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САЖЕТАК 

 

Меланом је један од најагресивнијих тумора који карактеришу повећан 

инвазивни и метастатски потенцијал, као и стицање резистенције на терапеутике. IL-33 

је члан фамилије IL-1 који регулише урођени и стечени имунски одговор. Улога IL-33 у 

тумору јe комплексна и није у потпуности разјашњена.   

Циљ студије је да се испитају ефекти системске апликације IL-33 на прогресију 

мишјег меланома, као и на модулацију  антитуморског имунског одговора. 

Мишевима чистог соја C57BL/6 је субкутаном апликацијом ћелија B16-F1 и 

B16-F10 варијетета мишјег меланома трансплантиран примарни меланом, док су им 

експерименталне метастазе индуковане после интравенске апликације ћелија. Након 

различитих модалитета апликације мишјег рекомбинантног IL-33, испитиван је ефекат 

IL-33 на раст и метастазирање меланома. Анализиран је утицај IL-33 на модулацију 

имунског одговора у метастаском ткиву плућа. 

IL-33 супримира раст примарног меланома и са већим (B16-F10) и са мањим 

метастатским потенцијалом (B16-F1), док с друге стране стимулише хематогено 

метастазирање B16-F1 варијетета меланома у плућа. Прометастатска активност IL-33 се 

огледа у томе што редукује цитотоксички капацитет и фаворизује имуносупресивни 

фенотип CD8
+
 T лимфоцита у метастатском ткиву плућа. Забележена је повећана 

акумулација мијелоидних супресорских ћелија, као и регулаторних T лимфоцита. 

Прометастатски ефекат IL-33 додатно је потврђен и налазом повећане концентрације 

IL-33 у серуму оболелих од меланома са детектованим регионалним метастазама. 

Добијени налаз указује да упркос супресивном деловању на раст примарног 

меланома, IL-33 подстиче раст хематогених метастаза и то тако што смањује 

ефикасност стеченог антитуморског имунског одговора. Прометастатски ефекат IL-33 у 

мишјем меланому доводи у питање његову евентуалну терапијску примену. 

 

 Кључне речи: Меланом, IL-33, метастазирање, CD8
+
 T лимфоцити 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 Melanoma is one of the most aggressive tumors, characterized by high invasiveness, 

metastatic potential and resistance to therapeutics. IL-33 is member of IL-1 cytokine family 

that regulates both innate and acquired immune response. The role of IL-33 in tumor 

progression is complex and not fully understood.  

 The aim of the study is to evaluate effects of systemic IL-33 application on murine 

melanoma progression, as well as the effects of IL-33 on modulation of antitumor immune 

response.  

 For the assessment of tumor growth, wild-type C57BL/6 mice were injected 

subcutaneously with B16-F1 or B16-F10 cells, whilst for experimental metastasis assays, 

malignant cells were injected intravenously. Using different modalities of IL-33 application, 

effects of the mouse recombinant IL-33 on growth and melanoma metastasis were evaluated. 

Effects of IL-33 on antitumor immune response in metastatic lungs were analyzed.  

 IL-33 restricted primary tumor growth of both high metastatic (B16-F10) and low 

metastatic (B16-F1) variant, while on the opposite promoted growth of the B16-F1 melanoma 

metastasis in the lungs. Prometastatic IL-33 activity is reflected in significant reduction of 

CD8
+
 T cells cytotoxicity and promotion of CD8

+
 T cell immunosuppressive phenotype. 

There was a significant accumulation of myeloid suppressor cells and regulatory T cells in the 

metastatic lung. The significance of IL-33 for melanoma metastases was also documented in a 

significantly increased level of serum IL-33 melanoma patients with regional metastases.  

 These findings implicate that, despite restrictive effects on primary melanoma, IL-33 

promotes growth of hematogenous melanoma metastasis in mice by modulation of acquired 

immune response, thus questioning its usage in therapy of human advanced melanoma. 

 

 Keywords: Melanoma, IL-33, metastasis, CD8
+
 T cells 
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1. УВОД 

 

1.1. Прогресија меланома 

 

Меланом је најагресивнија форма тумора коже коју карактеришу брз раст и рана 

дисеминација метастатских ћелија (1,2). Ова врста тумора води порекло од малигно 

трансформисаних меланоцита локализованих у епидерму, слузницама или у ткиву увее 

ока (3). Као што важи за све туморе, генеза меланома је сложен процес у коме 

меланоцити подлежу опсежним променама чији коначан исход су непланска 

пролиферација и имортализација меланоцита, избегавање имунског надзора и на крају 

дисеминација у удаљена ткива и успостављање метастаза. Све наведене промене су 

резултат акумулације мутираних гена који контролишу пролиферацију и 

преживљавање ћелија, интеракције са суседним ћелијама, као и способност туморских 

ћелија да избегну одбрамбене механизме имунског система. Финални исход генских 

мутација је настанак меланома при чему су малигни меланоцити условно речено 

″одметници″ јер се не придржавају правила која контролишу нормалан раст и 

понашање ћелија (4,5). Подаци из литературе сугеришу на то да је меланом комплексaн 

тумор кога одликују изражена хетерогеност како на ћелијском тако и на молекулском 

нивоу (6,7). 
 

Генске мутације су ″камен темељац″ меланома, што је такође одлика свих врста 

тумора. Поред генских промена, важни фактори ризика за развој меланома су 

ултраљубичасто (енгл. Ultraviolet, UV) зрачење, генетска предиспозиција, број и 

локализација урођених и стечених меланоцитних младежа, као и неке од фенотипских  

карактеристика, а то су дијаметар лезије преко 5mm, ирегуларне или слабо дефинисане 

границе, неправилна дистрибуција пигментације и околно црвенило (8,9). Почетни 

корак у генези меланома је иницијација тумора и резултат је генских мутација које се 

дешавају унутар меланоцита. Дуготрајно излагање UV зрацима може да изазове  

иреверзибилну дисрегулацију ″мастер гена″ генетског програма за меланом, а то су 

онкогени BRAF (енгл. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma B-type) и NRAS (енгл. 

Neuroblastoma RAS) с једне стране, а с друге антионкогена као што су NF1 (енгл. 

Neurofibromin 1), TERT (енгл. Telomerase Reverse Transcriptase), CDKN2A (енгл. cyclin 

dependent kinase inhibitor 2A), p53 и PTEN (енгл. Phosphatase and Tensin homolog), 

укључених у регулацију пролиферације и ћелијског преживљавања (2,3,10,11). 

Мутације ових циљаних гена за последицу има аберантну активацију два главна 

сигнална пута у меланому, MAPK (енгл. Mitogen-Activated Protein Kinase) и PI3K/Akt 

(енгл. Phosphatidylinositol 3-Kinase/protein kinase B) (2,12). Наиме, сигнални пут MAPK 

регулише пролиферацију, диференцијацију и преживљавање меланоцита, док сигнални 

пут PI3K/AKT је укључен у одржавање ћелијске хомеостазе (13,14).  
 

Главни узрок аберантне активације MAPK сигналног пута у меланому је 

мутација онкогена BRAF (11). Оваква мутација BRAF најчешће за последицу има 

замену  валина са глутаминском киселином на позицији 600 (BRAF
V600E

) (3,15). 

Конститутивна експресија онкопротеина B-Raf узрокује непрекидну активацију 

сигналног пута MAPK што све заједно спречава апоптозу и подстиче пролиферацију и 

преживљавање ћелија (3,15). Везивање лиганда за мембрански рецептор са тирозин 

киназном активношћу резултује активацијом G протеина породице RAS молекула, међу 

којима је NRAS најважнија изоформа што даље узрокује фосфорилацију Rаf протеина 

као што је онкопротеин B-Raf (16). Пролонгирана активација протеина NRAS, осим 

сигналног пута MAPK, резултује и аберантном активацијом сигналне каскаде која 

укључује PI3K/Akt (2). NF1 је антионкоген или тумор-супресорски ген који конвертује 
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активну форму протеина RAS-GTP (енгл. RAS-Guanosine Triphosphate) у инактивну 

форму RAS-GDP (енгл. RAS-Guanosine Diphosphate) и на тај начин инхибира пут који 

укључује RAS сигналне молекуле (17). Губитак функције гена NF1 за последицу има 

непрекидну активацију NRAS протеина и последично сигналних путева MAPK и 

PI3K/AKT (2,17).  
 

Мутације теломеразе TERT заједно са алтерацијама CDKN2A доприносе 

пролиферацији малигних меланоцита (18). Ген CDKN2A на хромозому 9p21 се састоји 

од четири егзона који кодирају два различита антионкогена, p16
INK4A

 (енгл. p16 inhibitor 

of cyclin-dependent kinase 4A) и p14
ARF

 (енгл. p14 alternate reading frame) (19). Главна 

тумор-супресорска активност p16
INK4A

 подразумева инхибицију циклин-зависних 

киназа (енгл. Cyclin-Dependent Kinases, CDKs)- 4 и- 6 што протеин Rb (енгл. 

Retinoblastoma) одржава у хипофосфорилисаном стању и последично спречава улазак 

меланоцита у S фазу ћелијског циклуса (20). Као позитивни регулатор протеина p53, 

p14
ARF

 игра важну улогу у репарацији молекула DNK, регулацији ћелијског циклуса и 

апоптози (20). Мутација генског локуса CDKN2A може да инактивира један или оба 

антионкогена што за последицу има ћелијску имортализацију која представља важну 

карику у малигној трансформацији меланоцита (20). Мутације генског локуса CDK4 на 

хромозому 12q14 примарно индукују поремећај на нивоу G1 фазе ћелијског циклуса 

(21). Мутацијом CDK4 овај ензим губи способност везивања за p16
INK4A

 и тиме постаје 

доминантан онкопротеин (21). Тумор-супресорски ген PTEN игра важну улогу у 

контроли ћелијског циклуса (2). Тако, мутација гена PTEN која је често удружена са 

мутацијама B-Raf онкогена резултује активацијом оба сигнална пута MAPK и 

PI3K/AKT укључених у бројне ћелијске процесе (22,23). 
 

Након иницијације, следеће етапе у онкогенези су промоција и прогресија 

меланома. Промоција тумора обухвата селективну клонску експанзију иницијално 

малигно измењених ћелија. С обзиром да је стопа акумулације мутација 

пропорционална стопи ћелијске деобе, клонском експанзијом иницијално генетски 

измењених ћелија ствара се све већа популација ћелија која је у опасности од додатних 

генских оштећења (24,25). Прогресија тумора резултат је додатно стечених генетских и 

епигенетских модификација којима тумор постаје агресивнији у смислу да, осим што 

рапидно расте, повећава инвазивни и метастатски потенцијал, као и да ефикасније 

избегава па чак и користи имунски систем у своје сврхе (26).  
 

Према Clark-овом моделу настанак и прогресија меланома који су утемељени на 

генским мутацијама одвијају се постепено, а главни кораци су: малигна 

трансформација меланоцита у бенигне меланицитне младеже, развој диспластичног 

младежа, затим следе фазе радијалног и вертикалног раста примарног меланома и на 

крају дисеминација метастатских меланоцита и успостављање метастатских колонија у 

удаљена места (Слика 1) (27). Према овом моделу, прва хистопатолошка  промена је 

појава бенигног младежа (27). Иако је у овој фази контрола раста меланоцита 

поремећена, младеж ретко прогредира у меланом због делимично ограничене 

активације сигналних путева у ћелији (28,29). Наиме, пролиферација меланоцита 

стимулисана је мутацијама онкогена BRAF и NRAS што последично резултује 

повећаном активацијом сигналних путева MAPK и PI3K/AKT (28). Следећи корак у 

развоју меланома је диспластични младеж који представља премалигну лезију и развија 

се на терену претходно формираног бенигног младежа или de novo (27,28). Молекулске 

промене које се дешавају у овој фази утичу на ћелијску пролиферацију, апоптозу и 

репарацију молекула DNK, а последица су мутација у генском локусу у коме се налазе 

CDKN2A и PTEN (28). У студији која је заснована на моделу мишјег меланома показано 

је да појединачне мутације CDKN2A и PTEN саме по себи нису довољне за малигну 



3 

 

алтерацију меланоцита, већ једино када су истовремено присутне или удржене са 

другим генским мутацијама (30). Рани стадијум примарног меланома означен је као 

фаза радијалног раста у којој малигни меланоцити пролиферишу интрадермално, док 

базалну мембрану само појединачно пробијају туморске ћелије (27,31). Ову фазу 

радијалног раста карактеришу појачана експресија CDK4 и циклина D1, као и 

инактивација p53 молекула (28). Такође, мутација гена PTEN у овој фази индукује 

појачану активацију протеин киназе Akt са последичном инактивацијом протеина Bad 

(енгл. Bcl-2 associated agonist of cell death) и стумулацијом експресије циклина D1, што 

све скупа нарушава контролу пролиферације и преживљавања ћелије (28,32). У фази 

вертикалног раста, малигни меланоцити попримају карактеристике инвазивних 

туморских ћелија које не само да пробијају базалну мембрану већ учествују и у 

формирању интрадермалних нодуларних структура (Слика 1) (27).  
 

Слика 1. Clark-ов модел настанка и прогресије меланома (преузето и кориговано према: 

Miller AJ et al. N Engl J Med 2006;355(1):51-65). 
 

Инвазија и дисеминација меланома условљени су поремећајима на нивоу 

ћелијске адхезије (33). Добро је познато да су кадхерини мултифункционални 

трансмембрански протеини који се својим екстрацелуларним доменом међусобно 

везују на суседним ћелијама што омогућује формирање међућелијских веза, док 

цитоплазматским регионом интерагују са актинским цитоскелетом и на тај начин 

учествују у унутарћелијској сигнализацији (33). Конверзија радијалног у вертикални 

раст примарног меланома је резултат промене у експресији кадхерина, односно 

смањене експресије Е-кадхерина на површини меланоцита и кератиноцита, и 

истовремено појачане експресије N-кадхерина на ендотелним ћелијама и 

фибробластима у дермису (34,35,36). Осим промене у ћелијској адхезији, овакав 

образац експресије кадхерина подстиче и преживљавање меланоцита помоћу сигналног 

пута β-catenin-а (37). Појачана експресија β-catenin-а стумулише експресију молекула 

циклина D1 и MITF-а (енгл. Microphthalmia Associated Transcription Factor), што 

подстиче преживљавање и пролиферацију меланоцита (38,39). Наиме, MITF игра важну 

улогу у развоју и деференцијацији меланоцита, а такође стимулише ћелијско 

преживљавање и то тако што подстиче експресију антиапоптотског молекула Bcl-2 

(енгл. B-cell lymphoma-2) (40,41). Поред наведеног, транзицију из радијалног у 

вертикални раст меланома карактерише и појачана експресија интегрина αVβ3 (42). 

Оваква експресија интегрина αVβ3 индукује повећану продукцију матриксне 

металопротеиназе (енгл. Matrix Metalloproteinase, MMP) 2 и антиапоптотског молекула 

Bcl-2, као и повећан мотилитет меланоцита и то реорганизацијом ћелијског 
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Диспластични 

младеж

Фаза радијалног 

раста

Фаза вертикалног 

раста

Метастатски 

меланом



4 

 

цитоскелета, што све заједно доприноси повећаном инвазивном и метастатском 

потенцијалу меланоцита (43,44,45).  
 

За повећан инвазивни потенцијал малигних меланоцита одговорна је и појачана 

експресија адхезивног молекула MCAM (енгл. Melanoma Cell Adhesion Molecule) и то 

тако што олакшава интеракцију туморских са ендотелним ћелијама (46). Интегрини,  

као хетеродимерни молекули састављени од α и β субјединице, играју важну улогу у 

везивању ћелија за екстрацелуларни матрикс, у ћелијској пролиферацији, миграцији и 

преживљавању (47,48). Тако, измене у хетеродимерном саставу интегрина доприносе 

како инвазивности и метастазирању малигних ћелија тако и инхибицији апоптозе 

(49,50). Док су 3, 4 и 5 субјединице заједно са субјединицом β1 повећано 

експримиране у малигно транфсформисаним меланоцитима, регистровано је да је 

субјединица интегрина β3 исказана при преласку меланома из фазе радијалног у фазу 

вертикалног раста (49). Осим интегрина, у миграцији, инвазији и преживљавању 

туморских ћелија важно место заузима и трансмембрански молекул MCSP (енгл. 

Melanoma Chondroitin Sulfate Proteoglycan) који је повећано експримиран након 

малигне трансформације меланоцита (51,52). Повећана инвазивност меланома повезана 

је и са повећаном продукцијом различитих фактора раста укључујући HGF (енгл. 

Hepatocyte Growth Factor), TGF-β (енгл. Transforming Growth Factor-β) и FGF (енгл. 

Fibroblast Growth Factor) (53).  
 

Метастазирање је финални корак прогресије тумора укључујући меланом. 

Меланом је агресивна форма малигног тумора коју карактеришу брза системска 

дисеминација и формирање удаљених метастаза (54). И поред напретка у разумевању 

механизама меланогенезе и прогресије, нису постигнути задовољавајући резултати у 

преживљавању пацијената са метастазама (54). Иако је метастазирање у великој мери 

неефикасан процес јер само мали број туморских ћелија успева да комплетира 

метастатску каскаду, ипак код >90% оболелих од тумора главни разлог смртног исхода 

су метастазе. Формирање метастаза је резултат низа догађаја који омогућују туморским 

ћелијама да ″побегну″ из примарне лезије, да преживе у лимфним или крвним 

судовима, напусте системску циркулацију и да на крају наставе раст на удаљеним 

местима (55). 
 

Током метастатске каскаде (Слика 2) малигни меланоцити користе све 

физиолошке ћелијске процесе који играју важну улогу у ембриогенези и хомеостази 

(56). У примарном меланому, да би избегле неповољне услове (нпр. хипоксију, 

ацидозу...) туморске ћелије покрећу програм неоангиогенезе и лимфангиогенезе. 

Наиме, туморске ћелије и ћелије строме активно луче факторе раста васкуларног 

ендотела (енгл. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), пре свега VEGF-A и VEGF-

C, којима подстичу реорганизацију и пролиферацију ендотелних ћелија и тако 

стимулишу формирање нових из већ постојећих крвних и лимфних судова што 

следствено олакшава и улазак метастатских меланоцита у циркулацију и њихову 

дисеминацију (57,58). Истовремено, туморске ћелије са инвазивним фенотипом стичу 

покретљивост позивајући програм транзиције епителних ћелија у мезенхим (од енгл. 

Еpithelial-Mesenchymal Transition, EMT). Овај програм је есенцијални ембрионални 

процес који обезбеђује ћелијски мотилитет, а базира се на реверзибилном 

репрограмирању поларизованих епителних ћелија у мезенхимске ћелије и условљен је 

изменама у експресији адхезивних молекула (59,60,61). Метастатске ћелије 

интравазацијом улазе у крвне и лимфне судове којима се затим дисеминују и стижу до 

удаљених анатомских локализација, а онда их напуштају процесом екстравазације. 

Када населе удаљене органе метастатске ћелије губе мотилитет и уколико на ″новом 

месту″ постоје повољни услови поново стичу способност да пролиферишу 
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формирајући тако макрометастазе (Слика 2) (62). Неки аутори сугеришу на 

алтернативне механизме метастазирања меланома. Наиме, метастатски меланоцити 

имају способност да пријањају уз спољашњи слој дуж крвних судова, али без 

интраваскуларног продора што представља екстраваскуларно миграторно 

метастазирање (енгл. Extravascular Migratory Metastasis, EVMM) (63). Током EVMM, 

региструју се ангиотропне туморске ћелије које се хистолошки дефинишу као ћелије 

меланома које чврсто адхерирају за васкуларни ендотел на локацији перицита. 

Ангиотропизам подстиче ″перицитну мимикрију″ односно замену перицита овим 

ангиотропним туморским ћелијама. Сматра се да ангиотропизам представља 

прогностички фактор који указује на ризик за развој метастаза код меланома људи, а 

служи и као маркер EVMM (63). Landsberg и сарадници спекулишу да ангиотропизам и 

перицитна мимикрија ћелија меланома представљају облик пластичности туморских 

ћелија и овакав програм екстраваскуларне миграције и инвазије аналоган је програмима 

који се јављају током миграције ћелија нервног гребена у процесу ембриогенезе (64). 

Меланом карактерише и феномен васкуларна мимиркија који подразумева 

дедиференцијацију туморских ћелија у ћелије које личе на ендотелне ћелије и њихово 

организовање у микроваскуларне канале. На тај начин туморске ћелије активно 

учествују у формирању мреже судова која, осим што обезбеђује снабдевање крвљу, 

додатно повећава могућност метастазирања тумора (65). Бројне студије су показале да 

су инвазивни и метастатски потенцијал малигних меланоцита повезани са 

реактивацијом односно позивањем програма миграције меланобластних прекурсора 

(66,67). 

Слика 2. Метастатска каскада (преузето и кориговано према: Drapela S et al. Curr Opin Syst 

Biol 2021;28:100381).  
 

 Када доспеју у циркулацију, метастатске ћелије се сусрећу са следећим 

изазовима, а то су турбулентни ток крви и одбрамбени механизми имунског система 

(68). Моноцити, макрофаги и NK ћелије су важна компонента одбране који детектују и 

уклањају метастатске ћелије из циркулације (69). Ове ћелије имунског система 

детектују малигне меланоците тако што на њима препознају PEDF (енгл. Pigment 

Epithelium-Derived Factor), а онда их следствено уклањају из циркулације (69). 

Међутим, неки метатастатски меланоцити да би избегли ове имунске механизме 

успевају да смање експресију PEDF (70). Уз то, туморске ћелије могу да формирају 

комплексе са тромбоцитима и тако постају заштићене од ћелија имунског система, 
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првенствено од NK ћелија (71). Молекули као што су тромбин, P-селектин, 

лизофосфатидна киселина и PAR-1 (енгл. Protease-Activated Thrombin Receptor-1) 

подстичу агрегацију туморских ћелија са тромбоцитима и следствено формирање 

емболуса што олакшава преживљавање метастатских ћелија у циркулацији (72,73).  
 

Циркулишуће туморске ћелије које су успеле да преживе све претходно 

наведене препреке, екстравазацијом напуштају системску циркулацију и улазе у 

паренхим удаљених органа (74). Приликом напуштања циркулације туморске ћелије 

″имитирају″ леукоците (74,75) тако што користе исте обрасце експресије адхезивних 

молекула односно исте селектине и интегрине као и леукоцити (75,76). Екстравазација 

започиње адхезијом туморских ћелија за ендотел у циљаним органима. Неутрофили 

такође олакшавају адхезију и екстравазацију туморских ћелија и то тако што се 

адхезивни молекул ICAM-1 (енгл. Intercellular Adhesion Molecule-1) исказан на 

малигним меланоцитима везује за LFA-1 (енгл. Lymphocyte Function-Associated Antigen-

1) и интегрин β2 на површини неутрофила и оваква интеракција је под утицајем 

цитокина IL-8 (77,78). Додатно, малигни меланоцити са израженим метастатским 

потенцијалом експримирају интегрине, αvβ3 и α4β1 (79). Интегрин α4β1 омогућава 

везивање туморских ћелија за ендотел помоћу лиганда VCAM-1 (енгл. Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1) (79). Уз наведено, продукција матриксних металопротеиназа је 

важна у деградацији колагена екстрацелуларног матрикса и омогућује насељавање 

метастатских ћелија у паренхим циљаних органа (80). Наиме, малигни меланоцити са 

већим метастатским потенцијалом разграђују екстрацелуларни матрикс тако што 

продукују ламинин-5 и матриксне металопротеиназе -1, -2, -9 и -14 (81). Туморске 

ћелије меланома карактерише и повећана експресија катепсина који поред колагена 

разграђује и еластин (82,83). Пептиди пореклом од еластина, VGVAPG и VAPG, се 

везују за галектин-3 и αvβ3 интегрин на туморским ћелијама што појачава експресију 

CXCR-4, MMP-2, MMP-3, VEGF-C, CD44, ICAM-1 и NCAM (енгл. Neural Cell Adhesion 

Molecule) и на тај начин подстичу инвазивни потенцијал метастатских ћелија (84). 

Претходно је на моделу мишјег меланома показано да експресија галектина-3 у 

плућима олакшава успостављање хематогених метастаза тако што повећава адхезију 

туморских ћелија за плућни паренхим (85). Екстравазацију додатно подстиче аутокрина 

продукција VEGF-A који се везује за рецепторе VEGFR-1 и -2 исказане на малигним 

меланоцитима (86).  
 

Након насељавања паренхима удаљеног органа, следећи изазов са којим се 

туморске ћелије сусрећу је да успеју да преживе и да наставе да пролиферишу у 

метастатској односно новој туморској микросредини (68). Најчешће локализације 

клинички манифестних метастаза код меланома су кожа и поткожна ткива, плућа, 

мозак, јетра и кости (87). За хоминг туморских ћелија у циљним ткивима одговорни су 

хемокински рецептори (70). Тако, CXCR4, CCR7 и CCR9 су главне детерминанте које 

одређују локализацију удаљених метастаза код меланома (88). Малигни меланоцити 

који експримирају хемокински рецептор CXCR4 имају тенденцију да метастазирају у 

плућа, кости и јетру (88).  
 

Развој метастаза у плућима праћена је ниском стопом преживљавања оболелих 

од меланома (89). За рецептор тромбоцита gpIb-IX, важног у адхезији тромбоцита, 

показано је да у меланому игра важну улогу у формирању метастаза у плућима (90,91). 

Интегрини поред тога што играју важну улогу у орган-специфичном метастазирању, 

активацијом интрацелуларних сигнала учествују и у преживљавању и пролиферацији 

метастатских ћелија (68). Осим што током метастазирања меланома омогућује хоминг 

туморских ћелија у плућа, CXCR4 учествује и у активацији сигналних путева MAPK  

PI3K/Akt укључених у спречавање апоптозе метастатских  ћелија (68,88).  
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Развоју метастаза претходи припремање тла у циљном ткиву тако што се  

формирају преметастатске нише (92). Преметастатске нише у плућима развијају се око 

терминалних бронхиола и бронхиоларних вена (93). Наиме, регистрована је појачана 

инфилтрација мијелоидних ћелија у плућима мишева са меланомом, и то тако што 

повећано експримирају адхезивни молекул Mac-1 (енгл. Macrophage-1 antigen) (94). 

Ћелије примарног тумора секретују VEGF-A, TGF-β и TNF-α (енгл. Tumor Necrosis 

Factor-α) којима активирају ендотелне ћелије плућа у којима затим се повећава 

експресија и секреција S100A8 и S100A9, хемоатрактаната туморских ћелија и Mac-1
+
 

мијелоидних ћелија (94). Регрутовање прогениторских ћелија хематопоезе и 

ендотелних прогениторских ћелија из костне сржи, као и активација фибробласта који 

фибронектином разграђују екстрацелуларни матрикс, све скупа обезбеђује завршне 

кораке у формирању метастатске нише (94).   
 

Метастатске ћелије подстичу продукцију фактора неоангиогенезе као што су 

VEGF, FGF и IL-8. Неоангиогенеза је битна карика у метастатској каскади која, осим 

дисеминације туморских ћелија, стимулише и раст метастатских колонија (95,96). 

Поред наведених молекула, PAF (енгл. Platelet-Activating Factor) и LPA (енгл. 

Lysophosphatidic Acid) додатно доприносе ангиогеном фенотипу меланома (97). 

Малигни меланоцити са израженим метастатским потенцијалом продукују IL-8 којим, 

помоћу рецептора CXCR1 и CXCR2, делују на ћелије микроваскуларне мреже и 

подстичу миграцију ендотелних ћелија (98,99). Поред тога, CXCR1 и CXCR2 су 

експримирани и на туморским ћелијама меланома у којима подстичу продукцију MMP-

2 (100). Везивањем за CXCR2 на ендотелним ћелијама, IL-8 стимулише експресију 

VEGF и на тај начин додатно амплификује неоангиогенезу (97). Поред IL-8, LPA такође 

стимулише синтезу VEGF у ендотелним ћелијама (97). Цитокин IL-8, својим 

аутокриним и паракриним дејством на инфламацијске и стромалне ћелије, подстиче и 

раст метастаза у удаљеним органима (101). Аутотаксин је ензим, први пут 

идентификован у ћелијама меланома, за који је показано да доприноси расту тумора, 

метастазирању и неоангиогенези (102,103). Уз то, проинфламацијски липид PAF 

генерише повољну микросредину за ангиогенезу, преживљавање, као и раст туморских 

ћелија и то тако што покреће транскрипцију MMP-2 и MT1-MMP (енгл. Membrane-Type 

1-Matrix Metalloproteinase) у туморским ћелијама меланома (104). 
 

Рано дисеминоване туморске ћелије могу да буду ″успаване″ (енгл. tumor 

dormancy) у плућном паренхиму и у овом стању могу да остану све док се у потпуности 

не адаптирају на нову микросредину (105). Због баланса између ћелијске деобе и 

апоптозе и у одсусутву фактора раста, ове микрометастазе су у успаваном стању и не 

расту (94). Тако на пример, у удаљеном ткиву метастатске ћелије B16 варијанте 

меланома могу различито дуго остати у оваквом стању све док се за њих не обезбеде 

услови повољни за даљу репликацију (106).  

 

1.1.1. Сингени трансплантациони модели за испитивање прогресије меланома 

 

Сингени трансплантациони модели датирају још из 1950-их година и препознати 

су као корисна платформа за проучавање образаца понашања и метастазирања 

меланома (107). Овакви модели имају предност у односу на моделе који се заснивају на 

коришћењу имунодефицијентних мишева јер омогућују интеракцију туморских ћелија 

меланома са бројним ћелијским компонентама урођене и стечене имуности система, а 

које се нормално налазе у туморском микроокружењу код меланома људи (108). 
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За сингени транасплантациони модел, једна од најчешће коришћених линија 

туморских ћелија и њених варијанти су ћелије B16 (109) добијене 1954. године и то 

спонатаном малигном трансформацијом меланоцита коже C57BL/6 мишева (110). 

Оваква ћелијска линија има широку примену у испитивању раста и метастазирања 

меланома (111,112). Показано је да туморске ћелије B16 експримирају неке од антигена 

диференцијације меланоцита као што су gp100, Melan-A/MART-1 (енгл. Melanoma 

Antigen Recognized by T cells-1), тирозиназа, TRP-1 и TRP-2 у чему се и огледа сличност 

оваквих ћелија са туморским ћелијама хуманог меланома (112). Међутим, за разлику од 

малигних меланоцита код људи који експримирају променљив ниво MHC (енгл. Major 

Histocompatibility Complex) молекула I класе, ћелије мишјег меланома B16 карактерише 

ниска експресија ових молекула што умањује њихову имуногеност (112). Такође, 

ћелије B16 су резистентне на високу концентрацију IL-2, а и за разлику од ћелија 

хуманог меланома ове ћелије су отпорне и на туморицидну активност цитотоксичких Т 

лимфоцита специфичних за туморски антиген gp100 након њиховог адоптивног 

трансфера (112).  
 

У моделу мишјег меланома показано је да туморске ћелије B16 најчешће 

метастазирају у плућа (113). На моделу метастатског меланома B16 показано је да 

протеин CLCA2 експримиран у плућима интерагује са α6β4 интегрином на туморским 

ћелијама чиме се тропизам малигних меланоцита усмерава ка плућном паренхиму 

(114,115). Fidler је 1973. године сингеним C57BL/6 мишевима интравенски убризгао 

туморске ћелије B16 да би тиме индуковао експерименталне плућне метастазе (111). 

