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1. YBOJ

Y yBogHOM Jeny cy oOjallllbeHe EeTHOJIOTHja, KIMHWYKAa CIMKa W IPOrHO3a aKyTHOT
XEMaTUTUCA KOJ JbYIM ca MOCEOHMM acreKToM Ha 3Havaj ypoheHo younaukux T henmja y
MMYHOIIaTOTEHE3W OBE OOJIECTH, OMHCaHa j€ MaToreHe3a €KCIEPUMEHTATHOT ayTOUMYHCKOT
XEMaTUTHCa, OWONIOMIKK e(PEeKTH ME3CHXMMATHUX MAaTWUYHMX henuja, a TMoceOHO HEroB

MMYHOMOJIYJIATOPHU YTHIIa] HA UMYHCKU OJITOBOP y aKYTHOM XEMaTUTHUCY.

1.1. AKYTHU XEITATUTHUC
1.11. Jle¢pununuja u eTuosaoruja

IToyeTkoM ocamjeceTux TroauWHa mpouutor Beka Trey u Davidson cy wmelhy mnpeuma
nepuHucand (yIMUHAHTHU XENaTUTHC Kao CHUHAPOM KOJ KOora ce, y TOKY aKyTHOT
XEMaTHTHCA, KOJI 0c00€ KOja MPETXOTHO HHUje MMalia OMII0 KaKBO O0OJbEH-E jeTpEe jaBJbajy
CUMITOMH XernaTuuke eHiedanomnaruje (kome) ocaM Hezesba OJ] ToYeTKa akyTHe Oosecta (1,
2).

Hajuemrhu y3pouHunm QpynMHUHAHTHOT XEMaTUTHCA Cy BUPYCH, JIEKOBU, TOKCMYHE HOKCE U
MeTtabonnuke Oonectd, A0k y 40-50% ciyuajeBa eTrosnoruja oBe O0OJIECTH OCTaje Hermo3HaTa
(2, 3). Bupycu xematutuca A, B, C u E cy decT y3pok (QyIMHHAHTHOT XEMaTUTHCA y
3eMJbaMa y pa3Bojy, U TO MpeTekHO koj Miuahux ocoba. MHbekuuja XemaroTpormHUM
BHUpYyCHMa Kao IITO cy mapBo Bupyc B19 u xepnec Bupycu, Takohe Moke n3a3BaTH CUMIITOME
¢byamuaanTHOr Xxenarutuca (4-6). YV pasBujeHuM 3emibama, Koja mpeko 50% obosenux,
akyTHO omTehewme jeTpe je Tocieauila TOKCHYHOT JEjCTBa JIEKOBA. Pe3ynaraTd MHOTHX
UCTpaKMBamba MOKa3yjy Jla Haju3pakeHHje XenaTOTOKCUYHE epekTe uMa mapareramon, Kao u
JIEKOBU U3 TPYME aHTUTYyOEpKyIOTHKA, AHTUIICUXOTUKA, AaHTHOUOTHKA M aMHHOCAIHUIIUIIATA U
apore  (excrazu  (3,4-methylenedioxy-N-methylamphetamine, MDMA) wu  xokauH
(benzoylmethylecgonine)) (7-8). TloTenuujanau y3pouHHUIK (YTMUHAHTHOT XEMaTHTHCA Y
MameM MPOIEHTY CYy W ayTOMMYHCKH XENaTUTHC, MCXEMHU)CKe, MaJHrHe W Jpyre OOJecTH

jerpe (9, 10).



1.1.2. KnuHn4ka cJuKa

Hajuemrthn KJIMHWYKM CHMITOMH XemaTHTUCA CY YMOp, MalakcalocT, My4YHHHA, 00y y
TOpHEM JIECCHOM KBaJpaHTy, cBpad. [Ipu KIMHMYKOM mperieny Koa o0oJeNuX ce yodaBajy
KYTHUIIA KOKE M CITY30KOXKE, XermaroMerainuja, pu 4emy je TIaBHU JabopaTOpHjcKU Haja3
KOjU yKa3yje Ha xemarouenynapHo omTteheme nmoBehaHa KOHIEHTpalja TpaHCaMHHAa3a y
KpBH (3, 4).

ToxoM ¢ynMUHAHTHOT XeHmaTUTHCA HACTajé MAacCOBHA IMCEMHHOBaHAa HEKPO3a XEHaTOLHUTA,
MeTabonuuku mnopemehaj, pa3nMuUTH CTENEH XOJIeCTa3e M HCIOJbaBamkba XEMOPATrUjCKOT
CHUHJIpOMa, KapauopecnupaToHu rmopemehaju u mnopemehaju OyOpexxne ¢yHkuje. Y
HajTeKUM CIIy4ajeBUMa HAcTaje MOXKAAHU €JeM, IOpacT WHTPAKpaHHWjaJHOT INPHUTUCKA U
Xermaruyka eHnedanonaTija ITO je 4YeCcT Y3pOK CMPTH. XemaTuuyky eHiedanonarujy
KapakTepuIlly pa3jMYUTH HUBOWM mopemehaja cBeCTM M OOMYHO Cy YIPYKEHH ca
nopemehajuma y cucremy koarynamuje. [Topemehaju y cucreMy Koarymnamuje HacTajy ycienn
CMambCHOT CHHTETCKOT KalaliTeTa jeTpe KOju ce MaHU(ECTYje CMambemheM MPOTPOMOMHCKOT

BpeMmena 3a 40% (3).

1.1.3. Tepanuja u nporuo3a

CmpTHOCT 000JIeNMX OJl OBOI KJIMHHUYKOI 00imKa xemartutuca ce kpehe ox 50% mo 90%,
npeMa pa3iuyuTUM HaBoauMma y jureparypu (1-3,11). KoHzepBaTtuBHE, CHMITOMATCKE U
CYHNOPTHBHE TEpalnjCKe MEpe OCTajy yIJIaBHOM 0Oe3 yclexa Kaja Cy y NHUTamby BUPYCHHU
XEMaTUTHUCH, JIOK c€ KOJI TOKCHYHUX XeMaTUTHCa OTBapa MUTamke crielu(puiHe, aHTUTOKCUYHE
Tepanuje, yKOJIMKO OHa MOCTOjU 3a IOTUYHY TOKCHYHY HOKCY. [Ipumena Ouoapteduimjente

J€Tpe 3HATHO je yTHIlaJia Ha CMambEeHhe CMPTHOCTH.

Naxko je HajeukacHuja Tepanuja GyJIMUHAHTHOT XeNaTUTHCA XUTHA TPAHCIUIaHTaIUja jeTpe,
OrpaHUYEa IONYT HEIOBOJHHOI Opoja JOHATOpa OpraHa, (UHAHCHJCKU pasjio3n U
HEOIXOJAHOCT JIO)KMUBOTHE HUMYHOCYNpecHje, YHMHE Ja Tepanuja MaTUYHUM henujama
3aBpelhyje cBe Bullle Maxmke y Jeuemy oBe OonecTu. 300r Tora ce OpojHa NCTpaKUBamka pajie
Ha aHUMAaJHUM MOJEINMA Y IHJbY MPOHAAKEHha HOBUX TEPAIUjCKUX areHaca eUKacHUX y

HpeBCHI_II/IjI/I HJIN JICUCHY (I)YJ'IMI/IHaHTHOF XCMaTuTuca Joyiu.



1.2. YPOBEHOYBUJ/IAYKE T REJIMJE

VYpoheno yoOumauke T hemuje (emrnm. Natural Killer T cells, NKT) mnpencrasibaajy
nomynanujy henmuja  ypol)eHE HMMYHOCTH ca  JEOIUHCTBEUM  HMMYHOMOIYJIATOPHUM
kapaktepuctukama (12). Ocum penentopa T nmumdonuta (enrn. T cell receptor, TCR), NKT
henuje excnpumupajy u mapkepe NK henumja xkao mro cy NK1.1, CD49b, NKG2A, NKG2C,
NKG2D, NKG2E u Ly49a xox muma, ogHocao CD161, CD56 u CD16 kox seymu (13, 14).
Mebhyrtum, 3a paznuky on T mumdonuTa Koju Mperno3Hajy NenTHIHE aHTUTeHE Y KOHTEKCTY
riiaBHOT Komruiekca xuctokommnatuomnHoctu | wmm Il kmace, NKT henuje mpemnosnajy
JIMIUIHE aHTUTeHe Tpe3eHToBane y ckiony mosekyna CD1d (eurn. Cluster of Differentiation
1 d) na memOpanu henuja koje npeseHTyjy anturene (enri. antigen-presenting cells, APC)
(13, 14). Ha ocnoBy kapaktepuctuka TCR-a u peakTuBHOCTH Ha junuaHe anturene, NKT
henuje cy moxesbene Ha T | u tun Il (15). NKT henuje Tun |, xoje ce Ha3uBajy jomr u
unBapujantae NKT hemuje (enra. invariant NKT cells, INKT) excipumupajy “HBapHjaHTHH
o nmanar, TCR-a, koju Hactaje peapamxkupameMm Vald—Jal8 manma koj mwuiieBa, 0JHOCHO
xomojioror Va24-Jol8 nanna kon jbyau (16). MuBapujantau o janaiy TCR-a ymapyje ce ca
[ maHIIeM KOju MMa OTpaHHYEHY XETEPOTEHOCT, U 03HAYeH je kKao V8.2, VB7 nmm VP2 nanary
kon muiiesa, 1 VP11 kox seyau (16, 17). JenHa o rmaBHUX UMYHOIOIIKUAX KapaKTEPHCTHKA
oBux henuja je 1a mpeno3Hajy MIMKOIUIK o-ragakronepamun (enri. a-galactosylceramide,
a-GalCer) mpesenroBan y ckiorny CD1d monekyna (16). a-GalCer je enmmorenu nuramu
INKT henuja xora npoaykyjy umyncke henuje (18). Ca apyre crpane, jbyacke u muiije NKT
hemuje tun Il takohe mpemosnajy CD1d monekyn, mehyrum, excnpumupajy TCR Behe
pasHoJHMKOCTH U He npenosHajy o-GalCer (19, 20). Osaj tun NKT henuja npenosHaje mupok
crieKkTap XUIpopOOHMX aHTHreHa momyT cyiadaruaa u nusodocharumunxonuna (21, 22).
300r TEXHUYKHX TpErnpeKa, Kao MTO Cy U3PAKEHO HecnenuduuHo 00jeme M HeCTaOUIIoCT
cynpatun/CD1d Terpamep komrutekca, umyHoouonoruja NKT henuja tuna Il je MHOTO Mame
ucnurtana (15, 23). Y mwby nucnutuBama 3Hadaja 06e nmomynanuje NKT henmja y narorenesn
pa3muuuTHX OOJIeCTH, TMOCTCAmUX TOMWHA Yy HCTpaxkuBamuMa ce kopucte CD1d
NeUIjeHTH MUIIeBU KojuM Hepaoctajy oba Tuma NKT hemuja, kao u Jal8-nedunmjentn
mumeBn kojuma Hepocrajy camo NKT hemumje Tum | (24, 25, 26). [Ipeamer ucnutuBama y
OBJIe IPUKAa3aHOj CTYIHjH, OWO je UMYHCKH oaroBop y kome yuectByjy INKT henwmje.

INKT henuje Hacrajy y Tumycy audepeHIMjallMjoM XEeMaTOMOE3HUX IMpeKypcopa, IJie
MOJUTEXY TO3MTHBHO] cenekuuju npeko CD1d mosekyna ekcrpuMHUpaHOT Ha TMOBPIIHHH

CD4+CD8+ tumornmra (27). Y neratuBHoj cenekuuju INKT hemuja y tumycy yuectByjy



CD1d+ menppurcke hemumje (28). Hakon tora INKT henuje murpupajy y nepudepre oprane
(29). Kon mumesa, INKT henuje cy Haj3acTymibenuje y jerpu rae unne 15-30% ykymHux
TUMQOIUTA, JOK je HHUXOBa IMPOIEHTYaJHAa 3aCTYIUbEHOCT y JAPYIMM OpraHMMa 3HAaTHO
Mama-0.2-0.5% y tumycy, cie3uHu, KOCTHO] cp>ku W upeBuma, 1% y kpsu, 0.1-0.2% y
aumdaum yBopoBuMa  (30). Kom wmmmieBa je najpeha 3acrymbenoct INKT hemnuja
3abenexena y omeHTymMy (~10%) u jerpu (~1%) (30). Takolhe je mo3HaTo aa je 3aCTyIBEHOCT
INKT henwuja y cre3suHu, KpBU, KOCTHO] CpXH ¥ JTUM(HUM YBOPOBHMA JbYIU Y PACIOHY O]l
0.01-0.5% (15). Mako je mpoueHAT pa3iu4uT, yKyrmaH Opoj oBux henuja y IMOMEHYTUM

OpraHuMa je CIIMuaH U M3HOCH OKO MIJIHOH henuja mo oprany (31).

1.2.1.AxktuBanuja NKT heanja

NKT henmje ce axtuBupajy HakoH mro [CR-oM mnpeno3Hajy JWNUHE aHTUTEHE
npesenToBane y ckiony CD1 monekyna Ha APC (32, 33). Ocum Ha Taj HaunH, NKT henuje
Mory na Oyny aktuBupaHe u nutokunuma lL-12 umm IL-2 koje cexperyjy APC (Kyndepose
henwuje, xemarouury, neHapuTcke henuje) Hakon crumynanuje TLR curnamsor myra (34, 23).
CD1 je dpamunmja moBpUIMHCKHUX TIIMKOMPOTEHHA eKCIpuMupana Ha nmoBpuran APC, ciinyna
kiaacuanoM MHC monekyny | kimace (35). Koa smyan, CD1 Monekys MOCTOjH Yy HEKOIHKO
uzodopmu CD1a, -b, -c, -d u -e. Kox munesa je meljytum ekcnpumupan camo CD1d (36, 37).
VY ckiony cBux CD1d mornekysia ¢y mpe3eHTOBaHM JIMIMUIHN aHTHreHd T muMponuTMa Koju
He ekcrpumupajy MHC wmonekyn (23). Xemujcke rpyme, yKbydyjyhu eHIOTeHE JHUIHIC,
COUHrONMUMNMJE M TIHUIEPOJIUNHJE, KAaO0 M €er3oreHe JMIUAE Kao IITO Cy AaHUTUTECHU
MHUKpoopranuzama Sphingomonas spp, Borrelia burgdorferi, Streptococcus pneumonia,
Helicobacter pylori Be3yjy ce 3a CD1d monexyn u crumynaumy NKT hemmje (12). 360r
orpanmueHe pasHoiukoctm TCR pernentopa, NKT ce cmarpajy henmujama ypohene
UMYHOCTH, W pearyjy Ha caMO HEKOJHMKO JunmuaHuX aHtureHa (14). I'mukomunupn o-
ranaktouepamua (eHrit. a-galactosylceramide, a-GalCer), mpBoOMTHO HM30JI0BaH U3 MOPCKOT
cynhepa kao u meroBa BemTaukn cuHTeTHcana ¢opma KRN7000, mnpexncrasiwajy
crieruduyne er3orene jurane 3a xymane u muiije NKT henuje (17). Melyytum, HenraBHUM
CTyAMjaMa je HMIEHTH(PHKOBAH META0OJMYKM IMyT y MMYHCKHUM henvjama KOjUM HacTajy
engorenu nuranan NKT henmja, a-GluCer u a-GalCer (18). Otkpuhe engorenor a-GalCer-a
YUHHU yHoTpeOy OBOT jeueHha MOrogJHuM 3a ucnutuBame ouosioruje NKT henuja. Mumije

NKT henuje mpenosnajy xymanu CD1d momekyn u obparno (38), mrTo m01aTHO HCTHYUE



(bU3MOJIOIIKY pPEJICBAaHTHOCT MUIIJUX Mojena 3a ucnutuBame yinore NKT hemmja y

HMMYHCKOM OJITOBOPY.

AxruBanuja NKT henuja a-GalCer-om y3pokyje 0p3y npoaykuujy Thl- u Th2 nmrokuna,
ykpyuyjyhu IL-4 u IFN-y (13, 33). OBakaB 0aroBop JelllaBa C€ HEKOJIMKO CAaTH HAKOH
aktuBanuje, oo3upom na NKT henuje koncTutyruBHO ekcipumupajy MRNAS 3a momenyte
utokuHe (33). Ocum Tora, aktuBupane NKT hemuje npoaykyjy OpojHe apyre HUTOKHHE
kao mro ¢y IL-10, IL-3,IL-5,IL-9, IL-13, TNF-a, IL-17,IL-2, IL-21, IL-22 u GM-CSF (39,
23).

Caunka 1. Mexanu3zam akruBanuje NKT heauja.

1.2.2. Uurepakuuja NKT hesamja ca hemjama mumyHceKor cucrema

Kongep3ujom y Thl, Th2 wiam Thl7 unrokuucku npodun, NKT hemuje Momynupajy kako
ypohjeHu Tako W cTeuyeHH HMMYyHCKH ojaroBop (40, 41, 42). Tlokazano je NKT henuje
MPOIYKIIM]jOM IIUTOKMHA WM JUPEKTHUM KOHTAKTOM yTUYy Ha MOOMJIM3AllM]y U aKTUBALU]y
NK henuja, CD8+ T numdonnra, makpodara, Heyrpoduiaa u eosunopuna (43, 44, 45, 46,
47). IFN-y xoju mponykyjy NKT hemuje mojauaBa QaronutHy cnocoOHOCT Makpodara y
wiyhuma Kao W BHUXOB KamalWTeT Ja EeNUMHHUIILY OakTepuje, M yjeIHO MOOHIHILE U
aktuBupa NK henuje u CD8+ T mumdorute (48, 49, 50). Takohe, in vitro je 3abenexeHo na
NKT henuje aktuBupupajy B numdonurte, npomoBuily mwUXOBY Hponudepanujy u

nponykuujy anturena (51). Hurepakumjom CD40L-CD40, NKT hemuje crumynmmnry




nenapurcke hemuje (enrs. dendritic cells, DCs) ma mpoaykyjy IL-12, koju je BaxkaH 3a
onpxkaBambe U aktuBaiujy INKT hemuja (52). Jqupextau kontakt NKT hemmja u IL10+
HeyTpodmiia, y3pOKyje KOHBEP3Wjy HMMYHOCYNpECHBHUX HeyTpoduna y hemmje koje
nponykyjy IL-12 u npomosumry unpnamanujy (53). HcroBpemeHo, Takohe ITUpEeKTHHM
KOHTAaKTOM, HEYTPOPUIN CYNPUMHPA]y MPOAYKIU]Y ITUTOKUHA y MUIJUM H Jbyackum NKT
henujama, 3a cazma jomr yBeK HeIOBOJbHO mo3HaTHM MexanusmoM (54). NKT henwmje
excpumupajy FAS nurang (enrn. FAS ligand, FASL) kao u cepun npotease (nephopus u
rpaH3uM), kojuMm aktuBanujoM | NF-uHxykoBanum, mnepdopun-nocpenoBanum u CD95—
CD95L-nocpenoBaniM MexaHH3MOM youjajy henuje mapenxuma jerpe (39, 34, 55). Jlakie,
oBoM uHTepakuujoM NKT u umyHckux henuja, NKT 3HauajHo yTuuyy Ha TOK Kako ypoleHor

TaKO U CTEYCHOT UMYHCKOT OJITOBOpA Y jeTPH.

1.2.3. Ynora NKT henuja y akyTHOM XenaTtutucy

NKT henuje urpajy BaxkHy ynory y MNaTOT€HE3W MHOTHUX O00JbEeHA jeTpe KOI JbYIU.
[Tokaszano je ma je kon mamujeHara obosnenux on PBC y mopehemy ca 3apaBuM Jbyauma
npornentyanHa 3actymubeHocT NKT henwja oko wmHTepnoOynapHHX OwiHMjapHUX KaHamuha
3HauajHo Beha (56). KBanTurtatuBHe cryauje y kojuma je anamasupan Opoj NKT henuja y
JeTpU M KpBH nanujeHata ononenux oa PBC u 31paBux KOHTpoJa, yKas3alle cy Ha U3paKeHy
penuctpudyiujy oBux henuja u3 kpsu y jerpy (57). Takohe, 6poj NKT henuja y nepudepHoj
KpBH 0co0a 000JIeIuX O] CTeaTo3€e JeTpe je 3HauajHO cMameH y ogHocy Ha 6poj NKT henmja
y KpBH 3/IpaBuX, mTO ykasyje Ha Moobunuzanujy NKT henuja ca nepudepuje y odoneny jetpy
(58). IToeehan 6poj xenarnunux NKT henuja yjenHo je npahen Behom ekcnpecujom CD1d
MoJiekyina Ha memOpanu Kymdeposux hemmja (59, 60). ¥V ckmagy ca oBUM Hajga3oM, y
y30pIuMa jeTpu zeie o0osienie 0] ayTOMMYHCKOT XeMaTUTHCa JETEKTOBaH je mopact Opoja
NKT henuja, 1ok je y nepudepHoj KpBU BUXOB 0poj 0o cMameH y nopehemy ca 3apaBom
KoHTposoM (61).

bpoj xemarnunux NKT henuja ce ca pa3Bojem Oonectu nosehaBa u y jeTpu manujeHara
obonenux on xpounuHor BupycHor xernatutuca (HCV u HBV), a xponunurer oBe 0osectu
jeTpe kapaktepuie yrnedarsbuBu nopact ekcrnpecuje CD1d na APC y jerpu (62, 63). ¥V
CKJIaqy ca THM, KOJ TNalMjeHTaTta o0oJjenux oJf oBe OojecTH Koju H00po pearyjy Ha
MIPUMEHECHY aHTU-BUPYCHY TE€palujy AETEKTOBAHO j€ CTaTUCTHUYKHU 3HAaYajHO CMameme Opoja

NKT henuja y jetpu, y mopeljemy ca maiijeHTHMa KOjH JIOIIHje pearyjy Ha tepanujy (64).



300r CBOjUX pa3IMUUTUX UMYHOMOyJIaTOpHUX U eekTopckux ¢yHkiuja, NKT henuje mory
MMaTH ¥ TpouH(IIaMalMjCKy W aHTHUMH(IAMAIMjCKy peryjaTopHy yiory y jerpu. Ilopen
no3Hatux mnpoTekTHBHOr edekrta xematnuHux NKT henmja TokoM ypoheHOr HMyHCKOT
OJITOBOPA Ha BUPYCHY HH(EKIH]y U TyMOp, BehuHa /10 1aHac 00jaBJbeHHUX CTYAM]a YKa3yje Ja
NKT henuje 1upeKTHO WIIM HHAMPEKTHO JOIPHHOCE paBojy Oosectu jerpe (65). ArpecuBHa
yiora oBux henuja y 6osjecTuma jeTpe mokaszaHa je y BUIIe aHUMaJTHUX MOJENa, Kao IITO Cy
annMaau Mozaen HBV undekuuje (66), mpumapue ounujapue mupo3se (67), omrehema jerpe
M3aBaHUX yrjbeH TeTpa xjopuaom (68), ogHocHO ThoaneramuaoM (69), ako u y mozeny
HeankoxojHe crearose jerpe (70). 3nauaj aktuBauuje NKT henuja y marorenesu Oosectu
jeTpe je MOTBpheHa W y MHIjeM MOjely npuMmapHe Ownmjaphe nupose (71, 72), akyTHOr
XeMaTUTHCa H3a3BaHOI KoHKaHaBauHoM A (73, 74) u o-ramakrorepamuaom (75, 76),
XPOHUYHOM oliTehemy jeTpe HHIYKOBAaHOM alKoXoyioM (77), Kao ¥ y pa3InduTUM MOJICITUMA

macte (78, 79) u ucxemujcke 6osiectu jerpe (80, 81, 82).

1.3. PETYJATOPHHU T JIMM®OLUTHU

Perynaropuu T mumdornmtu (enri. regulatory T cells, Treg) npencraBibajy cyonomynaimjy T
TUMQOIUTA KOja MMa BaXKHY YJIOTY y CYNPECHju UMYHCKOI oaroBopa. Treg mumdouutu ce
Mory noaenuTtu Ha ypohene Treg numdonuTte Koju cBoje peryiaropHe (QyHKIHMje CTUUY Y
tumycy (83) u mHaynmounHe Treg nmumdonuTe Koju HacTajy AudepeHIHjaijoM 3penx
KOHBeHUMOHaNHUX T naumdonnrta noj cnenqupuyHUM ycIOBMMa CyOONTHUMAIHOT H3Jlaramba
aHTHUTeHUMa W/win Koctumynanuju (84). Treg numdonuTe KapakTepHile eKcrpecHja
monekyna CD25 (o manary peuentopa 3a untepineykun 2), CTLA-4 (enrm. cytotoxic T
lymphocyte antigen-4) u GITR (enrn. glucocorticoid induced TNRF family related gene)
(84). Mehytum, crieupuaHIM MapKepoM OBHX hesHja cMaTpa ce TPaHCKPUIIIHMOHU (aKTop
Foxp3 (enrs. Forkhead helix transcription factor p3) koju cynmpumupa rene 3a IL-2, IL-4 u
IFN-y, crora je BakaH (akTOp HacTaHKa, pa3Boja M CYyNpecopckux ¢yHKuuja Treg
aumdoruta (85). Muxubupamem TpaHckpunnuje rera 3a IL-2 kao u 3a penenrop 3a IL-2,
Treg mumdoruTr cropedaBajy muponudepanujy (86), mox mocpeactBom CTLA-4 wu
memOpanckor TGF-f 3aycraBipajy akrtuBaumjy immdonura (87). ITomohy rpansuma nim
aKTHBAIMjOM perientopa cMpTu Treg nmumbonntu youjajy T aumdornure kao u hemmje koje
npe3eHtyjy antureHe (88). JIMpEeKTHUM KOHTAaKTOM ca JEHApPUTCKUM henmujama Treg
nmuMmponuTn ToBehaBajy eKkcmpecHjy TeHa 3a WHAOJAMHUH-2,3-AMOKCUTeHa3y (EHTIL

indolamine 2,3-dyoxigenase, IDO) y nennpurckum henujama. IDO pasrpalyje ecenuujamuu



TpuntodaH U y3poKyje HacTaHAK MMYHOCYIPECUBHHX METa0OJUTa INTO 32 TMOCIEIHUIy UMa
cynpecujy ¢yukuuja edexkropckux T mmmdornmra (89). Excrpecujom monekyiaa CD39 u
CD73 Treg numdornutu pasrpal)yjy aaenosuntpudochar (enrn. adenosine triphosphate,
ATP) nmo aneHosuHa koju Takohe cynpumupa edekropcke T numbonute (90). Ocum
MMOMEHYTHX MMYHOMOIYJIATOpHUX edekara, Mmoka3zaHo je aa Treg nuMdOoIuTH UHXHUOUpA]y
CHHTE3y U IIPOMEHY Kiace antutena B mumdonura (91), cMambyjy MUTOTOKCHYKY aKTHBHOCT

NK (92) u NKT henuja (93), kao u pynkuujy aenapurckux hemuja (94).

1.3.1. Yaora Treg iumdonura y 6oectuma jerpe u unrepakuuja ca NKT heanjama

Treg mumdonutu unne ox 0.5% mo 1% ykynHor Opoja numdouuTa NPUCYTHUX Yy JETPU
3apaBux Jbyau (95). GakTopu KOju KOHTPOJIMIILY MUTPALIUjy U 3a/ipKaBame Treg muMdonuTa
y uH(IAMHUPAHO]j jJeTPH Kao | yJiora oBe momnyianuje henmja y cyrnpecuju IMyHCKOT OATOBOPA
y JeTpH jOIII YBEK je MpeIMeT MHTEH3WBHOT HUCTpakuBama. [lo3HaTo je na je y mepudepHoj
KpBU 000J€TUX OJf ayTOMMYHCKOT XemaTHTHCa W IpuMapHe OunujapHe uuposze Opoj Treg
auMmdoIUTa 3Ha4ajHO Mamu y opehemy ca Opojem oBux henuja y kpBu 31paBux ocoda (96,
97, 98, 99). IloBehame Opoja oBux henuja y jeTpu MOBE3aH je ca MambKUM olTehemeM, JI0K je
mamu Opoj Treg mmumdormra mpahen Behom Hekposzom xemnaronura (100). ITosehaBan
MHQIYKC IPOTEKTUBHUX Treg auM@oruTa y jeTpy HacTaje ycien untepakuuje E kanxepuna
excripumupanor Ha engoreny 1 CD103 monekyna nckasanor Ha MmemOpanu Treg smMdorura
(101, 102). V ekcnepuMeHTHMa Ha >KMBOTHE-@aMa je TIOKa3aHO Ja Jeruienuja Treg
muMmdonuTa, mnpuMeHoM aHTU-CD25 aHTMTena y3pokyje JMCEMHUHOBAaHY HEKpPO3y
XemaToluTa, Aok ajantuBau Tpanchep CD4'CD25'Foxp3™ T hemwmja, peaykyje omreheme
jeTpe MuieBa nzazpano npumernom Con A (100). Treg TuMQOIMTH MTHTE XETATOIMTE HA Ta]
Ha4YMH WITO CynpuMupajy epexropcke T numdonurte Koju cy HHPUITpUCATN UHPIaMUpaHy
jerpy: mupektHo, uHTepakuujom CTLA-4 monekyna Ha Treg numdoruTumMa ¥ HETOBHX
muranaza CD80 u CD86 na edextopckum T numpounuTuMa, WM UHAUPEKTHO, CEKPELjoM
TGF-B (100). Wei u capagaunu cy mokasajid Ja y )KHBOTHEbA ca jeieiujoM rena 3a TGF-
beta perenrop (TGFBRII knockout) makon mpumene Con A Hacraje Temika JUCEMHHOBaHA
HEKpo3a XxenaToiuTa u npahena sucokum mopranuretoM (100).

HNako Treg m NKT henuje mMory He3aBUCHO peryaucaTdé HUMYHCKH OJIFOBOp, HEJaBHO
o0jaBjbeHE CTyAM]€ yKa3y]y Ha 3HaA4ajHy YJIOTy WHTEpaKilMje OBE JIBe MoIlynamnuje hemuje
TOKOM MH(IIamManujckor oaropopa y jetpu. Kom o6onennx oa ayrToMMyHCKOT XEMaTUTHCA U

npuMapHe OwiMjapHe IHMpo3e Opoj M MMyHOperyinaTopHa QyHkuuja Treg numdonura cy



cmamenn (103, 104) mok je 6poj NKT henmja, rmaBaux edexkropckux henmja y OBHM
oonectuma mosehan (57, 105, 106). [akie, mopemeheH OIHOC M HM3MEHEHA HHTEPAKIIH]ja
Treg u NKT henuja 3HauajHO NOMPUHOCH MATOr€HE3W AYTOMMYHCKHX Oojectu jerpe. Y
MOJIeTly aKyTHOT XxemartuTuca je mokasano na o-GalCer-om crumynucane NKT henwmje
MacoOBHO MoOmnuiry Treg mumdoIruTe y jeTpy, To HaBoau Ha 3aksbydak aa cy NKT henuje
TJIABHU KOOPAMHATOPH 3amajbelha Yy jeTpu, He caMo 300r CBOjUX J00pO IO3HATHX
npouH(IaMalMjCKUX CBOjcTaBa, Beh M 300r 4YHIEHUIIE Ja peryjiuily HaKyIlJbame
umyHocynpecuBHux T1reg y jerpy. Crumynucane NKT henmje cexperyjy IFN-y kojum ce
aKTHBHPA IIATOKMHCKO-XEMOKHUHCKA Kackaja oaroBopHa 3a homing Treg mumdormra u3 KpBu
y undunamupany jerpy. [lokazano je IFN-y 3nauajno mosehasa excrpecujy CXCL10 y jetpu,
nuranga 3a CXCR3 penentop vickazan Ha Treg mumdorutima (107, 108) mto 3a mocneauity
uma noBehan wHpaykc FoxP3+Treg nmmdonura Koju MPOAYKYjy HMYHOPETYJIaTOpHE
uutokuHe |1L-10 u TGF-B1. IIpernocraBiba ce na memOpancku monekyn CD103 omoryhasa
Treg numdoruTa Ja OCTaHy YBPCTO Be3aHM 3a mnapeHXxuM uH(uamupane jerpe (109).
Murpanuja CXCR3" Treg numdonura y wundpmamupany jerpy IFN-y-nedurmjentaux
MUIIEBA W KUBOTHHA Kojuma je armumkoBaHo aHTU-CXCL10 anTmTeno je 3HaudajHO
peaykoBana (75). CwmameHy 3aCTyIUbCHOCT XCMATHYKUX HMYHOCYIPECUBHHUX Treg
mumdonuta npatu nosehan undnyke NK u edexropekux CD4™ T henuja koje mpomaykyjy

npouHQIIaMaIijcke MUTOKUHE KOjU TPOMOBHIITY akyTHO omrreheme jerpe (75).

1.4. PET'YJIATOPHH B INM®OLUTHU

B numdonutu ce mpeBacxoJHO cMaTpajy NO3UTUBHUM PErysaTOPOM HUMYHCKOT OJrOBOpa,
npu 4emy ce edexTopcke (QyHKuIMje oBUX henMja 3acHUBAjy Ha MNPOAYKLUHUJU aHTUTENA U
npouH(IaMaNMjCKUX [UTOKWHA, KAao W TPE3CHTOBambY AaHTUTCHA IOMaraykum T
mamponutrma (110, 111). Uspas ,,perynaropuu B numdpouutu™ (enrn. regulatory B cells,
Breg) mpeu myr cy ysenm Mizoguchi u Brana 2006. rommue (112). Ilomynanumja
MPOTEeKTUBHUX Breg nmumdonura cynpumMupa UMYHCKH OATOBOpP M WIACHTHU(PHUKOBaHA je Y
OpOjHUM MOJIeTMMa ayTOUMYHCKHX O0JIeCTH. Y eKCIIepUMEHTHMA Ha KUBOTHE-aMa MOKa3aHo
je nma yknamame Breg mmumdonura moehaBa arpecMBHOCT ayTOMMYHCKOI Ipoleca, IITO
yKa3yje Ha TO Jla ayTOMMYHCKH IIpOLIEC caM o ceOM IMPOMOBHIIIE €KCIaH3Wjy oBuX henuja
Ka0 KOMITEH3aTOPHH MEXaHHW3aM KOjU MMa 3a IiJb Ja orpanuyu omreheme Tkua (113, 114,
115). Ionynanuja Breg nmumdorura ce Ha OCHOBY ()CHOTHITA ¥ OMOIOMIKUX (PYHKIIH]ja MOKE

NOJCTUTH Ha pa3zinyure cyomomynanuje. Mauri u capagHunu cy omnucanu npekypcope B



nuMdonnTa MOPEKIOM U3 MapruHAIHE 30HE CJIE3WHE Kao cD21"cp23"cbid" henuje 116,
117). I'pyna npensohena Tedder-om mmenTudukoBana je cyomomynaiujy B nmumdonura y
CJIC3MHU YHja je TJIaBHa (PyHKIMOHAIHA KapaKTePUCTHKA MPOIYKIIHja UMyHOCyIpecuBHOT |L-
10 (118, 119). Osge umyHoperynaropHe henuje cy crora HazBaHe B10 numdouuTh, a
(DCHOTHUTICKM CYy OKaKaKTEpHCAaHE Kao cb1d"cDs" hemnje (118, 119). Perynaropna
¢dbynkumnja Breg nmumdonuTa, akTHBHPAHUX Yy 3allaJbeHCKO] MUKPOCPEIWHH, 3aCHHUBA CE€ HA
CIOocOOHOCTH OBHX henmja na mpoaykyjy aHTu-uHmamanujcku IL-10, kojum cynpummupajy
MPOAYKIH]Y NMPOMH(IAMAIN]CKUX HUTOKHHA y ePeKTopckuM T muM@onuTuMa u noacTuyy
mudepentmjanujy Treg mumdorura (120-123). Ocum IL-10, Breg numdorutu npoaykyjy u
TGF-B koju je Takohe wmMa BaxHy perynatopny ¢yukimjy (124-126). ITocpeactBom
WHXUOMTOPHUX MOJIEKYyJia EKCIPUMHUpPAHUX Ha MOBpmuHH, Breg mumdorurn nupexTHUM
MehyhenujckuM KOHTaKTOM WHAYKY]Y UIMYHCKY TOJICpaHIIH]y Ha Taj HAYMH [ITO CYNIPUMHUPA]Y
epekropcke T um B nmumdonmre, y3pokyjy HBUXOBY amonTo3ly M HHAYKY]Y peryJaTOpHH
benorun umyHckux hemmja (127, 128, 129). TloBpUIMHCKH MOJIEKYJIH KJbYYHH 3a
umyHoperynatopue ¢yukuuje Breg mumdornmra cy B7 (130), GITRL (enrn. glucocorticoid-
induced TNF receptor ligand) (131), FasL (132, 133), PD-L (eurn. programmed death-1
ligand) (134, 135) u exkronykieotunaze CD39 u CD73 (136, 137). AyroanTurena Koja Cy
OJIrOBOpHa 3a naroreHe egexre B nmumdonnTa, y 0BOM KOHEKCTY UMajy MPOTEKTUBHY YJIOTY
jep ykiamajy amontotuyHe henuje u peaykyjy moctymHocT ayroantureHa (138). Jlakie,
CEKpelHjoM OpOjHUX MeujaTopa U eKCIPECHjOM pa3INuYUTUX MOBPIIMHCKUX MoJieKyia, Breg
TUMQOLUTH Jieny]y Ha henrje UMyHCKOT cucTeMa U (paBopH3yjy UMYHCKY TojepaHuujy. Breg
auMmdoruT cynpumupajy naroreds Thl u Th1l7 umyHCKM 0AroBop yriaBHOM 3axBabyjyhu
cBOjoj criocobHocTH fa mpoaykyjy IL-10 (139). Uurepakuuja CD40-CD40L u npucyctio IL-
21 crumymumy Hactanak |L-10+ Breg mumdomura, koje cympumupajy momaradke T
mumdorute (140). Jom jenan ox Mexanuszama kojuM Breg mumdoruTu cMamyjy 3amnabene je
unaykiyja anontoze CD4+ T numdorura nmocpeacrsom FasL (141, 142). Jleruenuwja B
muMQOIMTa 3HAYAjHO TOCIenyje WH(IaMaTOpHH OATOBOp y Kome ydectByjy CD8+ T
TUMQOIUTH, INTO yKadyje Ha cynpecuBHU edekar Breg mumdormra m ma CD8+ T
mampouute (143, 144). Takohe je mokazano na Breg mumdonutn naaykyjy amonrosy CD8+
T numdonunTa U cMamyjy 0poj HIUTOTOKCHUKHX JIMM(OIINTA Y 3aNajbeheM 3axBaheHOM TKUBY
Ha Taj HAYMH MITO Kao hemuje Koje Mpe3eHTyjy aHTUIeHE CMambeHO mponykyjy IL-2 (145).
Toxom cymnpecuje uHGpIaMaujckor oaroBopa Breg mumdbonutu AUPEKTHO NeTyjy M Ha
henmje ypoheHor uMyHCKOr onaroBopa- cMmamyjy uHQuITpanujy wMakpodara (146),

Heytpodmna (147) u NK hemmja (148) y undmnamupano tkuso. Ilocpenctsom IL-10, B
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TUM(OLIUTH WHXUOUPHPA]Y ca3peBame, EKCIPECHjy KO-CTUMYyatopHux Mojiekyna CD80 u

CD86 na DCs kao m kamanurTeT oBHX henuja Ia mMpe3eHTyjy aHTHTeHe W npoaykyjy IL-12
(149).

1.4.1. Ynora Breg simmdonura y 6o1ectuma jerpe n uarepakuuja ca NKT heanjama

B nmumdornuTti cy npucyTHH y 37IpaBoj jeTpH JbYIH, a HBUXOB OpOj JApaMaTHYHO PacTe MpPH
obosbemuma oBor oprana (150). B mumdonutu Moaynupajy Kako ypoheHH Tako W CTEUYCHH
MMYHCKH OJITOBOP M YCMEpaBajy HMMYHCKH CHCTEM IIpeMa HEroBOj AaKTHBALMjU WIN
TOJICPAHIIH]jH.

