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CAXKETAK

VYanepo3nu konuTHC je MHQIIamanujcka OoJiecT IIpeBa Koja ce Kapakrepuiie ¢azama
ersamepoOanuje u pemMucuje. 300r CIMYHOCTA Yy TOIMVIEAYy MOJCKYJICKHX MEXaHH3ama
OJITOBOPHHUX 3a HACTAaHaK M TMPOTPECHjy, MHUIIJU KOJUTHC HHIYKOBAaH NEKCTPaH HATPHjyM
cyndarom (DSS-konuTHC) je jenan o Hajuenthe KOpUIINEHUX EKCIIEPUMEHTATHUX MoJIesia 3a
UCIHUTUBAKE YILEPO3HOI KOJUTHCA. AHAJIOIHO YILEPO3HOM KOJIUTHCY JbYAM, HUMYHCKE
hemuje (Makpodaru, nenapurcke hemuje (DCs), Heyrpodunu, T numdounutn) wumajy
HajBaXHHU]y ynory y mnaroreHe3n DSS-kommrtuca. Perynmatopum T mumdoruru (Treg),
IPOAYKIMJOM HMYHOCYIPECHUBHMX IMTOKMHA, CYNPUMHpa)y HHQIaMalMjy ¥ MOACTUUY
perenepanujy omrehene ciysnune npesa. Ilocroju npamaruuyHa pasnuka y Toky DSS-
KOJIUTUCA KOJ MHUIIEBA Pa3IMYUTUX cojeBa. Tako, BALBc muieBu pa3Bujajy Jakimm 00JIUK
00JIeCTH ca CIIOHTAHOM pEreHepaIujoM CiIy30Koxke mpeBa 1ok C57BL/6 mumieBu pas3sujajy
Texy ¢Gopmy OojecTH Koja mporpeaupa y XpoHunuter. Y lamina propri-ju mpesa ce
TpuntodaH MeTadoJMIlle KUHYPEHUHCKUM IIyTeM, aKTUBHOLINY eH3uMa HHJIoJaMHH 2,3
mnokcurenasze (IDO). Hajseha aktuBaocT IDO-a je 3abenexena y DCs m Me3eHXMMCKUM
matnuHuM hemujama (MSCs) koje ce 300r CBOjUX MMYHOMOJYJAIM]CKHX KapaKTePHUCTHUKA
MIpUMEBY]Y Y Tepanuju nHGIaMalnjcKux 00JIecTH, yKbyuyjyhil 1 yllepo3Hu KOJIUTHUC.
Pesyntatu oBe cryauje cy mokaszanu aa DCs BALBc mumeBa nocenyjy 3HaTHO Behu
karmauureT npoaykuuje IDO-a nacnpam DCs C57BL/6 xxuBOTHIbA, IITO CIEACTBEHO HHAYKY]E
excrianznjy Treg numdonnrta Koju cynpumupajy UH@IaManujy U MOACTHYY pereHepanujy
CITy3HHIIE I[PEBA.

Crenen omtehema ciay3HHUIE 1peBa, I1a TAKO U pa3Boj O0JeCTH, ce Hajloy3aHuje yTBphyjy
KOJIOHOCKOTIMjOM, aJl C€ OBa MHBAa3WBHA JTHjarHOCTHYKA METOJa HE MOXKE YECTO M3BOJUTH.
OpnpehuBame QexanHOr KaJlNpoTeKTHHA MpecTaB/ba Hajuelrhe xopuitheHu aiaTepHAaTUBHU
JIMjarHOCTUYKKA Mapamerap 3a mnpaheme Toka Oo0JleCTM W YCHEIIHOCTH Tepanuje. Mmak,
HelocTaTak BanmuaupaHor Cut-off-a m HemoBospbHA crenU@HUYHOCT OBOT TecTa, yKasyje Ha
notpeOy 3a yBoheme HOBHX HEWHBA3WBHHX JIUJarHOCTMYKHX METOJa KOJUM C€ MOXKe
MPOIICHUBATH YCIICITHOCT Tepaluje W CTENEeH pereHeparuje odosene ciy3Huie. Pesynratu
OBE CTyAMje YKa3yjy Aa ce mpahemeM KOHIIEHTpallije KUHYPEHIUHA Y THHTUBATHO] TEYHOCTH,
cepyMmy U ¢erecy Moxxe MpaTUTH MPOrpectja yaepo3HOT KOIUTHUCA.

300r uumenune aa cy MSCs jeman ox Haj3HauajHux u3Bopa IDO-a, y oBOj crynuju je

ucriutuBad u  3Hada] [DO/kunypeHMHCKOT TiyTa 3a Tepamujcke edekre MSCs vy



numyHoMmonymanuju DSS-xomutruca. KoHneHTpanuja wHIaMAIM]CKUX TMTOKHHA, TOCEOHO
IFN-y u TNF-0, yruuy Ha npomeny ¢eHotuna u epexropckux ¢ynmkuja MSCs. MSCs cy
HAaKoOH aruukanuje y wmumeBe coja C57BL/6 (y kojuma je cepyMcka KOHIIGHTpalja
MH(]IIaMalM]jCKUX LUTOKMHA OWJIa BUCOKA), y3POKOBAJIEC 3HAuyajaH TMOPACT KOHIICHTPAIH]jE
KHHYPEHHHA y CepyMy IWITO je pe3ylITHpalio ekcraHsujom Treg numdonura y IpeBUMa,
cMamemeM HH(Iamanuje u yonaxaBameM cumnrToma konutuca. Ca apyre crpaHe, HaKOH
armukaije y DSS-om Tpetpane BALBc mumeBe (koa Kojux cy Ouie HUCKE BPEAHOCTH
nHpamanujckux muTokuHa), MSCs Hucy y3pokoBaie IDO/KnHYpeHHH-3aBHCHY €KCIIaH3U]Y
Treg numdonura y npeBuMa Beh cy MHAYKOBaJIe €KCMaH3Wjy HHGIamaiujckux henwja y

KOJIOHY LITO je IOBEJIO JI0 IOTOpIIamka KOJIUTHUCA.



ABSTRACT

Ulcerative colitis is an entity of inflammatory bowel disease characterized by stages of
exacerbation and remission. Due to the similarity with respect to the molecular mechanisms
responsible for the onset and progression, murine colitis induced by dextran sodium sulfate
(DSS-colitis) is one of the most commonly used experimental models for testing ulcerative
colitis. Analogous to human ulcerative colitis, immune cells (macrophages, dendritic cells
(DCs), neutrophils, T lymphocytes) play the most important role in the pathogenesis of DSS-
colitis. Regulatory T lymphocytes (Tregs), by producing immunosuppressive cytokines,
suppress inflammation and promote the regeneration of damaged intestinal mucosa. There is a
striking difference in the course of DSS-colitis in mice of different strains. Thus, BALBc
mice develop a milder form of disease with spontaneous regeneration of intestinal mucosa
while C57BL/6 mice develop a more severe form of disease that progresses to chronicity. In
the lamina propria of the intestine, tryptophan is been metabolized by kynurenine via the
activity of the enzyme indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO). The highest activity of IDOs has
been reported in DCs and mesenchymal stem cells (MSCs), which, because of their
immunomodulatory properties, are used in the treatment of inflammatory diseases, including
ulcerative colitis. The results of this study showed that DCs of BALBc mice have a
significantly higher IDO production capacity than DCs of C57BL/6 animals, which
consequently induces the expansion of Treg cells that suppress inflammation and promote
mucosal regeneration.

The degree of damage to the intestinal mucosa, as well as the development of the disease, are
most reliably determined by colonoscopy, but this invasive diagnostic method cannot be
performed frequently. The determination of fecal calprotectin is the most commonly used
alternative diagnostic parameter for monitoring the course of the disease and the success of
therapy. However, the lack of validated cut-off and the lack of specificity of this test indicate
the need for the introduction of new, non-invasive diagnostic methods that can evaluate the
success of therapy and the degree of regeneration of diseased mucosa. Our results indicate
that the monitoring of local and systemic parameters of ulcerative colitis can be observed by
monitoring the concentrations of immunomodulatory factors in gingival fluid, serum and
feces.

MSCs have been used in the treatment of ulcerative colitis for their immunomodulatory

properties, but the results are bidirectional. As one of the most significant sources of IDO, we



examined the role of IDO/kynurenine pathway in immunomodulation of mesenchymal stem
cells in a model of DSS-induced colitis. After application of MSCs in C57BL/6 strain mice,
they polarized the immune response and transferred the medium from proinflammatory to
immunosuppressive  environment, where Treg lymphocyte expansion suppressed
inflammation and allowed regeneration. On the other hand, the application of MSCs in
animals of the BALBc strain contributed to the overall exacerbation of the disease followed

by an increase in inflammation parameters.
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1. YBOJI

Hasup mH(pnamanujcka OosecT npesa je mpBu myT ymnorpedsser 1875. romune (1). Ymopkoc
HECYMIbMBOM 3Ha4ajy W KOHTHHYMPAaHHUM HCTPAXMBAYKHUM HAllOpUMa HH JIO JaHac y
NOTIYHOCTH HHCY pa3jalllbeHd HU €THOJIOTHja HU CBU MaTOTEHETCKH MEXaHU3MH YJIIEPO3HOT
konutuca u Kponose 6osectu. [locnenmsux nerieHrja HaroMmuiiana cy ce 3Hamba O eTHOJIOTHjU
M TmaroreHesw wuH(pIamanujckux OojlecTH IpeBa Ka0 U O IHUXOBUM  OpaHUM
MaHH(ecTalmjama, ajld ¢y TH MOoJaly HECUCTEMAaTU30BaHU M YECTO KOHTPAaIUKTOPHH. JexaHa
on HajBehmx HemoyMuIa ce OJHOCHM Ha YJIOTY aMHHOKHCEIMHE TpHUNTO(haHa U HEHHX
MeTaboJIuTa, Kao M Ha 3Hayaj eH3uMa uHpoiamuH 2,3 neokcurenase (enri. Indoleamine-2,3-
Dioxygenase, IDO) y pa3Bojy yJIEpO3HOT KOJIMTHCA U Yy HACTAHKY OpaJHUX MaHHdecTaIuja
oBe 0OJIECTH.

300r Tora cy y OBOj CTYAWjU aHAIM3UPAHU MOJICKYJICKH MEXaHU3MH KOjU Cy OATOBOPHH 3a
IDO-3aBucHy Moaynamnujy yiiepo3HOT KOJUTHCA JbYAU U pereHepaiujy odoiene ciay3HUIe
[[peBa MHUIIEBA KOjUMa j€ KOJMUTUC M3a3BaH NMPUMEHOM JEKCTpaH HaTPUjyM cys(haToM (EHIIL.
Dextran Sodium Sulfate, DSS). OBaj neo uctpaxuBama je 00aB/beH Ha Mojely OoJecTH
u3a3BaHe y JABa paznuuuta coja mumena: C57BL/6 u BALB/c kako 61 ce yTBpauO 3Hauaj
IDO-a 3a cojHe pa3imKe y MpOrpecHju KOJUTHCA KOje TOCToje n3Mel)y OBUX KUBOTHHbA (2).
Jlpyru J1eo MCTpakuBama, 00aB/bEH HA XYMaHOM MarepHujary, 0OaBU c€ CSKCTpPAIloJIalldjoM
pesyiTaTa 100MjeHUX Y MUIIIjeM MOJIeNTy Ha OOJIECT JbYIU U TO KaKo Ha meHe MaHudecTaimje
y KOJIOHY Tako M Ha MPOMEHE KOje Ce PETUCTPYjy Y YCHOj AYIUbM O0O0JIeNUX O] YIIEPO3HOT
KOJIUTHCA, ca IIMJbeM Ja ce yrBpau moryha mpumena IDO-a y mocraBibamy aujarHose u
npahewy edekara Tepanuje ynepo3HOT KOJINUTHUCA.

C’ apyre crpane, MOTYhHOCT MOaynalyje yaepo3HOT KOJUTUCA, ME3EHXUMCKIUM MaTUYHUM
hemujama (enrn. Mesenchymal Stem Cells, MSCs) mnpezactaB/ba MOTEHIHjATHO HOB
TEpamnMjCcKl TPUCTYNl y Jedewy oBe Oonectu. MSCs, IDO-3aBHCHUM MeEXaHH3MOM,
CyNpUMHpajy HH(IIaMallMjy U MOCHEeNly]y pereHepanujy obojenux TKuBa U oprasa (3). Y
CKJIaJy ca THM, y OBOj CTYIHjU aHamu3upaH je u 3Hauaj IDO-a 3a tepanujcke epekre MSCs y

MOJyJAljU KoJIuTHCa n3a3BaHor DSS-om.



1.1. Yiuepo3nu KOJUTHUC

Colitis ulcerosa (enrn. Ulcerative Colitis, UC) je mamomarcko, uH(MIAMAIUJCKO 000JbCHE
XPOHUYHOT TOKa ca ¢azama ersamnepbanuje u pemucuje (4). Hajuenthe cy mouerne mpomeHe
OrpaHUYEHE Ha PEKTYM Ja Ou JajboM mporpecujom Oosect O6uie 3axBaheHe U MpOKCHUMaIHEe
naptuje kojoHa (5). Mudnamanuja Hajuemhe 3axBaTa YHTaBY IyKHHY JAe0enor IpeBa
(pancolitis) (5). YV perkuM ciydajeBUMa Ce jaBjba M cerMeHTHa uH(amarmja (proctitis,
proctosigmoiditis) (6). ObuMHe U peTKe CTONHIE, PEKTATHO KPBapeme, IPUEBH Y CTOMAKY,
IpOrpecuBaH TyOUTaK MEPUCTAITHKE, Cy mpaTehu cumMnToMu 000JIeMHUX O YAIEpO3HOT
kosutuca (6). 300r XpOHUYHOT KapakTepa 0OJECTH M YeCTHX ersarepoairja mopemeheHo je
OIIITE CTAalE MAalMjeHTa, Ma Cy 00O0JIeI MalaKkCalld, aHEMUYHH, a 300T MaJarcopruuje u
NOTXPamkEeHN ca XUIOBUTaMUHO3aMa H nucbanancoM enekrposuta (5). UC je uecto yapyxeH
ca CIOHAMIUTHCOM, CKJIEPO3UPajyhuM XOJaHTUTHCOM, HOZO3HOM MHOJIEPMHUjOM M €PUTEMOM
Kao0 U peyMaTOMHUM apTpuTUcOoM (7, 8).

YecTe KOMIUTHKaNMje Cy KpBapema M aHEMHje, TOKCHYHH METaKOJOH, CTPUKType WU
nepdopanuje upesa (9). Hakon nmecer roavHa oJl HacTaHKa MPBUX CHMIITOMa KOJHUTHCA,
PH3HK 332 HACTAaHAK KOJIOPEKTAIHOT KapiimHoMa 3Ha4ajHo pacte (10).

Hujarno3za UC-a ce mocTtaB/ba Ha OCHOBY aHAMHE3€, KIMHHYKE CIIHKE, JIA00PATOPUjUCKUX
aHaJM3a, PaJUOJIOMIKOT M €HJO0CKOICKOT Haja3a M OuonTara upesa (11). V akrtuBHOj dazu
Oonectn yOp3aHa je cequMeHTaluja, noBehane cy KoHueHTpanuje C-peakTHUBHOT NMPOTEHHA
(enrn. C-Reactive Protein, CRP), ¢puOpuHOreHa U XemaTHYHHX €H3MMa y CEpyMy, a YecTo
nmoctoju u xunoandoymuHemuja (12). Xemarosomnka uCIUTHBaKka MOTBPhYjy TPOMOOIIUTO3Y,
aeykouuTo3y u anemujy (12). 3natHu craHap 3a IUjarHO3y NPENCTaBibajy SHIOCKOICKU U
MAaTOXUCTONOIIKA Haja3u y Owomnrtary (12). 3a amekBaTHO mocTaBibame naujarHoze UC
HEOITXOHO j€ YpaauTH MPOKTOCUTMOHIOCKONH]Y W/niH KojoHockonHjy (12). KonmoHckoncku
Haja3 KOJ 3/paBUX MallfjeHaTa MOJpa3yMeBa CIY3HUIYy KOja j€ CjajHa, BIaXKHa, a KPBHU
cynoBu cy jacHo oupranu (13). Ennockorncke nmpoMene y uHiunujeHTHoj dasu UC cy enem,
XHIIepeMHrja Ciy3Hulle U 30pucaHu BackyinapHu mprex (13). YV namem Toky Oonectu
CITy3HHIIa KOJIOHA TTOCTaje TpaHyJIMpaHa, HCTamheHa U CKIIOHA KpBapewmy (13, 14). TIpucycTtBo
yiepaija, CTPUKTypa U TCEYAOIOJIMIA Cy MOKa3aTe/bi y3HampeaoBaie oomectu (13, 14).
Myko3a usmely ynkyca Huje 31paBa Beh yBek mokasyje 3amajbeHcke mpomene (13, 14). V

(a3u pemucHje CIIy3HHIIA I[PeBa je paBHa U ucxemuuHa (14).



VYanepo3Hu KOJUTHUC MOYHEE Ja ce MaHudecTyje u3mely TpuaeceTe U 4eTpaeceTe ToauHe,
Majaa je Opoj MenujaTpujCKUX MalldjeHaTa y CTalHOM IOpPAacTy JOK je 3acTyIJbeHOCT Mehy
nosioBuMa jeaHaka (15, 16, 17). Muuunenna u npeBanenna UC-a cy y CTallHOM TOpacTy
mupoMm cBera. Munuaenna je Hajsuma y EBporm: (24,3 o6onena va 100 000), Kanaam (19,2
o6onena Ha 100 000) u Aycrpanmmju (17,4 o6onemna na 100 000) (9). Ilpeanenna y EBpornu
(505 obonenux wa 100 000), Kanagu (248 o6onenux Ha 100 000) u CAJL (214 obonenux Ha
100 000) (14). Paznuke y yuecranioctu UC nocroje usmel)y cranoBHuka 3anante u CeBepHe

EBporie e ce youaBa Beha yuecranoct y nopehemy ca 3emsbama Mcroune Espore (18).

1.1.1. UmyHonaToreHesa yJjepo3HOr KOJIUTHCA

Viepo3Hn KOJUTHC je obosberbe MyirtudakTopckor kapaktepa (19). ITosnato je aa cy
TJIaBHU eTHONIOmKU (hakropu 3a pa3Boj UC-a: reHcKa MpeAncro3uiivja, HHTETPUTET LPEBHE
MyKO03€, MUKpOOHOM jomMahiHa, MOJTAIMTETH U €(hUKACHOCT MMYHCKOT OJroBopa 1omMahuHa u
MHoOrH ¢aktopu cpeaune (19-24). Y umyHonarorenesu yuectByjy henuje ypohene u creuene
UMYHOCTH, enuTesne henuje u komeHcanna mukpoduiopa (20-24).

Wzmehy 8 u 14% obonenux mpujaBibyje CIMYHY CHMITOMATOJIOTH]Y KOJ KPBHHX CPOJHUKA
JI0K pohaiiy mpBOT KOJICHA UMajy YeTUpHU yTa Behu pusuk o HactaHka oosectu (25, 26). [lo
naHac je waeHTudukoBaHo mpeko 200 TeHCKHMX JOKyca 4Mja M3MemeHa (QyHKIWja W/Win
cacTaB MOT'y Jla Mewajy (QyHKIHMje enuTenHe Oapujepe MM MOJAIMTET U CHAary MMYHCKOT
oarosopa (aktuBauuja T hemuja, nudepentoBamwe Thl7 henuja, perynauuja T u B henmja)
(27, 28).

Enurenna Gapujepa ce yopaja y npBy JMHHU]y ypoheHe mmyHCKe onbOpane (29). ITexapacre
henuje mpoayKyjy MyIIMH KOjU IPEKpUBa alMKaiHe JejoBe enuTenHux henuja (29). Cmamena
KOJIMYMHA W3JYy4eHOI MYLMHA je jelaH oJf y3poka Behe MpomycTJ/bHBOCTH emuTena IITO
omoryhyje mpozop OakTepuja M BHXOBY WHTEpakinujy ca emnurtenoM Ipesa (29). Ilpoteasze
OakTepHja gajbe omrTehyjy enuTeIHu CJI0j U oMoryhaBajy mpoJop MUKpoopraHuszama y n1y0Jbe
ciojese (29). OBakBo omrtehema enuTena nopehapa nepMeabUIHOCT Ma GakTepuje Npoaupy y
cyOenuTeln 1TO 3a MOCJIEANIly MMa aKTHBAlLlMjy MexaHu3aMma ypohene umyHoctH npeko TLR-
peuentopa (engl.Toll-like receptors, petenropu ciamunu tony) (30). ¥V hemujama ypohene
UMyHOCTH- Makpodaru u neHnputcke hemuje (enrsn. Dendritic cells, DCs) ce nakon
Iperno3HaBamba MOJIEKYJICKHX oOpa3ana mnokpehe curHamau nyt NF-kB uume 3amounme

TPaHCKpHIILIMja TE€HAa 3a CHUHTE3y MpouH(uaManMjckux IuToKkuHa: @dakrtopa HeKpose



tymopckux hemuja-a (emrs. Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a), Watepdepona-y (enri.
Interferon-y, IFN-vy), IL-12, IL-1B, IL-6, 1L-17, IL-23 (enru. Interleukin, IL) (31).

Benuku 6poj makpodara JOKaIM30BaHUX y JAMHHU TPONPHjH AKTUBUpPA CE AHTHTCHHMA
OakTepuja Koje Cy Mpoapie Kpo3 o00oieny CIay3HUIly W HAKOH aKTHBallMje, Pa3BHjajy
nHpamanujcku M1 ¢eHoTun Kora KapakTepuile noBehana cekpenuja mporuHpIaMaIyjCcKux
nutokuHa (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IL-23) u xemokuna (CXCL9 u CXCL10).
OBu MeaujaTopu 3amajbemha MHAYKYjy Hactanak Thl u Thl7 wumyHckor onrosopa u
nocrenryjy uuadayke epexropcku Thl u Th17 hennja y o6oneno tkuso (32-34). IL-6 kojer y
Hajpehoj Mepu wu3naydyjy Makpodare y TOKYy akyTHe ¢a3e HMYHCKOT OJIroBopa, y
aktuBupanum T nmumdoruruma nokpehe curnanam myr STAT3 (enri. Signal Transducer and
Activator of Transcription 3, STAT3) mro moehaBa ekcrpecdjy T'eHa 3a MPOIYKIIH]Y
aHTHANONTOTCKUX Moiiekyna: Bel-2 u Bel-xL, koju He 103BoJbaBajy ylia3ak akKTUBUpPAaHUX T
auM(OLUTa Y amonTo3y YMME JONPHHOCE Pa3BUTKY XpoHuuHe ¢dopme Gonectu (35, 36).
[Topen Tora, Mmakpodaru MOTy J1a CEKpeTyjy U IpoTease, peakTUBHU a30T U KHCEOHHK KOjuMa
aupeKkTHO omrehyjy ciay3Huily 1pesa (34).

DCs cy cnona u3melyy ypohene u creuene umyHnoct# (33, 37). Hakon npey3umama aHTUTeHA
oBe akTUBUpaHe henuje TUMGHUM MyTEeBUMa JOCIEBAjy A0 JUMGHOT YBOpa TIe MPE3eHTY)y
autured T mumdommtuma (33, 37). DCs mocenyjy TLRs, koju mpernosHajy yoOuuajHe
makpomodiekyie, 1 NLRs (eurs. NOD-like Receptors), koju cy 3aaykeHu 3a Mperno3HaBame
WHTpa- U eKcTpa- menynapaux naroreHa (33, 37, 38). C’ o063upom na je mepmMeaOUIHOCT
MHTECTUHAIIHE MyKO3€ MoBehaHa, aHTUT€HU KOjU MPoJpy Y AyOJbe cilojeBe 1peBa akTuBHpahe
Ty npucytHe DCs koje he masee mojayano y3opkoBatu aHTureHe u3 mymena (33, 37). ¥V
aKTUBalLlMju, Monapu3aunju 1 Matypauuju DCs rnaBuy ynory urpa nunononucaxapun (LPS)
koju ce nosesyje ca TLR4 (33, 37). Jenqna on mocienuiia oBOr Mperno3HaBama je CHHTE3a U
npoaykuyje 1L-12 mro nonapusyje umyHcku oarosop y npasiy Thl. V3 to, DCs cexkpetyjy u
npyre npouHdpIamMaIjcke MUTOKMHE U XEMOKHUHE KOju oMoryhyjy mHpIyKc HeyTpodumia y
TKHBO W aKTUBAIIM]y ApYrux uMyHckux henuja (33, 37).

Hakon mnpey3umama aHTUIeHAa M Murpaugje y mnepudepHe nuMdHe YBOpOBE aAHTUIECH
npesenryjyhe hemuje (enrnm. Antigen Presenting Cells, APCs) akrtuBupajy T mumdornure
cienuduyHe 3a TENTUAE MNPOTEHHCKMX aHTUreHa QaronuroBanux Oaktepuja (33).
AxtuBupanu T numporutn mnpomudepuiry U audepeHtyjy 'y  e(deKTopcke W/HUiu
perymanujcke mumdorure (33, 39). [ucOamanc y kopuct edekropckux T mumdonmra
omoryhyje HacraBak 3amodere uHGmamanuje (32, 39). HeamekBaran umyHcku oaroBop T

TUMQOIUTa KOjUMa je MPOAYKEH BeK Tpajama 300r akrtuBanuje curHanHor myra STAT3, a



MPOAYKIIHja MTporH(IaMaIijCKUX [TUTOKHHA IMOTCTAaKHYTa, MHIYKY]E, TOTIOMaXXe U OJpKaBa
unpnamanujy (32-36). [Topen nuroknHa nosehana je U MPOAYKIMja pEaKTUBHOT KHMCEOHUKA,
a30Ta W XEMOKHMHA KOjU TOACTUYY HH(]pIamanujcky kackaay (4, 40). Tunm noMuHaHTHOT
nH}IamManujckor oaroBopa he neTepMuHUCaTH AaJbU TOK U cuMnToMme Oonectu (41, 42).
HudepenroBame HauBHUX T auMonura y edekropcke, a TUME U MOJIapU3aLija UMYHCKOT
OJIrOBOpa ce Moke onaBujatu y Hekonuko mpasama: Thl, Th2 u Th17 mro he 3aBucutu mpe
cBera oOJ TMoJapHu3aluje YpoheHOr HMYHCKOT OJrOBOpa OJHOCHO O]l LUTOKHHA KOje
cuHereniny u u3nydyjy APCs, 1ITO Ha MOYETKY U KOHILY 3aBUCH OJ1 IPUPOJIE ATOreHa KOjH je
MMOKPEHYO PEaKIUjy aju W OJ IPHUPOJE Y30pKOBaHUX mentuaa (42- 44). YV npBu max ce
CMaTpajio Jia je YJIIEPO3HU KOJHUTUC MPEBACXOJHO 000JbEeHE KOje KapaKTepulle aAucOaIaHc
m3melhy Thl m Th2 cybceroBa edexropckux numdonurta, MehyTuM y mHoOCIenme BpeMe
BEJIMKUM OpojeM UCTpakuBama je ykazaHo Ha 3Hauaj Th17 henuja y marorenesu oBe 0onectu
(44).

