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CaxkerTak

Wntepneykun 17 (IL-17) urpa 3HauajHy yJIory y maTOreHE3HW aKyTHOT XemaTuTuca u ¢puodpose
jerpe. 360 CBOjUX MMYHOMOTYJIAIN]CKUX KapaKTepUCTHKA, ME3CHXUMaIHE MaTH4yHe henuje (eHr.
Mesenchymal Stem Cells, MSCs) peaykyjy akytHo u XxpoHuuHo omrteheme jerpe, mehyrum
MOJICKYJICKM MeXaHH3aM KOjHUM CYNPHMHUPA]y WHGIaMaIjy y OBUM OOJIECTUMA jOII YBEK HHje

pa3janimeH.

VY mmwpy ucnutuBama yrunaja MSCs Ha curHaiiau nyT [L-17 y maToreHe3u akyTHOT XemaTHTHCa
u (ubpose jerpe, KOpUIIheHN Cy eKCIIEPUMEHTATHA MOJICTN aKyTHOT XEHaTHTHCA W3a3BaHU O-
raJlakTOIEpaMUJIOM M YIJbEH TeTpa XJIOPHIOM, JOK je y ¢(ubpo3u jerpe kopumiheH

CKCIICPUMCHTAJIHU MOACIT U3a3BaH YIJbCH TCTPaA XJIOPUIAOM.

Y  eKCHepMMEHTAJIHMM MOJIeiMMa aKyTHOr xemarmtuca, mnpumeHa MSCs penykyje
xeratorokcnaHocT NKT henuja, mapakpruHuM MeXaHU3MOM KOjH 3aBHCH OJf WHAOJAMHUH 2, 3-
nuokcurenase (edr. indolamine 2,3-dyoxigenase, IDO). UuTpatenynapho 60jeme hienuja jerpe u
Mepeme KOHLEHTpaldje LUTOKMHA Yy CepyMmMy, je II0Ka3ajo CMameHYy KOHIICHTpAIH]jy
nHpmamaTopHor |L-17 u noBumeny konuenTpanujy umyacynpecusHor |L-10, cmamen 6poj NKT
henuja xoje mpoaykyjy IL-17 (NKT17) u nosehan 6poj FoxP3+ NKT henuja koje npoaykyjy IL-
10 (NKTreg) y jerpama mmumieBa koju cy mpumuan MSCs. Tlpumena MSC-CM pesynryje
nosehanum omHocom NKTreg/NKT17 y jerpu MmumieBa, ciabu aKkyTHH XEMaTHTHC iN VIVO U
3HauajHO peaykyje xemarorokcudHoct NKT hemuja. IMpumena 1-metun tpunrodana (1-MT),
(hapMaKkoJIOIIKOT WHXUOWTOpA WHAONAMUH 2, 3-AMOKCUTEHAa3e Y MOTIIYHOCTH OJIOKHpa OBO

cBojctBo MSCs.

VY ekcrniepuMeHTaATHOM Mojiey ¢puodpo3se jerpe, mpumena MSCS 3HauajHO penykyje Gpudpo3y jeTpe
M3a3BaHy YIJb€H TEeTpa XJOPUIOM, CMamemeM cepyMcke KoHleHTpauuje |L-17, mosehamem
konueHrpauuje IL-10, IDO u kunypenmna. MSCs penykyjy 6poj Thl7 mmumdponura xoju
npoaykyjy IL-17 u nosehaBajy mpomnenar CD4+I1L-10+ T naumdornura. [Ipumena MSC-CM
penykyje 0poj Th17 numdornuta y jetpu u cMamyje kKonueHtpanujy IL-17 y cepymy. MSC-CM
npoMoBuIry ekcrman3ujy CD4+FoxP3+IL-10+ perynatopraux T nmumdornura u CynpUMHPAjy
npomudepannjy Thl7 mumdonura. [lpumena IDO wnxuOutopa, 1-MT je ykuHyna oBaj

MMYHOMO/IYJIAIIUjCKU ()eHOMEH.



HajBaxHuju 3akipydli oBe QUcCepTaludje cy Ja y akyrHoM omrehemy jerpe, mpumeHa MSCs
cmamyje cekpernujy IL-17 u3 uatpaxenatnunux NKT henuja, nok y ¢ubposu jeTpe pemykyje

ocnobahame IL-17 u3 CD4+T nmumdonuTa ynMe 3Ha4ajHO cMamyje omrTeheme Xenaronura.

Kwyune peuu: mezenxumanae maruane henwuje, IL-17, akytHu xenatutuc, pudposa jerpe.
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7. PEOEPEHLE



1. YBOJ

Y yBogHOM Jeny je omucaHa jeTpa, ofjamrmbeHe cy Mopdosorvja M OIITe KapaKTePUCTHKE
o0osbema jeTpe u Kiacudukamnuja odbosbema jerpe. ObjalimbenHa je eTHOI0rHja, KIIMHNYKA CITUKa,
JMjarHO3a M MPOTHO3a aKyTHOT Xenatutuca u gubpose jerpe, ynora henrja IMyHCKOT CHCTEMa,
IUTOKKMHA, a moceOHo |L-17 y mmyHomaToreHe3sm OBHX CHTUTETa, OMNKMCAaHA j€ TaToreHes3a
EKCIIEPUMEHTAJIHOT aKyTHOT Xemnatutuca u (uopos3e jerpe, UMYHOMOJIYJAIHUJCKU ePEeKTH
ME3CHXMMAITHUX MaTUYHUX helrja v OnucaH je TeparujCcKu MOTEeHIIUjall Koju oBe henuje umajy y

Jeuery aKyTHOT omrehema jeTpe.

1.1. Jerpa: mopdosomke 1 GyHKINOHATHE KAPAKTEPUCKTHKE

JeTpa je BUTaIHU OpraH, HEONXOaH 3a (YHKIMOHKICAke OpraHu3Ma cucapa. Hanasu ce y necHoM
XeMHabJOMEHy, JIECHOM TOPHEM KBaJpaHTy, UCIOA nujadparme, MOKPHUBEHA peOApHUM JTYKOM
(1). Jerpa mocenyje Benuku Opoj GyHKIHMja: BPIIN JETOKCU(PHUKAIM]Y METa0OINTa, CHHTETHUIIE
MpoTenHe, YKJbY4dyjyhu eH3ume, XopMoHe, (akTope Koarynanuje, IUTOKHHE (2), Kao U
OuoxeMHjcKke MpPOAYKTe, HeomxojHe 3a aurectujy (1). Jerpa dumnrpupa KpB M3 JUTE€CTUBHOT

TpakTa, Koja y by jaoia3u myrem Venae portae. MeraOonuiie xeMukasmje, JIeKOBE U aJIKOXOJI.

Urpa 3HauajHy yjory y KOHBEPTOBaWbY aMOHMjaKa y ypey, Koja ce IOTOM EKCKpeTyje MpeKo
OyOpera. Ciyxu kao zieno 3a Butamus B12, ponny kucenuny, reoxhe, BuTamun A, Butamut D,

ButamuH E u Butamus K.

CXO0JJHO HaBEJICHUM YJIOraMa, jeTpa y4ecTBYje y yKiamamwy HEMOTPeOHUX MPoJyKaTa OpraHu3Ma,
MIOTIYT: JIEKBa, OaKTepHja, IJbUBMILIA, BUPYCa, TApa3uTa, XeMUKaJIMja, MAacTU U ankoxodia (2). Mma

CBOje MecTo y 60pOu mpoTHB UHGEKIIM]a, TPaBUITHOM 3rpylIaBamby KpBH U gurectuju (1).



1.2. OBOJ/BEIbA JETPE

[Topemehaju y dhyHKIIMOHKMCaKY U omTeheme jeTpe, HAcTajy Kao mocieania nHpeKrja (BUpyCHU
xenarucu) (3. 4), xponuuHe ynorpede ankoxodna (5), kao nocieauia npuMeHe OpojHHX JiekoBa (6)

(mapareTamoJ1, aMOKCUITUINH, ITUIPO(IOKCAINH, XJIOPIPOMAa3HuH, epUTPOMHUITUH U ApyTH) (7).

Kon renercku moanokHUX ocoba, Moke nohu 10 pa3Boja ayTOMMYCKOT 000JbeHma jeTpe, dmja
MaToreHe3a joll YBEeK HUje pa3jalllibeHa, a MOXe ce MaHU(ECTOBATH Y TPU KIMHUYKA CHTUTETA:
ayTOMMYHCKHM XeNaTUTHC, MpUMapHa OuiujapHa LUpO3a M MPUMApHU CKIepo3upajyhu

xonaurutuc (4, 8, 9).

Omwreheme jerpe Moke OUTH Mocienuua GyHKIIMOHAIHUX WIHM ONICTPYKTUBHUX NopeMehaja, kao
nocienuua nopemehaja nenoHoBama (IMJIMKOI€Ha, XOJECTEpOIa, aMUIOUIa). Y jeTpu ce MOory
Pa3BUTH MPUMApHU TYMODPH, TONYT XEMATOIENyIapHOT MM XOJAHTHOIETYIapHOT KapIHHOMA
(1). Omreheme jerpe Moxke OUTH W BacKyJIapHE €THOJIOTHjEe a OO3UPOM Ha JIBOCTPYKY
BaCKyJIapU3allujy U LEHTPATHO MECTO y METa00IU3My, MOKe OMTH ceAuIlITe OPOJHUX MeTacTas3a

MaJUrHux Heoriazmu (1).

Melhyrum, HrjenHa Kiacupukamnmja 60JIecTH HUje allCOyTHO aJeKBaTHa, 003UpPOM Ja Cy OpojHU

STHOJIOIIKH U MAaTOreHETCKA MEXaHU3MHU jOIll YBeK Hermo3HaTH (1, 4).

Gilbert-oB cunipom
Crigler-Najjar-os cunapom, I u I Tun
Dubin Jonson-oB cuuapom

Rotor-oB cunapom

Xematutuc A
Xemnatutuc b
Xemnarutuc 1]

Xenatutuc E
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Ocranu (Epstein-Barr Bupyc- MoHOHYKIIC032)
Xepriec BUPYC, XCMATUTHUC Y3POKOBAH aJICHOBUPYCOM)

Kpunrorenu xenaturuc

[Tpumaphna OunujapHa uuposa

AYTOMMYHCKU X€IIaTUTHUC

Cxuiepo3upajyhu XomaHTuTUC

Bonect kanem npotus nomahuna (enr. Graft-versus-host)
Overlap cunapom

OpnbanuBame anorpadra

Hedunujennuja ol aHTUTpUIICUHA

XeMoxpomarosa

Bunconosa 6onect

Bennrna pekypeHTHa HHTpaxemaTuiHa X0JIecTasa

[IporpecuBHa ¢pamuiujapHa HHTpaxenaTu4yHa xosecrasa, Tunosu I-111

Ocrajo (raylakTo3eMuja, TAPO3UHEMH]a, ucTHuHa Grbpo3a, Newman-Pick-osa Gomecr,

Gaucher-osa 6oecr)

AKyTHa cTearo3a jeTpe
AKYTHI/I AJIKOXOJIHU MUCTUTHUC

Laennec-oBa nupo3a

Crearosa

CreaTto3Hu XenaTuTuC

Capkownyiosa

Amuionmosa

bonect nenonoBama riaukKoreHa
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[lenujauna Gonect
TyGepkymno3a

Wudexkuunja ca Mycobacterium avium-intracellulare

bennrna nocroneparuBHa Xoyuecrasa

Kyruua y okBupy cerce

XKyrtuna y3pokoBaHa NOTITYHOM MAapPEHTEPATHOM HCXPAHOM

Xounecraza y TpyaHohu

XOJaHTUTHUC U XOJIECIUCTUTHC

ExcrpaxenaTnyHa OmiidjapHa ONCTPYyKIHja (KaMeH, CTPUTKYpPa, KapIIUHOM)
bunujapna arpesuja

Caroli-jeBa 6oxect

Kpunrocropunosa

JlomuHaTHO XenaTouenyinapHo omreheme (M30HUja3u/I, alleTaMUHO(EH)
JloMuHAaTHO X0JNecTaTcko omreheme (METHITECTOCTEPOH)
Memoswuta omrehema (cyndonamuau, GeHUTONH)

Mukpo- 1 MaKpoBacKyJIapHa cTearo3a (MeToTpeKcar, (GuamypuanH)

Beno-oxmny3uBHa Oosect
Budd-Chiari cunapom
Hcxemujcku XemaTuTc
[TacuBHa KOHTECTHja
Tpom0Oo3a BeHe nopre

HonynapHa perenepaTtuBHa XunepIuiazuja

XemnarouenyjaapHu KaplUHOM
XO0JIaHTHOKaPIIUHOM
AneHomu jerpe

dokanaHa HOJlyJapHa XUIepIuiazuja




MeracTacku TYMOpPH
AOcuecu
Hucre

XeMaHTHOM

Tabena 1: Knacudukanuja obosbema jerpe. Kopurosano mpema: Kasper, Dennis L., et
al. Harrison's Principles of Internal Medicine. 19th edition. New York: McGraw Hill
Education, 2015.

Bonectu jerpe, y 3aBUCHOCTH OJ1 TOKa U pa3Boja CUMIITOMA, CE MOTY IOJCIIUTH Ha XUIIEPAKyTHE,

aKyTHe, cyOakyTHe U xpoHHuHe (10).

XwunepakyTHo omreheme HacTaje pOKy OJ] cellaM JaHa OJf MOoYeTKa MPBUX CHUMIITOMA, aKyTHO
omreheme KapakTepullle HHTEPBAI jaBJbakba cUMITOMAa m3Mehy 8 u 28 mgaHa, JOK ce TEpMHUH
cy0aKkyTHH XenaTUTHC KOPUCTH 3a CIIy4ajeBe KoJ KOjux ce eHiedanomnaruja jaBsba usmely 5 u 12
Hezesbe. XpOHUYHO olTeheme jeTpe KapaKTepuIlly CUMIITOMH M 3HAaKOBH O0JIECTH KOjU HACTajy

HakoH 12 Henesbe on mouetka 6onectu (1, 11).

AxyTHO omTeheme jeTpe je XUBOTHO yrpokaBajyhe crame, Koje ce KapakTepulle Op3oMm
HEKpPO30M XEeMaToluTa, a y OJICYCTBY MmpeTrxonHor oOosbema jerpe (12). Hacrama Hekpoza
XernaTouTa I0BOJU 10 Op30r ryouTka (yHKIHUje jeTpe U KapaKTepHUIlIe ce KYTULIOM, U3PaKEHOM

KOaryJionaTHjoM U XematuuHoM eHredanonatujom (13).

XpoHnuHo omTeheme jeTpe HacTaje Kao MOCHeAMla JIeKOMIIEH3alluje, Koja HacTaje Kao
nocneaua GuOpo3HUX MPOMEHa y JeTpHU, T€ HapyllaBamba HOpMaJHe apXUTEKTOHUKE U (PyHKIIH]e
jerpe (14), y xacaHom ctaaujymy 6onectu (15) moBoau mo mupose jerpe (16). Kapakrepure ce

110jaBOM JKYTHIIE, aCIIUTa, eHLle(anonaTrje 1 racTpOMHTECTUHATHIM KpBapewuma (17).
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1.2.1. AKYTHHU XEITIATUTHUC

1.2.1.1. lepununuja u eTHoJIOTHja

AxyTHO omTeheme jeTpe mpeacTaBiba, 4eCTO )KHBOTHO yrpoxkanajyhu, CHHAPOM KOju ce Hajuenthe
jaBsba KoJ1 ocoba 6e3 mpeTxoaHor obosbema jerpe (11) y koMe ce CUMIITOMU U 3HAKOBH OOJIECTH
jaBJpajy yHyTap ocam Henesba (12) u Koju ce, I0OJATHO, Y OJHOCY Ha BPEMEHCKH CJIEJ MOXKE

MOJICTIMTH Ha XUIIEPAKyTHO, aKyTHO M Cy0akyTHO omTeheme jerpe (1).

VY3pouu akytHor omtehema jerpe cy OpojHH U 3Ha4ajHO ce pasuKy]y u3Mel)y pa3BHjeHUX 3eMaba
U 3eMajba y pa3Bojy. Hajuemhu y3pouu cy BupycHe nH(EKIUje, TpIMEHa JeKOBa, METa0OIMYKa
omrehema, TOKCHYHN POIYKTH, HAKO je y BEIIMKOM Opojy cirydajeBa eTnosioryja Hermo3nara (11,

18).

VY Behunm 3emasba y pa3Bojy, Bupycu xemarurtuca (A, B, C, u E) cy Haj3acTyIUbeHUjH Y3POUHHIIH
aKyTHOT orrehema jeTpe, ca mpoIeHToM cMpTHOCTH 1 10 50 % (19-21). V pehe y3pounuke ce
MOT'y yOpojaTH XemaTOTpPOITHH BHPYCH, Kao ILITO Cy: Xeprec Simplex Bupyc, 1UTOMEerajoBupyc,

Epstein-Barr Bupyc u napoBupycu (22).

VY pa3BujeHUM 3eMJbaMa, TOKCUYHO JEJCTBO JIEKOBA j€ Hajuelhy y3pOyHUK akyTHOr omrtehema
jerpe (11, 23), kazia je mpoLeHAT MPEKUBIbaBaba MambH 011 50% YKOIMKO TPaHCIUTAHTAIM]ja HUje
Moryha (24). Omrehema jeTpe MOT'y 3aBUCUTH OJ1 J103€, Ko IITO je CiIy4yaj ca rnapaieramosiom (24,
25) Te ce MOTy MpeIBUICTH, ITO Y BehinHM ciyvajeBa HUje Moryhe. AKyTHO omTeheme jeTpe Mory
M3a3BaTU M AHTHOMOTHIM (AMOKCHUIIWJIMH y KOMOMHAIIMJU Ca KJIaBYJIaHCKOM KHCEITMHOM,
nedaszonun, unpodiokcanud) (26-28), TyOepKyJIOCTaTHIM, XHITOJHIIEMHIM, OWJBHU
cymement (29-31), xao wu oxapehenn Hapkotuim: ekcrasu  (3,4-methylenedioxy-N-

methylamphetamine, MDMA) u kokaun (benzoylmethylecgonine)) (11).

[Topen naBeneHor, omreheme jeTpe Moxke OUTH TOCTEANIIa UCXeMHjcKor omnTehema jeTpe, Ko
OoJiecHHKA ca MPUMapHUM CPYaHHWM, BacCKyJapHUM WK pecnupatopHuM nopemehajuma (30).
Moske OuTH mocneauIa MaTMTHUTETA, AyTOUMYHCKE PeaKIlfje alld M METa00JIMYKUX OOJIECTH, Kao

mrro je Busconosa 6onect (31-33).
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VY3pok akyTHOr omrehema jeTpe MOXE OCTaTH HEMO3HAT, YIMPOKOC NETaJbHUM IpeTparama a
OBaKkBM y3poly, Hajuemhe wuMajy cyOakyTHy TIpe3eHTalujy U JIONy TMPOTHO3Y 0e3

tpaHcianTanyje (11, 25).

1.2.1.2. KnuHHYKA CJIMKA aKYTHOT XellaTHUTHCA

CumnTomu akyTHor omrtehewma jerpe cy cienehu: MydHwHa, ToBpahame, cBpal, ymop,
MaJIaKcaocT, 6011 y abgoMeny, TyOuTaKk y TeJIecHO] MacH, Mujanruja/aprpanruja. OuznkaaTHuM
MIPETJIEZIOM Ce youyaBa JKyTHIAa KOXKE€ W BUIJBHBE CIY30KOXKE, XermaroMerairja Koja Moxe OUTH
npaheHa cruieHOMeraiaujoM, U y MameM Opojy CilydajeBa MPUCYCTBOM CJIO0OJHE TEYHOCTH Y

abngomeny (aciur) (34, 35).

Crame mamyjeHTa ce€ MOXKE JOJAaTHO KOMIUIMKOBATH pa3BOjeM KapIUOPECHHpaToOpHE
UHCY(pUIIMjeHIIMje, XO0JIECTa30M pa3jIMYUTOr HMHTEH3UTETa, pazBojeM OyOpexkHe criabocTu,
KOaryjiomnatijoMm 300T CMameHE CIIOCOOHOCTH jeTpe na cuHTeruile (akTope Koarynaiwuje,
HACTAaHKOM  HWHTpAKpaHUjalHE  XHUIEPTCH3Wje, OJHOCHO  TIPIPECHBHOM  XEMaTHYHOM

eHIe(aIoNaTHjoM JI0 CTama KoMe U OpojHIM MetabonnukuM nopemehajuma (11, 36-40).

1.2.1.3. Yaora he;qinja HMyHCKOT cMCTeMa Y NaTOreHe3M AKYTHOT XelaTUTHca

VY akyTHOM omTehemy jeTpe, U3a3BaHOM PA3IUYUTUM (HaKTOPUMA, IEHTPAITHY YJIOTY UMa Pa3Boj
nH(pIaMaIMjCKOT 0JroBopa, Koju o0yxBara u pe3ujieHTHe henuje kao u nHdpnamanujcke henuje
Koje nHGMITpULLy jeTpy. 300T CBOje yJore U YMIEHUIIE Ja jeTpa IpUMa U MOpPTalHy, BEHCKY U
apTepujCKy KpB, OHA MPECTaB/ba 3HauYajHy U KPUTUYHY KOMIIOHEHTY Y Of0paHu OopraHusma oj
anTureHa u3 kpsu (41). Jla Ou 3a70BoJbHIIA CBOJY BHIIEHYHKIIMOHAIHY YIIOTY, jeTpa Mmoceayje
Opojue henuje ypoljeHOr u credeHor UMyHCKor oarosopa (29, 42). Yiora ypolheHOr UMYHCKOT
onroBopa y omrehemy jeTpe HacTaje y 3aBUCHOCTU O] e€THoJomor (akropa KOoju je M3a3Bao

omreheme (1).
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Y ypoheHOM HMYHCKOM OITrOBOPY YYECTBY]Y MOHOIIMTH, ACHAPUTCKE henmje, makpodaru
(Kyndepore hemuje), NK u NKT hennje, ka0 1 aHTUMHUKPOOHE KOMIIOHEHTE (IIMTOKHHH,

XEMOKHHH, CUCTeM KomIuieMenTa) (43).

Axkymynanuja HeyTpoduiaa Ha Mecto omrehema y jeTpu Hacraje 300T T3B. MEXaHUYKOT
3apo0JbaBamba OBHX henuja y HajONMKUM CHHYCOHMJIQTHHM KPBHHUM CYJOBHMA, OJHOCHO Kao
MOCIeANIIa M3MEHAa KAaKO y CaMUM aKTHBUPAHUM HEyTpohUIUMa, TaKO M CHHYCOUIATHUM
exporeanuM henujama koje excrpumupajy CD44 u HA (enr. hyaluronan ligand), anu u 360r
CMameHOT MPOTOKa KpBU y Kamwmaapuma (44). Ilopen CD44 u HA, y murpanuju Heypoduia y

JeTpy Cy YKJbYYEHHU U MPOTCHHH KOMILIeMeHTa, XeMOkuHHU (kao 1mro je CXCL8) u murtokuHu

(TNF-0 1 IL-1) (45).

Heyrpodunu kao npodecuonanuu GparonuTu ca 6pojHUM aHTUMHKPOOHUM MoJsiekyiauma (46), cy
npse henuje Ha mecty akytHor omtehema y jerpu (47), Tae akTUBHpaHu oui00al)ajy peakTHBHE
obnrke KuceoHuKa (eHr. reactive oxygen species, ROS), okcunance, karenuuuanne, aeheHcute
u nakrtodpepun (46-50) kao u xemokune u ¢akrope nomyr TNF-a, IL-1 u GM-GCF, koju

npuBJIade HOBE HEYyTpoduiie opkaBajy uHbIamManujcky peaxkiujy (8, 47).

EkcuiecuBHO HakyIJbamke HEYTPO(HIIa MOKE JOBECTH JI0 3HAUAJHUX MpouH(pIaMaTOpHHX edekara
u ourehema TkuBa jerpe (51), mro je mokasaHo y OpojHUM ekcriepumeHTanHUM Mojeanma (52 -
54). Heyrpoduiu MOTY OIITETUTH XEMATOLMTE Ha pa3INuiTe HAuMHE: 0cnobal)amkeM peak THBHUX
o0nMKa KHCEeOHUKa U TipoTeasa (44), mpoaykiujom Mujenonepokcuaase (55), kao u akTuBHoIINy

IL-17, mocpenctBoMm IL-8, 1mITO je moOKa3aHo y aIKOXOJHOM XenaTuTucy (5).

MoHouuTH Cy €0 MOHYKJeapHOr (arouutHor cucrema (56), umja ce cyOmomynanuja Moxe
neuHUCATH HA OCHOBY CKCIpecHje MOBpHIMHCKHX Mapkepa (56, 57). Kox muieBa, MOHOIUTH
excripuMupajy cienehe perentope 3a xemokune: CD62L (L-selectin), LFA-1 (aLB2 integrin),
Mac-1 (aMp2 integrin), PECAM-1 (CD31), and VLA-4 (a4P1) (58). Ha mecty undnamanuje
mudepeHtyjy y Makpodare, U MMajy LIUPOKY YIOTY, O] yKiIamama omrehenux hemuja 1o

peMojienioBama TkuBa (59).

Kyndepose henmje cy pe3uaeHTHH Makpodaru jerpe, NPUCYTHH Yy JETpH, IyX JyMeHa

cuHycouaaaHux mnpoctopa (57, 59, 60). Mmajy daronutHy yjiaory aad U CEKpPeTOpHY YJIOTy
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(mponykyjy 6pojue mmrokune, momyt IL-1, IL-6, GM-CFS, TNFa wu gpyre) (61), yuectByjy y

JaJb0j perpyTaiyju MOHOIMTA U HeyTpoduia (64).

Haxo 3amtuTHa, BUxoBa QyHKIIHja MOXe JoBecTd 10 omteherma xenaromura (62, 63). Mory aa
OIITETE 37paBe XCHaTOIUTE MPOAYKIIHjOM PEaKMBHUX OOJIMKA KUCCOHWKA, MPOMH(IaMATOPHHUX

UTOKMHA M NIPUBJIaYeeM HeyTpoduia Ha Mecto omtehema (64).

3a pasnuKy OJf KJIAaCMYHO aKTHBHpaHHMX Makpodara (wm M), anTepHaTHBHO aKTHBHPAHH
Makpodaru moceayjy aHTHH(]IaMaTOpHY, UMYHOCYIIPECUBHY YJIOTY, Y]y aKTHBAIU]y Y3POKY]Y

IL-4 u IL-13, cexpetyjy IL-10 u Heomxo1HU Cy 3a OJipiKaBambe xoMeocrase y jetpu (65-67).

ExcriepumenTtanHe cTyndje Ha aHMMalHUM MojelnMa moka3yjy aa cy Kymndepose henuje

yKJbyueHe y OpojHe maToreHeTcke mexanusme ohtehema jerpe (66).

[Topen HaBeneHUX M MAaCTOLIMTH Cy YKJbYUYEHH y nmaToreHesy omrehema xenarouunta (68). Hanaze
ce y ONM3WMHU KPBHUX Cy/IOBa jeTpe, )KyuHux myrtesa (69). bpoj macrouura Mmoxke Outu nosehan
y XeMaTuTucy u Gpudpo3u jeTpe, KaplMHOMY jeTpe U ApyruM 00oJpemuMa Koje norahajy jerpy (69-

72).

Viora 6azoduia y omrehemwy jeTpe joun yBek HUje 10BoJbHO ucnurtana (41). ITo3naro je na cy
Mory uHuIHpatd Th2 oAroBop y NpucycTBY aHTHICHA H JICHAPUTCKUX henuja, Te 1a MUTPUPajy Y

jetpy ko oapehenux rpesuux undexmnuja (73, 74).

Eo3uHodunu urpajy 3HauajHy yjory y MaTOreHe3W IpuMapHe OWwidjapHe LHpO3e, MPUMapHOT

ckieposupajyher xomaHrutuca, omrehemy jeTpe Koje je n3a3BaHo jekoBuma (75-77).

Heunputcke hemuje (enr. dendritic cells, DCs) jerpe umajy 3HauajHy yjiaory y WHIYKIHjH U
perynanyji UMyHCKOT OATOBOPa U MPEACTaBIbajy Be3dy u3Mel)y ypoheHOr U CTEYeHOT UMYCHKOT

oaroeopa y jerpu (41).

NK henuje (enr. natural killer cells, NK cells) cy 6pojuae y jeTpu u npencrtaBibajy npBy JHHU)Y
onopane (39, 76). ¥ xymanoj jerpu, NK henmuje (CD56+CD3-) unne u 1o 30% pe3uaeHTHHX
aumdoruTa a koa MuiieBa unHe 5-10% momymanuje u aedunumy ce kao NK1.1 + CD3- (3a

C57BL/6 coj) nmu kao DX5+CD3- (78, 79). Jlonaze Beoma paHo Ha MecTo omTeherma y jeTpu u
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onromapajy Ha Behu Opoj xemokuHa (80). Mmajy ynory y pemonenoBawy U (GpuOposu jerpe,

AHTUBUPYCHOM OJIFOBOPY, T€ AHTUTYMOPCKOM 0roBopy (41).

Cnenuduynu, murorokcnuku CD8+ T mumdonutn mmajy 3HadajHy yiaory U XermaToTPOITHHM
BupycHUM HH(peknujama (uHpekumje xemarutuc B m C Bupycuma) W XemaToueayJapHOM
kaprmHomy (81), 063upoM 11a cy oBe henuje ciocoOHe 1a mperno3Hajy nH(GUIMPaHEe I U3MCHECHE

henuje u ynuinre ux (82-84).

AxtuBupanu CD4+ T numdonutu Murpupajy Ha MecTo nH(IIaMaluje y jeTpu, ¥ y 3aBUCHOCTH OJ]
MHUKPOCPEIMHE MOTY IMaTH MPOUH(IAMAIIN]CKY WIH PETYIaTOPHY YJIOTY Y aKyTHOM XETaTUTHCY
(85). Perymaropuu T numdbouutn (Tregs) cynmpumupajy mnponudepanujy u (QyHKIHjY
edexropckux T mumdormra (86). T perynaropau TUMQOIMTH UMA]y 3HAYAjHY YIIOTY Y KOHTPOJIH
UMyHCKOT ojroBopa y jerpu (87). ITokasano je ma CD4*CD25" Treg orpanuvasajy omreheme
jerpe m3azpano Con A, anraxyjyhu TGF-B curnamau nyr (88). Edexropcku T mumdonnt,
MIPOYKIIN]OM IIUTOKWHA, CTUMYJIUITY ocTajie henujcke momynanuje, Koje y4ecTByjy y omrehemy

jetpe (89).

1.2.1.3.1. Ypohenoyounauxku T 1umdountn

VYpohenoyowmnauku T mumdponntu (enr. Natural Killer T cells, NKT) cy hemuje ypohenor
MMYHCKOT CHCTEMa U IPEJICTaBIbajy MOCT KOjU TMOBe3yje ypol)eHH M CTEeUEeHH UMYHCKU OATOBOP
(90, 91). NKT henuje excipumupajy u T henmjcku peuentop (enr. T cell receptor, TCR) u
Mapkepe ypohenoyounaukux (eur. natural Killer, NK) henuja xao mro cy NK1.1, NKG2A,
NKG2C, NKG2D, NKG2E, Ly49a u CD49b (koju cy ekcipumupanu Ha MUIIHjuM henujama),
J0K cy Ha XxymaHuM henujama ekcripumupanu cienehu mapkepu NK hemmja: CD5S6, CD16 u
CD161 (92, 93). NKT henuje mperno3Hajy rIMKONUIMIHE aHTUTeHE TprKa3zaHe y ckiomy CD1d
MmoJekyna, HermonumophHor MHC-like monekyna | kiace Ha memOpanu henmja Koje mpe3eHryjy
antureHe (eHr. antigen-presenting cells, APC): nennpurckum henujama, b u T mumponnTrMa u

Mmakpogaruma (94, 95).

