHO WU TIOJT YTUIIajeéM ITUTOKWHA

(92, 109, 115, 125, 147, 148, 157, 158).

MSC xoncturytusHo cekperyjy TGF-B1, HGF, IL-10, pGe2, HO1, IL-6 u cony6ounaun HLA-G5
(109, 115, 125, 130, 135, 137, 141, 158) npu yeMy ce MHTE3UTET CEKPEIHMje MOXE IOojadaTu
JIeJCTBOM IIMTOKMHA TMPOJYKOBAaHMX HAKOH MHTepakuuje oBux henmja ca henmjama MMyHCKOT
cuctema (115). Hujenan o oBHX MOJIEKyJia HEMa €KCIy3UBHY YJIOTY Y UMYyHOMOJYJIATOPHUM
cnocoonoctuma MSC, Beh cBu 3ajelHO cTBapajy UMyHOCYIIPECUBHO OKpyXemwe. Mnak Hajmmpu
CIEKTap UMYyHOMOJyJIaATOPHUX aKTUBHOCTU HcnosbaBajy IL-6 u HLA-GS. IL-6 mMoxxe ymamuTH
respiratory burst, omioxutu amontoly HeyTpoduiaa W HHXHOUpaTH audepeHIHUjarujy
nporeHuTOpckux henmja komrane cpxku y DCs (159), mok comyOmnaun HLA-G5 moxe
cynpumupatu tnpoiaudepanujy T mumdonura, ogHOCHO cMamuTH HUTOTOKCHYHOCT T m NK

henuja 1 npomoBHcaTH HacTaHak perynatopaux T numdonura (125, 141).

ITon yrunajem nurokuHa MSC mory cekpeToBaTH HEKE HMyHOMOIyJIJaTOPHE MOJIEKYJIE Kao IITO
cy IDO u a3zot monokcuz (148, 160). Tako IFN-y mokpehe cnobahame IDO u3z MSC (158), mto
CMamyje KOJMYMHY TpUNTO(aHA y MHUKPOCPSIUHHM YMME je MHXuOuWpaHa mposmdeparmja Thl
nuMdonura a cuHepructuuko aenoBamwe |DO u mpocrarmanguna E2 waxubupa m NK henmje
(122, 148). IFN-y, camoctamHO WiIM y KOMOMHALMjH ca JpyruM MpOoHH(IaAMaTOPHUM
muroknanMa (TNF, IL-1a wmm IL-1B), moxe ctumynucatn muimuje MSC Ha npekomepHy
MPOAYKIINjy XEMOKHHA U a30T MoHOKcHa. CekperoBanu xeMoKHHHU he ycmeputn T nmumdonunte

ka genouma MSC y kojuma hie oBe henmuje 6utu cynpuMupane 7ejcTBoM a30T MoHokcHa (136).

Mozyhnocmu u pusuuyu npumene MSC

[Tuonupcke Iin VIVO cTy/mje Cy ce yriiaBHOM OaBuie e)eKTHMa KOTPAHCIUIAHTHPAHUX ayTOJIOTHX
MSC Tokom Teparuje XxeMaTornoeTckiuM MaTHyHuM henujama (161) u ucnuTHBameM yiiore OBUX
henuja y penapanuju omrehennx tkusa (162), a MHOTO Mame HBUXOBUM WMYHOMOIYJIATOPHUM
cBojcTBMMA. TeKk HAKOH ca3Hama O ¢j1aboj uMyHoreHndHOcTH MSC, K0ja cy mpowucTekia u3 in

vitro (129) u nperknuanykux cryamja (110), ucrtpakuBaun cy mpeTIOCTaBUIIM Ja CE M JIOTEHE
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MSC mory kopuctutu y kinHuuke cspxe. [Ipennoct anorenux MSC y tepanujcke cBpxe Ou ce
oryiefana y ToMe, mTo Ou ce y aKyTHHUM KIMHHYKHM YCJIOBHMAa BpeMe OTIOYHIbamha Teparuje
ckparmino. CynpoTHo, MaoOpojHe in VIVO cTyauje ¢y uiak mokasaie aa ayrojore MSC u mopen

CBOje cJ1abe MMYHOTEHHYHOCTH MOT'y OuTH onbadeHe (163, 164).

Caznmama ma MSC mocenyjy WMyHOMOJyJaTOpHa CBOjCTBAa YTHIAJO je J1a CE HAa HbHUXOBY
KJIMHHYKY MIPUMEHY TJieaa ca BHIe ompesa u pesepse (115, 129, 131). IlpernocraBka qa MSC
MOTYy YTHUIATH W Ha AHTUTYMOPCKM HMMYHCKH OJATOBOpP Kao W JMPEKTHO Ha pacT Tymopa
notBpheHa je u in vitro u in vivo. Hakon kontakta ca MSC wiau ca BHXOBUM COJTYOWIHHM
¢akropuma henuje 10 caja MCIUTUBAHUX Tymopa yOp3aHO mpoiudepuily a TyMOPH pacTy
(165-169). Mnak mocroje u cryauje koje mokasyjy na MSC uuxuOupajy pacT HEKHX Tymopa
(170). KoHTpaaMKTOPHOCT OBHMX Hajla3a MOXE C€ OO0jaCHHTH XETEPOr€HOM MPUPOIOM
npuMmemeHnx MSC unm pa3nuuuTUM eKCTIEPUMEHTATHUM MOJIEIMMA Yy KOjUMa MUKPOCpEINHA
Moke yrturatu Ha noHamame MSC. HesaBucHo on HaumHa u edekara mHTepakiuja usmely
tymopckux, MSC u henrja uMyHCKOT cucTeMa, MOTEHIMjaJIHA PU3HK O CTUMYJIMCakha pacTa J10
Taja KIMHUYKA HE PETHCTPOBAHMX TyMOpa ce Mopa y3eTH y O03up mpe KIMHHYKE ymnoTpede

MSC.
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1.3.5. 3nauaj u ynoza mezenxumannux mamuunux heauja y mymopckoj Mukpocpeounu

TyMOpcKy MHKpOCpEIMHY YMHE U CTBapajy MajurHe henmje, CTpoMa v KpBHU CyJIOBH M HHXOBE
cneupuune  uwHTepakuumje (171). Crpomy Tymopa uuHe Hajuemhe QuOpobiacTy,
rinatkomumuhae, enurenHe u henuje umyHckor cucrema (Cxema 2). YV cTpoMu TymMopa ce MOTry

nerextoBaTH epekTopcke hemuje ypolheHor u credeHor UMyHCKOT oarosopa (172).

Makpogare hemnja

w

Q Tymopeka henmja @ NK mmounrt
m (ubpobnact @ NKT sumdount

~
_: «» 5 muodubpodact 9 B anmdount

’ O\ NepHUHT @ CDA'T anumdonnt
<> o enzorenna henmja CD8" T simmdornr

:«%‘ Aeuaputcka heamja @ T, mmdount

/1

Cxema 2. MuxkpocpeauHa TymMopa J10jKe

CurHanam reHepucaHM M3 TyYMOpPCKUX henuja cTBapajy MMYHOCYNPECHBHO OKpYKEHE KOje He
camo Jia oHemoryhyje eukacaH aHTUTYMOPCKH OJITOBOP, Beh y MHOTUM cUTyaljaMa OJiaKilaBa
nporpecujy Tymopa. Tymopcke hemmje cekperyjy uH(pIamMaTopHe MeanjaTope, pakTope pacta u
METaJIONPOTEHHA3e KOjU Ha MapakpWHH WINM ayTOKPUHHM HAYMH CTUMYJHMIIYy pacT TymMopa U
T0jayaBajy perpyTauujy uMmyHocymnpecuBHux heinja kao mro ¢y MSC, Treq (173) 1 makpodara y

TYMOpCKY MHKpocpeauny (174) (Cxema 3).
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Cxema 3. AyTOKpHHA ¥ NapaKPUHA CTUMYJIALKja pacT TyMopa

Mexanusmu murpanuje MSC y TKHBO Tymopa joIl YBEK HUCY Y HMOTIYHOCTH pa3jalllibeHu, ajlu
ce MPEeTIIOCTaBJba Ja 3aBUCE 01 OMJIOIIKMX CBOjCTaBa TymMopa U mheroBe MukpocpeanHe (Cxema
4). Ynora MSC y TyMopy BpJIO je CIIMYHA BUXOBO] YJIO3H Y 3apacTamy TKHBa M MH(IaMaIHjH.

Cnu4HOCT ce orniefa y HHXOBOj CIHOCOOHOCTH Ja y CTPOMH TyMmMOpa IU(EpeHuupajy y
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¢udpobacte, nepunute u engorenne hemuje (175, 176), na cekperyjy nmrokuHe (VEGF wu
PDGF) u Ha Taj HauMH IPOMOBHIITY BacKyJIOTeHe3y U pact Tymopa (177).

ITo cBojuM ocoOMHamMa TyMOpCKa CpeaWHa MPEJCTaB/ha MECTO XPOHWYHE HWHIaManuje M
npoaykiuje 3anajbeHckux ¢akropa (EGF, VGF-A, FGF, PDGF, SDF-10/CXCL12, IL-8, IL-6,
GM-CSF, G-CSF, Angl, CCL2, HGF, TGFp-1, U-TPA) koju perpytyjy MSC u npusnave ux u3
BUXOBUX HUIIA y cTpomy Tymopa (178-184), npoiiecoM Koju y CBEMy HAIUKYje Ha MUTPAIU]y
JICYKOIIMTA M 3aBHCH O] aHTa)KOBama aaxe3noHux Mmojekyina (185). HajpakHuju MOJICKYIH y
OBOj MUTpaIMjU Cy: HHTETPHHHU, celiekTuHHU u perientopu 3a xemokuHe (CCR1, CCR4, CCRY7,
CCR9, CCR10, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CX3CR1, c-met) (186-190). Ox cBUX XeMOKHHCKHX
penienitopa Hajuie je m3ydaBan CXCR4 w moka3aHo je Ja OBaj MOJICKYJ, CKCIIPHMHpaH Ha
MOBPIIMHU A W HMHTpalelyJapHO, UMa 3HA4YajHy yjory y mobwnusanuju u xomuHry MSC
(191-192).

JlokanmuzoBane y Tymopckoj crpomu, MSC Ha onmucane HadyWHE JONPUHOCE CTBApamby
crierpuIHe TYMOPCKE MUKPOCPEAMHE U MOYJIUIIY PAcT U mporpecujy Tymopa (171).
JHokazaau tponmzam MSC 3a TyMOpCKO TKMBO YMHHM OBE helldje MOTOJHHUM 3a €BEHTYJIaHy
Tepanujy TPaHCIOPTOM aHTHUTYMOPCKHU areHaca kao mto ¢y IFN-B, nuurozun neamunaza, TNF u
onkonutnuku Bupycu (193-198). OBakaB HauMH HCIIOPYKE aTUTYMOPCKUX areHaca je UCIHUTaH y
OpeAKIUHUYIKIM MOJIeIMMa KapliuHOMa W J1a0 je CHakHe aHTuTymopcke edekre (195-201).
Wnak, ocraje mutame OalaHCa OBAKBOT aHTHUTYMOPCKOT JIEJIOBama M MPOTPECHje TyMOpa IO/

nejcreom MSC?
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Cxema 4. Murpauuja MSC moa yruunajem ¢akropa pacta ceKpeTOBaHMX M3 TyMOpCKe

MHKpOCpeInHe

In vivo ymuuyaj MSC na pacm mymopa

Behuna cryamja nokazana je ;a MSC Mory mpoMoBHCaTH pacT TyMopa a Maju je Opoj cTyauja
Koje TokKa3zyjy cympoTHo. 3anumibuBa je cryamja Karnoub-a u capamnuka (202) xojom je
nmokazano Jjga MSC xoTpaHcrutanTupaHe ca henmjama 4eTHUpH pa3jiMuWTe JIMHHjEC KapluHOMA
J0jKe TPOMOBHIIY pacT Tymopa in SitU camo jeHe TyMOpCKe JHHHje JOK yOp3aBajy
Meracrasupame cBe YetThpr. CIMYHY je MOoKa3aHo U iN ViVO cTyaujama ca KapiiuHOMOM KOJIOHA,

MenaHoMoM u siumdomom (167, 203, 204).
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OBu TyMop npomoBuiryhu edhekTu cy us3riena yHUBEp3aJHH jep HE 3aBUCE O]l TKUBHOT MOPEKIIa
MSC, ma tako um ¢eramHe u amyntHe MSC KoTpaHCIUTaHTHpaHEe ca MaJWTHUM hennjama

noBehaBajy MHIMICHITY TyMOpPa, BaCKyJapu3aiijy u crencH nekpose (203).

He tpeba rybutm u3 Buzma nga noBehame BOJIyMeHa M Mace TyMOpa, PErucTpoBaH Y
eKCIIepUMEHTHMA ca KOTpaHCIUIaHTaIjoM TyMopckux henrja 1 MSC Mosxe OuTH 1 pe3ynrar He
camo noBehama Opoja Tymopckux henuja Beh Moxke OMTH M TIocieuIa JOKaIHE poaudeparuje
MSC (205). 3anumspuBo je na MSC mponudepunry camo kajga ce KOTpaHCIUIAHTHPAjy ca

tymopckuM henujama (198).

CBoje He cymmuBe Tymop npomosuiiyhe epekre MSC octBapyjy Ha Hekosnko HaunHa (Cxema

5):

A) Yopzaearmwem neoamzuozeneze. MSC He camo na NpoayKyjy aHruoreHe ¢akrtope Beh u
mudepernupajy y nepunure u henmje engorena (206). dakTopu aHrHOreHe3e MOPEKIOM H3
MSC (VEGF, PDGF, FGF, CXCL12) nmenyjy u Ha TymOopcke u eHporenHe hemwmje (207) u
yOp3aBajy HeoBacKyapu3anujy u pact tymopa (208, 209).

Ocum Beh onucanux HaunHa kojuma MSC mory nmpomoBucatu HeoanruoreHesy (206-209) ose
hemuje cBojom nmudepennmjarjom y TAF koju cexpetyjy conyOumHe dhakTope Koju Aerpaanupajy

eKCTpalelyJJapHid MaTPHUKC OJIaKiiaBajyhu HeOBaCKyIapu3anujy u TYMOPCKy mporpecujy (210).

b) Umynocynpecujom. MoryhHocT n3beraBama 1 Cynpecrja aTATYMOPCKOT UIMYHCKOT OATOBOpa
Cy BaxkHe oJyinke ManurHux henmja (42, 54). Tymopcke henuje cynpumMupajy UIMyHCKHA OATOBOP
KOHTAaKTHOM HWHXHOHMIMjOM e(deKTopckux henuja MMYHCKOI CHUCTEMa H/MIM TPOIYKIHjOM
cynpecuBHuXx (pakropa (42). Camuno tymopckuM henujama, MSC Mory kpeupartu CynpecuBHY

MHUKpPOCPEIMHY U Ha Ta] HAYMH MPOMOBHCcaTH pacT Tymopa (115, 212, 213).

Ioxazano je ma, MSC mory mHXuOMpatH MaTypauujy moHommta 1 CD34" xemaTomoerckux
NporeHUuTOpckux henuja y npeHapurcke henuje W ymMamHTH CHOCOOHOCT oBHX henmja nda
aJICKBaTHO MPE3CHTY]y MenTHIHe nenoBe anurena (214, 215). Ceoja nuaxubuTopHa nejcrea MSC

ucnosbaBajy u Ha NK hemmje m nHeyrpodmne (121, 216). MSC Takohe mory umuHXxuOupatu
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nponudepaunjy u mudepenumjaunjy T (109, 139, 141, 217) u B numdouunTa 1 HCTOBPEMEHO

crumycaTy nponudepanijy Treg (125).

Mexanmsmu kojuma MSC ocTBapyjy cBoje UMyHOCYTIPECHBHE €EeKTe Cy KOMIUIEKCHU H 3aBHUCE
Kako oJ1 Mehyhennjckor KOHTaKkTa Tako W OJ MpOoAyKIHje conyounmuux ¢akropa. [loa yruiajem
napakpyuHUX CHTHAJla U3 TYMOpPCKUX Wi henuja umyHckor cuctema, MSC mory mnpojykoBaTu
coyomiHe umyHocynpecuBHe mogekyie (PGE2, azot okcun, 1DO, conyomnaun HLA-G5) (125,
122, 141, 218).

1) Onaxwasawe nacmanka yoawvenux memacmaza.Cpe cy OpojHHje CTyAH]e KOje TOKa3yjy aa
MSC mory KOJOHM30BaTH M METAacTaTCKe TyMOpE a y HEKHM TyMOPCKHM MOJelUMa YaK U
(daBopu3oBaTH METACTATCKH (PEHOTHII MaJIMrHHX henwja y mpumapHoMm tymopy (202, 219).
Xemokunu nopekioM u3 MSC nenyjy Ha manurse henuje Tako mTo uM nosehaBajy MOTHIIUTET,
MHBA3UBHOCT U CIIOCOOHOCT HacesbaBama ynabeHux TkuBa (202). MSC HaKkoH KOHTakTa ca
TyMOpcKkuM henrjama mpoaykyjy OpojHe coiryOominHe (akTope W IHUTOKWHE, peBacxoaHo I1L-6,
KOjU je TIOTEHTaH aKTHBATOpP OCTEOKJAcTa YWja jeé aKTUBHOCT KJbY4YHA y Pa3BOjy MeTacrasa y

koctuMa (220-225).

1) Cmeapajyhu nuwe xanyepckux mamuunux henuja. Hume xanuepckux matuyHux henmja
Cy MecTa y KojuMa oBe henuje Hecmerano Mory npoiudepucaru. MSC mory dhopmupaTi oBakBa
OKpyXema U IN VItro u In Vivo y kojuma KaHIIepCKe MaTHuYHe henuje MOry cadyBaTH CBOj
nposmpeparuBau noreHnujan (165). Hume xoje dpopmupajy MSC Hucy eceHiujaitne camo 3a
Iyro TpeXHB/baBalk€é U EKCMaH3Wjy KaHIEpcKMX MaTtuyHux henuja, Beh 3HauajHO mITHTE

TyMopcke hemnrje 0] IMTOTOKCHYHOCTH MHyKOBaHe acraparnHasom (226).
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yOp3aBajy CTBapajy HHUIIE 3a

HCOAHIHOICHE3Y KaHLEPCKEe MaTHYHE hC.’lHjC

npomosuiry Th2 oaroBop onaxmanajy GopmMupame MeTacTasa

Cxema 5. Tymop npomoBuinyhu epexrn MSC
Anmumymopcku epekmu MSC

Y cynmpoTHOCTH Cy CTyauje Koje mokasyjy na MSC cynpumupajy pact tymopa. Tako Ha mpumep
Khakoo u capamnuim cy npBH JeMOHCTpUpanu aHTHHeoruiacTudke edpekre MSC y moneny
Kaposi capxoma (168). OBaj edekar je mocneauiia Mehyhennjckor KOHTaAKTa KOjU 3a MOCIEAUILY
uMa HHXuOUIMjy aktiuBHE n3odopme Akt kuHaze y Tymopckum henmjama (168). AHTHTYMOpCKH
epextu MSC 3abenexenu cy u y ekcriepumentaarHoMm mozaeny Non Hockins mumdoma, rie ce
pETHCTPYjy CHOPUjU TYMOPCKH pacT U MoJka Hekpose (227). Pesynatu in Vitro cryauja mokasyjy
na MSC mory MHIyKOBaTH MHUTpalyjy €HIO0TeTHUX henuja ¥ mpoMOBHCATH HUXOBY aronTo3y
mTo ycrnopaBa HeoaHruoreHesy (227). Ocum Beh ommcanux HaumHa kojuma MSC octBapyjy
CBOje TIPOTYMOpCKe edeKTe y MoJieny KapiimHoM kosioHa (203), mokaszaHo je na oBe hemuje Mory
W CYNPUMHPATH PAacT OBOT TyMOpa pPErpyTOBAaEm-EM TPEHYJIONHWTAa W MOHOIHUTA y TYMOPCKY

MHUKpocpenuny (228).
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VYKpaTko, He TIOCTOjU jeAMHCTBEHA NapaJurMa Koja Moxe 00jaCHUTH OIIpeyHe pe3yTare CTyAuja
0 Tpo- wiu aHTUTYMOpckuM edextuma MSC. PazymeBame yak U HUjaHCH MHTEpaKIHja u3melhy

MSC u Tymopckux henuja je moceOHO BaXHO ¢ 003UpoM Ha Tepanujcku noterujan MSC.

1.4.1. UmyHCcKH oATroBOp Ha TyMopcke henuje

Paul Ehrlich je 1909. roaune pekao ga HIMYHCKH CHCTEM MOXE Cy30UTH PacT TyMOpa U TUME je
0TBOpHO jaebaTy BeKa Ha3BaHy ,,AMYHOJIOIIKA KOHTpoJa Heoriasuja“ (229), ckopo aeBemecer
rojIMHa KacHHWje YCIOCTaBJbEH je KOHIIENT MMYHCKOT Haja3opa Hanx tymopuma (230-232). Jla
MMYHCKM HaQJ30p TpeACTaBjba CaMoO jeAHY AMMEH3H]y KOMIUIEKCHE Be3e u3Mel)y MMyHCKOT
cucTeMa U Tymopa nokazanu ¢y Shankaran u capamuuim (233). YV 0BOj cTyauju 3a0eekeHO je
12 MMYHCKM CHCTEM MOJKE YTHIIATH Ha IMpPOMEHY (EeHOTHNa TyMOpPCKHX henwja y mpaBiy
CMambeHe UMYHOT€HUYHOCTH, 3aXBaJbyjyhu K0joj uxX hesuje MMyHCKOT cUCTeMa He MPEeno3Hajy U
He yOwjajy. Pesynratm oBe W CIOMYHUX CTyIdja Cy TMOJACTAaKId pa3Boj TEOpHjE O
L,2AMYHOEIUTUHTY". Y HajkpaheM, HMMYHOEIUTHUHI j€ TMpoliec KOora 4YHHE TpU HEJaCHO
pasrpanudeHe ¢ase: eIMMHUHANN]a, CKBUIMOpHjyM u OekcTBo. Pasza elMMHHAIMja TIPEacTaba
KJIaCM4YaH MUMYHCKH HaJ30p, €KBWIMOPUjyM j€ TIepUO] UMYHCKE JJATEHTHOCTH KOJU 3alOUYHEE Y
da3u enMMHUHANMjE HAKOH JEIMMHYHE ACCTPYKIHje Tymopa u (a3a OekcTBa MpencTaBJbeHA

(GuHANTHUM pacTOM TyMoOpa KOjU j€ NMPEeBa3HIla0 MMYHCKAa OrpaHHYema M3 MPEeTXoJHuX ¢aza

(234).
Daza enumunayuje 00HOCHO UMYHCKU HAO30D

Janac, BuIIe OJ jeHOI BEKa HAaKOH IOCTaBJbama IMpPBE XMUIIOTE3€ O MMYHCKOM HaaA30py, HE
MOCTaBJba C€ BUIIE MUTAIE, J1a JIM, Beh Kako MMYHCKH Haa30p (PyHKIHMOHHILE Kao CyIpecop

pacTta TyMOap U IITUTH UMYHOKOMIICTCHTHOT I[OMahI/IHa on pa3B0ja HCOHJ'IaBI/Ij a?

henmujcky OCHOBY y MMYHCKOM HaI30py MpPEACTaBibajy JUMQOIHUTH ypOhHEHOT M CTEYEeHOT
MMYHCKOT cucTeMa. JellHa O]l HajBaXKHUJUX JI0 JaHAC W3BEJCHHUX CTy/Hja KOja MOKa3yje KIbyuHY
yiory nuMdonuTa y UMYHCKOM Haja3opy je cryauja o RAG-2 (235). Enumunanuja oBor rena
MOBE3aHa je ca TYOMTOKOM CIIOCOOHOCTH JTUMQOIHNTA /a peapaHKupajy TeHe 3a aHTUT€HCKE

pelenTope ¥ HCTOBPEMEHO ca moBehaHOM HHIMAEHIIOM CIOHTaHHX Tymopa (236). Girardi u
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capaauuim (237, 238) cy Ttakohe y cBojuMm cryaujama mokasanud ga of-T u yo-T cyOcer
muMQOINTa, UMajy KpyLHjadHe yJiore y MexaHm3mmma antutymopcke omopane. NK u NKT
henmuje Takolhe ydecTByjy y MMYHCKOM HAJ30py a MUIIECBU ca JACJICIHjOM OBUX henmja cy TpHu
MyTa OCETJHbHBHUJU HA MHIYKOBaHY TYMOpOTreHe3y y mopehemy ca JUBBUM THIIOM HCTOT COja

muiiesa (239).

HMmyHCKM Haa30p je Mpolec y KOME HMMYHCKH OATOBOP 3aBUCH OJI THUIA TyMopa, HauyuHa
Tpancopmalje, aHaTOMCKE JIOKalldje, CTPOMAJHOT OJrOBOpa, IUTOKUHCKOT mpoduia u
umyHorennuHoctu (234). Cryauje koje cy wuaeHTH(dUKOBaIC (UUOJIOIIKA pEIICBAHTE
edekTopcke henwje y MMYyHCKOM HaI30py, IOMYHEHE CYy CTyaMjama Koje cy neduHmcaie
KpyLHMjalHe 3aJaTke Koje henuje MMYHCKOT cHCTEMa MOpajy M3BPLIMTU Ja OM YHUIITHUIH
TyMOpcke henmuje W TO Cy: CIIOCOOHOCT pa3iMKOBama TYMOPCKHX OJf HOpMaJHUX henwja,
nponykuuja IFN-y (240) u henujcka urorokcudnoct (241, 242). YV nocieamux IeceT roJuHa
UCTpaXXKMBama Cy (POKycHpaHa Cy Ha PaCBETJbaBambe KIJbyUYHHX pa3jinKa U MOJICKYJICKE OCHOBE Ha
4yujoj 6a3u henmje MMyHCKOI cucTeMa Iperno3Hajy TpaHchopmucane henuje. Iloznato je na,
CD4" u CD8" T numdorutu npenos3Hajy Tymopcke anTurene y kontekcry MHC monekyna | u
Il knace (243). Tymopcke hemnrje MOTy IPEKOMEPHO SKCIIPUMOBATH Pa3IMIUTE MOJICKYJIe U 300T
TaKkBe eKcrpecuje edeKkTopcke henmje HMMYHCKOT CHCTEMa MOTYy HX MpPENO3HaTH Kao
Tpanchopmucane henuje (243). 3nauaj npoxaykuuje IFN-y y aHTUTYMOPCKOM OArOBOpPY
MOKa3aHO je MPUMEHOM aHTHTENa Ha OBAaj IMTOKUH IITO je 3a MOCIEeIUIly UMaslo OpXH pact
tymopa (240). Ha kpajy, kpynujaiHa yjiora IMYHCKOT HaJ30pa je yOujame TYMOPCKUX hemmja
edexkTopckuM henmujama HMMYHCKOT cucTeMa (OTHylITameM TnepdoprHa U TpaH3UMa,

aHTaKOBamEM perentopa cMptH) (241, 242).
Das3za exeunuopujyma

Toxom enmumuHanmone ¢asze henmje MMYHCKOT cHUCTeMa MOTY YHHIITUTH OTPOMaH €0
TpaHchopmMucaHux henuja, Wmak Majad aad M JOBOJbaH Opoj TyMopckux hemuja Moxe

IIPEKUBETH.

[Tepron naTeHIMje KOjU ce MPOTEKE OJ] Kpaja eMMMUHAIIMOHEe (a3e 10 modeTka daze OCKCTBa U
MojaBe KJIMHUYKUX CUMITOMA MaJUTHE OOJIECTH MpeACTaBIba MOTEHIMJAIHO POAYKEHH TTEPUOT

uHTEepakiuje u3mely Tymopckux m MMyHCKHX henuja um o3HaueH je kao ¢a3za eKBUIUOpHjyma
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(244; 245). Ha xkpajy oBe ¢a3ze cynouHa ManurHux henuja moxxe OUTH Tpojaka: 1) enuMuHaIyja;
2) mepMaHEHTHO OJIpKaBamke y Ga3u eKBWIMOpHjyMa WK 3) npenazak y ¢puHanHy (azy OekcTBa

(234).
Dasza 6excmea

MHore ctyauje ¢y JOKyMEHTOBaJIe Ja TYMOPH CTHYY CBOjCTBO M30eraBama HMYHCKOT OJrOBOpa
3axBasbyjyhu mpoMeHaMa CBOjCTBEHUM TyMopcKuM hesujama (246-248). Tymopcke hennje mory
MHXUOMCATH UMYHCKU OJATOBOP MPEKOMEPHOM MPOAYKILINJOM UMYHOCYTIPECUBHUX IIUTOKMHA KA0
wro ¢y TGF-B wnm IL-10 (249). Maxubuipja aHTUTYMOPCKOT OJITOBOPA MOYKE HACTATH U yCJIE]
npexkomepre npoayknuje MIC NKG2D nuranna, kora jiy4e mojeJiHA XyMaHH TYMOPH H KOjH,
momrto ce Bexe 3a pernentop NKG2D wuckazam na NK hemujama, ymamyje HBHXOBY
murorokcudHocT (250). Tymopcke henmuje mMory ayTokpuHO WMHAyKOBaTH aktuBanujy STAT3
MOJIEKYJIa, KOjU TI0jayaBa eKCIIPecHjy reHa Ydju MPOIyKTH HHXUOHPAjy ca3peBame JeHIPUTCKUX
henuja, cekperjy npowH(DIAMAaTOPHUX IMTOKKMHA W xXeMokuHa (251). Pesymaraté ckopujux
UCTpaXMBamkbUMa I0Ka3yjy Ja TyMOPU IPOMOBHINY HACTaHAK, aKTHBALW]y W (QYyHKUHU]Y
UMyHOCynpecuBHUX cyonomynanuja henuja (252) xao mro cy NKT henuje xoje nmpoaykyjy IL-

13 (253) u/umu CD4"CD25" T perynatopay muMQOIUTH.
1.4.2. UmyHcku oaroop Ha hejimje Tymopa 1ojke

henunje MMyHCKOr cucTeMa Wrpajy BaKHY YJIOTY Y OArOBOpPY Ha KapuuHome nojke (254).
Wutepakiuja u3mel)y TyMOpCKMX W MMYHCKMX henuja Hajuemrhe pe3yiTupa MpOAYKIIHjOM

[IUTOKHMHA, XeMOKHHA W/WJIM CTBapamkeM €HIOTeHUX CUTHaIa mo3Hatux kao DAMP (255, 256).

3a pa3yMmeBame TAaTOTE€HE3e KaKo TyMmMopa [O0jK€ TaKO W OCTAIMX TyMOpa, HEOMXOJHO je
pasyMeBame MHKpOCpenuHe Yy Kojoj Tymop pacte (257). Y crpomm 3apaBe mojke hemuje
UMYHCKOT CHCTeMa HuCy MHoroOpojHe. IlpucycTBo 3amasbeHCKMX WHGUATpaTa y OSHUTHUM
mpoMeHaMa JI0jK€ HHje HEOOMYHO M MOXKE C€ BHUICTH Yy pPA3IHYUTHM (DUOPOIUCTUIHUM
MpoMeHaMa WM CTakuMa Kao MITO je MyKTalHa ektasuja. MelhyTtum 3HavyajHO moBehame Opoja
henuja ypolh)eHOr M CTEYEHOT MMYHCKOT CHCTEMa CKOPO YBEK MpaTH MpOIeC KaHIIEPOTeHEe3e

(258).
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henuje ypoheHor MMYHCKOT cHCTeMa MMajy BaXKHY YJIOTY y OJpKaBamby XOMEOCTa3e TKHUBA
JI0jKe ¥ aKTUBUpAjy WX OWJIO KakBa omrehema TKHBA, YaKk U OHA HAacTajla TOKOM HOPMAITHUX
¢dbusmonomkux norahaja ka mTo Cy rpaHame AyKTyca y myOeprety u TpyaHohu. Ha mpumep,
Makpogaru cy BaXHH peryJaTopu OBHX Ipolieca, KOju MMajy KapakTep camoorpaHuyaBajyhux, a
HECTajy 0JMaX HAKOH YCIIOCTaBJbabka TKHBHE XxomeocTase (259). CympoTHO, KaHIleporeHesa je
XpOHMYAH Hpolec, yecTo npaheH HempaBUIHOM HpoiudepanujoM U cMphy HEOITaCTUYHHUX
hemnja. Kontunyupano ocnobahame npounpiaamaropaux DAMPS monekyna u3 ymupyhux
henuja ycnen aucperynanuje henujcke CMpTH JONPUHOCH OICTaHKY OBHMX henuja in Situ  wu
oJpkaBamy xponnuHe uHpnaamaimje (260, 261). Takohe, ymupyhe Tpanchopmucane enurenHe
henmmja oTmymtajy TymMOopy acounupaHe AaHTHUTEHE, INTO MOXE AaKTHBHPATH XYMOPAJIHU H
HenyJapHd HMYHCKHM OITOBOP KOjU MOXXE IPEBEHUpPATH pPAcT TyMopa, MehyTuM reHercka
HecTabMIHOCT ManurHux hemuja omoryhyje genoturncke Bapujatere Mely Kojuma cy U OHe
IpoMeHe Koje UM 00e30elhyjy OTHOpHOCT Ha mpemno3HaBamke W/WiM yOujame Ol CTpaHe

edexropckux henuja umyHckor cucrema (262).