Axtuupanu CD4+T nmumbonutu audepeHtyjy ce y epeKTopcke W/ perynamujcke T
mumdorute (33). Jucbananc usmel)y perynanujckux u eQpeKTOPCKHX BOAU y MH(IaManujy
(39). T momarauku AMMGOUUTH HHAYKYjy AaJbU MMYHCKH OJrOBOPp M Y 3aBHCHOCTH O]l
UTOKUHCKOT perneproapa Koje npoaykyjy mory ce noaenutd Ha Thl, Th2 u Thl7 henuje
(42-44). One npoayKyjy pa3HOBPCHHM MWJbE IUTOKMHA Kao mTto cy IFN-y, IL-4, IL-5, IL-8,
TNF-a, IL-17, IL-23, IL-6, IL-2. APC nponyknujom IL-12 aktuBupajy nyt STAT4 npu uemy
ce T naune henuje nudepentyjy y Thl numdornure koje kapakrepuiue npoaykuuja IFN-y n
TNF-o (45-47). TlpucyctBo oBux hemuja y uHpuitpatuma cyOMyKo3e je IOKa3aTelb
y3HamnpeaoBaie oonectu (48).

IL-4 aktuBupa curHanuu nyt STAT6 y HauBHMM JUM@OIUTHMA HAaKOH yera jAojiasu Jio
BUXOBE monapuzanuje y mnpasny edexropckux Th2 mumdonura (49). LlutokuHu koju
KapakTepuiy oBaj cyocer nmumborura cy IL-4, IL-5, IL-13 (49). IL-5 nmoxacTuue cazpeBame
eo3nHO(uUIa U perpyryje ux Ha mecto uaduamarmje (49). bpoj akTuBupanux eozuHoduia y
MO3UTHUBHO] j€ Kopenamnuju ca texuHom Oonectu (50). Eosunodummm mupextHo omrehyjy
MyKO3y W TMoBehaBajy mepMeaOHIHOCT Myko3e ociobahamem TlIaBHOT 0a3HOT MpOTEHHA
(enrn. Major Basic Protein, MBP) (50).

ITon nejecrBom IL-6 u 1L-23, koje npoaykyjy APC, aktuBupa ce nmyt Jak-STAT nipu uemy ce
HauBHU T MMQOUMTH HAaKOH MpenucuBama TpaHckpunuuoHor Qaktopa STAT3
nudepentyjy y cyocer Thl7 numdonura, Koje KapakTepuile npoaykuuja nurokusa: 1L17,
IL-21, IL-22, TNF-a u IL-23 (42, 51). Th17 numdouutn HakoH npoxaykuuje TNF-o

NOTEHIMPajy aKTHBallMjy, ca3peBame U Murpanujy Heyrpopuna (52). HWudunrpar



HeyTpoduia y IpeBMMa TMpeACTaB/ba jelIaH OJI TJIABHUX XHCTOIATOJIONIKUX OOelexk)a
yameposHor koiutuca (53). Heyrpoduiu omrehyjy enutente henuje npeBa U uMajy BaKHY
yJIOTYy W y aKyTHO] W y XpoHHuYHO] (asu Oomectu (53, 54). IIpoaykuujoMm peakTUBHHX
KHCEOHWYHHX jelumbema (eHri. Reactive Oxygen Species, ROS), cepun mporeasa,
METAJIONPOTENHA3a W MH]jeNIONEepPOKCHIa3a, HEyTpopuiIn Y3pOKyjy eposuje, adcuece |

omrehema enutenne 6apujepe upesa (54).

1.1.2. Opannu 3Hanu 1 MaHu(ecTanuje yJIlepo3HOT KOJIUTHCA

Opanae MarudecTanrje U OPATHH 3HAIN YIILIEPO3HOT KOJIMTUCA H3y4aBaHU Cy Y MalloM Opojy
cryauja (55). OpaaHuM 3HaIKMMa Ce CMaTpajy: BereTalnujcku muocroMatutrc (pPyostomatitis
vegetans), adTo3He yiuepanuje, OOJOKEH je3UK W TMapOJOHTONaTHja AOK Cy CHMIITOMHU
Henpujatan 3aaax (halitosis) u mopemehieno uyso ykyca (55). C’ 003upoM 1a ce OpaaTHUM
MaHu(ecTaljaMi HUje TPHUIaBa0 BEIMKW 3HAYa] HHUjE TMOTIYHO Pa3jallllbeHO Ja I Cy OHE
nocneauia oonectu wiu Tepanuje (55, 56). Opanae manudecranyje cy yemhe u 030MbHH]C Y
MOOAMAKIIUM cTajujymuma Oosectu (56). Y akyTHOj (as3u yiamepo3Hor koiautuca mpeko 50%
nanyjeHaTa uMa Hempujaras 3agax (57).

Bereranujcku MMOCTOMATUTHC j€ peTKa MojaBa KO 37paBUX, a BEOMa je YeCT KOJI 000IeTnxX
ol yiepo3Hor kommtuca (58). OBe se3uje ce youaBajy Kao MyJTHIUIE Oelie U KyTe Oyie Koje
300T AMHAMUKE OpajHe cpeArHe Op30 mynajy u epo3upajy (59). Xucrtoyomku ce yodaBa
eo3uHOGUIHN 1 HeyTpoduimHu uHpunrpar (59, 60). Hajuehe 3axBarajy TBpA0 U MEKO HETILE,
OyKalHy MyKo3y, BeCTHUOyJIapHy MOBpIIMHY I'MHTUBE, a Hajpehe ce IeTeKTyjy Ha MOAY yCHe
nyTube U je3uky (61, 62). Tpu myra venthe ce peructpyje ko mymkapara (61, 63).

Adro3He ymuepanuje cy Hajuemrha opaiHa MaHH(ecTadja yiarepo3Hor komutuca (64).
ITojaBa ymiepaiuja Moke M He MOpa Ja IPpaTH aKyTU3alujy 0osiecT U 3a oboene cy 0oiHe U
HenaronHe (64). O6uuHO Tpajy OKO NBe Heaesbe (65).

OO6osenu oJ1 yNIepo3HOT KOJUTHCA Y OAHOCY Ha 3[paBe MCIUTaHUKe denthe 1mokasyjy 3HaKe
napojgonTonatuje (66). I[Ipahemem nyOuHE MapOJOHTAIHMUX II€TIOBA M TYOMTKA EMUTEITHOT
npuIoja 3yoa, yCTaHOBJbEHO je Jla 000 O YJIIEpO3HOr KojauTHuca denthe 000beBajy o1
napojioHTonaruje Hero odonenu o1 Kponose 6onectu (66, 67). UcTpaxkupamuMa je MmokazaHo
na obosenu denihe MOKa3zyjy CHMIITOME IMapOJOHTONATHjE Koja je TeHepajJu30BaHa JIOK je
nH(]IaManyja Mamer MHTEH3UTETa y OJHOCY HAa WCIHTAHWKE KOJU jeé HeMajy YJIepOo3HU

kosutuc (68).



Cryaujama je mokazaHo ga mpeko 50% oOosenux MMajy HEMpHUjaTaH 3ajax y OJAHOCY Ha
3npase ucnutanuke (56, 57). Oxo 20% obonenux npujasibyje nopemeheHo uyno ykyca, J0K

MAIMjeHTH KOjJU MMa]y MaHKOJIUTUC UMAjy KUCEO YKYC Y ycTtuma (56).

1.2. Mummju KOJIUTHC HHAYKOBAaH JAeKCTPpaH HaTpujym cyadarom (Dextran

Sodium Sulphate-DSS): ekcniepumeHTATHE MO/I€] YJIEPO3HOT KOJIUTHCA

[TocToju HEKOIMKO €KCIIEPUMEHTATHUX MOJeia KOJUTHCA. Y3 CBa OrpaHHuYeHa, KOja 3aBHCe
OJl CIIMYHOCTH W pa3jifKa ca MaTOreHe30M M KIMHUYKUM MaHu(ecTanujama yInepo3HOT
KOJIUTHCA JbyJW, OBH MOJCIM Cy MPYXWIM 3HadajHe HH(oOpManuje O eTHONOTHjH |
MaTOTEHE3H YJIEPO3HOT KONMUTHCA. EKCIepHMMEHTaTHM MOJIEIH C€ MOTY IOACIHTH Ha:
CIOHTAaHO HacTaje, WHAYKOBaHE, IMPEHETE aJONTHBHUM TpaHC(PEpOM, HACTalle TeHCKOM
MaHumynanjom (69-71). YuHu ce na Cy HAjIOTOAHM]U OHHM EKCIIEPHUMEHTATHU MOJETH Y
KOjUMa ce KOJHUTHC MHAYKYje XeMHU]CKH 3aTO IITO ce OosecT Op30 U jeAHOCTaBHO M3a3MBa, a
CH II0YETAK, Tpajarbe M KIMHUYKK TOK KOjH IMOJpa3yMeBa Cpelie TEHIKy HHpIamarmjy
omoryhyjy Jiako nmpaheme 1 jeqHOCTaBHY KOHTPOJIY U MaHUTyamujy mnpomeca (72). Y \ux ce
n3Mely ocranux yopajajy U HHAYKIHUje KOJIUTHUCA: IEKCTPaH HATPHjyMOBHUM cyidarom (€HTII.
Dextran Sulphate Sodium, DSS), okca3070HOM, Ju- W TpU- HUTPOOEH3EH CYI(HOHCKOM
KHCEITMHOM, CHPheTHOM KHCEITMHOM, KaparnHaHOM U jojioaneraraMmuiom (72).

Jleo excrepuMEHTATHUX pe3yiTaTa MpUKa3aHUuX y OBOj JUCEpTAIlUjU, TOOHjEH je y MOJAeNTy

MULIjeT KOJIUTHCa UHAYKOBaHOT DSS-oMm.

1.2.1. lekcTpan HaTpujyM cyJdat (DSS)

JlexcTpan je pa3rpaHaTtu TIIyKaH (ToJIMcaxapuj cacTaB/bEH O]l MOJIEKYJIa TIIYKO3€) Y OOJIMKY
JlaHala Koju MOTy OUTH pa3nuuuTe TyxuHe (o4 Hexonuko ao npeko 2000kDa) kojer je, kao
HOPOJYKT MHUKpOOpraHu3aMa yKJbyueHHX y (epmenranujy Buna, otkpuo Jlyj IMactep (Louis
Pasteur) 1861 roaune (73, 74). OCHOBHM IIpaBH JIaHAIl YUHE TIYKO3HE jeAnHUIIE Mel)ycoOHO
moBe3aHe o-1,6 TIMKO3UAHUM Be3aMa, a TpaHamk-e JIaHIla 3amounbe o-1,3 moBe3uBameM (74).
Moske ce cuHTeTHCaTH U3 caxapo3e y3 momoh Oakrepmja Leuconostoc spp (Leuconostoc
mesenteroides) u Streptococcus spp (Streptococcus mutans), a 3aHUMJBHBO je Jia je U 3yOHHU

miak oorat aexkcrpanuma (74).



DSS je nmepuBaT nekcrtpana koju ce mobuja ectepudUKanijoM ACKCTpaHa XJIOPCYMIIOPHOM
KkucenuHoM. Tako ce no0ujajy MOJMAaHjOHCKA jeUIbEeha BeoMa PA3IMUYUTHX MOJECKYICKUX
Maca: 5-1400 kDa (Cnuka 1), mpu yemy ce 3Ha Jia Cy 3a M3a3UBambE KOJMTHCA HAJTIOTOHUjE
bpakumje mosekyincke mace usmel)y 40-60kDa y xojuma je cymmop 3actyiubeH ca 16-20%
(75). Cymmnop je canpkat y aBe cyndarHe rpyrme 1o riyKo3HUM pe3uyama u yuHu 17% mace
moutekyna (75). DSS je 6enu mynep nako pactBopsbrB y Boau (100mg/ml) (75).

1985. roguHe je MpBU MYT je ONMMCaH KOJUTHC Xpuaka u3a3BaH npumeHoMm DSS (76). Kacuuje
je DSS kopumihen u 3a uHAYKIH]y KouTHca muieBa (77) u gaHac je Hajuenthe kopumrheHu

MOJCIT OBE OonectH.
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Canka 1. XeMHjcka CTPYKTypa JAeKCTPaH HATPUjyM cyiadaTa. JlekcTpaH HATpUjyM cyadart je MoTuaHjOHCKH
JepUBaT JCKCTPaHA pa3IMYMTe MOJICKYJICKE Mace, a J00WjeH je ecTepuUKaIlUjoM ca XJIOPCYMIIOPHOM
KHUCCIIMHOM.

DSS ce Be3yje 3a MeMOpaHe eH1030Ma T1a ce TaKo Majle KOJIMYMHe OBOT MoJieKyna Beh mpsor
JaHa aJIMUHUCTpAIlMje€ PETUCTPY]y Y MakpodarnMa JIuMQpHOT TKHUBA 3ujJa JeOeNor IpeBa,
Me3eHTepHuHuX JTuMHuX yBopoBa U y Kyndeposum henujama (78). ¥ makpodaruma jerpe
areHc je MPUCyTaH U 0caM JaHa HaKOH YHOIIEHa, alld C€ HEe PETUCTPYje Y CPpUaHOM MHIIKhY,

CNS-y n nnyhuma. M3nydyje ce kako ¢erecom Tako u ypuHoM (78).

1.2.2. Uuaykumja koautuca DSS-om

YuHu ce aa je 3a MHAYKIN]Y KOJIUTHUCA, Ka0 YOCTaJIOM U 3a M3a3MBambe KapIMHUMA KOJIOHA,
BpJIO BakHa MoJiekyicka maca DSS-a (79, 80). DSS-om Mory na ce M3a30By M aKyTHU H
XPOHUYHM KOJHMTHUC, IITO YIJABHOM 3aBHCH O] TNpUMEHEHE KOHIIHTpalluje pacTBOpa,
TYy’)KUHE U y9ecTaloCcTH aaMuHucTtpamuje DSS-a (77).

3a MHIYKIM]Y aKyTHOT KOJUTHCA KOPUCTU CE€ CEJAMOJIHEBHO TOjCHE MHUIIIEBA PACTBOPOM 2-



5% DSS-a y Boau 3a iuhe (75, 77, 81, 82). XpoHUYHU KOJUTHUC C€ M3a3MBAa KOHTHHYUPAHOM
anmuaucTpanujoM 1-2% DSS-a ca Bogom 3a muhe y myxkeMm nepuony Bpemana (75 ,77, 83,
84).

1.2.3. KiMHMYKHN mapaMeTpu M XHMCTOJOUIKA CJIANKA KOJUTHUCA U3a3BAHOT
DSS-om

KnuHuuka cnMka W XUCTOMATOJIOMIKK MapaMeTpu y MHIIjEM MOJENy IOJApakaBajy
KapaKTepUCTUKE YIIEPO3HOr KOJUTHCA KOJA Jbyau. Tako Cy akyTHe KIMHUYKE
MaHu(ecTaIyje: TyOuTaK TelleCHe Mace, Iujapeja, OKYITHA KPBapema, HAKOCTPEeIleHa JJ1aKa,
aHEeMHja a MOXE HACTYIMTU U CMPTHH Kcxol (85). Ha XUCTONOMKUM mpenapaTiMa ce MOry
YOUUTH: TyOMTaK MYyIMHA, JEreHepaluja W HeKpo3a enmuTenHux henuja na Ou ce HEemTo
KaCHH]j€ PerucTpoBaia HHPUITpaIMja JTaMHHE MTPOIIPHje H CyOMyKo3e HeyTpoduiIuma mTo ce

O0MYHO KapaKTEePHIIEe Ka0 KPUIITUTHUC 1A U aTlCLieC KPUMTH (2).

1.2.4. IIaTtorene3a DSS kosuTuca

Tayan mexanuzam kojum DSS mHHUIMpa KonMMTUC HUje A0 Kpaja pasjammmeH. DSS noBehasa
IIPOIYCTJBUBOCT MYKO3€ J1e0esor LpeBa 3a BeJIUKe MoJieKyJe yKbyuuBiun u cam DSS. Tako
ce MPBOT JlaHa Mo MOYETKY arnnupama DSS-a youaBa ryOuTak HEKMX KOMIIOHEHTH YBPCTUX
Be3a zonulae occludens-1 xoje npatu mojayaHa eKCIpecHja reHa U CUHTe3a WH(IaMaljCKux
uurokuHa (IFN-y, TNF-a, IL-1B, u IL-12) y 3uay upesa (86-90). Ipyru Mexanuzam, Koju He
UCKJbyUyje MPBOINOMEHYTY BapHjaHTy, 3aCHHBA C€ Ha JAMPEKTHUM TOKCHUKUM e(eKTUMa
DSS-a na henmje Myko3e KoyioHa, y MPWIOT dYera TOBOpPE W TPOMEHE HWHTECTPHHA-04 U
cy6jeaunnne M290 nckazaHux Ha enUTENHUM henrjama, IITo 3a MOCIEAUIly MMa OMETamke 1a
U TpeKu] uHTepakuuje oBux henuja ca uaTpaenurenHuM yoT mumdoruruma (91). Mako ce
mucnu aa yOT TuMQpOUUTH MPUCYTHU y €NUTENy L[PeBa YYECTBY]y Yy OUYyBamy U 3apacTamby
MYKO3€, yJIora OBHX henmja y matoreHe3n eKCIIEpUMEHTAIHOT KOJUTHCA MITaK HUje MMOo3HaTa
(92). He moxe ce 3aHEMapUTH HU yiiora OaKTepHja y MaToreHe3n 00JIeCTH MOr0TOBO Y CBETIY
YUIbEHUIIA Ja NpUMEHa METPOHUAA30j7a M LuIpodIioKcanMHa yOjakaBa CHMOTOME U
XHMCTOJIOIIKY CIHMKY aKyTHOI €KCIIEPUMEHTAJHOT KOJUTHCA, a HE Mema IapaMeTpe
XpOHUYHOT 00oJbema y mumena (93). Mnak, TauHa yinora oBux 0akTrepuja HMje HU H3/ajeKa

jacHa, HapouuMTO OcTaje 30ymyjyhe na O0OECKIMYEeHH MUIICBH TajeHd M0 CTEPUIHUM



KayTejama U mmojeHu pactBopoM DSS-a 3amo00ujajy Texak KOJIMTHC KOjU ce yOiakaBa Kaja ce

aTuIMKY]y aHTUTCHU TIOPEKJIOM U3 OaKTepHja Koje unHe HopManHy diopy 1pesa (93, 94).

Bpio je Baxkuo 3uatu ga T numdonutu (CD4" u CD8Y) usrnena ne urpajy 6utHy yiory y
MHTyKIWjU aKyTHOT KOJIMTHCA LITO CE 3aKJbydyje U3 ciieichuX YMIbEeHUIA: y CITy3HUIU 1IpeBa
ce 3amaxka cMameme O0poja CD8" T mum¢orura mok je mpucycto CD4™ T mumdporura
HEMPOMEHEHO TOKOM aKyTHT KOJIMTHCA U TO Kako koa BALB/c Tako u xox C57BL/6 mumieBa
(95); excriepumenTanau DSS komutrc ce moxke passute Uy SCID (enrn. Severe Combined
Immunodeficient) xao u CD4" neduumjentanx, NK (enrn. Natural Killer cells)-

neunujentaux u atumuaanx CD-1 mumiesa (enri. Nude mice) (96, 97).

1.2.5. henuje ypoljeHe UMYHOCTH y maToreHe3u akyTHor DSS kosutuca

VY maroreHe3u akyTHOr Konutuca m3azBaHor DSS-om yuectByjy DCs, makpodaru, NK u
NKT henuje, neyrpoduiu, eozunopuu u mactouutu (98).

HoBuju excrneprMeHTalHM TOJAalM jacHO TOKa3zyjy Ja cy Makpodard Bpio BaXHU Yy
uaayknuju akytHor komutuca (99). DSS ce Bpio Op3o Besyje 3a MeMOpaHe €HA030Ma
darouuTHux henuja, mro wHAyKyje aktuBanujy uH(piaamazoma NLRP3 (enrm. NOD-like
receptor- NLR family, pyrin domain containing 3, NLRP3). AktuBamuja NLRP3
uHGIaMa3oMa MHAYKYyje cuHTe3y MHpuamanujckux murokuHa: IL-1f u IL-18 koju cy cy
KJbyuHu Meaujatopu uHbuamanmje y DSS komurucy (100). ¥V mamem toky NLRP3 y3pokyje
U CHHTE3Y PEaKTHBHHUX KHCCOHHYHHUX jenuiberba (eHri. Reactive Oxygen Species, ROSs) y
oarosopy Ha DSS (101-104). DSS y makpodarama mnojayaBa ¥ €KCIpecHjy HHIAYLHOUITHE
cunTeTase a3otr moHokcuma (exri. Inducible Nitric Oxide Synthase, iNOS) ma he tako u
ocinobohenu azor monokcuaa (enri. Nitrogen Oxide, NO) yuecTBoBatu y pa3Bojy omreherma
TOKOM HHAyKIH]je KoauTuca DSS-om (105).

Tokcuuko omreheme enurena aedenmor 1peBa, ocMM IITO omoryhyje ymazak DSS-a y
cyOenuTenHy 30Hy U aKTUBAIM]y Makpodara, ykiama U 0apujepy 3a HHBa3Hjy OakTepuja u3
JyMeHa y CyOenuTesTHO TKUBO Y KojeM ce Be3yjy 3a TLRs uckazane vHa DCs u Tako akTuBHpa
oBe hemmje ma u oHe ocnoOahajy uHpnamanujcke murokuHe (IL-12, TNF-a) kxao wu
xemoTakTnuke nurtokuae MIP-1o (enrn. Macrophage Inflammatory Protein-1 a, MIP-1a),
MCP-1 (eurn. Monocyte Chemotactic Protein, MCP-1), CXCL1/KC u CCLI1 (enrim.
Keratinocyte-derived Chemokine, CXCL1/KC; CCL11) (106, 107). Cekpeunja mOMEHYTHX

XEMOTAKTHYKUX CYICTAaHIM MPUKYIJba HeyTpoduie, Makpodare u e€o3uHo(puie Ha MECTO



yinacka 6akrepuja y cydenuren kosiona (105, 106, 107, 108, 109). ITocebno 6utHY yiory y
(baronMTo3u MPOAPINX MHTECTHHAIHUX OaKTEepHja Urpajy HEyTpopHiIu Koju, ociobdahamem
mutokuHa (TNF-o, IL-1PB u IL-6) u ROS, nonpunoce pa3Bojy unpnamanuje, peayarupajyhu
temkuM omrehemem 3uaa aedesor npesa (108-110).

W in vitro u in vivo je moka3zano na NK henuje nmajy 3alITUTHY yJIOTy y OBAKO M3a3BaHOM
KOJHMTHCY U TO TaKO IITO CMamyjy perpyranujy u GyHkiujy HeyTpoduiia, mpu 4eMy Memajy
roJlapu3aijy ¥ IMTOKMHCKU Tpo(MI HaKOH AMPEKTHOT KOHTakTa henuja-hemuja mpeko
uaxuburopHor pernenropa NKG2A (111).

Macrouutd ¥ €03uHO(WIN Takohe HMajy BakHy yiIory y pasBojy koiautuca (111-115).
Macrouut npoaykyjy xuctamuH, Tpuntaze u TNF-o umme omoryhyjy Behm ymazak
HEYTPO(DMITHUX JIEYKOIIMTA U OCTaIKX hennja 3anabema y TKUBO Kosiona (112).

Eosunodunu ocnobahajy nepokcunazy u KaTjoHCKE MPOTEUHE YMjOM aKTHBHOLINY yTHUy Ha
omrreheme ciry3HuIle npesa, qonpunocehun nporpecuju konutuca (113, 114,115).

NKT henuja umajy nporektuBny ynory y DSS komurtuca (117, 118). Koanmunucrpamnmja
DSS-a u a-ranakrouepamuaa (o-GalCer), aktuBaropa NKT henuja, ybnaxaBa KIMHUYKY
CIIMKY, yCIIOpaBa pa3Boj O6ojectu u cMamyje omreheme TkuBa (116). NKT cy uznaman usBop
aHTU-3anajberckux 1urokuHa (TGF-f u IL-10). I1a tako agontuBHO Tpanchepucame NKT
henuja mperxomHo Ttperupanux ao-GalCer-om yoOmaxkaBa cummnrome Oomectu (115, 116

117).

1.2.6. lIuTOKMHM y NATOreHe3HW KOJUTHUCA n3a3BaHOr DSS-om

DSS y3pokyje nosehaBany ekcrpecujy IL-1pB, IL-12 u TNF-a (117). 3anaxajy ce moehane
koHnenrpanuje TNF-o, IL-18, IL-6 xao u IL-1B, y akyTHOj da3u ynmepo3HOT KOJUTHCA KOX
JbY/IM, a TIOCTOjJU ¥ MO3UTHBHA Kopenaiuja u3Mely KOHLIEHTpalKje OBUX HUTOKMHA U TEXKHUHE
6onectu (118-121). ¥V camom 3anabeHOM TKUBY, IOpe]l TIOMEHYTHX IIUTOKMHA, moBehaBa ce

ekcrpecuja rena u cekperuja IFN-y u 1L-4 (121, 122).



1.3. MagonaMuH 2,3 1€0KCUTeHA3a Y YJILUEPO3HOM KOJUTHUCY

Tpunrodan je eceHIMaTHa aMHHO KHCEIMHA KOja HWMa BHINE BAXHHUX CTPYKTYPHUX U
(YHKIIMOHATUX yJIora y racTpouHTecTHHaIHOM TpakTty (123). HeonxomaH je 3a cTabUITHOCT
henujucke MeMOpaHe W Be3WBamkE MPOTEUHA 3a BeH (PochOoTUnUIHN 1BOCIIO], jep Y BEIUKOM
npoueHTy u3rpalyyje TpancmemoOpancke nomene (123). Ilopen Tora, Tpuntodan je mpexypcop
ceporonnna (5-hydroxytryptamine, 5-HT), menatonuna u HuanuHa (123). Cucapu ra He
CUHTETHUIIY I1a jeé HEOMXOJHO Jia ra yHoce ucxpanom (124-126). Mneko, cup, IpBEHO MeCo,
jaja, puba cy Hamupnuiie 6orare Tpuntodanom (124). Ilocne Bapewa, Tpuntodan arncopOyjy
enuTenHe henmuje mpeBa, HAKOH 4Yera ce TpaHCHopTyje kpBoTokoMm (124-126). 3aBucHO o1
dbyHKIIMje 1 MeTabonmu3Ma, MmojeinHe henmuje uMajy paznuaute norpede 3a TpunrodaHoM, ma

je arncopriija u tucTpuOyIHja Tpunrodana CTporo KOHTporcaH mnporec (124-126).

Hatpujym 3aBUCHHM TpaHCMEOpaHCKM HPOTEMHH KOJjU Cy EKCIPUMHpAHU Ha alHuKallHoOj
MOBPIIMHU EHTEPOIUTA PETYIHITy ancopOuujy TupntodaHa Koju IMOKa3yje HajMambu
aguHUTET peMa oBUM npotenHuma (125, 126).

Tpunrodan ce merabonumie Ha Tpu HauuHa (122). Moxe ce moja /AejcTBOM MHUKpoOHoma
TpaHcPOpPMHUCATH Yy JUTaH] XUIPOyribeHndHor apui peuentopa (AhR), koju mema dyHKIHje
enuTeNHe Oapujepe LpeBa W PEryiuiIe UMYHCKY XomeocTasy y npeuma (122). Ocum Tora
TpunToaH XUAPOKCHIIA3a pEryjulle MNPOAYKIH]y CEpOTOHHMHAa W3 Tpunrtodana, a IDO
pasrpahyje Tpunrodan kuHypeHuHCkHM mytem (122). Mertabonutu TpunrodaHa umajy
BaXHY YJIOTY Yy peryianyju GpyHkIHja enuTeaHux henuja 1 odyBamy HBUXOBE BHjaOUIHOCTH

Ka0 ¥ Y MOJIyJIallij! KMYHCKOT OJIFOBOpA y TACTPOMHTECTUHAIHOM TpakTy (122).