Ha ocnoBy ¢penorumna, NKT henuje ce nene na tum |, oqHocHo unBapujantie NKT henuje (eHr.

invariant NKT cells, INKT) u tun 11 NKT henuje koje cy 3natHo Mambe npoyuere (96, 97). INKT
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henuje cy MHOroOpojuuje y onnocy Ha tum |, kog MumeBa u yune oko 50% HHTpaxenmaTuyHuX
aumdorura (98, 99). INKT henmje excnpummupajy muBapujantHu o JjaHarn 1CR-a, Hactao
peapamxupameM Vold—Jal8 manma (y mumesa), oqHOcHO xomojoror Voa24—Jol8 manmna (y
xyMaHoj momynanuju). MuBapujantau o nanan TCR-a ymapyje ce ca [ nmaHiem, orpaHuveHe
xereporenoctu (kox mumieBa: VB8.2, VB7 wiu VP2, a xox sbyau VP11 nmanmam) (100, 101). Ose
henuje npenosnajy a-ramakrouepamus (enr. a-galactosylceramide, o-GalCer) npukasan y ckiomy
CD1d momnekyna (102, 103). NKT henuje tun 2, koje cy OpojHuje Koz Jbyau, ekcripumupajy TCR
MoJsiekyn koju nocenyje Behy pasnonmkoct (103-104) u npenosHaje xuapodoOpHe aHTHUrEHE.
Judepennujanmjom xematonoesnux npexypcopa, INKT henuje Hactajy y TUMYCY, T€ MOICKY
no3uTHBHOj cenexiuju npeko CD1d monekyna excnpumupanor Ha nospiuuaun CD4*CD8*
tumonuta (105). Y neratusnoj cenexuuju iINKT henuja y tumycy yuectByjy CD1d"™ nemapurcke

henwuje, Hakon uera INKT henuje murpupajy y nepudepsne oprane (106).

Axrtuanuja NKT mounme 1o npenosHaBawy anturesa y ckiony CD1d monekyna vHa APC wiu
murokuanma (IL-12 umm 1L-2 koje cekperyjy APC y jerpu) (94, 105-107). Ilopen enmoreHux
JTUNUAa, 3a OBaj MOJIEKynl ce Mory Be3atu u akrtuBupatd NKT hemmje w anturenn
mukpoopranusama (Helicobacter pylori, Streptococcus pneumonia) (108). AxruBupane NKT
henuje (mpumenom IL-12, Con A unu a-GalCer-a) (109) npoaykyjy Thl (TNF-o, IFN-y), Th2 (11-
4, 1L-10) Th17 (IL-17, IL-22) uutokune (110-113) koju Mory jga omTeTe XemaTOIMTE WU
ociabahamem FasL u cepun nmporeasa (93, 94, 113) nekonuko yacosa 1o aktuBaiuju. NKT henuje
npoayKyjy u OpojHe npyre uurtokune: 1L-10, IL-3, IL-5, IL-9, IL-13, dakTop Hekpo3e Tymopa
(eur. Tumor necrosis factor alpha, TNF-a), IL-17, IL-2, 1L-21, IL-22 u konoHocTUMYyHUITyhn
daktop rpanymonuta U makpodara (eur. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
GM-CSF) (114, 115). NKT henuje, mocpenctBom CD40L-CD40 wuHTepakije, CTUMYIHUIILY
nenaputcke henauje na npoaykyjy 1L-12, xoju je BaxkaH 3a oap:kaBame O6poja u aktuBaujy NKT
henuja (115, 116).

NKT henuje, TupekTHO WIM WHIUPEKTHO, Y jJeTpH, MOTY HMMaTH MPOUH(IaMaIUjCKy WU
antunHHGIamanujcky ynory (117). NKT henuje, Tokom uHpnamanuje, y nosehanom Opojy
MHUTpUpPajy y jeTpy, mTo je npaheno moBehanom ekcpecujom CD1d na moBprmuu Kyndepoux

henwmja jerpe (118).
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VYnora NKT henuja y Behem 00jy ekcriepuMeHTaTHUX Mojesia OolecTH jeTpe je MoTBpheHa,
YKJbYjYNH: aKyTHM XeNaTUTHC, TOKCHMYHa omrtehema jeTpe, ucxemujcka omrehema jerpe,

nmpuMapHe OuirjapHe nupo3e, crearose jerpe (119-122).

1.2.1.4. Yiora nMTOKMHA Y NAaTOreHe3W aKyTHOI XelaTUTHCA

[uTokuHM UTpajy 3HAYAJHY YJIOTY Y MaTo()U3NOIOTHjU aKyTHOT XeNaTUTUCA, y3POKYjyhu HEKpo3y

XeIaToIMTa, EKCTpaxenaTiyHe KOMIUIMKAIM]e U pereHepanujy xenarouuta (87, 123).

Kackana akrtuBaruje npounduamaropaux nutokura (TNF-o, IFN-y, IL-6, IL-17) y akyTHOM

XCMATUTHCY je CIMYHAa UMYHCKO]j mapanusu y cercu (89, 124).

VY panoj dazu omrrehemwa jerpe, Bucoke konuentpanuje TNF-o mTuTe Xxenartouure of anomnrose,
JOK KOHTUHYHpaHo noBehame WHIyKyje anonTo3y u Hekpo3y xemnaronuTa. [loehawe TNF-a je

npaheno nosehanom excnpecujom TNF-a penenropa 1 (125-128).

VY akyrHom omtehewy jetpe, NK henuje u T numdponutu nponykyjy IFN-y koju notom aktusupa
makpodare (89). Ynora IFN-y y akytHOoM omitehemy jeTpe je mokazana y Behem Opojy crynuja
(128, 129). Cmamena nponykuuja IFN-y y akyrHoM omrehemy jerpe peaykyje omreheme

xemnarormra (129).

IL-6 Moxe umaTu mpuH(pIaAMajCcKy U aHTUMH(IAMAIU]CKY YIIOTY Y aKyTHOM oltehemwy jerpe,
rie ra npoaykyjy makpodaru u T mumdormru (131). [Torehana excripecuja IL-6 je y kopenanuju
ca TeXKHHOM ormtehema jeTpe y akyTHoM xematutucy (87, 131), nok apyre cryamje mokasyjy na
IL-6 wuMma mpoTekTHBHY ynory y omrehemy jerpe (y eKCHepUMEHTAIHUM MOJETUMa aKyTHOT
xenarurtuca, nzazsanor ConA, CCls u omrehemy jeTpe n3a3BaHOM JIEKOBHMA), TyTeM HHAYKIIHjE
antuanontorckux nporeuna (Bcl-xL, Bcl-2 u FLIP), aktuBanuje STAT3 curnanHor myra u

unxuouimje cekpenuje IFN-y (132-134).

AnTHHH(pIaManujcku 1 xenaronporekTuBHU IL-10 cmamyje npoaykuujy npouHdIamManjcKux
IIUTOKMHA ¥ MHXUOMpa aKTHBaNHUjy MoHoiuTa (npeko curHaigaor nyra NF-kB) (87). Cmamena
koHueHTpauuja IL-10 y cepymy mnamnujeHara ca akyTHHM olUTehemeM jeTpe IpencTaBiba

HETOBOJbaH MPOTHOCTHYKH Mapamerap (135).
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1.2.14.1.IL-17 y akyTHOM XeNaTUTUCY

Wutepnykun 17 (enr. Interleukin-17 (IL-17)) je muenoTpornHu nporuHGpIaMaTOPHHA IUTOKKMH, KOT
npoaykyje Behu 6poj hemmja: NK u NKT henuje, CD4* T numdountn, ypohene mumbounane
henuje, 6y T mumdoruru (136). Hakon aktusarmje INKT hemuja (a-GalCer) one mpoussoje,
usmelyy ocrasor u IL-17A, IL-17F, 1L-21, u 1L-22 (137).

Omnmwcano je mect uzopopmu 1L-17 (IL-17A - IL-17F), IL-17A je no cama HajooJbE OMHUCAH, A0K
IL-17F mocenyje 60% xomomnoruje ca IL-17A, anu uma 10 myta Mamu aQUHHUTET 3a CBOje
peuentope (138). Moxe GopmupaT X0J0AMMEPE WM XETEPOIUMEpE, a Kajla Ce BEXKE 3a CBOj
peuentop IL-17RA, xoju Boxme perpyroBamy HH(pIamanujckux henmuja, HOp Heyrpodwuia, u
pa3Bojy uH(amarujckor oarosopa (139). Cekpermjom 1L-17 ynpaeibajy IL-6 u IL-23, nytem
JAK-STAT curnansor myta u npeko PI3K kunaze NF-kB. (140, 141). STAT3 u/unmu NF-«B, y

OBOM CJIy4ajy Ce TPAHCIIOIMPAjy y jeaApo Iie mpoMoBuliry npoaykuujy 1L-17 (141).

[Toctoju paznuuuTux XerepoauMepHux peuenrtopa3a IL-17 , mpu uemy je IL-17 RA ekcipumupan
Ha BeIMKOM Opojy TkuBa (jeTpa, miayha, pesa, MacHO TKUBO) U henujckum nomynanvjama (henuje
UMyHCKOT cuctema u eHjotenne hemuje) (140, 141). Ha cBum henujama jerpe (ykibydyjyhu
xenartonute, Kyndepose henuje, cunycongaine enaorente henuje) ce mory Hahu perienTopu 3a
IL-17 (142).

IL-17 uma 3HavajHy yJory y matoreHesu obosbema jerpe (142). YiibydeH je y MOOUIH3AIH]y,
perpyToBame M aKTUBAILM]y WHIamalujckux hemuja (87). Y undekuuju nza3zpanoj xenatutuc B
BupycoM, IL-17 ctumynume npoxykuujy IL-8, xoju ydecTByje y perpyToBamy Heyrpoduna y
jerpy (143). Cepymcku HuBo IL-17 je 3HauajHO MOBHILNEH KOJ MalMjeHaTa KoOj OO0Nyjy Of
IKOXOJHOT XenmaTuTuca, a T mumdorutu koju npoaykyjy IL-17, kao u Heyrpodunu, Mory ce
Hahu y un(namanujckom nndunrpary jerpe (142, 144). V omrrehemy jerpe, IL-17 ce mocraBiba
Kao KJbY4HH peryiarop omtehema Koje je nzazpano Heyrpodunuma (145). M3paxena excnpecuja
IL-17 moBoM 10 MacHBHE HEKPO3€E XEMATOINTA, TOK Onokupame |L-17 3HagajHO cMamyje akyTHO
omrreheme xenarormra (146).

VY  ekcrnepuMEeHTaTHOM MOJeNly TOKCHYHOr oiurehewma jerpe, cepyMcku HuBo IL-17 u
TpaHCaMMHa3a Cy TMOBHIICHHU, JIOK aJMHHUCTpanyja Heyrpamuiunyher antu-l1L-17 anrturena,

CHW)KaBa CepyMcke BpenHocTH TpaHcammHaza (147). Kox ocoba obosenux o7 BUPYCHOT
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xematurca B m C, m3paxenuju Thl7 oxaroBop je cimyaH W YAPYKCH je ca TMOBUIIEHOM
KOHIICHTPAILIHjOM CEPYMCKHX TpaHCAaMHHA3a U I0jayaHOM aKTUBaIijoM MoHonuta (148, 149). V
HBV undexnuju je nokazano na Thl7 iumbouuTH WHAYKY]Y aKTHBaIUjy makpodara (mpeko
CD86, CD83, B7H1, B7DC) u ctumynuiry npoaykuujy npouHpiaamanujckux nutokuna (I1L-17,
IL-6, TNFa, 1L-23p19 u IL-12p35) koju yuecryjy y omrehemy xematouuta (150). ITocroje

CTy/IHj€ KOje TOBOPE M O MPOTEKTUBHO] YJIO3H OBOT IIMTOKKHA y aKyTHOM XematuTtucy (151).

1.2.1.5. /Injarno3a aKyTHOT XeaTUTHCA

Jlujarno3a aKyTHOT ¥ XpPOHUYHOT oIlTehema jeTpe ce MOCTaBba HA OCHOBY KJIMHHUYKE CIHKE, Tj
MPUCYCTBA HaBEJICHUX CUMIITOMA, OBUIIEHUX BpeaHocTH TpaHcamuHasza (ACT u AJIT) y cepymy
obonenux, nopumeHux BpegHoctu I'T'T u bunnpyOuna. HeonxoaHa je momaTHa 1UjarHOCTUKA, Y
CMHCIY paJHOJIOIIKe BH3yenu3anuje jerpe (MPUMEHOM YATpPa3ByKa, KOMIIjyTepH30BaHE
TomMorpaduje uiu MarHeTHe pe3oHaHIlle) a JeUHUTUBHA JAMjarHo3a Ce€ MOCTaBJba OMOICH]OM H

MaTOXUCTOJIONIKOM BepHuduKaimjom mpomena Ha jetpu (1, 13, 152).

1.2.1.6. Tepanuja akyTHOr XemaTuTHca

Naxo je nporxHo3a namyjeHara ca akyTHUM 1 XpOHUYHUM onTehemeM jeTpe JoHeKe moOobiiaHa
MHTEH3MBHOM CUMIITOMATCKOM TeparjoM (MeTaboIMyKa U HyTPUTHBHA [TOTIIOPA, CUMIITOMAaTCKOM
TEparujoM HACTaUX KOMIUIMKAIlKja, NPHUMEHOM EKCTPAKOPIIOPAJHUX HampaBa y CMHUCIY
OnoapredunMjaiHe jeTpe) WM Kay3aJlJHOM TepamujoM, Kajaa je T[O03HAaT Y3pOYHHK,
TpaHCIUIaHTallMja jeTpe OCTaje jeAMHA KypaTUBHA OIlLKja 3a OBY NomnyJamnujy nanujesata (1, 153,
154), melyTim, oBakaB BUJI JIeUeHha UMa OpojHA OTpaHUYEHA, Y CMUCITY HEJIOBJFHOT Opoja TIoHOpa
jeTpe, dYecTUX XHPYPIIKHX KOMIUTMKAIMja TOKOM M HAaKOH TPaHCIUIAHTAIMje, TNPHCYTHE

umyHocynpecuje (155).

3aTro je HEONMXOJHO HCIMUTATH IMPHUMEHY JPYTUX TEpalMjCcKUX OMIHja y [UJbY Jieuema U

MIpeBEHIIMje aKyTHOT olTehema jeTpe.
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1.2.2 ®UBPO3A JETPE

1.2.2.1. le¢puHunuja u eTHoJIOTHja

®dubposa jerpe HacTaje Kao MOCIECAMIA JUHAMUYKUX MOJICKYJIapHUX, NENUJCKUX M TKUBHHX
mporeca, a mporpenupa J0 XpOHHYHE OOJIECTH jeTpe WM LUPO3e M TEPMUHAITHOT TyOHTKa
GbyHKIHje, pa3Boja MOPTHE XUIIEPTEH3M]€ WM Pa3Boja XemaTouenyaapHuor kapuuaoma (156-158).
NuTepaknuja oBux mpoieca oapehyje na mu he ¢pubdposa jerpe 6utu camoorpanuvasajyha, win

HekoHTposmcana (159).

Hakon akyrHor mrehema jerpe, yak mako je Behu meo oBor oprana omrteheH, jerpa mocemnyje
CIIOCOOHOCT caMOOOHaBIbamka Mace M (PU30JIOIIKE APXUTEKTYpe Y KPATKOM BPEMEHCKOM TEPHOIY
(160-163). HacympoT TOMe, MpOorpecuBHO XpOHUUYHO oiTeheme, ycien moHaspaHor omreherma
TKHBa clla0u pereHepaTHBHE KamaluTeTe, OAp)KaBa HH(MIAMAIUjCKA OATOBOP M EKIECHBHO

CTBapame KOMIIOHEHTH SKCTpaleIyJIapHOI MaTpHKca, TPajHO HapyiiaBajyhn apXUTEKTOHHKY H
bynkuujy jerpe (157).

Hacraje kao oAroBop Ha pa3iuuuTa MapeHXUMcKa omnrehemna, nHUIKUpaHa nHdiamanujom (160).
®ubdpo3y jerpe Moke n3a3zBaTu Behu 6poj eTHIIOMKUX (hakTopa: BUpyCHE UH(DEKIMje (XenaTuTuc
Bupycu b u 1), koH3ymMupame anoxosa, MeTaboandku nopemehaju, TOKCMHH, CTearo3a jeTpe u

xosectasa (161) (Tabena 2).

1.2.2.2. IlaTorene3a ¢puodpo3se jerpe

Kao mro je HaBenmeHo, HakOH akyTHOr omTehema jeTpe, MmapeHXUMCKe henuje ce Mory
pereHepucatd M 3aMEHUTH HEKpPOTHYHE WJIM amnontoTcke henmuje, mro je mpaheHo pas3BojeM
nH(IaMaIHjCKOT 0OAr0BOpa M OrpaHUYeHUM JAenoHoBambeM ELIM, mehytum, ako omreheme Tpaje
WIH Ce NTOHABJbA, XEMAaTOUUTH OMBajy 3aMeHEeHN (PUOPO3HUM TKHBOM, YHja JUCTpHOYIIMja 3aBUCH
0]l MHUIMjaJIHE HOKCE KOoja je u3a3Bana omreheme. Tako, y XpOHUYHUM BHYCHUM XEMaTUTHUCUMA

u opemehajuma Koja ykJbydyjy Xxosectasy, pubpo3Ho TKMBO ce Hajupe (GopmMupa OKO MOPTHUX

23



pOCTOpa, a KoJ ommTehema n3a3BaHOT KOH3YMUPAKHEM AKOXO0J1a TIPOMEHE CY Y TICPUIICHTPATHUM

U TIEpUCHHYCOMIaTHUM 30HaMa (157, 162).

Oubpo3y jeTpe KapakTepuIlly U3MEHE y KBAaHTUTETY (M 10 6 ImyTa BHILIE) U CaCTaBy KOMIIOHETHU
ELIM-a (xonaren tun 1, 3, 4), GuOpoHeKTHH, eTacTHH, NIPOTEOINIMKAHU, IAMUHUH, LITO HACcTaje

Kao mocieania nopehane CHHTE3E ¥ CMambeHe Jerpaaanije oBux kommnoneHTn (163, 164).

bananc usmely martpukc meranomporemHasza (edr. matrix metalloproteinases (MMPS)) u
BUXOBUX TKMBHUX wuHXuOuUTOpa (eHr. tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMPS)) je

KpylujaiHa 3a xomeocrasy ELIM (165).

®ubpo3a ce Ha OCHOBY XMCTOJIOIIKOX KapaKTepUCTUKA MOKe MOAEIUTH Ha 5 ctanujyma (Tabena

2)

IASL (International Association for | Batts-Ludwig Metavir
Study of the Liver)
MuHMMaITHA XpPOHUYHU XEIaTUTUC I'panyc 1 Al
biarm XpoHU4HM XENaTUTUC I'pagyc 2 Al
YMepeHn XpOHUYHHU XETaTUTUC I'panyc 3 A2
Temky XxpOHUYHH XENaTUTHC I'panyc 4 A3
CKOP | IASL  (International | Batts-Ludwig Metavir

Association for Study of

the Liver)
0 ®ubpo3a Huje npucytHa | Pubposa HUje TPUCYTHA ®ubpo3a HUje MPUCYTHA
1 bnara ¢pubpoza Nuunmjanne nopraine Nunnwjanae

¢bubpo3He mpomMeHe nepunopTainie Gpudpo3He
MIPOMEHE
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2 YmMmepena ¢pubposa ITojequunaunm ¢ubpo3Hu MoctoBu | [lepunopranHe
WIN CerTe ¢ubposue cenre (>1)
3 Temka gudposa bpojan ¢ubpo3nu mocroBu wim | [lopramne/neHTpanHe
cenTe ¢bubposHe cente
4 [upo3sa Hupo3za Hupoza

Tabesa 2: A: KomnapaTHBHM NaTOXHCTOJOIIKHM CHCTeM CKOpHpama nHIamanuje jerpe; b:
KoMnapaTHBHH MaTOXUCTOJIOLIKH CHCTEM cKopupama ¢puopose jerpe. Kopurosano npema: Ghany
MG, Strader DB, Thomas DL, Seeff LB; American Association for the Study of Liver Diseases. Diagnosis,
management, and treatment of hepatitis C: an update. Hepatology. 2009;49:1335-74.

1.2.2.3. Knunuuka cauka ¢pudpo3e jerpe

Kimuanuky crnuky ¢Gubpose jerpe oapehyje mpupoaa u TeKWHA WHULUJATHOT 000JbCHa KOje je
n3azBano ¢ubposy (166). Manudecranuje o0obeha MMajy IIUPOK CIEKTap, OJ CTama 0e3
CUMITOMa U 3HaKoBa Oojectu 10 TepMmuHamHoOr omTehewma jerpe. U no 40% mnanujeHara je
ACUMIITOMATCKO, alu (puOpo3a jeTpe nMa MPOrPEeCUBHU TOK U KaJa C€ pa3BH]y aclUT, KpBapema

13 BapuKkca u eHredaonarnja, o6enexu ce 50% mopTranmreTa y etoroauimeM npahemy (156,

167, 168).

Hajuemthu cumnromu cy: My4yHHHA, KpBapemwa (ractpe3odaryCHu BapuKCH), )KyTHLA, T'YOUTaK
anetuta, noBpahame, MeHTamHU mMopemehaju (yciea pa3Boja XemaTudyHe eHIedanonaruje),

u3pakeHu KpBHU cynoBu (Caput medusa Ha mpeameM TpOyHOM 3uay) (163, 166).

[Topen HaBeneHor, 6pojHe KOMIUTUKAIMje Tipate (GuOpo3y jeTpe, OJJHOCHO XPOHHYHO OmTeheme
jeTpe: TOpTHa XWIIEPTEH3Wja, AaclHT, KapJUoJomKke MaHudecranuje, CIUICHOMEranuja,
XEMOparvjcKu CUHAPOMH, ald H ydyecTtale WH(EKIuje, TOTXPambEeHOCT, XeMaTUYHa
eHnedamonaTija Koja MoXe mporpeaupaTtu 10 kome. @ubposa jerpe, YKOIUKO Ce HE TpeTupa

MOKE€ OHMTH Y3pOK XemarolenylapHor KapuuHoma. Takohe, Moke ce jaBUTH aKyTH3aluja
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CHUMIITOMA, T] aKyTHO omTeheme jeTpe Ha TepeHy Beh paszBujeHe Gpubpo3se, Koje ce KapaKTepHIle
aKyTHOM JIeKOMITeH3aljoM noctojeher 0o0osbema, mpahieHoM OTKa3uBambEeM OpraHa U BHCOKOM
CTOIIOM KPAaTKOPOYHOT MopTanuteTa, kKaaa 40-50% namnujenata Hema uACHTU(PUKOBAH y3pPOK, JOK

je KoJ ocTaiHuX Hajuenihe y3poK: pearnc BUPYCHOT XeNaTuTuca, cernca, aakoxoi (166, 169).

1.2.2.4. henuje y ¢pudpo3u jerpe

Pa3Boj xponmune wuHbpnamanuje U ¢GuOpo3e jeTpe mpencTaBba OamaHc u3Mel)y TKUBHUX

makpodara, epexropckux hemuja ypol)eHe u cTeueHe MMYHOCTH U JIoKaHUX (hrudpobacta (170).

Kyndepose henwmje jerpe unne 15% henujcke momynanuje y jeTpu U UMajy Haj3HAYAJHU]Y YIIOTY

y 00e30ehuBamy aHTUHH(DIaAMAIIMjCKE CPSIMHE W UMYHOJIOIIKE TojiepaHuuje y jetpu (171).

VY 3aBHCHOCTH 0O]] CTUMYITyca KOjH je akTUBUPAo Makpodare, mudepeHTyjy y kaacuano (M1) umm
aJIeTPHATHBHO akTUBUpaHe Makpodare (M2). AxrtuBupann M1 makpodarm excnpumupajy
anturene y ckimony MHC monekyna |l xnace u ocno6ahajy npoundiamaTopHe MUTOKUHE, Tj Y
OJITOBOPY Ha MHHIMjaHU CTHUMYIyc, M1 Makpodaru mpomoBuiry uHbIamManujy ¥ Ha Kpajy,
pa3Boj ¢pubpoze. M2 Makpodaru ce perpyryjy U3 LUpKyiaanuje u crumynuury aktupanujy HSCs
(170). AxTuBUpaHn OakTepujckuM mpoayktuma, KymdepoBe hemmje mpoaykyjy
npovHpIamMaTopHe IUTOMHE U Ipodudporene Meaujatope: Tpanchopmuiryhu gakrop pacra 1
(enr. transforming growth factor TGF-f1), dakrop pacra ciuyan uncynuny (enr. insulin-like
growth factor, IGF) wnu daxtop pacra tom6orura (enr. platelet-derived growth factor, PDGF)
KOjY IPOMOBHIITY EKCITPECH]y TeHa y GruOpoOIacTMa 3a MHUIIH]jAIH]y pemoenoBama EIIM (170-
172). Tlokazano je nma aerterja KyndepoBux henmja cMamyje XHCTOJNOIIKE KapaKTEPUCTHKE

bubpo3se y ekcriepuMeHTaTHOM Mojieny Gubpose jerpe unaykoBanoj CCls (173).

NK henuje ce Hanaze y jerpu y BenukoMm 0pojy (174) u excnpumupajy pasnuuute TLRS, koju
yaecTBYjy y ¢uopos3u jerpe (170). AxtuBamujom TLR3 wm mpomykrmujom IFN-y, mHXUOHIITY
¢budpo3sy jerpe u enumunuiry akruBupane HSCs (enr. hepatic stellate cells, HSCs) (175, 176).
Herutennja NK henwmja nonpurocu passojy ¢pubdpose jerpe (176, 177).

NKT henuje ce Hamasze y 31paBoM TKUBY jeTpe U BHXOB Opoj ce mosehaBa y nHpimamanuju u

MIPUCYTHO] HEKPO3H XETaToLUTa, 10K je KOJl XpPOHUYHUX BUPYCHUX XenaTuTuca nokazato na NKT
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henuje cexperyjy Th2 mpundnamanmjcke murokune (IL-4 u IL-13) xoju mocmemyjy pasBoj
¢budpose (178). NKT henuje, mpoayKIiujoM UTOKKHHA, CTUMYJIHIITY pa3Boj ¢pudpose jerpe (170).
VY ekcniepuMeHTaTHOM Mozeny hubpose jerpe, uaaykoBaHoMm CCls, mokasaHo je na jaeruienuja
NKT hemuja mma mporektuBHy yiory (179) a y xymanoj] momynamuju je mosehan Opoj

untpaxenatnuaux NKT henuja y ognocy Ha nepudepue (170).

1.2.24.1. CD4+ T numdouutu y pudpo3u jerpe

CD4+ T helper saumdornuru wurpajy 3HayajHy Y/IOTY Y aHTHUMHKPOOHOM OOBODY,
xenaronenynapHoM omrehemy v pa3Bojy ayroumyHckux 6onectu jerpe (180, 181). V 3aBucHocTH
O]l BpCTe aHTUIeHA KOjU je OBEO JI0 aKTHBaIlje, akTuBupahe ce jeman ox cienehux cydceroBa

CD4+ T helper numdornura (182): Thl, Th2, Thl7 wiu Treg numdorury.

Thl cybcer ce kapakTepuiie mpoaykijom mpudaamaiujckor IFN-y, koju je HeomxomaH 3a
aKTHBAI]y Makpodara 1 010paHy o] HHTpaIeITyJIapHUX MUKPOOpPTaHU3aMa, a Takole yucTByje y
henmjcku mocpenoBanum ayrouMyHckuM Oonectuma. Th2 mumbonntu nponykyjy IL-4, 1L-5u IL-
13, umajy yrnory y aneprijama ¥ OAroBopy Ha rapasurapHe HH(EKIrje 1 Apyre eKcTparenyaapHe
narorere (183-185).

Perynaropan T mumdorutu (Treg) cy 3aciaykeHH 3a KOHTposly oaroopa T mmumdorura Tj
cynpuMupajy ¢yHKIMOHaIHE UMyHCKe peakuuje T mumdorura, npoaykuujom IL-10 u TGF-f
(186). Kapakrepumry ce ekcnpecuonum Qakropuma Foxp3 u STATS, ka0 U HOBPHIMHCKOM

excripecujom CD25 (187).

[Tokazano je ma Treg u Th1l7 cyOceToBH MMajy CYNPOTHY YJIOTY Y HMyHCKHM OJrOBOpUMA U Ja
6ananc n3mely oBa /1Ba cyOcera MOke OMTHM Beoma 3HauajaH 3a XOMeocTasy, Tj Aa mnopemehaj

onaroca Treg u Th1l7 moxe noBecTu 10 pa3Boja xponnune uHgamanuje (188).

Th17 cy6cer numdonuTa ce pasnukyje ox Thl u Th2 cybceroBa o pazBojy u pynkumju (182). 3a
nudepeHirjanyjy je HeonxoaHa komonHoBaHa akuuja TGF-f, IL-6 u IL-21 kox munieBa, oAHOCHO
IL-23 umu IL-1B xox spynu. HaBenenu nurokumHu WHAYKY)Y ekcrnpecnjy RORyt kon mwuriesa,
onrocao RORC y xymanoj nonysmaruju. (189, 190).
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AxtuBupanu Thl7 mumboumtu mpoaykyjy IL-17A, IL-17F, IL-21 u IL-22 i TNF-a,
npomoBuiryhu wH(pIaManunjy TKUBa HHAYKIIMJOM APYTHX MpOoWH(IaMalMjCKUX Meaujatopa u

perpyToBameM JICYKOIUTa Ha MecTo uHpaamanuje (182, 191).

O063upom 1a je jerpa uzBop TGF-B u IL-6, moxe ce objacuuTu monapu3anuja ka Th17 cybcery
(189), a nopen Tora Ha cBuM henujama jerpe (ykibyuyjyhu xenaronute, Kyndepose henuje, HSCs,

CHHycouaaaHe eHaoTenHe hemuje) ce mory Hahu penentopu 3a 1L-17 (142).

1.2.2.4.2. CtenatHe heauje jerpe

Crenatne henuje jerpe (enr. hepatic stellate cells, HSCs) ce jomr nasuajy u Wrto henuje wnu
nepucunycouaaine henuje a Hanase ce y DisSe-oBuM mpocTtoprMa y HOpMAJTHOj jeTPH U TJIaBHA

yJI0ra UM je IernoHoBame petuHona (170).

Ycnen xporunynor omrehema, HSCs ce aktuBupajy u qudepentyjy y henmje muodpudpobractHOr
00JHKa, KOje TTOCEIyjy ca M3PaKCHUM MPOTUPEPATUBHUM MOTCHIIM]AJIOM, KOje c€ aKyMYJIHpajy
Ha Mecty omtehema W mpomosuiny akymynaiujy EIM-a (192-194). HakoH BHIIECTPYKHX
omrtehemwa WM IPOJIOHTHPAHOT K3Jlaramkba NIUTOKMHUMA, kKao mrto cy PDGF, TGF-f , IL-1, TNF-
0, cTelaTHe henuje ce aKTHBHUPAJy, LITO MIpPEJICTaB/ba KPUTHYAH KOpaK y HHHULMjalUJU U
nporpecuju Gudpose jerpe (170, 194). PDGF je HajanoMuHaHTHUj1 MUTOTEH 3a akTiBHpane HSCS.

[Tosehana cunteza MRNA konarena nmosehasa npoaykuujy konarena y HSCs (195).

Jlok cy y cramy mupoBama, HSCS excnpummupajy mMapkepe KapaTepuCTUYHE 3a aJIUTIOLUTE
(PPARy, SREBP-1c, u nentun), a axktuBupane HSCS excnpumupajy crenehe wmapkepe:
rnatkoMuiuhag o akTUuH (eHT. o smooth muscle actin, . —SMA), c-myb, u MEF-2 (eur. myocyte

enhancer factor-2) (157).