VYV wmopeny ayroumyHckor xonanrutuca NOD.c3c4 (enrn. non-obese diabetic) mumesa
MI0Ka3aHo je 1a B mumdonutu npomMoBHIly 3anajbeHCKH OATOBOP TOKOM paHe (aze Oosect,
003upoM J1a Jerienrja opux hesuja 3HadajHo peaykyje undaamanujy y jerpu (151). Takobhe,
y MOJeNy XpOHUYHOTr orirehema jerpe Koje je MmuiieBuMa u3a3BaHo npumenom CCly B
nuMGOIHUTH UMajy npopudporeHn edexaTt Koju je He3aBUCTaH O] MPOIYKIMje aHTUTeNa U
aktuBaije T mumdponura (152). 360or mobpo mo3Hare mnpouHpIamaimjcke yiore B
nuMdonuTa, MpUMEHa JieKoBa KOju edukacaHo cMamyjy Opoj oBux henmja kKao mTo je
putrykcumab (MOHOKJIIOHCKO aHTHTesnio npoTuB nporermna CD20) je mocrana craHmapiHa
Tepamuja 3a OpojHEe TyMope M ayroumyHcke Oosectu jerpe (153, 154). Mehyrum, y
Mozenuma ayroumyHckor xonanrutuca y dnTGFBRII (enr. double negative) mumieBa kao u
Yy XOJAHTUTUCY M3a3BaHOM KCEHOOMOTHMKOM IIOKazaHo je Jna B numdomutu wumajy
perynatopau (GeHOTHUI, 003upoM Ja In VIVO jeruienidja oBUX henuja 3HAa4ajHO MOropiiaBa
ayroumyHcku tnponec (155). Breg mmmdormti Takohe cynmpumupajy HH(IAMAIN]CKU
OJroBOp y jeTpu u3a3BaH aktuBauujom CD4+ T mumdorura, 0 yemMy y HOpUIIOr TOBOpU
YMIbEHUIIA Ja MUIIEBU aeduimjentd 3a B mumbonure (UMT) HakoH nHEKIH]je Mapa3uToOM
Schistosoma mansoni pa3sujajy Texe omreheme jeTpe U He ylase y yoOudajeHy CIIOHTaHy
peMucHjy TokoM KacHe ¢asze oosectu (156). ¥ Mozeny akyTHOT XemaTUTUCA KOJU je U3a3BaH
a-GalCer-om je HenaBHO mokazano na crumynanja NKT henuja y3pokyje Op3y akTuBaimjy
u murpanujy B numdonura u3 ciie3uHe u nepuToOHEaNTHe IYIIJbUHE Y JEeTPUHE CUHYCOHUIE U
00J1aCT MOPTATHOT KPBOTOKA, KA0 | J1a nerviendja B mumdornuTa 3a mocnenuiry uma mpoMeHy
IUTOKUHCKOT Tpoduia W 3HA4YajHO TNOrOpIIamke aKyTHOr Xematurtuca. Jlakie, HakoH
aktuBanuje NKT henuja cneau cHaxan oarosop Breg koju nMa KJbydHy YJIOTY Y CYIpecUju
uHbIaMaIje 1 MOIYTalHjd HUMYHCKOr oaroBopa y jerpu. Almishri u capaguunu cy y

mozeny o-GalCer-om MHAyKOBaHOI XeMaTUTHCA, TMOKa3aau ga HakoH crumynanuje NKT
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henuja, B1 (Bla u B1lb) B nmumdonuntu Koju cy yriaBHOM MPHCYTHH y IEPUTOHEYMY U B
TUMQOIUTH IMOPEKJIOM U3 MapruHaiiHe 30He cie3uHe (eHri. marginal zone, MZ) Beoma 6p30
murpupajy 'y jerpy (157). Ose perymatopue henmje innate-like denoruna nponykyjy
aHTHTeNa cnabor apuHUTETA, IPE3CHTY]y aHTUTEHE U POAYKY]y peryiaropHe nutokuue IL-
10 u TGF-B1 xojuma cynpumupajy uHpaamanujy u ayroumyHncku mpormec (158). Taxobhe,
OCHM aHTUWH(DIaMalMjCKUX IUTOKWHA, Breg excrpumupajy OpojHE aaxe3WBHE MOJIEKYIIE,
peuenTope, kao u ektoeH3uM CD73 xojuma perymnuiny ypolheHU U CT€UeHU HMYHCKH OJATOBOP
(159). AktuBHomhy ektonykieoruaaze CD73 Hacraje aneHO3MH 3a KOjU je IMO3HATO Ja
cMamyje akyTHO omrreheme jerpe (160). Ha ocHOBY OBHX MmojgaTaka MOKE CE 3aK/by4HTH Ja
perynatopHe henuje uMajy [IMPOK CHEKTap Je/OBalkba Ha  pa3IMdUTe THUIIOBE
MMYHOKOMIIETCHTHHX helnrja, mTo uM 00e30ehyje BaHO MECTO y XOMEOCTa3H WMYHCKOT
cucrema. Pe3ynraT MHOTHX HCTpaKUBama MOKa3yjy Aa Cy OBU JUM(OIMTH HE3a00MIa3HU
YUYECHHIIU TPAKTUYHO CBUX OOJIHMKA HECHEHU(DUIHOT U CIECHU(PUYHOT UMYHCKOT OJITOBOpA Y

OosecTtuma jeTpe.

1.5. AHUMAJIHA MOJEJIM AKYTHOI' XEITATUTUCA U3A3BAHU
AKTUBALIMJOM NKT REJIMJA

1.5.1. Con A xenaTurtuc

Hajuemmthe mnpuMemuBaH aHUMaTHH MOJEN AayTOMMYHCKOT XENaTUTHCA Ce€ WHAYKYje
uHTpaBeHCKoM arunkanijom Con A. Con A je JIeKTHH IpBOOMTHO M30JIOBAaH M3 MacyJsba (Jat.
Canavalia ensiformis). Kapakrepuiie ra apunurer 3a a-D-mannosyl u a-D-glucosyl rpyme
Koje ce Hanmase y mehepuma, IIMKOnpoTeMHUMa U ritnkounuanmMa (161).

Hakon amnukanuje makpodaru jerpe JeKTHH-Be3yjyhuM pelentoprMa MpBH MPENo3Hajy U
unrectupajy Con A wu3 mwmpkynanuje (162). Cama aktuBupaHu Mmakpodard MpOIYKY)y
npouHduamanujcke nutokune (IL-18, TNF-a, 1L-6 u IL-12) u npusnaue epexropcke henuje
y jerpy: NKT u ypoheno-younauke henuje (enrs. natural killer, NK), kao u monukioHaiHO
aktusupade CD4" u CD8" T nmmmdonure, Koje AMPEKTHUM MUTOTOKCHYHHM e(pEeKTOM M
uaaupekTHo npoaykiujom 1utokuHa (TNF-a, IFN-y, IL-17 u IL-4) y3pokyjy MacoBHY
Hekpo3y xernarouuTta (162) .

I'maBHe edekropcke henuje y matorenesm Con A xematutuca cy NKT henuje, mro
noTBphyje cTyamja y Kojoj je mokazaHo ga cy muiieBu aedunujeHtan 3a CD1d momekyn

PE3UCTEHTHH HA MHIYKIH]y oBOT Mojeina (163, 164, 74). Ha ocHOBY OMEHYTHX pe3yJTara je
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3aksbydeHo na cy CD4' hemmje koje cy cMaTpaHe Haj3HauyajHHjUM y pa3Bojy Con A
xenaTturuca y Hajsehem 6pojy CD4" NKT henuje (162, 74). Takohe je moka3aHo u 1a cy
Val4 knockout (Val4-/-) mumesu pezucrenthn Ha Con A xematutuc, na cy Vald+ NKT
henuje o3nauene kao cyormonynamnuja NKT henuja ogroBopna 3a omreheme xemnaronura y
Con A xematutucy (165). NKT henuje uHayKyjy amonto3y XemaToluTa IocpeacTBoM Fas
ligand:Fas untepakiuje (166) u mpomykumjom mnpouHduamanujckux uTokuHa IFN-y u
TNF—a (165). ¥ Con A xenarutucy, IFN-y y3pokyje amonrto3y xenarouuta noBehasajyhun
ekcripecujy Fas peuenrtopa Ha mwuxoBoj mMemOpanu (167). AxruBanumja IFN-y/STAT-1
CUTHAJHOT ITyTa MOACTHYE eKCIpecH]y aaxe3nonux monekyiaa: ICAM-1, VCAM-1, Mig (eHr.
monokine induced by IFN-y), ENA-78 (euru. epithelial cell derived neutrophil-activating
peptide), I-TAC (eurn. IFN-inducible T cell-a chemoattractant), IP-10 (eurn. IFN-inducible
protein-10) Ha MeMOpaHH CHHYCOMJAIHUX CHIOTEIHHMX henuja yuMe momMaxke HHOIYKC
neykoruta y jerpy (168). IFN-y nmomatHo cumynuiie npoaykiuujy TNF—o koju uma
xenaToTokcuuko nejctBo (169). Jlupektan xematotokcuuku epexar TNF-a octBapyje
BesuBameM 3a TNF penentope xenaronura u aktuBanujoM JNK kuHaza. Ocum qupeKkTHUM
xenmaroTokcuukuMm  epekrom, TNF—o pompuHocun omrehemy jeTpe W HMHIUPEKTHO:
nosehaBajyhu excrnpecujy aaxe3uBHor moiekyna ICAM-1 na ennorennum henujama jerpe
upMe momaxke MHGIyKC TeykomuTa, mpe ceera CD4" T mumdonura (170). Tagawa u
capagaui cy youwnn na IFN-y nedunmjentHn mumeBn HakoH npumene Con A He
pa3BHjajy XemaTUTHC, JIOK ca JIpyre CTpaHe y MpUCyCTBY Jeneuuje reHa 3a T NF—o HakoH
arukaimje Con A Hactaje omreheme jerpe (167). Ha Taj HaumH je mokas3aHa IEHTpaiHa
ynora npouHgpraamanujckor |FN-y y marorenesu oBor mojiena XemaTuruca.

UutpaBencka ammukanuja CON A TIONMKIOHATHO aKTMBHpa IuTOTOKcHuke CD8 T
auMdonuTe, Koju omrehyjy xenaronurte npoaykuujoM nepdopuHa u rpanzuma (171, 172)
kao cekperujoM IFN-y koju mosehaBa excmnpecujy Fas peuenTopa Ha XemaToUUTHMA U
MHIyKYyje BuXxoBy anontosy (167,173,174). Mehyrum, CD8" T mumdonutu, 6e3 npucycrsa
nomohamakux CD4”™ T numdonuTa He MOry na y3pokyjy omTeheme xematomuta (162).
Crora ce cmarpa aa nopex NKT hemmja CD4"™ T nmumgonuTn 3ay3uMajy IeHTPaTHO MECTO Y
natorenesn Con A xemartutHca, Ha Taj HauuH 1To Hpoaykyjy IFN-y u TNF-o xoju

perynuiry Murpanujy ocranux edekropckux hemmja y jerpy (170, 168).
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Cauka 2. UmyHonarorene3a Con A xemaruruca.

Ca gpyre crpaHe, nHTpaBeHcKa npumeHa Con A , ,Mobunume“CD4+ IL-10+ T numdornure
kao u CD4" CD25" Foxp3™ IL-10" perynaropue T numdorure y jerpy (175) koju umajy
NpoTeKTHBHY yiory y Con A mHaykoBaHoM omrtehemy jeTpe U OATOBOPHHU Cy 3a HacTaHaK
uMyHcke Tonepanmuje Ha Con A (176, 177). Unrepakuujom CTLA-4 momnekyna
eKcrpuMupaHor Ha MeMmOpanu T perynaropHux JumdonuTta U meropux jauranana CD80 u
CD86 na edexropckum T numdoruTiMa HHXHOMpa ce akTuBanuja epekropckux T
aumdorura (178). JlomatHo, mpoaykuujom TGF-B, perymaropuu TuMQOIUTH PEAYKY)Yy
JIMCEMUHOBAaHY HEKPO3Y XEMaToIHTa U cMamyjy MopTtaimuter COn A TpeTHpaHnX >KUBOTHHHA

(175).

1.5.2. a-GalCer xenarutuc

a-GalCer mpencraB/ba IMOjeIHOCTAB/LEHH TIIMKOJUIUAHNA aHAJIOr arejachuHa, KOju je
OpBOOKMTHO H30JI0BaH W3 Mopckor cynhepa Agelas mauritianus 1993. roamHe TOKOM
NPEAKIMHUYKIX TOKYIIaja a ce UACHTH(UKYje HOBO aHTUTYMOPCKO TEPAIHjCKO CPEICTBO

(179). Hakon Tora, kommanuja Kirin Brewery ra je cunretrcana u Ha3zsama KRN7000. a-
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GalCer je cacraBibeH 011 o-ranakrose, purochunrosrna u ampnor ianmna (Cnuka 3). Jlanac,

a-GalCer je nmo3uaru anturen 3a CD1d -peakruBae NKT henuje muma u voeka (179).

- Galactose
‘/ Y\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/ 26C:0 fatty acyl chain
a-Galactosylceramide A |
(KRN7000) ! T 18C sphingosine chain

O-glycosidic linkage

Canka 3. XeMHjcKa CTPYKTYpa o-rajJaKkTonepaMuia.

Cucremckom mnpumeHoMm er3orenor o-GalCer-a xojum ce crneuuduuno aktuBupajy NKT
henmje n mokpehe cHa)kaH MMYHCKH OATOBOP Y j€TPW HM3a3WBa CE MHUIIJH MOJEN aKyTHOT
xenarutuca (75). MexaHu3aM HacTaHKa, MATOJOIIKE MPOMEHE Koje Ce ACTEKTY]y y jeTpHu
CKCIIEPUMEHTAIHUX JKUBOTHIbA, Kao M umibeHuna aa je a-GalCer enmgorenu muranm NKT
hennja Koju KOHCTUTYTHBHO MpPOAYKY]y HMYyHCKe henuje cucapa, 4YMHE OBaj MOJEIN
(U3MOTIOMIKY pPEIEBAaHTHUM 32 HCIUTHBAKE €THONATOTEHE3e, MPOrpecHje M HOBUX BUIOBA
Tepamnuje ayTouMyHcKor xernaruruca (18).

Jenna nosza a-GalCer-a y3pokyje axymynammjy NKT henuja y jeTpu, Ha Taj Ha4YMH IITO
nosehaBa excnpecnjy CXCR6 xemokmuckor pernentopa Ha NKT henmjama m meroBor
muranaa, xemoknaa CXCL16, Ha cunyconnannum eanorenauM henmjama. Xemokuau LFA-1
u ICAM-1 ekcnpumupanu Ha eHJoTeny AoAaTHO onakuiaBajy murpauujy NKT hemuja y
jerpy (36).

a-GalCer u3 nupkynanuje npeysumajy DCs u npesenryjy ra y kourekery CD1d moinekyia
NKT henmujama koje cBojum cemu-uHBapujantHuM TCR-om mpenosnajy CD1d—aGalCer
komruieke. o-GalCer crumymume npoxykuujy IL-12 u ekcnpecujy CD40 y DCs, kao u
CDA40L na NKT henujama (180). Onucana naTepakiyja n18a Tuna henuja 3a mocieaunily uMa
aktuBaijy NKT henuja u caspeBamwe DCs (180). Axtuupane NKT hemuje mpoaykyjy
mMpok crekrap urtokuaa ykbyayjyhu Thl (IFN-y u TNF-o), Th2 (IL-4, IL-5 u IL-13) u
Th17 (IL-17) nurokune (55), KOjuMa TUPEKTHO OPKECTPHPAjy YPOh)SHU U CTEUCHW MMYHCKHU
oaroop Ha moBpeny jerpe. AxrtuBupane NKT henmje mnokasyjy ayTOpeakTUBHOCT U
MOCJICINYHO Y3POKYjy akyTHO omreheme jetpe (181). OBaj eHomeH je mpaheH akTUBaIjoM

B nmumdoruTa u npoaykipjom ayroanturena (181).
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IFN-y xora mponykyjy NKT henuje nmenyje mpeko penentopa 1 3a IFN-y (enrm. IFN-y
receptor 1, IFNGR1) u peuentopa 2 3a IFN-y (earn. IFN-y receptor 2, IFNGR2), ycnen yera
ce aktuBupa STATL (enru. signal transducer and activator of transcription 1) monekyn y
XeMaToUUTHMa, HEeMapeHXMMCKUM henujama jerpe ¥ UMYHCKUM henujama IITO JOHMHHOCH
natorenesn axkytHor xemarutuca (182). IFN-y axktmBupa NK hemmje y jerpum g0k
HUCTOBpPEMEHO peaykyje uHuarpaiujy Heyrpoduiaa (182). Mehyrum, 3a pasnuky ox Con A
XeMaTUuTHCa, TMOKa3aHo je Ja ce xematutuc usasBan o-GalCer-om pasBuwja u y ciiydajy
Heyrpanuzanuje IFN-y oqHOCHO 112 je KIbyuyHU IMTOKHUH 3a HAacTaHak omTehema jeTpe y 0BoM
mozeny TNF-o kora momuHantHo cekperyjy NKT henuje (75). TNF-o unaykyje omreheme
XEMaToIMTa JTUPEKTHUM IIUTOTOKCHYKMM MEXaHM3MOM Kao0 M ayTOKPHHOM M IMapakpHHOM
unnyknujom excrpecuje FasL wa NKT henumjama (75). IL-4 xora npoaykyjy NKT henuje
octBapyje cBoj edekar BesuBameM 3a IL-4Ra u gpld0/yc nanan, win IL-4Ra u IL-13Ral
JIaHAI[ [ITO MOCIEANYHO aKTUBHpa cUrHaiHu mosekyn STAT6 (enrt. signal transducer and
activator of transcription 6). IL-4/STAT6 curHaaHu MyT y jeTpU UIrpa KJbYYHY YIOTY Y
aKyMyJaIuju HeyTpoduiIa KOju EKCIPUMHPA]y MH]jeIIONePOKCHIa3y, MPEeBaCXOJIHO HA Taj
HAYMH IITO WHXUOUpPA EBHXOBY aronTo3y. Y MPUIOT OBOME TOBOpE CTYAHje y KOjuMa je
nenenuja rera 3a |L-4 wim peuentop 3a IL-4 nosehana anmonTo3y HeyTpoduia U cMamuiIa
BHUXOBY 3aCTYIUBEHOCT Yy jeTpu a-Galcer-om TpeTupaHux MHIIEBa U MOCISIUYHO PeIyKOBaia
xermatutuc (182). Henmocpenno nakon aktuBaimje a-GalCer-om, momymarmmja NKT henuja
Koja exkcrnpumupa TpaHckpuonuonu @axtop RORyT mnponykyje IL-17, xoju mnosehaBa
MHGUITPAIjy M XeMaTOTOKCMYHOCT HeyTpoduna, CD4™ u CD8" T numdomnura y jetpu
(183) VYinora IL-17 y oBoM mozeny je mehyrum koHTpoBep3Ha. HenaBHo je mokaszano na anti-
IL-17 anTtureno moBehaBa excnpecujy xemoknHa MCP-1 and CXCL5 y jerpu mTo 3a
nocineauny uMa nosehan uHdnyke edexropckux NKT henmja wu moropmiame akyTHOT
XemaTUTHC a Koju je u3a3Ban o-GalCer-om (184).

CnuyHo ocranmuMm Mozenuma akytHor omrehema jerpe, o-GalCer wmzasuBa mnponasHu
XeMaTUTUC, IITO NOTBphyje Aa ce TyroTpajHO YKUIamkhe UMYHCKE TOJIEpaHIIje Y JETPH TEIIKO
MOCTH)KE Kao M Jia OBaj MOJeN 0O0JEeCTH KapaKTepHUIly CHAXHH PETyIaTOPHH MPOIECH KOjU

KOHTpoJHINY omTeheme jeTpe U ToNpUHOCE BeHoj perenepanuju (182).
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Cauka 4. Umynonarorene3a o-GalCer xematuruca.

1.6. MESEHXUMAJIHE MATUYHE REJIMJE

Mesenxumanse matuude henuje (enri. mesenchymal stem cells, MSCs) cy anyntHe matiute
henuje, obnuka ¢pubpobdaacra, Koje UMajy ClOCOOHOCT caMooOHaBJbamba U AU(epeHInjaluje
y hemuje mesomepmanuor mopekia (185, 186). HemaBHO oOjaBibeHe cTymuje yKasyjy aa
MSCs kapakrepurie u pEeHOTHIICKA TIACTUYHOCT, OJTHOCHO KAITalUTET Ja ce TUEpeHIIHpajy
u y hemmje npyra nBa KIMIMHA JHUCTa- henuje ekTtojepMa (HEypoOHE, acTpOIHTE U

OJIMTOJICHAPOIIUTE) U eHIoAepMa (xemaTorure) (187).
1.6.1. IopekJio u u3Bopu MSCs

[Mopexno MSCs jour yBek HHje MOTHYHO pasjaiimeno. Battula u capagnunm cy ykasamu na
henuje Hactane enuTENHO-ME3EHXMMAJIHOM TpaH3uIMjoM Hanukyjy MSCs mo ekcmpecuju

reHa, MYJITHIIOTEHTHOCTH M CIIOCOOHOCTH MHIpalldje Ka MecTy moBpenae y TkuBy (188).

17




Takashima w capalHULIA Cy JIOKa3aJIHd Jla TOKOM emOpuorenese npsu nporenuropu MSCs
BoJIe TIopekIio o1 Sox1” HeypoenuTenuux henmmja, ok TOKOM KacHHUjeT TOCTHATAIHOT Pa3Boja
MSCs nacrtajy u3 apyrux ussopa (189). OBo 3anaxame He HUCK/by4yje MOTYhHOCT Ja moj
oarosapajyhum ycnosuma MSCS Mory HacTatu U 0] apakcHjaiHOr Me3oaepma. Behuna no
naHac 00jaBJbeHUX CTynuja monapkaBa xwurmotresy na MSCs Bojae TOpPEeKIo  on
NepuBacKylapHuX henuja- mepunuTa, 0 4emy TOBOpE y NPWIOT YUEHCHHIIE Ja TEPUIUTH
excrpumupajy Heke o MSCs Mapkepa U HCII0JbaBajy OCTEOTCHH, XOHAPOTEHU U aTUTIOTSHU
noreHiujan audepenujanuje (190).

MSCs cy nprcyTHe y roToBO CBHM noctHatanuuM TkuBuMa (191). KoctHa cpik mpescrassba
Hajuenthu u3zBop MSCs (eurs. bone marrow derived mesenchymal stem cells, BM-MSCs).
[IpuMeHOM jeTHOCTaBHOT MPOTOKOJA, U3 KOCTHE cpxku ce m3oiyjy BM-MSCs koje cBojcTBa
Kao IITO Cy Op3a nposudeparnja u AyroTpajHo OJpKaBambe KanmanuteTa JudepeHmnujamngje in
Vvitro, ciaba ekcrpecHja TJIaBHOI KOMIUIEKCA XHCTOKOMIATHOMIHOCTH (eHIJ. Major
histocompatibility complex, MHC) u camum TuM Maiii pu3HK Of oa0alMBama HAaKOH ajJOreHe
TpaHCIUTaHTAllMje, YMHE BEOMa IOTOJHUM 3a NpUMeHy y Tepamujcke cepxe (192, 193).
Mebhyrum, 300r WHBA3MBHOCTH Mpoueaype 3a u3onoBakbe BM-MSCS, xao u 3HauyajHOT
cMamema Opoja oBUX henmja y KOCTHO] CpXKH ca CTapemeM, MOCIeAmhUX TOAMHA BElHKa
NaXmba je ycMepeHa Ha antepHaTuBHe u3Bope MSCS, kao mrTo cy mymyaHa Bprua (€HrJ.
umbilical cord derived mesenchymal stem cells, UC-MSCs) u macuo tkuBo (exri. adipose
tissue derived mesenchymal stem cells, AT-MSCs) (194, 195, 196, 197, 198). IIpennoct AT-
MSCs y onqnocy Ha BM-MSCs je Ta 1mTo ce npuMeHOM Mambe HHBa3HBHE MPOLEype KaKBa je
Ha TpHMeEp JHIOCYKIMja u30iyje 3HauajHo Behu Opoj hemumja (198). M3zomanumja MSCs u3
My4aHe BpIIlle jeé HeMHBa3MBHAa M 0Oe30emna mporenypa. [lpu crangapIHuM yCIOBUMA
kynruBanmje, UC-MSCs opxe npommdepurny y nopehewsy ca BM-MSCs u AT-MSCs u
MoKa3yjy Mamy eKcIpecHjy Mapkepa hemmjckor crapema p53, p21 u pl6 (199, 200). BM-
MSCs, UCB-MSCs u AT-MSCs wumajy ciauune Mopdonomke #u (QyHKIMOHATHE

KapaKTEepUCTUKE YKJbY4Y]yhy MYJITUIIOTEHTHOCT U CLIOCOOHOCT UMYHOMOAYJIAIIHje.

1.6.2. Kapakrepucruxe MSCs

MSCs excripumupajy IIMPOK CIIEKTap Pa3THIUTHX MOBPIIMHCKIX aHTHTeHA, YHja eKCIIpecHja
BapHpa y 3aBUCHOCTH O] TKMBA U3 KOTa Cy U30JI0BaHE Kao U MPOTOKOJIA KOJU j€ IPUMEHEH 3a
BUXOBY M30JalMjy M KyaTuBauujy. 30or Tora je MelhyHapoaHo npymrtBo 3a hemujcky

Tepanujy AeduHucano MUHUMAIIHE KpUTEpUjyMe 3a KapakTepu3anujy MSCs: aaxepeHTHOCT
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3a IUIACTHKY TP CTaHAAPHUM YyCJIOBHMA KYJITHBAllMje, MYJTHIIOTCHTHH TOTCHIIU]a
mudepennujagje y henuje mesoaepma, ekcrpecuja mapkepa CD105 (SH2, enpornun), CD73
(SH3/SH4, exto5S-nykneoruaaza), CD90 (Thy-1) u omcycTBO eKCIpecHje XeMaTOMOSTCKHX
mapkepa CDA45 (nan-neykorurapau anture), CD34 (Mapkep XeMaTOMOETCKUX MPOTCHUTOPA
u enporennux hemuja), CD14 (CD11b, mapkep monomnurta u Makpogara), CD79a (CD19,
mapkep B nmumdonmra), CD31 (agxe3uBuu Mmoiekyn engorenuux hemmja) 1 MHC monekyna

Il kmace (HLA-DR) (201). (Ciuka 5)
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Cauka 5. ITopeknio u penoTuncke kapaxkrepucruke MSCs.

[Topen mnomMeHyTMX MOpPQOJOMKAX H  (PEHOTHIICKUX  KapakTepHCTHKa, IN  Vitro
nudepeHnyjanyja y ocrteo0nacte, agulolHUTe M XOHApoOIacTe je ocoOuHa Koja Ha
HajcurypHuju HaunH oMoryhaBa uaeHtudukammjy MSCs (Crnuka 6). Y Buiie cryamja je
nokasaHo ja tpancopmuinyhu dakrop pacra 6era (enri. transforming growth factor, TGF-
B) 1, 2 u 3 crumynumry nudepennujanujy MSCs y xonapormre (202). LukianyHo uznarame
MSCs xombunanuju TGF-B3 u BMP-6 (enrn. bone morphogenetic protein-6) napounto

nosehaBa nenoHoBame Matpukca xpckaBuiie (203). Kao xoHaporeHw Meawjym, HaCympoT
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Menujymy 3a ekcran3ujy MSCs, kopuctu ce DMEM ca BUCOKUM cazipikajeM IIIyKo3e Y KOju
ce noaajy 6moaktuBHU MoyieKyau L-mpomun (40 ug/ml), ITS (ewra. insulin, transferring,
sodium selenite), natpujym mupysar (100 pg/ml), nexcameraszon (100 nM ) u L-ackopOuHcka
kucenmuna (50 pg/ml) (204). Xowaporena mudepeniujanuja MSCs gokasyje ce
XHCTOJIOMKUM OojemuMa, kao mrto cy Safranin—O/fast green u Alcian blue, kopumnihemem
peareHca KojH je OCETJhHB Ha IIPUCYCTBO MPOTEOTIIMKAaHA U TITyKO3aMUHOTJIMKAHA.

In vitro uaaykumja mudepenumjauuje MSCs y ocreobiacte Moxe ce MocTuhu MpUMEHOM
HEKOJIMKO pa3anuuTHX npotokona. Tako Ha mpumep, 100 nM nexcamerazona, 50 pg/ml L-
ackopoun 2-docara (ewen. L-ascorbic acid 2-phosphate, ASAP) u 100 mM p-
riuuepodocdara HakoH 7 10 14 naHa pe3ynryje ACTOHOBamEM KajlljyMa U €KCIPECH]OM
KaCHUX OCTEOT€HHMX MapKepa Kao IITO Cy CHjaJONPOTEHH KOCTH, OCTCOKAIIHH U
octeonektul (205, 206, 207). JlekcameTa30oH je TIIMKOKOPTHKOCTEPOH] KOJU Y 3aBHCHOCTH
O] JI03¢ MOJKE Ja CTHMYJIHIIEC WIM WHXHOUpa octeoreHy audepeniujamnujy MSCs (208).
[Toka3aHo je na BUCOKE J103¢ JCKCAMETa30HA CTUMYJIMINY aTuIOreHy, JIOK HHUCKE 03¢
crumyiuiry ocreoreny audepennujaiajy MSCs (208). JlomaBame ASAP y kynrypy,
npomoBuiie nponudepainjy henrja u omocunresy konarena (124, 125, 126 209, 210, 211).
VY koMOHMHalMju ca MOMEHYTUM CyIUIEMEHTHMa, P-riunepodocdar urpa KbydHy yiaory y
CTBapama KaJllU(pUKOBAHOT MaTpUKca, 003UPOM Ja je Y HErOBOM OJICYCTBY JIEIOHOBAHE
kanuujym dochara Beoma criopo (126 211). Panu unnukatopu ocreoreHe audepeHimjammje
MSCs cy mnosehana ekcnpecuja amkamae Qocdaraze koja ce Moke KBaHTH(DHKOBATH
kopuihemeM KOMEpIHjaTHIX KUTOBA HJIM XEMHjCKHM 0ojereM Ha 0a3u HadTona (212, 213),
Kao W CUHTe3a Kamu(pUKOBAHOT MaTpHKCa KOja C€ XMCTOJIOIIKH Hajuenthe Bepudukyje
0ojemeM KaaujyM hochaTHUX KOMITOHEHTH MaTpukca Alizarin red—om (212, 213).

MSCs rajene y jemHoM ciojy, y mpucyctBy gaekcamerazona (0,5 pM), 1-merwmn-3-
nzo0yrunkcantuHa (enri. 1-methyl-3-isobutylxanathine, IBMX) (0.5 uM-0.5 mM) u
unnomeranuua (50-100uM), noanexxy amunoreHoj audepenuujamuju (214, 215, 216, 186,
217). WUncynuH je BakaH cacTojak Mmeamjyma 3a gudepeniujanujy MSCs y amumorure
(mexcamerazon, IBMX , wnaomeranwH) 2-5 naHa, Kao M 3a OJpXKaBamke TOOW]ECHUX
amunonura y kyntypu (216). V Behunu crymuja je 3a0enexeHo 1a jo3a JeKcaMmeTa3oHa 3a
uHAYKIMjy mudepennujannje MSCs y agunonure tpeba aa O6yne 0.5 pM wnu et nmyra Beha
ox ore kojom ce MSCs ycMepaBajy ka OCTEOITUTHMA.

Kibyuynu kopak y 3amnouumamy aJWIIOreHE3e j€ 3ayCcTaBjbambe henHujcKor IHKiIyca
xouapouuta nodujenux oxg MSCs. IBMX je unxubutop Qocdoauecrepase Koju crpedana

koHBep3ujy CAMP y 5’AMP, mto 3a nocneauny uma noehany ekcrnpecujy NpoTeHH KHHA3e
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A ¥ XOpMOH ceH3uTHBHE jumaze (eHri. hormone sensitive lipase, HSL) kao u cmameme
nponudepanuje hemuja (218). HSL pasrpaljyje Tpuanuirinieposie y riniuepoia u caoboaHe
MacHe KHCEJIMHE, IITO NPEJICTaB/ba BAXKHY PEaKInjy TOKOM aaunorenese (218).

Excnpecuja tpanckpunimonor ¢akropa PPARy (enrn. peroxisome proliferator-activated
receptor y) y MSCs wu3a3Bana WHIOMETAllMHOM, HMIpa Ba)XKHY YJIOTY y aJHIIOTCHE3U H
ocreorene3u. Akrubanuja PPARy nupektHo mHxuOupa octeoreny AudepeHiujanujy npexko
Wnt curnaiHor myra, 10K je HCTOBPEMEHO HEOIXO0/IHa 3a ajumnoreHy audepenuujamujy (218,
219, 220). Hamme, mokazaHo je nga u3octaHak ekcrnpecuje PPARY 3HauajHO penykyje
JCTIOHOBaKke JHMIUIHUX Bakyona W npoiudepaunjy agomouuta (217). YV umipy motBpiae
mudepenuujanuje MSCs y agunonure, ekcnpecuja TpanckpunuuoHor ¢axkropa PPARy2 ce
nerekryje metogqom RT-PCR. Takohe, nunumHe Bakyosie CHHTCTHCAHE WHTPAICTYJIAPHO Y
amunonutuma renepucanuMm oj MSCs, upentudukyjy ce Oil Red-O xwucronomkum

00jemeM.

AeKcaMmeTasoH AeKcaMeTasoH TGF-B113
IBMX B-rnuuepocpocehar
MHAOMeTaLMH L-ackopbun 2-¢hocchar

OcTeoreHesa XoHaporeHesa

%

Cauka 6. Iundepenumjanmmja MSCs y aaunonmre, ocreodjacTe W XOHApOUUTe. (KOPUTOBaHO IpeMma:

Pittenger M.F. Science.1999; 284:143-147 u Yeh W.C. Genes Dev.1995; 9:168-181).
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1.7. UMYHOMOAYJATOPHA CBOJCTBA MSCs

OcuMm mporeHuTopckux ocobuna, MSCs kapakrtepuinry u MobOunmzanuja (enri. homing) y
omteheHO TKHUBO, Ka0 W CIHOCOOHOCT Ja MOJIYJIHMpajy UMYHCKH OJrOBOP JUPCKTHUM
KOHTaKTOM ca henvjaMa MMYHCKOT CHCTEMa WIIU MPOIYKIMjoM CONyOMIHHX (pakTopa, MITO
ux uuHM obehaBajyhum cpeactBom 3a Jedeme OO0JIGCTH  Y3POKOBAaHMM HMMYHCKHM
Mexanuzmuma (191).

Hakon cucremcke npumene, MSCs murpupajy y moBpeheHo TkuBo. [IpomHdramanmjcku
IUTOKMHU (pakTop Hekpoze Tymopa (enri. tumor necrosis factor alpha, TNF-a),
unrepneykus 1 (enrd. interleukin 1, IL-1), uatepdepon rama (enri. interferon gamma, IFN-
Y) CEKpETOBaHHM HaKOH olTehema TKHBa, MHIYKY]y €KCIIPECH]y aXE3MBHUX MOJICKYJa KOjU
YUECTBY]Yy y KOTpJbamwy U TpaHncMurpauuju MSCS y ekctparnenynapHu Matpuke. Murpanuja
MSCs y 3anaspeHcKy MUKpOCcpenHy 3acHuBa ce Ha uHTepakiuju CXCL12 xeMokuHa KOju je
WHAYKOBaH nponH(pramanujckuM crumyinycuma u perentopa CXCR4 ekcipumupanuM Ha
noBpuminHu MSCs. Henocpenno Hakon enrpadprmenta, MSCs mopymupajy ypohenu u
CTEYCHH WMYHCKH OJITOBOP JUPEKTHUM MehyhelaujckuM KOHTaKTOM | THapakpHUHUM
Mexaam3moM. llapakpunau edexar Ha henmje umynckor cucrema MSCS octBapyjy
nmocpeacTBoM conyomnaux ¢akropa: TGF-B, HGF, PGE,, IDO, iNOS, IL-10, IL-6, LIF,
TSG-6, HLA-G u HO-1 (221). (Cnuka 7)
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Cauka 7. Ilapakpunu epexar MSCs Ha paznnunrte hennjcke nomynanuje.

HenaBHuMm cTynujama je TOKa3aHO J1a y 3aBHUCHOCTH O] 3ala/beHCKOT MHJbEa KOjeM Cy
uznoxene MSCS mpomoBuily MM CynpuMupajy uHpaamanujy. Y NPUCYCTBY HHUCKHX
konuentpanuja TNF-a u IFN-y, MSCs ctuuy npoundnamanmjcku penorun (MSC1) (221)
(Cruka 8). MSC1 nojauaBajy oarosop T nmumdoriura, Tako mTo cekperyjy xemokune MIP-
la (emen. macrophage inflammatory protein 1 alpha), MIP-1B, (enrm. macrophage
inflammatory protein-1p), RANTES (enru. regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted), CXCL9 nu CXCL10 kojuma npuBiaye JUMQOIUTE Y MECTO 3anajbema (222).
V oBakBoj cpenunn aktTuBHOCT INOS y mumjum u IDO y xymanum henujama Huje 10BOJbHA

na cynpumupa npoiudepanmjy T mmmdormra (223,224). Komeepsuja MSCs y
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npouH(IaMaIyjCK  WIA aHTUMH(IAMAIUjCKH  (EHOTHUI 3aBUCH M O]l CTUMYJIAIHje
peuenrtopa cauunux T0ll-y (ewen. toll-like receptors, TLRS) ekcnpumupaHux Ha HHXOBO]
noBpimHu (225). AktuBanuja TLR4 nunonosnucaxapumom (enen. Lipopolysaccharide, LPS)
[P paHOM OJIFOBOPY Ha ToBpeny TkuBa, ycMmepaBa MSCs mpema MSCI1 ¢enorumy, mok
aktuBanja TLR3 nBomanyanom puOOHYKJIeMHCKOM KuceaunHoMm (ewen. double stranded
RNA, dsRNA) unaykyje umynocymnpecuBan MSC2 ¢enotun (225). PaBHOTe)ka oBa JBa
CYHpOTHa TyTa MpOMOBHIIE On0paHy nomahuHa, ajay MCTOBPEMEHO CIpedaBa MpeTepaHo
omrteheme TKUBA U JIONPUHOCH BeroBoj penapaiuju (222). Tokom paHe ¢a3e nHbpamalmje,
MSCs cmamyjy anonTo3y HeyTpoduia, IPOMOBHUIITY BUXOBY MUTPALI]y Y MECTO UH(EKILIH]je
u noBehaBajy BUXOBY CIIOCOOHOCT Aa ¢arouutyjy Oakrepuje. KibydHy ynory y uHXUOUIUjU
aronrro3e Heyrpoduia umajy IL-6/STAT-3, IFN-f u GM-CSF- (226, 227). Ha oBaj HauuH, y
npucyctBy MSCs aktuupanux npeko TLR3, oxpikasa ce pool HeyTpodwuiia Koju J0MPHHOCE
onopanu nomahuna ox uadeknuje (228). Hakon nmpeno3HaBama aHTUT€HA MUKPOOPTraHU3aMa
pesunente TkuBHe MSCS, mojauano mpoaykyjy dakrope pacra kao mro cy IL-8 u MIF
(enen. macrophagemigration inhibitory factor), koju mpuBiaue Heyrpoduie u noehaBajy
BUXOBY mnpounHpaaMaimjcky aktuBHOCT (229). Tokom pane dasze umyHckor oaroopa MSCs
nosehaBajy crmocoOHOCT HeyTpodmia 1a Garouutyjy OakTepuje U Ha Taj HAYMH N000JbIIAjY
emMMHHAIM]y maTtoreHa u3 omrehenor Tkusa (230). MehyTum, TokoM KacHe (a3e HMYHCKOT
OJIroBOpa, y TpHUCYCTBY BHCOKHMX KoHIeHTpanuja TNF-a u IFN-y MSCs wunaykyjy
excrpecrjy IL-10 y moHOnmMTHMa M Makpodarmma, IIUTOKWHA KOjU TPEBEHHpA MUTPAIH]Y
HeyTpoduiIa y TKHBO U CrpedyaBa okcumatuBHH ctpec (231). OBu pesynrtatd ykasyjy aa y
nouetky 3anajbema MSCS wurpajy mnpouH¢prIaManujcky yiaory, Tako INTO IOMOBHIIY
MUTpalMjy U aKTHBAIHM]y HeyTpoduia, nojayaBajyhu UMyHCKH OJTrOBOp, JOK TOKOM KacHe
¢daze, MSCs moctajy iMyHOCYIIpECHBHE, MHXHOUPA]y MUTPAIH]y HEyTpoduiIa U cCrpedaBajy
OKCHJIATHBHY MOBpeay TKuBa (222). Pesynraru in Vvitro u in Vivo ctynuja ykasyjy ABOCTPYKH
epexar MSCs Ha npexuBIbaBame, Npoaudepannjy, akTupanyjy B numponnra kao 1 lHUXOBY
mudepernujannjy y twiasma hemuje (232, 233, 234). MSCs aktuBupane mpexko TLR
perienTopa NpoMoBHIILy npoiudepunjy u audepHurjanyjy HauBHux B numdponura y henuje
KOje TPOyKYjy uMyHornooynmuHe (232). Rasmusson u capaJHUIM Cy MOKa3aJiv Jia 0]l HUBOA
crumynanuje MSCs LPS-om win BupycHMM aHTUIeHMMa 3aBUCH Ha Koju HaunH MSCs
Moaynupajy npaykuujy 1gG y B mumdornutuma (233).