Затим је селектовано изоловао метастатске ћелије из плућа. Ову прву генерацију 

туморских ћелија означио је као B16-F1 и овај варијетет мишјег меланома одликује 

низак метастатски капацитет (111,116). Култивацијом B16-F1 ћелија, а затим 

понављаном ″in vivo пасажом″ у 10 цилуса, из плућа је селектован варијетет мишјег 

меланома B16-F10 са већим метастатским потенцијалом у односу на варијетет ћелија 

B16-F1 (111,116). Овим је показано да са сваком in vivo селекцијом метастатских ћелија 

изолованих из хематогених метастаза у плућима добијају се метастатски меланоцити 

које карактеришу све већи метастатски потенцијал и све већа резистенција на апоптозу 

(111). Овако добијене туморске ћелије одликује и већа инвазивност када се субкутано 

трансплантирају у сингене мишеве (116).  
  

Примећено је да варијетет меланома B16-F10 показује нижи степен 

диференцијације у односу на ћелије B16-F1 што иде у прилог његовом агресивнијем 

метастатском фенотипу (117). Уз то, малигни меланоцити варијетета B16-F10 показују 

и већи инванзивни потенцијал што се објашњава њихом способношћу да више 

продукују активатор плазминогена у односу на ћелије B16-F1 (118). Након стимулације 

лактатима из туморске микросредине, B16-F10 ћелије за разлику од B16-F1 синтетишу 

хијалуронску киселину у високој концентрацији, а што такође доприноси њиховом 

агресивном фенотипу (119). На варијације у метастатском потенцијалу варијетета 

меланома B16-F1 и B16-F10 указују и разлике у експресији антигена, инвазивној 

активности, продукцији колагеназе, као и агрегацији са тромбоцитима чиме се 

туморске ћелије штите од цитотоксичког дејства NK ћелија (120,121,122,123). У складу 

са свим наведеним, након интравенске апликације показано је да варијетет мишјег 

меланома B16-F10 даје значајно већи број плућних метастаза у поређењу са 

варијететом B16-F1 (117,123).  
 

Из свега наведеног може се закључити да обе линије туморских ћелија мишјег 

меланома садрже разнолики спектар субклонова које одликује различити потенцијал за 

пролиферацију, инвазију и метастазирање. Иако се доста зна о биолошким процесима 

који омогућују појединачне кораке у метастатској каскади, разумевање 
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фундаменталних ћелијских разлика између примарних и секундарних лезија, као и 

покретача колонизације метастатских ћелија је од суштинског значаја не само за 

идентификацију терапијске стратегије којом ће се циљати метастазе, већ би имало и 

велики утицај на преживљавање пацијената са тумором. Сходно томе, генерисање 

нових експерименталних модела који би још боље имитирали меланом код људи имао 

би велики значај у многим биомедицинским, а посебно у претклиничким 

истраживањима (55). 

 

1.2. Имунотерапија тумора 

 

1.2.1. Имунски одговор против меланома 

 

 Имунски систем игра важну улогу у елиминацији малигно трансформисаних 

меланоцита и тиме превенира појаву и развој меланома (124). У већини случајева 

активација антитуморског имунског одговора није потребна јер интрацелуларни 

сигнални путеви у измењеним ћелијама покрећу апоптозу што представља унутрашњи 

механизам превенције малигне алтерације ћелија (124). Међутим, у случају изостанка 

овог унутарћелијског тумор-супресорског механизма, имунски систем као спољашњи 

тумор-супресорски механизам мора брзо да одреагује и да елиминише малигно 

трансформисане ћелије како би се спречила даља прогресија меланома током које се 

између осталог развијају и механизми избегавања и супресије антитуморског имунског 

одговора (124,125). Координисана акција ефекторских механизама урођене и стечене 

имуности је од суштинског значаја за имунски одговор против меланома (124,126). 

Ћелије урођене имуности учествују како у иницијалном уклањању туморских ћелија 

након појаве малигног тумора, тако и у активацији и обликовању стеченог имунског 

одговора. Наиме, дендритске ћелије као важна компонента урођене имуности обрађују 

и приказују туморске антигене и пружају снажне костимулационе сигнале 

лимфоцитима са циљем да се генерише ефикасна тумор-специфична популација 

меморијских лимфоцита (124). Меланом се убраја у високо имуногене туморе јер 

малигни меланоцити на својој површини експримирају неоантигене којима покрећу 

тумор-специфични целуларни имунски одговор (127).  

 

 Макрофаги, неутрофили, еозинофили, дендритске и NK ћелије, као главне 

карике урођене имуности, међу првима се укључују у борбу против меланома 

(128,129). Тако на пример, NK ћелије препознају и елиминишу ћелије меланома са 

смањеном експресијом MHC молекула I класе и то ангажовањем активационих 

мембранских рецептора (NKG2D, NKp30, NKp46 и DNAM-1) на NK ћелијама са 

одговарајућим лигандима на површини малигних меланоцита (126,130). Претходно је 

показано да на малигним меланоцитима експресија лиганада за рецепторе NK ћелија 

зависи од локализације и стадијума болести (124). Осим што директно убијају малигне 

меланоците, активиране NK ћелије у туморској потки  продукују хемокине CXCL1 и 

CCL5 којима регрутују ћелије које приказују антигене у туморску микросредину (124). 

Макрофаги, неутрофили и дендритске ћелије, регрутовани у туморско ткиво,  

фагоцитију некротичне или апоптотске ћелије меланома, а затим унакрсном 

презентацијом туморских антигена CD4
+
 и CD8

+
 Т лимфоцитима способни су да 

покрену стечени антитуморски имунски одговор (124,131). Заузврат активирани Т 

лимфоцити секретују солубилне факторе којима се додатно амплификује антитуморска 

активност ћелија урођеног имунског одговора што јасно указује на координисану 

интеракцију ефекторских механизама урођене и стечене имуности (132).  
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Дендритске ћелије су високо специјализоване антиген-презентујуће ћелије које  

приказивањем туморских антигена и пружањем одговарајућих додатних сигнала  

функционишу као главни оператори комплетног имунског одговора способни да 

подједнако контролишу имунску толеранцију и имунитет (133,134). Сматрају се и 

централним активаторима меланом-специфичних Т лимфоцита (135,136) тако што 

обезбеђују интеракцију бројних молекула укључујући MHC молекуле I класе, 

костимулацију и цитокине IL-12 и IFN-γ (енгл. Interferon‐γ)(137,138). Поред активације, 

дендритске ћелије продукују хемокине CXCL9, CXCL10 и CXCL11 којима регрутују 

цитотоксичке Т лимфоците у туморску микросредину (139,140). Присуство незрелих 

CD1a
+
 и зрелих CD208

+
 дендритских ћелија у примарном тумору је у корелацији са 

бројем активираних Т лимфоцита (141). Степен инфилтрације примарног тумора CD1a
+
 

и CD208
+
 дендритским ћелијама је у обрнутој корелацији са дијаметром примарног 

тумора, док се заступљеност перитуморских дендритских ћелија доводи у везу са 

дужим преживљавањем пацијената (142). Супротно, плазмоцитоидне дендритске ћелије 

у туморском ткиву делују имуносупресивно тако што активирају регулаторне Т 

лимфоците (143). 
 

Макрофаги и неутрофили остварују бројне антитуморске функције, а то су 

фагоцитоза, продукција /или експресија ефекторских молекула као што су реактивна 

кисеонична једињења, азот-моноксид, IFN-γ и FasL, секреција хемотаксичних молекула 

којима регрутују ћелије стечене имуности (124). С друге стране, ћелије стеченог 

имунског одговора као што су помагачки Т лимфоцити продукују IFN-γ, лимфотоксин-

α и експримирају CD40 лиганд и на тај начин додатно подстичу туморицидну 

способност макрофага (124). Једно од битних обележја ћелија урођене ћелије имуности 

је њихова изузетна функционална пластичност која се огледа у стицању про- и/или 

анти-туморске функције, а што зависи од бројних међућелијских интеракција и 

солубилних фактора присутних у туморском микроокружењу (144). Тако у зависности 

од стимулуса који доминирају у туморској потки активирани макрофаги стичу или М1 

или М2 функционални фенотип (145). Класично активиране М1 макрофаге одликује 

антитуморска активност која се огледа у појачаној туморицидној способности, 

продукцији проинфламацијских цитокина (TNF-α, IL-1β и IL-12), као и појачаној 

експресији MHC молекула II класе и костимулационих молекула CD80 и CD86, 

неопходних за оптималну активацију помагачких Т лимфоцита (146). Супротно, 

алтернативно активирани М2 макрофаги испољавају протуморско дејство тако што 

смањују експресију MHC молекула II класе и костимулационих молекула, а 

продукцијом IL-10, IL-6, IL-23 и TGF-β подстичу хроничну инфламацију у туморском 

микроокружењу која на различите начине доприноси напредовању тумора (147). Тако, 

комплексне интеракције макрофага са туморским ћелијама могу да резултују 

прогресијом тумора што је условљено повећаном синтезом бројних фактора раста 

укључујући VEGF-C (148). Рецептор за uPA (енгл. urokinase-type Plasminogen Activator) 

и MMP-9 које продукују и макрофаги и туморске ћелије поспешују инвазију тумора 

(149). Слично макрофагима, неутрофили N1 фенотипа испољавају антитуморско 

дејство, док продукција имуносупресивних цитокина као што је TGF-β усмерава 

поларизацију неутрофила у протуморски N2 фенотип (150,151).  
 

Инфилтрација еозинофила забележена је у бројним малигномима укључујући 

меланом (152,153). У туморској микросредини еозинофили могу да буду важни 

регулатори прогресије тумора захваљујући својим анти- и/или про-туморским 

функцијама (154). Туморске ћелије продукују IL-5 и GM-CSF (енгл. Granulocyte 

Macrophage-Colony Stimulating Factor) и на тај начин подстичу миграцију еозинофила у 

туморску микросредину (155,156). Акумулацији еозинофила у туморској микросредини 



11 

 

додатно доприноси IL-4 кога продукују Th2 лимфоцити, као и CCL11 (еотаксин-1) и 

бројни алармини ослобођени из некротичних туморских ћелија укључујући HMGB1 

(енгл. High Mobility Group Box 1) (154). Активирани тумор-инфилтришући еозинофили 

продукују хемоатрактанте којима стимулишу миграцију цитотоксичких Т лимфоцита у 

туморску микросредину (157). Дегранулацијом еозонофила ослобађају се бројни 

протеини као што су MBP (енгл. Major Basic Protein), еозинофилна пероксидаза и 

еозинофилни катјонски протеин задужени за цитолитичко дејство еозинофила (158). На 

моделу мишјег меланома показано је да дегранулација еозинофила игра важну улогу у 

елиминацији метастатских ћелија (159). Уз то, примећено је да урођене лимфоидне 

ћелије, под утицајем IL-33 и IL-25, продукују IL-5 којим стимулишу инфилтрацију 

еозинофила и следствено снажан антитуморски имунски одговор на меланом (160). 

Показано је да IL-33, примењен интраназално, инхибира метастазирање варијетета 

мишјег меланома B16-F10 са израженим метастастатским потенцијалом и то тако што 

стимулише туморицидну активност еозинофила у плућима (161). Супротно, 

алтернативно активирани еозинофили остварују бројне протуморске функције што се 

огледа у способности ових ћелија да регрутују регулаторне Т лимфоците у туморску 

микросредину, да усмеравају поларизацију макрофага у М2 фенотип, да инхибирају 

цитотоксичност NK ћелија и Т лимфоцита, док продукцијом неких фактора раста 

стимулишу и процес неоангиогенезе (154).  
 

Осим урођене имуности, ефикасан имунски одговор против меланома се базира 

и на оптималној активацији ефекторских механизама стечене имуности (162). 

Цитотоксички CD8
+
 Т лимфоцити су кључне ћелије овог типа имуности укључене у 

директну борбу против меланома, док помагачки CD4
+
 Т лимфоцити пружају помоћ у 

активацији и побољшавају ефикасност цитотоксичких Т лимфоцита (124). Захваљујући 

експресији адхезивних молекула и присуству хемокина у васкуларном ендотелу, 

активирани Т лимфоцити мигрирају у туморску микросредину (163). У миграцији и 

задржавању Т лимфоцита у туморској микросредини важну улогу играју интегрини 

α1β1, α2β1 и αEβ7, као и лиганди за хемокинске рецепторе CCR5, CCR9 и CXCR3 

експримирани на Т лимфоцитима (162,164). У туморском микроокружењу 

цитотоксички Т лимфоцити поново препознају туморске антигене у склопу MHC 

молекула I класе на малигним меланоцитима, што иницира испоруку богате палете 

смртоносних молекула у циљане туморске ћелије (165,166). Први механизам којим 

цитотоксички Т лимфоцити убијају ћелије меланома је покретање апоптозе односно 

позивање програма самоуништења у туморској ћелији (167). Најчешћи лиганди којима 

CD8
+
 Т лимфоцити  индукују апоптозу малигних меланоцита су TNF-α, FasL и 

TRAIL/Apo2L (енгл. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand/Apo2 Ligand ) (168). 

Молекул FasL на цитотоксичким Т лимфоцитима везује се за Fas рецептор на 

површини малигних меланоцита што резултује акумулацијом адаптерских протеина у 

близини интрацелуларног домена Fas рецептора и последично регрутовање прокаспазе-

8 (162,169). Формирани комплекс означен као DISC (енгл. Death-Inducing Signaling 

Complex) индукује активацију каспазе-8 која самостално или заједно са другим 

сигналним молекулима из митохондрија покреће апоптозу у туморским ћелијама (162). 

Молекул Bid, члан фамилије протеина Bcl-2 кога активира каспаза-8, транслоцира се у 

митохондрије где индукује ослобађање цитохрома-c и других апоптотских фактора у 

цитоплазму (170,171). Молекули цитохром-c, Apaf-1 (енгл. Apoptotic protease activating 

factor-1), аденозин 5-трифосфат и прокаспаза-9 формирају апоптотски комплекс којим 

се активира каспаза-9 (170,171). Тако активиране инцијаторске каспазе-8 и -9 затим 

активирају каспазу-3, -6 и -7 који функционишу као егзекутори који разлажу 

одговарајуће ћелијске супстрате односно ″супстрате смрти″ и на тај начин узрокују 

апоптотску смрт малигних меланоцита (170,171). Други механизам којим цитотоксички 
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Т лимфоцити убијају малигне меланоците подразумева ослобађање перфорина и 

гранзима из цитоплазматских гранула лимфоцита у циљане ћелије (162). Наиме, у 

присуству калцијума, дешава се полимеризација перфорина што узрокује формирање 

пора у ћелијској мембрани који омогућују трансфер гранзима из лимфоцита у 

цитоплазму туморске ћелије (172,173). Гранзими су серин протеазе које активирају 

егзекуторске каспазе у циљаној ћелији. Додатно, гранзим B директно активира протеин 

Bid што за последицу има покретање митохондријалног (унутрашњег) пута апоптозе 

(174,175,176). 
  

На основу података из литературе може се закључити да ефикасан имунски 

одговор против меланома захтева брзу активацију неспецифичних механизама урођене 

имуности који, не само што активно учествују у елиминацији генетски измењених 

ћелија, већ уједно и координирају активацију и појачавају ефикасност специфичних 

механизама стечене имуности у (177). Додатни фактори као што су презентација  

неоантигена, квалитет унакрсног прајминга и регрутовање ћелија имунског система у 

туморску микросредину су такође критични за судбину меланома (178). Међутим, 

упркос значајној ефикасности имунског система у контроли настанка и развоја тумора, 

подаци из литературе осветљавају различите стратегије којима меланом ″паралише″ 

антитуморски имунски одговор (179). Поред прогресивног исцрпљивања имунског 

система изазвано хроничном стимулацијом брзорастућег тумора (178), генерално, 

бекство малигних меланоцита од контроле имунског надзора зависи од: 1) дефекта у 

познавању неоaнтигена у фази прајминга лимфоцита; 2) повећане отпорности 

туморских ћелија на апоптозу; 3) повећане експресије имунских контролних тачака, 

PD-1 (енгл. Programmed Cell Death Protein-1) и CTLA-4 (енгл. Cytotoxic T Lymphocyte-

Associated Protein-4), односно молекула који служе као ″прекидачи″ имунског 

одговора; 5) развоја имуносупресивног микроокружења (128,180,181), што све заједно 

подстиче прогресију меланома. 

 

1.2.2. Антигени малигних меланоцита и механизми избегавања имунског одговора 

у меланому 

 

 Идентификација меланом-асоцираних антигена (енгл. Melanoma-Associated 

Antigens, МАА) и дефинисање њихове функције неопходни су за разумевање генезе и 

прогресије меланома (182). Поред тога, у клиничкој пракси МАА играју вишеструку 

улогу почев од пружања помоћи у дијагностици, диференцијацији метастатских од 

примарних туморских лезија, као и у прогнози болести и имунотерапији меланома 

(182). Када је реч о имунотерапији, већина МАА су аутоантигени што их због имунске 

толеранције чини слабим имуногенима, а њихова хетерогеност и нестабилни 

антигенски профил су додатни разлози неефикасног антитуморског имунског одговора 

на меланом (183,184). 
 

 Антигени диференцијације меланоцита (енгл. Melanocyte Differentiation Antigens, 

MDA) су укључени у меланогенезу и експримирају их не само здрави меланоцити већ и 

туморске ћелије меланома у различитим стадијумима диференцијације (183,185). 

Наиме, MDA су експримирани како у примарном тако и у метастатском меланому, а 

њихова улога у развоју меланома још увек није јасна (182,185). Неки од оваквих 

антигена су тирозиназа,  TRP-1 и TRP-2 (енгл. Tyrosinase-Related Proteins, TRP), Melan-

A/MART-1 и гликопротеин 100 (енгл. glycoprotein 100, gp100) (183).  
 

 Тирозиназа је ензим који игра главну улогу у синтези меланина (182). 

Тирозиназа је везана за мембрану меланозома, тако да је каталитички N-терминални 

домен усмерен ка лумену меланозома, док је C-терминални домен, који је уједно и мета 
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имунског одговора, изложен ка цитоплазми (186,187). Показано је да су тирозиназа- 

специфични CD4
+
 и CD8

+
 Т лимфоцити изоловани из пацијената са меланомом (182) 

способни да изазову дестукцију аутологих туморских ћелија in vitro (188,189). TRP-1 

игра важну улогу у пролиферацији и преживљавању меланоцита, и експримиран је у 

фази радијалног али не и вертикалног раста меланома (190,191). Мада је примећено да 

појачана експресија протеина TRP-1 и TRP-2 покреће антитуморски имунски одговор 

(192,193), ипак, с друге стране у неки студијама је регистровао да је експресија TRP-2 

удружена са резистенцијом малигних меланоцита на зрачну и хемиотерапију (194). 

Молекул Melan-A/MART-1 је трансмембрански протеин меланоцита коже и ретине који 

игра важну улогу у меланогенези и матурацији меланозома (195,196). Melan-A/MART-1 

је експримиран у већини примарних и метастатских лезија меланома, а његове 

пептидне секвенце препознају цитотоксички Т лимфоцити (182). Трансмембрански 

протеин gp100 присутан је у нормалним и већини малигно измењених меланоцита и 

игра важну улогу у меланогенези, синтези меланозома и полимеризацији меланина 

(197,198). Анти- gp100 антитела представљају важан туморски маркер који се користи у 

дијагностици меланома (199). 
 

Канцер-тестис антигени (енгл. Cancer-Testis Antigens, CTA) учествују у 

пролиферацији, диференцијацији и преживљавању ћелија различитих тумора 

укључујући меланом (200,201). Најзначајнији CTA у меланому укључују MAGE (енгл. 

Melanoma-Associated Antigen), BAGE (енгл. B Melanoma Antigen), GAGE (енгл. G 

Antigen), NY-ESO-1 (енгл. New York-Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1) и SSX 

(енгл. Synovial Sarcoma X) (202). Улога протеина MAGE (MAGE-I и MAGE-II) није у 

потпуности разјашњена и верује се да учествују у регулацији ћелијског циклуса и 

спречавању апоптозе (203). Експресија MAGE-I је повезана са лошијом прогнозом 

оболелих (204). Фамилију полипептида BAGE сачињава неколико хомологих молекула, 

међу којима је молекул BAGE-I експримиран у метастатском меланому (205,206). 

GAGE протеини представљају маркере који се користе у дијагностици меланома и 

њихова смањена експресија корелира са лошијом прогнозом болести (182). У меланому 

GAGE покрећу хуморални и целуларни антитуморски имунски одговор, тако да 

одсуство експресије ових протеина је један од механизама којима ћелије меланома 

избегавају имунски одговор (207,208). NY-ESO-1 је један од најимуногенијих CTА који 

покреће снажан имунски одговор којим се успорава прогесија меланома (209,210). Иако 

неки протеини SSX могу да спонтано индукују антитуморски имунски одговор, 

експресија SSX у туморима је обично повезана са касним стадијумом болести и лошом 

прогнозом (182,211).  
 

У значајне антигене малигних меланоцита убрајају се и MTf (енгл. 

Melanotransferrin) и S100 протеини (212,213,214). MTf је мембрански гликопротеин 

одговоран за интрацелуларни метаболизам гвожђа и неопходан је за ћелијску 

диференцијацију (212). Аберантна експресија MTf значајно повећава имуногеност 

туморских ћелија (212). S100 протеини учествују у бројним процесима као што су 

регулација ћелијског мотилитета, раста, диференцијације, ћелијског циклуса и заштита 

ћелија од оксидативног стреса (213,214). S100 протеини су међу првима прихваћени 

као дијагностички маркери меланома (215). Најзначајнији карбохидратни антигени у 

меланому воде порекло од ганглиозида и представљају комплексе гликосфинголипида 

са сијалнском киселином (216). Иако су GM3 и GD3 најчешће експримирани 

ганглиозиди у меланому, њихова експресија није ограничена искључиво на туморске 

ћелије, већ се могу детектовати и у мишићном ткиву, јетри, слезини, бубрезима и мозгу 

(217). С друге стране, ганглиозиди GM2, GD2 и GT3 чија је експресија нормално 

ограничена на мозак, могу се детектовати и у већини меланома (217). 
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Познато је да туморске ћелије садрже бројне стечене клонске и насумичне 

генске мутације (218,219). Због потенцијалне имуногености и специфичности за тумор 

намеће се питање да ли неке генске мутације могу да буду атрактивне мете за 

имунотерапију (220). Клонске мутације присутне су у већини туморских ћелија и 

обично су селектоване захваљујући предности коју дају расту тумора. Неке мутације 

резултују и стварањем бројних мутираних туморских антигена. Меланом-асоциране 

клонске мутације сматрају се важном имунском метом у метастатском меланому 

(182,221) тако да идентификација цитототоксичких TIL (енгл. Tumor Infiltrating 

Lymphocytes) који препознају клонске мутације је значајна  у смислу да може да повећа 

ефикасност адоптивне терапије и персонализоване вакцине (222). Поред клонских 

мутација заједничких за више врста тумора (220), детектују се и насумичне мутације 

(појављују се спорадично) које су одговорне за стварање тумор-специфичних антигена 

у појединачним туморима и јединствени су за јединку (182,220,223). Мада овакве 

мутације могу да покрену антитуморски имунски одговор, међутим, узимајући у обзир 

чињеницу да се јављају насумично и да их дели само мала субпопулација ћелија у 

тумору обично се не користе као мете у имунотерапији (182,218,220).  
 

Упркос својој имуногености, метастатски меланом расте и дисеминује се и то 

захваљујући развоју бројних механизама којима избегава имунски надзор (224). Иако, 

ћелије имунског система активно уклањају туморске ћелије, првенствено у раном 

стадијуму меланома (124,177,225), акумулацијом одговарајућих мутација, малигни а 

нарочито метастатски меланоцити стичу особине да ефикасно избегавају 

антимеланомски имунски одговор (124,177,225). Додатно, селективни притисак кога 

намеће имунски систем парадоксално нарушава његову ефикасност у борби против 

меланома. Ово се огледа у  томе што имунски систем успева да елиминише само 

клонове сензитивних малигних ћелија и тиме селектује варијанте имунорезистентних 

(мање имуногених, толерогених и неимуногених) ћелија чији опстанак, експанзија и 

отпорност на апоптозу у крајњем исходу резултују даљом прогресијом тумора 

(124,177,225). Овај механизам избегавања имунског одговора познат је као 

имуноселекција. Сматра се да је меланом људи један од најимуногенијих тумора (177) 

што је вероватно резултат високог мутацијског оптерећења тумора  (енгл. High Tumor 

Mutation Burden) који јe кључан у стварању имуногених неоантигена (226,227). 

Међутим, меланом као један од најагресивнијих тумора одликује пластичност 

малигних меланоцита и имунских ћелија у  туморском микроокружењу што има важне 

имликације не само за метастазирање, већ и за резистенцију на различите терапијске 

модалитете укључући имунотерапију и циљану терапију (228). Пластичност туморских 

ћелија меланома је последица аберантне дедиференцијације и реактивације раличитих 

сигналних програма које користе њихови најранији прекурсори у нервном гребену 

(229,230). Такође, проинфламацијски медијатори ослобођени током повреде туморског 

ткива у одговору на терапију додатно доприносе брзим променама у фенотипу 

туморских и имунских ћелија у микроокружењу (228). Оваква фенотипска пластичност 

изазвана инфламацијом мења антигенски профил туморских ћелија, репрограмира 

мрежу онкогене сигнализације, штити од ћелијске смрти и репрограмира функције 

ћелија строме укључујући ћелије имунског система у туморском микроокружењу, што 

све заједно слаби антитуморски имунски одговор и ефикасност терапије  (228).  
 

Поред редукције имуногености, важна стратегија меланома у субверзији 

имунског одговора је продукција имуномодулационих молекула који утиче на састав и 

функционални фенотип ћелија имунског система у туморском микроокружењу. Другим 

речима, туморске ћелије ″обликују″ локални имунски профил у свом микроокружењу 

тако што регрутују ћелије имунског система са протуморским фенотипом и 
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истовремено супримирају или искључују популацију антитуморских ћелија (124). Уз 

то, ослобађају различите молекуле којима индукују развој имуносупресивне туморске 

микросредине што све скупа фаворизује прогресију меланома (97,124,177). 

Метастатски меланоцити помоћу екстраћелијских везикула ослобађају неке факторе у 

метастатској микросредини којима активирају проинфламацијски сигнални програм у 

канцер-асоцираним фибробластима (енгл. Cancer-Associated Fibroblasts, CAF) 

(231,232). CAF заузимају важно место у креирању имуносупресивне микросредине, као 

и у пролиферацији и инвазији примарног и метастатског тумора (231,233). 

Документовано је да фибробласти у плућима, под утицајем малигних меланоцита, 

синтетишу IL-1α, IL-1β, CXCL10, CXCL1, CCL2, CCL3 и CCL5 којима индукују 

повећано регрутовање протуморских мијелоидних ћелија нарочито неутрофила у 

метастатску микросредину (231). Осим на миграцију бројних ћелија у туморску 

микросредину, CAF супримирају функцију кључних ефекторских ћелија, а то су 

меланома- специфични цитотоксички Т лифоцити и NK ћелије (234,235). Ова 

инхибиција се делимично може приписати појачаној регулацији PD-L1 (енгл. 

Programmed Death-Ligand 1) и COX-2 (енгл. Cyclooxygenase-2), као повећаној 

продукцији матриксних протеиназа и простагландина Е2 у CAF (234,235).  
 

У туморској микросредини ћелије меланома стимулишу хоминг и усмеравају 

поларизацију макрофага и неутрофила у M2 и N2 фенотип (124). Тако, смањена 

секреција хемокина CCL2 у туморској микросредини резултује регрутовањем и 

активацијом протуморских M2 макрофага (236). На поларизацију макрофага у M2 

фенотип важну улогу играју и други молекули укључујући VEGF-C и TGF-β (237,238). 

Имуносупресивни цитокин IL-10 смањује експресију MHC молекула II класе и 

костимулационих В7 молекула, CD80 и CD86, на макрофагима, што за последицу има 

слабо приказивање антигена због чега се следствено нарушава ефикасност 

цитотоксичких Т лимфоцита (238). Своје протуморско дејство M2 макрофаги остварују 

и продукцијом молекула укључених у инвазију и неоангиогенезу, а то су матриксне 

металопротеиназе и VEGF (239). Малигни меланоцити такође поспешују хоминг 

неутрофила у туморску микросредину продукцијом богатог сета хемокина, CXCL1, 

CXCL2, CXCL3, CXCL5 и CXCL8, који се сви везују за рецептор CXCR2 (240). У 

раном стадијуму меланома доминирају неутрофили са антитуморским N1 фенотипом, 

док у каснијим стадијумима превласт имају N2 неутрофили који на различите начине 

учествују у прогресији меланома (241,242). Показано је да циркулишуће туморске 

ћелије секретују G-CSF (енгл. Granulocyte- Colony Stimulating Factor) и CXCL6 којима 

стимулишу регрутовање N2 неутрофила у удаљена циљана места где затим ослобађају 

бројне факторе раста неопходне за успешно формирање метастаза (243). Додатно, N2 

неутрофили малигним меланоцитима олакшавају избегавање антитуморског имунског 

одговора тако што повећавају експресију инхибиционог молекула PD-L1, секретују 

ензиме IDO (енгл. Indoleamine 2,3-Dioxygenase) и iNOS (енгл. inducible Nitric Oxide 

Synthase), док продукцијом IL-17 регрутују имуносупресивне регулаторне Т лимфоците  

(244,245).  
 

Молекули VEGF и TGF-β пореклом из туморских ћелија меланома не само што 

редукују миграцију дендритских ћелија у туморску микросредину, већ супримирају 

сазревање и фаворизују толерогени фенотип дендритских ћелија што у крајњем исходу  

атенуира активацију ефекторских цитотоксичких Т лимфоцита (246,247). Смањивањем 

продукције хемокина CCL4 у туморским ћелијама додатно се редукује хоминг 

дендритских ћелија, као и Т лимфоцита у туморску потку (246,248). Субоптимална 

активација и дрaстично умањена ефикaсност ефекторских Т лимфоцита су последица 
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смањене експресије костимулационих молекула на дендритским ћелијама, а што је опет 

резултат деловања других одговарајућих медијатора из туморске микросредине (249). 
 

Како би избегао директан напад цитотоксичких Т лимфоцита, меланом користи 

једну од кључних тактика а то је повећана експресија лиганада за инхибиционе 

рецепторе, означене и као имунске контролне тачке. Добро је познато да имунске 

контролне тачке функционишу као ″кочнице″ имунског одговора против тумора 

укључујући меланом и то тако што узрокују исцрпљивање и/или толеранцију 

ефекторских CD8
+
 Т лимфоцита на туморске антигене. Тако, малигни меланоцити 

појачано исказују лиганд PD-L1 који интерагује са инхибиционим рецептором PD-1 на 

цитотоксичким CD8
+
 Т лимфоцитима хронично изложених туморским антигенима 

(250). Интеракција PD-1/PD-L1 покреће имуносупресивни програм у цитотоксичким Т 

лимфоцитима што последично смањује њихову активацију, пролиферацију и 

продукцију токсичних молекула (251). Показано је да одсуство проинфламацијског 

цитокинског миљеа и истовремена дуготрајна изложеност антигена цитотоксичким Т 

лимфоцитима у туморској микросредини резултује њиховом анергијом и апоптозом 

(252,253). Смањена антитуморска активност тумор-специфичних Т лимфоцита у 

меланому може да буде узрокована и блокадом корецептора CD8 на цитотоксичким Т 

лимфоцитима, као и повећаном експресијом инхибиционог рецептора CTLA-4 (97). 