VY pa3Bojy ¢ubpose, henmje UIMyHCKOT CHCTEMa UIpajy 3HauyajHy yJIory, OMJIO J1a MPOMOBHIIY
omreheme jerpe wiu Mexanusme penapanuje (157). Uudnamanumjcke henuje crumynurry
aktuBupane HSCsS na cunTeTmmry komareH, a aktuBupane HSCS cexperyjy mH(bmamarnmjcke
LUTOKHHE, EKCIIPUMHUPA]y aIXE3UOHE MOJIEKYJle U yTUUY Ha akTHUBalyjy auMdorura, crBapajyhu
3agapan kpyr (196-198). [Toka3zano je 1a U caMu XeNaToOUUTH MOTY AUPEKTHO akTuBHpatu HSCs

HE caMo MPOAYKIHjoM MporH(IaMalmjckux u npopuodporenux nutokuHa (199-201).
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AxrtuBanja HSCS ce kapaktepuine mnpoiudepanujoM W MurpangjoM hemuja, CHUHTE30M H
JICTIOHOBAkEM KOJIATeHa, CEKPEIjOM XEMOTAaKCHUX W Ba30aKTUBHUX (DaKTopa M CEKPETOBAHEM
Matpukc MetanonporenHasa (MMII) u TkuBHMX uHXMOUTOpa MeranomnporenHasa (202). Cee

HaBeJICHEe TUHAMUYKE U3MeHe (paBopu3yjy pa3Boj u mporpecujy ¢pudpose.

1.2.2.5. llntoxkunu y ¢pudpo3u jerpe

Viora HATOKMHA je TpeAMET MHOTHX HCTpakhBama IN VIVO u in Vitro, 36or perynamuje
nH(pIAMAIH]CKOT OATOBOpa y pa3Bojy ¢udpo3se jerpe (203). Haj3HauajHUjU MUTOKWHU KOJH CE€
npoaykyjy y jerpu cy: TGF-B, TNF-a, IL-6 u IL-10. [Ipoaykyjy ux pe3naeHTHU Makpodaru, a

H3MEHE Y IIUTOKMHCKOM POy Cy JIoKa3aHe y OpOjHHUM XpOHHYHUM 000sbeuMa jetpe (198).

VY cepymy o0osienux OJf aKyTHE U XpOHUYHE OOJIECTH jeTpe, MOBMILIEHA je KOHLeHTpauuja |L-6
(204), xoju ce mpexo gp80/ gpl30 curHanHUX MOJIEKYJa Be3yje AUPEKTHO 3a xenarouute (205).
Taxohe, moBehana ekcrpecuja IL-6 y cepyMy je y HUpEKTHO] KOpelaluju ca MPOrpecHjoM

XpOHUYHOT 000JbeHba jeTpe (206).

Mumesu nedunmjentHy 3a |L-6 mokasyjy n3paxkenuje omreheme Xermaronura HakKOH aruInKaIuje
CCly, mto pesynryje uspakeHujum paspojem huodpose jerpe (132). TTokaszano je aa cucTeMcka
arukaiyja |L-6, HakoH uHTpaxenartuyne amukanuje MSCs penykyje omreheme xenarouura v

ycropaBa pasBoj pubdpose jerpe (207).

Vnora IL-12 y ¢ubpo3u jerpe je mokasaHa y €KCIIEpUMEHTATHUM aHMMAJIHUM MOJEINMa
OakTepujckux u mnapasutapHux uHpekuuja (208). IloBehana mnpoaykiuuja IL-12 aktuBmpa

ruTotokcnuke T muMdornuTe Koju eMMUHUIITY 3apakeHe xemaromute (208).

IL-13 je yapy»xeH ca mporpecujom ¢pudpo3e jeTpe u MHIAYKYje IPpOAYKIHUjy reHa 3a kojareH, T GF-
B u apyre mpodpudporene rene y HSCs (209, 210), nok 6okama IL-13 y Beh pasBujenoj pudposu

jeTpe yka3syje Ha TepaIujcKu MOTeHIIMjall OBOT Th2 MUTOKMHA.

IL-10 je jeman ox Haj3HAYAjHUjUX AHTHUHEIAMAIMCKUX IUTOKWHA Y jeTPH, KOjU HUMa

XenaTonpoTeKTuBHY yiory (211), a mpoaykyjy ra Opojue henujcke nomynamuje: T u B
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nuMdonuTu, MOHOIUTH, XxenaronuTtu, Kyndepose hemuje, HSCS u cunycomaanae eHmoTenHe

henuje (212).

Muiesu nepurmjentnu 3a IL-10, y ekciepumenTtannom Moaeny ¢puodpose jerpe uzazpanoj CCly,
nokasyjy u3paxenujy ¢uodposy jerpe, ca Behum dopmupameM uHpIaAMAaTOPHUX HHPHITpATa
(213), jep HSCs excnpumupajy peuentop 3a IL-10 (IL-10R) u came ra mpoaykyjy y cramy
mupoBamba (214, 215).

[Topen nHaBenmeHux MexaHmzama y peaykuuju ¢ubpose jerpe, IL-10 u mupekTHO CcMmamyje

POAYKIHjy KonareHa u cexkpennjy TGF-f (215, 216).

TGF-B mpencraBiba KJbydHH MEAHMjaTOp y pa3Bojy ¢uodpoze xox sbyau (216). Crumymuiie
aktuBauujy HSCS, cuHTe3y mpoTemHa eKCTpalelylapHOT MaTpUKca W WHXUOUIIE HUXOBY
nerpanauujy. brnokupame cunrese TGF-B unu Onokupame curnanor myta [GF-B 3nauajuo

penykyje Gpudposy jerpe y eKcrnepuMeHTaIHuM Mozeauma (217).

1.2.25.1. IL-17 y ¢pubpo3u jerpe

IL-17 uma 3HavajHy ynory y narorenesu jerpe (142). Uspaxena ekcrpecuja IL-17 moBoau 10
MacHBHE HEKpO3€e XenaToluTa, 1ok Onokupame |L-17 cMamyje akyTHO omTeheme xemnaTouura

(146). V jerpu, nopen CD4+ T numdonmra, IL-17 nponykyjy u Kyndepose henuje (218).

Kokyntypa CD4+ T num¢onura ca HenapeHXMMCKUM henujaMa jeTpe uHIyKyje npoaykuujy IL-
17, yxa3yjyhu na mHTpaxenatuyHa MUKpocpenuHa moroayje nonapusanuju CD4+ T mumdorura
ka Th17 cybcery. Knock out wmmmeBu 3a IL-2Ra cniontano pasBujajy omreheme jerpe Koje
nojiceha Ha mpumapHy OWiIMjapHY LUpPO3y KOJX JbYAH, M KOJA HBHX CE€ Yy CepyMy pErucrpyje
noBuIIeHa KoHueHTpamnuja IL-17 y cepymy (219), mro je y ckiiany ca ca3HameM J1a eKclpecHja

IL-2 neratuHo yruye Ha Th17 mudepenuujauujy (220).

Toxom xponuune uH(paamanuje jerpe, IL-17 nponykyjy Th1l7 mumdonmru y jetpu, Koju cy y
noBehaHom Opojy MpHCYTHH y jeTpama manujeHata koju Oonyjy ox ¢ubpose jerpe (5), rae
crumynuiry HSCs, aktuBanmjom STAT3, na mosehajy npoaykuujy Collagen-1, aSMA u TGF-
B1 u mpomosury ¢pudpo3y jerpe (218, 220-222)
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Hawuwme, cepymcku HuBo IL-17 je 3HauajHO MOBHIIICH KO TMallMjeHaTa KOj 00Jyjy O] aTKOXOJIHOT
xenatutuca, a T naumdonutu koju nponaykyjy IL-17, kao m Heyrpoduau, mory ce Hahu y
uHpnamaiyjckom uapuarpary jerpe (5). Y omrehewy jerpe, IL-17 ce mocraBsba Kao KJbYy4HH

perynatop omtehema koje je nzasBano Heyrpoduanma (145).

Wunykuuja Thl7 cyOcera je 3anakeHa M KOJ €KCIEPUMEHTAIHOT MOJIesIa HEalTKOXOJIHE CTeaTo3e

jeTpe, TIe cey cepymMy MHIIEBA PETUCTPYje MoBHIIIeHa KoHIleHTpanuja IL-17 u 3Havajno yBehan

6poj Thl7 y jerpu (223).

Y aHMMaJIHOM MOJIeNTy KapIMHOTeHEe3€e jeTpe, MHAYKOBAaHO] TpaHcIuianTanujoM Hepal-6 henuja,
nokasana je yiora IL-17, jep knock out muieBu 3a TmOKa3yjy cMameH pacT Tymopa, mnpaheH

noBehanuM Opojem nuToTokcuukux T mumbonuTta (224).

1.2.2.6. Injaruo3a ¢puodpo3se jerpe

Pana ¢ubpo3a jerpe je o6uuHo acumnromarcka (225). Mako Ouorcuja jerpe nmpeacraBba METO
n30opa 3a IMOCTaBJbamkbe JUjarHo3e, OHA MMa Behum Opoj orpaHMuema: MHBA3WBHA j¢ METOJa,
PETPEe3eHTaTUBHOCT Y30pKa MOKe OMTH JOBEleHa y MUTame, 003upoM na Gpubpo3a He 3axBaTa
LEJIOKYHY MOBpIIMHY jeTpe (226-227). TlaToXuCTONoIIKa IujarHo3a MOXe IOTBPIUTH U

craaujym puodpose jetpe (Tabena 2, mpema pa3uunTiM yTBph)eHUM crcTeMuMa cKopupama) (228,
229).

Ha ocHOBy mporieHTa yacTylJb€HOCTH KojareHa Ha uceuky (edr. collagen proportional area

(CPA)), moxe ce kBanTuuKoBaTH Hrdpo3za (230).

HMIMyHOXHCTOXEMH]jCKOM METO/IOM, MOXKE C€ aHAIM3WPaTH MPUCYCTBO MapKepa Kao INTO CY:
UTOKepaTuH-7 (Mapkep AykTanHe nponudeparyje), a-SMA kao mapkep akrusanuje HSCs, nmm
CD34 kao mapkep LSEC xammnapmsamnmje, o0e30ehyjyhu ¢yHKIMoHaTHY WHGOpMAIU]y O
Hacraioj ¢pudposm (231).

VY mabGoparopujckum aHanmm3zama, Mory ce meputu MMP, cyOTumoBm KojareHa, XujalypoHCKa
KHCcenrHa U qpyru Mapkepu (232, 233). UuaupexTHr nokasaTesbu omrtehema jerpe ce onHoce Ha

Opoj TpomOommTa, Koju pedreKTTyje TMO0jaBy CIUIGHOMETalHje Kao TMOCIeaulle TIOpPTHE
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xuneptensuje, ACT u AJIT kao mapkepe uHbIamalje jeTpe, MUTOKEpaTHH-18 Kao mapkep
amonrto3e xenartorura 1 MHP (ewnr. international normalized ratio) kao nnaukarop MandyHKIHje
xenaroiuta (234, 235).

KoM0OuHarnmja HaBeieHUX MapaMerapa Jaje mpelu3Hn]jy I1jarHo3y XpOHHYHOT omtehema jeTpe.

Pazmonoume BU3C/IN3allMOHC  TCXHHKC (y.]'ITpaSBYK a6110MeHa, Mari€tTHa pe30HaIla,

KOMIIjyTepru30BaHa ToMorpaduja) nuMajy 3Ha4ajHO MECTO Yy JHjarHo3u u npahemy ¢pudpose jerpe
(236).

Tpansujentna enacrorpaduja (TE, Fibroscan) mepu puruauter jetpe U 100UjeHH PE3yTar je y
01McKoj Kopenanuju ca craaujymom ¢uodpose jerpe. JJok MP enactorpaduja maje mperusnuje

pe3yiaTare ¥ Ha TyMaderme OBUX pe3ysiTaTa He yTHUE M0ja3HOCT MIIKM MPUCYCTBO aciiuTa (237-238).

1.2.2.7. Tepanuja ¢pudpo3e jerpe

He mocroju, 1o cana, crangapauzoBana tepanuja Gudpose jerpe. Mako O6pojHEe eKCiepuMeHTaTHE
CTy/HMje TOKa3yjy TapreT Mojiekyne y ¢uopo3u jerpe KoJ MuIIeBa, ehUKacHOCT OBHX MOJICKYJIa

HHje I0Ka3aHa y XyMaHoj nomynanuju (239).

Tepanuja ce 6a3upa Ha CHMIITOMATCKO] MOTHOPHU (MPUMEHA aHTUOKCHJIaHACa KOJ aIKOXOJIHOT
XeMaTUTHCa, KOPTUKOCTEPOHIa KOJ ayTOMMYHCKOT M JIKOXOJIHOT XEMaTUTHCA), a YKIIambame
y3poKa W Jlajbe MpeAcTaBiba HajepukacHUju TpeTMaH ¢ubposze jerpe. Kon manumjeHara ca
pa3BUjeHUM KOMILIMKaIMjaMa (Gpudpo3e jeTpe v IIUpo30M, TpaHCIIaHTaIMja U JJajbe 0CTaje jeAnHa

Tepanujcka Mepa Koja mpo/yXaBa MPeKUBIbaBake U 000JbIIaBa KBamuTeT xkuBoTa (166, 239).
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1.3. MESEHXUMAJIHE MATUYHE REJIMJE

1.3.1. KapakTepucrnke Me3eHXUMAJHUX MATHYHHX hesmja u yiora y uMyHCKOM OATr0BOpY

Mesenxumanne matuune henmje (enr. Mesenchymal stem cells, MSCs) cy anyiarne maruune
henuje koje ce mory Halii y CBMM [MOCTHATAIHUM OpraHuMa, yKJbydyjyhu u jerpy (240).
Kapakrepumy ce Op3om mnpommdepanujom, TyropodyHUM OJApKaBamkeM MoOryhHOCTH
mudepentmjamuje (241).

MSCs excriupmupajy BETUKHU OIICET MOBPIIMHCKUX aHTUTEHA, a Yija eKCIPECcHja 3aBUCH O] TKUBA
U3 Kor cy gobujene. MehynapoaHo apymrBo 3a henujcky Tepanujy je aeuHucano Kpurepujyme
3a kapakrepuzannjy MSCs: MylITUIIOTEHTHOCT, aIXEPEHTHOCT 3a IUIACTHKY, EeKCIIPecHja MapKepa:
CD105, CD73 , CD90 u oncyctBo xemaronoerckux Mapkepa: CD45, CD34, CD14,CD31, CD79
a 1 MHC wmosnexyna Il xiace (242).

MSCs ce kapakrepuiry 6p3oM murpanujoM y omrehena tkusa (243) u criocobHouthy na yTuay
Ha UMYHCKH OJITOBOP, Tj Jia peryiuury nponudepanujy, akTHBanujy u epekTopcke GyHKIHje CBUX
henmja mmyHckor cucrema, ykipyuyjyhu T mumdonure, nennpurcke hemmje, makpodare, B
mumdormre u NK henuje (244, 245) .

Ha mecty nndnamanuje, npounduamanujcku uutokunu 1L-1, IFN-y TNF-o unaykyjy excripecujy
aIXe3MBHUX MOJIEKylla Koju ydecTByjy y wmmrpammju MSCs y omreheHo TkuBo (244),
uaTepakijoM CXCL12 xemoknna u CXCR4 penenTopa, excipumupanor Ha noBpmuHa MSCs.
Edexar y Moaynanuju UIMyHCKOT OITOBOPA OCTBAPY]y JUPEKHO, WIM MPOAYKIHjOM CONyOMIUX
menujaropa (TGF-B, HGF, PGE», IDO, unayiubuita a3ot okcus cunTasa (exr. inducible nitric
oxide synthase, iNOS), IL-10, IL-6, nteykemujcku naxuouropuu dakrop (eur. leukemia inhibitory
factor, LIF), , xymanu neykouutapuu antured G (enr. human leukocyte antigen-G, HLA-G) u
xeM okcurenasa 1 (eur. heme oxygenase 1, HO-1) (244, 245).

VY 3aBUCHOCTH O/ MUKPOCPEIHHE y K0joj ce oaurpana uHdmnamamuja, MSCs cynpumupajy nim
npomoBwuiy uHMIaManmjy (244).

VY panum ¢aszama 3amnajbema, y MPHUCYCTBY HHUCKUX KOHIICHTpaIHja MpOoWH(IaMaImjCcKux
mutoknHa (TNF-o, IFN-y u IL-1B) ctuuy nmpoundnamanmjcku ¢enorun (246), cumynunryhn
oarosop T numdornura, penykyjy anonto3y Heyrpoduia, mpoMoBHINY parounuTosy (247, 248).
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Toxom kacHe ¢aze UMyHCKOT oATroBopa (kKazua cy mpucyTtHe Bucoke koHmentpanuje TNF-o u IFN-
Y), y MakpodarumMa W MOHOIMTHMA WHAYKY]y ekcmnpecujy IL-10, koju mocemyje
aHTUrHIaMaIujcKy yiaory (249) u pa3Bujajy UMyHOCYIPECUBHY yiory Ha epekrpopcke henuje
UMYHCKOT cuctema (248, 250), yruuyhu Ha ycrocTaBbambe XOMEOCTase.

MSCs yruay Ha ¢pyakuuje CD4™ u CD8" T numMdonura JMPEKTHUM KOHTAKTOM M IapaKpPUHUM
MexaHu3MHuMa. J[upekTHH yTHIa] je mocneana Kontakra u3melhy uaxuouropror PD-1 mosnekyna
(enr. programmed death 1) ca meroBum nuranauma (PD-L1 u PD-L2) na T numdonutuma (245),
a 003MpOM J1a HEe EKCITPUMHUPA]jy Ko-cTuMmyaatopue mosekysie CD80 (B7-1) u CD86 (B7-2), MSCs
u3asuBajy aneprujy T mumdorura (243, 250).

[Mopen nupexTHOr koHTakta, MSCS Mory yrumatu Ha HMMYHCKH OATOBOP IPOIYKIIH]jOM
conyomnux gakropa (IDO, INOS, HLA-G5, PGE2, TGF-B, IL-10), (251-254)

Haj3nauajuuju conyounnu dakropu, y cynpecuju T aumdorrura cy: IDO u iINOS (255).

IDO metabonuiie Tpuntodan A0 KHHypEHUHA U TOKCUYHUX MeTa0oNnTa (XMHOJIHA KUCETUHA U
3-XUIPOKCH aHTPAHWINHA KHCEINHA), KOjU CYNPUMHUpa]y npoaudepanujy u UayKyjy anonro3y
akTuBUpanux T mumdormra.

Exsum INOS w3 L-aprunwnaa cunteruire NO, curHaiHd MOJEKy/I, KOjU HHXHOHpa
dochopunanujy STATS curnamxHor monekyna (enr. sSignal transducer and activator of
transcription-5) y T tumdounTtuma, npekuajyhu muxos henujcku mukiayc (256-258).

Y ycrnoBuma wuHpIamanuje koju ¢aBopusyjy passoj Thl m Th2 cybOceroBa nmumdonura,
uHnonamuH 2, 3 neokcurenasa (enr. indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO) uma Haj3Ha4ajHUjY
yJory y UMyHOMoaynanuju henuja uMyHckor cucrema, u Aok mumuje MSCs nmajy 3HauajHO
HIKY akTuBHOCT IDO, Te 00M4YHO 32 UMyHOMOyJIalM]y KOPUCTE MHIYLIUOUIHY CUHTETa3y a30T
moHokcuaa (enr. inducible nitric oxide synthase, iINOS). V ycnosuma aktuBanuje Th17
mumdorura, mummje MSC nHe mpoaykyjy INOS, Beh cBoje umyHomomynanujcke edexrte
OCTBapyjy MOCPEICTBOM JAPYTUX Meaujaropa, kao mro je IDO (255, 258, 260).

MSCs cynpumupajy nponudepanujy u nurotrokcnuku notenuujan NK  hemuja m mHuXOBY
nponykuujy IFN-y (260, 261).

ITokazano je ma MSCs wmuxubOupajy excnanzujy NKT henwja, nupekHO W TPOTYKIHjOM
comyOmmHux Qakropa (262) u nyrem mnpoaykuuje INOS wu IDO cmamyjy mHHXOBY

XEMaTOTOKCHYHOCT (263).
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1.3.2. Yaora MSCs y akyTHoM xenatutucy u (puopo3u jerpe

300r crocoOHOCTH Ja AUQPEPEHTY]Y Y XEMaTOUTe, TECTHPA]y C€ Y MHOTUM MPETKINHUYKHM H
KIMHAYKUM CTyJHjaMa, Kao Tepalrujcka Mepa y JIeUely aKyTHOT ¥ XpOHUYHOT omTehema jeTpe
(264, 265).

Pe3ynTatu ekcriepuMeHTaTHUX CTYy/IM]a MoKa3yjy 1a conyouaHu mosiekyimu MSCS, koju ce Hastaze
y KOHIWIIMOHHPAHOM MEAWjyMY CMambyjy aronTo3y XemnaTouuTa M TOACTUYY HHHXOBY
nponudepanujy (266) ma Mory nmpeacTaB/baTH TEPANUjCKU areHC y omrehemy jeTpe, Kao 3aMeHa
3a TpaHciutanTaiujy MSCs (266, 267), o63upom 1a MSCs murpupajy y omrehenu opras, riue
MOpEJT MHUPEKTHOT, HABEJICHOT JICjCTBA MMa]y U JUPEKTHO, UMYHOCYIIPECHBHO JIejcTBO Ha henumje
MMYHCKOT CHCTEMA.

Y Con-A mozgeny akyrtHor omrehema jerpe, mpumeHa MSCS cMamyje cepyMcKe BPETHOCTH
TpaHCAMHHA3a U MaTOXUCTOJIONIKE apamerpe omrehema jeTpe, mpaheHO CMambemheM MPOAYKIIU)e
npouHpIamanujckux urokuna (233, 268, 269) u mosehaBa excrpecHjy XenaTonpoTeKTUBHOT
IL-10 (270).

VY wmozeny akytHor omrtehema jerpe u3a3BaHoM yribeH Tterpaxiopunom (CClsg), MSC-CM
cMamyje anonTo3y henuja jerpe nocpeactsom IL-6 u FGL-1 (enr. fibroblast like protein-1) (267).
[Tokazano je na MSCs mory cmamuTu XpoHHWYHO omteheme, ogHOCHO (GuOpo3y jeTpe, 300rT
MoryhHocTH AuQepeHurjanyje y XenaTouuTe, HUMYHOMOIYJIALUJCKUX M aHTU(PUOpPOreHux
Kapaktepuctuka (271).

[TpoaykijoM HaBeIeHUX COMYOMIHHMX (haKTOpa, CTUMYJUIIY Mpoiudepanujy peryiratopaux T
auMdonuTa, cynpmMupajy npoaudepanujy epexrpockux T mumdornura HHXUOUpPajy MaTypauujy

neHapuTckux henuja u cmamyjy murorokcuuHocT NK henmja (272-278).

MSCs excipumupajy daktope pacta (HGF (enr. hepatocyte growth factor), VEGF(enr. vascular
endothelial growth factor)), murokune n xeMOKHHE, KOjH peyKyjy HH(IaMaIHjy jeTpe, aonTo3y
1 GuOpO3y, U CTUMYJIUIITY aHTHOTeHE3y U pereHepanujy Tkusa jerpe (279).

VYiora MSCs je mokaszaHa y pa3nu4uTiM aHUMAITHUM Mojienuma ¢uodpose cpia, jerpe, OyoOpera,
tyha (280).

MSCs penykyjy nponudepanujy HSCS u cunTe3y KkoyareHa, TUPEKTHUM KOHTaKTOM WIIU

npoaykijoM coryomnHux meaujaropa (1L-10, HGF, TGF- u TNF-a), noxk HGF u NGF (enr.
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nerve growth factor) mpomosumry amonrosy HSCs (281, 282). MSCs perymuiiny eKCIpecujy
MMPs u TIMPs. (282-284).
W nopen HaBeAECHUX Ca3HAaWa, jII YBEK HHUje Mo3HaTO na ju npuMmeHa MSCS pexykyje akyTHH

xernatutuc U Gpudpo3y jerpe, nejctBoM Ha |L-17 curnanuu myT.
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1.4. EKCOHEPUMEHTAJIHU MOJEJU AKYTHOI' XENATUTUCA U ®UBPO3E
JETPE

1.4.1. AkyrHu xenatutuc naaykosad CCls

ExcniepuMeHTaIHM MOJIENIA aKyTHOT XEMAaTHTHCA CE MOTY, Y 3aBHCHOCTH OJ] MEXaHH3Ma KOjUM Ce
n3asuBa omTeheme jeTpe, MOTY MOJACTUTH Ha: XUPYpIIKe Mojuene (Tae ce yopaja mapiujaiHa u
TOTaJTHA XEMaTeKTOMHM]ja, PECEKIIH]ja/Iuralnja, mapiurjagHa U ToTaliHa JeBacKynapusanuja (285-
287) u (dapMakoJOIIKKM MOJECIM Yy KojuMa ce Kkopuctu Behu Opoj xematoTokcuna (d-
Galactosamine, acetaminophen (APAP), thioacetamide (TAA), Concavalin A (Con A), carbon

tetra chloride (CCl4), lypopolysaccharde (LPS), a-galactosylceramide (a-GalCer) (288-292).

Hajuemrhe xopumrheHn ekcriepuMEHTaTHH MOJEIM aKyTHOT XEMaTHTHCA Cy OHHM y KOjuMa ce
uH(pIamaImja u3a3uBa XeMHUjCKH, jep ce 0oJiecT J1ako MHIYKYje, caM MOJIe] KpaTKo Tpaje, LITO

MOTO/1yj€ jeIHOCTaBHO] KOHTpOIH Tporieca (293).

Xenatotokcnunu edekar yribeHn Terpa xiaopuaa (CCls) je myro mosHar u 4ecto je KopuirheHd

eKCIIEpUMEHTAIHU MoJie)T akyTHOT xenartutrca (Hubner et al. 1965.).

AleTaforEaka EEXEGHOE]A (KOBATEHTHD BRIHEAE:E)
. & S —— i
Cl ! Cl Cl

- - CYPEL ! o) :
cl—c—c 2/, e C—(Cl —— *0—0—C—Cl

| |
Cl Cl
|
| MeTaGoTETEA
KoBATeETHY |HEXHOHDH)A

BETHEAE:E Caodozem .
.......... pAIERATE JHEOEIEA DEpORCEIATH]A

——h

Cnuka 1: MexaHu3am HacTaHka ci1o00THUX panukana y metadonucamwy CCla.
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CCl4 ce merabonuie (peayKTHBHOM AexajoreHanujom) npeko P450 nutoxpoma, ensuma 2EI,

npoaykyjyhu aktusae metadonute (294): CCls, CHCI, u CCl3-00 (295) (Cnuka 1).

** CCls omrrehyje xemaromure KOBaJICHTHUM BE3UBAFEM IPEIa3HUX PEAKTHBHHX jeIUILCHbA 3a
henmjcke KOMITOHEHTE WIJTH T10ja4aHOM JIUITHTHOM ITEPOKCUAAIIN]OM , KOjy N3a31Ba BE3MBAHE OBUX

pajauKaia ca KHCCOHHMKOM M pa3rpajiboM He3acuheHuX MacHHUX KuceauHa (292).

Onucame npomMeHe NpaTd pa3Boj MPETXOAHO OMHCAHOT MHGIaMalujcKor UHGUITpaTa, y KOMe

JOMUHHPAjy HEYTpOHIH, Y OAroBopy Ha omreheme henmujckux koMmmoneHnTr xemaronuta (294).

Axyrtaun xematutuc wu3azBan CCls ce wuHAyKyje jeTHOKPAaTHOM HMHTPAICPUTOHEATHOM
aIJIMKAlKjOM YIJbEH TeTpa XJIOpUAa KOjU je pacTBOPEH y KYKYpPY3HOM yJby y onHocy 1:1 u mo3m

2 ulL/g tenecue mace (296).

1.4.2. ®ubpo3a jerpe nzazpana CCls

CCl4 ce kopuctu 1 y ekcriepuMeHTaHOM Mojeny Gubpose jerpe (297). Ionarspane no3e CCly
omrtehyjy TpPEeTXOAHO HEKPOTHYHO, OJHOCHO JCIMMHUYHO PEreHEPHCAaHO TKUBO jeTpe,
axtuBupajyhu HSCs, y3pokyjyhu qucbananc m3mely npoaykimje u nerpagamnuje ELIM u pa3Boja
nporpecuBHe ¢pudpose jerpe (297). AkTuBaIMja CTeNaTHUX henMja jeTpe W MOCIeAUYHH Pa3Boj

(bubpo3e je MpeTXoHO OMHCaH.

®dubpo3a jeTpe je u3a3BaHa HHTpANICPUTOHAIHOM aruiukanujom pactsopa CCls/corn oil y ogrocy

1:3 u no3m 1ul/g, TenecHe mace, 1Ba MyTa HEACJHHO Y Tpajamy o Mecell gaHa (222).

1.4.3. AkyTHHu xenaTtutuc nuaykosaH a-GalCer-om

V 1iiby HACHTH(PHKALIM]e HOBOT aHTUTYMOPCKOT areHca, u3 Mopckor cynhepa Agelas mauritianus
uzonosat je a-earakmoyepamuod (o-GalCer), rmkomunuHu aHajaor arenachura (KOMepIHjaaTHo
KRN7000) (298). a-GalCer je msrpahen ox o-ramakrose, GUTOCHUHTO3MHA W AIMIHOT JaHIA
(Cnuka 2). a-GalCer mpencraspa anturen 3a CD1d -peaktuBne NKT henuje mumma n goBeka
(298). IMIpumenom o-Iamakros3mnuepamuaa (edr o-galactosylceramide, a-GalCer) moxe ce

uHaykoBatu crenubuuna aktuBanuja HKT henwja, jep ra mpukasyje CD1d, u mociemuuno
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akytHO omTeheme xenatomura (298, 299), Tako na eTHOMATOrEHETCKH MEXaHU3aM omTehema
jerpe unaykoBano o-GalCer-om mpeacraBiba afeKBaTaH eKCIIEPUMEHTATHH MOJIEN 3a IPOyUYaBarbe

unrepakuuje MSCs u NKT henuja in vivo.

Jennokpatna arumkanuja o-GalCer-a noBoau no Hakymbamwa NKT henuja y jerpu, mosehamem
excripecrje xemokuHckor penuntopa CXCR6 na NKT henujama u meroBor Juranaa, XeMOKHHA
CXCL16, na cunycoummanHuMm eHaoreaHuM hemujama. LFA-1 u ICAM-1 (ma engoreny)
nocnemryjy murpanujy NKT henuja y jerpy (300).

DCs npey3umajy oBaj MOJIEKYII U3 UPKYJIaIyje u npe3enTyjy ra y ckiomny CD1d monexyma NKT
henujama. a-GalCer crumymnuine npoaykuujy IL-12 u excripecujy CD40 na DCs, oqrocro CD40L
Ha NKT henujama (299), mo 3a mocnenuiyy uma atuBanujy HKT henuja u caspeBame
nenaputckux hemnuja (299).

Axtuupane NKT henuje cunteruiny Benuku 6poj nurokuna: Thl (IFN-y u TNF-a), Th2 (I1L-4,
IL-5 u IL-13) u Th1l7 (IL-17) uutokuue (301), koju Aajbe CTUMYIHINY Pa3BoOj ypoheHor u
CTE€YEHOT UMYHCKOT OJIr0OBOpa U pa3Boj omirehema jerpe (302).

IFN-y kora npoaykyjy NKT henuje aktuBupa STATI1 (enr. signal transducer and activator of
transcription 1) Momnekyn y XemaTOIMTHMA, HEMapeHXMMCKUM henujama jetpe u henmjama

HUMYHCKOT CHCTeMa KOje Ce aKTHBHUPA]jy LITO pe3yaTupa pa3BojeM akytHor xenaruruca (303).

TNF-a unnykyje omreheme XemaTromura JUPEKTHUM LUTOTOKCHMYKUM MEXaHH3MOM Kao U
unaykiujom ekcnpecuje FasL va NKT henujama 69(23). IL-4/STAT6 cUrHamHU MyT CTUMYITHUILE

eKCIIPECHjy MH]jEIIOTIePOKCHIa3e U MHXUOUpa anonTto3y Heytpoduia y jerpu (303).

u- Galactose

/Y\/\NW\N\/\N\A/ 26C:0 fatty acyl chain
a-Galactosylceramide !