Tokom Oaxtepujcke mnm BupycHe mH(peknmje MSCsS 3HauajHO CcympuMmupajy TPOIYKIH]Y

antutena y B mmmdonuruma, mehyrum y ycmoBuma kama LPS, Cytomegalovirus wim
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Varicella zoster Bupyc unaykyjy cnadbuju umyHcku oarosop, MSCs cruMmynumy cexpenujy
1gG (234).

O LPS

IFN-y /TNF-a

MSC

TaKTMBaum|a oS 1 akTUBaUM|a

TMUrpaumia ,‘3‘ TIFN-y

lharoyuToza 2 TTNF-o
HEeYTPOKNK T numchouuTy

Caunka 8. Ilpomndaamammjckn edekar Me3eHXMMATHHX MATHYHHX heamja. YV mouerHum (dasama
3amajberha, y MPHCYCTBY HHUCKHX KOHIEHTpamnuja mpouH¢maManujckux nurokuHa (IFN-y, TNF-o u IL-1pB)

crudy npouHpIamanujcku ¢penorui. (kopurosano npema: Gazdic Marina. Stem Cell Rev 2015; 11: 280-287).

Ha cynpot Tome, y TKUBY y KOME je KOHIIEHTpAIHMja MPONH(IaMaINjCKIX ITATOKHHA BHCOKa,
IITO ce Jemana y KacHU (pazama 3amasbema, MSCS cy anTumH(IaManujcke, CynpuMHupajy
nponudepannjy, aktuBaujy u epexropcke pynkuuje T mumdonuta, hemmja koje npe3eHTyjy
aHTurene (nenapurckux henuja, makpodara m B mumcponura) u NK henuja, mro 3a

MOCJIEANIlY MMa perapaiiujy TKUBa U YCIIOCTaBJbame TKHUBHE XoMeocTase (221). (Cnuka 9)
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Canka 9. UmyHocynpecuBHo nejcrBo MSCs Ha henmje mMyHcKor cucrema. Y IPUCYCTBY BHCOKE
koHuenrpamyje IFN-y m TNF-a nmm ycnen axruBammje TLR3, MSCs cruuy mMyHOCYNpECHBHHM (DEHOTHII
(MSC2). (xopurosano npema: Gazdic M. Stem Cell Rev 2015; 11: 280-287).

1.7.1. Moaexkyaapuu Mexanu3mu cynpecuje T mumdonnra

MSCs Memajy ¢enotun u ¢ynxuuje CD4” momohumukux m CD8' nwmroroxcuukux T
muMmdoruta  (CTLs) nupexktHum wmehyhenujckuM KOHTakTOM Kao H  MapaKpUHUM
mexanusmuma (235, 236). ITokazano je ga ce y ocHOBM wHxHOuIje mponudepanuje T
auMGoIMTa Hala3u MHTEpaKIija HHXUOUTOpHOTr Mosiekyia PD-1 excnpumupanor Ha MSCs
ca weropuM surauauma PD-L1 u PD-L2 na mumdonmruma (191). MSCs He ekcnpumupajy
Ko-ctumysaropue moiekyiae CD80 (B7-1) u CD86 (B7-2) Ha cB0joj MeMOpaHH, IITO 3a

nocieanly uMa MHAyKujy anepruje T mumdonmra (237). Hajpaxxauju conyomnau dakropu
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kojum MSCs mapakpuno cynpumupajy T mmmdbornure cy WHIAOJAMHUH-2, 3 JTHOKCHUTE€Ha3a
(eurn. indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO) u uHaynuOHIHE a30T OKHJ CHHTa3ze (CHIJL.
inducible nitric oxide synthase, INOS) (238). IDO je ensum koju pasrpaljyje eceHIUjaTHy
AMMHOKHUCENIMHY TPUNTO(paH 10 KUHYpEeHHMHAa M TOKCHYHUX Merabonurta (XWHONHE H 3-
XUAPOKCH aHTPaHWUJIIHE KHCEIWHE) KOjU CMamyjy nponudepanujy U UHAyKyjy anontosy T
aumdoruTa. Y peakuuju kKojy karanusyje eHsum INOS u3 L-aprununa ce cunreruire NO.
NO wmMa kpaTak TONIY-KUBOT U Jellyje Kao CUTHAIHU MOJIEKYJ, Tako INTO WHXHOUpa
dochopunanujy Stat-5 monekyna (enri. signal transducer and activator of transcription-5) y
T numdonuTiMa W Ha Taj HAYWMH 3aycTaBiba HBHUXOB henmujcku mukiyc (239, 240, 241).
Glennie u capagnuuu cy nokazanu ga MSCs CHaXKHOM HHXHOMIHMjOM LUKIWHA-D2 un
noBehameM eKcrpecHuje MHXHOWTOpa IUKIMH-3aBUCHE KuHa3ze p27kipl mory mHmykoBatu
aneprujy T nmumdormra (242).

Hekomuko cynuja je ykaszano Ha Baxny ynory TGF-f (243, 244), HGF (243), PGE2 (245,
246) u HO-1 (247, 248) y cynpecuju nponudeparmje CD4" u CD8" T mumdonura (243).
TGF-B wunxubutopHo nemyje Ha ayrokpuny aktuBanujy JAK-STAT curnamxor myra
uHTepieyknHoM-2 'y T nmmdpounutuma, dYmMe crpedaBa ekcrmaHsujy T mumdoruTa
3aycraBbajyhu ux y G1 ¢asu henujckor umkmnyca (249). onarno, PGE; koju mpoaykyjy
MSCs nupexktHo uHxHOuTOpa mponykuujy IL-2, kao u excnpecujy peuentopa 3a IL-2 u
JAK3 monekyna y T mumdponutuma (250). MSC-niocpenoBanoj cynpecuju nponudeparuje T
muMonuTa 3Havdajuo ponpuHock 1 HO-1/CO, unaxubuimjom cekpenuje IL-2 u ERK/MAP
KWHA3HOT CUTHAJIHOT TiyTa (247, 248).

OcuM uMyHOCYNpecUBHUX Mouiekyna koje MSCs npoaykyjy KOHCTUTYTHBHO, ITO3HATO j€ A2
npu KokyntuBanuju ca T mumdormruma, MSCs nponykyjy IL-10 (251) u LIF (252), mto
yKa3yje Ja je 3a HCIoJbaBalkbe HMMYHOMOAYyJTaTOpHHX cBojctaBa MSCs Beoma BaxHa
uHTepakuyja ca hemujama numyHckor cuctema. Axrusanuja T0ll-like penentopa 2 (TLR-2)
excripumupanux Ha MSCs crumynume npoaykiujy rainektuHa y MSCs (253). anextun-1 u
cemadopuH-3A uxubupajy npommdepannjy T mumdorura MmocpeacTBOM HEyponuianHa-1
(254).

[TokazaHo je Aa BUCOKE KOHLEeHTpanuje npouHpramanujckux nutoknHa TNF-o um IFN-y
MOCTIeNTY]y TPOAYKLHU]Yy CBHUX MOMEHYTHMX HMYHOCYNPECHBHHMX COJIYOWIHUX (akTopa y

MSCs u THMe TOIPUHOCE HCIT0JhaBajy UMYHOMOIYIaTOpHUX cBojcTaBa MSCs (255).
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1.7.2. 3navyaj unrepakuuje MSCs u nenapurckux henuja y mndgiamanuju u3zazpaHoj

aktuBauujom T smmpouura

OcuMm nupexktauM epektom, MSCs Mory na cynpumupajy audepeHuujanujy u eheKTopcke
¢ynkuuje Thl, Th2 u Th17 numdornura n HHAUPEKTHO, yTHLIajeM Ha henuje Koje Mpe3eHtyjy
aaturene (237, 256, 257). MSCs unxubupajy mupepenumujarmjy monormra u CD34"
nporenuTopa y nenapurcke hemuje (258). Jennpurcke hemmje ko-kynaruBucane ca MSCs
3aycraBibeHe ¢y Y GO/G1 da3u henumjckor nukiryca, yciiel HUICXOIHE perynamuje MUKINHA
D2 (259). Ocum Tora, nenmpurcke henuje Hacrane y mpucyctBy MSCs cy Hespene u
KapakTepuine ux oacyctso excnpecuje CD83, HLA-DR kao n KocTUMYITaTOpHUX MOJIEKYIa
CD40, CD80 u CD86 (260, 261). He3pene nenapurcke henuje HUCY y CTamby J1a aKTUBUPA]y
T aumdonuTte, Beh ux Boge y aneprujy (258). Djuad u capaguuiu cy mokaszanu aa je 1L-6
IJIaBHU IIMTOKUH KojuM MSCs mHXuOUpajy caspeBame AeHApUTCKUX henuja (262), mok je
apyra rpymna ayropa npumernom uaxuouropa cunrese PGE, NS-398, mokazana nqa PGE; uma
KJbYUYHY YJIOTY y OBOj HHTepakiuju (263).

MSCs unnykyjy TojeporeHu (heHOTHUN JeHAPUTCKUX henuja, KOju Kapakrepuiue rnoBehaHa
npoaykiyja antunHpramanujckor IL-10 m cMameHa mpoayknuja HpoHH(IAMALIN]CKUX
TNFa, IFN-y u IL- 12 (245, 264). Liu u capagHuim cy mokas3ajiu, Ja y KO-KYJITYpH ca
nenaputckuM henujama, MSCs npoaykyjy IL-10, aktuBupajy JAK1-STAT3 curnamau nyt u
CJIEZICTBEHO MHXHOUpajy ca3peBame, cekperujy IL-12 u cnoco6HOCT AeHapuTcKux henuja na
aktuBupajy T mumponuTte (265).

Hupexktnum Mehyhennjckum  koHTaktoM u  npoxaykimujom PGE;, MSCs wunxubupajy
audpepenipjanjy Thl7 mumdonura o7 HaUBHUX U MEMOpPHjcKH mpekypcopa (257).
Wuxunbunuja Thl7 ¢enoruna je mnpaheHa mnoBehaHOM €KCIPECHjOM TPAaHCKPHUIILIMOHOT
dakropa FoxP3 u macrankom IL-10" Treg mumdonura (266). ITokasaHo je 1a aKTHBAIM]OM
Notchl curnamnor myra nuranguma (Jaggedl, Jagged2 u Delta-Like (DLL) 1, 3 u 4) unu
npoxaykijoM conyommHux ¢akropa HLA-G5, PGE; u TGF-B1, MSCs npoMoBuIry HacTaHak
u excriansujy CD4"CD25"FoxP3™ Treg (267).

1.7.3. MSCs cmamyjy uurorokcuuku noreiuujan T sumgonnta u NK heanja

HenaBaum ctynujama je mokazano na ce nHxubutopuHu edexar MSCs Ha ITUTOTOKCHYHOCT
CTLs mpeBacxogHo 3acHuBa Ha cympecuju nponudepanuje CTLs a mame Ha TUPEKTHOM

HHXHOUTOPHOM e(EeKTy Ha FBHXOBY IMTOTOKCHYKY akTUBHOCT (268, 269). JupexTHHM
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henmuja-hennja xoHTakTOoM, Kao M mapakpuHo mnpoaykuujom PGE,, IDO u TGF-B, MSCs
cMamYjy excripecnjy perienrropa NKG2D Ha CD8" T nuMdornuTiMa mTo crpeyaBa HaCTaHAK
edexropckux CTLs (269, 270).

Bpojue crynmuje cy mokasane na npu KokynrtuBamuju y oxnocy 1:1 wm 10:1, MSCs
cynpumupajy npoiudepanujy u npoaykiujy IFN-y y NK hemujama (245, 271). Ocum Tora,
aktuBupane NK henuje kyntuBucane y npucyctsy MSCs y Tpajamy 4-5 naHa uMmajy Mambu
UTOTOKCUYKH TMOTEHIIMjall, KOjH je U3paKEHHUjH MpeMa UJbHUM henrjama Koje eKIpuMHupajy
HLA wmomnekyin | kmace (271, 272). PenykoBana mutotokcuuHocT NK henuja ce oOjammana
unxubutopuuMm edexrom PGE;, IDO u TGF-B1 koje mpoaykyjy MSCs Ha ekcmpecujy
axtuBanronnx NK penenropa (271, 273).

Jenmuna no nanac o6jaBibeHA cTyaMja y Ko0joj je ucnmrana uarepakija MSCs u NKT henuja
je mokazana nma MSCS mopeksioM M3 KOCTHE CpXH Jbyad IN VItr0 MHXUOUpAjy eKCIaH3ujy
NKT henuja wu3onmoBaHux u3 mnepudepHe KpBU 3ApaBUX JlaBajiana, JUPEKTHUM
MmehyhennjckuM KOHTaKTOM M CeKpenujoM conmyOminHux ¢aktopa (274). Mehytum, yTuiaj

MSCs na denorun u pynkuujy NKT hemnmja in VIVO join HHje YBEK pa3jalimbeH.

1.7.4. Monekynapau Mexanusmu kojum MSCs cynpumupajy makpodare

AxtuBHpaHe npowH(IaMaujckuM curHanuma, MSCS monapusyjy TKuBHE Makpodare w3
kiaacuuHor M1 npoundaaMarujckor GpeHoruna y antu-uHdaamanujcku M2 dpenorun (275).
M2 wmakpodare kapakTepulle CMameHa (arouuTHa akTHUBHOCT, TMoBehaHa MNpoayKuuja
umyHocymnpecuBHor IL-10 u cmamena mpoaykimja IL-12 u TNF-o (276, 277). MSCs
Y3pOKYjy ToJlapHu3aIiijy Makpodara TMpeKTHUM KOHTaKTOM Kao u cekpennjom PGE;, TSG-6,
IL-6 u IDO (278, 279, 280, 281). Hakou ctumynaruje MSCs meaujaropuma 3amnabema (IFN-
Y, TNF-a u LPS), tpanckpumnmonu ¢akrop NF-KB ce Tpanciommpa y jenapo, mosehasa
excripecnjy COX2, mro 3a mocnenuny uma cekpeunjy PGE; u3 MSCs (278). CekperoBanu
PGE; ce Besyje 3a penienirope EP2 u EP4 na makpodarnma, naaykyje npoayknujy IL-10 y
MakpodarnMa M CIEJCTBEHO CMamberbe 3amaberba (278). YV Moaeny NepuTOHUTHCA KOJH je
M3a3BaH 3MMO3aHOM j€ IOKa3zaHo Ja Ha mpucyctBo TNF-o mopekioMm M3 makpodara y
TKUBHO] Mukpocpenunu, MSCs oarosapajy cekpeunjom TSG-6 koju ce Besyje 3a CD44 na
Makpodaruma mro y3pokyje uaxuouimjy TLR2/NFk-B curnanHor myra u cynpumupa iaby
cekperjy npouHdamanujckux meaujatropa (279). Melief u capaguunu cy 3abenexunn 1a

MSCs y kokynTypu ca MoHouuTHMa cekperyjy IL-6, koju ¢daBopusyje nudepeHuujammjy
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MoHoIMTa y anTunHIamarmjcke IL-10" hemuje (280). Heyrpammsamujom IL-6 y kokynrypn
uaxuburopuu edexar MSCs ce uzryouo (280).

IFN-y u TNF-a npucyran y undaamupanom tkuBy, crumynuiy MSCs na cekperyjy 1DO,
Koju paszrpahyje TpuntodaH M3 MUKPOOKpPYKEma 0 KUHypeHnHa. KuHypeHuH TUpEeKTHO
cynpumupa nponudeparnujy T mumdonura wim aenyje UHIAUPEKTHO, TaKO IITO HHAYKY]jE
mudepenmmjarmjy 1L-10° CD206" M2 makpodara (281). Hactamu nMyHOCYynpecHBHH M2
makpodaru npoaykyjy CCL18 u IL-10, koju cunepructudku ca umyHocynpecuBanm PGE; n
TGF-B mopexiiom u3 MSCSs, mocnemryjy cekpenujy HLA-G5 mTo 3a mocnemuiy mma

excrian3ujy Treg mumdormra (282, 277).

1.7.5. Moaekynapau Mexanusmu kojum MSCs cynpumupajy B numdpouure

[Tokazano je ma MSCs cynpumupajy OpOAYKIHM]y aHTUTENa Kao M mpoiudepanujy
akTuBupanux B mumdornmra (283, 284). MSCs cekpetyjy CCL2 koju unaktuupa STAT3 u
uHIyKyje ekcrpecujy paired box protein 5 (PAX5) y miazma henujama mrto 3a HOCIeanILy
nMa CMambCHhe PoAyKIrje antuTena (285).

Tabera u capaguunu cy mnokaszanmu ga MSCS uaxubupajy dochopunanujy ERK1/2 un
uHAYKY]y aktuBanujy p38 MAPK y B numdonutuma mro 3aycraBiba henujcku nukiayc B
mumdorura y GO/G1 dasu (283). Cympecuja npoaudeparuje u arnonrosa B mumdorura cy
9YeCTO WHAYKOBAaHH TOKCHYHUM MeTabOIMTHMa TpunTo(daHa HACTAIUM aKTHBHOIINY eH3UMa
IDO koju npoaykyjy MSCs (272, 284).

MSCs cmamyjy ekcnpecujy xemokuHckux perentopa CXCR4, CXCR5 u CCR7 a tume u
KamamuTeT MUTpalfje HAaMBHUX U akTuBUpaHux B muMdonura (284). Mako je mokaszaHo aa
MSCs cynpumupajy ekcrpecujy CD80 u CD86 na nenapurckum henujama (260, 261),
eKCIpecHja KO-CTUMYJATOPHUX MoJieKyJa Ha B numdouutuma ce He Mewma Ipu

kokyntuBanuju ca MSCs (284).

1.8. UMYHOMOAYJATOPHU E®EKAT MSCs Y AKYTHOM XEITATUTUCY

MexaHu3aM akyTHOT ollTehema jeTpe MoXe ce MOAETUTH Yy JBe (daze. Y MpBoj, MATOTeHU
WM TOKCUHHU TUpPEKTHO omtehyjy henujcke opranene u akTUBUPA]y CUTHAJIHY Kackaay Koja
HapymaBa yHyTaphenujcky xoMmeocTtasy. Y apyroj (asu, y 1nuiby crpedaBama MpOrpecHje
omrehema TKMBa, pa3BHUja c€ MMYHCKH OATOBOp W MHGuamanuja y jerpu. CBH MOMEHYTH

MeXaHu3MH, YKJbyhyjyhu pasnuuute mnyreBe cMpTu henmwja jeTpe MONYyT aromnTose,
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ayto(aruje, HEKpo3e U HEKpONTO3e, 3ajelHO Ca OCTAJIUM MAaTOPHU3UOJIOMIKUM IPOLECHMA,
y3pOKyjy omireheme jeTpe y KOMe BaXKHY YJIOI'y HIPpajy HMYHCKH Mexanu3mu (286).

VY mwpy mpoydaBamba MEXaHHM3aMa akyTHOr omTehema jeTpe ycrocTaBibeHH Cy OpojHH
aHMMaJIHU MOJENM XEeMaTUTHCAa KOjU C€ EKCIEPHUMEHTAIIHUM IKHBOTHEAMa H3a3UBajy
XEMUJCKUM CYIICTaHLlaMa, MeTa0OJUTHMa, WH(PEKTUBHUM areHcuMa WM pPa3IuduTHM
XUpYpIIKUM nporenypama. C o03UpoM Ha TO Jja 1O CBOJUM KapaKTEpUCTHKaMma OJroBapa
aKyTHOM, (DYJIMUHAHTHOM XEHAaTUTHUCY JbYIH, aKyTHO omrteheme jeTpe MHUIIeBa H3a3BAHO
koHkaHaBamuHOM A (Con A) cmarpa ce J00pHM MOEIOM 3a aHAIM3HPAHkE WHHUIIMjAITHUX
MMYHCKUX MeXaHHM3aMa BaXKHUX 3a Pa3Boj olrehema jeTpe y3poKOBaHOI akTuBauujom T
mambormta (287, 288, 289, 290). CD4" T mumdounutn MHGUATPUIIY TKHBO jeTpe H
CeKkpeTyjy Bucoke KonueHTpauuje nutokuHa TNF-o, IFN-y, IL-2, IL-6 u GMCSF (288).
Ocum CD4" mmmdonura, upekTHUM MehyhelqHjcKuM — KOHTAaKTOM,  CEKpEeIHjoM
npouHQIaMalMjCKUX UTOKMHA WINM PEAKTUBHUX KMCEOHMYHUX pajJuKaja, CMPT XenaToluTa
MHIYKYjy U octane henmje mmynckor cuctema: CD8" T mumdpommtu, NK, NKT hemnje u
makpodaru (287, 288, 290).

VY crymmjuma y xojuma je mpumeHoM Con A wuszaszBano omrteheme jerpe, MHUIIEBUMA Cy
ycnentHo TpaHciiantupane MSCS, HakoH dera je 3a0eNeeHO CMambemhe OMOXEMH]CKUX U
MAaTOXMCTOJIOUIKUX MapameTapa omrehewma jeTpe, Kao M 3HAYajHO Mama MPOJyKIHja
npoun¢amanujckux murokuHa IFN-y u TNF-a (291, 292). [lox IFN-y Bomu xemartorure y
arnorro3y nocpeactsoM Fas pernenropa, TNF-a HakoH Be3uBama 3a TNF peuenrop mzasusa
aronTo3y XernaToluTa aKTUBAIMjOM Kacmasze §, IITO 3a MOocieaully uma ocinobabhame
MHTOXOH/PHjaJHOT IUTOXpOMaA C M akTHBalujy kacmasze 3 (293, 294). Ctora HHXUOUTOPHU
epexar MSCS Ha TpOAYKIHjy MOMEHYTHX NPOMH(IAMANN]CKUX ITUTOKWHA, JCTUMUIHO
o0jalmaBa CMameHY aroNTo3y CHHYCHIAIHUAX EHAOTeNHHX henvja W XemaTouTa, Kao
JEIHOT O TIaBHUX MeXaHMW3aMa omTehema jeTprHor napeHxuma y obom mojeny (290).
Wutpacnnennuka armkandja MSCs 3HadajHo cmamyje omreheme jeTpe y MuIleBa ca
XCeMaTUTHCOM W3a3BaHuM mnpuMeHom Con A, Ha Taj HaywmH mTO ToBehaBa ekcmpecHjy
xemarornporekTuBHOT |L-10 y jerpm m cmamyje ekcrnpecujy TNF-o, IFN-y u FasL y
mampouutimMa u KyndepoBum hemujama (295). Zhu w capagauim cy mnokazamm na
TpaHncrulanTupane MSCS cBOj MMyHOMOIyJaTOpHHM edeKkar OCHUM JIOKAJHO OCTBapyjy H
CHUCTEMCKH, 3HayajHO cMamwyjyhu Opoj axTuBuUpaHux UupKyaumyhux numdonura u
konnenrpanujy TNF-a, IFN-y u IL-4 y cepymy (292). Tpauncrnanrarmja MSCS Huje nmana
yruiaja Ha ekcripecrjy NO cuntaze u 1L-2 (292). Ryu u capagaunm cy nokaszamu na MSCs

n3onoBane u3 ToH3wia (T-MSCS) cekperyjy rainektuH-1 Koju HMHXHOMpa MPOIYKLH)Y
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npouHpIamanujckux nuTokuHa y T numdonuTiMa u cTBapa UMyHOCYIIPECUBHO OKPYKEHE Y

jerpu Con A-tpetupanux muiiesa (296). (Ciuka 10)

T |
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Camnka 10. Tpancnianranuja MSCs y mogeny akyrtHor omrehema jerpe. MSCs n3onoBane n3 pasnmuauTux
TKHBa JEJyjy NMPOTEKTHBHO y EKCIEPUMEHTAJTHOM aKyTHOM XeNaTHTHUCY Ha Taj HauuH IITO CMamyjy Opoj
rnaBHUX edekTopckux hemwja y unpnamanuju y jerpu (CD4" T numdonura, Gr-1" meyrpoduna u CD11b*
F4/80" makpodara). MSCs crumynuiry mpoAykuujy xematonpotektusHor IL-10 u cynmpumupajy ekcrpecujy
TNF-a, IFN-y, IL-4 u FasL y CD4" num¢ponuruma u Kyndeposum henujama. (kopurosano npema: Gazdic
Marina, Int J Biol Sci. doi:10.7150/ijbs.20240).

ITopen NKT henuja koje ce npencraBibajy riaBHe eekTopcke henuje y maToreHe3u akyTHOT
xenatutuca, Kymndepoe u neHmputcke henmuje Takohe urpajy BakHy YJIOTY Y pas3Bojy
uHbamarjckor oarosopa y jerpu (297). Crora ce cmarpa Jja IMyHOMOY/IaTOpHU edekar
MSCs na ¢enotun u ¢yHkuuje henuja Koje NMPe3eHTY]y aHTUTEHE y JeTPH MOXKE HMAaTh
TepanMjCKu YYMHaK y o0oJbermuMa oBor oprana. Higashimoto u capagHuim cy mokasanu aa
ce umyHocymnpecuBHH edekar MSCS mopeksioM M3 MacHOT TKHBAa y MOJENY aKyTHOT

. . . +
XenmaTUTUCA TPUMAPHO 3acHMBA Ha cynpecuju henwja mujenoumgHe jno3ze u CD4™ T
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aumdorura (298). Tpancmuantanuja MSCS HM30/10BaHHX M3 MacHOI TKHBA je PeayKOBaia
6poj CD11b*, Gr-1" m F4/80" henmja y jerpu MHIIeBa KojUMa je XEMATHTHC HM3a3BaH
npumenom Con A (213). Excipecuja TNF-a, IL-10 1 CXCL10 y CD4" T nmumdponutuma u
CD11b" hemujama je 6una 3HayajHO cMameHa, kao 1 IFN-y, IL-4 u CXCL9 y CD4" T
nmumdonutrma amu He 1y CD11b* henumjama (298).

VY ckmany ca epexruma npumene MSCs y Con A-unaykoBanoMm omrehemy jerpe, Zhang u
capagauiy cy nokasanu na MSCs 3HadajHO penyKyjy omTeheme XenaTonura 1 MOPTATUTET
MHUIIEBa KOjUMA je XENaTUTHC M3a3BaH arukanujoM LPS-a, tako mto maxubupajy Thl u
daBopusyjy HactaHak Treg denoruma (299). Cmamerme KIMHUYKUAX 3HAKOBA M MPOrPECH)E
Oozectu je mocneauna audepeHIujamnmje CD11c'B220 peKypcopa ACHIpUTCKUX henuja y
nenapurcke hemnje perymaropror penorurna CD11c"MHCI"CD80"°CD86" yenen Besusama
PGE; koju cekperyjy MSCs 3a EP4 penenrop u ciencrBene aktuaije PISK/ERK 1/2
curHaigHor myta (299). Perymnatopue nenmputcke hemuje npoaykyjy TGF-p u IL-10 kojuma
HHIYKYjy HacTaHaK perynatopHor ¢penoruna T mumdonuta y jerpu (299).

Pesynratu mpeTxomaHO CIIOMEHYTHX Kao W HEKOJHMKO HEABHO 00jaBJbEHUX CTYAHja YKa3yjy
na conyOowrHn (aktopu koje cekperyjy MSCS, 0OZHOCHO KOHIWUITMOHHPAHH MEIUjyM
reHepucan o1 MSCs (MSC-CM), mory OHWTH [OMYHCKO TEpamujcKO CPEICTBO alk MU
antepHaThBa TpaHcrulanTauuju MSCs y akyTHoM omrehemy jeTpe y KOM yIOry urpajy
umynckn Mexanmsmu (300, 301, 302, 303). Ammukaiuja UMyHOMOJIYJATOPHUX MOJIEKYIIa
koje mpoaykyjy MSCs, kako y 6omycy MSC-CM Tako W eKCTpakopropasHO ITyTeM
OuopeakTopa, 3HauyajHO moBehaBa MpeXUBJbaBame MHUILEBA KOjUMA j€ HWHAYKOBAH
SKCIIEPUMEHTAIHU XEMaTUTUC XermaroTokcuHoM D-ramakrosamuuom (Gal-N) (300). MSC-
CM 3HayajHO cMamyje MaHIo0yJapHH JICYKOIMTHU WHQWITpAT W HEKkpoly hemmja jerpe
(300). Takohe, HakOH agONTHBHOr TpaHchepa JICYKOIMTA, KOMIIjYTEPU30BAaHOM
toMmorpadujom je mokazaHo ga MSC-CM mnpeycmepaBa henmje MMyHCKOI cHUCTeMa U3
noBpeheHor opraHa, OJHOCHO Ja j€ CMameHO MNPUCYCTBO MMYHCKHX hemuja y jerpu
BEPOBATHO TOCIENIIA MOy/Iannje mbuxoBe Murpamuje yopusranum MSC-CM (300). Van
Poll u capagnuim cy mnorBpawim naa cucremcka amiukandja MSC-CM  mosehasa
NpeXHUBJbaBambe MaIoBa U MpeBeHnpa ociaodahame OMOXeMHjCKUX Mapkepa omrehema TKUBa
jerpe y mozaeny ¢pyamunantHor xenaruruca (301). MSC-CM 3a oko 90% cmamyje anonTo3y
XEenaToIuTa, MOJICTHYE PEreHepalnjy y jeTpu Tako mTo noBehaBa Opoj xemaTomuTa KOju
nponudepury (301).

VY wMopgeny akyrtHor omrehema jerpe koje je u3azBaHo yribeH TerpaxiiopunoM (CCly),

Xagorari u capagaunu cy mnokazanu na MSC-CM cmamyje amonro3y henuja jerpe
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mocpenctBoM IL-6 u FGL-1 (302). Mehytum, y Moaeny ¢pyIMHHAHTHOT XEMAaTHTHCA KOjH je
u3azBan tuoareramuaoM (TAA), 3a pasauky ona TpaHciutantupanux MSCS koje cy
npoMoBucanie mnposnudepandjy M HMHXHOUpane amonTo3y XermaroluTa CYIpecHjoM
uapunrpauuje jetpe F4/80° maxpodaruma u xomsepsumjom CD4™ T mumdponura y
antuuH(panamropan  ¢genorun, amnukanuja MSC-CM  Huje wumama  3HavajaH
xemaronporekTiBHu edekar (304). Uudysuja MSC-CM je camo AeIMMHUYHO peayKoBaia
omreheme jeTpe, any HUje 3HAYaJHO CMambHia MOPTATUTET €KCIIEPHUMEHTATHUX JKUBOTHIHA
(304). OBu pe3yaratu cy HoapxKaid Teopujy aa 3a pasauky og MSC-CM, tpanciiianTupane
MSCs murpupajy y omreheHu opraH y KoM HHTeparyjy ca henvjama UMyHCKOT cUCTeMa U
TOKOM TIPBUX CaTH HaKOH omTehema jeTpe HcosbaBajy CBOj HUMYHOCYIIPECUBHH MOTEHITH]all
TUPEKTHUM VYTHIajeM Ha IUJbHE henuje WM mapakpuHO- KOHTHHYUPAHOM CEKPEIHjoM

conyomnnux meaujaropa (304).
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2. IJb PAJIA

OcCHOBHHU 1TMJb OBOT MCTpaKHBama je Ja ce ucrnura yruiaj MSCsS Ha maroreHe3y akyTHOT

omrehema jerpe y3pokoBanor aktuBaijom NKT hemnuja.

v CKi1aqy Ca OCHOBHUM HUJBEM IIOCTABJbEHU CY CJ'ICI[ChI/I CKCIICpUMCHTAJIHM 3aJ1a111.

1. buoXeMHjCKIM TECTOBMMA U KBAHTHUTATUBHOM XHUCTOJOTHjoM yTBpauTH ytuiaj MSCs Ha
aKyTHO omTeheme jeTpe n3a3BaHO KOHKAHABAIMHOM A WM 0-TaJJaKTOLEPAMHUIOM.

2. Ucnmratn yrumaj MSCs Ha ¢enorun u dyHKIHje hemrja MMyHCKOT CHCTEMa Y TKUBY
jerpe.

3. Ucniuratu yrunaj MSCs Ha mutoknHCKH ipodui y Moaenuma GyJIMAHAHTHOT

XCraTruTuca.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. REJMJCKA JIMHUJA MHUIIJUX MESEHXUMAJIHUX MATHYHHUX
REJINJA

VY ekcriepuMeHTHMa je KopuimheHa KOMEpIHjalHa JMHHja MUIJUX ME3CHXUMAaTHUX
matruHuX (eHri. mouse mesenchzmal stem cells, mMSCs) henuja n30m0BaHMX M3 KOCTHE
cpxxe C57BI/6 mumiesa (kat. 6poj S1502-100, Gibco/Invitrogen). henuje cy KyaTuBUcaHe y
DMEM wmenujymy (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) ca momatkom 10% deranHor
teneher cepyma (FBS, enrn. Fetal Bovine Serum), 2 mmol/l L-rnyramuna, 1 mmol/l
penicillin/streptomycin, 1 mmol/l He-ecenumjananx amuHokucenuHa (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany). henuje cy y3rajaHe y acenTHYHMM YCJIOBMMa y HHKyOaTopy Ha
temneparypu o 37°C u y npucyctBy 5% CO,. ¥V ekcnepumenTuma cy xkopuirhene henuje y
YETBPTO] MACAXKU.

HemnocpenHo mpe in vivo u in Vitro excriepumenara, henuje cy ojapajaHe ca aHa (acka (ca
~80% koHduryeHTHHM hermjama) KpaTKOTpajHuM TpeThpameM pactBopom 0.25% trypsin-a u
0.02% EDTA (PAA Laboratories GmbH) pacteopenor y PBS-y (eurn. Phosphate Buffered
Salline, PAA Laboratories GmbH) y tpajamy 2 munyra. Kako Ou ce HeyTpaimcano Iabe
nejctBo trypsin-a, hemuje cy Hajupe pecycnengosane y 6 ml DMEM-a ca nomatkom 10%
FBS-a u nearpudyrupane na 300 g 5 munyra. Hakon oxnmuBama cynepHaranTa, henmje cy
ucrupane asa nyra y yuucrom DMEM-y. Bujabunnoct henuja je onpehena momohy trypan-
blue-a u camo ona hemujcka cycnensuja koja caapxu Buie o 95% BujadbunnHux hemuja je

KOpI/IIJ_IheHa Yy EKCIICpUMCHTHUMA.

3.2/AEJIMJCKA JIMHUJA XVYMAHUX ME3SEHXUMAJIHUX MATHYHUX
REJINJA

Xymane me3eHxumaiine matuune henmje (enr. human mesenchymal stem cells, hMSCs),
M30JI0BaHE M3 MAacCHOI TKHBa JbYAM, JoOWjeHEe Cy Yy JlabopaTropuju 3a MaTh4He henuje
Jlenaptmana 3a OwoMenmuuuHcKe Hayke [[pkaBHor yHuBepsutera y Hosom Ilazapy.
N3onoBane henuje cy mnokaszajie agxepeHTHOCT, CIIOCOOHOCT MPOJOHTHPAHOT MMacakHpama
(mpexo 50 macaxka), kJoHOreHy nponudepanujy, dopmupame CFU-F u mMyarunoreHTHy
mudepentmjanujy in vitro y hemmje me3onepma (octeoreHa, XOHApPOreHa W aIHMIIOTCHA
mudepenimjanija). IMyHOPEHOTHIICKOM aHAIM30M MOKa3aHo je ojacycTBo mapkepa CD34 u

CD106 u npucycteo CD29, CD73 u CD90 na memOpanu usonoBanux hemuja. hMSCs cy
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KyntuBucane y kommietHom DMEM wmemujymy koju caapxku |-rmyramua (200 mM),
HeeceHnujasine amuHokucenune (10 X), 1% nenununun/ctpentomunva (100 X) u 10% FBS.

Menujym y kome cy pacie henuje je Meman cBaku Tpehu naH.

3.3. REJINJCKA JIMHUJA XYMAHOI' KAPHUHOMA JETPE (HepG2)

Y TtecroBuMma 1UTOTOKCMYHOCTH Kopuinhena je HepG2, hemmjcka nuHMja XymaHOT
kapuuaoma jerpe (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA; HB-
8065). OBa nuHHja je NOOHMjeHA W3 XEMaTOIECAYJIapHOI KapIHOMa jEeTpe ajoJIeCIeHTa
y3pacrta 15 rommna. Tymopcke hemmje HepG2 cy kyntuBucane y DMEM wmenujymy
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) koju campxu 10% ¢erantnor 6oBunor cepyma (FBS)

u uHKyOupane y armocdepu 5% CO,, 3acuhenoj BogeHom nmapom Ha Temnepatypu 37°C.

3.4. U30JJAINJA MUIIIUX XEITATOLIUTA

XenaTouTy Cy M30JI0BAHU W3 jJeTPH MHIIEBA MpeMa MPETXOTHO OIMHMCAaHOM HpoTokoiry (289).
[lepdysuja jerpe kpo3 V. porta-e y tpajamy ox 15-20 MunyTa je mpBO CIpoBeJcHa MPUMEHOM
T1 pacropa (0.9 % NaCl, 0.05 % KCI, HEPES 0.2 %, 0.08 mg/ml EGTA, pH 7.4) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), a 3atum npumenom T2 pactBopa (0.6 % NaCl, 0.05 % KCI, 1.2
% HEPES, 0.07 % CaCl2, 3 g/ml collagenase Type I, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). UsBaljena jetpa je MEXaHWYKH YCHTE,CHA CKAJIEIOM, HAKOH 4era je YCHTIbEHO TKHBO
pecycnernosaro y 2 ml DMEM-a (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), npormymreHo kpo3 70-
um hemujcko cuto (cell strainer BD Pharmingen, USA) u uentpudyrupano 600 rpm 4
muHyTa. Jlobujenu tajor je pecnycnermoBan y 3 ml DMEM-a, npe6auen na 30 ml 37.5 %
Percoll-a, u uenrpudyrupan 1,050 rpm 3 munyra. Konauno, henuje cy pecycnenmoane y 2 ml

DMEM-a v BujabuiiHu XemaTouTy Cy NpedpojaHu.

3.5.MHXUBUIINJA UHAOJIAMHUH-2, 3 TUOKCUT'EHA3E

VY ekcniepuMeHTHMa Yy Kojuma je ucnutuBano na yu je IDO jeman ox meamjaropa xojum
MSCs cynpumupajy NKT henuje u nmpeBenupajy xenatutuc y3pokoBaH akTuanujom NKT
henuja, xopuirhen je ¢apmaxosomku uaxuourop IDO-a, 1-metun DL tpuntodpan (1-MT,
860646, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). 1-MT je pariemcka cmera iBa crepeon3omepa, levo-
1-metun Tpunrodana, koju komrerutuBHO MHXxHOMpa IDO1 u dextro-1-merun Tpunrodana

koju komretutuBHO uHxKOUpa IDO2. 1-MT je najupe pactBoper y 0.1 N NaOH uuwme je
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HarpaBJbeH 1 MM mTok. pH je KopuroBana MpuMEHOM XJIOPOBOJOHUYHE KUCETHHE 10 7.5.
MMSCs omnocao hMSCs cy kynruBucane y meaujymy ca gomatkom 1-MT (1 mM) y
tpajamy o1 48 h (305).

3.6. AHXUBULINJA THAYIIUBUJIHE A30T OKCHUJ] CUHTA3E

L-NC-monomerwn apruaun murpar (enra. L-N®-monomethyl Arginine citrate, L-NMMA) je
HECEJICKTUBHY MHXHOMTOp MHAYHHOMIHE a30T okuj cuHTasze (enri. inducible nitric oxide
synthase, iINOS), koju je kopuiheH y nu/by UCIIUTHBAbA MEXaHM3Ma HMYHOMO/IYJIATOPHOT
yrunaja MSCs wa NKT hemuje. L-NMMA (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) je najupe
pactBopeH y 1ml nectuioBane Bojxe 10 GuHAIHE KOHICHTpanuje Smg/ml, HakoH uera je
INOS 6mokupana kyaruBaijom MMSCs oxnocHo hMSCs y Tpajamy ox 48 h y menujymy y
npucyctsy 1 mM L-NMMA (224).

3.7. KOHAULIUOHUPAHU MEJIUJYM I'EHEPUCAH O/l MSCs

VY umiby nobujama KoHaumuoHupaHor meaujyma, mMMSCs oxnocao hMSCs cy 3acejane y
rycrian 10 000 henmnja/cm? u KyITHBHCAHE y TOcyaama 3a KyaTypy hemuja- Trs rackoBu
(BD Falcon) y kommuietnom DMEM wmenunjymy koju caapu CepyM Y CTPUKTHO acelTHYHUM
ycaoBuMa y atMochepu 5% CO,, Ha Ttemneparypu 37°C. Ilpu noctuzamy KOH(IyEeHTHOT
crama ~80%, hemuje cy ompane PBS-om (Invitrogen), a memujym y Kome Cy pacie je
3aMemaH MeIHjyMOM Koju He caapku cepyMm. Hakon 48h, menujym o3naueH kao "MCS-
kouauronupanu meaujym" (MCS-CM) je cakymben, ueHrpudyrupan 13 000%g Ha 4°C y
Tpajary oa 10 min u 3amp3nyT Ha —80°C 10 u3Boherma ananuse (306).