Kibyunu ynory y pas3Bojy U OAp)KaBamwy IPOKAHIEPOTrEeHOI OKpPY)XEHha HMajy MH]jelIOUIHE
nenngpurcke hemuje m Th2 m Treg cybmomymamuje CD4" T nmmdormra Koje TompuHOCE
CTBapamy W OJp)aBamy TojepaHnuje Ha Tymop (263). 3Hauaj Th2 hemuja y kaHieporeHesu
SKCIUTMIIMTHO j€ MOKa3aH y eKCIIEPUMEHTATHOM MOJIeNy KapIlMHOMa JI0jKe, Y Kojem Th2 henuje
npekomepHoM mnponykiujom IL-4, perynaumry ¢yHkuujy makpodara Tako mro (aBopusyjy
pa3Boj mpokanieporeHor M2 ¢denortumna (264; 265). IL-4 Mory mpoayKoBaTH U caMe MaJUTHE
henuje, HO 6e3 003upa Ha MOPEKIIO OBAj IIUTOKUH MOXKeE JE0BaTH ayTOKPUHO U MapaKkpHHO U Ha
Taj HAYMH JIONPUHETH OINCTAaHKY TyMopckux hemmja (266). ITokasano je ma u apyru Th2
muTokuH |L-13 Ha ciMYyaH HA4YMH MOJCTUYE pacT XyMaHOT KapuuHoMa aojke (267). Ocum Tora,
MO3UTHBHA Kopenanuja uzMely o6poja unpunrpumyhux Treg u some mporuose 3adenexeHa je y

KJIMHUYKOj CTYIMjH ca MalujeHTHMa 000JIeTMM 0/1 HHBa3UBHOT KapIiiuHOMa aojke (268).

Jla aHTUTYMOpPCKM UMYHCKH OJTOBOP MOXE OTPaHMYMTH PACT TyMOpa TMOKa3aHO je aHAJIU30M
CTpOME MPHMAapHHUX KapIMHOMA JI0jKe The je 3abenmexxeHo ga je momuHaruja Thl u CTL
nmoBe3aHa ca 00Jp0M TporHo3oM (269). Mehytum, mocroje u CTyAuje YMju Pe3yITaTH TMOKA3Yjy
Ja je TPOTHOCTUYKH 3Ha4ya] UMYHCKOT OJIFOBOpA Pas3iIHuYUT M Ja 3aBHCU O] MOJICKYJIapHOT

cyOTuna kapuuHoma aojke (270, 271).
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2. INJb PAJIA

OCHOBHU LIWJb OBOT HCTPAXKHMBAA j€ J1a Ce UCIUTA YTHUIAja XyMaHUX ME3EHXUMATHUX MaTUIHUX
henuja Ha excnpecujy STAT3 reHa y TYMOPCKOM TKHBY M Ha TPOTPECH]Y €KCIIEPHUMEHTAIHOT

MHUIIjeT TyMOpa JI0jKe.

V ckiaay ca OCHOBHUM LIUJbEM, HAKOH MHTpaBeHcke arutukanuje hMSC, ananuszupanu cMmo:
1. monynamnujy dochopunamuje STAT3 Monekyia y TYMOPCKOM TKHBY

2. aHTUTYMOPCKY UMYHOCT.

KOHerTHI/I 3aaanu:

HcnmtuBame in Vivo edexkara hMSC Ha pact u pa3Boj Tymopa aojke u ekcnpecujy STAT3

MOJIEKYJIa Y, €KCTIEPUMEHTATHOM MUILjEM MOJEIY, aHATH3UPAHEM:

1. pacra mpumMapHOT TyMOpa, HHIUICHIIC MeTacTazupama u Tponusma hMSC

2. excrpecuje STAT3 Monekyna y TYMOPCKOM TKUBY

3. HyMEpHUYKHUX 0JJHOCA JTUM(POLUTHHX MOMyJanrja u cyOrnomnynamnygja y cie3uHu

4. MUTOTOKCHUKE aHTUTYMOPCKE aKTHBHOCTH yKYIHHX cruieHonuTa kao u NK henuja u CD8' T

muMdoruTa 100MjeHUX U3 CIIe3NHE
5. KOHILIEHTpAIHje HUTOKUHA Y CUCTEMCKO] IUPKYJIALUjU

6. uatpahenujcke npoaykuuje uuTokuHa y CD4+ T numdountima cie3use.
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3. MATEPUJAJI U METOJIE

3.1. JIabopaTopujcke :KUBOTHIH€

OBa cTyauja je M3BelcHa Ha WMYHOKOMIIETCHTHUM MuineBuma yucror BALB/C coja (,,wild
type®) sxenckor noja. BALB/C mumieBu cy HabaB/beHHM M3 OJrajaviira 3a MuiieBe BojHo-
MeIuIMHCKe akagemuje y beorpaay a oarajanu cy y BuBapujyMy MemuuuHCKOT (akyiTeTa y

Kparyjesiry.

VY nojenuHaYHUM €KCIIEpPUMEHTHMA KOPHUIINEHH Cy YBEK MHILEBU HCTOT I0Ja U CTapoOCTH O 8

1o 10 Henespa (pasznuka y cTapocTu HUje Ouia Beha o 7 maHa).

3.2. heanjcka JuHHMja Mujer tymopa nojke (4T1)

VY ekcrepuMeHTaIHUM MOJEJIMMa KOPUCTUIN CMO henujcKy JIMHU]y Mulljer Tymopa nojke-4T1

(American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA; CRL-2539).

Oga nuHHja je J0OHMjeHa W3 CIOHTaHO Hactaior Tymopa aojke y BALB/C mumy. IIpeacrasiba
aHMMaJHA Mojien 3a u3ydaBamwe |V cramujyma kapruHoma jaojke. henmje ce Mory MHOKyJIMcaTu
JUPEKTHO y MAcHO jacTyuye MIIeUHe kie3le (MHjeKIMjOM), HHTPABEHCKH Yy JaTepaiHy perHy
BEHY, apTePHjCKH XUPYPIITKOM KaTETEPU3AIHNjOM JECHE KapOTUHE apTepHje WITH HHjECKIH]OM y
JeBy mpeTkoMopy cpia. Hakon yOpusraBama qupekTHO y TKUBO nojke, 4T1 henuje pacty Op3o0,
dbopmupajyhu npumapHu TyMOp U /1ajy XeMaTOreHe MeTacrasze y Iuiyhuma, jeTpu, KOCTHMa U

MO3TY y Meproay oJ 3 10 6 HeJleJba HAaKOH WHOKyHcama (12-17, 272).

3.3. heanjcka TMHUja XyMaHHX Me3eHXHMATHUX MaTuuHux hesmja (hMSC)

XymaHe Me3exHHMalHe MaTuuHe henuje noOujeHe cy y nabopatopuju 3a ExcriepumeHTanmHy
xemaronorujy u Matuune henuje (MHCTUTYT 3a MEIUIIMHCKA HCTpakuBama, beorpam) on mpod.
ap Jwuane Byrapcku. hMSC nob6ujene cy u3 mepudepHe KpBU 37paBOr JOHOPA, MOKa3yjy

aJIXEPEHTHOCT, CIIOCOOHOCT MPOJOHTHpAHOT Tacaxupama (mpeko 40 macaxka), KJIOHOTCHY
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nponudepaunjy, popmupame CFU-F u y in Vitro ycrmoBumMa CHOCOOHOCT MYyJTHIIOTEHTHE
madepeHnrjanije 'y Me3eHXxuManHe henujcke nuHHMje (OCTEOreHe, XOHAPOTeHE, aIUIoreHe H
muoreHe). UMyHO(DEHOTHIICKOM aHAM30M TOKa3aHO j€ OJICYCTBO XEMAaTOMOETCKUX MapKepa
CD34, CD11a, CD33, CD45, glycophorin u mpucycTBO Me3eHXMMaJIHOT Mapkepa vimentin,
takohe aHanmm3a KapuoTumna mokaszyje Hopmanman 46, XX xapuorun. Xymane MSC cy
Kynatusucade y kommietHom DMEM wmemujymy (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) koju
canpxu: 4,5g/1 rinykose, 10% deramHor OGosunor cepyma (FBS), 1mmol/l memanux
HeeceHIMjaHuX amuHokucenuHa (Sigma, USA) u antuOuotruke (nmenwmmwima 100 U/mL,
crpentomunua 100 pg /mL; Hyclone, Logan, UT). Menujym y kome cy pacie henuje je MembaH

cBaku Tpehu maH.

3.4. Unayknuja npuMapHoOr TYMoOpa J10jKe

Thenuje uzBalhene u3 KOHTEjHEPA ca TEUHUM a30TOM Cy Op30 OAMp3aBaHE y BOJCHOM KYIATHITY
(37°C, ne nyxe ox 2 munyTa). logaBamem 9 Ml KOMIUIETHOT MeMjyMa U IEHTPUPYTUpabEM Ha
350G 10 mMuHyTa, YKIOHBEH j€ KPHO-NIPOTEKTUBHU MeIUjyM. KpHO-IpOTEKTUBHU MEIH]YyM jecTe
KOMILIETaH MeJIujyM 3a pacT henuja ca nonatkom 5% DMSO. Hakon onnuBama cynepHaTaHTa,
henuje cy pecycnennoBane y 1 ml kommierHor Meaujyma, npedadeHe y ¢uiack 3a KyJITUBALU]y U
nHKkyOupane y atmochepu 5%CO,, 3acuhenoj Bomenom mapom Ha Temmeparypu 37°C. ITlpe
ynotpebe, KOMIUIETaH MEANjyM je MHKyOupaH HajMame 15MuH. na O6u ce crabunmzoBana pH
BpenHocT. Renuje cy KyaTHBHCaHe y Tocyaama 3a Kyarypy henumja- Tos pmackosu (BD Falcon) y

CTPUKTHO acenTHYHUM ycinoBuma. [Ipocedno Bpeme aymumpama Opoja henuja usnocu on 24 1o

48",

CyoOkondmyentne hemmje, y soraputamckoj ¢asm pacra, NOAUTHYTE cy u3 (racka
KpaTKOTpajHUM TpeTupameM TpurncuaoM (0,25% tpuncun ca xemaropom 0,02% EDTA koju cy
pactBopenu y PBS-y (PAA Laboratories GmbH)). henuje cy 3aruM ompaHe y KOMILIETHOM
Meaujymy, aa 6u FBS unaktuBucao tpuncun u cupeuno omreheme henuja. Renuje cy gogatHo
npane y PBS-y, 6e3 FBS-a, npe ymorpebe y cBakom in Vitro u in vivo ekcriepumenTy. [Iporienar
*uBUX henuja oapehuBan je BUTaIHUM O0jeHEM TPHUMAH IUIABUM, a8 Y €KCIEPUMEHTAIHOM paiy

cy kopuinhene camo cycnensuje henuja ca BujadbunHomihy Behiom o1 95%. Tpunan miaso je 60ja
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KOja CIYXH 3a pa3lMKOBamke MPTBUX M JKMBUX henuja jep yna3u UCKJbYyyuBO y henuje ca
HapyIIeHUM HWHTETPUTETOM henujcke MeMmOpaHe, OK >KMBe henuje ca OuyBaHOM MEeMOpaHOM

octajy Heobojene (273).

PaznuuuTy MCTpakuBavd, y €KCIICPUMEHTAITHOM Pajly Cy KOPUCTHIIM PAa3IMIUT OpOj TYMOPCKUX
hemmja, xoju ce kperao ox 1x10° mo 1x10° (274-279) u pasmuant 6poj Matnunux hemuja (280;
281). Y CBHM EKCIIEpHMEHTHMA OBOT HCTPaXMBama Kopuiheno je 2 x 10* 4 T1 u 4 x 10° hMSC,
opoj Tymopckux u hMSC oapelheH je Ha OCHOBY HEKOJHMKO EKCIIEpPUMEHATa Yy KOjuUMa je
kopuhien pasmaunt 6poj 4T1 (ox 1 x 10% 10 3 x 10%) 1 hMSC (ox 2 x 10% 10 1 x 10%). Bpoj ox
4 x 10° hMSC je majmamu ammkoBasu 6poj hMSC koju mokasyje pasivKy y HHIMICHIH
NOjaBJbMBaba M BOJYMEHY INPHMapHOT TymMoOpa a Jaje HajIy)e MpeKHUBJbaBamkbe MHIICBA.
Hajsehu mporenar muineBa Kojuma je amiukoBaHO 1 X 10° hMSC 3ajemHo ca 2 X 10 4 T1

TyMOpcKux henuja, He ycreBajy 1a nmpexkuse 35 gaHa, KOJIHMKO j€ TPajao eKCIEPUMEHT.

3.4.1 ExkcnepuMeHTAaJIHE TpyIe

ExcriepuMeHTaIHM MHUIIEBU Cy TOAe/beHH y uetupu rpyme. /Ie rpyme BALB/C mumiea cy
npumuin 4T1 hemmje (2 x 104) pecycnennoBannx y S0ul PBS-a u yOpu3ranux MHCYJIHHCKAM
cucremoM (tmpwil 1 uria 21G) IupeKTHO y MacHO jacTyde mieune skieszae 6poj 4 (4T1 rpyma).
Jenna o oBe aBe Tpyme je ucror gana mpummia 1 hMSC (4 x 10°) pecycnenoBane y 100 pl
PBS amiukoBaHMX MHTpaBeHCKU Kpo3 penHy BeHy (4T1 + hMSC rpymna). I'pyna 3 je npumuina 4
X 10° hMSC y 100 pl PBS unrpaBercku kpo3 penny seny (hMSC rpymna) u rpyma 4 je

KopuirheHa Kao KOHTpOJIHA (HHje TpeTHpaHa HUjeITHOM BpcToM henwuja).

3.4.2. OgpehuBame BeTnUMHE NPUMAPHOT TYMOpA

Pact mpumapHor Tymopa mpaheH je mpoBepaBaH JABa IyTa Yy TOKY HeEJEJb€, PErHCTPOBAKEM
najnabuiaHor Tymopa. Tpuiaecer meror JaHa eKCIepUMMEHTa MHILIEBU CYy JKPTBOBaHM M

3ampeMHHa TyMopa je u3padyHara o ¢popmynu (282):

V(mm?®) = L(najBehu mpeuHuK) x WZ(HajMa}LH MPEeYHuK) / 2
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3.4.3. XucTOonaToJonKa aHajn3a Meracrasa

MumeBu cy xprtBoBaHM onpehenor nana (35. mana) y atmocdepu 3acuheHO] AMETHIECTPOM
(BETA HEM, Beorpanm). 3a XHCTONMATONOIIKY aHAIM3y KOpHIINEHH Cy IpUMapHa TyMOpCKa

Maca, oryha u jerpa.

3.5. M3oaanuja JHK xymaHor nopek./ia peakuujoM JJaH4YaHe MoJIMMepHu3auje

Y uwby JAETeKIMje MapTUKylIa XyMmMaHor mopekiga u mnpahewma Ouomuctpubynuje hMSC
kopuctrau cMo PCR metony. Jlanuana peaknuja mosmmMepase wimm PCR peakiyja je meToaa Koja
omoryhaBa yMHOXkaBame keJjbeHor cermeHta JIHK mnomohy ensmma JIHK mnomumepase.
[IpenHoCT OBe MeTOJ/le HaJl OCTAUM TEXHHKaMa je y TOME IITO 3aXTeBa MUHUMAJIHY KOJIUYHUHY
MaTepHjana u omoryhaBa ammmudukainmjy xesmpenor cermenta JJHK no munmujapay myta mro je
JIOBOJBHO 3a Hajbe aHanm3e. Bucoka censutuBHOcT PCR peaknuje omoryhasa anammsy JIHK
M30JI0BaHe U3 jeaHe jenuHe henwje. 3a oBy peaknujy cy norpedHe cienehe kommonente: JJHK
matpuna (jeaqHonandanu moinekyn JJHK — cDNK - monexyn kommiementapan PHK Monekymy
wi  geHarypucana  asoiandana  JIHK), "mpajmepn”  (KpaTku  ONHUTOHYKJICOTHUIH
KOMIUIEMEHTApHHU KpajeBHMa CEKBEHIIE KOja ce KOMHpa), 1e30KCHPUOOHYKIEOTHIN, ONITUMATHH
nydep, jonu MarHesujyma u tepmoctabunna JIHK-zaBucua JIHK monmumepasa (majuenthe ce
kopuctu Taq monumMepasa), Koja Kataausyje yrpaamby HyKIeoTHaa. 3a YCIeHy aMIuTu(UKaImjy
BeoMma je OuTHa KomIutatHa jaeHarypanuja JIHK marpune mpe mpBor mukimyca (MHUIM]jaTHA
JeHaTypannja) u oHa ce u3Boau Ha 95°C y Tpajamy ox 1 mo 3 munyTa. [Iponec ammmmpukamnmje
Ce OJUrpaBa TOKOM CepHje HUKINYHUX MPOMEHa TemIepaType, a jellaH LUKIYC Ce CaCcTOju U3
cneaehe Tpu ¢aze: nenarypammja JIHK marpune (packuname BOJOHHYHHMX Be3a u3Mel)y nBa
komruiementapHa JIHK mannma mox yrtumajem Temmepatype), xuOpuausaidja "mpajmepa” ca
MaTpuiioM (eng. annealing; ycrnocTtaB/bameé BOJAOHMYHMX Be3a usMmely "mpajmepa” wu
KOMIUIEMEHTAapHE CEKBEHIIE Ha MaTpullM) M eJoHramuja "mpajmepa” kartanmzoBaHa JIHK
nonumepa3oM. bpoj nukiyca ce kpehe ox 25 no 35. 3a ycneman npouec PCR ammnudukanmje
O]l BEOMa BEIMKOI 3HAYaja je TeMIeparypa. YKOJHMKO je TeMmIeparypa JAeHaTypaiuje,

xuOpuau3amnje W enoHramuje anekBatHa 3a gatu  ¢parment JHK, pesynrar PCR
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ammuudukaiuje 6uhe Beha koaumuuHa TOr cnienupuyHOr Qparmenta. HajkpuTHUHUJU KOpaK y
ontumu3anuju PCR peakiuje je m300p TemmepaType 3a XUOpUAU3AIH]y MpajMepa ca MaTPUIIOM.
YKonuko je Temmeparypa CyBHIIEe BUCOKa, Hehe gohu mo xuOpuamsanuje, MoK he y ciydajy
CyBHIIe HHMCKE TeMmmepaType nohu 1o Hecneuupuyne xubOpuauzanuje "mpajmepa” ca camo
napuujasHo KomruieMeHTapHuM cekBeHnama JIHK. Ontumanna temmeparypa XuOpuausaiuje
kpehe ce ox 42-65°C, y 3aBUCHOCTM Off AY>KMHE W HYKJICOTHUJHE CEKBEHIE "mpajmepa’”.
Yobuuajeno Tpajame xubpuausanuje kpehe ce y pacnony ox 10 cexkynnu no 1 munyta. Bpeme
Tpajama eJoHranuje "mpajMepa” 3aBUCH O Jy’KUHE U KOHLEHTpallMje LInJbHE CeKBeHIle U Kpehe
ce ox 10 cexynmu no 2 munyTta. Enonramnuja "npajmepa” ce uzBoau Ha 72°C, mITO je ONTHMAaHA
TeMmIepaTypa 3a nenoBambe Taq mommmepase. [lo 3aBprieTky mocienmer MUKIyca M3BOIU Ce
¢unanna enonrammje Ha 72°C y Ttpajamy on 0-10 mMmH. Y OBOM KOpaky J0Ja3W M0

KOMIUJICTUpAaka Hapunjanﬂo CJIOHTHPAHUX IMPpOoAYyKaTa.

3a ycnemHy amrui@uKanujy, mopea onTUMHU3aIije TeMreparype, IoTpeOHO je ONTUMHU30BATH
koHueHntpauyujy JAHK, maruesujyma, Hykieoruaa u "npajmepa”. Y Behunu ciyyajeBa CeKBEHLA U
KomOuHanmja "npajmepa” nedpunuine ycnex PCR-a. Hajuenthe ce xopucre "mpajmepu” nyxuHe

on 14 no 40 nykneoruna, ca G + C cagpxkajem ox 40-75%.

PCR cmema 3a CYP1Al mponykT y ¢mHanHO] 3anpemMunn o 25 ul caapxkama je 1 ul cDNK
(priblizno 50 ng), mo 0.6 ul "F npajmepa” (enrn. Forward primer) u 0.6 ul "R npajmepa” (eHr.
Reverse primer) CYP1A1, 12.5 ul 2X KAPA2G (contains 2 mM MgCI2 at 1X), 1.25 ul DMSO
(100%) u 9.05 pl Boze 3a PCR (enrn. PCR grade water).

PCR cmema 3a fB-actin npoxaykr y ¢uHanHoj 3anpemunu ox 25 pl campxkana je 1 pl ¢cDNK
(priblizno 50 ng), mo 0.5 ul "F npajmepa” (enrn. Forward primer) u 0.5 pul "R npajmepa” (eHr.
Reverse primer) p-actin, 12.5 pl 2X KAPA2G (contains 2 mM MgCI2 at 1X), 1.25 ul DMSO
(100%) u 9.25 pl Boze 3a PCR (enrn. PCR grade water).

Amvmmndukanyja je u3Bohena mon cienehum ycnoBuma: wHHMNMjanHa AeHaTtypanuvja JIHK nHa
95°C, 3 muH., a cBakH cienehu ox ykymHo 35 nukiyca je nogpasymeBao aenarypauujy JHK Ha
95°C y Tpajamy ox 15 cexynau, xubpunuzanujy "npajmepa” 15 cexynau Ha 60°C u enonrauujy
"mpajmepa” 15 cexynmu Ha 72°C. @unanna enonranmja je m3Bohena 10 mmuyta Ha 72°C.

Xnaheme Ha Temneparypu o 4°C.
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I'eH cekBeHna 5' — 3' BEJIMYHMHA IPOAYKTA

sense

5 GAACTGCCACTTCAGCTGTCT
antisense 312 bp
3'CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC

CYP1Al

sense

5'GGACCTGACAGACTACC
antisense 337 bp
3' GGCATAGAGGTCTTTACGG

[-actin

TabGena 1. CexBenue 'mpajmepa” U BeaMuUMHE aMIUIM(UKOBAHUX MpOJyKaTa KOpPUIINEHHX Y

EKCIIEPUMEHTY .

AMIUITM(PUKOBAaHU TPOAYKTH CY eneKTpodopeTrcku aHanuzupaHud Ha 2.7% arapo3HoM reiny, 5
muHyTa Ha 150 V 1 55 munyra na 100 V. Hakon enexkrpodopese reqoBu Cy BU3YEIM30BaHU U

dotorpacducanu.

3.6. bojeme xemaTokcuauHoM u eo3unom (H&E)

Yeneauno je 0ojeme KPUOCTATCKMX TKUBHUX IPEceKa METOJOM XEMAaTOKCHIIMH-CO3HMH 10
Heidenhain-y (340) u carnacHo npenopykama Gurr-a (341): Ha mo4eTKy Cy IUIOYHUIIE ca TKUBHUM
npecenuMa u3narane mydepy dopmanaexuna 10 cekyHau, OHIA ONpPaHe y TeKyhoj BOIH, 3aTHM
nmoranade gBa MuHyTa y Mayer-oB xemarokcuiun (Merck), ucrnimpane jenman MunHyT y Tekyhoj
BOJIM M HAIOCJIETKY OojeHe ankoxonHuM eo3unoM (Merck) y Tpajamy ox jenHor munyTa. Hakon
0ojema Mcedly Cy NEXUIPHUPAHU TAaKO IITO Cy MOTAlaHW y Cepujy pacTyhmx KOHIEHTpanuja
ankoxojia ¥ To cieaehum pemom: Hajupe jenan MUHYT y 85%-THOM alKOXOITy, 3aTHM J[Ba ITyTa
mo 50 cekyHau y 96%-THOM W Ha Kpajy aBa myTa 1o 50 CEeKyHIW y arncOJyTHOM ajKOXOJy.
Hakon Oojema W Jaexuaparanuje, YCJIEIUO je IOCTYIaK IPOCBET/haBama IOTANAkEM Y
MEIIaBHHY KCHJIONIA M ankoxoiyia y ofguocy 1:1, 50 cexynau, a 3atum jBa myTa 1o 50 cekyHIu
camo y kcwiony. Ha kpajy je Ha TkuBHe uceuke HaHer Kanama Oamsam (Canada balsam,

Centrohem, Cpbwuja) a mpemapaTtd MPEKPUBEHH MOKPOBHUM cTakiauMa. OBako MPUIPEMIbCHH
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TKUBHU HCEUIU CY, HAKOH 24-4acOBHOT CyIlI€Ha, aHAJIM3HPAHH CBETIOCHOM MHUKPOCKOIH]OM

(10x u 40x).

3.7. AMyHOXHCTOXEeMHUjCKA JeTeKI1ja MUTOXOHAPHUjaTHUX MPOTENHA XyMAaHOT MOpeKJia

HmyHOXHCTOXEMU]CKH CMO JieTekToBaiu npucyctBo NMSC y TKuBHHM rcedninma jeTpe u miyha,
MUIIIEBa O0OJIETMX OJ TyMopa JO0jK€ a KOjH Cy OCHM TYMOPCKHX WHTPAaBEHCKH NMPUMWIA H
hMSC. TkuBHH uceuln Cy pyTHHCKH (ukcupanu y 4% dopmanaexuay, ACXUIPUPAHH Y
aJIKOXOJIy Pa3IMYUTHX KOHLIEHTpaluja, OYMIINeHH y KCHJEHY M YKaIyIUb€HH y mnapaduny.
VKalnynbeHd y30pId TKUBa Cy CEYeHHM Ha AeOJpuHYy o 4-5 pm, 3aTuM JenapapuHU3HpaHH
npameM 1Ba myTa o 10 MuUHyTa y KCHJICHY W peXUApPATHCAHU y OmaaajyhuM KOHIIEHTpaIlHjaMa
ankoxoua (100%, 96%, 70%, 50%). IMyHOXHCTOXEMH]CKO 0OjCIbE je M3BPIICHO CTPEITABH/INH-
OMOTHH METOAO0M. YKpaTKo, Mceulld Cy aenapaduHU3UpaHd U UHKYOupaHu y 3% BOJOHUK
NEPOKCUy Kako OM ce OJIOKMpana aKTHMBHOCT CHJOTeHE IepOKCHIa3e, 3aTUM KyBaHH Y
MmukportanacHoj nernuim 20 munyta y 10 mmol/L watpujym nurpary (pH 6.0) u uakyGupatau
ca MOHOKJIOHCKAM aHTHTENMa Ha XyMaHe MHUTOXOHIpHjaiHe nporenHe 60 munyra (MAB-
12730, Millipore). HakoH mpumapHHX aHTUTENa, JOAAIH CMO OWMOTHHU3MpaHa CEKyHIapHa
aHTHTeNa W 3a aereknujy kopuctmim ABC meron. Jla Ou ce peaknuja Bujaenaa KOpHUIThEHH Cy
peroxidase substrate 3,3-Diaminobenzidine- H202 wu xemarokcuiuH. [Ipemapare cmo

nmocMaTtpaiim kopucrehu cBeTiiocHr MUKpockor (Zeiss Axioskop 40, Jena, Germany).

3.8. UmyHoxucroxemujcko onpehuBame excnpecuje STAT3 Mojieky1a y TYMOPCKOM TKHBY

NmyHoxucroxemujoM cmo oxapehuBamu ekcrnpecujy STAT3 wMorekyna y mpemapaTuma
NpPUMapHAX TyMmMOpa H30J0BaHUX W3 MHIIEBA CKCIIEPUMEHTAIHUX H KOHTPOJHHUX TpyTa.
Jlenmapadusupanu vcedy TyMopa cy Hajupe KyBaHu 12 munyTa (2 X 6 MunyTta) y 10mM Na-
LUTpaTy. 3aTuM cy mnpenapatu Tpetupanu ca 3% H202 y meranony 10 muHyTa ca nusbeM
MHAKTHBAllMj€ €HJOTeHE TepoKcHaaze. Tako MPHUIPEMIbEHH HCEUId TyMopa Cy OOeJeKeHH
npuMapHuM anTutenuma (y pasonaxemy 1:200): antu-STAT3 (Santa Crus) u ocraB/beHH Ha

4°C npeko Hohwu. IlpemapaTu cy 3aTUM HHKYOMPAaHH Y HPHUCYCTBY OMOTHHMIIM3HUPAHOr KO3jer
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antu 3eyjer IgG (enru. biotinylated goat anti rabbit IgG, Sigma Chemical Co.) u crpentaBuaus-
ounotun komruiekca (eHrn. streptavidin-biotin-horseradish peroxidase complex, DAKO,
Denmark) y tpajamy ox 30 munyTa Ha Temneparypu on 37°C. Jla 6u ce peakiuja BHaena
kopunthenu cy peroxidase substrate 3,3-Diaminobenzidine- H202 u xemarokcwius. [Ipenapate
cMo mocMmatpanu kopuctehu cBetiocHu mukpockorn (Zeiss Axioskop 40, Jena, Germany). One
henuje koje cy Ouse 6paoH 0oje cMaTpalii CMO Kao IMO3UTHUBHE, OJHOCHO TO cy Ouie henuje 3a
Koje cMo cMarpanu Aa ekcnpumupajy STAT3 monekyn. [IporieHat hennja koje excripumupajy

STAT3 moneky y onHocy Ha ykynas 0poj henuja.

3.9. Cemu-KBaHTHTATHBHO oJpeluBame Opoja n BeJIMUHHE METACTATCKUX KOJIOHMja

VY 0BOj CTyAHju Cy CEMHUKBAaHTUTATHBHO 35.-or gaHa mocie yOpu3araBama TyYMOPCKHX henuja
onpehuBanu npoceyan Opoj MeTacTasa Mo MUIIY, Ka0 ¥ BEJIMYMHA METACTATCKUX KOJIOHUja U TO
kopuctehu mnporpam Autodesk AutoCAD 2009, Ha mnpenu3aH | jeAHOCTaBaH HAYHH
kBaHTH(UKY]je OpOj M BEIMYMHY METACTATCKUX KOJIOHH]Ja y IIEJIOM Tperapary miyha u jerpe.
OBaj MeToA CMO KOPHCTWJIM 3a CEMH-KBAaHTUTATUBHO oOjpehuBame Opoj W BeIMYUHA

METACTAaTCKHUX KOJ]OHHja Y CBUM HalllUM CKCIICPUMCHTUMA.