IDO y cBojoj rpahu canpxku xeMm (127). Tpunrrodan ce mox nejcteom IDO-a kouBepTyje y N-
(OPMHUIIKMHYPEHUH HAKOH Yera ce CIIOHTAHO pa3iake Ha aKkTUBHE MeTa0oJIuTe Kao MITO cy 3-
xuapokcukuHypernt (3-HK), aHTpaHWIHY KHCeNUHY, KHHYpeHHHCKY kucenuHy (3-HAA),
MUKOJIMHCKY M XMHOJIOHCKY KucenuHy (QA) koja je yjeAHO M IpPeKypcop HMKOTHHaMUJ
anenuH auaykineoruaa (NAD+) (126). Ilpoxyktu kuHypeHnHCKOT Tyta NAD+ u aneHo3uH
tpu ¢ocpar (ATP) yuectByjy y cTBapamy eHepruje 3a hemujcku merabonusam, ma je
IDO/kunypenucku myT OutaH 3a BHjaOwiHOCT W mposmdepanunjy hemuja (126). IDO ce
NpoAyKyje y Bulle helujcKux THUIIOBa M OpraHa yKJbydyjyhHM M racTpOMHTECTHHAIHU TPAKT

(127-131). Enurenne henuje, pubpodiacTu, Me3eHXUMCKe MaTHUHE helnje Kao U UMyHCKe



hemje mpoaykyjy IDO (130). Hajseha aktmBHOCT OBOr eH3uMma 3a0enexeHa je y
neHaputckuM henujama, makpodarumma, B mumponmtuma, NK henmjama, aktuBupanum

MOHOIMTHUMA, rpanysouTMa (129-132).

[Topen karabonmusma Tpuntodana, IDO je Baxkan mMosiekyn 3a mpeHoc curHaia (133). IDO
noceayje aBa wHXuOUTOpHA perentopcka MoTuBa (ITIMs), koju HakoH ¢dochopunanmje
JIeNyjy Kao MecTa 3a BE3WBAE PA3MYUTHX MOJICKYJa, NMPU YeMy C€ aKTUBUpPA MO3UTHBHA
(TpaHCKpUINIMja) WM HeraTMBHa (IOCTTpaHcIanuoHa) wmoxaymanuja I[DO-a  (133).
Momnekysckd mMaOJIOHW KOjU TMpoayXkaBajy Bpeme nonyxkuBora IDO-a onpxkasajy
HMYHOCYIIPECH]y JIOK MOJEKYJIH KOju ckpahyjy Bpeme mnonyxuBotra [DO-a anHynmpajy

UMYHOCYTIpECUBHE eeKTe U mpomoBuity uHpaamanujy (133).

Kox smpymu, nopen IDO-a, y nmojequauM TKUBHUMa MeTa0oM3aM TpurnToaHa KaTaausyjy u
IDO2 u tpuntodan 2,3 amokcurenazy (TDO) (129). TDO ce mpoaykyje y jeTpu Tae
KOHTpOJIHILE KOHIIeHTpaIHjy Tpunrodana 1ok je IDO2 nerekroBan y rnanentu (129, 131).
Pefefferkorn je mpsu mokazao umyHomomynamujucke edpekre IDO-a memonctpupajyhu nma
pexombunanTHu IFN-y waxubupa pact Toxoplasmae gondi y pubpobmactuma nomahuna
nocine pasrpaname tpunrodana (134). AkyMmynanuja TOKCUHYHUX MeTa0oInUTa KUHYpeHuHa (3-
HK, QA, 3-HAA) orpanuuunia je pacT OBOT MHTpAlEIyIapHOT Mapa3uTa, YUMe je MoKa3zaH
3navaj IFN- y y axtuBammju IDO/xkunypennnckor nyra (134). Hakon BesuBama IFN- y 3a
CBOj perentop jgona3u g0 aktuBanuje Janmyc kuHaza (Jakl wm Jak2), mro omoryhyje
¢dochopunanujy M auMmepusalujy TNPEeHOCHMKA CHUTHajla ¥ aKTUBalMje TPaHCKpHUIIKje
(STAT1), xoju HaKOH yJacka y jeApo UHAyKYje npenucuBame reqa 3a IFN-y (134, 135). IFN-
Y je HajmoTenTHUjU aktuBarop IDO-a (134, 135).

1.3.1. Umynomoayanuja IDO/kMHypeHMHCKEM MyTeM

VY npBum cryaujama nosehana aktuBHocT IDO-a, koja y3poKyje akymysalnujy KUHYpeHHUHa,
rocMaTpaHa jeé caMO Kao BakaH MexaHu3aMm henujckor Merabosii3ma 300T yTHIdja Ha
nponykuujy NAD+ u ATP-a (135, 136). Mehyrum, Benuku Opoj eKCIEpUMHETATHUX CTyAH]ja
je 3atuM mokazao aa IDO noBoau 110 JOKanHe Jemienuje TpunropaHa u “u3rialmuBama’
hemje mox merabomutu kao mto ¢y 3-HAA, KYNA, QA u 3-HK nupextHo muxubupajy
nponudepannjy aktuBupanux T u B numdornura mro cynpuMupa credeH UMYHCKH OJATOBOP

(137-139). IloceOHO je 3aHMMIBMBA YHMIGEHHIA J1a Cy Ha amonTo3y Koja je WHIyKOBaHa



IDO/kunypeHnHCKUM myTeM moceOHo oceT/buBH Thl mumdorutu koje mpoaukyjy IFN-y y
nopehewy ca Th2 mumdpornuruma koju mpoaykyjy IL-4 ma Tako KMHYpEeHHH CEIEKTUBHO
yBoay y anonto3y Thl nmumdponure mocpeacrsom Fas nurannga mro akTUBanujoM Kacrase-8
ocno6aha nuroxpom C u3 mutoxouapuja (140). C o63upom na cy Thl nmumdonutu riaBHA
n3Bop IFN-y Moryhe je 1a ce BUXOBUM CEIEKTUBHUM YCMphUBameM ojjpkaBa OanaHc nusmehy
Thl u Th2 henuja (140).

IDO je xpyumjanan y komyHukanuju usmelly DCs u naumBHux T mmmdormra jep DCs
nojayanoM mpoaykuujom IDO-a cTBapajy KHHYpEeHHMH INTO IPOMOBHILE CTBapame U
excrman3ujy T perynaropuux numdonuta (Treg) m Ha Taj HAYMH WHAYKY]Y M OApP)KaBajy
uMyHCKy Tonepanuujy (141, 142). Haumme, KUHYpEeHHH TNPOMOBHINE EKCIPECH]Y
tpanckpunmuonor (akropa FoxP3 (Forkhead box P3, FoxP3) koju ompene/byje HauBHE
CD4+ T mumdornure ka umyHocynpecuBauM CD4+FoxP3+Treg nmumdonuruma (135, 140,
142).

Toxkom munmmjanae axtuBanuje mupyjyhux Treg myrem T hemmjuckor penentopa (TCR)
curHaiau npeHetu npeorenH kuHazom B (PKB/Akt) m myrem mTOR (enri. mammalian
Target of Rapamycin) Mory na aectadbuinnu3yjy UMyHOCYIPECUBHU (EHOTUI OBUX hesuja u na
ux penporpamupajy y unduamanujcke T henuje (139, 143, 144). Hucke koHieHTpamnuje
TpuntodaHa y JIOKAIHO] MHUKPOCPEAMHH aKTUBUPAjy NIyTeBe cTpeca ykibydyjyhu GCN2
KMHa3e 4yuMe ce cynpumupajy curHamau nyteBu Akt/mTOR2 (143). Ha cimyan HaumH
nosuieHa aktTuBHocT IDO-a aktuBanmjom GCN2 kunaza nenyje Ha  nmanue TCR kommuiekca
aKkTUBUpaHUX IUTOTOKCMYHUX CD8+T numdonurta, yume ce oMeTa HUXOBAa aKTUBAIMja U
uuTotokcuyHoct (139, 144).

[Topen nupexTHOr MMyHOCynpecuBHOT edekra Ha aktuBupane T hemmje, IDO yuectByje u y
uHTpahenInjcKoj CUTHAJIM3alMjU Kajla OJp)kKaBa peryianujckd (EeHOTUN IUIa3MOLMTOMIHUX
DCs (pDCs) (145). Ose henuje cy 6utan nzBop IFN-tun 1, koju cy cnocoOHU Aa MOKpeHYy
ekcripecrjy reHa 3a mnpoaykuujy IDO-a mTo kao mocieamity uma ekcmaH3ujy Treg
mumdonura (145). OBaj mpouec je aenom perynucan aktuBanrjom AhR (Aryl hydrocarbon
Peceptor) (133, 146). Hakon mto IDO nemuerupa tpuntodat, METabOIUTH KHHYPEHUHCKOT
myTa ce MoHamajy kao jura"ay 3a AhR mro noBoau 10 merose TpaHCIOKalyje y jeapo. ¥
jeapy AhR uHnyKyje TpaHCKpHILHM)y UbaHUX TeHa Mely kojuma je u FoxP3 mto pesynrupa
reHepucameM FoxP3+Treg numdornura (133, 146, 147).

ITopen renepucama HOBuX Treg mumbonurta, IDO/KUHYpEHUHCKUM IyTeM KOHBEPTY]Y ce€
uHpnamarujckn CD4+T nmumbpouutu y Treg (148). Umynomonynatopue DCs crumynucane

TGF-B popmupajy unrpahenujcku ckadoia 3a Koju ce Be3yje Src XOMOJIOTH PErMoH ca JIBa



docdaraszna gomena (euri. Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1) koju
nedochopunuiry NpoTeuHe y TpaHCAYKIIMOHO] kackagu CD4+T nmumdonnTa u KOHBEpPTYje HX
y umyHocynpecuBe Treg mumdornure (148). V nmumdpuum yBopoBuma IDO onemoryhasa
kouBep3ujy FoxP3+Treg y Th17 mumdonure (koje 6u nmpoaykoBasie 1L-17) mro pe3ynrupa
akymymnanujom Treg y mepudepnom tkuBy (141, 148). Treg mpoaykyjy IL-10, TGF-B na
nosasu o cynpecuje Thl (IFN-y+) u Th17 (IL-17+) henuja (141).

IDO nopen Moaymamnuje CTe4eHOT UMYHCKOT OJIr0BOpa, Moysiupa u ypoherny umyHoct (149).
IDO mpomoBwuiie KOHBep3ujy HH(pIaManujuckux M1 y anTepHaTHBHO akTHBUpaHe M2
Makpodare koju mpoaykyjy IL-10 m TGF-B (149). Merabonutu KUHYpPEHHHCKOT ITyTa
aktuBupajy Akt m MAPK xunaze p38 curHamHor myra y MacTOUTHMAa INPH YeMy Ce
ociobahajy neykorpujern u mpocrarnanauau mehy kojuma je u PGE2 koju je Hapouuto

6uran 3a cynpecujy nutorokcnyHux NK henuja (149).

1.3.2. Moaynauuja uMyHcKor oarosopa IDO/KHUHypeHHMHCKHM myTeMm Yy
YJALEPO3HOM KOJIUTHCY

henuje xoje cy cnocoOHe na npoaykyjy IDO To ynHe M KaJx Hema 3anajbema, J1a Ou y TOKY
nHpnamanuje 3HadajHo moBehame oBy cuHTe3y (150). Kom mamujenata o0omnenux of
nHIaMaMjUCKUX OOJIECTH LpeBa Kao M Yy aHMMAaJHUM MOJIEIMMAa M3MEpEeHe Cy 3HauajHO
Behe konrentparuje IDO-a (141, 150-152). Hakon ¢apmaxosomke waxubunuje IDO-a nin
nernnenujoM rera 3a IDO 3HayajHO pacTe MOPTAIMTET >KUBOTHHA KOjUMAa j€ WHAYKOBAaH
koiutuc 2,4,6-tpunutpobenseHcyndonckoM kucenuHoM (TNBS) wim DSS-om (141, 150,
151). IloBehane cepyMcke KOHLEHTpallMje KMHypEeHHWHa IpaTh 3HadajHo Behu Opoj Treg
auM(OIUTa y KOJOHY IIITO JAOBOJM 10 yoOnaxaBamwa uHdmamanuje (153). Wolf u capagauim
Cy IpBH MOKa3zanu mnojayany npoaykuujy IDO-a y mononykneapuum henmmjama (CD123+)
Koje uHOpuaTpuuly cyOMyko3y kosoHa (154). AHanum3zom OuonTata Ciay3HHUIE KOJIOHA
nanujeHata obonenux ox UC-a nokasano je na cy CD123+ pDCs rnaBuu uzsop IDO-a koju
yTude Ha akTtuBupane T numdouure u cmamyje omrehewme Mykosze (132). Iloehana
aktuBHocT IDO-a je 3abenexena u y cyomnonynauuju CD8o+ pDCs, kao u apyrum
cyonomymnanujama CD16+, CD56+, CD80+, CD103+, CD123+ perynamujckux pDCs (132).
Jlox cy xon mwmmeBa jemaH on riaaBHux u3Bopa IDO-a CD103+DCs notne xox Jbyau
nonynainuja CD123+pDCs koja npoaykyje IDO gunu 0,2 no 0,8% henuja nepudepHe kpaw,

Koje oja3e Ha MecTo MH(prIamanuje u MHAYKYjy Toiepanuujy (132). DCs koje mpoaykyjy



IDO excnpumupajy y Benukoj mepu TLR7 m TLR9 penenrtope (155). Hakon cumynrane
aktuBanuje aronuctuma TLR7 u TLRY aktuBupane DCs koioHa mojayaHo €KCIIPUMHPA]Y
IDO umme ybnaxkapajy konutuc MmumeBa (155). Curnamam myr IFN-y/STAT-1 je y
aktuBupanuM DCs Beoma Oumtan 3a mpoaykumjy IDO-a mTo je mokazano y STAT-1
neUIjeHTHIM MUIIIEBUMA KOJI KOJUX ce He Oelle)ku akTUBHOCT oBor eH3uma (156). Ilojauan
umyncku onroBop Thl mosehaBa kounentpanuje IFN-y u moxctude ekcnpecujy IDO-a y
CD103+ DCs, ok mojauan UMyHCKH oaroBop Th2, kome je CBOjCTBEHA MOjayaHa MPOIyKIIHja
IL-4, maxubupa npoaykuujy IDO-a y DCs npesa (157). CD123+/IDO+pDCs sbyau u Munimje
CD103+/DCs npoaykyjy Benuke konumunae IDO-a koju korBepryje epekropcke Thl u Th17

mumdorute y Treg unme ce cTBapa UMyHOCYIIpEeCHMBHA cpennHa y kojony (141, 158).

[Topen DCs nojayana aktuBHocTH IDO-a je neTexkToBaHa M y €MUTETHUM henmujama KOJIoHa,
HapoOuYUTO Ha 000JMMa yIlepaluja, IITO HaBOIU Ha 3akjbydak aa IDO uma OUTHY yiory Uy
mpoliecuMa 3apacrama omrehene mykose (159).

[lopen omucane KOHBep3HWje aKTHUBUpaHUX HWHGpIaManujuckux mumdonuta IDO uma u
aHTUMHUKPOOHH eekat y kosony (159). ITomro ce IDO npoaykyje HajBHIIE Y IpeaeTuMa Tae
je emmrtenHa Oapujepa omreheHa, oBaj MOJEKyN JAemeujoM TpunrodaHa oHemoryhasa
pa3MHOXKaBamke U Mpoaop OakTepuja uuja mponudepainuja 3aBucu o Tpunrodpana (159).
[Topen Tora, oBaj €H3UM pPETyJIHIIEe U UMYHCKH OJrOBOp Ha KOMeHcaimHe Oakrepuje (63) u uma
OWTHY yJIOTy Yy MHTEpakuuju u3Mely mpoOmoTckux Oakrepuja m mMyHCKor cuctema (160,
161). Takohe, je y ekciepuMEHTAIHOM MoJieNly KonuTuca naaykosaHor TNBS-om nokazano
na Bifidobacteria mosehaBa npoaykuujy IDO-a y DCs kojoHa IITO 3a HOCICIHUIy HMa
excrian3njy Treg mumdonuTa u yonaxasame koiautuca (161).

HenaBue cryamje cy moxkasane na cy, nopea DCs u enurennux henwja, 1 MSCs 3Hauajan

uzsop IDO-a (162, 163).

1.3.3. IDO y ycHOj ayn/bu

HcrpaxuBama cy nokasana aa IDO cmamyje nHpnamanujy u y ycHoj aymbn (164-169). IDO
NPOJIyKYjy TMHTHBAIHU (PuOpoOmacT, Me3eHxumcke martuune hemuje runruse (G-MSCs),
Me3zeHxuMcke MatuyHe henuje 3yOHe mynme (DP-MSCs), me3enxumcke martuuHe hemnuje
nepuooHTanHor auramenta (PDL-MSCs) kao u DCs koje cy uHGHUITpHUCaHe TKUBO OpaTHUX

ne3uja (170). IDO ce kKOHCTaHTO MPOAYKYje Yy TMHTUBHU JbYIH, & HErOBa E€KCIIpecrja pacre



TOKOM XxpoHuuyHe mapomoHTomnatuje (170). ExcriepuMeHTamHo je Joka3aHo aa OaKTepHjCKH
NPOAYKTH M HMH(]IaAMalMjCKU MUTOKWHU TOjadaBajy npoaykuujy IDO-a y mapomoHTamHUM
nesujama (164-167, 170). Hakon akTtuBanuje TuHruBaiHux ¢uodpodnacra, G-MSCs, DP-
MSCs, PDL-MSCs kao u DCs, LPS-om wimm IFN-y cBe oBe henuje npoaykyjy IDO u Tako
cynpuMupajy  ekcnansujy — uHpmamanujckux — CD4+T-bet+IFN-y  (Thl) kao wu
CD4+RORyT+IL-17 (Th17) numdorura u koHBeptyjy ux y Treg numdonure, crBapajyhn
UMYHOCYNpECHBHY  MuKpocpeauny (167-170). Matuune henuje  u3010BaHe U3
nepuanukaaux Jjesnja (PL-MSCs) cy cmocob6ne ma, mocpeactBom IDO-a, renepuiry
toneporenu ¢enorunn DCs koje, 3atum, 300r CMameHE ajJOCTHUMYJIAIUjCKE AKTHBHOCTH
uHAYKY]y aneprujy edexrtopckux Thl numdponurta n excnansujy uMyHOCynpecuBHHX Treg

mumMponuta (168).

1.4. MSCs y Tepanuju yJiepo3HOr KOJUTHCA

MSCs, cy ce y OpojHUM €KCIIEpUMEHTATHUM W KIMHUYKUM CTyadjama, TOoKaszaje Kao
NOTEHIMjaJTHO HOB Tepanujcku areHc 3a mopxynauujy UC-a (171). Cmatpa ce na MSCs
MOCeyjy BEIMKHM TOTEHIMjal 3a JICUCHhE YILEPO3HOTI KOJUTHCA 300T CIIOCOOHOCTH Ja ce
mudepeHtyjy y enutenHe henmje mpeBa, Aa MOTCHIHMPAjy aHTHOTCHE3Y W HajBaXHUjE, Ja

MoCeyjy n3pa3uTa UMyHOCYIpecuBHa cBojcTBa (172).

1.4.1. IudepentoBame MSCs y enutesiHe hesmje npesa

Komynukaruja MSCs ca enutennum henujama npeBa U ca MMyHCKMM hennjama OMTHa je 3a
oJpkaBaBame Xxomeocrase npesa (173).

Y in vivo excriepumentiMa MSCs H30510BaHe M3 KOCTHE CPXKH Cy ce audepeHTOoBaie y
enutenHe henuje y mpuUCYCTBY (akTopa pacta keparuHormra (eHri. Keratinocyte Growth
Factor, KGF), xemarorura (eurs. Hepatocyte Growth Factor, HGF), enmugepmantor ¢akropa
pacta (enrn. Epidermal Growth Factor, EGF) u uHciauny-cindHor dakTopa pacrta (EHI.
Insulin-like Growth Factor-Il, IGFII) (174). Y3 to, pe3yaTaTi NOjeIMHUX CTYAH]ja YKa3yjy U
Jla HaKoH Tpacmuiantanuje, MSCs monpumajy ocoouHe pe3uaeHTHUX henuja mpesa ¢y3ujom, a

He nudepeHToBameM y enurtenHe henuje (175).



1.4.2. Yaora MSCs y aHrnorenesu

MSCs mory na MNOJACTaKHY aHTHOTEHE3y HPOAYKIMjOM HEKOJIUKO MPO-aHTHOTCHETCKUX
dakropa: PakTop pacra Backyinapror engorena- VEGF (enrn. Vascular Endothelial Growth
Factor), basuu ¢akrop pacra ¢pudbpobmacra- bFGF (enrn. basic Fibroblast Growth Factor),
[Tnanenranuu ¢akrop pacra- PGF (enrn. angiopoietin-1, Placental Growth Factor), ®aktop
pacra nopeksiom u3 tpomborura- PDGF (enrn. Platelet-Derived Growth Factor), TGF-B, IL-
6, ®dakropa pacra enumepmuca- EGF (enrn. Epidermal Growth Factor), d®akrop pacra
xemarouuta- HGF (enrn. Hepatocyte Growth Factor), XemoTakTHuKy MPOTEHH MOHOLIUTA-
MCP-1 (eurn. Monocyte Chemotactic Protein-1) uume mnoactuuy mnposudepanyjy
(YHKIIMOHATTHUX EHAOTSIIHUX henmja W Tako WHIYKY]y HEO-BacKyJIapu3allhjy BaXKHY 3a
perenepanujy TkuBa (176). MSCs, KynaTuBHCaHE Yy IIOCEOHHMM YyCIOBMMA, IOCEAYjYy
MOTEHIIMjal 1a ce Tudepentyjy y eHnoTente henuje u ga CTBOpe KalmuiapHy MpExy, Kako je

notepheHo in vitro u in vivo (177, 178).

1.4.3. Imynomoayaanujcka ceojcrea MSCs

MSCs Mory, AMpeKTHUM KOHTAKTOM Kao M MPOAYKIIMjOM COJYyOMJIHMX MeaujaTopa, Aa yTUdy
Ha henmuje umyHckor curema. MSCs cynpumupajy uHbnamanujcke M1 Makpodare u
IIPOMOBHUITY HHUXOBY KOHBep3Wjy y uMmyHocynpecuBHe M2 hemmje (179). Taxohe, MSCs
cynpumupajy caspeBambe DCs U Mewmajy BHHUXOB LUTOKMHCKA HOPOQHI Tako IITO
nuuHXUOupajy npoaykuujy npouHgnamanujckux (IFN-y, IL-12), a moactudy nmpoaykuujy
anTu-uHQnamanujuckux uurokuHa (IL-10) mTo pesyntupa cymnpecujoM epeKTOPCKUX
¢ynkuuja mHpmamanujckux T mumdponmra (180). MSCs Memajy HMTOKMHCKH MPOQUIT
CD4+T numdonura Tako mWTO CynpuMupajy cunte3dy uutokusa (IFN-y, IL-17) cBojcTBeHMX
Thl u Th17 numdonuruma nok noactuuy npoaykuujy IL-4 u IL-10 kapakTepucTHUHUX 3a
epexropcke Th2 numdorure (181). MSCs mory na unxubupajy nponudepaunjy Thl u Th17
epexTopckux  JumdouuTa  aktuBanujom  PD-1  pemenrtopa, J0K  IPOAYKIHjOM
Tpanchopmumryher dakropa pacra-p (enrn. Transforming Growth Factor-g, TGF-f) nm IL-

10 nosehaBajy unduntpar Treg numdonura y npeBuMa yuMe CynpuMupajy HHQIaManujy



(182). MSCs cy mo3nare kao nmoteHTHH u3Bop IDO-a (183, 184). Hakon ctumynanuje IFN-y,
MSCs npoaykyjy IDO, nmpu uemy unxubupajy T um B henmjcku oaroBop m mHXUOHpajy
IUTOTOKCUYHOCT, TNpojudepanujy ¥ NPOAYKIH]y HUMyHOmoTeHuupajyhux nurokmaa NK

henuja (185-192).



2. IUJBEBU NCTPAKNBAIBHA

['maBHM 1MJb OBOT WCTpaxkuBama je na ce umcrnmra ynora |IDO-a y HacTtaHky W pas3Bojy

YIALEPO3HOT KOJUTHCA U MHAYKIIU]HU pereHepaiuje omrehene ciry3Hule.

CaryiacHo OBOM reHepaTHOM LUJbY YTBph)EHU Cy U eKCIIepUMEHTaIHH 3aXTEBU:

1. UcnutaTn mosekyincke Mexanm3me kojuma IDO mojactuye pereHepaljy Mykose IHpeBa

KO naunjeHaTa obonenux O YJIILICPO3HOI' KOJIUTHCA.

2. Ucnuratn MoryhHOCT oxpehuBama KOHIEHTpalyje KHHYpEeHHHA y cepyMmy, ¢erecy, u
CYJIKyCHO] TEYHOCTH Kao HOBOT IHMjarHOCTHYKOT TapameTrpa 3a npaheme pereHepanmuje

CJIY3HUIIC LIPEBA KO oboenux O YJILICPO3HOI" KOJIHUTHCA.

3. Ucnuratu 3nauaj IDO/KMHYpEHWH CUTHAIHOT IyTa Y HUMYHOMOIYJAIMjH YILEPO3HOT

KOJIUTHCA MC3CHXUMaJIHUM MaTUYHUM heijaMa.



3. TAIHIMJEHTHU, MATEPUJAJI U METOJE

3.1. llauujenTn

VY 0BOj CTyIWju yYECTBOBAIIO j€ YKYIHO 65 mamujeHara 000IenuX Of YJIIEePO3HOT KOJIUTUCA
(38 mymkapamna u 27 xeHa), mpoceune crapoctd 50 roguHa (y orcery on 23-79 roauHa).
Takohe, cucteMoM ciydajHOT 0J1labupa y CTYIU]y Cy YKJbYUYEHE 3/IpaBe 0co0e Kao KOHTPOIHA
rpyna. 11 mymkapana u 9 xeHa, npoceuHe crapoctd 48 roauna (ox 25 no 75 roauna)
nperiiegane cy y npocropujama Knuanukor nenrpa Kparyjesar. Ob6onenenu o yimepo3HOT
KOJIUTUCA CY CBPCTaHU y JBE TpyIie: 000JIeNH ca MPOrpecuBHOM Ooieinhy M ManujeHTH ca
CIIOHTAHOM pETeHEpallijoM CIIy3HHIIC LIPeBa, a CBPCTaBaHU Cy y Tpyle Ha OCHOBY Mayo

CKOpa, EHI0CKOIICKOI Hajla3a, XUCTOJIOIIKe U KianHudke rnpoieHe (Tabena 1) (193, 194).

