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CAXETAK

CemarnyTuja, aroHuUCTa perentopa 3a TJIyKaroHy-ClIM4aH TenTua 1, MpeacTaBba
aHTUIU]ja0ETUK KOju ToKazyje obehaBajyha mMyHOMOyJaTOpHA U aHTUTYMOPCKA CBOjCTBA.
KaprimHoMm nojke mpeacTaBiba Hajuemhy 00JIMK MaJUTHUTETA KOJI )KeHa mHpoM cBerta. [lusb
OBOT HCTpa)KMBama OWO je J1a ce UCIUTA YTHIlQ) CeMariayTuaa Ha pacT U MPOrpecujy Tymopa,
Kao ¥ Ha aHTUTYMOPCKU UMYHCKU oaroBop y 4T1 mumijem Moneny kapunHoma jojke. Hakon
uHayKiyje Tymopa, BALB/C mumieBn cy MHTparepuTOHEATHO TPETUPAHU CEMariIyTHIIOM.
[Ipumena cemarnyTuja OJUIOKHIIA j€ TIOjaBy NalMaOWIHOT TyMOpa W yCHopuia pacT
MpPUMapHOT TyMOpa, Ka0 U CMamuja MojaBy yAa/beHUX MeTacTa3a y miyhuma u jerpu. Jlek
HUj€ HCIOJBHO JTUPEKTHO IHUTOTOKCHYKO JEjCTBO Ha henujcke NUHHUjEe MUIIjer U XyMaHOT
KapluHOMa J0jKe iN Vitro, HUTHU je 3Ha4YajHO YTUIA0 Ha HEOAHTHOTEeHE3y Y TYMOPCKOM TKHUBY.
Takohe, nerenmja NK henuja Huje yTumana Ha pacT TyMmMOpa KOJl MHIIEBA TPETHPAHHX
ceMariayTUaoM, INTO YKa3yje Ha MexaHu3zaM HesaBucaH on NK henmja. Amuukanmja
cemarnytunga mosehanma je 3actymubeHocT W caspeBambe CD1lct nmemapurckux hemmja y
CJIE3MHU U TYMOPCKOM TKMBY, UCTOBpeMeHO cMamyjyhu 3actymibenoct CD4*CD25*FoxP3*
perynatopaux T nmumdonmra n muxoBy npoaykuujy IL-10. JdogatHo, cemarityTun je moBehao
3aCTYIUBEHOCT U IIUTOTOKCHYKY akTuBHOCT CD8* T numdonura, mTo ce orieaa y CMameHO]
excripecuju PD-1 u mponykuju IL-10, a moBehamy ekcrpecuje CD69, NKG2D, CD107a u
rpanzuma B. Jlemnenujom CD8" T numdorurta HeyTpanucaH je aHTUTYMOPCKH edexaT
ceMariiyTuja, uuMe ce notBphyje nma cy oBe henmje kjbydHa MeTa JejcTBa ceMariyTHAA.
Pesynratu yka3zyjy Aa ceMariyTH] HOJCTHYE CTEUEHU AHTUTYMOPCKH MMYHCKH OJATOBOP H
npeAcTaB/ba NOTEHIMjaTHO e(PUKAcCaH JOJAaTHH HWMYHOTEPAINUjCKA areHc Yy Jieuewmy
KapImHOMa JI0jKe.

Kibyune peun: CemariayTuji, KapuuHOM JI0jKE, aHTUTYMOPCKH MMYHCKH oarosop, CD8" T
TUMQOLIUTH.



ABSTRACT

Semaglutide, a glucagon-like peptide-1 receptor agonist, is an antidiabetic that has
demonstrated promising immunomodulatory and antitumor properties. Breast cancer is the
most common form of malignancy among women worldwide. The aim of this study was to
investigate the effects of semaglutide on tumor growth and progression, as well as on the
antitumor immune response in the 4T1 murine model of breast cancer. Following tumor
induction, BALB/C mice were treated intraperitoneally with semaglutide. Semaglutide
administration delayed the onset of palpable tumors and slowed the growth of primary
tumors, while reducing the occurrence of distant metastases in the lungs and liver. The drug
did not exhibit direct cytotoxic effects on murine or human breast cancer cell lines in vitro,
nor did it significantly affect neovascularization in tumor tissue. Furthermore, NK cell
depletion did not influence tumor growth in semaglutide-treated mice, indicating an NK cell-
independent mechanism of action. Semaglutide treatment increased the presence and
maturation of CD11¢* dendritic cells in the spleen and tumor tissue, while simultaneously
reducing the percentage of CD4"CD25FoxP3" regulatory T cells and their production of IL-
10. Additionally, semaglutide enhanced both the presence and cytotoxic activity of CD8* T
cells, reflected in reduced expression of PD-1 and IL-10 production, alongside increased
expression of CD69, NKG2D, CD107a, and granzyme B. Depletion of CD8* T cells
neutralized the antitumor effect of semaglutide, confirming that CD8" T cells are the key
target of semaglutide’s action. These results suggest that semaglutide promotes an adaptive
antitumor immune response and represents a potentially effective adjunct immunotherapeutic
agent in breast cancer treatment.

Keywords: Semaglutide, breast cancer, antitumor immunity, CD8" T cells.
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1.YBOJ

1.1 I'nykarony ciau4an nentua-1

I'nykarony cnuuan nentun 1 (enrsi. Glucagon like peptide 1- GLP-1) mpencrassba
WHKPETUHCKH XOPMOH KOTa TPETEe:KHO cekperyjy L hemuje TaHkor npeBa Kao OAroBOp Ha
YHOC XpaHJbMBHX MaTepHja, MoceOHO yribeHux xuapata U mactu (1). GLP-1 mompunocH
OJlp)KaBarmy CTAOMIIHOT HUBOA IIYKO3€ Y KPBH MOJCTHIIAKEM JIy4YeHa HHCYIHMHA u3 P-henmja
JlanrepxaHCOBUX OCTpBalla IMaHKpeaca Kaja je HUBO TIyko3e mowuileH. OBaj MEXaHU3aM je
O]l CYIITHHCKOT 3Hayaja 3a e(HuKacHy TIUKOpErylanujy, HapoO4YUTO HAKOH O0OpoKa.
HctoBpemeno GLP-1 cmamyje ocnobahame rimykaroHa u3 o-henmja maHkpeaca, 4yume
OrpaHMYaBa MPEKOMEPHY MPOM3BOY TIyKo3e y jeTpu (2). OBUM JABOCTPYKHM JETIOBAEM,
GLP-1 06e30ehyje KoHTpoNIHCaHy peryianujy riiyko3e y KpBU, YUME Urpa 3HA4YajHy YJIOry y
MPEBEHIIUJM U Jieuewmy aujabereca Tuma 2. 300r HM3y3€THO KPAaTKOT IOIYXKHBOTa, Op3e
CIIMMHHAIIM]E Y OCETJBMBOCTM HAa Pasrpajimy IyTeM AU-TICNTUAWI mentuiase-4 (SHIIIL
Dipeptidyl peptidase 4- DPP-4) y kpBH, 0Baj XOPMOH C€ MPBEHCTBCHO META0OJIHIIIC Y jeTPH U
u3ay4ayje npexo oyopera (3). Hberosa yiora y perymnaiuju Mmetaboau3ma J100uIa je 3HaYajHy
NaXky 300T BETOBUX BUIIECTPYKHX e(ekara KOju ce MPOTEKY U3BaH METa00JIM3Ma IIIYKO3e,
oOyxBarajyhu perynanujy amnerura, Kapauo u HeyponporektuBHe edekre (4). GLP-1, mopen
OJlp)KaBarma CTAOMIIHOT HUBOA TIYKO3€, MOMaKe y KOHTPOJM aleTHTa TaKo IITO YCIopaBa
NpaXmHEhe JKeMylla W Iajhe CHUTHAJIE HEYpOHMMa Xumoranamyca, moactuayhm ocehaj
curoctu. OBaj edekar ce Takohe olpakaBa Ha YCIOpaBambe MNPAXKEHCHA JKEIyla, IITO
oMmoryhaBa TmocTeneHy amncopluujy XpaHJbUBHX MaTepHja, JIomnpHHOCehW mpaBHITHOJ
pacrojiesn eHepruje U KOHTPOJIH TesecHe Texuue (5).

Mpaxwere
’ wenyua

’Morunurer
Henypay upesa

/ ’ Mpoaykumja
— MHCYNMHa

Ocno6ahare GLP-1 -Q(_/,_,J’/

ey

MaHKpeac Npoaykuuja
’ FNyKaroHa

FacTPOMHTECTUHANHMU
TpaKT

LleHTpanHu HepBHU
cUcTeMm f Curoct

Cauka 1. Yaora GLP-1 y riuukoperyJanuju 1 KOHTPOJIM TeJIeCHe Mace

11



BesuBamem 3a GLP-1 penenrop (eurn. Glucagon like peptide 1 receptor- GLP-1R),
GLP-1 wucnospaBa edexre Ha paznmuuute henuje w TkuBa. GLP-1R mpunama mopomuim
[IyKaroHCKux perentopa noBe3anux ca G-nporeunom (6). Ilocroju mpubmmxao 90%
UJICHTUYHOCTH y cekBeHIM nu3mel)y spyackor u manosckor GLP-1R. GLP-1R je ekcripumupan
y MMaHKpeacy, MO3ry, XUIo(u3Hu, KelyIly, cpiy, Oyope3nMa U XernaTonopTaaHoj peruju, ImTo
0JIrOBapa HEroBoj MMUPOKOj OMOJIOMIKOj aKTUBHOCTH U YKa3yje Ha METa0OJIMUKY yrpOKEHOCT
nmomMeHyTux opraHa. Ha to ykasyje uumenuna ga ce GLP-1 peumentopu Hamasze y mMacHOM
TKUBY, CKEJICTHUM MUIIUhUMa, jeTpH U APYTUM TKHBHMa Koja cy MeTa uHcynuna (7). Takohe,
excapecrja GLP-1R nmerektoBaHa je u Ha hemujama umyHckor cucrema (8). Ilpupomnu
aronuctu GLP-1R yxibyuyjy GLP-1(7-37) amun u excenaun-4 (9-39), GLP-1 mumeruk
nponaljeH y mbyBadku rymrepa Heloderma suspectum. ¥V HopmanHiM KOHIIEHTpalujama,
GLP-1R ce He aKkTHBHpa BE3MBAWHEM CTPYKTYPHO CIMYHHM TNENTUAMMA, Kao INTO CYy
[IyKaroH, TJyKaroHy CIM4YaH MenTH [ 2 Wik mpous3Boau pasrpanme GLP-1 (7).

Mankpeac

bybpesu /

o ) -
( 8
. . = _ A " 3 i %
/ GLP-1R \ KapgmosacKkynapHm

‘ \ cucrem /
/

LenTpanum L
\HepBHH cuctem J FacTpouHTEeCTUHANHU

\_ MmyHcku cuctem )/ \ TpaKT /

Cauka 2. luctpudynuja GLP-1R y pazniuuntium opranuma u tunosuma hennja

C o03upom Ha mupoky ekcrpecujy GLP-1R, nuje usnenahyjyhe mro GLP-1 uma
iejoTporHe edeKTe KOju MpeBa3uia3e perynauujy HuBoa Tiykose. Hajbosee mpoydena
¢yuknuja GLP-1 je werosa ynora y engokpuHuM ¢(yHkurjama nankpeaca. [lopen Tora, on
uMa 1 OpojHe BaH-TIaHKpeacHe edekTe, Kao IITO Cy peryiaiuja eHepreTcKor Merabonusma,
no00JbIIake arCoPIINje XPaHbUBUX MaTepHja y MPEBHMA M TMOJCTUIAKE CKIAJUIITCHA U
Kopuinhema HyTpHjeHaTa y jerpu, mummhuma u mMacHoM TkuBy (9, 8). GLP-1 Takohe
y4ecTByje y IpoliecuMa auypese, Metabonu3ma Junuaa, GyHKIUjU U penapamiju Mo3ra, Kao
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U y peryianuju KapauoBackyinapHux ¢yHknumja u kpBHOr nputucka (10). OcnobGahame
WHCYyIMHa W comaTtoctatuHa perynume ce GLP-1R penentopuma Ha [ u O henmujama
MaHKpeaca, JOK COMaTOCTaTHH, MPEKO CBOjUX PEIeNTopa, HHXHUOUpPa CEKPElnjy IIIyKaroHa u3
o henuja octprara (11).

1.2 AroHHCTH pelenTopa 3a IIyKaroHy cJIM4aH mentui-1

Aronuctu GLP-1 penenrropa (enri. Glucagon like peptide 1 receptor agonists- GLP-
IRA) cy mupoko mNpH3HATH AaHTUAMja0ETULM 300T CBOJUX AaHTU-XUIEPTIIMKEMH]CKUX
edekara, 6e30€IHOCTH MPHMEHE W IMOBOJLHOI yTHIaja Ha Merabonmsam (12). Tepamwujcka
epukacHocT aronucra GLP-1 peuenTopa 3acHuBa ce Ha BUXOBO] CI0KEHO] MHTEPAKLHUjH ca
BUIIe NeJMjCKUX CUTHAHUX MyTEBa, KOJH 3aj€HO TONPHHOCE HUXOBUM METAOOJUYKHM H
perynaropuuM edekruma. [lpu Besamy 3a GLP-1R, aktuBmpa ce HU3 yHyTap-henujckux
CUTHAJIHUX TTyTE€Ba KOjU YTHUY Ha pa3iauuute henmjcke mporece. Jenan ol KJby4HUX edekara
je mojadaHa cekpenuja MHCYIWHA U3 -henuja maHkpeaca, MTO Ce€ OJBHja KPO3 aKTHUBALU]Y
eKCTpalenyJapHiUM CUTHAJIOM peryiucanux kunasa 1/2 (eurn. Extracellular signal-regulated
kinase 1/2 — ERK 1/2), unme ce ponpuHOCH mobosbinamy riaukoperymnandje (13, 14). Ocum
IITO YTHYE HAa WMHCYJIMHCKY cekpenjy, GLP-1 curnamusamuja perymuiie u ocioOahame
IpoTyKaroHa u3 o-heiuja maHkpeaca myreM MeXaHH3ama 3aBHCHUX O/ IMKIMYHOT aJICHO3HH
moHo(dochara (enrsi. Cyclic adenosine monophosphate- CAMP), uuMe mogaTtHO cMambyje
npoayKIHjy riaykose y jerpu (15). HenaBua uctpakusama ykasyjy ma GLP-1RA nenyjy kpo3
akTuBaikjy (docharumunuHosuTon-3 kuHasHor (eHrn. Phosphatidylinositol  3-Kinase-
PI3K)/mpotenn kunaza B (eurn. Protein kinase B- pAKt) curnantor myra. AKTHBaInja OBOT
CHTHAJIHOT ITyTa pe3yJITUpa JejoBambeM TpaHckpumimonu Gakrop mTOR (errs. Mammalian
target of rapamycin) koju wurpa K/BY4HY YyJOry Yy perynamdju henujckor pacra,
npoiudepanyje, Metaboiu3mMa U MpeXHUBIbaBamba, Kao OITrOBOp Ha HYTpHUjeHTe, (axTope
pacta u eneprercku craryc hemuje (16). [Topen oBUX OCHOBHUX META0OIMYKUX YyJIOTa, CBE
BUIIIE CTPAXKMBama yka3yje Ha To 1a GLP-1 y4yecTByje y cll0’k€HO] MpeKU CUTHAJIHUX ITyTBa
KOjU YKJbY4yjy MHUTOTCHOM aKTHBHMpaHy MPOTeHH KuHa3y (eHri. Mitogen-activated protein
kinase-MAPK) u nporeun kunazy C (euri. Protein kinase C-PKC) (17, 18).

GLP-1RA ce reHepaliHO Jelie Y IBE OCHOBHE TpyIe: KpaTkoaenyjyhe, Koju yKbydyjy
eKCeHaTu] M OeHHarIyTHJ, U Jayrogenyjyhe, Kkao ITO Cy JMpariayTHA U JUKCU3EHATH]L.
Kpartkonenyjyhu aronuctu nenyjy yriiaBHOM Ha TOCTIPAHJIMjaliHy peryJalnjy TIIYKO3e, jep
ce Op30 eIMMUHUILY U3 OpraHu3Ma M 3axTeBajy yenthy nmpumeHy, oOMYHO /1Ba JI0 TpU IyTa
JTHEBHO, JIOK ayrojenyjyhu aroHuctu 00e30el)yjy CTaOWIHH]y TIUKEMHjCKY KOHTPOIY H
kopucte ce jemHom nHeBHo (19, 20). IloceOHO cy 3HaYajHM jeTHOHEICJPHH YATpa-
nyrogenyjyhu aronuctn GLP-1 peuentopa, y Koje cmajnajy cemaryiyTuj, AyJariyTui,
nyroaenyjyha Qopmymnamnuja eKceHaTHaa U TMOJUETHWICH-TJIUKON  JIOKCEHATHd, jep
oMmoryhaBajy mNpoJyXeHO JeJoBalkeé U JeAHOCTaBHU]y IPUMEHY, uYnMMe ce MoBehaBa
komiuinjanca nanujenara (19). Kparkonenyjyhu u nyrogenyjyhu GLP-1RA umajy paziauunre
epexTe Ha KOHTpody HHBoa Iuehepa y kpBu. Kparkozenyjyhu mnpenapaTu yriaBHOM
CHU)KaBaj)y TOCTIpaHAWjaJHy TJIUKEMH]y TaKO IITO YCHOpaBajy Mpaxmbeme Kelylna U
noactudy cekpeuujy uncynuna (21). Hacympor tome, myrogenyjyhu GLP-1RA oxppxaBajy
aktuBupaHoct GLP-1 penentopa TOKOM ayXer BpPEMEHCKOI MEPHUOAA, YMUME CTUMYJIUIIY
CeKpelLjy MHCYJIMHA U WHXUOMpAjy Jydewme IIIyKaroHa, ald MMajy OTpaHMYeH YTHIa] Ha
nocTnpananjagHe ociunandje raykose (22). HMako cBu GLP-1RA  wumajy cinvax
(apMakoJOIKK MeXaHu3aM, KIMHUYKE MPEJHOCTH Bapupajy 300T pasiuka y HHXOBO]
CTPYKTYpU M TOTEHTHOcTU. Yurpa-nyronenyjyhu GLP-1RA nymarmytua mokasyje Beoma
MOBOJbHE AHTU-XUIEPIIUKEMHUjCKE eeKTe, TOK CeMariyTHhJ], OCUM CHAaXXKHOI YTHIlaja Ha
PEAYKITH]Y TIYKO3€, 3Ha4ajHO JOMPHUHOCH U T'yOUTKY TenecHe mace. [lopen Tora, yrBpheHo je
Ja ryrojenyjyhu auparayTua U yaTpa-ayrojaenyjyhu cemariyTus MOTY CMambUTH PU3HK O]
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KapJIMOBacKyJapHUX 000JbeHa KOJI TallijeHara ca aujaberecoM tuma 2, 10K eKCeHAaTHI HemMa
3HavajaH yTHUIa] Ha cMmameme oBor pmsuka (20, 23). IMojenmnu GLP-1RA, kao mro cy
JHMParIyTUA U CEMariyTH[, TOKa3ajld Cy ce Kao e(pUKacCHU y JIeUelhy CTeaTro3He OoiecTH
jeTpe W KOpHCTe ce KOJ| MalujeHara ca aujaberecoM Tuia 2 U CTeaTo3HOM O0JiecTH jeTpe
MoBE3aHe ca MeTaboJIMUKoM AUCHYHKIIMjOM. hbuxoB Tepamujcku edexaT ocTBapyje ce Kpo3
no0oJblambe MeTaboMMuKe (PyHKIMje, CMambemhe WHCYIMHCKE PE3UCTEHIHM]je U PEIyKIH]jy
JHMIIOTOKCUYHOCTH OpraHa YKJbYYEHHX Y TIIaTOTeHe3y OBe OOJeCTH, IITO pe3yiTupa
ycriopaBameM (UOPO3HOI Mpolieca U CMamemeM caapikaja mactu y jetpu (24). Ilopen
cMamema HuBoa 1mehepa y kpeu, GLP-1RA Mory mo3uTHBHO yTHIIATH Ha PEAYKIU]Y TEIECHE
Mace, Mo0oJbIIake JHUITUAHOT TIpoduiia U CMamemhe KapanoBacKyaapHor pusuka (25). Onu
Takohe Haja3e MPUMEHY y TEpamuju CHHIPOMA MOJIHUIUCTUYHUX jajHUKA KPO3 CMambEHe
XHUIEepaHaporeHemMuje ¥ moOoJblatbe  MEeTa0ONMYKMX  mapaMerapa. KomOunamuja
Kpatkonenyjyher ekceHatuga W Jayrojenyjyher nupariyTuaa 3HadajHo moBehaBa Opoj
OPUPOIHUX TpyAHOha KOJ JKeHa ca CHHIPOMOM NOJHIMCTUYHUX jajHUKA, MOOOJbIIABA
peryiapHOCT MEHCTPYaIHOT LIUKITyca U nmoBehaBa ycnex BaHTeNecHe omoame (26, 27). Ocum
tora, GLP-1RA umajy u HedponpoTekTiBHE edekar, cMambyjyhn HUBO POTEHHA Y YPUHY U
crabunu3yjyhu rimomepynapay ¢punrpaunjy (28). Antu-xuneprinkemujcku epexat GLP-1RA
ce Oorieia y lbMX0BOj CIIOCOOHOCTH JIa yTUYY Ha HUBO TIIYKO3€ Yy CTamy TJaJ0Bamkba, Kao U Ha
NOCTIPAaHMjaIHy TJIMKEMH]Y ¥ TIIMKO3WIMPAaHH XeMorioOouH. Masia nmoctoju moryhHocT na
GLP-1RA u3a30By XUIOTJIMKEMH]Y, OBaj PU3UK je MHHUMAJIaH KaJia c& KOPUCTE CaMOCTAIHO
¥ YTJIaBHOM C€ jaBJba CaMo KajJa ce KOMOHMHY]jy ca APYrMM XHUIIOTIMKEMUYHHUM JIEKOBHMa, Kao
mTo Cy jaepuBatu cyidoHmiaypeje u npenapatu uHcyauHa (29). Iopen xumoriukemuje,
Moryhe HexeJbeHE peaklHje YKJbYdyjy TacTPOMHTECTHHAJIHE Terode, IOMyT MYYHHHE,
noBpahawa ¥ mponMBa, KOje Cy yIJdaBHOM Ojare u mnpuBpeMene. MehyTum, y Hekum
cTryaujamMa je 3abenexxeHa mnoBezaHocT wusMmelly GLP-1RA u nosehanor pusuka on
MaHKPEaTUTHCA ¥ TyMOpa LITUTACTE XJIE3JE, ajdl 300T OrpaHHYeHOr Opoja MCIUTAHWKA U
MaJIoT y30pKa, HUje jaCHO Ja JIM je OBa MOBE3aHOCT JUPEKTHO y3pOKOBaHa camuM jiekoM (20,

30).

YHpkoc 0BUM NOTEHIIMjaTHUM HEXeJbeHnM edektnma, yBoheme GLP-1RA y nedeme
nujabereca TWMa 2 M TOJa3HOCTH IPEJICTaB/ba BEJIMKH HANpeIak, a HUXOB MOTEHIUjall Y
KapJMONPOTEKIUjH, HEYPONPOTEKIMjU W OHKOJIOTHMjU CBE BHIIE Jg00Wja Ha 3Hayajy,
orBapajyhu HoBe MoryhHOocTM 3a HWHUXOBY MPUMEHY Yy KIMHMYKO] TIpakCH U
WH/IMBUyalln3allijy Tepanyje y ckiaay ca norpedama naiujeHara.
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Ciauka 3. Curnaianu nyresu aktusupann GLP-1 mogekyiiom

1.2.1 CemariryTua

Cemarnytun je aronuct GLP-1 penenTtopa koju mnpumana Ipylnd HHKPETHHCKUX
MHUMETHKAa M TpejacTaB/ba jelaH o] HajepUKaCHUJUX CaBPEMEHHMX JIEKOBa 3a Tepamujy
nujabereca tuna 2 wu rojasHoctu (31). HberoB MexaHu3am jeioBamka 3acHUBA CE Ha
ONOHAIIaky MPUPOJHOI HHKpEeTHHCKOr XopMoHa GLP-1, koju urpa Kiby4yHy yJory y
perynamuju riykose y kpBu (31, 32). CemarnyTuj CTUMYJIHIIE CEKPEIH]y WHCYJIMHA Ha
HAuWH 3aBUCaH O]l HUBOA IIIyKO3€, IITO 3HayM Ja nosehaBa ocinobahame MHCYIUMHA Kaaa cy
HUBOM Iehepa y KpBH MOBHIICHH, JIOK HCTOBPEMEHO CMamyje JTy4YeHe TIyKaroHa, XOpMoHa
KOjU CTHMYJIMIIE TNPOAYKIH]y TJIyKO3€ Yy jeTpH, YHMME CIpedyaBa HEroBY INPEKOMEPHY
npoaykiujy u xunepriaukemujy (12). ITopem Tora, ycropaBa MPakmEHE JKENMyIa, IITO
JIOBOIM JI0 MpPOAYXEHOr ocehaja CUTOCTH, CMameHma aleTHTa W, CaMHUM THM, 3HA4YajHOT
ryoutka tenecHe Mace (33). OBaj edekar Ha TEICCHY TEXKHMHY je TOCEOHO BajkaH 3a MallijeHTe
ca AujaberecoM THUIA 2 KOjU ce yecTo Oope ca rojasHouhy kao 10JaTHUM (akTOPOM pHU3UKa
3a KapauoBackynapHe komrutukaije (4). CemarinyTua je D0CTymaH y OOJMKY MOTKOKHHX
WHjEeKIIHja KOoje ce MPUMEmY]y jeTHOM HEeAeJbHO, JO0K je HeroBa opanHa gopma TPEHYTHO y
¢ba3u kimHIYKOT ucuTHBama (34). Ypkoc pasirkaMa y arcopiiudju 1 iejcTBy u3mel)y oBe
nBe ¢dopmynanuje, pe3yiTaTH CTyAuja yKasyjy na ce oipehenu Ouonomku edextu, mehy
KOjUMa 1 UMYHOMO/TIyJIATOPHO JI€jCTBO, OCTBapyjy 0e3 003upa Ha myT yHoca jieka (32). [Topen
IpUMapHe yJore y KOHTPOJM TIIMKEMHje, UCTpaxKHBama Cy IOKa3ala Jia ceMariyTHa hMma
OpojHE JOoJaTHE KOPUCTH, YKJbY4yjyhU KapIuONPOTEKTHUBHE €(PEeKTE, CMAmhEHE PU3HKA Off
CpYaHOT U MOXK/IAaHOT yjapa, Kao W MOTEHIIMjaIHy MPUMEHY Yy JIedely cTeaToxenarutuca (4,
35, 36, 37). HenaBuu moka3u yka3yjy Ha MOTYRHOCT Ja OBaj JIeK UMa U HEYPOIIPOTEKTHUBHE
epexTe, WTO je TpeaMeT TeKyhMX  HCTpakuBama, IOCEOHO y  KOHTEKCTY
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HEypoJeTreHepaTuBHUX OosiecTr momyT AsixajmepoBe u [lapkuHCcOHOBE OOJIECTH, a CBE BUIIIE
ce Mpoy4aBa M HCTOBHU IOTCHIM]aTHA aHTUTYMOPCKH edektH (38, 39).

1.2.2 AHTHTYMOPCKA /IejCTBA arOHUCTA pelenTopa 3a INIyKaroHy cJaim4an nentua-1

[Tosezanoct uzmelhy GLP-1RA u Tymopa join yBek HUje Y MOTIYHOCTH pa3jallmbeHa, a
HoJallli O HOj Cy Yy BEIMKO] MEpU KOHTPAaJUKTOpPHMU. JIoOK Heke cTyauje yKaszyjy Ha
NOTEHIIMjaJTHA PU3UK, CBE BUIIIE UCTpaxkuBama nctuue moryhe moBosbHe edekre GLP-1RA
Ha ojapeheHe TUIOBE TyMOpa, YKJbYdyjyhum UWHXUOWIIM]y pacTta TyMmMopckux henwja,
MOJIyJIAIlM]y TYMOPCKOT MHKPOOKpPYXEHa U MoJcTUlamke amontose. [lokazano je ma GLP-
1RA mory naxubuparu nponudepannjy 1 MeTacTasupame TyMOpa JeJI0OBakbeM Ha Pa3InunuTe
CUTHaIHE TyTeBe, kao mrto ¢y cAMP, p38, PI3K/Akt, ERK1/2 u nykneapnor ¢akropa- kB
(errn. Nuclear factor-kB- NF-xB) (3, 40-43). Ilojenune cTyauje HUCY IOKa3alle 3HayajaH
yrunaj GLP-1RA Ha pa3Boj Tymopa, IITO ce MOke 00jacCHUTH BapujadbuiHomhy y ekcripecuju
GLP-1 peuentopa Ha pa3iHMYMTUM THUIOBMMA TYMOPCKUX henuja, Kao M pasiaukama y
kopumthennM  henwjckuMm  MonenuMa, IMOMyJlalndjamMa MaldjeHata © — IPUMEHEHHM
UCTPXUBAYKUM MeTomoorujama (20, 44).

GLP-1RA moka3yjy pasHOBpCHE e(peKTe Ha pa3BOj U MPOTPECH]y Pa3TMUUTHX THUIIOBA
TyMOpa, YKJbyuyjyhH KapLHMHOM IITUTAacTe >XJe3/e, J0jKe, KOJIOHA, MaHKpeaca U TyMOpe
penpoayktuBHor cucrema. Kon nanmnapHor kapuuHoma mrurtacte xiesne, GLP-1RA nema
3HauyajaH yTuiaj Ha npoiudepannjy Tymopckux hemmja (45). Ca apyre crpane, mojenuHa
UCTpaXMBama YKazyjy Ha MoryhHocT aa KoHTHHyHMpaHa aktuBainuja GLP-1 penentopa
ctuMmynuiie nponudepanujy napadonukyinckux C henuja, HeypoeHAOKpHHUX henuja
HITATACTe JKJIE3/e, Yhja je OCHOBHA (yHKIHMja Aa Upoaykyjy kammurtoHuH (46). Osa
CTUMyJIallja MOXKE yTULATH Ha nosehawme HMBOA KAJIIMTOHMHA, WITO ce y onpeheHum
CllydajeBUMa TIOBE3yje ca TOBUIICHWM pPHU3HKOM OJl pa3Boja MeIyJapHOT KapIHHOMAa
mTutacTe xiesse (47).

Kon xapmunoma nebGenor 1peBa, UCTpakuBama ykazyjy aa GLP-1 peunenTop Huje
eKCIPUMHUpPaH y TYMOPCKOM TKUBY W henujckuMm nuHHMjama, a gonaBame GLP-1RA Huje
UMaJi0 CTaTHCTHYKU 3HA4YajaH yTHUIA] Ha mponudepannjy win MUrpanujy osux henmja (44).
[Topen Tora, cBeoOyxBaTHa MeTa-aHaIM3a HUje MOKa3ajia nmoBe3aHocT umehy npumene GLP-
IRA u moBehaHor pusmka o] pa3Boja MAIMTHUX TyMOpa KOJ MalfjeHata ca AujabeTecoM
tuna 2 (48). Ca npyre crpane, Koehler je u3Bectno na GLP-1RA Mory HHAyKOBaTH anomnTo3y
in vitro npomeHoM Mopdosoruje henuja, BepoBaTHO MyTeM akTuBaimje ekcrpecrje CAMP u
WHXHUOUIIMje CHTHAIHUX KWHa3a riuKkoreH cunTase 3 (enrit. Glycogen synthase kinase 3-GSK-
3) u ERK1/2, mTo mojauaBa amonrto3y M cMamyje pacT U mpexuBibaBambe CT26 hennja
KapruHoMa aeberor pesa (49).

Passos n capanHuly cy Mmokasanu Jia ¢y nanujeHTa Ha tepanuju ca GLP-1RA umanu
3HAYajHO CMamkEHy HHIUACHITY XENaToleTylIapHOT KapiHuHOMa, HWHCY(QHUIIMJCHIH]Y JeTpe,
KpBapema U3 je[lhaka Kao MOocieIulla BapUKO3HHX IPOLIMpEHha BEHA y JAUCTAIHOM ey
jenmaka u xenarnuke eHnedanomnaruje (50). Ocum Tora, GLP-1RA je mokazao cmocoOHOCT 1a
CMamb{ YYecTaloCT TyMOpa M BEIMYMHY TYMOPCKE Mace y MOJAEIMMa XernaToLelyJapHOT
KapIIMHOMa KOJ TOja3HUX MHIIEBA, MITO CYTepHIle HEroBy MOTyhy yjory y ycmopaBamby
TYMOpCKE IpOorpecuje KOJ MaJUTHUTETa MOBE3aHMX ca MeTaboianukuM nopemehajuma (51,
52).

HcrpaxuBame Nie u capamnuka mokasyje na cy GLP-1R ekcnpumupann Ha
hemujckum nmaujama riomoma (U87, U251, U373 u A172) m ma tperman ca GLP-1RA
nnxubupa nporpecujy rimmoma (53). GLP-1RA je cmamno npexuBibaBame, npoaudepanyjy,
MUrpanujy u uaBasujy hemnuja rimuoma. [lopen tora, ”HXUOUPAO je EMUTETHO-ME3EHXUMATHY
tpau3unmjy (eHrin. Epithelial-to-mesenchymal transition- EMT), npouec koju urpa KibydHy
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yIIOTY y METacTa3upamy KapImHOoMa, y KoMe enuTenaHe henuje ryde cBoje KapaKTEPHCTHKE
Kao IITO Cy IOJIApPU30BAHOCT M henujcka agxes3uja, U CTUUY ME3CHXHMMCKE OCOOMHE Koje
YKJbY4yjy moBehany MOOMIHOCT, MHBa3MBHOCT M OTHOPHOCT Ha amonrto3y (53, 54). GLP-1RA
nosehaa ekcripecujy E-kaaxepuna, emuTeTHOT MapKepa MOBE3aHOT ca helnjckoM aaxe3njom,
JIOK MCTOBPEMEHO CMamyje eKCIPECHjy BUMEHTHHA, ME3CHXHMAIHOT MapKepa IOBE3aHor ca
nokpetsbuBomthy henuja (55). IloceOHO 3HawajaH Hanma3z je nga ekceHauH-4 mnoBehaBa
excupecujy cupryuna 3 (enri. Siruin 3-sirt3), MUTOXOHIPHjCKOT MPOTEHUHA KOJH yIECTBYjE Y
perynanuju mMetaboliu3mMa U OATOBOPY Ha CTpec, au camo y henwjama rimoma Koje umajy
Bucoky ekcrpecujy GLP-1 penentopa (56). Konauno, kama je GLP-1R wmm sirt3 6uo
uaxubupan, naxuouropuu edpekar GLP-1RA Ha Murpanujy ¥ MHBa3ujy TIIUOMA j€ U30CTA0
(53).

VY KOHTEKCTy KapIMHOMa IaHKpeaca, Hajla3u y JIMTEpaTypu Cy KOHTPaIUKTOPHHU.
UctpaxuBame Yan u capagHuka mokazaino je na npumeHa GLP-1RA wmoxe cy30uTu
nposdepanrjy ¥ WHBA3WBHOCT KapIMHOMAa IaHKpeaca MyTeM HHXUOWLHMje aKTHBAlWje
MaHKPEacHUX CTeNaTHUX henuja, Koje MpeAcTaBibajy mpekypcope ¢pudpobdiacta acorupanux
ca kannepom (enrn. Cancer-associated fibroblasts- CAFS) u wurpajy kiby4dHy ynory y
HOJICTHLIAKY TYMOPCKOT pacta, MHBa3uje U Meractasupama (57). Ca mpyre crpaHe, nojenuHe
crynuje ykadyjy ma GLP-1RA wmoxe noBect no xwumepaktuBanuje GLP-1R, uume ce
noBehaBa OceTJBMBOCT MaHKpeaca Ha HMH(IaMalujy ¥ MOTEHIMjATHO NoBehaBa pH3HMK 0Of
HacraHka kapuuHoma (58).