[Ipemapare cmMo, HakoH 0o0jeba XEMATOKCWIMH-CO3WHOM, IOCMATPald  CBETIOCHUM
MuKpockornoMm (yBehamwe 100%) u ¢ororpaducanu AUTHTATIHUM amapaToM Bojehu payyHa jaa
¢dororpadumemo meo mpenapar. 3aTUM cMO QoTrorpaduje eKCIOpTOBAaIN y HOBOKPEHPAHU
nokymeHt: Autodesk AutoCAD 2009.dwg file. Kopumnihemem ,,polyline ” onmuje o3Haummm cmo
MoJba METACTAaTCKUX KOJIOHHWja ca yBehaHuM BullejenapHUM henujama, jacHO OrpaHHYeHa O
OKOJIHOT TUTyhHOT TKMBa, YMMe CMO Kpeupanu T13B. ,,polyline” perrone. CopTep je u3pauyHao
NOBPIIMHY IIEJOKYyNHe (ororpaduje, aid U MOBPIIMHY CBAKOT OJ OUBHYCHHX HEKPOTHYHHX
moJba, ,,polyline” permona. Hakon ¢oTorpaducama MEIOKYIHOr Tpernapara, MPOIEHAT

HeKpoTUyHOT TKuBa y 11enoj jerpu (N) cMo u3pauyHanu kopucrehu popmyy:

N= Bt x 100 / At
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rae je: At (A total) 30up ykynmHux moBpmmHa ciukanux Qotorpaduja (At=A1+A2+....An, n

MpeJICTaBba YKyImaH 0poj ¢pororpaduja)

Bt (B total) 30up moBpiIMHA OWBUYEHHX HEKPOTHYHHUX I0JbA, OJHOCHO ,,polyline” permona

(Bt=B1+B2+....Bm, m npexcrassba 6poj ,,polyline” peruona).

3.10. U301anmja JeyKoUUTA U3 CJIe3MHe

BALB/c mumeBu cy ®pTBOBaHH y aTMoc(epH 3acMNeHO] AUETHICTPOM TPHJIECET METOr JlaHa
rmocJie CyOKyTaHOT yOpu3raBama y 4eTBPTY MIICUHY KIIE3TY 2x10* 4T1 hemmnja y 50 ul DMEM-a
YW MHIICBH KOjU Cy HCTOI JaHAa OCHM TYMOPCKHX HMHTpaBeHCKH npummwim xymane MM y
pa3IUUUTHM KOHIIEHTpanujama. Vcror naHa Cy >KpTBOBaHM M MHILIEBH KOjHU HHCY TPETHPaHU
TymopckuM hennjama. CBUM MUILIEBUMA Cy €KCTHUPIIUPAHE CIE3MHE a 3aTUM j€ YUTaB MOCTYIaK
M30J1allhj€ CIUICHOINTA, OJHOCHO nuMdonmTa m3BeAcH Ha +4°C. Hajmpe je kimmom mmpuia
IpOTHCHYTa ciie3nHa Kpo3 hemujcko cuto (cell strainer, BD Pharmingen, USA) y enpyserty ox
50ml y3 nonaBame Sml meaujyma (RPMI-1640; PAA Laboratories GmbH ca momarkom 10%
FBS-a). OBako pa3nBojeHe mojenuHaune henuje cy ueHtpudyrmpane 5 munyra Ha 350G.
CyrnepHaTaHT je OJJIMBEH, a Ha henujcku Taynor je gomato Sml pactBopa 3a ymsupame (4mg
EDTA, 100mg NaHCO3, 826mg NH4ClI, pactBopero y 100ml ddH,0), u uakybupano 5 muryTa
Ha neny. Jlasbe mu3upame 3aycTaBibeHO je nomaBameMm SmI RPMI-1640 (10% FBS). 3atum cy
henuje neHtpudyrupane, CynepHaTaHT je OJTUBEH a Tajor pecycrneHnoad y 8ml RPMI-1640
(10% FBS). /la 6u ce u30eria KOHTAMHHAIIM]ja CIUIEHOIIMTA XUCTUOIIMTUMA CJIe3uHe, henuje cy
joll jemHOM TMpomymTeHe Kpo3 hemujcko cuto. OBako Jo0WjeHa CyCIeH3Hja IOjeAMHAYHUX
CIUICHOIMTa KopuinheHa je y Ja/bUM HCIUTHBambHMa (32 TMPOTOYHY LUTOMETPH]Y MU TECT
UTOTOKCUYHOCTH). HakoH m3omanuje, mpuwimkom Opojama henuja onpehuBana je m mHUXOBa
BUjabmiIHOCT ToMohy trypan-blue-a mox CBETIOCHMM MHKPOCKOIIOM Uy €KCIIEPUMEHTATHOM

pany cy kopuirhene caMmo cycneHnsuje henuja ca Bujabunnonthy sehom o 90%.
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3.11. Ananu3a nomyJianuja MOHOHYKJIeapHuX hesuja cje3uHe NpOTOYHOM IIUTOMETPHjOM

Y 0BOM TYMOpPCKOM MOjeny je u3Mmely ocrajor mpumemeHa U MpoToYHa HUTO(IyopoMeTpHja
Kako Ou ce ojjpeaniia pelaTHBHA 3aCTYIUBEHOCT U allCoyTaH Opoj pa3inu4yuThX CyOmOITyJalmja
T mumdorura, NK u NKT henuja cnesuna. Hakon nzomnanuje, npuiankoM 0ojema je oapehusana
U muxoBa BujabmiHOCT momohy trypan-blue-a mon cBeTnoCHMM MHKpPOCKOIIOM W Yy CBUM

excriepuMeHTrMa BrjadmiHocT henuja je uznocwmia uzmely 90% u 95%.

3.11.1 ObenexaBame hejmjckux MeMOpaHCKUX MapKepa

VY unentudukanyju MEMOPaHCKUX Mapkepa 3a (EeHOTUIIU3ANN]Y U oJpehuBame (PyHKIIMOHAITHOT
¢eHotuna cybmomyianuja MOHOHYKJIEApHHUX henuja cie3uHe NpUMEHEHAa Cy aHTH-MUIja
MOHOKJIOHCKa aHTHUTEJa CHenu(uyHa 3a pa3IuduTe MOJEKyJe, OOelieKEeHa pPa3ITUIuTHM
¢dayopecuentHuM Oojama (Tabena 2.). Ha 5 x 10° henmja pecycnennoBanux y S0ul mydepa 3a
6ojeme (enri. Staining Buffer; BD) noaara je oarosapajyha Koin4rHa MOHOKJIOHCKHX aHTHTEA

IPUMapHO 00€JIeKEHNX PA3TUUUTHM (DIyopeclieHTHUM 0ojama y oapehenum koMOuHalujama:
1. CD3 PE, CD8 FITC

2. CD3 PE, CD4 FITC

3. CD3 PE, NKp46 PerCP-Cy™5.5

4. CD4 FITC, IL-17 PE, TNF- APC

5.CD4 FITC, IL-10 APC, IFN-y PE

6. CD4 FITC, FoxP3 PE
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Ha3uB KJIOH U30THUII npousBohau

1. FITC anti-mouse CD4 RM4-5 IgG2a, k | eBioscience

2. | PE anti-mouse CD3

3. | FITC anti-mouse CD8

4. | PerCP-Cy™S5 5anti-mouse CD335 NKp46 | 29A1.4 IgG2ax | BD Pharmingen
5. | APC anti-mouse IL-10 JES5-16E3 | 1gG2b BD Pharmingen
6. | APC anti-mouse TNF MP6-XT22 | IgG1 BD Pharmingen
7. | PE anti-mouse Foxp3 MF23 1gG2b BD Pharmingen
8. | PE anti-mouse IL-17F 079-289 IgGl,« | BD Pharmingen
9. | PE anti-mouse IFN-y XMG1.2 IgGl, « | BD Pharmingen

Tabesa 2. IppMapHO KOHjyroBaHAa MOHOKJIOHCKA aHTHTEJIA

CrneHouuTH/TMMQOLIUTH Cy Takohe HHKYOUpaHu U ca oJropapajyhum H30THUIICKUM KOHTpOJIaMa
(Tadena 3). bojeme U30THIICKMM KOHTpOJIaMa IMOMake HaM Ja pasrpaHHYMMO CICHUPHIHO O]

HecneuupuIHor 60jema.

1 PE Hamster Isotype Control B81-3 1gG2a BD Pharmingen
2 FITC Rat Isotype Control R35-95 lgG2a BD Pharmingen
3. APC Rat Isotype Control R35-95 lgG2a BD Pharmingen
4 PerCP-Cy™S5.5 Rat Isotype Control R35-95 lgG2a BD Pharmingen
5 FITC Rat Isotype Control B39-4 IgG1 A BD Pharmingen

Tabena 3. U30THIICKE KOHTPOJIE

CBa aHTHTENA 32 MOBPIIMHCKO 0Ojee, Ka0 M M30THIICKE KOHTpOJIe, KopuiheHa Cy y TaKBUM
KOHIICHTpallMjama J1a ’UxoBa (uHaIHa pa3dnaxema y cycrnen3uju cruieHonuta (V=80ul) oymy
1:100. 3atum je Tanor hemuja ca aHTUTETMMa KPAaTKOTPajHO BOPTEKCOBAH W OHJIA j& ycieauia
BUXOBa MHKyOanmja y Mpaky Ha temneparypu on +4°C y tpajamy 20 munyta. Ilo ncreky
uHkyOarmje, henuje cy "ompane" gogaBameMm 1,5ml xmagror nydepa 3a 6ojeme (enra. Staining
Buffer, BD) u onna cy nenrpudyrupane 5 munyta Ha 400G. TToTOM je OJTMBEH CyNpeHATAHT U
tanor henmuja je pecycnennoBan y 350ul mydepa 3a Oojeme. HemocpeaHo HakoH mporienype
0ojemba henmuje cy ananmsupane Ha mnpotoudHom muromerpy FACSCaliber (BD) mnomohy

CELLQUEST codteepa (BD). Ykonuko y nmajkeM TEKCTy HUje Jpyravydmje Ha3HA4YeHO, 3a
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UTOMETpUjCcy aHanmu3y KopuiitheH je peruoH (enri. Gate) mononykieapuux henmja y FSC/SSC
wioty. PerucrpoBano je Hajmame 20.000 morahaja y cBakoj muToMeTpujckoj aHanu3u. [lomanu

cy ananusupanu momohy CELLQUEST codrsepa (BD) u WinMDI 2.9 codrsepa.

3.12. UuTpanenyapHo 00jere HUTOKHHA

Bojeme MHTpAleIyIapHIX LHTOKHHA u3BeeHo je mo BD Cytofix/Cytoperm™ meromu. IIpema
nojanMMa M3 JUTEpaType, Kako OM ce JaeTekToBaye henuje Koje MPOAyKYjy LHMTOKHHE, 3a
cruMyanujy hemuja ce kopucte pasnumuute in Vitro merone (283; 284; 285; 286; 287; 288; 289;
290; 291; 292). YrnaBHOM c€ KOPUCTE PA3IUYUTH MOJUKIOHCKH aKTHBATOPH: KOHKaHABAIMH A
(Con-A), ¢duTtoxemariyTuHHH, CTAQHUIOKOKHH CHTEpOTOKCHH [, numomnomucaxapun (LPS),
MOHOKJIOHCKa aHTHTena crnermupuuna 3a TCR/CD3 kommekce (ca wuiaum 0Oe3 aHTHUTENna Ha
KOCTUMYJIaTOpHE peuentope, kao mro je CD28) u ectpu ¢opbona ca xaiuujym joHOGOpOM
(enran. phorbol esters plus calcium ionophore). ¥V oBom uctpaxuBamy henuje cy ctuMmynucane
dopbon mupucrar anerarom (eurn. Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma) wu
jornomurHOM (eHrI. lonomycin; Sigma), koju mokpehy akTuBHOCT mpotenH kuHaze C (eHrI.
Protein kinase C, PKC) u uHpnykc joHa kanumjyma y hemwjy, mTo HMHAyKyje €KCIIPECHjy
IIUTOKMHA y hemuju NpeTXoaHO aKTUBHpaHoj ¢usuonomkum crumyinycuma (293). Tpajame
nHKyOanuje ox 4 mo 6 yacoBa je ONTHUMAIHO 3a BehWHY IIUTOKHWHA, jep je ayka MHKyOarmja
yapy)Ke€Ha ca T0jaBOM IIMTOTOKCHYHUX edekarta MOMEHYyTHX aKThBaTopa. Y TOKy in Vitro
cTuMyanuje henuwja KopucTe ce MHXHOMTOPU WHTpAIENyJapHOT TpaHCIopTa npoTtenHa, BD
GolgyStop™ (cagpxu momencun) u BD GolgyPlug™ (cagpxu 6pedenmun A). Brokupame
MHTpAIeNyJapHOT TPAaHCIOPTa MOMEHYTUM WHXHOWTOpUMA pe3ysTHpa akymyjanujom BehuHe
IMUTOKWHA Yy EHOIUIa3MaTCKOM PETHKYJIyMy WM [omym KOMIUIeKCy, Ta je Tako moBehana
MoryhHocT aereknuje henmuja koje MpoayKyjy HUTOKHHE. MoHeHcHH u OpedenauH A umajy
JI03HO ¥ BPEMEHCKH 3aBUCaH IMTOTOKCUYHM e(deKkar, ma usiarame hemmja oBUM areHcuMa Mopa

OuTH orpaHmueHO, MHKyOamuje aysxe of 12 gacoBa cy TokcuuHe 3a henuje.
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3.12.1.Crumyaanuja heauja

Cycnensyja TMOjeIMHAYHUX MOHOHYKJIEpa H30J0BaHUX M3 MO3ra, KUYMEHE MOXJIWHE U
pernonansor mmdror gsopa (1x10%/ml) npunpemibena y komruierrom mexujymy (RPMI 1640)
je crumynucana uukybanujom Ha 37°C (5%CO,) y mpucyctesy PMA (Sigma; 50ng/ml) u
jorogopa (lonomycin, Sigma; 500ng/ml). V cycnensujy je nomar u BD GolgyStop™ (0,7ul/ml)
KOju OJIOKMpa CeKpelrjy MUTOKWHA 1 TToBehaBa BUXOBY MHTpalenylapHy akymynanujy. [Tocie
4 cara wHKyOarnuje henmje cy ompaHe M pecyCleHIOBaHE y KOMIUIETHOM MEIUjyMy, a MOTOM
npebauene y rmiactuune enpyBere (FALCON round-bottom test tubes, BD) 3a

UMYHO(ITYOPECIICHTHO 00jeHhe.

Jlasse mponietype cy o6aBsbane Ha +4°C.

3.12.2. bojew-e NOBPIIMHCKHUX AHTHUIE€HA

EnuTonu noBpIIMHCKKUX MapKepa MOTy Ja ce omrere (puKcalujoM 1 rnepmeaduan3anijom, mna ce
MOBPIIMHCKO Oojeme obaBiba mpe ¢ukcanuje hemuja. Tako je Ha 1 X 10° MOHOHYKJIeapa
pecycnennoBanux y S0ul mydepa 3a 6ojeme (enra. Staining Buffer; BD) noxaBana oarosapajyha
KOJIMYMHA TPUMApPHO KOHjYTOBaHMX MOHOKIJIOHCKHMX aHTUTENA CHEIU(PUYHUX 33 TOBPIIMHCKE
antureHe. henuje cy Ttakohe HMHKyOupaHe W ca oJrorapajyhum HU30THIICKUM KOHTpOJIaMa
(Tabexna 3). Ca aHTHTENA 32 MOBPIIMHCKO 00jee KopuinhieHa Cy Y TaKBUM KOHIIEHTpalujama
Ja BUX0Ba (pUHATHA pa3z0yaxema, y cycnensuju henmja Oyny 1:100. henuje cy unkyoupane 30

MuHyTa Ha +4°C, y Mpaky.

3.12.3. ®uxkcauuja heaunja u nepmeaduansanuja heaujcke memoOpane

Hakon wuHkyOamuje ca NpUMapHO KOHjyrOBaHMM aHTUTEIUMa 3a TOBPIIMHCKE aHTHUICHE,
MOHOHYKJIEapu Cy OIpaHH jaBa myTta y nmydepy 3a Oojeme (Iml/enpysern; 300G). henujcku
Tasor je pecycnennosan y 250ul Cytofix/CytoPerm™ pacrsopa (BD Pharmingen) u unky6upas
20 munyta Ha +4°C. 3atum cy henuje ompaHe ABa myTa y Perm/Wash™ mnydepy (BD
Pharmingen; Iml/enpysetu; 300G).
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3.12.4. bojeme MHTpalLEJYJAPHUX HUTOKMHA

Renujcku Tanor je pecycrengoBan y 50ul Perm/Wash™ mygepa u nomara cy npumapro
KOHjyroBaHa MOHOKJIOHCKA aHTHUTeNa crienupuyHa 3a nuTokuHe. CBa aHTHTENa KopuiheHa cy y
TaKBUM KOHIIEHTpalfjamMa Jia muxoBa ¢uHamHa paszonaxema Oyay 1:100. hemmje cy
uHkyOupane 30 munyra Ha +4°C, y wMmpaky. Hakon wunkyGauumje, hemuje cy ompane y
Perm/Wash™ nydepy (Iml/enpysers; 300G). Remujckn Taior je pecycreHmoBan y 350pl
nydepa 3a 00jeme U aHATM3UPAH HA MPOTOYHOM ITUTOMETPY. YKOJHMKO y JajbeM TEKCTy HHUje
Ipyraddje Ha3HAuY€HO, 3a IMTOMETPHUJCKY aHanu3y KopumiheH je peruoH (enri. Gate)
MoHoHykieapuux hemmja y FSC/SSC mnory. PeructpoBano je najmame 20.000 morabhaja y
CBakoj mnuromeTpujckoj aHanusu. llomamu cy anamusupanu nomohy CELLQUEST (BD) u

FlowJo (Tree Star) codrsepa.

3.13. UuTpaueaynapHo 0ojeme TpaHcKpunumuoHux gpaxkropa Foxp3

IIpBH KOpaK y OBOj MPOIEAYPH je MOBPIIMHCKO Gojerse CD4 mapkepa: ma 1 x 10° henmja
M30JIOBAaHUX W3 HCIOUTHBAHOI OpraHa, pecycrnenioBaHux y S0ul mydepa 3a Oojeme (eHII.
Staining Buffer, BD Pharmingen), nonara je oarosapajyha konuduna FITC-antu-CD4 antutena
y TaKBOj KOHIIEHTpalHju Aa je GuHaaHO pazOiakeme aHTuTeNna y cycnensuju ouso oumo 1:100.
henmuje cy unkyObupane 20 MuHyTa y Mpaky Ha Temnepatypu ox +4°C ca NOMEHyTHM
aHTUTENIMMA a Takohe u ca oxarosapajyhom m3orurnckom KoHTposioM. Hakon uHkyOanmje henmje
cy ompaHe aBa myTta y nydepy 3a O6ojewme (Iml/empysern; 250G), a hemmjcku Tajor je
pecycrnieHoBan y 2ml xmagHor mydepa 3a dukcarmjy (enria. mouse Foxp3 Fixation Buffer, BD
Pharmingen) u unkyoupan 30 munyta Ha +4°C y Mpaky. 3atum cy henuje onpaHe JiBa myTa y
nydepy 3a nmepmeabmnusaiujy (ear. mouse Foxp3 Permeabilization buffer, BD Pharmingen),
3arpejanoM 10 cobHe temmeparype (2ml/enmpysern; 300G). HakoH ykinamama cymnepHaTaHTa
ycnenuna je nepmeabunuzanyja henmmja y 2ml nydepa 3a mepmeabunmzanujy, 30 MuHyTa y
Mpaky Ha Temneparypu 37°C. Ilo 3aBpiienoj nakyb6anuju henuje cy onpane y mydepy 3a 0ojeme
(2ml/enpysern; 300G). Ha kpajy je ycmemwna wWHKyOamuja ca aHTUTenuMa 3a FOXp3
TPAHCKPUIIIIMOHU (PaKTOp KoOja Cy MPEeTXOAHO paszdiaxkeHa y mydepy 3a 0ojeme na (huHAIHO

paszbnaxeme y cycrnensuju henmja 6yne 1:100. Hakon mukyOGammje (20 MuHyTa y Mpaky Ha
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cobHoj TemnapaTypu) henuje cy onpane y mydepy 3a 6ojeme (2ml/enpysern; 300G). henujcku
Tajor je pecycnermoBan y 350ul mydepa 3a 6ojeme U aHATH3UPAH HA TPOTOYHOM IIHTOMETDY.
PeructpoBano je najmame 20.000 morahaja y cBakoj nuromeTpujckoj aHamusu. [lomamu cy

ananmusupanu nomohy CELLQUEST (BD) u FlowJo (Tree Star, Ashland, OR) codtepa.

3.14. M301anuja egexropckux hemnuja ciaesune

Tpumecer meror ngaHa eKCIIEPUMEHTa JKPTBOBAaHM Cy CBH MHIIEBH M TO KakKo U3
EKCIIePUMEHTATHUX TpyMa TaKo U MUIIEBH 00€e KOHTpoJHe Tpyne. CBUM MHIlIEBUMA Cy u3BaljeHe
CJIe3MHE M3 KOjuX Cy m3ojoBaHe hemmje (CycrneHswja mojeauHadyHux hemmja). Jeman meo Tako
n3onoBaHux henuja kxopumiheH je 3a Mepewe YKYIHE LHUTOTOKCMYHOCTH a OCTaTak je
. . . +
nckopuiiheH 3a oapehuBame MUTOTOKCHYHOCTH Mojenuuux henujckux cyonomynanuja (CD8" T

mumbonutu u NK henwmje).

3.14.1. HeratusHno cejexuuonncame CD8" T iumdonnta nomohy MarHeTHux Kyrjiuua

CD8" T numdouutH Cy H3IBAajaHM W3 MOHOHYKJIEAPHHMX heNMjCKMX CYCIHeH3Hja METOIOM
HeraTHBHe ceneknuje y3 momoh kura Dynal® Mouse T Cell Negative Isolation Kit (Invitrogen),
Tako mrTo je 1 X 10 NpeTXOHO M3osioBaHuX henuja pecycnenaoano y 100ul mydepa 1 [PBS
(6e3 Ca®* u Mg®") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)]. OBako npunpembere hemmje cy
uHkyoupane (20 munyrta Ha 2-8°C) y 20ul FBS-a ca 20ul Antibody Mix-a (Invitrogen) koju
CaapKM pa3IMuMTa aHTUTeNa crneudduyHa 3a CBe OCTajle henujcke TMoMmyialnuje |
cyononynauuje (usyses 3a CD8" hemmje): CD4" T mumdormure, B nmumdonure,
moHonut/mMakpodare, NK henmje, neanpurcke henmje, epurponure u rpanynonute. [To uctexy
unkyOarnuje henuje cy npane y mydepy 1 (2ml/enpysern; 300G) a taior je pecycrneHI0BaH y
800ul mydepa 1 u y cycnensuje je nogasano mo 200l mpeTxoaHo onpaHuX MarHEeTHUX KyTJIHIA
Mouse Depletion Dynabeads (Invitrogen). Ilpambe MarHeTHUX KyrIJMIa MOJpa3yMeBa Ja ce
’KEeJbeHU BOJYMEH KyTJIHIIa ToMenia ana partes ca mydepom 1, a enpysera ca pecycrneHI0BaHIM
KyIJHIIaMa OCTaBH y CHaXXHOM MarHeTHoMm moJby (Invitrogen) 1 munuyt. Ilocie ommuBarma

CylepHaTaHTa, eNpyBeTa Ce YKJamka U3 MarHeTHOT I0Jba a TaJOT PECYCIEHIyje y MOYETHOM
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(>xespeHOM) BOTyMeHY Tydepa 1. Ycenenuna je nnkyOanuja va 18-25°C y tpajamy o 15 munyTta
y3 MOBPEMECHO MeIllame, 3aTuM Ccy hemuje pecycrnenzoBane y 6ml mydepa u enpysera ca
henujama mocraB/beHa y MaraetHo moJbe (Invitrogen) y tpajamy on aBa muHyTa. Tako cy y
CyIepHATaHTy OCTalM caMoO HeraTMBHO cenekToBann CD8' T mumdormty, Koju cy IOTOM
onpanu (4ml/enpysetu; 300G), pecycnenaoBanu y 500ul xommiernor meaujyma. Ha mocietky
je oapehen O6poj W BHjaOMIHOCT OBakBHX henwja, KOje Cy Najbe KopuilheHe Kao edeKTopcke

hemje y MTT TecTy IUTOTOKCUYHOCTH.

3.14.2. Ilo3utnBHO ceneknnonucame NK hesmja nomohy MarHeTHUX KyrJjuna

N3 cycnensuje moHoHykieapHux hemuja (3 X 107) MO3UTHBHOM CEJICKIIMJOM IOMOhy KuTa
Dynal® Mouse CD49b isolating kit (Invitrogen) usasajane cy NK henuje, Tako mrro cy hemnje
pecycrenosare y 500ul mydepa 1 [PBS (6e3 Ca?* u Mg?*) w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH
7.4)] u unky6upane (15 munyra Ha 2-8°C) ca 25ul FlowComp™ Mouse CD49b antmrena
(Invitrogen). ITo ucreky mukyOanuje henmje cy mpane y mydepy 1 (2ml/enpysern; 350G) a
tajor pecycnermoBan y 500ul mydepa 1. TakBoj cycnensuju je momaBaHo 75ul mperxomHo
onpaHux MarHeTHHX Kyriuia m49b Dynabeads (Invitrogen), mpunpemMmeHUX Ha ONKMCaH HAYHH,
a HakOoH 15 MHMHyTa cTajama y3 TOBPEMEHO Memame Ha Temmepatypu 2-4°C hemmje cy
pecycnengoBane y 6ml mydepa, a enpysera ca henujama mocraB/beHa je€ Y MarHeTHO IOJbE
(Invitrogen) nBa MuHYyTa, HAKOH Yera je OJJIMBEH cyrnepHartaHt. [Ipeocrane henuje (MO3UTHBHO
cenekroBane NK henuje) cy uakyoupane (30 munyta Ha 20-25°C y3 moBpemeHo Memame) y 1mi
ny¢pepa FlowComp™ Release buffer (Invitrogen) u motom mocTaBbeHe y MArHETHO MOJbE JBA
munyTa. CynepHataHT ca cinobomauM henmjama (ocrmoOoheHMX MarHeTHUX KyTIWIA) je
npebaueH y 4ucty enpysetry, ompan (4ml/empysetn; 300G) u pecycnengoBan y 500ul
koMIuieTHOT Menujyma. Oxapehen je Opoj u BujabuimHocT oBux henmuja. OBako mobujene NK

henuje cy kopumthene kao egexropcke henuje y MTT TecTy IUTOTOKCHUHOCTH.
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3.15. MTT TecT HUTOTOKCHYHOCTH

[{utoTOoKCHYKa akTUBHOCT edekTopckux henmja (E) u To kako ykynmHHX henMja M300BaHUX U3
cnesuge Tako u CD8" T mumdomura um NK hemuja oapehusama je MTT TecTom
IUTOTOKCUYHOCTH. TE€CT ce KOpUCTHU 3a yTBphUBame MpoIleHTa BHUjaOMIHMX helnja HaKOH
uHkyOanuje target (umspanux) hemmja (T) ca edextopckum henmjama. Kao target hemmje
kopuihene cy henuje Tymopcke nunuje 4T1. Tect je uzBohen y mukporurap mioyama (MTP)

ca 96 6ynapunha ca pasaum gqHoM (SARSTED).

Tect Mepu aKTUBHOCT €H3MMa CYKIIMHAT JACXUApPOreHase (MHUTOXOHApPHjaTHA PeAyKTaza) KOjH je
aKTUBaH camo y XuBUM henujama. Omabup cymncTpara 3a OBaj €H3MM TaKO Ja MPOJa3u Kpo3
henmnjcke mMemOpaHe a na Mema 00jy TOKOM peakmuje, oMoryhyje kopemnaiujy HWHTECH3UTETa
npomemeHe 0oje u Opoja xuBux henuja. Tako komnonenta MTT-a (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma) Tterpazomujym (kyre 00je) TOKOM peayKIHje
npenasu y QopmazaH (JbyOMYacTH MPOAYKT) Ma j€ HHTEH3UTET JbyOuuacte 0oje OOpHYTO
nponopuroHanan 0pojy mpteux hemuja. TecT ce MpakTHYHO U3BOAM TAKO IITO CE MPBOI AaHA Y
MTP mnocrasspajy target henuje npunpemsbene Ha cneaehu HauuH: u3 henujcke kynrype 4T1 ce
noaurny cyokondmyentHe henmje y snorapuramckoj ¢a3u pacta, KpaTKOTPajHUM TpPETHPAEM
TPUTICHHOM, U TIOCJI€ MIPOBEPE BUJAOUITHOCTH PECYCIICHY]Yy Y KOMIUIETHOM Meaujymy (5 X 10*
hemuja/ml kommieTHOr MeaMjyMa) Tako Ja y CBakoMm OyHapdery Oyae mo 5 X 10° henuja y
Bosymeny ox 100ul. MTP cy nenrpudyrupae 10 munyra va 100G (ma 6u henuje mro mpe
ajxepupaje 3a JAHO) U uHKyOupane mpeko Hohu (37°C; 5% CO,). Jpyror nana je ojjuBeH
CyNepHAaTaHT M y CBako OyHapue mojaare cy edekropcke hemuje y Bomymeny ox 100ul. Hakon
nonaBama epexkropckux henuja, mnoue cy uentpudyrupue 10 munyrta Ha 100G, na 6u ce yop3ao
KOHTAaKT Taprera u edexropa, u nakyoupane npeko Hohu (37°C; 5% CO,). Edexropcke henuje
(E) cy xokyntuBuche ca target henmujama (T) y Tpurumkatuma ¥ y 4eTHPH pa3iMyUTa OJHOCA
(337, 338, 356, 357). Tu ogHOCH Ccy OWMJIM 3a CIUICHOIMTE W hesuje W30/I0BaHE U3 JTUMQHOT
gpopa 1:100, 1:50, 1:20 u 1:10, a 3a agxepentHe hemuje, nzomopane CD8" T mumdonure 1 NK
hemuje 1:10, 1:5, 1:2 u 1:1. Tpeher nana tecta Hajnpe je oxnuBeH cynepHatant uz MTP, a onna
Cy CBe IUIOYe MakJbUBO OIpaHe Tpu myTa ca mo 200ul koMrieTHor Mearjyma 3a CBako OyHapuye.
Hakon wcnupama y OyHapuwhe je cumano 100ul pammor pacrBopa MTT ma je ycmeania

uHKyOamnuja y Tpajamy 4 uaca (37°C; 5% CO,). Paguu pactBop MTT-a HampaBibeH je€
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pazonaxuBareM MTT mroka (Smg MTT/ml PBS-a) 1:5 y xomruietHoM Menujymy. OBaj paaHu
pacTBOp Kao M KOMIUIETHH MeaujyM 3arpejanu cy g0 37 °C. Ilo ucteky uHKyOaIuje ofIHBEH je
cynepHaTanT a y Oynapuwmhe je momaro mo 200ul DMSO/rmunmucku nydep (175u1 DMSO;
Sigma u 25ul rmmuuHCKH mydep), Aa Ou ce pacTBOpHaM KpucTtaau (opmaszana. Hakon 30
MHUHYyTa Ha COOHO] TemIepaTypu y3 Mellame Ha LIejKepy O4YMTaBa Cce ONTHYKa I'yCTHHa Ha
Microplate reader-y (Zenyth, Anthos, UK) na tanachoj ayxunu o 570nm (3a cBaku y30pak y

TPUILIUKATY).

[porieHaT UTOTOKCUYHOCTH je oapehuBan npema popmyiu (294):

eeKTOpCKe u TyMOpPCKE hemuje
nuToTorcHaHOCT(%) = [1 | X 100

edexropcke hemuje (ancopbanma)

. . 7 . .
LIUTOTOKCHYHOCT je u3pakaBaHa u Kpo3 yutuuke jeaunuie LUy/10" henuja. Jlutndka jeauuuna

CYMapHO IpHKa3yje MUTOTOKCHYKH MMOTEHIIMjall 332 YETUPH pa3auuuTa onHoca T: E.