Молекул CTLA-4 је друга имунска контролна тачка која се везује за костимулационе 

В7 молекуле и тиме прекида активациони сигнал и изазива анергију CD8
+ 

Т лимфоцита 

(254). Ћелије меланома редукују своју имуногеност на више начина: смањивањем 

експресије туморских антигена, као и протеина TAP (енгл. Transporter Associated with 

Antigen Processing) укључених у транспорт антигена, или MHC молекула што додатно 

редукује активацију и функционисање CD8
+ 

Т лимфоцита (177,255). Високо антигенско 

оптерећење цитотоксичких Т лимфоцита индукује њихово исцрпљивање што 

представља још један начин којим меланом нарушава туморицидну активност CD8
+ 

Т 

лимфоцита у туморској микросредини (124). 
 

Следећи важан механизам избегавања напада имунског система је локална и 

системска имуносупресија индукована тумором. Кључне у креирању локалне 

имуносупресије су имуносупресивне ћелије а које солидни тумор регрутује у своје 

микоокружење. У том контексту, забележено је да је прогресија меланома у корелацији 

са присуством регулаторних Т лимфоцита у туморској микросредини, како код 

пацијената тако и код мишева након трансплантације B16-F10 варијанте меланома са 

изузетно израженим метастатским потенцијалом (256). Осим богате палете хемокина и 

одговарајућих рецептора (CCL27-CCR10, CXCL12-CXCR4, CCL20-CCR6, 

CCL19/CCL21-CCR7, CCL9/10/11-CXCR3, CCL17/22-CCR4 и S1P-S1PR1) који су 

мастери хоминга регулаторних Т лимфоцита (257), туморска микросредина такође 

активно учествује у експанзији ових ћелија тако што ослобађа бројне солубилне 

молекуле (258). Уз то, интеракција мембранских молекула PD-1/PD-L1 у туморској 

потки стимулише диференцијацију CD4
+
 лимфоцита у регулаторне Т лимфоците што 

додатно доприноси њиховој експанзији (259). Регулаторни Т лимфоцити своју 

супресивну активност оставарују продукујом инхибиционих цитокина IL-10, IL-35 и 

TGF-β, као и интеракцијом  мембранских CTLA-4 са костимулационим В7 молекулима 

на дендритским ћелијама, при чему крајњи резултат је парализа имунских ефекторских 

механизама одбране од тумора (258,260). Поред добро познате улоге регулаторних Т 

лимфоцита да ″пригушују″ антитуморски Т ћелијски одговор, ове супресивне ћелије 

помоћу TGF-β везаног за мембрану такође директно инхибирају ефекторске функције 

NK ћелија тако што на њима смањују експресију активационог рецептора NKG2D 

(енгл. Natural Killer Group 2D receptor) (261). У регрутовању друге важне популације 
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имуносупресивних ћелија MDSC (енгл. Myeloid-Derived Suppressor Cell) у туморску 

микросредину меланома централну улогу играју GM-CSF, IL-6, IL-10, IFN-γ и VEGF, 

као и CCL3, CCL4 и CCL5 лиганди за хемокински рецептор CCR5 (262,263). 

Инхибициона улога MDSC у имунском одговору против тумора огледа се у синтези 

азот-моноксида, аргиназе 1, IDO, IL-10 и TGF-β, као и појачаној експресији PD-L1, што 

све заједно резултује инхибицијом ефекторске функције Т лимфоцита (262).  
 

Малигни меланоцити могу да на још један начин креирају имуносупресивну 

микросредину, а то је синтеза распадних метаболичких молекула и коришћење 

метаболичких супстрата за потребе сопственог раста (124). Потрошњом глукозе и 

кисеоника у туморској микросредини, малигни меланоцити ускраћују ове супстрате 

цитотоксичким Т лимфоцитима и на тај начин инхибирају њихову активацију и 

пролиферацију (264,265). Лактати, као продукти гликолизе у туморским ћелијама, 

смањују ефикасност дендритских ћелија да приказују антигене и инхибирају 

активацију цитотоксичких Т лимфоцита и NK ћелија (266,267). Потрошњом глутамина 

и аргинина, меланом ограничава доступност ових амино киселина Т лимфоцитима и 

тиме додатно спречава њихову активацију (268,269). Поред тога, L-аргинин је 

прекурсор у синтези азот-моноксида, а његовом продукцијом малигни меланоцити 

инхибирају пролиферацију и функцију Т лимфоцита (270,271). Појачана експресија 

IDO у туморским ћелијама и у MDSC повећава експресију PD-L1 молекула у туморској 

микросредини што све скупа ремети оптималну активацију Т лимфоцита (272). Ензим 

IDO катализује триптофан и тиме узрокује депривацију ове аминокиселине неопходне 

за нормално функционисање Т лимфоцита. Додатно се синтетише и имуносупресивни 

молекул кинуренин (273,274,275) који с једне стране инхибира цитолитичку активност 

NK ћелија тако што смањује експресију активационих рецептора NKp44, NKp30 и 

NKG2D, а с друге стране подстиче диференцијацију регулаторних Т лимфоцита и 

повећава експресију PD-1 на ефекторским Т лимфоцитима (274,275). Појачано 

ослобађање аденозина у туморској микросредини, за које имунске ћелије експримирају 

рецептор, за последицу има инхибицију функције NK ћелија и Т лимфоцита, као и 

поремећај у активацији макрофага и сазревању регулаторних Т лимфоцита 

(276,277,278). 
 

Интересантно, молекули микро RNK као некодирајуће RNK секвенце, 

атенуирају синтезу протеина и на тај начин такође учествују у имуномодулацији 

туморске микросредине у меланому (124). Имуносупресивни ефекат микро RNK се 

базира на више начина, на: 1) смањењу инфилтрације ефекторских Т лимфоцита, 2) 

повећању заступљености регулаторних Т лимфоцита у туморској микросредини, 3) 

конверзији моноцита у MDSC 4) смањењу имуногености туморских ћелија и 5) 

подстицању процеса неоангиогенезе (124). Егзозоми пореклом из туморских ћелија се 

отпуштају у екстрацелуларни простор где ослобађају бројне молекуле којима туморске 

ћелије комуницирају са другим ћелијама туморске микросредине (124). Тако на 

пример, егзозоми пореклом из малигних меланоцита отпуштају молекуле који делују 

имуносупресивно тако што подстичу експанзију и ефикасност регулаторних Т 

лимфоцита, а повећавањем експресије PD-L1 индукују апоптозу цитотоксичких и 

помагачких Т лимфоцита (279,280,281). 
 

На крају, имајући у виду претходно наведене податке у литератури, може се 

констатовати да откривање јединствених антигена и прецизније дефинисање меланома-

асоцираних антигена представља основу за развој биолошке терапије метастатске 

болести (182). Такође, детаљније познавање механизама којима меланом избегава 

имунски одговор доприноси не само развоју, већ и побољшању ефикасности циљане 

имунотерапије. 
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1.2.3. Имунотерапија меланома 

 

Идеја да се имунски систем домаћина може искористити за лечење тумора 

датира деценијама уназад, а темељи се на запажањима да ћелије имунског система 

активно елиминишу ћелије током почетне малигне трансформације и тиме сузбијају 

пре свега настанак, а касније, у мањој мери и прогресију спонтано насталих малигнома 

(282,283). Имунотерапија детектабилних тумора укључујући меланом обухвата 

различите тактике манипулације имунског система и то у широком распону, почев од 

потенцирања стимулационих и ефекторских па све до стратегије супротстављања 

инхибиционим и имуносупресивним механизмима (284). 
 

Концепт имунотерапије тумора постоји више стотина година са најраним 

покушајем примене Колијевог токсина, а затим скоро век касније, за лечење меланома 

описани су употреба интерферона и високих доза IL-2, као и BCG (енгл. Bacillus 

Calmette-Guerin) вакцине директно у туморску лезију, са циљем да као моћан имунски 

модулатор регрутује ћелије урођене и стечене имуности и да тиме локално покрене 

снажан имунски одговор против меланома (180,285). 
 

До данас постоје бројни модалитети имунотерапије метастатског меланома који 

се генерално базирају на цитокинској терапији IL-2 и IFN-α, молекулској циљаној 

терапији инхибиторима B-raf и MEK, “checkpoint” блокади анти-CTLA-4 и анти-PD-1 

антителима, као и на локалној терапији онколитичким вирусима (Слика 3) (286). 
 

Слика 3. Модалитети имунотерапије метастатског меланома (преузето и кориговано према: 

Hölzel M et al. Nat Rev Cancer 2013;13(5):365-76). 
 

IL-2 је први имуномодулацијски агенс одобрен у терапији нересектабилног 

меланома (287). IL-2 је цитокин који директно подстиче пролиферацију и антитуморску 

активност цитотоксичких CD8
+
 Т лимфоцита (288). Високе дозе IL-2 се данас ретко 

користе у терапији метастатског меланома због ограниченог терапијског ефекта у 

поређењу са новијим имунотерапеутицима, а нарочито високе токсичности и 

последично мултисистемске органске дисфункције (286). IFN-α је био други биолошки 

лек одобрен као адјувантна имунотерапија меланома са ограниченим терапијским 

могућностима (289). Други цитокини као што су IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 и GM-CSF  

такође су показали интересантне резултате у претклиничким и клиничким 

истраживањима (290). Употреба IL-2 и IFN-α пружила је увид у биолошке ефекте 

имунотерапије метастатског меланома и тиме отворила пут ка интензивном развоју 

нових имунотерапијских модалитета. 
 

С обзиром да су ови рани облици имунотерапије неспецифични, стога, у 

последњој деценији лечење меланома усмерено је на различите облике циљане 

Хемиотерапија
Молекулска циљана 

терапија
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имунотерапије укључујући коришћење моноклонских антитела која блокирају CTLA-4 

или  PD1/PD-L1 интеракцију, као и адаптивну Т-ћелијску терапију и терапију 

онколитичким вирусима (180,285,291,292). 
 

Терапија ″checkpoint″ блокаторима подразумева примену антитела која ″коче″ 

активацију имунских контролних тачака односно инхибиционих рецептора CTLA-4 и 

PD-1 што резултује прекидом дотадашње парализе антитуморског имунског одговора 

(293). Ipilimumab, неутралишуће антитело специфично за негативни регулатор 

активације Т лимфоцита CTLA-4, је прво одобрено антитело у терапији метастатског 

меланома (288). Ово антитело блокира  интеракцију CTLA-4 са В7 костимулационим 

молекулима и тиме прекида анергију и стимулише оптималну активацију Т лимфоцита 

и следствено елиминацију туморских ћелија (288). PD-1 је други инхибицони рецептор 

исказан на активираним Т лимфоцитима, макрофагима и NK ћелијама (294). Лиганди за 

PD-1 молекул, PD-L1 и PD-L2, експримирани су на дендритским ћелијама и 

макрофагима, али и на туморским ћелијама (295). Анти-PD-1 антитела, pembrolizumab 

и nivolumab, везујући се за PD-1 на Т лимфоцитима, спречавају интеракцију овог 

рецептора са његовим лигандима исказаним на туморским ћелијама и на тај начин 

подстичу активацију Т лимфоцита (286). У поређењу са анти-CTLA-4 антителом, 

овакви блокатори PD-1 молекула показују већу специфичност за малигне ћелије што је 

праћено са мање нежељених дејстава (286). Уз то, скорија истраживања указују на 

важност процене циркулишућих PD-1
+
 регулаторних Т лимфоцита да би се предвидела 

успешност лечења наведеним блокаторима PD-1 молекула (296). Наиме, регистровано 

је да убрзо након започињања терапије блокирајућим анти-PD-1 антителима, број 

циркулишућих PD-1
+
 регулаторних Т лимфоцита рапидно опада у оболелих од 

меланома што је праћено смањеним ризиком од метастатске прогресије болести (296). 
 

Локална инокулација онколитичких вируса директно у туморску лезију је новији 

имунотерапијски приступ и базира се на коришћењу нативних или атенуисаних вируса 

са циљем да се селективно убију малигни меланоцити (293). На пример, у терапији 

меланома користи се генетски модификован herpes simplex virus тип 1 у смислу да су у 

њему циљано уклоњена два вирусна гена која су онда замењена кодирајућим 

секвенцама за фактор раста GM-CSF. Овако модификован вирус Talimogene 

laherparepvec (T-VEC) се репликује у туморским ћелијама и стимулише продукцију 

GM-CSF (297,298,299). Другим речима, након интратуморске инокулације, овакав 

вирус индукује лизу туморских ћелија и последично ослобађање туморских антигена, 

као и локалну продукцију GM-CSF, што би све заједно могло да амплификује 

системски антитуморски одговор (293,297). Штавише, појачана локална експресија и 

секреција GM-CSF фаворизује регрутовање антиген-презентујућих ћелија у туморску 

микросредину и тиме индукује снажан антитуморски имунитет (283,298,300,301). 
 

Разумевање начина на који су различите генске мутације повезане са генезом и 

прогресијом меланома пружа могућност иновације и следствено имплементације нових 

терапијских стратегија усмерених на специфичне онкогене (302). У 40-50% пацијената 

са меланомом детектована је BRAF
V600E

 мутација која резултује непрекидном 

активацијом сигналног пута MAPK (293,303). Стога, код пацијената са BRAF
V600E

 

мутацијом примењује се таргет терапија инхибиторима молекула BRAF самостално 

или у комбинацији са инхибиторима киназа MEK што у крајњем исходу блокира 

сигнални пут  MAPK (293). Мада терапију инхибиторима BRAF/MEK код пацијената са 

метастатским меланомом углавном прати брз терапијски одговор, ипак је могућ развој 

туморске резистенције и то након 9 месеци од почетка терапије (288). 
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Иако циљана терапија заснована на примени инхибитора “checkpoint”, а и 

BRAF/MEK молекула има значајан допринос у лечењу оболелих од метастатског 

меланома, и даље се интензивно наставља развој нових имунотерапијских стратегија, 

као и увођење комбиноване терапије са различитим имунотерапеутицима које се 

испитују у различитим фазама клиничких студија (284,286,288). Додатно, адоптивни 

ћелијски трансфер подразумева изолацију тумор-инфилтришућих лимфоцита и других 

ћелија из  пацијената оболелих од меланома који се онда након експанзије и активације 

цитокинима in vitro поново враћају пацијентима са циљем да се појача антимеланомски 

одговор (284,289). Главни кандидати за адоптивни трансфер тумор-инфилтришућим 

лимфоцитима су пацијенти са нересектабилним метастатским меланомом (288). У току 

су рандомизоване клиничке студије у којима се испитује комбинована примена 

инхибитора IDO и PD-1 (304). Инхибитори хистонске деацетилазе који утичу на генску 

експресију епигенетским модулацијама, показали су ефикасност у предклиничким 

студијама, а у клиничким испитивањима захтевају даљу евалуацију (305). Ране 

клиничке студије су такође показале потенцијалну ефикасност и безбедност 

комбинације инхибитора PD-1 и блокаде имуномодулационог молекула LAG-3 (енгл. 

Lymphocyte-Activation Gene-3)(306). 
 

Са напретком туморске имунологије стичу се нова сазнања о интеракцијама 

између туморских ћелија, ћелија имунског система и других ћелија туморске 

микросредине, што олакшава развој нових имунотерапеутика примењивих нарочито у 

терапији метастатског меланома. Тако, број одобрених ефикасних имунотерапеутика у 

лечењу меланома се значајно повећава што је истовремено праћено и повољнијом 

прогнозом за пацијенте са метастазама. Крајњи циљ био би постизање дуготрајног 

ефикасног антитуморског имунског одговора без развоја туморске резистенције и 

истовремено са што већом минимализацијом нежељених дејстава. 

 

1.3. Јанус лице IL-33 у туморима – од генезе до терапије 

 

1.3.1. Опште карактеристике IL-33 

 

Интерлеукин-33 (енгл. Interleukin-33, IL-33), као нуклерани цитокин фамилије 

интерлеукина-1, обилно је експримиран у једру епителних, ендотелних ћелија и ћелија 

строме, као и активираних мијелоидних ћелија (307,308,309). Откривен је 2003. године 

и то као нуклеарни фактор венула са високим ендотелом (енгл. Nuclear Factor From 

High Endothelial Venules, NF-HEV) јер је његово присуство прво забележено у овим 

специјализованим венулама за које се зна да служе као ″главна врата″ за улазак 

лимфоцита у лимфне нодусе (310,311). Тако, поред лимфних нодуса, експресија 

молекула IL-33/NF-HEV на нивоу информационе RNK иницијално је регистрована и у 

тонзилама и Пејеровим плочама (310).  Уз то, ген за IL-33 идентификован је на кратком 

краку 9. хромозома (9p24.1) као и ортологни ген за мишји IL-33/NF-HEV (310). Иако на 

почетку није детектована значајна хомологија између примарне секвенце NF-HEV и 

познатих протеина, накнадно је уочено да су хумани и мишји IL-33/NF-HEV слични 

протеину DVS27 пса, откривеног 1999. године у вазоспастичним церебралним 

артеријама и то приликом субарахноидалне хеморагије (310,312). Schmitz и сарадници 

су 2005. године објавили да тродимензионална структура карбоксилног краја NF-HEV 

протеина код људи је хомологна структури цитокина фамилије интерлеукина-1. 

Првобитно је примећено да овај молекул везујући се за рецептор ST2 (енгл. Suppression 

of Tumorigenicity 2) који припада суперфамилији рецептора IL-1, индукује развој Th2 

имунског одговора (307). Због свих наведених опсервација, Schmitz и сарадници су за 

овог новог члана фамилије интерлеукина-1 предложили назив IL-33 (307).  
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Ген за IL-33 код људи, лоциран је на хромозому 9p24.1 и садржи 8 егзона 

дужине преко 42kb (Слика 4), док ген за мишји IL-33 такође садржи 8 егзона, а налази 

се на хромозому 19qC1 (313). Промотер информационе RNK за синтезу IL-33, лоциран 

усходно од некодирајућег егзона 1а, активан је у хуманим кератиноцитима, ендотелним 

ћелијама и фибробластима и садржи ISRE (енгл. Interferon Stimulated Response Element) 

и неколико активационих места за гама интерфероне (313,314). Некодирајући егзон 1а 

је од кодирајућег егзона 2 одвојен великим интроном 1 (25.8kb), док се 4.6kb усходно 

од егзона 2 налази алтернативни егзон 1b који одговара алтерантивном промотеру, а 

описан је и у молекулу DNK људи и миша (313,314,315). Локализација почетних 

транскрипционих места је у оба промотера лоцирана нисходно од секвенце TATA box 

(315). Два алтернативна промотера у мишјем геному одговорна су за генерисање два 

различита транскрипта (информациона RNK за синтезу IL-33а и IL-33b) али која 

кодирају исти протеин (315). Већина једнонуклеотидних полиморфизама (енгл. Single-

Nucleotide Polymorphism, SNP), лоцираних у регији промотера и интрона 1, утиче на 

активност два промотера гена за IL-33 и повезује се са склоношћу ка развоју 

бронхијалне астме (316,317). С друге стране, мутације гена за IL-33 које ремете 

функцију места сплајсног акцептора испред егзона 8 повезују се са смањеним бројем 

циркулишућих еозинофила и смањеном вероватноћом за развој бронхијалне астме 

(318). Сплајсне варијанте којима недостају егзони 3, 4 и/или 5 су такође описане, али 

није познато да ли је алтерантивно сплајсовање релевантан регулациони механизам 

продукције IL-33 (317,319,320).  

 

Слика 4. Структура гена за IL-33 код људи (преузето и кориговано према: Liew FY et al. Nat 

Rev Immunol 2016;16:676-689) 
 

Молекул информационе RNK за синтезу хуманог IL-33 (2.7kb) кодира протеин 

IL-33 који садржи 270 резидуа, а код мишева 266 резидуа (307,310,313). Протеин IL-33 

садржи два конзервирана домена, N-терминални нуклеарни и C-терминални домен који 

одговара домену фамилије цитокина IL-1, између којих се налази дивергентни 

централни део (Слика 5) (317). Хумани IL-33 исказује 58% сличаности са IL-33 пса и 

52% сличности са IL-33 миша (310). Молекулска тежина прекурсора хуманог IL-33 

износи 30.759 Da на коме је цитокински домен високо ацидан, док је N-терминални 

домен високо базни (317). N-терминални домен садржи секвенцу неопходну за 

транслокацију протеина у једро, мотив којим се IL-33 везује за молекул DNK, и домен 

којим се везује за хроматин (307,321). Уз помоћ C-терминалног домена IL-33 

интерагује са ектодоменом ST2 рецептора (322). Филогенетске анализе указују на то да 

је IL-33 еволуционо конзервиран и да је као члан фамилије цитокина IL-1 структурно 

најближи IL-18 (313). 
 

 

Слика 5. Структура протеина IL-33 код људи (преузето и кориговано према: Liew FY et al. 

Nat Rev Immunol 2016;16:676-689).  

 

ATG5’ 3’
Интрон 1 Интрон 2

25.8 kb 8.7 kb
1 2 3      4  5     6        7  8

N-терминални домен Централни домен C-терминални домен

1 65 112 270
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Подаци из литературе сугеришу да је IL-33 протеин који функционише и као 

транскрипциони фактор и као цитокин (323). Након синтезе, прекурскорска дужа 

форма IL-33FL (енгл. Full Length IL-33, IL-33FL) се транслоцира у једро где интерагује са 

хистонима и хроматином (321,324). N-терминални домен IL-33 омогућује нуклеарну 

локализацију и интеракцију овог цитокина са хроматином и тиме регулише експресију 

гена (321). Везујући се за H2A и H2B хистоне, IL-33 активира хистонску деацетилазу-3 

и на тај начин утиче на експресију гена и то епигенетским механизмима и 

ремоделацијом структуре хроматина (321,324,325). Такође је показано да IL-33 

интерагује са N-терминалним доменом p65 субјединице транкрипционог фактора NF-

κB (енгл. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) и тако 

супримира експресију гена одговорних за продукцију проинфламацијских медијатора 

(326). Егзогени екстрацелуларни IL-33 регулише експресију богатог сета 

проинфламацијских протеина у ендотелним ћелијама, а делеција N-терминалног 

домена IL-33 резултовала је повећаном концентрацијом IL-33 у серуму и развојем ST2-

зависне инфламације (327,328).  
 

IL-33 не поседује сигналну секвенцу која му омогућује активну секрецију у 

екстрацелуларни простор као у случају већине конвенционалних цитокина (313). 

Уместо тога, IL-33 у једру се пасивно ослобађа из некротичних и оштећених ћелија у 

екстрацелуларни простор. Овако ослобођен IL-33 функционише као ″сигнал узбуне″ 

(алармин) који упозорава ћелије имунског система на опасност и то тако што се везује 

за мембрански ST2L рецептор на њиховој површини и у њима покреће 

проинфламацијску каскаду (313,323). У прилог функције IL-33 као ткивног алармина 

говори његова конститутивна експресија у ткивима, биолошка активност 

прекурскорске форме IL-33FL, као и ослобађање у екстрацелуларни простор након 

механичког оштећења или некрозе ћелије (308,329,330,331). Молекул IL-33FL, за 

разлику од других цитокина фамилије IL-1 као што су IL-1β и IL-18, представља 

биоактивну форму која не захтева претходно активацију каспазом-1 (329,330,331). 

Показано је да и каспаза- 3 и -7 разграђују IL-33FL што резултује инактивацијом ове 

дуже форме цитокина (330,332). На осову тога може се констатовати да за активацију 

прекурсорског IL-33FL није неопходно дејство каспаза, већ супротно, каспазе 

инактивишу биоактивни IL-33FL и на тај начин спречавају његову проинфламацијску 

активност, док у случају апоптотске смрти ћелије обезбеђује имунску толеранцију 

(330). Међутим, у инфламацијским условима серинске протеазе (катепсин G, еластаза и 

протеиназа 3) ослобађене из неутрофила разграђују хумани и мишји IL-33FL и тиме 

настају зреле форме IL-33 чија потентност је 10 пута већа у односу на прекурсорсу 

дужу форму IL-33FL (333). Протеазе мастоцита (химаза, триптаза и катепсин G) 

разградњом IL-33FL генеришу три различите изоформе зрелог IL-33 које показују чак 30 

пута израженију потентност у односу на IL-33FL (334). Овим зрелим краћим формама 

IL-33 (18-21kDa) недостаје N-терминални домен, а захваљући свом C-терминалном 

домену функционишу као цитокини суперфамилије IL-1 (317,323). Овакви подаци 

имплицирају да се активност IL-33 значајно повећава у инфламацијској микросредини 

и то под дејством протеаза ћелија урођене имуности активираних ткивним оштећењем 

или инфламацијом (333,334,335). Инфламацијске протеазе, поред тога што разградњом 

IL-33FL генеришу зреле цитокинске форме са значајно повећаном биолошком 

активношћу, такође играју важну улогу и у инактивацији IL-33 (329,333,334). Химаза 

мастоцита разграђује IL-33 код мишева али не и код људи, док неутрофилна протеиназа 

3 игра дуалну улогу која се огледа у способости да или активира или инактивира IL-33 

(334,336,337). Рапидна инактивација IL-33 у екстрацелуларном простору се постиже и 

оксидацијом цистеинских остатака што за последицу има конформационе промене и 
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формирање дисулфидних мостова карактеристичних за биолошки инактивни облик IL-

33 (338). 
 

IL-33 је мултифункционални цитокин који своје биолошке функције остварује 

тако што се везује за рецепторски комплекс кога чине молекули ST2 и акцесорски 

протеин рецептора за IL-1 (енгл. IL-1 Receptor Accessory Protein, IL-1RAcP) (339). 

Молекул ST2 је идентификован пре открића IL-33 и то у мишјим фибробластима, а 

уочена је и његова сличност са рецептором за IL-1 (340). Алтернативним сплајсингом 

гена за IL1RL1 (енгл. IL-1 receptor-like 1) настају четири изоформе молекула: 

трансмембранска ST2L (енгл. ST2 ligand), солубилна sST2 (енгл. soluble ST2), 

варијантна ST2V (енгл. ST2 variant) и ST2LV (енгл. ST2 ligand variant) (323). ST2L је 

мембрански рецептор који садржи три Ig-like екстрацелуларна домена, 

трансмембрански регион и ILI-R1-like интрацелуларни домен (341,342).  sST2 је 

солубилна форма која се секретује у форми гликозилисаног протеина који не садржи 

трансмембрански домен, већ поседује екстрацелуларни домен сличан ST2L и додатних 

9 аминокиселина на C-терминусу (341,343). Мада је сличан sST2, ST2V садржи 

хидрофобни реп на месту трећег Ig-like домена, док је ST2LV солубилна N-

гликозилисана изоформа којој недостаје трансмембрански домен присутан у ST2L 

(344,345,346). ST2L заједно са IL-1RAcP образује хетеродимерни трансмембрански 

рецепторски комплекс којим се покреће трансдукција сигнала и то након везивања IL-

33, док sST2 функционише као рецептор ″мамац″ за који се везује екстрацелуларни IL-

33 (343,347). Улога ST2V и ST2LV није у потпуности разјашњена (323). Експресију 

гена за IL1RL1 регулишу транскрипциони фактори GATA1 и GATA2, док EREs (енгл. 

Estrogen-Response Elements) регулишу експресију ST2L и sST2 (343,348,349). 

Транскрипција ове две изоформе може настати са оба промотера, а да ли ће 

транскрипција започети са проксималног или дисталног промотера зависи од типа 

ћелија (348). 
 

Приликом ћелијског оштећења, ослабођени IL-33 својим C-терминалним 

доменом се везује за рецептор ST2L што индукује конформационе промене које му 

омогућују интеракцију са IL-1RAcP и последично формирање хетеродимерног 

рецепторског комплекса на ћелијској мембрани (329). Оваквом хетеродимеризацијом се 

спајају интрацелуларни домени два трансмембранска протеина што иницира 

регрутовање адаптерских молекула укључених у трансдукцију сигнала (323). 

Адаптерски молекули који учествују у пренос сигнала су MyD88 (енгл. Myeloid 

Differentiation Primary Response 88), IRAK (енгл. IL-1 Receptor-Associated Kinase)-1, 

IRAK-4 и TRAF6 (енгл. TNF Receptor Associated Factor 6) (307,350). Покретањем 

сигналне каскаде индукује се деградација инхибициног протеина IκB што ослобађа и 

активира транскрипциони фактор NF-κB (313). Додатно, покретање сигналног пута 

који укључује MAP киназу p38, JNK (енгл. c-Jun N-terminal Kinase) и ERK (енгл. 

Extracellular signal-Regulated Kinase) резултује активацијом транскрипционог фактора 

AP-1 (енгл. Activator Protein-1) (313). У коначном исходу IL-33 остварује многобројне 

ефекте тако што активира многе транскрипционе факторе и на тај начин регулише 

експресију цитокина и хемокина којима делује на бројне ћелије. Супротно, молекул 

SIGIRR (енгл. Single Ig IL-1-Related Receptor) инхибира сигнални пут IL-33/ST2 тако 

што ремети димеризацију рецептора ST2 и IL-1RAcP (351). У инхибицији овог 

сигналног пута учествују и убиквитин-протеазомски систем који разграђује молекул 

ST2 (352).  
 

IL-33 је повећано експримиран у једру  епителних и ендотелних ћелија, у 

ћелијама сличним фибробластима и миофибробластима, како током хомеостазе тако и 

у запаљењским условима (308,353). Захваљујући експресији у ендотелним ћелијама 
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крвних судова, као и у ћелијама бројних епителних баријера изложене спољашњим 

утицајима, IL-33 је присутан у готово свим ткивима (308,354). У случају ткивног 

оштећења и у инфламацијској средини, експресија IL-33 у ткиву се значајно повећава 

(313). Ћелије имунског система које конститутивно експримирају молекул ST2 су 

главна мета деловања IL-33 (313,339). IL-33 је битан имунорегулатор који остварује 

плејотропну активност како у урођеном тако и у стеченом имунском одговору. 

Генерално, IL-33  првенствено поларизује тип 2 ћелија имунског одговора као што су 

мастоцити, еозинофили, базофили, урођене лимфоидне ћелије типа II (енгл. Type 2 

Innate Lymphoid Cells, ILC2s) и Th2 лимфоцити, као и имуносупресивне ћелије 

укључујући регулаторне Т лимфоците и MDSCs (317,339,355). IL-33 стимулише 

пролиферацију и преживљавање мијелоидних и лимфоидних ћелија, усмерава њихову 

миграцију и узрокује продукцију Th2 цитокина, пре свега IL-5 и IL-13 (339,356). 