@dpekBeHIHja MPaKkEeHa [PEeBa PexranHo kpBapeme
0- Hopmanna 3a manujeHnra 0- Hema xpBapema
1- 1 o 2 cronuie BUllle HEro yoOHU4ajHO 1- KpBapewe y Mame 01 10J1a IPaKHEHha
2- 3 10 4 croJviie BUIIE HETO YOOHYajHO 2- CBexe kpBU y BehuHU eBakyarmja
3- IpeKo 5 cToNHIIa BUIIE HETO YOOMYajHO 3- CBexa KpB IPHUITUKOM CBUX €BaKyalldja

Ennockoncku Hanas

0- HopmanHa mykosa, pemucuja I'mobanHa MeIMIIMHCKA MPOLICHA
1- bnaxxu o6nuk (eHaHTeM, U30pUcaH
BacKyJIapHH I1a0JI0H) 0- HopmaitHo
2- VMepeH o0k 0onecTr (M3pakeH EHaHTEM,  1- Biar o6IIuK
M30pUCaH BacKyJIapHH IIa0JI0H, KPXOCT 2- YMepeH 06/mK
CITy3HHIIE, epO3Hje) 3- Texu 00IHMK
3- Texxu 061Uk 60NecTH ( CIIOHTAHO KPBapemhe,
yJLepanuje)
Cxkop(mioeHn) O30uspHOCT OoNecTH
<2 Knmuanuka pemucuja
3= bnar obaux




Tabena 1. Mayo knunuuku ckop

Kononockonujy je paauo jenaH racTpOGHTEPOJIOr [OK Cy MpOIEHY cTama OO0JecTH u
CKOpHUpame, HE3aBUCHO jeJlaH O] IPYror MpoleHkUBalia J1Ba racrcrpoeHTeposora. Obomnenn
Koju cy Mayo ckopom, o oriere 3 WM 2 MpenuIy y orcer onemuBama | u 0 kaTeropucanu
Kao TAIMjeHTH Ca CIOHTAHOM PETeHPAIMjOM MYKO3€ JIOK MAIUjeHTH ca OIeHOM 2 U 3 cy
KaTeropucaHu Kao MAalMjeHTH ca MOTrpecHUBHUM oOnukoM Oonectu. KiuHMuku ckop je
ycTaHoBJbeH Ha ocHOBY Truelove and Witts nnaekca knunnuke aktuHoctH (195) (Tabena 2).
Xwucronomku ckop Oomectu je oapehen Geboes-oBom ckamom (196). Ilamujentu ca
JINjarHOCTUKOBAHUM KOJIOPEKTATHUM KapiimHoMoM u KpoHoBoM Oosnenthy cy UCKJbydeHU W3
crynuje. Of manujeHata cy y30pKOBaHH OHWONTAT HpeBa, (ermec M KpB, JAOK je OJ 3ApaBUX
naryjeHata y30pKOBaHa cTojuIla W KpB. MccnutuBama cy wusBeneHa y: KimHuium 3a
I"actpoenteponorujy, Knununukor nentpa Kparyjesai, LieHTpy 3a MOJeKylcKy MEIUIIMHY U
UCTpaKUBamke MaTudHuX henwje, dakynarera MEIUIMHCKHX HaykKa, YHHUBEp3UTETa Y
KparyjeBuy. ETHukn KOMUTETH OBHX ycTaHOBa OJOOPHIIN Cy M3BOhEHE OBOT MCTPaKHBambHa
(omoOpeme Opoj 01-5149 ox 18.05.2015. roaune). On cBUX ydecHHKa CTyauje n00HjeHa je

IIrucCaHa CcariaCaHoCT.

[Ipaxxmeme npesa <4 >6
Temmnepatypa Hopmanna >37.5 2X I1HEBHO
Cpuana (pexBeHIHMja <100 >100
XeMornoOuH Hopwmanno <75%
Kpsase cTonune [ToBpemeno Yucra xpB
CemumenTanmja (mm) <30 >30

Taoena 2. Truelove and Witts unoekca Kiunuuke aKkmueHocmiu



3.1.1. Y30pkoBame CYJKYCHe TEYHOCTH OJ 000J1eJIMX O] YJUEePO3HOr
KOJIMTHCA U 3PABUX KOHTPOJIA

JlaH HaKOH KOJIOHOCKOIMHM]j€ O]l 000JIeNUX je y30PKOBaHA CYJIKYCHA TE€YHOCT U3 TMHTMBAJIHOT
cyskyca ocam 3y0a. [lo aBa mpenma u 1Mo aBa 604Ha 3y0a y TOPHO0] U JI0H0] BUIIMIH. 3yOu
HUCY OWJIM MPETXOTHO KOH3EPBATHBHO 30pHIbaBaHU, HUCY MMAIIM MapOJOHTAITHE [IETIOBE U
CyJKycH HUCY Omnu y0sbu on 4 munmumeTpa. [Ipe y3opkoBama, YKIOHEHE Cy Hacliare, 3you
CY U30JIOBaHU MAMUPHUM ITIOCHUMA, TIOCYIICHA U Y THHTUBAJIHU CYJIKYC j€ YHET ariCOPIIIHOHU
narp (Periopaper,Pro Flow, Amityville, NY, USA). Amncoprmuonu manup je ap:kad 30
CEKyH/IH, HaKOH dYera je mpebaueH y enenopd tyOy ca 150 mukponurapa FBS-a (fetal bovine
serum). ATICOPNIIMOHM TAlUpHU KOju Cy OWJIM KOHTAMHHHUPAHH KPBJbY, KOHKPEMEHTHMA,
IJbYBAYKOM MJIM HAcllarama Cy oJ0aluBaHU. Y30pIli Cy BOPTEKCOBAHH, U LECHTPU(PYIUPAHU

Ha 1500G, Ha 4°C, 5 munyTa. 3atum cy ckiaaaumTenud Ha -20°C 1o ananuse (197).

3.1.2. Mepewe UMTOKHHA, ¢eKkaJHor kajanorerkruna, CRP-a nu
KOHLEHTPaja KHHYPEHUHA y CepyMYy, CTOJIMIM U TMHTHBAJIHOj TEYHOCTH
nanMjeHaTa ca yJiepo3HuM KOJUTHCOM H 3IPaBUX KOHTPOJIa

JlaH mpex KOJOHOCKONMjY je OJ MalujeHaT y3UMaH y30pak KpBU M croiuue. M3 kpBu
naiyjeHaTa u30JI0BaH je cepyM LeHTpudyrupemem, Ha 4509, 10 MmuHyTa, KOJU je YyBaH Ha -
80°C. PempesentatuBHu nenoBu crtonuie (5-10g) KONEKTOBaHM Cy Y CTEPUIHUM
KOHTEJHEpHMa M OJIMEPEHH TaKo na OM ce HaKOH pacmojene y anukBorama (mo 1g)
pecycreHIoBali KOKTelIoM HHXuOuTOpa mpoteasze (protease inhibitor cocktail- SIGMA,
P83401), pazonaxunu y ogarocy 1:100 u motom riearpudyrosanu Ha 1500g y Tpajamy of et
MuHyTa, npu Temnepatypu oa 4°C. IlokynsbeHH cynmeHaTaHTH cy MoToM uyybaHu Ha - 80°C
(198). Konnentpanuja dakropa Hekpose Tymopa (enri. Tumor Necrosis Factor o, TNF-a),
unrepnaeykuna (eura. Interleukin) - 10, CXC motif chemokine 11 (CXCL-11) u IL-17,
¢exanHor kammporerktuHa M 1l peaxtuBHor mnporenHa (CRP-a) m3mepenun cy ELISA
komepuujaauM kutoBuma (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), npema ymyrcTBUMa
npousBohaua. Komeprujanuum ELISA kutoBuma mepunu cmo konnentpanuje IFN-y, IL-18,
IL-17, IL-23, IL-12, CXCL11 u IL-10 y cynkycHoj Teunoctu. AktuBHocT IDO je yTBphena

CTIIEKTOMETPH]CKUM MepermeM KuHypenuHa (199).



3.1.3. Anaau3a ¢genoruna heauja u30/J0BaHUX U3 JaMHHe NPONPHje TKUBA
naedesIor peBa NanujeHaTa 000JeJIMX 0/ YJILUEPO3HOT KOJUTHCA

@enotun KonoH-uHGuATpUIIyhux henuja, noOujeHnx W3 OWoNTaTa LpeBa MalHjeHaTa ca
YIIEPO3HIUM KOJHTHCOM aHAIM3HMPAH je MPOTOYHOM IUTOMETpUjoM. buonratu cy omnpaHu
tpu myra y HBSS-y (enrn. Hank's balanced salt solution Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
OBako wucnpane hemuje cy wunHkyoupane y HBSS-y ca 1ml EDTA (enrm.
Ethylenediaminetetraacetic acid) mecer munyra mpu Ttemneparypu on 37°C. Jla 6u ce
yKJIOHWIE enuTenHe henuje y3opuu cy 6maro memanu. Ilocme Tora henuwje cy nmpane HBSS-
oM, uukyoupane 20-30 munyra y 2ml DMEM-a (eurin. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
ca Img/ml konarenasom tuna I (=336U/ml) (Sigma-Aldrich), 0.1mg/ml DNAse-om (Sigma-
Aldrich) u Img/ml xujanoyponnaasom (Sigma-Aldrich) 6e3 FCS (enra. fetal calf serum) mpu
temmneparypu on 37°C. 3atum cy henuje nBa npane y PBS-y (enrn. Phosphate-buffered
saline) u Ha KoHIly omemane ca rpaaujeaTom Ficoll-a, 1a 6u motom Ouiie 1eHTpUYroBaHe
Ha 690g y Tpajamy o nBazecer MUHyTa Oe3 ymorpede kouHuma. [laxIpUBO YKIOHmEH
untepdasau cioj je mpan y PBS-y. JloOujena hemumjcka cycreH3mja ompaHa je IBa IyTa
6adepom koju caapxu 0.05% NaN3, 0.1% BSA (Bovine Serum Albumin), u 0.4% TCD
(Trisodium Citrate Dehydrate) momar y PBS. 1 x 10° hemmja je wunky6upano ca
MOHOKJIOHCKUM aHTH-XyMaHHM MOBpIIHHCKMM aHTuTeauMa CD4, CD56 (200, 201).
NuTtpahemmjuckum 6ojemem obenexxerne cy hemuje koje mpoaykyjy IFN-y, IL-10, IL-17 n
FoxP3 (Tabena 3). IIpe untpahenujuckor 6ojema hemuje cy npeTxoaHo cTuMuyinrcane 4h Ha
37°C ca Sug/ml phorbol 12-myristate 13-acetate-om (PMA) (Sigma-Aldrich St.Loyis, USA), 5
ug/ml ionomycin-om (Sigma-Aldrich St.Loyis, USA) u 1ul Golgi plug (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Iocne Tora obaBbeHa je (ukcaiuja U nepMmeaduinsanyja npumenom BD
Cytofix/Cytoperm Kkit-a (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) u oGenexerne oarosapajyhum

MOHOKJIOHAJIHUM aHTUTCIIMMA KOBbYI'OBAHUM Ca (I)J'IyopOXpOM'OM.



HOBpH]l/lHCKO o0eekaBame

Coenuguynoct CAT nin
O6enexnBay Kion M3oTHn IIpousBohau
aHTHTeJa REF

BD
CD4 Mouse IgG1, o 557871
Biosciences

BD
Mouse IgG1, o 561903
Biosciences

HNuTpahenujcko obdoJieskaBame

Coenuguynoct CAT nin

O6enexnBay Kion H3oTHn IIpousBohau
aHTHTeaa REF

BD
IL-10 JES3-19F1 Rat IgG2a, o 566567
Biosciences

Mouse 1gG2b, BD
IFN-y o 558937
K Biosciences

BD
N49-653 Mouse IgG1, k o 560491
Biosciences

Mouse BALB/c BD
259D/C7 L 560045
1gG1 Biosciences

Taobena 3. Monoknouncka anmumena

3.2. JlabopaTopujcKe :KUBOTHH>€

HctpaxkuBame je cnpoBesieHo Ha cojeBuMa muiieBa BALBc u C57BL/6. Etnuka komucuja 3a
3alITUTY AOOPOOUTH OTJIETHUX JKUBOTHRbA, DakysTeTa MEIMIIMHCKUX HayKa 0100pHO je cBe
npeuiokeHe nporenype (omodpeme Opoj 01-6052 ox 15.05.2017. rogune). Kopumihenn cy
MUIIEBH MYLIKOT Tojia, 6 10 8 Heaesba cTapocTu. MuiieBu cy OOpaBUIM Yy KOHTPOJIUCAHUM
yclIOBUMA ca AHEBHO/HOhHMM LMKIIycoM oA 12 cartu, ctanHe temmneparype oa 28°C. Mumiesu
Cy UMaJH cl1000/aH MPHUCTYN XpaHW, BOJM WM JEKCTpaH HapujyMm cyndary (enrn. dextran

sodium sulphate, DSS) 3aBucHO 011 IpUNIAIHOCTH EKCIIEPUMATAIHO] TPYIIH.



3.2.1. UHayKI4ja eKCIepUMEHTAJHOT KoJauTHca npumMenoMm DSS -a

Jeman on Hajuemhe kopumheHMX XEMHUJUCKHX AHMMATHUX MoOJela KOJUTHCA je MOJeN
m3azBad DSS-om. OBaj moxmen Oosiect je omabpaH 300r CIMYHOCTH Ca XyMaHOM
CUMIITOMAaTOJIOTHJOM U MaTOXUCTOJOUIKOM CJIHMKOM 3a OBY cTyaujy. 3% DSS monekyicke
texxune o 40 kDa (TdB Consultancy, Uppsala, Sweden), pactBopeH je y AecTUIOBAHO] BOIH.
MutieBu ¢y UMand CI00O0JaH MPUCTYI PacTBOPY S5 NlaHAa HAKOH 4Yera jé HACTYIHO MEPHOI
ormopaBka oj 7 JaHa kaaa cy muineBu nobujamu Boay (202). Konrponna rpyma muiiesa je
npuMaia aecTuiioBany Boay. [IpahemeM KIMHUYKOT CKOpa MocMarpaH je TOK 00JIeCTH 0K je

crenen omrehema YCTAHOBJBCH IIaTOXHUCTOJIOIIKOM aHAJIN30M.

3.2.2. OnpehuBame KINHUYKOT CKOpPa

Knuanukum ckopom (enri. Disease Activity Index, DAI) mpahen je tox 6osnectu (202)
(Ta6ena 4). [TocmatpaHu Cy TYOHTaK TEJIECHE TEKUHE, KOH3UCTEHIIM]a CTOJIMIIC U MTPUCYCTBO
pPEKTaHOT KpBapema TOKOM 12 nmaHa Tpajama ekcriepuMmenta. OBH MapaMmeTpH, 4eCcTd Cy
CHUMIITOMH YJIIIEPO3HOT KoyiuTHca. JKpTBOBame MuileBa 00aB/beHO je 12-or mana momohy

muetunerpa (BETA HEM, beorpan).

HeMa I'yOuTKa HOpMAaJTHa

>15% njapeja BEJIMKO KpBapeme

DAI* ce pauyna kao 30up cBHX mapaMmerapa I

Ta6ena 4. Knuanuku ckop (enra. Disease Activity Index, DAI)



3.3. XHCTOJIONIKA AaHAJIU3A

3.3.1. U3paga u npunpeMa uce4yaka TKHUBa

[Tocne xpTBOBama, OJICTPAEEH je KOJOH MHUIIEBA M IPEMEPEH O] LEKyMa JI0 PEeKTyMa.
N3zonoBano nebeno 1npeBo je ucrpeaHo PBS-oM, mpecedeHO JIOHTUTYIMHATHO U YPOJIAHO
Swiss roll Texuukom (203). dukcamnuja y3opaka obaBesbeHa je momohy 4% pacTtBopa
dopmanuHa, y Tpajamy on 24 cara. Komagu TkuBa cy HaKoH (UKcalyje NEXUIPUPAHU Y
BHUIIIC HaBpaTa ajkoxosioM pactyhux kunieHtpamuja (70%-100%), TpeTupanu KCHIOIOM U
outokenu y nmapadun. TkuBo je cedeHo cepujcku, mukporomom (Leica RM 2135, Austria),

1o nebspuHe o1 4um.

3.3.2. bojeme nmpenapara

Hakon pnemapaduHu3anyje KCHIOIOM M JEXUApaTaIije, UCeUYI Cy 000jeHU CTaHIapAHOM
XHUCTOJIOIIKOM TCXHHUKOM XCHATOKCHUIIMHOM W CO3WMHOM, IIOTOM MOHTHUpPAHHW WU IIOCMATpaHau

1o CBE€TJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM.

3.3.3. XHCTOJIOMIKH CKOP

3a aHanu3y je ojnabpaH AMCTAJIHU AHOPEKTATHM pernoH. EmuTenHe ne3uje W 3amajbeHCKH
MHOWITPATH aHAJIM3UpPAaHU Cy OYOMYajHUM IPOTOKOJOM, IOCMAaTpPameM CBETIOCHOM
MukpockonujoM (yBehame 40x u 100x) u ckopupaHu Ha OCHOBY ollTehewa emnuTana,
henujuckor undunrpara (TabGema 5) u Qororpaducann nururamaum amapatom (BXS1,

Olympus, Japan) (204).



Ckop Enuren WNudunrpanuja

0 HeHapyIeHa Mmopdoioruja OJICYCTBO MH(UITpAIHje

30pucane kpunte y Behunu 3arajbeHCKU UHMUITPATH CE MIPOCTUPY

BHUJHHUX I10Jba a0 CY6MYK036

Ckop ce nobuja cabupamem 00a mapamerpa ca MaKCUMaITHUM CKOPOM 8

Ta6ena 5. Xucrosomkn ckop

3.4. ®apmakoJiomika MHXUONIHUja uHA0IaMuH 2,3 neokcurenase (IDO)

Kako 6u cMo mnxubupanu akruHocT IDO-a, BALB/c mumeBuma koju cy npumanu DSS,
NpPBHUX IET JlaHAa €KCIIEPUMEHTa YIOpPEeIO je alIMKOBaH M XeMmujcku mHxuourop IDO-a, 1-
methyltryptophan (1-MT, Sigma-Aldrich) pacTtBopeH y AecTHIOBAHO] BOJAH y KOHIICHTPAIIU]jU
on 2 mg/ml (205).

3.5. henujcka JIMHUja MUIIMjUX Me3eHXUMCKNX MaTHYHuX hesamnja (MSCs)

VY wucraxuBamy cy KopuiiheHe koMmepuujaiHe nuHHje MumUjux MSCS u3onoBaHe wu3
komtane cpyku Mmurmjer coja C57BL/6 (Gibco/Invitrogen, kar. 6poj S1502-100) kao wu
komepuujane MSCs n3onoBane u3 koctHe cpxku BALBc mumea (Cell Biologics kar.0poj
1308071612 lot. 5043). henuje cy ysrajame y DMEM wmemaujymy (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) ca nmomatkom L-rimyramuH, HeeceHIMjanHe amuHOKuceiaune (10x),
penicillin/streptomicin u ¢eranau rosehu cepym. Mukybarmja je obaBe/beHa y yCIOBHMA
ayromatcke perynamumje temmeparype (37C°), KOHIEHTpaluje YriUbEHIUOKCHIA Y Ba3ayXy
(5%) u y amcomyrHoj BiaaxuHoctH. CBe paame 00aB/bEHE Cy y CKIaay ca YIIYyTCTBOM

ucnopyuunoma (Gibco/Invitrogen).



3.5.1 Amstukanuja MSCs

Jlpyror W TETOr JaHa MUIIEBHMA j€ WHTPANEPUTOHCAIHO AaITMKOBAHO 1x10° MSCs

pecycrnenaoBanux y 200ul 0.9% NaCl (206). Mumesu cy npumanu MSCs cBor coja.

3.6. M3onanuja MOHOHYKJeapa NPUCYTHHUX Yy JIAMHHU HPONPHjH 3UAA

nedeJsior peBa

W3 u3nBojeHNX KOJIOHA M30JI0BaHe Cy henuje mo yctaHoBbeHOM mpoTokony (207). Komon je
MpeceueH JIOHTUTYIUHAIHO U JOJaTHO YCUTHCH Ha 3-4 nmema. OBako MOOHMjeHH MCEUIU CY
ucnpann HBSS-om (enrn. Hank's Balanced Salt Solution, HBSS) 6e3 Mg u Ca. Ilpe
aurectuje TkuBo je nororsbeno y HBSS (kome cy noxatu FBS, HEPES, EDTA). [punpema
je Tpajana tpeuneceT munyTa Ha 37°C (BOJEHO KyMaTUiio) HAKOH yera cy (parMeHTH IpeBa
nmoHoBo Tpetupanu HBSS-om u name ycutmaBanu na Ou ce gasbe obpalhuBamy KojareHazoMm
D u Dnase. OBa nporeaypa Tpajaia je jeman cat Ha temmeparypu ox 37°C y BoacHOM
KynaTiiy 1o yoOW4ajHOj U onucaHoj mnpouenypu. [locie Tora campikaj je mponymTaHa Kpo3
henujcke crpejuepe paznuuutux aujamerapa (100pum u 40pum). Guntpar je neHTpudyroBan
(4509, 10 munyra). Tanor je momeman ca Percoll-om (30%), a moToM je MaxJbUBO YCyT
Percoll amu cama cemampmeceronporientHu. CBe 3ajenno je mnentpudyrosano (1100g, 20
MUHYyTa), 0e3 Kouema. J[oOujeHa cy Tpu cioja: 1. enutentde henuje y MOBpPIIMHCKOM CIIOjyY, 2.
y CpelmeM CcJojy Cy MOHOHYyKieapH, 3. nebpuc u MprBe henuje Ha aHy. IlakieuBo je
MOKYIJBEH CJI0] Y KOME Cy MOHOHYKJIeapu U TpeHeT y MeaujyM a Opoj henumja 3a Pnoy
LUTOMETPHJy noTepaH Ha | X 108 henuja mo y30pKy M HHKyOMpaH ca ojaroapajyhum

MOHOKJIOHCKHUM aHTI/IMI/IIHjI/IM AHTHUTCIINMA.

3.6.1. Anagu3a mnomyJlanMja MOHOHYKJIeapHuX heauja mnpoTro4yHOM
LU TOMETPHjOM

[IpoTOYHOM HMTOMETPHjOM YCTAHOBJBEH j€ MPOLEHTyaJHH YAE€0 M YKylnaH Opoj cBake
NoTyJalyje UMyHCKUX henMja BaKHUX y MaTOTeHEe3U eKCIEPUMEHTAIHOT MO/JIeNia KOJIUTUCA U

to: CD8+ T mumdonuta, CD4+ T numdonura, CD4+CD25+ perynaropuux T numdornura,



CD3+NKI1.1+ NKT hemnja; NK1.1+CD3-NK henuja; CDl1lct+ nenapurckux henwja,
CD11c+l-A+ nmenaputckux henuja koje exkcpumupajy MHC (Major histocompatibility
complex) monexya II kiace, CD11ct+CD80+CD86+ nennputckux hemuja Koje eKCrpuMupajy
koctumynatopae  mojekyne, CDI11c+CDI11b+ mo3utuBHUX  WHOIAMalUjCKUX U
CD11c+CD8+ perynanujckux DCs; CD45+F4/80+ makpodara) (Tabena 6).

[Ipotouna muromerpuja je pahena Ha henujama HemocpenHo HakoH wu3onanuje. Haxon
n30JI0Bama, henuje cy nmpebpojane u trypan-blue oapehena je mwuxosa BujaOMIHOCT. 3a Aajby

aHaIM3y KOpUIINEHHU Cy caMo y30pIH Y KojuMa je BujadbmHocT henurja 6una Beha oxg 90%.



HOBpIHl/lHCKO o0eekaBame

Crenupuynoct

AaHTHUTeJIa

OdeexxnBaq

Kion

H3oTHIIX

IIpoussohau

CAT uniau REF

CD4

APC

GK1.5

Rat LEW, 1gG2b,

K

BD

Biosciences

552051

Rat LOU,
LOU/C, LOU/M
IgG2a,

BD

Biosciences

561092

145-2C11

Armenian

Hamster IgG1,

BD

Biosciences

552774

Mouse C3H,
C3H/He, C3H/Bi
IgGl1, x

BD

Biosciences

563084

Mouse BALB/c
IgGl1, x

BD

Biosciences

560956

Rat LEW, IgM, k

BD

Biosciences

553071

Rat IgG2a,

BD

Biosciences

563900

Mouse SJL
IgG2a,

BD

Biosciences

553772

ICRF44

Mouse IgG1, k

BD

Biosciences

561015

Armenian
Hamster IgG1, A2

BD

Biosciences

557401

Armenian
Hamster IgG3,

BD

Biosciences

553658

Hurpahennjcko o0oexapame

Creuuduynoct

aHTHUTEJIa

Oo6esexxnBaq

Kiton

H3oTHII

IIpoussohau

CAT wuiau REF

1L-10

JES5-16E3

Rat 1gG2b

BD

Biosciences

564081

IFN-y

Rat IgG1,

BD

Biosciences

561040

TC11-18H10

Rat LEW, 19G1,

K

BD

Biosciences

555068

Rat IgG1

BD

Biosciences

562044

Rat IgG1

BD

Biosciences

560564

Mouse BALB/c
IgGl1, x

BD

Biosciences

557539

Tabena 6. Monoxknoncka anmumena

Rat 1gG2b

BD

Biosciences

560407




3.6.2. ObenexaBame MeMOPaHCKUX MapKepa

benesn ¢ynkumonanHor ¢eHornna WHOWITPUIIYHX 3anajbeHCKUX henuja noOujeHHX u3
KosioHa onpehuBaHM cy y3 MOMOh aHTH-MHUIIMJUX MOHOKJIOHCKHX aHTHUTENA IKEJbCHUX
cemuguunocti. ITo 1x10° henmja M30I0BaHMX M3 KONOHA MUIIEBA j PECYCIICHIOBAHO Y
nydepy 3a 6ojeme (enrn. Staining Buffer; BD). Ilotom cy um nomaBaHa MOHOKJIOHCKA
anTuTena (oOenexeHa pasnTuIuTUM (IyopecleHTHUM OojaMa crierupudHa 3a MeMOpaHCKe
Oenere pasnuuutux henmuja. YmorpeOibaBaHe Cy KOHIEHTpalMje aHTHTENa IpeHMa
yoOuuajeHuM rnpoTokonuMma. Ilocne mHKyOanuje y TaMu U Tpajamy o1 mojaa cata Ha +4°C,
hemuje cy nmpane nentpudyrosamem Ha 250g y mydepy 3a 6ojeme, Takohe Ha +4°C. Hakon
tora, hemmje cy nenrpudyrupane 5 munayra Ha. Tanory henwja je moHOBO jojaBaH mydep
(207). Onmax motom je pahena mpotouna ruromerpuja Ha amapary FACSCalibur (BD)
MepewmeM Hajmame 10.000 mpomeHa y cBakoM y30pKy. JloOHjeHe BpeIHOCTH Cy aHAlIM30BaHe

y3 momoh codrBepckux anata: CELLQUEST (BD) u Flowing Software 2.5.1.

3.6.3. Mepeme UHTpaleyJapHUX HUTOKMHA

3a oBy cBpxy ymoTrpebsben je moctymak BD Cytofix/CytopermTM mpema cranmapaHOM
POTOKOY M TO Tako IuTo cy hemuje tpetupane ¢popdon mupuctar aneraroM (exri. Phorbol
12-Myristate 13-Acetate, PMA, Sigma) u jonomuituaom (euri. lonomycin, Sigma), koju
akTuBaunry npotend kunasy C (emrn. Protein Kinase C, PKC) u mokperaun ynacka Ca™" y
henuje mto mokpehe cHHTE3y MUTOKMHCKUX MOJIEKyJia y hemrjama Koje cy MpeTxoaHo ouiie
aKTHUBHUCaHEe MpyruM ctumyirycuma (208). Y3opuu cy uakyOupanu 4-6 caTu MITO je JOBOJbAH
NepuoJl 3a MHIYKIM]y LUTOKMHA, a JyXa HHKyOauuja henuja y akTUBaTOpy H3a3MBa
LIUTONATOreHU edeKar.

Kako Ou mnoOosbimanu neTekuujy HMTOKMHNponykyjyhux henuja, kopuctunu cmo BD
GolgyStopTM u BD GolgyPlugTM mnpema HaBeieHOM MpPOTOKONY. YTMOTPeOJbEHH CYy U
MOHEHCHH U OpedenauH A, Koju coyTaBajy TpaHCHOPT NIpoTenHa yHyTap hemuja mro
pe3yiTyje HaKyIJbalkbeM IIMTOKMHCKMX MOJIeKyla, M Tako je mnoBehana moryhHocT 3a
JeTeKIMje IUTOKUH MpOoAyKyjyhux. 300r HHUTOTOKCHYHOCTH NPUMEHEHUX areHaca BpeMme
BUXOBOT JIeJIOBamka je oJpeheHo mpema yrmyTcBuMa npousBohaya.