3.16. Mepeme cepymcke koHuentpanuje 1L-4, I1L-10, TGF-B, IFN-y, IL-17 u TNF-a

TpuneceTneror jaHa eKCIIEPUMEHTA, HAKOH JKPTBOBamka JKUBOTHEA y3€Ta MM je KpPB U3
TpOyIIIHE a0pTe, MHCYJIUHCKUM crucTteMoM (mmmpuil u urima G21), u nenrpudyrupana 10 munyTa
Ha 300G. 3atuMm je cepyMm 3a CBaKOT MOjeJUHAYHOT MHUINA H3ABOjEH ayTOMATCKOM IHUIIETOM U

octaBbeH Ha -20°C 10 u3BOhema aHam3e.

Konnenrpanuje muroknna (IL-4, 1L-10, TGF-B, IFN-y, IL-17 u TNF-a) y cepymy onpehuBane
cy komepuujatHuM ELISA kutoBuMa criennduannm 3a murije mutokuae (Mouse IL-4 DuoSet
ELISA Development kit; Mouse 1L-10 DuoSet ELISA Development kit; mouse TGF-p DuoSet
ELISA Development kit, R&D Systems, USA; Mouse IFN-y DuoSet ELISA Development Kit;
Mouse IL-17 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems, USA; mouse TNF-a /TNFSF1A
DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems, USA).
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Crannapau cy npe ynotpede pactBopenu y PBS-y (pH 7.2), Tako 1a modeTHe KOHILEHTpaIuje
oyay 2000pg/ml. Ox oBakBHMX IITOKOBAa HaIlpaBJbeHA Cy cepHjcka pacTyha pasOnaxkema y 7

Tayaka y KOMEpIHjaJHOM pacTBapady, IpeMa yImyTCTBY IpousBolaua.

100ul pamgne xouuenrpamnuje Besyjyher anrturena (enrit. Capture Antibody) cumano je y
OyHapuuhe MoMMCTUPEHCKUX MUKPOTHTAp Tutoya (eHri. microtiter plate- MTP) ca 96 6ynapunha
ca paBuuM qHOM (SARSTED). [Tnoue cy npenerubene aaxesuBHoM ¢oaujom (enri. ELISA Plate
Sealers) u ocraBsbeHe Npeko HONM Ha COOHO]j TeMIIepaTypH, HAKOH Yera cy OyHapuuhu HCIpaHu
nydepom 3a ucnupame (enrn. Wash Buffer) y ayromarckoj mammuu 3a ucnupame MTP-a.
3atum je y cBe OyHapumhe momar Omokupajyhu mydep (Block Buffer, 1% BSA y PBS-y)
¢unanzor Bomymena 300ul u MTP cy octaBjbeHe MUHMMYM jeflaH caT Ha COOHOj TeMIepaTypH,
a TIOTOM HcIpaHe mydepoM 3a ucnupame. CBH y30pHu cy IpeTxoaHo pasbnaxenu 10 myra y
JI€JOHU30BaHO] BoAU. Paz0naskeHu y30pLu M NPUIPEMEEHM CTaHAapAu HacyTd cy y MTP,
NPEKPUBEHH aJXE3MBHOM (OIMjOM M OCTAaBJbEHM JBa caTa Ha COOHO] Temmeparypu. Hakon
uHKyOanuje u ucnupaa MTP, y cBe Oynapuuhe je momato 100ul pagHe KOHUEHTpaiuje
nerekioHor antutena (enri. Detection Antibody), uioue cy o0noxxeHe agxe3uBHOM (OITHjOM U
IIOHOBO OCTaBJbEHE JIBa caTa Ha coOHOj TemnepaTypu. [lnode cy motom ucnpane, a y Oynapuuhe
cummano 100ul pamme konmentpamuje Streptavidin-HRP  (emrm.  Streptavidin - horseradish
peroxidase). MukyOanuja Ha coOHOj Temmeparypd W 0Oe3 JUPEKTHOT H3JIarama CBETIOCTH
npekuHyTa je HakoH 20 muHyTa, ucrmpambeM MTP-a. ¥V Oynapuuhe je cumano 100ul pactBopa
cyocrpara (enrit. Substrate Solution: Color reagent A + Color reagent B, 1:1). /Isagecet MuHyTa
KacHuje, gomato je 50ul crom pactBopa (enrn. Stop Solution: 2N H,SO,) u abcopbanma je
MepeHa oJMax y cBakoMm OyHapuery, momohy Microplate reader-a (Zenyth, Anthos, UK)

nojemeHor ga 450nm.

CBe u3MepeHe BPEIHOCTH Cy YMameHE 32 BPEIHOCTH arcopOaHiie cierne npode (1ejoHn30BaHa
Bojma). Ha ocHOBY W3MepeHMX BPEZHOCTH CTaHJIapAa HampaBJbeHa j€ CTaHAapAHa KpHBa, a
nomohy W€ Cy n3padyHare BpeJHOCTH 3a CBAaKW MOjeAnHadaH y3opak. CBU y30pILH Cy MEpEHH Y

TPUILIMKATY.
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3.17. CraTucTuka oopaaa nojaaraka

[Momamm cy aHanmu3upanu KopuinhemeM craTHCTHUKOr mporpama SPSS Bepsuja 13. Ananmsa
JUHEapHEe perpecHje je KopuinheHa 3a WCMHUTHBame Kopenanuje m3mehy nee Bapujadie. [lpe
CTaTUCTHYKE o00paje TMojaraka, MpBO je TECTHUpPaHa HOPMAJIHOCT pACIOJENie BPEAHOCTH
aHaJIM3UpaHUX NapameTapa (BeIMYMHA y30pKa ojpeljyje BpCTy Tecta KOju ce KOPUCTH). Y KOJIHKO
Cy BPEIHOCTH MMaJie HOPMaJIHy pacrojeny kopuiiheH je mapamerapcku Student-os t tect, g0k
jey ciydajy oJcTymlama 0]l HopMaliHe pacrojeie kopuiiheHn Hemapamerapcku Mann-Whitney-es
TecT. Y aHanm3ama rjae cy nopeleHe Buime oj aBe rpyre, KOpuilheHH Cy MapamMeTapcKu
ANOVA (enrn. analysis of variance, ANOVA) wiu nenapamerapcku Kruskal-Wallis-os Tecr.
PesyntaTi ekcriepuMeHTa Cy M3paKeHH Kao Cpelha BPEIHOCT + cranaapaHa rpemika (SE) 3a
NPUKA3UBakbe KIMHUYKUX CKOPOBA, @ OCTAIM PE3YJITAaTH Cy NMPHKAa3aHU Kao CPEe/ba BPEJHOCT +
crangapana aesujandja (SD). 3a craTHCTHYKKM 3HAYAjHY Pa3ivKy y JOOHjEHHM BPEIHOCTHMA
n3mely rpymna cmartpa ce kana je *p<0.05 , 1ok je cTaTUCTHYKK BeoMa 3HayajHa pasjivka Kajaa je

** n<0.01.
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4. PE3YJITATH

4.1. UuTpaBencka amymmkanuja hMSC mocnemnyje pact npuMapHoOr TyMopa J0jKe Ha J03HO

3aBHCAaH HAYUH

Jla 6u ce yTBpawIio aa jau u 'y kKoM 0pojy hMSC yTudy Ha pact npuMapHOTr TyMOpa KOpuInheH!
cy nnopenne mummne BALB/c coja ("wild type”, WT) kojuma cy y 4eTBPTY MIICUHY JKJI€3IY
yopusraBane 4T1 tymopcke hemmje. bpojHe crtymuje cy mpoyuaBane ytunaj MSC Ha pact
TyMOpa, Ta4YHHje BUXOBE MpPO- WM aHTUTYMopcke akTuBHOcTH (169, 168, 203, 204, 227, 228).
Paznuuut Opoj Tymopckux m MSC henmja kao u muxoBu Mel)ycoOHM HyMEpUYKH OIHOCH
KopuirheH! y OBUM HCTPaKMBAKBMMa OUYUTIICTHO Cy 3HAYAjHO JONPUHENN KOHTPATIUKTOPHOCTH

pesyarara y norneay yrumaja MSC Ha pact Tymopa (274, 280, 295).

Y oBOM wHcTpaxuBamy Bapupa je 6poj hMSC (ox 2 x 10° mo 1 x 10°) yGpusrasamux
MHTPABEHCKH MUIIMIIAMA UCTOT J]aHa Kaja Cy UM y YETBPTY MIICYHY JKJIE3]ly TPAaHCIUIAHTHpaHE
hemmje 4T1 Tymopa y konmentpammjama ox 1 x 10 go 3 x 10* (Ta6emna 1). IojasuBame
TyMopa je npaheHo manmanyjom, 1Ba ImyTa HeJeJbHO, 0K je YKyIaH BodyMmeH onapehuBan 35-or

AaHa €KCIIEPUMEHTA, OJHOCHO ITPHUJIMKOM KPTBOBalkaA JKUBOTHHA.

AIVIUKOBAHE REJUJE BOJYMEH TYMOPA (cm°)
cpeamba BpeaqnoctT £ SEM

1x10* 4T1 0. 249+0.08

1x10*4T1 +1x10* hMSC 0.32+0.07

1x10* 4T1+4x10° hMSC 1.84+0.42
2x10* 4T1 0.41+0.01

2x10* 4T1+2x10° hMSC 0.42+0.01

2x10* 4T1+2x10* hMSC 0.50+0.01

2x10* 4T1+2x10° hMSC 1.26+0.5

2x10* 4T1+4x10° hMSC 3.16+0.8

2x10* 4T1+1x10° hMSC 5.25+0.98
3x10% 4T1 0.47+0.06

3x10* 4T1+3x10° hMSC 0.49+0.05

3x10* 4T1+3x10* hMSC 0.53+0.06

Ta6ena 1. Edexar opojuanor ognoc 4T1 u hMSC na Bosymen tymopa 35-or gana. ITpukasaHu cy pasiMUHMTH
6pojuaHu OJHOCH TYMOPCKHMX M MaTHYHHUX hefja 1 yoyasa ce jacHa Kopenaiuja usmely 6poja ammukosanux hMSC u Bomymena

TyMopa.
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I'paduxon 1. Cucremcku anaunkoane hMSC nosehaBajy mHUMIeHIY NOjaB/bHBaba U BOJYMEH TyMopa.

ExcriepumenTamim TyMop A0jKe je MHAyKoBaH yOpu3raBameM paznuuuror 6poj 4T1 tymopckux henuja ca nnm 6e3

cucremckn ammukoBannm hMSC y kounentpammjama ox 2 x 10% g0 1 x 10°. Manmaenna nojassusama (1A) u

Bonymen tymopa (1B) cy mpukaszan kao cpeama BpenaHocT £ SEM Tpu He3aBHCHA eKCIIEpUMEHTA ca YKymHO 27

BALB/c mumeBa (*p<0.05 ). Crarucruuka 3HagajHoct oxpehusana je Kruskal-Wallis Tectom. Ckpahenmiia H.C.-

HUje CUTHU(HUKAHTHO.
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[Mpukazanu pe3ynratu mokasyjy ma ce kox BALB/C mwumesa koju cy npummiu hMSC,
nannabuiIHu TyMop nojasibyje panuje (I'padpukon 1A) u 1a je 3anpeMuHa IPUMAPHOT TyMOpa
35-or nmana (I'padgukxon 1B) excrnepumenta 3natHo Beha (p<0.05; I'padmxon 1). Ha Bpeme
M0jaBJbHBAKA MAIMAOMIHOT TYMOpa M HEroBY 3ampeMuHy He ytude O6poj 4T1 henuja Beh Opoj
cucremcku arumkoBanux hMSC. ¥V tom muspy aHanusupana je mosezaHoct ognoca 4T1: hMSC
U 3alpeMUuHe IpUMapHOT TyMopa 35-0T aHa eKCIepuMeHTa U Kao mTo ce Buau Ha ['paduxony
2, aHATM30M JIMHEapHE pPerpecHje MOKa3aHo je Ja MOCTOjJH jaKa MO3WTHBHA Kopenaiuja uzMehy
BOJIyMEHa TyMOpa W OBOT OJHOCA. Y CBHM JaJbUM EKCIEPUMEHTHMAa OBOT HCTPaKUBAha
kopumheno je 2 x 10 4T1 u 4 x 10° hMSC (majmamu 6poj ammkosarnx 4T1 u hMSC koju
MOKa3yje pa3iuKy y MHLIUJCHIIM M0jaB/bUBaka M BOIYMEHY MPUMApPHOT TyMOpa a Jaje Hajayke

NPEKUBJbABAE MUIIICBA).

70 4

s
BOJIyMeH Tymopa (em’)

2 - n (=23

= (—] = [—]

" L " "

[
=
L

=]
L

=

1:10 1:1 10:1 20:1 50:1
hMSC : 4T1 oanoc

I'padpuxon 2. Oanoc 4T1: hMSC yrtuue na pact tymopa. JIMHeapHOM pErpecHjoM je MOKa3zaHa CTATHCTHYKH
3HauajHa Kopenamuja m3mel)y 6poja umexroBannx hMSC n Boxymena Tymopa. (R?= 0.865). Bonymenn npuMapHuX

TymMopa Cy IpHKa3aHu Kao cpefbe BpeaHocTn £ SEM u3 Tpu noceOHa ekcriepuMeHTa.
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4.2. hMSC oasiaze y TYMOPCKO TKHBO H yAa/beHe OpraHe H 'y HeKHMa 01 IbHX OMNCTAjy H [0

35-or 1ana

Hakown mto je youeno na hMSC mocnienyjy pact Tymopa ucnurao je na au hMSC, arumkoBane
MHTPABEHCKH, IOCEAYjy TPOIM3aM U 32 TYMOPCKO TKHBO. Y TOM LMJby aHaJHM3UpaHa je

CIIOCOOHOCT M CEJIEKTUBHOCT MUTpaLiije cucTeMcku aruminkoBanux hMSC.

VY 1o cama 00jaBJbeHO] JIUTEpATypu IMO3HATO j€ Ja ME3eHXMMajHe MaTH4yHe henuje mocemyjy
CIIOCOOHOCT MHTpalMje U MHKOpIopanuje y TyMopcky cpeauny (84, 191). Tpomumzam MSC 3a
TYMOPCKO TKHMBO 3aBHCH KaKO O]l IMPEKTHOT KOHTAaKTa ca IpyruM hemujama Tako U ox OpojHUX
napakpuHux curraina (177, 179). MuiieBu cy XpTBOBaHM INpBOr W Tpeher naHa HaKoH
arrkanuje henuja, kana je u yrephuBano nocrojame JJHK xymaHor nopekia y KpBu, TUMGHOM
YBOpY, CJIE3UHH, jeTpH, Iuiyhuma u tymopckoM TkuBy (Cimmka 1. B). Xymanu CYP1AL ren je
kopumthen 3a nereknujy JIHK xymanor mopekna y cBakoM y30pKy MHUIIjEr TKHBAa HAKOH

excrpaknuje JHK.

1. A) 1.Bb)

speme annukayuje hMSC

o
w

KpB

| .‘lll)lq)lll‘l 4YBOpPOBH

jerpa

| nayha

HeTBpTa MJIeYHa Kiie3la / TYMOp

CJIe3HHa |

MW B-actin  B-actin CYP1A1
mapkep (337 bp) (337 bp) (312 bp)

Ciuka 1. Buogmcrpuéymmja hMSC y kceHoreHom paomahuny. A) PenpeseHratuBHa QoTorpaduja
eneKTpodopese Ha reiy, rae cy aerekropanu nmpoayktu CYPLAL (312 bp) u B-actin rewa (337 bp) u npukazaa MW
Mapkepu. Bennunna mapkepa je npezacrasibena kao 1pg JIHK 3a 1 kb-JIHK nectsuie. b) PenpesenratuBam y30piu
PCR ananuze noka3syjy murpaiujy hMSC. Xymanu CYP1AL ren, 6e3 ykpmireHe peakTuBHOCTH ca mumrjom JIHK,
JIETEKTOBaH je y TyMOpy, KpBH, JIMM(QHOM 4YBOpY, cle3uHH, jerpu u muiyhmma 1. u 3. naHa eKkclepuMeHTa.
[Mpukazane cy penpeseHTtatuBHe (opTorpaduje u3 3 pasziuyura ekcriepuMeHTa ca no 9 mwumesa;, MW mapkepu-

enrn. molecular weight markers.

Xymanu CYP1Al ren 6e3 ynakpcHe peaktmBHOcTH ca mumjom JIHK je nerekroan PCR

aHAJIM30M y TyMOpY, KpBH, JJUM(HOM YBOpY, CII€3UHH, jeTpu U miyhuma npsor u Tpeher nana
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excnepumenta. Ha Cuammm 1. mpukaszaHe cy pemnpe3eHTaTuBHE Qororpaduje aHammse
amIuupuKoBaHuX npoaykara nodujennx PCR peaknujom ca xymanum CYP1Al mpajmepuma u
reaomckoM JIHK wmwmmia. Ilokazano je ma hMSC HakoH cHCTEMCKE aJMUHHCTpaNuje Y

uMmyHokomneTenTHe BALB/C mummese, Murpupajy 10 TyMopa U IpyTUX yJa/beHUX OpraHa.

Maio ce 3Ha 0 ToMe kKonuko MSC Mory orncratu y TYMOPCKOM U JJPyTUM TKUBUMA, KaO U KaKaB

edekar ocTBapyjy Ha yJajbeHe OpraHe.

Kaxko je nokazana omoauctpudyuuja u norennujan hMSC na Murpupajy 10 pa3IMyuTUX TKUBA Y
BALB/C mumy, y HacTaBKy HCTpakMBama HCIUTHBAHO je M Kouuko jayro hMSC mory na
IpPEeKMBE y KCEHOreHoMm jnaomahuny. Jlakie, 300r 4HMmeHHIIE Ja j€ JeTeKUUja XyMaHUX
MUTOXOHJIpHja CUTypaH TIOKa3aTeJb IMPUCYCTBA XyMaHMX henvja, TOKyIIaHa je JCTEKIHja
MUTOXOH/IpHjaJTHUX MPOTEHHA XyMaHOI MOpEKIa y TKUBY Iulyha W jeTpe MHIleBa KOjuMa Cy

cucreMcku arkoBane hMSC, UMyHOXHCTOXEMU)CKOM TEXHUKOM.

35-0or naHa eKCHepuMEeHTa, UCIUTHUBAHO j€ MPUCYCTBO MUTOXOHAPHjAIHUX MPOTEHHA XyMaHOT
MOpeKIIa KopUIhemheM aHTH-XyMaHHX MUTOXOHAPHjaTHUX aHTuTena. Kao mro je mpukazano Ha
Cauun 2. II, hMSC cy mnpucyrne 35-or gaHa y TKHBY jeTpe OOK HX y Iuiyhuma

TpaHcIUIaHTHpaHuX muieBa Hema (Cauka 2. J1).

2. A) 2. b)
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MosuTusua xymana ESC kourTpona HeraruBua mumnja ESC koutpoaa

npumep 1 npumep 1 npumep 2

Ciuka 2. IMyHOXMCTHXEMHjCKa JeTeKUHja XyMaHMX MHTOXOHApHjaJHuX mnporTemHa. dortomukporpadije
HOKa3yjy HPHCYCTBO XyMaHHX MHTOXOHIApPHjaMHUX Mapkepa y TkuBuMa (2A wu 2I1). ITo3uTHBHM CHTHaIM Cy
neTextoBaHH y XymaHoj ESC kontponHoj rpymu (2A) u y jerpu Mumesa koju cy mpumumn 2x10° 4T1 u 4x10°
hMSC (211), anu Hema yOema/bUBHX J0Ka3a O MO3UTHBHO 00o0jeHMM henujama y tuiyhinma WcTe eKClepHMEHTATHE

rpyne mutesa (2]1). Ckpahenure: ESC-embryionic stem cell.

4.3. Cucremcka agmunuctpanuja hMSC nocnemnryje pact MeTacTaTCKHX KOJIOHUja

Heka ox paHujux ucTpakmBama Mnokasyjy na ytumaj MSC Ha meractasupame W BEIUYHHY
METaCTaTCKUX KOJIOHHja 3aBHUCH OJf BPCTE€ TYyMOPCKE JHHH]jE KaplMHOMA JO0jK€ W HAYMHA
arMkoBama oBux henuja (169). V TOM nuiby MaTOXMCTOJIOIIKOM aHAIN30M TKUBHHX HCEYaKa
npenapara miyha u jerpe ucnutuBato je aa au hMSC, armkoBaHe HHTPABEHCKH, MOTY YTHIIATH

Ha MeTacTasupamwe npumapHor 4T1 Tymopa.

Kox cBux mumena (ekcriepumentanae 4T1+hMSC u kontponae 4T1 rpyme) Ouie cy npucyTHe
MeTactaze y jerpu W miayhmma. [laToxmcronomka aHanm3a TKUBHHX Hcedaka Turyha u jeTpe
MmoKaszaia je 3HayajHo Behe mertacTaTcke KojioHHje y ekcrepumeHTtanHo] 4T1+hMSC rpynu
muinesa (Camnka 3. A) y nopehemwy ca MeTacTaTCKUM KOJIOHMjaMa y TKUBUMa I1yha U jeTpe Koa

4T1 xoutponHe rpyne muiiesa (Cauka 3. B).
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3. A) 3.B)

nayha x 100 jerpa x 100

4T1 4T1+hMSC 4T1 4T1+hMSC

Cauxa 3. PenpesentaruBHM muceuynu miyha u jerpe o0ojeHM CTaHIapHMM NAaTOXHCTOJIOLIKHM OojermeM

(H&E). Metacrarcka mospa cy o3Hauena crpenuiiama (yeehame X 100).

Pe3ynrati neckpunTHBHE XHCTOJOTHje TMOTBPhEeHM Cy W CEMH-KBAHTHTATHBHOM METOJIOM
kopuithewem nporpama Autodesk AutoCAD 2009 (Cauxa 4). CtatucTuuku 3HayajHO Behu
nporeHat Meractarckor Tkuba (p<0.05) je youeHn y miuyhuma M jeTpu MuIlIeBa TPETUPAHUX
hMSC (Cimka 4) y nopehemy ca MCTHM TKHBHMa MHUIIEBA HE TPETHPAHUX HCTHM heujama

(Cauka 4. A u B).

4. A) 4.B)
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Cauxa 4. CeMU-KBAHTUTATHBHH MeTO] 3a oApehuBame BeJHYNHE METACTATCKUX KOJOHHUja. Y mopehemy ca
4T1+hMSC rpymnoM MHuIlIeBa, CTATUCTHYKU 3HAYAjHO MamU MPOIIEHAT METACTATCKOT TKUBA YOueH je y miyhuma
(0,14+0,07% vs. 1,27+0,34%) wu jerpu (0,11+0,08% vs. 1,54+0,04%) mumeBa u3 4T1 rpyne. Ha rpadukony cy
NIPEACTaBJbEHN Pe3yJTaTH 3 eKcliepuMeHTa ca 9 MuieBa 1o rpymu (cpenma BpeaHoct = SEM, p<0.05), mok je

clMKama IpuKasaH MeToJ] pajaa y nporpamy Autodesk AutoCAD 2009 (ca ,,b cy obenekeHa MeTacTaTCKa M0Jba).

Jlo cama npukasaHu pe3yJITaTH jacHO MOKa3yjy Ja WHTpaBeHcKa arutkkanyja hMSC nmpomoswuiie

MeTacTazupame 4T1 exciepuMeHTaTHOT TyMopa JI0jKe.

4.4. Ha excnpecuja STAT3 MosiekyJia y TYMOPCKOM TKHBY He yTu4y nHjektupane hMSC

Hakon mro je youeHo ma cucremcku amumkoBaHe hMSC mocenyjy tymop mpomosuiiryhe

CIIOCOOHOCTH UCITMTUBAHHU (4 MOFYI’_II/I MEXAaHU3MH OBUX C(I)CKaTa.

Jleiennjama cy HCTpaxkuBama y o0jacTu OMosoruje Tymopa (oKycHpaHa Ha MpOHAJaKemy U
Npoy4yaBamky HOBHX OHKOTCHAa M IHMXOBHX akTuBartopa wimu pempecopa (7, 8). IMocmemmux
rojiiHa OTKPUBEHHU Cy OpojHH HOBU oHKoreHu mehy kojuma je u STAT3 (40). AkTuBupanu, TO
ject dochopunrcanu STAT3 ydecTByje y OHKOTeHe3u TyMmopa Jojke (45) a ieroBy akTHBAIIH]y

MOTY HOKpPEHYTH OpOjHM ayTOKPUHH U MapakpuHU (aKTOpu pacTa CEKpPETOBAHU M3 Pa3IMUUTUX

henmja (51).
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VY HacTaBKy HCTpakMBarba MCHHTHBaHO je aa mu hMSC yOp3aBa mporpecujy Tymopa Tako IITO
ytuay Ha ¢ochopmnanujy STAT3. HMMyHOXHCTOXEMHjCKH je aHAJTW3MpaHa eKCIpecHja
dochopunmcanor STAT3 y tymopckom TkuBy 4T1+hMSC (Camka 5. A) mumeBa u nopehena

ca eKCIPECHjoM OBOT MOJIeKyJIa y cToj BpcTH TkuBa Ko 4T 1 mumiesa (Cauka 5. B).

Paznuka y ekcmpecuju ¢ocopunucanor STAT3 uzmehy 4T1+hMSC u 4T1 rpyne, Huje

CTaTUCTUYKHU 3HAUYajHa, IITO je U MPHUKa3aHO Ha perpe3eHpratuBHUM (ororpadujama (Cauka 5).

5.A) 5. Bb)

x 100 x 100

4T1 4T1+hMSC

Cauka 5. UmyHoxuctuxemmjcka nereknuja gochopuaucanor STAT3. Ha penpesenratuBuumM ¢otorpadujama
youaBajy ce TMO3WTHBHH cHrHamu (Opaon o6ojene hemmje) y Ttymopckom TtkuBy u 4T1+hMSC (5A) u
4T1 (5b) rpyne. AHanu30M eKclpecHje oJf CTpaHe TPH He3aBHCHA MocMarpaya, HHje JETEKTOBaHA pasiuKa y

excrpecuju STAT3.

Hakon mto je mokazano na hMSC He Mmemajy ekcnpecujy STAT3, a kako je y paHHjuUM
cryadjama mokazano ga MSC mory nenoBatm Ha hemnmje MMYHCKOT CHCTeMa, y HAcCTaBKY

UCTpakMBama UCUTHBaH je ytuiiaja hMSC Ha UMYHCKH OJIrOBOp OBaKBHX MHIIICBA.

4.5. NuTpaBencka amukanuja hMSC He Mema YKYNHY HeYyJapHOCT CJIe3MHe ajii yTHYe

HAa HyMepH4YKe oJHOoce JUM(OIUTHUX NMONYyJdanuja u cyonomyamnuja

VYKyIHa [eNyIapHOCT Kao U 3aCTYIUBEHOCT MOjeIMHIX TUMQPOLIUTHUX MOMyJIaIyja Kao mto cy T

mumbponut (296) m NK henmje (297) mMory OMTH M3MEHCHH y JKUBOTHE-AMAa OOOJIEIHM O]
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Manuraoma. J{oOpo je mo3HaTo je Aa MOCTOjare TyMOpa yTHYE Ha MPOMEHY LETyIapHOCTH
ciesune (298), a He mocroje momanu ga i yopusraBame hMSC Moke NPOMEHHUTH YKYITHY
LETyJIApHOCT M 3aCTYIUbEHOCT IOJeIWHUX CyOmoIynamnija y CIe3uHH. 3aTo je y cuenehem
KOpaKy MpOTOYHOM IUTO(IyOPOMETPHUjOM aHAJM3HpaHa NOoMyJIalija MOHOHYKJIeapHHX henunja y

CJIC3HMHHU.

Y tom mmby kopumthenu cy maOpennu mumiesn BALB/c coja ("wild type", WT). Ykynao 36
MUILIEBA MOJIEJLEHO je y uYeTHpH Tpyme. IIpBy excrnepuMeHTanHy TpyIy YMHWIA Cy MHIICBH
KOJUMa j€ y YeTBPTY MJICUHY JKJI€3/1y aIlUTMKOBAHO 2x10* 4T1 henmja u o3Hauena je kao 4T1
rpyna (N=9). ¥ apyroj eKCriepuMeHTaIIHO] TPYIIH OWIM Cy MHIICBH KOJHMA j€ y YETBPTY MJICUHY
xnesay armmkosano 2x10% 4T1 henuja, a cuctemcku kpo3 pery Beny 4x10° hMSC, rpyma je
o3HaueHa kao 4T1+ hMSC (n=9). Tpeha rpymna je Ouna KOHTpOJIHA U By Cy YHHWIM MUILICBH
KOjUMa je CHCTEMCKH Kpo3 perHy Beny arumkosaHo 4x10° hMSC, osnauena kao hMSC rpyna
(n=9). YerBpta rpymna Takol)e KOHTpOJIHA, je CaCTaBI-CHA OJ1 3[APABHX MHUIIEBA, TO jECT MHIICBA
KOjU HHMCY TpeTHpaHM HHU jeJHOM BpcToM henuja a OGOpaBUIM Cy y HMCTHUM YCIOBUMa Kao
NPETXOJJHE TPU IpyIie, M O3HAYeHA Kao 3apasa rpyna (N=9). CBU MUILIEBH SKCIIEPUMEHTATHIX U

KOHTPOJIHUX T'pyIa Cy )KpTBOBaHU 35 JaHa HAKOH aruiMkauuje henuja.

HeayaapHoct ciae3une. Ykynan Opoj henwja y cime3wmHu OMTHO ce pa3niuKyje camo u3Mehy
rpyme 3apaBux U ekcnepuMmenTannux rpyma (4T1 u 4T1+hMSC). Vkynau 6poj hemuja y
cuesuan y 4T1 tpymn (79.6+18.3 x10%) kao m y 4T1+hMSC rpymn (72.3+8,7 x10°),
CTATHCTHYKK je 3Hauajuo Behm y mopehemy ca rpymom s3apaBux mumreBa (44.0+4,1 x10°%
p<0.05), nok y nopeljemy ca korrponsom hMSC (54.8+19.6 x10°% p>0.05 ) Huje merextoBaHa
cratrctiuka 3Hadajoct (I'paduxon 3. A). OunrnenHo na cucremcka amiukandja hMSC we
yTHU4e Ha MoBehame HeNTyIapHOCTH CIe3UHE, a PETUCTPOBAHE CTATUCTUUKH 3HAYajHE PA3IIUKE Cy

BEPOBATHO TOCIIE/INIA Pa3BOja TyMOpa.

Hymepuuku ogHoc JuM¢onMTHUX NoMyJIanMja u cyononyaanuja. PerucrpoBane cy 3HauajHe
pa3nuMKe y pelaTUBHO] 3aCTYIUBEHOCTH TMOjeIUHHMX JUMQOIUTHAX TMOIyNanija usMehy
ucriutuBanux Tpyna BALB/C wmwumeBa. Ananm3zom (QeHOTHITa MOHOHYKII€apHUX hennja
NPUCYTHUX Y CIE3MHH, JETEeKTOBaHE Cy pa3lIhKe y PpeNaTWBHOj 3acTymsbeHoctw CD4™ T

mampouuta (I'paduxonom 4. A npuka3aHu cy penpe3eHTaATUBHHU JOTIJIOTOBH).
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Uako je y rpymu 4T1+hMSC nerextoBan Hajmamu mpoueHar CD4™ T hemuja (21.6+2.7%),
CTaTHCTHYKHU 3HaYajHa pa3iuka norepheHa je camo uzmely ose rpyne u ode konrposnue (hMSC
30.0+0.4% u 3mpaBe 29.0+0.2%; p<0.05 ). HukakBe pasauke y amcomayTHoMm 6pojy CD4" T

auM(oLUTa y UCIMTHBAHUM Tpyriama Hucy aerektoBane (I'paduxon 3. B).