Међутим, у одговарајућем цитокинском миљеу и инфламацијским условима, 

експресија ST2 молекула на ћелијама имунског система се мења тако што се индукује 

експресија овог рецептора и на другим ћелијама као што су NK ћелије, Th1 и CD8
+
T 

лимфоцити (317,339). Ово резултује тиме да IL-33 индукује конверзију типа 2  у тип 1 

имунског одговора у коме главну улогу играју ефекторске ћелије NK ћелије, Th1 и 

CD8
+
T лимфоцити, као и ефекторски цитокини TNF и IFN-γ (357,358,359,360). 

 

 Стога, чини се да сложене интеракције ћелија имунског система, као и 

експресија IL-33 и његовог рецептора у различитим ћелијама и ткивима утичу на 

комплексну функцију IL-33 у бројним инфламацијским, аутоимунским и инфективним 

обољењима.   

 

1.3.2. Улога IL-33 у биологији и терапији тумора 

 

Подаци из литературе, имплицирају да IL-33 игра сложену улогу у генези, 

прогресији и контроли тумора. Претпоставља се да у неким условима IL-33 учествује у 

креирању одговарајућег микроокружења и тиме доприноси не само развоју већ 

фаворизује раст и прогресију тумора, док у другим специфичним околностима 

генерише оптималан имунски одговор против тумора који би чак могао да се искористи 

за побољшање ефикасности имунотерапије (361,362). 
 

Постоје бројни докази у литератури који потврђују да IL-33 игра важну улогу у 

настанку тумора. Тако IL-33, као алармин, ослобађен током запаљења панкреаса, 

покреће активацију протоонкогена KRAS (енгл. Kirsten Ras) што представља рани 

епигенетски механизам малигне трансформације ћелије (363). У хуманом карциному 

желуца показано је да IL-33 игра важну улогу како у регулацији ћелијског циклуса тако 

и у пролиферацији и на тај начин додатно доприноси генези тумора (364). Уз то, IL-33 

подстиче развој карцинома желуца тако што инхибира апоптозу туморских ћелија 

(364). Аберантна експресија IL-33 у хепатоцитима је повезана са онкогенезом и 

прогресијом хепатоцелуларног карцинома (365). Документовано је да IL-33 стимулише 

експресију IL-6 и тако утиче на развој мишјег холангиокарцинома (366). Појачана 

експресија IL-33 резултује транзицијом гастроезофагеалне рефлуксне болести у 

езофагусни аденокарцином (367). Maywald и сарадници описали су да IL-33 подстиче 

формирање интестиналног полипа (аденома) и следствено колоректалног карцинома 

код Apc
Min/+

мишева са тачкастом мутацијом тумор-супресорског гена Apc (енгл. 

Adenomatous polyposis coli) (368). Наиме, аутори сугеришу на то да IL-33 индукује 

координисану активацију ћелија строме и на тај начин доприноси креирању 

протуморског микроокружења  (368). IL-33 такође може да генерише туморогену нишу 

која има способост да се аутоамплификује што коначно разултује насцентним тумором. 
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На моделу карцинома сквамозних ћелија, показано је да када се ћелије малигно 

трансформишу, оне стичу туморогени капацитет и овакве ћелије су означене као ћелије 

које иницирају тумор (369). Ћелије које иницирају тумор луче IL-33 који заузврат 

изазива инфилтрацију тумор- асоцираних макрофага и стимулишу сигнални пут TGF-β 

што последично омогућује стварање туморогене нише (369). Новија истраживања 

указују на то да IL-33 повећава експресију протеина Bcl-2 и истовремено инхибира 

експресију молекула Bax, па тако у коначном исходу супримира апоптозу у ћелијама 

остеосаркома (370). Антиапоптотски ефекат IL-33 се огледа и у појачаној активацији 

протеина p38 MAPK  сигналног пута и транскрипционог фактора NF-κB у ћелијама 

акутне мијелобластне леукемије (371). Конститутивна експресија IL-33 индукује 

активацију транскрипционог фактора NF-κB  и сигналног пута MAPK што резултује 

продукцијом цитокина и фактора раста, укључених у развој хроничне мијелоидне 

леукемије (372). Larsen и сарадници сугеришу да сигнални пут IL-33/ST2 индукује 

повећану активност протоонкогена, ремети контролу ћелијског циклуса и апоптозе, а и 

покреће секрецију цитокина који утичу на критичне елементе канцерогенезе 

укључујући ћелијско преживљавање, раст, неоангиогенезу, инвазивност, метастазирање 

и имунски надзор (323). 
 

У бројним студијама је регистрована повишена концентрација молекула IL-33 и 

sST2 у серуму пацијената оболелих од карцинома желуца и дојке, као и 

хепатоцелуларног карцинома и карцинома главе и врата (373,374,375,376). Ћелијски 

извор IL-33 су туморске ћелије и ћелије строме (313). IL-33 је мултифункционални 

протеин који подстиче прогресију тумора на више начина: утиче на метаболизам 

туморских ћелија, повећава инвазивност тумора, стимулише неоангиогенезу и 

учествује у ремодовању микросредине што све заједно олакшава метастазирање 

тумора. IL-33 подстиче пролиферацију ћелија карцинома дојке и то фосфорилацијом 

COT протеина (енгл. Cancer Osaka Thyroid) којом се покреће каскадна активација 

бројних сигналних путева што резултује повећаном експресијом транскрипционих 

фактора AP-1 и STAT3 (377). Експресија sST2 доприноси повећаном мотилитету ћелија 

карцинома дојке на тај начин што повећава експресију рецептора ErbB2 (378). У серуму 

пацијената са карциномом дојке регистрована је повишена концентрација IL-33 и sST2 

која корелира са повећаном концентрацијом молекула VEGF,и MMP-11 и PDGF-C 

(енгл. Platelet Derived Growth Factor-C) важних у процесима ангиогенезе и 

метастазирања, што све скупа указује на лошу прогнозу болести (379). На моделу 

мишјег карцинома дојке детектовано је да сигнални пут ST2/IL-33 фацилитира раст 

тумора тако што повећава експресију VEGF и тиме подстиче ангиогенезу и следствено  

пригушује  некрозу тумора (380). Показано је да је IL-33 укључен не само у процес 

транзиције хуманог аденома у колоректални карцином,  већ и у прогресију тумора тако 

што стимулише ангиогенезу и метaстазирање, а учествује и у ремоделовању туморске 

микросредине (381,382,383). IL-33 индукује преузимање глукозе у неситноћелијском 

карциному плућа а истовремено креира и имуносупресивну туморску микросредину, 

што све заједно поспешује бржи раст и метастазирање тумора (384,385). Код 

пацијената оболелих од сквамоцелуларног карцинома главе и врата примећено је да 

фибробласти туморске строме продукују IL-33 који онда у туморским ћелијама покреће 

програм транзиције епитела у мезенхим и тиме подстиче њихову миграцију и 

метастазирање (386). IL-33, заједно са дугом некодирајућом RNK, репрограмира 

нормалне у канцер-асоциране фибробласте и тиме обликује протуморску 

микросредину, што подстиче прогресију оралног сквамоцелуларног карцинома (387). 

IL-33 повећава агресивност карцинома језика на сличан начин, ремоделовањем 

туморске микросредине и стимулацијом неоангиогенезе (375). Активацијом MAPK 

сигналног пута, IL-33 подстиче раст и метастазирање ћелија карцинома јајника (388). 
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Експресија IL-33 у туморском ткиву повезана је са лошијом прогнозом оболелих од 

глиобластома (389). Стимулација миграције микроглије у туморску микросредину је 

потенцијални механизам којим IL-33 подстиче прогресију глиома (390). Показано је да 

IL-33, пореклом из ћелија строме, подстиче продукцију цитокина и фактора раста 

којима поспешује пролиферативну способност малигно измењених ћелија мијелоидне 

лозе (391). Слично је примећено да IL-33 подстиче и пролиферацију прогениторских 

CD34
+
 ћелија изолованих из пацијената са хроничном мијелоидном леукемијом (392). 

Такође, IL-33 повећава миграцију и инвазивност ћелија хуманог меланома A375 in vitro 

тако што стимулише синтезу ензима MMP-2 и MMP-9 (393). 
 

Одавно је утврђено да хронична инфламација може да буде један од важних 

покретача онкогенезе код многих врста тумора. Екосферу кутаног меланома чине 

инфламација и туморска микросредина, где се претпоставља да запаљење у туморској 

микросредини може да убрза епигенетске промене, као и промене у компонентама 

туморске микросредине, што све заједно подстиче развој тумора (394,395). Неке 

студије указују на то да IL-33 игра важну улогу у тумор-асоцираној инфламацији 

(309,396). Сматра се да IL-33 може да подстакне прогресију тумора на тај начин што 

модулира урођени и стечени имунски одговор. Узимајући у обзир налаз да је генска 

делеција рецептора ST2 повезана са повећаном цитотоксичком активношћу NK ћелија 

и појачаним Th1 и Th17 имунским одговором, чини се да је сигнални пут ST2/IL-33 

укључен како у прогресију раста и тако и у метастазирању мишјег карцинома дојке 

(397). Уз то, IL-33 индукује акумулацију имуносупресивних ћелија у туморској 

микросредини и повећава густину крвних судова и тако додатно доприноси прогресији 

ове врсте тумора (398). У хуманом карциному панкреаса, IL-33 делује као важан 

медијатор инфламације који подстиче канцерогенезу и то тако што стимулише 

продукцију цитокина IL-6 и IL-8 (399). Примећено је да IL-33 подстиче пролиферацију 

холангиоцита на тај начин што активира ILC2s да продукују IL-13 који заузврат 

стимулише хиперплазију холангиоцита.(400). IL-33, кога продукују туморске ћелије, 

сматра се одговорним за акумулацију MDSCs у туморској микросредини што 

последично убрзава раст и инвазивност, а и повећава ангиогени и метастатски 

потенцијал колоректалног карцинома (401). Протуморски ефекат IL-33 у 

колоректалном карциному се огледа и у томе што подстиче експанзију регулаторних Т 

лимфоцита,  продукцију цитокина Th2 типа, као и алтеранативну активацију макрофага 

(402). Епителне ћелије слузнице желуца реагују на ткивно оштећење тако што 

ослобађају IL-33 којим се стимулишу ILC2s да продукују IL-13 (403). IL-13 покреће 

алтернативну активацију макрофага који заузврат додатно секретују IL-33 што чини 

зачарани круг хроничне инфламације која на крају може индуковати ћелијску 

метаплазију желуца (403,404). На моделу мишјег тумора пљувачних жлезда показано је 

да макрофаги индукују продукцију IL-33 у туморским ћелијама који их онда чини 

резистентним на цитотоксичност NK ћелија (405). UV зраци индукују експресију IL-33 

у  кератиноцитима епидерма и у фибробластима дерма што је у корелацији са улогом 

IL-33 као ткивног алармина ослобођеног током инфламације изазване радијацијом 

(406). Примена IL-33 супримира Th1 имунски одговор у кожи мишева, док је повећана 

експресија IL-33 регистрована у ћелијама сквамоцелуларног карцинома коже (406). 

Показано је да IL-33 подстиче развој и метастазирање карцинома једњака тако што 

стимулише акумулацију регулаторних Т лимфоцита у туморској микросредини (407). 

Свој имуносупресивни ефекат IL-33 остварује и на тај начин што утиче на 

функционалну стабилност регулаторних Т лимфоцита у примарном тумору B16-F10 

варијанте меланома (408). Активацијом ILC2s IL-33 супримира цитолитичку 

способност NK ћелија и тиме додатно омета ефикасност имунског одговора против 

меланома (409). 
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Супротно претходним налазима у литератури постоје тврдње о антитуморској 

улози IL-33 и потенцијалној могућности његове примене у имунотерапији тумора. 

Показано је да инфилтрација ефекторских меморијских CD8
+
 T лимфоцита који 

продукују IL-33 у туморску микросредину је повезана са дужим преживљавањем 

оболелих од хепатоцелуларног карцинома (410). Штавише, смањена експресија IL-33 је 

у тесној вези са лошијом прогнозом код пацијената са аденокарциномом плућа, што 

јасно указује на важну улогу овог цитокина у туморском имунском надзору (411). 

Сигнални пут IL-33/ST2 супримира раст карцинома колона тако што повећава 

инфилтрацију макрофага у тумор (412). На моделу мишјег карцинома колона показано 

је да IL-33 свој антитуморски ефекат остварује и активацијом CD8
+
 Т лимфоцита (413). 

Такође, IL-33 игра важну улогу у развоју снажног антитуморског имунског одговора и 

то тако што повећава експресију антигена на туморским ћелијама (414). Примећено је 

да се током метастатске транзиције експресија IL-33 смањује што малигним ћелијама 

омогућава да избегну ефикасан тумор-специфичан имунски одговор (414). Експресија 

IL-33 се прогресивно смањује и током трафорације неинвазивног дукаталног 

карцинома дојке in situ у инвазивни агресивни фенотип (415). У случају цервикалног 

карцинома такође је регистрована смањена експресија IL-33 што је у складу са даљом 

прогресијом болести (416,417). Докуметовано је да алармин IL-33 служи као адјуванс 

који када се примени заједно са вакцином која садржи DNK HPV (енгл. Human 

Papilloma Virus) узрокује регресију малигнома, а што је резултат активације тумор-

специфичних CD8
+
 и Th1 лимфоцита (418). Системском активацијом и локалним 

регрутовањем NK ћелија, IL-33 индукује потентан антитуморски имунски одговор који 

код карцинома дојке супримира успостављање метастаза у плућима (419). На моделу 

мишјег лимфома показано је да IL-33 превенира раст тумора и то активацијом γδТ 

лимфоцита (420,421). Ектопична експресија IL-33 у ћелијама B16-F10 варијанте мишјег 

мелонома за последицу има смањен раст примарног тумора тако што активира ILC2s 

који играју критичну улогу у масовној апоптози туморских ћелија (422). Код мишева 

третираних са анти-PD-1 антителом, IL-33, ектопично експримиран у туморским 

ћелијама, такође подстиче ефикасан антитуморски Th1 имунски одговор (423). 

Показано је да IL-33 смањује процентуалну заступљеност имуносупресивних ћелија, 

MDSCs и регулаторних Т лимфоцита, и истовремено подстиче инфилтрацију CD4
+
 и 

CD8
+
 T лимфоцита у примарни меланом B16-F1 ћелијске варијанте (424). Додатно, у 

меланому IL-33 директно активира туморицидне еозинофиле и то тако што у њима 

повећава експресију маркера активације CD69, адхезивних молекула ICAM-1 и 

CD11b/CD18, као и дегранулационог маркера CD63 (425). Интересанто је да IL-33, када 

је повећано ослобођен из туморских ћелија функционише као ткивни алармин и 

активира снажан антитуморски имунски одговор, док његова смањена експресија 

резултује имунском толеранцијом и следствено прогресијом малигне болести (309,426).  
 

Из свега наведеног очигледно је да је улога IL-33 у тумору  изузетно комплексна 

и није још увек у потпуности разјашњена. Планираним истраживањем требало би да се 

одговори на питање какви су ефекти системске апликације IL-33 у зависности од 

метастатског потенцијала и стадијума мишјег меланома у циљу да се додатно евалуира 

његова потенцијална системска примена у терапији меланома. 
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2. ЦИЉ РАДА 

 

Главни циљ истраживања је да се испитају ефекти системске апликације IL-33 

на прогресију мишјег меланома, као и на модулацију имунског одговора против 

меланома. На основу налаза актуелне студије додатно би се евалуирала потенцијална 

системска примена IL-33 у терапији меланома. 
 

У складу са главним циљем дефинисани су следећи експериментални задаци:  
 

1. Испитати утицај IL-33 на појаву и раст примарног меланома 

2. Одредити утицај IL-33 на учесталост, број и раст метастатских колонија у 

плућима 

3. Испитати експресију IL-33 и ST2 на нивоу гена у малигним меланоцитима 

B16-F1 након њиховог излагања IL-33 

4. Анализирати експресију протеина IL-33 и ST2 у туморским ћелијама и 

ћелијама имунског система у примарном тумору, као и у метастазама након 

апликације IL-33 

5. Утврдити потенцијалну везу између концентрације IL-33 у серуму 

пацијената и стадијума меланома 

6. Проценити ефекат IL-33 на модулацију имунског одговора у метастатском 

ткиву плућа анализом: 

- заступљености мононуклераних и полиморфонуклеарних леукоцита 

- фенотипских и функционалних карактеристика инфилтришућих 

леукоцита 

- цитотоксичког капацитета CD8
+
 Т лимфоцита 

- процентуалне заступљености и функционалног фенотипа 

имуносупресивних ћелија 

7. Испититати утицај IL-33 на имуногеност B16-F1 ћелија 

8. Утврдити утицај IL-33 на цитокински миље у метастатској микросредини 

плућа.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

3.1. Лабораторијске животиње 

 

Истраживање је спроведено на мишевима чистог соја C57BL/6 (енгл. wild type). 

Овакви мишеви су одгајани у стандардним условима у виваријуму Центра за 

молекулску медицину и истраживање матичних ћелија Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу. У појединачним експериментима коришћене су животиње 

оба пола и старости 8 до 10 недеља, али усклађеног пола и старости (разлика у старости 

није била већа од 7 дана) између испитиваних група. 
 

У актуелној студији су све експерименталне процедуре на животињама 

спроведене уз одобрење Етичке комисије за заштиту добробити огледних животиња 

Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу (бр. одлуке 01-2588). 

 

3.2. Линије ћелија мишјег меланома  

 

У студији су коришћени варијетети мишјег меланома B16-F1 (ATCC CRL-6323) 

и B16-F10 (ATCC CRL-6475) произвођача American Type Culture Collection, ATCC, 

Manassas, USA. Туморске ћелије B16-F1 и B16-F10 су узгајане у асептичним условима, 

у пластичним Т25 фласковима (BD Falcon) на температури 37ºC и у присуству 5% CO2. 

За култивацију ћелија коришћен је медијум DMEM (енгл. Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) у који је додато 10% FBS (енгл. Fetal Bovine Serum), 2mmol/l L-глутамина, 1mmol/l 

penicillin/streptomycin и 1mmol/l неесенцијалних масних киселина (PAA Laboratories 

GmbH). Периодичним пресејавањем одржавана је субконфлуентност ћелија односно 

једнослојна ћелијска прекривеност ~80% површине фласка.  
 

За инокулацију туморских ћелија у мишеве адхерентне ћелије су најпре одвојене 

са дна фласка тако што су пар минута третиране 0.25% трипсином и хелатором 0.02% 

EDTA (енгл. Etilen-Diamin-Tetraacetat, PAA Laboratories GmbH) који су растворени у 

фосфатном сланом пуферу (енгл. Phosphate Buffered Saline, PBS, PAA Laboratories 

GmbH). У циљу неутралисања трипсина, ћелије су ресуспендоване у 8ml DMEM-а са 

додатком 10% FBS-a, након чега су 10 минута центрифугиране на 125G. Након 

центрифугирања одливен је супернатант и ћелије су ресуспендоване у медијуму. 

Вијабилност ћелија је одређивана виталним бојењем помоћу trypan-blue, а у свим 

појединачним експериментима коришћена је само она ћелијска суспензија са ≥95% 

вијабилних туморских ћелија. 

 

3.3. Модел трансплантације примарног меланома 

 

Примарни меланом трансплантиран је у дорзални лумбосакрални регион 

мишева тако што су им субкутано убризгане туморске ћелије B16-F1 и B16-F10 у дози 

од 0.8x10
6
 ћелија у 200μl DMEM-а (161). Појава и раст палпабилног примарног тумора 

праћена је свакодневно до 29. дана од убризгавања малигних меланоцита тако што је 

величина тумора морфометријски одређивана помоћу калипера.  
 

Површина примарног меланома је израчуната према формули (427): 

Површина тумора (mm
2
)=L(највећи пречник тумора)×W(најмањи пречник 

тумора)  
 

На крају ескперимента мишеви су жртвовани, а затим су тумори хируршки 

уклоњени и измерена је њихова маса. Онда је ткиво тумора рутински обрађено, 
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односно фиксирано формалином и укалупљено у парафин за каснију 

имунохистохемијску анализу. 

 
3.4. Модел експерименталних метастаза 
 

За успостављање експерименталних метастаза суспензија туморских ћелија је 

припремљена према претходно описаном протоколу (поглавље 3.2.). Експерименталне 

метастазе су индуковане тако што су малигне ћелије убризгане у латералну репну вену 

мишева, најпре у већој дози од 0.3x10
6
 ћелија В16-F1 и B16-F10 у 200μl DMEM-а, а која 

је наведена у претходним истраживањима (161). Затим, како би се што приближније 

имитирали природни услови дисеминације туморских ћелија, у наредним 

експериментима је за успостављање експерименталних метастаза коришћен много 

мањи број туморских ћелија (0.5x10
5
 ћелија B16-F1/200μl DMEM) који је оптимизован 

у ранијој студији (85). 

 

3.5. Апликација мишјег рекомбинантног IL-33 

 

У циљу испитивања ефеката системске и локалне апликације IL-33 на примарни 

раст и метастазирање мишјег меланома, мишеви су, након убризгавања туморских 

ћелија, методом случајног узорка распоређени у следеће експерименталне и контролне 

групе: 

 I група: мишеви са примарним меланомом/метастазама којима је апликован IL-

33 

 II група: мишеви са примарним меланомом/метастазама којима је убризгаван 

PBS 

 III група: мишеви који нису третирани туморским ћелијама, а којима је 

апликован IL-33 

 IV група: мишеви који нису третирани туморским ћелијама, а којима је 

убризгаван PBS 
 

У актуелној студији коришћен је мишји рекомбинантни IL-33 (eBioscience, San 

Diego, CA, USA) који је у различитим дозама апликован на два начина, 

интраперитонеално и интраназално.  
 

За евалуацију ефеката системске апликације IL-33 на раст и метастазирање 

мишјег меланома, мишевима са примарним меланомом/метастазама је убризгаван 

рекомбинантни IL-33 интраперитонеално у дози 0.4μl/100μl PBS и то од нултог дана 

експеримента, сваки други дан, укупно у 5 доза (161). У зависнности од модела болести 

мишеви су жртвовани 29-ог или 18-ог дана од инокулације туморских ћелија. 
 

У циљу испитивања ефеката локалне апликације IL-33 на метастазирање мишјег 

меланома, мишеви са метастазама су били подрвгнути третману IL-33 у  дози од 2µg у 

20µl PBS-а. Овај локални третман састојао се од 4 интраназалне инстилације IL-33: 3 

узастопна дана пре, и 6. дан након инокулације туморских ћелија (161). Мишеви су 

жртвовани 19-ог дана након инокулације туморских ћелија (161). 

 

3.6. Патохистолошка верификација присуства метастаза  
 

Жртвовање мишева је обављено у атмосфери засићеној диетилетром (Beta Hem, 

Београд). Мишевима су изоловани плућа и јетра који су затим фиксирани у 4% 

формалину и укалупљени у парафин. Након парафинизације, узорци ткива су сечени 
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микротомом на серијске пресеке дебљине 5-10μm. Патохистолошка анализа урађена је 

на ткивним пресецима са пет нивоа тако што је од сваког миша анализирано по 5 

ткивних исечка и то сваки 3. ткивни пресек. 
 

Парафински ткивни исечци бојени су методом хематоксилин-еозин (енгл. 

Hematoxylin-eosin) по Heidenhain-у, сагласно са препорукама Gurr-a (428,429). Најпре 

су плочице са ткивним пресецима плућа пуферисане десетак секунди у пуферу 

формаледехида, након чега су опране у текућој води и потопљене у Mayer-ов 

хематоксилин (Merck) пар минута. Након краткотрајног испирања у текућој води, 

исечци су минут третирани алкохолним еозином (Merck). Затим је уследила 

дехидратација исечака тако што су исечци краткотрајно потапани у серију растућих 

концетрација алкохола и то  најпре у 85% алкохолу, затим 2 пута у 96% алкохолу и на 

крају 2 пута у апсолутном алкохолу. У циљу просветљавања исечци су по 50 секунди 

потапани најпре у мешавину ксилола и алкохола у односу 1:1, а затим два пута у 

ксилолу. На крају је на ткивне исечке нанет Канада балзам (енгл. Canada balsam, 

Centrohem, Србија) и исечци су прекривени покровним стаклима. Након сушења у 

трајању од 24 часа, препарати су анализирани под светлосним микроскопом. 
 

Метастатске колоније су и макроскопски верификоване у плућима на основу 

карактеристичне браон-црне пигментације. Од изолованих органа (плућа и јетре) 

присуство метастаза је патохистолошки доказано само у плућима. Наиме, под 

светлосним микроскопом утврђен је број метастаза анализом 5 пресека ткива по мишу 

на увеличању 400Х и то на основу присуства метастатских лезија са увећаним 

вишеједарним ћелијама које су јасно демаркиране од околног плућног ткива. Величина 

метастаза је одређена помоћу програма ImageJ  при чему су у оквиру сваке испитиване 

групе мишева анализирани само они пресеци ткива са највећом површином метастаза 

(430). Добијени резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка. 

 

3.7. Имунохистохемијска анализа експресије IL-33 и ST2 у лезијама примарног 

меланома и метастаза  

 

Укратко, методом имунохистохемије је према препорученом протоколу 

испитивана експресија IL-33 и ST2 у парафинским ткивним пресецима примарног 

тумора и плућа са метастазама тако што су коришћена моноклонска антимишја 

антитела специфична за молекуле IL-33 (sc-98660, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA) и ST2 (PA5-20077, Thermo Fisher Scientific Inc.). Експресија наведених 

молекула у ткиву затим је визуализована коришћењем одговарајућег кита  Rabbit 

specific HRP/AEC (ABC) Detection IHC Kit (ab64260, Abcam, Cambridge, UK).  
 

Наиме, најпре је изведена депарафинизација ткивних исечака тако што су 

предметна стакла потопљена 2 пута по 5 минута у ксилолу, а онда у серији алкохола 

опадајућих концентрација и то 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу, а затим по 5 

минута у 96%, 70% и 50% алкохолу и на крају у дестилованој води. За демаскирање у 

формалину умрежених епитопа коришћен је цитратни пуфер pH=6.0 у коме су исечци 

ткива загревани двадесетак минута у микроталасној пећници на 800W. Након хлађења 

ткивни исечци су екстензивно испирани најпре у дестилованој води а затим у PBS-у. У 

циљу пермеабилизације ткивних исечака, препарати су потопљени у расхлађеном 

ацетону. Након испирања у PBS-у, најпре је блокирана активност ендогене прекосидазе 

тако што је на исечке ткива нането пар капи Hydrogen Peroxide Block-а. Након 

инкубације препарати су поново испирани у PBS-у, а затим је на њих нането неколико 

капи Protein Block-а којим се спречава позадинско бојење. После инкубације и 

испирања, на ткивне исечке је нането одговарајуће примарно антитело а затим је 
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уследила њихова инкубација у влажној комори пар сати на собној температури. Након 

испирања, ткивни исечци на којима је нането секундарно антитело (Rabbit Specific HRP 

Conjugate) су инкубирани  у влажној комори. После троструког испирања у PBS-у, на 

ткивне исечке је нанета Streptavidin Peroxidase-a и инкубирани су десетак минута на 

собној температури. Уследило је поновно испирање у PBS-у, а затим су ткивни исечци 

инкубирани десетак минута са субстратом AEC Single Solution. На крају, после 

троструког испирања, ткивни исечци су обојени хематоксилином и онда интензивно 

испрани текућом водом. Обојени исечци су прекривени једном капи глицерола и 

покровном љуспицом. 
 

Под светлосним микроскопом (Olympus BX51, Japan) одређен је проценат или 

број туморских ћелија/ћелија имунског система које исказују IL-33 и ST2 у примарном 

тумору и метастазама и то бројањем у пет поља по пресеку, на увеличању 400Х. 

Добијени резултати су приказани као средња вредност±стандардна девијација. 

 

3.8. Изолација леукоцита из плућа 

 

Након хируршке ресекције, урађена је перфузија плућа мишева свих 

испитиваних група. Онда је ткиво подвргнуто механичкој и ензимској обради тако што 

је најпре уситњено, а затим инкубирано у медијуму за ензимску дигестију који садржи 

1mg/ml колагеназе I, 1mM EDTA и 2% FBS. Након двочасовне инкубације на 37°C уз 

мешање на 150rpm, додато је 10ml претходно загрејаног 0.25% трипсина и инкубирано 

пар минута. Затим је уследила инкубација у ензиму DN-аза I, на температури од 37°C 

уз мешање на 150rpm. На крају, после истека инкубације и додавања медијума, ћелијска 

суспензија је пропуштена кроз ћелијско сито. 
  

Вијабилност ћелија процењена је помоћу trypan-blue-а, а у свим појединачним 

експериментима коришћена је само она суспензија ћелија са вијабилношћу већом од 

95%. Добијена суспензија појединачних ћелија коришћена је у даљим испитивањима и 

то за фенотипску и функционилну анализу инфилтришућих леукоцита проточном 

цитометријом и за магнетну сепарацију CD8
+
 T лимфоцита. 

 

3.9. Анализа фенотипских и функционалних карактеристика леукоцита 

проточном цитометријом 

 

Фенотип и функционални статус различитих популација ћелија екстрахованих 

из плућа према претходно описаном протоколу (поглавље 3.9) је дефинисан бојењем 

одговорајућих мембранских и интрацелуларних маркера.  
 

Поступак бојења мембранских маркера спроведен је према стандардном 

протоколу. Наиме, 1x10
5
 ћелија ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. 

Staining Buffer, BD Biosciences) инкубирано је са антимишијим моноклонским 

антителима специфичним за Siglec-F, CD11b, Ly6G, CD3, CD8, CD4, PD-1, CD69, 

KLRG-1, CTLA-4, CD11с, MHCII, CD80, Gr-1, NKp46 и CD49b (BD Biosciences/Miltenyi 

Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany/Biolegend, San Diego, CA, USA/Invitrogen). 

Другим речима, конјугована примарна моноклонска антитела обележена различитим 

флуоресцентним бојама додата су на 1x10
5
 ћелија које су претходно ресуспендоване у 

50μl пуфера за бојење. Испитивана суспензија појединачних ћелија је такође 

инкубирана и са одговарајућим изотипским контролама. Инкубација је обављена у 

мраку на температури од +4°C у трајању од 20 минута. После истека инкубације, 

уследио је поступак испирања тако што су ћелијe, у 1.5ml хладног пуфера за бојење, 

центрифугиране на 400G. Онда је супренатант одливен, а затим је пелет ћелија 
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ресуспендован у 350μl пуфера за бојење. Овако обојене ћелије анализиране су 

проточном цитометријом на апарату FACSCalibur (BD Biosciences). Добијени подаци 

су обрађени коришћењем софтверског програма FlowJo (Tree Star). 
 

За интрацелуларно бојење цитокина и транскрипционих фактора од интереса у 

овој студији примењена је BD Cytofix/Cytoperm
TM

 метода. Поликлонски активатор 

форбол 12-миристат 13-ацетат (енгл. Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, РМА, Sigma) и 

јонофор јономицин (енгл. Ionomycin, Sigma) су коришћени за стимулацију 1x10
6
 ћелија. 