Kako 6u ce ogpenno tauan mexanmzam kojuM MMSCS cynpumupajy epexropcke GyHKIHje
NKT henuja y akytHOM omitehemy jetpe y3pokoBanoMm aktusaijom NKT henuja, C57BL/6
MHUILEBU Cy TPYNHCAHU CIIy4ajHUM y30pPKOBAEM y YETHUPHU €KCIIEpUMEHTAJIHE TpYIe U jeAHY
KOHTPOJIHY Ipyny. MUIIEBH NpBE eKCIEPUMEHTAIHE IPyIe Cy UHTPABEHCKH MPUMUIA CaMO
a-GalCer, mumeBu apyre ekcHeprMMEHTalIHe Tpyrne cy HemocpenHo HakoH o-GalCer,
natpaBerHcku npummwir 200 ul mMMSC-CM, mumeBn Tpehe ekcneprMeHTalIHE Tpyme Cy
HerocpeHo HakoH arukanuje a-GalCer, uarpaBencku npumunu 200 pl mMMSC-CM vy koju
je momar ImM 1-MT, mok cy mwuimieBn 4YeTBpTe rpymne HakoH armmkanuje o-GalCer,
naTpaBeHcku mpumman 200 pl MMSC-CM y koju je momat 1mM L-NMMA. Mumesn

IpyMUCaHHU y KOHTPOJIHY Tpymy ¢y uHTpaBeHcku npumuin camo 200 pl NaCl-a. 3a mpoueny
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creneHa omrehema jeTpe JKUBOTHIGE Cy JKPTBOBaHE HAaKOH 16 catu. JeTpe cy mM3oiioBaHe 3a
MAaTOXUCTOJIONIKY aHAlN3y, a IyHKOWjoM aOJOMHHANHE aopTe KpB je CaKyIJbeHa 3a
OMOXEMH]CKY aHaAJIH3Y.

NKT henuje, crumynucane a-GalCer-om (100ng/ml), cy kynruBucane 48h y mmactudHum
¢drnackoBuma Ha 37°C, y atmocdepu 3acuhenoj Bogenom napom ca 5% CO; y MSC-CM y
oacyctBy umu mpucyctsy 1-MT  (ImM) oxnocio L-NMMA (1mM). Ilo wucreky
kynruBanuje, NKT henuje cy cakymsbeHe U aHAIM3UpPaHA UM j€ IIUTOTOKCUYKA aKTHBHOCT Y
peannom BpemeHy nomohy XCELLigence cucrema. CymepHatanTu y Kojuma cy henwje
KYJITUBHCAaHE CYy CaKylJbeHU U cMp3HyTH Ha -20°C y mupy oapehuBama KOHIICHTpAIUje
UTOKHHA.

a-GalCer-om ctumynucane PBMNCs (100ng/ml) cy xyarusucane y hMSC-CM y oncyctBy
win npucyctBy 1-MT (ImM) ognocao L-NMMA (1mM), y tpajamy ox 48 h. Ilo ucreky
WHKyOaluje, y CylmepHaTaHTHMa je MEpeHa KOHIIHTpalHja IIUTOKMHA, JTOK cy henuje

KOpI/IH_IheHC Y TECTY HUTOTOKCHYHOCTH.

3.8. EKCHEPUMEHTAJIHE )KUBOTHUIBE

HctpaxkuBame je cpoBeneHo Ha 8 1o 10 Hemesba crapuM MysKjaiuma, grctor coja C57BL/6
(enrnm. wild type) mumieBa. Y cTyaujy Ccy YK/bydeHE >KHBOTHEC yCKiIaljeHe CTapoCTH U
TellecHe Mace M3Mel)y eKClepMMEHTaJHUX Trpyna. MHIIeBH Cy OArajaHd Yy BHBApHjyMy
[lenTpa 3a MOJEKYJICKY MEIUIMHY ¥ HWCTpaXUBamkba MaTUYHUX hennja, Dakynrera
MeIUIMHCKUX Hayka y KparyjeBiy. TokoMm Tpajama eKCIEpUMEHTa XHUBOTHEE Cy HUMalle
c11000/1aH MPUCTYT XPaHU U BOJIH.

CrpoBezieHO HCTpaxkuBame 0J00puia je ETnuka KoMucHja 3a eKCIIEpUMEHTAIHE )KUBOTHHE
dakynrera MEAMLIMHCKUX Hayka YHuBep3uTera y Kparyjesuy Opoj 01-5865 on 02.06.2015.

TOJTMHE.

3.9. THAYKHHUJA EKCIHEPUMEHTAJIHOI' ®YJIMUHAHTHOI' XEITATUTUCA
KOHKAHABAJIMHOM A

WutpaBencka ammmkanuja Con A, y poky o 24 cata, y3poKyje TEHIKo, akyTHO omTeheme
jeTpe MulleBa MOCPEJOBAaHO UMYHCKUM MEXaHHW3MHMMa, KOje IO CBOJUM KapaKTepHUCTHKaMa
oJrosapa akyTHOM, (ynMmuHaHTHOM xematutucy Jbyau (162). Con A (kar. 6poj C5275,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) je najnpe pactBopern y 1 mL 0.9% NaCl, no ¢punanue

KOHLeHTpauuje Smg/mL. ¥V umipy m3a3uBamba EKCIHEPUMEHTATHOT Mozeia (hyIMHHAHTHOT
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xenatutuca (13B. CON A HMHIYKOBAaHOT XEIMaTUTHCA), CBM MHIIEBH KOJHU Cy IPETXOIHO
HACYMHYHO CBPCTaHU Yy €KCIIEPUMEHTAJIHE TPYIe, MHTPAaBEHCKU cy mpummiun Con A y no3u
12 mg/kg TT, pactBoper y ¢usuonomkom pactBopy (0.9% NaCl). MumieBuma je

MHTPABEHCKH aruinkoBaHo 1o 250ul pacteopenor Con A (Con A rpyma).

3.10. ”THAYKHIUJA EKCHHEPUMEHTAJIHOI' ®YJIMUHAHTHOI' XEITATUTUCA
o-TAJIJAKTOEPAMUIOM

3a pasnuky oq Con A Koju je NMOJMKIOHATHHM akTHUBaTop Jmmbonuta, a-GalCer unaykyje
cneunpuyny u cHaxkny aktuBanijy NKT henuja, mosehasajyhu ekcripecujy Fas nuranga u
TRAIL-a na mem6panu NKT henuja mro 3a mocneauily uMa akyTHO omITeheme XernaTonura
(307). 300r Tora a-GalCer-om unaykoBaHo ormireherme jeTpe MwuIileBa MpeicTaBba 100ap
SKCIIEPUMEHTAIHU MOjieN 3a npoydaBame uHTepakimje MSCs u NKT henuja in vivo. a-
GalCer (xat. 6poj 67576, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) je pactBopen y 5.6% cykpo3su,
0.75% L-xuctuauny u 0.5% Tween-20, no ¢bunanne konuentpanuje 500 uM u 3arpejan Ha
60-80°C y Tpajamy 0O HEKOJIMKO MUHYyTa. Y Wby n3asuBama a-GalCer xemarutuca, cBu
MHUIIIEBU KOjU Cy MPETXOIHO HACYMUYHO CBPCTAHU y CKCIICPUMEHTAIHE IPYyIie, UHTPABEHCKU

cy npummin o-GalCer y no3u 50ug/kg TT, pactBopen y 200uL 0.9% NaCl (a-GalCer rpyma).

3.11. AIIVIMKAIIMJA mMSCs

Henocpenno nakon mpumene Con A oxnocHo o-GalCer muriieBuma cy TpaHCIIaHTHpaHE
MMSCs y natepanuy pemny BeHy, y g03u o1 5 X 10° hemmja pecycnengosanux y 200 pl
NaCl-a. JKuBoTHI:G M3 KOHTPOIHHX TIpyma mnpummie cy camo 5 X 10° mMSCs

pecycnengoBanux y 200 pl NaCl ogrocuo camo 200 ul NaCl-a.

3a npotuieHy crerneHa omtehemwa jeTpe paleHe cy OnoxeMujcke U MaTOXUCTOJIOUIKE aHAIIK3e.

3.12. AETEKIIUJA TPAHCIINTAHUPAHUX mMMSCs Y TKUBY JETPE

MMSCs cy obenexerne (iyopecieHTHOM 00joM KapOOKCHU(ITYOPECIIUH THUAIETAT CYKITHHUI
ectpom (CFSE; Molecular Probes) mpema ymyrerBy mnpomssohaua (308). 5 x 10°
¢dnyopecueHTHO obenexeHnx MMSCS je TpaHCIIIAHTHPAHO MHTPABEHCKU ITyTEM JIaTepaHe
perHe BeHe MHIIEBHMa HeMmocpeaHo HakoH arutnkaiije COnA oxnocuno a-GalCer-a.
MononykieapHe henuje n300BaHe U3 jeTPH EKCIICPUMEHTAIHHX XKUBOTHIba 8 h mocime Con

A, onHocHo 2 h mocne npumene a-GalCer-a cy ananu3upane npoOTOYHOM IIUTOMETPH]OM.
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3.13. AEIVIEIUJA PETI'YJIATOPHUX JINMM®OLUTA

Jla 6u ce ucnuTao 3HaYaj peryaaTopHux JuMdoIuTa 3a uMmyHocyrnpecuBau eexatr mMSCs y
akyTHOM omTehemy jeTpe koje je m3a3BaHo aktuBammjoM NKT hemmja, mMumeBuma cy
neruietupanu perynatopau T omHocHO perynaropHu B mumdonmtu. 3a mernenujy Treg
mumdoruta koputrher je nukiodochamun (enra. cyclophosphamide, CY), (Galenika A.D.,
beorpan, Cpbuja) Koju je MUIIIEBMMA allJIMKOBaH MHTpanepuToHeanno y qo3u 10 mg/kg TT,
3 ganma mnpe ammmkanuje o-GalCer-a (297). Breg mumdornuta cy AemicTHpaHd
uHTpanepuToHeanrHoM npumeHoM antu- CD20 antutena (Clone 5D2, Genentech, Inc., San
Francisco, CA), y no3u 10 mg/kg TT (157).

3.14. BUOXEMUJCKA AHAJIM3A OIUITEREBA JETPE

MumieBu cy XpTBoBaHM 24 cara HaKOH MHTpaBeHCcke mpumene Con A, oxnocHO 16 cartu
HAKOH MHTpaBeHCke arunkaiuje o-GalCer-a y atmocdepu 3acuhienoj auetunerpom (BETA
HEM, beorpan). KpB je cakymubeHa nmyHkuujom adbgoMuHainHe aoptre. Hakon koarynanuje 30
MUHYTa Ha COOHOj TEMIIEpaTypH, CEPYM je n30yIoBaH neHTpudyrupamem (20 muayra Ha 3000
rpm) pamu oapehuBarma TpaHcamuHasza. TpaHcamuHase cy MepeHe Ha amapaty Olympus AU
400 (Olympus Diagnostica GMBH, Hamburg, Germany), a xopunihemem Olympus AU
reagents kuroa 3a mepewe ACT u AJIT (Thermo Infinity AST(GOT) Liquid Stable Reagent
& Thermo Infinity ALT(GPT) Liquid Stable Reagent for  Olympus
AU400/AU600/AU6G40/AU2700/AU5400 analysers) y cknany ca npenopykom npou3sBohaua

U panuje myonukoBaHuM mporokonuma (309, 310).

3.15. TATOXHUCTOJIOIIKA AHAJIN3A

MuieBu Cy KpTBOBaHHM 24 caTa HAKOH WHTpaBeHCKe mpumene Con A, omHocHO 16 catm
HAKOH WHTpaBeHCKOr jaBama o-GalCer-a, HakoH Yera Cy WM jeTpe H30J0BaHE 3a

MATOXUCTOJIOLIKY aHATU3Y.

3.15.1. U3paxa naToXuCTONOMIKHUX Npenapara

Henocpeano HakoH uzonarnuje, TKUBO jeTpe je ¢ukcupano y 10% pactBopy popmangexuia
Ha coOHOj TemmnepaTrypu. Bomymen ¢uxcarupa je 6uo 10 myra Behu ox BomyMeHa TKHBA.

OO6paleHo TKHMBO je YKalTylJbeHO y nmapaduHcke OJOKOBE U MOMONY MUKPOTOMA Cy MCEUYEHHU
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pe3oBu nebspuHe 5 pum. [lpecenu cy HaHelIeHM Ha MpEAMETHA CTakia, a 3aTUM 00jeHu

oaroapajyhom TEXHHKOM.

3.15.2. bojeme xeMaTOKCHJIMHOM H eo3uHoM (H&E)

[MapaduHCKH Mceyln Cy NPETXOAHO 3arpejand y TepMocrary Ha +56°C y Tpajamy on 45
MUHYTa. 3aTHM Cy JlenapapuHUCaHN y KCHIIONY U ypal)eH je mocTynak pexuparainje TKuBa
UCTIHpakeM Yy OmaaajyhuM KOHIlEHTpalMjaMa eTWJI allkoxXoyia: 2 IMyTa 1o S5 MHHyTa y
aTiCOJIYTHOM aJIKOXOJly, IIOTOM 5 MuHyTa y 96% ankoxoiny, 5 munyra y 90% ankxoxoiy, 5
MuHyTa y 70% ankoxony U Ha Kpajy 5 MUHYTa y JecTuiaoBaHoj Boau. [Ipemapatu cy 60jeHn
Mayer-oBum xemarokcuaraom (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 munyta a 3aTumM cy
UCIIPaHU JCCTUIOBAHOM, a TIOTOM M TeKyhom Bosmom 5 munyta. [Ipenaparu cy 3atum 0ojeHH
ankoxoiaHuM eo3uroM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 munyta. Hakon 60jerba TKUBO
je JeXuapaTHCaHO W MPOCBETJHEHO Yy KCHIIONY. 3a TpoIec ACXujaparainuje KOopuilheHe Cy
pactyhe KOHIICHTpaIje anKoxoiia u To: 5 munyrta y 70% ankoxomy, 3atum 5 munayta y 90%
alkoxoiy, 5 muHyTa y 96% ankoxonmy W Ha Kpajy 2 myTa IO 5 MHHYTa y arcoJyTHOM
ankoxony. HakoH Gojema 1 moctynka JexupaTanmje, 1001jeHu NpernapaTu ¢y IpoCBeTJbeHU
noTanameM | MUHYT y MEIIaBUHU KCUJIOJIA U allCOIYTHOT aJIkoxoJia y oaHocy 1:1, a moTom 2
nyra mo 1 MHHYT camo y Kcwiony. TKHBHU HMcCeYlld Cy TPEKpPHBEHHM KaHana Oan3amom
(Canada balsam, Centrohem, Cp6uja) 1 mokpoBHUM cTakinMa. HakoH 24-4acOBHOT CYIIICHa

npernapary Cy aHaJTU3UpaHy Mo CBeTIocHUM MuKpockoroM (BX51, Olympus, Japan).

3.16. U3BOJIAIMJA MOHOHYKJIEAPHUX REJINJA U3 JETPE

CBu MUILIEBU KOjHUMa Cy HM30JI0BaHE MOHOHYKJeapHe henuje u3 jerpe cy KpTBOBaHM § cara
HaKOH HMHTpaBeHCKe npumeHe Con A, OJHOCHO 2 caTa HaKOH MHTPaBEHCKE NPUMEHE o-

GalCer-a.

Hakon mTo je m3BaleHa jeTpa M YKJIOWEHA XKydHa Keca, ypahena je mepdysuja jerpe
arumkoBarkbeM 7 ML PBS-a kpo3 V. porta-e. Jerpy je ycuTmeHa Maka3ullamMa W HEXHO,
,,JIONyrOM’’ HIMpHIla, 31po0sbeHa Kpo3 200uMm uenuyHy Mpexy, a 3aTuM je hemujcka
cycrneHs3uja mpomyiireHa kpo3 hemujcko cuto (enrin. cell strainer, BD Pharmingen, USA).
Jlobujenn caapkaj je pecycmergoBan y 50 ml RPMI-1640 menujyma (kKoju caapiku
GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10% FCS) u uenrpudyrupan na 507 r.p.m. (60g) 1 munyt Ha
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coOHOj TemIiepaTypH, Oe3 Harior 3aycraBibama meHTpudyre (eurm. Off break setting).
Cymnepnarant (45 ml), koju je caap:kao HHTpaxemarnyHe hemuje, je npebadeH y HOBY
enpyBery u neHrpudyrupan Ha 1433 r.p.m. (480 g) 8 muHyTa Ha COOHOj Temmeparypu, ca
aKTHBHPAHOM OIIMjOM Harjior kouewa (enrn. high break setting). [loGujenu Taior
pecycniengoBan je y 10 ml 37.5% 37.5% Percoll y HBSS meaujymy koju je campxku 100 U
jenununia xermapuaa mo Ml u onga nentpudyrupan Ha 1907 r.p.m. (850 g) 30 muHyTa Ha
cOoOHOj TemmepaTypH, 0e3 Harjor 3aycraBjbama HeHTpudyre. OBako 100MjeHH TaJIOT
pecycniennoBat je y 5 ml mydepa 3a nmsupame epurporuta (enri. Er Lysing buffer), y numpy
Jau3upama eputpouuta. Yceieamwna je uakyoanuja hemuja y 5 ml lysing pacrsopa y tpajamy
o1 5 MuHyTa, Ha seay (ua +4°C). Hakon ucreka nnkyoamuje, noaaro je 5 ml RPMI-1640 ca
10% FBS-om unMe je 3aycTaBibeHO Jajbe u3npame. Hakon Tora hemuje cy nearpudyrupane
Ha 1433 rp.m. (480 g) 8 mmuyra Ha 8 C, ca aKTHMBHPAHOM OII[MjOM HArJoOr KOYCH:a.
KonauHo, no6ujenu tanor pecycnenaonat je win y 1ml PBS koju caapxku 1% FCS ogHocHO
0,1% NaN3 (13B. mydep 3a aHaTU3y MPOTOYHOM LUTOMETpUjoM, enria. FACS buffer) wiu y
Iml xomruternor RPMI-1640 menujyma (koju canpxu GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10%
FCS).

3.17. AHAJIM3A TONYJAIMJA MOHOHYKJIIEAPHUX TREJHWJA JETPE
NPOTOYHOM IUTOMETPUJOM

[IpumeHoM mnpoTOYHE ULUTOMETpPHje oOjApehUBaH je pelnaTMBHU U allCOJNyTHH Opoj
nnuamanujckux henmuja: NKT hemuja, CD4+, CD8+ T numdounra, B mumdonura,
Makpodara u IeHaApuTckux henuja.

Ananmuza je paheHa Ha uHQuamanMjckuM henujama cBeXe H30JI0OBAHMM U3 TKUBa jeTpe.
Haxon n3onanuje, npunukom Opojama henuja, ogpehuBana je Bujabunnoct henuja momohy
trypan-blue-a mox CBETIOCHUM MHKPOCKOIOM. Y CBHM €KCIIEPUMEHTHMA BHjaOMIHOCT

henuja je uznocuna 90% no 95%.

3.17.1. bojewe MeMOpaHCKHUX MapKepa

Y Texuumm Oojema MeMOpaHCKHX Mapkepa 3a (QeHorunuzauujy u onpehusame
¢byHKIIMOHATHOT (heHOTHIIA MOMyJIalyje HH(IaMaljcKuX henuja jeTpe npuMemheHa cy aHTH -

MUIIIF]a MOHOKJIOHCKA aHTUTeNa pasnuuute cneruduanoctu (Tabena 1).
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TabGena 1. MoOHOKJIOHCKA aHTUTENA KOpUITheHa y MPOTOYHO] IIMTOMETPH]H

CrerupuaHOCT
Ob6enexuBay  Kion Uzotun [Ipoussohau CAT
AHTHUTCIa
Alexa Fluor® )
CD4 488 RM4-5 19G2a, « BD Pharmingen 557667
CD4 PerCp RM4-5 Rat 1gG2a, « BD Pharmingen 553052
CD25 FITC 7D4 Lewis IgM, k BD Pharmingen 553072
BVD4- ]
IL-4 PE Rat IgG2b BD Pharmingen 554389
1D11
Armenian
CD11c PerCp N418 Molecular probes  A14788
Hamster 1gG
F4/80 FITC BM8 Rat 19G2a Invitrogen MF48020
CD11b PerCp M1/70 Rat IgG2b Molecular probes  A14787
AF6- ]
I-A PE 1gG2a, BD Pharmingen 553552
120.1
IL-12 (p40/p70) PE C15.6 Rat IgG1 BD Pharmingen 554479
JES5- )
IL-10 PE Rat IgG2b BD Pharmingen 554467
16E3
JES5- )
IL-10 APC 1gG2b BD Pharmingen 554468
16E3
IFN-y APC XMG1.2 IgG2a, k eBioscience 17-7311-82
MP6- _
TNF-a APC 1gG1 BD Pharmingen 554420
XT22
TGF-B APC 860206 Rat 1IgG2A R&D Systems FAB8118A
CDlic PE N418 Hamster 1gG Molecular probes MCD11c04
Rat (LOU) IgG2a, )
CD8a APC 53-6.7 BD Pharmingen 553035
K
Armenian
CD80 PE 16-10A1 BD Pharmingen 553769
Hamster 1gG2,
CD86 APC GL1 1gG2a, « BD Pharmingen 558703
CD19 PE 1D3 1gG2a, « BD Pharmingen 553786
CD107a PE 1D4B 19G2a, « BD Pharmingen 560647
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CrerupuaHOCT

Ob6enexuBay  Kion Uzotun [Ipoussohau CAT
AHTHUTCIIa
KLRG1 PE 2F1 IgG eBioscience 12-5893-82
NKG2D PE Cc7 IgG eBioscience 16-5873-82
Granzyme B PE NGZB Rat 1gG2a, « eBioscience 12-8898-80
) eBioOM eBioscience
Perforin APC Rat 1gG2a, « 17-9392-80
AK-D
Fas Ligand Armenian hamster eBioscience
FITC MFL3 11-5911-80
(CD178) 119G
TRAIL (CD253) PE N2B2 Rat 1gG2a, « eBioscience 12-5951-81
T-bet PE 4B10 IgG1, x eBioscience 12-5825-80
Gata-3 PE TWAJ Rat 1gG2b, eBioscience 12-9966-41
Rat (LOU) IgG2a, BD Pharmingen
CD23 FITC B3B4 553138
K
BD Pharmi
cD21 PerCp 266 Rat IgG2b, AMINGEN 562797
BD Pharmi
IgM FITC WAL Rat1gGoa, armINgeN 553437
Rat (LOU) IgG2a, BD Pharmingen
CD5 PE 53-7.3 (LOU)1e J 553023
K
CD1d FITC 1B1 Lewis IgG2b, k BD Pharmingen 561756
Armenian Biolegend
CD49%b PerCp HMa2 103519
Hamster 1gG

Ha 1x10° henuja n3onoBaHux u3 jerpe pecycnenmoBanux y S0ul mydepa 3a 6ojeme (eHII.
Staining Buffer; BD) nonmara je oaroeapajyha KoiM4YMHA TOPUMapHO KOEYTOBaHHX
MOHOKJIOHCKMX  aHTHTEJIa CIEeMU(PUYHUX 32 TOBPIIMHCKE AaHTUTEHE Pa3TUYATHX
cybonomynanuja MoHoHykieapHux henuja jerpe (TabGema 1). henuje u3onoBaHe W3 TKHUBA
jeTpe cy WHKyOHWpaHe W ca oAroBapajyhum wusotunckuMm KoHTposnama (TaGema 2). Cma
aHTHTENa 3a TIOBPIIMHCKO 00jere, Kao M HM30TUIICKE KOHTPOJEe KOpHUIIhEeHe Cy Y TaKBUM
KOHIIGHTpalljamMa Ja UXoBa (PuHANMHA pa3dnaxkema y cycrneHsuju hemuja Oymay 1:100.
henuje cy nunkyoupane 30 munyra y mpaky Ha Temreparypu +4°C.I1o ucrexy uHKyOanuje,

henmuje cy ompane gomaBameMm 2ml xmagHor mydepa 3a Oojewme. Hakon Tora, hemuje cy
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nentpudyrupane 5 munyra Ha 2509. [locne neHTpudyrupama OIJIUBEH j€ CyNpEeHATAaHT U
tajor hemmja pecycnengoBan y 250ul mydepa 3a 6ojeme. HemocpeaHo HakoH mporeaype
0ojema, CKCIpecHja Mapkepa Ha henwjama je aHaTWM3WpaHa HA MPOTOYHOM ITUTOMETPY
FACSCalibur (BD) momohy CELLQUEST codteepa (BD). I'panuunuk (enri. gate), je
HanpaBjbeH y FSC/SSC miory Kkao pervoH BHjaOMIIHUX MOHOHYKJIEapHUX henuja.
PerucrpoBano je Hajmame 10 000 morahaja y cBakoj muroMmerpujckoj aHaim3u. [logamu cy

ananmusupanu momohy CELLQUEST (BD) u FlowingSoftware 2.5.1.

Tabema 2. M3otuimcke KOHTPOJIC MOHOKJIOHCKHUX aHTHUTCIIAa KOpI/II_HheHI/IX y HpOTO‘IHOj

LIUTOMETPUjU

Hazus antutrena  OGenexuBau Kion NzoTun [TpousBohau CAT

PE Rat IgG2a, k Rat (LOU) )
PE R35-95 BD Pharmingen 554689
Isotype Control IgG2a,

PerCP/Cy5.5
Mouse IgG1, «
Isotype Ctrl
Antibody

PerCP MOPC-21 Mouse IgGl,x  BiolLegend 400150

APC Mouse
MOPC-

IgG2a, x Isotype  APC 173 Mouse IgG2a, k  BioLegend 400220
Ctrl

FITC Mouse
IgG2a, x Isotype  FITC G15-178  Mouse IgG2a, «  BD Pharmingen 53456

Control

3.17.2. UuTpaneiryapHo 60jeme IUTOKHHA

WurtpanenynapHo Oojeme murokuHa je usBeneHo mo BD Cytofix/CytopermTM metomu. Y
OBOM HCTpaxknBamwy henmje cy crumynucHe dopoon 12-mupucrar 13-aneratrom (PMA, eHra.
Phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma Aldrich) u jomomuruaom (enrs. lonomycin; Sigma
Aldrich), xoju mokpehy aktuBHocT mpotenH kuHaze C (PKC, enrn. Protein kinase C) u

nH(IIyKC joHA Kaniujyma y hendjy, mTo WHAYKYje eKCIpecH]y MUTOKHWHA y henmuju Koja je
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IPETXOAHO aKTUBHpaHa ¢u3noaomkuM crumyinycuma (311). MukybanuoHud mepuom y
Tpajamy 4-6 yacoBa je TOBOJbaH 3a MHAYKIH]Y BehnHe ruTokuHa. Jlyka nHKyOaIyja u3asusa
WHTECH3MBAH IIUTONATOreHN e(heKaT MOMEHYTHX aKTHBATOPA.

Y Toky In Vitro crumynanuje henuja kopuimheHH Cy WHXMOUTOPH HMHTpAIETYJIAPHOT
tpancnopTa nporerna, BD GolgyStopTM (caapsxu mouercun) u BD GolgyPlugTM (caapxwu
Opedenaua A). brokupame HWHTpalenyJapHOT TPAaHCIOPTa IMOMEHYTUM WHXHOUTOpHUMA
pe3yaTupa akymynauudjoM BehnHE HUTOKHMHA Yy €HAOIUIA3MAaTCKOM PETHKYIyMy wiu ['omyu
KOMIUICKCY, Mma je Tako moBehana moryhHocT netekiuje henuja Koje MpOAYKYjy IUTOKHHE.
MoneHcuH U OpedennuH A uMajy TI03HO U BPEMEHCKU 33aBHCaH IIUTOTOKCUYHHU edekar, ma
usnarame hemuja OBUM areHcMMa Mopa OMTH OTpaHUYeHO, HHKYyOaIuje ayxe o 12 yacosa cy
TOKCHYHE 3a henuje.

Cycrensuje MoHoHyKIeapa jerpe (1x10%/ml), npunpemibere y Mexujymy (Meaujym ca 10%
FBS-om), cy unkyOupane Ha 37°C y npucyctBy 5% CO2. Y cycnensujy henuja cy nogaru
PMA (Sigma; 50ng/ml) u jomomurmu (lonomycin, Sigma; 500ng/ml). Hakon 2 cara
unkybaruje noxat je BD GolgyStopTM (0,7ul/ml), unme je GiiokupaHa cekperiyja IUTOKHHA
u noBehaHa MHTpanenynapHa akymyinanuja nurokuHa. [locne 6 catm mHkyOammje (2 cara
JIeNIOBaba aKTHBATOPA, a 3aTHUM 4 caTa UCTOBPEMEHOT JIeloBamba akTUBAaTOpa U MHXUOUTOpa
TpaHCHOpTa LHUTOKKMHA), MOHOHYKIJI€apHe hemuje cy olnpaHe U pecyCHeH/IOBaHE y MEIUjyMy.
3atum cy henmje mpebaueHe y IUIACTUYHE €MPYBETE 3a UMYHO(DIYOPECHEHTHO O0o0jermhe
(Falcon round-bottom test tubes, BD). Toxom 6ojerba 1 uyBama, henuje cy apkane Ha +4°C
y MpaKy.

Hajnpe je ypaheno Gojeme MeMOpaHCKHMX Mapkepa Ipema yHampea OMHMCAHO] MpPOIeTypH.
[ToBpinHCKO Oo0jeme je yBek Oosbe oOaBuTH mpe (ukcanuje henuja, jep enuTONU
MOBPLIMHCKUX MapKepa MOT'Y Jia C€ OLITETe TOKOM (pUKcalyje 1 nepmeadbumn3amnyje.

Hakon wmukyOamuje ca NpuMapHO KOHBYTOBAaHUM AHTUTEIMMa 3a MOBPIIMHCKE aHTUTEHE,
henuje cy ompane ca 2ml mydepa 3a 60jewe u nenTpudyrupane (2509, S munyta). henujcku
tajor je pecycnengoBan y 250ul Cytofix/CytoPermTM pactBopa (BD Pharmingen) u
uHkyoupan 20 muHyra Ha Temnepatrypu +4°C. 3atum cy henuje ompane ca 1 ml
Perm/WashTM mnydepa (BD Pharmingen) u uentpudyrupane (2509, 5 munyra). Ilocne
O/UIMBama CyINEpHaTaHTa Jojara Cy aHTUTela 3a WHTpalenyiJapHo 0o0jermhe LUTOKMHA U
unkyoupana 30 munyra Ha +4°C. henujcku Tajor je pecycnengosad y 50ul Perm/WashTM
nydepa. Jlogmara cy mTpHMapHO KOWBYroBaHa MOHOKJIOHCKA AaHTHTENa crenuduyHa 3a

nutokuHe: aHTu-TNF, antu-IFN-y, antu-1L-10, antu-1L-12, antu-1L-4 u antu-TGF-
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(Tabena 1). Hakon uctexka mHKybOanuje hemmje cy ompane ca 2 ml mydepa 3a Gojeme u
uentpudyrupane (2509, 5 munyra).

henujcku Tanor je pecycnennoBan y 250ul mydepa 3a 60jeme U aHATU3UPaH HA MPOTOYHOM
nutoMeTpy. I'pannunuk je HampaBibeH y FSC/SSC nmjarpamy kao permoH BHjaOHIIHUX
hemnja. PeructpoBano je Hajmame 10.000 morahaja y cBakoj HIHUTOMETPH]CKO] aHAIIHU3H.
IMomamwm cy ananusupanu nomohy FACSCalibur (BD Biosciences) u Flowing Software 2.5.1.

nporpama

3.18. CEINAPAIIMJA NKT REJIMWJA HEI'ATUBHOM N TIO3UTHUBHOM
CEJIEKIIMJOM IIOMORY MATHETHHUX KYT'JIMIJA

NKT henuje cy u3nBojeHEe U3 CyCIEH3Uje MOHOHYKJIeapHuUX henuja jeTpe MarHeTHOM
cemapanujomM nomohy kura NK1.17iNKT Cell Isolation Kit, mouse, mpema yTBphenom
npotokoiy npoussohaqa (Miltenyi Biotec).

[IpBu kopak y cenapauuju NKT henuje je nzonanuja MmononykiieapHux henuja jetpe koje cy
Hajmpe u3Gpojane a ouza je ysero 10’ hemmja. Rhemnje cy nentpudyrupane 10 Munyra Ha 300
G a motoMm je oIMBEH CyrepHaTtanT u Tajor hemuja je pecycniennoban y 80 ul mydepa (PBS
(6e3 Ca2" u Mg2") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)). 3atum je noaato 20ul NK1.1+
INKT Cell Biotin-Antibody Cocktail-a xoju caapxu pasnuuura antutena (antu-NKp46,
CD45R, CD8a, CD115 u TCRyd aHTHTEN0) KOjuMa Ce YKJIamajy oxapeheHe momysaiuje
henuja. Tanor henyja je 1oO6po npomeman u UHKyOupan 10 MuHyTa Ha TemmnepaTypu of 2-
8°C. Ilo wucrexy wuHKyOammje ycreawnao je nupame heawja y 2 ml mydepa, onma cy
ueHrpudyrupane 10 munyra Ha 300 G Ha Temmeparypu ox 2-8°C a 3aTuM je OJUIMBEH
cynepHarant. Tanor henuja je pecycnengosan y 90ul Buffer a onna je momaro 10ul Anti-
Biotin MicroBeads. Tanor henuja kojuma je goxat Anti-Biotin MicroBeads je unkyoupan 15
MuHyTa Ha Temneparypu oxa 2-8°C. Ilo ucrteky mHkyOanmje hemuje cy pecycnenmpoBane y 2
ml nydepa u uentpudpyrupane 10 munyra Ha 300 G. IloToMm je NHUIETOM YKIOHEH
KOMILIETaH CyINepHaTaHT U Tajor hemuja je pecycnenaoBad y 500ul nmydepa. LD konona je
3aTUM T1ocTaBjbeHa y MarHetHo mnosbe MIdIMACS cemapatopa (Miltenyi Biotec) u
npunpeMbeHa ucnupamem ca 2 ml Buffer-a. Cnenehu xopak je 6uo mponyirame henmjcke
cycriensuje kpo3 LD koioHy y MarHeTHOM NoJby M Ha Taj HAYUWH Cy MNPUKYIJbEHE
neobenexxene NK1.1" NKT hemuje. Heratusno cenexropane NKT  hemnmje cy
uentpudyrupane 10 munyra Ha 300 G a 3atum je o/uyuBeH cynepHaTanT. Tanor henmja je

pecycniengoBan y 90ul mydepa (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA u 2mM EDTA) a onza je momato
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10ul Anti-NK1.1-APC. 3atum je ycreauia uHkyOamuja hennja ca aHTHTENIOM CrienuGUIHUM
3a NKT hemuje y tpajamy 10 munyra Ha Temneparypu on 2-8°C. Ilo ucrtexy mHKyOammje
henuje cy ompane y 2 ml Buffer-a u nentpudpyrupane 10 munyra na 300 G. ITotom je
MUIICTOM YKJIOECH KOMIUICTaH CylepHaTaHT u Tajor hemuja je pecycrnengoBan y 80 pl
nydepa, a onzaa je gomaro 20 uL Anti-APC MicroBeads. Tanor henuja kojuma je qogar Anti-
APC MicroBeads je wunkyoupan 15 muuyra Ha Ttemmneparypu on 2-8°C. Ilo wucreky
uHkybOaruje henuje cy pecycnengoBane y 2 ml nydepa u nenrpudyrupare 10 munyTa Ha
300 g. [Torom je yKIIOHGH KOMIUIETaH CyNEpPHATAHT U Tajor heiuja je pecycrneHIOoBaH y
500ul mydepa.

LS komnona je 3arum moctaBibeHa y marHetHo mnosbe MiIdIMACS cenaparopa (Miltenyi
Biotec) u mnpunpemsbena wucnupamwem ca 500 pl nydepa. Hemumjcka cycnensuja je
nponymreHa kpo3 LS konony y maraetHom mosby U Ha Taj HaunH ¢y NKT henuje no3utusHO
CeJIeKTOBaHE OJHOCHO oBakBe hemuje cy ce momohy aHTH-NK1.1 anTuTena xoHjyroBaHo
MarHeTHHM KYTJIMI[aMa Be3alie 3a 3UJI0Be KoJioHe. LS MarHeTHa KojoHa y K0joj Cy 3apKaHe
"obenexene" hemuje je 3atum ykiomeHa ca MACS cemaparopa u mocTaB/beHa y €IPYBETY.
Kako 0u ce oBakBe henuje ykimonuiae u3 konoHe noaato je 1 ml mydepa a onma je caapxaj
NOTUCHYT IutacTHuHUM KiunoMm. Ognpehen je Opoj m BujabmiHOCT oBHX henuja. OBako

nooujene NKT henuje cy kopumihene kao edexropcke henmje y TecTy HIUTOTOKCHUHOCTH.

3.19. U30JIAINJA CINIEHOLIUTA

CBH MUIIIEBU KOjUMa Cy M30JI0BaHU CIUICHOIIMTH CY KPTBOBAaHU 2 caTa HAKOH MHTPABEHCKE
npumene o-GalCer-a. M3onoBaHa cie3uHa je HajIpe XOMOTCHHW30BaHA KIMIOM MINpUIA a
3aTUM npomyinTeHa kpo3 hemujcko cuto (cell strainer BD Pharmingen, USA) y enpysety on
50 ml y3 nomasamwe 5 ml menujyma (RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH) ca momatkom
10% FBS-a). OBako pasnBojeHe mojeauHaune henmje cy nentpudyrupane va 1500 rpm 5
MHUHYTa a OHJa j€ OJUIMBEH CyIEpHATaHT. Y NWJbY JIH3Hpama EPUTPOIUTA yCIenuna je
uHkyoOanuja hemmja y 5 ml lysing pactBopa y tpajamy 5 muHyTa Ha nexy. HakoH ucreka
uHKyOaruje nogaBamem 5 Ml RPMI-1640 ca 10% FBS-oMm je 3aycraBibeHO ajbe JTH3Hpambe.
3arum cy henuje neHTpudyrupame, OJIHBEH je CylTepHaTaHT U mocie qoaaBama 8 Ml RPMI-
1640 ca 10% FBS-om mobOpo pecycrnenmoBane mnumnetroM. Ha Taj HauumH je moOujeHa
CyCIeH3HMja I0jelMHAaYHUX CIUIEHOLMTa Koja je KopulIheHa 3a MarHeTHy cemapaiujy

perynaropaux T nmumdonuTa.
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3.20. U3ABAJAIBE PEI'YJIATOPHUX T JIMM®OIUTA HET'ATUBHOM H
IHO3UTUBHOM CEJIEKIIUJOM IITIOMORY MATTHETHHUX KYIVIMIA

3a u3aBajame Treg aumdorura u3 ciesune je kopuirthen CD4+CD25+ Regulatory T Cell
Isolation Kit mouse, nmpema yrBphenom mpotokoiay mpousBohaua (Miltenyi Biotec). IIpeu
KOpakK y cemapanuju Treg numdornuTa je u3ojaiuja CIUICHOIIUTa KOjH Cy Hajipe u30pojaHu a
OHJIa j€ Y3eTO 10 henmnja. hemuje cy nentpudyrupane 10 munyra Ha 300 G a morom je
OJUIMBEH CyIepHATaHT u Taior hemmja pecycrennosan y 40 pl mydepa (PBS (6e3 Ca2" n
Mg2") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)). Y henujcky cycnensujy je momato 10pl
CD4+CD25+ Regulatory T Cell Biotin-Antibody Cocktail-a koju caxpxku pazmuuura
antutena (antu-CD8a, CD11b, CD45R, CD49b u Ter-119 anTuTenno) KojuMa ce yKJIamajy
onpehene nonynanuje henuja. Tanor henuja je 1oOpo mpomeran U uHKyoupan 10 MmunyTa Ha
temneparypu on 2-8°C. 3atum je y rtamor momato 30 pL mydepa, 20 pL Anti-Biotin
MicroBeads u 10 pL CD25-PE antutena. LD kosioHa, mocTaBjbeHa Yy MarHeTHO IOJbE
MidiMACS cenapatopa (Miltenyi Biotec) je npunpemsbena ucnupamem ca 2 ml Buffer-a.
Hakon wunky6armuje (15 munyra Ha Temmeparypu on 2-8°C) henmjcka cycneHsuja je
nponymreHa kpo3 LD koimoHy y MarHeTHOM MMOJbY M Ha Taj HAYMH Cy NPHUKYIJBCHH
HeoOenesxxenn CD4+ T mumdponntu. CD4+ henuje n3nBojeHe HETATUBHOM CEJIEKTOBAHOM CY
neHTpudyrupane 5 munyra Ha 300 G a 3aTuM je oxMBeH cynepHaTaHT. Tanor henuja je
pecycniennoBat y 90ul mydepa (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA u 2mM EDTA) a onza je nogato
10ul Anti-PE MicroBeads. ITo ucrexy unakyoanuje (15 munyra Ha Temmeparypu o 2-8°C)
henmujcka cycrniensuja je mponymTeHa kpo3 MS KoJIOHY y MarHeTHOM TOJbY M Ha Ta] HAYHH CY
CD4'CD25" T num¢ponuTi MO3HTHBHO CETEKTOBAHM OJHOCHO oBe henmje cy ce Besane 3a
3UJ10B€ KoJOHE. MS MarHeTHa KOJIOHa y KO0joj cy 3aipxane "oOenexene" henmje je 3aTum
ykiaomeHa ca MACS cemapatopa u mocTaB/beHa y enpyBeTy. Y KoloHy je momato 1 ml
nydepa a oHJIa je caApikaj MOTUCHYT MmiaacTuuHuM kiunoM. Oapeher je Opoj 1 BUjaOUIHOCT

oBux henuja. OBako godujenu Treg mumonuTu ¢y KopumiheHu 3a in VItro ekcriepuMeHTe.