(KRN?OOO) - ! T 18C sphingosine chain

O-glycosidic linkage
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Cnuka 2. XeMHjcKa CTPYKTypa o-rajakTolepamMua.

VY eKCeprMMEHTAIHOM MOJICNY, aKyTHOT XeMaTUTHCA, jeTHOKpaTHO ce amtukyje o-GalCer y no3u
50ug/kg TT, pactBopen y 200uL 0.9% NaCl. a-GalCer je mperxoaHo pacTBopeH y 5.6% cykpo3u,

0.75% L-xuctuauny u 0.5% Tween-20, no ¢unanne xonuenrpanuje 500 uM u 3arpejan Ha 60-
80°C (263).
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2. INJb PAJIA

OCHOBHH IIHJb OBOT HCTPAKMBAKA j€ J1a Ce UCIUTA, Aa U mpuMeHa MSCs yTude Ha MOIyJIaIujy

curHayiHOT myTa IL-17, y matorene3u akyTHor omrehema jerpe, kao u pudpose jerpe.
VY ckilagy ca OCHOBHHM LIUJBEM, IOCTaBJLEHHU CYy U clieiehn eKCIIepUMEHTATHH 33 1allH:

1. VrBpautu na mu npumerna MSCs yruue Ha curHainu nyT [L-17 y akyTHOM XenaTuTUCy U
¢ubpo3u jetpe.
2. YTBpauTH MOseKyicke mexann3me kojuM MSCs yruuy Ha curnanau myt IL-17 y akyTHOM

Xenartutucy u Gpudposu jerpe.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. heaujcka JUHMja MHIIjUX Me3eHXUMAJTHUX MATHYHUX heanja

VY ekcriepuMeHTHMA je KopultheHa KoMeplyjaiHa JUHUja MUIIUjUX ME3CHXUMATHUX MaTHYHUX
henuja, koje cy nzonoBane u3 KkoctHe cpxe C57Bl/6 mumera (Gibco/Invitrogen, kar. 6poj S10502-
01). MSCs cy kyntuucane y DMEM meaujymy (enr. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) y
koju je moxaro: 10% derannor teneher cepyma ( enr. Fetal Bovine Serum, FBS), 1 mmol/l
NeHUIWIMH/cTpenToMuliaa, | mmol/l HeeceHumjanHux amuHokuceanna (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany) u 2 mmol/l L-rinyramuna. Renuje cy y3rajaHe y acenTHYHHAM YCIIOBHMaA Ha
temrnepatypu ox 37°C, y unkybaropy u y mpucyctBy 5% COo, a y ckiamy ca mpernopykama

npousBohaua (Gibco/Invitrogen). V excrieprimMenTrMa cy kopuiihene henuje y M1ecToj macaxu.

[Ipe u3BOhema ekcrepuMmeHara, HaBeleHe henmuje cy ozaBajaHe ca aHa Quiacka (mpu ~80%
koH(payeHtHOCTH) pactBopoM 0,25% tpuncuna u 0,02% EDTA (enr. ethylenediaminetetraacetic
acid) (PAA Laboratories GmbH) pactsopenor y PBS-y (enr. Phosphate Buffered Salline, PAA
Laboratories GmbH) y Tpajamy 2 munyta. Pagu HeyTpanuzamuje qajber 1ejcTBa TpUICHHA, hemnmje
cy nipBo pecycnenoBane y 6 ml DMEM-a koju canpxu 10% FBS-a u nearpudyrupane va 300 g
y Tpajamy o 5 MuHyTa. HakoH ofnmnBama cynepHaranTa, heimje cy ucupase ABa IyTa y YUCTOM
DMEM-y. Ilpumenom Trypan-blue-a, onpehusana je BujadunHoct henuja, ogHocHO, henmmjcka
CyclieH3Mja Koja caapxku mnpeko 95% Bujabunmnux hennja je moTom KopuinheHa y

CKCIICPUMCHTUMA.

3.2. heaujcka MuHUja XymaHor kapuunoma jerpe (HepG2)

hemujcka nuauja xymanor kapuunoma jerpe HepG2 (American Type Culture Collection,
Manassas, ATCC VA, USA; HB-8065) je ynotpebspeHa y TecToBUMa HUTOTOKCHYHOCTH. HepG2
JIMHYW]a je To0MjeHa U3 XyMaHOT XemaToleIyJapHoT KapIlmHOMa JeTpe Jaedaka, y3pacta 15 roauHa.
hemje HepG2 cy xyntuucane y DMEM mennjymy koju caapxu 10% FBS-a u nakyOupane y

atMochepu 5% CO2, 3acuhenoj BogeHoM nmapom Ha Temnepatypu 37°C.
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3.3. KonuumonupaHu Meaujym Me3eHXuMaaHux MaTuunnx hemmja (MSC-CM)

Me3senxuManHe MaTuune hemmje cy 3acejane y ryctunu ox 10 000 hennja/cm? y mocymama 3a
kynrypy henuja - T7s prmackosu (BD Falcon). ¥ muspy nobujama KOHANIIMOHUPAHOT MEIUjyMa
Me3eHXUManHuX MatuuHux henuja (enr. MSC-conditioned medium, MSC-CM), MSCs cy
MPBOOHMTHO KyNTHBHCaHE y KomiuieTHOM DMEM Meaujymy Koju caapH cepyM, y aCeNTHIHUM
ycnoBuMa, 1 uHkyoupane Ha 37°C y atmochepu ca 5% COz. Ilpu konpayentnoctu on 80%,
henuje cy nBa myra ucnpane PBS (enr. Phosphate Buffered Saline, Invitrogen), HakoH dera cy
KYJITUBHCaHE Y MeaijyMy 0e3 cepyma. Hakon 48 cartu, y3et je meaujyMm - "MCS-KOHIUITMOHUPaHH
menujym" (MCS-CM), nenrpudyrupan Ha 13,000%g, Ha Temmepatypu on 4°C, 10 munyrta u
3anehen Ha —80°C mo ymorpebe (304).

3.4. dapMaKkoJIoLIKa HHXHOUIMja HHI0aMuH 2,3 neokcurenase (IDO)

Jla 6u ucnuranu ga i je IDO (enr. indoleamine 2,3-dioxygenase) jeman oa Meaujatopa KOjuM
MSCs cynpumupajy akyTHH XemaTuTtuc U ¢GuoOposy jerpe, ynorpedsbeH je (hapMaKoJIOIMIKH
unxuoutop IDO-a, 1-metun DL tpuntodan (1-MT, 860646, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). 1-MT
caJpXH J1Ba crepeonzomepa, levo-1-metun Tpunrodana, koju koMmneTuTiHBHO nHXHOUpa IDO1 n
dextro-1-merun Tpuntodana koju kommnerutuBHO mHxuOupa IDO2. Tlpe ymotpebe, 1-MT je
pactBoper y 0.1 N NaOH a pH je kopuroBana nmpumenom xjopoBononnune kucenuse (HCI) no

7.5.

Mesenxumanne mMatuyHe henuje cy KynaTtuBucaHe 48 catu y Meaujymy koju caapxu 1 mM 1-
metunTpuntogana (305, 306). EkcniepumenTante xuBotume koje cy npumumie CCls/corn oil u
CCla4/corn oil + MSCs cy kontunyupano tpetupane 1-MT (2 mg/mL y Boau 3a nuhe), y nusby in

vivo naxubunuje akrusHoctu IDO (307).

3.5. EkciepuMeHTAaJIHE JKHBOTHH>€
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In ViVvO ekcriepuMeHTH Cy CIIpOBEICHH y CKJIany ca oapendama Etmukor komutera dakynrera
MEJIUIIMHCKUX Hayka, YHuBep3urera y Kparyjesiry 3a ynorpe0y KUBOTHEA y €KCIIEPUMEHTHMA.
Kopunihenu cy mumiesu uuctor coja C57BI/6 (enr. wild type, WT), my1ikor moJia, cTapoctd of 8
no 10 memespa, Bojaehm pauyHa ma CTapocT M TelleCHA Maca MHWIIEBa Oydy CIMYHU u3Mmelhy
eKCIIepUMEHTATHUX Tpymna, Oneibema 3a y3roj J1adOpaTOpUjCKUX M EKCIIEPHUMEHTATHUX
KUBOTHIA, BojHoMenunHCcKke akanemuje (BMA). MutieBu cy oarajanu y BuBapujymy LlenTpa
3a MOJICKYJICKY MEMIIMHY U UCTPaKUBamba MaTHuHuX henuja, @akynrera MEIUIIMHCKUX HAyKa Yy
Kparyjesiy. TokoM Tpajama eKCIIEpUMEHATa, CBE KUBOTHILE Cy MMAaJIe CII000AaH MPUCTYI XPaHU
Y BOJIH.

ETnuka kommcHja 3a CEKCICPUMCHTAIHE KHBOTHEC DakynTera MEIUIMHCKUX HayKa
Yuusep3uteta y Kparyjesity je omo0puia cipoBezicHe ekcriepuMenTe je (omryka 6poj 01-6142 ox
16.05.2017. ronusue).

VY exkcnepuMeHTy je uckopuiiheHo ykymHo 360 xuBOoTHHA, KOje cy pacmnopehene y crenehe

excriepumentanue (E) u kourponne (K) rpyne:

e El: 25 mumeBa koju cy uHTpaneputoneanno npumiin pactop CCls/corn oil y onnocy

1:1 (2 pl/g Tenecue mace).

e [E2: 25 mumesa koju cy unTpaneputoneanHo npumuin pactsop CCls/corn oil y ogaocy
1:1 (2 pl/g Ttenecue mace) u uatpaBencku 500 000 MSCs pecycnenaoBanux y 200 L
NaCl-a.

e E3: 25 mumesa koju cy untpaneputoneanto npummin a-GalCer (50 ng/kg renecne mace)

pactBopenor y 200 uL NaCl-a.

e E4: 25 mumesa koju cy, HerocpenHo HakoH npumene o-GalCer (50 pg/kg tenecHe mace)
pactBopenor y 200 uL NaCl-a, uarpasencku npumumu 500 000 MSCs pecycnieHaoBaHUX
y 200 pL NaCl-a.

e ES5: 25 mumeBa koju cy uHTpaneputoHeanso npumuin pactBop CCls/corn oil y omnocy

1:3 (1 uL/g renecne mace).
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E6: 25 mumieBa xoju cy uHTpaneputoHeanno npumuin pactsop CCls/corn oil, ognoc 1:3
(1 pL/g TenecHe mace) u uaTpaBeHckn 1 x 106 MSCs pecycnennosanux y 200 pL NaCl-

a.

E7: 25 mumieBa xoju cy uHTpaneputoHeanno npumuin pactsop CCls/corn oil, ognoc 1:3
(1 uL/g Tenecue mace) u uutpaBencku 1 x 108 STO henuja pecycnenmoannx y 200 pL

NaCl-a.

E8: 25 mumieBa koju cy uHTpaneputoHeanno npumuin pactsop CCls/corn oil, ognoc 1:3
(1 pL/g Tenecue Mace) u mepopanHo yHocwnu 1-MT u unTpaBencku mpummmm 1 x 10°

MSCs pecycnengoBanux y 200 pL NaCl-a.

E9: 25 mumieBa koju cy uHTpaneputoHeanno npumuia pacrsop CCls/corn oil, ognoc 1:3

(1 pL/g Tenecue mace) u nepopanno ynocunu 1-MT.

E10: 25 mumeBa koju cy uHTpaneputoHeanno npumuian pactBop CCla/corn oil, omxoc 1:3
(1 pL/g tenecue mace) m untpasencku 1 x 10° ¢ayopecuentno obenexennx MSCs

pecycniengoBanux y 200 pL NaCl-a

K1: 20 mMuieBa Koju Cy HHTPAIEPUTOHEATHO IPUMHIIA KyKypy3HO yibe (eHr. corn oil) (1

mg/kg Tenecue mace).

K2: 18 muieBa koju cy uHTpanepuroHeanHo mpummia corn oil (1 mg/kg tenecne mace)

u uatpasencku 500 000 MSCs pecycnennoBanux y 200pL NaCl-a.
K3: 18 mumesa koju cy unrpaneputoneanto npumuiau 200 pL NaCl-a.

K4: 18 mumesa koju cy uarpanepuroneanto npumuian 500 000 MSCs pecycrnieHj0BaHUX

y 200 pL NaCl-a.

K5: 18 muieBa koju cy nHTpanepuroneanso npumuim corn oil (1 mg/kg renecue mace) u

unTpaBencky npumua 1 x 108 MSCs pecycnenmoBanux y 200 pL NaCl-a.

K6: 18 mumieBa xoju YrMHE KOHTPOJIHY TPYITY 37paBUX MHUIIICBA.
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3.6. Uuaykumja akyTHOT Xenatutuca u anjukanuja MSCs

MuieBuma, KOju Cy MPETXOAHO HACYMHYHO CBPCTAHU Yy EKCHEPUMEHTAJHE TIpyIe, aKyTHH
XEMaTUTHUC j€ U3a3BaH jeJHOKPATHOM, UHTPANEpUTOHEATHOM, allJIMKAIjOM YIJbEH TETpa XJIopuaa

KOjH je pacTtBopeH y Kykypy3HoM yiby (CCls/corn oil) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

CCls y3pokyje akytHO omireheme jeTpe, MyTeM MeTaOOJWYKe aKTHBAIMje KpaTKoxxuBehmx
peakTuBHUX MeTabosmTa (291), KOju ce KOBaJICHTHO Be3yjy 3a helmjcke KOMIOHEHTE WITH
rojavyaBajy JUIUIHY TEPOKCHAAIN]y ToceOHO HecarypucaHux (ochomunuma, mro omrehyje
UHTpa- U EKCTparenyiapHe MmeMOpane, y3poKyjyhu Tako TEIIKy HEKpO3y XemaToluTa, Koja 1o

CBOjUM KapaKTepHCTHKaMa OJIroBapa akyTHOM XenaTuTucy ko jbyau (308).

PactBop CCla/corn oil je, y oBUM eKcliepHMEHTATHUM IpyliaMa, alliiKoBaH y ofgHocy 1:1 u no3u

2 uL/g Tenecue mace (6).

3a pasnuky o pactBopa CCls/corn oil, koju Ha onrcaH Ha4YWH y3pOKYje aKyTHH XEMAaTHTHC, O-
GalCer nunnykyje nzpaxeny u cneunpuuny akrupauujy NKT henuja (309), 360r uera omreheme
jerpe unaykoBano o-GalCer-om nmpeacrasiba afekKBaTaH eKCIIEPUMEHTATHN MOJICI 3a IPOyUYaBarbe
unrepakuuje MSCs u NKT henuja y akyrHom xenarutucy In vivo. a-GalCer (kat. 6poj 67576,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) je pactBopen y 0.75% L-xuctumuny, 0.5% Tween-20 u 5.6%
CyKpo3H, A0 koHueHTpanuje 500 pM, yrpejan Ha Temnepatypu on 60-80°C y Tpajamy on
HEKOJIMKO MHHYTa. Y OBOj €KCIIEPUMEHTAJHO] TPYIH, MHIIEBU CYy MHTPABEHCKH MPHUMWIH O-

GalCer y no3u 50 ug/kg TT, pactBoper y 200 puL 0.9% NaCl (204).

Henocpenno  wHakon  amuukamuje  pactBopa CCls/corn  oil  ommocro  a-GalCer-a,
eKCIIEpUMEHTATHEM TPyllaMa MMIIEBA je MHTpaBeHCKH ammmkoBaHo 500 000 (5 x 10°) MSCs

pecycnengoBanux y 200 ml 0.9% NaCl, y jenHoj 1034, IyTeM JaTepaiiHe perHe BeHe.

Kontposna rpyna xuBoTuma je npummia 200 pl NaCl-a, HakoH HHIyKIIHje aKyTHOT XeMaTUTHCA.

3.7. Uuaykumja ¢pudo3se jerpe u anummkanuja MSCs

Xenarorutu Metadosuiry CCls 10 TokcHuHUX MeTaboIMTa KOjU TIOCEY]y IIMTOTOKCHYKE eeKTe

Y yTUYY Ha pa3Boj HEHTPUIOOyIapHe HEKPo3e jeTpe. Y aKyTHO] (ha3u HHIYKIH]je O0IECTH, pa3BHja
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ce uH(pIAMATOPHH OATOBOp, TpaheH CeKpenujoM IUTOKWHA, XEMOKHMHAa W JAPYrHX
npouH(pIaMaTOPHUX MeAWjaTopa W perpyranujoM hendja MMYHCKOr cucTteMa (MOHOIIMTA,
Heyrpoduia, mumdonura) Koju najke omrehyjy xemaromure. AKyTHY (a3y mpaTé U3pakeHa
pereHepariija, nposrdepaljoM Xermaronura U Apyrux HenapeHxumckux hemuja jerpe (310).
[TonaBspana ammkanuja CCls y3pokyje aktuBanujy HSCs, a camum TiiM 1 pa3Boj pubpose jerpe

(311, 312).

dubposa jerpe je mzaspana uHTpanepuroHaaHum pacrsopom CCls/corn oil (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) y oanocy 1:3 u mo3u 1 UL/g, TenecHe mace, aBa myTa HEIE/bHO Y TPajamby O
mecen nana (313). MHTpaBeHCKH, y penHy BeHy, je ammkoBaHo 1x10° MSCs pecycnennoBaHux y
200 pL 0.9% NaCl unu, 24 cara nakon npse npumene CCls/corn oil, a 3atum 7., 14., u 21. nana

excrepumenta (314).

[Ton uctuM ycinoBuMa, KOHTPOJIHUM Tpynama mumeBa je arumkoBaHo 200 pL 0.9% NaCl um
1x10° Mummjux gpubpodnacta (enr. STO cells), (American Type Culture Collection, Catalog N°.
CRL-1503), 1a 6u ce ucnutano aa i he HHTpaBeHCKa npuMeHa henuja goBecTH 10 oapeheHux

MIpOMEHa WU Cy ouekuBaHu edexTu crneunduyanu camo 3a MSCs.

3.8. Tpancmiianranuja MSCs y pa3Bujeroj ¢puoposu uzazpanoj CCls

Heneswy mana nakon 3ajme amukanuje CCl4/corn oil, oqHocHo HakoH Beh pasBujeHe Gpu3dpose
jeTpe, MuIIeBMMa je, WMHTPAaBEHCKH, IIyTeM pemHe BeHe, ammukoBano 1x10° MSCs
pecycnieroBanux y 200 pL 0.9% NaCl, jenHoMm Heae/bHO, HapeaHe TPU Henmesbe, Aa O ce
ucnutano na g npumeHa MSCs moxxe umatu Tepanujcku edekar Ha Beh pasBujeny Gpudposy
jerpe. Kontponna rpyma mumieBa je, HakoH HHIyKnuje ¢pudpose jerpe mpumana 200 pL 0.9%
NaCl, mog HCTUM yCIIOBHMA Kao U €KCIIEPUMEHTATHE )KHBOTHELE (jETHOM HEJIeJbHO, TPH HEJleIbe,

IIyTeM pEMHE BEHE).

3.9. Buoxemujcka anaau3a omrehema jerpe
HaxoH xpTBOBama eKCIIEPUMEHTATHUX XKHBOTHbA Y aTMochepu 3aculieHoj muetmierpom (BETA

HEM, beorpan), KpB je MpUKYIJbeHA MyHKIIU]OM a0I0OMHHAIHE a0PTe.
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Hakon koarynamnuje 30 MmuHyTa Ha COOHO] TEMIIEPATYPH, CEPYM j€ U30JI0BaH IEHTPUDYTUPAHEM
(3000 rpm, 20 mMunyra) paau oxpehuBama BpEIHOCTH aclmapTaT W allaHMH TPaHCaMHUHa3e (CHT.
aspartate transaminase, AST u alanine transaminase, ALT). BpeaHoctu TpaHcamuHaza cy
mepene Ha Olympus AU 400 (Olympus Diagnostica GMBH, Hamburg, Germany) amapary,
kopumthemem Olympus AU reagents kurosa 3a meperse ACT u AJIT (Thermo Infinity AST(GOT)
Liquid Stable Reagent & Thermo Infinity ALT(GPT) Liquid Stable Reagent for Olympus
AU400/AU600/AU640/AU2700/AU5400 analysers) y ckiamy ca mpenopykoMm mpowusBohaua
(315).

3.10. ITaToXuCTO/IOIIKA AHAJIN3Aa TKHBA jeTpe

HakoH >XpTBOBama EKCIEPUMEHTAIHHUX XHBOTHbA, Tj 24 daca HakoH amumkaiuje CCls u 16
yacoBa HakoH arutnkanuje o-GalCer-a, mumeBuMa je M30JI0BaHa jeTpa 3a MATOXUCTOJOLIKY

aHaJIM3Yy.

TkuBo jerpe je, HemocpemnHo no mionamnuju, puxcupano y 10% pactBopy dopmaigexmuma Ha
co0HOj TeMrieparypu. TKHBO je YKaIYIUBCHO y mapaduHCKe O0JIOKOBE M moMohy MHKpoTOMa Cy
WCECUEHH TIpecely JeOJ/bMHE 5 [m, KOju Cy HaHEIIeHW Ha MPEeIMETHA CTakjia, a 3aTHM OOjeHH

oJroBapajyhoM TEXHUKOM.

3.10.1. bojemwe xemaTokcuJauHoM u eo3unom (H&E)

Jlobujenn mapaduHCKM HMcednu cy 3arpejaHu y tepmocraTy Ha +56°C m HakoH 45 MuHyTa
nenapapuHucanu y kcuiony. [lotom je ypalhen je mporec pexuaparaiyje TKUBa UCTIUPABEM Y
omnasiajyhuM KoHIIEHTpanyjamMa eTHJI aJIkoXoJia: 2 MyTa 1o 5 MUHYTa Yy allCOIIyTHOM aJKOXOITy, 5
MuHyTa y 96% ankoxomy, 5 munyta y 90% ankoxoiny, S munyta y 70% ankoxony u 5 MUHyTa y
nectunoBadoj Boau. Ipenapatu cy 6ojenn Mayer-osum xemarokcuauHom (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) 10 MuHyTa, HaKOH 4era Cy MCIpaHH JCCTHJIOBAaHOM M, HAKOH TOra, TeKyhom
BoJOM 5 MuHyTa. HakoH Tora, mpenaparu cy 2 MuHyTa OOjeHH aJKOXOJHUM €03uHOM (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). 3atuM je TKHBO JEXHIPATHCAHO U MPOCBET/HEHO y KCHIIONY. 3a

mpolec aexujparanyje ynorpedsbeHe cy pactyhe KoHIeHTpauuje amkoxona: 5 munyra y 70%
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ankoxoiy, 5 munyra y 90% ankoxony, 5 munyta y 96% ankoxony u 2 myra no 5 MUHyTa y
aricoJyTHOM asikoxoiy. Hakon Oojema u gexuaparaiiyje, npernaparu cy IpoCBeT/beHHU MOTaNabeM
y MEUIaBHHM KCHUJIOJA M allCOMYTHOT allkoxosa y ogHocy 1:1 y Tpajamy ox 1 MunyTa, a moTom 2
nyra no 1 muHyT y kcuiony. OOpahenu uceurm cy npekpuBenn Kanama Oamsamom (Canada
balsam, Centrohem, Cp6uja) u mokpoBHHM cTakiuMma. [Ipenapatu cy cymeHu 24 yaca U HaKOH

TOra aHaJM3UpaHU 1Mo cBeTiiocHuM Mukpockorom (Olympus, Japan).

H&E je mpumemeHO y eKCIEpUMEHTATHUM M KOHTPOJHUM TpyllaMa MHILIEBAa ca aKyTHUM

XEIaTUTUCOM | ca pudpo3om jeTpe.

3.10.2. PicroSirius-Red 6ojeme

Jla ©Ou ce kBaHTtu(ukoBao/onpenno crteneH (ubOpoze jerpe wu3Melhy pasIUIUTHX
eKCIIePUMEHTAIHUX TIpyla MHIIEBa KOJA KOjUX je MHAyKoBaHa ¢uOpo3a jeTpe, NPUMEHEHO je
PicroSirius-Red 6ojeme, crieruduuro 00jeme 3a KOMIOHEHTE eKCTpaIeypapHOT MaTPUKCa, Kao

mrro je kosarex (316).

[TapaduHcku uceuly cy MPeTXOAHO 3arpejanu y repmoctary Ha +56°C y Tpajamy oa 45 MUHYTA.
3aTuM cy aenapaduHUCAHU y KCUIJIONY M ypaheH je mocTynak pexuaparairje TKUBa UCTTUPAHEM
y omnajajyhum KOHIIEHTpanyjama eTUJl aJIKoXoJla: 5 MUHYTa Yy alcCOoJIyTHOM alIKOXOJdy, IOTOM 5
MuHyTa y 96% ankoxomy, 5 munyra y 90% ankoxomy, 5 munyra y 80% ankoxoiy, 5 MUHyTa y

70% ankoxoJly ¥ Ha Kpajy 5 MUHYTa y JI€JOHU30BaHO] BOJIH.

Jlobujenu npenapatu cy norombenu y Sirius-Red pactopy (0,1 g, Direct red 80, Sigma Aldrich
St. Louis, MO, USA, Catalog N°36-554-8), y Tpajamy ox 60 muHyTa Ha cOOHO] TemmepaTypu (20-
22 °C). a mOTOM HCIIPaHHU Y J1ejOHM30BaHOj Boau. [Ipenapatu cy MOHOBO UCIIpaHH, JBa IyTa 1o 5
MUHYTa, Yy aluIM(HUKOBAHO] BOJH, KOja caap>ku 5 ml rimanujanne cupheTHe KUCeINHE pacCTBOPEHE

y 1L necrunoBane Boje. Bumiak pactBopa je yKIOHEH MEXaHUYKUM OKPETUMa.

VY mpoceny aexuaparaiyje, npernaparu ¢y noTom Jsa myta ucrnpaau y 100% ankoxoiny v TpH myTa

y KCHJIOTY.
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TxkuBHu uceurn cy npekpuBenn Kanama 6amsamom (Canada balsam, Centrohem, Cp6uja) u
MOKPOBHUM CTakIuMa. HakoH 24-4acoBHOT CyIleha NperapaTy Cy aHaIM3UPaHHU MO CBETIIOCHUM

mukpockonom (Olympus, Japan).

3.11. Mepeme KOHLIEHTPaIMje HUTOKHHA U MMYHOCYNIPeCMBHUX (PaKTOpPa Koje MPOAYKYjy

MSCs y cepymy

Hakon xpTBOBama MHINIEBA, y3€Ta UM je KpB M3 a0JOMUHANHE aopTe W IeHTpudyrupana 10
muHyTta Ha 300 g. Cepym je M31BOjeH W 3aMp3HYT Ha Temmeparypu on -20°C no m3Bohema

aHaJIn3c€.

VY cepymy mumeBa je mepeHa koHmeHtpauuja nutokmHa (TNF-a, IFN-y, IL-17 u IL-10) u
UMYHOCYIpecHBHUX (aktopa koje mpoxaykyjy MSCs (IDO, PGE2, HGF, IL-10 u TGF-B)
komepuujanaum ELISA (enr. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) kutoBuMa crieiiu()uaHuM 32
mumgje nutokuHe 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-10 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-17 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; Mouse HGF DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; Mouse TGF-Bf DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; Mouse PGE2 DuoSet ELISA Development kit R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA u Mouse IDO ELISA kit, NeoBioLab.

Crannapnu cy pactBoperu y PBS-y (pH 7.2), rae cy moueTHe KOHIEHTpaluje IUTOKUHE Ouie
2000 pg/ml 3a TNF-0, IFN-y u IL-10 u 1000 pg/ml 3a TGF-B u IL-17, 10000 pg/ml 3a HGF u
2500 pg/ml 3a PGE2 u 30 ng/ml 3a IDO. Ox mpumpeM/beHHX CTaHIapAa Cy HampaBJbeHa
JBOCTpYKO pactyha, cepujcka pa3zdbiaxema y ocaM Tayaka y KOMEpIMjalHOM pacTBapady (eHr.
Reagent Diluent (PBS ca 1%-taum BSA)), mpema ymyrcTBy mpou3Bohaua, mro omoryhasa
KOHCTpyHCamke CTaHIapJH KpUBE W ojpehuBama jeIHauyWHE MpaBe Ipema Kojoj he Outuh
n3padyHaTe KOHIEHTPAIHje MEPEHHUX IIUTOKUHA.

VY 6ynapunhe paBHOT 1HA, MUKPOTHTAp IUI0YA (jelHa MUKPOTHUTAp IUIoYa rnocenyje 96 Oynapuunha,
SARSTED) cunano je mo 100 pl panne konnentpanuje sesyjyher anturena. [lnode cy 3aTBopene
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aTXe3uBHOM (OJIMjOM W, TOKOM HOhM, OcCTaBJbeHE Ha COOHO] Temmeparypu. Hakon Tora,
OyHapuuhu cy IpBO HcTpaHu mydepoMm 3a ucnupame. 3atum, ookupajyhu nydep je moaar y cee
Oynapuuhe, y ¢unanaom Bomymeny on 300 pl. Hakon jemHor gaca, mioue cy uctnpane mygpepom
3a ucnupame. [Ipunpemibenn cTangapau 1 pa3zdoiakeHu y30pLd Cy CUIIaHH Y TUI0YE, TTOKPUBEHU
aaxe3uBHOM (onujom. HakoH nBocaTHe WHKyOaluje, Ha COOHO] TeMIEpaTypud U HCIHpamba
Oynapunha, nonaro je 100 pl pagHe KoHIIEHTpaIMje aHTUTENA 3a AeTekiujy. [lmode cy moHOBO
o0yiokeHe aaxe3uBHOM (DOJIMJOM M OCTaBJbEHE JIBa cara Ha COOHOj TemmepaTypu. Haxon
ucnupamwa, y OyHapuuhe je cumano 100 pl pamne xonuenrpauumje Streptavidin-HRP (enr.
Streptavidin horseradish peroxidase). Hakon 20 muHyTa HHKyOAalHje Ha COOHO] TeMIIepaTypH, Ha
TaMHOM MECTYy, MUKpPOTUTap IUioue cy uchpane. ¥ OyHapumhe je cumano 100 pl pacrBopa
cynctpara (enr. Substrate solution: Color reagent A + Color reagent B, y oarocy 1:1). Hakon 20
MUHYTa, Ha COOHOj TeMIiepaTypu 1 6e3 H3Bopa CBETIIOCTH, y OyHapuuhe je cunano S0ul pactBopa
3a MpeKuaame peaknuje. HakoH Memama, HM3MEpeHa je ONTHYKAa TyCTHHA Y30paka Ha
MicroplateReader-y (Zenyth, Anthos, UK) Ha TanacHoj xyxxunau o 450 nm.

JloOGujeHe BpeIHOCTH Cy YMamkEHE 3a BPEIHOCTH arcopOaHIie cliierne npoode (1ejoOHn30BaHa BOa).
Ha ocHOBY m3MepeHuX BpeAHOCTH CTaHIap/a, HAYMbEHA j€ CTaHIapAHa KpUBA, a TIOMONY ke Cy

HU3PavYyHATC BPpCAHOCTU 3a Y3UPKC HOje,Z[I/IHa‘lHO. Csu y30puu Cy MEpCHHU y AYIUIUKATY.