Наиме, додавањем PMA и јономицина, активира се протеин киназа С (енгл. Protein 

Kinase C) и покреће се инфлукс јона калцијума чиме се у ћелијама које су претходно 

активиране физиолошким стимулусима индукује експресија цитокина (431). Познато је 

да за индукцију транскрипције цитокина оптимално време инкубације ћелија са PMA и 

јономицином око 4-6 часова, а дужа инкубација резултује интензивним цитопатогеним 

ефектом на овако третираним ћелијама. Уз то, коришћењем инхибитора BD 

GolgyStopTM (садржи моненсин) и BD GolgyPlugTM (садржи брефелдин А) блокира се 

интрацелуларни транспорт протеина што за последицу има акумулацију цитокина у 

ендоплазматском ретикулуму или Голџи комплексу и тиме се последично повећава 

могућност њихове детекције. 
 

По истеку стимулације, ћелије су центрифугиране, а онда ресуспендоване у 

пуферу за бојење. Уследила је инкубација ћелија са антителима специфичним за 

одговарујуће површинске маркере према претходно описаној процедури. Касније, 

ћелије су фиксиране и пермебализоване коришћењем раствора Cytofix/CytoPerm
TM 

(BD 

Pharmingen) у коме су инкубиране 20 минута на температури +4°С. Затим су ћелије 

опране у пуферу Perm/Wash
TM

 (BD Pharmingen) и центрифугиране на 400G. За 

интрацелуларно бојење, пелет ћелија ресуспендован је у 50μl пуфера Perm/Wash
TM

.а 

онда су додата конјугована антимишја моноклонска антитела специфична за цитокине, 

TNF-α, IFN-γ и IL-10, као и транскрипциони фактор FoxP3 (BD Biosciences/Miltenyi 

Biotec GmbH). Суспензија ћелија екстрахованих из плућа инкубирана је и са 

одговарајућим изотипским контролама. Након инкубације у трајању 30 минута на +4°С 

у мраку, ћелије су опране у пуферу Perm/Wash
TM

. После центрифугирања, пелет ћелија 

је ресуспендован у 350μl пуфера за бојење. Након спроведеног бојења, ћелије су 

анализиране на проточном цитометру, а онда су добијени подаци обрађени помоћу 

претходно поменутог софтверског програма. 

 

3.10. Магнетна сепарација CD8
+
 T лимфоцита из плућа 

 

За издвајање CD8
+
 Т лимфоцита из плућа мишева са метастазама коришћен је 

одговарајући магнетни сепарациони кит CD8a
+
 T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec Inc., 

Auburn, CA, USA). Генерално, овај принцип магнетне сепарације заснован је на 

негативној селекцији CD8
+
 Т лимфоцита помоћу магнетних куглица,  при чему принос 

необележених циљаних ћелија био је изузетно висок.  
 

Први корак у сепарацији цитотоксичких Т лимфоцита је изолација леукоцита из 

ткива плућа према претходно описаној процедури (3.6.). Након изолације, 1х10
7
 ћелија 

ресуспендовано је у 40μl пуфера (Buffer садржи PBS, pH 7.2, 0,5% BSA и 2 mM EDTA). 

Затим је додато 10μl коктела антитела обележених биотином. Наиме, овакав коктел 

антитела садржи антимишја анти-CD4, анти-CD11b, анти-CD11c, анти-CD19, анти-

CD45R (B220), анти-CD49b (DX5), анти-CD105, анти-MHC Class II, анти-Ter-119 и 

анти-TCRγ/δ антитела помоћу којих се најпре битоином обележавају нежељене 

различите популације ћелија како би се у наредном кораку елиминисале из ћелијске 

суспензије. Ћелије са коктелом антитела су добро промешане и инкубиране 20 минута 
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на температури од +4˚C. После истека инкубације, додато је 30μl пуфера и 20μl анти-

биотин MicroBeads (анти-биотин антитела конјугована са магнетним куглицама) и 

уследила је наредна инкубација 10 минута у фрижидеру на температури од +4ºС. По 

истеку инкубације, ћелије су ресуспендоване у 500μl пуфера. Затим су ћелије, 

претходно инкубиране са магнетним куглицама, постепено пропуштене кроз LS колоне 

које су претходно пласиране у магнетно поље MACS магнентног сепаратора. Онда је 

додато  5ml пуфера у колону и у магнетном пољу благим гурањем клипа инјекционог 

шприца кроз колону потиснути су CD8
+
 Т лимфоцити који су неообележени магнетним 

куглицама. На овај начин у финалном кораку, у епрувету за колекцију негативном 

селекцијом су сакупљени CD8
+
 T лимфоцити. Пре коришћења за тест цитотоксичности, 

овако добијеним свежим ефекторским CD8
+
 T лимфоцитима најпре је проверена 

вијабилност.  

 

3.11. Испитивање цитотоксичког капацитета CD8
+
 T лимфоцита 

 

На апарату Roche xCELLigence RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (Dual Plate) 

Instrument (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) одређиван је цитотоксички 

потенцијал CD8
+
 T лимфоцита код мишева са меланомом који су третирани са IL-33 

или PBS-ом. Првог дана су засејане таргет ћелије, односно туморске ћелије В16-F1 (10
4
 

ћелија по бунару) у плочу са златним нитима. После 34 часа додате су ефекторске 

ћелије (CD8
+
 T лимфоцити) тако да је однос циљаних (таргет):ефекторских ћелија био 

1:10. Наредних 48 часова је праћен ћелијски индекс циљаних туморских ћелија.  
 

Проценат цитолизе је израчунат према формули (432):  

Проценат цитолизе=((ћелијски индекс таргет ћелија без ефекторских 

ћелија-ћелијски индекс таргет ћелија инкубираних са ефекторским 

ћелијама)/ћелијски индекс таргет ћелија без ефекторских ћелија)×100  

 

3.12. Метод Real-time PCR за квантификацију експресије гена 

 

Експресија информационe RNK (iRNK) за синтезу IL-33 и ST2, као и процена 

имуногености ћелијског варијетета меланома B16-F1 на основу експресије iRNK за 

МHCI и TAP1, анализирана је методом квантитативне ланчане реакције полимеразе у 

реалном времену (енгл. quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR).  
 

Укупна RNK је најпре екстрахована из ћелија B16-F1 које су претходно 48 

часова инкубиране са 200ng/ml IL-33, као и из нетретираних туморских ћелија. Свака 

испитивана група имала је по 6 независних узорака. У овим туморским ћелијама је 

коришћењем одговарајућих прајмера анализирана експресија iRNK за синтезу IL-33, 

ST2, МHCI и TAP1 коришћењем одговарајућих прајмера (Табела 1). Процедура је 

спроведена на следећи начин: по истеку инкубације са IL-33, ћелије су ресуспендоване 

у 0.5ml TRIzol-a односно у раствору фенола и гуанидин изотиоцианата. Након што су 

ћелије механички хомогенизоване на температури од +4°С, у сваки узорак је додато 

50µl BCP-а (енгл. 1-Bromo-3-chloropropane, BCP, Sigma Aldrich). Уследила је 

инкубација на собној температури 10 минута, након чега су узорци центрифугирани на 

12000rpm 10 минута, на температури од +4ºC. Центрифугирањем су се јасно издовојиле 

три фракције: горња (водена) фракција у којој је RNK, доња фракција са протеинима и 

липидима и интермедијарна фракција у којој је DNK. Из епендорфица са узорцима 

пажљиво је издвојена водена фракција са RNK која је онда сипана у нов сет епрувета са 

250µl изопропил алкохола. Након центрифугирања, ручно је одливена течност и затим 

је додат 70% етил алкохол, након чега су узорци залеђени до извођења анализе. 
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Поступак екстракције укупне iRNK из ткива плућа мишева третираних са IL-33 

или PBS је спроведен према претходно описаној процедури. Свака испитивана група 

имала је по 6 независних узорака. Анализа цитокинског миљеа у плућима са 

метастазама је спроведена након амплификације секвенце гена за Foxp3, IL-10 и TGF-β 

помоћу одговарајућих прајмера  који су приказани на Табели 1. 
 

Узорци са укупном RNK екстрахованом из ћелија B16-F1/ткива плућа на раније 

описан начин, даље су ресуспендовани у 20μl  воде која не садржи нуклеазе (енгл. 

Nuclease free wather, Applied Biosystems). За процес реверзне транскрипције RNK у 

комплементарну DNK коришћен је кит RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Узорци са укупном RNK 

изолованом из ћелија B16-F1/ткива плућа су инкубирани са одговарајућом мешавином 

(Master mix) који је припремљен према упутству произвођача тако да садржи: хексамер 

(енгл. Random Hexamer Primer), пуфер (енгл. 5X Reaction Buffer), инхибитор RNase-е 

(енгл. RiboLock Rnase Inhibitor), dNTP Mix-a и реверзну транскриптазу (енгл. RevertAid 

H Minus M-MuLV Reverse Transrciptase). Узорци су лагано промешани и инкубирани 60 

минута на 42
о
C. Реакција је заустављена грејањем 5 минута на 70

о
C, а узорци су затим 

охлађени на 4
о
C. Реакција реверзне транскрипције је реализована на уређају 

Mastercycler® ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany. На овај начин је добијена 

комплементарна DNK која је затим коришћена за квантификацију експресије гена. 
 

На крају мерена је експресија гена од интереса на апарату Mastercycler® ep 

realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). Реакциона смеша у волумену од 20μl по 

бунарчићу садржала је: узорак комплементарне DNK, Master mix (Power SYBR Green 

PCR Master Mix (2x), Applied Biosystems), мешавину прајмера (″Sense″ и ″Antisense″) за 

одговарајући ген и воду која не садржи нуклезе. Реакција qRT-PCR је изведена по 

следећој температурној шеми: 4 минута на 95
о
C, затим 50 циклуса у трајању од по 15 

секунди на 95
о
C и по минут на 62

о
C. Да би се одредила специфичност PCR продукта 

подешени су услови за извођење криве топљења (енгл. Melting Curve): 15 секунди на 

95
о
C, 15 секунди на 60

о
C, 20 минута температурног раста и потом 95

о
C. 

 

Релативна квантификација експресије циљног гена у односу на експресију 

референте контроле одређена је компаративном Ct (енгл. Cycle treshold, Ct) методом. 

Релативна експресија гена је израчуната према формули 2
-(Ct-CtGAPDH)

, где је Ct the праг 

циклуса интересног гена, а CtGAPDH вредност прага циклуса контролног гена  GAPDH 

(енгл. Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase) који је заправо housekeeping ген, 

(Табела 1). Подаци су представљени као средња вредност±стандардна девијација и 

изражени су у односу на контролу (нетретиране туморске ћелије/ткиво плућа мишева 

третираних PBS-ом). 

 

Ген Секвенца прајмера Sense (5’ to 3’) Секвенца прајмера Antisense (5’ to 3’) 

IL-33 5´-TCCTTGCTTGGCAGTATCCA-3´ 5´-TGCTCAATGTGTCAACAGACG-3´ 

ST2 5´-GCAATTCTGACACTTCCCATG-3´ 5´-ACGATTTACTGCCCTCCGTA-3´ 

MHC-I H-2b 5´-GCGAGGGTGGCTCTCACACG-3´ 5´-TCAGGGTGAGGGGCTCAGGC-3´ 

TAP1b 5´-CAAACCAGCCCAAAGTCCAG-3´ 5´-AGAAGAACCGTCCGAGAAGC-3´ 

Foxp3 5´-TGGTTTACTCGCATGTTCGC-3´ 5´-CCCACCTTTTCTTGGTTTTG-3´ 

IL-10 5´-CCCTGGGTGAGAAGCTGAAG-3´ 5´-CACTGCCTTGCTCTTATTTTCACA-3´ 

TGF-β 5´-ATTCCTGGCGTTACCTTG-3´ 5´-CTGTATTCCGTCTCCTTGGTT-3´ 

GAPDH 5´-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3´ 5´-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3´ 

Табела 1. Прајмери за амплификацију секвенце гена од интереса  
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3.13. Мерење концентрације IL-33 у серуму пацијената са меланомом 

 

Седамдесет два пацијента оболела од меланома су регрутована са Клинике за 

дерматовенерологију и пластичну хирургију, ВМА, Београд. У одређивању ТNM 

стадијума и класификацији меланома коришћено је 8-мо издање AJCC (енгл. American 

Joint Committee on Cancer) (433). Узорци серума су добијени од пацијената пре 

третмана. Као контролни узорци коришћен је серум добијен од 29 здравих особа. Крв 

оболелих од меланома и здравих контрола је центрифугирана на 300G 10 минута, а 

узорци серума су чувани на температури од -70 °C до извођења анализе.  
 

Концентрација IL-33 је одређивана колориметријском методом ELISA (енгл. 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay) помоћу ELISA kits (R&D Systems Inc., Minneapolis, 

MN, USA) специфичног за хумани IL-33, према препорученом протоколу.  
 

Најпре је припремљен стандард тако да се постигне почетна концентрација од 

1500pg/mL. Направљени шток је серијски двоструко разблажен у растварачу Reagent 

Diluent, како би се добила стандардна крива са 7 тачака. "Везујуће" антитело (енгл. 

Capture Antibody) сипано је у бунарчиће микротитар плоче (енгл. MicroTiter Plate, MTP) 

која је затим остављена на собној температури преко ноћи. Након испирања у Wash 

Buffer-у додат је блокирајући пуфер Block Buffer. Након инкубације на собној 

температури, плоче су испране пуфером а онда су у њих сипани разблажени узоци 

(непосредно пре теста разблажени 10 пута у дејонизованој води). По истеку инкубације 

на собној температури, уследило је испирање микротитар плоча, а онда је у све 

бунарчиће додато детекционо антитело (енгл. Detection Antibody). Након инкубације 

уследило је испирање и додавање Streptavidin конјугован са ензимом HRP (енгл. 

HorseRadish Peroxidase). Након краће инкубације на собној температури у мраку, 

уследило је испирање микротитар плоча, а затим је сипан Substrate Solution. Инкубација 

на собној температури у мраку, у трајању од двадесетак минута, прекинута је 

додавањем раствора Stop Solution (2N H2SO4). После краткотрајног мешања на 

шејкеру, на уређају Microplate reader (Zenyth, Anthos, UK) измерена је оптичка густина 

на таласној дужини од 450nm.  
 

Вредности за сваки појединачан узорак су израчунате помоћу стандардне криве 

која је направљена на основу измерених вредности стандарда. Подаци су представљени 

као средња вредност± стандардна грешка 

 
3.14. Статистичка обрада података 

 

Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма SPSS верзија 21. 

Пре статистичке обраде података, прво је испитивана правилност расподеле добијених 

вредности. За вредности са правилном расподелом користишћен је параметарски 

Student-ов t тест, док ће се неправилна расподела поредила коришћењем 

непараметарског Mann-Whitney и Fisher-овог теста. Резултати експеримента су 

изражавани као вредност ± стандардна грешка (SE). Статистички значајна разлика у 

добијеним вредностима између група износи p<0.05, док је статистички веома значајна 

разлика када је p<0.01. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. IL-33 ефикасно инхибира раст мишјег варијетета меланома, и са мањим и са 

већим метастатским потенцијалом  

 

У студији је најпре испитан ефекат IL-33 на појаву и раст примарног тумора 

миша код два варијетета меланома (B16-F1 и B16-F10) које првенствено одликује 

различити метастатски потенцијал (111). 
 

Уочено је да, осмог дана од субкутане имлантације ћелија B16-F1 варијетета 

меланома са слабим метастатским потенцијалом, процентуална заступљеност мишева 

са палпабилним тумором упадљиво је мања у групи третираних са IL-33 (12.5%) него у 

контролној групи мишева којима је апликован PBS (86%) (Графикон 1). Забележено је 

и да је IL-33 значајно редуковао како површину тумора, почев од 8.-ог до 16.-ог дана од 

апликације малигних ћелија (Графикон 2А), тако и масу примарног тумора измерену 

20.-ог дана експеримента (Графикон 2Б). 
 

 
Графикон 1. IL-33 значајно успорава појаву B16-F1 варијетета мишјег меланома са 

мањим метастатским потенцијалом. C57BL/6 мишевима је субкутано убризгано 0.8x10
6 

малигних
 
ћелија B16-F1. Овим мишевима је затим интраперитонеално апликован IL-33 (0.4μg 

по мишу) или PBS сваки други дан, укупно у пет доза, почев од нултог дана од имплантације 

туморских ћелија. Интраперитонеална апликација IL-33 резултовала је значајним смањењем 

процентуалне заступљености мишева са палпабилним тумором и то 8.-ог дана након 

апликације туморских ћелија. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка 

(од 6 до 8 мишева по групи), Fisher’s exact тест, *p<0.05. 
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Графикон 2. IL-33 значајно инхибира раст B16-F1 варијетета меланома миша. (А) Код 

мишева интраперитонеално третираних са IL-33, површина примарног тумора је била знатно 

мања у односу на мишеве контролне групе. (Б) IL-33 битно је смањио масу тумора ресецираног 

након жртвовања мишева, 20.-ог дана експеримента. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка (од 6 до 8 мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест, 

*p<0.05, **p<0.01. 
 

Ако се пореди ефекат IL-33 на појаву и раст B16-F10 меланома, примећује се да 

IL-33 није битно успорио појаву овог варијетета меланома кога одликује изузетно 

изражен метастатски потенцијал (Графикон 3). Међутим, у групи мишева који су 

третирани са IL-33, површина примарног B16-F10 меланома је значајно мања 

(341±123.18mm
2
) у поређењу са мишевима третираних са PBS (665.28±72.12mm

2
), и ова 

разлика достиже статистичку значајност 28.-ог дана од убризгавања малигних 

меланоцита (Графикон 4А). Уз то, маса примарног тумора која је измерена 29.-ог дана 

експеримента је чак троструко мања у односу на контролну групу мишева (9.69±1.83g 

vs. 3.27±2.61g) (Графикон 4Б). 
 

 
Графикон 3. IL-33 не утиче на појаву B16-F10 варијетета меланома са већим 

метастатским потенцијалом. Mишевима соја C57BL/6 је субкутано апликовано 0.8x10
6 

B16-

F10 ћелија, а онда су третирани са IL-33 (0.4μg по мишу) или са PBS на исти начин који је 

претходно описан код мишева којима је субкутано трансплантиран B16-F1 варијетет меланома. 

Третман мишева са IL-33 није утицао на процентуалну заступљеност мишева са палпабилним 

тумором 8.-ог дана након апликације малигних меланоцита. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка (од 6 до 8 мишева по групи), Fisher’s exact тест. 
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Графикон 4. IL-33 редукује раст B16-F10 варијетета меланома. IL-33 значајно редукује 

површину (А), као и масу примарног меланома кога одликује изражен метастатски потенцијал 

(Б) Маса тумора је измерена након жртвовања животиња и то 29.-ог дана од убризгавања 

туморских ћелија. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (од 6 до 8 

мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест, *p<0.05.   
 

Добијени налаз јасно указује на то да IL-33 ефикасно редукује раст примарног 

тумора код оба варијетета малигних меланоцита, а нарочито ћелијског варијетета са 

мањим метастатским потенцијалом (B16-F1). 

 

4.2. IL-33 индукује експанзиван раст плућних метастаза B16-F1 варијетета 

меланома са слабим метастатским потенцијалом  

 

Плућа су, код пацијената оболелих од меланома, често прва локација клинички 

приметних метастаза (434). Интересантно је да постоји претпоставка да интраназална 

примена терапеутика представља ефикасну стратегију за њихово директно допремање у 

плућа (435) што би потенцијално смањило успостављање метастаза на овој локацији. 

Узимајући у обзир ову чињеницу, испитан је ефекат интраназалне инстилације IL-33 на 

појаву и раст хематогених метастаза у плућима код оба ћелијска варијетета меланома.  
 

Неочекивано, регистровано је да IL-33, примењен интраназално, подстиче раст 

метастаза код B16-F1 варијетета меланома са мањим метастатским потенцијалом, док је 

у актуелној студији интравенска апликација B16-F10 малигних меланоцита са 

израженим метастатским капацитетом резултовала развојем масивних метастаза код 

свих мишева независно од њиховог третмана.  
 

Дакле, иако постоји тренд повећања просечног боја метастаза B16-F1 варијетета 

меланома у плућима мишева након интраназалног третмана IL-33 у поређењу са 

контролном групом, ова разлика није достигла статистичку значајност (Графикон 5А, 

Б). Када се пак пореди величина метастаза, јасно се уочава да IL-33 индукује 

интензиван раст хематогених метастаза (Графикон 5В).  
 

С друге стране, када је реч о B16-F10 варијетету меланома, детектована су 

бројна и масивна метастатска жаришта у плућима свих мишева независно од примене 

IL-33 (Графикон 6А-В).  
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Графикон 5. Интраназална апликација IL-33 подстиче раст метастатских колонија B16-

F1 варијетета меланома. Мишевима соја C57BL/6 је интравенски апликовано 0.3x10
6
 

малигних меланоцита B16-F1 варијетета. Затим су животиње третиране са IL-33 у 4 

интраназалне инстилације (2µg IL-33/20µl PBS) и то:  три узастопна дана пре, и шестог дана 

након инокулације туморских ћелија. Контролну групу чинили су мишеви којима је апликован 

PBS. (А) Хистопатологија плућа мишева са метастазама B16-F1 варијетета меланома, 

третираних са IL-33 или PBS. (Б) IL-33 не мења просечан број плућних метастаза B16-F1 

варијетета меланома. (В) IL-33 значајно подстиче раст метастатских колонија B16-F1 

варијетета меланома. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (од 6 до 

8 мишева по групи), Student-ов t тест *p<0.05. 
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Графикон 6. Интраназална апликација IL-33 не утиче на раст метастатских колонија 

B16-F10 варијетета меланома. C57BL/6 мишевима је интравенски апликовано 0.3x10
6
 ћелија 

B16-F10, док је третман са IL-33 (2µg/20µl PBS) или са PBS спроведен на исти начин као и код 

мишева којима су интравенски апликоване ћелије B16-F1. (А) Патохистолошка слика плућа 

мишева са метастазама B16-F10 варијетета меланома, третираних са IL-33 или PBS. (Б) IL-33 

не мења просечан број метастатских колонија меланома B16-F10 у плућима. (В) Код мишева 

третираних са IL-33, није битно измењена величина плућних метастаза. Резултати су приказани 

као средња вредност±стандардна грешка (од 6 до 8 мишева по групи), Student-ов t тест. 
 

С обзиром да је системска апликација антиканцерских лекова најпогоднији 

начин за лечење метастатске болести, у следећем кораку истраживања испитан је 

ефекат интраперитонеалне примене IL-33 на успостављање плућних метастаза код  

B16-F1 варијетета меланома кога одликује мањи метастатски капацитет у односу на 

варијетет B16-F10. Уз то, како би се што приближније имитирали природни услови 

дисеминације туморских ћелија, у свим наредним експериментима је за индукцију 

експерименталних метастаза коришћен много мањи број туморских ћелија.   
 

Мада је забележено да интаперитонеална примена IL-33 резултује повећањем 

инциденце (10/11; 90.9% vs. 6/9; 66.7%) и броја метастаза (2.64±0.62 vs. 1.22±0.43), ова 

разлика није достигла статистичку значајност (Графикон 7А-В). Упадљив налаз ове 

студије је драстично повећан раст метастатских колонија у групи мишева третираних 

са IL-33 (Графикон 8А, Слика 1). Другим речима, у групи мишева којима је апликован 

IL-33 величина плућних метастаза је чак десет пута већа него у мишевима контролне 

групе (Графикон 8А). Примећено је и то да метастазе, веће од 10mm
2
, присутне су у чак 
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45% мишева третираних са IL-33, док у контролној групи, метастазе ове величине нису 

детектоване (Графикон 8Б).  
 

На крају, у свим експериментима нису регистроване метастазе у јетри, нити у 

експерименталној нити у контролној групи животиња (подаци нису приказани).   
 

 
Графикон 7. Системска апликација IL-33 не утиче на појаву и број метастатских 

колонија B16-F1 варијетета меланома у плућима. C57BL/6 мишевима је најпре интравенски 

апликовано 0.5x10
5 

ћелија B16-F1. Затим је мишевима интраперитонеално убризгаван IL-33 у 

дози од 0.4μg сваки други дан, укупно пет доза, почев од нултог дана од убризгавања 

туморских ћелија. Контролну групу су чинили мишеви којима је апликован PBS (А) 

Хистопатолошка слика метастазама у плућима мишева третираних са IL-33 или PBS. (Б) IL-33 

не мења проценат мишева са успостављеним метастазама у плућима. (В) IL-33 не мења број 

метастатских колонија B16-F1. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна 

грешка (од 9 до 11 мишева по групи), Fisher’s exact и Student-ов t тест. 
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Графикон 8. Системска апликација IL-33 подстиче раст метастатских колонија B16-F1 

варијетета меланома у плућима. C57BL/6 мишевима је интравенски апликовано 0.5x10
5
 

ћелија. Мишеви су онда подвргнути интраперитонеалном третману са IL-33 или PBS. (А) 

Интраперитонеално апликован IL-33 подстиче раст плућних метастаза код B16-F1 варијетета 

меланома. (Б) Супротно од контролне групе, метастазе веће од 10mm
2 

регистроване су само у 

групи мишева којима је апликован IL-33. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка (од 9 до 11 мишева по групи), Fisher’s exact и Mann-Whitney тест, 

*p<0.05. 
 

 
Слика 1. Хистопатолошка слика метастаза мишјег меланома B16-F1. Репрезентативни 

пресеци ткива плућа мишева третираних IL-33 или PBS на којима се јасно запажају хематогене 

метастазе (H&E;  увећање од 100 X и 400X).  
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Супротно од рестриктивног деловања IL-33 на раст примарног меланома, 

резултати ове студије имплицирају значајан прометастатски ефекат IL-33 узимајући као 

параметар интензиван раст метастатских колонија у плућима код B16-F1 варијетета 

меланома. 

 

4.3. Мишеви којима је интраперитонелно апликован IL-33 имају повећану 

експресију рецептора ST2 у метастатском ткиву, док у примарном тумору 

повећано исказују IL-33 
 

 Пошто је јасно показано да IL-33, с једне стране, редукује раст примарног 

меланома, док с друге стране, подстиче раст метастатских колонија у плућима, следећи 

задатак овог истраживања је био да се испита утицај IL-33 на експресију рецептора за 

овај цитокин, молекул ST2, као и на IL-33 и то, у туморским ћелијама и у ћелијама 

имунског система.  
 

Најпре je регистровано да туморске ћелије B16-F1, нити конститутивно нити 

након њиховог излагања IL-33, не експримирају iRNK за синтезу IL-33 (подаци нису 

приказани). Када је реч о експресији рецептора за IL-33, примећено је да ћелије B16-F1 

одликује конститутивно ниска експресија iRNK за синтезу рецептора ST2. Међутим, 

интересантан налаз је да је у туморским ћелијама 48-часовни третман са IL-33 

индуковао битан пораст експресије ST2 на нивоу iRNK (Графикон 9).  
 

 
Графикон 9. IL-33 повећава  експресију iRNK за синтезу молекула ST2 у ћелијама B16-F1 

варијетета меланома. Након 48-часовне инкубације B16-F1 туморских ћелија са 200 ng/ml IL-

33, екстрахована је укупна iRNK из ових ћелија, као и из нетретираних туморских ћелија. 

Уочено је да IL-33 битно повећава експресију iRNK за синтезу ST2 у B16-F1 ћелијама.  Као 

контрола коришћена је iRNK за GAPDH. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка изражено у односу на контролу (нетретиране B16-F1 ћелије) 

Mann-Whitney тест *p<0.05. 
 

Додатно, анализирана је експресија молекула ST2 и IL-33 на нивоу протеина, у 

малигним ћелијама и ћелијама имунског система, и то у метастатском ткиву и 

примарном тумору мишева третираних са IL-33. Примећује се да интраперитонеална 

апликација IL-33 битно повећава процентуалну заступљеност метастатских ћелија, као 
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и број ћелија имунског система које исказују ST2 у плућима (Графикон 10А, Б; Слика 

2). Уз то, у плућима са метастазама код мишева третираних са IL-33 детектовано је и 

повећање броја леукоцита који експримирају IL-33 (Графикон 11Б; Слика 3). 
 

Међутим, у примарном меланому ситуација је другачија: присутан је пораст 

процентуалне заступљености туморских ћелија које екримирају IL-33 (Графикон 11А; 

Слика 3), док је експресија молекула ST2 непромењена у испитиваним групама мишева 

(подаци нису приказани). Такође, није детектована разлика у експресији овог молекула 

ни на ћелијама имунског система у примарном меланому мишева третираних са IL-33 

или PBS (подаци нису приказани).  
 

 
Графикон 10. IL-33 повећава експресију молекула ST2 у метастатским ћелијама B16-F1, 

као и ћелијама имунског система у плућима. Мишевима су субкутано убризгане малигне 

ћелије B16-F1 (8x10
5
ћелија/200µl DMEM). Oд нултог дана експеримента је интраперитонеално 

убризгавано 0.4μg IL-33/100 µl PBS или само PBS, сваки други дан, укупно 5 доза. (А) У 

плућима мишева третираних са IL-33 забележенo је повећање процента метастатских ћелија 

које експримирају ST2. (Б) IL-33 значајно повећава број имунских ћелија које исказују ST2. 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (5 мишева по групи), Student-

ов t/Mann-Whitney тест *p<0.05, **p<0.01.   
 

 
Слика 2. Експресија молекула ST2 у плућима са успостављеним хематогеним 

метастазама. Експресија молекула ST2 у туморским ћелијама и ћелијама имунског система 
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мишева третираних са IL-33 или са PBS анализирана је имунохистохемијском методом. 

Репрезентативни пресеци ткива плућа у којима се запажају метастатске ћелије и леукоцити који 

исказују ST2 (црвено обојено ћелије) на увећању од 400X. 
 

 
Графикон 11. Системска апликација IL-33 индукује повећану експресију IL-33 у 

примарном меланому, као и пораст броја ћелија имунског система које експримирају IL-

33 у ткиву плућа. Код мишева третираних са IL-33 је у ткиву примарног тумора регистрован 

повећан проценат B16-F1 ћелија које експримирају IL-33 (А), док је у ткиву плућа забележен 

пораст броја али само имунских ћелија које исказују IL-33 (Б). Резултати су приказани као 

средња вредност±стандардна грешка (8 мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест 

*p<0.05, **p<0.01.    
 

 
Слика 3. Експресија IL-33 у ткиву примарног тумора и плућа са успостављеним 

метастазама. Експресија молекула IL-33 у туморским ћелијама примарног меланома и 

ћелијама имунског система у плућима мишева третираних са IL-33 или са PBS анализирана је 

имунохистохемијском методом (увећање 400X). 

A Б 

0

1

2

3

4

5

6

7

PBS IL-33

%
 I

L
-3

3
+
 т

у
м

о
р

ск
и

х
 ћ

ел
и

ја
 у

 

п
р

и
м

а
р

н
о
м

 м
ел

а
н

о
м

у
 

* 

0

5

10

15

20

25

PBS IL-33

П
р

о
с
еч

а
н

 б
р

о
ј 

IL
-3

3
+
 и

м
у

н
ск

и
х

 

ћ
ел

и
ја

 у
 п

л
у

ћ
и

м
а

 ** 

+PBS 

+IL-33 

Примарни 

тумор 

Метастатска 

плућа 



47 

 

4.4. Концентрација IL-33 је повећана у серуму оболелих у узнапредованом 

стадијуму меланома 
 

Како би се утврдила релевантност ефекта забележеног на мишјем моделу 

меланома, у наредном експерименту анализирана је концентрација IL-33 у серуму 

пацијената са меланомом. Код пацијената у III стадијуму којима су детектоване 

метастазе у регионалним лимфним чворовима забележено је да је концентрација IL-33 

драстично већа у односу на пацијенте у I стадијуму меланома, као и здраве контролне 

особе (Графикон 12). Ако се пореде вредности IL-33 код оболелих у I стадијуму 

меланома, примећује се да је концентрација IL-33 код ових особа остала неизмењена у 

поређењу са здравим особама.  
 