3.21. U3O0JIAIMJA PBMNC

PBMNC cy u3onoBaHe U3 BEHCKE KPBH 3/IpaBHX J00POBOJbHUX JaBaiaria. ¥Y3umano je 10 ml
KpBH y XemapuHu30BaHe IutactTuyHe Opusramuie (50 ij. xemapuna mo 1 ml kpsu). Kps je
npedera y enpysere (12 ml) u uentpudpyrupana 10 munyra Ha 2000 rpm Ha coOHO]

temreparypu. Ilmazma u c€10j JieyKouuTa, M3HAJA CTaOKEHUX epuTporura, [lactepoBom
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numnerom npenetu ¢y Ha auMdonpen (Lymphoprep, Nicomed Pharma AS, Oslo, Norway) u
nentpudyrupanu 22 munyra Ha 2700 rpm Ha coOHOj Temmneparypu. [lactrepoBoM mumneTom
MOKYIIJBEHH MOHOHYKJICAPHU JICYKOIMTH (M3ABOjEHH Y CIIOjy Ha TpaHUIM IJIa3Me U
muMmdornperna), MpaHu ¢y TpH MyTa Mo 5 MUHyTa neHtpudyrupamem y PBS-y 6p3unom 400 ¢
Ha coOHOj TeMmIiepaTypHu. Neaujcku Tajor je pecyCleHI0BaH y MEIUjyMY U Y CYCTIICH3UJH e

olpehuBaHa HUX0OBA BUjaOMIIHOCT U KOHTAMHUHALIHM]a MTOJIUMOP(OHYKICAPHUM JIEYKOLIUTUMA.

3.22. KOKYJITUBALNJA NKT REJIMJA U MSCs

NKT henuje, wu3onoBane Ha mperxomaHo omwmcad HauuH (3.15.), cy kynTuBucane y
komrietTHoM Meaujymy DMEM (enrn. Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma Aldrich)
ca 10% FBS-a, 2 mM L-rnyramuna,100 1U/ml nenummnuaa G u 100 pg/ml crpentomuninza)
y3 nmomarak a-GalCer-a (100 ng/ml) y npucycrBy mmm oacyctsy mMSCs, na 37°C vy
atmoctepu ca 5% CO, y uukyOatopy. NKT hemmje cy kokynrmBucane ca MMSCs y
transwell cucremy ca 24 orsopa (0,4 um; Corning Incorporated, Life Sciences, France), y
onrocy 10:1 (312). NKT henuje cy mocraBjbeHe y KyITypy y I0my Komopy transwell
cucrema (1 x 10° hennja o orBopy), 1ok cy mMMSCs 3acejane y transwell uacepre. Hakon
48 h wunkyOamumje, CynmepHaTaHTH W3 CBHUX KOMOpa Cy CaKyIUb€HH M 3aMp3HYTH Ha
temneparypu oxa -20°C 1o Mepewa KoHIEHTpauuje nurokuHa nomohy ELISA kurtoBa y
ckinany ca npenopykoM npousBohaua. NKT henuje cy cakynsbeHe W aHaIM3UpaHE METOJOM

MIPOTOYHE IUTOMETPH]j€ U KOpUIINEHE Y TECTOBUMA LIUTOTOKCUYHOCTH.

Nurepakuuja hMSCs u PBMNCSs je ucnurana Ha cinvad Hauud. PBMNCS, pecycnienoBane
y KOMILJIETHOM Meaujymy y3 moaatak a-GalCer-a (100 ng/ml), cy kyiaTuBHcaHe y 1010j, 10K
cy hMSCs 3acejane y ropmoj komopu transwell cucrema, y omnocy 10:1, y Tpajamy ox 48 h
(274). Ilo ucrexy uHKyOanmje, CyrepHaTaHTH Cy CaKyIJb€HH Yy LIMJbY KacHUjer oapehuBama

KOHIIEHTpaluje nuTokuHa, 10k cy PBMNCs xopuirthene y TecToBUMa HIUTOTOKCUYHOCTH.

3.23. KOKYJTUBALUJA T PEI'YJATOPHUX JTUM®OLUTA U mMSCs

Treg num¢pouuTH, U30JI0BAaHW MArHETHOM CeMapalyjoM cy KokyiaTuucaHu ca mMMSCs y
transwell cucremy ca 24 orsopa (0,4 pm; Corning Incorporated, Life Sciences, France).
JIumdormTH Cy OCTaB/BEHH y KYATYPY Y A0y Komopy transwell cucrema, nok cy mMSCs
sacejane y transwell mncepre, y ommocy 10:1 (312). Hakon 48 h ummky6anmje, Treg“°®®

TUMQOIUTH Cy CaKyIJbeHU M KOpUITheHH y eKCIIepUMEHTHMA aIONITUBHOT TpaHcdepa.
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VY ekcnepuMmeHTHMa y KojuMma je ucrnutuBaHo na ju je IDO memumjarop xojum mMMSCs
Moayupajy ¢enorun Treg numdornuTa U Ha Ta] HAYUH MOCPEIHO CYNPUMHPA]y XEHMATUTHUC
n3azBan aktuBanmjom NKT hemmja, Treg mumdorutu cy kokyntuBucanu ca MMSCs y
onnocy 10:1, y transwell cucremy y npucyctBy dhapmakomomkor naxuoutopa IDO-a, 1-MT.
ITocne 48 h, Treg numdormtu cy cakymbeHu W Hapeauux 48 h uukyOmpanum ca NKT
hemnjama y nupektHoj kokyntypu. [lo ucrexy makybanuje, NKT hemuje cy kopunihene y
TECTy IMTOTOKCUYHOCTH, a (eHotun Treg numdonura je aHAIM3UpPaH HA MPOTOYHO]

LUTOMETPU]jH.

3.24. AIOIITUBHU TPAHC®EP PET'YJIATOPHUX JIMM®OIUTA

24 h mpe unaykinuje xemarutuca o-GalCer-om, MuIineBd KojuMa Cy IEIUICTHPAHU Treg
TUMQOLUTH HA MPETX0AHO onucanu HauuH (3.13), cy MHTpaBeHCKH MPUMWIIK Tr€Q OHOCHO

MSCs

Treg mmmbounte y 1o3u ox 1 x 10° henuja.

3.25. TECT HUTOTOKCUYHOCTHU

3a ogapehuBame 1uToTOKCcHuke akTUBHOCTHM NKT henuja wu3onoBanux wu3 jerpe
eKCIIepHIMEHTATHUX JKHBOTHUa Kopuiihena je DP Bepsuja XCELLigence cucrema, koja
caapxu 3 MHUKpoTHTap Iuioue ca no 16 Oynapumha (E16) ca 3marhum auom. 100 pl
KOMIUIETHOT MeIMjyMa je CUIIaHO y cBaku OyHapuuh, HAaKOH 4era je u3BplIeHa KaauOpaiuja
nocraBbatbeM XCELLigence cucrema y cranmapaHu uHKyOatop Ha 37° y mpucyctBy 5%
CO;. Kao muibHe henuje kopuurhene cy henuje tymopcke nunuje HepG2. Cycnensuja Taprer
hemuja (T - HEPG2) je npunpemsbena Ha cieaehu HaunH: TymMopcke henmuje cy ojiBojeHe ca
nHa (racka ¥ TO KpaTKOTpajHUM TpeTupameM pactBopoM 0.25% trypsin-a u 0.02% EDTA
pactBopeHor y PBS-y. Kako 0u ce HeyTpamucano najbe nejcTBo trypsin-a, henmjama je
noxato 6 ml DMEM wmemujyma ca 10% FBS-oM, a 3atum cy uentpudyrupane Ha 125 g 5
MuHyTa. HakoH ommBama cylepHaTaTaHTa, hejmje Cy pecyclieHAOBaHEe y KOMILIETHOM
Meanjymy. Bujabunnoct Tymopckux henuja je oapehuBana momohy trypan-blue-a u 3a tecr
LIUTOTOKCUYHOCTH je KopuiheHa henujcka cycnensuja ca Buie oJ 95% Bujadbunnux henuja.
TToToM je mpunpembeHa cycrensuja hemuja (4x10° hemnja/ml KoMIuTeTHOr MeHjyMa) Tako
1a je y cBako Oymapue E16 mioue cunano mo 100ul Meaujyma y kome ce Hamasmwio 4x10*
tymopckux henmuja. E16 mmoue cy mocraBibene y XCELLigence cucrem, HakoH dera je
ycaenuina uHKyoOanuja tapret henuje Ha temneparypu ox 37°C u y mpucyctBy 5% CO2 y

Tpajamy 24h.
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Edexropcke henmuje xoje cy m3onoBane Ha nperxoaHo onucaH HaunH (Mumije NKT henuje,
xymane PBMNC) cy kokyaTuBrcane ca Tapret hemujama y ognocy 10:1 (313), Ha Taj HauuH
IIITO Cy PECyCIIeHI0BAHE y KOMILIETHOM Meujymy (4x10° hemuja/ml kommreTHor Meamjyma),
a 3aTuM cy y oaroBapajyhe OyHapuuhe cumane y Bonymeny ox 100ul mo ucreky 24-dacoBHe
unkybarmje taprer hemuja. E16 mioue cy mocraBibeHe y XCELLigence cucrem kojum je
MepeH henwjckm mHaekc Ha 15 MumuHyta TokoM 24 cara (37°C; 5% CO2). Ilomamm cy

aHanu3upanu kopuirhemem nporpama RTCA Software 1.2 (Acea Biosciences).

3.26. MEPEIbE KOHUHEHTPAIIMJE IUTOKUHA U UMYHOCYIPECHUBHHUX
®AKTOPA KOJE TIPOAYKYJY mMMSCs Y CEPYMY U CYIIEPHATAHTY

MuieBu Cy )pTBOBaHM § caTW HAaKOH MHTpaBeHCKe mpumeHe Con A, 0HOCHO OAHOCHO 2
cara HakoH npuMeHe o-GalCer-a y armocgepu 3acuheHoj TUETUIICTPOM U y3€Ta UM je KPB M3
TpOymHe aoprte koja je nenrpudyrupana 10 munyra va 300 G. 3aTum je cepym U3IBOjEH 3a
CBAKOT I10jeIMHAYHOT MUIIIA M 3aMP3HYT Ha Temreparypu oj -20°C 1o u3Bohema aHaause.
Konnentpanuja nurokuna (TNF-a, IFN-y, IL-4 u IL-10) u umyHocynpecuBHUX ¢akTopa
koje mpoaykyjy mMSCs (IDO, PGE2, HGF, IL-10 u TGF-) je mepena y cepymy muiiesa (8
caT HaKOH MHTPABEHCKOT jJaBamba CON A, omgHOCHO 2 cara HakoH mpumene o-GalCer) u y
cynepHarantuma o-GalCer-om crumynucannx NKT henuja kynTuBUCaHHX Y HPUCYCTBY WITH
onyctBsy MMSCs (y Ttpajamy ox 48 h), KOJOpPUMETPHjCKOM METOIOM OIHOCHO
komepuujaiaum  ELISA  (ewrn. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) xutoBuma
cnenuduyauM 3a Muirje uToknae U To Mouse TNF-o DuoSet ELISA Development Kit,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IFN-y DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-4 DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-10 DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse HGF DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse TGF-B DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse PGE2 DuoSet ELISA Development kit; Mouse IDO
ELISA kit, NeoBioLab.

Konnenrpanuja TNF-a, IFN-y u IL-4 y cyneprarantuma in vitro aktusupanux PBMNC je
onpehusana Hakon 48h kyntuBanuje y npucyctBy wim oacyctBy hMSCs komepiiujamHum
ELISA kwuroBuma cremuduunum 3a xymane mutokuHe (Human TNF-o DuoSet ELISA
Development kit, R&D Systems, MN, USA; Human IFN-y DuoSet ELISA Development Kit,
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R&D Systems, MN, USA; Human IL-4 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems, MN,
USA).

IIpema ymyrcTBY mnpousBohaua, cranmapaud cy pactBopenu y PBS-y (enrnm. Phosphate
Buffered Salline) (pH 7.2), Tako na moyeTHe KOHIGHTpalMje 3a MUlije muTokure oymay 2000
pg/ml 3a TNF-a, IFN-y u IL-10 u 1000 pg/ml 3a IL-4 u TGF-B, oxtnocuo 3a xymane 2000
pg/ml 3a IL-10 u IL-4 u 1000 pg/ml 3a TNF-a u IFN-y. V 1iiby KOHCTpyHCama CTaHAapaHe
KpuBe W oJpehuBama jeqHauMHe MpaBe mpema Kojoj he OMTH mpepadyHaTe KOHICHTpAIUje
MEpEeHUX IMTOKMHA, OJi MPHUIPEMJbEHUX UITOKOBA CTAaHJapAa Cy HalpaB/beHa CEepHjcKa
IBOCTpPYKO pacTyha pazbnaxkema y 8 Tauaka y KOMepLMjaHOM pacTBapauy (eHri. Reagent
Diluent (PBS ca 1%-taum BSA)).

ITo 100 pl pagHe xoHIEHTpaIHje Bedyjyher aHTUTENa CHITAHO je y OyHapuunhe MUKpOTHTAp
wio4a ca 96 Oynapunha ca papaum qHoM (SARSTED). [Tnoue cy npenerbeHe aaxe3uBHOM
¢donvjoM U ocTaBjbeHE Mpeko Hohu Ha cOOHOj TeMIlepaTypu, HaKOH uera cy OyHapuuhu
MaHyeJTHO UCIIpaHH MyQepoM 3a HCIHpame. 3aTUM je y cBe OyHapumhe noaar Giokupajyhu
nydep y ¢unamnom Bomymeny on 300 pl m muiode cy ocrtaBibeHE jemaH car Ha COOHOJ
TEeMIepaTypd, a IIOTOM WHcmpaHe nydepoM 3a ucnupame. Pasz0maxeHu y3opuu u
NPUIIPEMJbEHN CTAaHAAPAM Cy CUINIAHM Y MHUKPOTHUTAp IUIOYE, NPEKPUBEHU aJXE3UBHOM
¢donnjoM M OCTaBJbEHM JIBa caTa Ha coOHO] Temreparypu. HakoH mHKyOamuje u ucnupama
MUKpOTHUTap IUIo4a, y cBe OyHapuuhe je nmomaro 100 pl pagHe KoHIEHTpalyje aHTUTENA 3a
nerekuyjy. Ilnode cy obnoxeHe aaxe3uBHOM (DOJIMjOM M TOHOBO OCTaBJbEHE JBa cara Ha
cobHoj Temmeparypu. Ilnode cy motom ucnpane u y OyHapuuhe je cunmano 100 pl pagne
konnenrpanuje Streptavidin-HRP (enrn. Streptavidin horseradish peroxidase). Mukyb6aruja
Ha coOHO] TemmepaTypu W 0e3 TUPEKTHOT H3Jiaramka CBETJIOCTH MpEeKHHyTa je HakoH 20
MUHYTa, HUCIHPAkEM MHKpOTUTAap Iutoya. Y OyHapuwhe je cumano 100 pl pactBopa
cyncrpara (enrn. Substrate solution: Color reagent A + Color reagent B, y ognocy 1:1).
[Tnoue cy ocTaB/beHE Ha COOHO] TEMIIEPATYpPH 3aKJIOHEHE O] JUPEKTHE CBETIOCTH, a HAKOH
20 munyTa nomaro je S0ul pactBopa 3a npekumame peaknuje. [locie Memama y Tpajamby 01
HEKOJIMKO MHHYyTa U3MEpeHa je ONTHYKa T'ycTHHA y3opaka Ha MicroplateReader-y (Zenyth,
Anthos, UK) Ha TanacHoj nyxuHu o 450nm

CBe wu3MepeHe BpEAHOCTH Cy YMameHe 3a BpPEIHOCTH amcopbaHie cierne mpode
(mejonn3oBana Bojaa). Ha ocCHOBY wW3MepeHUX BpETHOCTH CTaHIapAa HampaBJbeHA |
CTaHJapAHa KPHBa, a MOMONY e Cy U3padyHaTe BPEIHOCTH 3a CBAKH IOjeIMHAYaH Y30paK.

CBH y30pLiU Cy MEPEHM Y TPUILIUKATY.
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3.27. MEPEIbE KOHIHIEHTPAIIMJE KHHYPEHUHA

IDO karanusyje meTaboJsiM3aM €CEHIMjaTHe aMHHOKHUCEINHE TpUnTodaHa 10 KUHYPCHHHA.
Ensumcka aktuBHocT IDO je oapehena criekTpooTOMETPpHjCKUM MEPEHEM KOHIICHTpAIU]e
KHHYPCHHHa y CEpyMy eKCIEPHUMEHTATHUX KUBOTHHA KOjUMa j& XENmaTUTHC W3a3BaH
npumeHom Con A oxnocuo o-GalCer, kao u y cynepuarantuma kyatype. 200 pl cepyma
onHocHo henujckor cynepHartanTa je nomemano ca 100 pl 30% tpuxiiopaneraTHe KUCeIMHE
U MHKYOHMpano Ha Temmeparypu o 50°C y tpajamy ox 30 munyra. Hakon nentpudyrupama
(15400 g y tpajamy ox 1 munyta), 125 pl nobujeHOr cynepHaTaHTa je TOMEIIAHO ca UCTOM
3anpemuHoM Epiuxosor pearenca (100 mg p-aumernnOeH3anaexuaa je pacteopero y 5 mi
rinanyjaigHe kucenune). CBH y30pLM Cy OUMTAaHU y OJHOCY Ha clieny mpoOy (IejoHHn30BaHa
BoJia) Ha TanacHoj ayxuuu ox 490 nm momohy cniektpodoromerpa (Specord S-600 Analytik
Jena) (314).

3.28. MOJIUMEPU30BAHA JIAHYAHA PEAKIIMJA (PCR)
3.28.1. U30n1anuja PHK

Ja 6u ce u3 TkuBa jerpe u3onoBana PHK, TkuBo je mperxonno ycurweno u nusupano PHK
uzonaropom (Invitrogen, Paisley, UK). Ycutweno TkuBo je npenuBeno ca 250ul u3omnaropa.
Jlobujene cMmemie cy cKymsbeHe y muactuuHe emnpysere (1,5ml), a HakoH 5 MuHyTa
uHKyOamuje Ha coOHOj Temmeparypu nomato uMm je mo 50ul xmopodopma. Haxon
MHTEH3MBHOI Melllamkba y30pud cy uHKyOupann 10 wmumnHyra Ha +4°C, a 3atum
ueHTpudyrupanu tTokom 15 muuyra Ha 12000g Ha +4°C. LlenTpudyrupamem cy ce jacHo
W3/10BOjUsie TpH (pakiyje: ropma (BojeHa) dppakuuja y kojoj je PHK, noma (xmopodopmcka)
¢pakuMja ca npoTeMHUMA U TMIIMAMMa U HHTepMenujapHa ¢ppakuuja y kojoj je JIHK. Bogena
¢dpakuyja je CKynsbeHa y IjIacTU4HEe erpyBeTe, MOMEeIIaHa ca U30IPOIpaHoIIoIoM anapartes
1 uHKyOnpaHa 30 MUHyTa Ha COOHOj TeMIlepaTypH. Y CIeUIIO je LeHTpUyrupame TOKOM 15
munyTa Ha 12000g na +4°C, a mociie o/yMBama CyrepHaTaHTa Tajior y kojem ce Hanazu PHK
je ompaH aBa myTta y Tpajamy o 5 munyta Ha 7500g y 1ml 70% eranomna u cymieH 10

UcrapaBamba LEeJOKYITHOT €TaHoJa. Y30pLH Cy OTOM pacTBapanu y 20ul nectunoBane Boje.
3.28.2. PeBep3Ha TPaHCKPUIILKja

Hakon mepema konieHTpanuja Ha Gene Quant xoiopuMeTpy BOJYMEHY pacTBOpa KOjU
campku 1ug PHK nomasano je 15ul Boge u 0,2ug mHacymuunux npajmepa (Fermentas, Vilnus,

JIutBanuja). Hakon tora y pactBope je nogaBan u dNTP (3’-neokcu Hykneotun tpudocdar)
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(Fermentas, Vilnus, JIutBanuja) Tako na (uHanHa KoHIEHTpanuja 6yae 1mM. Kao konTposa
3a eBEHTYAJIIHy KOHTAaMHHAIIM]y CIyXuia je Boja. PactBopu cy mHkyOupanu 10 muHyTa Ha
70°C, na 6u ce mpajmMepu (xekcamepu) HacymudHo BezuBanu 3a PHK, mo ucreky tor Bpemena
y30pIIv Cy MIPEHETH Ha CyBH JieA. HakoH meT MuHyTa y y30pKe je moaaBaHo o 4ul mydepa 3a
peBep3ny Tpanckpunuujy (5 x First Strand Buffer, Fermentas, Vilnus, JTuteanuja) u 1ul M-
MuLV pesep3ue tpanckpunraze (200 U/ul, Fermentas, Vilnus, JlutBanuja). Ycieauna je
uHKyOanuja y tpajamy ox 10 mmuyra Ha 25°C, a morom 60 munyra Ha 42°C, na O0u ce
oJlUTpaia peakija peBep3He TpaHCKpumuje. Peakiyja je mpeKuHyTa HHKYOAInjoM y30paka
Ha 70°C Tokom 10 munyta. Ha oBaj Haunn nobujena je CONA (kommnemerapua DNA), koja

J€ 'Y pacTBOpPEHOM cTamy yyBaHa Ha +4°C 10 ynorpebe y peakiyju JaHYaHOI YMHO)KaBamba.

3.28.3. Peakuuja JaHYaHOT YMHOKaBama y peajnom Bpemeny (RT-PCR, real time

polymerase chain reaction)

Peakiuja 1aHYaHOT YMHOKaBamba y PealHOM BPEMEHY je mpoBeacHa Ha amapaty ABI Prism
7500Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA). Peakuuje cy npunpemaHne mpeMa
crangapaaoM nporokoiy 3a QuantiTectSYBR Green RT-PCR y jemnom kopaky (Applied
Biosystems, Cheshire, Benuka bpurtanuja), y3 ynorpedy KOMEpIHjaIHO JOCTYITHHUX MpajMepa
3a Atgdb, Atg5, Atg7, Atgl2, beclin-1, Puma, Noxa, Bcl-2, Bax, Bad, p53, Pten, Apafl, Bcl-
xL u XIAP (Life Technologies, Carlsbad, CA). Ilpajmepu 3a P-aktun (Sens 5’-
TCCTTCTTGGGTATGG-3’ u antisens 5’-ACGCAGCTCAGTAACAG-3’) cy nu3ajHupanu
kopuctehin Primer Express® software v2.0 (Applied Biosystems, Cheshire, Bemwuka
bpuranuja). Uannujanau kopak RT-PCR je 6uo 2 munyra Ha 50°C, npaheH 3aapkaBambeM
on 10 munyra Ha 95°C. V¥ peakmuju je 6mno 40 mukiyca, KOju cy ce cacrojanu ox 15
MOAIMKITyca TOTJbeha Ha 95°C, 3a KOjoM je clieIno jefaH MUHYT Be3uBama npajmepa 3a JJHK
u cunrese /IHK manna nHa 60°C. Ce peakumje cy pahene y tpuruimkary. Ilpar anammse
mukiyca (Ct, cycle of threshold) je 6mo mogemen na 0,1 pemaTMBHUX (IyOPOCHEHTHHX
jenunuia. Ilpoceune Ct BpemHOCTH KOHTPOJHUX TPHUIUIMKATa (aKTHH) Cy OJMY3€TE O]
npoceunux Ct BpeTHOCTH TPUIUIMKATA T€HA OJ1 UHTEepeca U Ha Taj HauuH je nooujeH ACt, 1ok
je penaTHBHA eKCIIpecHja reHa m3paxena kao 2!, PesyaraTy cy npHKasaHH Kao pelaTHBHU

y OJIHOCY Ha KOHTPOIY, KOja je apOuTpapHo nojenieHa Ha 1.
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3.29. CTATUCTHUYKA OBPAJIA IIOJJATAKA

[Togamm cy ananmu3upanu kopuimhemeM cratucThukor mporpama SPSS Bepsmja 19.
Hopmanuoct pacnozene je oapehena tectom Kolmogorov-Smirnov. Ykonuko ¢y BpeaHOCTH
uMalie HOPMaJHy pacmojieny KopuinheH je mapamerapcku Student’s-o t tect. Y cityuajy
HelpaBWIHE pacnojeine kopuurheH je Henmapamerapcku Mann-Whitney-es U Tect. Pesynratu
EKCIIEpUMEHTa Cy HW3paKEHHM Kao BPEIHOCT =+  CTaHAapjHa rpemka (CHIIL
Standarderror/Mean, SEM). CraTHCTHYKHM 3HAYajHOM pa3IMKOM CMaTpaHe Cy J00HjeHe
Bpeanoctu p<0.05, a craTUCTHYKH BeoMa 3HAYajHUMO3HA4YeHE cy OHe 3a koje je p<0.01.

Microsoft Excel je kopurihen 3a kpeupame rpadukoHa u Tadena.
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4. PE3YJITATHU

4.1. MuTpaBeHcKHu TpaHcianTupane MMSCS murpupajy y jerpy 4 3HauajHO cMambyjy

omreheme jerpe nzazpano Con A

Hako cy MHOre cTynuje mokasaje IHUPOK CIEKTap XenaronpoTreKTuBHUX edexkara MMSCs,
eekatr MMSCs na NKT henwuje, rmaBue edexropcke henuje y GpyIMUHAHTHOM XEMAaTUTHUCY,
JOII YBEK HH]€ MO3HAT.

VY umspy ucnutuBama untepakuuje MMSCs u NKT henuja in vivo, mumiesu coja C57BL/6
KOjU Cy NPETXOAHO HACYMHYHO CBPCTaHU Y EKCIIEPHUMEHTAIHE Tpyle Cy HHTPABEHCKH
npumman o 250ul pactBoperor Con A y mo3u 12 mg/kg TT, omxocHo Con A u
HEIOCPEeIHO HAKOH era MMSCS y mo3u o1 5 X 10° henuja pecycnennoBanux y 200 pl NaCl-
a. MUIIEBH KOHTPOIHHX IpyIa, MHTPABEHCKH Cy NpUMHIM camo 1o 5 X 10° MSCs
pecycniengoBanux y 200 ul NaCl-a oxnocno camo 200 pl NaCl-a. MurieBu cBux rpyma cy
’KPTBOBaHM HAKOH 24 cara W HajIpe cy, y LUJby MpolieHe crenena omrehemwa jerpe, ypahene
OMOXEeMH]jCKe UM MaTOXUCToJomKe aHanu3e. [lo3Haro je na nokanHa uHdIamanuja perpyryje
MMSCs y omrehenHo TkuBO y Kome oOBe henmje HCIOJbaBajy CBOje pEreHepaTHBHE W
UMyHOMOIyJIaTOpHEe Kapakrepuctuke. MMSCS obenexene (iayopecieHTHOM 00joM Koje cy
MHTPABEHCKH AaIUIMKOBaHE HEMOCPEIHO HAKOH HHAYKLHUje XEelaTUTHCA JIeTEeKTOBaHE Cy
METOZOM MPOTOYHE IUTOMETPHje Yy jeTpU EKCHEPUMEHTAIHMX >KMBOTHIA 8 caTH IOCie

tpermana (Cruka 11).

KOHTpona Con A + chnyopecueHTHO o6enexeHe MSCs

B v i
FL1-H o FL1-H

Canka 11. IIpucycTrBo MHTpaBeHCKH TpaHCmIanTupanux MMSCS y jerpm mummeBa 8 catm HakoH
UHAYKIHje xemaTturuca. 3HauajaH 6poj MMSCs ob6enexennx ¢uyopecuenTaoMm 60jom (CFSE) murpupa y

jeTpy MHIIEBa KOjUMa je HHAYKOBaH xenatututuc npumerom Con A (12 mg/kg TT).
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Kao mrTo je nmpukasano Ha rpadukony 1, craructuuku 3Hadajan (p < 0.05) maa TpancamMuHasza
(ACT u AJIT) je youeHn xox muieBa koju cy HakoH Con A mpumuinn mMMSCs, y opehemy
ca JKMBOTHMI-AaMa KojuMma je arumkoBaH camo Con A. Hema 3HauajHe pas3iuke y HHUBOY

TpaHCaMHHa3a KOJ MHIIIeBa KOHTpOIHKX Tpymna (I'padukon 1).

1800 - [MM kontpona
1600 - B mMsCs
1400 A Il ConA
1200 -+ [] Con A+mMSCs
=l 1000 -
—
= 800 - .
600 - %*
400 -
200 -
0 -
ACT ANT

I'padukon 1. Konnenrpanmja TpancamMmHa3a y cepymMy MuileBa HakoH mpumene Con A m mMSCs.
Konnenrpamuja tpancamunaza (ACT u AJIT) je cTaTHCTHYKM 3Ha4YajHO Mama y CEpyMy MHIIEBA KOJH Cy
HerocpenHo Hakon Con A (12 mg/kg TT) mpummm 5 x 10° mMSCs y mopeljery ca MuIIeBHMA KojuMma je
ammkoBal camo Con A. [peacraBibeHn pe3yaTaTy 2 eKcrepruMeHTa ca HajMame 10 Mumesa no rpymnu (cpenmba

Bpeanoct +/- SE; * p<0.05).

AHanM30M TATOXHCTOJIOMIKMX Tperapara Hceyaka jeTpe NOTBpheHH Cy pe3ynratu
OMOXEeMHjCKUX HCTUTHBama. Kao mrTo je mpuka3zaHo Ha ciauiu 1, mpumeHa jenHe no3e
MMSCs chopeunna je wMacoBHO omTeheme XemaTtouutra HWHAYKOBAHO WHTPABEHCKOM
npumeroM Con A. Camo mojeinHa4YHa 1oJba (POKAITHE HEKPO3e, MaJie MOBPIIMHE, YOUeHa CY
KO/ MHIIeBa KojuMa cy armnkoBane MMSCSs. CynpoTHO, 1mojba HEKpO3€ BETUKUX MOBPIIUHA
ca JacHO BHJIJbMBOM BaKyOJHU3allMjOM, KAapUOJIM30M M KOHJEH3aI[MjOM XpoMaTHHA
XernarouuTa Ouiia Ccy MpPUCYTHA y jeTpuU MHUIIeBa Koju cy mpummin camo Con A. Jerpe
mumieBa koju cy npummin camo 0.9%NaCl ogrocro camo MMSCs, 6une cy 6e3 omrehiema,

OJTHOCHO MMalie ¢y HopManny rpalhy (Cruka 12).
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Canka 12. Penipe3eHTATHBHM HCEYIH jeTpe 000jeHU CTAHIAPHUM MATOXHMCTOJOLIKUM 0ojemeM, yBehame

x 100 (H&E).

4.1.1. Konuentpaumje npoundaamanujckux uuroknia TN-a, IFN-y u IL-4 cy mame

AOK je KoHueHTpauuja anTunHpaamanmjckor IL-10 Beha Hakon npumene MMSCs

Kako je kox MuIieBa ca XxenmaTuTHcoM Koju cy npumuiu MMSCS yodeHo 3HauajHO CMambeHbhe
KOHIICHTpallMje TpaHCaMHWHA3a y CEepyMy H OJCYCTBO MAacCOBHE HEKPO3€ XeIlaToluTa,
WCIIUTAHO je JIa JIU CYy OBE pa3lInKe MOCIEANIIA PA3INKe Y MPOIYKITUjU MPOUH(IAMAIN]CKAX
VS aHTUMH(IIaMaI1jCKUX [TUTOKHUHA.

MepemeM IIUTOKKHA Y cepyMy 8 caTu HaKoH uHTpaBeHcke npumeHe Con A ELISA meronom
(rpadukon  2), yTBpHEeHO je CTATUCTHYKH 3HAYAjHO CMamemke KOHIICHTpAIUje
npouHduamanujckux nutokuHa TNF-a (p<0.001), IFN-y (p<0.05) u IL-4 (p<0.001) wu
cTaTUCTHYKU 3HadajaH mopacT |L-10 (p<0.05) y cepymy mumeBa koju cy HakoH Con A

npumuin MMSCs, y iopeljery ca mumeBuma kojuma je aat camo Con A (I'padukoH 2).
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I'padukon 2. Bpennocrn murokmna y cepymy. Konmenrpamumja TNF-a, IFN-y u IL-4 je cratuctuuku
3HaYajHO Mama, MoK je KoHmeHTpammja IL-10 cratimctmukm 3Hadajuo Beha y cepymy MumeBa Kojy cCy
HemocpeaHo HakoH Con A (12mg/kgTT) mpummmn 5 X 10° mMSCs y mopeljersy ca MumreBnMa KojuMa je
arukoBad camo Con A. Hema 3HauajHe pasiuKe y KOHICHTPAIMjHU CEPYMCKHX IUTOKMHA M3Mel)y KOHTPOIHUX
rpymna. [IpencraBibeHu pe3yiTaT 2 eKCIICPUMEHTa ca HajMame 8 MUIIEBa Mo TPYIH (cpenma BpeaHocT +/- SE;

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).

4.2. Ilpumena MMSCs cmamyje nHdaaManujy y jeTpu MuIIeBa KOjUMA je XemaTHTHC

u3a3BaH ammkanujom Con A

Hana3z 3HauajHo Mamer omrehewma jeTpe Kao M Mambe CEpyMCKE KOHLEHTpaluje
npouHQIaMalMjCKUX LUTOKMHA y MUIleBa koju cy nmpuMwin MMSCs, ummaunupanu cy
NPETHOCTaBKy Ja OM cMmameHa HHpuiaTpanuja uHIamManujckuM henujama Moria OUTH
OJITOBOpHA 3a YOUeHE pa3lMKe. 3aTo Cy NPOTOYHOM IUTOMETPHjOM, oapehuBaHM Kako
nporieHaT W Opoj uWHOUATPYMhUX Tomysalyja MOHOHYKJIeapHuX henuja Tako U

¢bynkunonanHu penorun oBux henuja y jerpu 000sIeInxX MHIIEBA.

4.2.1. mMSCs 3nauajuo cmamwyjy uHpuarpauujy uHpaamanumjckux NKT heamja y

jerpu

O63upoM ga cy mperxonHe crtyauje nokasaie na NKT henuje urpajy rmaBhHy ysory y
natoreHe3n COn A UWHAYKOBAHOT XEMaTUTHCA, MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM je ojapeheH
uurokuncku npopun NKT henuja, mepunucanux kao CD4'CD1d Tterpamep’ henuije,
M30JIOBaHMX M3 JETPU MUILEBA KOJUMa Cy MHTpaBeHCKH aruimkoBanu Con A u mMSCs, unu

camo Con A. Kao mrTo je mpukazaHo Ha rpadukoHy 3, 8 caTh HAKOH HWHTPABEHCKE
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armukarje Con A (12 mg/kg TT), 6poj NKT henwuja, koje mpoaykyjy TNF-o u IFN-y, u xoje
excnpumupajy Thl tpanckpuniuonu ¢akrop T-bet je 6HO CTaTHCTUYKH 3HAYAJHO MArbH Y
jeTpu MuIIeBa KOjuMa cy MHTpaBeHCKH armutnkoBaHe MMSCS memocpenHo HakoH Con Ay
nopehemy ca MuIeBMMa Koju cy npuMmin camo Con A (p<0.01 3a CD4" CD1d rerpamep”
TNF-o" NKT hemmje; p<0.05 3a CD4" CD1d terpamep’ IFN-y" NKT hemnuje; p<0.05 3a CD4"
T-bet" hemmje) (Purypa 1). V3 1o, 6poj NKT hemuja koje npoaykyjy |L-4 u excrmpumupajy
Th2 tpanckpunuuonun pakrop GATAS je 6uo craructuuku 3Ha4ajHO (p<0.05) mawu y jeTpu
MuIesa koju ¢y npummi mMMSCs.

VY jerpu mumena koju cy HakoH Con A mpumunan MMSCS peructpoBaH je CTaTUCTHYKU
3HauyajHo (p<0.05) Behu npouenar NKT henuja xoje npoaykyjy IL-10, yka3yjyhu na moryhy
yiory mMMSCs y nomapuzanuju NKT henuja, mehytum, kaga je aHaIu3upaH ancoilyTHU Opoj
henmuja oBe momynamuje y y3opiuMma, HHje 3amakeHa pa3inka Mmehy ekcrepuMeHTaTHUM
rpynama (®@urypa 1). V jeTtpu MwuieBa KOHTPOJHHX Ipyla HHje OWJIO 3HAYajHE pa3sIuKe

(p>0.05) y arcomytaoM 6pojy ananusupanux nomyianudja NKT henuja (Purypa 1).
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®@urypa 1. UarpaBenckn ammkoBane MMSCs emamyjy 0poj NKT heamja xoje npoaykyjy nuTOKHHE y
jerpu mMumeBa kojuma je mauaykoBan Con A xemarutme. NKT henuje n3osoBaHe W3 jerpe MuiieBa Cy
aHaJM3MpaHe METOJOM IPOTOYHE IHUTOMETpHje, 8 caTh HakoH TperMana. Ykyman Opoj NKT hemumja koje
npoaykyjy (A) TNF-a, (B) IFN-y, (B) Thet", () IL-4 u (B) Gata3" je cTaTHCTMUKK 3HAYA]HO MAHH y jeTPH
MHIIEBa ca XemaTuTucoM koju cy npumuan MSCs. (I) Tpouenar 1L-10" NKT henuja je craTHCTHUKM 3HAYAjHO
Behu HakoH Tpermana MSCs. Pesynratu cy mpuka3aHu kao cpeama BpeaHocT + SE (8 mumieBa mo rpymu) (*

p<0.05; ** p<0.01).
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4.2.2. mMMSCs 3nauajHo cMamyjy uHQJIYKC Makpodara u 1eHapuTckux heauja y jerpy

Y muiby najber MCHUTHBaKkAa MOTEHIUjATHOT MEXaHW3Ma IMPOTEKTHBHOT €(eKTa IMPUMEHE
MMSCs y ¢yIMHUHAHTHOM XEIATUTHCY MHUIIIEBA, METOJIOM IIPOTOYHE ITATOMETPH]E Y JETPH j€
aHaIM3upaHa MHQUITpanMja ¥ TOMUHAHTHU (EHOTUN Makpodara U ASHIPUTCKUX hemuja.
WNutpaBercka mnpumeHa MMSCS, craTUCTHUKHM je 3HAYajHO CMamuiIa YKyImaH Opoj
Makpodara, nedunucannx kao F4/80" hemuje, kao u Makpodara koju npoaykyjy IL-12 u IL-
10 y jeTpu MHuIIIEBa KOjHMA je XCIMaTUTHC HHAYKOBaH amumikandjom Con A (®urypa 2A).
Takohe, youeHo je na MMSCs 3nauajuo yruuy Ha uabuiTpauujy CD11c” memapurckux
henuja y jerpu mumesa ca Con A xenarutucom. Ykynan 6poj CD11c¢” nenapurckux hennja,
Kao W JaeHapurckux henuja koje mpoaykyjy IL-12 je Ouo 3Ha4ajHO peayKOBaH y jeTpU
MUIIeBa KOjUMa Cy HUHTpaBeHCkH arinkoBaHe MMSCS unemocpenno nHakoH Con Ay

nopehemwy ca MuleBiMa Koju ¢y nmpumuiii camo Con A (durypa 2B).
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®@urypa 2. Bpojuana 3actynibeHoct heamja xoje nmpe3eHTyjy aHTUreHe y TKHBY jeTpe MHIIEBA HAKOH
npumene Con A u mMMSCs. Ykyman 6poj (A) F4/80+ makpocdara, makpodara koju npoaykyjy IL-12 u IL-10,
kao u (B) CD1lc+ nenaputckux henuja, kao u U ASHAPUTCKUX hendja koju mpoaykyjy IL-12 u IL-10 6wo je
CTaTHCTUYKH 3HAYajHO MAmbH y Y jeTpU MHIIEBAa KOjUMa Cy HAKOH MHIYKIMje XeNAaTHTHCA TPaHCIUIAHTHpaHe
mMMSCs (5 x 10°). M3MepeHe BPeIHOCTH M3 eKCIEPHMEHTAa Cy IpHKa3aHe Kao cpedma BpeaHocT £ SE (8

Muresa y rpymnu) (¥p<0.05).
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Huje mocTojana cratuctiuky 3HavajHa (p>0.05) pasmuka y 6pojy CD8" T mumdonura kao u

y 6pojy CD19" B numdormTa, Koju cy MHGUITPUCAIN jeTPy eKCIEPUMEHTAITHUX MHILICBA
(Purypa 3).
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®urypa 3. Bpojuana 3acrymbeHoct T u B mumdonura qumdonura y jerpu MuiieBa KojuMa cy JaTH
Con A m mMSCs. He nocroju pazmuka y 6pojy CD8" T mumdponuta n CD19" B mumdouura y jeTpu Mumesa
KOjHMa Cy HAKOH MHAyKIHje XemaTutica TpaucmianTupane MMSCs (5 x 10°), y mopelemy ca mumesnma
KojuMa Koju cy mpumin camo Con A (12mg/kg TT). U3mepeHe BpemHOCTH M3 €KCIIEPUMEHTa Cy MpHKa3aHe

Kao cpenma Bpeanoct + SE (8 mumesa y rpyrm).