Ha henujama cy npBo obOenexxeHn MeMOpaHCKH MapKepu MpemMa HaBeJEHO] MPOIEAypPH, H TO

npe ¢ukcayje, jep ce OBU MapKepu MOTy OIITHUTH (PUKCTUBUMA U IepMeaduiIn3aTopuma.



ITocne tora henmje cy MHKyOWMpaHe y MPHUCYCTBY MOHOKJIOHCKHUX aHTHUTENA, OOCIECKEHHUX
paznmauTuM (IyopeciieHTHUM 0ojaMa, yeMepeHuX Ha MeMOpaHcke Oenere. [Tocne ucnupama
y nydepy uentpudyroBamem Ha 2500, M0OHMjeHOM Tajory je mpe HMHKyoOamwje (aBameceT
MUHYTa Ha Temmepatypu jena) aogasan Cytofix/CytoPermTM (BD Pharmingen). bemuje cy
morom npane y Perm/WashTM mnydepy (BD Pharmingen) u nenrpudyrosane na 250g.
Tanory cy moTrom [onaBaHa MOHOKJIOHCKAa aHTHTENA 3a YHyTaphenmjcko oOenexaBame
IIMTOKWHA, a 3aTUM je Clenuia MHKyOaruja (moia cata Ha Temreparypu leaa). [lorom je
tajory gojgaBaH mydep 3a mpame hemuja (Perm/WashTM). HasuBu u KapakTepucTyKe
KopuliheHNX MOHOKJIOHCKHMX aHTUTENIa Ka0 W HHUXOBa CIECHU(PUYHOCT HpeMa IUTOKHHHMA
npukaszana cy y Tabenu 6.

[Tocne nakyGanuje henuje cy TOHOBO MpaHe HAa UCTH HauuH y mydepy 3a 0ojeme u hemmjcka
CyCIleH3Mja aHalM30BaHa MPOoTo4YHOM IuToMeTpujoM. [Ipaheno je najmame 10.000 gorahaja
mo y3opky. JloOujene BpeaHoctd cy obpahuBane codreepuma FACSCalibur (BD
Biosciences) u Flowing Software 2.5.1.

3.7. Mepemwe HUTOKHHA U KHHYPEHHHAa Yy CEPyMHMMAa eKCIePUMEHTAJHUX

AKUBOTHIHA

Komeprjanmaum ELISA kutoBuma m3mepene cy cepymcke koHnentpanuje IL-12, IL-18 u IL-
10 mumeBa koju cy npumanu DSS kao u koHTponHUM MuieBuma. CepyMcKe KOHLIEHTpaIHje

KUHYpEHHHA MepUIn cMo (oTocrekromeTprjom (202).

3.8. M3onaumja nenapurckux henuja mumena coja C5S7BL/6 u BALBc¢

N3 cne3una mumesa coja C57BL/6 u BALBc u3onoBana je henujcka cycneHsuja u3 Koje je
no0OujeHa 4yucTa Morylamnuja IeHIpUTCKuX henrja. YCUTHheHa 1 XOMOT€HU30BaHa CIIe3MHA j€
npoTuckuBana kpo3 hemujcke crpejuepe (enrd. cell strainer, BD Pharmingen, USA) a oBako
mpocejaHuM henujama Jo7aBaH MeIujyM M CBe 3ajeHO LeHTpudyrosaHo Ha 250g.
Eputponutu cy ofcTpameHu /10/1aBalEM PacTBOpa 3a JIM3Upame KOjU je OMO y KOHTAaKTy ca
TaJOroM TME€T MHHYTa HAaKOH 4Yera je€ HHEroBo [J€jCTBO MPEKUHYTO MEIUjyMOM U
neHTpudyroBano. 'henuwjcku Tajaox je CYCHeHJOBaH Yy MEAWjyMy, a OBako JOoOHjeHe
CyCIeH3Hje CIUIEHOLUTA Ccy Ouiie U3BOp 3a M3/Bajame JIEeHAPUTCKUX henuja momohy KoyioHA.

Haxon npe6pojaBama, henuje cy uentpugyronsane Ha 200g. JloOujeHu Tajor je CycreH10BaH



mydepoM mpema omre nmpuxBaheHOM MPOTOKONy W JJOJJaBaHO Cy MarHeTHE KyrJuile (€HTJI.
MicroBeads) o6enexene momohy antu CD11C moHokioHckuM aHTuTenuma. CycrieH3uja je
SHepTUYHO MPOMEIIaHa U MMOTOM MHKyOupana 15 munyra y pacxnahusauy. [locne nHapeuyene
nHKyOanuje hemuje ompane neHTpudyroBamem y nydepy Ha 200g. Tamor je mHOHOBO
cycrneHaoBaH y mydepa u henmje cy Takoo Ouie crIpeMHE 3a MarHeTHy cemnaparujy
no3uTUBHOM cenekuujom Ha MACS cemaparopy (enrsi. Magnetic cell sorting; Miltenyi

Biotec, Hemauka) xao mto je onucano u omiure npuxsaheno (202).

3.8.1. Anasausa ¢deHoTuna u yJjore JeHaApuTckux heauja

Hakon wuszonamnuje, nenapurcke henuje cy crtumynucane aunomnonucaxapugaom (LPS, 10

ng/ml), 48 yacoBa HaKOH Yera cy aHaIM3MPaHe IPOTOYHOM HuToMeTpujom (209).

3.9. Jlemuienuja U agonTUBHU TpaHcep AeHAPUTCKUX heauja y muese

Tperupane DSS-oM Kojuma cy npeTrxoaHo aemnjieTupane aeHapurcke heamje

Hennpurcke hemuje mpesa (CD103+ DCs) nmpoaykyjy IDO, ynme mojacTuyy eKCHaH3ujy
koo uHuaTpuimyhex Treg hemmja (210). Ymorpebom camopuna (Advanced Targeting
Systems, San Diego, CA, USA) (211) cenekTHBHO CMO JACIUICTHpAld JICHAPUTCKE henmje
BALB/c mumeBuma xoju cy npumanu DSS. C 063upom na canmopu cmamyje yKynaH Opoj
JEHIPUTCKUX henMja y BPEMEHCKOM IepHoAy O] Hellesby JlaHa, MMILIEBUMA j€ aluIMKOBAaHO
2mg/kg meror AaHa eKCIIEpUMEHTAa Na Cy JBAaHAECTOr JaHAa EKCIIEpUMEHTa IocMaTpaHe
KJIMHWYKE ¥ XUCTOJIONTKE MaHU(ecTalije HaKOH JeTuienyje oBux henwuja.

HennpurckuMm henmjamMa Koje Cy NpPEeTXOAHO H30JI0BaHE W3 cie3uHa 3apaBux BALB/c
Mmuiesa, aktTuBHocT IDO-a je nuxubupana ynorpedbom 1 metun tpunrodana. Canopus Koju
je xopuirheH 3a Ieriend]y AeHAPUTCKUX henrja ce eTMMUHUIIE U3 OpTaHr3Ma HaKoH 3 JlaHa.
AnonTUBHUM  TpaHchepoM  MHUIIEBMMa  je, TEeTOr  eKCIIEpUMEHTATHOr  JaHa,
MHTpanepuToHeanHo ammmkoBaHo 2x10° DCs  jemmokpatao (212). 3aBucHO of
eKCIIepUMEHTAJIHE IpyIie, KUBOTUHAMa cy yOpu3raBaHe HOpMalHe JeHApHUTCKe henuje win

nenaputcke henuje ca uuxubupanom aktusHolhy IDO-a.



Kako 6u cmo ycranoBwiu yruiaj MSCs va DCs, u3 mumieBa coja C57BL/6 uzonoBamu cmo
DCs mo mperxogHO ommcaHOM MpoTokony. HakoH wu3onammje neHapurcke hemmwje cmo

Kokyntusucanu ca MSCs.

3.10. Jdermenuja Treg mumdounta U agonTuBHM Tpacdep ACHIPUTCKHUX
heauja mumeBumMa Ha DSS-u kojuma cy nperxoaHo aenjieTHpaHe

AeHApPUTCKe heauje

Wurpaneuroneannom arwtrkanyjom ukinodochamuna (CY, Galenika A.D., Belgrade, Serbia)
y no3u ox 10 mg/kg wnm armkamujom antu-CD25 antutena (PC61 mAb, Sigma-Aldrich,
Munich, Germany) y no3u ox 250 mg/kg, 3 naHa HakoH naBama DSS-a meruetupanu cMo
Treg nmumdonutu (213, 214). AngontuBHUM TpachepoM UHTPANEPUTOHEATHO Cy AlUIMKOBAaHE

nenaputcke henmje (2 x 106) BALB/c mumieBrMa meTor JaHa ekcrepumenTa (212).



4. PE3YJITATH

4.1. KoHlleHTpanuja KHHYPEHHA Yy CePyMy OJpakaBa pa3jiike KIMHHYKHX
U XHCTOJOIIMX cKopoBa mu3Mel)y mumeBa coja C57BL/6 m BALB/c
perucTpoBaHe TOKOM pa3B0ja W pereHepanuje KoJuTuca m3azpaHor DSS-

oM

Jlo meTor naHa HakKOH MHMLMjasiHe amunkaunuje DSS-a HHUCY yodeHe 3HauajHE pasiMKe y
ucrosbaBamy Oosiectu m3mehy mumeBa coja C57BL/6 u BALB/c. Ilpumehene cy cimy3ase
CTOJHIIE Y 00a COja KUBOTHIbA Ca CIIOPAIMIHOM TI0jaBOM KPBH Y TparoBMMa y MHIIIEBA COja
C57BL/6. Huje mocrojana cTaTHCTUYKH 3HaYajHA Pa3iIMKa HA y TYOHUT]y TEJIECHE TeKHHE HU Y
KIIMHUYKOM cKopy u3mely excnepumentannux rpyna (I'padukon 1a,0). Hakon nertor nana
pasnuke y wucnosbaBamy Oonectu u3mehy C57BL/6 u BALB/c mumeBa cy Ouie cBe
M3paKeHHje W JIBAaHACCTOT JIaHa Pa3iiiKa y TYOUTKY TeJleCHEe TEXKHWHE M KIMHHIKOM CKOpY je
Oomna cratuctuuku 3HadajHa (I'padukon 2a,0). Kox xuBotuma coja CS7BL/6 cy youene
oOWJIHE KpBaBe CTOJIMIE, UPUTAlMja PEKTyMa Kao OIILITE JIOIIMje CTamke HAcIpaM MUIIEBA
JPYyTor coja KOJ KOJUX Cc€ HAaKOH MCKJbyuMBama DSS-a kinumHMuKa ciamvka noboJsbliana, Tae cy
yO4YeHe CKOpO Ia HOpMayHe crojuie. KiIMHUYKHM CKOp je OMO CTaTHCTHYKH 3HAa4ajHO Behwn
kog DSS-om Tperupanux muimesa coja C57BL/6. 3nauyajHo Behu ryOutak TenecHe mace je
nerekToBaH Ko DSS-om Tpetupanux mumena coja C57BL/6 nacnpam mumesa BALBc coja

(I'padukon 2a,0).
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I'paguxon 1. Knunuuku (DAI) cxop. Ilemoz dana 00 unoykyuje DSS xorumuca y muwesuma oba coja Hucy

YyoueHe 3nauajue pasnuke y eyoumxy meineche mace (a) u DAI (enrn. Disease Activity Index) xnunuukom cxopy

(0).
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I'pagpuxon 2. Knunuuku (DAI) cxop. Haxon 12. oana excnepumenma muutesu coja BALBc cy passuiu nakuwiu
06uk 6oecmu Koju ce 00IUKOBAO 3HAUATHO MAIGUM 2YOUMKOM MeNecHe MAce KAO U 3HAMHO HUNCUM KIHUYKUM

CKOpOM

YoueHe pasznuke y KIMHUYKO] CIUIM O0JeCTH Cy MOTBpheHEe MATONOMIKUM U XHCTOJOMIKUM
HanazuMa. Komutuc y sbynm ce omkyje ckpahemeMm KojoHa. Mojen KOJIMTHCAa KOJH CMO
omabpay mopen henujckux MexaHu3aMa HAJIHWKYyje JbYJACKOM W y OBOM acleKTy Ma je
npaheme MyKMHU KOJOHAa HeomxojaHo. HakoH 12-maHa ekcriepuMeHTa M30JIOBAaHU KOJOHU

muieBa C57BL/6 cy 6unu 3HauajHo kpahu y ogHOoCcy Ha )xuBoTumke coja BALBc (I'paduxon
3).



[TaTOXUCTONOMIKOM aHaW30M KOJOHA MHIIEBA IOCMATpaHO je: CBeoyOyxBaTHO omTeheme
CTPYKTypa Kao 1 MHPHUITpalija TKUBa KOJIOHA UMYHCKUM henujama koa DSS-oMm Tpetnpannx
MUIIEBA Ka0 W HETPETUPAHHX >KUBOTHUEA. Ha xwucromomkuMm mnpenaparuma DSS-om
Tpetupanux BALBc MuieBa je youeHO 3Ha4ajHO Mame omrTeheme TKHBa KOJOHA Y3
henmujcku mHOUITpPAT KOjU je Mame ledyjapaH M yriaBHO orpanuyeH. Ha mocmatpanum
mpermapaTiMa MUIIEBA JPYror COja jaCHO Cc€ youdaBa JIECTPYKIIHMja KPHIITH, €pO3Hja emuTema
npaheHa ucTamemeM JTaMHHE MporpHuje MoK je hemwjcku mHbuaTpaT nudysaH, U3pakeH a

henuje mpoxumajy cBe ciojeBe 3uaa kojoHa (I'padukon 4, Cnuka 2).
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I'pagpuxon 3. /[dyscuna xonona. Konon je 6uo cmamocmuuku 3uauajno Kpahu koo DSS-om mpemuparnux
C57BL/6 muwesa.
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I'pagpuxon 4. Xucmonowrxu ckop. Cmamucmuyxu 3HauajHo eéehu Xucmoaowxu ckop youeH je ko0 DSS-om

mpemupanux muwesa coja C57BL/6 nacnpam BALBc muwesa
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Cnuka 2

Cnuka 2. Penpezenmamuenu npenapamu mkuea oOebdenoz upesa nocie npumene DSS-a. Koo DSS-om
mpemupanux muuiesa coja C57BL/6 owmehersa enumennux henuja ypesa cy Ouna oncexcHuja, MacogHa
unguimpayuja umynckux hienuja je buia npucymna 0ok Koo Muuiesa opyzoe coja noped oepanuieroe heaujckoe

unguimpama Hucy youena geha owmehersa cmpykmypa (yeehare 40%, 100%)

PaznmuuTn crenen mHpIamanuje/mapunTpanyje kao u nparehe omreheme cay3nuie npesa
BepU(PHUKOBAaHU Cy OCHM PETHCTPOBama XMUCTOJOIMIKMX NMPOMEHA U MEpeHheM KOHIEHTpaInja
KUHYpeHMHa, cynpecuBHor 1L-10 u nundnamanujuckux IL-12 u IL-1B y cepymy.

VY enuteny myko3e aebenor mnpea mumeBa coja C57BL/6 3amaxa ce cmameH Opoj
nexapactux henmwija, 30pucaHe KpHUNTE IITO HABOAMW HAa 3aKJbydaK Ja j€ E€MHUTe] TEIIKO
omreheH, a Ha HEKUM MECTHMa U MOTITYHO JCCTpyHpaH. Y JaMUHU TPOTPHjH MYKO3€ Kao U y
€/1eMaTo3HO] CyOMYyKO3M 3amaxajy ce JICYKOUMTHH WHOWITpaTH H3paXXeHW HapOYUTO Y
JAUCTATHUM TapTijama KonoHa (Cruka 2).

Kon mumeBa coja BALB/c je xucrosomka ciauka Jpyradydja: apXUTCKTOHHKA emuTesa
CIly3HMIIE j€ TOTOBO HEHapyllleHa, a y JAMHHHM HpPOIPUJU C€ 3amaxa, Ty U Tamo, CaMo
MHUHUMaTHA HHUITpIMja geykonutuma (Cnuka 2).

3nayajHo Beha KOHIIEHTpalMja KUHYpEHHWHa H3MepeHa je y cepymy DSS-om tperupanux

BALBc mumesa Hacipam C57BL/6 xuBoTH®Ba KOje cy mpumaiie DSS (I'padukon 5).
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I'paguron 5. Cepymcke konyenmpayuje kunypenuna. QOomocneKmomempujuckum meperoem KuHypeHuHa y

cepymy muuieea 0ooa coja s3nammno eeha konyenmpayuja je usmepena y cepymy BALBc muwesa

VY cepymy BALBc muiesa koju cy npumainu DSS u3mepena je 3HatHO Beha KOHIEHTpaluja
umyHocynpecuBHor [L-10 (I'padukon 6a), a konneHnTpanuje napaamanujckux nutokuna (IL-
12, IL-1PB) 3HauajHo Mame y mopehemy ca xuBotumama apyror coja (I'padukon 66). Koxg
muiesa coja C57BL/6 xoju cy npumanu DSS ce youaBa cynpoTan (eHOMEH: 3Ha4ajHO Mambe
koHneHtpauuje IL-10 u Behe cepymcke konuentpanuje IL-12 u IL-13 (I'paduxon 6 a, 6).

Haxon mepema kunypennna (I'padukon 5) m murokmna (IL-10, IL-12 u IL-1P) youaBa ce
TpeHa rae ce kom DSS-om Tperupanux kuBoTMHmA coja BALBc npumehyje nma pacr
KOHIIEHTpallMje KUHypeHuHa mpatu pacT KoHueHtpauuje IL-10 (I'paduxon 6a) mok cy

cepymcke koHuerpauuje IL-12 u IL-1p 3nauajHo mame (I"padukon 60).
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I'paguxon 6a. Cepymcke xonuenmpauuje IL-10. V cepymuma BALBc muwesa mpemupanux DSS-om cy

peaucmposane 3nayajno eehe konyenmpayuje IL-10y cepymy nacnpam scusomurba opy2oe coja Koju je npumao

DSS.
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I'paghuxon 66. Cepymcke konyenmpayuje IL-10 1L-1f u IL-12. Behie konyenmpayuje cy npouH@pramayujckux

yumoxuna usmepene y cepymuma C57BL/6 muwesa nacnpam BALBc muwesa xoju cy npumanu DSS.



4.2. AxtuBupade aenapurcke heanje BALBc mumeBa wunmajy Behn
kananurer ekcnpecuje IDO-a u npoaykyjy MMyHOCYyNIpeCUBHU KMHYPCHHH,

IL-10 nacnpam akTuBupanux aenapurckux heauja C57BL/6 mumea

Y Hamepu Ja ce yTBpje henujcku U MOJISKYJICKM MEXaHU3MHU OJTOBOPHU 3a COJHE pPa3liuKe y
oarosopy Ha DSS, mpBo cy ananmsupane pasnuke y GEeHOTHIY U (QYHKIHUjU JAECHAPUTCKHX
hemuja nzmehy C5S7BL/6 1 BALB/c mumieBa. 300r unmbeHHUIIE J1a Cy ICHIpUTCKe henwje jenan
on rnaBHuX u3Bopa IDO-a y qurectuBHOM TpakTta (141) Hajmpe je in Vitro ucnutusad edexar
npumMene smnononucaxapunaa (LPS) na ¢enorun DCs mzonoBanux u3 ciesune C57BL/6 u
BALB/c xuBotuma 2 gaHa HakoH armummkanuje DSS-a. 3nauajuo Behe KoHIGHTpaluje
KHHYPEHHHA U3MEpeHe Cy y cynepHaTtanTuMa LPS-om peakTuBUpaHuX ACHApUTCKUX henmuja

BALBc mumesa yka3yjyhu Ha Behy aktuBHoct IDO-a (I'paduxon 7).
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I'pagukon 7. Kanayumem npooyxyuje IDO-a. Meperwem KOHyeHmpayuja KUHYpeHUHa y CYNepHAmanmuma
yemanossmeno je oa ¢y DCs BALBc muwesa cy 3nammno euuie npooyKkogane UMYHOCYNPECUGHU KUHYPEHUH

nacnpam DCs C57BL/6



VY3 TO MPOTOYHOM HUTOMETPHJOM j€ YCTAHOBJBEHO J1a j€ CTaTUCTUYKH CUTHU(UKAHTHO Behn
% Ttoneporenux DCs koje excipummupajy umyHocynpecuBHu IL-10, 1 CTaTUCTUYKU Mamu
MPOIICHAT aKTUBUPAHUX MH(IAMAM]CKUX AeHApUTcKuX hennja (koje excnpumupajy CD40 u
npoaykyjy IL-12) 6uo npucyran y nomnynanuju LPS-oM peaktuBupanux aeHApUTCKUX hemuja
BALBc mumeBa y nopehemy ca nennputckuMm hemmjama C57BL/6 mumesa,(I'padukon 8).
DCs coja C57BL/6 cy y 3HanTHO BeheM mporeHTy Ouiie mojapruzoBaHe y nporHpIamanujcke
henuje koje npoaykyjy IL-12 (I'padukon 8). OBo HaBoAM HA 3aKJby4ak Aa IEeHApPUTCKE hemuje
OBa JIBa coja MuIeBa ojaroapajy Ha Hecrienududae (LPS) u cnenmuduune (DSS) crumymnyce
Pa3IMYUTOM TOJIAPU3AIIN]OM, TTa Tako JoK henwje coja BALBc npoaykyjy uMyHOCyNpecUBHE
Meaujatope notie ucroBpcHe hemmje C57BL/6 Ha WCTOBETHY CTUMYyIAIUjy OATOBapajy

MPOAYKIHjOM UMYHOIIOTEeHIIpajyhux akropa.
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I'pagukon 8. Paznuxa y ¢penomuny u gpynxuyuju LPS-om peaxmusupanux DCs muwesa coja C57BL/6 u
BALBc. Axmueupane DCs BALBc muwiesa npooykyjy sHauajHo euute umynocynpecusnoz IL-10, a manu
npoyenam osux henuja je npooykoeao IL-12 u excnpumupao CD40 nacnpam cmumymucanux DCs C57BL/6

muiiesa.

VY ex VivO ekcriepuMeHTHMa HCIHTaHa je MPOAYKIMja IIUTOKMHA Y JACHAPUTCKAM hemurjama
no0ujeHuM M3 JJaMUHE MPOIIpHje KOJOoHa 000JienX MulleBa o0a coja U JoOUjeHU pe3ynTaTu
KOpelMpaHu cy ca pesyiratuMa jaobujerum In Vvitro. Craructuuku 3HadajHo Behu Opoj
TOJIEPOTEHHUX JIeHAPUTCKUX henuja koje mpoaykyjy IL-10 u cratuctuuku mamu Opoj

nHpaamanujckux DCs no3utuBHux Ha IL-12 u [L-1p npucyTHUX y JJaMUHU IPONPUjHU KOJIOHA



DSS-om Ttperupannx BALBc mummeBa y mopehemy ca CS57BL/6 mwummeBnMa, mTo je

MOTBPAMJIO COjJHE pas3iiuke y (HEHOTUITy aKTUBUPAHUX JICHAPUTCKUX henuja 3abenexeHum in

vitro (I'pacdukon 9).
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CD45+CD11c+IL-10



I'paguxon 9. Paznuke y 0pojy monepozenux u npoungramayujckux oenopumckux henuja y namunu

nponpuju DSS-om mpemupanux muwmesa coja BALBc u C57BL/6

4.3. Jlenapurcke henuje BALBc mumeBa uHAYKYjy exkcnan3ujy Treg
JuM@pouuTa Koje cynpumMupajy uHpaamanujy u yop3asajy pereHepaunujy

DSS-oMm omTehene ciay3Huue mpena

Hakon mro je mokasaH MMYHOCYNpecHBHHM (EHOTHIN ICHIPUTCKUX henuja noOHjeHHX u3
namuHe mporpuje obonenux BALBc mumieBa ucnuTaH je MEXaHHW3aM OBE CYIpECHje, TaKo
IITO je MpPBO MPOTOYHOM IIMTOMETPHjOM aHAJIM3MpaHa TMPOLEHTyalHAa W HyMEpHYKa
3acTymbeocT edekTopckux cyoomynamuja CD+ T numdonura y uHbUITpaTHMa CITy3HHIIE
peBa 00OJENUX MHILIEBA, a 3aTHUM je AaKTUBHUM TpaHC(PEpOM ICHIPHUTCKUX henuje u3
cle3nHa 37ApaBuX MmumeBa coja BALB/c y mmumeBe HCTOr coja KojumMa Cy MpPETXOIHO
aeruieTupany Treg MMMQOIUTH UCTIMTAHO Ja JIU IeHIpUTCKe hemrje cBoje MMyHOCYIIPECHBHE

edekTe UCIO0JbaBajy AUPEKTHO WM UHAUPEKTHO, Tpeko Treg numdornuTa.

4.3.1. Y undpuarparuma ciay3Hune KoJioHa oOoJsiesux BALBc muinesa
npucyTad je 3HauyajHo Behu opoj Treg sumdonura Hero y nunpuarparuma
o0osesnx CS7BL/6 mumesa

Ca nuspeM ucnuTHBaBa paziuka y kanauutety BALBc nu C57BL/6 nenaputckux henmja 3a
nonapuzanyjy T heaujckor HMYHCKOT OJroBopa, IPOTOYHOM LUTOMETPHJOM je aHalIu3upaHa
nporentyanHa 3actymibeHocT W O6poj Thl, Th2 m Thl17 CD4+T numdornura koju cy
UHOUATpUCANIN JIAMUHY TIpONpHjy IpeBa O0OONenuX MulieBa. Y JIAMUHU TPONPHUJU
Tpetupanux BALB/c mumeBa 6uo je cratucTuuku 3HadajHo Mamwu 6poj Thl (CD4+ IFN-y+)
u Th17 (CD4+ IL-17+) nmumdouuTa, Behu 0poj 0poj CD4+ IL-10+ henuja gox Huje OHIO

pasznuke y 6pojy CD4+ IL-4+ numdounta u3mely excnepumentannux rpyna (I'pagukon 10).
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I'paguxon 10 (a-0). Ilpucycmeo egpexmopckux CD4+T numpouyuma y namunu nponpuju upesa DSS-om
mpemupanux C57BL6 u BALBc muwesa

Takobhe je y ciay3Huiu pesa obosienux muniea coja BALB/c nerekroBan 3naTHO Behu Opoj

Treg (CD4+CD45+FoxP3+) numdornura Hacmpam TpetupaHux wuuieBa coja C57BL/6
(I'padukon 11).
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I'paguxon 11. Ilpucycmeo Treg numdbouurta y aamunu nponpuju uypeea DSS-om mpemupanux C57Bl6 u

BALBc muwesa

4.3.2. lengpurcke henuje npomoBuiny excnansujy Treg henuja u moamky
CEPYMCKY KOHIEHTPAIMjy HMYHOCYNPECHBHOI KHUHYPEHHHA KOjH HUIPa
K/bYYHY YJIOTY Y pereHepaiuju ciay3HuIle MpeBa Koa MmuineBa coja BALB/c
y mopaesry DSS kosautuca

Jla Ou ce ucnurana ynora umyHocynpecuBHux DCs 3a ekcmansujy Treg nmumdonura,
neHapuTcke henmje, ©30J10BaHe U3 Cle3MHA 3paBuUX MuuieBa coja BALB/c cy mpenecene y
DSS-om Tperupane muIeBe UCTOT cOja, METOr JaHa HAaKOH MHUIMjajdHe arunkanuje DSS-a.
IMperxoaHo cy oBuM MmuiieBuma, armmukanujom Cyclofosfamid-a (10mg/kg) wim antu CD25
antutena (250 mg) neruernpanu Treg numdonutu 3 nana npe agMuHUcTpanuje DSS-a.