 
Графикон 12. Концентрација IL-33 у серуму је највећа код пацијената у III стадијуму 

меланома. Код пацијената у III стадијуму меланома забележена је значајно већа концентрација 

IL-33 у односу на оболеле у I стадијуму меланома и на контролну групу. Резултати су 

приказани као средња вредност±стандардна грешка (20-30 пацијената по групи), Mann-Whitney 

тест *p<0.05. 
 

Добијени налаз упућује на то да пораст концентрације IL-33 у серуму оболелих 

од меланома корелира са регионалним метастазирањем. 
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4.5. IL-33 повећава заступљеност еозинофила и антитуморских NK ћелија у 

плућима 

 

Наредни корак у студији био је да се испита ефекат IL-33 на модулацију 

урођеног имунског одговора. Мада неутрофиле и еозинофиле одликује фенотипска и 

функционална пластичност, налаз неких студија јасно имплицира туморицидну 

активност неутрофила (436) и еозинофила у меланому (161).  
 

Резултати актуелног истраживања указују да IL-33 смањује процентуалну 

заступљеност CD11b
+
Ly6G

+
 неутрофила у плућима независно од присуства меланома, 

али значајно не мења њихов апсолутан број (Графикон 13А, Б). Истовремено, 

примећује се да IL-33 битно повећава проценат и апсолутан број Siglec-F
+
CD11b

+
 

еозинофила, нарочито у групи мишева са меланомом (Графикон 14А-В). 
 

 
Графикон 13. Процентуални удео и апсолутан број неутрофила у плућном паренхиму 

мишева третираних са IL-33 . Експерименталне метастазе су индуковане апликацијом В16-F1 

варијетета меланома у дози од 0.5x10
5
/200μl DMEM. (А) IL-33 смањује процентуални удео 

CD11b
+
Ly6G

+
 неутрофила у плућима независно од присуства тумора, (Б) док не утиче на 

укупан број неутрофила. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 

мишева по групи), Student-ов t тест, *p<0.05.    
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Графикон 14. IL-33 подстиче акумулацију еозинофила у плућима. Експерименталне 

метастазе су индуковане апликацијом В16-F1 варијетета меланома у дози од 0.5x10
5
/200μl 

DMEM. (А) Код мишева третираних са IL-33 повећана је процентуална заступљеност и (Б) 

апсолутан број еозинофила. (В) Репрезентативни дот плотови илуструју заступљеност Siglec-

F
+
CD11b

+
 еозинофила код мишева са тумором који су третирани са IL-33 или PBS. Резултати су 

приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t тест, 

**p<0.01.    
 

Да би се проценио функционални статус еозинофила анализана је експресија 

цитокина TNF-α и IL-10 на Siglec-F
+
CD11b

+
 ћелијама. Добијени налаз упућује на то да 

IL-33 редукује проценат еозинофила који продукују TNF-α како у групи мишева са 

меланомом тако и у групи без меланома. Међутим, уочава се драстичан пораст 

апсолутног броја еозинофила који продукују TNF-α у плућима мишева са меланомом и 

то након њиховог третмана са IL-33 (Графикон 15А, Б; Слика 4А). Такође, IL-33 

редукује проценат еозинофила који експримирају IL-10 независно од тумора, али не 

мења апсолутни број IL-10
+
Siglec-F

+
CD11b

+
 ћелија у плућима (Графикон 15В, Г; Слика 

4Б). 
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Графикон 15. Ефекат системске апликације IL-33 на експресију TNF-α и IL-10 на Siglec-

F
+
CD11b

+
 еозионофилима изолованих из плућа. Проточном цитометријом одређена је 

процентуална заступљеност и апсолутан број Siglec-F
+
CD11b

+
 еозинофила који експримирају 

TNF-α и IL-10 (А) IL-33 редукује процентуални удео Siglec-F
+
CD11b

+
 еозинофила које 

експримирају TNF-α, (Б) док је апсолутан број TNF-α
+
Siglec-F

+
CD11b

+
 еозинофила повећан 

само код мишева са тумором који су третирани са IL-33. (В) IL-33 смањује процентуалну 

заступљеност Siglec-F
+
CD11b

+
 еозинофила које експримирају IL-10, (Г) али не утиче на 

апсолутан број IL-10
+
Siglec-F

+
CD11b

+
 еозинофила у плућима. Резултати су приказани као 

средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t тест *p<0.05, **p<0.01.    
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Слика 4. Репрезентативни дот плотови илуструју експресију TNF-α (А) и IL-10

 
(Б) у

 

селектованим
 
Siglec-F

+
CD11b

+
 еозинофилима код мишева са меланомом који су третирани са 

IL-33 или PBS.  
 

Даљом анализом ћелијског састава у плућном ткиву уочено је да IL-33 не мења 

процентуалну заступљеност нити апсолутан број NK ћелија (Графикон 16 А, Б). 
  

 
Графикон 16. IL-33 не утиче на инфлукс NK ћелија у плућни паренхим. Експерименталне 

метастазе су индуковане апликацијом ћелија В16-F1 у дози од 0.5x10
5
/200μl DMEM. 

Проточном цитометријом одређена је процентуална заступљеност и апсолутан број 

Nkp46
+
CD3

-
 ћелија у плућима мишева са или без меланома који су третирани IL-33 или PBS (А) 

Интраперитонеална апликација IL-33 не утиче на процентуалну заступљеност и (Б) апсолутан 

број NK ћелија у плућима. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 

мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест.  
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Међутим, IL-33 значајно повећава заступљеност NK ћелија које исказују 

инхибициони молекул PD-1 који иствремено представља маркер ″истрошених″ ћелија у 

групи мишева без меланома, док код мишева са меланомом ова разлика у 

процентуалном уделу PD-1
+
Nkp46

+
CD3

- 
NK ћелија није достигла статистичку 

значајност (Графикон 17А). У групи мишева којима је трансплантиран меланом 

регистрована је значајно већа процентуална заступљеност CTLA-4
+
Nkp46

+
CD3

- NK 

ћелија независно од третмана IL-33 (Графикон 17Б). Уз то, процентуални удео NK 

ћелија које исказују инхибициони рецептор KLRG-1 био је битно већи у групи мишева 

са меланомом, а третман IL-33 је значајно редуковао проценат оваквих NK ћелија и то 

само код мишева којима је трансплантиран меланом (Графикон 17В, Слика 5). 

Интересантан налаз је да је IL-33 битно повећао процентуални удео NK ћелија које 

исказују IFN-γ, независно од присуства тумора (Графикон 17Г, Слика 6). 
 

 
Графикон 17. IL-33 повећава процентуални удео NK ћелија са антитуморским фенотипом. 

Проточном цитометријом анализиран је функционални фенотип NК ћелија изолованих из 

плућа (А) IL-33 значајно повећава процентуалну заступљеност Nkp46
+
CD3
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ћелија које исказују 

маркер ″истрошених″ ћелија PD-1 али само у контролној групи мишева код којих није 

трансплантиран меланом. (Б) У групи мишева са меланомом забележена је повећана 

заступљеност Nkp46
+
CD3

-
 ћелија које исказују инхибициони молекул CTLA-4 независно од 

примене IL-33. (В) IL-33 битно смањује експресију инхибиционог молекула KLRG-1 на 

Nkp46
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CD3
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 NK ћелијама у групи мишева са тумором. (Г) IL-33 значајно повећава проценат 
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+
CD3

-
 NK ћелија које продукују IFN-γ независно од присуства тумора. Резултати су 
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приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t/Mann-

Whitney тест *p<0.05, **p<0.01.   
 

 

На основу ових налаза очигледно је IL-33 подстиче урођени имунски одговор на 

меланом али он није довољно ефикасан у борби против хематогених метастаза.  

 

 
Слика 5. Репрезентативни дот плотови илуструју процентуални удео KLRG-1

+
NKp46

+
CD3

-
 

ћелија у метастатском ткиву плућа мишева третираних са IL-33 или PBS.  
 

 
Слика 6. Репрезентативни дот плотови илуструју заступљеност IFN-γ

+
CD49b

+
CD3

-
 ћелија у 

плућима мишева са меланомом који су третирани са IL-33 или PBS. 
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4.6. IL-33 смањује удео, а не утиче на активацини статус дендритских ћелија после 

интравенског убризгавања малигних меланоцита  

 

 Након што је показано да урођени имунски одговор активиран под контролом 

IL-33 није довољно снажан, односно пресудан у борби против метастатског меланома, 

следећи корак је био да се испита ефекат IL-33 на активацију и ″обликовање″ 

антитуморске стечене имуности. Добро је познато да су дендритске ћелије надзорне 

ћелије које су кључне како у иницијацији, тако и у регулацији и одржавању Т ћелијског 

имунског одговора. У складу са тим, проточном цитометријом је најпре одређен удео и 

активациони фенотип дендритских ћелија у плућима мишева свих испитиваних група. 
 

На левом панелу Графикона 18, јасно се уочава да IL-33 значајно смањује 

процентуалну заступљеност CD11c
+
CD11b

+
 дендритских ћелија у плућима мишева 

после убризгавања метастатских ћелија. Апсолутан број дендритских ћелија корелира 

са тим налазом, осим што ова разлика не досеже ниво статистичке значајности 

(Графикон 18, десни панел). Додатно, анализом експресије маркера активације на 

дендритским ћелијама у плућима, установљено је да IL-33 битно повећава проценат 

CD11c
+
CD11b

+
 дендритских ћелија које исказују MHC молекуле II класе и то само у 

групи мишева којима нису апликоване метастатске ћелије (Графикон 19А). Уз то, у 

групама мишева са метастатским меланомом примећује се упадљиво повећање 

процентуалне заступљености MHCII
+
CD11c

+
CD11b

+
 дендритских ћелија, али ово 

повећање је независно од апликације IL-33 (Графикон 19А). С друге стране, експресија 

костимулационог молекула CD80 непромењена је на дендритским ћелијама у плућима 

мишева свих испитиваних група (Графикон 20А). Када је реч о апсолутном броју, 

регистровано је да IL-33 изазива благо смањење експресије молекула MHCII и CD80 на 

дендритским ћелијама током антитуморског имунског одговора (Графикон 19Б, 20Б).    
   

 
Графикон 18. IL-33 смањује процентуални удео дендритских ћелија у плућима са 

метастазама. Експерименталне метастазе су индуковане апликацијом В16-F1 варијетета 

меланома у дози од 0.5x10
5
/200μl DMEM. Проточном цитометријом одређена је процентуална 

заступљеност и апсолутан број CD11c
+
CD11b

+
 ћелија у плућима мишева са или без меланома 

који су третирани IL-33 или PBS. (А) IL-33 значајно смањује процентуалну заступљеност 

CD11c
+
CD11b

+
 дендритских ћелија код мишева са меланомом (Б) али не утиче на апсолутан 

број  CD11c
+
CD11b

+
 ћелија. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 

мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест, *p<0.05, **p<0.01.  
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Графикон 19. IL-33 значајно повећава процентуалну заступљеност дендритских ћелија 

које експримирају MHC молекул II класе у плућима мишева пре убризгавања туморских 

ћелија. Проточном цитометријом анализирана је експресија MHC молекула II класе на 

CD11c
+
CD11b

+
 дендритским ћелијама изолованих из плућа. (А) Код мишева без меланома IL-

33 битно повећава проценат дендритских ћелија које експримирају MHC молекул II класе, док 

је код мишева са тумором експресија MHC молекула II класе повећана независно од апликације 

IL-33 (Б) што се уочава и посматрано кроз апсолутан број MHCII
+
CD11c

+
CD11b

+
 ћелија. 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-

ов t/Mann-Whitney тест, *p<0.05, **p<0.01.  
 

 
Графикон 20. IL-33 не утиче на експресију костимулационог молекула CD80 на 

дендритским ћелијама. Проточном цитометријом анализирана је експресија молекула CD80 

на CD11c
+
CD11b

+
 ћелијама изолованих из плућа, IL-33 не утиче на  процентуалну 

заступљеност (А) и укупан број CD11c
+
CD11b

+
 ћелија које експримирају CD80 молекул (Б). 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-

ов t/Mann-Whitney тест,. 
 

Овакав налаз упућује на то да IL-33 смањује удео дендритских ћелија током 

антитуморског имунског одговора у плућима који није праћен разликом у погледу 

промене у активационом статусу ових антиген-презентујућих ћелија. 
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4.7. IL-33 слаби туморицидну активност цитотоксичких CD8
+
 T лимфоцита током 

формирања хематогених метастаза меланома 

 

4.7а. IL-33 не мења процентуални удео али снижава туморицидни капацитет CD8
+
 

T лимфоцита  
 

С обзиром на чињеницу да у стеченом имунском одговору, CD8
+
 T лимфоцити 

представљају централну карику у борби против меланома, најпре је тестиран ефекат IL-

33 на цитотоксички потенцијал CD8
+
 T лимфоцита. Наиме, цитотоксичка активност 

CD8
+
 T лимфоцита изолованих из метастатских плућа је, након њихове кокултивације 

са B16-F1 ћелијама, индиректно одређена на основу ћелијског индекса туморских 

ћелија. Примећује се значајан пораст ћелијског индекса туморских (таргет) B16-F1 

ћелија, почев од 32.-ог сата од кокултивације са ефекторским ћелијама односно CD8
+
 T 

лимфоцитима мишева са метастатским меланомом третираних са IL-33, што указује на 

јасну редукцију туморицидног капацитета CD8
+
T лимфоцита која је последица 

деловања IL-33 (Графикон 21А). Тако, цитолитичка активност CD8
+
 T лимфоцита 

мишева са метастатским меланомом који су третирани са IL-33 значајно опада 32.-ог и 

36.-ог часа од кокултивације са туморским ћелијама (Графикон 21Б). 
 

У циљу да се расветле могући разлози смањене туморицидне активности CD8
+
 T 

лимфоцита, следећи корак у овој студији је био да се испита ефекат IL-33 на 

заступљеност и функционални фенотип CD8
+
 T лимфоцита у плућима мишева свих 

испитиваних група. IL-33 битно повећава апсолутан број мононуклеарних леукоцита и 

снижава проценат CD8
+
 T лимфоцита у групи мишева без тумора, али не утиче на 

апсолутан број мононуклеарних леукоцита нити процентуални удео цитотоксичких 

CD8
+
 T лимфоцита у плућима мишева којима су убризгани метастатски меланоцити 

(Графикон 22А, Б). Примећује се и да IL-33 индукује већу заступљеност CD8
+
 T 

лимфоцита у групи мишева са меланомом него код мишева без меланома (Графикон 

22Б). 
 

Међутим, интересантан налаз је да је IL-33 значајно смањио процентуалну 

заступљеност CD8
+
 T лимфоцита који продукују проинфламацијске цитокине, TNF-α и 

IFN-γ, независно од присуства тумора (Графикон 23А, Б; Слика 7). Супротно, IL-33 

индукује битно повећану заступљеност CD8
+
T лимфоцитима који продукују 

имуносупресивни цитокин, IL-10, и то само у групи мишева са меланомом (Графикон 

24; Слика 7). 
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Графикон 21. IL-33 редукује цитотоксички капацитет CD8

+
 T лимфоцита. Туморске ћелије 

(таргет) B16-F1 ћелије су коинкубиране са ефекторским ћелијама односно CD8
+
 T 

лимфоцитима изолованим из плућа мишева са метастатским меланомом који су третирани са 

IL-33 или PBS. Ћелијски индекс B16-F1 ћелија праћен је на апарату Roche xCELLigence. (А) 

Региструје се значајно повећање ћелијског индекса B16-F1 ћелија почев од 32.-ог сата од 

кокултивације са CD8
+
 T лимфоцитима изолованих из плућа мишева који су третирани са IL-

33. (Б) Цитолотичка активност CD8
+
 T лимфоцита која одражава проценат цитолизе B16-F1 

ћелија. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), 

Student-ов t тест *p<0.05.   
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Графикон 22. Ефекат IL-33 на акумулацију мононуклеарних леукоцита и CD8

+
 T 

лимфоцита у плућима. Експерименталне метастазе су индуковане апликацијом малигних 

меланоцита В16-F1 у дози од 0.5x10
5
/200μl DMEM. Проточном цитометријом одређен је 

апсолутан број мононуклеарних леукоцита и процентуална заступљеност CD8
+
 T лимфоцита у 

плућима мишева са и без меланома, а који су третирани IL-33 или PBS (А) IL-33 је индуковао 

повећан апсолутан број мононуклеарних леукоцита у плућима мишева без меланома, али не и 

код мишева којима је трансплантиран меланом. (Б) IL-33 не утиче на процентуалну 

заступљеност CD8
+
 T лимфоцита код мишева са меланомом, док код мишева без меланома 

смањује проценат CD8
+
 T лимфоцита. Резултати су приказани као средња вредност±стандардна 

грешка (6 мишева по групи), Student-ов t тест, *p<0.05, **p<0.01.   
 

 
Графикон 23. IL-33 смањује проценат проинфламацијских CD8

+
 T лимфоцита у плућима. 

(А) IL-33 смањује процентуалну заступљеност CD8
+
 T лимфоцита који исказују TNF-α. (Б) Код 

мишева третираних IL-33, смањен је проценат CD8
+
 T лимфоцита који експримирају IFN-γ. 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-

ов t тест, *p<0.05, **p<0.01.   
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Графикон 24. IL-33 подстиче експресију IL-10 у CD8

+
 T лимфоцитима код мишева са 

метастатским меланомом. Код мишева са меланомом који су третирани са IL-33 забележена 

је повећана експресија IL-10 на CD8
+
 T лимфоцитима. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t тест, *p<0.05, **p<0.01.  
  

Слика 7. Репрезентативни дот плотови илуструју селектоване CD8
+
 T лимфоците који 

експримирају TNF-α, IFN-γ и IL-10 у метастаском ткиву плућа мишева третираних са IL-33 или 

PBS. 

 

4.7б. IL-33 повећава заступљеност инхибиционих рецептора на цитотоксичким 

CD8
+
 T лимфоцитима  

 

Даља анализа података добијених проточном цитометријом указала је да 

системска апликација IL-33 индукује битан пораст CD8
+
 T лимфоцита који исказују 

рани активациони рецептор, CD69, и то у плућима мишева са метастатским  меланомом 

(Графикон 25А). Истовремено, IL-33 повећава и процентуални удео ″истрошених″ 

односно мање ефикасних PD-1
+
CD8

+
 Т лимфоцита како код мишева  без меланома тако 

и код мишева са меланомом (Графикон 25Б; Слика 8A). Када се пак анализира однос 

инхибиционог наспрам активационог рецептора,  јасно се види да је овакав однос PD-

1/CD69 на CD8
+
 Т лимфоцитима битно повећан у групи мишева третираних са IL-33 и 
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то независно од присуства меланома (Графикон 26). Поред тога, IL-33 повећава 

заступљеност и других инхибиционих рецептора на CD8
+
 Т лимфоцитима што додатно 

ремети туморицидни потенцијал цитотоксичких лимфоцита: забележен је значајан 

пораст KLRG-1
+
CD8

+
 T лимфоцита у групи мишева са трансплантираним меланомом 

(Графикон 27А; Слика 8Б), као и CTLA-4
+
CD8

+
Т лимфоцита и то независно од 

присуства тумора (Графикон 27Б; Слика 8В).  
 

Добијени налази имплицирају да IL-33 јасно смањује туморицидни потенцијал 

цитотоксичких CD8
+
 Т лимфоцита, што може бити један од важних фацилитирајућих 

механизама одговорних за интензиван раст хематогених метастаза мишјег меланома.  
 

 
Графикон 25. Утицај IL-33 на експресију молекула CD69 и PD-1 на CD8

+
 T лимфоцитима 

плућа. (A) IL-33 повећава процентуалну заступљеност CD8
+
 Т лимфоцита који експримирају 

CD69 у плућима мишева са меланомом. (Б) Код мишева третираних са IL-33 повећана је 

експресија PD-1 молекула на CD8
+
 T лимфоцитима независно од присуства меланома. 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-

ов t тест, *p<0.05, **p<0.01.  
 

 
Графикон 26. IL-33 битно утиче на однос експресије молекула PD-1 наспрам CD69 на 

цитотоксичким CD8
+
 T лимфоцитима. IL-33 значајно повећава однос експресије PD-1/CD69 
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молекула на CD8
+
 Т лимфоцитима независно од присуства меланома. Резултати су приказани 

као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t тест, **p<0.01. 
 

 
Графикон 27. IL-33 повећава експресију инхибиционих молекула на цитотоксичким CD8

+ 

T лимфоцитима. (А) IL-33 повећава процентуалну заступљеност CD8
+
 Т лимфоцита који 

експримирају KLRG-1 у плућима мишева са меланомом. (Б) IL-33 повећава процентуални удео 

CTLA-4
+
CD8

+
 Т лимфоцита независно од присуства меланома. Резултати су приказани као 

средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест, 

*p<0.05, **p<0.01.  
  

 
Слика 8. Репрезентативни дот плотови илуструју експресију молекула PD-1 (A), KLRG-1 (Б) и 

CTLA-4 (В) у оквиру популације  CD8
+
 T лимфоцити код мишева третираних са IL-33 или PBS.  
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4.7в. IL-33 редукује имуногеност малигних меланоцита B16-F1 

 

Дефект у експресији MHC молекула I класе и других протеина укључених у 

машинерију за обраду антигена резултују смањеном презентацијом туморских антигена 

и последично избегавањем имунског надзора у коме значајан удео имају тумор-

специфични CD8
+
Т лимфоцити (437). Стога, у наставку истраживања је испитан утицај 

IL-33 на експресију MHC молекула I класе и TAP1 на туморским ћелијама B16-F1, на 

нивоу iRNK.  
 

На Графикону 28 јасно се види да је третман B16-F1 ћелија са IL-33 драстично 

смањио експресију iRNK за MHC молекуле I класе и TAP1 у поређењу са нетретираним 

малигним ћелијама.  
 

 
Графикон 28. IL-33 редукује имуногеност туморских ћелија B16-F1. Након 48-часовне 

инкубације са IL-33 (200 ng/ml) екстрахована је укупна iRNK. IL-33 смањује експресију iRNK 

за синтезу MHC молекула I класе (А) и TAP1 у B16-F1 ћелијама (Б). Опсег интензитета iRNK 

сваког узорка нормализиран је у односу на GAPDH који је представљао ендогену контролу. 

Резултати су приказани као средња вредност±стандардна грешка и изражени су у односу на 

нетретиране B16-F1 ћелије. Student-ов t тест, *p<0.05, **p<0.01. 
 

Осим што супримира цитотоксичку активност CD8
+
Т лимфоцита, на основу 

добијеног налаза може се констатовати да IL-33 истовремено редукује и имуногеност 

малигних меланоцита и следствено њихово препознавање уз помоћ цитотоксичких 

CD8
+
Т лимфоцита, што коначно резултује смањеном туморицидном активношћу 

CD8
+
Т лимфоцита.  

 

4.8. IL-33 креира имуносупресивну микросредину у метастатском ткиву плућа 

 

На крају, са циљем да се испита ефекат IL-33 на популацију имуносупресивних 

ћелија, анализиран је удео мијелоидних супресорских ћелија (MDSCs) и регулаторних 

Т лимфоцита у оквиру популације мононуклеарних ћелија плућа. 
 

IL-33 битно повећава учесталост CD11b
+
Gr-1

+
 MDSCs како код мишева без 

меланома, тако и код мишева са метастатским меланомом (Графикон 29). Иако не мења 

процентуалну заступљеност CD3
+
CD4

+
Т лимфоцита у плућима (Графикон 30А), IL-33 

значајно повећава експресију IL-10 на помагачким CD4
+
Т лимфоцитима и то независно 

од присуства тумора (Графикон 30Б; Слика 9А).  
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Графикон 29. IL-33 повећава процентуалну заступљеност MDSCs у плућима. 

Експерименталне метастазе су индуковане апликацијом В16-F1 варијетета меланома у дози од 

0.5x10
5
/200μl DMEM. (А) У плућима мишева којима је апликован IL-33 уочава се повећан 

проценат CD11b
+
Gr-1

+ MDSCs и то независно од присуства тумора, а што је илустровано 

репрезентативним дот плотовима (Б). Резултати су приказани као средња вредност±стандардна 

грешка (6 мишева по групи), Student-ов t/Mann-Whitney тест, *p<0.05. 

  

 
Графикон 30. IL-33 не мења удео помагачких CD4

+
 T лимфоцита али повећава 

заступљеност IL-10
+
CD4

+
 T лимфоцита. Експерименталне метастазе су индуковане 

апликацијом ћелија В16-F1 (0.5x10
5
/200μl DMEM). (A) IL-33 не утиче на процентуалну 

заступљеност CD3
+
CD4

+
 Т лимфоцита у плућима. (Б) Код мишева третираних са IL-33 

повећана је експресија IL-10 у CD4
+
 Т лимфоцитима, независно од тумора. Резултати су 

приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t/Mann-

Whitney тест, *p<0.05.   
 

Поред наведеног, примећује се да IL-33 значајно повећава удео регулаторних 

FoxP3
+
CD4

+ 
Т лимфоцита и то само у групи мишева са метастатским меланомом 

(Графикон 31А). Када се пореди експресија инхибиционог молекула CTLA-4 на 

регулаторним Т лимфоцитима, јасно се запажа битно већи проценат регулаторних 

CTLA-4
+
FoxP3

+
CD4

+
 Т лимфоцита у мишева третираних са IL-33 него у контролној 

групи, и то независно од присуства меланома (Графикон 31Б; Слика 9Б).  
 

Овај очигледан налаз имуносупресивних ћелија током хематогеног 

метастазирања меланома је подстакао да се детаљније окарактерише миље у 

микросредини плућа са метастазама. Уочена је повећана експресија iRNK за синтезу 
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FoxP3, IL-10 и TGF-β код мишева третираних са IL-33 што указује на то да IL-33 

подстиче имуносупресивни миље у метастатском ткиву плућа (Графикон 32 и 33). 
 

 
Графикон 31. IL-33 повећава заступљеност регулаторних Т лимфоцита у метастатском 

ткиву плућа. Експерименталне метастазе су индуковане апликацијом ћелија В16-F1 

(0.5x10
5
/200μl DMEM). (А) У плућима мишева са меланомом који су третирани са IL-33 

детектована је повећана процентуална заступљеност регулаторних FoxP3
+
CD4

+
Т лимфоцита. 

(Б) IL-33 повећава заступљеност регулаторних Т лимфоцита који експримирају инхибициони 

молекул CTLA-4, нарочито у групи мишева са метастатским меланомом. Резултати су 

приказани као средња вредност±стандардна грешка (6 мишева по групи), Student-ов t 

тест,*p<0.05, **p<0.01. 
 

 
Слика 9. Репрезентативни дот плотови илуструју удео IL-10
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Графикон 32. IL-33 повећава експресију iRNK за синтезу FoxP3 у метастатском ткиву 

плућа. Укупна iRNK је екстрахована из метастатских плућа мишева третираних IL-33 или PBS. 

Код мишева третираних IL-33 повећана је експресија iRNK за синтезу FoxP3 молекула. Као 

ендогена контрола коришћена је iRNK за GAPDH. Резултати су приказани као средња 

вредност±стандардна грешка изражено у односу на контролу (нетретиране мишеве) (6 мишева 

по групи), Student-ов t тест, *p<0.05. 
 

 
Графикон 33. IL-33 повећава експресију iRNK за синтезу цитокина IL-10 и TGF-β у 

метастатском ткиву плућа. Укупна iRNK је екстрахована из ткива плућа мишева третираних 

са IL-33 или PBS. Под утицајем IL-33 повећана је експресија iRNK за синтезу IL-10 (А) и  TGF-

β (Б). Молекул iRNK за синтезу GAPDH је коришћен као ендогена контрола. Резултати су 

приказани као средња вредност±стандардна грешка изражено у односу на нетретиране мишеве 

(6 мишева по групи), Student-ов t тест, *p<0.05, **p<0.01. 

 
 

Добијени налаз имплицира могућност да IL-33 у мишјем меланому стимулише 

развој метастатске микросредине коју одликује повећана имоносупресија што је вероватно 

додатни механизам који  погодује експанзији хематогених метастаза у плућима. 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

Цитокини су, као молекулски гласници ћелија имунског система, важна 

компонента у прогресији, али и у борби против тумора (438). Стога, разумевање 

механизма њихове експресије и активације, а нарочито разумевање утицаја цитокина на 

ћелије имунског система ангажоване у про- и анти-туморском имунском одговору, 

требало би да помогне у проналажењу новог и што ефикаснијег приступа у 

имунотерапији тумора (438,439), укључујући меланом. 
  

Док бројне студије говоре да је IL-33 укључен у раст и метастазирање 

различитих врста тумора (380,382,384,386,391,397,399,400,407), подаци из доступне 

литературе сугеришу на антитуморску активност IL-33 у меланому. Наиме, IL-33, 

ектопично експримиран у туморским ћелијама, трансгено експримиран у плућима, као 

и интраназално апликован, значајно инхибира како раст примарног тумора тако и 

метастазирање мишјег меланома (161,440,441). Будући да је системска апликација 

најпогоднији начин давања терапеутика нарочито у стадијуму дисеминације 

метастатских ћелија, у актуелној студији процењен је ефекат системске апликације IL-

33 у моделу меланома. 
 

Резултати студије упућују на то да упркос рестриктивном ефекту на раст 

примарног мишјег меланома код оба ћелијска варијетета (B16-F1 и B16-F10), системскa 

апликација IL-33 индукује интензиван раст метастатских колонија у плућима, а 

нарочито B16-F1 варијанте меланома са мањим метастатским потенцијалом. Чини се да 

овакав прометастатски ефекат у меланому, IL-33, остварује тако што ″пригушује″ 

туморицидни капацитет цитотоксичких CD8
+
 T лимфоцита и истовремено генерише 

имуносупресивну микросредину у плућима што све заједно погодује експанзивном 

расту хематогених метастаза. Додатно, забележено је да је концентрација IL-33 

значајно повећана у серуму оболелих у узнапредованом стадијуму меланома кога 

одликује регионално метастазирање. Стога, добијени налази у актуелној студији доводе 

у питање евентуалну терапијску примену IL-33 код тумора. 

 

5.1. Амбивалентна улога IL-33 у мишјем меланому у зависности од стадијума и 

метастатског капацитета тумора 

 

Захваљујући плејотропној природи, IL-33 игра дихотомну улогу у различитим 

патолошким условима. Сматра се да IL-33, у зависности од ткивне и ћелијске 

локализације, нивоа експресије рецептора ST2, а такође и од цитокинског профила у 

микроокружењу, остварује вишеструку штетну или заштитну активност у 

аутоимунским, инфламацијским и инфективним обољењима (442,443,444,445,446). 