4.3. lipumena MMSCs 3HauajHo cMamyje omreheme jerpe uzazsano a-GalCer-om

VY mwpy ucnutuBama aa 1u MMSCs cynpumupajy epexropcke ¢pynkuuje NKT henmja jerpe
JTMPEKTHO M HE3aBUCHO OJ1 JACHAPUTCKUX hemmja m Makpodara, y J1ajbeM TOKY HCTPaXKHBamba
kopuinheH je Mojen (GpyJIMHHAHTHOT XeNmaTuTHca KOju je MulleBrMa u3asBaH o-GalCer-om,
cneunpuyHuM U cHaxxHuM aktuBaropoMm NKT henuja.

VY Ty cBpXy, Hajpe cy ojpeheHe KOHIEHTpaluje TpaHCAaMHHA3a Y CEpyMy U aHAIU3HpPaHU
MATOXHMCTOJIONIKK TIperapaTH jeTpe Kako OW ce HMCIUTANo Ja JIM WHTPABEHCKa NpHUMeHa
MMSCs wmoxe 1a peaykyje omreheme jerpe uzaspano o-GalCer-om.

Kao ekcnepuMeHTanHe >XMBOTHUHE¢ KopuiiheHun cy wmumeBu coja C57BL/6 nacymmuHO
CBPCTaHM y JIB€ €KCIIEPUMEHTAIIHE U JIBE€ KOHTPOJIHE TpyIe. MUllleBU NpBe EKCIIEPUMEHTATHE
rpyne wuHTpaBeHcku cy npumiin o-GalCer (50ug/kg TT), npeTxomHO pacTBOpeH Y
¢busnonomkom pacteopy (0.9%NaCl), mox cy muieBH Apyre eKCIEpUMEHTAIHE TpyIie
HemocpeHo HakoH a-GalCer-a maTpasencku npummmi 5 X 10° mMMSCs pecycrienI0BaHuX y

200 pl 0.9%NaCl-a. MurmieBn rpynucaHd y TNpBY KOHTPOJHY TPYIy Cy WHTPaBEHCKH
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npumuan  camo 0.9%NaCl, mox cy MuineBn CBpCTaHM y APYry KOHTPOJHY TPYILY

HWHTpaBeHCKHu npummm camo MMSCs.

KOHTpona a-GalCer + ¢pnyopecueHTHO o6enexeHe mMSCs

124
A
i

FL1-H

Ciamnka 13. Jlereknmja cucreMcku amjukoBaHux MMSCs y jerpy muineBa 2 cata HaAaKOH HMHAYKIHje
xenaruTuca npumenom a-GalCer-a. ®nyopecrientao (CFSE) o6enexene mMMSCS murpupajy y jetpy MuieBa

KOjHMa je MHIyKOoBaH xematurutuc mpumenom a-GalCer-a (50 ug/kg TT).

Konuentpanuja tpancamunasza (ACT u AJIT) y cepymy MuieBa eKClepuMEHTAIHUX I'pyIa,
Mmepena 16 catu Hakon amukaije o-GalCer-a (50pg/kg TT), je mokasana ja MHTpaBEeHCKa
npumena 5 x 10° mMSCs mosxe 1a penykyje Temiko omreheme jerpe u3assano a-GalCer-om.
Kao mTo je mpukazano Ha rpaduxony 5, xonmentpanuja ACT u AJIT je cratucTuuku
3Ha4ajHO (p<0.05) mMama y cepymy muiieBa koju cy nocie o-GalCer-a mpumuim mMSCs, y
nopehery ca MuIIeBMMa Kojuma je wHTpaBeHckH nat camo o-GalCer. Huje mocrojama
CTaTUCTMYKHU 3HauajHa paznuka (p>0.05) y KOHIEeHTpaluju TpaHCaMHHa3a y cepymy usmely

mumeBa KoHTposHux rpyna (I'paduxon 3).
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I'paduxon 3. KoHumeHTpanuja TpaHcaMuHa3a y cepyMy MuillleBa HakoH mpumene o-GalCer m mMSCs.
IMocroju cratuctiaku 3Hauajad max ACT u AJIT y cepyMy MHUIIEBA KOjH Cy MHTPaBEHCKH y jexHoj xo3u (5 X
10°) npumimm MMSCs rocite a-GalCer-a (50pg/kg TT) y nopeljemy ca MUIIEBHMa KOjUMa je MHTPABEHCKH JaT
camo a-GalCer. He mocToju CTaTHCTHYKH 3HaYajHA Pa3jidKa y CEPYMCKO] KOHIIEHTPAIIHjH TpaHCAMHHA3a H3Mel)y
MHUIIEBA KOHTPOJHUX Tpyma. [IpencraBibeHH pe3yiTaTd 2 eKCIepHMEHTa ca 8§ MHIeBa Mo rpyrlH (cpeama

BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).

[TatoxucTomyomka aHaiuM3a jeTpe je€ TOTBpIAWJA pe3yiTaTe OWOXEMHJCKMX HWCIHUTHUBAaka
(Cnuka 14). 3HayajHo Mame omTehemne jeTpe YOUCHO je KOJ MHIIeBa KOjH Cy NPUMMIN 5 X
10° mMSCs nocre nnTpaBencke ammukanuje a-GalCer-a (50ug/kg TT). Kox MumeBa koju ¢y
npummi camo o-GalCer 6una je mprcyTHa MacoBHA, JMCEMHHOBAaHA HEKPO3a XEMaTOLUTA
(cnuka 4) nmpaheHa ryOUTKOM HOpMaliHe Tpale TKHMBa jeTpe NOK Cy TMOojeAMHA4YHa W peTKa
110Jba HEKPO3€ Majie MOBPUIMHE Ouila MPUCYTHA Y jeTpH MHIIeBa Koju cy npumuiun mMSCs
nocie o-GalCer-a. Kao mTo ce Moxxe BuAeTH Ha ciuiy 4, jerpe MuiieBa o0e KOHTPOJIHE

rpyme cy Ouse ouyBaHe U HEMpoMemeHe rpalbe.
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Cinuka 14. Penipe3eHTaTHBHH MceYlH jeTpe MunIeBa HakoH npuMene a-GalCer-a u mMSCs. CrannapHo

natoxucroiomko 6ojeme (H&E), yeehame X 100.

4.3.1. Ipumena MMSCs cmamyje konuenTpauujy TNF-a, IFN-y u IL-4 y cepymy

OO63upoM aa cy pe3ynraTd OMOXEMHjCKHX W MaTOXHCTOJOIIKMX MCIUTHBama MOKa3ald Jia
npumeHa MMSCs cmamyje omreheme jerpe y a-GalCer xenaTutrcy u 7a cy OBH pe3yiTaTu
y CKJIay ca pesynratuma aooujeHum y Con A mogeny, ucnimraso je pa au mMMSCs yruay Ha
MPOAYKIHM]y [HTOKMHA W (PEHOTUIICKE © (PYHKIMOHAIHE KapaKTePUCTHKE TJIABHUX
eexTopckux henMja y jeTpu Ha UCTH Ha4MH Ha KOJU Cy Ha OBe mpolece yruuaie y Con A
XETaTHTHUCY.

Mepemem MTOKMHA Y cepyMy 2 caTta HakoH mHTpaBeHcke npumene a-GalCer (50ug/kg TT)
(Tpadukon 4), yrBpheHO je CTATHCTHYKH 3HAYajHO CMambembe KoHieHTpamuje TNF-o
(p<0.05), IFN-y (p<0.05) u IL-4 (p<0.05), y cepymy MuIeBa Koju cy mpummix 5 X 10°
MMSCs, y nopehemy ca mumieBuma kojuma je mat camo a-GalCer. Kao mto ce Moxe BUIeTH
Ha Tpadukony 7, mako je 3abenexxeHn mopact IL-10 y cepymy MuIneBa Koju Cy HMPUMHIA
MMSCs mocre o-GalCer, umje Owmro cratuctuuke pasauke (p>0.05) y m®erosoj

KOHI_ICHTpaI_[I/IjI/I Yy CEpyMy MHUIIICBA CKCIICPUMCHTAJIHUX I'pYIIa.
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I'paduxon 4. Cepymcke BpeIHOCTH HUTOKHHA HakoH mpumeHe o-GalCer-a m mMSCs. Konmenrpanuja
cepymckor TNF alpha, IFN-y u IL-4 je cTaTrHcTHUKM 3HA4ajHO Marba KOJ MHUIIEBa Koju cy mocie a-GalCer-a
uHTpaBeHcky npumMma 5 X 10° mMMSCs y nopeljery ca MuieBnMa kojuma je aat camo a-GalCer. He mocroju
CTAaTHCTHYKM 3HAYajHA pa3ihKa y KOHIEHTpanuju cepymckor IL-10 mmely ekcmepuMeHTamHHX Tpyma.
CepyMcKa KOHICHTpalMja QUTOKWHA je MEpeHa 2 cara HaKOH MHTpaBeHcKke arumkanuje o-GalCer-a (50pg/kg
TT). IpencraBibeHN pe3yNITaTH 2 EKCIIEPUMEHTA Ca HajMare 8 MHUINeBa 1o TpymH (cpeama BpeaHoct +/- SE; *

p<0.05; ** p<0.01).

4.3.2. mMMSCs cmamyjy uagayke NKT henuja koje npoaykyjy npouHgiamanujcke

HUMTOKHHE

Hakown mTo je youeHo na y cepyMmy muiieBa koju cy npummwiu o-GalCer u mMSCs moctoju
3HaYajHa pasjiMKa y KOHIEHTPAIHj! IIUTOKMHA y OJHOCY HA MHUIIEBE KOjUMa je JIaT caMo o-
GalCer (I'padukon 4), ucnHMTaHO je NUPUCYCTBO W MpUPOJAa HHOIAMAIUjE Yy jeTpU
eKCIIEPUMEHTAHUX KHUBOTHI-A aHATU30M (PEHOTUTICKHX U (DYHKIMOHATHUX KapaKTEepUCTHUKA
n30JI0BaHMX henyja jerpe MeToJ0M MPOTOYHE [IUTOMETpPH]E.

Kao mro je mpukazaHo Ha ciauuM 5, mocMaTpajyhu MponeHTyalHy 3acTyJ/beHOCT IIUTOKWH-
nponykyjyhux NKT henuja y jerpu 2 cara HakoH uHTpaBeHCke aruukanuje o-GalCer
(50pg/kg TT), npumena MMSCs (5 X 10°) 3HauajHo je cmammna urdiayke NKT hemmja koje
nponykyjy TNF-a (p<0.05), IFN-y (p<0.01) u IL-4 (p<0.05) (Cmuka 15). Mebhy
eKCIIepUMEHTAIHUM Tpylnama Huje Omio 3HauajHe paznuke (p>0.05) y 6pojy NKT henwmja

koje mpoaykyjy IL-10 (Cnuka 15).
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Caunka 15. CMameHa MpPOoIeHTyaHa 3acTyIbeHocT nHpamanujckux NKT henuja y jerpu mumieBa ca o-
GalCer xematurucom kojuma cy amukoBane MMSCs. NKT henuje n3onoBaHe u3 jeTpe Cy aHAIU3HpaHe
IIPOTOYHOM LUTOMETPHjoM. PenpeseHTaTnBHY IUIOTOBU MpHKa3yjy npoueHTtyanHy 3actymbeHoct NKT hemnja
koje mpoaykyjy TNF-o, IFN-y, IL-4 u IL-10 y jeTpu mumieBa kojuma je ammkoBad camo o-GalCer (50ug/kg
TT) umn a-GalCer u mMSCs (5 x 10°).

3aberexxeHe pa3jivke y TPOICHTYAIHO] 3aCTyIUbeHOCTH paznmuutux momynanuja NKT
henuja mocTojane cy ¥ Kaja je aHaJM3UpaH ancoIyTHHU Opoj THX MOIyJalnuja y y3opuuMma, rna
je tako 6poj NKT henuja koje npoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-4 y mumeBa koju ¢y HaKoH o-
GalCer (50pg/kg TT) npummm mMSCs (5 x 10°) cratucruuky 3Hauajuo (p<0.05) Marbu
HEero y MuiieBa kojuma je arummkoBan camo o-GalCer. Pasnuka y anconmyrHom 6pojy NKT
henuja xoje mpoaykyjy IL-10 y jeTpu muieBa ca XemaTUTUCOM HHj€ AOCTUTIIA CTATUCTHUKY

3HauyajHOCT HaKoH TpetMana MSCs (p>0.05) (durypa 4).
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®@urypa 4. Bpoj NKT heamnja koje mpoaykyjy HUTOKHHE y jeTpH MHIIEBa KOjHMAa Cy ANIHKOBAHH (-
GalCer m mMMSCs. Cratuctuuku 3Hadajuo Mamu 0poj NKT hemuja koje mpoaykyjy TNF-a, IFN-y u IL-4 y
jerpu MumeBa kojuma cy aate MMSCs (5 x 10°). Pesynrati 2 eKCIepiMEHTa ca HajMarbe 8 MHIIEBA 110 TPYITH

(cpenma BpeanocT +/- SE; * p<0.05;** p<0.01).

4.3.3. lpumena MMSCs He Mema 3aCTYNIJbEHOCT JIeHAPUTCKUX heanja y jerpu muieBa

KojuMa je xematuruc u3a3pa a-GalCer-om

Y IaibeM TOKY HCTaKHBamba je youeHo jga npumena MMSCs (5 x 10°) ue yrude 3HadajHO Ha
uHbunTpanujy uadnamanujckux CD11c” nenapurckux hemmja xoje excripumupajy CD11b,
MHC wmonekyn |l knace, ko-ctumynatopHe moznekyine CD80 nu CD86, kao u neHAPUTCKUX
henmja koje mpoaykyjy IL-12 y jerpu mumeBa ca a-GalCer xenarutucom (®urypa 5). Mebhy
eKCIIEpUMEHTAIHUM Ipyrnama Takohe Huje OUI0 CTaTUCTUYKHU 3HavajHe pasnuke (p>0.05) vu
y 6pojy perymaTopHuX IeHApUTCKHX hemmja, nedunncanmx kao CD11c’CD8" hemmje koje
nponykyjy IL-10 (Durypa 5), mro ykazyje na mMSCs mMoxynupajy npoayKiujy HUTOKHHA

nupekTHuM nenoBameM Ha NKT henuje.

70




A 35 16 12
=% P — 10
3:_ 25 é 12 3:’ .
= E 10 = 1
g 2 g g
@ ¢ 8 a6 o
3 15 E =
=] [=] 6 Q
o [=3 o 44
= 10 = 4 (=]

5 2 z 1
0 ! 0 . 0 4
CD11c+ henwuje CD11c+CD11b+ henuje CD11c+l-A+ henuje
. 4 18
S 3,5 ) 16 4
g . g S 1l
2 35 [ =
5 3 5 28 5 2]
T 25 z 2 g 101
= = T g
5 2 2 45 2
a a b a
e 15 E E 6 4
1 ! 4
0,5 0,5 24
0 4 \ 0 ) 0
CD11c+CD80+ henuje CD11c+CD86+ henwje CD11c+IL-12+ henuje

E 4 38 DKoHTRpONA
= 3,5 = 3 8mMSCs
E; 3 ?'_':, 25 ua-GalCer
= 25 = Oa-GalCer + mMSC
F r 2
z e 2
] 1,5
o 15 g.
= (=] 1

1
05 0,5
0 " 0 d
CD11c+CD8+ henuje CD11c+IL-10+ henuje

®@urypa 5. [lppmena MMSCs He yTu4e 3Ha4ajHO Ha (peHOTHN JeHAPHUTCKUX henmja Koje mHPUATPUILY
jerpy mumeBa ca o-GalCer xenarurucom. He moctoju pasmika (p>0.05) y npoueHTyalHoj 3acTyIJbEHOCTH
(A) madnamaumjckux u (B) perynatopHux AeHApPUTCKUX henuja y jeTpu MumeBa kojuma cy aatu o-GalCer
(50pg/kg TT) u 5 x 10° mMMSCs, y nopeljemy ca MuIeBuMa koju cy npumumi camo o-GalCer. Pesymrat 2

eKCIIepIMEHTa Ca HajMame 8 MHUIIeBa 110 TPYIH (Cpemtba BpeaHocT +/- SE).

4.3.4. UnTpaBeHcka anukanuja MMSCs cmamyje nuTtoTokenuky akTuBHocT NKT

heanja jerpe

[Momro je y jerpu mumeBa ca a-GalCer xenarutrcom koju cy npumman MMSCs moka3ana
jacHa paznuka y 6pojy nndmamanujckux NKT henmja, koja Huje mpahena paznmukom y 6pojy
aKTUBUPAHUX JCHIAPUTCKUX henwja, y JajbeM TOKY HCTpaXUBama Y IMJbY OTKPHBamba
MexaHu3Mma xematonporekTuBHOT edekta MMSCs y NKT-mocpegoBaHoM XemaTHTHCY,
ucnutan je murotokcuuku noreHnujan NKT henuwja jetpe 2 caTa HakoH aruiMKanuje o-
GalCer (50ug/kg TT), omrocro a-GalCer u 5 x 10° mMSCs. Iurorokcnuroct NKT heruja
jetpe kao edekropckux henmuja wmcnmuraHa je y 48-uacoBHO] KynTypu ca henmjama
XeIMaToue yIapHOT KapIMHOMa OJHOCHO MHUIIjUM Xemaronutuma (taprer hemuje), y ogHOCYy

edexrop: Tapret 10:1, kopunthemem XCELLigence cucrema (durypa 6).
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Ha rpadukony 10 je mpukazano ma NKT henuje n3oi0BaHe MarHeTHOM cerapalyjoM M3
jerpu MuiieBa koju cy HakoH o-GalCer mpumuan mMSCS mokasyjy 3uaudajuo (p<0.05) mamy
IIUTOTOKCHYKY akTHBHOCT y mopehemy ca NKT hemmjama mumeBa kojuma je arjaMKoBaH
camo o-GalCer, oBa pasnuka je CTaTUCTHUKMA YO€I/bMBHja HAaKOH 2 caTa KOKYJITHBAIIH]E.
Cmamen yOumauku moteHmujan NKT  henmuja  je  HajBepoBaTHHje — mocieauIa

MMYHOMOIYJIATOPHUX aKTUBHOCTH yopu3ranux mMSCs.
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®@urypa 6. Cucremcka ammkanuja MMSCs cmamyje murorokcndky akrtuBHocT NKT heamja jerpe
npema HepG2 tymopckum heaujama. [utorokcnmuka akruBHocT NKT hemmja mpema (A) HepG2 rtaprer
henmjama u (B) xematormTuma ucnntrBana je XCELLigence cucremom y Tpajamy ox 48 catr, omHOC edeKrTop:
taprer 10:1. Pesynratu cy mnpeacTaB/beHH Kpo3 henujcku HMHAEKC TapreT henuja y peasHoM BpeMeHY.
Xenarorokcuuroct NKT henwuja n3og0BaHuX U3 jeTpu MumieBa koju cy npumuin, a-GalCer (50pg/kg TT) u 5 X
10° mMSCs je 3uauajuo Mama y nopehermy ca xenatorokcnunomhy NKT hennja n3010BaHuX U3 jeTpu MUIIeBa
koju cy mpumanu camo o-GalCer. Ipukasane BpeIHOCTH Cy cpeame Bpeanoctu +/- SE; * p<0.05, Hajmame 8

MHUIIEBA TI0 TPYIIH.

4.3.5. Ilpumena MMSCs cmamyje npouentryanny 3acrymbeHoct FasL, TRAIL u
CD107, anu He yruye Ha 3acTyl/beHocT nepopuna, rpansuma B, NKG2D u KLRG1

Ha NKT heaujama y jerpu Mmumena

Ca musbeMm 1a ce aepununry moryhu pasno3u cMameHe HUTOTOKcHuke akTUBHOCTH NKT
henuja, cienehu Kopak y uctpaxkupamwy 0610 je aa ce ucnuta ¢pyakiuonansu penotun NKT
henuja y jeTpu muieBa o0e eKCHEpUMEHTANHE rpyne. Y OKBUPY M30J0BaHE MOIyJaluje
NKT henuja jerpe, ananusupana je excrnpecuja FasL, TRAIL, CD107, nepdopuna, rpanzuma
B, NKG2D u KLRG1 moinekyna. Pesynraru npukazanu Ha TpadUKoHY 5, jacHO yKasyjy Ja
MuIIeBr koju cy Hakon a-GalCer (50pg/kg TT) mpummm 5 X 10° mMMSCs umMajy cMamery
NPOLICHTYAITHY 3aCTYIUbEHOCT JIMTaHaa KOju MHAYKYjy amonto3y, FasL (p<0.05) u TRAIL
(p<0.01), xao m nerpanymnammonor mapkepa CD107 (p<0.05) ma NKT henujama jerpe y
nopehemy ca mumreBuma koju cy npummin camo a-GalCer (I'paduxon 5). HctoBpemeno,
HHje MOCTOjaNa CTaTUCTUYKU 3HayajHa pasnuka (P>0.05) y mpoleHTyallHoj 3aCcTyIbeHOCTH
[IUTOTOKCHYKKX Meaujaropa (nmepdopuna u rpansuma B), kao Hu penenropa (NKG2D u

KLRG1) na NKT henujama jerpe uzmel)y exciepumenrtanuaux rpyna (I'padukon 5).
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I'paduxon 5. [Ipumena MMSCs cmamyje mponeHTyaiaHy 3acrymbeHoct FasL, TRAIL m CD107 ma NKT
heaujama, anm He yTumye Ha 3acTrymbeHocT mepdopuna, rpansuma B, NKG2D u KLRG1 nma NKT
heanjama y jerpm mmmeBa. Mumesn xoju cy Hakon o-GalCer mpuvim 5 X 10° mMSCs, nmajy cMamen
mporerat FasL, TRAIL u CD107 ma NKT henmjama y mopelhemy ca MHIIEBHMa KOjH Cy MPUMHINA CaMO 0.~
GalCer (50ug/kg TT). HcroBpeMeHO, HE TOCTOjH CTAaTHCTHYKM 3HAYajHA pasliMka y MPOIEHTYAIHO]
3actymbeHocTH nepdopuna, rpam3uma B, NKG2D u KLRG1 na NKT henujama usmeljy excriepruMeHTaTHIX

rpyma. [IprkaszaHe BpeIHOCTH CY Cpelme BpeaHocTd +/- SE; * p<0.05;** p<0.01.

4.3.6. llpumena MMSCs nosehaBa 0poj peryiaTtopHux JuM@oUUTa y jeTPH MHIIEBa

KOJjUMA je U3a3BaH XeMaTUTHUC

ITo3snaro je ma MSCs mnoBehaBajy excrnpecujy TpaHcKkpunuuoHor ¢akrtopa FoxP3 'y
TUMQONUTAMA ¥ TIPOMOBHIITY HACTaHAK M ekcransujy CD4"CD25 FoxP3" Treg numdomuTa
xoju mpoxykyjy IL-10" (266, 267). Ananusom (eHOTHIIa MOHOHYKJIeapHHX henmmja koje cy
uHbuITpUCae jerpe MumieBa koju cy npummin camo a-GalCer (50ug/kg TT) omHocHO o-
GalCer u 5 x 10° mMSCs, youero je xa ammkamuja mMMSCS 3Hauajuo nosehasa IprcycTBO
perynatopuux henuja y jerpu. Kao mro ce mMoxe BuieTH Ha TIpadUKOHY, CTaTUCTHUKU
3Hagajuo (p<0.05) Behm 6poj CD4'CD25 FoxP3" Treg mumdponuTa koju mpoaykyjy IL-10 u
CD4"CD49b*FoxP3" mumdonuta koju npoaykyjy IL-10 mapuntprcao je jerpe Mumesa Koju
cy npummim MMSCs 2 cata HakoH ammkoBama o-GalCer, y mopehemy ca mumeBnma
kojuMa je nmat camo o-GalCer (®urypa 7A). V3 To, yopusraBame MMSCs y3pokosaio je
cTaTHCTHYKH 3HauajHo (P<0.05) moeehame amcomyTHOr 6poja CD23'CD21°IgM*™ MZ-like B

aumdorura koju mpoaykyjy IL-10 u TGF-B y jerpu mumieBa ca xenatutucom (®Purypa 7B).
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Mehyrtum, Huje Omiio pasnuke y Opojy nepuToHeanHux Bla perymaropuHux nmmdoruTa

denoruna IgM'CD5" koju mponykyjy IL-10 u TGF-B mutH y 6pojy mNepuTOHeanHH

IgM*CD5" B1b numdonura usmely excrnepumentanaux rpyma (Ourypa 7B).
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®@urypa 7. [Ippmena MMSCs nosehaBa 6poj peryiraTopHux JuM@QoOLUTa y jeTpH MHIIEBAa KOjuMa je

u3a3BaH xematutuc. MumeBn Kkoju cy Hakon o-GalCer mpummmm mMMSCs, umajy Behu 6poj

CD4'CD25'FoxP3*IL-10" u CD4"CD49b*FoxP31L-10" Treg numdonura, kao u 6poj CD23'CD21 IgM* MZ-

like B numdonmuTa koju npoaykyjy IL-10 u TGF-f y onHocy Ha MumieBe Koju cy mpumunu camo a-GalCer. He

IOCTOjH CTATHCTUYKM 3HayajHa pasiuka y Opojy mneputoneannux Bla (IgM'CD5%) u Blb (IgM'CD5)

perynaTopHUX TUM(OIUTa H3Mel)y ekcriepuMeHTanHuX rpyma. [IprkasaHe BpeTHOCTH Cy CPEAE BPEAHOCTH +/-

SE; * p<0.05.
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Jlobujenn Hamasu cyrepuiny ga npumeHa MMSCs mosehaBa 6poj Treg m MZ-like B
mumdonuTa y uWHGIAMUPAHO] jeTpH, INTO TMPOMOBHUINE CTBApakbEe HMYHOCYIIPECUBHE
MHUKPOCPEJMHE M MOXe OWTH jeJaH oOJf MeXaHu3amMa KOju C€ Hala3h y OCHOBHU
xenaronpoTekTuBHOr epekta MMSCs y akytHoM omrtehewmy jetpe y kome cy NKT henuje

r1aBHe edekTopcke henwmje.

4.3.7. Jenaenmja Treg aumdpouuta nukjaopochamMuaoM 3Ha4ajHO cMambyje KanauuTer

MMSCs na penykyjy omreheme jerpe y3pokoBano aktuanujom NKT henuja

Jla Ou ce ucnuTao 3Hayaj perynaTopHux TuMonuTa 3a uMyHocynpecuBHu epekatr mMMSCS y
akyTHOM omrtehemwy jerpe koje je m3a3zBaHo aktuBanujom NKT henuja, mumeBuma je mpe
WHIYKIHje OOJIECTH JIeTUIeTUpaHa OBa MOITyJalyja JAMQOInTa.

KoHnenrpanuja TpaHcaMuHa3za y CcepyMy MHIIEBa EKCIIEPUMEHTATHUX Tpyna H
MaTOXUCTOJIONIKA aHaJM3a TKUBA jeTpe Cy MOKa3aie Ja HepocTaTak Treg mumdonura ykuaa
xenatonpotekTuBHU epakar MMSCS y xematutucy koju je uzasan a-GalCer-om. Kao mro
je mpukazaHo Ha rpadukoHy 6, xonmeHtpammja ACT m AJIT je craruCTUYKK 3HAYajHO
(p<0.05) Beha y cepymy mumieBa koju cy 72 cara npe a-GalCer-a u MSCs npumuu CY, y
nopehewy ca mumeBuMa tperupanuMm o-GalCer-om 1 mMMSCS kojuma HUCY JAeMIeTHPaHU
NPOTEKTUBHHU Treg muMdorutu. Y ckiany ca OMOXeMHjCKHM Hala30M, Ha MaTOXUCTOIOMKUM
HceylMMa jeTpyd MHUIIEeBa KOjuMa HenocTajy Treg num@oIuTH, jJaCHO ce youaBajy BeJIMKa

M0Jba HEKPO3€ XENaTolMTa U MacoBHA MH(miTpanuja uHduamanujckum henmjama (Crnuka

16).
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I'paduxon 6. Konumenrpanuja Tpancammuasa y cepymy mumeBa HakoH mpumene CY, a-GalCer u
mMSCs. Tlocroju cratuctruku 3Hadajan nopact ACT u AJIT y cepymy MumIneBa KOjU Cy HHTPaBEHCKH
npumuin CY mpe a-GalCer-a u mMSCs y nopehemy ca mumeBuma kojuma Huje mat CY. IlpeactaBibeHu

pesyaTaTn 2 eKCIIepUMEHTa ca 8 MHEIIIEBa TI0 TPyIH (cpemrba BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).

Cauka 16. Penpe3eHTaTHBHH HceYnn jeTpe mumieBa HakoH mpumeHe CY. CTaHZapHO NMAaTOXHUCTOJIOIIKO
6ojeme (H&E), ysehame x 100.
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4.3.8. Cynpecuja xenmatorokcuuHoctTH NKT henuja me3eHXHMAJHUM MATHYHUM

hesnjama je 3HauajHO cMamb-eHA HAKOH JAeruienuje Treg aumonura nuukodochamuaom

Hana3z 3nauajuo Beher omrehema jeTpe kao u Behe cepyMcKe KOHIIEHTpAIMje TpaHCaMHUHAa3a
y MUIIIEBA Ca XENAaTUTUCOM Kojuma cy npe npumene MMSCs neretupanu Treg numdonuTy,
HaBEJIM Cy Ha MPETIOCTAaBKy Ja HexocTaTak |reg quMgonura cMambyje IMyHOMOYJIATOPHU
edpekar MMSCs na NKT hemuje, rmaBue edekropcke hemuje y oBom mozeny. 3aTto je
nutotokcnyHocT NKT henumja jerpe umcnurana je y 48-4yacoBHO] KyITypH ca MUIIJUM
xenarorutuma (tapret henuje), y onnocy edpexrop: taprer 10:1, kopumrhemem XCELLigence
cucrema.

Ha rpadukony 7 je npukazano na NKT henuje nsonoBane MarHeTHOM cemapaiujoM U3 jeTpu
MmuiieBa Koju cy HakoH o-GalCer-a mpummimu MMSCS mokasyjy CTaTHCTHYKH 3HA4ajHO
(p<0.05) mamy nuToTOKCHUKY akTHBHOCT y onHocy Ha NKT henuje mMumieBa kojuMa cy mpe
npumene o-GalCer u mMMSCs nerutetupanu Treg nmumdonutu. lakie, cMambeH yOWIauKu
norenuujan  NKT henuja je HajBepoBaTHHje TMOCiequIa HE CaMO  JUPEKTHHX
MMYHOMOJYJaTOpHUX akTUBHOCTH yOpusranux MMSCs na NKT henuje, Beh u unanpeKTHOT

edekra Ha oBe henmuje mocpencTBom Treg mumdornuTa.
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I'padukon 7. Cucremcka amnmmkanuja CY cmamyje umyHomonyaaropun yrunaj mMSCs na NKT heauje
jerpe. [luroTokcnuka aktuBHocT NKT henuja mpema xematonutuma uernuriuana je XCELLigence cucremom y
Tpajamy o 48 catu, ogHoc edexrop: Taprer 10:1. PesynaraTu cy npencraBibeHn Kpo3 henmujckn MHAEKC TapreT
henmja y peanmHom Bpemeny. XenatorokcuanocT NKT henuja n3omoBaHuX U3 jeTpy MHIIEBA KOjU Cy TIPHUMUIIH,
CY (10 mg/kg TT), o-GalCer (50ug/kg TT) m 5 x 10° mMSCs je 3mauajuo Beha y mopelemy ca
xenarorokcnyHonthy NKT henuja n3zonoBannx U3 jeTpu MHIIEBa KOjEMa HUCY ACIUIETHPAHU | eJ JIMMQOIHUTH.

I[NpukazaHe BpeJHOCTH Cy cpeabe BpenHocTH +/- SE; * p<0.05, Hajmame 8 MuIeBa Mo rpyIH.
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4.3.9. Ilpumena MMSCs 3nauajuo nmosehaBa 6poj Breg sumdounra y jerpu 060J1e1ux

MHIIEBA KOjuMa cy [ reg JuM@pOUUTH AeNJIeTHPAHN HUKJI0(pochaMuioM

WNutepecantho, npumeHa MMSCs nakon edukacHe neruienuje Treg mumdonura (Purypa
8A), moactuye akTuBauujy U uHGIykc Breg numdonura y jerpy MUIleBa KOjuMa je n3a3BaH
XeIaTUTHC. 3a0eiIexkKeH je CTaTHCTHYKH 3HadajHo (p<0.05) Behu 6poj CD23'CD21 IgM* MZ-
like Breg numdorura y jeTpu kuBoTHIa Kojuma je mpe a-GalCer-a m mMSCs patr CY
(Purypa 8b), mehyrum, jacHO ce yodaBa Ja oBaj mopact Opoja Breg numdonura Huje

yonaxuo omreheme jerpe (I'padukon 6, ciuka 16).
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®@urypa 8. IIpumena MMSCs koa MumieBa ca XemarutucoMm 6e3 Treg aumdonurta 3HayajHo nosehasa
opoj Breg aumdponura y jerpu. Munresu koju cy npe a-GalCer-a u mMSCs npummin CY, umajy Behu 6poj
CD23CD21°IgM* MZ-like Breg numdporurta koju npoaykyjy IL-10 u TGF-p y omHocy Ha MuiieBe Kojuma

HHCY nemuteTupanu 1reg mumdonurtu. [Iprkaszane BpeAHOCTH Cy cpenmbe BpegHoctu +/- SE; * p<0.05.

79




4.3.10.HexocraTak Breg mumdonura He yrude Ha XenaTtonporektuBan epexkat mMSCs

Y AKYTHOM XeNaTUTHCY

Hakon wucnutuBama 3Hauaja nomyinamnuje Treg numM¢oIuTa, HAMETHYJIO CE HCIUTHBAIE
ynore Breg nmumdonura y umyHocynpecuBHOM edekty MMSCs y XenaTuTUCy H3a3BaHOM O~

GalCer-om.

[Ipe nnayknmje xemaruruca u Tpanciutantaije MMSCS, ekcriepuMeHTaTHUM KHUBOTHEaMa
cy Breg mumdonmtu aererupanu npumerom anti-CD20 antutena. Hegocrarak oBux henwuja
HHje 3HAYajHO YTUIA0 Ha MMyHocynpecuBHH epexar MMSCs y a-GalCer-om uza3Banom
omrehemy jerpe (I'padukon 7). Huje 6110 cTaTHCTHYKK 3HAYAjHE PA3JIMKe Y KOHICHTPAIIHjU
TpaHCAMHHA3a y CEpyMy MHILEBA KOjuMa Cy npe HHAyKuuje Oonectu u armukamje mMMSCs
nertetupanu Breg mumbornutu y nopehemy ca xuBoTHIaMa Koje Hucy mpumuiie anti-CD20
antuteno (I'papuxon 8). Kao mro ce yoyaBa Ha rpadukoHy, Y 00€ eKCIIEpHMEHTAIHE IPyIIe
Koje cy npummwie MmaruyHe henmje usMepena konueHtpamuja ACT wu AJIT je Ouna
CTaTUCTHYKM 3HAYajHO Mama O]l KOHIICHTpallKje TPaHCAMHHA3a Y MHIIEBA Ca XEHaTUTHUCOM

koju Hucy npumuiu MMSCs (I'padukon 8).
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I'paduxon 8. KonnmeHTpanuja TpaHcaMHHAa3a y cepymMy MuieBa HakoH npumene anti-CD20, a-GalCer u
MMSCs. Hema cratuctruku 3HauajHe pasnuke y koHueHTpamdju ACT m AJIT y cepymy MuIneBa Koju Cy
uHTpaBeHckn npumuiy anti-CD20 npe o-GalCer-a u mMSCs, y mopeljemy ca MuIIeBHMa KOjUMa HHje AATO
anti-CD20 antuterno. [IpencTaBibeHn pe3ysiTaTi 2 eKCIIEPUMEHTA ca 8 MHIIIeBa M0 TPYIH (CPEeaba BPEIHOCT +/-
SE; * p<0.05; ** p<0.01).
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[TaToxucToNmomKOM aHanM30M je TMoTBpheHo nga mporekTuBHU edekar MMSCs y
CKCIIEPUMEHTAIHOM XeNaTUTUCy He 3aBucu Breg mumdornmra (Cnuka 17). Ha npenapatuma
jerpu obornenux muiieBa ca/6e3 Breg mumdonmra koju cy npumunun mMMSCS youasajy ce
cMameHa nHbmITpanyja nHdaamManujckuM hemyjama Kao U Mamba BeJIMYMHA T0Jba HEKPO3e Y

OJIHOCY Ha MHIIIEBE KojuMa je arutikoBan camo o-GalCer (Cnuka 17).

Cnuka 17. Penpe3eHTATHBHM WceYld jeTpe MunieBa HakoH mpumene anti-CD20 anTurtena. CranmapHo

natoxucroiomko 6ojeme (H&E), yehame x 100.

CraticTHYKH 3HauajHO cMameme KoHneHtpauuje IFN-y (p<0.01) u TNF-a (p<0.01) je
yTIBpheHO y cepyMy MHUIlIeBa KojuMa Cy mpe uHTpaBeHcke mpumene o-GalCer u mMSCs
nemnerupann Breg mumbonutn y mopehemy ca mMuiieBuMa kojuMa je gat camo o-GalCer
(TCpaduxon 9). Huje 6uno craructiuke pasnuke (p>0.05) y konunentpanmju IL-10 y cepymy
JKHBOTHIA TIOMEHYTUX €KCIIEpUMEHTAIHUX rpyna. Kao mro ce Moxe BHIETH Ha TpadUKOHY,
y 00e eKcliepruMeHTaIHe rpyme koje cy mpummie mMMSCs, 6e3 003upa Ha nemurenujy Breg
TUMQOIINTA, KOHIICHTpaIja MponH(IaMaIijCKUX ITUTOKUHA je OMJla CTAaTUCTHYKH 3HA4YajHO

Mama 0] KOHIIEHTpaIuje y 00osenux muiiesa koju Hucy npumitn MMSCs (I'padukon 9).
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I'padukon 9. Cepymcke BpeTHOCTH IHTOKHHA HaKoH npuMene MMSCs y mumeBa 6e3 Breg mumdponura
KojuMa je uHAyKoBaH xenmatutuc. Konnenrpanuja cepymckor |IFN-y u TNF-a je crarucTiukn 3Ha4ajHO Mamba
KO MuIIeBa Koju cy mocie anti-CD20 anturena uaTpaBeHckn npummwin o-GalCer 1 mMSCs y mopehemy ca
MunieBuMa kojuma je mar camo o-GalCer. He mocToju CTaTHCTHUKH 3HAa4YajHA pa3idKa y KOHIICHTpAIUjH
cepymckor IL-10 u3meljy excrepuMmeHTanHuX Tpyna. Hema 3HauajHe pa3jiuKe Y KOHIICHTPANWjU IUTOKHAHA
n3mely muiesa ca u 6e3 Breg mumdonnTa kojuma cy HeImocpeHO HAaKOH M3a3uBama xenarutuca aatre mMSCs.
CepyMmcKka KOHIIEHTpaIlHja IMTOKWHA je MepeHa 2 cata HakoH WHTpaBeHcke ammkamwmje o-GalCer-a (50ug/kg
TT). [IpencraBibeHn pe3ynTaTd 2 eKCIEPUMEHTa ca HajMame 8 MUIeBa 10 TpymH (cpeama BpegHocT +/- SE; *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).