VopusraBame hMSC yTunano je Ha cmameme mnpouenta CD8" T numdouura y rpymnu
4T1+hMSC (6.8+£0.2%) mumesa y nopehewmy ca cBum ocramum rpynama (4T1 10.3£1.6%,
p<0.05; vs hMSC 12.5+0.5% vs 3apaBe 12.5+0.1%; p<0.01), mehytum kao mrTo ce Moxke
Bujgetn Ha I'paduxony 3. I, pasnuke y amconyranuMm OpojeBMMa OBUX henmja Hako
HUCTOCMEPHE HE J0CCKY HHMBO craTucTHuke 3HaudajHoctd (I'paduxonom 4. b npukaszanu cy

penpe3eHTATHBHH JA0TIJIOTOBH).
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I'paduxon 3. Iuromerpujcka anagu3za hesmjckor cacraBa cjesune 35-or jgana ekcmepumenrta. A)
LlenynapHocT cie3He MUINEBA 3HAYAjHO je M3MemeHa 35. JaHa eKCIepUMEHTa caMo u3Mely Ipyne 3IpaBHX U
excriepumenTtanuux 4T1 u 4T1+hMSC rpyna mumieBa(*p<0.05). B) V 4T1+hMSC rpynu 1eTeKToBaH je HajMambu
nponenar CD4" T henuja u cTaTMCTHYKH 3HAuYajaH caMo MpeMa KOHTpomHuM rpymama (*p<0.05), mehyrpymme
pasnuke y arncomyTHOM Opojy oBux hemmja muje O6mmo (p>0.05 wm ckp. H.C.-umje curaudpukantho). L)
VYo6pusrapame hMSC u3asBano je y cle3uHu 3HauajHO cMameme npouenta CD8" T numdponuta kon 4T1+hMSC

MullieBa y nopehery ca CBUM OCTalMM rpymnama, LITO HUje y KOpenaiuju ca ancoiTHuM Opojem oBux henwmja
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(*p<0.05). Tlprka3zane BpeIHOCTH Cy Cpeba BpeaHocT £ SEM jeHor penpe3eHTaTHBHOT €KCIIEPUMEHTA Ca YKYITHO

9 muieBa y cBakoj rpynu. CraTuctiuuka 3HayajHOCT oapelhusana je Mann-Whitney-esum Tectom.

4.A)
25.4+2.7% . 21.622.7% 30.0£0.4% » 1 29.0+0.2%
5 : 1
- ey, vy - ~ ey, ey
o ' ¥ ~ v £y
4T1 4T1+hMSC 3apaBu
4.B)
g 10.3£1.6% ; 6.8+0.2% i 12.5+0.5% ’ 12.5+0.1%
i % : e ‘ -

10° ‘ ) )
Lo e G

4T1+hMSC hMSC 3paBH

I'paduxon 4. Penpe3eHTATUBHH [0T IUIOTUBHM LUTOMETPHjcKe aHajgu3e cjae3nHe. llpukaszanu cy

penpesentatupay 10T wiotosu CD4" (A) u CD8" (B) henuja cBuX eKCEpUMEHTATHUX M KOHTPOJIHHUX IPyTia.

3acrymbenoct CD3'NKp46™ (NK) u CD3'NKp46™ (NKT-like) iumpounra. NK hemmje cy
nedurncane xkao CD3'NKp46®. NKp46* (CD335) je TpaHCMeMOpPaHCKN TIIMKOMPOTEHH KOjH je
cBpctal y ¢ammiujy nurorokcuukux peuenropa (enrn. Natural Cytotoxicity Receptor, NCR) u
cenekTHBHO je ekcnpumupan Ha NK hemujama muineBa kako He3penum Tako u 3penum (299-
302). OBaj mMouyieKyn eKcripuMUpaH je U Ha Hekum cyonomynanujama NKT henmja kao mro cy
CD3'NKp46™ T mumdormt to ject NKT-like (303). Mako nurasn 3a oBaj pemenTop jour HHje
no3Hat 3Ha ce ga NKp46 penentop urpa 3HadajHy YJOTy Yy €JIUMHHALHUJU BHPYCOM

uHbuIMpaHux U Tymopckux hemuja (299-302).
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Kao mro ce Buau Ha I'padmxonmy 5. B, mocroju cratucrtuuku 3Hadajan max (P<0.05)
nporeHtyande 3actymbeHoctd NK hemuja y o6e excrepumentande rpyme (4T1 1.6+0.1%);
4T1+hMSC 2.3+0.2%) y mnopehewy ca kourponuum rpymama (hMSC 3.4+0.2%; s3nmpase
3.24+0.1%; p<0.05), ok pasnuke y ancoixyTHoMm Opojy oBux hemuja Hucy peructpoBane (4T1
1.4+0.3 x10° vs 4T1+hMSC 1.7+0.4 x10° vs hMSC 1.9+0.4 x10° vs 3mpase 1.5+0.1 x10°;

p>0.05). I'padpuxoHoM 5. A niprKa3aHu Cy pEeNpPEe3eHTATHBHU J0T IJIOTOBH.

NKT henuje wurpajy BaxHy YOIy Yy aHTUTYMOPCKOM MMYHCKOM OJrOBOPY a HHHXOB
AHTUTYMOPCKH IOTEHIMjall MoKa3aH je y Opojuum cryamjama (304, 305). Ctora cMo y 0BOj
CTY/IMjU aHAIM3UPAIH MPOLEHTYAIHY 3aCTYIUbeHOCT 1 arcomyTHH 0poj CD3'NKp46™ NKT-like

henuja.

Younnu cmo ga je cratuctHuku 3HavyajHo Mamu mporeHat NKT-like hemmja 35-or nana
excriepumenta npucytan y ciesuHn 4T1+hMSC mumesa (10.45+0.5%) y mnopehewy ca
NPOLICHTOM OBHX henuja y cie3uHu npeoctaie Tpu rpyne muineBa (4T1 14.1£1.2% vs hMSC
14.8+1.5% vs 3mpaBe 13.3+0.4%; p<0.05 ). Aancomytau 6poj NKT-like hemuja y ciesunun
4T1+hMSC (5.6+1.0 x10°) oBux mmmreBa je 3Hauajuo Mamu y mopehemy ca 4T1 rpymom
(12.4+5.6 x10°% p<0.05 ) amu He u y omrocy ca hMSC (8.1+2.6 x10°%; p>0.05) u 3apaBoM rpymom
(6.1£1.4 x10°% p>0.05). CratucTruky 3HaYajHA pa3iinKa je 3abenexena u usmely 4T1 u 3apaBux

muiesa (p<0.05) (I'paduxown 5. II).
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I'papuxon 5. Cucremcka agvmunuctpanuja hMSC He yrude Ha 3actymbeHocT NK henunja, anu 3HauajHo
cvamyje yneo NKT-like heamja. A) Ilpukaszanu cy penpesentatusHu a0T moton CD3NKp46™ NK wu
CD3'NKp46® NKT-like henuja 3a cBe ekcrepuMeHTaqHe M KOHTponHe rpyne. B) Ilag mponeHTyanHe
sactymbeHocty CD3'NKp46® NK henmja nerekToBan je y o0e eKkcmepuMeHTanHe rpyne y nopehemy ca
kouTposHuM (*p<0.05), mok pasimka y amncoiayTHOM Opojy oBux hemuja uuje metekroBana. L) Crarucruuku
3HAYajHO Mam-M MpoleHaT u arcoiyTan 6poj CD3"'NKp46™ NKT-like henuja 35-or naHa ekcriepuMeHTa 1eTeKTOBAH
jey ciesunn 4T1+hMSC mumiesa y mopelery ca mpeocrane Tpu rpyme mumiesa (*p>0.05). [Ipukazane BpeaHoCTH
cy cpexama BpenHocT + SEM jeqHOr pempe3eHTaTHBHOI EKCIICPUMEHTa ca YKynHO 9 MHMIIEeBa y CBAaKOj TPYIIHL.

Craructrdka 3HauajHocT onpehusana je Mann-Whitney-esum tectom.
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Perynatopuun T sumdonutn. Bpojue crynuje ykasyjy Ha mosehan 6poj CD4'Foxp3'T u
CD4'CD25'Foxp3" perymatopHux amMQoIMTa TOKOM HMYHCKOT OATOBOpAa HA pA3IHMUUTE
tymope (306, 307). OBu auMdOIUTH UTpajy 3HAYAJHY YJIOTY Y peryJaiuju ypol)eHOr u cTedeHor
aHTUTYyMOpcKOr uMyHcKor oxaroBopa (308). MSC mnocnemryjy reHepucame peryaaTOpHHX
muMQOIHTa MTO je jeJaH OJf HAaYMHA Ja 3allThTe TyMopcke hemuje ox edexropckux henmja

umyHckor cucrema (309).

Crora je y 0oBOj CTyauju aHanu3upaHa 3acTymbeHocT FOXp3® T perynaroprux numdonura y
oxeupy CD4" monynanuje henuja y cnesunn 4T1, 4T1+ hMSC, hMSC u 3apaBux mumreBa 35-or
naHa ekcrepuMenTa. 3HauajuHo nosehame mpouenta (I'padpuxon 6. A; p<0.05) u amncomyTHOr
opoja (Fpaguxon 6. B; p<0.05) Foxp3" T perynaropuux numdonura, y oksupy CD4"
noryJnamuje, AeTekroBano je y ciesunu 4T1+hMSC mumeBa, y nmopehemwy ca 3actyrsbeHomhy
oBux hemmja y cnesunu mnpeocrtane Tpu rpyne mumeBa. I'paduxonom 6. I npukaszan je

PEIPEC3CHTATUBHU 0T ILJIOT.
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I'pa¢uxon 6. Uurpasenckn amaukosane hMSC yruuy Ha 3actymbenoct Foxp3™ T peryaarophux
aumdonuta y okeupy CD4" henja y ciie3mnu MuLIeBa KojuMa je HHIYKOBaH TyMop JAojke. A) 3abernexeHa je
pasinuka y nponertuma FOXp3'T perynaropuux numdorura usmehy 4T1+hMSC mumesa (5.3£1.5%) y nopehemy
ca ocrane Tpu tpyme (4T1 1.720.2% vs hMSC 1.1+0.1% vs 3apase 1.2+0.1%; *p<0.05 ). b) Takole, 3Hauajua
pe3IINKa IeTEKTOBaHA je M y YKyIHOM Opojy perynartopaux hemnja msmehy 4T1+hMSC mumesa (3.5+0.7 x10°%) u
npeocraine Tpu rpyme (4T1 1.3+0.3 x10° vs hMSC 0.62+0.3 x10° vs 3gpase 0.5+0.01 x10% *p<0.05). L1) Ipukasan
je penpeseHTaTHBHU N0T-TNOT FOXP3® henmja y oxsupy CD4" momymarmje. ITpukasaHe BpemHOCTH Cy Cpelmba
BpenHocT + SEM jemHOr penpe3eHTaTUBHOI €KCIEpHMEHTa ca YKymHO 9 MuileBa y cBakoj rpymnu. CraTucTuyka

3HauyajHOCT oapehuBana je Mann-Whitney-esum tectom.

Jlo caja mpuKa3aHH pe3yJITaTH jaCHO MOKa3yjy Ja cucreMcka agmuHucTpaiija hMSC cMamyje
yneo T, NK, NKT-like numdonuTa, a mosehaa 3actymbeHOCT perynatopHux T mumdornuTa,
mro (haBOpH3yje HACTaHAK MMYHOCYNPECHBHOT OKpPYKCHha M MOXKe OHTH jemaH Ol OCHOBHHX

bamunuTHpajyhnx MexaHu3aMa Ba)XHUX 33 pacT U MeTacTa3upame TyMopa.
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4.6. NutpaBencka amiukamumja hMSC cmamyje HHTOTOKCHYKY AKTHBHOCT YKYIMHHX

cnienonurta, NK hennja u CD8' T aumdonuta

Tpunecerneror naHa HakoH cucTeMcke aamuuuctpaiuje hMSC perucrpoBaHa je cMarmbeHa
LIATOTOKCHYKA aKTHBHOCT VKymHHX ciueHommra y 4T1+hMSC rpymu (10.2+1.3 LU»/107) y
nopehemwy ca 3apaBum (43.3+18.4 LU2/107) anu ve u y nopehemy ca 4T1 u hMSC rpynama
(p<0.05; I'padpukon 7. A).

Y nokymajy Aa ce Tpelu3HHje OJpeau Koje cyOmomymamuje AONPUHOCE CMambeHO]
[UTOTOKCUYHCTH  CIUIeHOIUTa wu3ojoBanmx U3 4T1+hMSC wmumeBa wucnuTaHa je
nurotokcmaHocT CD8'T mumdormra n NK henmja. YBpheno je na je uurorokcmanocr CD8'T
mumbonuTa (M30JI0BaHUX HETaTUBHOM CEJIEKI[MjOM Ha MarHeTHOM CElapaTopy) 3HaTHO CMambeHa
kox 4T1+hMSC (165.7£20.3 LU»/107) y mopeljersy ca rmrotokcuurom criocobmoctn CD8'T
nmuMGbOLKTa H30JI0BAHUX U3 mpeocTane TpH rpyme mumesa (4T1 267.7+30.5 LU4»/107; p<0.05
vs hMSC 466.0+51.4 LU40/10"; p<0.01 vs 3npase 343.4+52.8 LU»/10"; p<0.05; Ipaduion 7.
b).

IMotom cy wm3omoBane u CD49b" NK hemmje (O3MTHBHOM CEIEKIMjOM HA MAarHETHOM
cemapaTtopy) U ucnurana wuxosa nurorokcuyHocT. NK henuje u3 cnesune 4T1+hMSC mumieBa
HICKa3yjy 3HAYajHO Mamby LUTOTOKCHYKY akTHBHOCT (213.8+47.8 LU4/10") mero NK hemnje u3
npeoctane Tpu rpymne mumesa (4T1 591.5.7+58.5 LU4/10" vs hMSC 792.8+119.8 LU2/10” vs
snpaBe 1388.4+104.0 LUy/107; p<0.01; Fpadpuxon 7. 1I).

[Ipuka3anu pe3ynTaTd NUTOTOKCHYHE AKTUBHOCTH Pa3IMUUTHX CyOIoIysanuja CIUICHOIUTA
MOKa3yjy /1a j€é MUTUTOKCUYHOCT YKYIMHUX CIUICHOIUTA 3Ha4yajHO Mama ko 4T1+hMSC muesa
¥ J1a je pasiuka y HUTOTOKCMYOCTH HajBepOBaTHHUjE MOCIEAHUIA yMameHe akTuBHocTH u CD8'T

mumponuta U NK henuja, Hactane 30or uMmyHOMO Iy aTropHux aktuBHOcTH hMSC.
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I'paduxon 7. Cucremcka amiukanuja hMSC emamyje HHTOTOKCHMYHOCT YKYNHHX ciieHouuta, CD8'T
aumonnta u NK henuja mpema 4T1 Ttymopckum henmjama. LluroTokcmunoct edekropckux hemmja
(crenomuty, CD8'T mumdpornutu 1 NK henuje) ncnutusana je gerBopoyacopaum MTT Tectom npema 4T1 Taprer
henujama, y 4 paznuuura ogHoca edexTop: TapreT. PesynraTu cy npencTaB/beH! Kao CpeAmne BpeAHOCTH IIPOLICHATa
uuToToKCcHuHocTH M kao jutmuke jemuanne (LUoo/ 107), KOje Cy IpepauyyHaTe Ha OCHOBY HpOILEHATa
IUTOTOKCHYHOCTH 3a 4 paznmauTa ogHoca edexrop: TapreT. A) LIMTOTOKCHIHOCT YKYITHUX CIDICHOIMTA je 3HaYajHO
Mmama kox 4T 1+hMSC mumiesa y mopehemy ca 4T1, hMSC u 3apaBum mumesnma (*p<0.05 ). B) llutotokcuuroct
CD8'T numdonutu ce Takohe pasmukyje ce usmehy 4T1+hMSC u 4T1 (*p<0.05 ), hMSC (** p<0.01) u 3apaBux
mumresa (*p<0.05 ). 1) Hurorokcuunoct NK henuje je Hajmama kox 4T1+hMSC mumeBa u mokasyje CTaTHCTHIKY
pasnuky mpema cBuM npeoctanuMm rpynama 4T1, hMSC u 3apasux mumesa (** p<0.01). [Ipukasane BpeIHOCTH Cy
aputMernuke cpeauHe + SEM n3 Tpu excnepumenra, cBaku ca 9 mumena no rpynu. CTaTHCTHYKa 3HA4ajHOCT

onpehusana je Mann-Whitney-esum tectoMm.
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4.7. Cucremcka aamunuctpamnuja hMSC nosehaBa HuBo Th2 nuTOKHHA y cepyMy TOKOM

AHTUTYMOPCKOI HMYHCKOT 0Ar0OBOpPa

VIMyHCKH OJrOBOp Ha TyMOpe TIPeJOMHHAHTHO aHTraxyje muToTokcmune CD8'T mumdonute u
NK hemnje. MSC mocenyjy HMMYHOCYNPECHBHE CIIOCOOHOCTM Kao INTO CY HWHXHOWIH]a
murorokcndke aktuBHOCTH NK henuja (121) u naxubunmja nponudepanuje T mumdormra Kpo3
npoxykiujy IL-10 (310). Hakon nerexuuje peaykoBaHe HUTOTOKCHuke akTuBHOcTH CD8'T
mumdorura 1 NK henuja, kao u nmosehanor 6poja T perynatopHux JIumM@ponuTa y3poK CHIKEHE
AHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH JTUM(OIUTA je TpakeH y moryhoj monapu3saruju Thly Th2 oarosop.
VY nokymajy nobujama 0AroBopa Ha OBO NMMUTalk¢ MEPEH j€ HUBO IIMTOKMHA Y cepyMy, 35-0T 1aHa
mumenMa ekcnepumenTanHux (4T1 u 4T1+hMSC) u xontponnux rpyna (hMSC u 3npaBn).
Konnenrpanuja tpaxenux nurokuna (IFN-y, 1L-4, IL-10, TGF-B, IL-17 u TNF-a. ) y cepymy je
onpehuBaHa KOJOPUMETPHJCKOM METOJIOM OJHOCHO KomepuujamauMm ELISA kuToBuMma

crenuUIHUM 32 MUIIIjE [IMTOKUHE.

Kao mro je npukazano Ha I'padmkony 8. A, nnrtpaBencka armmmkanuja hMSC y3pokoBaia je
nan npouHgiamaropHor IFN-y y cepymy mummeBa 4T1+hMSC rpyne (1005.8+188.1 pg/ml) y
nopehemy ca 4T1 rpynom (1848.2+206.1 pg/ml; p<0.05). Cratuctuuku 3HayajHo Behu HuBO IL-
4 (I'pajpuxon 8. b; p<0.05), IL-10 (I'pad¢uxon 8. II; p<0.01) u TGF-f (I'paduxon 8. J;
p<0.01) 3abenexen je y cepymy 4T1+hMSC wmumesa y mopehemy ca 4T1 wmwuieBuma
(4T1+hMSC (pg/ml) vs 4T1 (pg/ml): 405.14+34.7 vs 264.5+56.0 (IL-4); 318.6+54.1 vs 50.2+13.7
(IL-10); 1562.14+354 vs 723.1+81 (TGF-p)).

Paznuke y konuentapuuj IL-17 uamehy 4T1 (1269.5+43.03 pg/ml) u 4T1+hMSC (1251.9+£93.86
pg/ml) aucy nerexroBane (I'paduxon 8. E), 1ok cy pasiuke cepymckux konieHTpamuja TNF-o
nerekroBane camo m3mehy 4T1 u rpyne 3apaBux murreBa (4T1 201.8+35.7 pg/ml vs 3apaBu
403.86+61.04 pg/ml, p<0.05; I'padpukxon 8. ).
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I'padukon 8. BpeqHocTH HHMTOKHHA y CepyMy eKCHePHMMEHTAJHHUX M KOHTPOJHHMX rpyna mumena. Huso

cepymckor IL-4, IL-10 u TGF-B je crartucriuku 3HauajHo Bumm kox 4T1+hMSC wmmmesa 35-or nana

ekcriepumMenTa y mopehemy ca 4T1, hMSC u 3npasum mumeuma. Huso cepymckor IFN-y je 3HauajHO HMKH KO

4T1+hMSC mumeBa y nopehemy ca 4T1 mumesuma. Cepymcku HuBO IL-17 He mokasyje mehyrpymHe pasnuke.

Paznmuka y onrenrpaunjama TNF-a merexkroBana camo u3mely 4T1 u 3apaBux MmumieBa. He mocrtoju 3HayajHa

pasnrKa y HUBOY CEpyMCKHX IMTOKHHA u3Mmely koHTpomHux rpyma (p>0.05 wiu ckp. H.C.-Huje CHrHU(UKAHTHO).

IpencraBbenu pe3ynaratu 3 ekcrepuMeHTa ca 9 mumieBa mo rpymu (cpeama BpemHocT = SEM; *p<0.05; **

p<0.01). Craructiuka 3HauyajHoCT oapehuBana je Mann-Whitney-esum Tectom.

[Ipukazanu pe3ynaTaT HEIBOCMHCICHO TOKa3yjy Ja WHTpaBeHCKH arumkoBaHe hMSC mory

MOAYJIHCATH HUMYHCKH OATrOBOp Yy CKCIOCPUMCHTAJIIHOM MOJCIY TyMOpa ,HOjKe Yy npasBnay

npotymopckor Th2 oarosopa.
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4.8. hAMSC memajy nymepnuku oxnoc IL-10"/IFN-y* CD4", Tako mTo noehapajy 6poj IL-

10°CD4" T iumdonunTa y ciie3unu

Hakown mito je youeno na y cepymy 4T1+hMSC nocroju 3Ha4ajaH nopact HuBoa Th2 UTOKMHA
(I'paduxon 8.), wcnuTaHo je a JM je OBa MPOMEHA IOCICIUIA W3MECHEHOT HUTOKHHCKOT
npodwia henuja cnesuHe. Y TOM LUJbY, NMPOTOYHOM LIUTOMETPHUJOM, MEpEHa je MPOayKIHja

uuTokuHa y usasojenum CD4™ henujma cesune 35-or nana.

Kao mro je npukasano Ha I'pagmkony 9. A, anamusupana je sactymbeHoct IL-4'CD4" T
henuja y ciie3uHaMa eKcliepuMEeHTaTHUX U KOHTpoiaHux BALB/c mumiesa. Pesynratu mokasyjy
Jla MUILIEBU y 00€ eKCIIEpUMEHTaIHE IrpyIie oKa3yjy 3HauajHo Behy MpOIeHTyalHy U ariCOIyTHY
3actymbenoct |L-4°CD4" T hemmja y mnopehemy ca MUIIEBHMa M3 KOHTPOIHHX TPYIa.

I'padpuxonom 9. b npukasanu cy penpe3eHTaTUBHU JOT IUIOTOBH.
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9.A) CD4TL-4" heanje
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I'paduxon 9. 3actynmenoct |L-4"CD4" T heamja y c/e3MHn eKClePUMEHTAJMHAX M KOHTPOJHHX MHIIEBA.
A) O6e excriepUMeHTaJIHE Tpylie MMajy CTaTCUTHYKK 3HayajHo Behu nponenar CD4" T henuja koje npoaykyjy 1L-4
y nopehemy ca xkonTponHnM rpynmama (4T1 21.18+2.16 vs 4T1+ hMSC 19.24+2.88% vs hMSC 10.40£1.92 vs
sapasu 11.344+1.45%; *p<0.05). B) Takohe mcra mehyrpynna pasnuka 3abenexeHa je Kajia Cy aHAIM3MPaHU
6pojuanu onxocu IL-4 mpoaykyjyhux CD4" T henuja usmel)y ekcriepuMMeHTaTHHX M KOHTpOJHHX Tpyma (4T1

13.93+3.69 vs 4T 1+ hMSC 14.30+3.30 x10° vs hMSC 3.30+0.98 vs 3pasu 4.25+1.38 x10°% *p<0.05).

Ounrnegsro 1a hMSC me ytuuy Ha mpomeny 6poja IL-4'CD4" T henmja y ciesmHama mumieBa
KojuMa je TpaHcruantupad tymop. Jlok IL-4 urpa kbyuny ynory y Hactanky Th2 ¢enoruna,
TJIaBHA MMYHOCYTIPECUBHH IIMTOKHH Kora mpoaykyjy Th2 hemwmje je 1L-10. [To3nato je nma on
Oamanca Th1/Th2 mupexTHO 3aBUCE MCXOIM MHOTUX MMYyHCKUX peaknuja (311), ma je ctora je y
HACTaBKy HCTPaXMBamba aHAIM3WPaHa MPOIEHTyalHa M arlcoyTHAa 3aCTyIUbEHOCT JIMMQOIUTA
koju npoaykyjy IL-10, kao u Hymepuuka 3acTymsbeHOCT JuMoruTa koju npoaykyjy IFN-y

(pynxumonannor mapkepa Thl ¢peHoTHma) y crie3uHu.

3abenexeH je CTAaTUCTUYKHU 3Ha4yajaH MopacT MPOIEHTYaJIHe U allColyTHE 3aCTyIJbEHOCTH Opoja
CD4"IL-10" hemuja xox 4T1+hMSC mumesa y onsocy Ha 4T1 u 3apae mumese (I'paduxon

11. A; p<0.05). Ca mpyre cTpaHe, MaKo je PETHCTPOBAHO cMameme mporenta CD4’ IFN-y *
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heJII/Ija Y CKCIICPUMCHTAJIHUM I'pyliaMa, OBa pas3jinka HC OJpiKaBa CTATUCTHYKU 3HaqajaH HHUBO

Kaja ce ynopeze anconytHu opojesu nosutuBaux henuja (I'paduxon 11. B). I'padpuxonom 10.

b npukazanu cy penpe3eHTaTuBHU 0T IUIOTOBH.

Anconytan xommuaumy 1L-10"/IFN-y* numdonura cy 3Hauajno Behm y rpymu 4T1+hMSC y

nopehemy ca 0THOCOM M3 CBHX OCTaIMX Ipyla, oyurienHo 30or moehama amcomyTHor 6poja

IL-10" numdommTa y CIe3sMHM CBAKOT IOjeJMHAYHOT MMIIA 10K ce 0poj IFN-y" henwmja Huje

3HauajHO Mewao ('padukon 11. IT).

10. A)
0.39£0.05% 1.1£0.4% 0.56+0.17% 0.4£0.06%;
1 o v » ’ ] gk
2% R 2 e
= S
o e
4T1 4T1+hMSC hMSC 3apaBH
10. b)
0.40£0.03% ' 0.42:0.08% 1.240.14% 0.99:0.07%
Ry 2 R
2 ' . S " W
ey 7Y " et - K . e " e
4T1 4T1+hMSC hMSC 3ApaBH

I'paduxon 10. PenpeseHTaTHBHU 10T II0TOBH. [IpyKkasanu cy penpeseHTaTHBHE 10T wotoBu CD4" hemmja xoje

nponaykyjy IL-10 (A) u IFN-y (B) 3a cBe ekcriepiMeHTaTHE W KOHTPOJIHE TPyIIE.
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11. A) CD4'IL-10" heanje
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I'pajguxon 11. IIpoueHat uuTokuH npoaykyjyhux henuja y ciae3uHH eKcnepMMEHTAJIMHUX M KOHTPOJHHX
mumesa. A) 3abenexkena je pasiuka y nporentuma CD4" hemmja koje mpoaykyjy IL-10 msmehy 4T1+hMSC
munreBa (1.1+0.4%) y mopehemy ca octame tpu rpyme (4T1 0.39+0.05% vs hMSC 0.56+0.17% vs 3apase
0.4+0.06%; * p<0.05), mro je y Kopenanuju ca pasiukKamMa y ancoiayTHOM Opojy ocuM 3a rpyny hMSC mumieBa
(4T1+hMSC 0.81+0.24 x10° y mopehemy ca 4T1 0.32+0.01 x10°, * p<0.05; 3apase 0.18+0.02 x10°, * p<0.05;
hMSC 0.4+0.19 x10°, p>0.05). B) OGe rpyre MumIeBa KOjiMa je HHAYKOBAH TYMOpP HMajy 3HAYajHO MAmbH MPOIICHAT
CD4" henmja koje mpoaykyjy IFN-y (4T1 0.40+£0.03%; 4T1+hMSC 0.42+0.08%) y nopehemy ca KOHTPOIHUM
rpynama (hMSC 1.2+0.14% vs 3apase 0.99+0.07%; * p<0.05), 1ok MehyrpymnHa pasjirka y arcolyTHOM Opojy Huje
netexroana (4T1 0.35+0.06 x10° vs 4T1+hMSC 0.37+0.01 x10° vs hMSC 0.82+0.38 x10° vs 3apase 0.46+0.06
x10% p>0.05 mmu ckp. H.C.-uuje curampukantro). 1) IL-10: IFN-y omHOC amconyTHHX OpojeBa MO3HTHBHHX
henuja je Hajeehm y 4T1+hMSC (2.08+0.39) y mopehewy ca cBum octamuMm rpymama (4T1 0.87+0.09 vs hMSC
0.47+0.16 vs 3apase 0.4+0.06 ). [IpukazaHe BpeOHOCTH Cy cpeama BpegHocT £ SEM jeqHor penpeseHTaTHBHOT
eKCIIepHMeHTa ca YKyIHO 9 muIieBa y cBakoj rpymnu. CrarucTiuka 3HadajHocT ompehuBama je Mann-Whitney-esum

TCCTOM.
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[Topehemem HuBoa nurtokmHa y cepymy (I'pajpuxon 8.) u ykymHor Opoja LHMTOKHH
npoaykyjyhux hemuja (I'paduxon 9. u 11.) npucytnux y cnesunn 4T1+hMSC mumesa 35-or
JaHa EKCIIEpUMEHTa, yodyaBa ce jacHa Kopemamuja wu3mel)y cepymckor HuBoa IL-10 u
sactymbenoctu CD4™ T henuja koje mpoaykyjy 1L-10, kao u usmely cepymckor auoa IFN-y u
npucyctsa IFN-y npoaykyjyhux CD4" T num¢pormra. 3Hauajan nopact cepymckor ausoa IL-10
y 4T1+hMSC mumeuma kopennpa ca noehanum yaenom IL-10 npoaykyjyhux CD4" T hennja
y cle3uHH OBHX mBoTHHaA. Takohe, CD4" T numdormru koju mpomykyjy IFN-y mokasyjy
HajMawky 3aCTYIJBEHOCT (MAaKO HMjE€ CTAaTUCTHUYKU 3HavajHo) y cie3uHu 4T1+hMSC wmuiuesa,
mTO Kopenupa ca HuCKuM HUBOOM |FN-y, 3abenexenum y cepymy oBHX MwmieBa. Jomn jemaH
noka3 o yrunajy hMSC na Th2 3aGenexen je amammsom IL-10"/IFN-y" ommoca amcomyTHHMX

OpojeBa koju je Hajsehu y cnesunn 4T 1+hMSC mumiesa.

4.9. hMSC ne memajy yaeo IL-17"u TNF-a" npoaykyjyhux CD4" ciienonunra

Ocum Th1l/Th2 6ananca, 3aH4ajHy yJIOTY Ha pacT U METacTa3upame Tymopa Mory uMatu u Thl7
henuje (312) xao u jeman on riuaBHUX aHTHTyMOpckHX IuTokuHa TNF-a (313). Mako pasimke
CEepyMCKHMX HMBOA OBHMX LIMTOKMHA HUCY 3a0elie)kKeHe NMPOBEpPeHa je MPOAyKLHja OBUX [IUTOKHHA

y TUMQOLUTHMA CIIC3HUHE.