Када је реч о тумору, ситуација је слична: IL-33 игра про- или анти-туморску улогу, а 

коју ће улогу одиграти претпоставља се да зависи од врсте тумора, цитокинског миљеа, 

нивоа експресије, ћелијске дистрибуције и локализације. Документовано је да је IL-33 

укључен у генезу и прогресију различитих врста тумора, као што су карцином дојке 

(377), желуца (447), плућа (448) и глиом (449). Међутим, у неким студијама откривен је 

антитуморски потенцијал осовине IL-33/ST2 који се првенствено темељи на 

оптималном имунском одговору (309,450). Претпоставља се да алармин IL-33, 

амплификацијом механизама урођене имуности, може да покрене снажну акутну 

инфламацију и тако последично спречи канцерогенезу на терену неких патолошких 

поремећаја (451). IL-33, као мултифункционални цитокин, укључен је и у 

имунорегулацију ефикасног тумор-специфичног целуларног имунског одговора (418). 
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У доступној литератури подаци о IL-33 у контексту меланома су мање-више 

контроверзни што упућује на сложену улогу IL-33 у меланому и намеће даља 

испитивања. Прве студије које се баве изучавањем IL-33 на моделу мишјег меланома 

говоре о његовој потенцијалној антитуморској улози. Gao и сарадници су показали да 

повећана ектопична експресија IL-33 у B16 малигним меланоцитима ефикасно 

инхибира раст примарног тумора (440). У актуелној студији је документовано да 

интраперитонеална апликација IL-33 ефикасно редукује раст примарног тумора B16-F1 

и B16-F10 варијетета мишјег меланома, поготово варијетета са слабим метастатским 

потенцијалом (B16-F1). Oсмог дана од субкутане имплантације ћелија B16-F1, 

инциденца палпабилног тумора у групи мишева третираних са IL-33 је била чак око 8 

пута мања него у контролној групи (Графикон 1). Поред инциденце, код њих су и 

површина и маса примарног меланома били статистички значајно мањи  (Графикон 2). 

Када је реч о утицају IL-33 на примарни раст ћелијског варијетета B16-F10 са 

израженим метастатским потенцијалом, иако испитиван цитокин није успео значајно да 

смањи инциденцу палпабилног тумора (Графикон 3), регистровано је да су мишеви 

након третмана IL-33 имали двостуко до троструко мању површину и масу тумора 

(Графикон 4). Овакав налаз је у складу са резултатима других истраживања које указују 

да системска примена IL-33 индукује регресију субкутано имплантираног B16-F10 

варијетета меланома (161,452). Резултати већине студија сугеришу на то да се 

способност IL-33 да ефикасно редукује раст примарног меланома базира на 

ангажовању ефикасних механизама антитуморске имуности (161,440,452). Сматра се да 

IL-33 је, као алармин, кључан окидач за покретање локалне акутне инфламације и тиме 

на више начина учествује у ″обликовању″ урођеног и стеченог имунског одговора 

(453). У случају губитка ћелијског интегритета у епителу, у неким патолошким 

променама укључујући туморске лезије, IL-33 подстиче развој Th1 имунског одговора 

(339). Уз наведено, претходна истраживања су показала директан туморицидни ефекат 

IL-33 на HCT-116 ћелије колоректалног карцинома људи, а огледа се у инхибицији 

пролиферације и индукцији апоптозе (454). Наиме, детектовано је да је 

антипролиферативна активност IL-33 повезана са смањеном експресијом циклина B, 

циклина D и СDK2 у туморским ћелијама. IL-33 такође може да индукује апоптозу 

туморских ћелија тако што у њима смањује експресију антиапоптотских молекула,  

FLIP (енгл. Flice-Like Inhibitory Protein) и Bcl-2 (454), што све заједно вероватно 

доприноси успешној регресији тумора. 
 

Метастазирање тумора је главни узрок смрти оболелих, а плућа су орган који је 

често погођен у току овог процеса. Добро је познато да меланом одликује изузетно 

изражен метастатски потенцијал, а плућа су, и код ове агресивне врсте тумора, 

предилекционо место висцералних метастаза (455). Када је испитан утицај IL-33 на 

метастазирање у овој студији ситуација је била изненађујућа с обзиром на његов 

рестрикривни ефекат на раст примарног тумора. Прво, IL-33 примењен интраназално, 

као вид локалне имунотерапије, је у плућима стимулисао раст експерименталних 

метастаза B16-F1 варијетета меланома са мањим метастатским потенцијалом. Мада 

забележен пораст просечног броја метастаза није достигао статистичку значајност, 

величина метастаза била је драстично већа у плућима мишева третираних IL-33 

(Графикон 5). Друго, у случају B16-F10 варијетета меланома са већим метастатским 

капацитетом развиле су се бројне и масивне метастазе код свих мишева и то независно 

од примене IL-33 (Графикон 6). Треће, иако пораст инциденце и броја метастатских 

колонија у мишева третираних IL-33 није достигао статистичку значајност (Графикон 

7), актуелна студија по први пут је показала да IL-33 примењен системски, као 

најпогоднији начин апликације терапутика у лечењу метастатског тумора, индукује 

експанзивни раст метастатских колонија узимајући као параметар просечну величину 
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метастаза, као и заступљеност највећих метастаза у плућима (Графикон 8, Слика 1). 

Слично овом налазу, Schuijs и сарадници показали су да мала доза IL-33, апликована 

интраназално, индукује инфламацију руковођену типом 2 урођених лимфоидних ћелија 

(ILC2) што олакшава успостављање плућних метастаза код B16-F10 варијетета 

меланома, а и других врста тумора (448). Супротно томе, резултати других 

истраживања указују да трансгена експресија у плућима (441) или ектопична 

експресија IL-33 у туморским ћелијама (440), као и локална апликација 

рекомбинантног IL-33 (161) атенуира метастатски капацитет меланома тако што 

инхибира успостављање хематогених метастаза у плућима. Дакле, на основу резултата 

актуелне студије може се закључити да IL-33 игра врло комплексну улогу у меланому 

тако што у раној фази остварује антимеланомски ефекат који се огледа у ефикасној 

редукцији раста примарног тумора, док у каснијим фазама IL-33 стиче протуморску 

улогу и индукује експанзиван раст метастаза. Чини се да на ову амбивалентну улогу IL-

33 утичу стадијум и метастатске карактеристике меланома. 
 

Други малигноми такође сведоче о прометастатском ефекту IL-33. У 

колоректалном карциному мишева, IL-33 је укључен у ремоделовању туморске 

микросредине и процесу ангиогенезе и на тај начин стимулише експанзију метастаза у 

јетри (401). Показано је да осовина IL-33/ST2 подстиче метастазирање карцинома 

јајника и желуца тако што индукује абератну активацију киназа ERK и JNK и на тај 

начин стимулише секрецију молекула, MMP-3 и IL-6, одговорних за инвазију и 

миграцију туморских ћелија (388,456). То што важи за раст примарног тумора, тако и за 

метастазирање важи да брзу и неконтролисану пролиферацију метастатских ћелија у 

удаљеним органима одликује већа потреба за ATP што захтева повећано преузимање 

глукозе. Претпоставља се да IL-33 функционише као ефикасан регулатор метаболизма 

тумора тако што повећава експресију мембранског транспортера глукозе (енгл. Glucose 

Transporter 1, GLUT1) у ћелијама неситноћелијског карцинома плућа и на тај начин 

повећава преузимање глукозе и гликолизу што коначно фацилитира прогресију тумора 

(384). Јасно је да IL-33 на различите начине може да утиче на успешност метастазирања 

тумора. 

 

5.2. Евалуација експресије IL-33 и рецептора ST2 у меланому 

 

Малигне ћелије живе у комплексном микроокружењу чији конституенти су 

бројне ћелије домаћина, познате под именом ћелије туморске строме (457). У туморској 

микросредини, малигне ћелије често дају различитим ћелијама строме па и ћелијама 

имунског система ″инструкције″ како да им пруже неопходну подршку у расту и 

метастазирању (458). Цитокини су централни гласници ових ћелијских интеракција у 

туморском микроокружењу (459). IL-33 је у малигномима познат по различитим 

функцијама, а уз то, критичан је за функционисање бројних ћелија имунског система у 

туморској микросредини (460). Стога је у актуелној студији анализирана експресија IL-

33 и његовог функционалног рецептора, ST2, у примарним и у метастатским лезијама 

мишјег меланома. 

 

5.2.1. Интраперитонеална примена IL-33 повећава експресију рецептора ST2 у 

метастатским лезијама мишева, док у примарном тумору индукује повећану 

експресију IL-33   

  

Резултати неких истраживања имплицирају да се експресија IL-33 и ST2 

динамично мења током транзиције из преканцерске у канцерску лезију и да је значајно 

већа у односу на здраво ткиво у колоректалној регији (381). Налаз повећане експресије 
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IL-33 и ST2 у туморским ћелијама и ћелијама строме, указује на мешовити ћелијски 

извор IL-33 и ST2 у туморском микроокружењу који заузима значајно место у 

прогресији колоректалног карцинома (381,461). Блокада овог сигналног пута укида 

протуморску активност IL-33. Протуморска улога IL-33 потврђена је in vivo у моделу 

тумора са прекомерном експресијом IL-33 или након третмана са IL-33, а која се огледа 

у рапидном расту и метастазирању колоректалног карцинома (461). 
 

Резултати ранијег истраживања сугеришу да делеција гена за рецептор ST2 за 

последицу има појачање антитуморског имунског одговора и последично супресију 

раста и метастазирања мишјег карцинома дојке (397). У овој студији регистровано је да 

IL-33 значајно подстиче експресију iRNK за молекул ST2 у ћелијама B16-F1 in vitro 

(Графикон 9), што указује на могуће директно дејство IL-33 на туморске ћелије. Fang и  

сарадници су регистровали да ћелијски третман IL-33 индукује повећану експресију 

ST2 у ћелијама колоректалног карцинома (461), што је сагласно са налазом ове студије. 

Један од директних ефеката IL-33 на туморске ћелија је активација матичног фенотипа 

у ћелијама колоректалног карцинома што је резултат повећане експресије гена, 

NANOG, NOTCH3 и OCT3/4, и овај ефекат се темељи на сигналној каскади која је 

покренута са рецептора ST2 (461). У литератури постоје и саопштење да третман IL-33 

подстиче миграцију и инвазију ћелија карцинома плућа тако што повећава експресију 

ензима MMP-2 и MMP-9, и овај ефекат опет зависи од експресије рецептора ST2 (462). 

У другом моделу, показано још једно директно дејство IL-33 на ћелије карцинома дојке 

које исказују ST2, а огледа се у њиховој повећаној пролиферацији и формирању 

колонија што је резултат фосфорилације MAP3K8 услед активације сигналног пута IL-

33/ST2 (377). 
 

Туморска микросредина игра значајну улогу контролног система за 

пролиферацију, локалну инвазију и метастазирање туморских ћелија (463). IL-33, као 

важан регулатор у овој средини, обавља протуморске и ређе антитуморске функције, а 

што изгледа да зависи од природе туморског микроокружења (451). Наиме, IL-33 

остварује своје претходно наведене ефекте у тумору тако што активира различите 

имунске ћелије које експримирају ST2, као и неимунске ћелије, укључујући туморске и 

ћелије строме, које све заједно представљају циљане ћелије, а такође учествује и у 

ремоделовању туморске микросредине (464). У актуелној студији је у плућима мишева 

који су третирани IL-33 уочена повећана експресија протеина ST2 у метастатским 

жариштима, а поред тога и пораст броја имунских ћелија који експримирају ST2 

(Графикон 10; Слика 2). Додатно, код ових мишева забележена је повећана 

заступљеност леукоцита који исказују IL-33 (Графикон 11Б; Слика 3). Сличан је и налаз 

друге студије који упућује на то да је у туморским лезијама ниво експресије ST2, али не 

и IL-33, већи код пацијената у узнапредованом стадијуму колоректалног карцинома 

него код оних у раном стадијуму болести (381). Интравенска апликација IL-33 

резултује повећањем инфилтрације ST2
+
 регулаторних T лифоцита у туморском ткиву 

што подстиче раст мишјег колоректалног карцинома (465). IL-33, пореклом из тумора, 

регрутује CD11b
+
GR1

+
 и CD11b

+
F4/80

+
 мијелоидне ћелије које учествују у 

ремоделовању туморске микросредине тако што подстичу ослобађање хемокина, а 

активацијом ендотелних ћелија стимулишу туморску ангиогенезу (401). Дакле, 

туморске ћелије помоћу IL-33 утичу и на функционисање бројних ST2
+
 имунских 

ћелија, укључујући тумор-асоциране макрофаге (451). 
 

Резултати ранијег истраживања указују да IL-33 подстиче снажан имунски 

одговор која се темељи на ангажовању оних ћелија које су најефикасније у борби 

против тумора, а то су цитотоксички CD8
+
 T лимфоцити, Th1 лимфоцити, NK ћелије и 

γδT лимфоцити (359,466,467). Saranchova и сарадници сугеришу на значајну улогу IL-
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33 у имунском надзору против примарног тумора, а коју губи током метастатске 

транзиције када тумор развије механизме да избегне имунски надзор (414). У прилог 

овој претпоставци је налаз повећане заступљености туморских ћелија које екримирају 

IL-33 у примарном меланому мишева третираних IL-33 (Графикон 11А; Слика 3), што 

корелира са регресијом раста тумора. Сматра се да је смањење експресије IL-33 у 

туморском ткиву повезано са смањеном имуногеношћу туморских ћелија, док 

истовремено повећање експресије IL-33 у туморској строми доприноси прогресији 

тумора услед мобилизације регулаторних Т лимфоцита и MDSCs чиме се креира 

имуносупресивна микросредина (309) Добијени налаз повећане заступљености ST2
+
 и 

IL-33
+
 имунских ћелија у плућима мишева са меланомом који су третирани IL-33, 

сугерише на то да IL-33 остварује своју прометастатску активност вероватно 

модулацијом антитуморског имунског одговора. 

 

5.2.2. Повећана концентрација IL-33 је детектована у серуму пацијената у 

узнапредованом стадијуму меланома 
 

 

У бројним истраживањима документована је повећана концентрација IL-33 у 

серуму оболелих од различитих врста тумора укључујући карцином желуца и дојке, као 

и карцином главе и врата (373,375,376). Код пацијената у узнапредованом стадијуму 

карцинома желуца, забележен пораст концентрације IL-33 у серуму је у корелацији са 

прогресијом болести и са смањеним преживљавањем оболелих из чега проистиче 

закључак да је IL-33 лош прогностички маркер (373). Регистровано је да је 

концентрација IL-33 чак двоструко већа у серуму пацијенткиња оболелих од карцинома 

дојке него код пацијената са хетерогеном групом неканцерских лезија означених 

једним именом бенигна обољења дојке (376). Серумска концентрација IL-33 такође је 

удружена са лошом прогнозом код оболелих од сквамоцелуларног карцинома језика са 

позитивним ивицама ресекције тумора и метастазама у регионалним лимфним 

жлездама (375).  
 

Да би се утврдила релевантност добијеног ефекта испитиваног цитокина у 

мишјем моделу меланома, у актуелној студији анализирана је и концентрација IL-33 у 

серуму оболелих од меланома. Код пацијената у III стадијуму, а кога карактеришу 

регионалне лимфне метастазе, примећен је драстичан пораст концентрације IL-33 у 

поређењу са пацијентима у I стадијуму без метастаза, као и са здравом контролном 

групом (Графикон 12). У литератури нема података који би потврдили или негирали 

налаз ове студије. Подаци о експресији IL-33 и ST2 у туморском ткиву оболелих од 

меланома такође су оскудни и и своде се само на пар студија. Наиме, детектовано је да 

две варијанте меланома хуманог порекла, A375 и MUM-2B, експримирају ST2 што 

имплицира на директан утицај IL-33 на сам меланом независно од његових ефеката на 

антитуморски имунски одговор (393). Примећено је да IL-33, након ангажовања ST2 

рецептора, покреће сигнални пут који укључује активацију киназа ERK1 и ERK2 што за 

последицу има повећану експресију MMP-2 и MMP-9 у туморскима ћелијама и 

последично њихову миграцију и инвазију in vitro (393). Уз то, сматра се да MMP-2 и 

MMP-9 имају важан удео у процесу васкуларне мимикрије тако што омогућују 

повећано стварање мреже тубула (81). Стога, претпоставља се да је осовина IL-33/ST2 

укључена у регулацију васкуларне мимикрије тако што фосфорилацијом киназа ERK1 

и ERK2 индукује појачану продукцију MMP-2 и MMP-9 и следствено повећано 

формирање тубула у меланому људи (393). Будући да мрежа судова, настала процесом 

васкуларне мимикрије, активно учествује у снабдевању тумора хранљивим материјама 

и тиме компензује евентуално недовољну густину крвних судова, сматра се да IL-33 на 
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овај начин појачава агресивни потенцијал меланома (393). Међутим, Peng и сарадници 

показали су да експресија IL-33 у ткиву примарног меланома нема прогностички 

значај, док повећана експресија IL-33 у метастатким лезијама је повезана са бољим 

преживљавањем оболелих од меланома (468). Уз то, аутори сугеришу на значај IL-33 у 

стимулацији активности антимеланомског имунитета (468).  
 

Добијени налаз ове студије упућује на то да пораст концентрације IL-33 у 

серуму оболелих од меланома корелира са регионалним метастазирањем из чега се 

може закључити да IL-33 игра значајну улогу у прогресији меланома. Даљим 

испитивањима на истом животињском моделу покушано је да се утврде могући разлози 

експанзије хематогених метастаза након системске примене IL-33. 

 

5.3. Имуномодулаторни ефекти IL-33 у одбрани од метастатског меланома 

 

Комплексност туморске микросредине, која између осталог се огледа у 

различитом саставу ћелија имунског система, једна је од кључних детерминанти 

судбине тумора, па стога од суштинског значаја је да се ојача ћелијски имунитет и 

истовремено минимизира или ослаби функција имуносупресивних ћелија. 

Претпоставља се да је IL-33 битан чинилац у обликовању имунског одговора у 

туморској микросредини тако што активира бројне имунске ћелије које исказују 

рецептор ST2 (451). Молекули који се регрутују низводно у осовини IL-33/ST2 су 

највероватније одговорни за природу имунског одговора који или сузбија или подстиче 

прогресију тумора (323,469). IL-33, на ST2-зависан и ST2-независан начин, утиче на 

бројне ћелије урођене имуности, укључујући еозинофиле, макрофаге, NK ћелије, 

дендритске ћелије, мијелоидне супресорске ћелије, као и ћелије стечене имуности, а то 

су пре свега CD8
+
 и CD4

+
  T лифоцити, и регулаторни Т лимфоцити (451).   

 

5.3.1.  IL-33 активира ефекторске механизме антитуморске урођене имуности 

 

Ћелије урођене имуности су изузетно ″пластичне″ односно могу да стекну и 

про- и/или анти-туморску активност у зависности од међућелијских иинтеракција и 

солубилних фактора који су присутни у туморском микроокружењу (141,144). 

Функционалну пластичност неутрофила у тумору потврђују бројна истраживања која 

региструју њихову протуморску активност (470,471), док неке друге студије 

саопштавају супротан налаз где неутрофили функционишу као туморицидне 

ефекторске ћелије које могу активно да убију туморске ћелије (472,473). Dissemond и 

сарадници указују на директу антитуморску активност неутрофила у меланому хуманог 

порекла, а која је последица оксидативног оштећења туморских ћелија изазваног 

ослобађањем слободних кисеоничних радикала из неутрофила и то посредством 

цитокина (436). Уз то, еозинофили играју значајну улогу у антитуморском имунском 

одговору, а уочено је и да су тумор-инфилтришући еозинофили повезани са регресијом 

тумора у моделу мишјег меланома (157,160). Поред тога, повећан број еозинофила у 

крви пацијената са узнапредованим меланомом корелира са добрим терапијским 

одговором на ipilimumab који блокира CTLA-4 (474,475). 
 

Познато је да су неутрофили и еозинофили циљне ћелије деловања IL-33. Наиме, 

током пнеумоније изазване Gram-негативном бактеријом Klebsiella pneumoniae, IL-33 

побољшава локални имунитет тако што, поред моноцита, повећава и инфлукс 

неутрофила у плућа (476). Интраназална и интраперитонеална апликација IL-33, као и 

трансгена експресија IL-33 у плућима, удружени су са еозинофилном инфламацијом и 

хиперреактивношћу дисајних путева (477,478). Такође, показано је да еозинофили 
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играју важну улогу у ефикасном имунском одговору против меланома (161). Резултати 

актуелног истраживања указују да IL-33 смањује процентуалну заступљеност 

CD11b
+
Ly6G

+
 неутрофила у плућима независно од присуства меланома, али значајно не 

мења њихов апсолутан број (Графикон 13). Међутим, IL-33 је индуковао изражену 

акумулацију Siglec-F
+
CD11b

+
 еозинофила у плућима, нарочито у групи мишева са 

меланомом (Графикон 14). Мада је проценат еозинофила који продукују TNF-α смањен 

у плућима мишева који су третирани IL-33, ипак се уочава да је апсолутни број оваквих 

еозинофила драстично повећан у групи мишева са метастатским меланомом (Графикон 

15А,Б; Слика 4А). Поред наведеног, IL-33 смањује проценат еозинофила који 

експримирају IL-10 независно од присуства тумора, али значајно не утиче на њихов 

апсолутни број (Графикон 15В,Г; Слика 4Б). На основу налаза експанзивног раста 

метастаза B16-F1 варијанте мишјег меланома у групи мишева који су третирани IL-33, 

очигледно је да забележен пораст инфлукса еозинофила са антитуморским фенотипом 

у плућима индукован IL-33 није пресудан и не утиче на раст метастаза код ових 

мишева. Међутим, резултати другог истраживања указују да IL-33 стимулише 

регрутовање еозинофила што резултује смањењем како раста примарног мишјег 

меланома, тако и плућних метастаза (161). Познато је да IL-33 индукује дегранулацију 

и покреће мобилизацију еозионофила у плућима (479,480). Уз то, IL-33 може да 

регрутује популацију ћелија урођене имуности која продукује IL-5 у плућа што за 

последицу има повећани инфлукс еозинофила који супримирају метастазирање мишјег 

меланома (160). С обзиром на чињеницу да се еозинофили често мобилишу у одговору 

на некрозу тумора, спекулише се и да је IL-33 ″сигнал опасности″ ослобођен из мртвих 

туморских ћелија и функционише као природни алармин што га чини битним 

медијатором ране запаљенске реакције (153,481), нарочито у примарном тумору.  
 

Генерално, NK ћелије слабо инфилтришу примарни меланом коже и углавном се 

акумулирају у подручју око тумора, међутим, током регресије, примећено је да ове 

ћелије инфилтришу и само туморско ткиво (482,483,484). Активиране тумор-

инфилтришуће NK ћелије могу индиректно да регулишу тумор-специфични имунски 

одговор тако што утичу на регрутовање и сазревање ћелија које презентују антиген, за 

које је добро познато да су критичне у оптималној активацији снажних механизама 

стечене имуности (124). Мада је активација NK ћелија строго контролисана 

равнотежом између сигнала покренутих са активационих и инхибиционих рецептора, 

бројни цитокини такође регулишу функцију ових ћелија: IL-15 је неопходан за 

преживљавање и функцију NK ћелија; IL-12 је кључан за покретање производње 

цитокина укључујући IFN-γ у NK ћелијама; IL-18 је важан за активацију NK ћелија и 

продукцију IFN-γ која је индукована IL-12 (485). Међутим, регулација функције NK 

ћелија у туморској микросредини није још увек у потпуности разјашњена. Подаци из 

литературе сугеришу на то да IL-33 може или да подстакне или да супримира 

антитуморску активност NK ћелија (161,397,398,440,441). У метастатском моделу  

мишјег  B16 варијетета меланома и Lewis-овог карцинома плућа, трансгена експресија 

IL-33 у ткиву домаћина је подстакла регрутовање цитотоксичких NK ћелија у плућа 

што следствено инхибира формирање метастаза код ових врста тумора (441). Осим што 

повећава туморицидни капацитет NK ћелија, документовано је да IL-33 у NK ћелијама 

индукује фосфорилацију транскрипционог фактора NF-κB што резултује њиховом 

оптималном активацијом (441). Ектопична и повећана експресија IL-33 у мишјим 

туморским ћелијама B16 варијета меланома и 4T1 карцинома дојке индукује повећан 

инфлукс NK ћелија у туморско ткиво, као и повећану продукцију IFN-γ у овим 

ћелијама (440). Овакав налаз несумњиво упућује на снажан антитуморски ефекат IL-33 

који се огледа у ефикасној инхибицији туморског раста и метастазирања (440). 

Повећана заступљеност CD107a
+
IFN-γ

+
 NK ћелија са туморицидним фенотипом у 
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слезини и туморском ткиву код мишева којима је субкутано трансплантиран B16-F10 

варијетет меланома сугерише на локалну и системску активацију NK ћелија након 

третмана са IL-33 (161). IL-33 ефикасно инхибира успостављање плућних метастаза у 

моделу мишјег карцинома дојке тако што стимулише продукцију TNF-α у 

макрофагима. Ова стимулисана продукција TNF-α за последицу има повећану 

експресију рецептора ST2 на NK ћелијама што је кључно за њихову активацију (419). 

Супротно овим саопштењима, у ранијим истраживањима је уочено да сигнални пут IL-

33/ST2 омета активацију NK ћелија у мишјем карциному дојке. Делеција гена за 

молекул ST2 за последицу има повећану експресију IFN-γ у NK ћелијама, као и повећан 

проценат активираних, цитотоксичких NK ћелија са бржим самообнављањем (397). С 

друге стране, системска апликација IL-33 редукује активацију и цитотоксичност NK 

ћелија и последично подстиче прогресију тумора (398), што имплицира штетну улогу 

IL-33 у антитуморском имунском одговору посредованом NK ћелијама.  
 

У актуелној студији је регистровано да IL-33 битно не утиче на инфлукс NK 

ћелија у плућни паренхим мишева са метастатским меланомом (Графикон 16). У истој 

групи мишева, IL-33 не мења процентуалну заступљеност PD-1
+
Nkp46

+
CD3

- 
и CTLA-

4
+
Nkp46

+
CD3

- 
 NK ћелија, али значајно смањује проценат NK ћелија које експримирају 

KLRG-1 (Графикон 17, слика 5). Молекул KLRG-1 је инхибициони рецептор NK ћелија 

и ефекторских CD8
+
 Т лимфоцита (486) и укључен је у слабљењу антитуморског 

имунитета у туморској микросредини који се темељи на меморијским Т лифоцитима са 

антигенским искуством и способошћу да брже реагују на туморске антигене (487). 

KLRG-1 је маркер зрелих NK ћелија за које је карактеристично спорије самообављање 

и слаб пролиферативни потенцијал у одговору на IL-15 (488). У овој студији уочено је 

и да IL-33 значајно повећава процентуалну заступљеност NK ћелија које исказују IFN-γ 

(Графикон 17, Слика 6). Мада постоје бројна саопштења о антитуморским ефектима 

IFN-γ, нека истраживања спекулишу да IFN-γ може да супримира активацију CD8
+
Т 

лимфоцита тако што индукује повећану експресију PD-L1 на малигним меланоцитима 

и истовремено смањује експресију меланома- асоцираних антигена (489,490). Наиме, 

Furuta и сарадници су регистровали да ћелије меланома, након стимулације IFN-γ, 

исказују PD-L1 и супресивни фактор CD271, што све заједно супримира активацију 

тумор-специфичних цитотоксичких Т лимфоцита (489). IFN-γ такође је укључен у 

модулацију активности активираних CD8
+
 T лифоцита на тај начин што директно може 

да изазове њихову ћелијску смрт (491). Забележена повећана експресија  PD-1 на CD8
+
 

T лимфоцитима након третмана IL-33, сугерише на то да IL-33, стимулацијом 

продукције IFN-γ у NK ћелијама, повећава експресију PD-L1 на ћелијама меланома што 

коначно резултује супресијом цитотоксичности CD8
+
 T лимфоцита. Уз то, смањена 

експресија KLRG-1 је у обрнутој корелацији са продукцијом IFN-γ у NK ћелијама (492), 

што је сагаласно са налазом актуелне студије.  
 

На основу добијених резултата може се констатовати да упркос стимулацији 

урођене имуности посредоване NK ћелијама у мишјем меланому, IL-33 остварује 

прометастатски ефекат и он се огледа у експанзивном расту метастатских колонија. 

 

5.3.2. IL-33 смањује туморицидну активност цитотоксичких CD8
+
Т лимфоцита и 

на тај начин ″пригушује″ антитуморску стечену имуност  
 

Неспецифични механизми урођене имуности су критични не само у сузбијању и 

контроли ране фазе развоја меланома, већ и у развоју снажног стеченог имунитета који 

обезбеђује дуготрајни и тумор-специфични имунски надзор (124). Сматра  се да су 

дендритске ћелије условно речено заповедници војске имунског система. Међу 
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професионалним ћелијама које презентују антиген,  дендритске ћелије су најефикасније 

у активацији цитотоксичких Т лимфоцита који, у стеченом имунском одговору, 

функционишу као ″командоси″ за специјалне операције против вирусне инфекције и 

малигнома (124). 
 

У ранијим истраживањима документовано је да IL-33 подстиче матурацију 

дендритских ћелија и усмерава диференцијацију наивних Тh0 у Тh1 лимфоците (493). 

Због своје способности да појача функционалност дендритских ћелија претпоставља се 

да IL-33 може да послужи и као имуноадјувант у терапији тумора. Наиме, IL-33 

активира адаптерски протеин MyD88 у сигналној каскади унутар дендритских ћелија и 

на тај начин на њима повећава експресију костимулаторних молекула CD80, CD86 и 

CD40, као и CD205 који, осим што је рецептор за препознавање умирућих ћелија, 

учествује и у унакрсној презентацији антигена. Коначан резултат поменутог деловања 

IL-33 на дендритске ћелије је појачана цитотоксичност CD8
+
T лимфоцита и NK ћелија 

и следставена регресија раста мишјег карцинома дојке (493). Показано је да у току 

алергијске инфламације, IL-33 индукује како мобилизацију тако и активацију 

дендритских ћелија у плућима (494). У овој студији забележено је да IL-33 значајно 

смањује проценат CD11c
+
CD11b

+
 дендритских ћелија, али не мења њихов апсолутан 

број у плућима мишева после убризгавања метастатских ћелија (Графикон 18). 

Анализом њиховог активационог статуса уочено је да IL-33 битно повећава проценат и 

апсолутан број дендритских ћелија које исказују MHC молекуле II класе пре 

убризгавања туморских ћелија, међутим, после убризгавања туморских ћелија оваква 

разлика се губи (Графикон 19). Додатно, регистровано је да IL-33 не утиче на 

експресију костимулационог молекула CD80 на дендритским ћелијама ни пре ни после 

убризгавања B16-F1 ћелија (Графикон 20). Друга истраживања документују да IL-33, 

системски примењен, ″лиценцира″ активацију и појачану унакрсну презентацију 

дендритских ћелија што резултира развојем потентних антилеукемијских CD8
+
 T 

лимфоцита (495). Уз то, на моделу мишјег EG7 лимфома и B16 варијанте меланома 

забележено је да IL-33 активира мијелоидне дендритске ћелије у туморској 

микросредини и у њима повећава унакрсну презентацију антигена, што коначно 

резултује обнављањем и поправком антитуморске активности Т лифоцита зависне од 

молекула ST2, MyD88 и STAT1 (452). На основу резултата може се закључити да 

експанзиван раст метастаза у плућима мишева након третамана IL-33 регистрован у 

овој студији није условљен разликом ни у укупном броју, нити у активационом статусу 

дендритских ћелија током антимеланомског имунског одговора. 
 