OncrpamuBame Treg tuM¢onuTa je 3a nocaeauIly UMaio JpaMaTHYHO MOTopIIake KOJIUTHCA
y 00a coja mumieBa. Hakon untpaneputoneansor npumama Cyclofosfamid-a win antu CD25
antutena y mumese BALBc coja GosecT ce moropiiajga INTO CE OYUTOBAIO HU3PAKECHUM
KpBaBUM CTOJHI[aMa, 3HAayajaHUM TyOMTKOM KOH3MHTEHIMje (¢eKaaHe Mace JIO0K je
XHMCTOJIOIIKA aHaJIM3a IOKa3ana 3HauajHa omTehema enurena, 30pucaHe KpuUMTe, ryOMTaK
nexapactux henmja ka0 ¥ MacoBHO MPUCYCTBO JIUM(OLMTA Y JAMUHHU MPONPUJU 0OOIETHX
npeBa (Cnuka 3, I'padukon 12a,0). Y cepymy ce Oenexu nosehame konnenTpanuja 1L-12 y3

HCTOBPEMEHO cMambeme KoHleHTpanuja IL-10, kao u kunypenuna (I'padukon 13a,6,8).
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Cnuka 3

Cnuxka 3. Penpesenmamuenu uceuyu mxuea konona. Ha npenapamuma BALBc muuesa naxon denneyuje Treg
aumgpoyuma youasajy ce sHauajua owmehera enumena, 36pucane kpunme, 2youmax nexapacmux henuja xao u
uspascenu henujucjku unguimpamu (8,2). Haxon annuxosarwa DCs adonmusnum mpancgepom youasa ce

3HAYAjHO NOOOMULAILE 20€ je aPXUMEKMOHUKA 20M060 04y8ana a heaujcku ungurmpamu munumannu (0,).
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I'pagukon 12. Knunuuku (a) u xucmonowiku cxkop (6) DSS-om mpemupanux BALB/c muwesa kojuma cy

dennemupanu Treg numgoyumu u mpancegheposane oendpumcke henuje.
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I'pagukon 13. Konyenmpayuja IL-12 (a), |L-10(6) u xunypenuna(s) y cepymy DSS-om mpemupanux

BALB/c muwesa kojuma cy oennemupanu Treg numgpoyumu u mpancgheposane oenopumcke henuje.

Tpancpep BALB/c nenmpurckux henmuja y3pokoBao je 3HayajaH TOpacT KWHYpPEHHWHA
(I'padukon 13B) m excmansujy Treg nmumdonuTa y JaMHHU TPOIPHjH OOOJEIHX IpeBa
(I'pacdukon 14) mro je 3a pe3ynraT UMaJo 3HaYajHO yOsiaxkaBambe CBUX MEPEHHMX CUMIITOMA U
3HaKa KOJIMTHUCA, MOOO0JbIIAkE Y KOH3UCTEHIM]U CTOJHIIE, OJICYCTBO PEKTATHOT KpBapewma U
cMamewe KIMHUYKor (I'padukon 12a) m xucronomkor ckopa (I'paduxon 126, Cauka 2).
OnaxxeHO mOOOJBIIAHE KIMHUYKE CIMKE TpaheHo je W CMameHHM KOHICHTpalujama
unpnamanujckor 1L-12 u nmosehamem umynocynpecusHor IL-10 y cepymy (Purypa 13a,
130).
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I'paguron 14. bpoj CD4+FoxP3 henuja uzonosanux u3 namune nponpuje DSS-om mpemupanux BALB/c

Muuesa Kojuma cy dennemupanu Treg numpouumu u mpancgeposane dendpumcke henuje.

4.4. MuxuOunuja ensuMmcke akruBHoctu IDO-a, cmamyje excnansujy Treg
aumpounnura M oHeMoryhaBa pereHepaumjy CJay3HUIlle LpeBa 000J1eJIUX

MHUIIICBA

Kako 6u ce ycranoBuio na nu uaxuodunuja [IDO-a ytude Ha mpoliec pereHepaiujy Ciry3HIe
upeBa BALBc mumiesn cy ynopeno ca DSS-om npumanu u 1-MT (2mg/mL), komneraTuBHU
xemujcku uaxuouTop IDO-a (215). Uuxubunuja IDO-a je 3HauajHo moropiiana omTehema
kosoHa BALB/c muimeBa u y3pokoBajia TOTOpIIama CBUX KIWMHUYKHX M XHCTOJIOHIKHUX
mapamerapa Oosectu. XUCTOJIOIIKA aHaJdM3a IIOKa3ajda 3HayajHa omrehema enurena,
30pucaHe KpHITe, I'yOUTaK rexapacTux heimja Kao M MAacoOBHO NPHCYCTBO JUMQOIUTA Y
JAMHUHU TIPONpHUjU MUIIeBa Koju cy nopea DSS-a npumunu u IMT. Kon BALB/c mumieBa

TpetupaHux camo DSS-om je Xucronomka ciuka Jpyraddja: apXWTEKTOHHMKA CIHTelNa



CITy3HHUIIE je TOTOBO HEHApyIIeHAa, a y JIAMHHHM HPONpPHjU C€ 3amaka, Ty M TaMo, CaMo

MUHHMaJIHa nHGUITpuMja neykornuruma (Crnuka 4, I'paduxon 15 a,0).

Cnuka 4

Cnuka 4. Penpezenmamugnu uceuyu mKuea Kojl0OHA HAKOH Xemujcke onoxade IDO-a ynompeoom IMT-a

muwmesuma BALBc
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I'paguxon 15. Knunuuku (a) u xucmonouwiku cxop (6) naxon onoxuparea IDO-a ynompeoom IMT.

VY cepyMy OBHX JKHBOTHH-A CYy M3MepeHe 3Ha4yajHo Behe koHneHTpanuje IL-12 kao u 3HaTHO
Mame koHreHTpanuje 1L-10 (Ipadukon 16) a 3abenmexeH je w 3HA4ajHO Mamu Opoj Treg

mumdornuTa kKoju npoaykyjy IL-10 wero y mumeBa tperupanux camo DSS-om (I'paduxon
17).
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I'paguxon 16. Cepymcke xonyenmpayuje IL-12, |L-1f, IL-10 naxon xemujcke é6noxkade IDO-a ynompetom
IMT.
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TI'paguxon 17. bpoj FoxP3 henuja xoje npooykyjy IL-10 naxon npumene 1-MT.



4.5. Jlenapurcke hemuje axktuBHomhy IDO-a wuMHAYKYjy eKCHaH3Hjy
umyHocynpecuBaux Treg mumdonnra mro je omryuyjyhe 3a perenepauujy

ciay3nuue upesa BALB/c mumeBa y mojaesy kosuruca uzaspanor DSS-om

Jla Ou ce MOTBpAMJIA XMUIIOTE3a Ja je KHHYPEHUH, KOjU je y JEeHAPUTCKUM henujama HacTao
eHsuMckoM aktuBHomhy IDO-a, onroBopaH 3a eKCHaH3W]y HMYyHOCYHpecuBHHX Treg
nuMdonnTa, KOju Cy KJbYYHH 3a yOnakaBambe OOJIECTHM M pereHepanujy CIy3HHIE LpeBa,
obonenmum mutieBa cy, nopen DSS-a, ammkoBane neHaputTcke henuje y Kojuma je CHHTe3a
IDO-a nnxubupana npumenom 1-MT (2mg/ml) u edexar muxoBe npumMeHe je ynmopehusan ca
TEpanujCKUM  epeKTHMa JSHIPUTCKUX  henMja  KyITHBUCAHMX Yy  CTaHIApAHUM
1ab0paToOpUjCKUM YCIOBUMA.

Ca umuseM Ja ce eNUMHUHHILE YTUIQ] PE3UACHTHUX JEeHAPUTCKUX henuja, u3
EKCIIePUMEHTATHUX JKUBOTH-A Cy Mpe TpaHcdepa NEeHAPUTCKUX henuja nersieTupaHe
pE3UICHTHE JEHAPUTCKE henuje MHTpanepUTOHEaTHOM AaIuIMKaldjoM camopuHa (Saporin,
Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, USA) y no3u ox 2mg/kg. CanopuH HUIBHO
neruietupa AeHaputcke henuje upesa jep oHe ekcrpumupajy CD103 perentop 3a koju ce
OBa] MMYHOTOKCHH Be3yje. HakoH ynacka y muspHy henmjy, camopuH WHXHOUpa CHUHTE3Y
NPOTEUHA U MHAYKYje anonTo3y (211).

Jlertenuja TeHAPUTCKAUX henuja y3pokoBalia je 3Ha4ajHO ToropIiame KoauTrca ko DSS-om
Tpetupanux BALBc mumieBa mro je 6uno manudecroBano 3HauajHo Behum DAL u
xucrosomkuM ckopoM (I'padukon 18) HacTamum ycnen ryouTKa TellecHe TeXKHUHE, OOUITHUX
BOJICHUX CTOJIUIIA, TEIIKOT omTehema IPEBHOT eMUTeNa U PEeKTATHUM KpBapemeM (Crauka S,

I'padukon 19).
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I'paguxon 18. Knunuuku ckop DSS-om mpemupanux muwiesa koju cy npumunu oenopumcke henuje nakon

Odenneyuje peudenmuux oenopumckux henuja.

Cnuka 5

Cnuka 5. Penpesenmamuenu uceuyu mixuea kKonona DSS-om mpemupanux muwmieea xoju cy npumunu
Odenopumcke henuje naxon oOenneyuje pesudenmuux Oenopumckux henuja. Kusomurwama xojuma cmo
oennemupanu DCs youeno je owmehere enumena npaheno edemom u heaujckum uH@QUAMpamom, a ciudaw
HANA3 je youen u Koo epyne Muuiea Koju cy npumuiu adonmusnum mpancgepom DCs xojuma je unxubupana
akmusnocmu IDO-a ynompebom 1-MT. Ca Opyee cmpane, BALBc muweeu koju cy npumunu DCs

apxXumeKmoHuKd je 20mogo HeHapyuieHd.
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I'paguxon 19. Xucmonowku cxop DSS-om mpemupanux muuieea Koju cy npumunu oenopumcke henuje

HAKOH Oenneyuje pezudenmuux oenopumckux henuja

Erzanepbanujy DSS konutuca xoq BALB/c mumeBa TpeTupaHuX camopuHOM KapaKTEPHILy
CUTHU(PMKAHTHO CMameHEe KOHIIEHTpaluje KunypeHuHa y cepymy (I'paduxon 20) u 3HauajHO
cMameme YKynHor O6poja Treg numdonunra y JaMUHH MPOTPHUjU IPEBa, IITO YKa3yje Ha 3HAYA]
KHHYPEHUHCKOT ITyTa y JNCHIPUTCKUM henvjaMa 3a ekcnaH3ujy T peryiatopHux JuMEpOoIuTa
U 32 BHHUXOBY MNpOTEeKTUBHY ynory y komutucy (I'papuxon 21). Hakon Tpancdepa
JIEHIPUTCKUX henuja CTaTUCTHUYKM 3HAdajHO je mopactao M kiauHMuku (I'papuxon 18) u
xucrosomka ckop (Cnuka 4, I'papuxon 19). Y3 10, y cepymMuMa OBHUX JKUBOTHHA U3MEPEHE
cy 3Ha4ajHO Behe koHIeHTpauuje kunypeHuHa (I'papukon 20), a y 1aMUHU IPONpPUJU LIpEBA
youeH je 3HauajHo Behu Opoj Treg mumdounrta (I'padukon 21). Koxg mumesa kojuma cy
aTtuIMKOBaHE JEHJPUTCKE henMje KojuMa je MpeTXoJHO cynpuMupaHa aktuBHocT IDO-a Huje
YOUEHO CMameme OosiecTH HUTH je youeH Behu Opoj Treg nmumdoruTa y npeBHMa IITO
He/JBOCMMCIeHO ToTBphyje naa neHnapurcke henuje mnocpeactBom IDO-a nmpomoBury
excran3ujy Treg numdonura unme omoryhyjy pererepanujy ciaysnuiie mnpesa (I'padukon 18,

19, 20, 21, Cnuka 5).
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I'paguron 20. Cepymcke Konyenmpayuje kunypenuna koo DSS-om mpemupanux BALBc muwesa xoju cy

npumunu oenopumcke henuje naxkon oenneyuje peaudenmuux oenopumckux henuja
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I'paguxon 21. bpoj Treg numepoyuma usnoeanux uz ramune nponpuje DSS-om mpemupanux muwiesa Koju

¢y npumuau denopumcke henuje nakon doenneyuje pezudenmuux oenopumckux henuja



4.6. ®a3u peMucHje U pereHepanuje cJy3HHIE I[PeBa Yy Jbyau 000JIeJTHUX O/
yJLEPO3HOT KOJIUTHCA KapakTepuinry Behe KOHUEHTpaluje KHHYpeHUHA H

y cepyMHuMa M Yy deuecuma

Jla Ou ce mpoBepmiia PEeBaHTHOCT pe3yaTaTa MOOWjeHUX Yy MHIIUjeM MoJery Ooyectu,
aHAJIM3MpaHe Cy KOHIIEHTpAllMje KUHYPEHHHA y cepyMy U (eliecy mamujeHara 000ienux of
YIILIEPO3HOT KOJIUTHCA y paznuuuTuM (pasama OosiecTd U AOOHMjeHH Mofalu cy nmopehenu ca
pe3ynratuma A00MjeHUM KO 3apaBuX HcnuTaHuka. O0oJeny naiujeHTy ¢y noJIeJbeHu Y ABE
EKCIIEPUMEHTATHEe TPYIe: Yy MPBY Cy CBPCTaHU OOJIECHUIIM Y PEMHUCHJU Ca pereHeparyjom
CIIy3HUIIE [IPEBa, a y JPYTy NaIMjeHTH KOjU MaTe O XPOHUYHOT, Mep3ucTupajyher KoauTuca

(Tabena 7).

XporrdHa dopma bonecTH
foel maixjenai, 26 (40%)
N=65(%)
Hoxa (mymxn/xenckn), N 19/7
RIS 50.12 (26-79)
(oncer)
Ty 11411
(mHTepKBapTHLT)
Fe, meaujana, i
109
(HETEpKBpaTHI) i
PepuTHH, MeHjaHa,
7.15
(mBTepKBApTILT) G
TpomGonuTH, MeHjaHa, 1800215)
(mBTepKBapTILI)
UIBC, meaujana, 3209
(mBTepKBApTHLI)
TIBC, meamjana,
56 (13.25)
(mHTepKBapTILT)
C4, meaujana, 035 (0.31)
(mHTEpKBpATILT)
C3, meaujana, 175 L02)
(mBTepKBApTIL)
CAE, meqnjaua,
3.75
(BTepKBapTHI) )
Ca 19-9, meanjana,
125
(uBTepKBApTILT) e

Tabena 7

Tabena 7. Ilapamempu mepenu Koo 0001eaux 00 YIUepo3Ho2 KOAUMUCA HA OCHOGY KOjUX Cy C6PCMAGAHU Y

eéKcnepumenmailine epyne.



Behe xonmenTpamuje KuHypenHa y cepymy U3MepeHe cy y obe rpymne obosenux y nopehemy
ca 3ApaBuUM UcnuTaHuIMMa. KoHIeHTpaija KUHYpeHHHA y CepyMy MalnujeHaTa KoJ KOjux je
KoiuTHC y ¢a3u pemucuje cy Owie 3HayajHo Behe Hero y rpymu 00oyienux Ol XpOHUYHOT
MEP3UCTEHTHOT 00JIMKA KOJIMTHCA, OJHOCHO TIOCTOjasIa je CTATUCTHYKY 3Ha4ajHa, CPENIhE jaka
HeraTUBHA Kopenanuja u3Mely cepyMcke KOHIICHTpalHje KHHYpEHHAa W KIMHUYKOT CKOpa.

(I'padukon 22).

2,5 l
H sapasu nauujeHTH
O cnoHTaHa pereHepauuja

H xpoHuyHa dopma Bonectu

Kunypenux (pmol/L)

I'pagukon 22

I'paguxon 22. Cepymcke Kkonuenmpayuje KUHypeHUHA.

Behum konnenrpanujama cepymckor kunypeuHa (I'paduxon 24) onroeapanu cy TKUBHHU
HCEeUIlM Ca jaCHUM 3HallMMa OYYBAaHUX KPHUNTHU U pEreHepaluje cily3HHlle, JOK je jacHa
XHMCTOJIOIIKM PETHUCTPOBaHa AECTPYKIHMja enuTena ca 30pHcaHuM KpHUITamMa M U3PaKeHUM
henujckuMm uHQUATpaTUMa youeHa KOJ NalyjeHaTa KOJju Cy HUMald HUXE BpPEAHOCTH

KkuHypeHuHa y cepymy (Cruka 6, I'paduxon 23).
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I'paghuxon 23. Xucmonowku ckop nayujenama.
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I'paguxon 24. Cmamucmuuku 3navajua, cpeowe jaka necamuena xopenawuja uzmely Konyenmpavuje

KUHYPEHUHRA Yy cepymy U KIUHUYKOZ CKOpa



CnoHTaHa pereHepauja XpoHuiHa popma 6onectu

Cnuka 6

Cnuka 6. Penpesenmamuenu uceuyu mrueéa KoaoHa..Ha Xucmonowkum npenapamuma ciysHuye uypeed
nayujenama Koo KOjux je KOIUMUcC y peMucuju youasajy ce ouyeame Kpunme u pezeHepayuja ciysHuye ypeed

Hacnpam 36pucanux Kpunmu u heaujckux unguimpama Koo RayujeHama ca npocpecusHom Gopmom boiecmu.

Kox mammjenara ca XpOHHYHUM TPE3UCTHPajyhuM OOIHMKOM KOJMTHCA, KOI KOjux je Behu
€HJIOCKOIICKU CKOpP, €HJOCKOICKUM MpErJIeIoM YOUMJIM Cy CE€ epuTeM, epo3uje u 30pHcaHa
BacKyJsapHa Mpexa (Cinuka 7), 10K Cy BpeJHOCTH KMHYPEHHHA y cepyMy OuJie 3HauajHO Mambe
(I'paduxon 22). y mopehemy ca manmjeHTHMa y PEMUCHJU KOjU CYy MMalld 3HAYAjHO Marmbu
enockoncku ckop (I'padpukon 25) .

Behe BpeaHocTH KHHYpEHHHA y cepyMy yOoueHe Cy KOJ MallMjeHaTa KoJl KOjux cy Ousie Mame
cepyMcke KoHleHTpanuje uH(prmamanujckux napamerapa (CRP-a, TNF-a u CXCLI11)
(I'padukon 26a, 6, 1).
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Cnuka 7

Cnuxa 7. Endockonckum nanaszom ce youasajy eposuje, 30pucana 6ACKy1apHa mpedxca u epumem Ko
nayujenama ca XponuuHum npesucmupajyhum 061uKom Korumuca 00K 08e npomene HUCY YoueHe KOO

nayujenama Koo Kojux je Koniumuc y pemucuju
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Enpockoncku cybekop

I'pagpuxon 25

I'pagpuxon 25. Mayo endockoncku cyockop.
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I'pagpuron 26. Cepymcke konyenmpayuje CRP-a(a), TNF-a(6) u CXCL11(s)



Y denecuma o0onenux O YIIEPO3HOT KOJUTHCA PETUCTPY]JY Cc€ 3HadajHO Behe
KOHIIEHTpAallMje KHUHYPCHHHA HEro KOJl 3JIpaBUX HWCIHUTAaHWKA. Y Tpynu oOoyiennx ca
CIIOHTAHOM pETeHEepaIfjoM CIIY3HHUIIE I[peBa M3MEpeHe Cy 3HadajHO Behe KOHIIeHTparmje
KHHYpeHHHa y (erecy HEero y TPylnu ca XPOHHYHHM IEP3UCTEHTHUM OOJIMKOM OoJiecTH
(I'padukon 27). Takohe, Behe koHIleHTpaluje KMHypeHHHa TpaheHe Cy 3HA4ajHO MamUM
koHnentpanujama IL-17, TNF-a, dekamnor kammporektnHa kao m CXCL11 y demecy

(I'paduxon 28a,0,8,r).

X

16 - f !
PO . S T
§ 12 4 J‘
0o
§_ 10 4 Es3apasu naumjeHTH
§ 8 - CJcnoHTaxa pereHepauuja
i; & M xpoHuuHa dopma Bonectu
>
I 4 - T
2

2 .

0

I'paghuxon 27

I'paguxon 27. Konyempayuje kunypenunay gpeyecy.
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I'paghuxon 28. Konyenmpayuje IL-17(a), TNF-a(6), ¢pexannu kannpomexmun(s), CXCL11(2) y cpeyecy

nayujenama.

4.7. TloBehamwe KOHUEHTpauMje KHHYPEHHHA Yy cepyMHMa U (euecuma
npatu nosehamwe Opoja umyHocynpecuBHux Treg Jumdouura y Cy3HHUIH
KOJIOHA 000J1eJIMX O] YJIEPO3HOI KOJHWTHCA KOju ¢y y ¢a3um pemucuje

ooJiecTH

Behe konnentpanuje kunypenuna (I'padukon 27, 22) npahene cy BehuM KOHIEHTpalyjama

IL-10 y cepymuma u ¢penecuma odonenux (I'padukon 29 a,o).
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TI'paghuxon 29. Hzmepene konyenmpauuje IL-10 y cepymuma (a) u peyecuma (6) nayujenama.

[ToBehame KOHIIEHTpamMje KUHypeHUHa y cepymuma U (erecuma npatu mosehame Opoja

umyHocynpecuBHuX CD4+FoxP3+, CD4+IL-10+ Treg mumdommra, CDS6+IL-10+ NK
hennja u cMameme Opoja uHpuamanujckux CD4+ IFN-y+ T u CD56+IL-17+ NK henuja y

JAMHMHU TpONpHjH LipeBa obonenux y pasu pemucuje donectu (I'padpuxon 30 a, 6, B, 1, 1 ,h).
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I'paghuxon 30k
I'paghuxon 30. Ilpucycmeo Treg numpoyuma xoju npodyxyjy IL-10(a), T aumgpoyuma xoju npodyxyjy IL-
10(6), NK henuje koje npooykyjy IL-10(8), T aumgpouyuma roju npooykyjy IFN-y(2), NK henuja koje

npooykyjy IL-17(0) u penpezenmamusnu oom naomogu(l)) y namunu nponpuju 00101enux.



4.8. Mama KOHUEHTpauuja KHHYpeHHHa Hu Behe KkoHuHeHTpanmje
HHQIAMANMjCKUX LUTOKHHA M3MEpPeHe Cy Yy CYJKYCHHUM Te4YHOCTHMA

000J1eJTHX 01 YJIIIEPO3HOT KOJIUTHCA Yy mopehemy ca 31paBuM ocobama

[Topact wuHGIaMaIMjCKMX [IMTOKMHA W HEKOHTPOJMCAH HMYHCKH OJrOBOp Yy I[peBHMA
oboJlex O] yAIEpO3HOT KonuTHca mpaheH je cucteMckoM WH(IAMalHjoM KOja Ce MOXKE
MaHH(ECTOBATH M TATOJOUIKUM IMpOMEHaMa y ycHO] AyrubH. CyJaKycHa TEYHOCT je JIaKo
JOCTYITHA W HeHa aHanu3a omoryhaBa mnpaheme mapamerapa JIOKQJIHE W CHCTEMCKE
uHpnaamanuje. CXoIHO TOME, UCHHUTAHA j€é MOTYNHOCT Mepema KUHYPEHUHA Y CYJIKYCHO]
TEYHOCTH Ko TOTEHIMJjAIHOT JHMjarHOCTHYKOT TapaMmerpa 3a mnpaheme uH]Iamaruje Koj
oboJenux oj yiepo3Hor koiauTHca. KoHIeTpanuje KMHypEeHUHA M3MEPEHE y TEYHOCTHMA
Y30PKOBaHUX W3 THUHTUBAIHHUX CYyJKyca OO0OJENuX O YJIEpO3HOI KOJIMTHCA Cy Ouiie
CTaTUCTHYKU 3HAYajHO Mamke HEro KOHICHTpallhje KHHYpEeHHHa JOOUjeHUX M3 CYJIKYCHHX

TEUHOCTH 37paBux ocoba. (I'paduxon 31).
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I'paguxon 31. Hamepene konuenmpayuje umMyHoCynpecuenoz KUHypeHUHa y cyaKycoj meunocmu 0001enux

u 30pasux nayujenama

Mame KOHILIEHTpalMje KHHypeHHHa mpaheHe Ccy W 3HauyajHo BehuMM KoHUeTpalujama
MH(IaMaIjUCKUX [IMTOKMHA y THHruBasiHOj Teunoctu: IFN-y, CXCL11, IL-1p, IL-12, IL-23,
IL-17 (I'padukon 32 a, 6, B, T, 1, 1)).
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I'paguxon 32. Himepene Konuenmpayuje RPOUHOIAMAUUJCKUM UUMOKUHA MEPEHUX Y CYIKYCHOJ

IL-17
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meunocmu: IFN-a(a), CXCL11(6), IL-1f(e), IL-12(2), IL-23(0), IL-17(}).



4.9. UaTpanepuToHealHa alJIMKANMja Me3eHXUMAJHUX MaTHYHUX heauja
mumesuma coja CS57BL/6 cmamyje cBe KIMHMYKe, OHOXeMHjKe H

XHCTOJIONIKE MapaMeTpe KOJUTHCA u3a3BaHor DSS-om

[Mopen neanputckux hemmja, MSCs cy riaBau hemujcku uzBop IDO-a y npeBuma (183, 184).
300r TOra je ICIUTUBAH Tepanujcku noteHnujar MSCs y MOyIauju KOJIUTHCA.

Jlpyror W meTor JaHa HAKOH WHAYKIMje KojuTuca wmumeBuMa coja C57BL/6
MHTPANICPUTOHEAITHO j& AIUIMKOBAHO 1x10° MSCs n3010BaHEX H3 KOCTHE CP’KM JKUBOTHHA
UCTOT coja. MHUIIIeBH TPETUPAHU HA OBAj HAUYMH CY Pa3BHJIM 3HAYAJHO JIAKIIH 00K OOJIECTH.
Konon mumeBa xojuma cy amnukoBane MSCs Ovo je 3Ha4ajHO Ty>KU HEro KOJOH MHILEBa
KojuMa Hucy arrnkoBaHe oBe henuje (I'padukon 33). Takohe, ko MueBa Koju Cy MPUMIIN
MSCs ce permcrpoBao 3Ha4ajHO MamH TyOHUTaK TEIECHE Mace W HM30CTaHAK PEKTaTHOT

kpBapema (['padukon 34). mITo je pe3ynTupaio MambuM KIMHUYKUM ckopoM (['padukon 34).
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I'paghuxon 33. qyrncuna uzonosanux xonona C57BL/6 mumesea mpemupanux DSS-om u naxon annuxayuje

MSCs.
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I'paghuxon 34. I'voumax menecue mace C57BL/6 muwmeea mpemupanux DSS-om u naxon annukxayuje
MSCs.
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TI'paghuxon 35. Knunuuku (DAI) cxkop C57BL/6 muwesa mpemupanux DSS-om u naxon annukauuje MSCs.