HcTtpaxuBame CHOpoBEACHO Ha helujcKuM JIMHHjaMa XYMaHOT KapIlMHOMa jajHUKa
nokazaso je nma GLP-1RA Mory ycmopuTd TYMOPCKH pPAacT M METacCTa3Uupame IMyTeM
unxubunuje PI3K/Akt curmanHor myra, KOoju urpa KJjby4dyHy YJIOTY Yy MNPEXHUBIbABAKY U
nponudepanuju TymMmopckux henuja. OBM pe3yiaTatu cy NMOTBpheHH U y IN VIVO Monenuma,
HITO JOJATHO yKa3yje Ha HUXOB MOTEHIHUjaTHH aHTUTyMOpcku edekaT. Mehyrum, edexat
GLP-1RA 3aBucu on ekcrpecuje GLP-1R, ma je xon henmujckux THMHHMja ca HHUCKOM WM
oncytHoM ekcripecrjoM GLP-1R 61o MuHuManan wim ra Huje Ouio mro cyrepuine nqa GLP-
IRA Mory mmatu aHTHTyMOpPCKH edeKaT caMo KOJ MOJTrpyIe ManujeHara ca MO3UTHBHOM
excripecujom  GLP-1R (59, 60). Kom Tymopa pemnpoayKTHBHOT CHCTEMa, HAapOYUTO
egaoMerpujanHor kapuumHoma, GLP-1RA Mory wucnosmutu 3amtutHu  edekar myTem
aktuBaije AMPK u wmuxubunmje mTOR curnamHor myra, mrTo mnoBehaBa amonrto3y H
cMmamyje npoiudeparujy rymopekux hiuja (61, 62). OBu Hanasu ykasyjy Ha MoryhHocT na
GLP-1RA, mopen cBoje mpuMapHe yiore y Jiedemy MeTaboiauukux mnopemehaja, umajy
NOTEHLIMjaJl U Y aHTUTYMOPCKO] Tepanuju, ald je HUXOBa €(PUKACHOCT OrpaHMYEHa Ha
TyMope koju ekcnpumupajy GLP-1R.

VY cny4ajy kapruHoMa maojke, Ligumsky u capagHunm cy y MHUIIjeM MOJENy
KapuuHOMa Jojke mokazanmu na GLP-1RA wmoxe mHxuOuparu mpommdepannjy TyMOPCKHX
henuja myrem axtuBanuje cAMP curnansor nyra (63). Takobe, jenHa KIMHHYKA CTy/Hja
ykazyje na GLP-1RA y xomOuHanuju ca MeTpopMHUHOM MOXE MHXUOHMpATH Npoudepanu]jy
u noactahu anonTo3y henuja kapunHoma nojke (64). ¥ crynuju lwaya u capaanuka, GLP-
IRA je cmamuo mponudepaurjy henuja kapumHoMma J0jKe Ha J03HO-3aBHCAaH HAayuH, 0e3
uHAyKIHMje amontoze. MuxuOupao je HykieapHy TpaHciokauujy NF-xB u excnpecujy
HETOBUX IUJBHUX TEHA, mTO je cMamuio dochopmrnanuje Akt u kB, unme je cy30ujen pacr
TyMopa Kako in Vitro, tTako u y In VivVO MumjeM Mozaeny. Y HUCTO] CTyIHjH je CMarmcHa
nponudepannja moTBpheHa U CMAmkEHOM EKCIPEeCHjoM IMO3HATOT Mapkepa mposudeparyje,
Ki67, y henmujama kapumHoma nojke (65). Mebhyrum, Liu u capagHuIm ¢y WM3BECTHIH O
moryhHoctn cynpoTtHor edekra, rae je axtuBanuja GLP-1 peuentopa mnosehana
nponudepanunjy tymopckux henmja kpo3 akruBammjy NOX4 (enrn. Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase)/ ROS (eurn. Reactive oxygen species)l BackymnapHH
ennorennu dakrop pacta (enri. Vascular endothelial growth factor-VEGF) nyra (66).
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1.2.3 UmyHOMOY/JIATOPHA [1€jCTBA ATOHMCTA PelenTopa 3a IIYKAroHy CJIU4YaH mentua-1

[Tocnenmux TOAMHA TIOjaBWJIO CE€ BEJIMKO HHTEPECOBAE 32 HCTPAKUBALE
miejorponHux edexara GLP-1RA. Mako je cmocoonoct GLP-1RA na cMamyjy rukeMujy u
M3a3MBajy T'YOHMTaK TeJleCHEe Mace JOBeja O HUXOBOT Of00paBama 3a Jieuewme aujadereca
THIIA 2 U F0ja3HOCTH, OpOjHM J0Ka3| IN VItro cTyauja ¥ aHMMaJHAX MOJelia yKa3yjy Ha TO Ja
GLP-1RA mory Moxynucatu uMyHCcKd oaroBop (6, 67).

GLP-1R je mpBoOuTHO MIeHTHU(PHUKOBAH Yy EHJIOKPUHOM ITaHKpeacy, a KacHHje je
JIETEKTOBAHO HErOBO MPUCYCTBO U Y MHTPACTIUTEIHUM JTUMQPOIUTHMA U henrjaMma UMyHCKOT
crcTeMa KOJl MUIIeBa U JbyH (60), ITO JOAATHO YKa3yje Ha HEroB HIMPOK CIIEKTap JeI0Bamba.
VY cknamy ca OBUM Hajia3uMa, TOKOM IMOCIEIBUX TOJIMHA CIPOBEACHO j€ BUIIE CTYAHja KOje
nokasyjy n1a GLP-1RA He camo na perynuiny xomeoctasy riykose, Beh umajy u crenududan
JONPUHOC y pEryiaiyju UMyHCKOr cuctema u uHpuamainuje (6, 68). Jlokasu o 3Hauajy
antunH(amanujckux cBojctaBa GLP-1RAs mpBo motmdyy u3 cryauja Ha [-henmnjama
naHKpeaca, a 3aTUM U Ha CpILy, BaCKyJapHOM CHCTEMY, jeTpH, OyOpe3uma, Mo3ry u oky (69-
71). Haume, Gpojaa npouHpIaMaIijcka crtama, Kao MTo Cy MNTyKOTOKCHYHOCT, OKCHUIATHBHU
CTpec, perpyroBame henmuja UMYHCKOT CHCTEMa, IMPOIYKIHMja MUTOKHHA U JUIIOTOKCUYHOCT,
Mory Outu moxmynucanu yrunajem GLP-1RA (72). OBo je on m3y3erHOr 3Hadaja 300r
NIOBE3aHOCTH MH]IIaMaIje ca JTyropouHUM KOMIUTHKalujama aujabereca u rojasnoctu (73,
74) kao u crearo3He OoyieCcTH jeTpe MoBe3aHe ca MeraboaumukoM auchyHkimjom (75).
[IpernocraBma ce na GLP-1RA mory cmamuTé wHMIaManujy AUPEKTHUM MEXaHHU3MOM,
JenoBambeM Ha henuje MMyHCKOr cuctema koje excnpumupajy GLP-1R, wnu unaupextHuM
MEXaHU3MOM TPEKO KOHTPOJIE TIIMKEMHUjE B CMambeha TEJIeCHE TeXUHE. 3aHUMIBHBO je 1a je
takohe mokazaHo na npuMeHa GLP-1RAs kon >KMBOTHHA M JbyIH Ca JHjadETECOM WIIH
rojasHomhy TOBOAM 10 CMamema JIOKATHE WM CHUCTEMCKe HH(Iamanuje, HE3aBHCHO O]l
[pOMEHA y TJIMKEMUjCKOM CTarby M TeNIECHO] TeUHH (69).

Excennun u ekcenarun, aronnctd GLP-1R, nmoka3yjy u3paxkeHe IMyHOMOTyJIaTOPHE
edeKTe Koju IMpeBa3uiiaze BHUXOBY OCHOBHY YJIOTY y KOHTpoJiM riukemuje. Ilopen cBojcTBa
CHIDKaBamha HUBOA TIIYKO3€ y KPBH, OBH JIEKOBH JICNTY]y HA PAa3IUYATE KOMIIOHEHTE UMYHCKOT
cucreMma, JonpuHocehn cmamemy HMH(IaManuje U MOAyJalMju MMYyHCKOr oaroBopa. OHu
CMamYy]y CEeKpelHjy BaXKHUX NMPOUH(IaMaIijCKUX [IUTOKWHA MOMYT (pakTopa HEKPO3e Tymopa
a (eursa. Tumor-necrosis factor a-TNF-a), uatepieykuna (enri. Interleukin-IL) 1L-6, IL-1p,
untepdepona y (euri. Interferone y-IFN-y), IL-17 u IL-2 ox cTpane makpodara ¥ MOHOIIUTA,
JIOK MCTOBPEMEHO MOJACTUYY HHXOB aHTUUH(IaManMjcku (peHoTun nosehameM MpOayKIIH]je
IL-10 (76-78). OBu arencu Ttakohe Momynuury GyHKIHMjy Makpodara mpeko MojadaHe
eKcipecHje crequpUUHUX aHTHMHMH(pIAMalUjCKUX MapKkepa MOHOLMTHO/Makpodarse jose
CD163 wu CD204, aktuBamumjom STAT3 mnyra (79) u cMmamemeM EKCIpecHje
npouH(pIamMalMjCKuX MOBPIIMHCKUX MojeKyia kao mTo cy CD36 u CD11b, mto nonpuHocu
CMambeHOM (opMupamy rneHactux henuja u agxesuju MoHorurta (80-82 ). I[TocebHO je BaXKHO
HITO c€ OBU €()EeKTH jaBjba]y HE3aBUCHO O] IPOMEHA Y TJIMKEMUJU U TEJIECHO] TEKUHU, IITO
yKa3yje Ha AUPEKTHY UMYHOMOJYJIATOpHY yjory. JlogaTHH MeXaHU3MH YKJbY4y]y CMambeHY
ekcnpecHjy perenropa ciaunuaux Tony 2 u 4 (enri. Toll-like receptor-TLR), xeMOKHHCKHX
peuenTopa, kao W akTuBanujy CAMP curHaimHux myreBa KoOju JOJAaTHO Cy30ujajy
npouHpramanujcke meaujarope (83). Koa muimesa ca ouyBanum u (yHkiuponanaum GLP-
IR, excenauu-4 mnosehaBa akymynauujy cAMP y mnpeunimheHUM HWHTpaeNUTEIHUM
mamdoruTrMa u cHmkaBa excripecrjy IL-1B, 1L-6, IL-22, IL-12 u TNF-0, ka0 1 XeMOKnHa
CCL2, CXCL1 u CXCL2 (84). Y mozneny nujadereca Tumna 1, koq NOD mumea (Non-Obese
Diabetic mumeBr KOju CIOHTaHO pa3BHjajy ayTOMMyHHU nujaberec Tuma 1), ekceHIUH-4
noBehaBa 3aCTYIJbEHOCT UMYHOCYNpECHBHUX peryiaaropHux T aumdponuta (enra.Regulatory
T cells- Tregs) u mponykuujy Tpanchopmummher dakropa pacra  (errt. Transforming
growth factor p-TGF-B) (85). Ilopex Tora, eKceHIWH U eKCeHAaTua yTH4y u Ha apyre hemuje
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uMyHCKOr cucrema. Ilosehasajy mwurpanmjy CD4" u CD8" T naumdonura y maHkpeacy
MUIIEBAa KOjU CIOHTaHO pa3BHjajy aujaderec. Takolhe, Moke CMamHTH CEPyMCKE
koHueHnrpanuje IL-2 u IFN-y kox uctux mumena (86). EkceHaTua je mojaqao aHTUHTYMOPCKY
epukacHocT Ginokane PD-1 myrem cmamema HEYyTpOPHITHE €KCTpaLeTyIapHUX 3aMKH (€HIJL.
Neutrophil extracellular traps- NETSs) koje mpeacraBibajy eKcCTparenydapHe Mpexe
cactaB/beHE O] Je30kcuprOoHyKiIenHcke kucenune (enria. Deoxyribonucleic acid- DNA),
XHCTOHA M TpaHYJIapHUX KOMIIOHEHaTa, Kao INTO CYy MHeJIOoNnepoKkcuaasa (eHrI.
Myeloperoxidase- MPO) u enactasa, koje Heyrpoduiau ociobahajy (87). Cse oBo ykasyje Ha
IIUPOK aHTUUH(]IAMaIMjCKU TOTEHIMjaJI OBUX areHaca M HHUXOBY MOTYhy TeparujcKy
NpUMEHY y CTalkbruMa U3BaH JujadeTeca 1 rojasHoOCTH.

Jluparnyrun, aronnct GLP-1R, moacTtude anTtepHaTUBHY aKTHUBAIM]y Makpodara u
BUXOBY Noylapu3zannjy y M2 ¢enorun, noactuayhu akTuBanujy TpaHCKpUIIIMOHKUX (pakTopa
STAT3 u STAT6 (enen. Signal Transducer and Activator of Transcription). VIcToBpeMeHO,
JMPATIyTH]I CMambyje eKCIpPEecHjy MpouH(IaMaIijCKIX MapKepa KOju Cy KapaKTepHUCTUYHU
3a KJIACMYHO aKTHBUpaHe Makpodare M1 ¢eHOTHIIA, NETUMHUYHO IIyTEM CYIpEcHje
aktuaije STATI1 (88-91). STAT3 u STAT6 umajy K/byyHYy YyJOry y MOJICTHLAKBY
aHTUHH(IaMalKjCKOT OAroBopa u M2 monapusaiyje, cTUMyIUIIyhu eKchpecujy reHa Kao
mro cy Argl, IL-10 u CD206, koju nompHHOCE PEryianvju UMYHOCYIpECHje, perapanuje
TKHBa U cMamewy uHpnamanuje (92, 93). Hacynpot tome, STATI je ueHTpaliHu MeaujaTop
M1 momapuzanmje u y4ecTByje y aktuBanuju reHa kao mro cy iNOS, TNF-a u IL-6, xoju
JONpPUHOCE MPOUH(IAMAIMjCKOM H  IIMTOTOKCHYKOM oaroBopy (94). VY  mogeny
TpPaHCIUIAHTAIMje CpIla KOJ MUIIEBA, JHPATIYTHI j€ CMamHOo WHGUIATpanujy Makpodara,
CD4" u CD8" T numdonura, xao u CDI11b" hemuja, Ka0 W HHBOE MOHOIMTHOT
xemoaTpakTaHTHOr mporeuHa-1 (errin. Monocyte Chemoattractant Protein- MCP-1),
XEMOKHMHA KOjU Mpou3Bojae henuje MMYHCKOT CHCTeMa M KOjU TOCpeayje Y perpyroBamy
MOHOIIMTA M3 MUPKYyalyje Ha Mecto uHdmamarmje, kao 1 TNF-o u TGF-B1 (95). CD11b je
peLenTop NpucyTaH UCKJbYy4MBO Ha henujama Oene KpBHE JI03€ M MpeAcTaB/ba BakaH MapKep
3a WIEeHTU(UKALM]y MOHOIMTA U Makpodara, rpaHyironura U henwja npupogHux yOuia
(errs. Natural Kkiller cells- NK) (96). ¥V monmenuma AmniixajMepoBe 00JI€CTH, CMambyje HUBOE
C-peaktuBHor mpotenHa (enrin. C-reactive protein-CRP) u IL-10 y mo3ry, yrude Ha
HeypouH(IaMalijy 1 akTUBHpa MHBapHjaHTHe npupoaHe T henuje youne (enrn. Invariant
Natural Killer T cells-INKT) (97, 98). CRP ce nperexHO CHHTETHIIIE y jeTPH, YIIIaBHOM Kao
oarosop Ha IL-6, a y Mamo0j Mepu kao oxroop Ha IL-1f, IL-17 u TNF-a (67). IIpeacraBipa
jelaH o]l Haj3HAYajHUjUX MapKepa CUCTeMCKe MH(Iamaluje, 4ecTo KopullheH y KIMHHUYKO]
IpaKcu 3a MpPOLIEHY aKyTHOI M XpOoHHYHOr HHGuamarmjckor oxrosopa (99). ¥V monennma
nujabereca u  (ubpose jerpe, nuparnyrtun nosehaBa Opoj Tregs u cmamyje Opoj
npouHpaamanijckux momohnmukux T mumdonuta 1 (enrs. T helper-Thl) (CD4'IFN-y") u
Th17 (CD4*IL-17a%), nok y Mozeny Hedputuca 6i0kupa popmupame Thl u Th17 henuja (6).
[TocebHO je 3HAYajHO WITO JMPATJIYTHA WCIOJbaBa CHUHEPTUCTHYKO JjaejcTBO ca PD-1
MHXUOUTOpHMa, JONpUHOCEhH jadarmy IyroTpajHOr IMTOTOKCHYKOr oarosopa CD8" T
auMonUTa Yy MUIIjUM MojieniiMa KapuuHoMa tuiyha u jerpe (100). CBu oBH mojanu ykasyjy
Ha TeparnujCKi MOTeHLIMjall JIUpariyTuaa BaH 00JIaCTH MEeTabOoIMUKuX OosiecTH, 3axBasbyjyhu
HETOBOM YTHIIA]y HA UMYHCKH OJITOBOP.

Jomr jeman GLP-1RA, npynmarmytun, cmamyje eKcrlpecHjy NpoMH(IaMalyjcKux
nutokunHa, ykibyuyjyhu IL-1B, TNF-a u IL-6, y mummmhaom TkuBY cTapux muiiesa (101). ¥
MHUILjeM MOJEY aTepoCKiepo3e, yIariTyTH I je M0Ka3a0 paHO aHTUUH(IAMAalHjCKO J1€jCTBO
cMamemeM HuBoa rajgektuHa 3 (enrn. Galectin 3-Gal-3) u CD68, mapkepa akTHBaImuje
makpodara (102.). ITopen Tora, KynariyTuj je yTHLAO Ha TOMyJAIM]y UMYHCKHX henuja y
IICHTPAJIHOM HEPBHOM CHCTEMY, cMamyjyhu npucyctBo aenapurckux henuja (enri.Dendritic
cells- DCs) u makpodara, kao u ekcripecHjy (pakTopa CTUMYJalKje KOJIOHU]a TPaHyIOIHUTa U
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makpodara (enrs. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor- GM-CSF) u Thl u
Th17 henuja (103).

Jlukcucenatua, npunagauk GLP-1RA, moacrtude monapuzanujy makpodara ka M2
aHTUUH(]IaMaIjcKoM (QEeHOTUITY cMambemeM cekpennje IL-6 in vVivo u cHmkaBameM HUBOA
TGF-B kox aujaberwunux mamoBa (104, 105). ITopex Tora, GLP-1RA, ykmbyuyjyhu wu
JMKCUCEHATH]I, TI0Ka3yjy aHTH-HEYpOMH(IIaMaIfjcka CBOjCTBA Y JKMBOTHUILCKUM MOZETHUMA
(106). YV wMogeny moBpene ONTHYKOr HEpBAa KOJ IAIlOBAa, WHTPAaBUTPEAHa MpPUMEHa
ayropenyjyhux GLP-1RA cmamuia je nomysanujy uadiaamanujckux hemmja CD11b* CD45"
U cynpumupaia npouHdiamamnujcke meaujatope, ykibyayjyhu IL-1, TNF-a, IL-6 1 CXCL2
(107).

CemarnyTuj je IpBOOMTHO pa3BHjeH Y CYOKyTaHO] (hOPMH KOja ce IPUMEY]E JeTHOM
HEJIeJbHO, JIOK je Y HOBHje BpeMe JocTymHa u opainHa (opmynamnuja (108). Mako mocroje
dapMakokuHeTHYKe M (hapMakOAMHAMUYKE pasiuke u3Melhy oBuX 00JMKa, UCTPaKUBamba
nokasyjy aa ce oapeheHu OMOJOMKH epeKTH, YKIbYdyjyhn ¥ UMyHOMOAYJIATOPHO JI€jCTBO,
UCII0JbaBajy HE3aBUCHO 0] HaunHa nprmMene (67). OBa ca3Hamba yka3yjy Ha IIHPH TePAIH]jCKH
MOTEHIIMjaJl CeMariyTUaa, He CaMO Y KOHTEKCTY IIIMKEMH]jCKe KOHTpolie, Beh 1 y Mmogynanuju
uH(pIaMaluje 1 UMYHCKOT OJIrOBOPA.

Cemarnytuji TIOKa3zyje 3HadajHe UMyHOMopayiatopHe edekre. Y in Vivo moxeny
rojasHoinhy u3a3BaHe KapauoMHQIaMalvje KOJ MHIIEBa, CEMArTyTHJ j€ 3HAYajHO CMambUO
CUCTEeMCKE HHBOE WH(QIIAMaIUjCKUX MHUTOKMHA, kao mro cy TNF-a u IL-6, pemykoBao
HPOAYKIH]Y PEaKTUBHUX KMCEOHHYHUX BPCTa, KA0 M YMaWbUO PEerpyToBambe UMyHCKUX henuja
y cpuano TkuBo (109). ITopen Tora, ceMariayTul je CMambHO MUTpALUjy U UHPHITPALHU]Y
MOHOITUTA, HE3aBUCHO O] I'YOUTKa TElIECHE TeXHHE, cMamemeM ekcnpecuje MCP-1 (110).
YrBpheno je na GLP-1RA unxubupajy aktuBanujy NLRP3 nnpramazoma, unme ce cMamyje
caspeBame U ociobahame wHpIamanujckux 1mrokuHa (111). Muduaamazom mpencraBiba
KOMILJIEKC TIPOTEHHA BUCOKE MOJIEKYJICKE Mace Koju ce (hopMHUpa y UTOCOITY Ka0 OATOBOP Ha
pazmuuute crumynyce (112). Meby HajuctpakeHujum wuHpnamazomuma jecte NLRP3
uH(pIama3oM, Koju HMa (QYHKIMJy Ja aKTHUBUpa Kacmazy-l W TOJACTaKHE CHHTE3Y
npouHdramanujckux 1uTokuHa (113). V jenHOroAnIImeM HCIUTHBAKY yTHIIAja HA TEICCHY
TEXHHY, KOJl TOja3HMX TMauujeHara Oe3 aujabereca, TOKOM JieUeHmha CEMarilyTHIOM
3a0eekeHo je cMamere HuBoa CRP (114).

Jenan ox kby4HHX Hajlaza OpOJHMX MCTpakuBama ykazyje na je npumeHa GLP-1RA,
IOMYT CeMariyTuja, MoBe3aHa ca CMamekheM HHMBOA MPOTeHHa akyTHe ¢aze nHpIamaiyje,
Kako KoJl ocoba ca aujaberecoM Tuma 2, TakO U KOJ ocoba W3BaH OBE IMATOJIOTH]E.
PazjammaBame pazaMuUTHX helaMjcKMX MexaHM3aMa KoOju IoBe3yjy HH(piIamanujy ca
MHCYJIMHCKOM pe3MCTeHIMjoM U auchyHkuujom [(-henuja 3HauajHO je  JTONPHHEIO
pazymeBamy maToreHese naujabereca TuUma 2, KOJU Ce JaHac cBe uemrhe mocMarpa Kao
MeTabonnuku u uHuamanujcku nopemehaj. C 003upoM Ha Jl0Ka3aHy TOBE3aHOCT
uH(pIamanuje ca mnporpecujoM aujabereca THUHa 2 M Pa3BOjEM HErOBUX XPOHUYHUX
KOMIUTUKAIMja, MOTeHIjanHu aHTuuH(namanujcku epexkar GLP-1RA mpencrasiba BaxkaH
tepanujcku acnekt (114, 115). Ca mpyre ctpaHe, T0ja3HOCT CE€ CBE BHINE MPEMO3HAje Kao
CTalkbe XpOHMYHE HH(pIaMalMje HHUCKOI CTENeHa U Kao TNpeAujadeTHUYHO CTame.
[TaTopu3monomky MexaHU3MHU KOjU YKJbYUy]y HH(QIIaMalujy, WHCYJIUHCKY pPE3UCTEHLHU]Y,
TUCYHKIM]y MacHOT TKMBa W P-henuja, yTudy Ha 1mojaBy aujabereca Tuma 2 u npartehux
MHKPO ¥ MakpoBacKyjgapHux komrumkanuja (67, 116-118). Crora, uCIHTHBamE
anTuuHpramayjckor noreHuujana GLP-1RA y nomynamnujama namujeHata ca OojecTuma
MOBE3aHUM Ca Toja3HoIny, Kao MTO Cy META0OJWYKA CUHIPOM M JHjadeTec TUma 2, UMa
noce0aH 3HaYaj.

20



1.3 Kapakrepucruke majuraux henamja

Manuruae henuje xapakrepuiine ryoutak nudepeHIujaimje, He3peaoCT U MPUCYCTBO
aTUNUYHUX MOP(QOJIOMIKUX 00eNekja, INTO HMX 3HAYajHO pa3IMKyje O HOPMAaJIHUX,
Heu3MemeHuX henvja y momieny BennuuHe, oonrka u usmiena jeapa (119). Ipurom, nonasu
1o mopemehaja HyKJIEOIUTOIIa3MaTCKOT OJTHOCA, Tj. JePO MOCTaje penaTuBHO Behe y omHOCY
Ha 1nuTormasMy (omHoc mpubmmkHo 1:1, ymecto dusmonomkor 1:4) (120). OBe henuje
MCII0JbaBa]y aTUITUYHOCT Kako Ha henujckoM (LiemynapHa aTuiiuja), TAaKO U Ha TKKBHOM HHUBOY
(TKMBHA aTuIyja), MpH 4Yemy Cy hemuje HempaBHIHO pacropeheHe W HemocTaje HopMallHa
opranuzanuja Tkusa (121, 122). ITopen tora, manurde henmje noceayjy Buile crieupuIHUX
CBOjCTaBa, Kao IITO Cy: HE3aBUCHA CIIOCOOHOCT pa3MHOXaBamba, OTIIOPHOCT Ha MHXHUOUTOPHE
CUTHajie pacra, u30eraBame anonTo3e, HEOrPAHWYEH MUTOTCKM IOTEHLMjall, MHIYKLHja
aHTMOTeHEe3€, Ka0 M MHBA3MBHOCT M CHOCOOHOCT MeTacTasupama y yaasbene oprane (123-
126). ¥3 10, OHE yina3e y MeTaOOJUYKH pPEernporpaM M yclieBajy Aa U30erHy UMYHCKU HaJ30p
opranusMma (127). ¥V ¢usnonomkum ycioBuma, henujcka neoba ce perynuie u nokpehe camo
y mpucyctBy cnenuduynux akropa pacta. Hajsnauajuuju mely mwuMma cy: enuaepMaiHu
dakrop pacra (eurn. Epidermal growth factor- EGF), dakTop pacta TpOMOOIMTHOT TIOpEKiIa
(eurn. Platelet-derived growth factor- PDGF), dakrop pacta ¢pubpobnacra (eurn. Fibroblast
growth factor-FGF) u Backynapuu ennorennu ¢axtop pacra (engl. Vascular endothelial
growth factor- VEGF) (128-131). 3a pa3nuky ox 3apaBux henuja, manurHe henuje umajy
CroCOOHOCT KOHTUHYHUPaHE Je00e, YaK U y OACYCTBY CIOJballllbUX curHaia. OBa crmocoOHOCT
ce OCTBapyje MyTeM ayTOHOMHE MPOAYKIIHje GakTopa pacTa, CTUMYIalMje OKOTHUX henuja aa
X TpoAyKyjy wiu mnoBehameM Opoja perentopa Ha COINCTBEHO] MOBPIIUHH, YHME C€
noBehaBa oceTspbuBOCT Ha MocTojehe akrope pacra (132).

Y HopmamamM henmujama T1OCTOje MEXaHM3MH KOJH CIIpe4yaBajy IMPEKOMEpHY
nponudepanyjy. Jenan o] HajBaXXHUJUX je KOHTAKTHAa MHXMOMIIM]a, KOja 3aycTaBiba henujcky
neo0y y mpucyctBy cycemnux hemuja (133). OBaj perymaropHu MexaHu3am je, mehyrtum,
ofcyTaH kox Tymopckux henuja (134). Ilopen Tora, manurHe henuje mzberaBajy [1€jCTBO
MHXUOUTOPHUX CHUTHAJa KOJU KOHTposumly henujcku mukinyc. OBO ce yINIaBHOM JienlaBa
yciel MyTaluja Yy TYMOpP-CYNpPECOPCKMM T€HHMMa, Kao IITo ¢y pS3 U NpoTeuH
pertuHoOnactoma (eHri. Retinoblastoma protein- pRB), mTo pemern pact ¥ JONPHUHOCH
HACTaHKy pa3nuuuTuX obnuka kapruHoMa (135, 136). Ca mporpecujom TymMOpcKe Mace,
noBehaBa ce W morpeda 3a KUCEOHMKOM U XPaHJBUBUM MaTepHjaMa Koje Cy HEOINXOIHE 3a
JlaJbl pacT U MpeKuBJbaBambe MalIUrHor Tkusa. [Ipornec Gpopmupama HOBHX KPBHHX Cy/OBa
YHyTap TYMOPCKOT TKHMBA, IIO3HAT Kao aHTHOTeHe3a, Iojapa3yMeBa mposmdepanujy
eHoTenHux henuja, BUXOBO Mel)yCOOHO MOBE3MBame€ U CTBapame HOBHMX cyjaoBa U3 Beh
nocrojehux BackynmapHux ctpykrypa (137). MHuImjanHu curHan 3a oBaj MPOIEC J0Ja3H OJ
caMHx TyMopckux henmja koje nounmy aa cekpetyjy VEGF, unMe ce akTuBupajy eHI0TEIHE
henuje u nokpehe cepuja Ouoxemujckux norahaja (131). Ilopen VEGF, u npyru monexynu,
noryt TGF-B u pasnuuutux QaxTopa KOjU CTUMYJIHINY BacKyJOT€HE3y, WTpajy 3HaudajHy
yiory y oBoM mporecy (138). Anrmorenesa He camo jga omoryhaBa cHaOneBame Tymopa
noTpeOHUM MaTepujaMa, Beh je o CyIITHMHCKE Ba)KHOCTH 3a MHBa3H]y TyMOpa M HAcCTaHAK
MeTacTa3a. bpojHa uCTpakuBama Ha KMBOTHECKMM MOJEIMMa IOKa3zaia Ccy Ja aHTHUTeNa
ycmepeHna npotuB VEGF mMory nunxubupaTti aHruoreHesy, yCopuTH pacT TyMOpPa U CMambUTH
PU3UK OJ] METaCTaTCKOT Imupema (139).

JemHa on HajO30MJBPHUJUX KapaKTEPUCTUKA MAJIMTHUTETA JECTe CIOCOOHOCT
MeTacTa3upama, OJHOCHO (opMUpama CEeKyHIApHHUX TyMmMOpa Yy YAaJbeHUM OpraHuMma.
Mertactaze ce ¢popMupajy kaaa TyMopcke henuje HamycTe IpUMapHU TyMop, Yhy y KpBOTOK
WM TUM(HHA CHCTEM U MUTPUPajy a0 Apyrux TkuBa (140). V perynaumju henujcke agxesuje
3HauYajHy yJory uma E-kaaxepuH, mpoTenH Koju omoryhaBa uyBpcTo Mel)yCOOHO MOBE3MBaAHE
henuja ynyrap TkuBa. ¥ TymopckuM henujama excnpecuja E-kaaxepuHa je cMmameHa, INITO
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noBehaBa HUXOBY MOKPETJHMBOCT U OMOTyhaBa ojniBajame on mpumapHe mace (55). Ilopex
TOra, MaJWrHe henvje CHHTETUIIYy METaJONpOTenHa3e, CeH3MME KOju pasrpalyjy
eKCTpaleNyJJapHd MaTPHKC, YMME CE OJIaKIIaBa MPOJMPAkE y OKOJHA TKMBAa M oMmoryhasa
MUTpalrja Ka yaajbeHuMm opranuma (141).

Ha Ou o06e30enuie KOHTUHYUpaHy nponudepaiujy, TymMopcke hemuje Moaudukyjy
CBOj eHepreTcku Metabommszam. [log HOopManmHMM ycioBuMa, henmuje paszmaxy TIyKo3y y
NUpPYBaT MyTEM TIIIMKOJIHM3€ Yy LUTOIIa3MH, KOjU C€ 3aTHM Yy MUTOXOHJpHWjama IpeTBapa y
YIJbEH-TUOKCH]] Y TIPHUCYCTBY KHCEOHHMKA. Y aHaepoOHHMM YCIOBUMA, TIHMKOJU3a OCTaje
NpUMapHd MEXaHW3aM IPOU3BO/E CHEPTuje, OK MeTadoim3aM MUTOXOHJpHja H30CTaje
ycaen HemocraTka kuceonuka (142, 143). Manurae henuje cy y cTamy Jia ce agantTupajy Ha
XUIIOKCUYHO MHKPOCPEIMHY TyMOpa, pa3BHjajyhu pa3nuyute MeXaHW3Me IPEKUBIhaBambA.
HMako wma mojaraka Ja XpOHUYHA XHIIOKCHja MOJXKE YTHUIATH Ha HACTaHAK T'EHETCKE
HECTAOMJIIHOCTH, YUME C€ IIOCIENIyje €BOJIyIlMja arpeCHMBHUJUX TYMOPCKHX (PEeHOTHIIOBA
(144). Cse je jacHuje ma je y OCHOBU HAlpeIOBamba MAJIUTHUX OOJECTH METAaOOJMYKH W
EMUIeHETCKU PErporpamM M CIEJACTBEHA KooIlepalfja pa3IMdiuTUX TUIOBa henwja yHyTap
MUKPOCPEINHE.