Подаци из литературе указују на то да цитотоксички CD8
+
 T лимфоцити су 

кључни егзекутори у имунском надзору пацијената са меланомом (124,496). У складу 

са тим, примећено је да изражена инфилтрација CD8
+
 T лимфоцита у туморском ткиву 

повезанa је са бољим преживљавањем оболелих од меланома (497), међутим, ова 

дифузна инфилтрација CD8
+
 T лимфоцита у туморској микросредини детектована је у 

мање од 10% метастатског  меланома (497). Рецептор ST2 првобитно је идентификован 

на Th2 лимфоцитима (498), а касније и на површини других активираних ћелија 

укључујући Th1 и CD8
+
 T лимфоците (499). Експресија ST2 рецептора детектована је на 

ефекторским цитотокичким CD8
+
 T и поларизованим Tc1 лимфоцитима (359). Наиме, 

повећана експресија молекула ST2 углавном зависи од молекула T-bet, главног 

регулатора транскрипције који доприноси развоју Th1 и Tc1 лимфоцита (500). У 

литератури има саопштења да IL-33 побољшава ефикасност CD8
+
 T лимфоцита тако 

што појачава њихове ефекторске функције, што имплицира да је IL-33 важан 

ефекторски цитокин и потенцијално може да се користи у имунотерапији тумора 

укључујући и меланом (359,440). Добро је познато да су цитотоксички CD8
+
 T 
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лимфоцити главни егзекутори туморских ћелија тако што их првенствено директно 

убијају помоћу перфорина, гранзима и рецептора смрти или индиректно, секрецијом 

цитокина IFN-γ и TNF, учествују у регулацији антитуморског имунског одговора (501). 

Претходна истраживања показују да IL-33 појачава цитотоксичку активност CD8
+
 T 

лимфоцита тако што у њима повећава експресију CD107a и гранзима B, као и цитокина 

IFN-γ и TNF-β, а истовремено редукује продукцију IL-10 (502). Међутим, резултати ове 

студије указују да IL-33 изазива упадљиво смањен туморицидни капацитет CD8
+
 T 

лимфоцита изолованих из плућа мишева са метастатским меланомом (Графикон 21А). 

Наиме, цитолитичка активност CD8
+
 T лимфоцита код мишева са успостављеним 

плућним метастазама значајно опада услед третмана са IL-33 (Графикон 21Б). Анализа 

података добијених проточном цитометријом, показује да IL-33 битно повећава 

апсолутан број мононуклеарних леукоцита и истовремено снижава проценат CD8
+
 T 

лимфоцита у плућима мишева без меленома, међутим, ове разлике се губе након 

интравенског убризгавања B16-F1 ћелија (Графикон 22). Важно је истаћи да је IL-33 у 

метастатском меланому с једне стране значајно смањио удео CD8
+
 T лимфоцита који 

продукују TNF-α и IFN-γ (Графикон 23; Слика 7), док с друге стране индуковао је 

експанзију CD8
+
T лимфоцитима који продукују IL-10 (Графикон 24; Слика 7), што 

указује на њихов нецитотоксички или Tc2 фенотип (503). Узимајући у обзир његову 

имуносупресивну улогу претпоставља се да IL-10 је једна од главних препрека у 

цитолитичкој активности CD8
+
 T лимфоцита (504). Противно налазу ове студије, Gao и 

сарадници су показали да IL-33 стимулише фосфорилацију NF-κB и тако подстиче 

активацију и туморицидну активност CD8
+
 T лимфоцита, као и њихову инфилтрацију 

плућног паренхима. Ово све за резултат има смањено метастазирање B16 варијанте 

меланома у плућа (441). Антимеланомска активност IL-33 се огледа и у његовој 

способности да у CD8
+
 T лимфоцитима повећа производњу ефекторских молекула IFN-

γ и перфорина (440). Документовано је и да IL-33, синергистички са IL-12, индукује 

ослобађање IFN-γ из Tc1 лимфоцита (359).  
 

Међу главним ″кривцима″ за дисфункцију лимфоцита који инфилтришу 

туморску микросредину издвајају се неадекватна костимулација и појачана експресија 

инхибиционих молекула, нарочито на цитотоксичким Т лимфоцитима (505). Један од 

важних начина којим туморске ћелије избегавају имунски надзор и индукују имунску 

толеранцију је тако што на површини активираних CD8
+
 Т лимфоцита стимулишу 

експресију бројних инхибиционих молекула, као што су PD-1 и CTLA-4 (505). У 

туморској микросредини ангажовање ових рецептора, који представљају контролне 

тачке или ″прекидаче″ имунског одговора, за последицу има исцрпљивање и слабљење 

ефекторских функција CD8
+
 Т лимфоцита. Документовано је да меланом такође 

супримира активацију Т лимфоцита тако што стимулише експресију молекула PD-L1 

(124,295,506) и да прекомерна експресија PD-1 на Т лифоцитима које су континуирано 

изложени туморским антигенима узрокује њихову анергију (250). Другим речима, 

показано је да је дуготрајно и перманентно излагање антигену временом за последицу 

има дисфункцију и исцрпљеност CD8
+
 лимфоцита тако да, упркос израженој 

имуногености меланома, цитотоксички Т лимфоцити не успевају да сузбију раст 

тумора. Са функционалне тачке гледишта, овакви Т лимфоцити који исказују 

инхибиционе рецепторе губе своје ефекторске функције, на пример цитотоксичност, и 

тако условно речено постају исцрпљене и истрошене ћелије (507). Самим тим, 

очекујуће је да терапијска примена анти-PD-1 и анти-CTLA-4 антитела значајнo 

побољшава исход болести код различитих врста малигнома, нарочито меланома (508). 

Наиме, блокадом ових инхибиционих молекула, уз помоћ специфичних антитела, Т 

лимфоцити се рективирају а и побољшавају своју функцију, што коначно резултује 

поправком и/или јачањем механизама антитуморске имуности (505). Уз то, експресија 
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гена повезана са сигнализацијом која укључује IFN-γ је регистрована код пацијената 

који добро реагују на терапију анти- PD-1 антителом (509).  
 

Мада у оквиру популације CD8
+
 T лимфоцита, IL-33, примењен системски, 

узроковао је значајан пораст експресије маркера ране активације, CD69 у мишева са 

метастатским  меланомом (Графикон 25А), међутим, IL-33 је истовремено повећавао и 

процентуални удео ″истрошених″ односно мање ефикасних PD-1
+
CD8

+
 Т лимфоцита, и 

пре и после убризгавања туморских ћелија (Графикон 25Б; Слика 8A). Анализом 

односа инхибиционог наспрам активационог рецептора, откривено је да IL-33 битно 

повећао однос PD-1/CD69 на CD8
+
 Т лимфоцитима (Графикон 26), што сугерише на 

″исцрпљеност″ и дисфункционалност оваквих ефекторских Т лимфоцита. Додатно, 

примећено је да IL-33 повећава проценат CD8
+
 Т лимфоцита који исказују 

инхибициони рецептор CTLA-4 (Графикон 27; Слика 8). У неким истраживањима 

забележено је да је IL-33 значајно побољшао ефикасност блокаде PD-1, а огледа се у 

потпуној регресији акутне мијелоидне леукемије у половини третираних мишева. 

Добијени налаз сугеришe на то да би овај нови комбиновани приступ могао значајно да 

допринесе прекиду толеранције Т лимфоцита на тумор и следствено да побољша 

ефикасност имунотерапије леукемије (495). Chen и сарадници такође спекулишу да 

IL33, пореклом из тумора, је критичан за антитуморску ефикасност блокаде 

контролних  тачака имунског одговора, и то тако што индукује јак имунски одговор у 

коме су главни ″оперативци″ CD8
+
 T лимфоцити (510). У истој студији је забележено 

да IL33, трансгено експримиран у ћелијама B16 варијанте меланома, у комбинацији са 

анти-CTLA-4 и анти-PD-1 антителима, додатно побољшава преживљавање мишева са 

трансплантираним меланомом (510). Резултати актуелног истраживања указују на 

значајан пораст KLRG-1
+
CD8

+
 T лимфоцита у обе групе мишева који су третирани IL-

33, и пре и после убризгавања метастатских ћелија (Графикон 27; Слика 8). Примећено 

је да инхибициони молекул KLRG-1, експримиран на меморијским Т лимфоцитима, 

ограничава њихов пролиферативни потенцијал и на тај начин омета антитуморски 

имунски одговор (487). Уз то, цитотоксички Т лимфоцити, који експримирају молекул 

KLRG-1, одликују се ослабљеним ефекторским функцијама, а што је последица 

смањене продукције IFN-γ, TNF-α и гранзима B у оваквим лимфоцитима (487). На 

моделу примарног мишјег меланома варијанте B16-F10 показано је да истовремена 

примена анти-PD-1 и анти-KLRG-1 антитела синергистички остварује бољи ефекат у 

регресији раста тумора него појединачна блокада молекула PD-1 (511). На основу 

добијених резултата ове студије може се констатовати да IL-33, остварује свој 

прометастатски ефекат, тако што нарушава функционални капацитет имунског система 

у борби против меланома првенствено стеченог имунског одговора и то тако што 

индукује измене у функционалном статусу и туморицидном потенцијалу CD8
+
 Т 

лимфоцита у плућима, што коначно резултује експанзивним растом хематогених 

метастаза. 
 

Да би избегле сопствену елиминацију, туморске ћелије су еволуирале при чему, 

између осталог смањивањем своје имуногености, стекле су способност да игноришу 

имунски надзор. Tај њихов смањен потенцијал да упозоре тумор-специфичне 

механизме имуности, фенотипски се често манифестује смањеном експресијом неких 

од компоненти машинерије за обраду и презентацију антигена у туморским ћелијама, 

као што су MHC молекули I класе. Saranchova и сарадници спекулишу на нови 

механизам избегавања имунског система усмереног према туморским антигенима 

(414). Наиме, аутори су приметили да метастатске ћелије одликују смањена експресија 

IL-33 и активност машинерије за обраду и презентацију антигена у поређењу са 

ћелијама сингеног примарног тумора. Изгледа да ово истовремено смањење експресије 
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IL-33 и активности машинерије за обраду и презентацију антигена које се одиграва 

током прогресије примарног тумора у метастатску форму, представља нови покушај 

метастатског тумора да постане ″невидљив″ за имунски систем (414). У прилог томе 

говори и налаз да поновна имплементација IL-33 у метастатске ћелије за последицу има 

повећану експресију молекула укључених у обраду и презентацију туморских антигена, 

TAP-1 и MHC молекула I класе, што следствено повећава препознавање туморских 

антигена помоћу цитотоксичких Т лимфоцита (414). Међутим, у овој студији је 

показано да IL-33, поред супресивног ефекта на CD8
+
Т лимфоците, истовремено 

смањује експресију iRNK за MHC молекуле I класе и TAP-1 у B16-F1 ћелијама 

(Графикон 28) и на тај начин смањује имуногеност малигних меланоцита, због чега 

овакве туморске ћелије постају резистентне на препознавање и деструкцију 

посредовану цитотоксичким Т лимфоцитима. Коначан исход свега наведеног је 

избегавање антимеланомског имунског одговора и напредовање метастатске болести. 

 

5.4. IL-33 креира имуносупресивно микроокружење у плућима  
 

Резултати бројних истраживања указују на то да ћелије имунског система које 

инфилтришу тумор, укључујући Th1 и CD8
+
 Т лимфоците, су у стању ареактивности 

(512,513). Један од главних разлога оваквог стања и очигледног неуспеха антитуморске 

имуности су активни локални механизми имуносупресије и одсуство адекватних 

имуностимулативних сигнала у туморској микросредини (440). MDSCs и регулаторни 

Т лимфоцити су главне карике имуносупресивне мреже формиране у туморској 

микросредини која активно доприноси слабљењу антитуморског имунског одговора и 

следствено избегавању имунског надзора (514,515). Доказано је да тумор мобилише 

имуносупресивне ћелије и да је ова мобилизација у великој мери под контролом 

паракриних сигнала, где малигне ћелије секретују широк репертоар цитокина, као што 

су CCL2, CCL5, CXCL1, GM-CSF, IL-1β, IL-4 и IL-13, којима селективно привлаче ове 

имунске ћелије у потку тумора (516,517,518,519). Тако, на моделу карцинома панкреаса 

показано је да GM-CSF, пореклом из туморских ћелија, стимулише инфилтрацију 

хетерогене популације CD11b
+
Gr1

+
 мијелоидних ћелија (520). Присуство MDSCs је 

детектовано код бројних врста тумора мишјег и хуманог порекла и доводи се у тесну 

везу са прогресијом болести (521). MDSCs које инфилтришу тумор обављају бројне 

имуносупресивне функције и на тај начин успешно доприносе успостављању и 

одржавању имунске толеранције у туморском микроокружењу. Имуносупресија 

MDSCs је углавном антиген-специфична и зависна је од директног међућелијског 

контакта. Генерално, MDSCs своју имуносупресивну активност у тумору остварују на 

више начина: секрецијом имуносупресивних цитокина (TGF-β и IL-10) и активацијом 

регулаторних Т лимфоцита, производњом азот моноксида и слободних кисеоничних 

радикала MDSCs ометају активацију Т лимфоцита, елиминацијом кључних 

нутритивних фактора (L-аргинина, L-триптофана и L-цистеина) ограничавају 

пролиферацију Т лимфоцита, регулацијом експресије ADAM17, MDSCs ремете хоминг 

CD8
+
 Т лимфоцита у туморску микросредину (521).  

 

У литератури постоје бројна саопштења о улози IL-33 на акумулацију и 

функционисање MDSCs током генезе и прогресије тумора. Регистровано је да IL-33, 

ослобођен у туморском ткиву, подстиче експанзију, регрутовање и преживљавање 

MDSCs у туморској микросредини мишјег колоректалног карцинома, као и код 

пацијенткиња са карциномом дојке, што је вероватно последица индукције аутокрине 

секреције GM-CSF (401,515). Ранија истраживања указују на то да системска 

апликација IL-33 у 4T1 мишјем карциному дојке повећава интратуморску и системску 

акумулацију CD11b
+
Gr-1

+
 MDSCs који експримирају TGF-β1 и IL-13α1R (398), а чини 
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се да утиче и на диференцијацију ових имуносупресивних ћелија што се огледа у већој 

инциденци моноцитних наспрам гранулоцитних MDSCs (424). У актуелној студији 

забележено је да IL-33, примењен интраперитонеално, повећава процентуалну 

заступљеност CD11b
+
Gr-1

+
 MDSCs у мишјем метастатском меланому (Графикон 29) и 

на тај начин је укључен у креирању имуносупресивне туморске микросредине која 

следствено подстиче раст метастатских колонија у плућима. Осим што утиче на њихову 

акумулацију у одређена места, IL-33 повећава имуносупресивну активност MDSCs тако 

што појачава експресију и активност аргиназе-1 и индукује активацију 

транскрипционих фактора MAPK и NF-κB унутар MDSCs (515,522). Насупрот 

претходним истраживањима, показано је да IL-33 смањује акумулацију MDSCs у 

слезини и туморској микросредини B16 варијанте мишјег меланома (161,424). 

Штавише, документовано је да MDSCs третиране IL-33 имају редуковану 

имуносупресивну активност која се огледа у њиховој смањеној способности да 

инхибирају пролиферацију и продукцију IFN-γ у Т лимфоцитима, као и у ограниченој 

синтези реактивних кисеоничних врста и смањеном капацитету MDSCs да индукују 

диференцијацију и експанзију регулаторних Т лимфоцита (424). Овакви контроверзни 

резултати који сугеришу да IL-33 подстиче или инхибира експанзију и активност 

имуносупресивних MDSCs су вероватно одраз стадијума тумора, а и експерименталног 

модела. 
 

Регулаторни Т лимфоцити су специјализоване супресивне ћелије заступљене 

како у системској циркулацији тако и у свим ткивима. Ове супресивне ћелије су главни 

контролори аутотолеранције и учествују у одржавању имунске хомеостазе. Уз то,  

регулаторни Т лимфоцити спречавају аутоимунску реакцију тако што координирају 

супресију имунске активације на сопствено. Да су ове моћне супресивне ћелије 

свеприсутне у тумору који у основи представља ″измењено сопствено ткиво″, први је 

описао Роберт Норт 1980. године (523,524). У већини солидних тумора укључујући 

меланом, регулаторни Т лимфоцити су детектовани у туморском микроокружењу, а 

примећено је и да акумулација ових ћелија је повезана са лошим преживљавањем 

оболелих (525,526,527). Уз то, смањени однос цитотоксичких наспрам регулаторних Т 

лимфоцита у туморској микросредини корелира са лошом прогнозом код неколико 

врста тумора (250,528,529). Наиме, експанзија регулаторних Т лимфоцита у потки 

тумора за последицу има инхибицију тумор-специфичних ефекторских Т лимфоцита и 

следствено избегавање имунског надзора (525). Ове моћне супресивне ћелије директно 

супримирају ефекторске Т лимфоците, индукују метаболичке поремећаје у Т 

лимфоцитима и модулирају сазревање и функцију дендритских ћелија неопходних за 

активацију тумор-специфичних Т лимфоцита (530). Другим речима, своју 

имуносупресивну улогу регулаторни Т лимфоцити остварују на различите начине: 

директно убијају ефекторске Т лимфоците уз помоћ интаракције Fas-FasL, помоћу 

инхибиционог молекула CTLA-4 супримирају ћелије које презентују антиген, 

продукују инхибиционе цитокине (IL-10, TGF-β и IL-35) и имуносупресивне 

метаболите, појачано троше IL-2 и учествују у разградњи ATP (531,532). Такође се 

сматра да регулаторни Т лимфоцити играју важну улогу у развоју метастаза тако што 

олакшавају дисеминацију туморских ћелија, омогућују избегавање имунског надзора и 

стимулишу успостављање метастатских жаришта (533). Тако, повећана заступљеност 

регулаторних Т лимфоцита је тесно повезана са високим ризиком за развој метастаза 

код многих врста тумора, укључујући тумор коже (533,534,535). Сматра се да 

регулаторни Т лимфоцити у туморској микросредини, а нарочито у метастатским 

нишама активно доприносе прогресији тумора тако што припремају локално ″тло″ у 

циљним органима за раст метастаза односно ″регенерацију тумора на новом месту″, 

док истовремено метастатске ћелије као ″семе″ штите од одбацивања (525). 
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Документовано је да CD4
+
FoxP3

+ 
регулаторни Т лимфоцити у плућима 

експримирају рецептор ST2 (460). IL-33 има директан ефекат на оне регулаторне Т 

лимфоците који исказују ST2 везујући се за свој рецептор  (469). Под утицајем IL-33 

регулаторни Т лимфоцити појачано експримирају канонски транскрипциони Th2 

фактор, GATA-3 и молекул ST2, а и производе цитокине типа 2 (536). IL-33, не само 

што стимулише пролиферацију регулаторних Т лимфоцити, већ подстиче и њихову 

имуносупресивну активност. Наиме, регулаторни Т лимфоцити смањују продукцију 

IFN-γ, уз то, повећавају експресију молекула GATA3 и ST2 (537). Примена IL-33 

убрзава раст тумора и развој метастаза у јетри и плућима у моделу мишјег карцинома 

дојке што је повезано са повећаном акумулацијом MDSCs и регулаторних Т лимфоцита 

у потки тумора (398). Апликација rIL-33 подстиче експанзију ST2
+
 регулаторних Т 

лимфоцита у туморском ткиву и у слезини код CT26 мишјег аденокарцинома 

колоректалне регије (465). Штавише, блокада IL-33 смањује акумулацију регулаторних 

Т лимфоцита у карциному плућа (385). У другој студији је на моделу карцинома плућа 

кога одликује мутација K-ras онкогена забележено да блокадом рецептора IL-33 са 

анти-ST2 антителом редукује се заступљеност регулаторних Т лимфоцита у тумору, 

што у коначном исходу омогућује обнављање и поправку активности NK ћелија и Th1 

лимфоцита, а уз то, појачава се антитуморски имунски одговор посредован CD8
+
 T 

лимфоцитима (538). Додатно, код пацијената у узнапредованом стадијуму карцинома 

главе и врата повећана експресија IL-33 у строми позитивно корелира са 

инфилтрацијом регулаторних Т лимфоцита у туморско ткиво и истовремено IL-33 у 

строми може да послужи као маркер прогресије болести (514). У складу са овим 

налазом, системска апликација IL-33 повећава процентуалну заступљеност CD4
+
FoxP3

+ 

регулаторних Т лимфоцита у групи мишева са метастатским меланомом (Графикон 

31А). Мада не мења процентуалну заступљеност CD3
+
CD4

+
Т лимфоцита у плућима 

(Графикон 30А), IL-33 значајно је повећао експресију IL-10 на помагачким CD4
+
Т 

лимфоцитима (Графикон 30Б; Слика 9А). Детаљнијом функционалном анализом Wen и 

сарадници имплицирају да осим што повећава удео IL-33 појачава супресивне 

функцију регулаторних Т лимфоцита тако што стимулишу продукцију IL-10 и TGF-β1 

и супримирају пролиферацију CD4
+
Т лимфоцита in vitro (514). Наиме, продукција IL-10 

у регулаторним Т лимфоцитима представља важан механизам којим ови супресивни 

лимфоцити супримирају цитолитичку активност CD8
+
Т лимфоцита у току 

антитуморског имунског одговора (504). У овој студији регистрован је и битан пораст 

регулаторних Т лимфоцита који исказују инхибициони молекул CTLA-4 након 

третмана са IL-33 (Графикон 31Б; Слика 9Б). Сматра се да CTLA-4, конститутивно 

експримиран на регулаторним Т лимфоцитима, је критичан ефекторски молекул 

укључен у модулацију антитуморског имунског одговора (539,540). Повећана 

експресија CTLA-4 на ћелијској површини је критична за супресивну активност 

регулаторних Т лимфоцита коју остварују кључним механизмом, а то је снижавање 

експресије костимулационих молекула CD80 и CD86 на дендритским ћелијама 

(541,542).  
 

Поред регрутовања имуносупресивних ћелија, тумор индукује и локалне 

промене у цитокинском профилу што резултује креирањем туморске микросредине са 

протумогеним својствима (543). Другим речима туморске ћелије ″манипулишу″ својим 

микроокружењем тако што на овом месту стимулишу продукцију имуносупресивних и 

протуморских сигналних молекула што све заједно подстиче прогресију тумора. Тако 

на пример, TGF-β учествује у формирању повољне микросредине тако што индукује 

продукцију митогених фактора неопходних за пролиферацију и преживљавање 

метастатских ћелија, а уз то, стимулише ангиогенезу и имуносупресију (544). У овој 
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студији уочена је повећана експресија iRNK за синтезу FoxP3, IL-10 и TGF-β што 

указује на доминацију имуносупресивног миљеа у метастатском ткиву плућа након 

третмана IL-33 (Графикон 32 и 33). Добијени налаз имплицира да у мишјем меланому 

IL-33 стимулише развој метастатске микросредине коју одликује повећана 

имоносупресија што је вероватно додатни механизам којим IL-33 доприноси 

експанзији хематогених метастаза у плућима. 
 

На основу шареноликих података из литературе може се констатовати да тумор 

заједно са одређеним сетом медијатора који се локално ослобађа обликује туморску 

микросредину која затим утиче на равнотежу између протуморског и антитуморског 

имунског одговора ″под диригенцијом″ IL-33 (362,499). Поред различитог интензитета 

експресије и ћелијске дистрибуције IL-33 и његовог рецептора, учешће других 

цитокина такође утиче на амбивалентну активност IL-33 у тумору. Наиме, присутво 

проинфламацијских цитокина, као што је IL-12, заједно са IL-33, подстичу 

антитуморски имунски одговор типа 1. Већина студија саопштава да системска и/или 

локална производња IL-33 снажно инхибира раст тумора и развој метастаза тако што 

подстиче најефикасније механизме стечене и урођене имуности где централно место 

заузимају CD8
+
 T лимфоцити, NK ћелије и еозинофили. Супротно томе, IL-33, заједно 

са имуносупресивним медијаторима и цитокинима, као што је TGF-β у туморској 

микросредини потенцира изражен супресивни миље за имунски одговор, што 

доприноси прогресији тумора и то ангажовањем углавном имуносупресивних ћелија 

као што су регулаторни T лимфоцити, MDSCs и TAM2 (499).  
 

Чини се да су, стадијум тумора, метастатски потенцијал и/или експресија IL-33 и 

ST2 на великом опсегу циљаних ћелија, критични за усмеравање про- и анти-туморске 

активности IL-33. 
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6. ЗАКЉУЧАК 

 

IL-33 супримира и/или подстиче прогресију меланома, тако што, с једне стране, 

ефикасно редукује раст примарног тумора, док с друге стране, подстиче експанзиван 

раст метастатских колонија. Чини се да овај ″дуални парадокс″ IL-33 у прогресији 

меланома зависи од стадијума тумора и метастатског потенцијала. Добијени налаз 

имплицира да IL-33 своју прометастатску активност остварује тако што ″пригушује″ 

туморицидну активност цитотоксичких CD8
+
 T лимфоцита и креира имуносупресивну 

микросредину у плућима, што све заједно погодује прогресивном расту метастатских 

колонија меланома. Погодан учинак IL-33 на метастазирање додатно је потврђен и 

налазом повећане концентрације IL-33 у серуму оболелих од меланома са детектованим 

регионалним метастазама. Забележени дуални ефекат системске апликације IL-33 у 

студији може да лимитира његову потенцијалну примену у имунотерапији тумора.  
 

Овакав закључак проистиче из следећих експерименталних налаза:   
 

1. IL-33 редукује раст примарног тумора код оба варијетета малигних меланоцита 

(B16-F1 и B16-F10), а нарочито B16-F1 ћелијског варијетета са мањим 

метастатским потенцијалом 
 

2. IL-33 остварује и јасан прометастатски ефекат који се огледа у интензивном 

расту хематогених метастаза B16-F1 варијетета меланома у плућима 
 

3. Излагање B16-F1 ћелија IL-33 индукује повећану експресију iRNK за рецептор 

овог цитокина, ST2  
 

4. Интраперитонеална апликација IL-33 индукује повећану експресију рецептора 

ST2, како на метастатским меланоцитима тако и на ћелијама имунског система у 

плућима мишева са експерименталним метастазама  
 

5. Интраперитонеална апликација IL-33 за последицу има повећану експресију IL-

33 на туморским ћелијама примарног меланома, док је у плућима са 

успостављеним метастазама оваква експресија ограничена на ћелије имунског 

система 
 

6. Концентрација IL-33 у серуму оболелих од меланома се повећава са прогресијом 

болести што додатно потврђује његову прометастатску улогу 
 

7. Мада системска апликација IL-33 подстиче урођени имунски одговор на 

меланом који одликује повећани удео NK ћелија са антитуморским фенотипом у 

плућима, јасно је да он није довољно ефикасан у борби против хематогених 

метастаза 
 

8. Иако интраперитонеална апликација IL-33 смањује заступљеност дендритских 

ћелија током антитуморског имунског одговора, притом не мењајући њихов 

активациони статус, IL-33 сузбија стечену имуност тако што смањује 

цитотоксичност CD8
+
 Т лимфоцита и фаворизује имуносупресивни фенотип 

ових ћелија  
 

9. Измењена регулација стеченог антимеланомског имунског одговора је барем 

делимично последица смањене имуногености B16-F1 ћелија након излагања IL-

33, а огледа се у смањеној експресији iRNK за MHC молекул I класе и iRNK за 

TAP1 
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10. Прометастатска активност IL-33 се манифестује и способношћу овог цитокина 

да креира имуносупресивну микросредину у метастатском меланому: 

интраперитонеална апликација IL-33 узрокује акумулацију MDSCs и 

регулаторних Т лимфоцита, као и повећану експресију iRNK за синтезу 

транскрипционог фактора FoxP3 и цитокина IL-10 и TGF-β у плућима. 

 

 

 

 

 

 
Слика 10. Механизми деловања IL-33 у меланому  
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Bad Bcl-2 associated agonist of cell death 
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BRAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma B-type 
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HMGB1                      High Mobility Group Box 1 
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NF1 Neurofibromin 1 
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PD-1 Programmed Cell Death Protein-1 
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qRT-PCR                   quantitative Real Time-PCR 

RAS-GDP                   RAS-Guanosine Diphosphate 

RAS-GTP                   RAS-Guanosine Triphosphate 
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TERT Telomerase Reverse Transcriptase 

TGF-β                         Transforming Growth Factor-β 
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TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 
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Образац 1  

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ОРИГИНАЛНОСТИ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

  

 

Изјављујем да докторска дисертација под насловом: 

Ефекти системске апликације IL-33  на прогресију мишјег меланома 

представља оригинално ауторско дело настало као резултат сопственог 

истраживачког рада. 

 

Овом Изјавом такође потврђујем: 

 да сам једини аутор наведене докторске дисертације, 

 да у наведеној докторској дисертацији нисам извршио/ла повреду ауторског нити 

другог права интелектуалне својине других лица, 
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Образац 2  

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ИСТОВЕТНОСТИ ШТАМПАНЕ И ЕЛЕКТРОНСКЕ ВЕРЗИЈЕ 

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

  

 

Изјављујем да су штампана и електронска верзија докторске дисертације под насловом: 

Ефекти системске апликације IL-33  на прогресију мишјег меланома  

истоветне. 
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Образац 3 

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ИСКОРИШЋАВАЊУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

  

 

Ја, Андра Јевтовић,  

дозвољавам 

 

не дозвољавам 

 

          

Универзитетској библиотеци у Крагујевцу да начини два трајна умножена примерка у 

електронској форми докторске дисертације под насловом: 

Ефекти системске апликације IL-33  на прогресију мишјег меланома 

и то у целини, као и да по један примерак тако умножене докторске дисертације учини 

трајно доступним јавности путем дигиталног репозиторијума Универзитета у 

Крагујевцу и централног репозиторијума надлежног министарства, тако да 

припадници јавности могу начинити трајне умножене примерке у електронској форми 

наведене докторске дисертације путем преузимања. 

Овом Изјавом такође 

 

дозвољавам 

 

не дозвољавам
1
 

 

припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију користе под условима 

утврђеним једном од следећих Creative Commons лиценци: 

                                                           
1
 Уколико аутор изабере да не дозволи припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију 

користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци, то не искључује право 

припадника јавности да наведену докторску дисертацију користе у складу са одредбама Закона о 

ауторском и сродним правима. 
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1) Ауторство 

2) Ауторство - делити под истим условима 

3) Ауторство - без прерада 

4) Ауторство - некомерцијално 

5) Ауторство - некомерцијално - делити под истим условима  

6) Ауторство - некомерцијално - без прерада
2
 

 

 

 

У Крагујевцу, 12.06.2023. године,                       

               потпис аутора 
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http://creativecommons.org.rs/ 