Jlakmm o6muk Oonectu MuuIeBa Koju cy npummin MSCs noTBpheH je M 3Ha4ajHO MambUM
XHMCTOJIOIIKAM CKOpPOM: Ha XHUCTOJOMIKMM mpenapatuma DSS-om Tpetnpanux C57BL/6
KUBOTHHA KOojuMa cy amukoBaHe MSCs je youaBajy ce 3HauajHO Mame olTeheme TKuBa
KoJioHa y3 henujcku WHOUATpPAT KOjU je Mame LenyjlapaH U yriaBHO orpanuyeH. Ha
MoCMaTpaHUM IIpernapatuMa MumieBa TpeTupaHux DSS-oM jacHo ce yodaBa jaecTpykiuja
KpUNTH, epo3uja enurena mpaheHa HCTamemEM JaMUHE MpompHje JA0K je hemujcku
nHbUATpaT AUdy3aH, H3paKeH a hemuje mMpoxumajy cBe cliojeBe 3mja kojoHa (Cruka 8,

I'padukon 36).



Cnuka 8

Cnuka 8. Penpezenmamugnu uceuyu 3uda oebenoz ypesa nocie anauxayuje DSS-a u annuxayuje MSCs.
Koo DSS-om mpemupanux muwesa coja C57BL/6 owmehemwa enumennux henuja upesa cy ouna
oncexycnuja, macoéna unguampayuja umynckux henuja je oéuna npucymna 00K KoO muuiesa Koju cy

mpemupanu MSCs nopeo ozpanuuenoz henujckoz ungpunmpama nucy youena éeha owmumehera cmpykmypa
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I'paghuxon 36. Xucmonowxu cxkop C57BL/6 muwmesa mpemupanux DSS-om u naxon annuxayuje MSCs.



Jlakmu o6smk GoJecTH y TPYIU JKUBOTHIbA Koje cy npumuie MSCs npaheH je moBUIIEHUM

CepyMCKHUM KOHIIeHTpaljama kunypennna (I'padukon 37).
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I'paguxon 37. Hzmepene konyenmpayuje kunypenuna muwiesuma coja C57BL/6 mpemupanux DSS-om u

Haxon anaukayuje MSCs.

4.10. IIpumena MSCs kox 000/eJUX MHIIEBA 3HAYAjHO CMambyje H

KOHIIEHTPALNjy NPONH(IAMANMjUCKUX IUTOKUHA y CEPyMy

VY cepymy kuBOTHBA Koje cy npumaine MSCs u3mepeHe cy 3Hau4ajHO Mambe KOHIEHTpaluje
nHpmamanujckux mutoknHa (TNF-a, 1L-12, IL-1B) y mopehemy ca mMumieBa Kojuma HHCY
aruiukoBane MSCs (I'paduxon 39). V3 1o, mpumena MSCs y3pokoBaia je mopacT

KOHIIEHTpanuje umyHocynpecuBHor IL-10 y cepymy obosenux sxuBotumba (I'padukon 38).
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TI'pagpuxon 38. Konuenmpayuja yumoxuna (TNF-a, IL-12, |L-1f, IL-10) y cepymuma DSS-om mpemupanux

Muuiesa Hakon anaukayuje MSCs

4.11. IIpumena MSCs koa obOogeaux mumeBa coja CS57BL/6 3HauajHo
cMamyje Opoj uHIaManMjCKUX JeHAPUTCKUX heanja u makpodara y 3uay

peBa

JlBaHaecTor eKCHepUMEHTAJIHOI JaHa, W3 JIaMuHe mporpuje konoHa C57BL/6 muiesa
M30JI0BaH j€ 3Ha4yajHO MamM Opoj MpoMH(pIAMAIUjUCKUX JACHIAPUTCKUX hemnuja
(CD45+CDl1c+, CD45+CD11¢+CD40+, CD45+CDI11c+IL-12, CD45+CDI11c+IL-
1B)(I'pacdukon 39).
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I'paghuxon 39. Hzonoeane DSs u3 namune nponpuje ypeea muwesa xkoju cy npumanu MSCs.

IIpumena MSCs 3HauajHo cmamyje u Opoj CD45+F4/80+ makpodara Koju HpOAYKY]Y
unpnamanujcku  IL-12. Hwuje  peructpoBana  curHudukanTHa  paznuka  Opoja
CD45+F4/80+TNFo+, CD45+F4/80+IL-1f wundmamanujckux M1 HEH y  Opojy
CD45+F4/80+1L-10, CD45+F4/80+CD206+antepHaTuBHO aKTUBUpaHUX M2 wMakpodara
u3Mely exciepumentannux rpyna (I'pagukon 40) mro ykasyje na je edexar npumene MSCs

BEPOBAaTHO OMO ToOCIeIUIla HHUXOBOT yTHIQja Ha MNpoMeHy (eHoTuna u (QyHKUHje

JIeHIPUTCKUX henuja.
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TI'paghuxon 40. Hzonoeanu maxpopazu u3 namune nponpuje upesa muuiesa xoju cy npumanu MSCs.



4.12. Ilpumena MSCs koa oOogeaux mumenBa coja CS57BL/6 3nauyajHo
cMamyje mnpoueHryajaHu ynaeo wuHpuaamanujuckux CD4+ heiamja, a

noBehaBa npoueHar ToJieporenux heauja npucyTHUX y JaMUHH NPONPHUjH

300r yuMmBEHHIIE Ja JECHAPUTCKE henmuje CBOj yTHIA] HA MPOTPECH]Y KOJIUTHUCA OCTBAPYjy
WYTJIaBHOM IOCPENHO, akTUBanujoM T mumdonunTa, aHAIM3UPAHO je MPUCYCTBO, (PEHOTHIT U
¢dbynkumja T mumdonuTa y JaMUHU]H IPOTIPUJH IIpeBa 000JICTUX MHIIIEBA HAKOH aIlJIMKaIlH]je
MSCs.

VY henujckum uHUATpaTHMa JaMUHE TpPONpHje MuIeBa Koju cy npumaiu MSCs Ouo je
npucyTaH 3HadajHo Behm mpoueHat umyHocynpecuBHux CD45+CD4+FoxP3+IL-10+ Treg
aumdorura (I'padukon 41).

% ’ —
] O C57BL/6 kouTpOna
§ 1,4 Z T
T
g 1'2 ) l B C57BL/6 + MSCs
*]
s 1
[0 C57BL/6 + DSS
£ 08 - g
=1
g 0'6 OC57BL
S _l_ /6 + DSS + MSCs
c
g 04 I
*%] =l
0 +

CD45+CD4+FoxP3+IL-10+
I'paguxon 41

I'paguxon 41. Ilpoyenmyanna 3acmynwenocm Treg numgouyuma xoju npodyxyjy IL-10 y nonynauuju

MOHOHYKIIeapa u308anux u3 jamune nponpuje muuiesa naxkon anauxayuje MSCs.

VY3 T0, y JJaMHHU TPONPHjU MHIIEBA KOjuMa cy arukoBane MSC yodeH je 3HAaTHO Mamu

npotueHaT uadramanujckux CD4+IFN-y+ T numdorura (I'padrkon 42).
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I'paguxon 42. Ilpouenmyanna 3zacmynwenocm T numpouyuma xoju npodykyjy IFN-y y nonynayuju

MOHOHYKIeapa u308anux u3 jamune nponpuje muuiesa naxkon anauxayuje MSCs.

4.13. MSCs nosehaBa MMYHOMOAYJIALMjHUCKH KANALNUTET AIUIMLIUPAHHUX

DCs

Ha 6u ce ucnurana moryhHoct na ce ammkanujom MSCs mnosehajy ToneporeHun u
MMYHOCYNPECUBHM TMOTEHIM]jal ACHAPUTCKUX hennja W Ha Taj HAYMH JONPUHECY CMambEHhY
nH(]IIaMaIrje KoJioHa, 000JIeTUM MUIIEBMMA Cy alTMKOBAHE JICHJIPUTCKE helrje MpeTxoHO
M30JI0BaHE U3 3[JpaBUX MUIIIEBA M KOKynTuBUcane ca MSCs.

Iletor naHa ekcrnepyMEHTa aIUIMKOBAHO j€ WHTpanepUTOHEATHO 20x10° DCs Koje cy
Kokynrusucane ca MSCs.

Obonene xuBotumwe koje cy mnpumwmie C57BL/6 nenaputcke henuje KynTuBHucaHe Y
CTaHJApJHUM YCJIOBMMA Cy pa3BWie TeXH oOmuKk komutuca. CympoTHO ToMme, 00oJenu
MHUILIEBU KojuMa cy arunkoBaHe C57BL/6 nenapurcke henuje mpeTxoaHO KyJITHBUCAHE ca
MSCs, cy pa3zuBnu jakumy oOnuk OosiecTH, MaHudecroBaH MambuM DAI ckopom (3HaTHO
MamkH TYOUTK TEJIECHE Mace, M30CTaHaK PEKTATHOT KpBapema, OOWITHE AWjapeje W IYKH

kosioH) (I'padukon 43a, 0, B).
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I'paghuxon 43. Knunuuxu (DAI) cxop(a), xucmonowxu ckop(6) u 2youmax menecte mace(8) Koo Hcugomura

kojuma cy annukoeane DCs kynmueucane ca MSCs.

Ha xucromomkuMm mpenapatuMa TKUBHUX Y30paka KOJOHAa MHIIEBA KOJU Cy aJONTHBHUM
Tpancpepom npummin C57BL/6 nenaputcke henuje KylITUBHUCaHE Y CTaHIAPIHUM YCIOBUMA
yodaBa ce MH(uIamMalMja U ryOuTaKk HOpMajiHe CTPYKTYype M apXUTEKTOHUKE TKUBA HACIIPaM
TKHUBHUX HCEYaKa KOJIOHA JKUBOTHH-a KojuMa cy arumkoBane C57BL/6 menmputcke hemuje
nperxogHo KyntuBucane ca MSCs. Ha XHCTOJOMIKMM TpenapaTHMa >KUBOTHIbA W3 OBE
eKCIIepUMEHITaJITHE TpyIle yodaBajy c€ MHUHUMajHa omrehema KpUNTH y3 Mamu Opoj
uHGnaMalujckux henuja, mWTO je pe3yaTUPATO CTATUCTHUUKU 3HAYAJHO MAUM XHCTOJIOIIKUM

ckopom. (Cruka9, I'padukon 44).

Cnuka 9



Cnuka 9. Kapakmepucmuunu uceuyu 3uda oevenoz uypeea nocie undykyuje DSS konumuca u annuxayuje

DCs kao u DCs kynmueucanux ca MSCs.
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I'paghuxon 44. Paznuxe y xucmonowkom ckopy usmeljy o6onenux muuieea Kojuma cy anaukoeane C57BL/6
Odenopumcke henuje kynmueucaune y cmaunoaponum ycnosuma u C57BL/6 oenopumcke henuje npemxoono

kynmueucane ca MSCs.

4.14. UnTpanepuToHeaIHA AIUIMKALNMja Me3eHXMMCKHX MAaTH4YHHMX hesmja

BALBc MuieBa noropimasa KoJJUTHC MUIIIEBA HCTOT cOja

Hpyror u neror gaHa Oosiectu obOonenum MmuiieBuMa coja BALBc mHTpaneputoHeanHo cy
arumkoBane MSCs ucror coja.

CynpotHo on edekara koje cy C5S7TBL6 MSCs umane y Moaymnanuju KOJTUTHCA MUIIIEBA UCTOT
coja, kox obonenux BALBc mumeBa HakoH npumene BALBc MSCs youaBa ce 3HauajHO
MOroplIamke KIMHUYKE CIIMKe: OOMIIHE, KpBaBe CTOJIMIIE U 3HA4ajaH TyOMTaK TEJIeCHE Mace Y

nopehemy ca xuBoTHIaMa Koje ¢y npumuie camo DSS. (I'padukon 45).
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I'paguxon 45. Knunuuxu (DAI) ckop naxon annukayuje MSCs mumeeu BALBc coja

Xucronomkn HHUCY youeHe Behe pasnmke usMbhy mnopehenmx rpyma amm cy henmjckm
UHQUIATPATH LETyNapHUjH KOA o0oNenux >KuBOTHUHA Koje cy mnpummie MSCs. Ilopen

orpannueHor henujckor uHpunTpara He youaBajy ce Beha omrehema TkuBa (I'paduxon

46,Cnuka 9).
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I'paghuxon 46. Xucmonowxu cxop DSS-om mpemupanux muwiesa coja BALBc naxon anauxayuje MSCs.
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Cnuxka 10. Kapakmepucmuunu uceuyu 3uoa debenoz upesa nocie unoykuyuje DSS konumuca u anauxayuje
MSCs. Koo DSS-om mpemupanux muwesa coja BALBc roje cy npumune MSCs macosna ungpunmpayuja
umyHckux henuja je ouna npucymua 00k K00 muuiega Koju cy mpemupanu DSS-om ozpanuuenoz henujckoz

ungunmpama nucy youena éeha owmehera cmpykmypa.

4.15. Ilpumena MSCs kox o6GoJienux mumeBa coja BALBc 3nauajHo
noBehaBa npoueHTyajJHu yaeo nHpIaMaUjucKUX Makpodara, a cMamyje

MPOLEeHAT ToJleporeHux henuja npucyTHUX y JJAMUHU NPONPHjH

W3 namuHe Mpompuje HAKOH JIBAaHECTOI JaHa EKCIIEpUMEHTa yOodeHO je Behe MpHCYCTBO
Makpodara, mocedno napmamanujckux M1 makpodara xkoju npoaykyjy IL-12. (I'padukon 47
a, 0)
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I'paguxon 47. Ilpouenmyannu yoeo maxkpoghaza(a) y nonynayuju MOHOHYKI1€apa u30j106aHUX U3 JIAMUHE
nponpuje BALBc muwiesa naxon annukayuje MSCs-a 20e domunupajy npoungramayujcku maxpogpazu

Koju npooyxyjy IL-12(6).

[IporneHTyanHa 3acTyIJBEHOCT AJITEPHATHBHO aKTUBHPAHWX Makpodara je Ouia 3HA4ajHO

Mamba KoJ 000JIeNTuX )KUBOTHIbA Koje cy Tpetupane MSCs (I'padukon 48).



BALBc KoHTpona

w
|

— B BALBc + MSCs

N
-
(8]
|

I BALBc + DSS

N
|

BALBc + DSS + MSCs

[
|

% y nonynauuju MOHOHyKneapa
e Lo
(%)} (%)}
| |
—

o

F4/80+CD206+

I'paghukon 48.

I'paguron 48. Ilpouenmyannu ydeo makpogaza y nonynayuju MOHOHYKIeapa U30106aAHUX U3 JAMUHE
nponpuje BALBc muweea naxon anaukayuje MSCs-a 20e armepnamusno akmugupanux maxkpogaza uma

3HAMHO Marve.

4.16. Ilpumena MSCs koa o6Ooseaux mumeBa coja BALBc 3HauyajHo

cMamyje MpoueHaT ToJieporeHux AeHapuTkux heamja koje npoaykyjy I1L-10

JlBaHaector JaHa eKkcrepuMeHTta, u3 JjamuHe mponpuje BALBc wmumeBa kojuma cy
arutmkoBane BALBc MSC wuzonoBan je 3HatHO Behu Opoj CDI1lct menaputckux henwja.

(T'paduxon 49)
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I'pagpuron 49. Ilpouyenmyanna 3acmynvenocm DCs y nonynayuju mMoHOHYKIeapa u30108AHUX U3 NAMUHE

nponpuje muwesa cuja BALBc mpemupanux DSS-om naxon annuxayuje MSCs

VY3 TO, CTAaTUCTUYKKM 3HAYAjHO MarH IMPOIEHAT TOJIEPOTCHHUX JCHIPUTCKHUX KOje TIPOAYKY)Y
IL-10 cy youeHe y koj0HY oOoJenux XKuBoTUma Koje cy npummie MSCs (I'padukon 50. a,
0). YumeHnla 1a HUje youeHa pa3jiiKa y MPOIEHTY MHGIAMalUjCKUX NEeHAPUTCKUX hemuja
koje nmponykyjy IL-12 (I'padukon 50 a), ykasyje na je epexatr BALBc MSCs Ha moropiiame
KOJIUTHCA IOCIICIUIAa HUXOBOT CYIPECUBHOT e(eKTa Ha TOJEPOTreHe ICHAPUTCKE hemuje

BALBc muiiesa.
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I'paguxon 50. Ilpoyenmyanna 3acmynmwenocm umynonomenyupajyhux DCS(a)u umynocynpecusnux(6) y
nonynauyuju MOHOHYK1€apa u3on08anux u3 Jamute nponpuje muuwiesa cuja BALBc mpemupanux DSS-om

Hnaxon anaukayuje MSCs



4.17. A3 namuHe mnpomnmje obosesnx BALBc MumeBa HakOH TperMaHa
MSC nerexkroBan je 3HaTHO Behu mpoueHatr uHpuaamanmjckux CD4+ T

auMonura

VY konony ob6onennx BALBc mumeBa xojuma cy amumkoBaHe MSC yodeH je CTaTUCTHUYKU
3navajuo Behu npouenar CD4+ T numdonura (I'padukon 51).
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I'paghuxon 51. Ilpouenmyanua 3acmynvenocm T numgpoyuma y nonynayuju MoHOHYK1€APA U30I08AHUX U3

aamune nponpuje muuiesa cuja BALBc mpemupanux DSS-om naxon anauxayuje MSCs

VY3 To, craructuuku curHupukantHo nosehan % wmHpnamanmjckux CD4+ T aumdouura
(IFN-y+ u IL-17+), a curauukanTHO cMameH % umyHocynpecuBHuX CD4+ mumdorura (IL-
10+) 6uo je mpucyran y namuHU mpornpuju peBa BALBc muineBa kojuma Cy amjiuKOBaHE

BALBc MSC (I'paduxon 52 a, 0, B, I).
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TIpaguxon 52. U3 xonona muwesa rxoju cy npumunu MSCs uzonosanu cy Thl (CD4+ IFN-y+)(a) u Th17(CD4+
IL-17+)(6) y 3namno eehiem npoyenmy ook cy CD4+ heauje xoje npooykyjy IL-10 (8) 6ure npucymmne y 3namno

Marbem npoyennty

4.18. KoHumeHTpanuja KHHYpPeHHAa Y CepyMy OJpa)kaBa pas3jidKe Yy
KJIMHUYKUM M XHCTOJOmUM ckopoBuMma usMmel)y oOosennx CS57BL/6 mu

BALB/c kojuma cy aniinkoBane MSCs

[TopenuBumm nobujene pesynatare usmely konuruca uHAykoBaHMM DSS-oM kon n1Ba coja
muieBa, BALBc xuBotume cy HakoH amukanuje BALBc MSCs passune Texy ¢opmy
6osnectu (MaHu(pecTOBaHE MOPACTOM KIMHUYKOT U XUCTOJOLIKOI ckopa) Hacmpam C57BL/6
MulIeBa KoJA KOjux je mnpuMeheHOo 3HauajHO MoOoJbllake (MaHU(PECTOBAHO CMAHEHEM

KJIMHHUYKOT ¥ XMCTOJIOIIKOT ckopa) HakoH nmpumene C57BL/6 MSCs (I'padukon 53a, 0).
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I'paghuxon 53. Pasznuxe y kiunuukom(a) u Xucmonromrkom ckopy(6) usmehy pasimuuumux cojesa Muuieea HaKoH

anauxayuje MSCS

KoHneHTpanyja KuHypeHHa y cepyMy oOJipakaBa pasivKe y KIMHMUYKAM M XUCTOJIOIMIUM
ckopouMa u3mely obonenux C57BL/6 n BALB/c kojuma cy arumkoBane MSCs (I'padukon
54a). Konnenrpanyja KUHypeHHHa je curHugukanTHO Beha y cepymy C57BL/6 xuBoTumba
kojuma cy armmkoBaHe C57BL/6 MSCs, a cUrHUHKaHTHO Mama y cepymMy oOO0OJenux
BALB/c mumesa xoju cy npumanu BALB/c MSCs (I'padukon 546). OBu pesynratu ykasyjy
Ja je KOHIIGHTpallMja KHHYpPEWHA y CepyMy OJpakaBajia pasliiKe y KIMHUYKAM U

XHUCTOJIOUINM cKopoBuMa uzmely obonenux MSCs-tperupanux C57BL/6 u BALB/c muiesa



Y MOTBpl)Y]y XUTIOTE3y Ja aHaJIu3a KOHIIEHTpAIMje KHHYPEHHHA MOKE TIOCITYKUTH Kao 100ap

napamerap 3a rnpaheme nporpecuje yiIepo3Hor KOJIUTHUCA.
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I'pagukon 54. Konyenmpayuje usmepenoz KUHypeHuna y cepymy dcusomurba Haxoun anauxayuje MSCs cy
s3HamHuo eefie ko0 oscusomurva coja C57BL/6(a) 0ok ce ko0 muwesa BALBc (6) coja demexmyjy 3Hamuo Hudice

KOHYeHmpayuje UMyHOCynpecugHo2 KUHypeHUuHA



5. ITMCKYCHJA

5.1. ¥ koaurucy m3azsanom DSS-om, IDO perysnme uarepakumjy DCs u

Treg heanja y 1aMmuHu Nponpuju upesa

DCs IDO/kunypeHUHCKUM ITyTeM IpOMOBHINY ekcran3ujy Treg henuja nok Treg mumdonutu
MOCPEJICTBOM UMYHOMOYJIATOPHUX LIUTOKMHA CYNPUMHPAjy npoaykuujy IL-12 u mojauaBajy
cekperrjy IL-10 y DCs unnykyjyhu y muma pa3Boj TojaeporeHor penorura (216).

DCs BALBc mumeBa umajy 3HatHo Behy aktuBHOcT IDO-a m 3HauajHo Behu kamanurer
IPOAYKIHMje MMYHOCYIPECUBHOI KMHypeHHHa y nopehewmy ca DCs C57BL/6 mumesa. ¥V
CKJIaqy ca THM, CTaTUCTHYKM 3HAa4YajHO Behe cepyMcKe KOHIEHTpalHja KHHYpEHHHA W
3HavajHo Behu Opoj Treg nmumdonuTta 61O je mpucyTaH y JaMuHU Tporpuju npeBa DSS-om
Tpetupannx BALBc wmumieBa KoJ KOjUX je CIIy3HHIIA I[peBa CIIOHTAHO pEreHepucania
(C'padukon 11).

Treg numdonuTu UMajy BaxkHy YyJOry y Cymnpecuju uH(aMaiuje u pereHepanuju omrehene
ciIy3HUIIE IipeBa. Treg cynmpuMupajy aktuBaiujy u epexropcke ¢pyHkiuje hemmja oqroBopaux
3a omrreheme ciay3HuIe npesa y y koaurucy (makpodaru, DCs, T u B henuje) (216). V3 1o,
Treg urpajy riaBHy yJory y ojpkaBalby MMYHCKE XOMEOCTa3e M TOJIEpaHLHje y LPeBHMA
(216). Hemnneumja Treg numdormra je pe3yaThpaia 3HAYajHUM IOTOpIIAbEeM 00JIecTH
MaHu(peCcTOBaHUM OOMJIHMM, KpBaBUM cTojuuama, nopactoM DAI m xwucronomkor ckopa
('padukon 12a,0,B).

Treg mumdonutu nocpeactsoM T-bet TpaHCKpUTIIMOHOT (PakTOpa MOTEHIUPA]y MPOAYKIIU]Y
TIGIT uaxuburopHor Moiexkyna koju noactude nponykuujy IL-10 u unxuOupa crapame
IL-12 y DCs, mTo uHIyKyje HacTaHak TOJEpOreHor ()eHOTHIIa y OBUM henujama U BOIU Y
CEeNIeKTUBHY MHXMOWIIN]Y akTUBUpaHuX, nH(pramanujckux Thl hemuja (217, 218). V3 To, Treg
henuje npoaykuujom umyHocynpecuBHux mutokunHa (IL-10, TGF-B) mMory u ga aupektHo
CyNpHUMHUpajy aKTuBalujy u npoiudepannjy edpexropckux T u B mumdormra (219, 220).

3a ekcman3ujy Treg mumdornura nocedHo je BakaH eH3uM IDO uymjom aktuBHomhy DCs
nosiapu3yjy HauBHe T numdonura Kka HUMyHOCYNpPEeCUBHUM Treg AuM@ouUTHMA YUME ce
Kperpa HMYHOCYNpPECHBHAa CpeAMHa y UWHGIaAMUPaHOM TKHUBY M OJpXKaBa HMYHCKa
tonepanuuja (141 ,142). DCs, aktuBHouthy IDO-a, cTBapajy KHHYpEHUH, Kao MPOJIYKT
Merabonmusma Tpunrodana (135, 140, 142). KuHypeHuH MpPOMOBHUIIE EKCIPECU]Y

tpanckpunmuonor ¢akropa FoxP3 (Forkhead box P3, FoxP3) koju omnpenesbyje HauBHE



CD4+ T mumdonute ka umynocymnpecuBauM CD4+FoxP3+Treg mumdormruma (135, 140,
142).

Meglar u capagHunM Cy yOo4ywJId Pas3iidKy y CTeleHy pa3BUTKa Oosiectw u3Mel)y JiBa coja
muiesa (2). Haume, oru cy xoz coja C57BL/6 younnu na ce pa3Buja TeXd 00JUK OonecTH
KOJH HaJIuKyje XpoHW4YHO] (popmu, mok kox muiieBa coja BALBc ce HakOH MCKJbyunBama
DSS-a cumnToMu GosiecTH CIOHTAHO TMOBIade. TOK OOJIECTH je y MPBUX MET JaHa CIWYaH,
npaheH TYOUTKOM TEXHHE, UjapejoM M PEeKTATHUM KpBapemeM, C THM Ja Ce KOJ MHIIEBa
coja C57BL/6 HakoH meTor naHa oBaj TpeHJ HacTaBHO J0K kox BALBc muimieBa HakoH
ucKJbyunBama DSS-a je momio A0 croHTaHe pereHepaluje CIy3HHIIEe I[peBa U MOBJaueHa
cumnrToMa (I'paduxon 1a,6, 2a,6). OBu pe3ynratu cy mokaszanu ga muieBu coja C57BL/6
pa3Bujajy xponuuny ¢opmy DSS kxomutuca nok kox DSS-om tperupannx BALBc mwumieBa
Jo7a3d A0 CIOHTaHEe pereHepanyje ciuysHuie npesa (2). 36or tora, DSS-om tpetupanu
C57BL/6 muieBu mpeAcTaBibajy MOAEN 3a XPOHUYHHU, MPOTPECUBHU KOMUTUC To0K DSS-om
tpertrpanun BALBc muieBu cy NMOrofHM 3a aHAU3y pereHepanuje oboserne ciy3Hule (2).
Pesynraru oBe cTynuje ykasyjy Ja pa3imuuTa aktuBanudja curaansor myra IDO1/Kunypenun
uMa BakaH YTHIA] Ha pa3Boj cojHMX pasnuka umehy C57BL/6 u BALBc mumesa y DSS
KOJIUTHUCY.