3.12. OnpehuBame KMHYpPEeHHHA Y cCEpyMy

O63upom na IDO ygectByje y Metabonu3my Tpunrtodana, YMju je Kpajibu MPOAYKT KHHYPEHHUH,
aktuBHOCT DO je mHaupeKTHO ojnpeheHa creKTpohOTOMETPUJCKUM MEPEHEM KOHIICHTpAlH]e
KUHYpEHHMHA y CepyMy KOHTPOJIHE Ipylie MHUILEBa, MUILIEBa KoJ| Kojux je pubpo3za uzazsana CCly
u muiiesa koju cy nopen CCls mpumumnu u MSCs (259). TIpgo je 200 pl cepyma nomeriaso ca 100
ul 30% TpuxopaneraTHe KUCeJIMHE U MHKYOUpaHo Ha TeMnepatypu o1 50° C, 30 munyta. Hakon
nentpudyrupama (15400 g, 1 munyt), 125 pl mobujeHor cymepHaTaHTa je MMOMEIIAHO Ca HCTOM
3anpemuHoM EpnuxoBor pearenca (100 mg p-mumerunOeH3anaexuga pacTtBopeHor y S5 ml
rJalyjaiHe KUCeInHe). Y30pLu Cy, IOTOM, OYUTaHH Yy OJHOCY Ha Cleny Mpoly (11ejoHu30BaHa
Boja) Ha TanmacHoj ayxuHu ox 490 nm Ha cnekrpodoromerpy (Specord S-600 Analytik Jena)
(259).
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3.13. OnpehuBame npopudOPOreHNX NPOTEHHA MOJUMEPH30BAHOM JTAHYAHOM PeaKI[HjoM

Real-time RT-PCR Ttexnukom je ucrnurtano na yu npuMeHa MSCs yTude Ha EKCIpecHjy
npodudbporennx Qakropa konareHa tun I, rmatkomumnuhHor a-aktuHa (eHr. a-smooth muscle
actin, a-SMA) u daxropa Tpancdopmariije pacra f1 (enr. transforming growth factor (TGF)-p1),

y hubposu jerpe uzazuBanom CCls/corn oil, y jerpu MurieBa u y nperxoaHo uzonoBanuM HSCs.

3.13.1. U3oaauuja PHK

TkuBO jeTpe, Koje je MPEeTXOAHO YyCHUTHEHO, W hemujcka kynarypa HSCS cy, y oxaBojenu
eKCIIepUMEHTHMA, TpeTHpaHu Tpu30J peareacom (enr. TRIzol reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA),
y XoMoreHaropy. Jlooujenu nu3ar je npedayeH y miuactuyne enpysere (1,5ml), a HakoH 5 MuHyTa
UHKYOaIMje Ha cCoOHOj Temmeparypu goaato uM je mo 1 mL TRIzol pearenca. Hakon unkybarmje,
10 munyta Ha +4°C, y3opuu cy ueHTpudyrupaHu y tpajawmy on 15 munyra Ha 12000 g Ha
temneparypu o +4°C. Llenrpudyrupame je omoryhmio ¢hopMupame TpU OJBOjCHE (PpaKIHje:
Joma (hpakirja ca MPOTCHHUMA U JIMITUIUMa, nHTepdasa (koja canpxku JIHK) u ropma, 6e360jHa

(Bomena) ppakuuja y kojoj ce nanazu PHK.

I'opmwa (BosieHa) ppakiiyja je moToM npedaueHa y enpysere, y Koje je je qoaat uzomnporpanoi (0,5
mL y ogrocy Ha 1 mL TRIzol pearenca) u uakybupana, Ha COOHOj Temreparypu, Hapeaaux 30
muHyTa. Hakon nentpudyrupma, 15 munyra va 12000 g Ha +4°C, cymepHaTaHT je OIJIMBEH a
nobujenu tajor (y kojem ce Haiasu PHK) je onpan 1Ba myrta o 5 munyta Ha 7500 gy 1 mL 70%
€TaHoJIa, a TIOTOM OCYILIEH, 0 NOTIYHOT HCIapaBamba eTaHoja. Y30pLH Cy OTOM pacTBOPEHH Y

20 pl nectunmoBane Bofe.
3.13.2. PeBep3Ha TPaHCKPUNIKja

Konnenrpanuja je uamepena Ha Gene Quant konopumeTpy, a BOJIyMEHY y KOM ce Haja3zu 1ug
PHK nonato je 0,2 pg macymuunux npajmepa (Fermentas, Vilnus, JlutBanuja) u 15 pl Boge a
notoM U ANTP (3’-neokcu Hykneotun Tpudocdar) (Fermentas, Vilnus, JlutBanuja). @unanHa
KOHIIEHTpanuja pactBopa je ouna 1mM. Kao koHTposHEM y30pak, y3era je Bojaa, 30or moryhe
koHTamuHaiuje. Hakon wmukyOamuje (10 munyra nHa 70°C), y TOKy Koje Cy ce MpajMepH

(xexcamepu) HacymuuHo Be3uBanu 3a PHK, pacTBopu cy craB/beHM Ha CyBM Jel, a HAKOH 5
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MUHyTa je y mux goxaro 4ul mydepa 3a pesep3ny tpanckpumimjy (5 x First Strand Buffer,
Fermentas, Vilnus, JTuteanuja) u 1ul M-MuLV pesep3ue tpanckpunrase (200 U/ul, Fermentas,
Vilnus, JIutBanuja). [ToHoBsbeHA je nHKYOanuja, 1 To 10 munyTa Ha 25°C 1 morom 60 MUHYTa Ha
42°C, kazia ce oJUrpajia peakiija pesep3He Tpanckpunmuje. Muakyobarujom y3opaka va 70°C (10
MHUHYTA), peakiuja je mperHyra a nooujena komrmiementapaa JIHK (CDNA) je uyBana Ha +4°C

10 ynotpeoe.

3.13.3. Peakuuja JJaHYaHOT YMHOKaBalba y peajHOM BpeMeHYy

Ha anmapary ABI Prism 7500Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) je cipoBencHa
peakiMja JIaHYaHOI yMHOXKaBama. Peakiuje cy NpunpeM/beHe IpemMa IpOTOKONy 3a
QuantiTectSYBR Green RT-PCR y jemnom kopaky (Applied Biosystems, Cheshire, Bemuka
bpuranuja), y3 ymnorpeOy komepuujanaux npajmepa 3a TGF-B, Collagen-1 u o-SMA (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Ilpajmepu 3a B-aktun (sens 5’-TCCTTCTTGGGTATGG-3’ u
antisens 5’-ACGCAGCTCAGTAACAG-3’) cy musajuupanu kopuctehu Primer Express®
software v2.0 (Applied Biosystems, Cheshire, Benuka Bpurtanuja). IIpsu kopak RT-PCR je Tpajao
2 munyta Ha 50°C, ca 3agpkaBameM Tpajama 10 mMunyra Ha 95°C. Peakuujy je umnumio 40
LUKJIyca, KOju ¢y mozpazymeBanu 15 momuxmyca tombewma (95°C), U HaKOH TOra BEe3UBaHE
npajmepa 3a JIHK u cunreze JIHK nanna va 60°C y tpajamy o1 1 munyTa. Peakiyje cy yunmeHe

Yy TPUIUIAKATY.

[par ananuse mukiayca (Ct, cycle of threshold) je mogemien Ha 0,1 penatuBHUX (ITYOPOCIICHTHUX
jenmuuna. [Ipoceune Ct BpeTHOCTH TPHUILIKAaTa aKTHHA Ka0 KOHTPOJIE CY OJIy3€Te O] IPOCEYHUX
Ct BpenHOCTH TpHUIUIMKaTa I'eHa KOjU Cy HCNMTUBaHU, nobujajyhu tako ACt, a penaTuBHa
eKCIIpecHja rexa je u3paxkena kao 22!, KonTposiHa BpeHOCT je MPOM3BOJBHO MOJIeNIeHa Ha 1, 10K

Cy pe3yaTaTH NpUKa3aHU Kao peJaTUBHA BPEIHOCT y OJIHOCY Ha KOHTPOITY.
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3.14. U3os1aniuja MoHOHYKJIeapHuX hesnja u3 jerpe

3a u3oanujy MOHOHYKIJIeapHUX henrja u3 jerpe, KopuirheH je MeTo MEXaHUIKe pa3rpajmbe jeTpe
(317). Hakon wu3mBajama jeTpe, YKIOHEHA je Ky4Ha Keca M crpoBeleHa mepdysuja jerpe
ynotpebom 7 mL PBS-a kpo3 v.porta-e. Jerpa je ycuTmeHa Maka3uilamMa Ha JIEJIOBE U MOTOM
HEXHO 37po0JbeHa Kpo3 200um 4eanuHy Mpexy, KOpUIIhemeM ,,KITuna’’ MITPULa a TOTOM U KPo3
henujcko cuto. Jlobujenu caapxaj je pecycnenaosan y 50 ml RPMI-1640 menujyma, Koju caipxu
GlutaMax 1,25 mM, HEPES u 10% FBS, u uentpudyrupan Ha 507 rpm. (60 g) y Tpajamy ox 1
MHUHYT Ha COOHO]j TeMmIeparypu, O0e3 Harjor 3aycTaBibama HeHTpudyre (eur. off break setting). ¥V
cieneheM kopaxky, mo6ujeHu cynepHaranT (45 ml), y kome ce Haima3e uHTpaxenaruyHe henuje je
npebaueHy HOBe enpyBere u neHtpudyrupan (1433 rpm (480 g), Ha coOHOj TemmeparypH, 8

MHHYTa, Ca aKTHBUPAHOM OIIIIHjOM Harjor kouema (eHr. high break setting)).

Tako nobujenu Tanor je pecycniengoBan y 10 ml 37.5% Percoll y HBSS menujymy koju caapxu
100 U/ml xenapuna u nearpudyrupan Ha 1907 rpm (850 g) 30 munyTa Ha cOOHOj TeMuepaTypH,

0e3 Harjor 3ayCTaBJbakba ueHTpI/I(byre.

DoOujenn tajor je motoM pecycrneHaoBaH y 5 ml mydepa 3a nusupame eputpornmra (eHr. Er
Lysing buffer) u uakybupan 5 munyra, Ha neny (+4°C). Hakon Tora, noxato je 5 ml RPMI-1640
ca 10% FBS-om, npekunajyhu nasse nusupame. 3atuMm cy henuje nenrpudyrupane Ha 1433 rpm
(480 g) 8 munyra Ha 8°C, ca aKTUBUpPAHOM OILMJOM HArjor kouyewa. JloOujeHu Tajior je
pecycnenaoBad win y 1ml PBS xoju caapxu 1% FBS omnocno 0,1% NaN3 (13B. mydep 3a
aHaIM3y MPOTOYHOM nuTomerpujom, eHr. FACS buffer) wmu y 1 ml xommnernor RPMI-1640

menujyma (koju caapxku 10% FBS, GlutaMax 1,25 mM u HEPES).

3.15. ®eHoTunM3aNMja MOHOHYK/IeapHUX hesluja jeTpe NPOTOYHOM HMTOMETPHjOM

Hakon ommcaHux mocTymaka H30jamyje MOHOHYKJIeapHUX henuja, CIpoBeleHa je aHaiu3a
M30JI0BaHUX MOHOHYKJIEapHHX henuja jeTpe NpoTOYHOM IUTOMETPUjOM, OJjpel)uBaH je pelaTUBHU

U arcoyyTHu Opoj nHduamanujckux henuja.

Hajope je oapehuBana je BujabmnHocT henmja mpumenom Trypan-blue-a mom CBETIOCHHM

MHUKPOCKOIOM. Y eKcriepuMeHTuMa je BujadbuimHocT henuja 6ona y oncery 90% - 95%.
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CrenupuaHocT

Ob6enexuBay  Kion HzoTumn [Ipoussohau CAT
aHTHUTECIIa
Alexa  Fluor® )
CD4 488 RM4-5 IgG2a, BD Pharmingen 557667
CD4 PerCp RM4-5 Rat IgG2a, BD Pharmingen 553052
CD25 FITC 7D4 Lewis IgM, « BD Pharmingen 553072
BVD4-
IL-4 PE Rat 1gG2b BD Pharmingen 554389
1D11
F4/80 FITC BMS8 Rat 1gG2a Invitrogen MF48020
CD11b PerCp M1/70 Rat 1gG2b Molecular probes Al14787
JES5- )
IL-10 PE Rat 1gG2b BD Pharmingen 554467
16E3
JESS5- .
IL-10 APC 1gG2b BD Pharmingen 554468
16E3
IFN-y APC XMG1.2  IgQG2a, k eBioscience 17-7311-82
MP6- )
TNF-a APC IgG1 BD Pharmingen 554420
XT22
TGF-p APC 860206 Rat 1IgG2A R&D Systems FAB8118A
CDl11c PE N418 Hamster 1gG Molecular probes MCD11c04
CD8a APC 53-6.7 Rat (LOU) IgG2a, k BD Pharmingen 553035
CD19 PE 1D3 IgG2a, x BD Pharmingen 553786
T-bet PE 4B10 IgG1, eBioscience 12-5825-80
Gata-3 PE TWAJ Rat IgG2b, « eBioscience 12-9966-41
Rat IgG2b, k BD Pharmingen
CD21 PerCp 7G6 562797
/41 BD Pharmingen
IgM FITC Rat IgG2a, 553437
53-7.3 BD Pharmingen
CD5 PE Rat (LOU) IgG2a, 553023
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CrenupuaHocT

Ob6enexuBay  Kion HzoTumn [Ipoussohau CAT
aHTHUTECIIa
CD1d FITC 1B1 Lewis IgG2b, BD Pharmingen 561756
Armenian Hamster Biolegend
CD49b PerCp HMo2 103519
19G
MACS Miltenyl
CD49b FITC DX5 Rat IgMk ) 130-102-801
Biotec
CXCR5 FITC L138D7 Rat IgG2a, Biolegend 145519
Syrian hamster Invitrogen
CD3 FITC 500A2 HM3401
19G
CD45 APC 30-F11 Rat IgG2a, Invitrogen MCD4505
TC11- MACS Miltenyl
IL-17 PE Rat IgGl, « ) 130-102-344
18H10 Biotec
FoxP3 PE MF23 Rat IgG2b, « BD Pharmingen 560408
MACS Miltenyl
FoxP3 APC 3G3 Rat IgGl, « ) 130-093-013
Biotec
IL-23 PE 320244 Rat 1I9G2A R&D Systems IC18871P
Ly6 G PE RB6-8C5  Rat IgG2a, Invitrogen 12-5931-81
Ly-6G PerCp RB6-8C5 Rat (LEW)IgG2a, x eBioscience 45-5931-80
RORyt PE 600380 1gG2b R&D Systems IC6006P
IL-6 PE MP5-20F3  Rat IgG1l BD Pharmingen 554401
IL-1p PE 166931 Rat 1gG2b R&D Systems IC4013P
Biolegend
CD206 FITC C068C2 Rat IgG2a, 141703
Biolegend
CD220 PerCp B6.220 Rat IgG2b, « 352602
STAT 3 FITC LUVNKLA 1gG2b eBioscience 11-9033-42

Tabena 3. MoHOKIIOHCKA aHTHUTeNa KOpUITheHa y IPOTOYHO] LIUTOMETPHU]HU.
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3a Oojerme MeMOpaHCKMX MapKepa KopuIIheHa Cy aHTH-MUIIMja MOHOKJIOHCKA aHTHUTENa

pasnmuunre cnenuduynoctu (Tabena 3).

YV 50 pl mydepa 3a 6ojeme (enr. Staining Buffer; BD) je pecycnennorano 1x10° n3omoBanmx
henuja jerpe u goaaTa cy MpUMapHO KOBYroBaHAa MOHOKJIOHCKA aHTHTENA, Koja Cy crenupuyHa
3a TOBPIIMHCKE aHTHTeHe MOHOHYKieapHuX hemmja jetpe (Tabema 3). M3omoBane hemuje cy
WHKYOHMpaHEe M ca aJeKBaTHUM H30THIICKUM KoHTposiama (Tabena 4). ®duHanHa pa30iaxema
aHTUTENa M M30THIICKUX KOHTpoJia y cycreH3uju hemmja cy 6una 1:100. YV oacyctBy m3BOpa
cBeriocTH, hemuje cy makyoupane Ha +4°C, 30 MuHYyTa, HAKOH 4era je moaaro 2ml xjaaHor
mydepa 3a 60jeme u cycrieHsuja je neHrpudyrupana Ha 250 g, 5 munyra. JloOujeHu cyrepHaTaHT
je ombadeH a tamor pecycrnenmoBaH y 250ul mydepa 3a 60jeme, HAKOH 4Yera je aHaau3upaHa
eKCIIpecHja TOBPIIMHCKUX Mapkepa henwja, Ha mpotounom ruromerpy FACSCalibur (BD)
nomohy CELLQUEST codtepa (BD). I'panuunuk (enr. gate), je popmupan y FSC/SSC mnory,
npeacraBibajyhu  peruoH BHjaOMWIIHMX MOHOHYyKJI€apHUX henuja. Y CBakoj aHalU3u je
peructpoBano Hajmame 10000 morahaja. JloOwjenm momanu Cy aHamu3upaHu Momohy

CELLQUEST (BD) u FlowingSoftware 2.5.1.

Ha3uB antutena OOenexuBau Knon N3otun [Tpouzsohau CAT
PE Rat [gG2a, Rat (LOU) BD

PE R35-95 ) 554689
Isotype Control IgG2a, Pharmingen
PerCP/Cy5.5
Mouse IgGl1, « MOPC- .

PerCP Mouse IgG1,« BiolLegend 400150
Isotype Ctrl 21
Antibody
APC Mouse

MOPC- Mouse 19gG2a,
IgG2a, k Isotype APC BioLegend 400220
ctrl 173 K
r
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FITC  Mouse
Mouse 1gG2a, BD

IgG2a, k Isotype FITC G15-178 ) 53456
K Pharmingen

Control

TaGena 4. M30THIICKE KOHTPOJIE MOHOKJIOHCKUX aHTUTENA KOPUIINEHUX Y TPOTOYHO]
UTOMETPH]H.

NuTtpanenynapHo 60jembe IIMTOKHWHA je je 3amovYeTo cTumyianujoM hemuja ¢popbon 12-mupucrar
13-amerarom (enr. Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma Aldrich) u joHomunnHOM (€HT.
lonomycin; Sigma Aldrich), koju aktuBupajy nporeun kunasy C (enr. Protein kinase C, PKC) u
uHTpahennjcko HaKyIJbamke jOHA KallUjyMa, IITO HHIYKY)e eKCIPECcH)y HUTOKIHA Y aKTUBUPAHO)]
henuju (318) y BpemeHckoM uHTEpBay on 4 g0 6 yacoBa. Y in vitro, henujckoj cTumynamuju cy
ynotpebsbern BD GolgyStopTM (koju cagpxu monencud) u BD GolgyPlugTM (koju caapxu
OpedenauH A) - ”HXMOUTOPH MHTPALIEITYIAPHOT TPAHCIIOPTA MPOTEHHA, Y3pOKYjyhil HaKyIIbame
LUTOKHMHA Y €HJOIUIa3MaTCKOM PETUKYIyMy MM ['oiu KoMmIulekcy, mrto nosehasa moryhHoct
JeTeKIMje OBUX hemnuja.

W3o0noBann MoHOHyKjeapu (0poj henwja y MuUIWIMTpy MeaujymMa H3HOCH | MMJIHMOH)
pecycnienoBanu y meaujymy (ca 10% FBS-om) y3 50ng/ml PMA u 500ng/ml joHomuriuna, cy
uHKyOupanu Ha 37°C y npucyctBy 5% CO?2. Hakon aBoyacoBHe nHkyOanuje (Ha +4°C, y Mpaxy)
cycriensuju je momaro 0,7ul/ml BD GolgyStopTM, koju Giokupa cekpennjy u mnBehaa
yHyTaphennjcko Hakyrlbamkhe MuTokuHa. Hakon 4 daca unkybaumje (Ha +4°C, y Mpaky),
MOHOHYKJIeapHe henuje Cy uclpaHe W PEecycleloBaHe Y MEAUjyMy a MOTOM Cy npebadyeHe y
oarosapajyhe enpysere (enr. Falcon round-bottom test tubes, BD).

[IpBOOUTHO je yuumeHO 0Ojerme MOBPIIMHCKMX Makepa, jep ¢ukcanuja U nepMmeadbuIn3almja
henmmja MOTy OIITETUTH €MUTOIE MEMOPAHCKUX MapKepa.

Hakon nnkybanuje ca anturenuma 3a MeMOpaHcke aHTUTeHe, henuje cy onpane ca 2 ml mydepa
3a Oojeme, HaKOH yera cy 5 MuHyTa UeHTpudyrupane Ha 250 ¢. JloOujenu tamor je
pecycniennoBan 'y 250ul Cytofix/CytoPermTM pactBopa (BD Pharmingen), unkyOupan Ha
temneparypu +4°C y Tpajamy on 20 MuHyTa, HakoH 4era cy hemmje ompane ca 1 ml

Perm/WashTM nydepa (BD Pharmingen) u nentpudyrupane Ha 250 g, 5 munyra. Hakon
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O/UIMBama CyIEepHATaHTa JoJlaTa Cy aHTUTeNa 3a HWHTpaleNlylapHO O0jelme IMTOKWHA U
WHKyOupaHa y Tpajamy ona 30 MmuHyTta, Ha Temmeparypu on +4° C. Tamor je, morowm,
pecycnienoBan y 50 pul Perm/WashTM nydepa. Jlogara cy npuMapHO KOBbYroBaHa MOHOKJIOHCKA
aHTHTeNa crienruduyHa 3a MUTOKUHE HaBeneHe y Tabenu 2. Hakon nnkybanuje, henuje cy onpane
kopunihemeM 2 ml mydepa 3a 60jeme u nenrpudyrupane 5 munyra Ha 250 g.

Jlobujern hemujcku Tajnor je pecycnenaoBad y 250 ul mydepa 3a Gojerme W aHATU3WpaH HA
npotoyHoM nuromerpy. I'panuunuk y FSC/SSC mujarpamy mpeacraBiba permoH BHjaOWMITHUX
henuja, a y cBakoj ITOMETPH]CKOj aHATIM3H je peructpoBaHo Hajmame 10 000 morahaj. [Tomamm cy

ananmusupanu nomohy FACSCalibur (BD Biosciences) u Flowing Software 2.5.1. mporpama

3.16. erexkumnja MSCs y jerpama mumesa Tperupanux CCls

MSCs cy dayopecuieHTHO obenexeHe GryopeciieHTHOM 00joM KapOOoKcH(IyopecluH TuaneTaT
cykuuuun ectpoM, (CFSE; Molecular Probes), mpema ymyrcTtBuma mpousBohaua (319) MSCs
obenexxene ca CFSE, y no3u on 1 x 108, Cy aIIMKOBAaHE UHTPABEHCKU MUILEBUMA, ITYTEM PEIHE
BeHe, 24 yaca HakoH npBe anmunauctpanuje CCls/corn oil, 3atum 7., 14. u 21. naHa excriepuMeHTa.
JloOGujena jepHohenmujcka CycCreH3Wja OJ HM30J0BaHOT TKuBa jerpe, 2., 11., 18. m 27. nmana
eKCIIEpUMEHTa j€ aHAIW3UpPaHa Ha IMPOTOYHO] LIUTOMETPHUJU. ATCOiyTaH Opoj perucTpoBaHMX
MSCs o oprany je u3padyHaT Ha OCHOBY (hopmyJie N = Mg/ Ma X V1/V2 X 100 000/X, rae je mgykyma
Maca aHaJIM3UpPaHOT OpraHa; M, Maca aHalW3WpaHEe MPOMOPIMje OpraHa; Vi YKyIHa 3alpeMuHa
CyCIIeH3HU]€ Y KOJO] ce aHanm3upane henuje Hanmase; vo 3alpeMruHa aHATU3UPAHOT Y30pKa; X Opoj

no3utuBHUX Jorahaja Ha 100 000 cBux morahaja (319).

3.17. U3onammja NKT hesnuja u3 jerpe

N3 nobujene cycnensuja MoHoHyKIIeapHU henuja jerpe cy m3onoBane NKT henuje, mMaraeTHom
cemaparnujom, nomohy kura NK1.1* iNKT Cell Isolation Kit, mouse, mpema yrBpheHOM IpOTOKOITY

npoussohaua (Miltenyi Biotec).

Hajnpe cy n3o0BaHe MOHOHYKIeapHe henmje jerpe, m36pojane u y3eto je 107 hemmja. Ose henmje
cy uenrpudyrupane (300 g, 10 munyta) a todujenu Tajor je pecycnengosat y 80 pl mygepa (PBS
(6e3 Ca2" u Mg2*) w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)) u noxaro je 20 ul NK1.1+ iNKT Cell
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Biotin-Antibody Cocktail-a, koju cagpxu pasnmuunra antutena (antu-NKp46, CD115, CD8a,
TCRyYd u CD45R anrtureno) ykinamajyhu aedunucane nomynamnuje henuja. Hakon nakybanmje Ha
Ha Temrieparypu o 2-8°C (10 munyra), henuje cy onpane npumenom 2 ml nmydepa. Cycnensuja
je muentpudyrupana (10 muuyra, 300 g) Ha Temneparypu on 2-8°C. Hakon omiuBama
cymnepHaTanTa, 1ooujeru taior je pecycnermoan y 90 pl Buffer-a u momaro je 10 pl Anti-Biotin
MicroBeads. Hakon uHKyOanuje y Tpajamby ox 15 Munyra, Ha Temmeparypu on 2-8°C, taior je
pecycnienoBad 'y 2 ml mydepa u uentpudyrupan 10 munyra Ha 300 g. HakoH ykiamama
KOMIUIETHOT CyIepHaTaHTa, MpeocTaiu Tajor je pecycnenaoBan y 500 ul mydepa. Y marnerHo
nosbe MidiMACS cenaparopa (Miltenyi Biotec) je mocrabena LD kosoHa, ucripaHa mpruMeHOM
2 2 ml Buffer-a. Iponymramem henujcke cycrieH3uje Kpo3 OBY KOJOHY CY CaKyIJbEHE
neobenexxene NK1.1" NKT henuje, koje cy nentpudyrupane (10 munyra, 300 g). JloOujenu
tasor je pecycnenaosan y 90 ul mydepa (PBS (pH=7.2), 2mM EDTA u 0.5% BSA) u notom je
nomato 10ul Anti-NK1.1-APC. Hakon nnkyoanuje henuja ca anturenom, crernuduaanm 3a NKT
hemuje (10 muuyra, Ha Temmeparypu ox 2-8°C), hemmje cy ompane y 2 ml Buffer-a u
uenrpudpyrupane (10 munyra, 300 g). [lunerom je yKIOWmEH LEIOKYNAH CylEPHATAHT a TaJor
pecyciengoBan 'y 80 ul mydepa, momaro 20 pul Anti-APC MicroBeads u uHKyOMpaH Ha
temmeparypu of 2-8°C, y Tpajamy ox 15 Munyta, HakoH hera cy henuje pecycnennosane y 2 ml
nydepa u uenrpudyrupane (10 munyra, 300 g) a noOujenun tanor je pecycrnerdonan y 500ul
nydepa.

V¥ maraerHo nojbe MidiMACS cenapatopa (Miltenyi Biotec) je 3atum noctaBbeHa LS konona
(mpunpemsbena ucrimpareM ca 500 uL mydepa), kpo3 kojy je nporyiiteHa hemujcka cycnensuja,
Tako na cy no3utuBHO cenekroBane NKT henuje, Tj oHe Cy ce Be3ase 3a 3u/10B€ KOJIOHA TOMONy
anTi-NK1.1 anturena. LS marneTHa kojoHa ca obenexkeHuM henmjama je ykiomena ca MACS
cemaparopa M MOCTaBJbCHA y EIpyBeTy, Kaia je noxato 1 ml mydepa u campxaj je HOTHCHYT

IUTACTUYHUM KJIMIIOM, YKJIamajyhu Tako oBe henuje u3 KojoHe.

Hobujene NKT hemmje cy ynorpebsbene kao edekTopcke hemuje y TECTy HMHUTOTOKCHYHOCTH

(PE®), nakoH onpehuBama BUXOBOT Opoja v BUjaOUITHOCTH.
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3.18. M3oaanmja cmiieHouuta u cenapamuja CD4+ T aumdouura momohy MarHeTrHHX

KYIJIHIA

[TpuMkoM KpTBOBamka MUIIEBA Y €KCIIEPUMEHTATHOM Mojeny (Gubpose jerpe, U30JI0BaHA je U
ClIe3MHA Y IUJbY JOOHjama MojeIMHAYHIX CIUICHOLIUTA, KOjU Cy TOTOM KOPHUINNCHU 32 MAarHETHY
cenapanujy CD4+ T mumdoruTa.

Crne3uHe cy, KJIHMIIOM LINPHIIA, XOMOTCHU30BaHEe M mponyiitene kpo3 henujcko curto (enr. cell
strainer, BD Pharmingen, USA) u y enpyBery je nonato nogaBame 5 Ml meaujyma (RPMI-1640
(PAA Laboratories GmbH) ca momatkom 10% FBS-a). Cycnensuja je uentpudyrupana (5
muHyTa, 1500 rpm) a cymepHaTaHT je OMJIMBEH. Y Talor je M0JaT PacTBOp 3a JIM3HPAme
EpUTPOLINTa M HAKOH WHKyOaruje (5 MuHyTa, Ha Jiedy), JiH3a CpUTPOIUTA je O0yCTaB/beHA
npumenoMm 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-om. Cycnensuja je nentpudyrupana, a y npeocTaiu
TaJor, J00MjeH O/JIMBabeM CYIIepHaTaHTa, je noaato 8 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-om.

OBako po0MjeHa cycneH3Wja I[OjeIMHAYHUX henmuja cle3nje je ynoTpebsbeHa 3a Jajbe
eKCIIepUMEHTe, HAaKOH ofpehuBama Opoja u BujadbmiHocTH henuja.

3a uzgBajame CD4+ T numdonura us ciesune je ynorpedssen CDATCD25" Regulatory T Cell
Isolation Kit mouse, npema nporokosy npoussohaya (Miltenyi Biotec). U3 mperxoaHo mobujene
cycrensuje je ysero 107 hemuja, koje cy uenrpudyrupane (10 munyra, 300 g) HakoH dyera je
OJIIMBEH CYINEPHATAHT a Tajor pecycrnengosan y 40 ul mydepa (PBS (6e3 Ca2* u Mg2*) w/0.1%
BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)). V henujcky cycnensujy je momato 10ul CD4*CD25" Regulatory T
Cell Biotin-Antibody Cocktail-a xoju caapxu pasnuuura antutena (antu-CD8a, Ter-119,
CDA45R, CD11b u CD49b antuteno) kojuMa ce oTKIamajy nepunucane henmjcke cyomnomynanmje.
Jlo6po u3menian tanor henmja je nakyoupan 10 munyTa Ha Temreparypu of 2-8°C, HaKoH uera je
nogaro 30 plL mydepa, 20 pL Anti-Biotin MicroBeads u 10 pL CD25-PE antutena. Y
npurnpemibeHy LD kosoHna, mocraBibeHy y MartetHo nosbe MidiMACS cenapartopa (Miltenyi
Biotec) je, HakoH nHKyOanuje y Tpajamy oa 15 MuHyTa Ha Temneparypu of 2-8°C, nponymireHa
henujcka cycneHsuja u Ha Taj HAYMH Cy NPUKYIUbeHH HeooOenexxenn CD4+ T mumdornutu. LD
Mar"eTHa KoJIOHa ca obenexkeHnM henrjama je ykiomena ca MACS cenaparopa v ocTtaBJbeHa y
enpyBery, gonato je 1 ml mydepa u canpikaj je HOTUCHYT IUTACTHYHUM KITUIIOM, YKJIamkajyhu Tako
oBe henuje u3 xkonone. Yucroha nomynaiuje je mpopepeHa nomohy npoToyHe IUTOMETPH]€, HAKOH

yera cy CD4+ T numdorutu ymotpebibeHu 3a in VIitro ekcriepuMeHTe.
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3.19. Mepeme nurorokcuunoctd NKT henuja ynorpebom xCELLigence cucrema

3a oapehuBame nuToTokcHuke aktuBHOCTH NKT henmja jerpe eKcriepuMEHTaIHUX KUBOTHHHA
ynotpebspeHa je DP Bep3uja xCELLigence cucrema, Koja moceayje 3 MUKpOTUTap Iio4e ca 1o 16
oynapurha (E16) ca 3mataum gaom. 100 Ul koMIuteTHOT MeijyMa je HallMBEHO y cBaku OyHapuuh
U crpoBeneHa je kanmuOpanuja, nocraBibambeM XCELLigence cuctema y mukybatop Ha 37° y
npucyctBy 5% CO2. HepG2 henmje cy kopumhene kao IubHe, OJHOCHO TapreT henuje.
[IpunipemsbeHa je cycmeH3mja OBUX henuja: Tymopcke henuje cy, Hajupe, MOIUTHYTE ca JHA
dutacka KpaTKoTpajHOM ariukaiijom pactBopa 0.25% 7rypsin-a u 0.02% EDTA pactBopeHor y
PBS-y. henujama je nogaro 6 ml DMEM wmenujyma ca 10% FBS-om, 300r HeyTpanuzanuje
Trypsin-a. Hakon uentpudyrupama (5 muuyra, 125 ¢), cynepHaraHT je OJIMBCH a Tajor
pecycreHOoBaHy KOMIUIETHOM Meaujymy. Bujabunnoct Tymopckux henuja je oapehuBana
npumenom Trypan-blue-a a y ekxcnepumentnma je kopumiheHa hemujcka cycrieHsuja Koja je
caap:ana Bue oj1 95% Bujaduinux henuja. [Tpunpemibena je cycnensuja HepG2 henuja (4x10°
henuja/ml KoMIIeTHOT MeaMjyMa) Tako Aa y cBakoj komopu E16 mmode 6yze mo 4x10* rymopckux
henmja y Bomymeny ox 100 pl. E16 moue cy moctaBibene y XCELLigence cuctem u nHKyOaruja
tapret henuja Ha Temnepatypu ox 37°C u y npucyctBy 5% CO?2 je tpajana 24h.