1.4 Kapuunom ojke

Kapnunom nojke mpenacraBjba MajUTHY OOJECT KOja HacTaje y TKUBY JOJKE Kao
nocjenua CIoKEHNX M BHIIC(PAKTOPCKUX MeXaHu3ama. [ eHeTcke MyTaluje Yy HOpPMaIHUM
henvjaMa MoOry HapylIMTH peTrylaldjy BHUXOBEe JAeo0e U (QyHKIMje, IITO pe3ylITHpa
AyTOHOMHHMM M YOp3aHHM pa3MHOXKaBambeM, (hopMHpameM TymMopa W omTehemeM OKOIHOT
3apaBor TkuBa. Mmak, koj BenUKOr Opoja MalujeHaTa HE MOXKE ce MJIEHTU(UKOBATH jacHa
MIOBE3aHOCT ca CHENU(PUIHUM MyTalHjaMa, ITO yKa3yje Ha 3Hayaj eMUTeHETCKUX U APYTHX
etnosiomkux dakropa (145, 146).

henuje opranm3ma yodudajeHo Tposia3e Kpo3 CTPOro KOHTPOJIMCAH henwjcKu MUKITyC,
KOJU Tofipa3yMeBa pacT U aeoly henmje paau cTBapama HOBHMX, TAKO3BAaHUX ,.hepku hemunja”,
Koje 3amemyjy ctape win omrehene henuje. [lopen curnana koju MoACTUYY HHHUXOB PacT U
nponudepanyjy, 3apaBe henuje Takohe mprMajy CuUrHaje 3a amonToly — MPOrpaMupaHy
henujcky cMpT — Kajia BUIIE HUCY (PYHKITMOHAIHE WM KaJIa je JOIUIO 0 omTehema ’hUXOBOT
reHerckor Marepujana (147,148). Tymopcke henuje cTHYy CHOCOOHOCT ayTOHOMHE
nponudepanyje u pe3sucTeHInje Ha arnonTo3y. Mako ce kKaplinHOM J10jK€ MOKE JaBUTH Kof 00a
noja, ydectauocT o0oJbeBama je 3HaTHO Beha KoJ JkeHa, Koje oOoseBajy mpuommxkHO 100
nyra uemhe Hero Mymkapuu (145). Hajpehu Opoj ManurHux Tymopa J0jK€ MOTHYE O
enurTenaa KaHanuha WM peXmbeBa MIEUHE Jkiesfie. Y 3aBUCHOCTH O]l HauMHA pacTa U
MHBa3MBHOCTH, KapIMHOMM JI0jKe ce Kiacu(ukyjy kao HemHBazuBHu (Carcinoma in situ),
KOJU OCTajy OTrpaHMYEHHM Ha NPUMapHU JIOKYC M HE HapyliaBajy OazanHy MemOpaHy, U
MHBa3UBHU (MHOUITpULIYhH) KapLIMHOMH, KOjU HapyllaBajy OazaiHy MeMmOpaHy, MpOaupy y
CycelHa TKHMBAa ¥ WMMajy TIOTEHIHMjaJ Ja ce IIHpe Yy yAaJbeHe OpraHe MmyTeM JTUMQHOT U
KkpBoToka (149). ¥V Behunu cinyvajeBa, KapIuHOM JI0jKe je COopaJuvHor nopekia. To 3Haun 1a
HacTaje Kao MOCIeNuIla TeHETCKUX omTehema CTEYeHWX TOKOM JKHBOTA, OJHOCHO HAKOH
pohema, Te ce kKao TakaB He Hacielyje U He mpeacTaBiba pu3uK 3a moroMcTBO (150). Y3pok
HacTaHKa CIOPAJUYHOT KapImHOMa JI0jKe Hajuemhe je MynTH(haKTOPCKUA U 00yXBara yTHUIIa]
eHoreHnx (Qaxkropa, HayMHa >XUBOTA, (hakTOpa KHUBOTHE CpEIUMHE, Ka0 U HOPMAITHHX
Gbu3MONOMIKMX TMpolleca Kao IITO je peruvlhKaiuja reHetuukor marepujanma (151, 152).
[Tpubnmxno 10% cBUX KapLKXHOMA JIOjKE ITOBE3aHO je ca HacleheHUM MyTalyjama y reHuMa
KOJU TpPEeNWCIIOHMpajy pa3Boj oBe MajurHe Oojectu. Hajuemthe myranuje moBesaHe ca
XepeIuTapHUM KapLMHOMOM JIOjKE jecy MyTalyje y TymMop-cymnpecopckuMm rennma BRCALI
(enrn. Breast Cancer gene 1) u BRCA2 (enr. Breast Cancer gene 2) (153). Y HOpMamHUM
yCIIOBMMA, OBU T'€HU MMajy KJbYYHY YJOTY y MONpaBLM ABojaH4yaHOr npekuna DNA myrem
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MEXaHM3Ma XOMOJIOTHE pekoMOuHanuje. MyTalyje Koje yTuuy Ha TryouTak QyHKIuje
BRCA1/2 rena pesynryjy noehanum reHerckum omnrtepehemeM MyTanujama U yOp3aHUM
pa3BojeM TyMopa, IITO JOBOJM JO pa3Boja arpeCUBHUjET KapIIMHOMA Ca JIOIIHjOM IPOTHO30M
U HEMOBOJAHUM KJIMHHYKO-TIATOJOMIKUM Kapakrepuctukama (154). Kao oaroBop Ha 0Baj
MOBHIIICH TEHETCKH PU3UK, YCIIOCTaBJbCHE Cy CTparerdje NpuMapHe W CEKyHIapHE
NpeBeHIIje, KOjeé YKJbYUyjy T€HETCKH CKPMHUHI M TIpOTrpaMe paHOI OTKpPHBama OOJECTH.
IToce6HO ce HaciemHM KaplMHOM JOjKEe jaBjba y mutaheM KHUBOTHOM 100y y OIHOCY Ha
MAIUjEHTKULE Ca CIIopaanyHuM obnuiuma 6oectu. OBa mutaha momynanmja, HapoOUIUTO KEHE
y3pacta uzmely 35 u 65 ronuHa, 4ecTo ce moJABpraBa XeMHOTEpAICyTUIIMMA YHja je TpUMeHa
NOTEHIIMjaJTHO KapIUOTOKCHYHA, IITO MX YBOIM Yy MOBehaH PHU3HK 0] KapAHMOOHKOJIOUIKHX
komruakanuja (155, 156).

1.4.1 ExcnepumenTtajnu 4T1 Moae kapunHoma 10jKe

henujcka nmuuauja 4T1 mumjer kapuuHOMa J0jKE€ TOKOM TOIMHA j€ HaILa IIUPOKY
OpUMEHY VY €KCHEpUMEHTAIHUM HCTpaXHBamkHUMa, IIpe cBera 3axBajbyjyhu CB0joOj
cnocobHocTH aa ¢opmupa Meractaze Koje MopdoJomKd M Ouonomku moxacehajy Ha
MeTacTarcke IpOMEHE KO XyMaHOr KapuuHoMma pojke (157). VYmpaBo 3060or oBux
Kapakrepuctuka, 4T1 nuHuja mpeacTaBiba MOy3/1aH U penpe3eHTarnBad moaen IV craamujyma
kapruHoma nojke (158, 159). Ilopen Tora, 4T1 Mumiju kapumHOM J0OjKEe ce€ cMmarpa ao0po
YTEMEJbEHUM EKCIIEPUMEHTATHIUM MOJIEIIOM TPOCTPYKO HETaTWBHOT KapLIHMHOMA JOjKe (EHIL
Triple-Negative Breast Cancer- TNBC), koju ce oiukyje Op3uM pacToM TyMmopa H
arpecBHUM METACTATCKUM TOTEHIINjaJOM, KAKO HAaKOH OPTOTOICKOI, TAKO M XETEPOTOICKOT
uHokynupamwa y BALB/C mumese (160). TNBC mnpeacrasma cnenuduuad U KIMHUYKA
M3a30BaH XHMCTOJOMIKK TUI KapIIMHOMA JI0jKe, KOJH C€ OMJIMKYje OJCYCTBOM €CTPOTEHCKUX U
IPOTeCTEPOHCKUX pELeNnTopa, Kao U HEJOCTAaTKOM IPEKOMEpPHE eKCIIpecuje WiIn
ammuuKalmje peuenTtopa 3a XyMmMaHu enuaepMmainHu ¢akrop pacra 2 (eHmi. Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2- HER2) (161). YmpaBo 300r oicycTBa OBHX
Mmonekyiackux mera, TNBC cnabo pearyje Ha crangapaHe xopMoHcke Tepanuje u HER2-
yCMEpEeHe JIeKOBe, KOjU HHade INpe/ICTaBJbajy OCHOBY JIeUeHa JPYTHX THUIOBAa KapIMHOMA
nojke. OBa Teparnujcka OTpaHWYEHa 3HaYajHO KOMIUIMKY]Y Jeduewme TNBC-a u mompunoce
HEr0BOj arpecUBHOCTH, Behoj CTONMM peuuuBa M HENOBOJbHHU]O] MporHo3u (162-164).
Honarno, neuewe TNBC-a je oTerkaHo u 300r (apMakOKMHETHMUKHMX HefocTaraka BehuHe
JIOCTYITHUX LUTOTOKCHYHUX JieKoBa. OBM HEAOCTallM YKJbY4yjy cllaby pacTBOPJBUBOCT Y
BOJIH, JIOIIY XEMHJCKY U METAa00IMUKY CTA0OMITHOCT, HEMOBOJbHY JUCTPUOYLIN]Y Y OPTraHU3My U
U3paKEHY TOKCHYHOCT, IITO CBE 3aj€HO JOBOAM JI0 CMameHEe e(PHUKACHOCTH Tepamuje U
noBehaHoOT pU3MKa O] HeXeJbeHUX eekara Ha 3/ipaBa TKuBa (165).

Annukanuja henmuja Moke ce H3BOAMTH PazIUUYUTUM MeTojama, YKJbyudyjyhu
JUPEKTHY HMHJEKLHU]y Y MacHO TKHBO MJIEYHE KJI€37le, UHTPABEHCKY MPUMEHY IIyTeM peIrHe
BEHE, apTepHjCKy NpHUMEHY YyBohemeM KareTepa y JECHY KapOTUIHY apTepujy, WU
UHTpaKapJjalHy WHjeKUujy y JeBy npeTkomopy cpua. Kama ce 4T1 hemnuje yOpusrajy
JTUPEKTHO y TKUBO JI0jKE, HA MECTY aIUTHKaIlM]je JT0JIa3u 10 popMupama MpuMapHoOTr TyMopa, a
y TIEpHOAY O TPH JI0 IIEeCT Hefesba HAKOH MHOKYIAIlje, pa3Bujajy ce MeracTase y miyhuma,
jerpu, koctuMa u Mo3ry (161, 166, 167). Meracrase ce Hajuemihe jaBibajy y uiyhuma, jeTpu,
KOCTUMa M MO3TY, IITO Y BEJIMKOj MEPU OfipakaBa METACTaTCKy AMCTPUOYIHM]Y TUIHYHY 32
XyMaHe KapluuHoMe j10jke. Pa3Boj Tymopa y oBom Mojeny npaheH je 3HadajHUM IpoMeHaMa y
MHUKPOOKpYXeHY, Kako Ha HUBOY IIPUMapHe TYMOPCKE Mace, TaKO U METacTaTcKux Jiesuja. Te
npoMeHe o0yxBarajy HMHOWITpanyjy  pa3iuuuTux henwja  MMYHCKOT  OArOBOpa,
peopraHu3annjy eKcTpauelyJapHOT MaTpHKca, Ka0 U WHTEH3MBHY aHTHOTEHE3Y, IITO CBE
3ajeTHO JOTIPUHOCH Op30M HampeTKy OOJECTH U CTBapamy yclioBa 3a mupewme Tymopa (161,
168). OBaj mozen ce Takole MOKa3ao Kao BeoMa IMOTOJaH 3a MPOydaBame YIOre MMYHCKOT
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CHCTEMa y TIpollecrMa pacTa ¥ mIporpecHje Tymopa, mrto je oMmoryheHo unmeHuIom aa je 4T1
TYMOpCKa JIMHH]ja, Y KOHTEKCTY reHeTHke, komnarnominia ca BALB/C mumesuma (164).

AHTUTYMOPCKK
edekar

Heytpodunu

MpoTtymopcku
edekar

Tregs TAMs 2

Cauka 4. TyMopcKo MHKPOOKpY:KeHe

1.5 AHTUTYMOPCKH HMYHCKH OATOBOP

TkuBa ofpacie jequHKe capiKe pas3aTuauTe hemuje Koje Cy OTOBOpHE 3a peryiamnujy u
oJlpXKaBarme TKUBHE XOMeocTaze. Y ciydajy MOBpele, akTHUBHpajy ce hemuje MMyHCKOT
cucTeMa Koje mokpehy 3amasbeHCKH Tpoliec yeMepeH Ha 0OHaBJbambhe XOMEOCTa3e U CaHUparba
nospene (169, 170). Tymopu wumajy ciaMyHe KapaKTepUCTHKE Kao moBpeheHa TKHBa,
aKTHBHUpAjy henrje MMyHCKOT cucTeMa M TOACTUYY XpoHH4YHY mHpmamanujy (171). henmje
MMYHCKOI' CUCTEMa MIpajy 3HauyajHy YOy Yy TYMOPCKOM MHUKPOOKPYXKEHY, IJIe MOI'y HUMaTu U
NPOTEKTUBHU M TIOACTHUIAJHU edeKar Ha pa3Boj Tymopa. TyMOpH CTHUMYIHUIIY pPa3IddUTe
BpcTe UMYHCKHX henuja, kao mro cy makpodaru, T mumdorutu, DCs u NK henuje, koje ce
aKymynupajy yHyrap tymopckor TkuBa (161, 172.). Mehytum, y OBOM MHKPOOKPYXKCHY
nonasu o mopemehaja MMyHCKOT OATOBOpa, jep TyMOpcKke henuje pa3Bujajy MeXaHU3Me
n3beraBama UMYHCKOT oaroBopa (173). XponnuHa nH}praMainja y TYMOPCKO] MUKPOCPEINHHI
MOXe€ MOPEMETHTH aKTUBHOCT MMYHCKHMX henuja, mTo omoryhaBa TymopuMa Ja HacTase ca
pacToOM U MUPEHEM Y OPTaHU3MY.

Makpodaru urpajy KbydHy yiaory y OopOu mHpoTHB HHQEKIHja, PEMOEIOBABY
omreheHor TkuBa U oapxkaBamy xomeoctasze (174). Bucoka mHbunTpanmja Makpodarmma,
npumehena y 80% kapruHoMa, moBe3aHa je ca nomom mporHo3oMm (175, 176). Tymop
acormupann  Makpodaru (enrn. Tumor-associated macrophages TAMs) mnpencTaBbajy
3Ha4YajHy KOMIOHEHTy Tymopcke mace (177). TAMs cekperyjy ¢akrope pacta, mporeaze u
IMTOKWHE oMoryhaBajy MHTpaBa3alujy TyMopckux hemwja u mpogop y mupkymanujy (178).
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[Tomapuzamnuja Makpodara urpa BaXKHY yIOTY y BeroBoj GyHKIUjH;, KIacHYHO aKTHBUpaHH,
M1 wmakpodaru, mpoayKyjy mHpouH(IaMalHjcKe ITUTOKWHE, Y4YeCTBY]y VY TMpE3eHTalUju
aHTUIeHa W HMajy aHTUTYMOPCKY YJIOry. AJNTEpHaTMBHO aKTUBHpaHu, M2 makpodaru,
NPOIYyKY]y aHTHMH(IaMaIH]jCKe IUTOKMHE U UMa]y IPOTYMOPCKY ynory (179).

Heytpodunu cy Haj3acTylubeHHUja MOMYNalKja JICYKOLUTA Y MUPKYJIAIU]JU U UTPajy
BaXHY ynory y paHoj ¢a3u umHpnamanmje. Y Tymopuma, HEyTpopuId ce perpyryjy Kao
O/ITOBOP HA IIUTOKMHE U XEMOATpaKTaHTe. Y TYMOPCKO] MUKPOCPEINHH, HEYTPohWIn uMajy
JIBOCTPYKY YIOTY: C jeAHE CTpaHe, HEyTpOQWIM CTUMYIUCAHH (PAKTOpOM CTHMYJaluje
TPaHYJIOUTHUX KosnoHuja (eHrt. Granulocyte colony-stimulating factor G-CSF) momaxy
TyMOpckuM henmjama ma ce mmpe Ha cekyHaapHa Tymopcka mecta (180, 181). Heyrpodwim
mory umaru N1 wimu N2 ¢enorun. N1 ¢denorun je npoundnamanujcku u anraxyje CD8" T
mumporure 1 Thl nuTOKMHE, MITO MOTHOMaXKe aHTUTYMOPCKU oxaroBop. Hacynpot Tome, N2
(dheHOTUIT MMa MMYHOCYNPECHBHO JEjCTBO M TojacTuue TymoporeHesy mnpeko TGF-B (182,
183).

Mujenouane cynpecopcke henuje (euri. Myeloid-derived suppressor cells - MDSCs)
cy npekypcopu DCs, Makpodara u rpaHysonuTa ca UMyHOCYIIPECUBHUM €(DEKTOM U YJIOTOM Y
onpkaBamy xomeocrtaze (184). buxoB 0poj y uupkymauuju pacte TOKOM HHGDEKIHja u
IPUCYCTBA TYMOPA, jep TYMOPH CEKpeTyjy nuTokuHe koju npusiade MDSCs y kpBoTok (185).
Kon xaprunoma nojke, TGF-f curnannu myt nosehasa cekpennjy xemokuHa CXCLS, koju
npuBiaan MDSCs BesuBameM 3a CXCR2 penenitop (186). [ToBehana akymymnamuja MDSCs y
TyMOpPY CMamyje Tepamnujcky edukacHocT. IbuxoBa miaBHa (QyHKIHMja je HHXUOUpame
UMYHCKOT HaJ30pa, Mpekuaajyhu npeseHTannjy aHTUreHa 1 Mexanu3me henvjcke UMyHOCTH,
nupektHo uuxubupajyhu CD4" u CD8" T mumdorure. MDSCs zienyjy MpOAyKIHjoM a30T
MOHOKcH/Ia U noactuameM M2 ¢enoruna TAMs. 3ajeqno ca TAMs, npoussoze IL-10, koju
unxubupa IL-12 u cmamyje IFN-y nponykiujy on crpane NK henuja (187).

NK henuje npumangajy ypoheHoOM uMyHCKOM onroBopy. OHE MOry pa3lIMKOBAaTH
HopMmanHe henuje of aOHOpMaNHHMX, Kao IITO Cy TyMopcke hemuje, 6e3 morpebe 3a
IPETXOMHAM KOHTAaKTHMa ca aHTUreHuMa. 3a pasmuky ox CD8 T mumdonura, NK henmje
KOpHCTE aKTHBAallMOHE M MHXMOWTOpHE peLenTope 3a Mperno3HaBame LubHUX henmja (188,
189). AKTHBaLIMOHU PEIENTOPU pearyjy Ha MOJEKyJie KOjU C€ €KCIIPUMHUPAjJy Y OJIrOBOPY Ha
CTpec, MaJIUrHe TpaHchopMalrje Wid BUpyCHEe HH(pEKIHje, ITO JOBOAU 10 yOHujama IIMJbHE
henuje. Uuxuburopuu peuenropu npeno3Hajy MHC monekyne kiace I, koju ¢y npucyTHu Ha
Behunu henuja ca jenpom (188, 190). Tymopcke hemuje mory yxnonutu MHC monekyne ca
CBOje TNOBPIIMHE, YUME IOCTajy ,HeBuubuBe” 3a CD8" T mumdonure. V ToM ciyuajy,
unxuburopuu peuentopu NK henuja He mory na ce Bexy, mto aktuBupa NK hemmje (191).
Cryauje cy mokaszane Jja aHTUTyMopcka aktTuBHOCT NK hennja Moxke 6utu ociabibeHa HaKOH
XUPYPIIKOT YKJIamkamka TyMOpa, IITO je TOBe3aHO ca BehMM pPH3MKOM Off MeTacTa3uparma
(192,193).

CD4" T mumdonutn ce gene Ha Thl m Th2 cybmomynmanuje y 3aBHCHOCTH OJ
nponykuuje uutokuHa. IL-12 monctuue mudepenuumjarmjy y Thl numdponure, mox IL-4
ctumynuuie gopmupamwe Th2 mumdonurta. Thl numdountu cexkperyjy npouHQIamMalijcke
mutoknHe kao mro cy IFN-y, TNF-o, IL-2 u IL-12, xoju mo0oJblIaBajy aHTUTEHCKY
npesenTanujy u nurorokcuaroct CD8" T numdonura. Onu Takohe ocnobahajy rpanyse Koje
TUpEeKTHO YyoOujajy Tymopcke hemmje. Ca gpyre crtpane, Th2 numdorutn mnpousBomae
anTuuHduamanujcke urokune (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) u unxubupajy aktusaoct CD8" T
mumornura, mnoactuuyhu mnporymoporene edekre (194, 195). Hacympor tome Th2
muMOLMTH Takohe MMajy aHTUTyMopcka cBojcTBa. [lokazaHa je MO3UTHBHA Kopenaluja
usMel)y uHpunarpanmje tymopa Th2 numdouuTiMa M NpeXUBJbaBamka MalMjeHaTa ca
aumbomoM (196). Onnoc Th1/Th2 numdonnta Moxke OUTH BaXkaH 3a MPOTHOCTUYKY MPOILIEHY
TyMOpa, I CTeleH HHPUATpaIije OBUX CyOromynaiuja Huje yBek npecynat (197).
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Tregs cy cyononynamuja CD4" T numdonmra koja excnpumua CD4 u FoxP3
mosekyne (198). BbuxoBa moBehana mH(uUITpanMja HETaTMBHO YTHUYE Ha IMPEKUBIHABAE
nalyjeHara ca KapliiMHOMOM JIOjKe M XeMaToleTyTapHUM KapiHOMOoM, jep ociobahajy TGF-
v Th2 nurokuHe, KOju MHXUOKMPAjy NMPE3EHTALM]y aHTHIeHa U cMamby]jy edexar CD8' T u NK
mumdonura (199, 200.).

CD8" wmurorokcnuku T sumbpouutu (et  Cytotoxic T lymphocytes-CTLs)
CITMMUHUINTY WH(UIIMpaHe W MajJurHO u3MemeHe henuwje. OHu excripumupajy T henujcke
perenTope Koju Mperno3Hajy anturene npeseHroBane Ha MHC monmekynmuma | kiace Ha
aHTureH-npe3eHTyjyhum hemmjama (201). AxtuBainujom, oHH ociiobahajy caapkaj rpaHysia
Koje caapke nepdopune u rpanzume. [lepdopun popmupa nope y henujckoj memOpanu Kpo3
Koje TpaH3uM B ynasm y murorurasmy u aktuBupa kacraze (202). IIpumeheno je ma cy

NPUCYTHU y BEIMKOM OpoOjy Ha WMBUIM TyMOpa, IITO NOOOJbIIaBa edekar XeMHOTeparuje
(203).
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2. HTMJbEBHU U XUITOTE3E CTYJIUJE

2.1 llnsbeBU cTynmje

OCHOBHU LIUJb OBOT UCTPAXXKHMBAIba j€ UCIIUTUBAE yTUIAja IPUMEHE CeMariyTHaa Ha

pacT W pa3Boj MHIIjET KapIMHOMA JI0jKe. Y CKJIaay ca TIIaBHUM LUJbEM HCTPAKUBakba
neduHUCaHU Cy cliefichy ekcriepuMeHTaTHU 3a1a11H:

1.
2.
3.

Oppenutu yTUIaj CEManTyTHIA Ha IaH MI0jaBe, pacT U MEeTacTa3upame TyMopa JI0jKe;
Tectuparu qupeKTaH NUTOTOKCUYKH eeKar ceMarTyTuaa Ha TyMopcke henwje, in vitro;
Wcnuratu yTuIaj ceMariyTuaa Ha HeKpo3y, aHTHOTeHE3y ¥ MHUKPOBACKYJIapHY T'YCTHHY Y
IPUMapHOM TYMOPY JI0jKE;

Hemnenmjom NK henuja in vitro mokasaru 3Ha4aj ytuiaja cemarnytugaa Ha NK henuje y
AHTUTYMOPCKOM UMYHCKOM OZITOBOPY;

Anammsuparu  Qenoruricke u ¢(ynkuuonamHe ocodbmne DCs, Tregs, NK henuja u
nuToTokenukux T nuMdornuTa, HAKOH UHAYKIMjE Tymopa, ca/be3 aruukaiuje
ceManTyTH/IA.

2.2 Xunorese cryauje

1.

2.

[Tpumena cemarnyTHIa 3Ha4ajHO YCIIOpaBa pacT MPUMApHOT KaplIMHOMA JI0jKE U CMambyje
YUYECTAJIOCT METacTa3upama;

Cemarnytu HE TOKa3dyje 3Ha4ajaH AUPEKTaH IUTOTOKCHYKU edeKkar Ha TyMOPCKE
henuje, in vitro;

[lpumena cemarmyTuga yTWde Ha HEKpO3y ajlld HE W HA, aHTHOTEHE3y W HE Mema
MHUKpPOBACKYJIapHY I'yCTUHY Yy IPUMapHOM TYMOPY J0jKe;

Hemtenmja NK henuja He yrmue 3Ha4ajHO Ha JMHAMHKY pacTa IMPHUMApHOT Tymopa y
MHUILIEBA TPETUPAHUX CEMANIYTUIIOM;

Amnnukangja ceMmariyThJa 3HayajHO yThye Ha (QeHOoTHNncke U (YHKIMOHATIHE
kapakrepuctuke DCs, Tregs u nurorokcnukux T numdonura, 10K 3Ha4ajHO Mamke yTHUE
Ha ¢peHorun NK henwmja.

27



3. MATEPUJAJI U METOJIE

ExcnepumenTu cy peanu3oBanu y LleHTpy 3a MOJIEKYJICKY METUIIUHY U UCTPAKHUBAE
MarnuHuX hemmja Ha @akynreTy MEIUIIMHCKUX Hayka, YHHBep3uTera y Kparyjesiy, y
nepuoxy on 2022.10 2024. ronune. McTpakuBame je omo0peHo o crpane ETnuke xomucuje
3a 3aIITUTYy AOOPOOHUTH OTIIEAHUX XHBOTHEa DakynTera MeTUIIMHCKUX Hayka y Kparyjesiry
Opoj 01-2214.

3.1 JIabopaTopujcKe ;KMBOTHH>€

VY cryauju cy xopuiitheHe )KeHKe MuIieBa ctapoctu o1 8 1o 10 Hemesba, coja BALB/C
wild type. EkcriepuMeHTaIHE KUBOTHEGE Cy OWIIe ycKinal)eHe MO CTapOCTH M TEJIECHO] MacH y
OKBHUPY EKCIEPUMEHTATHUX TIpyna. MumeBu cy HabaBibeHU ca MHCTHTyTa 32 MEAMLIMHCKA
ucTpaxuBama BojHomenununcke akagemuje y beorpany u y3rajanu y BuBapujymy Llentpa 3a
MOJICKYJICKY MEIWIUHY M HCTPaXMBae€ MaTHYHUX henuja, Ha DakyaTeTy MEIUIUHCKHX
Hayka y KparyjeBuy. MumeBu cy rajeHu 1moJ KOHTPOJUCAHUM Ja0OPAaTOPH)CKUM YCIOBHMA
(22 + 2 °C, penaruBHa BIaXHOCT 51 £ 5% u Hau3MeHHYHH 12-4aCOBHU IUKITYC CBETIIOCTH U
TamMe) TOKOM IieJie CTyauje. 3a BpeMe CBUX EKCIIepUMEHaTa, )KHUBOTHUHaMa je 6uo omoryhex
c11000/1aH IPUCTYTI CTAaHAAPIHO] XPaHH U BOJIH.

3.2 TecroBu Bujaduanoctu- MTT u Crystal violet

TectoBu BHjabuiIHOCTH y IN Vitro ycrnoBuma palienu cy Ha nBe henmjcke JTHHHjE
KapuuHoma nojke, munmjoj 4T1 u spynackoj MDA-MB-231, kopucrehu tectoBe 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) u kpucran Buoner (euri. Crystal
violet- CV) Tecr, kao mro je panuje onucano (204). Tect Mepu aKTHBHOCT €H3MMa CYKIIUHAT
JIeXUJIporeHase, Koju je akTuBaH caMo y >kuBuM henujama. Pegykuujom MTT peareHca sxytu
TETPaA30JIMjyM C€ MPEBOAU y JbyOndactu (opmaszaH, MpH YeMy WHTCH3HUTET JbyOmuyacte 0oje
Kopenupa ca OpojeM >kuBHX hemnmja, jep oapaxkaBa MeTaboOIMuKy akTUBHOCT. I[Ipouemypa
MOYMHE J0/IaBakheM ITUJbHUX henuja y MUKpOTUTap TIoue ca 96 OyHapa paBHOT qHA. henuje
ce NPEeTXOAHO O0]1Bajajy TPETMAaHOM TPHUIICMHOM, HAaKOH dYera ce€ IpoBepaBa HUXOBA
BHUjaOWIIHOCT. Y eKkcrepuMeHTHMa cy kopuinheHe hemmjcke cycmensmje ca mpeko 90%
BUjaGMIHOCTH. 3aTHM ce pecycreHIyjy Y KOMILIETHOM MeHjyMy | A0Aajy 1o 5x10° hemuje y
cBaku OyHap. Hakon nentpudyrupama va 1500 rpm 5 MuHyTa, 1j104€ c€ MHKYOUpajy MPeKo
Hohu. J[pyror naHa, HaKOH yKJamama CylepHaTaHTa, 10Jajy ce edekropcke henmje y cBaku
Oynap. Hakon mHkyOaruje nmpexo Hohu, Tiode ce MoHOBO LEHTPU(dyTrupajy, a 3aTuM ce J0/1a
MTT pactBop. Muky6upajy ce Ha 37°C TokoM 4 carta, a 3aTMM c€ KpUcTaiu (opmaszaHa
pactBope ca DMSO (Dimethylsulfoxide)/rmuruackum nydepom. Hakon 30 mMuHyTa Memama
Ha cOOHOj TeMIepaTypH, ONTHYKA I'YyCTHHA C€ MEpHU Ha YMTady IUI0Ya Ha TalacHO] JYKHHU OJ1
570 nm. CV tect npescTaBiba I0JaTHY METOAY 3a MPOIEHY BHjaOMITHOCTH | mpodeparrje
henuja, 3acHOBaHy Ha CIIOCOOHOCTH KpHCTal BHOJIET O0oje Ja ce Be3yje 3a DNA agxepeHTHUX
henuja. Hakon ¢uxcammje henuja u 6ojewma, Buinak 0oje ce ucnupa, a 3aTUM ce Be3aHa 0oja
eKCTpaxyje. AINCopniMja eKCTpaxoBaHe 0oje Mepu ce Ha TajacHoj AyKuHHU ox 570 nm, npu
yeMy MHTEH3UTET 00je Kopenupa ca 6pojeM BujabmiIHuX henuja.

Cse henujcke JMHUjE Cy KOMEPIUJaIHO JTOCTYITHE U MOTUYY U3 AMEpUYKE KOJIEKIHUje
kyarypuux cojeBa (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA). henuje
cy y3rajane Ha 37°C y BnaxkHoj atmocgepu ca 5% CO2 u onpxkaBane y RPMI-1640 menujymy
oborahenom ca 10% xunepTepMHUYHO UHAKTUBUpaAHOT (eTaiHor Teneher cepyma (enri. Fetal
Bovine Serum- FBS), 2 mM L-rnyramuna, 0,01% natpujym-nupyBata, neHunmimHoM (100
jemuauna/mL) wu  crpentomummaoM (100 pg/ml) (koMmiieraH MeAujyM 3a  pact).
CyOKoH(IIyeHTHH MOHOCIIOjeBH, y (a3u JOrapuTaMCKOI' pacTa, J0OMjeHU Cy KPaTKOTpajHUM
tpermaroMm ca 0,25% tpurncunom u 0,02% EDTA y dochataom nydepy (enri. Phosphate-
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Buffered Saline- PBS) u ompane tpu nyra y PBS-y (PAA Laboratories GmbH) 6e3 cepyma
npe yrnorpebde y cBuM INn Vitro u in vivo ekcnepumenTumMa. Bujabunoct henuja je yrBphena
npumenom trypan blue tecra, a 3a masbe ekcriepumenTe cy KopuinheHe caMo CyCIeH3Huje ca
BujabmwiHomthy on Hajmame 95%. PactBopen cemarnytun (0,5 mg/0,37 mL) uyBaH je Ha
+4°C. PagHe KOHIIEHTpAIMje Cy IPUIPEMaHe Y MEIUjYMY 3a KYJITHBAIU]y Mpe TpeTMaHa. 3a
yTBphuBame Bujabminnoctu henuja xopumhen je MTT tect, npu uemy cy henuje nHKyOupane
ca MTT pactBopom (0,5 mg/mL) ornpunuke mona cara, 10K HECY (pOopMUpaHU JbYOMYACTH
dopmazaH KpHUCTaiHM, KOju Cy 3atuM pactBopenn y DMSO. AnrepnatuBho, henmje cy
¢dukcupane ca 4% PFA toxom 10 munyta, a 3atum obojene ca 0,02% CV pacTBopoM TOKOM
15 muayTa Ha cOOHOj TemmepaTtypH. boja je 3atum pacTBopeHa y 33% aleTHO] KHCETUHH.
AOGcopOania 6oje 3a ob0a TecTa BHjaOMIIHOCTH MEpEHa je MOMONy ayTOMAaTcCKOr YuTaya
MHUKpOIUIOYa Ha TajxacHuUM ayxkuHama 570/670 nm. Pe3ynratu, U3 Tpu HE3aBHCHO H3BE/ICHA
eKCIIEpUMEHTa, H3paXEeHH Ccy Kao mpolueHaT abcopOoBaHMX BPEIHOCTH KOHTPOJIHHUX,
HeTpeTupanux henuja, Kojuma je apOuTpapHO J0JesbeHa BpeaHOCT BujadmiHoctu o1 100%.

3.3 Unaykuuja kapumHoOMa J10jKe

Y 0BUM eKCIepUMEHTATHUM MojenuMa Kopuimihena je henwjcka nuauja 4T1, xoja
notuye ox Muiijer Tymopa jaojke (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA,
USA). OBa nuHHja je U30JI0BaHa U3 CIIOHTAHO pa3BUjeHOT Tymopa nojke koj BALB/C muma
¥ KOPUCTH C€ Ka0 aHMMaJIHU MOJIEJI 32 UCTpakuBame [V cranujyma kapuuHoMa JI0jKe.

Tymopcke hemuje 4T1 cy kyaruucane y DMEM wmemujymy (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) ca 10% FBS, 2 mmol/l L-rnyramuna, 1 mmol/l nenunmmns/cTpenToMuimyHa
u 1 mmol/l He-ecennmjanaux amuHokucenrna (Sigma-Aldrich, Munich, Germany). henuje cy
OJIMp3aBaHe M3 TEYHOI a30Ta y BoaeHOM KymaTwiy Ha 37°C. Hakon Tora momarto je 9 ml
KOMIUIETHOT MelIujyma, a 3aTuM cy hemmje nenrpudyrupane va 1500rpm tokom 10 munyTa,
Kako OM ce YKIOHHO KpUO-IIPOTEKTHMBHU MenujyM Koju caapxu 5% DMSO. Haxon
yKJIamama CylnepaHTaHa, hemuje cy pecycrneHaoBane y | ml komrieTHor meawjyma u
KyJITHBHCaHEe y acenTudHUM ycioBuMma Ha 37°C y3 5% COz. Bpeme ynBoctpydaBama Opoja
henuja u3zHocwio je ox 24 no 48 cartu. [lpe mouerka ekcrnepumeHara, CyOKOH(IyeHTHE
henuje (oxo 80% KOH(IyEeHTHOCTH) OJIBOjEHE Cy ca JIHa (uiacka KpaTKOTPajHOM NPUMEHOM
tpuncuna [0,25% tpurcun ca 0,02% EDTA (PAA Laboratories GmbH) y PBS-y]. 3atum cy
henuje pecycnennoBane y 6 ml DMEM wmenujyma ca 10% FBS y uuipy HeyTpanuzamuje
TPUIICHHA, a 3aTHM cy neHTpudyrupane npu 1500rpm tokom 10 MuHyTa. 3aTUM Cy J0aTHO
onpane PBS-om 6e3 FBS mpe ynorpebe y ekcrnepuMeHTMa. BujabumHoct henmja je
npoiiewmeHa y3 momoh trypan-blue tecta u camo cy henuje ca Bujabunnomrhy sehom o1 95%
KopuurtheHe y UCTpaKUBambHMa. Y OBOM HCTPaXHMBamby 3a MHIAYKIH]Y TyMOpa KopHIIheHo je
5x10° henmja. Mamurre hemije 4T1 (5x10%) cy pecycnenmosare y 50 pl PBS-a n nnjekoane
JUPEKTHO Y MAacHO TKHMBO MJIEUHE >kJie3ae 0poj 4 moMohy MHCYIMHCKOT cucTeMa (LINpHL] U
urna 21G).