[IpOTOYHOM HUTOMETPHUjOM M3MEPEHH Cy mpolieHat u 6poj IL-17" ognocno TNF-o" CD4™ henuja
y CIIE3WHH, Y TOKY aHTUTYMOpPCKOT umyHckor oarosopa (I'paguxonom 13. mpencraBibeHu Cy
peTpe3eHTaTUBHU JOT IUIOTOBH). HHUCMO NeTeKToBaNM 3Ha4YajHy pa3liMKy y MPOIEHTYATHO]
3aCTYIJBEHOCTH M amcolyTHoM Opojy IL-17° CD4" hemuja mely rpymama 35-or naHa
excriepumenTa (I'papuxon 12. A; p>0.05), 1ok je pasnuka y NpOIEHTYAIHO] 3aCTYIIJBEHOCTH
TNF-a© CD4" hemmja peructpoBana usMmel)y excrepuMEHTATHHX M KOHTPOJHHX TIpyTia

(Ipadukon 12. b; p<0.05).
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12. A) CDA4'IL-17" hennje
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I'paduxon 12. Mpouenar IL-17" u TNF-a" CD4" npoxykyjyhux heamja y ciaesmnu eKxcnepuMeHTAJIHHHX H
KOHTpoJaHUX MmuineBa. A) Huje perumcrpoBana melhyrpymHa pasmuka y mporentuma (4T1 0.30+0.08% vs
4T1+hMSC 0.47+0.27% vs hMSC 0.15+0.02% vs 3apase 0.19+0.06%; p>0.04) u anconyTtHom 6pojy CD4" henuja
koje mpoaykyjy IL-17 (4T1 0.28+0.14 x10° vs 4T1+hMSC 0.16+0.08 x10° vs hMSC 0.08+0.06 x10° vs 3apase
0.08+0.05 x10°%; p>0.05). B) ITocTOjH CTATHCTHYKH 3HAaYajHa Pa3lHKa y TPOLEHTYanTHO] 3acTyruberoctn CD4'
henuja xoje mpoxykyjy TNF-o" y xopuct konTponaux hMSC (6.95+0.2 %) u 3apaBux (6.69+0.2 %) MuiieBa npema
muiieBuMa u3 excriepumentanaux 4T1 (1.9+0.4 %) u 4T1+hMSC (1.76+0.4 %) rpyma *p<0.05. Bpoj ykymHux
TNF-a" CD4" henuja ce 3nauajHo pasnukyje u3Mely eKCIEpUMEHTATHHX Ipyna W rpyrne 3apaBux mumesa (4T1
1.69+0.33 vs 4T1+hMSC 1.58+0.48 x 10° vs 3xapase 2.85+0.38 x10°; *p<0.05) 10K Ta pasiuka HHje JCTEKTOBAHA
npema hMSC mrmeBnma (2.5120.6 x 10°%; p>0.05). I1) ITpnkasanu cy penpesentarusan 0T miotosrn CD4' hemmja
xoje mpoaykyjy IL-17" 3a cBe ekcnepumeHTanHe u KoutposHe rpyme. J) Ilpukasanu cy penpeseHTATHBHM JOT
miotosu CD4" henmja xoje npoaykyjy TNF-a' 3a cBe ekcriepuMeHTaHe M KOHTpOIHe rpyre. [IpukaszaHe BpeHOCTH
cy apurmernuke cpenune + SEM 4 ox 9 xuBotuma, U3 Ba nocebHa ekcneprMeHTa. CTaTHCTHYKAa 3HAYajHOCT

onpehusana je Mann-Whitney-esum tectom.
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I'padukon 13. PenpeseHTATHBHY 0T II0TOBM. [IprKa3anu cy penpe3eHTaTHBHM 10T miotosu CD4" henuja koje

npoaykyjy IL-17 (A) u TNF-o (B) 3a cBe eKCliepiHMEHTaIHE U KOHTPOJIHE TPyIIE.

Ha ocHOBY cBHX NpHUKa3aHHX pe3y/ITATa OYMIVIEJHO je Ja CHCTEeMCKa aJAMHMHHCTPALHUja
hMSC y ekcrnepuMeHTaJHOM Moje]y Tymopa aojke mnoBehaBa 3acrymbeHoct Th2
Jumonnta koju npoaykyjy IL-10 kao u T perynarpHux JumM¢pouurta y cjie3uHu 000Jieaux
mumeBa mro he 3a mocieaumuny mMatu nosehame KoHIEHTpPaluje UMYHOCYNPEeCHBHHUX

HUTOKMHA Yy HUPKYJIAIMjH U CJIeICTBEHY YOp3aHy MPOrpecujy KapuuHoMa JojKe.
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5. JUCKYCHJA

bpojue crynuje nokaszane cy ma MSC mocnemryjy pact tymopa (169, 204, 203), kao u mTO
MOCTOj€ PaIoBH KOjH MOKa3yjy CyNpoTHO OAHOCHO Ja oBe henuje ycrnopasajy pact tymopa (168-
227), na je tako nmokazano ga MSC renercku MoaudukoBaHe 3a mpekoMepHy npoaykuujy IFN-
B, maxubupajy pochopunamujy STAT3 y masuraum henvjama u Ha Taj HAYWH YCIIOpaBajy pacT

IPUMapHOT TYMOpa JI0jKe U OpMUpamke ylabeHuXx Meracrasa (314).

Crora je y mpBOM Jielly UCTPaKMBara WCIIMTUBAHO Jla JIM MHTPaBEeHCKU arumkoBaHe hMSC
n30JI0BaHe u3 mnepudepHe KpBU 3ApaBOr JOHOpA, YTHUYy Ha pPacT W MeETacTa3Hparbe
EKCIIEPUMEHTAJTHOT TyMoOpa JojKe. 3a0eeXeHO je paHHje TMOjaBJbyje MAIMaOUIHOT TYMOp Y
Ipynu MUIlIeBa KojuMa cy cucteMcku ammnkoBane hMSC (I'paduxon 1. A), Takolhe je mokasaHo
71a BOJyMEH IPUMapHOT TyMopa 3aBucH oJ1 Opoja ynorpedsbernx hMSC (I'padukon 1. B u 2), a
MeTacTaTcka moJba y miyhuma u jetpu cy 3HadajHO Beha y MuIeBa Koju ¢y y3 TyMopcke henmje

npumanu u hMSC (Cauke 3. u 4).

Bbynyhu na nuBo excnpecuje STAT3 moxe Outu omnydyjyhu 3a Op3uHy HampemaoBama TyMOpa
JPYTH €0 HCTpaXkMBama je 0asupan Ha aHaau3u epexkata hMSC wHa excrnipecujy STAT3, anu je
MoKa3aHo Ja cucteMcka aamuuuctpaiuja hMSC He ytude Ha ekcripecrjy STAT3 y TyMOpckom

TkuBy (Ciamka 5),

Jenan on HaumnHa nmomohy kojux 6u hMSC Morne ocTBapuTH CBOje MPOTYMOpPCKE eeKTe je U
MojayJaluja WMyHCKOr oarosopa (115, 213, 212), mTo je OBUM HCTpaKMBambHUMa
HeJIBOCMUCICHO U TokazaHo. hMSC cy crmocoOHe 1a cTBOpe MMYHOCYNPECUBHY MPOTYMOPCKY
CpenuHy y K0joj mpenoMunupajy Th2 umyrcku oarosop (I'padukon 8), ca moBuiieHUM yaea0omMm
T perymatopuux mumdonura (I'padukon 6), mTO BOAM Yy CMameHE IIMTOTOKCHYKHX

mexanmuzama u To kako CTL tako u NK u NKT henuja (IC'paduxon 7. b u II; 'padukon 5. II).
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5.1. hMSC murpupajy y TymMop, ONCTajy y yAa/beHHM OpraHuMa W NMPOMOBHIINY PacT

TyYMOpa 1 MeTacTa3upame HA 103HO 3aBUCAaH HAYUH

UctpaxuBama o epexktuma MSC Ha pact Tymopa Cy KOHTPaJHMKTOPHA, a BPJO OuTaH (hakTop
KOjH JONIPUHOCH J00Hjalby OBaKBHUX pe3yiTaTa je u XxereporeHnaHocT MSC mormynamnuja koje ce
Kopucte y ekcrepumeHtuma. IIpomnec usomaunumje u kapakrepusauuje MSC, ce 3acHuBa Ha
IUXO0BOj CITIOCOOHOCTH aJXepeHIlrje, MPUCYCTBY U OJCYCTBY OJipeh)eHnX MOBPIIMHCKHX MapKepa
u audepeHIrjanju Koja nokasyje muxoBy myntunoreHtHoct (70, 71, 72). Ha oBaj HauuH u ca
OBUM KpuTepHjymMuMa u3osioBane MSC momnyrnamuje cy XeTeporeHe, CyImTHHCKH Ce PasiiuKyjy,
MTO yKa3yje Ha HEOMXOIHOCT MpOHATKEHa CHEMUUIHUJUX Mapkepa MTO OuM omoryhmio
M30JIAIMjy XOMOTeHe Iomynanuje uyuju Ou edekrn Ha pact Tymopa Ouinm MehycoOHO
kommapabuiauju. CKopHja UCTpakMBama IMOKa3yjy Ja OM jeaH TakaB MapKep MOrao OWTU H

NG2 (315).

Pesyntati oBor uctpakuBama 1o npeu myT nokasyjy aa hMSC uzonoBane u3 nepudepHe KpBu
3JIpaBOI JOHOpA, alNIMKOBAaHE MHTPABEHCKM UCTOT JaHa Kaja je u TpaHciuiantupad 4T1 Tymop,

npoMoBwHIy pact oBor Tymopa (I'padukon 1).

ITokazano je na epexru MSC Ha pact Tymopa OUTHO 3aBHCE OJ] BpEMEHA U HaYMHA arlTUKaIyje
MSC y opraamzam. Tpu crymuje y xojuma cy MSC armmkoBaHe HakoH Beh yCTaHOBJbEHOT
TyMmopa, 3abesIeKuiie ¢y HHXuOuInjy pacrta oBux tymopa (316-318), takohe ako ce oBe hemuje
MIPUMEHE UCTOBPEMEHO Kajla c€ M MHUIIMPA TyMOp CAOMIITCHN HHXUOUTOPHHU €PEKTH Yy MHOTOME
3aBUCE OJl HaYMHA M MeCTa HbHXOBE AalUIMKAaIMje WIM OJf NMPUMEHEHOr Opoja WHTPaBEHCKU

anMuHUACTpUpanux henmja (168, 228).

Nnax mHOro je Behu Opoj cTyauja y KojuMa cy AeTeKTOBaHU TyMop npomoBuinyhu epextu MSC
(pedepenne). Y Behunum oBakBux cryauja MSC u tymopcke henuje cy komnjektupane (319-
321). TlpucyctBo MSC y TyMOpCKOj MHUKPOCPEIMHHM TOKOM paHOT pa3Boja TyMOpa MOXKe
OJIAKIIIaTH Mpoliece KOjU Cy HEOIXO/HHU 3a pacT TyMOpa, Kao LITO je Ha IpUMep aHr'MoreHesa, 1na
tako MSC kounjekTupame ca henujama kapuuHOMa MaHKpeaca, nmoBehaBajy T'yCTHHY KPBHHX
cynosa (177). Ilocroju u cTyaMja Koja Mmokasyje cympoTHo, To jecT qa MSC Mory uHAyKOBaTH
aronTo3y eHAOTeTHHX henMja W Ha Taj] HAYMH OHEMOTYhUTH pacT eKCIepHUMEHTaIHOI Mojelna

menanoma (317).
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Edextn MSC Ha TyMOpCKH pacT yMHOroMe MOTY 3aBUCHTH Off Opoja mpuMEmeHUX henuja u To
Kako of Opoja TymMopckux Tako u o1 opoja MSC, taunuje o meh)ycoOHOT 01HOCA OBUX OpojeBa.
Tako je y ucTtpakumBamuMa Koja cy mokasana ga MSC mpomoBwuiry pact Tymopa KopuitheH
yrnaBHOM Behu xommunnk MSC/tymopcke henmuje, mana nma msyseraka na je tako camo 10%
MSC ox ykymHOTr Opoja nHjekTupaHux henuja J0BOJbHO Ja 3HaYajHO yOp3a pacTt Tymopa riyha
u riroma (322). Ringden u capaauuiu (323) cy mokaszanu aa y oapehenum ycinosuma MSC mory
yTHIATH Ha pacT TyMOpa Ha JI03HO 3aBHCAaH HA4MH, IITO je y CKJIQJy M ca pe3yiaTaTuma
N00MjeHNM Yy OBJie IPUKA3aHO] CTYIUjU M3 KOJUX C€ jaCHO BHJM Ja Op3uHa pacta Tymopa H
IErOBO MeTacTasupamwe y MHoro Behoj Mepu 3aBucu ox 6poja hMSC Hero ox Opoja
kouHjekThpanux Tymopckux 4T1 hemmja (I'padpuxon 1), TauHHje BOJIYMEHOM MPHUMApPHOT

TyMOpa JI0jKe je y IUPEKTHO] Kopenaruju ca opojem ammukoBanux hMSC (I'padukon 2).

C o03upom ma myteBu murpanudje MSC u muxoBa Kpajiba OJPEAHINTA jOUI HUCY TOBOJFHO
UCIHMTaHU HAC je MHTepcoBao Kyaa omnaze hMSC HakoH CHCTEMCKE allIMKaIije U MOTY JIH Ce
Hahu y Tymopy. [Ipukazanu pesynratu nokasyjy aa ce mHTpaBeHcku aruimkoBane hMSC, npsor
U Tpeher JaHa HaKOH aIUIMKaldje, IeTeKTY]y Y TYMOPY alli ¥ Y KPBH, TUM(HOM YBOPY, CIIE3UHH,

jerpu u mayhuma (Cauka 1. B).

Nako mexanm3mu u myTeBu murpainpje MSC jomn yBek HUCY y TTOTITYHOCTH PacBEeTJHEHH HITAK je
no0po mo3Hato na eHgoreHe u erzoreie MSC wmwurpupajy moa yTuiiajeM HEIOBOJBHO
pa3jallllkbeHNX MapakpUHUX CHTHaJla MPOJYKOBAHUX Y MHUKPOCPEIMHHU, Ha pa3IMYUTE HAUYMHE,
omreheHnx TKMBA U JONPUHOCE pereHepalujiju U penapaiuju TKUBHUX ommteherma in situ (324,
325). V oBuM mpoilecuMa y4ecTByjy MHOTH (pakropu Mely KojumMa Cy XEMOKHHH, ITUTOKUHH,
dbakTopu pacrta u ekcrpanenynapuu (326-328). Ilo3Haro je ma COMUIHK TYMOPH Ha CBOjOj
nepudepuju, CTBapajy MUKpOCPEINHY KOja je CIMYHA OHOj y omTeheHOM TKUBY M KOja MPEHOCH
¢u3nUKe U XeMHjCKe CHTHaJle CTpeca Ha CyceqHa TKHBa, Ma Cy MPOIECH BaXXHH 3a Pa3BOj U
NpOrpecHjy TyMopa a CIIMYHU OHUMa KOjU Cy YKIJbY4YeHHU y pemnapaiujy Tkusa (178). Tymopu ce
3aTO CIIPaBOM MOTY CMaTpaTd MecTHMa TKUBHHX omitehema mimu nutupajyhu Dvorak-a to je
,paHa koja Hukajaa He o3apasu’ (178). Ce pedeHo ce oxHocu U Ha erzoreHe MSC mpu uemy
KBAJIUTET M KBAaHTHTET OBHMX IIpOIleca jaCHO 3aBUCE OJ] OWOJIOIIKUX CBOjCTaBa TYMOPCKE

MHUKPOCpPEIHHE Kao U 0J] HaTUBHOT Tponu3ma kopumrhennx MSC henuja (329, 330).
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VY 0BOj, Ka0 U y APYyTUM CTy¥jamMa TIOKa3aHo je na kceHo- u anorene MSC oanase y pasHa TKuBa
Mmely kojuma cy u myha (Cauka 1. B). Pesynratu cryamja nokasyjy aa ce MSC Bpiio kpatko
3aaprkaBajy y miyhuMa u ma mocie oxpeheHor BpemeHa ojyiase y jerpy u ciesuny (331, 332).
MehyTum nocroje U pe3yaTaTtu Koju MOoKa3yjy Ja HajBehu MpoleHaT HHTPABEHCKH aIllNTMKOBAHUX

MSC ymupe y npBux 72 cara (333).

Y TOM LUIBbY je Y OBOM HUCTpaKUBaWy UCIUTHBAH orcTaHak u yokanuzanuja hMSC 35-or nana
HAKOH MHTpaBeHCKe MH(Y3H3Hje y uMmyHoKomietenTHe BALB/C mumese kojuma je MHAyKOBaH
TyMOp Jnojke. PesynraTtu oBe cTymuje cy y KOpenamuju ca IPyruM CTyAujamMa y Kojuma je
nmokazano ga ersorede MSC in vivo mory ma skuBe myr BpemeHcku mnepuon (334). Hawmme,
noOujeHn pe3ynTaru nokasyjy aa ce 35-or nana hMSC mory nerekToBatu y jeTpu, ajau HE Uy
wiyhuma 4T1+ hMSC mumesa (Cauka 2). OBaj Haias je clin4aH MPETXOAHUM HCTPaKUBAbHMA
Koja cy nokaszana ckpahen 6opaBak MSC y minyhuma y Hajpa3smuauTHjuM MojAeIuMa OOJIECTH, Y3
AyroTpajHO 3aapkaBambe y jetpu u ciesunu (335, 336). YV mpuiior Tora roBope U CTyAHjE Y
KOjUMa j€ HEIBOCMHCIEHO II0Ka3aH OJaroTBOpaH TepamujCcKM Y4YMHAaK OBUX henuja vy
pa3IMYUTUM EKCIIEpUMEHTATHUM Mozenuma Oosiect (337-339), ma u oHma Kajga MPUCYCTBO
oBux henuja Huje nerexkradwino (340), menmumMu4yHO OOjallbemhe OBOT (PEHOMEHA HEIAaBHO Cy
noHywun LU u capagaunu nokasyjyhu ga makpodaru, HakoH ¢arouurtose anontoruyaux MSC,

Memajy CBOja IMyHOMO/IyJIaTOpHa cBojcTBa (341-342).

Hakon anamm3e wmwurpanuje ersorennx hMSC, wucnuTHBaH je yTumaj OBuUX henuja Ha
METaCTa3upame EKCIEPUMEHTATHOI TyMopa Jojke. Y 10 cajga JOCTYIHO] JHMTEepaTypH,
3abenexxeno je ;a MSC mory yTunaru Ha mporpecHjy MpUMapHAX TyMOpa CTUMYJIATUBHO WIIH
MHXOUTOPHO, BapHjaOMITHOCTH Y OBUM pe3yJIaTHMa MOTY C€ MPHUIHCATH Pa3InYUTHM TOPEKIOM

MSC, Tumy TymMopa Kao 1 eKCIIepUMaHTaIHOM MOJETY.

Pesynratu oBe cTyauje je mo mpBH myT mokasyjy ma hMSC ammukoBaHe HHTPaBEHCKH Y
penaTUBHO MayoM Opojy, MPOMOBHILY (OpMHpame YAaJbeHUX METacTasa, Mpelr3Huje peyeHo,
35-0r JaHa eKCepUMEHTa YYecTaloCT U BeIMYMHA METACTAaTCKHUX MoJka y Tyhuma u jerpu Ona
je 3nauajuo Beha y 4T1+hMSC rpynu y nopehemy ca mumesnma u3 4T1 rpyne (Cauxe 3. u 4).
JloOujeHn pe3ynTatu Ccy y CKIaiy ca pedyiaratuma cryauje Karnoub-a u capagnuka (169) xoja
npomeractarcke epexre MSC objammaBa crocoOHouthy oBux henuja 1a cekperyjy XeMOKHH

CCL5, 3a xoju hemuje Tymopa mmajy peuentop. Takohe, MSC cBoje mpomercrarcke edekre
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MOTY OCTBApUTH CEKpelnujoM (akTopa KOju OJAKIIaBajy Mpojia3 TYMOpPCKHUX hemuja Kpo3s
0azanny memoOpany (343), ka0 1 MOAU(DUKAIIHjOM METACTATCKUX HHIIA TTOMONY aHTHOTEHETCKUM
kao u ¢akropuma pacta (344). IIporymopcku epextu hMSC mory HacTatd W Kao mocjeauia
aupekTHor koHTakTa MSC ca Tymopckum henujama w/uiaM J€jCTBOM COJXYOMJIHHMX (akTopa
nomohy kojux MSC crumynumry nponudepanujy tymopckux henuja (345-347). CymnpoTtHu
epexktn MSC mokazanm y majioM Opojy HCTpakMBarma 3a0€IeKEHH Cy y CBera HEKOJIMKO

TymMopckux mozena (168, 228).

VY HacTaBKy UCTpaKMBama MCIUTHBaHH cy Moryhu mexanusme myteM kojux hMSC octBapyjy

CBOj€ IPOTyMOpCKe edeKTe.

5.2. UurpaBenckn amimkoBaHe hMSC He memajy cremeH ¢ocdopuiaanuje STAT3 y

NPUMAPHOM TYMOPY

[Tepmanentna docdopunanuja STAT3 urpa BaxkHy yiory y reHesu Hekux tymopa (348-350).
HctpaxuBama henujcKkux JMHMja XyMaHUX KaplUHOMa JOjKe IOKa3ana cy JAa IeT O]l JEeBeT
TECTUPAHKX JIMHHja UMa KOHCTaHTHY akTUBHOCT STAT3 (49). Knunuuka ucnutuBama STAT3
3abenexuia je akTiBHOCT STAT3 y TyMOpCKOM TKHBY aiii He U 'y henrjaMa OKOJHOT HOpMAaTHOT
tkuBa (349). STAT3 ce cMaTpa OHKOTEHOM, MejyTHM HeroBa OHKOT€HHYHOCT Ce HHje MOTJIa
IpoyyaBaTH Ha MUILIEBHMA ca JeJennjoM oBor reHa jep je STAT3 HeonmxoaaH 3a eMOpHOHATIHU
pa3Boj MHIIICBA M HETOB HegocTaTak je netanad (351, 352). Ckopuja ucTpakuBama Cy mokaszasa
na STAT3 urpa KJbY4YHY yJIOTY y pa3BOjy Kako MPUMapHOT TaKO M METACTaTCKOT TyMopa JOjKe
(349, 353). Konukwu je 3nauaj STAT3 y OHKOTeHE3W TyMOpa J0jKe MoKa3yje U eKCIepuMeHTaTHA
cTyauja y Kojoj je wmHakTuBamuja STAT3 monekyna goBeia 10 MOBIavYeHa MPUMapHOT U

MeTacTarckor tymopa (352).

BbpojHa ucTpaxuBama 10 caja Cy MOTBPIWIA Ja Cy MeTacTa3e pe3ylTaT WHTepakiuje usmely
TYMOPCKHX U henuja u3 BUXOBOT MUKPOOKpyxemwa (314). [pouec kojum henuje Tymopa rpaje
NpUMapHH TYMOp WJIM MUTPHpajy y yAaJbeHa TKHBa je KOMIUIMKOBAH alld ce Bepyje na je
MMYHCKU CHUCTEM M TO NMPBEHCTBEHO HETOBA IIeTyapHa KOMIIOHEHTa, BaXKaH JI€0 OBOT Ipolieca.
Manuran  Tymopu 0oOWYHO wm30eraBajy HMMYHCKE MEXaHHM3ME Tako IITO  CTBapajy

MMYHOCYTIEpCUBHY cpeanHy yTtumuyhu Ha caspeBatbe DC u ctBapame T perynaTopHux
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mumbponuta (354-362). Pesynratu uctpaxuBama mokasyjy na je STAT3 MoJeKyn yKby4eH y
BehnHy oBux gorahaja m na He (PyHKIMOHHUIIE caMO Kao HWHHUIMjaTOp OHKOreHe3e Beh je
YKJbYdeH Yy HWHTepakije uaMmel)y Tymopckux henmuja ¥ BHXOBOI MHUKPOOKpyxema (363).
ConuaHu TyMOpPHU Kao HITO je U TYMOp JI0jKe, Kperpajy MUKPOOKPYKeHa Koja Cy CIIMYHAa OHMMa
y pernapaiiju TKuBa Koja HHayKyjy murpanujy MSC no mecra omrehema (169, 178). ITokazano
je na MSC mory otuhu y TKHBO TyMOpa JI0jK€ M CEKPETOBATH CONyOHMIHE (haKTOpe KOjU YyTHIY
Ha mweroB pact (182, 198, 364). Jenan ox MojieKkyaa y TYMOPCKUM heldjama, Ha KOje€ [UTOKHHH
cekperoBann u3 MSC wmory yrtumatn je u STAT3. Ilokazano je na MSC, rencku
Mo M(pUKOBaHUX Tako Ja mpoaykyjy IFN-B y Bumiky, omyaze y TKUBO TyMopa /10jKe, HHXHOUpajy
dochopmwrannjy STAT3 m Ha Taj HAYMH yCIOpaBajy pacT MPUMAPHOT TyMopa JIOjKe Kao U

bopmupame yaabeHux Meracrtasa (314).

V ckiiajly ca OBMM ca3HamKMMa M MPETXOIHO MpHKa3aHuM Hajtaszuma aa hMSC mpomoswuiny pact
TyMOpa M MeTacTa3a, UCIIUTAHO je na Ju je ¢pocdopunarnujy STAT3 y TyMOPCKOM TKHMBY Moryhe
o0jalliemhe perucTpoBaHux ¢eHomeHa. AHanuza ekcrpecuje ¢ochopunucanor STAT3 je
nokaszana na armkangja hMSC He mema creneH ¢ocdopumcanoctu STAT3 y npumapHOM

tymopy (Cauka 5).

Moryhe oOjammeme OBaKBUX pe3ysiTaTa Cceé MOXJAAa Haja3u y YUHCHHUIM Jla je eKCcIpecHja
STAT3 ucnutuBana 35-0r JaHa €KCIIEPUMEHTAa M TO CaMO Yy NMPHUMApHOM TyMoOpy, a cyachm
npema Hanaszuma Lieblein-a u capagnuka napakpuHo y3pokoBaHa (ochopunammja STAT3 y
TyMOpckuM henmjama je KpaTKoTpajaH u mposas3aH jnoralaj 3a koju je in Vitro mokasaHo Ja HaKOH
JiejcTBa MapakpUHUX COMYyOMIHHUX (pakTopa MOCTOjU y KpaTakoM BpeMeHCKOM OKBHpY (o 30-or
MuHyTa 10 48-or cara) yHytap Kora ce ozapxaa ¢ochopumanmja STAT3  (365).
®ochopunucame STAT3 mewa QeHoTunn TymMopckux henuja y MHBa3sUBHH Koju (aBopH3yje
MeTacrasuopame (366), ma je moryhe ma cy tymopcke hemuje ca dochopunmucanum STAT3
Hacenwie yJa’beHa TKHBAa W JIa j€ TIOTCHIHMjaIHy pa3nuky y (ochopunanuju moxaa tpebdamo

MMOTPAXUTHU Y METACTATCKUM II0JbMMaA YIaJbCHUX OpraHa.
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5.3. UurpaBencka amukanuja hMSC cmamyje npouentyaanu yaeo NKT-like hesmmja nox
ucrospemeno mnosehaBa 3acrymbeHoct T peryiaatopHux JuM@ouuTra y CJIe3HHU He

Memajyhu yKynHy 1neJIyJJapHOCT cJIe3HHe

Crne3nHa MMa BaXkKHy YJIOTY Yy peryjaluju UMyHCKOT OAroBopa Ha TyMope. Jlumdonoru u3z
CJIe3MHE MOTY YHMIITHTH TyMOpCKe henuje WM CympOTHO OJIaKIIaTH pacT Tymopa Iurto he

3aBUCUTH 0] OajlaHCca aKTHBAIIMOHUX M HHXUOMTOPHUX MexaHu3ama (367).

Mopdoromike MpoMeHe Yy CIIE3MHH, Ka0 W INpPOMEHE OHOJOIMIKMX AKTMBHOCTU CIUICHOLUTA
M30JIOBAaHUX W3 MHUIIEBa O0OJENUX Of TyMOpa, 3a0eleKeHEe Cy Yy pa3jIMYUTUM CTaJHjyMHMa
TyMOpckor pacta. O03upoM J1a je TIO3HATO Jia BEIMYHMHA CJIE3WHE, TeXWHA U Opoj CIICHOIHMTA
pacte ca mopactom Tymopa (368), aHanM3upaHa je IEIyJAPHOCT CJC3MHE MHIIECBA CBUX

eKCIIEPUMEHTAIHUX 1 KOHTposHuX rpyna (I'padguxon 3. A).

JloOujern pesynrtatu ykasyjy aa mumieBu u3 4T1+hMSC rpyne umajy 3Ha4ajHO LeiTyJIapHH]jY
CJIC3MHY OJ1 MUILIEBAa KOHTPOJIHUX IpyTa ajlu Mame nerynapHy Hero 4T1 muieBn, mako pasiuka

HE JOCEKE HUBO CTATUCTHYKEC 3HaqajHOCTI/I.

EX vivo ymHoxene MSC nocenyjy ClioCOOHOCT Jia CyNpUMHUPajy KIMYyHCKH OJITrOBOp IN Vitro u in
vivo (115, 131). Muoro6pojuu cy Haunuu kojuma MSC Mory cynpumupatu nponudepaiujy u
¢bynkiujy henuja umyHckor cucrema ykmbydyjyhm T u B mgumdouutu, NK wu anTHren
npesentyjyhe hemnje (369). MSC cynpumupajy nponudpepanujy CD4™ u CD8" numdporura
crumyiucHux mutoreanma (204, 370). OBy cnocoOHOCT ncka3yjy U anorene u ayronore MSC
Ia je jacHo Ja 3a oBy cynpecHjy Huje HeomxoqHa MHC pecrpuknmja. CXoqHO HaJla3uMa OBUX
UCTpaXHMBamka W JOOMjEHUM pe3ylNTaTuMa O IeIyJapHOCTH CIIe3WHe, aHaJIW3upaHa je
3aCTyIUbeHOCT cyOmnomynanuja T numdonura W moka3aHo je nga yopusraBame hMSC
ncroBpeMeHo ca 4T1 henmjama 3HauajHO cMamyje IPOIEHTyaIHy 3acTymbenoct 1 CD4™ u CD8”
aumdorura y crnesunu 35-or gana excrepuMenta (I'padukon 3. B u 1), mro cyrepuire na

hMSC cBojy anTunposnndpepaTuBHYy UMyHOCYIPECHBHY aKTHBHOCT MCKa3yjy | in Vivo.

VY cnesunun cy npucytHe u NKT henuje. OBe henmje cy jeauHcTBeHa Mana MOMyJallja
muM@oIUTa, Koja UMa 3Ha4ajHy YJIOTy Yy peryiucamy MMyHCKor oaroopa. Kao hemwmje koje
NpUIaaajy ypoeHoM UMyHCKOM cHucTeMy, a nocenyjy U TCR u umajy Beh cuaretricane mMRNA

3a IUTOKMHE IITO WM OMOTyhyje MpOMITHY CHHTE3y LWTOKMHA HAaKOH aKTHBAIMje MLITO
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YMHOTOME MO>K€ BPJIO PaHO J1a OJIpeIu MPUPOIY U KBAJUTET aHTUTreH crerduuHor T hemujckor
oarosopa. JacHo je ma oBe henmuje Wrpajy BakHY YJIOTY Y peryJjiMcamy UMYHCKOT OJroBOpa Ha
TpaHCIUTaHTaTe, TyMOpE, ayToaHTUreHe U nHdekTrBHe arcHce (371). OBe yiore ocTBapyjy Kako

CEKpelrjoM UH(IAMATOPHUX IMTOKMHA TAKO ¥ IIUTOTOKCHYKUM criocoOHocTrMa (372, 373).

Cam nazuB NKT henuje, mpousninasu u3 4MmbEHUIIE Ja MOCEAYjy MapKepe KOjU ca Hajlas3e U Ha
NK u na T numdountnma, nedunucane cy kao cybmomymanuja T mumdornura ca HEKUM
ocoounama NK henuja kao mro cy excnpecuja utokcnukux perenropa: NKp46 (374), NK1.1
win DX5 anturena xox mwumesa, win CD56 wmonekyna kox seyau (375). NKT henmje cy
XeTeporeHa TmomyJianyja W Kilacupukyjy ce Ha ocHoBy pemneproapa TCR-a m ekcnpecuje
kopenentopa Ha: CD1d 3aBuche ca nnaBapujantHuM TCR-om (Tum 1) nnm Bapujadumaum TCR-

oM (Tum 1) u CD1d ne3aBuche orpanuueae MHC-om (NKT-like wnu Tum 1) (376-378).