N3onoBane NKT henuje cy kokyntuBucane ca tapret henmjama y ognocy 10:1 (320), tako mro
Cy pecyCIieHIoBaHe y KOMILIeTHOM Meaujymy 4x10° henmja/ml kommeTHOr MejyMa) a moToM
cy cumane y Oynapuuhe, y Bonymeny o 100ul, Hakon unkyOarnuje tapret henwja.

E16 mioue cy nocraBibene y XCELLigence cucrem, kKojuM je MepeH helujcku uHAEKC TOKOM 6
yacoBa ( Ha Temneparypu ox 37°C, y npucyctBy 5% CO2). Ilogauu cy aHanu3upaHu NIpUMEHOM

nporpama RTCA Software 1.2 (Acea Biosciences).

3.20. UcnuTuBame napakpunux edpekara MSCs Ha xenatorokcnynoct NKT hemuja in vitro

3a ucnuruBame napakpunor epexra MSCs Ha NKT henuje y akyrHoMm xenatutucy, NKT henuje
KOje Cy M30JIOBaHE M3 jeTpe MHIIEBA U KYJITHBHCAHE Y KOMIUIETHOM Meaujymy (y3 poxarak 10%
FBS-a, 2 mM L-rnyramuna,100 1U/ml menurmmmuaa G u 100 ug/ml crpenTomuruna), cy

crumynucane o-GalCer-om (100 ng/ml) u xokyntuBucane ca MSCs y transwell cucremy ca 24
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otBopa (0,4 pm, Corning Incorporated, Life Sciences, France). NKT hemuje (1 x 10°) cy 3acejane
y nomoj komopu, a MSCs y uncepre transwell cucrema, y ogrocy 10:1 (321). Hakon 48 catu
nunkyOamuje, ELISA ecejoM je aHamu3uMpaHO MPUCYCTBO IUTOKKMHA y CyNEpPHATAHTHMA U3 CBUX
koMopa, momohy ELISA kutoBa y ckmagy ca mpenopykom mpom3Bohaga. NKT henmje cy
CaKyIUbeHE U, IOTOM, aHaJU3UpaHe MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM U KopullheHe y TecTy

IOTHUTOTOKCHYHOCTH.

3.21. UcnutnBame napakpunux epexara MSCs Ha pynknujy CD4+ Taumdounura in vitro

3a ucnutuBame napakpuHor egexra MSCs na CD4+ T numdonute y dudposu jetpe, CD4+ T
TUMQOIUTH, KOJU Cy TMPETXOAHO H30J0BaHU W3 CJC3MHE MHUINEBA, Cy CTUMYJIHCAaHU
KonkanaBamuaom A (enr. Concanavalin A) (2.5 pg/mL) (322) u IL-2 (enr. Interleukin-2, 50
ng/mL) (323) u kokyaTuBucanu ca MSCs y IMPEKTHOM KOHTAKTY WM (PU3HUYKH OJBOjeHH TOMOhy
transwell cucrema ca 24 orBopa (0,4 um, Corning Incorporated, Life Sciences, France). CD4+ T
auMAOLUTH Cy 3acejaHd y 1o0moj komopu, a MSCs y wuncepre transwell cucrema, wim y
TMPEKTOHOM KOHTATKTY y ogHocy 10:1 (324). Hakon unkybanmje, y Tpajamy ox 48 yacoBa, ELISA
ecejom (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) je oapeljeHa KOHIIEHTpaldja IIUTOKHHA Y

CylepHaTaHTUMa, IpeMa YIyTCTBY Ipou3Bohaua.

3.22. M3onanuja crenatuux heamja jerpe

MumieBuma je yuumeHa nepdysuja jerpe , myrem Vena portae, kopumhemem 26 G urne (BD,
Franklin Lakes, USA). [lepdy3uonu pactBopu 1 u 2 cy NIpeTxoJHO NPUNPEMIbEHHU U 3arpejaHy Ha
temneparyty 37°C, a motom yOpu3raHu y jeTpy MuileBa npeko Vena-e portae, a JpeHUpaHU

nyreM Vena-e cava inferior, y3 moMoh nepuctajiTuuke mymre, y3 Op3uny nporoka og 6.5 mL/min.

Ilepdy3uonu pactBop 1 unne: 8 g/l NaCl, 400 mg/L KCI, 78 mg/L NaH2PO4 x H20, 151 mg/L
NaHPO4 x 2 H20, 2380 mg/L HEPES, 350 mg/L NaHCO3, 190 mg/L EGTA, 900 mg/L rnyko3e,
u 6 mg/L phenol red unaukaropa. pH pactBopa je yckiahen na 7,3—7,4 momohy 10 N NaOH.

PactBop je unTpuraH y CTEpMIHMM YCIOBMMa M Tako IpUIlpeMibeH je cauyBaH Ha 4°C g0
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ynotpe6e. [loBaj mepdy3nonn pactBop je yopusraBaH y jeTpy MuiieBa 4,5 MUHYTA., KaO MPBH

Kopak nepdysuje.

VY apyrom kopaky, nmpunpeMmeH je nepdy3unonn pactsop 2, koju umHe: 8 g/ NaCl, 400 mg/L
KCI, 78 mg/L NaH2PO4 x H20, 151 mg/L NaHPO4 x 2 H20, 2380 mg/L HEPES, 350 mg/L
NaHCOz, 560 mg/L CaCl, x 2 H2O u 6 mg/L phenol red unaukaropa. pH pactBopa je yckinahen
Ha 7,3-7,4 momohy 10N NaOH. PactBop je ¢uarputan y CTEpUIHHM YyCIOBUMAa U TaKO
puIpemMsbeH je cauyBal Ha 4°C no ynorpede. OoBaj nepdy3uoHu pacTBop je Takohe yopusraBan

y jeTpy muieBa 4,5 munyTta u gonymeH ca 0.5 mg/mL I[Iponase E (Merck, Darmstadt, Germany).

VY tpehem kopaky, nepdy3nonu pactop 2 je nonymeH ca 0.75 U/mL Komnarenase P (Roche, Basel,

Switzerland) u yopusrasaH y jetpy mMuuiena 4,5 MuHyTa.

[TepdyHnoBane jeTpe Cy YKIOWEHE U jeTpa je YCUTHhCHA MaKa3uilama Ha JIeJIOBE U IIOTOM HEXHO
31pobsbeHa kpo3 200um YenudHy Mpexy, KopuimhemeM ,,Kinma’’ MIpUiia a MoTOM U Kpo3
henujcko cuto. JloOujeHu caapkaj je pecycrneHaoBaH nepdy3noHOM pacTBOpy 2 y3 AoJaTak
0.4 mg/mL IIponaze E, 1.5 U/mL Konarenaze P, and 0.02 mg/mL Dna-ze I (Roche, Basel,
Switzerland). PactBop je y3 momoh NaOH, nosenen na pH 7.2—-7.4. TakBa cycneH3uja je, HAKOH
henujcke nurectuje y Tpajamy o4 20 MUHYTa y BOJIEHOM KynaTuily, Gpuiarpupana kpo3 70 um cuto
(enr. cell strainer, BD Pharmingen, USA), ucnpana nomohy mepdy3uoHor pactBopa 2

(remmniepaatype 4°C) u uenrpudyrupana va 600 g necer munyrta. (325)

Jlobujena henmjcka cycreHsuja je aBa myrta neHtpudyrupana Ha 50 g, 90 cexynau. Hakon
oZIBBajamba xemarorura, kopuhemem rpamujenta nomohy Percoll-a (Sigma, UK), noGujena
cycrneHsuja je ueHTpudyrupana 5 munyra Ha 50 g. HakoHn oxlanuBama rnenera, IpeTxoHH KOpak
Jj€ IOHaBJbaH JI0 TPEHYTKA KaJa ce BUIlIEe HUje popMupao BUAJbUBH MeneT. LlenTpudyrupamem Ha
200 g, 10 munyTa je 10OUjEeH NeNIeT KOjH j€ CaJApkKao CTeIaTHE helrje jeTpe v OH je PECyCIIeH10BaH
y 10 ml DMEM-a (Gibco, UK) koju caapxu 10% FCS.. Hakon nocneamer nentpudyrupama Ha
200 g, 10 munyTa, nobujenn henmjcku cymncrpar je pecycnennoa y y 20 ml DMEM-a (Gibco,
UK) koju canpxu 10% FCS u 3acejan y henujcku (hiack, Koju je MOTOM YyBaH Y aCENTUYHUM
yclIoBUMa y WHKyOatopy Ha Temmepatypu on 37°C u y npucyctBy 5% CO». Hakon 20 gacoBa
MenujyM je 3amemeH. (326). Hakon 72 waca, nobujene xemnatnutne crenatrHe hemmje (HSCs) cy

notoM Kopuurhene 3a kokyntuBanujy ca CD4+ T numdponutuma.
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3.23. KokyaruBauuja CD4+ T numdonuta odesnexxenux MSCs ca HSCs

Mesennmanne Mmatndae henuje cy y3rajaHe y KOMIJIETHOM MeJIUjyMy, y Beh OucaHoM NOCTYIIKY,
y IPUCYCTBY WK ojicycTBY naxuouropa IDO, 1 mM 1-MT, a notom 3acejane y transwell cucremy
ca CD4+ T numdonmtrma Koju ¢y in Vitro crumysucanu (oguoc 10:1), kao mro je omucano (247).
Hakon 48 wacoBa, CD4+ T numdorutu cy npukyybenn u KynruBucanu ca HSCs (omgnoc 20:1)
(327), naxon yera je, mpumenom real-time PCR (mocTymnkoM Koju je mpeTX0IHO OMKMCaH) MEpeHa

excrpecuja koarena tur 1 (exr. collagen-1).

3.24. CTATUCTHUYKA OBPAJIA ITIOJATAKA

[Momanu cy ananu3upanu KopumhemeM craTucTiHakor nporpama SPSS, Bepauja 20. Hopmannoct
pacmioziene je onpehena recrom Kolmogorov-Smirnov. 3a BpeiHOCTH ca HOPMATHOM Paciioiesiom,
kopuiheH je mapamerapcku Student’s-oB t TecT a y ciIy4ajy HEpaBUIHE pacHojelie ynorpeobeH
je nemapamerapcku Mann-Whitney-es U tect. J[oOujeHn pe3yaTaTi eKCIIEPUMEHTA Cy U3PAKECHU
Kao BpPEIHOCT * cTaHapaHa rpemika (eHr. Standard error/Mean, SEM). CTaTHCTUYKY 3HaYajHOM
pa3nuKoM cy cMarpane aoomjere BpeqHoctd p<(0.05, a cTaTUCTUYKH BEOMa 3HAYAJHUM Cy OHE

BpenHocTH 3a Koje je p<0.01. Microsoft Excel je kopumnihen 3a kpeupame rpadukona u Tadena.
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4. PE3YJITATHU

4.1. YTUIAJ MESEHXUMAJIHUX MATUYHUX REJINJA HA CUTHAJIHA IIYT IL-
17 Y MOJAEJY AKYTHOI' XEITATUTHUCA

4.1.1. JennokpaTHa amummkanuja MSCs 3HauajHo cMamyje akyTHO oluTeheme jeTpe Koje je

u3a3ano CCls, cmamyje unpuiarpanujy unduaamanujckum hemjama u cMambyje cepyMCKH

HuBo IL-17.

Makpockoricku, jetpe MuineBa koju cy mnpummin camo CCls, cy ysehane, ca Onehom u
HETIPaBUJIHUJOM CTPYKTypoM (upHe cTpenuie). OBe KapaKTepUCTUKE YKa3zyjy Ha H3pakeHO
omrreheme jerpe, 3a pa3iuKky oJ jerpu MuineBa kojuma cy nopen CCls anmkoBane u MSC — oBe

jerpe uMajy TIIaTKy, yHU(GOpMHUCaHy TIOBPIINHY, CIMYHO jeTpaMa KOHTPOJTHHX KUBOTHbA (Crinka

3).

Corn oil + NaCl Corn oil + MSCs CCls/corn oil + NaCl CCls/corn oil + MSCs

5 & &

Cianka 3: MakpoCKONCKH H3IJIe/ jeTpH MHUIIIEeBa.

XuCTONOMIKa aHalu3a IMOTBplyje MPeTXOAHO HaBeleHe pesynaTtare. Ha mpemaparuma jerpu
(bojeHMX XEeMaTOKCHJIMH-e03uHOM) MulneBa koju cy mpumuiu CCls ce yowaBajy ekcreH3uBHE

30HE HEKpO3€e ca F'yOMTKOM HOpMajHe apXUTEKType TKUBA jeTpe, BAKyOIU3aI1jOM, KapHOJIU30M U
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U3paXKeHOM MHQHUITpALKjoM eo3uHobmInMa (LipHE cTpenulle). Yodasa ce nosehame HUToIa3Me
BehunHe xenatorura. Hacympot oBoM Hana3y, Ha jeTpama muiieBa koju cy, nopen CCls mpumuiu
n MSCs, BumsbuBe Cy coluTapHe 30HE HEKPOTHYHOT TKMBa IMOKa3yjyhu TuMme aa mpuMeHa
ME3EeHXMMAJIIHU MAaTUYHUX henja 3Ha4ajHO cMambyje YKYIHY MOBPLIMHY HEKpO3€ TKHBA jeTpe

(Cnuka 2, yBenuvame x 10, p< 0.01).

Corn oil + NaCl Corn oil + MSCs CCls/corn oil + NaCl CCl4/corn oil + MSCs

Omrreherme XemarouTa y OBOM €KCIIEpUMEHTATHOM MOJIeTy TPaTH eKCTeH3UBHA WHUITpaIja
nHpIamanyjckuM henrjama, yayrap o0yiryca jeTpe U y HelmoCpeIHOj OJTM3HHM IICHTPATHUX BEeHA
U TMIOPTHHX MTPOCTOpa, MOKa3yjyhu /a ce y npuka3aHOM TKHBY onurpasa uHdiaaMammja. Mehytum
IpUKa3aHa HHQUITpalKja je 3Ha4ajHO peayKoBaHa KOJI MUIlIEBA KOju cy Tpetupanu u ca MSCs,

(C'paduxon 1, p<0.05).
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Hexposa jetpe

[lpumena MSCs 3HauajHo cMmamyje omTeheme jerpe, mTO je NOTBpHEHO BpeaHOCTHMA

tpancamuHasa. (I'padukon 2). Cepymcku HHBO ACT u AJIT je 3Ha4ajHO HIDKHM KOJI MUILIEBA KOJU

cy npumuiin CCls+MSCs, y nopehemy ca muiieBuma koju cy tpetupanu ca camo CCly,

T ke 15 =
B o o o () Com oil+NaCl
E 5 EW [ Com oil+MSCs
! S o- B CCL+/com ofl+NaCl
4 'E 38 CCL4/Com oil+MSCs
L5 1 B -
=R =
g 8 37
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CmameHo uHOuamanmjcko omrteheme koa mumeBa koju cy npumuwin CCls+MSCs mparu u
cMmameHa npoaykuuja |L-17. Cepymcku HuBo IL-17 je 3HauajHO HIKH, Y OJTHOCY HA MUIIEBE KOjH
cy npumuin camo CCls (p<0.05). Tlopen IL-17, 3HauajHO je cHibkeH xenatoTokcudau TNF-o
(p<0.05) u 3HauajHo moBumieH IL-10 koju mocenyje UMYHOCYIIPECUBHO U XENATONPOTEKTHBHO

nejcteo (p<0.05) y cepymy muriesa koju cy npumanu CCls+MSCs (I'padukon 3).

[ Com oil+NaCl
[ Com oil+MSCs
Il CCLs/com oil+NaCl
5 CCL4/Com oi+MSCs
5 1 - 4 - — 2 1 —
o &
i 41 234 E
o g 1 % 2 1 514 I
D < = =
& 1] 21 2
o L (1l oL ] o]
IL-17 TNF-u IL-10
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4.1.2. Ilpumena MSCs 3nauajuo cmamyje 0poj NKT heauja koje npoaykyjy IL-17, anu He
yruue Ha 6poj Heyrpopuiaa, CD4+ u CD8+ T numdounra koju npoaykyjy IL-17 y akyrHom

omrehemy jerpe mzazBanom CCla.

Ha O6u ce yrBpamio on kKoje henujcke momysianuje JOMHUHAHTHO 3aBUCH HMHQIIaMaruja jerpe
nocpenctBoM IL-17, ogHOCHO Ha K0jy henujcky monmynanujy yrude npumena MSCs, yunmena je
MIPOTOYHA IUTOMETPH]ja H30JIOBAHKX JICYKOIIUTa Y HHPUITpaTy jerpe. MtparenynapHo 6ojeme je
MoKasajio Ja, y jerpama muiieBa koju cy npumanu CCl4, Behuna nndunamanujckux henuja koje
npoaykyjy IL-17 cy NKT hemuje. CxomHo Tome, peaykuuja omrehema jeTpe y OBOM
eKCIIepUMEHTaTHOM Mozeny OoisiecTu, je mocnenuna cmamene npoaykuuje IL-17 y NKT
henmjama, Moz yTriiajeM npuMembEeHUX ME3EHXUMAIHUX MaTHYHKX henwja.

[MocToju 3HauajHo Mamu Opoj CD3+ CD49b+ NKT henuja koje nponykyjy IL-17, kon muriesa

koju cy nopen CCls mpumunu u MSCS, ocHocy Ha mutiieBe koju ¢y npumuian camo CCls (p<0.05)

(Pwurypa 1).
CCldcorn il + NaCl ——
53_ T i 1 13,78%
o .
=
[T
. L]
) dg [ 3 a
4
*® ,‘ﬁg -
= 32 3 g
E 2 IL17 PE
218
‘g B .
'-g- o4 0 ? 3 10,53%
IL-17+ NKT henuje =
('8
]
o
o
Corn ail + HaCl
I cciicorm ol + HaCl ;ﬁ‘ _g"
I cCljcom ol + MSCs = - -
CD49b PerCP IL-17 PE

®urypa 1. llpumena MSCs noBehaBa 6poj IL-17+ NKT heauja y jerpu mumeBa kojuma je
u3azBaH xenaturuc. bpoj IL-17+ NKT henuja je 3Ha4ajHO BUIIK y jeTpH MUIIIEBA KOjJH Cy TIPUMHIIH
camo CCly, y nopehemy ca mumeuma koju cy HakoH CCls npummmu u MSCs (cpeama BpenHocT +/-

SE, *p<0.05). [Ipuka3anu cy penpe3eHTATUBHH MIIOTOBH.
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Hacymnpot Tome, HHje youeHa pasnuka y ancosyTHoMm 0pojy CD45+Ly6G+ neyrpodwuna, kao HU
CD4" u CD8" T nmumdouutuma y jerpu Koju npoaykyjy IL-17, usmelyy excriepuMeHTannux rpyma
(T'paduxon 4).

[ ] cern oil + NaCl
Il cCl/corn oil + NaCl

=t
= 2 ? 2 cCljeorn oil + MSCs
K 10 4
3 1 | 6 1 =
= £ 1 4 4 B
=) fui o ] e
-3 : ol I b
won o i o |-
IL-17+ neyTpodmnn CD4+ ILA7+ T CDB+ IL-17+ T
nuMpaLuTh NUMBOLUTH

I'paduxon 4. Ipumena MSCs ne yrude Ha 6poj Heytpopuaa, IL-17+ CD4+ u CD8+ T

JuM@oIUTA y jeTpu MHUIIeBa KOjUMa je n3a3BaH xenatutuc. (cpeama BpeaHocT +/-SE).

4.1.3. Y exkcnepuMeHTAJTHOM MoOJeJy akyTHor xemarutuca uzasBaHor NKT heamjama,
Me3eHXnMaJiHe MaTu4He henuje cmamwyjy ykynan 0poj NKT henuja koje npoaykyjy IL-17+

a mosehasajy opoj FoxP3+ IL-10+ NKT henuja.

VY ekcrepuMEeHTaTHOM MOJeNy aKyTHOT XeNaTHUTHCa, Te je aKyTHO HacTaio omreheme jerpe
n3a3zBaHo CCls, moka3aHo je ja nmprMeHa ME3eHXMMAaIHUX MAaTHYHUX henuja 3Ha4yajHO cMamyje

aKyTHy uH(IaMaiujy jerpe, tako mro cMamwyje 6poj NKT henuja xoje mpoaykyjy IL-17.

Ha 6u cmo nasse uctpaxunu yrunaj NKT henmja y akyTHOM XemaTuTucy, npuMemeH je Beh
YCTAHOBJbEHHU MOJIET aKyTHOT xernaruTuca npumeHom o-GalCer, koju je cHaxxau aktuBaTop NKT

henwmja.
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[TokazaHo je na jenHokparHa npumena MSCSs 3nauajao penykyje omreheme jerpe nzazpano NKT
henujama. OBo je moTBpheHO pazukama y MEpeHUM TpacaMHHa3zaMa jeTpe, Kao U XMCTOJOLIKUM
pasnukama m3mely ekcriepumenTtannux rpyna. Ha ®@urypu 2 je mokaszano aa npumena MSCs
3Ha4ajHO cMamyje HuBo AST u ALT y cepymy mumiesa koju cy npummin o-GalCer u 3nauajo

CMamYyje HEKpO3y XeNaToILUTa KOja OCJIMKaBa CTENEH akyTor omrehema jerpe.

1400 — [ Matt
1200 - I o-GalCer
i [ o-GalCer « mscs
m-
S w0
= .
200
g i M
AST ALT

NaCl

a-GalCer + MSCs

[TpruMeHOM TPOTOYHE IUTOMETPHUjE Y OBOM EKCIEPUMEHTATHOM MOJIENy, Mmoka3aHo je na MSCs
3HAa4YajHO CMamYyjy NPOAYKIH]Y cBUX HMH(piIamaTopHuX nutokuHa IL-17, IFN-y u IL-4 y NKT
henujama jetpe (I'padukon 5) anu u na Behuna NKT henuja npoaykyje IL-17 (Durypa 3).
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[Ipema naBenenom, MSCs cmamyjy anconyrau 6poj NKT henmja xoje mHGuUATpUITY jeTpy H
npoaykyjy IL-17 (p<0.05) (Pwurypa 3) u ucto Tako cMmamyjy cepymcku HuBo IL-17 (p<0.05)
(C'padukon 6).

500 - [ NacCl
Il o-GalCer
— 400 - A a-GalCer + mscs
_g, 300 A
&, 200 -
100 A
0 -

IL-17

I'paduxon 6: MSCs cmamyjy konnenTpanmjy IL-17 kox MumieBa kojuma je u3a3BaH aKyTHHU
xenaturtuc. [Ipumenom crannapanor ELISA Tecta, mokazano je aa je cepymcku vuBo |L-17 3Ha4ajHO
BHIIIA y CEPyMy MHIIIEBA KOju Cy mpuMuin camo o-GalCer, y mopehemy ca MuUIeBIMa KOjH Cy HAaKOH

a-GalCer npumumun u MSCs (cpenma Bpeanoct +/-SE, *p<0.05).

Ocum 1mto cmamyjy O6poj NKT henuja xoje nponykyjy 1L-17, MSCs 3nauajuo nosehasajy 6poj
FoxP3* IL10" NKT henwuja, Koje nMajy peryiatopHy U XenaTolnpoTeKTHBHY yiory (durypa 4).
[Tokazano cBojctBo MSCS ykaszyje Ha BHXOBE KOPHUCHE €PEeKTe y aKyTHOX XEIMaTUTHCY, KOje
ocTBapyjy Hapymasajyhu 6ananc usmehy NKT henuja xoje mpoaykyjy IL-17 u perynaropHux
NKT henuja (FoxP3* 1L10%).
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®durypa 4. MSCs nosehapajy 6poj FoxP3" IL10* NKT hemmja y jerpu. I[lppumeHoM IpoTOUYHE
UTOMETPHj€e, TTOKa3aH je 3HauajHo moBehan armcomytau 6poj FOXP3™ IL10* NKT henuja y y jerpu
MmuIeBa Koju ¢y HakoH a-GalCer mpumunu u MSCS, y oHOCY Ha MHIIIEBE KOjH CY TPUMUIH CaMO

a-GalCer. (cpeama BpenHoct +/-SE, *p<0.05). [Ipukazanu cy penpe3eHTaTHBHHU IUIOTOBH.

4.1.4. MSCs cmamyjy xenatorokcuuHoct NKT heamja jerpe.

Ha om mokazamm na je cympecuja NKT hemuja mocpeacrBom MSCS, y Be3n ca BHXOBOM
cniocoHomhy aa u3a3oBy omreheme xenaronura, anHaauzupain cMo urorokcuunoct NKT henmja

(invitro), primenom XCELLigence cucrema.

NKT henuje, u3onoBane u3 jerpe mueimieBa koju cy npumuwid u MSCs, mopen a-GalCer, cy
3HauYajHO Mame IuToToKcnuHe 3a HepG2 henmje, nero NKT hennje koje cy u3onoBane u3 jeTpe
MuleBa koju cy npummin camo a-GalCer, moka3yyhu na npuMeHa Me3eHXMMAaTHUX MaTHYHUX

henuja 3HauajHO cMamyje xenatoTokcuunu noreniujan NKT henuja jerpe (I'padukon 7).
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I'paduxon 7. Cucremcka anummkanuja MSCs cmamyje nurorokenuky aktuBHocT NKT hennja
jerpe npema HepG2 tymopckum henujama. Pesynratu cy npeacraB/beHH Kpo3 henmujcku MHIEKC
tapret hemmja. Xemarorokcmyanoct NKT henuja n3o10BaHNX M3 jeTpH MHUIIEBA KOjU Cy NPUMMIH, O-
GalCer u MSCs je 3nauajHo Mama y nopehemy ca xenarorokcuynoinhy NKT henuja nzonoBanux u3
jeTpu muIeBa koju cy npumaiu camo o-GalCer. IIpukasaHe BpeJHOCTH Cy Cpe/be BpeaHoctu +/- SE;
* p<0.05.

4.1.5. MSCs, napakpuHUM MeXaHH3MOM, yTuuy Ha npoaykuujy IL-17 y NKT heaunjama

VY onmcanuMm pesyntaruMa je mokazano na MSCs cynpumupajy mpoxykumjy I1L-17 y NKT
henujama. [1o3HaTo je na Me3eHXHMManHe MaTUyHE henuje cBoje edekTe OCTBapyjy AUPEKTHUM
KOHTAKTOM WJIM ITyT€M CBOJUX MPOAYKaTa. 3aTO CMO UCTPAXKUIIH Ja JIU je upeKTan Mehyhenujcku
KOHTakT HeomxofaH, na 6u MSCs penykoBane xenatorokcuayHocT NKT henmja jerpe. 13 Tor
pamora, MSCs u NKT henuje (nperxomno akrtuBupane a-GalCer) cy 3acejane y transwell
cCUCTeMY, TJle oBe henuje HUCY y Mel)ycOOHOM KOHTakTy, Beh cy 0/BOjeHEe MeMOpaHOM Koja

MPOMYIITA COTYOUTTHE MOJIEKYJIE.
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Hutpanenynapro 6ojeme je mokazano ga NKT henuje koje cy kokyntuucane ca MSCs,
eKkcrpuMupajy 3HadajHo Hwku HHBO |L-17 (I'padukon 8), mokazyjyhum ga MSCs cBojum

CONyOMITHOM MJIEKYJTUMa, OJHOCHO MapakpuHo, cMamyjy npoaykuijy IL-17 y NKT henujama.

20 "_' [__INKT
Bl HKT + a-GalCer
B2 NKT + MSCs +a-GalCer transwell

% nonynauuje NKT henwja

I'paduxon 8. MSCs cmamyjy 6poj IL-17+ NKT heauja npoaykuujomM coay0HIHHX MOJIEKYIa.
[Iponenatr NKT henuja jetpe xoje nmpoaykyjy IL-17 y akyTHOM XenmaTuTHuCy, j€ 3Ha4ajHO HUKH KOJ
NKT henuja koje cy kokynrusucane ca MSCs y transwell cucremy. [Ipukasane BpeTHOCTH Cy Cpe/Ibe

BpeaHoctu +/- SE; * p<0.05.

Jla Ou ce MOTBpAMIM pe3yiTaTu Jo0HjeHH y iN VItro eKcriepuMeHTY, MUIICBH Cy WHTPABEHCKH
noowmu MSCs y3 konaunmonupanu Meaujym (MSC-CM), uuju je mocTymak 100ujama IpeTX0IHO
ormcas. JloOMjeHU pe3ynTaTu Cy OTKPETHIIH MTPETIOCTABKE M3 IPETXOTHOT EKCIIEPHMEHTA.

WurtpaBencka umekiyja MSC-CM 3HauajHO cMamyje HUBO TpaHcamuHaza y cepymy (AST u ALT)
(p<0.05) u cmMamyje omTeherme, 0THOCHO HEKPO3y XEMaTolUTa KOja Ce youaBa Ha XMCTOJIOIIKAM

npeceruma (durypa 5).
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Takohe, npumena MSC-CM 3navajHo cMamyje ykynan 6poj NKT henuja jetpe koje mpoaykyjy
IL-17 u moBehaBa 6poj perynatopuux FOXP3+IL-10+ NKT henuja jerpe, notephyjyhu ga MSCs,

napakpuHUM MeXaHu3MuMa, yrudy Ha nponykuujy IL-17 u IL-10, kao u Ha ekcripecujy FOXP3 y
NKT henujama (I'padukon 9).

* [ IMac
3 o L 504 o Bl o-GalCer
== a-GalC MSC-CM
e 20 - = 4D A =2 a-GalCer +
=]
E, 15 4 E. a0
= _
E 10 N E 20
[ye— i = i —i
E_ 5 % g 10
S g S 0
IL-17* NKT hienuje FoxP3* IL-10* NKT hienuje

I'padpuxon 9. Bpoj HKT heauja y jerpu mumneBa Hakon npumene o-GalCer u MSC-CM. Bpoj IL-
17+ NKT henuja je 610 3Ha4ajHO HIKHK y 00oennx Mumiesa koju cy npumuim MSC-CM, nok je 6poj
FoxP3+ IL-10+ NKT henuja Ouo 3Hauajo BHINM y KMCTO] CKCIEPUMEHTANIHO] rpymnu. M3mepene

BPEIHOCTH U3 EKCIIEPUMEHTA Cy TIPUKa3aHe Kao cpenma BpeaHoct = SE (*p<0.05).

4.1.6. Cmameme xenaTtorokcnynoctd NKT heamja, mocpencrBom MSCs, 3aBucu o

HHI0JJAMHUH 2, 3 TeOKCHTeHas3e

Omnucano je na cy, mel)y 6pojHuM conyOmiIHUM npoayktuma koje nyuye MSCs, nngonamun 2, 3
neokcurenasa (exr. indoleamine 2, 3 deoxygenase, IDO), npocrarnanauu E2 (enr. prostaglandyne
E2, PGE2) u dakrop pacra xenatorura (HGF) Haj3HauajHHjU MeIUjaTOpU KOJH CYIPUMHUPA]Y

MPOAYKIH]Y HUTOKKHA Y henrjaMa MIMyHCKOT CUCTeMa.
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OBH HMMyHOCYNpPECUBHH (AKTOPH Cy MEPEHH y CEepyMy EKCICpUMEHTATHHM J>XHBOTHHA Ca
AKyTHUM XEIaTUTUCOM, KOjH Cy jeaHokpaTHO npumuiaun MSCs.