3.4 HauuH naBama cemManiyTuaa

3a cBe in VIVO ekcriepuMeHTe, eKIEpIMEHTATHE )KUBOTUELE Cy MOJICJbEHE Y JIBE TPYIIC:
1) BALB/C mumiesu tpetupanu PBS-om u 2) BALB/C MuiieBu TpeTHpaHu ceMariyTHIIOM.
Cemarnytun (pactBopeH y PBS-y) je amnukoBaH MHTpanepuToHeanHo y no3u ox 60 pg/kg
MOYEBINM O JaHa WHAYKIMje TyMOpa W HapeJHHMX JeCeT y3acTOMHHMX naHa. KoHTpoiHM
MHIIEBH KOjU HUCY NMpPUMAaIM CeMariayTn, aooujanu cy uHjexkuujy ox 50 pl PBS-a nctum
JTAHUMa.
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3.5 OapehuBame 1aHA NOjaBe U BeJIMUYMHE PUMAPHOT TYMOpPa

[lojaBa mpumapHor TymMopa npaheHa je CBaKoIHEBHUM MaIalijaMa HaKOH HHAYKIIH]je
TyMmopa. HakoH 1ojaBe TyMOpa, leroB NMPEeUHUK je MepeH noMohy HOHMYca JBa 710 TPH IyTa
He/leJbHO. 3ampeMuHa TyMOpa je M3padyyHaTa HaKOH XpTBOBama Kopucrtehu ¢opmyrny: L x
W2/2, rne L npencraBiba HajBehu, a W nipencraBiba HajMamby MPEYHUK TyMOPA.

iy &
W\ +Cemarayrua (60ug/kg)

4T1 heanje (5x10° /50ug)

 +PBS (50p0)
. 4T1 heanje (5x10° /50ug)

-
e

- - ~._ BALB/c __ BALB/c
Hnjexipgja WT . WT
4T1
TYMOPCKIX
hearjan
amankarpja 1. Anamkarprja Anankamprja Ananxamprja Anankarprja Kpaj
aoze 3. aose 5. aose 7. Aoze 9.a03e eKciTepriveHTa
Cenmarayruaa Cemarayrnaa Cemaraytmga Cemarayriaa CemarayTiga (msoaammja o‘pral-[a)
0 1 2

I

Anamkarprja

Amauxkarprja
2. aosze

Cemarayrmaa

Amauxkarprja
4. aoze
Cemarayrmaa

Amauxarmtja
b.a03e
Cemarayrmaa

Amauxargrja
8. Aoze
CemarayTirga

10.a0ze
Cemarayruaa

Camuka 5. Cxema 103Mpama 1 HAYMHA IPUMEHEe ceMarIyTHaa TOKoOM in Vivo
eKCIepuMeHTa

3.6 OgpehuBame npucycTBa yla/beHHX MeTACTA3a

Haxon 36. nana on mHAyKIMje TyMOpa, )KUBOTUILE CY )XKPTBOBaHE, jeTpa u miyha cy
XUPYPIIKH YKIOHEHU KaKo OU ce YTBPANJIO MPUCYCTBO MeTacTasa.

Oamax mo um3osanuju, y30puM IUTyhHOr W jeTpuHOr TKuBa cy ¢ukcupanu y 10%
pacTBOpy (hopMmanjexusa Ha COOHOj TeMIepaTypH, NpH YeMy je BOIYMEH (HUKcaThBa OHO
neceTocTpyko Behu on 3ampemuHe TkuBa. HakoH (ukcaiyje, TKMBO j€ YKalylJbEHO Y
napauHCcKe OJIOKOBE, a 3aTUM CYy MHKPOTOMOM HMCEYEHH pe30BH JebsbuHe Sum. JJoOujenn
IPeceIy Cy TOCTaB/eHN Ha MPEIMETHA CTaKJIa U 00jeHN XeMaTOKCUIMHOM M €03WHOM (€HTJI.
Hematoxylin and eosin-H&E). TTapaduHcky nucednu cy NpeTxoaHO 3arpejaHd y TepPMOCTaTy
Ha +56°C TokOoM 45 MuHyTa, a 3aTUM JenapaduHucanu y kceumoiy. [Iponec pexuaparamuje
TKHBa 00aBJbEH j€ UCIIMpamhEeM y CMambyjyhuM KOHLIEHTpaIMjaMa eTHJI aJIKOXO0JIa: JBa IyTa Mo
5 MHHYTa y arniCOTyTHOM aJIKOXOJTy, S MUHyTa y 96% ankoxony, 5 munyta y 90% ankoxoiy, 5
MuHyTa y 70% akoxoiy ¥ Ha Kpajy 5 MUHYTa y JecTuiioBaHoj Boau. [Torom je TkuBo 60jeHO
Mayer-osum xematokcuiaraoM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 MuHyTa U BCITUpaHO
MPBO JECTHUJIIOBAHOM BOJIOM, a 3aTUM TeKyhoM BOJIOM 5 MHHYTa. 3aTUM Cy MpernapaTu 00jeHr
ankoxoHuM eo3uHoM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 munyta. [Tocne 60jema, TKHBO
j€ mexXuapaThCcaHo M MPOCBEeTIheHO y keuouy. [Iporec nexuaparamnuje je o0yxsarao pactyhe
KOHIIEHTpauuje ankoxona: 5 munyta y 70%, 3atum 5 munyra y 90%, 5 munyra y 96%
QIKOXOIy M Ha Kpajy Ccy IMpemapatd TpeTHpaHW [Ba IyTa MO 5 MHHYTa arcOJyTHUM
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ankoxoiom. [o 3aBpiieTky 60jema U nexuaparainmje, IpenapaTu Cy MpOCBETIEHH TaKO IITO
Cy IOTallaHu Mo 1 MUHYT y MEIIaBUHY KCWJIOJNA W alcoJyTHOI ajKoxoia y oaHocy l:1, a
3aTUM JIBa TyTa MO | MHHYT Yy YMCTOM KCWJIONY. TKHUBHU HMCEYIM Cy TOKPUBEHH KaHaJla
o6amszamom (Canada balsam, Centrohem, Serbia) u mokpoBHum crakiuma. [Tocine 24 cara
CyIlIeHa, TIPEnapaTu Cy aHATM3UpaHu 10 cBeTiIocHUM Mukpockorom (Olympus, Japan).

Mertacra3ze y uiyhuma u jetpu cy JeTeKToBaHe moMohy MuKpockoma. Y OKBHpY OBe
cTynuje, yTBpheHa je HHIMIeHIIa MeTacTa3upama, OJHOCHO Op0j MHIIIEBA ca JIETEKTaOMIIHUM
MeTacTazama y ruryhuma wim jetpu. Pedynratu cy mpukazaHu Kao NMpOCEYHA BPEIHOCT =+
CTaHJap/HA TPEIIKa.

3.7 denaennja NK hennja u CD8" T aumdouura in vivo

MuieBuma cy cenekturo ykiomene henuje (NK henuje win CD8" T mumdonutn)
npe unayknuje 4T1 kapuuHoma aojke. Ilanmanujom je mpaheH pa3Boj W pacT IpUMapHOT
tymopa. 3a gemerujy CD8" T mumpornura u NK henuja, kopumiheHa ¢y MOHOKJIOHCKa
antutena IgG xmace koja cy cnenm¢puuHa 3a oBe henmje. BesuBame aHTHTENa W3a3uBa
eJMMUHANN]y o0eeKeHNX henrja o1 cTpaHe CONCTBEHOT UMYHCKOT cuctemMa (205).

Hemnenja NK henuja m3Bpmiena je mHTpanepuToOHEUTHOM npuMeHoM 20 pg aHTH-
asialo GM1 anturena (Invitrogen) wmwumeBnMa, jenaH JaH Ope W MNETOr JaHa HAKOH
uHOKynamuje Ttymopa. EduxacHocT apemnenuje je morBpheHa MNPOTOYHOM IIHUTOMETPU]OM
aQHAJIM30M CIUICHOITUTA, IIPH YyeMy je edekar 6mo Behu o1 95%.

Jemnenuja CD8* T aumdonura u3BpIleHa je HHTpanepuToHeandoM amkanijom 100
ug antu-CD8 moHoknoHckor antutena (YTS 169.4) mumieBuma, jefian JaH Mpe U Ha METH
JaH HAKOH WHOKynamnuje Tymopa. EdukacHoct aemnenuje morBpheHa je 24 cara HakoH
MPUMEHE aHTHTela MoMohy MPOTOYHE MUTOMETPHUjE aHAIM30M CIUICHONHTA, a edekar je Ouo
Behu ox 95%.

3.8 KBanTudukanuja Hekpose

TkuBHU mpecenn Tymopa cy ¢ortorpaducanu nojeauHadyHo npu ysehamwy ox 200x.
Hekpo3za, nepunucana kxao Oeshenmjcka (O1emo pyxuuacta) HoApydja yHyTap Tymopa,
uaeHtudukonana je nomohy H&E 6Gojewma (206). KBantutatuBHO oapehuBame HEKpose je
U3BPIIEHO Kao IITO je ONHMCaHO y mperxogHuMm cryaujama (207). Cpako cnenuduyHo
noJipyyje oA uHTepeca (HEKpo3a) je pydyHO obenexeHa KopuilhemeM anara 3a cia000aHO
nprame U u3mepeHa nomohy ¢ynkumje Analyze y Imageld. Pesyararu cy npencTaBibeHU Kao
MPOIEHAT HEKPOTUYHOT MOJPyYja y OJJHOCY Ha YKYITHO BHJIHO TTOJBE.

3.9 UmyHoXxucTOXEMHjCKe aHAJIN3e

Excnpecuja VEGF, a- rmatko mumuhzor aktuna (eHri. a-Smooth muscle actin-o-
SMA), u CD31 y TkuBY mNOpuUMapHOr TyMopa JOJKE€ aHaJIM3UpaHa je METOAOM
UMYHOXHUCTOXEMH]jE, Y3 YNOTpeOy MOHOKIOHCKHMX/IOJIHOKIOHCKUX aHTHTENa CHeHM(PUUHUX
3a VEGF (ab16883, Abcam, Cambridge, UK), a-SMA (ab7817, Abcam, Cambridge, UK) u
CD31 (ab28364, Abcam, Cambridge, UK) kao mto je panuje omucano (3).TkuBo je
¢ukcupano y 4%-THoM HeyTpaiHOM, Nydepu3oBaHOM (opManaexuay TOKOM 24 cata u
KalylubeHo y mapaduH. Pe3oBu neGsbuHe 3-4 um cy NMOCTaBJbEHHM HAa BHUCOKO aJIXEpEHTHE
wiounte SuperFrost® u cymenn Ha Temmneparypu on S6°C Tokom jemHor carta. Mcedunwm cy
nenapaUHU30BaHU MPOJIa30M Kpo3 CepHjy aikoxosa omnaaajyhux konumentpanuja. IIporec
ociobahama aHTUTEHA U3BPIIEH j€ ,,KyBalkbeM Yy30paka y MUKpoTaiacHoj ehu Ha S60W, y
UTpaTHOM mydepy, ABa MyTa Mo 5 MuUHyTa U jeaHoMm 8 muHyta. [locne Tora, ruiouune cy
ucnupane TekyhoM BogoM 5 MuHyTa. TKHBO je 3aTUM TpeTupaHo 3% pacTBOPOM BOJIOHHK-
nepokcuna (H202) Tokom 5 munyra. Hakon ucnupama, miodmiie cy npemernrese y pocdarau
nmydep, OCyIIeHe 1 00eIeKeHe TOCeOHOM OJIOBKOM. 3aTHM CY MTOCTaBJbEHE Y BIAXKHY KOMOPY,

31



rae je Ha wux HaHeTo mpuMmapHo aHturteno (100 pl), koje je makyOupano 30-60 muHyTa.
Haxon nnky6anuje, miouunne cy ucnupase ¢pochatHum mypepom U TpeTHpaHe CEKYHIAPHUM
aHTUTEJIOM TIpeMa YIyTCTBUMa Mpou3Bohada, koje je Takohe MHKyOHMpaHO y CKIIaay ca
npenopykama. Peakinuja je BusyanusoBana Hanomemem AEC (3-Amino-9-EthylCarbazole) u
uHkyOarjom 5-10 munyTa. [locne ucnupama, y3opiu cy 060jeHn 1mo Mayer-oBoj METOIU U
NPEKPUBEHH MOKPOBHUM CTAKJIOM Ca TJIULIEPOJIOM.

HeraTuBHEe KOHTpOJIe Cy TpETUpaHE Ha HMCTH HAuWH, HM30CTaBJbajyhn mnpuMapHa
anTtutena. [1o3UTHBHE KOHTpOJIE Cy ce cacTojajie O TKHBAa 3a KOjeé C€ 3HaJ0 Ja CalpiKu
npotenH oj uHTepeca. ®oTto-mukporpaduje cy cHumibeHe npu yBehawy ox 200x momohy
Olympus mukpockomna (BX50 moznen) ca yrpahenom onpemMoM. MIHTEH3UTET UTOILIA3MATCKOT
6ojema 3a VEGF, CD-31 u a-SMA mnpouewmuBaH je npeMa paHnujuMm myonukanujama (206,
208, 209). Autu-CD-31 u a-SMA MOHOKJIOHCKa aHTHTeNa Cy KopuinheHa 3a JeTeKIH]jy
MHUKpOBacKyJapHuX cyzaoBa. [lojequnaune ennortenne henuje wiv rpyne eHI0TETHUX hennja
Koje cy Omne mosutuBHe Ha CD-31/0-SMA cmarpane cy MUKPOBAaCKYJIApHHUM CYIOBHMA,
npema mpoueHu aBa natosuora (206). Ha cBakoj cnunu cy unentudukoane Tpu obiactu ca
HAjBUIIOM TyCTHHOM MHKPOBACKYJIApHHX CyJIOBa, Tako3BaHu ,,HOt Spots”, koju cy
dororpaducany AUTUTATHOM KamepoM Mpu opuruHanHoMm yeehawmy ox 200x. IMoBpumHa
OBOI  XHCTOJIOIIKOT TmoJjka Omma je 0,704 xBagpatHa wmukpomerpa. ['yctuHa
MHKpPOBACKyJapHHUX CyI0Ba TMpoleiheHa je mpema Weidner-y u capagauima, Opojehun
MHUKpPOBACKyJIapHE CYJI0OBE MO BUIHOM MOJbY ca BenukuM yBehamem (210). MukpoBackynapHa
I'YCTHHA y30pKa U3padyHaTa je Kao apuTMETHYKa CpeinHa Opoja MUKPOBACKYJIAPHUX CYI0Ba
y TPH XHCTOJIOIIKA TT0JbA.

3.10 UmyHoduiyopecueHumja

3a 0ojeme METOJIOM HMYHOQIIYOpPECISHIUje KOPUITNEeHN Cy KPHUO-HCEUIM TKHBA
IPUMapHOr KapIMHOMA JI0JK€ MUIIEeBa TpeTUpaHux cemaraytuaom/PBS-om nebsbune 5 pm.
Hakon mito cy nmpenapati oIMp3HYTH Ha COOHO] TeMIIepaTypH y Tpajamkby O 5 MUHYTa, TKHBO
je mepMeaOMIIM30BaHO YNOTpeOOM Jie[eHO XjajaHor aneroHa Ha +4°C TOKOM 5 MuUHYTAa.
[Ipenapatu cy moToM HMCIpaHu Tpu myTa 1o 5 muHyta y PBS-y, HakoH uera je OmoxupaHo
moryhe Hecrneunpu4yHo Be3uBame aHTHTeda ynorpebom 200 pl 10% HOpMamHOr Ko3jer
cepyma y PBS-y. Hakon ucnupama y PBS-y, Hanero je antu-mumje CD11c Alexa Fluor®
488 KOHjyroBaHO MOHOKJOHCKO aHTuTeno (Santa Cruz) 3a uaentuduxauujy DCs. Hakon
jeHOYacOBHE MHKYOaIHje Ha COOHO] TEMIIEpaTypH Y BIKHO] KOMOPH, MPErapaT Cy TOHOBO
ucnpanu Tpu nyra y PBS-y. Hakon Ttora, nomato je cexkyHmapHo kosje aHTu-3edje IgG
antuTeno koHjyrosano ca PE-Cy 5.5 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y pazonaxemy 1:400,
UHKYOUpaHo 45 MuUHyTa y BiaxHO] KoMmopH. [Ipemapatu cy NMOHOBO HCHpaHM TpH IyTa y
PBS-y, a 3arum je nHanero FITC koHjyroBaHo aHTUTENO Ha MUIIju uHCyauH (Abcam) y
3anpemunn of 200 pl ca pasbnaxemem 1:400. Hakon mocneamer ucnupamwa PBS-oMm, Ha
000jeHe TIpeceke TKMBa HaHET je MeaujyMm koju caapxku DAPI 3a Busyanuzaiujy Hykieyca
(ProLong Gold antifade reagent with DAPI; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
HmyHoduryopeciieHTHa aHaTi3a U3BpIIIcHa je oMohy uHBepTHOT MuKpockoma Nikon Eclipse
Ti-E ca onromapajyhum codreepom (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA). Tokom
aHaJIM3e M3BPIICHE Cy CaMO MPOMEHE Y OCBETJLEHOCTH U KOHTPACTY.

3.11 U30oaanuja crjieHOUMTA

Hakon xpTBoBama y atmochepu 3acuhenoj auerunerpom, 36. 1aHa eKCIIEpUMEHTA,
MUIIIEBUMA j€ W30JI0BaHa cle3nHa. l[locTymak wu3ojamuje CIUICHOIUTa W3BEACH j€ Ha
temneparypu on +4°C. TlpBo je crnesuna nmotucHyta kpo3 hemujcko cuto (Cell strainer, BD
Pharmingen, USA) ca momohuum menujymom (RPMI-1640, PAA Laboratories GmbH, ca
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10% FBS) y 50ml enpysery. U3nBojene henuje cy uentpudyrupane 5 munyra npu 1500rpm.
CynepHaraHT je OJUIMBEH, a NENHMjCKH Tajor je TPeTHpaaH PAacTBOPOM 3a JIM3HMPAmE KOjU
caapxu 4mg EDTA, 100mg NaHCO3, 826mg NH4Cl y 100ml ddH20 u uakybupano Ha neny
5 munyTa. JIuzupame je 3aycraBibeHo noaaBameM RPMI-1640 menujyma ca 10% FBS. Hakon
MOHOBHOT IIeHTpu(yrupama, Tajor je pecycnennoBad y 8ml RPMI-1640 ca 10% FBS. Kako
0u ce n30eriia KOHTAaMUHALIM]ja CIUICHOIUTA XMUCTHOLMTHMA, henrje cy TOHOBO MPOMYIITEHE
kpo3 hemujcko curto. Cycrnen3uja hemuja goOWjeHa OBHMM TIOCTYIIKOM KopuIilheHa je 3a
poTOUHy nuToMeTpHujy. Hakon u3onamnuje, Bujadminoct henuja je onpehena momohy trypan-
blue 6ojema 1Mo CBETIIOCHUM MHUKPOCKOIIOM, a CaMoO CYCIeH3H]je ca BujabmiHomthy BehoM o
90% cy kopuiheHe y eKClIepUMEHTUMA.

3.12 U3o1anuja Tymop-uHpuiarpumyhux jJeykonura

[To ucrexy 36. naHa ojx MHOKYJNalWje TyMOpa, CBM MHIIEBH Cy JXKPTBOBAaHU Y
atMocdepu 3acuhenoj auerwinerpoM. HakoH u3omanuje, mpuMapHU TYMOPHU Cy YCHUTHCHU
Maka3zama M ucnpanu 2-3 nyra y PBS-y. Yeutwenu tymopu cy pecycnengoBanu y 5 ml
MeArjyMa 3a JIUTECTH]Y, KOju ce cacTojao ox 1 mg/ml konarenaze tun I, 1| mM EDTA y 10
ml RPMI u 2% FBS. [urectuja je Tpajana nBa cata Ha 37°C y3 KOHCTaHTHO Melllame Ha
miejkepy. HakoH 3aBpuieHe aurectuje, hemujcka cycneHsuja je nmeHTpudyrupana S MUHyTa
npu 1500rpm. CymnepHaTtaHT je OAJIMBEH, a Talor je 3aTuM Tpetupad ca 10 ml mperxonHo
3arpejaHor TpUIlcMHA W MHKyOmpan 3 mmHyta Ha 37°C. Campikaj empyBeTa je MOHOBO
ueHtpudyrupan 10 munyra Ha 1500 rpm. Ha Ttamor je momato 2,5 ml mperxomno
npunpemibeHe u 3arpejane DNA-3e (10 ug/ml), a uaky6anwmja je tpajana 1 munyt Ha 37°C.
Hakon unkyOamuje, y empyBere je aofato 7 ml KOMIUIETHOr MeOujyma, HAaKOH 4Yera je
caapxaj moHoBo 1eHTpudyrupad 10 muayra Ha 1500rpm. CymnepHaTaHT je OJUTHBEH, a 3aTHM
je momato 5 ml cBexxe MPUIPEMIbEHOT KOMIUIETHOr Meaujyma. JloOujena cycrnensuja je
nporehena kpo3 hemmjcko CUTO U MOHOBO EHTPU(YTHpaHa Mo HCTUM yCJIoBUMaA. henwmje cy
pecycniennoBane y 0,5 ml kommietHor menujyma. bpojame henmja u mpolueHa HBHUXOBeE
BUjaOMJIHOCTH U3BpIIEHH Ccy momjohy trypan-blue Oojema, a camo cycrensuje ca
BujabunHomthy Behom on 90% cy kopumtheHe y excrnepuMeHTMMa. OBako HpuIpeMIbeHa
CyCIleH3Mja IMOjeIMHAaYHUX TyMOp-MHQUITpUIIyhux Jeykouurta KopuitheHa je 3a Jasba
UCTIUTUBAA.

3.13 ®enoTunusanuja u NpoueHa GyHKIUOHATHOT cTaTryca heanja ciae3nne u
MOHOHYKJIEAPHOT HH(UJITPATa NPUMAPHOT TyMOpa

[TpoTounom nuToMeTpHjoM cy 36. 1aHa HAKOH MHAYKIHMje TyMOpa WIACHTU(UKOBaHE
pasnuuure cyOmnorutyanuje JUMQOLUTa U aKLECOPHUX henuja M3 ciae3suHe U MPUMapHOT
TyMOpa U yTBpheHa je BUXOBa MpoleHTYyalHa 3acTymibeHocT. AHanu3upane cy NK n NKT
henuje, pasnuuure cyonomynauuje T numdouurta, DCs u MDSC y3 mponeny mHuxXoBor
(GyHKIIMOHAIHOT (peHOTHUIA.

3.13.1 bojeme MmemOpanckux henujcknx Mapkepa

3a uaeHTUPUKAIM]y MEMOPAHCKUX MapKepa y LMJbY (eHOTUIU3alLMje U opehuBama
¢yHkunoHaNHOr (eHoTuNa CyOmomyianuja MOHOHYKJIEeapHHX henuja U3  cle3uHe W
pUMapHOT TyMOpa, KopuiheHa ¢y aHTU-MUIINja MOHOKJIOHCKa aHTuTena (Tabemna 1). Ha 5 x
10° henuja pecycnengoBanux y 50ul mygepa 3a 6ojeme (Staining Buffer, BD Biosciences)
nonata je oaropapajyha KoJudMHa MPUMapHO KOHJYTOBaHMX MOHOKJIOHCKMX aHTHTENAa Koja
cy cnenuduyHa 3a aHTUTEHE PA3IMUUTHX CyONomysianuja MOHOHyKJIeapHux henuja. henuje
M30JI0BaHE U3 CIIE3WHE W MPUMApPHOT TyMOpa WHKyOMpaHe Cy M ca aJIeKBaTHUM H30THIICKHM
koHTponama (Elabscience, Miltenyi Biotec, eBioscience, BiolLegend, Invitrogen, BD
Biosciences).
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CBa aHTuTena 3a Oojeme MeMOpaHCKMX henujcKuX Mapkepa, Kao M H30THIICKE
KOHTpOJIe, KopulllheHa Cy y KOHIIEHTpallijaMa Koje cy oMmoryhaBane a Kpajime paz0nakemne
oyne 1:100 y cycnensuju henuja. HakoH kpaTkor BOPTEKCOBamWba, y30plu ¢y HHKyOupanu 30
MHUHYTa y Mpaky Ha Temmnepatypu ox +4°C. Ilo 3aBpumieTky uHKyOauuje, henuje cy omnpane
nomaBambeM 2 ml xmagnor mydepa 3a Oojeme (Staining Buffer, BD Biosciences) wu
neHrpudyrupane 5 munyra npu 1500rpm. CynepHaTaHT je OJUIMBEH, a Tajor henmja
pecycnieroBan y 250 ul mydepa 3a 6ojeme. Onmax HakoH 00jema, EKCIpecHja MOBPITHHCKUX
Mmapkepa Ha henujama je aHanu3upaHa Ha mnporouHoM muromerpy FACSCalibur (BD
Biosciences) y3 momoh FlowJo (Tree Star) codrsepa. 3a cBe aHanu3e KOpHUIINEH je PErHOH
MoHoHykieapaux hemuja y FSC/SSC mmoty. YV cBakoj IIMTOMETPH]CKO] aHAIHM3U
peructpoBaHo je HajMamwe 20 000 morahaja.

3.13.2 bojeme ynyTraphejanjckux Mapkepa

Y oBOM HcTpaxuBamy, henuje cy crumynucane ¢popoon mupucrat arerarom (Phorbol
12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma) u jonomuimaom (lonomycin; Sigma). Oswu
aKkTuBaTopu cHaxkHO Tokpehy aktuBHOcT PKC 1 moactuuy MHTpamenyiapHy aKyMyJanujy
KaJIyjyMa, IITO MoBehaBa eKcIipecHjy TeHa 3a IIMTOKMHA y henmujama koje cy Beh Ouie
aKTUBHpaHe (QU3MONIOMKUM ctumyinycuma (211). Mukybanmja je tpajama 4 cara. Toxom
crumysandje henmja in Vitro kopumiheHn Cy MHXHOMTOPH HHTpAIEIyJIapHOTr TPAHCIOPTa
nporenna, BD GolgiStop™ (xoju campsxu monencun) u BD GolgiPlug™ (xoju campsxu
Oopedenaun A). OBU UHXMOUTOPU OJNOKMPAjy UHTpAILeNyJapHU TPAHCHOPT, IITO JOMPUHOCH
aKyMyJIalliju [UTOKWHA Y €HJOIUIa3MAaTCKOM PETHKYIYMY WM ['OMM KOMILJIEKCY, YAMe ce
noBehaBa MoryhHocT nerekuuje henuja koje mpousBoge uutokune (212, 213). bynyhu na
MOHEHCHH U OpedennuH A uMajy HUTOTOKCHYHH e(eKaT KOju 3aBHCH O] J103€ U BpEMEHa
u3Jarama, u3jarame hemuja OBUM areHcuMa He cMe Tpesa3uTu 12 dacoBa, jep Ay MepHoj
WHKYyOaImje Moke OMTH TOKCHUaH 3a henuje.

Cycnensuja creonmura (1x10%ml) je mpunpemsbeHa y KOMILIETHOM MEIHjyMy H
unkyoupana Ha 37°C ca 5% CO2. YV cycnensujy cy nogatu PMA (Sigma; 50ng/ml) u
jonomuru (Sigma; 500ng/ml). IMocne aBa cara, noxar je BD GolgyStop™ (0,7ul/ml), xoju
0JI0KHpa ceKkpelrjy LUTOKMHA U ToBehaBa BUXOBY akymyJanujy y henuju.

Hakon 3aBpmietka mpeaBuleHOr BpeMeHa akTHBaIuje, henuje cy neHtpudyrupase 5
muHyTa Ha 1500rpm u pecycrnengoBane y mydepy 3a Oojeme (Staining Buffer, BD
Biosciences). IlpBo je ypaljeHo Oojerbe MEeMOpPAaHCKHX MapKepa MpeMa paHhje OIMHCAHO]
meroau. [1o 3aBpuieTky nnkyoOanuje, henuje cy ucnpane ca 2 ml xiaagHor nydepa 3a 60jeme 5
MuHyTa Ha 1500rpm. 3atum cy ¢pukcupane u nepmeabunnszoBane npumerom 250 pl pactBopa
3a ukcanujy u nepmeabunusaijy (Fixation/Permeabilisation solution, BD Biosciences) na
+4°C Toxom 20 munyTa. [Ipe u mocie gomaBama pacTBOpPa, y30pIu Cy J0OPO BOPTEKCOBAHHU.
[Tocne unky6anuje, henuje cy ompane ca 2 ml 10%-tHor mydepa 3a mepmeabmiInzanujy
(Perm/WashTM, BD Biosciences) 5 munyta Ha 1500 rpm. HakoH ykiamama cylnepHaTaHTa,
JojaTa Cy aHTUTeNla 3a HWHTpanenyigapHo Oojewe mutokuHa (Tabema 1), a hemmje cy
uHkyoupane 30 munyta Ha +4°C. [IpuMapHO KOHjyroBaHa aHTH-MHUIIIja aHTUTENA KopUlTheHa
cy y pazonaxemy 1:100. ITo 3aBpuieTky nnkyOanuje, henuje cy noHoso ucrtpane y 2 ml 10%-
nybpepa 3a nepmeabunuzanujy (Perm/WashTM, BD Biosciences) u uentpudyrupane 5
munyTa Ha 1500 rpm. [Tocne nmocnenmer npama, hemuje cy pecycnennonane y 250 ul mydepa

3a 0Oojeme. OmMax HakoH Oojema, henwje cy aHaiIM3upaHe Ha TPOTOYHOM ITUTOMETPY
FACSCalibur (BD Biosciences).
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CD3 REA641 Miltenyi Biotec
CD49b DX5 Invitrogen
CD8 QA17A07 BioLegend
CD4 H129.19 BD Biosciences
CD25 PC61.5 Elabscience
FoxP3 REA788 Miltenyi Biotec
CDllc N418 Molecular Probes
CDl11b OTI12C10 Invitrogen
CD107a REA792 Miltenyi Biotec
Perforin 5B10 eBioscince
Granzim B NGZB eBioscince
NKG2D REA1175 Miltenyi Biotec
CD69 REAS824 Miltenyi Biotec
PD1 REA1165 Miltenyi Biotec
MHCII REAS813 Miltenyi Biotec
CD86 GL1 eBioscince
IL-1B 30311 R&D Systems
IL-10 JES5-16E3 BioLegend
IFN-y XMG1.2 BD Biosciences
Gr-1 RB6-8C5 Miltenyi Biotec
TGF-p OTI%A11 Invitrogen

Tabesa 1. MOHOKJ/JIOHCKA aHTUTe/1a KopuiheHa y IPOTOYHOj HUTOMETPHjH

3.14 N3o1anuja heuja MMYyHCKOT cucTeMa U3 cJIe3MHe

ITo ucrexy 21. nana ox unHokynauuje 4T1 Tymopa nojke, MUIIEBH CYy XPTBOBaHHU U
W30JI0BAaHW Cy CIUICHOIUTH 110 TPETXOJHO ONHCAHOM TOCTYNKYy. CIUICHOIUTH CYy
nponymTeHd kpo3 LS konone marnetHor MACS cenapatopa (enrn. Magnetic Cell Sorting),
a kopuithena cy antu-CD49b, antu-CD8 antutena u antu-CD11c anTHTENa KOBYroBaHa ca
MarHeTHUM uectuniama 3a usonanujy NK hemmja, nurorokcmunux T mumdonura u DCs,
pecnektuBHO. lluToTokcmuna axtuBHOcT NK henmmja u murorokcmunux T mumdonmra
tectupaa je MTT Ttectom y paznuuutuMm ojgHocuMma LuibHe (47T1)/edextopcke henuje
(NK/CTL). UzomoBane DCs cy kopumheme 3a nasme aHanmse, ykJbydyjyhu peakumjy
JaHvaHe moauMepusaije (euria. Polymerase chain reaction- PCR).

3.14.1 U3oumanmja NK hesnja mo3uTHBHOM ceIeKIUjOM yIOTPeOOM MATHETHHX KYIVIMIA

U3 cycnensuje MoHoHyknmeaprux hemmja (3x107) NK hemmwje cy wu3mBojeHe
MO3UTUBHOM cefieKkiinjoM Kopuctehn marnetHn MACS cenaparop. OBaj mporiec je u3BeneH
nomohy MoHokI0HCKOT aHTH-Mumrjer CD49b antutena (Clone DX5, Miltenyi Biotec), koje
je OWJIO KOHjyroBaHO ca MarHeTHUM KyTJIMIama, y CKJIaJy ca MPenopydeHHUM MPOTOKOJIOM
npousBohaua (Miltenyi Biotec). HakoH wu3onaiije MOHOHyKJIeapHHX henuja W3 Cle3WHE,
y3eTo je 5x107 henuja koje cy nentpudyrupane 10 munyra npu 1500rpm. IToToM je yknomen
cymnepHartaHT u Tayor hemnja je pecycnennoBan y 90 ul mydepa (PBS, pH 7.2, 0.5% BSA, 2
mM EDTA), nakon uera je momato 10 pul CD49b (DX5) MicroBeads. [lasbe cy CIuieHOIUTH
WHKyOupanu ca a"tutenoMm crenuduuanm 3a NK hemmje, koje je Ouimo KOHjyroBaHO ca
MarHeTHUM KyTiMiiama, TokoM 15 munyTta Ha neny. Hakon unkyOaruje, henuje cy onpane y 2
ml nydepa u nentpudyrupane 10 muayra Ha 1500 rpm. CynepHaraHT je OACTparmCH, a
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hemmje cy pecycniengoBane y 500 pul mydepa. LS kosoHa je mocTaB/beHa Y MarHeTHO TOJbE
MACS cenaparopa u npunpemibeHa ucrnupameM ca 3 ml mydepa. henmjcka cycnensuja je
3aTUM TporymTeHa kpo3 LS xonony, rae cy ce NK henuje Be3ane 3a 3uoBe KojioHe moMohy
MarHeTHHUX KyIJIMIa KOHjyroBaHux ca aHTu-CD49b anturenom. HakoH ykinamama KOJIOHE ca
MACS cenaparopa, nonaro je 5 ml mydepa kako Ou ce ocnoboamiie Be3ane henuje, a 3aTum
je MIaCTUYHUM KJIMIIOM MOTUCHYT caapxkaj. Ilo mpukymbamy MO3UTHBHO ceiekToBaHMX NK
henuja, nomaro je jomr 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-a u henuje cy uentpudyrupane 10
munyTa Ha 1500 rpm. HakoH ykinamama CymnepHaTaHTa, Tajor henmja je pecycrneHIoBaH y
500 ul RPMI-1640 ca 10% FBS-a u nporemena je mruxoBa BujabuiHocT trypan-blue Tectom
noJ CBEeTIOCHUM MuKpockonoM. Kopumihene cy henmjcke cycmensmje ca BujaOwiHomhy
n3Hag 90%.

3.14.2 U3omanuja CD8* T immdounTa HeraTHBHOM CeJIeKIHjoM KopuirhemeM
MAarHeTHUX KyIJInia

3a uzonarnujy CD8" T numponura us ciesune, kopumhen je CD8a* T Cell Isolation
Kit mouse, y ckimagy ca ymyrcrBuMa npousBohaua (Miltenyi Biotec). IIpBo cy u3osoBanu
CIUIEHOLIUTH, KOjH Cy mpedpojeHy, a 3aTuM je y3eto 107 henuja. Renuje cy neatpudyrupane
10 munyra Ha 1500 rpm. Tanor henuja je pecycnennosan y 40 ul mydepa (PBS 6e3 Ca?" u
Mg?*, ca 0.1% BSA u 2mM EDTA, pH 7.4). V oy cycnensujy nozxato je 10 ul CD8a* T Cell
Biotin-Antibody Cocktail, koju caapxu aHTHTEeNa HMPOTHB PAa3IMYMTUX NETUjCKUX Mapkepa
(CD4, CD11b, CD11c, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, MHC Class II, Ter-
119 u TCRy/8), umme ce ykiaamajy CD4" T saumdouurn, B numdbouutw,
monouutu/mMakpodaru, NK hemuje, DCS, eputponuti U rpaHyiaouuTtd. Tamor je memaH u
WHKyOHpaH 5 MmuHyTa Ha Temreparypu oxa 2-8°C. Hakon tora, nogaro je 30 pl mydepa u 20 pl
Anti-Biotin MicroBeads, HakoH 4era je moHOBO mHKYyOHpaHOo 10 munyTa Ha 2-8°C. Taior je
3atuM pecycrieHnoBad y 500 pl mydepa. LS konona je mpurnpemsbeHa ucnupameM ca 3 ml
nydepa u nocraBjbeHa y MaraetHo nosbe Ha MACS cenapartopy (Miltenyi Biotec). henujcka
CyCIIEH3M]ja j€ MPOIYIITeHa KPO3 KOJOHY, IITO jé OMOTYNHIIO MPUKYIUhakEe HEOOETSKEHHX
CD8" T aumdorura. Konona je ucnpana ca 3 ml nydepa, a neobenexenn CD8" T
TUMQOLNTHU Cy cakylJbeHU. HakoH npukynsbama HETaTUBHO CEJIEKTOBaHUX henuja, 104aTo je
jomr 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS, a henuje cy nearpudyrupane 10 munyra Ha 1500 rpm.
Haxon yknamama cymnepHaranrta, Tajnor hemuja je pecycrennoBan y 500 ul RPMI-1640 ca
10% FBS-a u mporemena je muxoBa BujadbuiHocT. M3onoBann CD8" T mumdonurH, ca
npuHocoM Behum o1 90%, kopurthenu cy kao edexkropcke henuje y TeCTy HIMTOTOKCHYHOCTH.