NKp46 npunaga rpynu MUTOTOKCUYKUX PELIENTOPA U MOXKE MOKPEHYTH ycMphuBame TyMOPCKHUX
henuja aHraxoBameM MeMOpaHCKMX JMraHaga Ha oBuM hemmjama (379-381). Walzer u
capaguuM nerexroBam cy NKp46 ma CD3" hemujama muma Tako3sannM CD1d-HezaBHCHEM
NKT-like henmjama, mok mprcycTtBo oBor penenrtopa Huje aerekroBano Ha CD1d-3aBucHuM

NKT (382).

NKT henmje ce yrmaBHOM Hajia3e y THMYCY, JeTPH, CIC3WHU U KOIITAHO] CPXKH, a PETKO Y
muMpHOM uBOopy M npeBuma (383-387). Tumyc u jerpa caapxke yriaaBuom NKT henumje xoje
npunanajy CD1d 3aBucHoj cyOmomynaimju, HacympoT TOMe, CIIe3WHa M KOIITaHa CPiK CaapiKe U

CD1d 3aBucue u CD1d nezaBucue NKT cyomnonyanuje (383).

OuwurienHo je Aa ce Ha OCHOBY (PyHKIMOHAJIHUX ocoOMHa U aHatoMmcke jokanuzanuje NKT
henuje Hanase Ha camMoj TpaHUIM YPO)EHOT U CTEeUEHOT UMYHCKOI' cucTeMa Uik 0osbe pehu unHe

Mmoct u3mehy mux (388, 389).

BpojHe in vitro ctymuje cy mokasaje IIMpOK CIIEKTap MMyHoperyinatopHux epekara MSC Ha
henuje ypohenor umynckor cucrema (390-394). Mehytum, mamoOpojHe Cy CTyanje y Kojuma ce
ucriutuBao ytuiaj hMSC na NKT henuje. Jenny on TakBux cTyadja u3Benu cy Prigione u
capamauny ¥ 3adenexwnn 12 hMSC He camo fa in vitro uaxubupajy ekcnanzujy NKT henuja

(mupexTHUM MehyhennjcKuM KOHTaKTOM M CEKpEelHjoM COMyOmIHHMX (aktopa) Beh M cMamyjy
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npoaykuujy IFN-y HakoH akTHBanuje oBUX henuja, a IpUTOM HE MEHajy HUXOB ITUTOTOKCHYKH

noteniujan (395).

Ha cy NKT henmje Baxan ne0 aHTHTYMOPCKOT HWMYHCKOT OJATOBOpa TMOKa3yjy W OpojHa
HCTpaXkMBama y Koja cy nokasana na NKT henuje yuecTByjy y eIMMUHAIIM]A TYMOPCKUX hennja
(373, 396, 397). Ocum nupextHe wuHTepakuuje ca TymopckuM hemujama, NKT henuje
aHTUTyMOpCKe e(deKTe OocTBapyjy W JHenoBameMm Ha japyre umyHcke hemuje. NKT henumje,
akTHBHpaHe TymMopckuMm hemmjama, mponykyjy IFN-y koju ctumymume NK u CTL u Ha Taj
HavuH noBehaBa aHTUTYMOPCKY IuToToKcuuHOoCT (239, 397, 398). IFN-y je HeonxomaH dakrop y
NKT henujckoM aTUTYMOPCKOM OATOBOPY, IITO JT0Ka3yje u ctyauja ca IFN-y nedunurapaum
MHUILIEBUMA KOjU HE MOTY pa3BUTH aHTUTYMOPCKU oaroBop (239, 397). Beza uzmehy NKT u NK
henuja Moxe OuTH BaxkaH (akTOp y aHTYTYMOPCKOM OJTrOBOPY, Kao IITO j€ W MOKa3aHO y JBa

tymopcka mojena (B16F10 u RM-1) (399).

3uajyhu na NKT henuje umajy 3Ha4ajHy aHTHTYMOPCKY YJIOTY U Jia Ha HBUXOBY (QYHKIHjY In
vitro mory yrunatu hMSC, y HacTaBKy OBOT MCTpaKUBama HCIUTHBAHO j€ Ja JIM WHTPABCHCKU
armnkoBane hMSC mory ytunatu Ha 3actymsbeHoctT NKT-like henuja y cnesunn u Ha Taj HaunH
JONPUHETH TpoMoIju nporymopcke cpeaure y 4T1+hMSC murneBuma. JloOujeHn pesynaTu
mokasyjy jJa cucreMcka aaMmuuuctparmja hMSC cmamyje MpoueHTyalHd W OpojyaHd yaeo

CD3'NKp46™ NKT-like hemuja y cnesunn 4T1+hMSC mumrea (I'paduxon 5. IT).

Konuko je 6utna 3actymsbenoct u ¢ynkuuja NKT henmja mokazano je MHorum cryaujama. Ila
tako Tahir u capagHuIM [ETEKTyjy 3Ha4ajHO cMmameme Opoja NKT henuja y nupkynanuju
nangjeHara ca ysHanpeaoBaauM kapraomom tuiyha (400). Takole, HCTH ayTOpH KOHCTATY]y
cmameny mnpoaykyjy IFN-y y NKT henujama nepudepne kpBu o0osienux o KapLUHOMA
npocrare (400). YV npyrum cryaujaMa jacHo je in vitro mokasano na NKT henwja, n3onoBane u3
nepudepHe KpBH MalMjeHaTta o00JenuX W O JPYrMX COJHMIHUX TyMOpa, CMameHO
nponudepuily U MNpoAyKyjy Mamwy konumuumHy nutokuHa (401). JacHo je ma NKT henuje

000JenuX 0J1 pa3IUUUTHX KaHIepa UCKa3yjy HyMepHuKe U pyHKIHOHAIHE AedeKTe.

Ha NKT henujcku aTUTyMOPCKH OJIFOBOP MOXe OWUTH YMameH J€jCTBOM HEKHX HMYHCKHX

henuja mokazanu cy Azuma u capaaHui y ctyauju o T perynaropHum henmjama y Kojoj je
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nokasano 1a CD4"CD25'FoxP3" T perynatopre henuje cynpuMUpajy aTUTyMOPCKY aKTHBHOCT

NKT omHOCHO BUXOBY Tpodepaliujy, MpoayKIHjy HIUTOKUHA ¥ IUTOTOKCHYKY akTUBHOCT (402).

T perynatopau JIuMQOIUTH TpeaCTaBmHajy mocedbHy cyonomynanujy T numdonura, Kojy YuHe
henuje pasauuuTor (eHoTHMa W pas3IMYMTHX (QyHKIMOHANIHUX KapaktepucTtuka (403-405).
JlumM@onuTy Koju McKasyjy perynatopHy (GyHKIHM]y perucTpoBaHu cy U y oksupy CD8', CD4”
amu u 'y okBupy Yy0-TCR momynanmja numdonuta (406). Perynaropuu T mumdonmti mory
HACTAaTH Ha JBAa HAUMHA: U3 THUMYyCa IJIe CE TeHepUCamhe TPAHCKPUMIHOHOT (akTopa FOXP3”
JIOTOJMIIO TOKOM MO3UTHBHE celleKIuje KoHBeHmonanaux CD4" u npyru HaumH je 1a HacTaHy
Ha niepudpepuju e 6pojHN GakTopy Mory MHAyKoBaTH excrpecHjy FOXP3' y T numdonuruma
(407). UctpaxuBama nokasyjy na je TGF-p rmaBuu perynarop pasBoja tumycHux Treg amm u

KJbYYHH IIUTOKHH 32 XOMeocTasy u ¢pyHkuujy nepudepuux Treg (408).

Perynaropuu T nuMonunTn cy BaKHH y KOHTPOJIU HUMYHCKOT OJIrOBOPA jep MMajy CIIOCOOHOCT
na cynpumupajy nponudepannjy T mumdpornmra n npoxykuujy nurokuna (409). Iosumen 6poj
perynaropaux 1 henwja je merekroBaH y MHOTUM OonectuMma, Mel)y Kojuma Cy W KaHIICPH.
Tymopu u3beraBajy MMyHCKU OJIOBOpP aHTa)KOBAaHEM HajMame JBE BPCTE CyNpecopckux henuja
Kao ITO Cy mujernounaHe cymnpecopcke henuje u T perynatopuu nmumborutu (410; 411; 412).
Jloxas 3a To je u cryauja Ha 4T1 moneny aneHokapiuaoma nojke (413) y kome je mokaszaHo nia
tymopcke hemmje mory mpoaykoBatu GM-CSF, IL-1B u TGF-f n Tume mHMIMpaTn HacTaHaK
MUjeJIOUTHUX cynpecopckux henuja u Treg mro omera aHTUTYMOpPCKe e(peKTOpCKe MEXaHU3Me U
omoryhyje 6pxy nporpecujy Tymopa (414). Treg cynpumupajy hemujcku 0roBop AUPEKTHO UITH
MHXUOUIMjOM aHTUreH mpe3eHTyjyhux hemuja (415, 416). OBa cynpecuja oaurpasa ce IyTeM
mehyhenujckor koHTakTa y Koju cy ykibydenu FasL/Fas u PD1/B7-H1 (417, 418) wnu mytem
cekperje umyHocynpecuBHux utokuna: 1L-10, TGF-B, 1L-27 u IL-35 (419-423). V npusor
HAIMCaHOM PEYUTO roBOpH ¥ cTyauja y 4T1 mMozeny kapiuHOMa J0jKe Y KOjoj pa3Boj Meracrasa

y uryhuma aupekTHo 3aBucH of pucyctsa Treg (412).

Ha excnan3ujy u unaykuujy nepudepnux Treg ytuuy 6pojau daxtop. Ckopuje je nmokasaHo aa
IDO Moske MHIyKOBaTH eKcipecrjy FOXP3 1 Ha Taj Haunn koHBepToBaTH Kiacuune CD4'CD25
T hemmje y perynatopue CD4'CD25'FoxP3" henuje (424). IDO je comyOuiHu

MMYHOCYIIpECUBHH (DaKTOp, KOra y 3HaTHO] MepHu MpoayKyjy MSC, KOHCTUTYTHBHO WIIM TOKOM
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MHTEpaKIyja ca UbHUM henujama, U KOjH je YKJbyueH Y UMYHOMO/YJIALHU]y KOjy OCTBapyjy OBe
henuje (148, 160). Ocum yrtuiaja Ha crBapambe CD4+CD25+ Treg, MSC HakoH koHTakTa ca T
muMmponutuma ocnobdahajy comyomwran HLA-GS umme Mory yTuIaTH Ha €KCHaH3Wjy Beh
nocrojehux M pa3Boj HOBUX BHCOKO (DyHKIIMOHATHUX CD4"'CD25""FOXP3" Treg (425). Ocum
Tora Ha oBy ekcrnau3ujy MSC mory yTtunatu u cekpeuujoM Th2 HUTOKMHA M TO NPBEHCTBEHO
TGF-B u IL-10, mTo je u mokazaHo IN VItro u in Vivo y eKCrepuMeHTaIHUM MOJISITUMa TyMOpa
nojke (309) u TpancmanTanuje cpia (426).

VY oBIe NMpUKa3aHOM UCTpakuBamwy yOpusraBame hMSC, mcroBpeMeHO ca TpaHCIUIAHTAIN]OM
4T1 henuja, 3Ha4ajHO cMamyje npoleHat u 6poj Treg y cie3unu takBux muiiesa (I'padukxon
6).

JloObujenu pe3ynraTi CTpUKTHO yiyhyjy Ha To 1a cuctemcku arukoBane hMSC mory yMamuTH
sactymbenoct CD4™ u CD8" T numdpouura u NKT-like henuja, 10k HCTOBPEMEHO MPOMOBHILLY

excnan3ujy peryiaropuux T mumdornmra.

5.4. UntpaBencka ammmkanuja hMSC cmamyje HUTOTOKCHYKY AKTHBHOCT YKYNHHX

cruienonuta, CD8' T aum@ponura u NK heauja

Hakown mito je onpehen yneo nojequHux cyonomnymanuja JuMQonuTa y cae3uHu, UICIIUTUBAH j€ U
IIUTOTOKCHYKHM KalalUTeT YKYNHHUX CIUIGHOLIMTAa W YTBPHEHO je Ja CIUIEHOIMTH OO0OJETHX
mumeBa kojuma cy yopmsrane hMSC moka3yjy cMmameny nutotokcndHocT (I'padukon 7. A).
Jla 6u ca3Hanm Koja je henmujcka momyJanuja ,,0JJrTOBOPHA™ 32 CMambEeHy IIUTOTOKCHYHOCT, iN VItro
je MCIUTHMBaHAa IUTOTOKCHYKA aKTHBHOCT m3onoBammx CD8" T mmumdomnura m NK hemmja.
3abenexena je 3HaUajHO CMameHA aHTUTYMOPCKA IIMTOTOKCHYKA aKTHBHOCT M To Kako CD8" T
mumdorura Tako 1 NK henuja (I'paduxon 7. b u 7. II). Mexanuzam kojum hMSC mory
yMambUTH QYHKIHN]y OBUX henuja je joun yBeK TeMa OpOjHUX HCTpaKUBamba U 3aBUCH 0J] 0COOMHA

hMSC u akTHBAIHOHOT CTAaTyCa IUTOTOKCHYKUX JTUM(OIINTA.

+ . . .

Edexropckn CD8" CTL cy hemmje xoje mpemno3Hajy IHUTOCOJHE aHTHUTEHE IPE3CHTOBAHE Y
KoMIUIiekcy ca MoinekyioMm | kmace MHC u crora cy of CyIITHHCKOT 3Hayaja 3a yHUINTaBaHkE
uHbuIMpaHuX u TyMopckux henuja. CTL nacrajy axtupamujom 3penux CD8' T numdonura Ha

aHTHreH npe3eHtyjyhum henmja m cmocoOHe cy ma Ha mepudepuju youjy henmjy Ha K0joj cy
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Ipero3Halie UCTH aHTUTEH, TaKO MTO 0cio6al)ajy UTOTOKCHYKH CajpXkaj CBOjUX I'paHysa WIH

TaKO IITO CBOjUM JIMTaHMMa aHT'aXyjy MPOAIONTOTCKE pelenTope nubanux henuja (427, 428).

MSC amukoBaHe y TepaneyTcke CBpXe MMajy TOTEHIHjal Ja yCrope oa0aluBama Kajiema Kao
U Jla yTU4y Ha Jpyre 00JIeCTH Iocpe1oBaHe UMYHCKHM CHCTEMOM, ITyTeM AUPEKTHUX edekarta Ha
CTL wmm waxubunujom Thl oxrosopa koju je HeomxonmaH 3a myHy aktuBammjy CTL (427).
KopucHu tepanujcku edexta Mory ce noctuhu u agmMuaHCcTpanijom anorenux MSC jep, xako
cy mokaszanu Rasmusson u capannunm, CTL nomahuna ne pearyjy na anorene MSC nako ose
henuje uckasyjy crpane mosekysie | kmace MHC (428). Mcra rpyna uctpaxkupava, ajad U Ipyrd
ayTopH, je ToKa3aja Ja, y ycJioBUMa MelmnaHe JumdornuTHe Kynarype, MSC nomaBane Tokom
pUMapHe CTUMYyJIAlMoHe (a3e MHXUOUpajy pa3Boj Ma TMME U LUUTOTOKCHUYKY ¢GyHkuujy CTL .
MSC nonaBane TOKOM LMTOTOKCHYKE edekrtopcke ¢asze HuCy yrtunane Ha ¢(yHkimjy Beh
aKTHBUpaHUX Wik Bupyc crneuudpuunux CTL (139, 429, 430).

NmynonporektuBHa yiaora MSC ce nenmmudyHO Moke 00jaCHHTH yTHIAjeM OBHX henuja Ha
renepucame CD8" Treg numdonura (431). Y Henasnoj ctynuju Patel u capannuka, nokasaHo je
na MSC nonate kokynrypu henmuja Tymopa Jojke U Jieykonurta nepudepHe KpBu, moBehaBajy
Opoj Treg mumdormra u mnpoAaykuuja Th2 UTOKMHA, a WCTOBPEMEHO WHXUOUPAjy
npoiudepannjy CTL u cekpenujy rpansuma B, mrTo je 3HayajHO cMmammio ycMphuBame

tymopckux hemuja (309).

OBJie pHUKa3aHu pe3ynTath, cMamene Gynknuje CD8" T numdonura Hakon ammmkamuje hMSC,
Cy carjacHH ca TPETXOAHO HaBEJCHWM pe3ylTaTuMa CTyauja y KOjuMa Cy MOKa3aHH
umyHocynpecushr yrunaju MSC na CD8" numdonure. Mnak, HeonxoaHe cy u japyre in Vivo
CTyAHje Kako OM ce oBaj ()EHOMEH HMCIUTA0 M KaKo OW ce y MOINTYHOCTH pa3zyMelie CIO0KEHE
uaTepakiuje usmehy MSC, T mumdorra 1 Tymopckux henmja. OBa ca3zHama omoryhmina Ou
6e36enuujy npumeny MSC koxa ocoba koje uMajy HEOTKPUBEHE TYMOPE WJIM HHXOBE PEIHINBE.
OBH pe3yaTaTd Kao M APYTH €KCIIepUMEHTATHH M KIMHUYKM jJokazu ynyhyjy Ha To na MSC
JTUPEKTHO M WHAWPEKTHO CYyNpPUMHpPAjy TeHepucame aHTureH-creruduuanx CTL u monctuuy
HacTaHak Treg nauM{QoIHNTa, a 0CTaje OTBOPEHO MuTame Aa Jin MSC Mory 3HadajHO MHXHOUCATH

uMyHCKH o7roBop Beh mocrojehnx CD8" memopujcknx T mumdomnuTa (432).
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Kako je y mpeTxomHOM ey MCTpaKMBama MOKa3aHO Ja MHTpaBeHCkH arumkoBane hMSC ne
Mewajy 3actymsbeHocT NK hemmja y cnesumnn obonenux mumieBa (I'paduxon 5. B), y
HapeIHUM HCIHTHBamb-MMa je MCTPAKEHO 1a U KowHjektupame hMSC u tymopckux hemuja
yTh4Ye Ha IMTOTOKCHYKY AaKTMBHOCT OBHMX henHja M JETEKTOBAaHO j€ 3HAYajHO CMabCHe
aHTUTYMOpCcKe IUToTOKcHMuke akTuBHOCcTH NK henmja m3omoBaHuMX W3 Clie3MHE OBHUX MUIIEBA
(paduxon 7. L1).

NK wumu ypohenoyOunauke henuje cy BeIUMKH TpaHyJIUpaHH JUMQPOIUTH ypoheHOT UMYHCKOT
CHCTEeMa, KOje Urpajy KJIby4YHY YJIOTY y paHoj og0paHu o1 uH(peKIHja u Tymopckux hemmja (123).
NK henuje He nckazyjy CD3 mosekyn, koa Jbyau Kapakrepuiine ux ekcrpecuja CD56 (433), a
ko mumesa NKp46™ momnexyna (302). NK henmje 06aBibajy edektopcke QyHKIHjE CEKpEIjoM
IFN-y, TNF-0a, GM-CSF u GpojHHX X€MOKHHA KOjH YYECTBY]y y F'€HEpHUCAly PAaHOT UMYHCKOT
oaropopa (434) W IMTOTOKCMYKHM JejOBameM. YcMmphuBame LUJbaHUX henuja o0aBibajy
nerpanynamnujom (ocnodamiame nepopuHa W TpaH3MMa) W AUPEKTHUM KoHTakToM (435).
AxtuBanrja NK hemmja 3aBucu on OanmaHca curHaia KOJjU C€ MPEHOCE KPO3 aKTHUBAIM]CKE H
uaxuburpone peuentope (433). I[Mopexn Tora mro cy y cramy Ja epUKacHO yCMphyjy H3MemeHe
henuje, oBe henuje 00aBibajy UMyHOMOAYJIATOPHY (PYHKIHM]Y YpPOhEHOr M CTEYEHOT MMYHCKOT
OJIrOBOpa CeKperrjoM nutokuna (436).

Y OpojauM cryaujama npoydaBaHu cy edekarn MSC nHa aktuBanujy w mnposmdeparnujy NK
hemuja (370, 437, 438). Ilokazano je in vitro qa MSC, Ha 103HO 3aBHCaH HAYWH, YKHIajy
nponudeparusHe edekre 1L-15 na NK henuje (123, 439). CBoje antunponudeparusHe edexre
MSC octBapyjy u mehyhenujckum KOHTaKTOM M MPOAYKIMjoM comyOmmHuX Qakropa (123,
440). MSC in vitro omertajy aktuBainjy NK henuja nenyjyhu kako Ha akTHBAI[MOHE TAaKO U Ha
uHXUOUTOpHE perentope (441-443).

[Tokasano je u ma MSC in vitro cmamyjy mpoaykiujy IFN-y u3 IL-2-om ctumynucannx NK
henmja (115) u na oBaj yrumaj 3aBucu ox 6poja MSC (123, 444). Llutokunu koje cexpetyjy NK
henuje mocpedyjy y eIMMHUHALMjU TATOT€HUX, HHPHUIMPAHUX H TYMOpCKUX hemuja u
MOJIyJIUpajy pa3Boj aJanTHBHOT HMYHCKOT oaroBopa (445), ma OM Tako MMYyHOCYNPECHBHO
nejctBo MSC na NK henuje Morio He camo J1a cMambU aKTUBHOCT YpO)eHOT UMYHCKOT CUCTeMa

Beh 1 1a OUTHO yTHUYe Ha MONapu3alMjy U e(eKTe CTEYEeHOT UMYHCKOT OJIrOBOpA.
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5.5. UuTpaBeHcku anaukoBaHe hMSC yop3aBajy pacT eKCnepuMEHTAJHOT TYMOpPa JI0jKe

KpeHpameM HMYHOCYIIpeCHBHE CpelHHe

HmyHCcKH oAroBOp Ha TyMopcke henuje mpBEeHCTBEHO 3axTeBa aHraxoBawe CTL mumdonuta u
NK hemmja, a edukacHOCT OBOT OArOBOpa Yy MHOromMe he 3aBHCHTH OJ MPOIYKIHUje
npouH(IaMaTOPHUX NHUTOKMHA. Kako je OBO HCTpaXMBame HEIBOCMHUCICHO IIOKa3alo Ja
armkoBame hMSC penykyje rmrotokcnunoct CD8" T nmumdonura 1 NK hennja, a mosehasa
O6poj T perynaTpoHux JUMQOLUTA y CIE3HHHU, NMPETIIOCTABJbEHO je Ja je Moryhe objamrmeme
noiapuzauuja Thly Th2 oxrosop.

W3 Tor pasnora ytephuBaH je yrtunaj yopsuranux hMSC Ha konuentparmjy Thl nurokuHa
(IFN-y 1 TNF-a) u mokasano je ga hMSC 6utHO cmamyjy npoaykuujy IFN-y, 3a koju ce 3Ha na
urpa kpyuujainy ynory 3a ¢ynkuujy u akruBanyjy NK henuja nok edexar oBux henuja Ha
konueHrpauuje TNF-a y cepymy Huje nerekroBan (I'paduxon 8. A m 8. B). Cmameme
koHneHntpanuje IFN-y npatuno je 3HauajHo moBehame HuBoa IL-4, IL-10 u TGF- y cepymy
muieBa kojuma cy y3 4T1 yopusrasane u hMSC (I'paduxon 8. I, /I, E). Byayhu na je ynora
IL-17 y HacTaHKy W NpPOrpecHju HEKUX TymoOpa A0OpO JOKYMEHTOBaHAa Kao W Jla Ha HUBO
NPOJYKIIMje OBOT IIMTOKMHA Y HEKUM EKCIPEHMMEHTAIHUM Mojenuma mory yrtunatu u hMSC
(446), onpehuBan je wm wuuBo IL-17 (I'papuxon 8. ®). Mehytum ytunaj hMSC Ha
KOHIEHTPALK]y OBOT IUTOKUHA HUJ€ PETUCTPOBAH.

JlucOanaHc y KOHIIEHTpalldjaMa MEpEHHX MUTOKKHA peructpoBad y cepymy (IFN-y vs IL-4, IL-
10, TGF-B) anmm m nopemeheHn HyMepuukd OnHOCH W (pyHKIHMja €PEKTOPCKUX M IIUTOKHH-
npoayKyjyhux MOHOHYyKJIeapa y CJIE3WHH jacHO yKa3yjy Aa kouHjektupame hMSC ca 4T1
henujama y3poKyje CHa)XKHY CHCTEMCKY MMYHOCYNpecHjy ycien nomeparma Th1/Th2 Oananca Ha

crpany Th2 numdornmra u noBehanum yaena Treg y perynaiuju UMyHCKOT 0JIrOBOpa.

VY 0AroBOop UMYHCKOT CHCT€Ma Ha KaHILEpe YKJbYYEHU Cy U MEXaHH3MH ypol)eHe U MeXaHH3MH
creueHe uMyHOCTH (447-449). Uako je ymora T mumdormra y aHTUTYMOPCKOM HMYHCKOM
J0roBOpy 100po nokymenToBaHa (448-453) cBu jeTasbu aHTa)KOBama OBHX helnja U 1ajbe HUCY
CacBMM pacBETJbEHHU, TMOrOTOBY OHM KOJU C€ OJHOCE Ha (DYyHKIHMOHUCAHkE (PYHKIMOHAIHUX
denorunosa CD4" T mumdponuTa y pasnuunTiM hazama pa3Boja TyMOpa U HMYHCKOT OJIrOBOPA.

®ynknuonanan dpexorunosn CD4A’ T numdonuTa ykbydeHHX y OAroBOp Ha KaHuepe cy: Thi,
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Th2, Th17 u Treg mumdonmtn. OyHKIMOHATHE (HEHOTHIIOBH Ne(PHUHUCAHU Cy CIIOCOOHOCTHMA
cekpenje pa3nuauTux nutokuHa (454-456). Thl nomuuantHO cekperyjy IFN-y u TNF-o koju
Cy 3HAYajHW 3a MHIYKIM]y NETHjCKOr MMYHCKOT OAroBopa, JAOK Th2 cympummupajy hemujcky
UMYHOCT TI0jauyaBajyhu XyMoOpaJHH HMYHCKH OJArOBOp IUTO Cy MOCIEIUIe JAOMHHAHTHE
npoaykuuje 1L-4, IL-5, IL-10 u IL-13 (457, 458). Th17 numdouuTtu cy BaKHU 3a HACTaHAaK
3anaspema, jep 00e30el)yjy Op3o ,,perpyroBame’ HEYTpODUITHUX JICYKOIIMUTA U Makpodara ycien
nojayane npoaykuuje IL-17 (459, 456). Treg mumdormtu cBojy QyHKIHUjy 00aBibajy uaMehy
OCTaJIOT, TaKO IITO Mojayano npoaykyjy TGF-B u 1L-10 (309).

[Tonapu3aiuja oarosopa Th nma BUIIECTPYKH YTHIIA] HA aHTUTYMOPCKHU oaroBop. CmaTpa ce aa
LEHTpaJHy YJOry y MoJlapu3aliju UMyHCKOT OAr0OBOpa MMajy HUTOKUHH, KOJU CBOJUM J1€]CTBOM
Ha japyre henmja, peryiuiry aHTHTyMOPCKHM MMYHCKHM oxarosop. Ha monapusanujy MMyHCKOT
OJIrOBOpa OJHOCHO Ha HUBO MPOAYKLHjE Pa3IMYUTUX LUTOKHMHA Yy OBJE HNPUKA3aHOM MOJEINY,
ocuM TymMopckux henmja yruay u MSC.

Kako je 0BO uHCTpakMBame HEIBOCMHCICHO IOKaszano jaa arukoBambe hMSC pemykyje
nurotokcmgHoct CD8" T mmmdormra u NK henmja, a nosehaBa 6poj T perynaTpoHHX
auM(OLUTa Yy CIIE3WHH, IPETIIOCTABBEHO je J1a je Moryhe oljammene nonapuzauuja Thly Th2
OJIrOBOP.

W3 Tor pasmora ytBphuBaH je ytuiaj yopsuranux hMSC Ha konnentparmjy Thl rmurokuHa
(IFN-y 1 TNF-a) u mokasano je na hMSC 6utHO cmamyjy npoaykuujy IFN-y, 3a koju ce 3Ha aa
urpa KpyuujaiaHy ynory 3a ¢yHkiujy u aktuBauujy NK henuja mox edekar oBux henmja Ha
konueHrpauuje TNF-a y cepymy Huje nerexrosan (I'paduxon 8. A u 8. B).

Uunykmuja Thl hennja ce moraha xama ce CD4™ T numdpouutu aktuBupajy y npucyctsy IL-12,
IFN-y u IL-27 (460), a IFN-y je kJby4HHU IIUTOKHMH Kora mpou3Boje oe hemuje. Ocum mwux IFN-
vy, mpousBoze u apyre hemmje kao mro cy CD8" T, NKT m NK hemuje (461, 462). IFN-y
MH/IyKYyje UHQUITpUCAmE TYMOPCKOT TKHMBAa Makpodarama M IIMTOTOKCHYKHM JUM(pOLUTUMA
(450), nosehasa ekcnpecrjy MHC Mmonekyna Ha TymopckuM henmjama onakmarjyhu HHXOBY
eMTUMHHAIM]y MeXxaHu3muMa creueHe umyHocTH (463). TNF-o je mpBOOMTHO WMEHOBaH IO
CIIOCOOHOCTH J1a HWHIYKyje XEeMOparujcKy HEKpo3y y COJMAHUM TYMOpPHMA, OATaaa cy
MHOroOpojHe In Vitro m in VIVO cTyauje JOKYMEHTOBaje KOHTPAIUKTOPHE (YHKIHjE OBOT
UTOKWHA, YKJbY4YyjyhMm HMHIyKIMjy amomnrTo3e, aKTUBAIHMjy, TPEKUBIbABAKBE  W/WIH

nposndepanujy tymopckux henuja (464, 465). Jlo caga objaB/beHH. a HamMa JOCTYITHH OIAIlH
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ykasyjy na MSC cynpumupajy kako ¢pyHkuujy dopmupanux Thl tako u audepenuujarujy ThO
y ¢yukuuonanau Gpenorun Thl (466, 467). Pesynratu oBae npukazaHe CTy/uje, MOTBPIIIN CY
na hMSC  ytuuy Ha cekpenujy IFN-y. ¥V cryamju excnepumenrtainor konutuca Gonzalez u
capaJHHIIM Cy NOKa3aJIH Jja KCeHOTeHe, ajnoreHe u ayroinore MSC cnocoOHe 1a 3Ha4ajHO yMame
nporpecujy oonectu peaykoBameM cekpeuuje |IFN-y uz Thl henuja y3 ucroBpemeno noeehame

opoja T perynatopuux aumdorura (468).

Cmameme koHuentpauuje IFN-y npatuio je 3HauajHo nosehamwe HuBoa IL-4, IL-10 u TGF-B y
cepymy muiieBa kojuma cy y3 4T1 yopusrasane u hMSC (I'paduxon 8. 11, /1, E).
Judepenrmjanuja Th2 hemuja ce noraha xama ce CD4" T muMdonuTH aKTHBHPAjy Y MPHCYCTBY
IL-4, xora mopen IL-5, IL-9, IL-10 u IL-13 npousBoxe u came Th2 henuje (427, 469). Behuna
cTynuja ykasyje na Th2 monapusanuja pe3yaTupa NpoayKIujoM GaKkropa pacta U IIUTOKHHA KOjU
NPOMOBHIIY pacT MpUMapHOT Tpymopa u Mmeractasupame (470). Cmarpa ce u na IL-4 mema
dynknuonanse kapakrepuctuke CD8" mumdorurta u 3Ha9ajHO CMamYyje HHXOB ITHTOTOKCHIKH
norenmmjan (471, 472).