Hugo IDO y cepymy je 3HauajHO BHIIM KOJ MHUIIEBA Koju cy npummin MSCs, J0K HE MOCTOjH
pasnuka y cepymckuM HuBonmma PGE2 u HGF u3mel)y excnepumeHTanHHMX rpyna MUIIEBa ca

aKyTHUM XEIaTUTUCOM, Tj OHUX KOju cy npumaan MSCs u onux koju aucy (I'paduxon 10).

900 -
600 o NacCl
. D a-GalCer
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I'paduxon 10. MSCs nosehaBa KOHIEHpPaNMjy COJYOMJIHHX MPOAYKATa y cepyMy 0060Jeux
mumeBa. Konnenrpanuja IDO je 3Ha4ajHO BUIa y rpynu Muiiesa koju cy npummin o-GalCer u MSCs
y OJIHOCY Ha CepyM MulleBa Koju cy mpumanu camo o-GalCer. Huje yodyeHa craTUCTHKH 3Ha4yajHA

pasnuka y kourenrpanuju PGE2 u HGF. [Ipuka3ane BpeiHOCTH Cy cpeihe BpenHoctu + SE; * p<0.05.

VY cknanay ca in vVivo gnooujerum pesyaratuma, MSC-CM 3HauajHO CHMXKaBa XeMaTOTOCKHYHOCT
NKT henuja in vitro (I'paduxon 11), morBphyjyhum na MSCS napakpuHUM IyTeM CMambyjy
xenatorokcuuHocT NKT henuja jerpe. Xenatonporektuau epexat MSC-CM ce y noTmyHOoCTH
ykua 6mokpameM aktuBHOCTH |IDO.

MSC-CM «koju canpxu 1-metun tpunrodan (1-MT) koju je maxudburop aktuHoctu IDO, He

cmamyje xernarorotrokcuunocT NKT henuja jerpe na HepG2, ykasyjyhu Ha TO na edekar koju
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Me3eHxuManHe MatuuHe henuje umajy Ha NKT henuje jerpe, 3aBucu o npogyKlinje HHI0JAMUH

2,3 AeoKCUreHase.

0,25 - m HepG2 + NKT
* O HepG2 + NKT + MSC-CM

0201 & . . OHepG2 + NKT + MSC-CM + 1-MT
2 — —
& 0,15 -
X
= . .
.E 0,10 - | & |

0,05 -

0,00 - T T T 7 . r

a0 180 270 360 min
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4.2. YTUHAJ ME3EHXUMAJIHUX MATUYHUX REJINJA HA CUTHAJIHU ITYT IL-
17 Y MOJAEJY ®UBPO3E JETPE

4.2.1. UutpaBencku opauupane MSCs murpupajy y jerpy eKciepuMeHTAJTHHUX KUBOTHHHA

koju cy npumann CCls u cmamyjy nzazpany ¢puoosy.

MSCs koje cy amnuKoBaHe WHTPABEHCKH, MUTPHPAjy y jeTpy, W jAa omreheme TKUBa |
nH(pIamManyja mocrenryjy epuKacHOCT MHTrpamnuje. Y HalleM eKCIEPUMEHTY, (IyOpeCIeHTHO
obenexxene MSCs, n3onoBaHe U3 jeTpe eKCIEPUMEHTAIHUX KUBOTHIA, Cy JeTekToBaHe 2., 11.,
18. u 27. nana excriepuMeHnTa. Arncoinyran 6poj peructpoBanux MSCs o oprany je u3padyHat Ha
OCHOBY MPETXO0AHO onucane Gopmyite (N = Mg/ Ma X V1/v2 X 100 000/x).

diryopecenieHTHO obenexxene MSCs cy, mpBo, IETEKTOBaHE HAKOH HAKOH 24 Yaca 0J1 HHTPaBEHCKE
aruIMKaluje, U lUXO0B aricoIyTHU Opoj (M3padyHaT npema GopMyiH) je eKCIIOHSHIIH]alHO PacTao

HAKOH CBake allIuKalyje, To je npuka3ano Ha Ourypu 6.
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2
=
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3 oz}
= o
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®urypa 6. /lerekumnja cucremcku ammnkoBanux MSCs y jerpy mumena nakon 2., 11., 18. U 27.
JaHa eKCIepUMeHTa caTa y TOKy mHAyKuuje ¢puépose jerpe mpumenom CCls. diyopeciieHTHO
(CFSE) o6enexxene MSCs murpupajy y jeTpy MHIIeBa KojuMa je WHIYKOBaHA jeTpe U HHUXOB Opoj

€KCIIOHEHIIMjJTHO PAacTe TOKOM Tpajamba eKCIIEpUMEHTA.




4.2.2. Ilpumena MSCs, ka0 u y aKyTHOM XeNaTHTHCY, 3Ha4YajHo cjadu ¢uodpo3y jerpe,
u3azany CCls4, mro je morBpheHo MaKpoCKONCKHM H MEKPOCKOIICKHUM KapaKTepHCTHKaMa,

BpPeIHOCTHMA TPaHCAMHUHA3a y cepyMy M KBaHTUTAaTUBHOM RT-PCR ananuzom.

Ha Ciumu 5 npukaszan je MakpOCKOIICKM M3IJIe[ HW30J0BAaHMX jETPU KOHTPOJHUX U
eKCIepuMeHTaIHuX rpyna. Ha jerpama mumreBa koju cy npumuian CCls ce youasa Behu 6poj
HOJTyca KOjH MpaTe MaToJOMIKy HOBPIIKMHY. 3a Pa3jiuKy O]l BbHX, JeTpe MHIIEBA KOJU Cy MPUMAaIH
nu MSCs, mnoka3yjy yHH(pOpPMY TEKCTypy, IJIaTKe MOBPIIMHE, CIMYHO jeTpaMa MHIIEBA W3
KOHTPOJIHUX Ipyma (MUIIEBU KOjU Cy TPETUPAHH Ca KYKYPY3HUM YJbEM WIIU €A KYKYPY3HUM YJbeM
u MSCs), ykasyjyhu 1a cy 1 MakpOCKOIICKE POMEHE Koje Kapakrepuliry Gpuopo3y jeTpe 3HauajHO

CMameHE KOJI TpyIie MulieBa koju cy npumaim MSCs.
Corn oil Corn oil + MSCs CCla/corn oil CCla/corn oil + MSCs  CCla/corn oil + STO cells

Cauka 5: MakpoCKONCKH U3IJIe/ jeTPU MUILEBA.

bojeme XUCTONOMIKMX MCeUaKka XEMaTOKCHWJIMHOM U €03WHOM jeTpU MHIIEBA KOJU Cy NMPUMMIN
CCls moxa3zyje omreheme xemarommra, HEHTPalIHYy KOHIECTHjy y JIoOycMMa y3 TIPHCYTHY
uHOWITpauyjy nHpIaManyjckum henvjama. Y HEHTPAIHUM U MHTEPIOOYIapHUM MPOCTOPUMA,
youaBa Cce HEKpo3a IMOojeJMHAYHUX XeMaToluTa M O0aloH AereHeparvja henwja (mpoMeHe Koje
Mmokaszyjy 1pHe crtpenuiie). Onucane nmpomMeHe cy yapyxeHe ca (GpuOpo3omM U UHEOUITPAIHjOM

uHpnamanujckum henujama. Kapakrepuctuuno, (GU3HONOMIKY CTPYKTYpy JoOyiyca jerpe
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3aMemYjy pereHepatuBHU uBopuhu, koju cy mehcoOHO moBe3aHu GUOPO3ZHUM TKUBOM Yy BHUIY
CeIlTH.

Hacynpor mpomMeHama ONMCaHWM Ha XHUCTOJOIIKMM IIperapaTiMa jeTpH MHIICBa KOjU CY
npummii CCls, Ha XuCTOMOMIKMM TpenapaTiMa jeTpy MullieBa Koju cy npumainu u MSCs youaa
Ce HeKOJIMKO MambHX 30Ha HEKPOTUYHOT TKHBA.

Vnorpedbom Sirius red TexHHKe, XHCTOJNOMIKH Tmpenapard jetpu mumieBa tperupaHux CClg,
MOKa3yjy €KCTEH3MBHO JICTIOHOBAWm-E KOJareHa KOju JOBOAU 10 (hopMupama Mceyaonodyriryca

(ommcane mpoMeHe Cy MmoKa3aHe PHUM CTpeJIrIlama) IITo yKa3yje Ha pa3Boj Gpubpose jerpe.

Corn oil Corn oil + MSCs CCla/corn oil CCla/corn oil + MSCs  CCls/corn oil + STO cells

VY cxilamy ca MpeTXOAHO OMHMCAHMM MHKPOCKOICKMM pa3liiKama H3Mel)y eKcIepHMEHTATHHX
rpyIma, u3pavyHar je MpoleHar 3acTyleHocT (puOpOo3HOT TKHUBA jeTpe, KOjH je 3HaUajHO MarbHt KO

muiieBa koju cy tperupanu MSCs (p<0.01) (I'paduxon 12).
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N3smepene Bpennoct AST u ALT y cepymy Ccy 3Ha4ajHO HMIKE KOJI MHUILIEBA KOJU CY MPUMIIN

MSCs (p<0.05), y ontnocy Ha muiese koju cy Tpetupanu camo CCls (I'padukon 13).
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MepemeM ekcripecHje reHa mpodubporenux Mapkepa: koarena tuin 1 (enr. collagen-1), o aktuna
rnaTkux mumuha (edr. a-smooth muscle actin, a-SMA) u Tpancopmumyher dakropa pacra B
(enr. transforming growth factor-p, TGF-B) koju je nmo3Har kao Haj3Ha4YajHUjH POPUOPUHOTCHU
IIUTOKHH Y pa3Bojy ¢hudpo3e opraHa, MOKa3aHo je Ja Cy OBH MapKepH 3HA4YajHO CHIDKCHH Yy JeTpH
MHUIIIEBA KOJH CYy TPETHPAaHW ME3CHXMMAJIHUM MaTW4YHHM henujama (p<0.05). OBu pesynrartw,
nobujenn kBantutatuBHOM RT-PCR cy y kopenanuju ca npeTxoHo OMMCaHUM MaKPOCKOIICKUM
U MHKpPOCKOIICKAM pa3jhKamMa W pasluKkamMa y HHBOY TpaHCaMuHaza y cepymy wusmely
EKCIIEpUMEHTAIHUX TPYIIa, IITO MoKa3yje J1a ¢y (uOpo3He IPOMEHE jeTpe, h3a3BaHe OHABbAaHUM

armrkanujama CCls, 3Hauajuo yonaxene npumenom MSCs (I'padukon 14).

' A 5 e ? . [JCorn ail
& "': roAn & [ICorn oil + MSCs
5 35 5 e M CClu/corn oil
4 3 4 B CCla/corn oil + MSCs
-ﬁ ) ﬁ L5 -ﬁ , B CCla/corn oil + STO cells
4
2 g 4 2
HET || B | | BT |
N 5 o [
Collagen 1 a=-5MA TGF-B

I'papukon 14. RT-PCR ananu3a ekcripecuje rena y xomoreHatuma jerpe Hakon npumene CCly
u MSCs. Ekcnpecuja rena 3a Collagen-1, a-SMA u TGF-f je 3Ha4uajHO CHIKEHa Yy XOMOTCHAaTUMA
oboenix MuIlieBa KoJ Kojux je guoposa jerpe nzazBana CCls, y oqHOCY Ha TpyIie MHUILEBa KOjU CY
npumuii camo CCls, omxocHo CCls+ STO henuje. [Ipukasane BpeJHOCTH Cy CPEIEbEe BPEIHOCTH *
SE; ** p<0.01, *p<0.05.

O63upom na STO henuje Hemajy yTunaj Ha pa3Boj ¢pubdbpose, npumena STO henuja, mog ucTum
ycnoumMa kao 1 MSCS je mokazana ga cy onucanu edextn y cynpecuju Gpubpose crenmduaHa

kapakTepuctuka MSCs.

86



4.2.3. MSCs cmamyjy nuBo IL-17 y cepymy u unuarpanujy CD4+ T numdouura Koju
npoaykyjy IL-17 y jerpama muieBa Tperupanux CCla.

Cvameme pubpose jerpe, mpumeHom MSCS, je y Kopenamuju ca CHUKCHOM KOHIICHTPAIIH]OM
uadmamatopaor u mnpodubporenor IL-17 (p<0.01) u mMOBUIIEHOM KOHICHTPAIIH]OM
umyHocynpecuBHOr 1 xenaronporektuBHor I1L-10 (p<0.05) y cepymy MuIieBa Koju Cy MpHUMaIH

MSCs, mro je mpukaszano Ha I'paduxony 15.

600 - i 1600 - o
500 4 — 1400 - B
— 1200 - [ Control
E 400 A E 1000 A [_Jcornoil
D 300 - 5 800 - [ Corn il + MSCs
200 4 o 600 - Il ccl /corn oil
400 - N ccl /corn oil + MSCs
100 - 200 -
= 0 4+—==
L=t IL-10

I'paguxon 15. MSCs cmamyjy koHuentpauujy IL-17 xon mumeBa kKojuMa je m3a3BaHa
¢uodpo3a jerpe. I[Ipumenom cranmapaaor ELISA tecta, mokazaHo je Jna je cepymcka
koHneHTpanuja |L-17 3HauajHo Bumia u KoHueHTpanuja |L-10 3HayajHO HMKA Yy cepyMy MHUIIIEBa
koju cy nmpumaiu camo CCly, y mopehemy ca mumesuma koju cy y3 CClsmpumanu u MSCs. (cpenma

Bpextoct +-SE, **p<0.01, *p<0.05).

[Topen yrumaja Ha cepymcky konmeHtpanujy IL-17 u IL-10, mpumena MSCs y oBom Momeny
¢ubpose jerpe je 3HauajHo moBehana cepymcky konueHtpanujy IDO, comyOumHor mpomaykra
(p<0.05) u 3aBpurHOT MpoayKTa eH3uMcke akTuBHOCTH IDO — kunypenuna (p<0.05). Paznuka je
CTaTHCTUYKHU 3HaYajHa Y OJHOCY Ha CEPYMCKE KOHIICHTpAI[H]je KO/l MUIIIEBA KOjJH Cy IPUMAJIH CaMO
CCls, ykazyjyhu Ha 3Hauaj oBor eHsuma y aejctBy MSCs Ha ¢ubOpo3y jerpe Koja HacTaje Kao

nocneauna aktuHoctu IL-17. (Ipadukon 16).
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CCl,/corn oil + MSCs

IDO KHHYpEHMH

I'paduxon 16: MSCs cmamyjy konuentpauujy |IDO u koHypeHHHAa KOJ MHIIEBa KOjuMa je
u3za3pana ¢uoépo3a jerpe. IIpumenom crammapmHor ELISA Tecra, mokasano je nma je cepymcka
konnentpaiuja IDO u kuHypeHnHa 3HAa4ajHO HIDKA Y cepyMy MHILIeBa koju cy npumainu camo CCl4, y

nopehemy ca mumeBuma koju cy y3 CCl4 mpumanu u MSCs. (cpenta Bpeanoct +/-SE, *p<0.05).

Kana je yrBpheno ma mpumena MSCS ytuuHe Ha pa3Boj ¢uOpo3e, MOCTAaBUIIO CE€ MHUTAKE U
MexaHu3Ma oBe Mmoaynauuje. Jla 6u ce yrBpamo hemmjcku cyncrpar Ha koju genyjy MSCs,
yUHE-EHA je MPOTOYHA IIMTOMETPHja MOHOHYKJIEapa KOju ce Hajlaze y MHQUITpaThMa jeTpe.
WuTtparnenynapHo 00jembe je mokaszaio 3HadajHo Huxku 0poj IL-17+ CD4+ T numdoruta (p<0.01),
oanocHo Th1l7 cyocer CD4+ T numdorura, kao u 3HadajHo nopuiueH npoueHar IL-10 CD4+ T
mumdornurta (p<0,05) (Purypa 7) y obonenux muiena koju cy npumainua MSCs, y onHocy Ha oHe

koju cy npumaiu camo CCla.
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Hacynpor nmobuwjenum pasnukama y BpeaHoctuma CD4+ T jmumdonura wusmehy
€KCIIEpUMEHTAJITHUX T'PYIa, HE MTOCTOJH CTATUCTUYKHY 3HAa4yajHa pasiiKa y arcosyTHoMm 0pojy IL-
17+ CD8+ T mumdornmra u3mehy oBux rpyna (['paduxon 17), mro ykasyje na cy CD4+ T

mumdorutu nuibHe henuje mpexo xojux MSCs ocrtBapyjy Monmynanujy npousBonme IL-17 y

jerpu.
100 -
I Control
é E"D i [ ] corn ail
» [l corn cil + MSCs
.-y 50 I cci,/corn oil
% 4.E| i CCl,jcorn oil + MSCs
=
g % Wl
[
0 A

CD8* IL-17*

I'paduxon 17. [Ipumena MSCs ne mema 6poj CD8+ IL-17+ T aumdonura. He nocroju
CTaTUCTHYKHU 3HAYajHa pa3juka y arncoayrHoM 6pojy CD8+ IL-17+ T numdonuta, uzmehy
eKCIepUMEHTAaIHE TpyIe 000Jeu MULIeBa U TpyIie 000IeINX MHUILIEBA KOJU CY TPUMIIN
MSCs. Tlpukasane BpeqHOCTH Cy Cpeambe BpeanocTu + SE.

4.2.4. MSCs mapakpuHuM MexaHH3MOM cynpumupajy Thl7 mumdponure

[IperxoguuM pesynratuMa je mokaszaHo ga MSCs cympumupajy Thl7 cybcer CD4+ T
nuMdonmra. MelyTuMm, HHje TO3HATO J1a JI je AUpeKTaH Melyhennjcku KOHTakT u3Mely oBe nBe
NoTyJalfje Heonxo/aH 3a onucany cynpecujy 1 MSCS npeko cBOjuX CIOYyOMIIHUX MOJeKyia
cynpumupajy Th1l7 jerpe. 3ato cy MSCs u CD4+ T numdonutu jerpe (IpeTxoJHO N30JI0BaHH) in

VItr0 KyATHBHCAHU Y y JAUPEKTHOj KOKynTypu wim y transwell cucremy, xoju mepmeaOuiiHOM
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MeMOpaHOM (M3UYKHU pa3/iBaja OBE ABE helmjcke morysammje, a omoryhaBa nposas conyOonTHuX
MOJICKYJIa.

Pesynratu 100ujeHr MPOTOYHM IUTOMETPH)OM MTOKa3yjy CTATUCTUYKY 3HAYajHO HIXKU allCOTYTHH
0poj aktuBupanux CD4+ T mumdponnta koju nponykyjy IL-17 a koju cy kokyntusucanu ca MSCs
y transwell cucremy, y nopehemy ca crumynucanum CD4+ T numdorurrma, KyITHBUCAHEM O€3
MSCs (p<0.01) (I'paduxon 18). CiauuHO NPETXOIHO MOOHjEHHM pe3ysITaTHMa, COJyOHIIHH
MPOAYKTH ME3CHXMMAIHUX MAaTWUYHUX henuja 3HadajHo moBehaBajy amconyran Opoj Foxp3+
CD4+ T mumdonuta koju npoaykyjy IL-10 (p<0.01) (I'padukon 18). Cauunu pesyaratu Cy
nobujenu y excriepumenty riue cy MSCsu CD4+ T numdbonutu jeTpe KyITUBUCAHH Y TUPEKTHOM
KOHTaKTy, ogHocHo Oe3 transwell cucrema, (p<0.01) (I'paduxon 18). JloOujenu pesynratu
noka3yjy na MSCs, mapakpuHuM MexaHH3MOM, yTHdy Ha mnoBehame Opoja perymatopHuX

CD4+FoxP3+ T nudouuTta (Tregs) u cynpumupajy Thl7 mumdonure.

Melytum, onrcanu GeHOMEH y MOTIYHOCTH HECTaje y NpUCyCTBY 1-metwi tpuntodana (exr. 1-
methyl tryptophan, 1-MT), uauburopa enzumcke aktuBHOCcTH |DO, 0JHOCHO MOCTOjU 3HAYAJHO
noBehamwe Opoja Th1l7 nmdommra, W HACympoT TOME CTATHCTHYKM 3HAYajHO CMAambCHhe
perynatopaux T aumdornura koju npoaykyjy IL-10, mro gqoBoau a0 3akibyuka na MSCs, npeko

enzuma IDO, yruuy Ha omHoc Th17/Tregs y excriepuMeHTaHOM Moeny Gpudpose jeTpe.

E Tronswell cHoTem E ez transwell cHoTema
= . =
,“! bavi] L ,'! 200
= [ 3w
3 18 ) 160 -
% ;E e % 1.:2 | ConA+IL-2
E 10 i i E 100 — B cona+iL2 4+ MSCs
FoM i h s h BR ConA+IL-2 + MSCs + 1-MT
3 ® | I g |
cal ol o f s ol L
g oL 30 -
CO4 FoxP¥ IL-10° CD4"ILAT CO4 FoxPY LA CDS° ILAT

I'pa¢uxon 18. IIpumena IDO nnxuduropa, 1-MT 6j10kupa umyHocynpecuBHa cBojctBa MSCs Ha
CD4+ T aumdpounure kokyatupucane y transwell cucremy u 6e3 mwera. [Ipumena 1-MT 3HauyajHO
nosehasa Opoj CD4+ IL-17+ T mumdonura, a cmamyje 6poj CD4+ FoxP3+ IL10+ T iumdornura u y

transwell cuctemy u 6e3 mera. [Ipukasane BpeTHOCTH Cy cpelbe BpeanocTu £ SE. **p<0.01, *p<0.05.
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Ja 6u norBpamim nodujeHe pesynrare, na MSCs npeko IDO, cynpumupajy paszBoj ¢puodpose,
nm3onoBamu cmo HSCS jerpe, mpema ommcaHOM HPOTOKONY M KokynruBucanmu ca MSCs u
aktuBupanuM CD4+ T numdouuntuma y jennoj rpynu u ca MSCs u aktuBupanum CD4+ T
muMmdoruTuMa y3 mHXuOutop aktuBHoctH |DO - 1-MT. Hakon 48 wacoBa, crpoBeeHa je
kBanTutaTuBHa RT-PCR ananu3a excrpecuje rena 3a Collagen-1 (®durypa 9). [Tocroju 3HauajHO
HIDKa excrpecuja rena 3a Collagen-1 (p<0.01) y HSCs y rpymu 6e3 1-MT, noka3yjyhu Tako
3navaj IDO 3a ¢pynkuujy MSCs y umspy cynpecuje CD4+ T numdponura y akruBauuju HSCs
(®Durypa 9).

MSCs /—\ ABh
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PPPOPD®® et e 80 1
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usée CO4" T celis Collagen-1
MSCs +1-MT mMRNA expression

Chses
I Hscs kynTHEMCAHE ©a CO4+ T NHMBOUNTHME + MSCS
[ Hses kynTHEMCaHE ©a CO4+ T NHMMGOUMTHNE + M5CS + 1-MT
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VY ckmagy ca pesynraTuma Ao0MjeHHM y in Vitro ekcrnepumenTtuma, npumena MSC-CM Ha
aHMMAJTHOM MOJIeITy 3HaYajHO cMamyje cepymcke Bpeanoctd AST (p<0.05) u ALT (p<0,05), mro

je mokasano Ha I'paduxony 19.

200 - || (|
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160 1

Il ccl corn oil
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CCl+MSCs-CM+1-MT

140 4
120 4
100 1
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I'pa¢pukon 19. KonuenTpanuja TpancaMuHasa y cepymy muiieBa HakoH npumene CCl4 u MSCs
y ¢pudpo3u jerpe. Konunenrpauuja tpancamunaza (ACT u AJIT) je craTHCTHYKK 3HAYajHO Mama y
cepymy muieBa koju cy Tokom npumene CCls npumanu u MSC-CM, y nopehemy ca MuiieBiMa Koju

cy npumuiiu CCls + MSCs + 1-MT ( IDO unxubutop) (cpensmba Bpeanoct = SE, *p<0.05).

NutpanenynapHo 6ojeme, MPUMEHOM MPOTOYHE IIUTOMETPH]E j€ aHAIM3UPaH arcoiyTaH Opoj u
nporienar CD4+ T numdonura, u mnokasyje aa npumeHa MSC-CM 3nauajHo cmamyje
uHpmITpauyjy jerpe 6pojem CD4+ T numdoruruma xoju npoaykyjy IL17 (p<0.01) (durypa 10)
u 3HauajHo moBehaBa mporenar CD4+ T mmmdormra koju npoaykyjy IL-10 (p<0.05) xox
obonemux wmwumeBa (durypa 10), mrTo je y Kopenamuju ca CHI)KCHOM KOHIICHTPAIlHjOM
npodudporeror IL-17 (p<0.05) u moBHIIEHOM KOHIEHTpamujoM XematornpoTekTuBHOr IL-10

(p<0.05) (I'pacpuxon 20) .
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IL-17

Takohe, maxuoumuja IDO cmamyje ciocoonoct MSC-CM na moseha mponienar 1L-10+ CD4+ T
mumdoruta (p<0.05,durypa 10), Beh je anconytau 6poj IL-17+ CD4+ T numdonmra 3Ha4ajHO
nosehan y rpynu obonenux mumeBa koju cy mnpumuwin MSC-CM u 1-MT (p<0.05), mro
noTBplyje mperxoane pesynrare, aa cnocooHoct MSCs na cynmpumupajy unduntpanujy jerpe

Th17 numdonmruma 3asucu oz IDO.
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4.2.5. Ilpumena 1-MT in vivo noropmasa ¢puépo3y jerpe

corn oil CCla/corn oil CCla/corn oil + MSCs CCla/corn oil . CCla/corn oil s d™ MSCs

|

Jla Ou moTBpAMIHM MPETXOAHO NoOWjeHe pe3yTaTe, jeAHOj TPYMU MHUILEBA je, y BoIu 3a muhe,

pactBopeH 1-MT. HakoH xpTBOBama, 100HjeHU Cy cienehu pe3ynraTu:

MaxkopcKOIICKUM TIPEerJIe/IOM Cce youaBa Jia jeTpa MulleBa koju cy mwin 1-MT, a npumunu cy
MSCs wu3rneaa cauyHO jeTpu MHILIEBa KOju Hucy npummwin MSCs, Tj mokasyje uperyiaapHe

KOHTYpE Ca jeJIHUM WM BUIe Hoayca Ha nmoBpinHu (Cruka 7).

bojerme XUCTONONIKUX UceYaKa XeMaTOKCUIIMHOM M €03MHOM jeTPH MHUIIIeBa Koju ¢y muiu 1-MT
Kao u KoJ mumeBa koju ¢y npumuian MSCs n npuim 1-MT  nokasyje u3paxenuje omreheme

XemaTonuTa, ca nparehuM WHPAIAMIUjCKUM HHQWITPATOM, HEKPO30M TIOjeTUHAYHUX

96



XernarouuTa u GopMUpameM pereHepaTHBHUX GuOpo3HuX centu. OBe MPOMEHE Ce HE 3araxajy
Ha jeTpaMa MuIeBa Koju cy npumuian camo MSCs (Cruka 7).

Ha cnuum 5 cy mpuka3aHu XHCTOJIOIIKM Ipenapatd ca mpumeHoM Sirius red TexHuke, jeTpe
mumeBa tperupanux CCls+MSCs+1-MT nokasyjy eKCTeH3MBHO JCMOHOBAaHE KOJIareHa KOju
TOBOIM 710 (hopMupama Iceyaoao0ynyca mTo yKazyje Ha pa3Boj puOpose jeTpe, 3a pasiuKy Ol

MHUIIIEeBa KOju HUCY K 1-MT.

ocorn oil

aCCl,fcorn oil
ER 3.5 4 LR 4 )
7 A sCCl,/corn oil + MSCs
7 34 1-MT
64 aCCl,/corn oil
$ 5 5 .5 1 5 LMT
g s 5 54 aCCl/cornoil  +MSCs
= ¥ r
B 5 54
m 4
E 14 3 15 9 E 3 o
E 2 11 74
E ' 5 1 14
* o —- i a4
liver fibrosis AST ALT

I'paduxon 21. lIpumena 1-MT, IDO unxubéutopa 6;JJOKMPa MMYHOCYNIPECHBHH e(eKaT
MSCs in vivo. Tlpouenar ¢pubpose, Ka0 ¥ CEPyMCKE BPEIHOCTH TPAHCAMHMHA3a jETPE Cy 3HAYajHO

HWKU Y TpyIH 000s1en1Xx MueBa koju cy nuiu 1-MT. Ilpukazane BpeqHOCTH Cy Cpellbe BpeIHOCTH +
SE; ** p<0.01.

[locToju crarancTUUKU 3HaYajHa pasjidka y MpoUeHTy ¢udpose uszMel)y ekcrneprMEeHTaTHHUX
rpyrna MUIIeBa, OJHOCHO, TIPOlIeHaT (PuOpo3e je 3HAYajHO MamH y TPYIH KoOja je TpeThpaHa ca
CCLsu MSCs y onHocy Ha rpyny koja je mpumaina camo CCLs. (I'paduxon 21, p<0.01). Takohe,
MOCTOjJU CTATMCTUYKH 3HAYajHO MamU MpoleHaT (Gudpo3e y eKCIepUMEHTANIHO] TPYIU Koja je
nopen CCLs u MSCs muna 1-MT, y ogHocy Ha rpyny koja je npummia camo CCLs u MSCs
(T'paduxon 21, p<0.01).
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Omnrcane MaKpOCKOIICKE M MUKPOCKOIICKE pa3jiuKe U3Mel)y eKCIIepUMEeHTAIHUX IPpyIa MUIIIEBa Ha
Comim 5, cy HOTKperybeHe 100MjeHUM BpeJHOCTUMA TpaHcaMuHa3a. Hanme, 3HadajHa je pazimuka
y Bpennoctuma ACT u AJIT uzmely rpyne mumieBa koj kojux je ¢pudposa jerpe nzazpana CCLy
y ogHoCy Ha rpymy mumeBa koju cy npumanu CCLsu MSCs (I'paduxon 21, p<0.01), kao u
n3mely rpyna mumeBa koju cy npummin CCLsu MSCs u CCLsu MSCs + 1-MT (I'paduxon 21,
p<0.01), omHOCHO BPEOHOCTH TpaHCaMHHAa3a Cy 3HAYajHO Mame Yy TPYNH MHUIIEBA KOjU CY
tpetpanu MSCs. HaBenenu pesynraru nokasyjy aa npumena |DO unuburopa in vivo, moHumTasa
MMYHOMOJIYJIAIIA]CKO JIjCTBO ME3CHXMMATHUX MaTHYHUX henrja u omoryhasa pa3Boj ¢pubpose y

OBUM CKCIICPUMCHTAJIHUM I'pyIliaMa.

700 1

600 4

ocorn oil

uCCl,/corn oil

aCCl,/corn oil + MSCs
L 1-MT

aCCl,/corn oil

acclfeornoil " +MSCs

500 4
E 400 <
~
& 300 |
200 4
100 4

IL-17 IL-10

I'pa¢ukon 22: lIpumena 1-MT, IDO nunxuéurtopa 6;10kupa nmyHocynpecuBuu epexar MSCs in
vivo. Tlpumenom crangapiauor ELISA Ttecra, mokaszaHo je 1a je cepymcka KoHueHrparmja IL-17
3HaYajHO BHIIAa W KoHIeHTpauuwja IL-10 3HauajHO HMKa y cepyMmy mmumieBa koju cy mwm 1-MT.

[Ipuka3ane BpeqHOCTH Cy Cpelibe BpeaHocT = SE; ** p<(0.01.