3.14.3 U30sanmja 1eHAPUTCKUX henja NO3UTHBHOM cejieKIMjoM kopuihemem
MarHeTHHX KyrJiuna

N3 cycnensuje MoHoHykJeapHux hemuja DCS cy u3aBojeHe Mmomohy MO3UTHBHE
cenekuuje y3 ymorpedy marHetHor MACS cenaparopa. OBa mporeaypa je H3BeleHa
KopuirhemeM MOoHOKIIOHCKOT aHTU-Mummjer CD11c anturena (Miltenyi Biotec), koja je Ouna
KOHjyroBaHa Ca MarHeTHUM KyIJIMIlama, y CKJIaay ca yIyTcTBHMa mpou3Bohada. Hakon
W30MalMje MOHOHYKIeapHMX henmja w3 ciesuHe, y3ero je 5x107 hemmja koje cy
uentpudyrupane 10 munyra npu 1500 rpm. CynepHaTaHT je yKJIOWEH, a Tajor henuja je
pecycnennoBan y 90 ul mydepa (PBS, pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA). 3atum je noxaro 10
ul CD11c MicroBeads-a, a CIUICHOIIMTH Cy MHKYOHpaHH Ca aHTUTEIOM CIEHU(DUIHUM 3a
DCs, koHjyroBaHmM ca MarHeTHUM Kyriidiama, TokoM 15 wmunHyra Ha neny. Ilocme
uHKyOanmje, hemuje cy onpane y 2 ml mydepa u neatpudyrupane 10 munyra mpu 1500 rpm.
CynepHartaHT je oicTpameH, a henuje cy pecycnennoane y 500 pl mydepa. LS xonona je
NocTaBjbeHa y MarHetHo nojbe MACS cenaparopa u npumnpeMbeHa ucnupameMm ca 3 ml
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nydepa. Renujcka cycrneH3rja je 3aTuM nponymTeHa kpo3 LS komony, mpu uemy cy DCs
Be3aHE 3a 3WJ0BE KOJOHE TOMOhy MarHeTHMX KyriiMia KoHjyroBanux ca aHTH-CDllc
aHTuTeNioM. HakoH ykiamama KOJIOHE U3 cemaparopa, jgoaaro je 5 ml mydepa kako Ou ce
ocinoboamie BezaHe henuje, a 3aTUM je IJIACTUYHUM KIIUIIOM MOTUCHYT canapkaj. Ilo
NPUKYIUbaky Mo3uTuBHO cenekroBanux NK henuja, gonato je jomr 5 ml RPMI-1640 ca 10%
FBS, a hemmje cy wuenrpudyrupane 10 mmuyra npu 1500 rpm. Ilocnme oOmnmmBama
cynepHaranrta, henujcku Tanor je pecycrnennoBad y 500 pl RPMI-1640 ca 10% FBS u
BHXO0Ba BUjaOMITHOCT je TpolemeHa trypan-blue rectom mox ceeriiocanmM Mukpockornom. Cee
henujcke cycnensuje ca BujabunHouthy sehom og 90% cy kopumrhene y PCR ananusu.

3.15 Tect MU TOTOKCHYHOCTH

[urorokcuuka aktuHOCT NK henuja u CD8" T mumdonunTa H30I0BaHUX U3 CIIE3UHE
muineBa npouemena je MTT Tecrom y Tpajamy on 4 caTta, Ipu pa3iMYUTHM OIHOCHMA
mbHUX U epexropcekux henmuja (T:E), xao mTo je onucano y nureparypu (214). Kao nusbne
henuje kopumthene cy 4T1 muiije Tymopcke henuje, mocTaBjbeHe Yy MUKPOTHTAp Iioye ca 96
Oynapa (5x10° henmja/mo Oynapy). Hakon 48 catu mHKyOaruje, mporeHaT MUTOTOKCHYHOCTH
uspauyHart je npema popmynu: Llutorokcuunoct (%) = [1 — (edexkropcke u Tymopcke henuje
/ edexropcke hemuje)]x100. PesynraTu cy mpukazaHu Kao MPOCEYHE BPEIHOCTH TPHUILTAKATA
+ cTaHJap/Ha TPelKa.

3.16 In vitro nmyHomoay1anuja

VY nuiby MCIIMTHBama yTHIAja CEMAriTyTHIa Ha MPOAYKIH]Y HUTOKMHA OJ CTpaHe
CIUICHOIINTA, [IPE CBEra Cy M30JI0BaHH CIICHOUUTH U3 3apaBux BALB/C mumiea, kao mto je
panuje ommcano (215), a ykynan 6poj hemmja onpehen je meromom pazdnaxuBama 1:10 y3
nomoh trypan-blue eceja. Camo henuje ca Bume o 95% BujabunHOCTH cy KopuuiheHe y
excriepuMeHTUMa. CIUIEHOLIUMTH Cy 3aTUM IIOCTaBJbeHH Yy Mukporurap miaoue (1x10°
henuja/mo OyHapy) U MOJEJHEHU Y YETHPU T'pyIe: CIUIEHOLUTH MHKYOUpaHU ca KOMIUIETHUM
MeaujymoM, henuje CTUMYJIHCaHe ca KOHKaHABAIMHOM A, MO3HATHM IaH-aKTUBATOpoM T
mumpormra (enrn.  Concanavalin A- ConA) (0,5 pg/ml), cruileHOUUTH TpETHPAHU
cemarnytugoMm (10nM) u rpymna koja je Tpetupana u cemarayrugom u ConA (216, 217).
henuje cy unkybupane 24 cara Ha 37°C y BiaxHoM okpyxkemy ca 5% CO2. Haxon
uHKyOaInuje, BUjaOUIHOCT je TpolleleHa Kopumihemem trypan-blue tecra, a pesynraru cy
MOKa3aJiy Jia je ’KMBOTHA CIIOCOOHOCT y CBUM rpynama 6miia uzHag 90% 6e3 pasnuka usmely
rpyna. [locne mHkyOanuje, henuje cy neHTpudyrupase, a CynepHaTaHTH Cy CaKyIJbEHH U
yyBaHH Ha -80°C 1o u3Bohemwa ananuze. Konnentpanuje uutokuna IL-1p, TNF-o, IFN-y, IL-
17 u IL-10 mepene cy momohy BucokoocersbuBux ELISA TecroBa ox R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) y ckiagy ca ymyrctBom mnpousBohada (218). Ilpoussonama
IIUTOKMHA MpPOLEHEHA j€ NMPOTOYHOM IIMTOMETPUjOM, YHMOTpeOOM aHTUTeNa OO0eIeKEeHHX
¢dryopoxpomuMa koja cy cnenuduuna 3a IL-10, IL-1B, TNF-a, IFN-y u IL-17, xao mTo je
panuje onucaso (219).

3.17 M3o1anuja RNA n peaknmja JjaH4yaHe NoJuMepu3anuje

3a aHanu3sy ekcrpecwuje xesbenux rena (Tabera 2) kao y3opak-cy kopuihene CD11c¢*
henuje wu30/M0BaHe M3 ClIE3MHE MHIIEBA ca TYMOpOM. henuje cy uHKyOupaHe ca
cemarnytunom u PBS-oMm y Tpajamy o 24 gacosa.

[Tocne mepewa koHuentpauuje RNA na Gene Quant koinopumeTpy, y pacTBOp KoOjH
canpxku 1 pg RNA noxaro je 15 pl Boge u 0,2 ng Hacymuunux mpajmepa (Fermentas, Vilnus,
Lithuania). 3atum je y pactBop monat ANTP (3’-ngeokcu Hykieotun tpudocdar) (Fermentas,
Vilnus, Lithuania) Tako na je ¢uHamHa KOHIIEHTpalKja n3Hocuia 1mM. Boaa je kopumihena
Ka0 KOHTpPOJIA 32 €BeHTyaJHy KOHTaMuHalujy. PactBopu cy nnkyoupanu 10 munyrta Ha 70°C
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Kako Ou ce mpajMepu (xekcamepu) Besasn 3a RNA. Hakon wunHKYOammje, y30pmu cy
MOCTAaBJhCHU HA CYBU JIe/, & HAaKOH IeT MUHyTa noaaro je mo 4 pl mydepa 3a peBep3ny
TpaHnckpurnuujy u 1 pl peBep3ne tpanckpuntase. Hakon tora je ycneamna unkyoamuja on 10
muHyTa Ha 25°C, a 3atum 60 munyTa Ha 42°C y 1iuiby cripoBol)emha peBep3He TPAHCKPHIIIIH]E.
Peakmnuja je mpekumHyra uHkyOamujom Ha 70°C Tokom 10 munayta. Tako je moOujeHa
komruiemerapHa DNA, koja je HakoH Tora uyBaHa Ha +4°C no ynotpebe y PCR peakmuju.

GAPDH ACTCCACTCACGGCAAATTC TCTCCATGGTGGTGAAGACA
NFAT | GGTGCCTTTTGCGAGCAGTATC | CGTATGGACCAGAATGTGACGG
NKG2D | CCAAGCTTCCTGTTTGTCTCA TCCCATCCAGTGATAGGACTT
pAKt AAGGAGGTCATCGTCGCCAA ACAGCCCGAAGTCCGTTATC
PI3K ACTTTGTGACCTTCGGCTT TCCTGTACTTCTGGATCTTTAA
MHC | GGGAGCCCCGGTACATGGAA | GGTGACTTTATCTTCAGGTCTGCT
TAP GACTCCTTGCTCTCCACTCAGT | AACGCTGTCACCGTTCCAGGAT

Tabesna 2. RNA cexBenue kopumhene 3a QRT-PCR ucnutusame

Peaknuja maH4aHOT yMHOXKaBama-y peaJHOM BpeMEHy HM3BeneHa je Ha amapary ABI
Prism 7500 Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA). Peakiuje cy npunpeMane
npeMa CTaHzapIHoOM mpoTokoiny (220) y3 xopumheme KOMEPIHjaaTHO-I0CTYITHHX IpajMepa
(Tabena 2) (R&D Systems, Minneapolis, MN). IIpsu kopak RT-PCR peakije 6uo je 2
muHyTa Ha 50°C, HaKkoH Yera je ycienuio 3arpeBame Ha 95°C Tokom 10 munyTa. Peaknuja je
ykspyunBana 40 nukiyca, Koju cy ce cacTojanu ol 15 cekyHau Torsbema Ha 95°C, HaKoH yera
je yclenmo jeJaH MHHYT Be3uBama mpajmepa um cuHTe3e DNA na 60°C. CBe peakmuje cy
u3BoheHe y tpumukatuma. Ilpar 3a ananusy nmkinyca nojemeH je Ha 0,1 pemaTuBHUX
¢uryopectieHTHUX jeauHUIa. Pe3ynraTi cy mpuka3zaHU Kao pelaTUBHE BPEIHOCTH y OJHOCY
Ha KOHTPOJ1y, KOja je apOuTpapHoO mojiemieHa Ha 1.

3.18 CrarucTuuka odpajaa nomaraka

[Momanm cy obpalhenn momohy komeprmjamHo moctymHOr codrBepa (SPSS Bep3mja
23.0). 3a cBe ananmuse kopuinhenu cy Student's t-test, Mann-Whitney U tect uan Kruskal—
Wallis tect, y ckmamy ca morpedom. Pesynratu Cy mpuKa3aHd Kao Cpejiba BPEAHOCT =+
CTaHAapIHa Trpemka cpeame BpenHocTH (SE) wmmm cpeama BpeaHOCT + cTaHapjaHa
nesyjanyja (SD). Cratuctuuka 3HauajHOCT je AeuHucaHa kao p<0.05.
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4. PE3VJIITATH

4.1 TpeTrMaH ceMarIyTHA0OM OJIaxKe MOjaBy NaJNA0NJIHOT TYMOPA /I0jKe U ycropaBa
nporpecujy Tymopa

[Tpumena cemarnyTuja 3Ha4ajHO je OJuIoKuIIa NojaBy nanmnadwiHor 4T1 kapruHoMa
nojke ko tperupanaux BALB/C mumiera y nopehewy ca kouTpoiaHoM rpymnom (CemarayTu
vs. PBS: 16.4 £ 1.3 vs. 13.4 = 1.1; p=0.022; ®urypa 1.A). MumieBu Koju cy OUIIM TpETUPAHU
CeMarJIyTHJIOM TOKOM LIEJIOT eKCIIEPHUMEHTa UMaJIM Cy Mambe TYMOPE Y OJIHOCY Ha KOHTPOJIHY
rpyny. 3HayajHa pa3jiuKa y MpEeYHUKY TyMopa yodeHa je 14. jaHa HakOH MHIYKIUje TymMopa
(Cemarnytup vs. PBS: 0.55 £0.3 vs. 1.23 £0.2 ; p=0.011; ®urypa 1.b) u ogpkana ce 1o 36.
JlaHa EKCIIEpUMEHTa Kajaa cy muieBH xpTBoBaHu (Cemaraytun vs. PBS: 3.1 +£ 0.4 vs. 5.2 +
0.6 mm; p=0.037; durypa 1.b). Hakon xprBoBama, oapeheH je BomymeH Tymopa, a
BPEIHOCTH Cy IIOKasaje Ja je HCTH OHO 3HauyajHO MamH KOJI MHUIIEeBa TPETUPAHUX
cemarinytugoM (Cemarnytua vs. PBS: 94 + 11.1 vs. 142.8 + 17.3; p=0.046; ®urypa 1.B).

A 20 o= 0.022 H CemarnyTtug b
OPBS
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Mojaea nannaGuaHor TYmMopa
(AaHKn HakoH WHoOKyAaLKje Tymopa)
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(=T SR - - ]

1] 9 11 14 17 21 26 28 32 34
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Cemarnytug, PBS
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—

®@urypa 1. YTunaj npuMeHe ceMarjayTHIa Ha [JaH INojaBe NAaJNa0HJIHOI TymMOpa M
Nnporpecujy Muiijer KapuuHoMa jaojke. TpeTMaH ceMariyTHAOM OJJIOKHO j€ TI0jaBy
nannadbunHor Tymopa (A). Mumesuma cy uHokynucane 4T1 henuje xapumHoMa Jojke
(5%10%). IManma6uaan TyMopw cy npahenn 36 naHa, a IPEYHHUIM TYMOPa CY MEPEHH JIBA JIO
Tpu myrta HeaesbHO (b). 3ampemmHa Tymopa je oapeheHa HakoH JKpTBOBama 36.1aHa
exciepumenTa (B). [Ipukazane cy penpesentatuBae ciauke Tymopa (I).
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4.2 TpeTMaH ceMArJIyTHI0M CMambyje METACTATCKO IIHPeHhe KAPIMHOMA JI0jKe Y jeTpy H
miayha

KopumihemeM CBETIIOCHOT MHUKPOCKOIA, MPOICHEHO je& METAcTaTCKO IIHPEHE
Tymopckux henuja y mapenxumcke oprane. Ilapaduncku uceunm miuyha u jerpe, 00ojeHn
H&E maxspuBO Cy MCHUTHBAaHU KaKO OM CE€ yTBPAWJIO NMPHUCYCTBO METACTATCKUX KOJOHH]A.
[TojaBa nerekrabunHNX MeTacrasza oapehena je 36. JaHa HAKOH WHIYKIIHje KapIIMHOMA JI0jKe,
HAKOH >KpToBama. [IporieHar muIieBa ca JeTEKTaOWJIHUM MeTacTazama y Iuiyhuma Ouo je
3HA4ajHO MamM y TPyNU MHIIeBa Tpetupanux cemarmytunoMm (7/10; 70%) y mopehemy ca
PBS-tpetupanum mumesuma (10/10; 100%) (durypa 2.A). Taxohe, 10 om 10 PBS-
tpetupanux mumieBa (100%) pa3Buiio je OpojHe MeracTasze y jeTpH, MoK je camo S5 om 10
MHUIlIeBa TpeTupaHHuX cemartyTuaoM (50%) pa3Buio metacrasze y jerpu (p=0.040), kao mro
je mpukaszano Ha @urypu 2.b. Takolhe, 3amaxeHo je 1a cy mMeracrarcke KoiloHuje koa PBS-
TpeTupaHux MuineBa Oune Behe y mopehemy ca oHMMA KOI MuUIIEBA TPETUPAHUX
CEeMarIyTUAOM.
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TPeTHPAHUX CeMATVIYTHAOM. AHaTN30M napadUHCKUX Hcedaka Iuryha u jerpe 000jeHux
XEMaTOKCHIIMH-€03MHOM, TPOIEHEHO j€ METaCTaTCKO MIMpeme TyMopckux henmuja y mryha
(A) u jerpy (b). PempesenraTuBHe ciuKe MpHKa3aHe Ha MaHEIMMa Y CPEIWHU U JECHO
(yBehame, 10x) mpukasyjy cekuuje TkuBa rmiyha u jetpe (B-B) ca meracraTckum
KOJIOHH]jaMa (CTpenuIe).
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4.3 Ilpumena ceMaryiyTH/ He MOKAa3yje IUPEKTAH AHTUTYMOPCKH ederar

Ja Ou ce TecTUpao AWPEKTaH TYMOPUIMAHU e(derar ceMartyTHia, henmjcke JTUHUje
4T1 u MDA-MB-231 nocraBjbeHE Cy Yy MUKPOTUTAp IUI0o4e ca mo 96 OyHapuwha y rycTuHU
on 2x10° m 4x10° henmuja mo OyHapy, pecniektuBHo. Crneneher mana, o0e henujcke nuHUje
Ouiie Ccy M3JIOKEHE IMHUPOKOM orcery KoHueHnrtparuja (1.37 — 1000 nM) cemarmyTuaa TOKOM
72 cara. IIpouena Bujabunnoctu henuja momohy MTT u CV TecroBa Huje moka3ana 3Ha4ajaH
nag Opoja Bujabunnux hemmja. Ilpema oba Tecrta, cemarnytua Huje youo Buie ox 50%

henuja u Hucy aerekroBane ICso BpemHOCTH HU ca HAjBUIIMM KOHIIEHTpAIMjaMa CEMarayTHAa
(durypa 3. A, b).

b
(o]

120

100 A - -
80 T

L+ am1
1 —=- MDA-MB-231

- 4T1
-= MDA-MB-231

40 4 40 4

20 4 20 4

MTT

Bujabuanter heauja (% koHTpone)
2
Bujabuanter heauja (% koHTpone)

o 14 41 124 37 1111 3333 1000 o 14 41 124 37 1111 3333 1000

®urypa 3. YTuuaj npuMeHe ceMarjayTuaa Ha BHjaOWJIHOCT MHUIIjUX W XyMaHMX
hesuja kapumHoma pojke in Vvitro. Bujadbunroct mumijux 4T1 u xymanux MDA-MB-231
henmja kapuuHOMa JI0jK€ TPETUPAHHX IIMPOKUM OIICErOM KOHIEHTpalMja CeMariyTHaa
(1,37 — 1000 nM) Tokom 72 uaca oxapehena je momohy MTT u CV tecroBa (A, B).
BujabunHocT je m3pakeHa Kao MpOLEHAT ariCOPIIMOHE BPEIHOCTH KOHTPOJHUX KYATypa

henuja y3rajaHux y MeaujyMmy, KojuMa je MpOU3BOJHHO JI0/IeJbeHA BPEAHOCT BHjaOMITHOCTH
om 100%.
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4.4 TpeTrMaH ceMarJIyTHIOM CMambyje HEKPO3y Y IPUMApPHOM TYMOPY J10jKe

Hakon TpuaecermiecTor naHa €KCIEpUMEHTa, Ha IpecenuMa MPUMapHOT TyMmMopa
aHaJM3UMpaHa je HEKpOo3a TKWBA, TAC je MaXJbUBO IMPOICHEHO MPUCYCTBO W BEIUYHMHA
HEKPOTUYHUX TMOJha. KBaHTHUTATHBHA TMpOlleHA HEKPOTHYHHX OOJacTH W3BpIICHA je
CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM, IIPU YeMy Cy OB€ 00JacTH Ouiie BUJIJbUBE Kao OJe0 pyKUYacTe,
anenyiapHe peruje. Pesynraru cy mokasanu Jia je ceMariyTH]I 3Ha4ajHO yYTHUIIA0 Ha CMAmbCHE
BEJIMUMHE OBUX HEKpOoTHYHUX peruja. ['padukon A Ha Ourypu 4 nokasyje nporeHat HeKpo3e
TyMOpa, KOjH je OMO 3HauajHO MamHu KOJ MUIIEBA KOJU Cy OMIIM TPETUPAaHU CEMArIyTUIOM Y
nopehewy ca mumieBuma tpetupanux PBS-oM. CTaTucTHUkM 3HA4ajHO CMambEmHEe HEKpPO3e
(Cemarmytun vs. PBS: 10.6 £ 0.3 vs. 38.9 + 2.5; p=0.004; ®urypa 4. b, B) 3abenexeno je 36.
JaHa HAKOH MHAYKIMje Tymopa, IITO YyKa3yje Ha MO3UTHBaH edeKkaT cemariyTuja Ha
CMambehe HEKPO3€ Y TYMOPCKOM TKHUBY.

Cemarnytug PBS

a5 p=0.004

~ N

‘\&

Hekposa (%)

H Cemarnytug, PBS

ceMariyTH/Ia je 3Ha4ajHO CMamWiia NpOoleHaT HEKPOTUYHOT T0Jba Y MPHUMapHOM TYMODPY
nojke (A). PempesenratuBHe cimke H&E-060jeHnx mnapaduHCKUX cekmyja Tymopa
¢bukcupanux GopmaniexuaoM, Koje Iprukasyjy BUjabuiIHe U HEKPOTUYHE 00JacTh TyMOpa
npu yBehamy X100 (b, B).
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4.5 AlutiKanmja ceMarjiyTH/Ia He yTH4Ye HA AaHTMOTeHe3y U MUKPOBACKYJIAPHUY I'YCTHHY

MIMyHOXHCTOXEMH]CKOM aHAlIM30M je TpoliemkeHa je ekcnpecuja VEGF, mapkepa
MukpoBackysapHe ryctuae CD31 u a-SMA y ceknujama TKHBa IPUMApPHOT KapIiHOMa JI0jKe
noOWjeHruX O]l MHINEBAa TPEeTHpaHUX cemarnyTuaoM u PBS-om. Pesynraru anamuse
ekcripecuje VEGF mokazanu cy ga HHMje OMJIO CTaTHCTHYKHM 3HadajHE pazinke usMehy
MPUMAPHOT TYMOPCKOT TKHMBA MUIIEBA KOjU Cy OWJIM TPETUPAHW CEMArTyTHAOM M TKHBA
muieBa Tpetupanux PBS-om (®urypa 5.A). [lopex Tora, Huje OniIo 3HA4YajHUX pasiidKa y
MHKPOBACKyJIapHOj TYCTHHH, KOja je TpolemheHa Ha ocHoBy npucycrBa CD31" u a-SMA”™
henmnja (durypa 5. b, B). OBu pesynaratu ykasyjy Ja ceMariyTH]l HHUj€ MMAO YTHIaja HA
excnpecujy VEGF HuTH Ha MUKpOBacKyIapHy TYCTUHY Y IPUMapHOM TYMOPY.

43



>

VEGF' tymopcke heanje
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4.6 IllpuMeHa ceMariyTHaa nojayaBa aHTUTYMOpckHu penotun CD3 CD49b™ henuja y
CJ1e3UHH ¥ IPUMAPHOM TYMOPY

VY HacTaBKy HCTpaKUBamba HCIUTHBAH j€ AHTUTYMOPCKHM HMYHCKH OJTOBOp, KpO3
aHanu3y (QyHKIMOHAIHOT ()EeHOTUIIa UIMYHOKOMIETEHTHHUX henuja u3 Clie3uHE W MPUMapHOT
TymMOpa MuIIeBa. MeTomoM MpOTOYHE LHUTOMETpHje, oapeheH je (GyHKIHOHATHU (HEHOTHI
CD3°CD49b" henuja y clie3uHn MUIIEBa Ca KapLUUHOMOM JI0jKE TPETUPAHHMX CEMAIYTHIOM
nmn PBS-om. Ilpumena cemarnmytuga je 3HadajHO ToBehana ekcrnpecHjy aKTHBAIMOHUX
mapkepa CD69 (Cemarnytun vs. PBS: 13.4 + 0.3 vs 7.5 £ 0.2; p=0.005; durypa 6.A) u
NKG2D (Cemarnyruz vs. PBS: 8.8 = 0.6 vs 6.1 + 0.4; p=0.000; ®urypa 6.5) y CD3'CD49b"
henujama y cie3sMHM MHUIIEBa ca MPUMAPHUM KApPIIMHOMOM JI0jK€ Yy OJHOCY Ha MHIIEBE
Tpetupane PBS-om.

CD3CD49b* henuje
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®urypa 6. Yrumaj npumene cemariayruaa Ha ¢eHorun CD3 CD49b*henuja y
CJIe3MHH MHUIeBa ca TymMopoMm nojke. Cemarnytua noBehaBa eKcIpecHjy perentopa
CD69 u NKG2D na CD3'CD49b™ henujama y cie3uMHd MHIIEBA Ca KApIHUHOMOM JIOjKE.
I'papuxonn u penpesenraruBud FACS mioroBu npukasyjy nporenar CD69* (A) u
NKG2D" (B) CD3'CD49b* henuja y cie3unu MuIIeBa ca KapUUHOMOM J0jKE€ TPETHPAHUX
cemarnytuoM u PBS-om.
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HcroBpemeHo, cemMariiyTh] je CMamHO EKCIpecH]y MHXuouTtopHOr perentopa PD-1
(Cemarytun vs. PBS: 3.4 £ 0.3 vs 14.6 £ 0.2; p=0.016; ®urypa 7.A) u IL-10 (Cemarmytung
vs. PBS: 2.1 £ 0.5 vs 4.9 + 0.4; p=0.002; ®urypa 7.5) y CD3°CD49b" henujama y crnesunu
MHUILIEBA Ca IPUMApHUM KapIITHOMOM JI0jKe Y OJHOCY Ha MuIIeBe Tpetupane PBS-om.
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®urypa 7. Yrunaj npumene cemariayruaa Ha d¢enorun CD3 CD49b*henmja vy
CJe3MHM MHUIeBa ca TymopoMm aojke. Cemarmyrun cmamyje ekcnpecujy PD-1 u
nponykurjy IL-10 y CD3"CD49b henujama. I'padukonn u penpesenraruBaun FACS
IWI0TOBH mpukasyjy nporeHat PD-1" (A) u IL-10" (B) CD3*CD49b™ henuja y ciesunn
MHUILIEBA Ca KapIIMHOMOM JI0jK€ TPETUPAHUX ceMariayTuaoMm u PBS-om.
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Awnanusupan je yrkuuonanau ¢penorun CD3"CD49b* henuja y npuMapHoM TyMOpy
JI0JK€ MUIIEBA KOJH CYy TPETUPAHH CeMarTyTHaAoM win PBS-oM, mpoTOYHOM LIUTOMETPH)jOM.
Tperman cemarnyTuaoM je 3Ha4ajuo nosehao nponenar CD69 (Cemarmyrun vs. PBS: 24.9 +
0.3vs 12.3 £ 0.3; p=0.000; ®urypa 8.A), NKG2D" (Cemarnyruz vs. PBS: 27.8 + 0.6 vs 8.7 +
0.1; p=0.000; ®urypa 8.5) u CD107a" (Cemarnytun vs. PBS: 85.7 + 0.1 vs 62.5 + 0.1;
p=0.000; durypa 8.B) CD3'CD49b"* henuja y TyMOpPCKOj MUKpOCpeqMHE Y oqHOCY Ha PBS-
TpPEeTUpaHy TPYITy.

CD3CD49b* henuje

A w0 H CemarnyTtug,
— p=0.000
X aPBs ~_Cemarnytug PBS
o 1 K
-Eu 20
S 15 N
<
51 10
O
a s
(]
0
b
40
- p=0.000
X Cemarnytug PBS
m gﬂ = oL |
E I L] L
o D el v
< b 28.5 8.49
& . -
m —
B NKG2D
- p=0.000 Cemarnytng PBS
S
S B0 1
2 = -
s T
2 @ 86.5 | | 64.5
40 - - =1
. .
1) 1
° 9, \ 4 =2
o 20 ]
— L % I )
(=] ' P W & .
O o0
CD107a

®urypa 8. Yrumaj npumene cemariyruaa Ha ¢eHorun CD3 CD49b*henumja y
npuMapHoM Tymopy aojke. CemarimyTn noBehaBa ekcrpecHjy aKTHBAIMOHMX MapKepa
CD69, NKG2D u CDI107a ma CD3'CD49b" hemuja y npuMapHOM TyMOpY JIOjKE.
I'padukonn u penpesenratuBun FACS mioroBu mnpukasyjy mpornenar CD69 (A),
NKG2D" (B) u CD107a (B) CD3'CD49b" henunja y npuMapHOM KaplUHOMY J0jKE MUIIEBA
TPETHpPAHUX ceMarmyTuioM u PBS-om.
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[Topex Tora, cemarnyTuj je cMamuo ekcnpecujy PD-1" (Cemarnyrun vs. PBS: 4.7 +
0.8 vs 37.8 £ 0.2; p=0.000; ®urypa 9.A) u IL-10" (Cemarmyrux vs. PBS: 1.6 + 0.1 vs 8.9 &
0.4; p=0.000; ®urypa 9.5) CD3'CD49b* henuja y TKUBY NpuMapHOr TyMOpa J0jKE Y OJHOCY
Ha MunieBe Tpetupane PBS-om.
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®durypa 9. Yrunaj npumene cemarayruaa Ha ¢enorun CD3 CD49%b*hemmja y
NPUMAapPHOM TyMOpY Aojke. CeMariyTH cMamyje eKCIIpecrjy HHXUOUTOPHOT pelenTopa
PD-1 u mpomykuujy IL-10 y CD3'CD49b* henmjama y mpuMapHOM TyMOpy JIOjKe.
I'padukonn u penpesenraruBuu FACS miorosu npukasyjy nporenar PD-17 (A) u IL-10*
(b) CD3'CD49%b*henuja y kapuuHoMy J0jKe MUILIEBAa TPETUPAHUX cemarayTuaom u PBS-
oM.
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4.7 Yruuaj npumene cemaraytuaa Ha ¢gesorun CD3"CD49b* heuja

MeTtonoM TpPOTOYHE MMTOMETpPHUje, aHaJM3UpaH je (QYHKIUOHAIHU (HEHOTHII
CD3"CD49b" henuja y cie3uHu MuIlIEBa ca KapuuHOMOM Jojke. IIlpumena cemarmyruia je
nosehana excrpecHjy akTuBaoHor mapkepa CD6, anu pasnuka HUje JOCTHUINIA CTATUCTUYKY
spauajuoct (Durypa 10.A). Cemamyru je 3Ha4ajHo cMambKo mporenar IFN-y"CD3"CD49b"
henuja y onnocy Ha xourponny PBS rpynmy (Cemarmytun vs. PBS: 2.7 + 0.5 vs 6.2 + 0.3;
p=0.027; ®durypa 10.b). Ilopen Tora je cemMarIyTHJl CTaTUCTUYKH 3HA4YajHO CMambHO
excripecrjy PD-1 monekyna (Cemarmytua vs. PBS: 10.6 £ 0.2 vs 21.2 + 0.3; p=0.000; ®urypa
10.B) xao u npoxyknujy IL-10 (Cemarmyrua vs. PBS: 6.3 £ 0.3 vs 12.5 £ 0.2; p=0.024;
@urypa 10.I').

CD3*CD49b* henuje

H Cemarnytup,

A OPBS b
p=0.027
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IFN-y* henuje (%)
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IL-10* henuje (%)

®urypa 10. Yrunaj npumene cemarayruaa Ha ¢penorun CD3*CD49b*henmja. Yuuaj
cemarnyruga Ha CD3'CD49b*™ henmje y cne3uHM MumeBa ca KapUUHOMOM JOjKE.
[Tpouenar CD69* hemuja (A), IFN-y* henmja (B), PD-1* hemmja (B) m IL-10" (T)
CD3*CD49b" henunja M3 crne3rHe MUILEBa TPETUPAHUX ceMariIyTuaoM 1 PBS-owm.
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Y TyMOpPCKO] MUKPOCPEIMHH, CEMAariyTHJl j€ CTaTUCTUYKH 3HA4ajHO CMambHo
npouenTyanty 3actymbenocr CD3°CD49b" henuja (Cemarmytua vs. PBS: 1.0 + 0.03 vs 2.2
+ 0.2; p=0.044; ®durypa 11) y nopehemy ca PBS-TpeTupanum murieBruma.
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®urypa 11. YTunaj npumMeHe ceMariayTuaa Ha 3actymibeHoct CD3*CD49b*hemmja y
npuMapHoM Tymopy aojke. Cemarnyruj cMmamyje 3actyrubenoct CD3*CD49b" henuja y
IIPUMapHOM TYMODPY JOJKe.
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Takohe, mpuMeHa ceMariyTHaa j€é CTaTUCTUYKHA 3HAYAjHO CMambMIa MPOICHTYATHY
3actymbenoct IFN-y" CD3"CD49b" (Cemarmytup vs. PBS: 0.7 £ 0.01 vs 3.4 + 0.2; p=0.038;
@urypa 12.A), PD-1" CD3"CD49b" (Cemarmyrun vs. PBS: 0.2 + 1.6 vs 19.9 + 0.2; p=0.000;
®urypa 12.B) u IL-10" CD3"CD49b" (Cemarmytua vs. PBS: 0.7 £ 0.01 vs 8.7 + 0.3; p=0.000;
®durypa 12.B) henuja y npumapHOM TyMOPY AO0JKE Y OTHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYITY.
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durypa 12. Yrunaj npumene cemarayruaa Ha pesorun CD3*CD49b* henuja. Yuiaj
cemarnytuia Ha CD3*CD49b* henuje y npumapHoM Tymopy Jojke Mumiesa. [IpoueHar
IFN-y" hemuja (A), PD-1" hemuja (B) u IL-10" (B) CD3"CD49b* henmja wu3 nmpumapHor
TyMOpa MHILIEBA TPETUPAHUX ceMarayTuaom u PBS-om.
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4.8 YTuuaj npuMeHe ceMarjiyruia Ha nurorokcuyku kananpurer NK heamja in vitro

AHTHTYMOpCKa IUTOTOKCUYHOCT M3osioBanux NK henwja moOujeHnx w3 MuIiieBa ca
KapuuHoMoM J1ojke, Tectupana je MTT tectom. [IporieHaT MUTOTOKCHYHOCTH j€ MPOLECHECH Y
pasIMYuTUM ogHOCUMa IwJbHe/epekropcke hemmje (1:1, 1:2, 1:5 wm 1:10). Tperman
CEMANIYTHJIOM HH Yy j€HOM OJHOCY HUj€ CTAaTUCTHYKH 3HAYajHO TMOBehao HMUTOTOKCHYHU
karmanuteT NK henuja, kao mro je nmpuka3zano Ha Ourypu 13.