[Toctoje nmokasu ma hMSC mory ¢daBopusoBatu mudepenumjanujy y Th2 ¢enorun. Bai u
capaaauiy (473) cy mokasajlud y €KCIIEPUMEHTATHOM aJieprHjCcKOM eHIe(halIOMH]CIUTUCY Ja
xymane MSC unnykyjy Th2 henuje, Taunuje 3abenexxmnu cy Behu HuBo Th2 murokuna (IL-4 u
IL-5) y3 3nHawajuy peaykuujy Th1/Thl7 nmrokwmna (IL-17, IFN-y, TNF u IL-12). Ciauune
pesynrate mobwiu cy u Fiorina u capagHunu Koju Cy JAeTeKToBaau mHomepame Thl/Th2

paBHOTEXe y npaBily Th2 ¢enoruna nocie agMuHUCTpUpama agorennx MSC (474).

Bynyhu na je y oBoM paau perucTpoBaHo 3HauajHO moBehame KOHIEHTpalmja Th2 UTOKHHA Y
cepyMy U 3HauyajHo noehan Opoj peynaropaux T nmumdonmTa y cie3nHaMa 000JeIX MHUIIEBa
tpetupanux hMSC (I'paduxon 6), y najbeM TOKy HCTpaXKHBamba HCIUTAHU Cy €PEeKTH
yOpusraBama opux henuja Ha HuBo TGF-f y cepymy.

TGF-p je muTOKMH KOTa y BETMKO] MepH MpoAyKyjy Treg, mehyTium oH je U HeomxomaH GakTop
3a cTBapame nepudeprux Treg u Th1l7 (469, 475). TGF-B ce Be3yje 3a MOBPIIMHCKE PELIENITOPE
Ha hemuju u aktuBupa Mel)ycoOHO TOBe3aHe MYJTHUIUIE CUTHaJIHe myTeBe. HajHoBHje
uHpopManyje ykasyjy Ha TO Aa MeljycoOHM OalaHC OBHX CHUTHAJIa MOXE NPOMEHHUTH Kpajhe

epexkre genmoBama TGF-B w TO On OHUX KOjU IUPEKTHO CYNPUMHPA]y Mposmdepannjy

94



KaHIIEPCKHX henuja 0 OHMX KOjU MPOMOBUIY TyMOPCKY mporpecujy (476). Patel u capamuunm
Cy IOKa3aJy JUpPEKTHE ¥ HHAUpeKTHEe npoTekTuBHE edekre TGF-B na henmje kapuuaoma mojke,
a 1a cy erzorede MSC rimasuu u3Bop osor nurokuna (309).

Osne mpukasana cryauja je norepamwia na hMSC y3pokyjy mopact TGF-f y cepymy obonenux
mumeBa (I'paguxon 8. E). Byayhu na je nosnaro na je TGF-B jenan ox HeonxoaHux ¢axTopa
3a pa3Boj Th17 ¢enorumna, nposepeno je aa iu hMSC ytudy Ha HuBo IL-17 y cepymy.

3navaj IL-17 y uMyHCKOM OATOBOpPY Ha TyMOpE€ jOII yBEK HHje JOBOJbHO Mo3HAT. Jlok Heka
UCTpaXkHBama yka3yjy Aa |L-17 mpomoBuiie pact u pa3Boj TyMOpa CTUMYJIMCAbEM aHTMOTEHE3e
(312, 477), notne npyru uctpaxupadu TBpie Aa IL-17 mHnykyje henujcku MMyHCKH OIrOBOP
oJroBopaH 3a ojadanuBame Tymopa (478, 479). Manu Opoj cTyauja ce OaBHO MPOydYaBarmbEM
edpexara MSC na Th17 henuje wim nponykuujy IL-17, a pesyaratu 100ujeHH y OBUM CTYIHjaMa
Cy Y BEJIMKO] MEpH KOHTPaJMKTOpHH. JeaHa In ViVO crtymuja je mokaszana na mpumena MSC
TOKOM pa3Boja €KCHEPUMEHTAIMHOT aJeprujcKor eHuedaroMujenuTica CMambyje MPOIYKIH]jy
IL-17, IFN-y, TNF-a wu IL-23, y3 ucroBpemeno nosehame npoaykiuje TGF-f u IL-4 (480).
Cymnporno, Carrion u capagauiu cy 3abenckummn ga MSC npomosumny Thl7 y3 ucroBpemeny
nnxubuimjy Thl henmja (481). OBne mpukasaHa cTyauja HHje MOTBPAWIA HU jeJJaH OJf OBHX
Hanaza jep hMSC nucy npomenunie HuBo IL-17 y cepymy obonenux xuBotuma (I'padpukxon 8.
D).

JlucOananc y KOHIICHTpaIljaMa MEpEeHHUX IUTOKKHA peructpoBan y cepymy (IFN-y vs IL-4, IL-
10, TGF-B) anu u mopemehieHr HyMEpHUUKH OMHOCH W (pyHKIHMja €DEKTOPCKUX M IMTOKHH-
npoayKyjyhux MOHOHyKJIeapa y CIE3WHH jacHO yKa3yjy Aa kouHjektupame hMSC ca 4T1
henmjama y3pokyje CHaKHY CHCTEMCKY UMYHOCYIIpecHjy yciea nmomepama Thl/Th2 Gananca Ha

crpany Th2 numdornura u noehanum yaena Treg y perynaiyju UMyHCKOT OJIrOBOpA.

Hana3z na hMSC nosehaBa HuBo Th2 murokunHa y cepymy o0O0JeNUX MUILIEBA UMIUIAIMPAO j&
MUTambE J1a JIM j€ youeHa pasiifKa MOCIeUIa aKTUBHOCTH €(PEKTOPCKUX TUTOKUH-TIPOTYKY]jyhux

henuja y cie3unu muiiena?

JacHo je mokazano ma hMSC He ytndy 3mauajuo Ha 6poj IL-4'CD4" T numdonura y cnesusn
o6onemnx mumresa (I'padukon 10). Nako je 6poj CD4™ T mumdonuta koju mpoaykyjy IFN-y,
TNF-o xao u IL-17 Ouo cmameH Te pa3luKe HUCY JAOCTHIJIE HMUBO CTAaTUCTUYKE 3HAYAJHOCTH

(Fpaduxon 12. B, 13. B u 13. A). Beha 3actynmenoct CD4" henmja xoje mpomykyjy IL-10" y
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cne3uHn odonenux muiesa tperupanux ca hMSC je jacHo cratuctiuku norsphena (I'padukon
12. A) Tako 7a je KOJMYHHUK anconyTHux Opojesa IL-10"/IFN-y" henuja cratucTidky 3HauajHO

nosehan y Toj rpymnu muiiresa (I'paduxon 12. II).

Jla MSC 3aucra MOry yTHIATH Ha MPOIYKLH]y UTOKWHA ITOKAa3aHO je iN Vitro crynujama, Koje
nokasyjy aa oBe henmje 3Ha4ajHO penyKyjy reHepucame Thl henmja y Memanoj Kyatypu
muMbpouuta (467, 482), kao u In VIVO uctpaxkuBamuma Koja goKyMeHTyjy na MSC nosehaBajy

nponykuujy IL-10 u 1L-13 y3 ucroppemeno cmameme cekperuje IFN-y u3 T iumdornmra (483).

Ha ocHOBY CBHX NPHKAa3aHUX pe3y/iTATa OYHUIJIEJHO je Ja CHUCTeMCKa aJMHMHHCTpaluja
hMSC, y ekcnepumenTanmHoM Moaeay Tymopa nojke, moBehaBa 3actymbenoct Th2
Jumonnta koju npoaykyjy IL-10 kao u T perynarpHux 1uM¢ouuTa y cjie3nHH 000J1eTux
muieBa mro he 3a mocieguny mMatun nosehamwe KOHIEHTpanuje UMYHOCYNPeCMBHHX
HUTOKMHA Yy UUPKYJANUjH U CJIeACTBEHY YOp3aHy Nporpecujy KapuuHoMa J0jKe, IITO ce
MOpa UMaTH YBHWAY NPHJIMKOM NOTeHOMjajaHe cucTeMcke npuMene MSC y pa3im4yuTum

NnaToJOIIKUM CTalkbUMaA.
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6. SAK/bYYIIU

Cucremcka ammukanuja hMSC:

1. Vo6p3aBa pact u Meracrazupame Muijer 4T1 kapuuHOMa JOjKe MPH YeMy HE yTHuYe Ha

aktuBannjy STAT3 myTa y TYMOPCKOM TKUBY

2. Cwmamyje 0poj u uutorokcuuky (pynkuujy henmnja mecnemuduune (NK u NKT-like) u

cnenuduune (CDY) uMyHOCTH y CIE3UHU 0QOIEIUX MHIIIEBA

3. Mema aymepuuku oguoc Th1/Th2 y xopucr Th2 IL-10" mumdouura u nosehasa yneo
CD4" FOXP3" Treq henuja y ciie3unu

4. Crnenceno nosehaBa nuBo IL-4, IL-10 u TGF-f a cmamyje konnenrpauujy IFN-y y

LUPKYJIAUju

Ha ocHOBy cBHX mpuKazaHUX pe3yJiTaTa OYMIVIETHO je Ja MHTpaBeHcka amukanuja hMSC y
EKCIIEPUMEHTAIHOM MOJeNy TyMopa Jnojke nosehaBa 3actymbeHOCT Th2 u Treg mumdonura y
cie3uHamMa oOOJIeNMX MHUIIEeBa IUTO HUMa 3a THocieaune noBehame KOHLEHTpaluje
MMYHOCYIIPECUBHHX IIUTOKHHA y IMPKYJAIMjH, CHIDKEHE aKTHBHOCTH IMTOTOKCHYKUX hemuja
HecrienupuIHe U crenupruIHe UMYHOCTH U CJIEACTBEHY yOp3aHy MPOTPECH]y KapImHOMA JI0jKe
LITO c€ MOpa MMaTu y By NMPWIMKOM MOTEHIMjaHe cucteMcke npuMmene MSC y paznuautum

IaTOJIOMKKUM CTalkbHUMa.
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CKPAREHUIIE

ADCC
ABC metoa
ALCAM
BRCAlu2
CCDN1
CDH-1
c-ERBB2

CCL

MUTOTOKCHYHOCT 3aBHCHA Ol aHTHUTCJ1a

(eHrd.

Avidin-Biotin peroxidase Complex)

(eHr

. activated leukocyte cell adhesion molecule)

(eHrI.

Breast cancer type 1 and 2 susceptibility protein)

(enrs.

G1/S-specific cyclin-D1)

(enru.

Cadherin-1)

(eHrd.

V-Erb-B2 Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 2)

(eHrI.

chemokine)

CCR u CXCR

(eHrd.

chemokine receptors)

CFU-F

(eHrI.

Colony-Forming Units-Fibroblastic)

CYP1A1l

(eHra.

Cytochrome P450, family 1, subfamily A)

CSF-1

(eHrur.

Colony Stimulating Factor-1) dgakrop-1 ctumynanuje KojJoHu]je

CTL

ruroToTokenyku T mumdponntu (erra. Cytotoxic T Lymphocytes)

JTHK

I[eBOKCI/IpI/I6OHy1<J'IeI/IHCKa KHCCIIMHA

DLL

(eHry1.

Delta-like protein)

DCs

(eHrd.

Dendritic cells)

DAMPs

(eHry.

damage-associated molecular pattern)

DMEM
DMSO

(eHrd.

(eHry.

Dulbececcos Modified Eagles Medium)

Dimetil sulfoksid)

EGF

(eHrI.

Epidermal Growth Factor) dakrop pacta enunepma

bEGF R

(eHry.

Basic Epidermal Growth Factor Receptor)

ELISA

(eHrd.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

FBS
GM-CSF

(eraxum roehu cepym (enr. Fetal Bovine Serum)

(eHrI.

Granulocyte- macrophage colony-stimulating factor)

hMSC

(eHru.

human mesenchymal stem cells)
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HLA-G5
HGF

HO1

H&E
ICAM-1
IFN

IL

IL-R
IGFR
ICAM
IDO
KAPA2G
LIF
LNGFR
MCAM
MIC

M2

MSC
MRNA
MHC

NG2

NK hesmnje
NKT henuje
NKT-like heauje
NKG2D
NKp30

NOD-SCID

(engl. Human leukocyte antigen-G5)

(engl. Haepatocite growth factor)

(enrn. Heme oxygenase 1)

XeMaTOKCHIIMH ¥ eo3uH (eHri. Hematoxylin & Eeosin)

unTpahenujcku amxe3uBHU Mostekyi-1 (enri. Intracellular Adhesion Molecule-1)

nHTEp(HEepOH

MHTEPIICYKIH

PEUENTOPHU 3a UHTEPIICYKUHE

(eurm. Insulin-like Growth Factor Receptor)

(enr. Intercellular Adhesion Molecule)

(eurm. Indolamin-2,3-Dioxygenase)

(enr. 2X KAPA2G Robust HotStart ReadyMix)

(errn. Leukemia Inhibitory Factor)

(enrn. Low-Affinity Nerve Growth Factor Receptor)

(errn. Melanoma Cell Adhesion Molecule)

(enrn. MHC class | polypeptide-related sequence)

QITEpHATUBHO aKTUBHPAHU Makpodaru

(errn. Mesenchymal Stem Cells)

nH(popManoHa puOOHYKJIEHHCKA KUCEIHHA

TIIaBHU KOIUIEKC TeHa TKUBHE MoaynapHoctH (eHri. Major Histocompatibility Complex)

(eur. nerve/glial antigen 2)

ypohene younauke henuje (enrn. Natural Killer Cells)

(enrn. Natural Killer T Cells)

(enrn. Natural Killer T Cells-like)

akTuBaironn perentop (exri. Natural Killer Group 2, Member D)

(errn. Natural killer cell p30-related protein)

(enrs. Non-Obese Diabetic—Severe Combined Immunodeficiency)
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PDGF
PDGFR
pD1
PECAM-1
pGe2

PAF

PCR

PBS

RB-1
RAG2
STAT

TAF
TGFBRI u |1
TNF
TNFRIull
TP53

Treg

Thy-1

Thl, 2 u
heanje

TCR
TLRs

VCAM-1

(enrn. platelet derived growth factor)

(enrn. platelet derived growth factor receptor)

(enrn. programmed cell death 1)

(eurn. platelet/endothelial cell adhesion molecule 1)

(enrit. ProstaGlandin E2)

axTuBHpajyhu Gaktop TpombormTa (eHri. Platelet-Activating Factor)

peakuyja JaH9aHOT yMHOXaBama (eHri. Polimerase Chain Reaction)

(enrt. Phosphate Buffered Salline)

(enrm. Retinoblastoma protein 1)

17

AKTHBAI[MOHM TeH 2 pekombuHarmje (eHri. Recombination-Activating Gene 2)

(enr. Signal transducer and activator of transcription )

(eurn. Tumour-Associated Fibroblasts)

(enrn. transforming growth factor beta receptor I and II)

(enri. tumor necrosis factor-alpha)

(enri. tumor necrosis factor-alpha receptor | and I1)

(ewrst. tumor protein p53)

(engl. T regulatory cells)

(enrsn. Thymocyte antigen 1)

nomarauku T mumdonntu (engl. T helper cells 1, 2 and 17)

(enrs. T cell receptor)

(eurm. Toll-like receptors)

(enrn. Vascular Cell Adhesion Protein)
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H3Bon:

ua

Xymane mezenxumanne matuyae henuje (hMSC) mory na Murpupajy y TyMOp, HHTETPHUIILY Ce Y
CTPOMY M TIPOMOBHINY HeroB pact. Ytumaj hMSC Ha pacT Tymopa Kao M HBUXOBa yiora y
MMYHOJIOTHJU TYMOpa jJOII YBEK jé KOHTPOBEp3HA U HEJOBOHHO pacBeTsbeHa. CTora je y oBoM
pany ucnutuBad ytuuna] hMSC Ha nojaBy, pacT M MeTacTa3Hpame TyMopa M aHTUTYMOPCKH
MMYHUCKH OJATOBOP y EKCIIEPUMEHTATHOM MOJeNly TyMopa Jojke. Pesynratu oBe cTyauje
nokasyjy aa cucremcka arukanuja hMSC y BALB/c muiese kojuma cy Tpanciuiantupane 471
TyMopcke henuje, MpOMOBHIIIE pacT U MeTacTa3upame Tymopa jaojke. OBu TyMmop npomoBuuryhu
epextrt hMSC Hucy nocnenuia aktuBamnuje STAT3 myTa y TYMOPCKOM TKHBY. JleTeKToBaHa
IpoMoOLlMja pacTa M MeTacTa3upama TyMopa YIpY)KEeHa je ca CMambeHOM IMTOTOKCUYHOM
aktupHomhy cmenormra, NK u CD8" T hemuja in vitro. Obonemu MHIIEBH KOjUMa Cy
ammkoBane hMSC mmamu cy 3HadajHo Hmoku mpomeHar CD3'NKp46® NKT-like hemmja u
3HavajHo B nponeHatr CD4 Foxp3” T hennja, y3 ucropemeno nosehen auBo Th2 u cMameH
nuBo Thl nurokuna y cepymy. Takohe, 3nauajuo Bume CD4" 1L-10" T numdponuTa 1eTeKTOBAHO
je y ucroj rpynu mumieBa. Hamm pesyiaratu mokasyjy Ja Mporpecuja u MeTacTa3upame TyMopa

nojke y rpynu muieBa Tpetupanux hMSC kopecnonaupa y HajBehoj Mepu ca MOBUIIEHUM

HuBoOM Th2 nuToknHa 1 moBehaHUM MPOIIEHTOM CD4+F0Xp3Jr T henuja.

VY 3akibyuky, o00e30equium CMO TpBE Jl0Ka3 Ja HHTpaBeHcka amukanuja hMSC y
eKCIIEPUMEHTAIHOM MOJeNly TyMopa Jojke moBehaBa 3actymbeHOCT Th2 u Tyeg umdormra y
cie3nHamMa oO0OJIeNMX MUIIeBa INTO WMa 3a TOcCiHeaune ToBehame KOHIEHTpAaIHje
UMYHOCYIIPECHBHUX IUTOKHHA Y IHUPKYJAlWjH, CHIKEHE aKTHBHOCTH LUTOTOKCHYKMX henwja
HecneunpuyHe U crnenruyHe UMyHOCTH U CIIEACTBEHY YOp3aHy MpOrpecHjy KapiuHoMa J0jKe
IITO C€ MOpa UMATH Yy BHJLy IPWIMKOM MOTEHIMjaiHe cucteMcke npuMene MSC y pa3nuuuTiM

IaTOJIOINKHUM CTakbHuMa.
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Abstract:
AB

Human mesenchymal stem cells (hnMSC) can home to tumor sites, integrate into tumor-
associated stroma and promote tumor growth. The effects of hMSC on tumor growth are
controversial and involvement of hMSC in tumor immunology has not been adequately
addressed. Therefore, we investigated whether injection of hMSC affects tumor appearance,
growth and metastasis, and anti-tumor immunity in an experimental animal model of metastatic
breast cancer. Injection of hMSC in BALB/c mice bearing mammary carcinoma promoted tumor
growth and metastasis. This promotion of tumor growth is not consequence of activation of
STAT3 molecules in the tumor tissue. The promotion of tumor growth and metastasis was
accompanied by lower cytotoxic activity of splenocytes, NK cells and CD8" T cells in vitro.
Tumor-bearing mice that received hMSC had significantly lower percentages of CD3"NKp46®
NKT-like but significantly higher percentages of CD4 Foxp3™ T cells. Increased serum levels of
Th2 and decreased serum levels of Thl cytokines were associated with injection of hMSC in
tumor-bearing animals. Also, a significantly higher number of CD4" cells expressing I1L-10 were
found in tumor-bearing animals that received hMSC compared with other recipients. These
results demonstrate that promoted breast cancer progression and metastasis in mice treated with
hMSC corresponds mainly to increased systemic Th2 cytokines, and enhanced percentage of
CD4"Foxp3™ T cells.

In summary, we have providedthe first evidence that intravenous application of hMSC in an
experimental animal model of breast cancer increases percentages of Th2 and Teg cells in spleen
of tumor-bearing animals resulting in increased serum levels of immunosupresive cytokines,
decreased cytotoxic activity of the cells of non-specific and specific immunity and promotion of
tumor progresion. All of this facts must be considered in potential systemic application of MSC

in various pathological conditions.
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8.3 BUOTPA®CKHU IIOJALI AYTOPA

bwbana Jbyjuh pohena je 23.11.1974. romurae y HoBoj Bapomu. OcHOBHY IIKOIY je€ 3aBpIImia y
HoBoj Bapomm, a cpenwy Menununcky y Kparyjesiy. Meaumnuacky dakynrer y Kparyjesity,
ynucana je mkosncke 1993/94. ronune, a aumomupana 18. jyma 2005. roause ca nmpocedHOM
oueHoM 8,20 u THMe CTeKJa 3Bame JOKTOpa menuiuHe. O0aBuia je OIIITH JEKapCKU CTaX U
MOJIOKHUJIA CTPYYHU HCIUT. AKaJeMCKe NOKTOPCKE CTyauje-u300pHO moapydje MmyHosorwuja,
nHpeknuja 1 uHbIamanuja Ha DakyaTeTy MEAMIIMHCKMX Hayka y Kparyjeriyy ymwmcana je
mkosacke 2005/06. rogunHe. YCMeHH NOKTOPCKM HCHUT mosoxuia je 26.06.2007. romune ca

orieHom 10 (mecer).

On 07. jyna 2007. rogune 3amociieHa je Ha DakynTeTy MEIUIIMHCKUX HayKa YHHUBEP3UTETA Y
Kparyjesy. 2007. u 2009. ronune OupaH je y 3Bambe ACHCTEHTa 3a y)XXy Hay4dHy o01act
I'enetnka Ha dakynrery MeauIIMHCKUX Hayka y Kparyjesity. ¥ mkosckoj 2011/2012. rogusan y3
carmacHOoCT MuHucTtapcTBa 3apaBiba Pemyonuke Cpouje u dakynTeTy MEIUIMHCKUX HayKa y
KparyjeBuy ynucana je cnenujaiuctuuke cryamje u3 odnactu Umynonoruje. Ynan je pymrsa

umyHosiora Cpouje.

Kangunar bwwana Jbyjuh je kpo3 pasHe BHIOBE YKJ/by4eHa Y HACTaBHH M Hay4HO-
UCTPAXUBAYKU paJl. AKTUBHO ce 0aBH HAyYHO HCTPaXMBAYKUM paJoM y Jaboparopujama
IlenTpa 3a MOJIEKYJICKY MEIULIMHY U UCTpaXHBambe MaTHUHUX henuja, PakynTeTy MEIULIMHCKUX
Hayka y Kparyjesiyy. KoHTHHYHpaHu HayqHO MCTpakKMBAayKH ce orjefa y ydemhy Ha OpojHUM
NpojeKTUMa Koje (uHaHCHpa MUHHCTApCTBO 3a HAayKy W TEXHOJOIIKH pa3Boj PemyOmnmke

Cpbuje, kao n dakynTeTy MEIULMHCKUX HayKa YHuBep3uteTa y Kparyjesuy.

bumana Jbyjuh je octBapmo 57,5 06oma 1m0 OCHOBY pazoBa 00jaBJbEHHX Y IEIUHH Y

MehyHapoaHum uinm fomahuM gaconucuma, 6ooBaHux npema wiany 177. Cratyra akynrera:
1. necet pamoBa y neIWHU MTyOJIMKOBaHA Y HAYYHUM YaconucuMma MelyyHapogHor 3Hauaja;
2. Ba paja y NeJIMHU MyOIMKOBaHa y HAIIMOHATHUM YacOITUCUMa;

3. Behu Opoj caxxeraka Ha Mel)yHApOIHUM H JoMahuM HayIHHM CKYIIOBHUMA.
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8.6 MAEHTUOUKAIMOHA CTPAHUIIA JOKTOPCKE JUCEPTALIMJE

. Aymop

Nwme u npesume: busbana T. Jbyjuh

Jlatym u mecto pohema: 23.11.1974. r., Hosa Bapom

Canaime 3anocieme: ACUCTEHT 3a YKy HayuHy obsacT ['enetrka, @akyiaTeT MEAUIIMHCKUX
Hayka YHuBep3utera y Kparyjesity

| . Jokmopcka oucepmayuja

Hacnos: UCITUTUBABE VJIOTE U 3HAYAJA STAT3 MOJIEKYJIA U XYMAHUX
ME3EHXUMAJIHUX MATNYHUX REJIMJA V EKCIIEPUMEHTAJIHOM MOJEJTY
TYMOPA JJOJKE

bpoj cTtpanwua:

bpoj ciuka:

Bbpoj Oubnmorpadckux nogaraka:

YcranoBa u MecTo e je paja uzpahen: @akynTer MEIUIUHCKUX HayKa Y HUBEP3UTETA Y
Kparyjesiy

Hayuna o6nact (VJIK): UMYHOJIOTNJA

Mentop: ITPOD. IP MUOJPAT CTOJKOBHW'R

1I1. Oyena u oopana

Jarym npujase teme: 22.10.2010.

Bpoj ognyke u gatym npuxBaTtama JOKTOPCKE THUCEpTaIHje:

Komucwuja 3a orieHy mogo6HOCTH TeMe U KaHIUAATa:

1. IIpo¢. np Muonpar Crojkosuh, penoBHu npogecop 3a yxe Hayune oonactu I'enernka dakynrera
MEIUIMHCKUX HayKa YHuBep3ureTa y Kparyjesity, npenceiHux

2. [Tpod. np Muoapar Jlykuh, penopau mpodecop 3a yxy HayuHy obiact MukpoOuoioruja u
umyHosnoruja ®akynrera MEIUIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y Kparyjesiy, wian

3. Ipod. np Cphan llemmh, penoBHu npodecop 3a yxxy HayuHy obnact Papmakonoryja, MeTuImHCKH
¢axynrer YHuBep3utera y Humry, unan

Komucwuja 3a o1ieHy TOKTOpPCKE AUCEpTaIyje:

1. ITpod. mp Muonpar Jlykuh, peqosau nmpodecop 3a yKy HaydHy oOact Mukpobuosioruja u
umyHonoruja dakynrera MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y Kparyjesiyy, npeaceTHiK

2. [Tpod. np Hebojma ApcennjeBuh, penoBHH npodecop 3a yke HaydHe o01acti Mukpoodrooruja u
nmyHosoruja 1 OcHOBU oHKOJOTHje DaKkynTeTa MEIUIIMHCKUX Hayka YHUBep3urtera y Kparyjesity, dian
3. pod. np Cphan [lemunh, penoruu npodecop 3a yxy Hayuny odnact Dapmakosioruja, MeTuIMHCKH
¢dakynrer YHuBep3utera y Humy, unan

Komucuja 3a onOpaHy TOKTOpCKE AUCEpTAITH]e:

1. Ilpod. mp Muonapar Jlykuh, penoan npodecop 3a yKy HaydHy odnact MukpoOuosoruja u
nmyHonoruja dakynrera MEIUIIMHCKUX Hayka YHUBep3uTeTa y Kparyjesily, npeace THIK

2. IIpo¢. np Hebojma Apcenujesuh, peqoBHU npodecop 3a yxe HaydHe o0sacTu MUKpoOHooruja u
umyHosoruja 1 OcHoBH oHKoJoruje dakynrera MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y Kparyjesiy, unan
3. [Ipod. mp Cphan I[Nemmh, penoBHu npodecop 3a yxxy HayuHy obnact Papmakonorvja, MeTuImHCKH
¢akynrer YHuBep3utera y Humry, unan
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Jatym onbpaHe TOKTOPCKE AHcepTauyje:
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OBPA3ALL 1.
W3jasa o ayropcray

MoTnucaHu-a éU/bO/VQ \/(\777(/¢2

6poj ynuca 92005‘// 16

W3jaBmyjem

Anaje AOKTOPCKa AvcepTauuja noj HachoBoM S//f
Izid ACO/E  MOPE 1t KT VO‘/@ /3 LLOAESNR_ S Ladae
ME: SCWX&JUC"/L/fUX \/uau,( U e X At%u/c\ ,L/ é,cn&/?coué/ﬁw(»( /fc L ALETY A y
w e FOTRC
pezyNATaT CONCTBEHOr UCTPAXNBAYKOr paaa,
e [a npeanoXeHa aucepraunja y uenamHu Hu y genosuma Huje buna npepioxeda sa
Aobujarbe  Buno  koje  punnoMe  npeMa  Cryauickum  AporpamuMa Apyrux
BUCOKOWKONCKUX YCTaHOBa,
s [la CY PE3Y/ITaTU KOPEKTHO HaBe/eHn n

s g Hucam KIZJLHMO/R& AYTOPCKa NpaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYANHY CBOJUHY ApYrnx
mua.

Mornuc ayropa
Y Kparyjesuy, /2. OF. 2015 Bosio
()54 10
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OBPA3AL 2.

W3jaBa 0 MCTOBETHOCTM LWITAMNAHE U EIEKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOr pana

—_—
WMe 1 npesuMe ayTop éz}WQ ‘//O‘/7U&'2
Bpoj ynuca Z00S /& L _ -
Cryanicun nporpamJORgSmE O Pt o e e oR i, Unpreg g« LPNOU ey,
Hacnos pagallouwibone ynade v ario vorse,  SIMD Muopeancr L KGO X . AURIOP VI O AW Kotegs
MeHTop (o, op Alicognon” (uatpeobu2” Ber 304 BICou Bt G #ony aues g
g T e / 4/[7‘;//11,24/’30« cyé’]iﬁ(:“' 7

FloTriucann Zl;/baﬂ a._ */ {32707%

usjas/byjeM Aa je wramnada Bepanja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENEeKTPOHCKO]
Bepsujn  Kojy cam npegao/na 3a objap/suBarbe  Ha  noprany Aurwrannor
penosuropujyma YHusepaurera y Kparyjesuy.

[losBorbaBam fAa ce objase MOJM IMUHK NOAALN Be3aHu 3a Jobujarbe aKaaeMCcKor 3Batha
AOKTOPa Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 MpesuMe, roauHa v Mecto pohera n Aatym o/ibpaHe
pasa.

OBY AUYHK NOAALM MOTY Ce 0BjaBUTI Ha MPEXHUM CTPaHULaMa AuruTtanHe 6ubnuorexe, y
enekTpoHCKoM katanory u y nybankauujama YHusepautera y Kparyjesuy.

floTnuce ayropa

EC ey is”

VA

Y Kparyjesuy, {2, ag. OIS




OBPA3ZALL 3.

Uazjasa o kopuwhersy

Osnawhyjem YHuBepanTeTcky 6ubnunoteky Aa y JUruTtanHu penosutopujym Yunsepsutera
Kparyjesuy yHece MOjy AOKTOPCKY AWCepTauujy noj HacqoBom:

et i 1 COIBE  MAOXE . SMOYo/Sy SIS MONERYNG  UXYIS e
LICCHX VAN xR A erwz/a/aux%/ﬁucw/ﬂw 105N

Koja je Moje ayTopcko geno. u]f/ﬂ/ﬂ/ﬂ ) 7‘6&;:({//

[vceptauujy ca CBUM NPUNO3WMa Npefao/nNa caM y enekTpoHCKoM Qopmaty norogHoM 3a
TpajHo apxuBuparse.

Mojy AOKTOPCKY AWcepraumujy noxparbeny y AuUrutansn penosvutopujym Yrusepsuvera y
Kparyjesuy MOry Aa Kopucte CBW Koju nowtyjy oapeabe caapxkane y ogabpaHom tuny
nutexue KpeatusHe sajegnuue (Creative Commaons) 3a Kojy cam ce oanyvuo/na.

1. AytopcTeo
2. AYyTOPCTBO - HEKOMepUnjanHo
AYTOPCTBO — HekoMepuujando ~ 6e3 npepaje
4, AYTOPCTBO ~ HEKOMEPUMIAIHO ~ ASUTH NOA UCTUM YCA0BUMA
5. AytopcTtBo — Bes npepane
6. AYTOPCTBO ~ [EAUTH NOA UCTUM YC/IOBUMA

(MonuMo fa 3a0KpYXXUTe Camo jefHy o4 wect noMyhennx nuueHumn, Ynjn je KpaTtak onuc
nar je na obpacuy 6poj 4.).

Mornuc ayropa

Y Kparyjesiy, (7) Q9. 20 /f\?)

BGyi0
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