Hakon 5. mana mojena, Koj JKHBOTHE-a 00a coja yOUYeHH Cy JAWjapeja, KpBaBe CTOJUIE U
ryoutak TtenecHe mace (I'paduxon 1a,0). Hakon 12. maHa ycraHOBJEHA j€ CTaTHCTHYHU
3Ha4yajHa pas3liiKa y KIMHUYKOM CKOpY, TYOUTKY TeJIeCHE Mace M XUCTOJIOIIKOM CKOpY Y
kopuct C57BL/6 mumeBa (I'padpuxon 2a,0). OBu pesynratu npaheHu cy paszaukama y
CEPYMCKO] KOHIIEHTpallMju KUHypeHWHa. bamanc wusmel)y mnpouHdIamManujuckux W
aHTUMH(IJIaMalMJUCKUX LIUTOKWHA JAETEPMHUHUILE NPOrecHjy U MaHHU(ecTaluje yILepo3HOr
KOJIUTHCA Koje MOry Mhu y mpaBlly pa3uTKa XpOHMLUTETa OojecTd wiu pemucuju (221). Y
cepymy CS57BL/6 mumeBa u3MepeHe Cy 3HATHO HHXKe KOHLIEHTpalMje KUHYpEHUHa |
uMyHocynpecuBHor nurtoknHa IL-10, a Behe koHneHTpanyje nadaamanujckux nuTokuHa IL-
1B u IL-12 y nopehemy ca mumeuma BALB/c coja (I'paduxon 6). Y3 HUXKY KOHIIEHTpAIU]y
KUHYpEHHMHA Y cepyMy, CTaTUCTMUYKHU 3HauyajHo je 6uo Behu O6poj mHdnamanujckux DCs koje
npoaykyjy IL-12 u IL-18, curaudukantHo Behu 6poj nndnamanujckux Thl u Th17 henuja u
CTaTUCTMYKU 3HAYajHO Mame MPUCYCTBO MMYHOCyNpecuBHUX Treg naumdorura y 1peBuma
DSS-om tpernpanux C57BL/6 mumeBa (I'padukon 5, 10a-x). Cratrctnuku 3HadajHO Beha
KOHIIeHTpanuja kuHypeHuHa y cepymy(I'paduxon S5) u cnenctBeno Behu Opojy Treg

mumdorura y upeBuma DSS-om Tpetnpannx BALBc wmwumeBa je mnpaTuia TOTOBO



HEHapylleHa AapXWUTEKTOHUKA CIy3HHUIE enuTena npaheHa MUHMMAIHMM JICYKOLMTHUM
ununarparom (Ciuka 2).

Excnepumentuma y kojuma cy aemierupane DCs ummm Treg y DSS-om Tperupanum
MUUILEBUMA, OJHOCHO €KCIIEpPUMEHTHMa TOKOM Kojux cy TpaHcgepoBane DC y kojuma je
nperxoqHo Ouna cympumupana IDO aktuBHOCT, mokazano je ma DCs akruBHOmhy
IDO/kuHYpeHUH CUTHAJIHOT TIyTa WHAYKYjy pa3Boj Treg mnmMmdornura Koju 3aTum
CYNIpUMHPAjy HMYHCKH OATOBOp, Cy30uWjajy wHQIaManujy u yOp3aBajy pereHepanujy u
OIIOpPAaBaK CIIy3HUIIE L[PEBA.

[To3Hato je 1a KHHYpEeHUH Kao M APYTH METabOIMTH KaTaboim3Ma TpunTodaHa Mo J1ejCTBOM
IDO-a (3-HAA, KYNA, QA u 3-HK) mupextHo nHxubupajy nponudepalnjy akTMBUpaHux T
u B smmdonura mro cmyraBa cTeueHH HMYHCKH ojaroBopa (137-139). Ha amomnrosy
uHaykoBany IDO/KuHYpeHHHCKUM IyTeM IoceOHO cy ocersbuBH HH(paamauujcku Thl
mumbonutu Kunypenun yBoau y amonrto3y Thl mumdouurte aktuBupajyhu kacmnaszy-8 u
uHayKyjyhu ocnodahame muroxpoma C u3 mutoxonapuja (140).

[Topen nupekTHOT MMyHOCYyNpecuBHOT edekrta Ha aktuBupane T hemmje, IDO ydectByje u y
uHTpahennjckoj CUTHaIM3alMjU KaJla OAprKaBa peryianujckd (PeHOTHN IUIa3MOLIUTOUIHUX
DCs (pDCs) (145). OBe henuje cy 6utan uzBop IFN-tum 1, koju cy cnocoOHH a MOKpPEHY
ekcripecujy TreHa 3a mnponaykmujy IDO-a mTo kao mocienuily wMma ekcnausujy Treg
mamdormra (145). OBaj nporec je aenom perynucan aktuBanujom AhR (Aryl hydrocarbon
Peceptor) (133, 146). Hakon mto IDO nemerupa tpuntodat, METabOIUTH KHHYPEHUHCKOT
myTa ce MoHamiajy kao jura"au 3a AhR mro 1oBoam 10 merose TpaHcloKalyje y jenpo. Y
jeapy AhR wmHaykyje TpaHckpumnuujy umibaHux reHa mely kojuma je u FoxP3 unme ce

MHYyKYje HacTaHak U ekcran3uja FoxP3+Treg numdonura (133, 146, 147).

5.2. KoHueHTpanmnja KMHyYpeHHHA Y cepyMmy, (enecy v CyJKYyCHOj TEUHOCTH:
NOTEHIMjaJIHO HOB TMPOTHOCTHYKH MapaMerap KoJa o000JieIuX OJ

yJILEPO3HOT KOJIUTHCA



5.2.1. OnpehuBame KOHIEHTPAaNMje KUHYPEHHHA y cepyMy H denecy Mo:ke
NpPeacTaB/baTH HOB METOJ 32 IOCTaB/bame AHjarHose u npaheme
Nporpecuje yJauepo3Hor KOJIUTHCA

Jla Ou ce mpoBepuia peaeBaHTHOCT JOOHjEHUX pe3yiTaTa y MUIIHjeM Mojely 0oJiecTH 3a
XYMaHH YILEPO3HU KOJIMTHC, aHAIM3UpaHE Cy KOHIEHTpalWje KUHYpeHHHA y CepyMmMy U
(enecy 0001emUX O] YIALEPO3HOT KOJIUTUCA Y pa3nTuuuTuM (pasama u oOnuirmMa OoJIECTH Kao
U KOJI 37JpaBUX UCIIUTAHHKA.

Canunn peHOMEH je youeH y aHMMaJIHOM MOoJely Kao U y jbyau. CepyMcKe KOHIEHTpaLuje
KUHYpEHHMHAa HEraTUBHO Cy KOpelupaje ca KIMHUYKHM  CKOPOM, CEpyMCKUM
koHnenrpaugjama CRP-a, 10K Cy KOHIEHTpaluje KHHYpeHHWHa H3MepeHe y emecy
HEraTUBHO KoOpenupaje ca KIMHUYKOM CIMKOM M KOHIEHTpauujama (hekaaHor
kanmporektuHa (I'padukon 28B). OBakaB Hama3 yka3dyje Ha MoryhHoct mpahema
KOHIIEHTpALKj€ CePYMCKOT U (PeKaTHOT KHHYPEHHHA Kao HOBOT, JOMYHCKOI' JMjarHOCTHYKOT
napamerpa 3a mnpaheme YCHEIHOCTH Tepanuje W pPereHeHepalyje CIy3HHIE LpeBa KOA
o0oJenmux O] YIUEPO3HOT KOJHWTHCA. Y KIMHUYKO] TMPAaKCH, Mepeme (eKaIHOT
KaJIIPOTEKTHHA je HajOOJbU HEMHBAa3UBHU IapameTap 3a npaheme yClenHoCTH Tepanuje Kao
U 3a MPOLIEHY CTENEeHa pereHeparyje Mykose, MeyTuM HeyTBpheHa jacHe pedepeHTHE Tauke
n3Mmehy ropme W JI0me TpaHWIle KOHICHTpAaIlWje HE Jaje Ha YBHJ jaCHY CIUKY CTama U
creneHa nHMIaMalmje y Kojaony (222, 223).

HaxkoH cycpera ca MUKpoOpraHMu3MHMa KOjH Cy WHBaaupanu omreheny ciay3Huiy upesa, DCs
ce aKkTHBMpajy M cuHTeTHily HMH(pramanujcke uutokune (IL-1f m IL-12) umme Hactaje
XpOHMYHU KoimuTHC y wmumeBa coja C57BL/6. Ca npyre crtpane, DSS-om u LPS-om
aktuBupane DCs BALBc muimeBa AOMUHAHTHO MNpOAyKyjy umyHocymnpecuBHe IL-10 u
KUHYPEHUH YMMe WHAYKY]Y eKcrnaH3ujy Treg numdoruTa MITO je TOBENIO A0 pereHeparyje
obonene cmy3Huie 1peBa. OBaj (eHOMEH je youeH M KOJ TNaljeHata OOONeINX O
VIEPO3HOT KOJUTHCA, TAe cy Behe KOHIEHTpanuje KUHYpEHWHa H3MEpPEHE Yy CepyMy M
(denecy namnyjenara koju cy y ¢asu pemucuje 00JI€CTH U KO KOjuX je Ousia eBuieHTHa U Beha
KOHIeHTpanuja umyHocynpecuBHor IL-10 (I'paduxon 30a,0), a 3HayajHO Cy Owmie HHXKE
cepyMcKe KOHIIEHTpaluje HH(IaMalnjCKuX HUTOKHUHA.

VY3 TO, mocrojana je CTaTUCTUYKM 3HA4YajHa, CPENb€ jaka HeraThBHaA Kopenaiuja usmelhy
CepyMCKe KOHIIEHTpalMje KuHypenHa u KIMHUYKOr ckopa (I'paduxon 24). V cknany ca tum,
Behe KOHIIEHTpalfje KUHYypeHHa Yy CepyMy H3MepeHe cy y obe rpymne oOonenux on

YJLIEPO3HOT KOUTHCa Y mopehemy ca 3apasum uctniutanuimma (I'padukon 22).



N y penecuma obostenux o yaIepo3HOT KOJMTHCA yoUeHe ce 3HayajHO Behe KoHIeHTpamuje
KHHYPEHHHa HEro KOJi 3/paBUX WCIHTAaHWKA. Y Tpymw OO0OJeNuX ca CHOHTaHOM
pereHepanmjoM CIIy3HHIIE I[peBa U3MEPEHE Cy 3Ha4ajHO Behe KOHIICHTpaluje KHHYPCHUHA Y
deriecy HEro y rpymu ca XpOHHYHHM Iep3uCTeHTHUM o0mukoM Oosectu (I'paduxon 27).
Takohe, Behe KoHIIEHTpanKje KUHypeHHHA TpaheHe cy 3Ha4ajHO MamkbHWM KOHIICHTpallhjama
IL-17, TNF-a, dexannor xammporektrHa kao 1 CXCLI11 y ¢enecy (I'padpuxon 28a-r), a
BehnM KoHueHTpanujama umyHocynpepcuBHor IL-10 y cepymmuma u ¢enecuma obomenux
(I'paduxon 30a,0). [ToBehame KOHIIEHTpalMje KHHYPEHUHA Y cepyMuMa U (erecuma mpaTu
noBehamwe Opoja umyHocynpecuBHuX CD4+FoxP3+, CD4+IL-10+ Treg mumdornura,
CD56+IL-10+ NK henuja u cmameme Opoja unduamanujckux CD4+ I[FN-y+ T u CD56+IL-
17+ NK henuja y maMuHu Tiponpuju 1peBa 000X ca yIIEPO3HHM KOJIUTHCOM KOJU CY Y
pemucuju 6onectu (I'padukon 31la-)). OBu pesynratu ykazyjy Aa y3 BpeaHOCT (heKarHoT
KaJIMPOTEKTHHA, KOHIICHTpaluja (EKATHOT KUHYPCHHHA MOXE IPEICTaB/baTH IOMYHCKU
JUJarHOCTHYKOT TIapaMeTap 3a npaheme yCrenrHOoCTH Tepanuje W 000JIeuX O/ YIIEPO3HOT

KOJIMTHCA.

5.2.2. OnpehuBame KOHIEHTpalHje KHHYPEHHHA Yy CYJKYCHOj TE€YHOCTH
MO’Ke NpeACTAB/bATH HOB METO/] 3a NOCTaB/bake JAujarHoze u mnpaheme
nporpecuje yJauepo3HoOr KOJUTHCA

AxtuBanuja IDO/KuHypeHHH CUTHAITHOT TTyTa cMambyje nHdIamMalujy u 'y ycHoj aymsbu (164-
169). IDO npoaykyjy rHHTUBaIHA (prOpOOIACTH, ME3EHXUMAIHE MaTHYHE helrje THHTUBE
(G-MSCs), wmesenxumanne Matuune henuje 3yoHe mymne (DP-MSCs), meseHxumanHe
MatuuHe henuje mnepuogontanHor nuramenta (PDL-MSCs) xkao u DCs koje cy
uHumITpUCaHe TKUBO opanHux Jiesnja (170). MaTtuune henuje nu3onoBane U3 nNepUaATUKAITHAX
nesnja (PL-MSCs) cy cnocobne na, nmocpeactsom IDO-a, renepunry ToneporeHu (GpeHOTHIT
DCs koje, 3atum, 300r cMameHE alOCTUMYJAIMjCKE AaKTUBHOCTH WHIYKY]Yy aHEprujy
edexropckux Thl numdornrTa u excnan3ujy umyHocymnpecuBHux Treg (168).

CynkycHa TEYHOCT j€ CEpYMCKH TpaHCyAaT M30JI0BaH M3 CylKyca 3y0a Koju 3aBpel)yje cBe
BUIIIE MaXHE UCTPAKMBA4Ya Ka0 MOTYhHU JHMjarHOCTHYKH TTapaMeTap Kako JIOKAITHUX TaKo U
CUTEMCKUX 00oJbema (224). Y CcynKyCHOj TEUHOCTH Cy JETeKTaOWJIHUM €H3MMH, MEIUjaTopu
uH}IaMalyje ma NpeicTaB/ba JAaKo JOCTYNaH M HEWHBa3sMBaH NMOMONHM JMjarHOCTHYKU

napametap (225).



VY ckmamy ca pesyatatuMa 0OWjeHUM W3 cepyma W (ereca, KOHICHTpaIMje KUHYPCHHHA
U3MEpPEHOT y CYJIKYCHO] TE€YHOCTH Cy OWJIe CTaTUCTHUYKH 3HAa4ajHO Behe KOa 3apaBux
WCIHMTAHUKA y OJJHOCY Ha MamujeHTe odosese ox yiaeposHor koautuca (I'padukon 32). Vs
TO, HW)KE KOHIICHTpallMje KUHYpeHMHa Ouie cy mnpaheHe BehuMm KOHIEHTpaljama
WHIAMAIM]CKUX [UTOKMHA Yy CYJIKYCHUM TEYHOCTUMAa WCIHOTAHWKA, YyKa3dyjyhm na
onpehuBame KOHIICHTpAIHje KHHYPEHUHA y CYJIKYCHO] TEYHOCTH MOXKE MpPEICTaB/baTH HOB

METOJ 3a MOCTaBJbahe JUjarHose u npaheme mporpecuje yiuepo3Hor KOJIUTHCA.

5.3. Yrunaj IDO/KuHypeHrH CUTHAJHOT IyTa Ha Tepanujcke edpexre MSCs

y MOAYJIAIMjH KOJUTHCA HHAYKOBAaHOT DSS-om

BpojHe excriepuMeHTaNHe U KIMHUYKE CTyIWje Cy TOoKasale jaa Tepanujcka npumena MSCs
MOJe J]a CylpuMupa MH(IaMannjy y peBuMa U J1a peBeHupa nporpecujy komutuca (171).
VY3 To, 300r cBOr moTeHUHWjana Aa ce AudepeHtyjy y henuje HaIMK enuTenHUM henujama
npesa in Vitro u 1a MHAYKYjy HEOAHIHOTeHe3y, cMaTpa ce jaa npuMena MSCs Moxe 1a yTuue
1 Ha Opky perenepaiujy omrehene ciuy3auie npesa(172).

V3 DCs, MSCs npencrasbajy raaBau henmujcku u3Bop IDO-a kojum noactuuy ekcransujy T
perynatopHux henuja yruuyhu Ha cTBapame MMYHOCYIPECHBHE CpeluHE Y MH(IaMUPaHUM
tkuBuMa (3). Kopucrehu pasznuky y mporpecuju DSS konmutnca usmely mumieBa coja
CS57BL/6 u BALBc, ananu3upan je yTHlla) KHHypeHHHAa U MMYHOCYIPECHBHE CpEIMHE 3a
tepanujcke epexre MSCs.

Hakon unTtpanepuroneanne amnukainuje MSCs-a, xon mumeBa coja C57BL/6 nonasu 1o
3Ha4ajHOT MOpacTa KOHIEHTpalKje KUHYPEeHUHA Y CepyMy ILLITO je pe3yJITUpao yolakaBama
cumnroma konutuca (I'padpuxon 44a, 45), cmamema cepyMcKe KOMHIEHTpaluje
uHdnamaijckux Meaujaropa (TNF-a, 1L-12, IL-1B) (I'paduxon 39), kao u mpomeHama y
O0pojy undmamanujckux makpodara, DCs u T numdonnra koju cy uHPUITpUCaIE JIaMUHE
npornpuje 1pesa odonenux muiesa (I'padukon 40, 41).

MSCs AuMpeKTHHM KOHTakTOM Kao M TMPOAYKLIHJOM COJIYOMJIHMX MeEIHjaTopa, yTU4y Ha
Murpauujy, penotun u epexropcke pynikuje henuja umynckor cutema. MSCs cynpumupajy
nHpaamanujcke M1 makpodare u mpoMoBUITY BUXOBY KOHBEP3H]Y Y UMyHOCYyNIpecuBHE M2
hemmje (179). Takohe, MSCs cynpumupajy caspeBambe DCs u Mewajy HBUXOB LHUTOKMHCKU
npodHII TaKo MITO MMMHXUOUPA]y MPOAYKIHK]jy nporHpiamanujckux urokuna (IFN-y, 1L-12)
(180).



IDO/kuHypeHHH CUTHAJHM YT MMa BaKHY YJOTY 3a MMYHJIOCYIPECHBHE KapaKTEPHCTHKE
MSCs u 3a BUXOB NOTEHIMjAT Aa CynpuMupajy epexropcke T aumdonuTa 1 MUTOTOKCUYHE
NK hemuje (183, 184). Hakon crumymnammje IFN-y, MSCs mnpoaykyjy IDO, mpu uemy
naxuoupajy T u B henujcku oaroBop m MHXUOHMPA])y HUTOTOKCUYHOCT, MposMdepanujy u
npoaykuujy uHpaamanujckux rmutokuHa y NK henmujama (185-192). Beha akruBnoct IDO-a
U CJICJICTBEHO MOPACT KOHIICHTpAallMje KMHYPEHHHA y CepyMy y3poKoBaia je Behe mpucycTBo
umyHcoynpecuBHux CD4+ FoxP3+IL-10 henmja y nmamuHM mponpuju mpeBa 00OJIETHX
muireBa (I'padukon 42) mITO je pe3yaTHpaIo CMamkekhe HH(pIamalnje u OpxKy pereHeparujy
oboserne ciay3HUIe.

Konnenrpanuja wadramanujckux nutokuHa, mocedHo IFN-y u TNF-o, yruday Ha mpomeHy
¢denoruna u epexropckux pynnkuja MSCs. Ykonuko tpancmiantupane MSCs yhy y TkuBo
y UH(IaMUPaHO TKHUBO y KOjeM je BHCOKa KOHIEHTpallrja OBUX MH(IAMIINjCKUX IUTOKUHA,
MSCs renepunlry HMyHOCYNpeCMBHH (EHOTHII ¥ CTBapajy Behy KOHIEHTpaujy
MMYHOCYIIPECHUBHHUX MEAMjaTopa KOjuMa HHXHOUPAjy epeKTopcKe (yHKIHje HHPIAMIIN]CKUX
hemuja m moBoje mo pesonynmje WHMIaAManuje W pereHepernauje odosenor Tkupa. Mmnak,
CYNPOTHO, YKOIHKO ¢y MSCs TpaHCIIIaHTUpaHE Y UMYHOCYIIPECHBHY MUKPOCPEINHY, Y KOjOj
Cy KOHLEHTpauuje MHQIAMalUjCKUX IMUTOKHMHA BEOMa HUCKE, YMECTO MMYHOCYIPECUBHHX
uTokrHa, MSCs mpoayKyjy uH(pIamMalnjcke MUTOKUHE Kako Ou ojprkaie xomeocTasy (3).

VY ckiamy ca OBUM YHMIbEHHUIIAMa, CYNPOTHO of eekara koje cy MSCs umane y Moaynanuju
KOJIUTHCA MUIIIEBa UCTOT coja, ko DSS-om tpernpannx BALBc mumesa koa kojux cy Ouie
Behe BpeOHOCTM UMyHOCynpecuBHOI KuHypeHnHa u IL-10, a wmame BpegHOCTH
nH(pIaMalM]CKUX LIOMTOKMHA, HakoH npuMeHe MSCs nomuio je 10 3HauajHOT MOTOpllIama
KIIMHWYKE CJIMKe, 3HAa4ajHO CMameHOTI Opoja alTepHaTUBHO aKTUBHUpAHUX Makpodara,
toneporenux DCs u Treg, nok je 6poj nundmamanujckux M1 makpodara, DCs, Thl u Th17
muMmdoruta 6Mo 3HavyajHo Behu y mopehemy ca DSS-om tperupanum BALBc mumeBuma

Kojuma Hucy omse armkoBane MSCs (I'padukon 48-53).



6. SAK/bYYAK

Beha aktuBHOCT mHmonamuH 2,3 neokcureHasze (IDO) u, mocneauuno, Beha KoHIEHTpauja
KUHYPEHHHA 3HA4ajHO peAyKyjy omreheme ciay3HHIle KOJOHA HITO pe3yiITHpa yonaxaBameM
CHMTOMa YJIIEepO3HOT KoiuTrca. KoHIeHTpanyja KHHypEeHIHA Y CYJIKYCHO] TEYHOCTH, (erecy
U CepyMy IO3UTHUBHO KOpEIMpa ca HIDKUM KIMHMYKMM CKOpPOM HalMjeHaTa U MOXe ce
KOPUCTHUTH Kao MapameTap 3a npaheme yCrneuHoCTH Teparuje ¥ MOHUTOPUHT OO0JIECTH.

DCs u MSCs, xao HajBaxkHuju uenynapHu u3Bopu I[DO-a, mpoayKnujom KHHYpEeHHHA
y3poKyjy ekcransujy T perynaropuux henuja u cynpummupajy npoiudepannjy u akTHBaLUjy
unpaamanujckux T numdonuTa mTo pe3ynTupa cMamemeM HHbIaMalrje y KOJOHY U Op:KoM
pereHeperyjoM oooJesne cay3HULe.

DCs BALBc mumieBa nmajy 3na4ajuo Behy aktuBaoct IDO-a y mopehemy ca DCs C57BL/6
MmuieBa. 300r Tora je KOHIEHTpanuja WH(IAMAIUjCKUX [UTOKMHA U MPOTpecHja KOJIUTHCA
Owsa 3HaYajHO W3TaXeHWja y 1mpeBuMa obonemmux CS57BL/6 mumeBa, y mopehemy ca
muiesoma BALBc coja.

Kana ce MSCs TpaHcImaHTUpPajy Y UMYHOCYIPECUBHY CPEIUHY, OHE JOMHUHAHTHO MPOAYKY]Y
nH(IIaMaIHjCcKe IMTOKUHE, IOK CEKPETY]y MMYHOCYIPECUBHE IMTOKMHE HAKOH YJIacKa y TUBA
y KOjUMa je BHCOKa KOHIEHTpaluja MH(pIaMalMjCKUX LUTOKKWHA. 300T TOra je cucreMcka
armukaija MSCs mumeBuma coja C57BL/6 pesynTupana cMamemeM KOJIMTHCA, JOK je
Tpancuantanvja MSCs mumesuma coja BALBc noBena no noropmama DSS-unaykoBanor

KOJIUTHCA.



3akJbyyKe CMO U3BEIIM Ha OCHOBY clieichux pesysnrara:

1. Henapurcke henuje mumea coja BALBc umajy Behm kamamurer npoxaykiuje IDO-a,
HacIpaM JeHAPUTCKUX henuja kuBoTuma coja C57BL/6. 360r Tora je youeH 3HadajHO Behu
O6poj umynocynpecuBHuXx FoxP3+ T perymaropuux henwja u 3HauajHo Mamu Opoj
nHpmamarujckux Thl u Thl7 henuja y namuuu npomnpuju npesa BALBc mumeBa mro je
JIOBEJIO 10 BbUXOBOT Opsker onopaBka o1 DSS-konutuca y nopehewy ca C57BL/6 mumeBuma.
2. Muxubumyuja IDO-a xao u gemneuuja DCs u Treg henmja, y3pokoBaia je 3HauajHO
noropuame konutuca y BALBc muniesuma.

3. AnonrtuBHu Tpanchep DCs y3pokoBao je 3Ha4ajaH MOPACT KOHIEHTpAIMje KHHYPeHUHA Y
cepyMy 000JIeHX )KUBOTHHA, ILITO j€ J0BEJIO JI0 eKCIIaH3Uje UMyHOCynpecuBHUX Treg henuja
u Op>ker ormopaBka oj DSS-konutuca.

4. Behe KoHIEHTpalMje KWHYPEHHWHA Cy HU3MEpEHE Yy CYJIKYCHOj TEYHOCTH 3JIPaBHUX
naryjeHaTa Hacupam obosenux. Bumre cepymcke u pekarHe KOHIICHTpaIHje KHHYPSHUHA CY
M3MEepeHe KOJ MalujeHata oOoseanx oJ YJIIEepO3HOI KOJHMTHCA KOjU Cy y (a3u pemucuje
00JIeCTH U KOJI KOJHUX je yOUeHa pereHepanuja ciry3HHIe [jpeBa.

5. Behe koHIeHTpanyje KHHYpEHHHA YAPYXKEHE Cy Ca HWKHM KIMHUYKAM U XUCTOJIOIIKAM
ckopoM u Behum OpojeM mMyHocynpecuBHUX Treg henuja y JaMuHU NpONpUjU HalUjeHTa
000J1euX 01 YALEPO3HOT KOJIUTHCA.

6. Cucremcka amnukanja MSCs wumeuma coja C57BL/6  y3pokoBana je Behy
KOHIIEHTpalllje KuHypeHnHa y cepymy u Behu 6poj FoxP3+Treg henuja y namMmunu nponpuju
IITO j€ TIOBEJIO JI0 CMamkemha HH(pIaMalje u Opke pereHepalinje ciy3Hulle pesa.

7. Cuctemcka amunkanuja MSCs mumesuma coja BALBc y3pokyje 3HaTHO noropmasme DSS-
KOJIUTUCA Koje je mpaheHo cMamemeM KOHIEHpallMje KHHYPEHHHA Yy CepyMy M CMambemheM

6poja FoxP3+Treg henuja y naMuHu IponpHju LIpeBa
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buorpadmuja

Hp Anexcanmap Auosuh pohen je 26.09.1990. ronune y Kpymesny. OCHOBHY M cpelby
mkony 3aBpuiMo je y KparyjeBuy. MHrerpucane akaznemcke cTyauje CTOMaroyioruje Ha
dakynreTy MEIMIIMHCKUX Hayka, YHuBep3urera y Kparyjesuy 3aBpmmuo je 2016. roaune u
CTEKao 3Bame JJOKTOpa cToMaroiioruje. HakoH 3aBpmieHnX cTyauja 00aBuo je 00aBe3HU CTax
y 3aBony 3a cromarojyiorujy, @axkynrera MEAULMHCKAX HAayKa y Tpajamby O IIECT MECELH.
Jloktopcke akagemcke cryauje ynucao je 2016. rogune, nzdopno noapyuuje MmyHomnoryja,
uHbpekmja, nHamanuja Ha PakynTeTy MEIUIMHCKUX Hayka, YHHUBepHuTeTa Yy Kparyjesiy.
On 2016. romuHe y OKBUPY akaJeMCKOT Kpyxkema 00aBiba MmocioBe (dammimuraropa,
capaJlHMKa y HACTaBHM, a KacCHHMje W HCTpaKMBada NPUIIPABHUKA 3a YKy HAy4dHY OO0JIacT
Oproneauja BUIUIA.

Kanaunat je ayrop BHIlle HAyYHUX pajioBa 00jaB/bEHUX Y yaconucuma uHjaekcupanux Ha SCI

JINCTHU.
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