NK henwje

O4aT1+NK

HA4T1+NK+Cemarnytup,
20
10
0
11 1.2

1.5 110

% UHMTOTOKCHYHOCTH

UmnHe/edertopcke henuje

®@urypa 13. llutorokcuuna akTuBHOCT NK hesnja mporus 4T1 tymopckux henuja y
Pa3JIMYMTHM OAHOCMMA HW/bHe/edexkTopcke hesmje. Ilutorokcmyna axtuBHOCT NK
henuja Tectupana je y 4-uacoBHoMm MTT rtecty mpotuB 4T1 Tymopckux henmja, y gyetupu
paznuunta oaHoca uuIbHe/edekTtopcke hemmje (1:1, 1:2, 1:5 u 1:10) 22. nana
eKCIIEpUMEHTa, HaKOH 48-4acoBHE MHKYOAaIHje.
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4.9 lemuiennja NK hesquja Huje yrumasa Ha pacT TyMOpa KO MHILIEBa TPeTHPAHUX
ceMarIyTHA0M

Ha O6u ce moTBpauia WM UCKJbyumia 3HaudajHa yiora NK hemmja y poOujeHom
denomeny, nemierupane cy NK henuje kopumhewem antu-asialo anturena (durypa 14. A).
Hakon pemnenuje, MuilieBuMa je MHAYKOBaH KapIMHOM JOjKe, a pe3yaTaTu cy nopehenu ca
MUILIEBUMA KOJ KOjUX HHj€ CIpOBEJeHA ACIJiennja, TPETUPAaHUM ceMarayTuaom u/uinu PBS-
oM. Pesynratm cy mnokaszanu ga aemtennja NK henmmja 3HauajHo moBehaBa mpedHHK
pUMapHOT TyMoOpa y mopehemy ca MUIIeBMMa KOju HUCY uManu jaererupane NK hemuje.
CraTucTHUKM 3HAaYajHA pa3jifKa y MPEeuHUKY Tymopa usMmel)y oBe nBe rpymne npumehena je
Beh on 14. mana excriepumenta (4T1 vs. 4T1+NK nmeruenmja: 1.88 + 0.2 vs. 3.02 £ 0.1;
p=0.019; durypa 14.b), a paznmuka je ocrana nmpucytHa u 10 31. mana (4T1 vs. 4T1+NK
neruteninja+PBS: 7.16 + 0.4 vs. 8.55 = 0.5; p=0.043; ®@urypa 14.5). Tperman ceMariyTuioM
3HAYajHO je CMamHO MPEYHUK TymMopa Koja muiieBa ca naemietupanuM NK hemmjama y
nopehemy ca KOHTPOJHOM TpymHoM, Koja je mpumana camo PBS. OBo cmameme je Omito
cratuctuukd 3Hayajuo Beh on 14. mana (4T1+NK ngemnenumja+PBS  vs. 4T1+NK
nerutennja+Cemarmytua: 3.02 £ 0.1 vs. 1.56 £ 0.07; p=0.042; durypa 14.b) u ogpxaio ce 10
31. nana (4T1+NK nerenuja+PBS vs. 4T1+NK nemnenuja+Cemarnyrun: 8.55 + 0.5 vs. 6.73
+ 0.4; p=0.049; durypa 14.b) kana cy muieBu xprBoBaHu. HakoH xpTBoBama, 34. naHa
eKCIIepUMeHTa, ojpeheHa je 3ampeMuHa TPUMApHOT TymMOpa HpU 4YeMmy je YTBpheHo aa je
3ampeMuHa OWiia 3Ha4ajHO Mama y TPYIH JACTUICTUPAHUX MUIICBA TPETHPAHUX CEMATrITYTHIOM
y oaHocy Ha Jeruietupane muiieBe tpetupane PBS-om (4T1+NK npemnernuja+PBS vs.
4T1+NK permnenmja+Cemarmyrua: 312.5 £38.2 vs. 152.1 + 47.3; p=0.008; @urypa 14.B).
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®durypa 14. Pact Tymopa HakoH in Vivo ykaamwama NK henuja. Penpesenrarusau
[UTOMETPHUjCKH rpapuKoHU ToKa3yjy mpoueHat NK henuja HakoH mpumene anTu-asialo
GM1 anTuTena in vivo (A). Mumresn cy nHokymucanu ca 5x10° 4T1 Tymopckux henmja u
pacT nmpuMapHOr TyMopa je npaheH MepemeM MpeyHrKa Tymopa ol 9.1aHa eKCIiepuMeHTa
y mumeBuma tpetupanuM PBS-om n NK gennernpannM mMumeBruMa ca wim 0e3 TpeTMaHa
cemarnytugoM (Bb). 3ampemuna Tymopa je oapelheHa HAaKOH >KpTBOBama, Ha 31. JaH o
uHoKynarwuje (B).
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[TpoTOYHOM LIUTOMETPHjOM je aHaIM3upaHa 3acTyrbeHocT U penorun CD11c” henuja
y CIIE3MHU M puMapHoM Tymopy. IIponenar CD11c™ henuja y clie3sMHd MUILEBA ca TYMOPOM
KOJHU Cy OMJIM TPETHUPAHHW CEeMarjyTHJIOM OHO je 3HadyajHO Behu y mopehemy ca KOHTPOITHOM
rpynom (Cemarmytun vs. PBS: 8.4 £ 0.5 vs 6.2 + 0.3; p=0.022, ®urypa 15.A). Exkcnpecuja
MHC II ma CDIll1c* henujama Takohe je Ounma 3HauajHo moBehaHa y CJIE€3MHHM MMIIEBA
Tpetupanux cemarnytuom (Cemarnytun vs. PBS: 94.3 £2.5 vs 81.2 + 3.2; p=0.028, ®urypa
15.B). V mnorneny excrnpecuje CD86 monekyna y CDI1lc™ momymanuju, cemariyTun je
u3a3Bao nosehame MpoleHTa OBUX henwja, anu oBaj edekaT HUje AOCTHrao CTaTUCTHUKY
3HauajHoct (durypa 15.B).
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®urypa 15. YTunaj npumMeHe ceMarjyTujJa Ha 3acTyIJbEHOCT M caspeBame CD11c*
heanja y ciiesunn MumeBa ca Tymopom aojke. Ilpouenar CD11c* henuja (A), MHC I1*
henuja (B) u CD86" henuja (B), y3 penpesenrarusae FACS-1oToBe U3 Clie3MHE MUIIEBA
TpPEeTUpaHuX cemMarityTuoM u PBS-om.

55



V npumMapHOM TyMOpY MHUINEBA TPETHPAaHMX ceMmariayTuaoMm, npouenar CDIl1c*
henuja 6uo je 3Hadajuo moehan (Cemarmytun vs. PBS: 12.8 £ 0.5 vs 7.9 £+ 0.4; p=0.014,
@urypa 16.A). Takolhe, excupecuja MHC II ma CD11c* henujama Ouna je 3maudajuo Beha y
IpPUMapHOM TYMOPY MHILEBA Koju ¢y npumainu cemarnytua (Cemarmytun vs. PBS: 20.0 = 0.8
vs 11.2 £ 0.6; p=0.005, ®urypa 16.5). Y ucroj nonynamuju CD11c* henuja, cemarnyruz je
noBehao excripecujy CD86 momnekyna y npumapaom tymopy (Cemarmyrun vs. PBS: 47.6 +
7.1vs 16.3 +£4.2; p=0.010, durypa 16.B).
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®urypa 16. YTunaj npuMeHe ceMarjJyTHIa Ha 3aCTyIUbEHOCT M ca3peBame CD11c*
hesmja y npumapuom tymopy aojke. [Ipouenar CD11c* henuja (A), MHC Il henuja (B)
u CD86" henuja (B), y3 penpesenrarusae FACS-110TOBE U3 IPUMAPHUX TyMOpa MUIIEBA
TpeTHpPaHUX ceMarayTuaoMm u PBS-om.




Bacrymubenoct CDIllc” hemuja ydmyrap TymMopa WCIOUTaHa j€ M METOLOM
umyHo(uyopecuenuje. Behu 6poj CD11c¢c" henuja nerekroBad je y TyMOpUMa MUIIEBA KOjU
Cy TPETUPaHU CEMarTyTHIOM y TIopehemy ca KOHTPOIHOM TPYyIoM Koja je Tpetupana PBS-om
(Cemarnmytua vs. PBS: 4.7+ 0.3 vs 3.1 £ 0.2; p=0.021; ®urypa 17).
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®urypa 17. Yrunaj npumene cemarayruaa Ha 6poj CD11c* heamja y mpumapHom
TYMOPY J0jKe. PerpeseHTaTuBHE CiMKe Mapa@UHCKUX MCedaka MPUMapHOT TyMopa J0jKe
¢ukcupanux  ¢popmamgexugaom. bpoj CD1lc® hemuja oapehen je  meromom
UMYHOXHUCTOXEMH]E.
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Kyntusanuja cexe nzonopanux CD11c" henuja u3 cnesuHe mumniesa ca KapIUHOMOM
J0jJK€ Yy TIPUCYCTBY cemariyThjaa 3HadajHo je moBehama excnpecrjy mRNA 3a pAkt
(Cemarmytua vs. PBS: 0.10 = 0.005 vs 0.02 £ 0.001; p=0.020; durypa 18. A), PI3K
(Cemarmytun vs. PBS: 0.02 £ 0.002 vs 0.003 £ 0.000; p=0.040; ®urypa 18. b), MHC I
(Cemarnmytua vs. PBS: 0.18 £ 0.005 vs 0.10 = 0.002; p=0.047; durypa 18. B) u TAP
(Cemarmytun vs. PBS: 0.019 + 0.002 vs 0.01 + 0.0001; p=0.037; ®urypa 18. I') y nopehemy
ca henrjama MHKyOMpaHUM CaMO y KOMIUIETHOM MeAujymy, To je yrBpheno PCR ananuzom.
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®urypa 18. Yrunaj cemarayruaa Ha excnpecujy mRNA 3a pAkt, PI3K, MHC I n
TAP y CD11c* heaujama. Cemarnyrun moBehasa excripecujy mRNA 3a pAkt (A), PI3K
(B), MHC | (B) u TAP (I') y CD11¢" henujama.
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4.11 lIpumena cemarnyTuaa cMamyje 3actymbeHoct CD4"CD25'FoxP3* heiuja u
npoaykuujy IL-10 y c1e3uHU 4 IPUMAPHOM TYMOPY MHUILIEBa

[Tpouentyanna 3actymbedocr CD4'CD25'FoxP3" hemuja y  cuesunn u
MOHOHYKJIEAPHOM TYMOPCKOM HWHOMITpaTy ojpeheHa je MpOTOYHOM LUTOMETpUjoM. Y
CIIE3MHU MHILEBA TPETHPAaHUX cemarnytuaoM, npouenar CD4"CD25"FoxP3* hemuja 6uo je
3Ha4YajHO HWXHU y nopehemy ca koHTpomHoM rpynom (Cemaraytua vs. PBS: 18.1 + 0.4 vs
31.7 = 1.8; p=0.000, ®durypa 19.A). Takohe, ananmm3upan je (GpyHKIHOHATHH (PEHOTHIT
CD4"CD25"FoxP3" henuja, npu yemy je mokaszaHo ja je npoaykiuja IL-10 y oum henujama
Owma 3Ha4ajHO HIDKA KOJA MHIIEeBa TpetupaHux cemaritytuaoMm (Cemarmytun vs. PBS: 4.1 +
0.1 vs 15.9 £ 1.0 p=0.022; ®urypa 19.b).
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@urypa 19. YTuuaj npumene ceMaryiyTuaa Ha NpoueHaT H PyHKIHOHAJHN (PeHOTHUI
CD4*CD25"FoxP3" heamja y ciae3mHH MHIIeBa ca TyMOpPOM Jojke. ['papukoHu u
penpesenrarusan  FACS-mutoroBu npukasyjy npouenar FoxP3™ (A) u IL-107 (B)
CD4*CD25" henuja y ciie3uHM MUILIEBA TPETUPAHUX ceMarayTuaoM u PBS-om.
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Y mpuMapHOM ~TyMOpy ~ MHIIEBAa TPETUPAHUX  CEMAaridyTHAOM, TPOIEHAT
CD4"CD25"FoxP3" henuja 6uo je 3Ha4ajHO HIKH y opehery ca kontposioM (CeMariyTu/
vs. PBS: 2.9 = 0.2 vs 11.6+ 1.7; p=0.001, ®urypa 20.A). AnanuzoM (GyHKIHOHATHOT
¢penornna CD4"CD25'FoxP3* henuja, mokazana je cmamena npoayknuja IL-10 y
NPUMapHOM TYMOPY MHIIEBA TPETUPAHUX CEMArIyTHIIOM Y OJHOCY Ha MHIIEBE TPETHpAHE
PBS-om (Cemarnyrun vs. PBS: 2.8 £ 0.2 vs 10.8 &+ 1.4; p=0.000; ®urypa 20.5).
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@urypa 20. YTunaj npuMeHe ceMarjyTuJa Ha NpoueHAT U PYHKIHOHAJHH (PeHOTHIT
CD4*CD25"FoxP3" heamja y mpuMapHOM TyMoOpy Aojke muimeBa. ['papukoHn u
penpesenraruan FACS mnotoBu mnpukasyjy mpomesar FoxP3™ (A) u IL-10" (B)
CD4*CD25" henuja y mpuMapHOM TyMOPY MHUIIIEBA TPETHPAHUX CEMArayTUaoM U PBS-om.
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4.12 TIlpumena cemariiyTuaa cmamwyje akymyaanujy CD11¢CD11b*Gr-1* hesqmja
nponykuujy TGF-$ y npumapHom Tymopy 10jke

[Tponentyanna 3acrymbenoct CD11cCD11b*Gr-1* hemwja y MOHOHYyKIEapHOM
TYMOPCKOM WHOUITpary onpeheHa je mMpOTOYHOM LUTOMETPUjoM. Y TPUMApHOM TYMOPY
JI0jKe MUILEBa TpeTupaHux cemariayrugoM, npouenar CD11¢c'CD11b*Gr-17 henuja 6uo je
3Ha4YajHO cMameH y nopehemy ca PBS-tpetupanom rpynom (Cemarnytuz vs. PBS: 15.4 £0.5
vs 20.2 = 0.4; p=0.003, ®durypa 21.A). Takohe, ananu3upan je QyHKIMOHATHH (HEHOTHI
CD11c'CD11b*Gr-1" henuja. Ipoussoama TGF-B y oBuM henurjama Ouiia 3Ha4ajHO HMXKA KO/
MUILIEBA TPETHPAHUX CEMArNIyTHIOM y OJHOCY Ha KOHTposHy rpyny (Cemarmyrun vs. PBS:
15.3+1.3vs29.8 +0.4; p=0.001; Durypa 21.b).
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durypa 21. YTunaj npuMeHe ceMarjJyTHIAa HAa 3aCTYNJ/bEHOCT M (PYHKIMOHAIHH
¢enorun CD11cCD11b*Gr-1" heauja heamja y npumMapHoM TymMopy /10jKe MHUIIIEBA.
I'padukonu u penpesentatusan FACS miorosu npukasyjy npouenar Gr-1" (A) u TGF-p*
(B) CD11cCD11b*Gr-1* hemmja y mnpuMapHOM TyMOpY MHUINEBA TPETUPAHUX
cemarnyrugoM u PBS-om.
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4.13 Yruuaj ammkanuje ceMmantyTuaa Ha Lin'Sca* henmje y npumapHoM Tymopy 1ojke

[IpuMena cemarnyTuaa je nosehana mpoueHTyanny 3acTymbeHocT Lin'Sca” henuja y
NpPUMapHOM KaplIHMHOMY JI0jKe, aju moBehame HHje MOCTUINIO CTAaTHCTUYKY 3HAYajHOCT
(Ourypa 22.A). Takohe, TpeTrMaH cemManIyTHIOM j€ CTAaTUCTUYKH 3HA4ajHO IMoBehao
npouenTyanHy 3actyrbeHoct Lin'Sca T-bet” (Cemarmtyrun vs. PBS: 36.1 + 1.3 vs 26.3 £ 0.6;
p=0.042; durypa 22. b) hemmja y mopehemy ca KoHTpoisHOM TpymnoM. KcroBpeMeHo,
ceMamlyTHJ je 3Ha4ajHO0 CMamhoO IPOIEHTYaJIHy 3acTylubeHocT Lin'Sca’Gata-3"
(Cemarnmytua vs. PBS: 2.8 £ 0.01 vs 15.6 = 0.4; p=0.022; ®urypa 22. B) henuja y ogHoCcy Ha
rpyny Tperupany PBS-om.
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@urypa 22. YTuuaj npuMeHe ceMarJiyTHAa HAa 3aCTYIVbEHOCT U (YHKIUOHAJIHHU
¢enorun Lin'Sca* heanja heanja y npumapaoM TymMopy aojke muieBa. ['padukonu u
penpesenrarusau FACS mnorosu npuka3syjy npouenar Lin'Sca™ (A), T-bet” (B) u Gata-3*
(B) henuja y npumMapHOM TyMOPY MHILIEBa TPETUPAHUX ceMariyTHaoM u PBS-om.
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4.14 Tlpumena ceMaryiyTuaa nojayasa anHrutymopcku gpesorun CD3*CD49b™ henuja 'y
CJIe3MHU MHIIIEBA €A KAPIHHOMOM /10jKe

[IpoTOYHOM LHUTOMETPUjOM Cy aHAIM3HPAHH NPOICHTYalHAa 3aCTyIJbEHOCT H
antutymopcku (enorunn CD3"CD49b™ henuja y cie3sWHd MUIEBA ca KapIHHOMOM JIOjKe.
Cemarnyruzn je mosehao mpouenTyanny sactymbeHocr CD3*CD49b™ hemuwja y cnesunu
MUILEBA Ca TYMOPOM [0jKe, ajdu TOo mnoBehame HHUje IOCTHIVIO CTATUCTHYKY 3HAYajHOCT
(durypa 23).
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durypa 23. YTunaj npuMeHe ceMarjyTuaa Ha 3acrymsbeHoct CD3*CD49b™ henmja y
cle3MHH MuIeBa ca TymopoMm jojke. Cemarmyrun mnoBehaBa 3acTynsbeHOCT
CD3"CD49b" henuja y cie3unn MuineBa ca TymMopoM nojke. Pempesenrarusau FACS
IJIOTOBH mpuKa3syjy mpoienar CD3'CD49b™ henuja y crne3uHn MuieBa ca KapluHOMOM
I0IKE TDeTUDAHUX ceMarivTuaoM u PBS-om.
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VY KOHTEKCTY aHTHTYMOPCKOT ()eHOTHIA, KOJ MHUIIEBA TPETHPAHHX CEMAriyTHIOM
3abenexxeHa je moBuiieHa ekcrpecuja CD69, nako pa3ivka HUje JOCTUTIIA HUBO CTATUCTUYKE
3HauajHoctu (Purypa 24.A), kao u 3Ha4yajHo nmoBehana excnpecuja NKG2D (Cemarmytua vs.
PBS: 6.3 +£ 0.3 vs 2.6 = 0.3; p=0.000; ®urypa 24.5) na CD3"CD49b" henujama u3 ciesnne
MHUIIIEBA ca KAPIIMHOMOM JIOjKe Y OJJHOCY Ha MuIieBe Tpetupane PBS-om.
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®durypa 24. YTunaj npuMeHe cemMarayTuaa Ha antutymopckn ¢penornn CD3*CD49b
heauja y cae3smHu mmuineBa ca Tymopom aojke. Cemarmyrun moBehaBa ekcmpecujy
aktuBaronor perentopa CD69 u NKG2D na CD3*CD49b™ henujama. I'padukonu u
penpesenraruan FACS mioroBu npukasyjy mpouenar CD69* (A) m NKG2D* (Bb)
CD3'CD49b" henmja y cile3sMHM MHIIEBA Cca KapIUHOMOM JIOjKE TPETUPAHHX
cemarinytugaom u PBS-om.
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Takohe, TperMaH ceMarTyTHJOM j€ CTaTHCTHYKH 3Ha4ajHO TMoBehao mporieHaT
CD3*CD49b" henuja xoje mpoaykyjy CD107a (Cemarmyrup vs. PBS: 16.3 = 0.3 vs 6.5 + 0.4;
p=0.000; ®urypa 25.A) u rpan3um B (Cemarmyrun vs. PBS: 2.4 £ 0.6 vs 1.4 = 0.4; p=0.031;
®urypa 25.b)
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®urypa 25. YTunaj npuMeHe ceMarayTuaa Ha antutymopckn ¢enornn CD3*CD49b
heauja y cae3smHu mmuieBa ca Ttymopom aojke. Cemarmyrun moBehaBa ekcrpecujy
CD107a u I'panzuma B y CD3"CD49b™ henujama. I'padukonu u penpesentatusan FACS
wioToBu Tpukasyjy mnpouenar CD107a* (A) u I'pansum B* (B) CD3'CD49b™ henuja y
CJIE3MHU MHIIEBA Ca KAPLIUHOMOM JI0JKE€ TPETUPAHUX ceMarityTuoM u PBS-om.
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[Topen Tora, cemMarnyTu] je 3Ha4ajHO CMAmbUO EKCIIPECH]y MHXHUOUTOPHOT perenTopa
PD-1 (Cemarmytun vs. PBS: 1.7 £ 0.5 vs 8.5 + 0.2; p=0.006; ®urypa 26.A) u npoxykuujy IL-
10 (Cemarmyrun vs. PBS: 1.9 + 0.8 vs 4.7 = 0.4; p=0.007; ®urypa 26.5) y CD3"'CD49b
henujama y onqHocy Ha PBS-Tpetupany rpymy.
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®durypa 26. YTuuaj npuMeHne ceMarJyTuaa Ha aHTutymopcekn ¢penorun CD3*CD49b-
henuja y cie3unn mumena ca TymopoMm aojke. Cemarnytuj cmamyje excrpecujy PD-1
u npoaykuujy 1L-10 y CD3"CD49b™ henujama. 'padukonu u penpesenraruBan FACS
IJIOTOBH TIpukasyjy mporenar PD-1% (A) u IL-10* (B) CD3"CD49b™ henuja y ciesunu
MUIIIEBA ca KAPIIUHOMOM JIOjKE TPETHPAHUX ceMarmyTuioMm u PBS-om.
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4.15 Alummkanuja cemariyTuaa nosehapa 3acTyn/beHOCT M AHTUTYMOPCKH (DEHOTHUIT
CD3*CD49b™ hesqinja y KapuuHOMY J10jKe

Wcnurana je 3actymbeHocT M pyHkuuoHannu ¢enorun CD3'CD49b” henuja
IPOTOYHOM LIUTOMETPHUjOM. Y TYMOPCKO] MHUKPOCPEIUHH, CEMAnIyTH] je 3HadajHo mosehao
npoueHTyainy 3actymbenocr CD3"CD49b™ henuja (Cemarmytup vs. PBS: 28.7 £ 0.5 vs 18.6
+ 0.2; p=0.001, durypa 27) y ogHocy Ha rpyny Tpetupany PBS-om.
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®urypa 27. YTunaj npuMene ceMariayTuaa Ha 3acrynmbeHoct CD37CD49b™ heamja y
NPUMapHOM KapuuHOMY J10jke mumeBa. PernpesentatuBau FACS miotoBu mpukasyjy
npouenar CD3*CD49b™ henuja y npuMapHOM TyMOpPY MHUILIEBA TPETHPAHUX CEMArTTYTHIOM
u PBS-om.
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Taxohe, mpouenar CD45°CD8" hemmja 6uo je 3HauajHo mnoBehan Kkox MuIIEBa
Tpetupanux cemantyrujom (Cemarmyrua vs. PBS: 15.7 £ 2.1 vs 9.8 £+ 1.1; p=0.000; ®urypa
28. A), nok nosehame nporenta CD45"CD4" henuja HUje JOCTUIIIO CTATHCTHYKY 3HAYA]HOCT
(®urypa 28. b) y npumapHOM KapLUHOMY J0jKe.
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®durypa 28. YTuinaj npuMeHne cemariiyrujaa Ha 3actymbenoct CD8" u CD4* henuja y
NPUMAapPHOM KAapUHHOMY Aojke mumeBa. PenpesenratuBan FACS miotoBu mpukasyjy
nporesar CD8" (A) u CD4" (b) henmja, y mpuMapHOM TyMOpY MHUILNEBA TPETHPAHHX
cemaraytuaom u PBS-om.
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Anamusa denoruna tymop-unuarpumyhux CD3"CD49b henmja kox Muinesa
TPETUPAHUX CEMariIyTHIOM Mokasaia je moBehame excrnpecuje CD69, mako pasnuka HHje
JIOCTHTJIA CTATUCTUUKY 3HauajHOCT (DPurypa 29.A), kao u NKG2D (Cemarnytun vs. PBS: 5.7
+ 0.7 vs 2.2 £ 0.5; p=0.002; ®urypa 29.5) y onaocy Ha mutieBe Tpetupane PBS-om.

CD3*CD49b" henuje
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®durypa 29. YTuunaj npuMeHe ceMarjiyTuJa Ha eKCIpecHjy aKTHBAIlMOHUX MapKepa
CD69 u NKG2D na CD3"CD49b" heimjama y npumapHoM TymMopy aojke. ['padukonu
u penpesentatuBan FACS mioroBu npukasyjy mpouenar CD69" (A) u NKG2D* (B)
CD3"CD49b" hennja y mpuMapHOM KapIMHOMY JI0jKE€ MHIIEBA TPETUPAHUX CEMATITYTHIOM
u PBS-om.
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Takohe, mpumena cemarmyTuaa je 3HauajHo mnoBehama excrpecujy CDI107a
(Cemarnmytua vs. PBS: 68.4 = 0.5 vs 53.7 £ 0.4; p=0.000; ®durypa 30.A) u rpanzuma B
(Cemarmytun vs. PBS: 339 + 1.3 vs 11.2 + 0.8; p=0.000; ®urypa 30.5) y CD3"CD49b
henujaMa y mpuMapHOM TyMOpPY JI0jKE€ Y OJIHOCY Ha KOHPOJIHY TPYITy.

CD3*CD49b" henuje
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®@urypa 30. YTunaj npuMeHe ceMarjayTHIAa HA eKCIpPecHjy MapKepa JAerpaHyJjaiuje
CD107a u I'pan3uma B y CD3*CD49b henmjama y mpumapHOM Tymopy aOjKe.
I'papukonn u penpesenraruBun FACS rmrorosu npukasyjy mpouenar CD107a™ (A) u
I'pansum B* (B) CD3'CD49b" henmja y npuMapHOM KaplMHOMY JOjKE€ MHIIEBA
TpeTHpPaHUX ceMaraytuaom u PBS-om.
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[Topen Tora, cemamtyTuj je 3HadajHo cMamuo ekcrpecuje PD-1 (Cemarmyrtunm vs.
PBS: 3.8 £ 0.2 vs 18.5 = 1.6 p=0.000; ®urypa 31.A) u nponykujy IL-10 (Cemarmytun vs.
PBS: 0.00 + 0.00 vs 3.96 = 0.3; p=0.000; ®urypa 31.5) y CD3*CD49b™ henujama y nopehemy

ca rpyny tpetupany PBS-om.
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®urypa 31. YTunaj npumMesne ceMarJiyTHAA HA eKCIPeCHjy HHXHOUTOPHOT penenTopa
PD-1 na CD3*CD49b" hesmmjama u npoaykuujy IL-10 y npumapHoM TyMopy a0jKe.
I'padukonn u penpesenraruBan FACS miotoBu npukasyjy npouenar PD-17 (A) u IL-10*
(B) CD3"CD49b" henuja y KapruHOMY JI0jKE MHUIIEBA TPETHPAHUX CeMariayTuaoM u PBS-
OM.
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4.16 YTHIIaj NnpUMeHe ceMarIyTH/aa Ha HUTOTOKcHYKH KananuTer CD8* T iumdounra
ex vivo

AHTHTYMOpCKa akTUBHOCT u3ojoBaHux CD8" T numdonura, nodbujeHNX o1 MUIIEBa
ca KapIMHOMOM JI0jK€, UCIIUTHBAHA je y Pa3IMYUTUM OJHOCHMMa ca TYMOPCKUM henujama.
Hakon uzomanuje, CD8" T numdonuT cy n0JaBaHU y MUKPOTHTAp TUIOYE y KOjUMa Cy C€
NPEeTXOAHO Haja3wie ajaxepeHTHe Tymopcke hemuje muuuje 47T1, ¢uxcupane 3a THO
OyHnapumha. HakoH pomaBama edekTopckux henmja, cemarayTwa je nofaT y jeIHy Of
EKCIIEPUMEHTAITHUX Tpyla pajd IMPOLEHE HErOBOr YTUIAja HA IUTOTOKCHYHY AKTUBHOCT
CDS8* numdonuta. 3Hauajuo nosehame HUTOTOKCUUHOCTH nocpenoBane CD8 numdonntiMa
JIETEKTOBAaHO je KOj henmja TpeTMpaHux cemariyTuaoM y oanocy 1:10 (4T1+CD8" vs.
4T1+CD8"+Cemarnyruna: 44.8 + 2.8 vs. 55.6 = 2.2; p=0.043; ®durypa 32). Ilosehame je
takohe mpumeheno y omnocuma 1:1 m 1:2 nmspHe/edektopcke henmuje, anm paznmka HUje
JIOCTHUTJIa CTATUCTUYKY 3HAYaJHOCT.
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®durypa 32. llutorokcuuna aktuBHocT CD8" T aumdponura nporus 4T1 Tymopckux
heauja y pasaumuuTaM  oaHocmMa unuibHe/edexTopcke henmje. IluToTokcmuka
aktuBaoct CD8" T nmmdornura tectupana je y 4-uacoBuom MTT rtecry mpotus 4T1
TyMopckux henuja, y Tpu pa3znuuuTa ogHoca uusbHe/edexropeke hemmje (1:1, 1:2 u 1:10)
22. maHa eKCIIepUMEHTa, HaKOH 48-4aCOBHE WHKYOAIIH]e.
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4.17 lennenuja CD8" heiuja HeyTpajuie pa3jinKy y pacTy NpuMaHor Tymopa usmel)y
MHIIEBA TPETHPAHUX CEMATIYTHAOM M KOHTPOJHUX MUIIIEeBA

[uroTokcnuku T nuMQpONHUTH Cy YKIOWEHH KOJ MHIeBa IpuMeHoM aHTH-CD8
aHTHTENa, HAKOH Yera je CBUM rpymnama uHaykoBaH 4T1 kapuunoMm nojke (Purypa 33.A).
JoOujenu pesyaratu cy mnopeheHHM ca KOHTPOJHUM MHIIEBHMMAa KOJU Cy HMMajd OYyBaHY
nomyinanujy NK henuja u xoju cy npumanu cemarnytu u/win PBS. Jleruennja CD8™ henuja
yOp3ayia je pact Tymopa y o0e rpylne MHuIleBa TpeTHpaHux ceMariayTuaom/PBS-om, y
nopehemy ca HelelUleTHpaHUM MuIllleBMMa. Pasnuka y npednuky Tymopa usmehy CDS8Y-
NEeIUIeTUpaHe U HeAeIUIeTHpaHe TpyIle IocTalla je CTaTUCTUYKM 3HayajHa o 12. nmaHa
excriepumenta (4T1 vs. 4T1+CD8" nemnenmja: 1.88 + 0.1 vs. 2.3 £ 0.2; p=0.037; durypa
33.B) u oBaj dpenomen ce oapxkao 10 31. nana ekcnepumenta (4T1 vs. 4T1+CD8" nerutenuja:
594 + 0.4 vs. 8.8 £ 0.7; p=0.027; ®urypa 33.5). Hakon memneunuje CD8" T numdonura,
BUIIIE HUje OUJIO CTATUCTUYKHU 3HAYajHE Pa3lIMKe y MPEeYHUKY TyMmopa usMmel)y nerieTupanux
rpyna koje cy npumaine cemarnytua u PBS (@urypa 33.5), mito ykasyje Ha 3HaYajHy yIOTY
CD8" henuja y MexaHH3MHUMa KOjH yTHYY Ha pacT TyMOpa.
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durypa 33. Pact Tymopa HakoH in Vivo ykiaamamwa CD8* henuja. PenpesenraTuBan
FACS miorosu npukasyjy nporenryande Bpeanoctd CD8 henuja HakoH pUMeHe aHTH-
CDS anTutena (A). HakoH pemienuje MuneBuma je nHOKymucaso 5 x 1034T1 tymopckux
henuja, a pact mpumapHor Tymopa je mnpaheH MepewmeM mnpeuHuka on 10. nana
excriepumenta (b).
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4. 18 TpermaH ceMarjiyTHIOM CTUMYJIMIIE POU3BOAKY NPOUH(IAMAIMjCKMX IMTOKUHA
in vitro

CBexe M30JI0BaHM CIUICHOLMTH 3APAaBUX MHUIIEBA Cy IOCTaBJBEHH y MHUKPOTUTAp
i04e U pacrnopeheHu y yetupu rpyme: CIUICHOIIUTH KyJATHBUCAHH Y MEIUjyMY, CTUMYIUCAHU
ConA-oMm, TpeTHpaHu CEeMariyTUIOM WU UcToBpeMeHo cemMariyTuaoM u ConA-owm.
Crumynanuja ca ConA 3HauajHo je moBehama konuentpamujy IL-1B (Memujym vs. ConA:
35.59 £ 2.8 vs.471.94 £ 5.4 p=0.000; ®urypa 24.A), TNF-a (Menujym vs. ConA: 112.30 +
3.5vs.233.22 = 10.3; p=0.000; ®urypa 24.5), [FN-y (Meaujym vs. ConA: 134.86 = 5.7 vs.
1561.48 <+ 57.4; p=0.000; durypa 24.B), IL-17 (Memujym vs. ConA: 286.28 + 13.6 vs.
415.42 + 14.6; p=0.000; durypa 24.I') u IL-10 (Meaujym vs. ConA: 64.13 £ 6.7 vs. 821.41 +
20.7; p=0.000; durypa 24.J1) y cynepHatanTy henuja HakoH 24 cata nHKyOanuje y nopehemy
ca henmmjama mHKyOupanum y Memujymy. CeMariiyTua je caMOCTalHO 3HadajHO ToBehao
HuBoe TNF-a (Memujym vs. Cemarnyrua: 112.30 £ 3.5 vs. 146.45 + 5.3; p=0.008; durypa
24.Bb) u IFN-y (Memujym vs. Cemarnytua: 134.86 + 5.7 vs. 259.21 £ 8.6; p=0.000; durypa
24.B) y nopehemy ca HETpETUPAHUM CIUIEHONMTHMA. Takohe, 1eTeKTOBaHO je W moBehame
koHneHTpanuje IL-1B, IL-17 u IL-10, anu oBe pasnuke HUCY JOCTHIJIC HHBO CTATHCTUYKE
3HauajHoctu. McroBpemena mnpumena ConA U cemMarnyrujga 3HadajHo je moBehana
kouneHTpanujy IL-1B (ConA vs. Cemarmytuat+ ConA: 471.94 £ 5.4 vs. 556.64 + 21.7,
p=0.001; ®urypa 24.A), IL-17 (ConA vs. Cemarnytua+ ConA: 415.42 + 14.6 vs. 463.90 =
17.1; p=0.010; durypa 24.I') u IL-10 (ConA vs. Cemarnmytua+ ConA: 821.41 + 20.7 vs.
926.22 + 22.7; p=0.040; durypa 24.J]]) y nopehewy ca heamjama ctumynucanum ConA.
[ToBehame je nmerexkroBaHo u y koHmeHtpanmujama TNF-o m IFN-y, anm pasziuke HHCY
JIOCTUTJIC HUBO CTaTUCTHYKE 3HAYAJHOCTH.
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®@urypa 34. Cemaraytua nosehaBa konnenrpanujy IL-1p, TNF-0, IFN-y, IL-17 u IL-
10 in vitro. I'paduuum npukasyjy kouuentpauuje IL-1p (A), TNF-a (Bb), IFN-y (B), IL-17
() u IL-10 (I') mepeHe y cylepHaTaHTAMA CIUICHOIIMTA U30JIOBAHUX M3 3[I[PABUX MHIICBA
HaKOH 24-yacOBHE MHKYOalllje caMo y MEIUjyMy, ca KOHKaHAaBAIMHOM A, CeMariyTHIOM
WA KO-CTUMYJIAIIMjOM Ca CEMariyTHIOM H KOHKaHAaBAJIMHOM A.
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HonatHo, wHKyOanMja CIJICHOIIMTA CEMariyTHIOM JOoBela je 1o moBehama omHOca
nponH(pIaMaTOPHUX © aHTUUH(IAMATOPHUX NHMTOKMHA Yy mnopehemy ca henmjama
WHKYOMpPaHHM caMO Y Menujymy. 3abenexero je nmosehame omnoca IL-1B/IL-10 u TNF-o/IL-
10, anmu oBe pa3iMKe HUCY AOCTUIVIE HUBO CTaTUCTH4YKe 3HadajHoctu (Durypa 35.A u 35.B).
Hacynpor Tome, omnoc IFN-y/IL-10 O6wo je 3Ha4ajHO TMOBWIIEH HAKOH HMHKYyOaluje ca
cemantytuaoM (Memujym vs. Cemarmyrua: 2.11 = 0.2 vs. 3.20 = 0.3; p = 0.021; durypa
35.B).
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®urypa 35. Cemarayrua nosehasa oxnoc IL-1p/IL-10, TNF-o/IL-10 u IFN-y/IL-10
in vitro. I'paduin npukasyjy oanoc IL-1B/IL-10 (A), TNF-0/IL-10 (b) u IFN-y/IL-10 (B)
MEpeHEe y CyNepHATaHTHMa CIUICHOIIMTA HW30JIOBAHUX W3 3]PaBUX MHIICBA HAKOH 24-
JacOBHE MHKYOaIfje caMo y MeIHjyMy, ca KOHKaHABaJIMHOM A, CEMarlIyTHIAOM KU KO-
CTUMYJIAIIM]jOM Ca CEMAriIyTUIOM U KOHKaHABAJIMHOM A.
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4. 19 TpermaH ceMaryiyTHIOM MOACTHYE MPOU3BOAKBY NPOUMHEIAMANMNjCKUX IUTOKMHA Yy
CD3" heaujama in vitro