4.3.11. Memunenuja Breg mumdonura anti-CD20 aHTHTe10M He yTHYe HA CYyNpPEeCHBHU

epekaTr MMSCs na xenatorokcuunoct NKT henuja

Hakon mTo je OHOXEMHJCKOM U TATOXHCTOJIOIIKOM aHAJIW30M Kao U MepemeM
KOHIIGHTpAallMje MUTOKWHA y CepyMy IOKa3aHO Jaa Jeruienyja Breg nmumdonurta HE Mema
3Ha4ajHO UMYHOMOAYNaTOpHU Karmanuter MMSCS y akyTHOM omtehemwy jeTpe, UCIIUTaH je
VIWIAj [eIuielje OBUX perynaTtopHux hemuja Ha cynpecuBHH edexkatr MMSCs Ha
nutoTokcnuky akTuBHOCT NKT henmja. Xemaroroxcnmunoct NKT henmja jerpe mpema
MHUIIJUM XemarouutuMma je npahena y peamnom BpemeHy kopumihemem XCELLigence
cucrema (I'padukon 10). Huje Ouio craructuuku 3HavyajHe pasnuke (p>0.05) y yOmnaukom

norenujany NKT henuja w3o10BaHux u3 jeTpu MuiieBa Koju cy mpumunn o-GalCer u
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MMSCs y oxnocy Ha NKT henuje xuBotuma kojuMa cy mnpe npumene a-GalCer u mMSCs
nererupanu Breg muMonuTy, mTo Cyrepuiie J1a oBa MoIyJiayja peryJaTopHux JTUouuTa

HE JIOTPUHOCH TupeKTHO cynpecuBHOM epexkty MMSCs na NKT henuje jerpe.
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I'padmxon 10. Cucremcka npumena anti-CD20 anTuTesa He Melba HMYHOMOAYJAaTOpHM yrHnaj MMSCs
Ha NKT heauje jerpe. Lluroroxcuuka aktuBHoct NKT henmja mpema Xemarouuruma HCIHMTHBaHA je
XCELLigence cuctemom y Tpajamy ox 48 catu, omgHoc edekrop: taprer 10:1. Hema cTatucTuuky 3HadajHE
paziuke y nurorokcndkom noreHnujary NKT henuja n3o0BaHux U3 jeTpu MUIIEBa KOjUMa Cy NPe WHIYKIHje
xemarutuca o-GalCer (50pg/kg TT) i ammkauje 5 X 10° mMSCs nemterupanun Breg mumdomnutu (anti-CD20
antureno, 10 mg/kg TT), y ogaocy Ha NKT henuje u3onoBaHe u3 MuIneBa Koju cy npummwin camo o-GalCer
(50pg/kg TT) u 5 x 10° mMSCs. IpukasaHe BpeIHOCTH Cy cpebe Bpeasoctn +/- SE; * p<0.05, Hajmame 8

MHUIIEBA 110 TPYIIH.

Kako Ou ce morBpmuno na je moehame Opoja Treg mumdonnta y jeTpu KUBOTHEA ca
XEMaTUTHCOM jelaH OJf KJbYYHHUX MeXaHu3zama uMyHomoxaynatopHor edekra mMMSCs y
aKyTHOM olutehemy jeTpe, HW3BpIIEH je aJONTUBHU TpaHcdep peryraropHux henuja.
MuiieBu kKojuMma cy JerieTupanu 1reg mumdoruty, cy 24h npe uHIyKIMje XenaTuThca o-
GalCer-om, npumunu Treg omnocHo Treg nauM@pOUUTE MPETXOTHO KOKYJITHBHCAHE Yy
transwell cucremy ca mMSCs (Treg™s®).

VY ekcriepuMeHaliHOj TpynH Kojoj cy HakoH CY u mHIyKuMje xematutuca yopusranu Treg

MSCs

muMponuTr KokyntuBucanun ca MMSC (Treg™ ), 3a0eneXeHu Cy CTaTHCTHYKU 3HAYajHO

(p<0.05) cmameme cepyMCKHX TpaHCaMHHA3a M 3HAYajHO Marmba HEKpo3a M WHQHITpaIdja
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MOHOHYKJICapHUM hemnujama y jeTpH, y OJJHOCY Ha OBe mapameTpe omrtehema jeTpe y MUIleBa
Kojuma cy yopusranu Treqg mum¢onuTH, Kao U y OJHOCY Ha MUILIEBE KOjHUMa j€ allJIMKOBAHH
camo a-GalCer (I'padukon 11, ciuka 18). JloOujeHn pe3ysiTaTH CyrepHIny Ja WHTEpaKiiyja
Treg mumdonmura ca MMSC 3HawajHo mocnemryje aHTH-uH(pIamMaTopHe edekre Treg

nuMdonurta y akyrHOoM ommtehemy jerpe y3pokoBaHoMm aktuBanujoM NKT henwmja.
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I'padukon 11. KoHuenTpanuja TpaHcaMMHa3a y cepyMy MHIIEBA €a XeMATHTHCOM HAKOH aJ0NTHBHOT
TpaHcdepa peryiatopHux jgumpounuta. Konnenrtpanmja tpancammuuaza (ACT n AJIT) je craTHCTHYKH
3HAYajHO Mama y cepyMmy muineBa kojuma je Hakon mpumede CY (10 mg/kg TT) u a-GalCer (50ug/kg TT)

MSC%) 'y nopehemy ca

M3BpINCH ajonTHBHKU Tpancdep Treg mmmdonura kKokyaruBucanux ca MMSCs (Treg
MHUILIEBMMA KOjUMa cy aruimkoBaHu Treg numdormru. [IpencTaBibeHn pe3yiaTaTd 2 eKCIepUMEHTa ca HajMambe

10 mumnresa mo rpymu (cpeama BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).
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Cauka 18. Penpe3eHTAaTUBHU Hceuylld jeTpe mMuineBa HakoH nmpumene CY. CranmapHo

naToxucrojomnko 6ojeme (H&E), ypehame x 100.

4.3.12. lipumena MMSCs cynpumupa npoanonToTcKe reHe

RT-PCR meTtomoM eTeKTOBaHO je 3Ha4ajHO cMamere HiBoa IRNK 3a mpoamonToTcke reHe
Bax, Bad u Apafl y xomoreHaruma jerpe MHIIEBa KOjH Cy NPUMIIA 5 X 10° mMSCs
nernocpearo Hakon a-GalCer (50ug/kg TT) y mopehemy ca MuiiieBiMa KojuMa je 1at camo o-
GalCer (I'paduxon 12). Huje 6uno 3navajue pasnuke y HuBoy IRNK 3a mpoamnonrorcke rene
Pten, Puma u p53 kao u antu-anonrorcke Bcl-2, Bel-xL u XIAP usmel)y ekcnepumMeHTamHux
rpyna (I'padukon 12). OBu pesynraru ykasyjy na mMMSCs yonaxasajy a-GalCer xenatutuc
cympecujoM 1uToToKkcMuke akTuBHOcTH NKT henmja w  mocmegudHuM — CMambeHEM

AIIOINITOTCKE CMPTH XCIIATOIIMTA.
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I'paguxon 12. RT-PCR amnanu3a ekcnpecuje MNpPOANONTOTCKHX W AHTH-AaMONTOTCKHX TeHa Yy
XOMOreHaTuma jerpe HakoH npumene o-GalCer m mMMSCs. Excrpecuja rena 3a Bax, Bad u Apafl je 6uia
3HAYAJHO CMAFEGHA Y XOMOIEHATHMA jeTPH MHIIEBA KOji Cy mpuMuin 5 X 10° MMSCS Hemocpeaso HakoH o-
GalCer y nopehemy ca mumnieBnMa kojuma je mat camo o-GalCer (50pg/kg TT). H3mepere BpemHOCTH W3

eKCIIepUMEHTa Cy IPUKa3aHe Kao cpeama Bpeanoct £+ SE (¥p<0.05).

[TomTo je mokazano ma MMSCS npeBeHHpajy armonTo3y WM MporpaMupany hemujcKky cMpT
tina 1, y nmajkeM HH3Yy eKcliepuMeHaTta wucnuTuBaHo je aa au MMSCs yruay Ha
porpaMMpaHy cMpT Tuma 2 WM ayrodarujy y jeTpu MHIIEBa KOjUMa j€ HHAYKOBaH
(GyIMUHAHTHU XeNaTUTHC.

Excnpecuja reHa unju IpoayKTH peryiuiny mpoiec ayrodaruje (atgdb, atgb, atg7, atgl2 u
Bcnl) je onpehuBana y TkuBY jetpe metomoM PCR. Pasimka y ekcripecuju OBHX IeHa, HUje
JOCTUIVIa CTAaTHMCTUYKY 3HavyajHocT (p>0.05) y XoMoreHatuma jeTpu MHUIIEBA KOjU CY
npummn o-GalCer (50ug/kg TT) 1 mMSCs (5 x 10°) oxrocHo camo a-GalCer (I'padukon
13).
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I'pajguxon 13. Excnpecuja reHa Koju peryjuiry mpouec ayrodgaruje y jerpu MHIIeBa ca XemaTHTHCOM
HakoH amukanuje MMSCs. H3MmepeHe BpeJHOCTH U3 €KCIEPUMEHTa Cy NPHUKa3aHe Kao Cpelba BPEeAHOCT +

SE.

4.4. mMSCs cynpumupajy NKT hesnje napakpuaum MeXxaHM3MOM

VY panuje myOIMKOBaHMM MCTpaXKMBambHMMa je moka3zaHo na MMSCs cynpumupajy henwmje
UMYHCKOT CHCTEM JHUPEKTHUM KOHTAaKTOM WJIM TAapaKpHHUM MEXaHHW3MOM MPOIYKIIHjOM
conyOmiHux Qakropa (221).

Hakon mrto cy xon mumreBa ca o-GalCer xemaTuTucom mocie MHTPABEHCKE ATUTHKAIM]je
MMSCs youeHM cCMameHa IMTOTOKCHYKAa AaKTUBHOCT M CMameHa IpOAyKLHja
npouHpnamanujckux 1muToknHa y NKT henmjama, wucnurano je npa 1um  je 3a
umyHomoxaynatopHo nejctBo MMSCs nwa NKT henmje jerpe HeonxomaH IUpEKTaH
Mehyhenujckn KOHTaKT.

Hajmpe je y ToM 1MJby aHaIM3upaHa ceKpelnyja IUTOKHHA IN Vitro, MepemeM KOHIICHTpaIHje
mutoknHa y cynepHatantuma o-GalCer-om (100 ng/ml) crumynucanunx NKT henuja
M30JI0BaHKX M3 jeTpe 3[IpaBUX MHIIEBa, KOKyauBucaHux ca MMSCs y transwell cuctemy, y
oxHocy 10:1. Konuentparuja murokuna (TNF-a u IFN-y) y cynepnatantuma je onpehusana
KOJIOPUMETPHJCKOM METOZOM OAHOCHO KomepuujaaHuM ELISA xuToBHMa crierupuyuHuM 3a
MUIIj¢ UTOKWHE, 48 caTh HaKOH KOKyiaTuBamuje. Kao mro je mpuka3zano Ha rpaduKoHY,

craructruku 3HadajHo (P<0.05) mama konmentpamuja TNF-a u IFN-y je um3mepena y
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cynepHatantuma in Vitro aktuBupannx NKT henuja xoje cy omue y transwell cucremy ca
MMSCS y 01HOCY Ha KOHIICHTpAIMjy IIMTOKHHA y CylepHaTaHTHMa iN Vitro akTUBHpaHHX
NKT henuja xoje cy kynrtuucane came (durypa 9A).

VY crumynucanum NKT henuja jerpe kokynruBucanum y transwell cucremy ca mMSCs na
MPETXOIHO OMKCAaH Ha4MH, je ucnurana npoayknuja TNF-o, IFN-y, IL-4 u IL-10 npoTounom
IUTOMETPHjCKOM aHaim3oM. JloOujenu nmomany cy nmokasanu jaa u3narame NKT henwmja jerpe
coinyounHuM (akTopuma Koje mpoaykyjy MMSCs y transwell cucremy, craructuuku
3Ha4ajHo cMmamyje nporeHat NKT henuja koje npoaykyjy TNF-a (p<0.05), IFN-y (p<0.01) u
IL-4 (p<0.05), mok moBehaBa mpormenar umyHocynpecuBaux IL-10+ NKT henuja (p<0.05)
(Pwurypa 9B).
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®@urypa 9. In vitro kokyarusanuja NKT heauja jerpe 1 mMMSCs. (A) Cmamena konmnentpaiuja TNF-o u
IFN-y y cynepnatantuma in Vitro akrusupanux NKT henuja jerpe xokyiruucanux y transwell cucremy ca
MMSCs, y tpajamy ox 48 catu (omHoc 10:1). (B) Cratuctnuku 3Ha4yajHO Mamu npoueHat TNF-o+, IFN-y+ u
IL-4+ NKT henuja u Behin mporenar IL-10+ NKT henuja je 6mo y transwell cucremy ca mMSCs. M3mepene

BPEIHOCTH U3 eKCIIEPUMEHTA Cy TIPHKa3aHe Kao cpema BpenHoct £ SE (*p<0.05;** p<0.01).
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VY muspy nonatHe MOTBpAE Hanasza jaa 3a umyHocymnpecuBHu epexatr MMSCs na NKT henuje
jeTpe HUje HeoXO0/IaH nupekTan Mehyhenujcku KoHTakT, ucUTaHo je Aa i nmpuMena MMSC-
CM moxe pna cMmamu omteheme xenarouuta y o-GalCer-om MHAyKOBaHOM XeHaTUTHCY.
Konnenrpanuja tpancamunasza (ACT u AJIT) y cepymy MuIieBa eKCliepuMEHTAIHUX TpyIa,
MepeHa 16 catm HAKOH TpeTMaHa, je MmoKasaja jJa uHTpaBeHcka mpuMena 200ul mMSC-CM
penykyje xemarutuc usasBan o-GalCer-om (50ug/kg TT) (I'paduxon 14). Kao mro je
npukasano Ha rpaduxony 15, konnentpammja ACT um AJIT je craTucTHYKM 3HAYajHO
(p<0.05) mama y cepyMy MHIlIEBa KOjU Cy HEMOCPEIHO HAaKoH aruinkoBama a-GalCer-a

npumuiin MMSC-CM, y nopehemy ca MuilieBUMa KOjUMa jeé MHTPABEHCKH JaT CaMoO O-

GalCer.
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I'paduxon 14. KoHueHTpanuja TpaHCaMHHA3a y cepymMy MuUIIeBa HakoH mpumene o-GalCer u mMSC-
CM. Konnenrpanuja ACT u AJIT y cepymy 000iennx KMBOTHIA je OMiia 3HAYajHO Mama IOCie MpUMeHe
MMSC-CM (200ul). M3mepeHe BpeqHOCTH W3 EKCIIEPUMEHTa Cy INpHKa3aHe Kao cpelma BpeaHocT + SE
(*p<0.05).

O63upom naa je cuctemcka aamunuctpanuja MMSC-CM 3HauajHO cMamHia KOHIEHTpAIHje
TpaHCAMHHA3a y CepyMy, y JaJbeM TOKY HCTpaXKMBamka HUCIHTAaH jé WMYHOMOIYJIATOPHH
epexar MMSC-CM na nutotokcnuky aktuBHOCT NKT henuja jerpe mumesa 00onenux on
xenarutuca. Kopumhemem XCELLigence cucrema ucnurana je uutoTokcmuHocT NKT
henuja, M300BaHNX M3 jeTPH KUBOTHH-A KOojuMa cy arumkoBanu o-GalCer, omHocHO a-

GalCer u mMSC-CM (edexropcke henmje), y 48-uacoBHoj KyaTypu ca henmjama
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XemnaToIeNyIapHOT KapiimHoMa (tapret hemuje). Ha rpadukony 15 ce jacHo youaBa ma NKT
henuje obonenux muiresa koju cy npummin 200ul mMSC-CM nokasyjy 3nagajuo (p<0.05)

Mamy HUTOTOKCHYHOCT y nopehemy ca NKT hennjama mumieBa kojuma je ariimkoBaH caMo

o-GalCer.
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I'padpuxon 15. MuTpaBencka amimkamuja MMSC-CM cmamyje mutorokcndnoct NKT henumja jerpe
npema HepG2 tymopckum hesmjama. [futotokcnuka aktuBaocT NKT henmuja mpema HepG2 rapret henujama
ucrutuana je XCELLigence cuctemom y Tpajamy on 48 catm, ognoc edekrop: taprer 10:1. Pesynratu cy
Npe/AcTaBJbeHH Kpo3 henujcku mHAekc Taprer henmuja y peaaHoM BpemeHy. XenarorokcuunocT NKT hemuja
W30JI0OBaHMX U3 jeTpu MunieBa koju cy npumuin a-GalCer (50ug/kg TT) u 200ul mMSC-CM je 3HauajHO Mama
y nopehemy ca xenarorokcnunomhy NKT hemuja u300BaHuX n3 jeTpu MHIIEBa KOjU Cy NPUMAIH caMo O-

GalCer. M3mepeHe BpeTHOCTH M3 EKCIIEPUMEHTA Cy NPUKa3aHe Kao cpeamba BpeanocT = SE (*p<0.05).

4.4.1. mMSCs nosehasajy 0poj peryaaTtopnux heauja y jerpu nocpeacTsom
couryOnJaHux gakropa

CMmameHno omreheme jetpe muineBa koju cy HakoH o-GalCer-a mpumumm mMSC-CM
TIOBE3aHO je ca CTATHCTHUKHM 3HadajHo (p<0.05) Behmm Gpojem CD4'CD25'FoxP3" Treg u
CD23CD21%IgM™ MZ-like Breg mumdonura y jetpu, y mnopehemy ca 6pojeM 0BHUX
NoIyJanyja peryinaTopaux henmja y mumieBa kojuma Huje armukoBad mMMSC-CM (Durypa
10A). Paszmka y 6pojy mporektmBHEX CD4'CD49b'FoxP3™ Treg mumdomuTa Koju
npoaykyjy IL-10 Huje mocTuria CTaTHCTHYKY 3HA4YajHOCT w3Mel)y HMCIUTHBAHUX Tpylia

(p>0.05) (Purypa 10B). [obujenu pesynratu ykasyjy aa MMSCs nomohy comyOmmHHX
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(hakTOpa KOje CeKpeTyjy IpHuBIadye peryjaTopHe henwje y jeTpy *KUBOTHHA KOjUMaA j€

M3a3BaHO aKyTHO omTeheme jeTpe.

A 35 - * . OKoHTpONA

— 35 *

§ 30 1 § 30 + maGalCer
e 251 o 251
X ‘,'(: o0 | DaGalCer +mMSC-CM
c 15 £ 15
@ @
10 £ 10 |
g )
o 5 - e 51

0 A — 0 ]

CD4+ CD25+ FoxP3+ IL-10+ CD23-CD21+ IgM+ IL10+ M2Z-
E Treg nuMcoUUTH like Breg numdroumTH

18 -
= 16 -
o 14 1
2 121
o 101
: Y
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E 4
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CD4+ CD49b+ FoxP3- IL10+
Treg numdounTn

®@urypa 10. mMMSC-CM nosehaBa 0poj peryiaTopHux JUMQOUMTA y jeTpPH MHUIIEBA €A MHIYKOBAHHUM
xenatutucoM. (A) CratucTuuxy 3HadajHo Behu 6poj CD4'CD25'FoxP3" Treg m CD23'CD21°IgM™ MZ-like
Breg numdomnmra y jerpr Mumesa kojuma cy gati o-GalCer (50ug/kg TT) u 5 x 10° mMSCs, y nopeljemy ca
MUIIEBUMA Koju cy npumuiu camo o-GalCer. (B) He nocroju pasnuka (p>0.05) y 6pojy CD4"CD49b FoxP3"
Treg aumdonura xoju npoaykyjy IL-10 uamel)y excnepumenrtamuux rpyma. Pesynratu 2 ekcrepUMeHTa ca

HajMame 8 MUIIIeBa M0 rpyIH (cpeama BpenHoct +/- SE; * p<0.05).

4.5. mMMSCs cynpumupajy NKT heanje akruBnomhy ensuma IDO u iNOS

[To3naro je na cy IDO, PGE, HGF, IL-10 u TGF- najBaxxuuju menujatopu kojuma mMSCs
cynpumupajy henvje MMYHCKOT CHUCTEMa U CIEACTBEHO CMamyjy HHGbiIamanujy. Y unuiby
JaJber UCIHUTUBAmba MapakpUMHOT MeXaHu3Ma uMyHocynpecuBor epexkra mMMSCs na NKT
henuje jeTpe, crieKTpoPOTOMETPHJCKOM METOAOM Cy M3MEpPEHE KOHIIEHTpAIlHje MOMEHYTUX
conyounHux (akTopa y cepymy muiieBa tperupanux o-GalCer-om ognocto a-GalCer-om u
MMSCs, kao u y cymnepuarantuma NKT hemmja jetpe crumynucanux o-GalCer-om
KynTuBUCaHUX ca uian 6e3 mMMSCs. Pasnuke y xonuentpamuju PGE,, HGF, IL-10 u TGF-

Huje omno usmely rpyna (durypa 11A). Mehyrum, nokasaso je aa je konuenrpanuja IDO u
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KMHYpEHWHA, IpoaykTa eH3uMcke aktuBHOCTH IDO, craructruku 3navajHo (p<0.05) Beha y
cepymy wmuineBa ca a-GalCer xemarutricom kojuma cy ammukoBane MMSCs (5 X 105) y
nopehemy ca MuIlIeBUMa ca XenaTUTUCOM Koju Hucy npumumin MMSCs (durypa 11A).
Jo6ujenu Hana3 je BepudukoBaH MepemeM conyounHux (akropa koje npoaykyjy MSCs y
cynepHarantuma Kyiatype. Cratuctuuku 3HadajHo (p<0.05) Beha konmentpammja IDO wu
KHHYpEHHHA je m3MepeHa y cymepHarantuMa o-GalCer-om crumymmcanux NKT hemnuja
kokynTuBrcanux ca MMSCs y transwell cucremy, 1ok Huje Ouito 3HauajHe pasiuke (p>0.05)
y KOHLeHTpauuju ocramux meauwjatopa (Purypa 11B). JoOujenu pesynrar je MOTBPAMO

BaxxHy ynory IDO-a y ebuxacuoj cynpecuju epexropckux ¢pynkuuja NKT henuja.

A 1200 - M koHTpona

ma-GalCer
1000 - 28 , Ja-GalCer + mMSCs

IDO PGE2 HGF IL10 TGF-8 I{HHypBHHH.

E 3500 1 m NKT +a-GalCer
3000 ONKT +a-GalCer + mMSCs

16 1 *
14 1 ]

*
pmoliL

o N A O ®

IDO PGE2 HGF IL-10 TGF-g KWHYPEHWH

®@urypa 11. mMMSCs cynpumupajy epexropcke pynknuje NKT henmja karanutuukom akruBHomihy
emsuma IDO. (A) Konuentpanuja IDO u kKuHypeHHHA y cepyMy MHIIeBa Koju cy nocie a-GalCer-a npuMuiu
MMSCs je cratuctuuku 3HauajHO Beha y mopelemy ca KOHIEHTpAIMjoM y MHIIEBA KOjUMa je JaT caMo O-
GalCer. (B) Craructruku 3Hadajuo Beha konreHrparmja |IDO u kuHypeHHWHA je y cylepHaTtaHtuMa in Vitro
aktueupannx NKT henmja jetpe kokymtuBucanmx y transwell'-y ca mMSCs. Hema 3HauajHe pasiuke y

koHueHrpauuju PGE,, HGF, IL-10 u TGF- usmely rpyna. (cpeama BpeaHoct +/- SE; * p<0.05).

OO63upom na monmamm y aurepaTypu ykasyjy aa je IDO xipyunu daxrop kojum hMSC
MOJIyJHPajy MUMYHCKH OAroBOp, MoK MMSCS cBOj MMyHOCYNMpPECHBHHU YTHUIIQ] OCTBapYjy
aktuHomthy INOS (238), y najbeM TOKY MCTpaXKHBama Cy y IUJbY ACOUHUTHBHE MOTBPJIE

yiaore IDO u ucnutuBama 31auaja INOS, koje npoxykyjy MMSCs y cynpecuju epeKTOpCKUX
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¢dbynkumrja NKT henmja jerpe, kopunihern GapMaKkoJOIMIKH HHXUOUTOPH MMOMEHYTHX €H3UMA.
MuineBuma je HEMOCPEeAHO HAaKOH HMHAyKoBama xemarutuca o-GalCer-om (50ug/kg TT),
aruiukoBan  MMSC-CM  (200ul) y koju je mnperxomno pactBoper 1-MT (1mM),
dapmakonomku naxuourop IDO, omHocHO L-NMMA (1mM), uaxu6urtop iINOS. [Ipucycro
naxuouTopa y MMSC-CM, monumtmwio je xenatonporektuBHH epekar MMSC-CM vy
eKcrepuMeHTaTHOM xenaTuTucy. Konmnentpamnuja tpancamunaza (ACT u AJIT) y cepymy
MUIIIEBA EKCIIEPUMEHTATHUX Tpymna, MepeHa 16 caTum HaKOoH TpeTMaHa, je IoKaszajaa Ja
untpaBeHcka npumena 200ul mMSC-CM+1-MT, ognocho mMMSC-CM+ L-NMMA He
MOXe Jla penyKyje Temiko omreheme jerpe usassano a-GalCer-om (50ug/kg TT). Kao mmro je
npukasaHo Ha rpaduxony 18, konuenrpammja ACT um AJIT je craTuCTMUYKU 3HAYajHO
(p<0.05) Beha y cepymy MumieBa ca XemaTUTUCOM Kojuma je armukoBaH MMSC-CM ca
nonatkoMm wunHxubOutopa ensuma IDO um INOS, y mopehemy ca MuiieBUMa Koju Cy

uHTpaBeHcku npuMumid MMSC-CM (I'padukon 16).

* *
07 [MKOoHTRONA
*
300 - Lo m -GalCer
250 - . Oa-GalCer + mMSC-CM
8a-GalCer + MMSC-CM + 1-MT
d 2001 B a-GalCer + mMSC-CM + L-NMMA
> 150
100 -
50
0 -

ACT

I'paduxon 16. KoHuenTpamuja TpancamMuHa3a y cepymy mumeBa ca o-GalCer xemaTMTHCOM HAKOH
npumene MMSC-CM+1-MT, ognocio MMSC-CM+ L-NMMA. Konnenrpamuja ACT u AJIT je 3HauajHO
Beha y cepymy o6oJenux xuBoTHba HakoH armkanuje 200ul mMSC-CM vy koju cy nogatu 1-MT (ImM) u L-
NMMA (1mM) y nopehemy ca muimeBuma koju cy npumma MMSC-CM (200ul). (cpeama Bpeanoct +/- SE; *
p<0.05)..

[laToxucTonomika aHaau3a TKUBA JE€TPE EKCHEPUMEHTATHMX JKUBOTHHA J€ MOTBpAMIIA
pesynrare Ouoxemujckux wucnutuBama (Crmuka 19). YV jeTrpm MumeBa Koju cy HaKOH
uHTpaBeHcke arumkaimje o-GalCer-a mpumumn mMMSC-CM y kojeM cy (apMakoJIOIIKH
omokupanu er3umu IDO u iNOS yodaBa ce MacoBHA, TMCEMHUHOBAHA HEKPO3a XEMaTOINTA

npaheHa WHQWITPAIIMjOM MOHOHYKJIEApPHUX hellrdja HacympoT OYYBaHO] CTPYKTYpHU TKHBA
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jerpe muiiesa koju ¢y npumuin MMSC-CM nocine o-GalCer-a. Kao miro ce Moxxe BUICTH Ha

ciui| 6, jerpe MulleBa 00e KOHTPOITHE IpyIie cy Ouiie HelpoMemeHe rpale.

Caunka 19. Penpe3eHTaTHBHH MceYlH jeTpe 000jeHN CTaHJapPHUM NMAaTOXHCTOJIOUIKUM OojemeM, yBehame
x 100 (H&E).

V ckiany ca pesynTatiMa Jo0ujeHuM In Vivo, youeno je ma NKT henuje kynrtusucane y
MMSC-CM 3HauajHO Mame MpoayKyjy mupouH(paamarujcke mmrokuae TNF-a un IL-4
(Purypa 12A), u ucnosbaBajy 3HaYajHO Mamky XENATOTOKCHYHOCT MpeMa IUJbHO] hesHjcKoj
munnju HepG2 (®urypa 12B). Meljyyrum, npucycrBo 1-MT, ognocro L-NMMA y mMSC-
CM je ykunyno cynpecuBHu ytunaj MSC-CM nHa rnaBHe edekrtopcke ¢yHkumje NKT
henuja: mpoaykuujy nutokuna (durypa 12A) u nurorokcuunoct (durypa 12B).
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®urypa 12. Umynocynpecusan yrunaj MMSCs na edpexropcke pynknuje NKT henuja 3aBucu ox IDO u
INOS. In vitro crumymucane NKT hemmje (0-GalCer; 100ng/ml) cy kyaruBucane y Tpajamy ox 48 catu y
mMSC-CM, mMSC-CM + 1-MT oxgaocao mMMSC-CM + L-NMMA. TIpucyctso 1-MT (1 mM), ogrocro L-
NMMA (1 mM) y mMSC-CM je yKHHYJIO CYNpeCHBHH YTHIQj KOHAWIIMOHHPAaHOT Meaujyma Ha (A)

npoaykiwjy nurokuHa U (B) murorokcnuku norenmmjan NKT henunja npema mmsanm HepG2 henujama.

45.1. E¢pekatr MMSC-CM na excnan3ujy Treg aumdpouura cy rydom y npucycrBy 1-
MeTHJ TpunTogana

Hakon mro je mokazano ma MMSCs cympumupajy edekropcke ¢yakmuje NKT henumja
KataauTHIkoM akTtuBHOmhy ensmma IDO, a o6G3upom na je mobpo mos3naro ga IDO
IPOMOBHIIIE HAacTaHaK Treg amuMdonuTa in Vitro u in vivo (183), ucniurano je xakas je edekar
OBOTI' eH3MMa mopekioM u3 MMSCs Ha Hakymubamwe perynaropHux henuja y unpiaamupany
jerpy. Kao mTo je npukasano va ®urypu 13, ykyman 6poj xenaruukux CD4"CD25'FoxP3" u
CD4'CD49b*FoxP3™ Treg mumdonura koju mnpoxykyjy IL-10 je cTaTHCTHUKM 3HauajHO
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(p<0.05) cmamen y muireBa koju cy HakoH o-GalCer-a (50ug/kg TT) mpumwau 200ul

MMSC-CM+1-MT, y nopehemy ca skuBoTHImaMa KojuMa cy amiukoBanu a-GalCer u 200ul
mMSC-CM.
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10 1

opojhenwuja x 10 000

CD4+ CD25+ FoxP3+ IL-10+
Treg numdpoLMTI

opoj henuja x 10 000
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16 1
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12 4
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(=T T - R - -]

CD4+ CD49b+ FoxP3-IL10+

Treg nuMdoUnTH

OkoHTpOna
maGalCer

DaGalCer + mMSC-CM
BaGalCer + mMSC-CM+IMT

®urypa 13. mMMSCs mocpencrBom ensuma IDO momehamajy 6poj Treg mmmdonnrta y undIaMHApPaHOj
jerpm mmmeBa. Ykynan 6poj CD4'CD25'FoxP3" u CD4'CD49b*FoxP3™ Treg mumdoiura y jeTpu Koju
npoxykyjy IL-10 je crarmctmukm 3HadajHO cMameH HakoH ammukanuje 200ul mMSC-CM y koju je monar
dbapmakonomky uaxu6buTOp eHzuma IDO (1mM) y nopelery ca MunieBuMa KojuMa je amwmkoBad MMSC-CM

(200ul). M3mepere BpeTHOCTH M3 EKCIIEPHMEHTA Cy NIPUKa3aHe Kao cpemba BpeanocT = SE (*p<0.05).

Y uummmy Gosber

UMYHOperynaTopHor edgekra Treg

pazymeBama

uHTepakuyje Treg gumdounuta u  MMSCs u
mMSCs

y NKT-nocpenoBaHoM XemaTHUTHUCY, HCIUTaH je

nutotokcnuku noreHnujar NKT henuja nakon 48 catu qupekTHE KOKyJITHBaIMje ca 1reg

auMQOIUTHMA KOjU Cy mpeTrxoaHo ommm y transwell-y ca mMSCs ca unu 6e3 npucyctsa 1-

MT. ILurotokcnunoct NKT henuja jerpe kao edexkropckux henuja je ucnutaHa mnpema

MHIIJUM XemaTrouuTuma, y omnocy edekrop: taprer 10:1, kopumhemem XCELLigence

cuctema (I'padukon 18). NKT henuje koje y Oune y kokynTypu cy Treg

M .
MMSCS rokasyjy

3Havajuo (p<0.05) mMamy HMUTOTOKCHUYKY akTUBHOCT y mopehemy ca NKT hemujama koje cy

ouse y Kokynrypu ca Treg

mMSCs+1MT
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I'paduxon 18. IpucycrBo 1-MT y kyarypu Treg ammdpounra u mMMSCs cmamyje kamanurer Treg
Jaumdonura na cynpumupajy xenarorokcmuHoct NKT heamja. NKT henuje xoje cy kyntuBucaHe ca

mMSCs

Tre moxasyjy 3"ayajao (p<0.05) Mamy HUTOTOKCHYKY aKTHBHOCT IIPEMa XEMaTOLUTAMAa y mopehemy ca
Iy JHO (p ¥ y p y Hop i
NKT henujama koje cy kynrusucane ca Treg™ " "™T Hsmepene BpeaHoCTH U3 eKCIIEPHMEHTA Cy IPHKA3aHE

Kao cpenma Bpeanoct £ SE (*¥p<0.05).

[Mperxomne crymuje cy mnokazane na y o-GalCer-om wu3a3zBaHoM xemaTHTHCy, 1reg
mumdonutu aupekTHUM KoHTakToM ca NKT henujama jerpe, nocpencrtsom CD1d monexyna
KOJU HCKa3yjy CBOjOj Ha MeMOpaHU, Ka0 M MPOAYKIIMjOM HUMYHOCYNPECHUBHUX ITUTOKHHA
3HAYajHO CMamyjy Mpoaudepannjy, HUHAYKY]y amnonto3dy H CYNpUMHUPA]y MNPOLYKIHU]Y
mutoknaa y NKT hemmjama (315). 306or Tora je, HakoH mro je 3abenexeno nma je IDO
Mmeaujatop kojuM MMSCs nosehasajy 6poj MpoTeKTUBHUX Treg TUMQOIUTA Y jeTpH MUILIeBa
ca a-GalCer xemarutucom, y 1ajbeM TOKY UCTpakuBama ucnutaH ytunaj IDO-a nopekiom
n3 MMSCs Ha ekcripecHjy MoJieKysia KojuM Treg TuMQOIUTH OCTBAPYjy CYNpPEeCcCHBHE eeKTe

Ha NKT henuje y oBom Mojeny xenaTuTuca.

VY okBupy wu3oioBaHe momynanuje Treg mumdoruTa, aHamusupana je excrmpecuja CD1d
mosiekyna u IL-10 nakon 48 catu xokynruBamnmje ca MMSCs y transwell cucremy. Ha
rpadukony 17 ce youaBa na Treg nmumdoruru xoju cy ommm y transwell-y ca mMSCs y

npucyctBy Qapmakonomkor uaxubutpoa IDO-a craructuukm 3HauajHo (P<0.001) mame
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npoaykyjy umyHocymnpecuBan IL-10 y mopehemy ca Treg numdonutuma koju cy
kokyntuBucanun ca MMSCs 6e3 naxubuTopa. McToBpeMeHo, MpOoIeHTyaIHa 3aCTYIIJbEHOCT
CD1d monekyna na Treg mumdonuruma je Ouiia cMambeHa Ipu 1oAaTKy uaxuoutopa IDO-a y

KyITYpY, Meh)yTiM OBa pasiuka HHje JOCTUTIIIAa CTaTUCTUUKY 3HauajHOoCT (P>0.05).

16 -
OTreg+ mMSCs

e
.

1 B Treg + mMSCs+1-MT

]

CD4+FoxP3+ henwuja
[ =] 3 f =9 [=7] o [ =] ka3

npoueHar y nonynawuuju

CD1d+ IL-10+

I'paduxon 17. Ilpouentyanna 3acrynbeHocr CD1d+ u IL-10+ Treg aumdouuTa HAKOH KyJITHBAaLHje y
MMSC-CM ca nau 6e3 1-MT. Treg numdormtu cy KyiaTHBHCaHe y Tpajamy ox 48 catm y mMSC-CM
ogHocHo MMSC-CM + 1-MT. Ilpucycreo 1-MT (1 mM) y mMSC-CM cMmamuiIo je MpOleHTyaIHy
sactymbeHoct CD1d+ u IL-10+ Treg numdonmra y Kyarypu. [Ipukaszane BpeIHOCTH CY CPEEbEe BPETHOCTH +/-
SE; *** p<0.001.

4.6. mMMSCs moayampajy pynkuuje NKT hennja y xemarutucy nzazpanom Con A

aktuBHomhy en3uma DO u iINOS

Kako je OMOXEMHUjCKUM TECTOBHMA, IAaTOXMCTOJIOIIKOM aHAJIW30M U HUCIHUTUBABEM
epextopckux Qynkiuja NKT henmja mokazano ma mpumena MMSC-CM y kome cy
dapmakomomky wHakTHBHpanu eH3uMu IDO u INOS He yOnakaBa eKCIEpHUMEHTAIHU
xenatutiuc u3aszBaH o-GalCer-om, MCIUTaHO je KaKO W30CTAaHAK AKTHBHOCTH TOMEHYTHX
eH3uma rnopekioM u3 MMSC yruye Ha uHdamalyjy 1 omreheme TKUBa jeTpe Y XeNaTUTUCY
uHaykKoBaHoMm Con A.

[IperxonHo je crnieKTpohOTOMETPUJCKOM METOJOM IOKa3aHO Ja MHTPAaBEHCKAa MpHUMEHa S X
10° mMSCs y3pokyje cratucTruky 3Hadajas (p<0.05) IOpacT KOHLEHTPALM]e KHHYPEHUHA y

CepyMy EKCIIEpUMEHTAIHUX >KHBOTHH-A KOjUMa je aKyTHO omreheme jeTpe H3a3BaHo
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armkangjom Con A (12mg/kg TT) (durypa 14A). Youenu cy 3uauajuo (p<0.05) Beha
koHueHrpanuja tpancamunasza (ACT u AJIT) (®urypa 14b6), Beha Hekpo3a xenaromnura Kao u
Beha unduiaTpanmja MmoHonykieapuux henuja y jerpu (Cnuka 20) C57BL/6 MuriieBa koju cy
npummit MMSC-CM+1-MT, ogaocao mMMSC-CM+ L-NMMA y nopehewy ca mumeBnma

kojuma je HakoH Con A arumkoBan mMMSC-CM.

A 25 - * 5 1600 1

@ koHTpona 2400 0 KOHTpORna
20 - uCon A mCon A
OCon A +mMSCs 1200 1 oCon A+ mMSC-CM
a 15 - 1000 + 2Con A+ mMMSC-CM + 1-MT
3 5—3 800 - OCon A+ mMSC-CM + L-NMMA
g_ 10 - 600 -
4 E
5 | 00
200 -
0 4 — [

KWHYPEHUH

®@urypa 14. MMSCs napakpuHUM MeXaHH3MOM PeIyKYjy aKyTHO omTeheme jeTrpe MuIeBa M3a3BaHO
Con A. (A) Koruenrpamuja KuHypeHHHA Y cepyMy MuIueBa Koju cy mocie Con A (12 mg/kg TT) urTpaBeHCKH
npummn 5 x 10° MMSCs je craticTiuky 3HauajHO Beha y mopeljersy ca KOHIEHTPAIHjOM y MHIIEBA KOjUMa je
mat camo Con A. (B) 3nauajuo Beha kommentpandja ACT u AJIT y cepyMy XHBOTHIA KOjUMa je HAaKOH
uHAyKIHje akyTHor xematutuca (Con A; 12 mg/kg TT) ammukoBaro 200pl mMMSC-CM+1-MT, oarocro 200ul
mMMSC-CM+ L-NMMA y nopeljery ca KOHIIEHTpalKjoM TpaHCaMHHa3a y CEpyMy MHIIEBA Ca XEMATHTHCOM
koju cy mpummid MMSC-CM (200ul). M3MepeHe BpEeIHOCTH M3 SKCIIEPHMEHTa Cy IPHKa3aHe Kao Cpeama
Bpeanoct + SE (¥p<0.05).