Cepymcke BpemHocTn Mepenux 1mrokmHa (IL-17 u IL-10) wuay y mnpuiaor mnpeTxoIHUM
pesynararuma. Konnenrpanuja IL-17 n IL-10 cy 3Ha4ajHO Mamke y eKCIIEPIMEHTAIHO] TPYIH KOja
je mpumana u MSCs, y ogHocy Ha rpyny koja je npumana camo CCL4 (I'padukon 22, p<0.01).
Taxohe xonuentpanuja IL-17 u 1L-10 je 3Ha4ajHO BUIIA y €KCIIEPUMEHTAIHO] TPYITH MUIIEBA KOJT
koje je mpumeroM 1-MT Omokupana aktuBHOCT IDO, y omHOCY Ha Tpymy MUIIeBa KOJ Koje je

n3azBaHa ¢puodposa jerpe u koju cy npumanun MSCs (I'paduxon 22, p<0.01).
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I'pa¢ukon 23.: Ipumena 1-MT, IDO unxuéuropa 6;10kupa umyHocynpecusnu edpexat MSCs in

vivo. KBanuraTtuBHa ekcrpecuja reHa 3a Collagen-1 u a-SMA y cepymy mumieBa koju cy nunu 1-MT.

[puka3zane BpemHoOCTH Cy cpeambe Bpeanoct + SE; * p<0.05.

KsanuratuBua RT-PCR je moka3zana craTUCTHUKM 3Ha4ajHY paznuKy u3Mel)y ekcliipecuje reHa 3a
Collagen-1 u a-SMA. Bpennoctu Collagen-1 cy 3nauajuo Mawme y rpymnu koja je npumana CCls u
MSCs, y onHOCy Ha rpymy koja Huje Tpetupana ca MSCs. (I'padukon 23, p<0.05) u y onHOCY Ha
rpyny y kojoj je IDO 6nokupan npumenom 1-MT (I'papukon 23, p<0.05).

Taxohe, Bpearoctu a-SMA cy 3Ha4ajHO Mamke y rpynH koja je mpumana CCLsu MSCs, y omHOCY
Ha TpyIry kKoja Huje Tpetupana ca MSCs. (I'padukon 23, p<0.05) u y o1HOCY Ha TPyIy y K0jOj je
IDO 6nokupan npumenom 1-MT (I'paduxon 23, p<0.05).
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I'padpuxon 24.: IIpumena 1-MT, IDO nuxu6utopa 6;Jokupa umyHocynpecuBau edexat MSCs in
vivo. Amnconytau 6poj CD4+ IL-17+ T numdonura je 3Ha4ajHO BUILIH, 10K je nporeHat CD4+ IL-10+
T mumdonnTa 3Ha4ajHO HIDKH y jeTpu MueBa koju cy muan 1-MT. [Ipuka3zane BpeAHOCTH Cy Cpeambe

BpeanocTH + SE; **p<0.01, * p<0.05.

Ha ¢urypu 26 je nmpukazana 3actymibeHoct CD4+ T numdonnra Koju HHPUITPHIIY jeTpy.

bpoj CD4+IL-17+ T aumdormra je 3Ha4uajHo Hwku y CCls +MSCs rpymnu muiesa, y ogHOCY Ha
CCLsu CCL4 +MSCs+1-MT rpyny (I'pacdukon 24, p<0.01).

[Mpouenar CD4+IL-10+ T mumdornura je 3nauajuo Hxku y CCls +MSCS rpynu mMuiiieBa, y oJHoCY
Ha CCL4u CCL4 +MSCs+1-MT rpyny (I'paduxon 24, p<0.05).

HaBenenn pesynratu mokasyjy nma in vivo umaxubOunmja 1DO, npumenom 1-MT, monumraBa
KopucHe e(ekTe NmpUMeHe Me3eHXHMMAHMX MaTHYHUX henuja, ogHocHO mokasyje na MSCs

OCTBapyjy CBoje crienududaHo aejcTBo myreM akuBHOCTH IDO.
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4.2.6. Tepanujcka npumena MSCs cmamyje ¢pudpo3y jerpe y pa3Bujenoj 6osectn

Haxon mto cmo nokaszanu na npumena MSCs cmamyje pasBoj ¢pubpose jerpe, kaga ce MSCs
IpUMEY]y HCTOBPEMEHO ca MHIyKoBameM (pudpose jerpe, npumenom CCLy4, nmmunnupajyhu na
MpaBOBpeMeHa UM MpeBeHTHUBHA npumMeHa MSCS noHoCcH KOPUCT y CMUCTY cMamberma (huopose
jerpe. 3aro ce mocTaBmMiIO nHTame ga Ju npuMmeHa MSCS moke yrumatu Ha Beh pasBujeHy
¢udposy jerpe. Hakon verupu Henesbe armmmkamuje CCLs mo Beh ommcanom mpotokony, Tj
uHAYKIje Gudpose jeTpe, TpyNu MUILEBA j€ HapeaHe 3 Hellesbe alIMKOBaHE Cy ME3CHXHMAJIHE
MatuuHe henwmje, jemHom HenelbHO. HakoH cemam Heiesba MHIIEBHU CYy KpTBOBaHU. Ha crenehum

¢durypama cy npuka3zaHu J0OUjeHH Pe3yNTaTH.

corn oil CCla/corn oil CCla/corn oil + MSCs
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MakpoCKOTICKM TIperJiei jeTpu Tpyle MHUIIEBa KOJU CY, Y TEPAlHUjCKM PEKUMY, MPUMEIN
ME3eHXMMaIHe MaThyHe henuje mokasyje na je CTpyKTypa BHXOBUX jeTpu yHH(POpPMHH]ja, 0e3
M3paKEHUX pPereHepaTuBHUX Hoxyca Ha noBpunHU (Ciuka 8). Muxpockoricku npernen, 1) H&E
00jeme, Takohe mokasyje Ja y eKClepuMEHTATHOj TPy MHILIEBA KOjU Cy TEpPaIujCKH MPUMIIN
MSCs mnokasyje Mame omTeheme Xenaronnura, ca CMalbeHUM HH(pIaMaIijCKuM HHUITpaTOM
(Cnuka 8) ka0 M CMamEHO [CMOHOBAMkhE KOJareHa, YOUeHO MpuMeHoM Sirius red TexHuke.
[Iponienar ¢ubpo3e je 3HAYAjHO MamkbU y EKCIEPHUMEHTAIHO] TPYHNH MHIIEBAa KOjH CYy, Y

TepanujckoM pexumy, npumanu MSCs (I'padukon 25).

ocorn oil
aCCl,/corn oil
sCCl,/corn oil + MSCs

wubpoza jeTpe

I'paduxon 25. Tepanujcka npumena MSCs cmamyje mpouenat ¢puodpose. [Iponenar ¢pudpose je
3HAYajHO HIDKU y TPyIH o0ojenux muireBa koju cy mopen CCls mpumamu MSCs, y mopehemy ca
mumieBiMa koju cy mpummin camo CCls. Tlpukasane BpeqHocTH Cy cpeime BpeaHocTu * SE; **

p<0.01.
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Ha rpaduxony 26, nmoka3anu cy pe3yiaratu kBanuratnoBHe RT-PCR ananu3se, koju mokasyjy aa

je excrpecuja reHa 3a TGF-p u a-SMA 3HauajHO HIKA Y €KCIIEPUMEHTATHO] TPYITA MUIIIEBA KOJH

cy npumanu MSCs (p<0.05).

ocorn oil
=CCl,/corn oil
s CCl,/corn oil + MSCs
14 - 6 -
12 - .,
5 4
8 10 - &
S 54
5 81 5
= T3
S 6- s
4 - 2 1
2 - 1 I
0 4 £ 3 0
TGFB a-SMA

I'paduxon 26. Tepanujcka npumena MSCs cmamyje Bpeanoct excrpecuje rena 3a TGF-p u a-
SMA. Ekcnpecrja OBHX Te€Ha je 3HAYajHO HIDKa y Tpymnu obosienux muiieBa koju cy nopex CCls

npumanu MSCs, y nmopehemy ca mumieBuma koju cy npumuin camo CCly. Tlpuka3ane BpeaHOCTH Cy

cpenme Bpeanoctu £ SE; *p<0.05.
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5. JUCKYCHUJA

5.1. MESBEHXUMAJIHE MATUYHE REJIMJE PEAYKYJY AKYTHO OIUTEREIHE
JETPE CMAIBEIBLEM BPOJA NKT1/ REJINJA U INOBERAIEM INPUCYCTBA
PEI'YJIATOPHUX NKT REJINJA Y JETPU

VY aktyrHom omrehewy jetpe, NKT henuje kao riaBae edexkropcke henmje cy, y BeIuKom 0pojy,
npucytHe y jerpu mumieBa (328-330). Cyonomysamuja, koja npousBoau IL-17, u o3HayaBa kao
NKT17 henuje ce cmarpa Haj3Ha4ajHHjOM henmujcKOM MoOIyJanujoM Koja mpousBoau IL-17 y
natorenesn akytHor xenatutuca. NKT-17 henuje kapakrepuiie ekcrnpecuja TPaHCKPUIIIMOHOT
¢dakropa RORyT. Ilopen naBenenor, IL-17 je 3Hauajan y omtehemy jeTpe MmocpeaoBaHOM

Herpodpuinuma, CD4+ u CD8+ T numponutuma.

CXOJHO ONHMCaHOM, MOKa3ald CMO Jla IpUMEHAa ME3eHXMMAaJIHMX MAaTWYHHUX henuja yrude Ha
pa3Boj aKyTHOT XelaTuTuca, cMmamyje cepymcku HuBo |L-17, mTo Hacraje kao mocieauia
cympecuje NKT henuja na npoaykyjy IL-17. [Ipumena MSCs ne yruue Ha npoaykuujy IL-17y T

nuMdouuTuMa u HeyTporiMa.

Kana a-GalCer crnennduuno axtusupa NKT henuje, mokpeHyBIIN CHa)aH UMYHCKH OZATOBOP
jeTpe, OHOCHO pa3BOj aKyTHOT XemnatuTuca koa muiiesa (331), one 6p30 npoaykyjy IL-17, xoju

MOTOM YTHYE Ha Mojayany MHGUITpauujy npyrum uHdpamaiyjckum henujama y jerpu (151).

WutpaBencka tpanciuiantanuja MSCs, kao u amukanuja MSC-CM cMamyje kamanurer NKT
hemuja jerpe na mpoaykyjy IL-17, mTo peaykyje uH@uamanujcku HHQHUATPAT y aKyTHOM
xernarutucy uzasBanom CCls u a-GalCer (Cinuka 3 u 4, I'padukon 4 u 9), mTo mokasyje aa
Me3eHxuMmanHe Matuune henuje mory cynpumupatu NKT17 henuje npoaykiujom coryOUITHUX
MOJIEKYJIa, OJTHCHO MAapaKpUHUM MEXaHU3MOM, U J1a JUpPEKTaH KOHTaKT u3mely oBe nBe henmjcke

NonyJalyje Huje HeonxoaaH 3a Moaynanujy IL-17 curnanor myra y akyTHOM X€HNaTUTHUCY.

VY akyTHOM XemnaTtutHcy, nzazsaHom o-GalCer-om, y jerpu ce mory Hahu FOXP3+ perynaropuu T

muMpouuTH Koju npoaykyjy IL-10 u cynpumupajy undraamanujy y jetpu (332) .
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W3 pocrymHe iuTepaType je MO3HATO Jia, Ha pa3BOj aKyTHOT XEMaTHTHCA, YTUYY H3MEHE Y
MPOICHTYATHO] 3aCTyIUBEHOCTH, OJHOCHO ogHOocy Th1l7 u perymatopuux T aumdorura (333) u
na nopemehaj O6anmanca oBe 1Be henmjcke momynanuje IPOMOBHUIIE ajby MPOTPECH]Yy aKyTHOT

xenarutuca (334).

VY ckmany ca THM, mokasanu cMo 1a je cymnpecuja NKT17 henuja, mocpencrsom npumerne MSCs,
npahena moBehanum npucycrBom FOXP3+ NKT perynaropuux henuja xoje nmpoaykyjy IL-10, anu
u noBehanom konneHtpamujom IL-10 y cepymy eKkcriepuMEHTATHUX KHUBOTHEbA, KOJU MOCEAY]e

UMYHOCYIIPECHBHH M XenaronpoTekTuBHu edpekar. (Purypa 3, I'padukon 3).

HaBenenu pesynratu ykasyjy na Kopuct Tepanujcke npuMmeHe MSCS y akyTHOM XemaTHTUCY Y

HajBehoj mepu 3aBucu o npomene ognoca uzmehy NKT17 henuja u perynaropuux NKT henuja

y JeTpH.

[IporpecunBHe wuH(IaMaTOopHe OO0JieCTH Cy yaApyxkeHe ca ryoutkom Thl7 numdorura u
HCTOBpEeMEHUM MoBehameM TMOmysalyje UMyHOCYITPECHBHUX peryiaaropaux T mumdonuTa u y

nepudepHoj KpBu 1 uH(IaMupaHoM TKuBY (335).

IDO, cHakaH KaTalUTUYKH €H3UM, CTUMYJHIIE MMYHOCYIIPECHBHA CBOjCTBA peryiaTOpHHX T
TUMQOIUTA U UCTOBpEMEHO OHeMoryhaBa KOHBEp3U]y perysaTopHUX JUMQoIHTa y epeKTopcke
T aumdormre koju mpoaykyjy IL-17 (336). ['eHeTCKOM /1eNennjoM Mtk HHHOHIIN]OM OBOT €H3HMa,

nosehasa ce 6poj Th17 mumdonura u cMamyje cTBapame peryiaaropHor cyorumna (336).

VY xymanoj nonynauuju, IDO je kxipyuynun wmenujatrop Monynamuje y naejctsy MSCs, y
uH}IaMaIjCKOM OJroBopy, kKoju (haBopusyje pa3soj Thl wimm Th2 cyGcera, 10K KOa MHIIEBa,
MSCs ce kapakrepunry HuxoM aktuBHomthy IDO a y umyHOMOAynmanuju je Haj3acTyIJbeHUjU
CH3MM HWHAyIHOWIHAa CcHHTa3a a3oT Monokcuma (INOS) (255, 258, 337). Mehyrum, y
uH(]IaManujcKoM OArOBOpY KOju ctumynuiie nonapusauujy T nmumdonuta ka Thl7 cy6Geery,
mumuje MSCs ve npoaykyjy iINOS, Beh cBoje umyHnocynpecuBHe edekre octBapyjy myrem IDO
U JAPYrHX MeaujaTopa, Tako Ja ce MOKe 3aKJbyddTH Ja je cympecuja pa3Boja Thl7 cybcera

3aBrcHa o1 pyHkimje eazuma IDO (338).

VY cknamy ca nocajaulmbuM CazHamkbUMa, pe3yiTaTh OBE CTyAMje MOKa3yjy Ja M3MeHa OJHOoca

perynaropaux NKT u NKT-17 henuja, y kopuct perynaropHux henuja je y Be3u ca MOBULICHUM
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cepyMckuM KoHueHTpandjama IDO u na cMameme xemarorokcnaynoctd NKT henuja Hacraje kao

nocnenuia npumene MSCs.

Kanammurer MSCs nma perynumy ©OamaHc oOBe JBE TOOMyNamje W J1a CYIpPUMHUPA]y
xenatotrokcnaHocT NKT henuja, mocpencrsom IDO, Moke npencTaBbaTi HOBY TepaInjcKy Mepy

y uHbIaManuju jerpe Hacrane aktusHouthy 1L-17.

5.2. ME3EHXUMAJIHE MATHYHE REJJMWJE PEAYKYJY ®UBPO3Y JETPE
CMABEBLEM BPOJA IL-17-TIPOAYKYJYRUX Thl7 JUM®OLUTA Y JETPU

V pasBojy ¢pubpo3se jerpe, Th17 cydcer urpa 3nauajuy ynory (220, 222) npoaykyjyhu IL-17 koju
nupektHo crumynume HSCs na mpoaykyjy Collagen-1 u nmpomoBHIly BHXOBY aKTHUBALH]Y Y
MuopuOpodIacTe jerpe, MTO AUPEKTHO JONMPUHOCU pa3Bojy ¢ubdpose jerpe (220). V jerpama
nanujenara ca ¢pudpos3om jerpe nerekryje ce nosehana excripecuja IL-17, xoja je y xopenanuju

ca 6pojem nupkynuimyhux Th17 mumdorura, amu u ca TexunoM dosectu (220).

JloOujeHu pe3ynraTd oBe cTyAuje mMmokasyjy aa npumeHa MSCs amm w umeknuja MSC-CM
cMmamyje Opoj Th17 mumdornmra y jeTpu €KCIICPUMEHTATHHUX KUBOTHEbA, OJHOCHO PEIyKyje
¢ubposy (Cruxe 5 u 6, I'paduxonn 12-14).

CmameHa kKoHIeHTpaija cepymckor 1L-17 (I'padukonu 15 u 16) u 6poj Thl7 cybeeta y jetpu
(Purypa 7) je mokazaHa y eKCIIEPUMEHTATHOI TPYIH MHIIEBA KOJ KOjux je ¢uoOposa jerpe
n3azBana CCls a ko xojux je crpoBenena Tpanciuiantanuja MSC, kao U cMambeHa eKCIpecHja
dbakropa xoje nmpoaykyjy HSC: Collagen-1, a-SMA u TGF-f (I'padukon 14) u kana ce najy y
TeparujckoM pexxumMy, Beh paszsujenoj pudposu jerpe uzazpanoj CCls (Cruka 8, I'padulkonu 25
u 26), ykasyjyhu Ha edpuxacnoct npumerne MSC y jeuermy pa3BujeHe Guodpose jerpe.

CD4+ T koju mponykyjy IL-10, Mmurpupajy y jeTpy, T1ie CYNIpUMHpPajy XPOHUYIHY WHIaAMAIH]y
(338).

IIpomene y 3actymspeHoctn CD4+ T koju mpoaykyjy IL-17 m CD4+ T numdouurta koju
nponykyjy 1L-10 mory oapeautn ucxox ¢puodpose jerpe (221) a muxoB aucOananc je 0OMIHO

yIPYXEH ca pa3BojeM nHbIaMallrje u mporpecujoM xpornnysor omreherma jerpe (225, 339).
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Pesynratu oBe crynuje mokasyjy na cympecuja Thl7 cyOcera, mocpencTBOM ME3EHXUMATHUX
MaTHyHHUX henuja noBehaBa koHIeHTpanujy umyHnocynpecusHor IL-10 (I'padukonu 15 u 16), ca
noBehamwem mpornenrta CD4+ T numdouunta koju npoaykyjy IL-10 (durypa 8), mokasyjyhu
kopuct MSCs y pubposu jerpe uzazsanoj CCls, y cmucny yruiaja va ogaoc uzmel)y CD4+ T koju
npoaykyjy IL-17 u CD4+ T nmumdonmTa xoju npoaykyjy IL-10.

Konnentpanuje IL-10 y xoHTpOaHO], 31paBoj IMOIyJAlMjd MHUIIEBA j€ HMXKA Y OJHOCY Ha
KOHTPOJIHY IpyITy MHUIIIEBa Koja je mpumasa corn oil wiu corn oil + MSCs, ok je mpouenar CD4+
T numdonuta koju nponykyjy 1L-10 cniuuna uzmelyy ase rpyne. 1L-10 mory nponykoatu CD4+
T numdonuTh, anTepHaTUBHO aKTUBUpaHU Makpodaru (M2 cybnonynanuja) u MSCs, xoje u 'y
olcycTBy ¢ubpo3e CTBapajy OBaj MTOKUH, HAKOH CTHUMYauuje (akropuma koju nosehaBajy
ctBapame |IL-10 y henmjama, kakBo je KyKypy3HO yJbe, 300T Hera ce cmaTpa Jia je Mmocieauna
noBehane konnentpamuje IL-10 y excrepuMeHTaTHO] TpyNmd MHINEBA KOJU Cy TPETUPAHH ca
KYKYPY3HHM yJbeM, TIOCIIEANIa CTUMYITAIlH]je Makpodara ja npoayKyjy HaBeaeHu nuTokuH (340),
U Ja Ha 100ujeHy paznuky He yrude |L-10 kor ctBapajy CD4+ T numdouutu.

Cmuuno nejerBy MSCs, amummkanuja MSC-CM cinabu ¢ubposy jerpe (I'paduxonu 19 u 20).
3nHauaj oBor otkpuha je OurtaH, 003upoM Aa je mo3Hato aa npumewmene MSCS mory 6utu u3Bop
¢yHkunoHamHUX MHO(pUOpoOIacTa, KOjU MaKk HMMajy OMNHMcaHe HeraTHMBHE e(eKkTe Ha pasBoj
¢udpoze (341). Ilo amnmmkauuju, MSCs ce TpajHo 3aapxkaBajy y omreheHO) jeTpu U Mory
nudepenToBatu y Mmuodubpobiacte, npe Hero y xenarorure (342, 343).

VY excnepuMeHTaIHO M3a3BaHoj pudposu jerpe, MSC-CM, penykyjy u 6poj Th17 mumdornmra y
jerpe u nosehaajy nmpouenar CD4+ T numdorura koju npoaykyjy IL-10 (@urypa 10),canxkasajy
HuBO IL-17 a mosehaBajy konuentpamujy IL-10 y cepyMy ekcnepuMEHTaIHHMX >XUBOTHHA
(Purypa 10), noxasyjyhu ma MSC, npoaykiujom conyOrmIHuX (pakTopa, MOAYIHUIINY MPOTYKIIH]Y
urokuHa y CD4+ T numdonuruma.

MSC nponykyjy Behu Opoj comyommuux ¢akropa: IL-6, insulin-like growth factor binding
protein-2 (IGFBP-2), IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), hepatocyte growth factor (HGF), neural
growth factor (NGF), IL-10 u TGF-B3 u ouu mory gonpunetn epekruma MSCS y crnabibemny
¢budpose jerpe (40-43). IL-6, mopexmom uz MSCs nocenyje antuanontorcke edekre, IGFBP-2
perymure insulin-like growth factor-1 koju nmocenyje pudpruHoOIMTHYKY aKTHBHOCT, 0K IL-1 Ra,
nHxuouTOp MponHpaamanmjckor IL-1, je ykipyden y cynpecujy nndnamanuje (344). HGF u NGF,

koje mpoaykyjy MSCs, npomosuimre amomnro3dy HSCs, a IL-10 w TGF-B3 cy oaroBopau 3a
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cynpecujy cunrese komarena y HSCs (280, 381, 345). MSCs peryauiny eKIpecujy MaTpUKC
metanonporernase (MMP)-9, 3a kojy je mo3HaTo aa yuecTByje y onopasky (Gubpose (346).
Melhytum, o cBUX COyOUITHUX MOJIeKyna, koje nmpoaykyjy MSCs, IDO nocenyje Haj3HauajHUjy
yaory y cynpecuju curraigor myrta IL-17 (347). Kao wto je Beh HaBeneHo y omrehemy jerpe
Koje daBopusyje momapusaiujy ka Thl mwim Th2 cybecry, xymane MSCs, nmyrem IDO u merobux
MeraboinTa (KHHYPEHUH, XMHOJHA KUCEIWHA U 3-XUIPOKCHU-aHTPAHWIIHA KUCEIHHA CMambyjy
nponudepanjy uim UHAYKY]y anonto3y aktuBupanux T mumdonunta (304), a 3a paznuky oJ] lbUX
MSCs mnokasyjy mmxky aktuBHocT IDO Te kopucte INOS kao conmyOMIHM MOJEKYT Y
umyHomonynanuju (304, 305, 258). V pasBojy ¢ubpose jerpe, unju HHPIAMALH]CKH OJTOBOP
ycmepaBa nonapusaiujy T aumdonuta ka Thl7 cyononymamuju, mumuje MSC He npoaykyjy
INOS , Beh uynocynpecuBuu edekat ocrapyjy nejctBom IDO 1 qpyrux coryOHITHIX MOJICKYJIa
(361). MSCs cynpumupajy reaepucame epexropckux Thl7 mumbonuta, mocpeacrtsom IDO, Tako
na uxubunmja IDO ce Moxe KOPUCTHTH y CBpXY Onokazae cynpecuje Thl7 nudepenumjanuje
nocpeacteom MSC (336).

VY excenpumeHTaIHOM Mojeny Gprodpose jerpe (mpumenom CCly), 3amTuTHa, IMyHOMO Ty IaIH]jCKa
ynora IDO je tek nenaBHo onncana (347). Kox mumesa koju cy nedunujentau 3a IDO, mokazana
je nosehana wuHpunTpanuja henmjaMa HMMYHCKOT CHUCTeMa, Kao M MoBehaHa ekcrpecHja
npouHpaamanujckux urokuHa (348).

CXO0JTHO OIHMCaHOM, PE3YJITaTH CIPOBEJCHOT MCTpakMBama Moka3yjy na npumeHa MSC cnabu
eKCIIepUMEHTATHO u3a3Bany (Gubpo3y jerpe (Ciuka 6, I'padukon 12), mosehaBa cepyMCKH HUBO
IDO u meroBor TepMUHAITHOT MeTabouTa kKunypennHa (I'padukon 16) u cMamyje HHOUATPALH]y
jetpe Th17 mumdponuruma (Purypa 7). Muxubuimja ensuma IDO kommieTHo O6mokupa edekar
MSC wa Thl7 mumdpouute (I'paduxon 18) omnocHo mosehaBa uHmITpanujy jerpe Thl7
mumMponutrma (durypa 10).

V in vitro exciepumenTrMa, npumeHa uaxuoutopa IDO 610kupa ciocooroct MSCS y cynpecuju
Th17 mumdonmra na crumynuiry cuntesy komarena tun 1y HSCs (durypa 9). Taxobe, in vivo
unxuduimja IDO y normynoctu Onokupa edexkre MSC wa Thl7 numdormre u uHXUOUpPa
antududporere epexkre MSCs (Cmuka 5, I'paduxonn 21-23), notBphyjyhu ynory IDO y
cynpecuju Th17 cyocera mpumenom MSC, y pubposu jerpe.

Ensum IDO OGnokupa xonBep3ujy perymnatopuux T mumdorura y Thl7 cybnomynanujy u

crumynuiie perynaropae T mumdormre koju nponykyjy 1L-10 (348) a meroBa uHXUOUIMja WK
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TeHeTCKa JieJieldja peayKyje CTBapame perynatopHux T nuMpounuTa H - CTUMYJIHIIE
mudepernmjarujy Th17 in vitro u in vivo (348).

VY 0BOj cTyauju je nokazano aa armkanuja MSC-CM ctumynuiie nposudeparujy peryaaTopHux
CD4+ T numdoumuta, Koju ce Kapakrepumy ekcrpecujom FoxP3 wu mpomykuumjom IL-10
(C'padukon 20), mDOK ce OBO CBOjCTBO KOMIUIETHO OyiOkupa mpumeHoM |IDO uuxmburopa
(C'paduxon 20).

Pesynraru oBe crynuje nmokaszyjy na MSCs, mocpenctsom enzuma IDO, cynpumupajy Th17 cyGecer
U BUXOBYy uHOuUnTanmjy ¢GuOpo3HO HM3MEHmEeHE jerpe, penykyjy IL-17 y cepymy, 3arum
npoMoBuiry mnponudepaunjy CD4+ T numdonurta KOju CHHTETUIIY XEMaTONPOTEKTUBHHU H
umynomonynauujcku 1L-10, kpeupajyhu umynocnpecuBny cpeauny y kojoj HSCs, y oacyctBy
crumynanuje IL-17, cmamyjy npoaykumjy konarena tum 1, o-SMA u apyrux monekyna Koju
MIPOMOBHIITY GUOPO3Y jeTpe, MITO CBE 3ajeHO pe3ylTyje ciaabibemeM hudpose jerpe.

ITokazano cBojctBo MSCs y cympecuju Thl7 numdornmra, nejctBom ensuma IDO mosxe
MIpe/ICTaB/baTU HOB TEPAIH]CKU MPUCTYN Yy Jeuerwy (hudpose jeTpe Kojy n3a3uBa aktupanuja IL-

17.
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6. SAK/bYYILIU
W3 cBera npeTxoJHO OIHMCAHOT, MOTY C€ U3BECTH cilefehy 3aKIbydLu:

1. Me3enxumaJjine maTu4iHe hejimje peaykyjy akyTHo omreheme jerpe.

1.1. ITpumena MSCs 3HauajHO cMamYyje akyTHO omTeheme jeTpe koje je uzazBano CCly,
cMamyje nHduntpaiujy uadiaamaTopauM henrjama u cepymcku HUBO I1L-17.

1.2. Tlpumena MSCs 3Hauajuo cMmamyje 6poj NKT henuja xoje npoaykyjy IL-17, anu He
yrude Ha Opoj Heyrpodmia, CD4+ u CD8+ T mumdonunra koju npoaykyjy IL-17 y
akyTHOM omtehemy jerpe u3azpanom CCla.

1.3.V ekcnepuMeHTaTHOM MoJielly akyTHOT xenartutuca u3asBaHor NKT henujama,
Me3eHXUMalHe MaTu4He henuje cmamyjy ykynan 6poj NKT henuja xoje mpoaykyjy
IL-17+, cMamyjy BUXOBY XEMaTOTOKCHYHOCT, a oBehasajy 0poj FoxP3+ IL-10+ NKT
henuja.

1.4. MSCs, mapakpuHHUM MEXaHU3MOM, TOCPEICTBOM HHIOJAMHH 2, 3 JICOKCHTEHa3e,

yruuy Ha npoaykuujy IL-17 y NKT henujama.

2. Me3enxumanane maTuuHe henuje penykyjy puodpo3sy jerpe.

2.1.VnTpaBeHcku opaunupade MSCs MUTpUpajy y JeTpy eKCIIepUMEHTATHUX KUBOTHHA
koju cy npumaiu CCls u cMamwyjy u3a3zBany ¢puodo3y.

2.2.Ilpumena MSCs, ka0 W y aKyTHOM XENaTHTHCY, 3Ha4ajHO ciiabu (ubposy jerpe,
m3azBany CCls, mTO je TmTOTBpHEHO MAKPOCKOIICKUM ¥  MHKPOCKOTICKHM
KapaKkTepUCTHKaMa, BPeIHOCTUMA TpaHCAMUHA3a y CepyMy M KBaHTUTaTuBHOM RT-
PCR ananmmsom.

2.3.MSCs cmamyjy HuBO 1L-17 y cepymy u mabunrpannjy CD4+ T numdorura Koju
npoaykyjy IL-17 y jerpama mumieBa tpetupanux CCla.

2.4 MSCs mapakpuHuUM MexaHu3MoM cynpumupajy Thl7 numdouute, 10K npuMeHa
MHXUOWTOpA MHI0JaMHuH 2, 3 neokcurenase, 1-MT in vivo moropmasa pudpo3y jerpe.

2.5.Tepanmjcka npumena MSCs cMmamyje GuOpo3y jeTpe y pa3BUjeHOj OOJIECTH.
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CKPAREHUIE

IL
ROS
CD
IFN-y
NKT
henuje
NK
henuje
TLR
TNF-a
MHC

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

untepneykus (interleukin)

pEaKTHBHH MEIUjaTOPH KrceoHuka (Reactive Oxygen Species)
cluster of differentiation

unTepdepon-y (interferon-y)

ypohenoyounauku T mumbouurtu (natural killer T cells)

ypohenoyounauke henuje (natural killer cells)

peuenrop cauuan Toll-y (Toll-like receptor)

dbaxTop Hekpo3e Tymopa-a (tumor necrosis factor-a)

mosekyn 11 kiace rimaBHM KOMIUIEKC TKMBHE MOy JapHOCTH (Major
histocompatibility complex)

O-TaJIaKTOLIEPAMM /T

YIJbEH TeTpa XIJIOPHUJ]

a30T OKCUJ

WHYIIMOWIIHA a30T OKCHJI CHHTa3a

wild type

fetal bovine serum

phosphate buffered salline

eTHJICH TUaMuH TeTpa cuphetHa kucenuna (ethylenediaminetetraacetic acid)

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Streptavidin HorseRadish Peroxidase

crangapana rpemka (Standard Error)
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