Mehy CD3* hemmjama, xynatuBainuja ca ConA goBena je 10 3Ha4ajHOr moBehama
nporenta CD69" (Memujym vs. ConA: 0.49 + 0.3 vs. 33.45 + 0.6; p=0.021; ®durypa 36.A),
TNF-o" (Memujym vs. ConA: 3.67 = 0.2 vs. 15.67 = 0.7; p=0.000; ®durypa 36.b), IL-1p*
(Meaujym vs. ConA: 4.87 £+ 0.3 vs. 15.24 £ 0.3; p=0.000; durypa 36.B), IFN-y* (Meaujym
vs. ConA: 3.17 £ 0.3 vs. 15.13 £ 0.3; p=0.000; ®urypa 37.A), IL-17* (Meaujym vs. ConA:
2.71 £ 0.2 vs. 19.46 + 1.4; p=0.000; Durypa 37.5) u IL-10" (Meaujym vs. ConA: 3.33 + 0.6
vs. 14.67 + 1.1; p=0.000; durypa 37.B) henuja, y mnopehemy ca HETpeTUpAHUM
cruteHouuTma. CD3* henuje TperupaHe ceMarnyTHIOM IOKa3aie cy 3Ha4ajHo mnoBehame
nporerta CD69" (Menujym vs. Cemarnytua: 0.49 + 0.3 vs. 4.81 £ 0.1; p=0.021; durypa
36.A), TNF-of (Meaujym vs. Cemarnytun: 3.67 £ 0.2 vs. 7.60 = 0.3; p=0.001; durypa 36.5),
IL-1B8" (Memujym vs. Cemarnmytua: 4.87 + 0.3 vs. 7.88 = 0.6; p=0.037; ®urypa 36.B) u [FN-y*
(Meaujym vs. Cemarnytuna: 3.17 £ 0.3 vs. 6.83 £+ 0.6; p=0.003; @urypa 37.A) y nopehemwmy ca
HeTpeTupanuM henujama. Y nonynauuju CD3* henuja, ucroBpemenu tperman ca ConA u
CEeMarIyTHIOM JI0BEO je /10 3HayajHor nosehama mpouenta IL-1B* (ConA vs. Cemarmytug +
ConA: 15.24 £ 0.3 vs. 17.57 £ 0.4; p=0.021; ®urypa 36.B), IFN-y* (ConA vs. Cemarmytua +
ConA: 15.13 £ 0.3 vs. 16.76 £ 0.5; p=0.048; durypa 37.A) u IL-17* (ConA vs. Cemarmytuj
+ ConA: 19.46 + 1.4 vs. 1598 + 1.1; p=0.017; durypa 37.5) henuja koje mpomykyjy
uToKMHE, y nopehemy ca nomynamujom CD3* henuja crumynucanom camo ConA.
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®urypa 36. Cemariyrun nosehaBa npouenat CD69", TNF-a* m IL-1p* IFN-y*, IL-
17t m IL-10" CD3* cmuenomura In vitro. I'padunu u penpesentatuBuu FACS
rpadukonu npukasyjy npomenar CD69* (A), TNF-o* (B) u IL-1B* (B) CD3* cruienouura
M30JI0BAaHUX W3 3/IpaBHX MUINEBA HAKOH 24-4acCOBHE WHKYyOaIMje caMo y MeIujymy, ca
KOHKaHAaBAJIMHOM A, CEMariyTHJOM WIM KO-CTUMYJIAIUjOM Ca CEeMariyTHIOM H
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®urypa 37. Cemarayrun mnoBehaBa mnpoumenar IFN-y*, IL-17* m IL-10* CD3*
cnjieHonura N vitro. T'padumm u penpesenratuBan FACS rpadukoHH NpUKa3yjy
nporenar IFN-y* (A), IL-17" (B) u IL-10* (B) CD3* cmieHonMTa W30JI0BaHUX K3 3APAaBUX
MUIICBAa HAKOH 24-4aCOBHE HHKYOAIlHje caMO y MEIUjyMy, Ca KOHKAaHABATHMHOM A,
CeMariIyTHIOM WM KO-CTHMYJIAIMjOM Ca CeMariyTHIOM U KOHKaHaBATHHOM A.
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5. JMCKYCHJA

VY 0BOj CTYIHjH, 110 IPBH IyT CMO MOKA3aJlM Ja CEMarTyTH I, aHTHIUjaOETHK U3 TpyIie
GLP-1 penenTop aroHucra, ycropaBa IMPOTpecHjy KapIMHOMAa JOjKE y MHUIIjeM MOJAETY
Oonectu. Hamm pesynrarn ykasyjy la TpETMaH CEMarIyTHUAOM 3HA4YajHO OJJIAXKE II0jaBy
NaMabuiIHOT TyMOpa, CMambyje Cpellby BPEIHOCT MPEYHHKA W 3alpeMHUHY HpUMapHOT
TyMOpa, Kao W Jia CMamyje MHIMJICHIYy MeTacTa3upama y miyhuMa u jetpu y nopehemy ca
MulleBuMa Tpetupanum PBS-om.

HcnutuBameM IUPEKTHOT aHTHTYMOPCKOT JI€jCTBa CeMarTyTHIa MOKa3ald CMO Ja
HUje 3Ha4ajHO CMameHa BHjaOMIIHOCT TECTHUPAHUX TyMOpcKux henwja in vitro. Ilpumena
ceMaryTH/a je 3Ha4ajHO CMamWia I10jaBy HEKpPO3e Y MPHUMapHOM TYMOpPY JAOjKE in Vivo.
OcwuMm Tora, MoKa3ajiad cMO Jia IpUMEeHa CeMarIyTH/1a HUje UMajia yTHIlaja Ha HEOAaHTHOTEHE3Y
U MHUKDPOBACKYJIapHY TYCTHHY, YAME j¢ W OBaj MEXaHM3aM CIIMMUHHCAH Kao MOryhu y3pok
oJyTarama 1ojaBe TyMopa U pacTa M MPOorpecHje TyMopa.

Anamm3om ¢yaknuonanHor ¢enHoruna NK henuja, yTBpauium cMo Ja ceMariayTui
1ojayaBa HHUXOB AHTUTYMOPCKH (QeHoturn. Mehyrum, cemarmytun Huje mnoBehao
nuToTokenuky aktTuBHOCT NK henuja npema tymopckum henujama, in vitro. Ilocne gennenuje
NK hemmja in vivo, youeHa je 3HA4ajHa pas3iuka y IUHAMHUIIM pacta Tymopa usmely
NETUICTUPAHUX MHIICBA TPETUPAHUX CEMATTYTHIOM, OAHOCHO PBS-oM.

JabuM ucTpakuBameM, yTBphEeHO je na mprMeHa ceManiyThia 3HavyajHo moBehaBa
aKyMynanujy u cazpeBame DCS, Kako y ClIe3uHH Tako U Y IPUMAPHOM TYMOPY JIOjKe.

VY HacTaBKy HCTpaKMBamba MOKA3aHO je Jla CeMariyTH[ CMambyje UMYHOCYIPECHBHO
MUKPOOKpPYXCHE y MPUMapHOM TyMopy Jojke. HberoBa mpumeHa cmamyje 3acTyIIbEHOCT
MDSC u Tregs y ciie3uHHu, W IITO j€ joul 3Ha4ajHUje, y mpuMapHoM Tymopy. Ilopen Tora,
CEeMarIyTUJ jé CMamuO W TPOAYKIHj)Yy MMYHOCYNPECHBHHUX IIMTOKMHA Y OBHM hesujama,
JIOAATHO JonpuHOCeh peMoieoBamby TYMOPCKOT MUKPOOKPYKEHba.

HctpaxuBame je HACTaBJbEHO aHAJU30M CTEYCHOT aHTUTYMOPCKOT HMYHCKOT
olIroBopa. YTBphEeHO je Ja ceMarmTyTHJ 3Ha4ajHO ToBehaBa 3acTYIJBEHOCT M II0jadyaBa
antutymopckd ¢enorun CD8" T numdoruTa, Ka0 U HBHUXOB [MTOTOKCHYKH KAIAIUTET, in
vitro. OBM pesynrat cy noTBpheHu u in vivo, tae je Hakon aemnenuje CD8" T mumdonura
HecTalla pasjidka y Op3vHHM pacta W BEJIMYMHM NpuMapHor Tymopa wusmehy CDS8”
JeTUIETHPAHUX MHIIEBA TPETUPAHUX CEMArTTyTHIOM U OHUX Koju cy mpumainu PBS.

Ha xpajy, nszonoBane cy henuje u3 cie3nHe 3paBUX MHIIEBAa M HMHKyOMpaHe ca
meaujymoM/ConA/cemarnytuaom. CeMariayTul CaMOCTaTHO j€ 3Ha4ajHO moBehao mpoayKIujy
npo-vH(pIaMalMjCKUX LUTOKMHA Yy HEAaKTUBHpPAaHMM (HauBHMM) henujama, a Takobhe je
MCII0JBHO CTUMYJATOPHU e(eKaT U Ha akTUBUpaHUM henujama.
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5.1 YTunaj cemariyruaa Ha mojaBy u Nporpecujy npuMapHoOr TymMopa JojKe

Kapuunom nojke npezacrasiba jeaan ox Boaehux y3poka 000JbeBamba U CMPTHOCTH O
MaJIMTHUX OoJecTH KOJ JKeHa ImupoMm cBeTa (221). Yopkoc HampeTrky y OujarHOCTULM U
Tepanuju, BHCOKA CTOMA PElUINBA U METACTa3upama OCTaje BEIUKH M3a30B Y KIMHUYKO)]
npakcu. GLP-1RA cy HOBU aHTU-XMIIEPITIMKEMU]CKH JICKOBH YHja C€ NMPUMEHA IITMPH HA CBE
BUIIIE Tepanujckux obmactu (222). HemaBHa MCTpakMBama, MAKO jOII YBEK OrpaHHUYCHA,
yKazyjy Ha HhHXOBa 3HAaYajHA aHTUTYMOPCKa W WMyHoMomyiatopHa cBojctBa. GLP-1RA
MOKa3yjy pa3iuuuTe e(eKTe y 3aBHCHOCTH Of TUMA KapIUHOMA. Y MOJEIy MeAyJapHOT
KapLMHOMA INTUTAacTe XJIe3le IoAapa, MOCTOje JOKa3u Ja MOXKE aKTHBHPATU CUTHAJIHE
nyreBe npeko GLP-1R u ctumynucarn nponudepanujy tymopckux henmja. Hacympot Tome,
KOJI ManMJIapHOr KapLMHOMA IUTHTAcTe jKje3ae pesyatarn nokasdyjy aa GLP-RA Hewmajy
3Ha4ajaH YTHIA] HA pacT Tymopa (223, 224). Ca apyre cTpaHe, pe3yaTaTd UCTPaKHUBamba Ha
aHUMaJTHUM Mojenuma, cy nokazanu jga GLP-1RA  wmory wuWHIykoBatu eKcIpecHujy
dochopunrcanor AMPK, mnxubuparu excnpecujy u ¢ochopunannjy mTOR mnporeuna,
HOACTULATH arnonTo3y henauja KapruHOMa €HI0METPHUjyMa U TUME UCIOJbaBaTH MOTEHLINjaTHU
aHTUTYMOpCKU edekar (225, 226). Y ciydajy KapuuHoma Je0eror IpeBa, WCTPaXKHBamba
yka3yjy na aronuctu GLP-1 penenrtopa mnxubupajy Tymopcku pact 6iokagom PI3K/Akt u
ERK1/2 curnamHmx myTeBa, IITO CMamyje Mpoiudepannjy U uHayKyje amonrtody y CT26
henujckoj JAMHHUJU MUIMIJET KOJIOPEKTAIHOT KapuuHoma (227). Y cryndjama Ha TOja3HUM
MUILIEBUMA, YTBPH)EHO je Ja ceMarIyTH] CMambyje M0jaBy TYMOPa U TyMOPCKY Macy y MOJEIy
xernarolenynapHor kapiuuHoma (228, 229). C 063upom Ha cBe Behe qoka3e 0 aHTUTYMOPCKUM
epextuma GLP-1RA, y 0OBOj cTyiuju CMO WCHUTHBAJIM YTHIA] CEMariyTHAa Ha pacT U
porpecujy KapiuuHoMa JI0jKe, Kao ¥ BEeroBo J€jCTBO Ha aHTUTYMOPCKU UMYHCKH OJITOBOP.

Y 0BOj cTymuju, MHIIEBUMA je HWHAYKOBaH Tymop, yoOpusraBamem 4T1 henuja
KaplIMHOMA JI0jKe AUPEKTHO y 4. MileuHy >kie3ny. HapenHux geceT y3acTONHX JaHa MUIIEBU
Cy TpEeTHpaHHU CeMaryTHaIoM, oqHocHO PBS-om y jenHoj mHeBHO] mo3u. HakoH kpTBOBama,
36. naHa ekcrnepuMeHTa, ojjpeleHa je 3ampeMuHa TymMOpa, a MPUMapHU TyMOpP U OpraHU Cy
M30JI0BAHM 3a JlaJbe aHaiu3e. Pe3ynrartu yka3yjy Ja mpuMeHa ceMariyTiia 3HadajHO OJJIaKe
10jaBy MaamaOWIHOT HmpUMapHOr Tymopa nojke kox BALB/C muiieBa, kao u na cMmamyje
npeyHuK u 3anpemuHy Tymopa (®urypa 1). Ilopen Tora, TperMaH ceMariyTHAOM je
pelyKoBao M MeTacTa3upame, IITO Ce Orjie/la y HUXKOj MHIMJEHIIM MeTacTas3a y miyhuma u
jerpu no 36. nana exkcnepumenta (Purypa 1). Ilo3nato je ma ce kox KapuMHOMA JOjKe
Mmeracta3ze Hajuemhe mpBo jaBipajy y miuyhuma (230). HMako je y rpynu TpeTHpaHo]
CEMarIyTUIOM 3a0€JIeKEHO CMambEeHmhe ETEKTAOMITHUX TTyNhHUX MeTacTasa, OBa pa3jiMKa HUje
JIOCTUIJa CTATUCTUYKY 3HAYajHOCT, IITO MOXeE OWTH Iocienuia KacHHjer J>KPTBOBamba
MHUILEBA U JETeKlrje MeTacTaTckux xapuiura (Purypa 2). Ca apyre crpaHe, ceMariayTuj je
3HA4YajHO CMamHO T0jaBy JETEKTAOWIHMX MeTacra3a y jeTpu. YOUYEeHH TPEH] yKasyje Ja
CeMarJyTUJ MOXe WIpaTH YJIOTy y OrpaHuWYaBamy MeracTtasupawma (Purypa 2). ['enepainHo,
00MjeHN pe3yNTaTH yKa3yjy Ja ceMariyTuJ oJiIaXe M0jaBy U MPOrpecHjy KapluHOMa J0jKe
KOJl MHUIIeBa. Y CKJIagy ca HamumM pesynraruma, Glenny um capagHuny cy nokazand ja
IYyTOTPajHO JIeUeHe THp3enaTuaoM, pAyanHu aronuctom GLP-IR  wu  ractpuunor
MHXUOUTOPHOT MOJIMIENTHAA, Cy301ja pacT OPTOTOICKOT TyMopa Jojke nHaykoBanor E0771
henujama Ko/ MHIIIEBa ca roja3HoIINy H3a3BaHOM UCXpaHOM Ooratom mactuma (231).

5.2 JIupeKTHO HMTOTOKCHYKO [1€jCTBO CeMarJIyTHAA

GLP-1RA mnoka3yjy noTeHIujaiHe AUPEKTHE aHTUTYMOPCKE eeKTe Kpo3 MHXUOUIH]Y
nponudepanuje, MUTpalnje, WHBAa3Uj€ M CMUTEITHO-ME3CHXUMATHE TPAH3HINjEe TYMOPCKUX
henuja, mTo je moTBpheHO Ha MoJeNIUMa TIIMoMa, KaplIMHOMA JI0jKe U KapIIMHOMa IaHKpeaca
(53, 57, 65). Ilonasehu on oBHX Hajla3za, Y OKBUPY OBOI MCTpa)kMBama HajIpe je UCHHUTaH
NOTCHIUjalTHH [MTOTOKCUYHU edeKaT cemariyTuaa MpPHUMEHOM cepuje IN Vitro Tecrosa.
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PesynTatu cy mokazanu ja cemMariiyTHj HUje 3HauajHO YTHIA0 Ha BUjaOmIHOCT Muljux (4T1)
u xymanux (MDA-MB-231) henuja xapuunoma nojke (Purypa 3). Kako HuCMO noTBpamiu
JUPEKTaH LHUTOTOKCUYKUA e(deKkaT HMCIUTUBAHOI JieKa, Jajbeé CMO HCTPaKUBAIH HETrOB
NOTEHIMjaJTHA YTULAj] Ha TYMOPCKO MHKpPOOKpyXeme. Hekposa y Tymopuma Hajuenthe
HACTaje Kao MOcCieIula XpOHHMYHE HCXEMHje MPOY3pOKOBaHE HEAOCTATKOM KHCEOHHMKA U
xpansbuBux Matepuja (232). LlenTpamHa HeKpo3a je jeaHa oA KapaKTepUCTHYHUX OCOOMHA
WMHBA3MBHOI' KapIIMHOMA JI0jKE M MOBe3aHa je ca nmosehanom mpoiudepaTuBHOM aKTUBHOUIhyY
TYMOpPCKHX henMja ¥ HEmOBOJFHOM MpPOrHO30M (233). V Hamem HCTpaKuBamby, BEIHYMHA
LEHTpajHe HeKpo3e Omia je 3HauajHO Mama KOJ MHUIIEeBa TPETHUPAHUX CEMAarlIyTHAOM Y
nopehemy ca KOHTpONHUM MuIIeBuMa tperupanuM PBS-om (®Purypa 4), mro ykasyje na
PUMEHA CEeMariyTua MOXe JTOMPUHETH MHXUOHUIMjH Op30Tr pacTa MpUMapHOT TymMoOpa KOju
je youeH xox PBS-tperupanux mumieBa. OBM Haja3u Cy y CarjacHOCTH ca MOJanuMa M3
nuteparype koju cyrepumy aa GLP-1RA, momyT ekceHanHa M €KCeHAaTH1a, MOTY CMambHTH
BEJIMYMHY T0Jba MH(pApKTa MHUOKapAa, WITO yKa3yje Ha IHUXOB MOTEHIHjall y CMambemy
HUCXEMHUjCKH HHAyKOBaHOT omTehema Tkua (234, 235).

5.3 YTuuaj ceMaryTHAa Ha HEOAHTHOTeHe3y Y IPMMAPHOM TYMOPY A0jKe

O03upoM J1a HUje IMOKa3aH JUPEKTaH HUTOTOKCHYKK edekar cemariyTujia, Jajba
UCTPaXHBamka Cy yCMEpEHa Ha aHAJIM3Y HEroBOI yTHIAja HA TYMOPCKY MUKpPOCpEIUHY, ca
noceOHUM (POKYCOM Ha HEOAHTHMOTCHE3y M aHTUTYMOPCKH MMYHCKH OJTOBOp, KakO OMCMO
UJCHTU(PUKOBAIM MOIr'yhH MexaHu3aM JIegjcTBa CEMarjyTula Ha YCIOpeHY Hporpecujy
TyMopa.

AHruoreHnesa InpeJcTaBba npouec GpopMupama HOBUX KPBHUX CyJOBa U3 1octojehux
U urpa KJbydHy YJIOTY y pacTy W TpexuBbaBamy Tymopa. OBaj mpomec omoryhasa
TyMOpCKUM henujama cHaOJeBambe KHCEOHMKOM M XPaHJbUBUM MaTepHjaMa, 4YuMe ce
MOJICTUYE BHUXOBa Nponudeparyja, nHBazuja U Meractazupame (236). C 003upom Ha HmEHY
yJIoTy y Iporpecuju 0ojecTy, UHXHOUIMja aHTHOTeHe3€e MPeJICTaB/ba jJeAHY OJ CTpaTeruja y
nedewy kapuuHoma (247). Ilopen Tora, mo3HaTo je Ja XWUIIOKCHja UTpa 3HAYajHy YJIOry y
NOJCTULIaKy TYMOPCKE aHTMOreHes3e, JOoNMpuHOcehM ajanTanyju TymMOpa Ha HENOBOJbHE
yCIIOBE M HEroBOj Aajboj mporpecuju (238). Xumokcuja je jeaan o KJbY4HHX (akTopa Koju
perynumy npoaykuujy VEGF y TyMOpcKOM MUKPOOKpYXEHY, a 0Baj MOJIEKYJ je MO3HAT Kao
jelaH oj] HaJIIOTEHTHUJUX MpoaHTruoreHux ¢akropa (239). Konuko je Hama mo3HaTo, 70 caja,
OBO je TMpBa CTyAMja Koja TOKaszyje Jda ceMariayTua He YTHYe 3HayajHO Ha
HEoBacKyJapu3alujy y TyMopy J10jKe, IITO je TOTBpEHO OJCYCTBOM CTaTHUCTUYKU 3HAuYajHE
pasnuke y HuBoy excnpecuje VEGF usmel)y Tymopa muieBa TpeTHpaHUX CEMariyTHJIOM U
oHuX Koju cy npumanu PBS (®urypa 5). [lopen tora, MukpoBacKkyjiapHa T'yCTHHA j€ YCKO
nmoBe3aHa ca yOp3aHOM TMPOTpecujoM KapiuHoma naojke (233). Y Hamoj cTyauju, HUCY
3abenexene pasmuke y Opojy CD31" u o-SMA® henuja usmely rpyme Ttpertupane
CEeMarJIyTHJIOM M KOHTpOJIHE TpyIe, INTO IOJATHO yKa3dyje Ha TO Ja CeMariyTHJ HeMma
3HayajaH yTUIa] Ha aHTHOT€HE3Y Y OBOM eKcliepuMeHTaHoM Mojeny (Durypa 5).

Nako cemarimyTu 3Ha4ajHO CMamyje IIEHTPAIHY HEKPO3Y, JIeTyje /1a ’eroB TpeTMaH
He yruye Ha ekcrnpecujy VEGF HUTH Ha MHKpOBacKyjgapHy TYCTHMHY Yy MpHUMapHOM
KapuuHOMy nojke. OBM Halla3W yKa3zyjy /a CeMaryiyTHi He Jelyje KpOo3 MEXaHW3Me KOjH
YKJbYUyjy peryianujy aHruoresHese, Beh aa HEroB aHTUTYMOPCKH edeKkaT MoXe OuTh
MOCPEIOBAH APYTUM MEXaHU3MHMA, ITOITYT MOJIYJIAIHje UIMYHCKOT OJITOBOpa Ha TYMOP.

5.4 Yrunaj cemarnyruga na NK heaunje

VIMyHCKHM cUCTEM HIrpa KJbY4YHY YOy y O0pOM MpOTHB KapLUHOMA, MPU YEMY OBA]
npouec odyxBara ypol)eHH U cTeueHu UMYyHCKH oaroop (240, 241). UmyHcku Hanzop je
npoliec y KojeM UMYHCKe henvje akTMBHO Mpare ¥ eIMMUHUILY aOHOpMaiHe (MOTeHLUjalHe
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Tymopcke) hemmje y opranusmy (242-244). NK henmje cy mimaBHe edextopcke hemuje
ypoh)eHOT aHTUTYMOPCKOI HMYHCKOT OArOBOpa, 3axBajbyjyhum cB0joj cmocoOHOCTH 12
JUPEKTHO IPENo3Hajy U eJIMMUHMILY TyMOpcKe henuje myreM HUTOTOKCHYKE aKTUBHOCTH U
nponaykuuje nutokuHa (245, 246). bpojue crynuje uctuuy 3Hauaj NK henuja y umyHckoM
Haazopy (214, 215, 219). NK henuje unentudukyjy nsmene Ha MHC monekynmuma I knace Ha
NOBPIIMHU TYMOpPCKHX henMja mim youaBajy HHXOBO OACYCTBO, IITO CIIEACTBEHO Mokpehe
[IUTOTOKCUYKY aKTUBHOCT M eJIuMHUHaIM]y Mainuraux henwja. NK henwje cy HapouuTto
3Ha4YajHE y AHTUTYMOPCKOM HMYHCKOM OJI'OBOpY, IMOCEOHO y Cilydajy ciiab0 MMYHOTEHHX
Tymopa kao mto je 4T1 (247). HemaBHe cryauje cy IoOKaszaie Ja ceMarayTuj IoBehaBa
nponykuujy IFN-y u rpamsuma B y NK hemmjama rojasuux nammjenara (248). Takobe, y
MHUILjEM MOJENY XeHaToLelyJapHOr KapluHOMa, Kao U in Vvitro, OKa3aHOo je Ja JUpParTyTH]
nojadaBa nurorokcnynoct NK hemmja cympecujom IL-6/STAT3 curnanHor myra, Koju je
KOHCTUTYTUBHO aKTMBHMpaH Yy Pa3JIMUMTUM KapLUMHOMHMA M IIOBE3aH ca IMpoiudepannjoM,
MHBa3MjOM U U30eraBambeM aHTHTYMOPCKOT MMYHCKOT Hajazopa (249). Y uuiby ucnuTHBaEma
antutymMopckor Qenotuna NK henmja, y 0BOj CTyaIuju CcMO aHamu3upalld EKCIpPecujy
noBpmuHCKUX Mapkepa CD69, NKG2D u PD-1, u uHTpanenynapHy eKCIpecujy Mapkepa
nerpanynanuje CD107a u IL-10. CD69 je mapkep paHe akTuBanuje henuja MMYHCKOT
chUCTeMa, EeKCIPUMHUpaH Ha TOBPIIMHU akTuBUpanux T mumdorura, NK hemuja, B
mumbonuta, monoruta u DCs. Urpa ynory y perynanuju UMyHCKOT OATOBOpa, YKJby4dyjyhu
MUTPALHX]y JEYKOINTa, OJ[p’KaBambe TKUBHE XOMEOCTa3e M MOIyNalyjy 3amabema (250, 251).
AxtuBannonu peuentop NKG2D ce excnpumupa Ha NK u NK-T henujama, yo T, CD8" u
onpeherrmm CD4 T mumdonutuma. Ilpenosnaje mporenne ciuaae MHC wmonekymuma [
KJ1ace, KOju ce M0jaBJbyjy Ha MeMOpaHu henuja nox crpecoM, MHPHUIMPAHUX WIH TYMOPCKUX
henmuja. BesuBame smranga 3a NKG2D wannumpa aktuBanmonu curHan y NK hemwmjama,
noBoaehu 1o nerpanymanuje, ocinobahama mneppopuHa W TpaH3WMa, Kao U CEKpeluje
mutoknHa (252). MemOpancku nporenH 1 yapyxkeH ca Jm3030MoM (€HII. Lysosome-
associated membrane glycoprotein 1- LAMP-1; CD107a) npencraBiba INTMKONPOTEUH KOjU
IpUIaga rpynu MeMOpaHCKUX IIIMKONPOTENHA yApyKeHuX ca juzo3zomoM. CD107a je mapkep
nerpanynaiuje NK henuja u CD8" T numdonura, Koju oapkaBa CTaOUIHOCT JIM3030MaJIHE
MeMOpaHe W OOJlake NHUTOIUTHYKE TrpaHyine. HakoH nerpanynanuje, eKCnpuMmHpa ce Ha
noBpIIMHU OBUX henuja, mturehu memOpany on aejctBa mepdopuna (253, 254). PD-1,
Be3yjyhu ce 3a CBOj peuentop, MHXuOUpa mnpoiudepanujy aumdoruTa U CympUMHpPA
UMyHCKH oaroBop (255). IL-10 je uMyHOCYNpEeCHMBHM IIUTOKHMH KOjU OJOKHpa aKTUBHOCT
Makpodara u T numdornura. Hberoa ymora y TyMOpPCKO] MHKPOCPEIWHU € MIUPOKO
npoydaBaHa, a MoBHIIEHe KoHueHTpauuje IL-10 cy moBe3aHe ca JIOMIMJOM IPOTHO30M
OHKOJIOIIKUX MarujeHara (256). Ananuza (eHOTHNA CIE3UHCKUX U TyMOpP-HHGUITpUIIyhux
NK henuja mokasana je ga ceMarmyTH] TojadaBa HBHXOB aHTUTyMOpCKH Tpodmi. OBo ce
ornena y nosehanoj excripecuju akrupanonux mapkepa CD69, NKG2D u CD107a (®urype
6, 8), Ka0 U CMamEHO] eKcIpecHju uuxuoutropHor pernentopa PD-1 u mutokuna IL-10, mto
yKa3yje Ha MOTEHIHjaJlHO jauyame BhUX0Be aHTUTYMopcke ¢pynkuuje (Purype 7, 9). 3atum cmo
TECTHPAJIN JIa I CEMarTyTH]l MOXKe yTUIaTH Ha nuToTokcuIHocT NK henuja m3onoBaHux u3
MUILIEBA Ca KapIMHOMOM J0jke. MIHTepecaHTHO, TpeTMaH CEeMariIyTHAOM HHUje CTaTUCTHUYKU
3Ha4ajHO moBehao murorokcuuku kananuteT NK hemmja (Ourypa 13).

Kako 6ucmo aepunutuBHO ncnurany 3Hayaj NK henmja y aHTUTYyMOpPCKOM UMYHCKOM
OJITOBOPY ,,IIOCPEIOBAHOM ~ CEMArIyTHUIOM, CIIPOBEIIM CMO HUXOBY JEIUICIN]Y KO MHIIEeBa
npe MHIyKIMje Tymopa Jojke. Kao mrTo je ouekuBaHo, ykiamamwe NK henuja 3HauajHO je
yOp3ano pact nmpumapHor tymopa (®urypa 14). 3aHUMIBMBO j€ J1a je CeMaryTHI U J1ajbe
e(pUKacCHO CMamMBAO MPEYHUK TyMopa Koja MmuineBa ca aeruietupanuM NK henujama, mpu
yeMy je pasliiKa y pacty Tymopa u3Mmel)y rpyma mocrajana cBe M3paKeHHja ca JY>KUHOM
Tpajama ekcrnepuMeHTasHor wmoxena (Purypa 14). OBaj Hama3z cyrepuiie Ja, HakKo
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CeMarmyTHJ MOXe NO03WTHBHO yTuinarn Ha ¢eHotun NK hemuja, oHe HHUCY KIbBYYHH
MEIMjaTopu HEroBOI aHTUTYMOpckor edekra. OBU pe3yaTard ykasyjy Ha TO Ja ce
AHTUTYMOPCKO JICjCTBO CEMarTyTHZIa BEPOBAaTHO OCTBAapyje KpO3 aJTEpHATHMBHE MEXaHHU3ME,
MOMYyT AaKTHBAlMjeé CTEYEHOT HMMYHCKOT OJrOBOpa WJIM  MOAYIaldje TYMOPCKOT
MUKPOOKPYKEHA.