Caunka 20. Penpe3eHTaTHBHH MCEeYlH jeTpe 000jeHN CTaHJapHUM NMAaTOXHCTOJIOUIKUM OojermeM, yBehame
x 100 (H&E).
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VY najbeM TOKY UCTpakKMBamba MCIHUTAH je yTuilaj hapmakonomkux uaxuouropa IDO (ImM,
IMT) u iINOS (1ImM, L-NMMA\) npucytaux y mMMSC-CM Ha KOHIEHTpaIje pesieBaHTHUX
UTOKWHA 1 Ha nutorokcndku noreHmjanr NKT henmja jerpe npema nusbHuM henujama €x
Vivo. JToOujenu pesynratu Cy ykasanu aa omokana easumcke aktuBaoctr IDO u iINOS ykuaa
nmyHocymnpecuBar epexar MMSC-CM na npoaykuujy npoundaamanujckor TNF-a y NKT
henujama M30JI0BAaHMM U3 JETPU MUILIEBA KOjUMa je XenaTuTuc u3a3sad npumernom Con A (12
mg/kg TT) kao u Ha xemarorokcuunoct NKT henuja, mro jacHo Kopesupa ca Hajla3zuma
nooujennm y a-GalCer-monmeny (®urypa 15 A, B). Pasnuka y mpoaykumju IL-4 Huje

AOCTUIJIAa CTATUCTHUYKY 3Haqaj HOCT.
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®@urypa 15. Umynocynpecusan yrunaj MMSCs Ha edpextropcke dpynknuje NKT hesnmja 3aBucu ox IDO u
iNOS. In vitro crumynucane NKT henuje cy kyntuBucane y tpajawy ox 48 catm y mMSC-CM, mMSC-CM +
1-MT omnocao MMSC-CM + L-NMMA. Tpucycto 1-MT (1 mM), onrocHo L-NMMA (1 mM) y mMSC-CM
je YKHHYJO CYNpECHBHH YTHIA] KOHIUNHOHHpaHOr Meaujyma Ha (A) mnpoaykuujy uutokuHa u (B)

murorokenuku notenujan NKT henuja npema nuisHuM HepG2 hesnujama.
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4.7. Hpoaykuujom IDO u INOS hMSCs moay upajy epexropcke pynkuuje a-GalCer-
oM ctumyaucanux xymanux PBMNCs

Haxon mto je nokazano na mumgje MSCs nmajy cHakan umyHocynpecuBau edexar Ha NKT
henmje kako In Vivo, Tako ® 1IN Vitro, y JajbeM TOKY WCTpPaXHBama j¢ HCIIHTaHA
umyHomonayinatopHa aktuBHocT hMSCs na xymane NKT hemuje. Kako Om ce mokasana
PEIEBAHTHOCT pe3yJiTaTa JOOHjEHHX Yy €KCIICPUMEHTAIHOM Mojey, ucnutano je g1a hMSCs
yTU4Yy Ha MPOJYKIHUjy IIUTOKMHA Ka0 ¥ HAa IIUTOTOKCHYKH MOTEHIHjall iN VItr0 akTHBHUPaHUX
xymanux NKT henuja.

Konnenrpanuja IFN-y u IL-4 y cynepuarantuma a-GalCer-om crumynucanux PBMNCs
kokynruBucanux y transwell cucremy ca hMSCs, je Ouna cTaTUCTHYKH 3HAYajHO Marba y
nopehemy ca cynepHatantuma y kojuma cy crtumyinucane PBMNCs kyntuBucane 06e3
matnunux hemuja (Purypa 16A). Takohe, ucnuTaH je NIUTOTOKCHYKHA IOTEHIIUjaI
crumynucanux PBMNCs mnperxogHo kokynruBucanux ca hMSCs mpema henujama
XeIaToIeTyIapHOT KapIHOMa y 48-uacoBHOj KyaTypH, Y omHocy edekrop: Taprer 10:1,
kopuinhewem XCELLigence cucrema. Kao mto ce moxe Bugeru Ha @urypu 165, hMSCs
CTaTHCTUYKHU 3HAYQJHO Cy CMabUIC U IMTOTOKCUUKY akTUBHOCT 0-GalCer-om crumysucanux

PBMNCs npema taprer HepG2 henujckoj TuHUjH.
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®@urypa 16. hMSCs cynpumupajy edexrtopcke ¢ynknuje xymanux NKT heamja napakpuHum
mexaum3mom. (A) Cwmamena konmentpammja IFN-y m IL-4 y cymepratantmma in vitro o-GalCer-om
crumyaucannx xymanux PBMNC kokynrusucanux y transwell cucremy ca hMSCs, y Tpajamy on 48 catu
(ommoc 10:1). (B) CraTucTUUKK 3HAYajHO Mamd IMTOTOKCHYKMA moTeHmujanm in  Vitro a-GalCer-om
crumynucannx xymanux PBMNC kokyarusucanux y transwell cucremy ca hMSCs mpema HepG2 taprer

JTMHUjH. VI3MepeHe BpeHOCTH U3 eKCIIEPUMEHTa Cy TPHKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct + SE (*p<0.05).

Hakon mirto je mokazana BaxHocT enHzuma IDO u iNOS 3a umyHOCynpecuBHH edekar
MMSCs na mumje NKT henuja, ucniuras je 3Ha4aj OBUX MOJIEKYJIa 32 HMYHOMOTYJIaTOPHU
yrunaj hMSC Ha epexropcke dpynkuumje xymanux NKT henmja.

V cknagy ca pe3yntatuMa J00Uj€eHUM Y eKCIIEpUMEHTATHUM MOJIENNMA, TIPU KYATUBALU]HU O~
GalCer-om crumynucannx PBMNCs y hMSC-CM y npucyctBy unxudutopa IDO, 1-MT, u
nuxuobutopa iNOS, L-NMMA, umynocynpecuBaun epekar hMSC-CM Ha npoaykuujy
utokuHa (TNF-o, IFN-y u IL-4) u nutotokcuunoct crumynucanux PBMNCS ce ckopo y
HOTITYHOCTH M3ry0uo, mTo je ykasano na IDO u iINOS uMajy Kiby4HY yIory y HHTEPaKIHju

hMSCs u xymanux NKT henuja (Ourypa 17A, B).
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®urypa 17. hMSCs cynpumupajy edexropcke pynkuuje xymannx NKT henuja mocpencTBom eH3uma
IDO u iNOS. In vitro a-GalCer-om crumynucane xymane PBMNC cy kyntuBucane y Tpajamy ox 48 catu y
hMSC-CM, hMSC-CM + 1-MT oxmaocHo hMSC-CM + L-NMMA. Tlpucycteo 1-MT (1 mM), ognocHo L-
NMMA (1 mM) y hMSC-CM je ykuHYIIO CYNPECHBHH YTHIA] KOHIMIMOHUPAHOT Mearjyma Ha (A) NpOayKUHUjy
mutokuaa U (B) murotokcwukn motennujan a-GalCer-om crumysnucannx xymanux PBMNC mpema mussHAM

HepG2 henmjama.
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5. JUCKYCHUJA

OCHOBHU 3aKJby4aK CIIPOBEJCHOT HCTpaKHMBama Yka3yje na mpumeHa MSCs cmamyje

nH(pIIamManujy y MoJiely akyTHor omrehema jetpe y3pokoBanor aktuBanujoM NKT henuja.

5.1. UuTpaBeHckn TpaHciiantupane mMSCs murpupajy y jerpy U cMamyjy aKyTHO

omreheme jeTpe MuieBa

300r CBOI HMMYHOMOAYJATOPHOI TOTEHLHWjajla M CIIOCOOHOCTH CaMOOOHaBJbama |
mudepennujanuje, MSCS mpencraBibajy TOTEHIMJATHO CPEICTBO 3a  JIeUCHE OpOjJHHX
JICTeHEpaTUBHUX U ayTOUMYyHCKUX Ooiectu (233, 316).

Hako je In vitro mocturayra Ttpancaudepenuujaja MSCS y xemarorute, BehuHa
00jaBJbeHUX CTyOHja ykasyje Aa ce Tepanujcku epexat MSCS y akyTHOM omrehemy jeTpe
NPBEHCTBEHO 3acCHMBA HAa MMYHOMOIYJIATOPHMM CBOjcTBUMa oBux henmja (317). Ha
nHpmamanmjy y TkuBy MSCS pearyjy Tako mTo Monaynupajy ¢yHKnuje henwja uMyHCKOT
CHCTEMa M TO IIyTeM JUPEKTHOT KOHTAKTa WA CEKPEIUjoM COyOrTHuX (akropa (221).
Hekonuko crymuja je mokaszano tepamnujcku yauHak MSCS y akyrHom xematutucy (291,
292,296, 298, 299, 304 ) mehyrum, ebexatr MSCs na denorun u ¢yukuujy NKT henwuja,
IJIaBHUX eekTopckux hemmja y akyrHoMm omrehemy jeTpe, A0 cana HUje objammeH. OBa
CTyAHM]a je 1o NpBHU NyT nokasana 1a MSCs yonaxaBajy akyTHO omTeheme jeTpe y3pOKOBaHO
aktuBanujom NKT henuja, cmamyjyhu IUTOTOKCMUKH MOTEHIMjal kKao U criocooHocT NKT
henmnja jerpe ma mpoayKyjy mnpouH(pIaManujcke HIHUTOKUHE. Pe3ynataTtu oBe cTyauje
HegBocMHuCIeHO ykazyjy na ¢y IDO u iNOS rnaBHu coiryOumHU (HakTOp YMjoM €H3HMCKOT
aktuBHouthy MSCs monynupajy denorun u pynkuje NKT henyja.

NKT henuje nmpeacrasibajy jeAMHCTBeHY cyomnonynauujy T aumdornura, koja ekcnpumupa
unBapujanTHu o saHan (Vald-Jal8 kom mumena; Vo24-Jol8 xon spymu) T hemujckor
peuenrtopa (enen. T-cell receptor-TCR), ymapen ca VP maHiieM orpaHdHdYeHOr perneproapa
(VP8.2, VB7 nmu VP2 xon mumera;, VP11 kox sbyau), kao U Mapkepe Koju ca Hanaze Ha NK
henmjama (318). HakoH cHakHEe akTHBUpAIH]je TIUKOIUITUIHIM aHTUTCHUMA MPE3CHTOBAHIM
y koHtekcty CD1d monekyma, koju je Hamuk MHC wmonekyny | kmace, NKT henuje
nponykyjy u Thl, Th2 u Thl7 mwmrokune (319). NKT henuje cy Haj3acTymubeHuje y
MHKpOBacKylapHoM ofesbKy jerpe (320, 321, 322) u cmaTpa ce 1a umajy KJby4dHY YJIOTY Y
NaTOreHe3n aKyTHor omrehema OBOT opraHa, 3ajeqHo ca T numdouuTMa, Makpodaruma u
neHaputckuM henmjama. Y ocHoBu omtehema jerpe nmocpenoanor NKT hennjama Hamaszu ce

HHAYKIFja amonro3e xemaromnurta mocpeactBom Fas ligand:Fas muTtepaknuje, akruBaiiija
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nepdopuH/TpaH3uM cUCTeMa M MpoAyKIdja npouHdiraManujckux murokuda IFN-y, 1L-4 u
TNF-a (74).

VY mpukazaHoj CTyauju je Hajiupe moka3aHo qa MMSCS HakOH MHTpaBEHCKE aruTUKaIuje y
3HAYajHOM Opojy MUTPHUPA]y y UHPIAMHPAHO TKHUBO jeTpe. AHAIM3HpameM OMOXEMHU]jCKHIX
MOKa3aTesba (HUBO TpaHCAMUHA3a y CepyMy) M XHMCTOJIOUIKHX IperapaTa jeTpe >KUBOTHHHA
KOjHMa j€ MHAYKOBAaH XEMATHTHC IMOKa3aHO j€ Jla MHUIIEBH KOoju cy nmpummim a03y MMSCs
pa3Bujajy 61axu 00JIMK eKCIIEPUMEHTAIHOT (PyIMUHAHTHOT XENaTUTHUCA.

YoueHo je na je HaKOH WHTpaBeHCKe mpumeHe MMSCS, y cepyMy MuIeBa Kojuma je
WHIyKOBaHO aKyTHO omTehewe jerpe mnpumenom Con A oxmHocHo o-GalCer-a,
konueHrpauuja ACT u AJIT, curypHux nokasarespa omrehema XenaTonura, CTaTUCTUYKA
3Ha4ajHo Mama (p < 0.05), y mopehemwy ca KUBOTHHaMa KOje HUCY MpuMuiie MaTHaHe henmje
('padukon 1, 3).

Y nmmipy moTBpAe pe3yiaTara OMOXEMH]CKHX HCIHTHBama ypaheHa je MaTOXHCTOJIOMIKA
aHaIM3a Tperapara jeTpe MHUIIeBa eKCIIEPUMEHTAIHUX M KOHTPOJIHUX Tpymna. JeTpe MuIieBa
ca MHJIYKOBAaHUM XEIAaTUTHUCOM KojuMa cy armmkoBaHne MMSCs 6une cy ouyBane rpahe ca
MECTUMHYHO MPHUCYTHUM ToJbuMa Hekpose xemnartoruta (Crnuka 12, 14). CynpotHo, y jeTpu
MHUIlIeBa KOju Hucy npuMmwin MMSCs, jacHO je yousbMBa MacoBHA, TUCEMHHOBaHA HEKPO3a
xemnarormta (Cnuka 12, 14).

VY ckiagy ca oBUM pe3ysITaTUMa Cy MOJaIld U3 HOBHJUX CTY/AH]a KOje Cy JOKYMEHTOBAJIE Ja
MSCs u3o0m0BaHe U3 MacHOT TKMBa CHHUKaBajy BPEAHOCTH TpaHcamuHa3a y BALB/c ogHoCHO
C57BL/6 muiieBa kojiMa je xematutuc uuaaykoBan Con A (291, 298). 3a pasnuky og Con A
KOjU je MOJHKIOHATHU akTuBarop jumdonuta, o-GalCer crnenuduuno akrtuBupa NKT
henuja, crora pe3ynTatd OBJE NPHUKA3AHOT HCTPaKHBAMKba, HEJBOCMHUCIEHO YKa3zyjy na
MMSCs umajy MpoTeKTHBHH e(eKaT y XEMaTUTHCY KOju je y3pokoBaH aktuBarjoM NKT

henuja.

5.2. lIpumena MSCs cmamyje unduiamanujy y jerpu

OnpehuBame koHeHTpauuje nuTokuHa y cepymy (ELISA TtexHukoMmM) kao W aHammsa
¢byHKIMOHAaTHOT (peHoTHNa UHGIaMalMjcKuX henuja MNPOTOYHOM IIUTOMETPHUJOM CY
noTBpanH na npumena MMSCS 3HavajHo cMmamyje Opoj mHGIaManujckux henwja y TKUBY
JeTpe W CIEJCTBEHO TOME KOHLEHTpaluje MNpOouHGIaMaIjCKUX LUTOKUHA Yy CepyMy

KHUBOTHHA KOjI/IMaje HHAYKOBAH CKCIICPUMCHTAJIHU XCIIaTUTHUC.
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VY ckiany ca pesyaratuma IpeTXoaHuXx cryadja, (291, 292, 298) y 0Boj cTyauju je moka3zaHo
na mMMSCs penykyjy omreheme jerpe nnaykoBano Con A, Ha Taj HAYMH IITO CMamkyjy Opoj
rnasuux edekropckux hemuja, TNF-a', IFN-y*, IL-4" NKT hemnuja, nenapurckux hemuja u
Makpodara y jerpu, mTo je mnpaheHo MamOM KOHIICHTPAIMjOM MPOMH(IAMAIIN]CKIX
nutokuHa TNF-a, IFN-y u IL-4 y cepymy, u Behom koHueHnrtparujom nporektusHor IL-10.
[IporextuBHa ynora IL-10 y Con A xenaTuTucy, 3aCHUBa c€ Ha CYNPECUBHOM €(EKTy OBOT
uTokrHa Ha npoaykuujy TNF-o (287). Sun u capaanuiii cy mokasajiu Ja MHTPACIUICHUYHA
arummkanmja MSCs y mumieBa tpetupanux Con A y3pokyje noehame npoaykiuje IL-10 y3
ucroBpeMeHo cMmamemwe ekcrpecuje TNF-o, IFN-y u FasL y numdouutuma n Kyndeporum
henujama (295). Iosuato je ma TNF-o qupeKTHO MHAYKYje amomnTo3y XemaTolMTa MPEeKO
perienitopa 3a TNF, kacnasze 8, MUTOXOHIPHjaTHOT IIUTOXpOMA ¢ W aKTUBaIWje Kacmase 3
(293), mox IFN-y Bomu henuje jerpe y amonto3y mocpeactsom Fas perieniropa (294). Crora,
cynpecuBHH edexkar MSCs Ha npoayKIHjy NIpOoUH(IaMaljCKUX LIUTOKMHA, MOKE 00jaCHUTH
CMameHY aloNTOTCKY CMPT CHHYCOMJATHUX SHIOTEIHMUX helja ¥ XernaToHTa U CIIEICTBEHO
Mame omTeheme jerpe y pyIMUHAHTHOM XETaTUTHCY.

Higashimoto u capaauuim cy HeaBHO MoKasajiu ja Tepanujcku ehexrn MSCs mopekyiom us3
MacHor TkuBa y Con A xemaTuTucy HacTajy yciej cynpecuje henuja mMujeqousHe jio3e U
CD4'T numdornura (298). Pesynratu moMeHyTe rpyre ayTopa cy ykasamu aa MSCs cMamyjy
6poj CD11b", Gr-1" u F4/80" henuja y jeTpu eKcriepHMEHTATHIX MHIIEBA, KA0 U eKCIIPECH]y
TNF-a, IL-10 1 CXCL10 y CD4" T nmumdormtuma u CD11b" henujama (298).

Crora je y 1ajpeM TOKY OBJIE IPUKA3aHOT UCTPaKMBamba OMIJI0 HEONXOAHO MCIIUTATHU Ja JIHU Cce
y ocHOoBM umyHoperymnatopHor edekra MSCs na NKT henuje Hamasum aupexTHa
mehyhenujcka mHTepakimja win wHaUpekTHH edexar MSCS mocpemoBan hemmjama xoje
MPE3CHTYjy aHTHUTEHE y jeTpu. 3aTo je HMCTpaKUBambe HACTABJHEHO HA JPYrOM MOJAETY
(GyIMUHAHTHOT XelaTHTUCA, KOjH je MHIIeBHMMa MHAyKoBaH o-GalCer-om, cnenupuyauM u
cHaxkHuM aktuBaTopoM NKT henuja. [Ipumena mMMSCS cTtaTUCTHUKM 3HAYajHO j€ CMambuIIa
napaykec TNFa', IFNy" u IL-4" NKT henuja y jeTpy ¥ cleJICTBEHO TOMe 3HAYajHO CMambKIa
omrreheme TkuBa jetpe uza3Bano o-GalCer-om (dPurypa 4, ciuka 15). Y3 10, 0BlIe IprKa3aHu
pesyararu cy nokazanu n1a mMSCS Hucy yTunane Ha IpOAYKIH]Y IUTOKHHA, MOJIapU3alnjy
JIeHIpUTCKUX henmuja HUTH Ha cocoOHOCT OBUX henuja aa Mpe3eHTYjy aHTUTEHE y jeTpu
MHUIIIeBa KOjuMa je MHIyKoBaH xenarutuc (durypa 5).

Ha ocHOBY oBHX pe3ynTaTa, 3akJby4eHO je Ja TpOTeKTUBHH edexat MMSCS y akyTHOM

omrehemy jerpe y3pokoBaHoM aktuBanjoM NKT henuja Huje mocpenoBan henmjama koje
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MPE3CHTY]y aHTUTeHe Beh ce 3aCHMBA Ha JUPEKTHOM MMyHOCynpecuBHOM edekty Ha NKT

henwje.

5.2. llpumena MMSCs cmamyje anonTo3y y jeTpu

a-GalCer mosehasa excripecujy FasL u TRAIL monexyna va NKT henujama, perenropa
OJITOBOPHHUX 32 HMHIYKIHM]y aIloONTO3¢ XENaTrolMTa M [HUTOTOKCHYHOCT, JoNpuHOcehn
omrehewmy jerpe (307). Y akyrHom omrehemy jerpe je mokazano ga MSCs uuxubupajy
aroroTo3y XemaToluTa TaKo IITO cMamyjy ekcrpecujy Bax m Bad mpoanmonToTckux rena
(323). Bax unteparyje ca npoaykrom reHa Noxa, uuja je ekcrpecuja uHaykoBaHa IFN-y Ha
p53 HezaBucTan HaunH (324). Ca apyre crpane, ekcrpecuja npoarnontoTckor rena PUMA je
WHAyKOBaHa Ha pP53-3aBHCTAaH HAYMH M WMa BaXXHY YIOTY Yy MHUTOXOHIPHjCKOM
(yHyTpammeM) TyTy aKTHBalldje aronTo3e Ha Taj HAIMH IOTO HHTEparyje ca
antuanontockum mporeuHom (Bcl-2) (325, 326). IDO mnopeknom u3 MSCs cympumupa
excripecujy NKG2D penenropa za CD8" T nmuMdonutrMa, Kao 1 aKTHBALMOHHUX PEIENTopa
NKp30, NKp44 u NKG2D na NK henujama (270, 273). YV ckiagy ca Halma3uMa MOMEHYTHX
CTyIHja, PE3yJATaTH OBOT HUCTpaxkuBama cy mokazanu ga MSCS penykyjy ekcrmpecujy
JTuraHaza Koju uHAyKyjy anonrto3y xenarouuta FasL m TRAIL, nerpanynanuonor mapkepa
CD107 mTo 3a mocieauily MMa cMmameme XxemaroTokcuuke akTtuBHocTd NKT henmja
(Cpadpukon 5). mMMSCs cympumupajy ¥ aKkTHUBalUWjy Kacmase-3 ©  eKCIIPECH)y
npoarnonToTrckux reHa Noxa, Bax, Bad u Apafl, cmamyjyhu omreheme TkuBa jerpe
(C'paduxon 10). Ha ocHOBY pe3ynTara ommcaHe CTyAHje, MOXe ce 3akbyuuTH jga MMSCs
CMamYyjy €KCIIpecHjy MpoanoTOTCKUX MeaujaTopa anu 0e3 yrunaja Ha pS3-3aBucHy PUMA-

WH/YKOBaHY aKTHBAI[H]y aHTHAIIONTOTCKUX IreHa Kao 1mTo je Bcl-2.

5.3. mMMSCs cynpumupajy edexropcke ¢ynkuuje NKT heauja mnmapakpuHum

MEXAaHU3MOM

JHlo6po je mosznaro ga MSCS mory cympuMupaTH WMYHCKH OJITOBOP Ha Taj HAYMH IITO
OCTBapyjy IUPEKTHU KOHTAKT ca henrjamMa UMYCHKOT CUCTeMa (QHTa)KOBamke MHXUOUTOPHHUX
MOJIEKYyJla HAaKOH aJXe3Uje) WIM TaKo IUTO MPOAYKYjy conyOmiHe menujatope. Pesynratu
OBJIle TIpHKa3aHe CTyIHje MO MpBH MyT mokasyjy na MMSCS, mapakpuHUM MeXaHH3MOM
CMamyjy LUTOTOKCHYKM MoTeHuujan kao u cnocobHoct NKT henuja na mpoaykyjy
uH(IaMaIMjcKe [UTOKHHE, IITO pe3yJiTHpa 3Ha4ajHOM peayKiujoM oimrtehema jerpe.

Excniepumentn y xojuma ce henuje xokynrusucane y transwell cucremy cy HeaBocMuciieHo

107



MOKa3aJIM J1a TMPEKTaH KOHTAKT henuja-henuja HUje HeOmXo/1aH 32 UMYHOCYIIPECHBHU YTHIIA]

MMSCs na NKT henuje (®urypa 9).

54. ®@apmakosomka wuHaktuBammja IDO mw INOS y mMSCs cmamyje

umyHomoxayaatopau epexar MSCs na NKT heanje

JloCTynHM oAl y JTUTEpaTypu Be3aHu 3a napakpunu edexkar MSCs na henuje umyHckor
CHUCTEMA YKa3yjy Jia Cy MOTCHIMjaTHH MEIUjaTOpU KOjU ydecTBY]y y mHTepakiuju MSCs u
NKT henuja IDO, iINOS, TGF-B, HGF, PGE;, u IL-10 (221).

Pesynratm mpukazaHM y OBOj CTyIWju TMoKasyjy na npucyctBo 1-MT, cnemmduunor
uaxuburopa IDO, kao u L-NMMA, cnenuduunor uaxudutopa INOS, y MSC-CM, ykunaa
xenaronporekTuBHu epexkar MMSC-CM  amnukoBaHor MUILIEBUMa ca HHAYKOBaHUM
XEMaTUTHCOM. Y TPYIH KHBOTHIbA KojuMa je HakoH o-GalCer-a armummkoBan mMMSC-CM+1-
MT onnocro MMSC-CM+L-NMMA koHueHTpanuja TpaHCcaMHHAa3a y cepymy, oimrteheme
TKHMBa jeTpe Kao u mHpuiTpanuja jerpe mHpIamanujckuM henmujama OWiIM Cy CTaTUCTHYKU
3HayajHo Behu Hero y kuBoTHWA Koje cy HakoH a-GalCer-a mpummie mMSC-CM
(Cpaduxon 14, ciuka 19).

Takobe, dhapmakonomka naxuduimja IDO 1 INOS y mMSC-CM, y kojeM cy KyJITHBHCAHE 0.-
GalCer-om ctumynucane NKT henuje jerpe MwuieBa, MOHHINTHIA j€ UMYHOCYIPECHBHHU
epekar MMSC-CM na NKT henuje in vitro. NKT henuje crumynacane o-GalCer-om,
kyntuBucane y mMMSC-CM y kojeM cy OJOKHMpaHU MOMEHYTH WUMYHOCYHNPECHUBHH €H3UMH,
IIPOAYKOBaJie Cy 3HauajHO BHIIE MpouHGuamanujckux uutokuna TNF-o u |L-4 u ucnosbune
Behu nuroTokcwukn moTeHIWjanr npema HepG2 hemmjckoj nwHMjE, y mnopehemy ca
crumynucanuM  NKT henmjama koje cy kynrtuBucane y MMSC-CM 6Ge3 mpucyctBa
nnxudutopa (Purypa 12). Ha oBaj HaumH je HEJABOCMHUCIICHO TOTBpleHa BaskHA yiora 00a
curHanaa nyra, u IDO u INOS, mopexnom m3 mMSCs, y moaynanmju e(eKkTopcKux
¢yukuja NKT henyja.

IDO je uHTpanenyIapHi €H3UM KOjJH KaTaJIn3yje MOYCTHY PEaKIUjy pa3rpaibe eCeHITH]aTHe
aMHMHOKHUCeNIMHe TpUnTodaH y OKBUpY KMHypeHHHCKor myTa. IDO je mpBoOUTHO onucaH Kao
MOJIEKYJI KOjU YUECTBYj€ Yy OJIp’KaBamy MaTE€pHAJIHE TOJIEPaHIIMje U CTOora ce cMarpa jeHUM
0]l €BOJIYTUBHO HajBaXHHUJUX MEXaHH3aMa UMYHCKE KOMIIETEHIIMje U XyMaHe PenpoayKluje
(327). OBaj eH3um wurpa BaxKHY YyJIOTy y HHQEKIHjH, ayTOUMYHOCTH M OoHKoreneszu. IDO
mocelyje CHaXXHy WMYHOMOJYJIATOPHY aKTHBHOCT Koja ce oOjamimaBa Ha JBa HAadWHA.

JlokanHa nemuenja TpuntodaHa y TKUBHO] MHMKPOCPEIWHU OJHOCHO MEIHjyMy, Kao U
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HAaKyIUbalhe€ KMHYPEHMHCKHX MeTabonuTta nosehaBajy excrpecujy GCN2 kuHaze mro 3a
MOCJICIUITY UMa pEenyKuujy nponudepanuje, nosehame amonrtose u omreheny ¢dyakuujy T
muMdponuTa y ycnoBuma crpeca (328, 329). V monenuma ayTOMMyHCKHX OoJiecTH je
nokazano na IDO momepa Thl/Th2 Gamanc Ha crpany Th2 numdonurta u nosehasa yueo
Treg numdouunrta y perymanuju uMyHCKor oarosopa. Ilo3nato je ma dapmakosomika
naxubunuja IDO y3pokyje momepame murokuuckor oarosopa NKT hemuja y mpasity Th2
¢enoruna. Hacympor ToMme, karabomutu Tpunrodana, L-kuHypeHHH, 3-XHIPOKCH-
KAHYPEHUH, U 3-XUAPOKCU-aHTPaHWIHA KrcennHa nomepajy Th1/Th2 6amanc y kopuct Thl
urokuHcKor mpoduiaa (319) Cmameme npoaykiuje IL-4 y NKT henujama jerpe muiiesa
KOjMa Cy HaKOH HM3a3uBarma akyTHOr omtehema jerpe Con A unm a-GalCer, amiukoBane
MSCs, ™oxxe ce o0jacHUTH 4HMEeHHMIIOM Jna uako ce IL-4 cmarpa Th2
(arTunH(pIaManujckuM) TUTOKMHOM, Yy KoHTekcTy NKT-mocpemoBanor xemarurmca
nmokasaHo je na IL-4 uma cHaxxaa npouHdaamaiijcka cBojcraa (55).

Cunreza IDO y MSCs wmoxe Outu uHAyKOBaHa AupeKTHO (mpucyctBom IFN-y y
MUKPOCPEIMHHM) WJIA HWHAMPEKTHO ayTOKPUHOM CTUMYJIAlMjOM MaTHYHHX henuja
cekperoBanuM PGE,. Spaggiari u capaguunu cy y kontekcry NK-MSCs wunTepakumje
nokasaim na oba MexaHuszMa jompuHoce mnpoaykuuju IDO y MSCs. IFN-y u TNF-a
nopekinoM u3 aktuBupanux NK hemuja, mnaykyjy npoaykuujy PGE, y MSCs, xoju
ayTOKPHHO TMpOMOBHINE cuHTe3y u aktuBHOcT eH3uma IDO y MSCs (273). Ilpu
kokynTuBanuju y ogaocy 1:1 mim 10:1, IDO je xsbyunu dakrop xojum MSCs cynmpumupajy
nponudepaunjy, npoaykuujy IFN-y, kao u umrotokcuuky aktuBHocT NK hemuja (273).
Taxohe, mo3znato je ma IDO mopeknom uz MSCs cynpumupa nponudepanujy 1 MHAYKYje
anorito3y T u B numdonura ycnen aenoBama KMHYPEHMHA M TOKCHYHHUX METabOJIUTa
(XMHOJIMHCKE M 3-XUJPOKCU-aHTPAHUIIHE KUCEIMHE) HACTaIMX KaTAIUTUYKOM aKTUBHOUIhy
IDO, na henujcku nukinyc nuMmdonunta. Li v capagnunm cy mokasainu J1a CylnpecHBHHU edekar
conyommnux ¢axropa (IDO, PGE; u TGF-B), na nponudepanujy, mpoayKIHjy HIUTOKAHA U
murotokcmyHocT CD8" T mum¢ponutnMa, mocnemyje matepakimja (MIC) A/B , nuranma
excipumupasor Ha MSCs, u NKG2D penentopa va CD8" T mumdonuruma (307). 1DO
dasopusyje mudepenuujanujy Monomuta y IL-10° CD206" wumyHnocymnpecusHe M2
Makpodare Koju HHIUPEKTHO TOMPUHOCE CYIIPECHjH UMYHCKOT oaroBopa (281).

[Mponyxkijy NO, 6p3o mudynayjyher raca u OMOaKTHBHOT MOJIEKYJIa W3 aMUHOKHCETnHE |-
aprunuH karanusyje ensuMm NOS (239,330). NOS je xon jbyau u MUIIEBa JCTSPMUHHUPAH ca
tpu rena: INOS, mpBo ortkpuBeH y wmakpodarmma, NNOS y nHeyponuma u eNOS vy

enporenauM henmujama. Excripecuja rena 3a INOS je mHAynnOMiIHa M MMa BaXKHY YIOTY Y
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nmyHoperynanuju. Hactamu NO 1 peakTUBHM a30THU paaukaiyd Moayiupajy yruue Ha TCR
CHTHAIIN3AaIH]y, €KCIIPECH]y HUTOKHHCKHMX penentopa W ¢enorun T mumdormra (331).
Bucoke konnenrpauuje NO wunxubupajy npomudepaunjy T maumdorura u mpoayKIHjy
mutokuHa (331, 332). ITo3HaTo je ¥ Ja OBaj OKCHJ yTHYE HA aKTUBHOCT OPOJHHMX €H3MMa,
jorckux kaHama u penentopa (333, 334). NO koju npoaykyjy MSCs cympumupa
dbochopmwrannjy STATS Mosekyna ¥ IITO 3a MOCIEIUIY MMa 3acTO] NENMjCKOT ITUKIyca
(239). V mpukazaHoj cryauju je Moka3aHo jga Tpadciantanuja MMSCs mnosehasa
KOHIIEHTPAIM]y KUHYpEHUHA y CEpyMy MHIIEBA KOJUMAa j€ XCMATHTHUC W3a3BaH MPUMEHOM
Con A oganocuo a-GalCer-a u crieacrtserHo cmamyje omteheme TkuBa jerpe. Ren u
capagHHIM Cy HemaBHO mokasaau ga MMSCs yrmaBHom aktuBHOmy ensuma INOS u
npoaykijom NO mupekTtHo cynmpumupajy npoiudepanujy ¥ MNpPOAYKIH]y HUUTOKHHA Yy
mumponuTrmMa (238). Mehyrum, nomro je NO Beoma HecTaOMiIaH MOJICKYJ U 3aTO Jelyje
camo JIOKaJHO, UMyHCKe henuje mMopajy Outu y HemocpenHoj ommsuaun MMSCS kako Ou

npoaykoBanu NO ocTBapro cBoj uMyHOCynpecuBHE edekar (239).

L-arginine

\
\
1
1
I
I
I

Canka 21. Maje xkonnenTpanuje NO ayrokpuno crumyaumy exkcnpecujy IDO y mMSCs u cieacrseno

NPOAYKIMjY KHHYPeHHHA.

Wudnamaryjcky IMTOKMHA U XEMOKHUHU Koje ocinobalajy omreheHn XenaronuuTu U UMyHCKe
henuje koje mHUITpHUITY TKUBO jeTpe, HaBoge MMSCS y jerpy (308). ¥V undaamaropHoj
cpenuan, IFN-y u TNF-a ctumynumy mMSCs na excnpumupajy iINOS (223). Tomto y
NPUCYCTBY MpOUH(IIAMAIMjCKUX LUTOKMHA, Maie MoJjekyiaapHe KoHueHTpauuje NO
y3pokyjy nosehame aktuHOcTH IDO (335), MOXe ce MpeTHoCTaBUTH J1a HAKOH CTHMYJIalnje
a-GalCer-om nu Con A, aktusupane NKT henuje cexperyjy TNF-a u IFN-y koju uaaykyjy
excapecrjy INOS y mMSCs u crneacrBeny mnpoaykiujy NO, mTo 3a mociaemuily uma

nosehany aktuBHocT IDO u cynpecujy nurorokcuynoctu NKT henuja (Cruka 21, 22).
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Caunka 22. MexaHu3am XenatonporeKTuBHOr edpekra MMSCs y moneny akyTHor omrehema jerpe koje je

u3a3zBano aktuBanujom NKT heamnja.

Ha ocHoBy no0mMjenunx pesyirarta mMoxke ce 3akbyuutu aa IDO u iINOS, nopexsiom u3
MMSCs, cmamwyjy uutorokcnuku norenuujan NKT henuja m muxoBy cnocodHOCT aa
NPOAYKYjy npouH(IaMIHMjcKe NMTOKHHE, IITO 32 MOCJAeMIy MMa Mame omreheme
TKHBA jeTpe Yy eKCIepPUMEHTAJHOM MOJeJy XeNmaTUTHCA Y3POKOBAHOM AKTHBALMjOM
NKT heamja. Pe3yararm oBe cryauje jgonpunehe 0Oobem  pasymeBamy
HMYHOMOIYJ1aTOpPHUX edexaTa MaTHYHMX henuja Ha omreheHo TKHMBO jeTpe, Kao M
NMOTEeHIHjaTHoj KINHNYKO0j mpuMenn MSCs y GosecTHMa moCpeaOBAHUM HMYHCKHM

MEXaHUM3MHuMa.
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6. SAK/bYYIIU
W3 cBera npeTxoiHO OMMCAHOT, MOT'Y € U3BECTH ciefehu 3akibyuiy:

1. IIpumena MSCs cmamyje omreheme xenarouura y Con A xematurucy.

1.1. MSCs wunxubupajy cekpenujy npouHpIaMalyjcKuX IUTOKHHA W CMamby]y
MIPUCYCTBO 3aMaJbeHCKUX helrja y TKUBY jeTpe.

1.2. CMameme mapamMeTapa CHCTEMCKe HH(IIaMalldje Y MHIIEBA Ca XEMaTUTUCOM
koju cy npummm  MSCs, mocimeguna je  CMameHE  3aCTYIJbEHOCTH
npounpnamanujckux NKT henuja, nenaputckux henuja kao u makpodara y TKUBY
jerpe.

2. Ilpumena MSCs peaykyje omreheme jerpe y a-GalCer xenarurucy.

2.1, [Ipumena MSCS yTuue Ha 3HAYajHO CMamkEHE KOHIIGHTpAlMje MapKepa
uH(pIamalmje y cepymy u peaykyje nndaamanujy y jeTpH.

2.2. [Tpumena MSCs cmamyje undaykc epexropckux NKT henuja npu uemy He
yTHYe Ha 3aCTYIUBCHOCT JEHIIPUTCKUX henuja y jeTpH.

2.3. MSCs wunaxubupajy cekpeuujy mnpouHduamanmjckux muroknHa y NKT
henujama u cMamyjy IMTOTOKCHYKY aKTUBHOCT OBUX henuja, cMamwyjyhu ekcripecujy
JUraHazia Koju HMHIAYKYJy amonTo3y XemaToluTa Yy WHGJIAMUpPaHO] jeTpH, WITO je

notepheHo u in Vvitro kokyiarusaimjom MSCs u crumynucannx NKT henuja.

2.4. [Mpumena MSCs cynpumupa ekcrpecujy mpo-anontorckux rena y o-GalCer
XETIaTHTHUCY.
2.5. Kibyunu ¢akropu kxoje npoxnykyjy MSCS u unjoM €H3MMCKOM aKkTHUBHOLIhyY

cynipumupajy epexropcke gpynkuuje NKT henuja u cmamyjy omreheme TKMBa jeTpe

y xematuTucy y3pokoanoM aktuBanujoM NKT hemmja cy IDO u iNOS.
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CKPAREHHUIE

IL
ROS
CD
IFN-y
NKG2A

NKT
hemuje
NK
henuje
TLR
TNF-a
MHC

a-GalCer
NO
iINOS
WT
FBS
PBS
EDTA
DMEM
ELISA
HRP
SE

untepieykuH (interleukin)

pPEaKTUBHU MeIujaTopu KuceoHnuka (Reactive Oxygen Species)

cluster of differentiation

unrepdepon-y (interferon-y)

UHXHOMTOPHU perentop ypoheno yommaukux hemuja (The inhibitory NK cell

receptor)

ypoheno younauke T henuje (natural killer T cells)

ypoheno younauke hemuje (natural Killer cells)

peuenrop caudan Toll-y (Toll-like receptor)

dbaxTop Hekposze Tymopa-a (tumor necrosis factor-o)

MOJICKYJI II x1ace rIaBHM KOMILJIEKC TKUBHE noaAyaAapHOCTH (major
histocompatibility complex)

o-raJlakTocpaMu

a30T OKCH]I

MHAYIUMOWIIHA @30T OKCHJ] CUHTa3a

wild type

fetal bovine serum

phosphate buffered salline

eTHJICH TUaMKH TeTpa cuphetHa kucenuHa (ethylenediaminetetraacetic acid)
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Streptavidin HorseRadish Peroxidase

crangapaHa rpeika (Standard Error)
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