5.5 Yrunaj cemarnyruaa Ha JeHapurcke heauje

DCs cy npodecnonante antureH-npe3entyjyhe henuje koje urpajy KJbydHy yiory y
WHULUpaky CTEUEHOI MMYHCKOr oaroBopa (257). Y numbuHum uyBopoBuma, DCs
npezcTaBibajy anturen T mumdonmtuma, 06e36elyjyhu npBu curnan HeonxojaaH 3a BHUXOBY
aktuBauujy. Ilopen Tora, oBe henuje npyxajy M Apyrd, KOCTUMYJIATOPHU CUTHAN, Kao U
Tpehu curHanm Kpo3 MpoAyKIIM]jy UTOKHHA, KOjU yeMmepaBajy nudepennyjanujy T mumdonnra
y Thl, Th2 wmu Thl7 mnoarumnoBe, ogHocHO 1UTOTOKCHMYKe T mumdponure (258). DCs
NpeCTaB/bajy jelaH OJ LEHTPATHUX MeIujaTopa aHTUTYMOPCKOT HMYHCKOT OJATOBODA,
npesenTyjyhu tymopceke anturene nyrem MHC monekyna II knmace CD4™ T nmumdorutuma,
kao u myreM MHC monekyna I kiace, Kpo3 mporiec yHakpcHe npe3eHTanuje, omoryhasajyhu
aktuBaiujy CD8* muroroxcuukux T mumdormra (259, 260). CDllc je uHTErpHHCKH
perenTop ekcnpuMmupan mpeBacxogHo Ha DCs, MOHOIMTHMAa M HEKUM cyOrorynanijama
Makpodara u urpa yiuory y ¢GparomuTosH, aJXxe3uju U aKTUBALUjU UMYHCKOT cuctema (261).
Cryauja kojy cy cupoBenu Chiou u capaguunm mokasana je jaa npoduiakca qyIariayTHIOM,
aronrcroM GLP-1 peuenrtopa, cMamyje 6poj yKYIHUX, IUIa3MaLUTOUAHUX U KiacuyHux DCs
y MO3TY Y MHIIjEeM MOJEIY EKCIIePHUMEHTAIHOT ayTOMMYHCKOT eHIe(daloMHjeuTiCca y
nopehewy ca KOHTpoJIHOM rpynom (262). Y Hamioj cTyauju, YTBPAWIMA CMO Ja TpeTMaH
cemarayTuaoM 3HadajHo mosehaBa akymynanujy CD11c* DCs y ciie3sWHH U IpUMapHOM
tymopy (Purype 15-17). Ocum Tora, 3ab6enexena je noBehana excrpecuja mosiekysna MHC 11
¥ KocTUMyJ1aTopHor Mojekyiaa CD86, (263) na CD11c" nenapurckum henujama, mTo ykasyje
Jla ceMariIyTH] MOoJACTHYe He caMo aKkymyJaiujy, Beh u cazpeBame oBux henuja. [lo3Haro je
na 3pene DCs nmpezacraBibajy cHaxHe akTuBarope T numdonurta, YyuMe UHUIMPAJy CTEUEHU
AHTUTYMOPCKH HMMYHCKH oaroBop (264). PI3K/Akt/mTOR curnanmnu myT urpa 3HauajHy
yIOTy y peryianyju henmjckor IUKIyca, amornro3e, Meraboimu3ma u mpoiudepaiuje, a
HEroBa XUIIEPaKTUBAIlMja je MOBe3aHa ca pa3BojeM OpojHUX ManurHutera (265). Myrauuje y
Tymop cymnpecopuma kao mto ¢y PTEN, TSC1/2 u NF1/2, kao u onkorene myrtanuje y K-
RAS, PIK3 u Akt, akTuBHpajy OBaj CHUTHAJHU IyT, IITO JONPUHOCH HACTaHKY U
PE3UCTEHIM]Y Ha Tepamnujy KOJ pa3InuuTuX KapiuHoma (266, 267). HegaBHa nctpaxuBama
yKa3yjy Jla ceMariayTuj HucrnojbaBa cBOj edexar ympaBo kpo3 axtuBauujy PI3K/pAkt
curnanHor myta (268, 269). Zhang u capaguuiu cy nokasaiau aa je PI3K/Akt curnamau myt
KJby4aH 3a YHaKPCHY-NIpe3eHTanujy aHntureHa ojx crpade DCs u axkrtusanujy CD8* T
mumonuta. [Topen Tora, mokaszaiu cy Ja je 0Baj MyT YKJbYUYeH Yy Mpey3uMame aHTUTeHa, Kao
u y excnpecujy koctumynatopaux 1 MHC monekyna (270). V ckiagy ca TUM Hallazuma, y
HallleM WCTPAXUBamkhy MOTBPAWIM CMO Ja TPETMaH CeMariIyTHIoM moBehaBa excmpecwjy
mRNA 3a PI3K u pAkt, mro yka3yje Ha 1nojauaHy akTUBHOCT OBUX CHUTHAJIHHUX MOJIEKYJa Y
uzonoBanuM DCs in vitro (®urypa 18). JlomatHo, netekToBana je moBehana excrpecuja MHC
I u TAP monekyna, ITO Hac je HaBeJO Ha 3ak/bydak Aa cy DCs TpeTupaHe cemariyTuiioM
edukacHuje y npesentoBary anturena CD8" T numdonuriMa, MOTEHIU]aIHo qonpuHocehn
AKTUBAIMjU CTEYCHOT aHTUTYMOPCKOT UMYHCKOT OJITOBOPA.
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5.6 Yrunaj cemarnyruaa Ha peryiaaropse T iumdounte 1 MujesiouiHe CyNpecopcKe
heauje

Tregs npencrasibajy cyononymnanujy T mumdornuTa Koje cy KibydHe henvje uMyHCKe
ToJlepaHuje U umyHocymnpecuje (271). OBe henmje ce Mory kiacupuKoBaTH Ha JIBa OCHOBHA
noaruna: hemuje koje ce pa3BHjajy y THMYCY Kao IOCJEANIIAa MHTPAKIMjEe ca CONCTBEHUM
anTurennma u nepudepre Tregs, koje Hacrajy audpepernnjamujom CD4™ T nmumdorura Kao
OJIrOBOp Ha c1ady CTUMYJIAIM]y aHTUTeHHMa y tiepudepauM auMbuum opranuma (272, 273).
O06a moaTHma ce OANUKY]y €KCHPECHjoM cCHenu(UYHOr TpaHCKpHMuuoHoT ¢akropa FoxP3
(eurn. Forkhead helix transcription factor p3), kao u monekyna CD25, koju mpeacraBiba o
na”an penenropa 3a IL-2 (274, 275). FoxP3 je no0Opo mo3HAaT TpaHCKPUMNIMOHU (hakTop
HEONXOoJaH 3a pa3Boj U ¢GyHKUMjy Tregs, koju ce Mory audepeHIupaT u3 nepudepHux
CD4*FoxP3" mpekypcopa (276). Cryauja Hadjiyanni u capagnuka mokasaia je 1a TpeTMaH
excenauaoM-4, jemaum o GLP-1RA, 3nauajuo cmamyje 6poj CD4"CD25*FoxP3" Tregs y
TUMYCY, aJId He U y muMdHuM yBopoBuma, kog NOD mumea (277). [Topen tora, Sherry u
capaJIHULM Cy YTBPIWIHU /12 jeé KOMOMHOBAaHHU TpeTMaH eKCeHAMHOM-4 1 aHTH-CD3 aHtuTenom
n0Beo 10 epHKacHHMjer cMamema Opoja FoxP3™ Tregs y mopehemy ca camMOCTaaIHHM
TpermMaHoM aHTH-CD3 anTtutenom kox nujadernunux NOD mumesa (278). dpyra cryauja je
MoKasaja Ja CeMarjyTH] IMOJCTHYC aKyMyJalujy u aktuBanujy Tregs y muyhuma, y He-
TYMOPCKOM E€KCIEpUMEHTATHOM Mozeny (279). VY HaimemM HCTpaxuBamy, TpPETMaH
CeMarjyThI0M 3HauajHo je cMamuo akymynaiujy FoxP3" Tregs y ciesunu (@urypa 19), npu
yeMy je edekar OMO joul u3paxkeHUju y npumapHoM Ttymopy (Purypa 20). Ocum Tora,
cemarnytun je cMamuo npoayknujy IL-10 y Tregs. Hekonmko cryamja yka3syje aa He3pene
DCs y nepudepuju mocemyjy toneporene ocobune, nornpunocehun passojy CD4 FoxP3" Tregs
u3 FoxP3'CD4" T henuja, kao u CD4IL-10"IFN-y" Tregs, unme ydecTBYjy y peryiaiuju
umyHotonepanuuje (280-282). Ilosehana akymynamuja u caspeBame DCS kox muiieBa
TPETUPAHUX CEMATIIYTHIOM MOXE WHIYKOBAaTH CMambCHE PErpyTalyje 1 akTUBHOCTH 11eQS.

MDSC Takole npeacrasspajy nomynaiyjy uupkynuimyhux henuja y KpBu koje urpajy
3Ha4ajHy yJhory y Ouosnormju Tymopa (283). Ose henuje mpeacTaBibajy XeTeporeHy
nomnynanujy Hespenux MDSC koje moTuuy o npekypcopa rpanynonura, Makpodara u DCs
(284-286). Kon muiesa, oBe hemnuje ce KapaKTepHINy €KCIIPECHjOM MOBPIIHHCKUX MapKepa
CDI1b u Grl. Iloznato je nma MDSC mnocpenyjy y cympecuju T numdponura y
AHTUTYMOPCKOM HMMYHCKOM OJroBopy, uHAYKYyjyhu aneprujy T henmja u noxacrtuuyhu
MUTpalnujy W pa3Boj Tregs kox mumeBa ca Tymopuma (287). Takohe, moehanom
NPOAYKINjOM PEaKTUBHUX KUceoHMUHUX pamukana MDSC mory mHaykoBatu amonto3y T
mumporura u NK henmja (284, 285). Hamm pesyntatu yka3yjy Ja ceMmaryyTW] yTHUYE€ Ha
CMameme MpoleHTyane 3actymbenoctd CD11¢'CD11b*Gr-1" MDSC y npuMapHOM TyMOpY
JI0JK€ MUILIEBA TPETUPAHUX CEMAriyTUJIOM Yy nopehewmy ca KOHTposHOM rpynom (Purypa 21).
[Topen cmamema ykynHe nomynanuje MDSC, ¢yHKIMOHaNHA aHanM3a je Mokasana Ja je
nponykuuja TGF-f y oBum henujama 3Ha4ajHO HUXA KOJ MHIIEBA TPETUPAHUX
cemarnytugoM. C o63upom Ha 1O Aa je TGF-f jeman ox K/bYYHHX HMMYHOCYHNPECHUBHUX
[IUTOKWHA KOJU JONPUHOCE MHXUOUIMjU edekropckux T henrja u mpoMOBHUIITY TIPOTPECH]Y
TyMOpa, Hallll HaJla3M yKa3yjy Jla CeMariyTuJ Mo)Ke JONPUHETH PEeMOETIOBalkY TYMOPCKOT
MHUKPOOKPYKEHha Y MPaBIy CMalkbeha HMYHOCYITIPECH]e.

5.7 Yrunaj cemarnyruga na T aumpouure

T numdouuTH Ccy UEHTPAIHU MEIUjaTOPU CTEYEHOI AHTHUTYMOPCKOI HMYHCKOT
OIroBOpa, a BUXoBa QyHKIMja y eTMMUHALM]H TYMOPCKHUX henuja je mobpo mpoyuena. CD8™
T numdonmtu npeacrassbajy rinaBHe edekropcke henuje credeHor IMyHCKOT OJIr0BOpa KOjH
Nperno3Hajy M enuMuHuiry Tymopcke hemuje (288, 289). HaumBuu T numdouuntu ce
nudepentyjy y CD8" T mumdorure u memopujcke T hemuje y nepudepHuM auMdpHEM
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opranuma (290). ok CD8" T aumdonut 6p30 Mpeno3Hajy ¥ yHUIITaBajy TyMopcke henuje
Koje eKkcnpumupajy crneuuduyne anturene, memopujcku T smmporuru 06e36ehyjy
nyrotpajay 3amrturty (291). BbbuxoBa cmocoOHOCT 1@ ocnobahajy IUTOTOKCMYHE MOJIEKYIE U
WHAYKY)y hemujcky cMpt y henmjama kapiuHOMa je O KpYIHjaJHOT 3Hadaja 3a Cy30ujame
tymopa. C 0031UpoM Ha BUXOBY BaXKHOCT Y aHTUTYMOPCKOM OJITOBOPY, Y OBOM HUCTPaKUBay
cMo ucnuTand yruiaj cemarnyruaa Ha CD8" nurorokcuuke T nmumdonure. CTyauja Kojy ¢y
cinpoBenu Piening u capamHunM mokasajga je Jga TyOUTaK TeJIeCHe TEKUHE H3a3BaH
CeMarJlyTUJJOM HHje JO0BEO /O TN00OoJblIaka aHTUTYMOPCKOI HMMYHCKOT —OJTrOBOpa
nocpenoanor CD8" T numdouuruMa y nopehemy ca T'yOMTKOM TEXHMHE HMOCTHTHYTHM
JMjeTOM y MUIIKjeM Mojelny Menanoma (292). YV HameM HCTpaKuBamby, MaKO CEeMariyTHa
HUje 3HauajHo mnoBehao akymynamujy T numdornura y cinesunun (Purypa 23), MHOro
3HAaYajHUjU HAJIa3 je J1a je ceMariayTua 3Ha4yajHO U3MEHHO HbUxoB (penorun. OBo je moTBpheHo
noBehaHoM ekcripecrjom akTuBaoHnx Mapkepa CD69 u NKG2D, mto ykasyje Ha mmojadaHy
epexropcky ¢ynkuujy T nmumbponurta (Purypa 24). [lopen Tora, npumeheno je mosehame
ekcripecrje Mapkepa aerpanynanuje CD107a u mojauana mpoaykuuja rpansuma B, mro
yKa3yje Ha MmoOoJbIIaHy IUTOTOKCHYKY crocoOHocT oBux henmuja (durypa 25). Jom jeman
3HayajaH Hajla3 je CMameHa eKCIpecHja UMYyHocynpecuBHor uuTokuHa IL-10 u
uHxuoutopHor penenropa PD-1 (Purypa 26), mTo cyrepume na CeMariyTHJ MOXe
JOTIPUHETH CMamhekhy UMYHOCYIIPECH]E€ YHYTAp TYMOPCKOT MHUKPOOKpYXema. OBU pe3ynTaTi
yKa3yjy Ja ceMmariyThJ, Mako He yrude Ha Opojaoct CD8" T mumdouura y cle3uHw,
MO3UTHUBHO MOAYJHUIIE HUXOB (HYHKIIMOHATIHHU CTaTyC, M0jadyaBajyhu BUXOBY HIUTOTOKCUUKY
AKTUBHOCT M CMambyjyhil IMyHOJIOIIKY HCLPIIJBEHOCT.

Ca npyre ctpane, cemarnyTu] je noBehao Hakymsbame T aumdonnura y mpuMapHOM
tymopy nojke (®urypa 27). Mako je mpumehen mopact y o6e moarpyne, CD45°CD4* T
nomohuunukux u CD45"CD8" murorokcuukux T numdonura, oBaj edekar je Ouo u3pakeHuju
ko mutoTokcHuknx T mumdorura (Ourypa 28). OBu pe3ynratu ykasyjy na je moehaHa
akymynanuja T nuMmdonnTta y npuMapHOM TyMOpY KOJ MUILEBA TPETHUPAHUX CEMariyTHAOM
yriaaBHOM mnocienuia nosehane murpanuje CD8" nurorokcnukux T mumdonuTa. Y ckiany
ca MoOOJbIIAHUM AHTUTYMOPCKUM (enotunom T numdonura y CIe3MHH, YOUMJIH CMO
nosehany excrnpecujy mapkepa aktuBauuje CD69 u NKG2D (®urypa 29), kao u nosehany
excnpecHjy mapkepa aerpanynanuje CD107a n npoaykuujy rpansuma B yHyrap npumapHor
TyMOpa KoJ MuIIeBa TpeTupanux cemarnyruaoM (durypa 30). OBo ykaszyje Ha TojavyaHy
(GYHKIMOHATIHY aKTUBHOCT IUTOTOKCHYKHUX T JMM(ponMTa yHyTap TKUBA IPUMapHOT TyMOpa,
HITO MOXE JIONPUHETH BUXO0BO] e(UKACHU]O] enuMUHaIMju Tymopckux henuja. Ilopen Tora,
3a0enexkeHa je cMameHa eKCIpecHja MMyHocymnpecuBHor penentopa PD-1 u penykoBana
npoaykuuja IL-10 y T aumdonuruma npumapror tymopa (Purypa 31), mro ykasyje Ha
CMamelkhe HWMYHOCYNpECHje YHYTap TYMOPCKOT MHKPOOKpYXKema. Y CKIaay ca OBHUM
pesyaratuma, Chen u capagHuiM Cy HOKa3add [a JHPAriyTHI MOXe IojayaTH e(ekte
Onokane PD-1, moactumuyhu cHakaH | JQyroTpajaH OUTOTOKCHYKH oxarosop CD8" T
auMdonuTa y MUIjUM MoJiennMa Kapuunoma miayha u jerpe (100). ITopen tora, yrBpheno je
na nupariaytua nodosbimasa Gyukiujy CD8" T nmuMdornura Ko nanujeHara ca XpoHHYHOM
OTICTPYKTHBHOM Oozectu 1uiyha cmamemeMm ekcmpecuje PD-1, ynMe ce moTeHIMjaHO
ybOnaxaBa UMyHOCyTpecHja u moBehaBa mruxoBa eexTopcka criocooHocT (293).

Ha ocHoBy oBuMX Hamaza, Jajbeé CMO WCIUTANM YTHIA] CceMariyTHaa Ha
nurotokcuyHoct CD8* nurorokcuukux T muM@OoIMTa W30JI0BAHUX M3 CIIE3MHE MHIIEBA Ca
KapuMHOMOM Jojke. ExcnepumeHTt je cmnpoBeneH 22. naHa, umajyhm y Buay JAa je 3a
aKTUBAIM]y CTEUYCHOT HMYHCKOT OJrOBOpa HEONmXogHO Bpeme. OBaj BPEMEHCKH OKBUP
n3a0paH je Ha OCHOBY IPETXOAHUX ca3zHama Aa T 1uMEGOUMTH TOCTHXKY MyH (PYHKIMOHAIHU
KanmaliTeT HAKOH H3Jlaramka aHTUTEHY, IITO OMoryhaBa Hajmoy3laHHWjy TPOIEHY HHXOBE
IUTOTOKCUYKE aKTUBHOCTU. (294-296). Pesynratu cy mokaszanu Ja ceMmariyTu] 3Ha4ajHO
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nosehaBa nurorokcnukn kKamanurer CD8 hemmja, mro je mOTBphEHO CMAEEHEM
BujabunHocT 4T1 muspHUX (TymMOpckux) henuja y mpucycTBy HUTOTOKCHYKUX T nmuMdonura
TpeTupanux cemarnytuaom (durypa 32). Kako OucMo ucnuramy y K0joj ¢y Mepu 100ujeHI
pe3yiITatd y Kopenamnuju ca eeKTUMa CeMariiyTHIa Ha pacT TyMmopa in VIVO, YKJIOHHIH CMO
CD8* T nmumdouuTte y3 HHIAYKIH]y TYMOpPa MHUIIEBAMA TPETUPAHUM ceMariyTuaom/PBS-om.
Vknamwamem CD8" T numdorura in vivo, pact Tymopa je yop3aH y CBUM €KCIIEPUMEHTaTHUM
rpymnamMa, Ipd 4YeMy je eIMMHHHCaHa pa3liika y JAMHAMUIM pacta Tymopa u3Mel)y rpyma
mutieBa (Gurypa 33). OBu Haa3u yka3yjy Ha TO J1a je edekar ceMariiyTHaa Ha yCIopaBame
pacra TyMopa y BEJIMKOj MEPH IIOCPEN0BaH aKTUBHUM JjiesioBameM CD8" T muMdornuTa.

CBeykymHO, NOOHMjeHH pe3yiTaTd YKadyjy Ja CeMariayTh] He caMO Ja MOJCTHYEC
akymysaujy CD8" T nuMdonmra y TyMOPCKOM MHKPOOKPYXKEHY, Beh M JUPEKTHO MojayaBa
BUXOB [IUTOTOKCHYKH moTeHmujain. OBo cyrepumie ga CD8" T muMdonuTu urpajy Kiby4Hy
yIJIOTY Y aHTUTYMOPCKOM UMYHCKOM OJITOBOPY KOJI MUIIIEBA TPETUPAHUX CEMArIyTUIOM, IITO
JOJIaTHO TOTBphyje 3Ha4a] MOIynalje UMYHCKOT OJIrOBOpa y TEParujCKOM JIejCTBY OBOT
JIeKa.

5.8 UmyHoMoay/1aTOpHA J1ejcTBa ceMarIyTHaa

[{uTOKMHY Cy Malld TPOTEUHH KOjH Y4eCTBY]y Y Mehyhenujckoj curnanusamnuju u Koju
(YHKIMOHMITY Kao TJIIaBHM MEIWjaTOpU 3alaJbeHCKUX M MMYHCKHX peakmmja (297, 298).
CnesuHa, kao nepudepHu TUMQPHU OpraH, MpeCcTaBba BaxkaH pe3epBoap henuja ypoheHor u
CTeYeHOr UMyHCKoOr oarosopa (299, 300). Bpojue crynuje ykasyjy Ha aHTHHH(IAMaTopHa
nejctBa GLP-1 penentopckux aronucra. Y in VIiVO Mozeny akyTHe HHQIaMaiuje KOJ
MUIIIEBA, CEMArTYTH/ j€ CMamkbUO CUCTEMCKEe HUBOE NponHpramarujckux mutokuaa TNF-a u
IFN-y (301, 302). Takohe, cemarnyTia cMambyje MOHOIIUTHY MUTPAIAjy U UHGUITPALU]Y Ha
MecTo ymane, cMmamyjyhu excripecujy MCP-1 (301). ¥ oBOj cTynuju, aHaIM3UpPaINd CMO
yTHUII] CEeMarjiyTHa Ha MPOJYKIHjy LHUTOKMHA Yy CIUICHOLMTHMA 31paBUX MuineBa. CBexe
n30JI0BaHe henyje cie3nHe MojeJbeHe Cy y YeTHpH Ipyme: henuje nHKyOupaHe y Meaujymy,
henuje crumynucane ca ConA, henuje TpeTHpaHe caMo ceMariayTuioM U henuje Ko-
Tpetupane cemaraytuaoM U ConA-om. Kako ce u ouekuBamo, ConA, Kao MOJMKIOHCKH
aktuBatop T suMm¢onnTa, CTUMYINCAO j€ MPOAYKIH]Y IIUTOKMHA Y CITICHOLUTUMA. MehyTum,
KO-KynTuBalnuja ca cemariytuiom u ConA 3HauajHo je nosehana konuentpauuje IL-1B, IL-
17 u IL-10 (durypa 34). Hasme je aHanu3MpaH OJHOC MPOUH(IAMAIM]CKUX U
aHTHHUH()IAMAaTOPHUX IMTOKWHA, IITO je MOKA3aJ0 Jia CeMarlyTH] TMPBEHCTBEHO IMOACTHYE
JoMuHanujy npouHgpnamanyjckor nurokuHa [FN-y nan IL-10 (Purypa 35). OBu pesynrtatu
cy omwmm y ckiamy ca nmoBehanom ekcrpecujom CD69, jenHor on HajpaHUjuX Mapkepa Ha
NOBpIIMHU henMje KOoju ce eKcpuMMpa Kao oAroBop Ha aktuBauujy T mumdormra (302,
303), xao u ca nmosehanom mponykumjom IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-17 u IL-10 xog CD3*
cruieHouuTa Tpetupanux ca ConA M cemariyTujoM, y nopehemwy ca henujama Tpetupanum
camo ca ConA (Durype 36, 37). Ha ocHOBY OBHX pe3ynrara, 3aKJbY4HJIA CMO J1a Y OBOM
Mojenry OOJieCTH ceMariyTHJl AMPEKTHO TojayaBa MPOAYKLHU]Y MPOUH(pIaAMAIN]CKIX
[IUTOKMHA Yy AaKTUBUPAHUM CIUICHOIMTHMA, TOTBphyjyhu meroBe CHakHE WMYHO-
MozaynaTopHe edekTe. 3a pa3nuKy ox INn VIVO cTyaMja, y KOjUMa CEeMariyTuj HCIOJbaBa
aHTHUHMH(IaMaTOpHU edekar, Hall paj je CIIPOBEIEH Ha CBEXE U30JI0BAHUM CIUICHOLIUTHMA, a
HE y )KUBOM CHUCTEMY, IITO OM MOrio o0jacHUTH noBehaHy MPOAYKIH]Yy MPOMH(pIaMaI]CKIX
IIUTOKWHA.
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6. 3AK/bYYAK

Y 0BOj CTyauju, IO MPBHU YT j& MOKA3aHO J1a MPUMEHa CEMANTyTH/Ia OJIJIaXKe MOjaBy H
ycIopaBa HpOTpecHjy KapUUHOMa JdOjKe IyTeM HajMame Tpu Mexanusma. CemantyTupg
3Ha4ajHO moBehaBa akymynanujy u caszpeBambe DCS mito omoryhasa edukacHujy yHaKpCcHY-
NpEe3eHTalHjy aHTUreHa IUTOTOKCHYKUM T muMponntrma. CeManyTua MOKe TUPEKTHO WIIN
UHAUPEKTHO (TOCpeOBaHO TMoOjayaHuM caspeBambeM DCS) cMamuTH HHQUATpaUUjy Hu
aktuBHOCT MDSC u Tregs y mpumMapHOM TymoOpy, YUMe c€ YOJakaBa HMMYHOCYIpECH]a.
CemarnyTuj,, Kako JUPEKTHO TaKO M MPEKO NMPETXONHO ONMMCAaHMX MeXaHu3ama, rmoBehasa
aKyMyJlaliijy ¥ TyMOPHIUAHY aKTHBHOCT IMUTOTOKCHYKUX T numdonura yHyTap npuMapHOr
tyMopa. Kpo3 nmomenyTe MexaHu3Me ceManTyTH I MOKa3yje 3Ha4yajaH MOTSHIIMjall Kao JOJAaTHU
TEpaIujCKH areHc 3a KapIUuHOME JI0JKeE.
3akJbydak MpoOUCTHYE U3 ciefehuX eKCrIepUMEHTAIHUX pe3yiiTara:

Anunkanyja cemariyTH/a MUIIEBUMa ca IPUMAapHUM TYMOPOM JI0jKe:

1. Opmnaxe mojaBy nannmaOWIHOT TyMOpa M CMamyjeé NPEYHHK W BOJIYMEH NPUMAPHOT
TYMODa;

2. Ycropasa 1ojaBy yJaJb€HUX MeTacTasa y miyhuMa u jeTpu;

3. He moxkasyje TUPEKTHO IIUTOTOKCUYHO JI€JCTBO Ha henujcke JIMHUje MUILIjer U XyMaHOT
KapIuHoMa JI0jKe, in vitro,

4. Cwmamyje HEKpo3dy, 10K He yruue Ha ekcrnpecujy VEGF u mapkepa MukpoBackynapHe
ryctuae CD31 u a-SMA, y npuMapHOM TyMOpY J10jKe;

5. Ilosehara 3actymspeHoct DCS y cre3uHM U NMPUMapHOM TYMOpPY AOJKE, Ka0 M HUXOBO
ca3peBame, mTo ce orena y nosumienoj excrnpecuju MHC II u CD86 monekyna xao u
mRNA 3a PI3K, pAkt, MHC I u TAP;

6. Cmamyje 3actymibeHocT MDSC u Tregs y ciie3uHu W TPHUMAapHOM TYMOpPY JAOjKe, Y3
MCTOBPEMEHY HHXHOHIIN]Y HHXOBE aKTHBHOCTH;

7. 3nauajHo moBehasa akymynanujy u Tymopunuanu kanaurer CD8* T numdonura, mro ce
omena y cmameHoj ekcrnpecuju PD-1 um IL-10, kao u y mnoBehaHoj excnpecuju
aktuBaronnx mosiekyrna CD69, NKG2D, CD107a u rpan3zuma B;

8. upekTHO ctumynuiie npoxykuujy uutokusa IL-1B, TNF-o, IFN-y u IL-10 y CD3*
henujama, in vitro;

9. Haxon in vivo nemnenuje NK henuja, 3agpxkaBa ce TpeHI pasivke y AMHAMHUIM pacTa
npuMapHor Tymopa uzmel)y PBS muieBa u MumieBa TpeTUpaHUX CEMArTyTHAOM;

10. In vivo penneunjom CD8* T numdonurta MoHMINTEHA je paszivKa y AMHAMHUIM pacTa
npuMapHor Tymopa usmel)y PBS u cemarmyTun-Tperupanux Muiesa.
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7.CKPAREHHULE
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Mammalian Target of Rapamycin
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Protein Kinase C
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Tumor Necrosis Factor Alpha

Interleukin
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Interferon Gamma

Cluster of Differentiation

Signal Transducer and Activator of Transcription
Transforming Growth Factor Beta

Programmed Cell Death Protein 1
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Deoxyribonucleic Acid

Monocyte Chemoattractant Protein-1

Natural Killer

C-Reactive Protein

T helper

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
NOD-, LRR- and Pyrin Domain-containing Protein 3
Epidermal Growth Factor

Retinoblastoma Protein

Breast Cancer Gene 1/2

Triple-Negative Breast Cancer

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
Forkhead box P3

Crystal Violet

Phosphate-Buffered Saline

Fetal bovine serum

Magnetic cell sorting
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H&E
a-SMA
PCR
RNA
NKG2D
mRNA
MHC
TAP
Gr-1
Lin
Sca

Enr.
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Hematoxylin and Eosin
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Ribonucleic Acid

Natural Killer Group 2 Member D
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Major Histocompatibility Complex
Transporter Associated with Antigen Processing
Granulocyte receptor-1

Lineage

Stem Cell Antigen
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BUOI'PA®CKHU IMMOJALIN AYTOPA

Hp Ucunopa CranucasibeBuh, pohena je 02.11.1997. y CmenepeBckoj [Tananmu. OcHOBHY
mkony ,,Cranoje I'maBamr™” y I'muboBmy 3aBpmmia je kao hak reHepamnuje, a Ilamanauky
rUMHa3Mjy Kao Hocwian jpwiome ,,Byk Kapaypuh”. ®akynrer MeIWIMHCKHX HayKa
Yuusepsuteta y Kparyjesny, ynucana je 2016. rogune, a qumiomupaina 2022. ca mpoceyHoM
omeHoM 9,24 (9 u 24/100). Ucte roaune, ymucyje AOKTOPCKE aKaaeMCKe CTynuje, n300pHO
noapy4dje Onkosoruja. Ox 04.11.2022. anrakoBaHa je Kao QaruauTaTop 3a YKy Hay4dyHY
ob0mact MuKpoOHOJOTHja ¥ HMMYHOJIOTHjA, TJA€ Y4YeCTBYje Yy INPAKTUYHO] HACTaBH U
UCTpaXUBAUKOM pany y LleHTpy 3a MOJEKyJICKy MEIUIHUHY U HCTPaXHUBAkHE MaTHUYHUX
henuja. 10.07.2023. 3anounme crienujalucTUyke CTyauje u3 MeIuimHCKe MUKPOOHOIIOTH]e.
20.09.2023. HM3abpana je y 3Bame capagfHAK y HAcTaBM 3a YKy HaydHy o0mact
MukpoOurosiornja ¥ HMYyHOJIOTHja, TJ€ YYECTBYje y H3BOhCHY IpPaKTUYHE HACTaBe ca
nomahuM U MHOCTPAHMM CTYACHTHMAa Ha €HIJIECKOM je3UKy. YCMEHH JAOKTOPAHIICKH HCIHT
nonoxuna je 27.09.2024. ca ouenom 10. YUnan je Jlekapcke komope Cp6uje u Jpymrsa
umyHosora Cp6uje. YuecHuna je 6pojHux MelyHapoIHUX U HAlMOHAJIHHUX HAyYHUX CKYIOBa,
ayTOp M KOAyTOp BHIE pajoBa. [ 0OBOpU SHIIIECKH M HEMAUKH jE3HK.

1. Stanisavljevic I, Zivkovic M, Rajkovic S, Obradovic M, Jurisevic M, Pavlovic S,
Simovic Markovic B, Gajovic N, Corovic I, Jocic M, Kostic A, Jovanovic I
Immunomodulatory  effects of  mononuclear  5,6-epoxy5,6-dihydro-1,10-
phenanthroline  platinum(I) complex. Kragujevac J. Seci. 2024. doi:
10.5937/KgJSci2400003S

2. Stanisavljevic I, Pavlovic S, Simovic Markovic B, Jurisevic M, Krajnovic T,
Mijatovic S, Spasojevic M, Mitrovic S, Corovic I, Jovanovic I. Semaglutide
decelerates the growth and progression of breast cancer by enhancing the acquired
antitumor immunity. Biomed Pharmacother.2024. doi:
10.1016/j.biopha.2024.117668.
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HU3JABA AYTOPA O OPUTHHA/IHOCTH JIOKTOPCKE TUCEPTALTUJE

U3jaBipyjeM a JOKTOPCKA UCEPTALHja MO/l HACIOBOM:

L YTHIA] ceMarmyTHIa Ha OPOrpecH]y MUIIIjer KapliHoMa JIojKe*

peacTaBjba OpUSUHAIHO AYMOPCKO 0eo HACTaJIo Kao PEIYITAT concmeeroe ucmpantcueaikoe pada.

Osom U3zjasom makohe nomephyjem:
® J1a caM jeOuHu aymop HaBelIeHEe TOKTOPCKE JUCepTaluje,

® J1a y HaBEJCHO] JIOKTOPCKO] IUCEPTALHUJU HUCAM U3BPUIUO/IA NOEPedy ayTOPCKOT HUTH JIPYTOT
MpaBa MHTEJIEKTyaJTHEe CBOjUHE APYTUX JIUIIA,

Y _Kparyjesuy _,  08.04.2025  roxuHe,

/ L o s
WA LG tucetoe et

MOTIHC ayTopa
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H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH IUTAMITAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3HJE
JIOKTOPCKE JJHCEPTAI[HJE

U3jaBsbyjeM Aa cy mTaMIiaHa ¥ eJIeKTPOHCKA Bep3rja JOKTOPCKE AUCePTaltje MO HACIOBOM:

LyTuiaj ceManIyTHhaa Ha [IPOTPECU]Y MHUILjer KapIuHoMa J0jke
HCTOBETHE.
N Kparyjesny , 08.04.2025  roauHe,

N t f'. B - p 3
|\. (¥ O H ACCA C—]h £ f_,t_oL-{—_‘

HOTITHC ayTopa
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HU3JABA AYTOPA O HCKOPUHIITRABAR Y /[OKTOPCKE /IUCEPTALIUJE

Ja, HMcnaopa CtanucaB/beBuh .

X | nmo3BospaBaM

HC JO3BOJbaBaM

YHuBepsurteTckoj 6ubnuorenu y Kparyjesily 1a HauMHU /1Ba TpajHa YMHO)KEHA MPUMEpKa y
EJIEKTPOHCKO] POPMU JIOKTOPCKE TUCEPTAIH]e TIO]] HACTIOBOM:

.Y THIaj ceManyTha Ha IPOTrPECH]Y MHUIILIj €T KapIMHOMa J0jKe*

U TO y LEJIMHY, Ka0 U Ja M0 jeJJaH NpUMepaK TaKo YMHO)KEHE JTOKTOPCKE AUCepTalyje YUIUuHU
TPajHO JAOCTYHHHMM JaBHOCTH IyTeM JMTUTAIHOI pPENO3UTOpUjyMa YHUBEp3UTETa Yy
KparyjeBmy ¥ IIGHTpaHOI pEMO3UTOpUjyMa HAJICKHOT MHUHHUCTApPCTBA, TakKo Ja
NPUTIATHUAIY jJaBHOCTH MOTY HAaUMHUTH TPajHE YMHOXKEHE TPUMEPKE y €IeKTPOHCKO] popmu

HaBeJIeHe TOKTOPCKE JMcepTalje IyTeM npey3umarsa.

OBom 3jaBoM Takohe

X | mo3BoJHaBAM

He J03BOJbaBaM’

MpUNIAIHUIIIMA JABHOCTH J]a TaKO JOCTYIHY OKTOPCKY AMCEPTAIN]y KOPUCTE MO/ YCIOBUMA

ytBphenuM jeanom ox crnenehux Creative Commons numeH m:

1) AyropctBO
2) AyTOpCTBO - JIETUTH I0JT UICTUM YCIIOBUMA

3) AytopcTBo - 6€3 npepasa

1 Ykomuko aytop usabepe ia He J03BOJIM PUIATHUIMMA jJaABHOCTH 11a TAKO JOCTYIHY JTOKTOPCKY JIMCEPTAIH]Y
KOpHCTe MMoJ ycioBuMa yTBpheHuMm jemHom ox Creative COommons nuueHOH, TO HE HCKJby4yje MpaBo
NPUIAJHIKA JaBHOCTH Ja HaBEAEHY JMOKTOPCKY AWCEpTaIMjy KOpUCTE Yy CKiaxy ca onpendama 3akoHa O
ayTOPCKOM U CPOJIHUM IpaBHMa.
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4) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjATHO

5) AyTopcTBO - HEKOMEPIIH]AJTHO - ACITUTH MO HCTUM yCIIOBHMA

@ AyTOPCTBO - HEKOMEPIHjaIHO - 6e3 mpepaia’

Y _Kparyjesny .,  08.04.2025 romuHe,

i t e 0L
WA L& Hucedom el

IIOTIIUC ayTOopa

2 Monumo ayTope Koju cy u3abpand na J03Boje IPUMNATHMIMMA jaBHOCTH @ TAaKO JOCTYIIHY IOKTOPCKY
JHCepTalUjy KOpUCTe MoA ycloBuMa yrBpheruM jenHom on Creative CoOmmoNns nuLeHIM a 3a0KpYXKe jeAHY
on  mnoHyhenux  smmenHmu.  [lerasbaH  cajapXkaj — HaBeJEHMX  JIMIEHIOM  JIOCTYNaH  je  Ha:
http://creativecommons.org.rs/
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