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YTuuaj nujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

Caxerak:

Oco0e obosene on nujaberec MenuTyca MMajy Behy MHIUIACHILY U MOPTAIUTET OJ TyMOpA.
[lperxomHe cTyauje Cy MoOKa3aie Ja OKCHIATHBHH CTpPEC, KOjU HACTaje Kao IOCIEeanIa
XUTIEPTIMKeMHje, yOp3aBa MeTacTasupame. Y OBOM HCTpaKHBamy AHjabeTec je MHIYKOBaH
JEIHOM BHCOKOM JI030M CTPEINTO30TOLMHA Y ITUJbY HCIIUTHBAKA yTUIIAja T1UjabeTec MeIuTyca
Ha pacT TyMOpa M MOJYJalWjy aHTUTyMOPCKOT HMMYHCKOT OJAroBopa, y wmojerny 4T1
kapuuHoma Jgojke y BALB/C mumneBa. /Iujaberec mMenutyc je yop3ao ImojaBy, pacT M Macy
pUMapHor Tymopa 1mrTo je npaheno cmameHoMm nurotokcnuHomhy NK hemuja mpema 4T1
henmujama, in vitro. /Iujaberec METUTYC je 3HAYajHO CMAWKUO MPOICHTYAIHY 3aCTYIJBEHOCT
NKG2D", neppopun’, rpansum’, IFN-y" u IL-17" NK hemnja, 10k je mosehao excrpecujy
PD-1 monekyna u mpoaykuujy IL-10 y NK henunjama y cnesunu. /{ujaberec je 3HauajHO
cvamuo mporenar NKG2D® NK hemmja u mosehao mpomenar PD-1" NK henmja u y
npuMapHoM Tymopy. JujabeTidno crame je mosehano akymynaunjy IL-10" Tregs u TGF-B7
MujenougHux cymnpecopckux hemuja (MDSCS) y cinesuHM W TpPUMapHOM TYMOpY.
JlujabeTnynn cepyM je y in Vitro ycmouma 3uagajHo mosehao mporenar KLRG-1" u PD-17
NK hemuja, cmamuo mporenar IFN-y* NK hemuja, excrpecnjy NKp46 u mpomykuujy
nepdopuna, rpanzuma, CD107a u IL-17 y NK henmjama y nopehemy ca cepymom kome je
JI0/1aTa TIayKo3a OJHOCHO ca KOHTPOIHUM cepyMoM. [{ujabeTec MenuTyc je 3HauajHo rmosehao
eKCTpecujy MHIynuoOmiHe a3ot MoHokcuna cuntase (INOS) u uHmonamuH 2,3-1HOKCHIeHA3E
(IDO) y cnesunckum MDSCs u aenapurckum henujama (DC) muimieBa mnpe HHAYKIIHjE
tymopa. Cneyughuunu unxubumop nHAONAMUH 2,3-AMOKcUreHase, 1-vwemun-DL-mpunmogan,
je roroBo y motnyHoctu noBpatuo ¢enotun NK henuja KynTuBHCaHUX y HjaOETHUHOM
cepymy. OBH pe3ynTaTH yka3yjy na aujaberec MEIUTyc yOp3aBa pacT Tymopa moBehanom
aKyMmyJalgjoM UMyHocynpecuBHuxX henuja u cynpecujom NK henuja aktuHomhy eHzuma

IDO.
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Abstract:

AB

Diabetic patients have higher incidence and mortality of cancer. Recent study revealed that
hyperglycemia-induced oxidative stress is involved in the acceleration of tumor metastasis.
We used model of high dose streptozotocin-induced diabetes to investigate its effect on tumor
growth and modulation of antitumor immune response of 4T1 murine breast cancer in
BALB/c mice. Diabetes accelerated tumor appearance, growth and weight, which was
associated with decreased NK cells cytotoxicity against 4T1 tumor cells in vitro. Diabetes
reduced frequencies of systemic NKG2D", perforin®, granzyme®, IFN-y* and IL-17" NK cells,
while increased level of PD-1 expression and production of IL-10 in NK cells. Diabetes
decreased percentage of NKG2D*NK cells and increased percentage of PD-1" NK cells also
in primary tumor. Diabetes increased accumulation of IL-10" Tregs and TGF-B* myeloid
derived suppressor cells (MDSCs) in spleen and tumor. Diabetic sera in vitro significantly
increased percentage of KLRG-1" and PD-1" NK cells, decreased percentage of IFN-y"NK
cells, expression of NKp46 and production of perforin, granzyme, CD107a and IL-17 per NK
cell in comparison to glucose added mouse sera and control sera. Significantly increased
percentages of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) producing MDSCs and dendritic cells (DC) were found in the spleens of diabetic mice
prior to tumor induction. 1-methyl-DL-tryptophan, specific IDO inhibitor, almost completely
restored phenotype of NK cells cultivated in diabetic sera. These findings indicate that
diabetes promotes breast cancer growth at least in part through increased accumulation of
immunosuppressive cells and IDO mediated attenuation of NK cells.
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1. YBOJ

1.1. Tymop nojxe

Tymop nojke je Hajuernthe qujarHOCTU(GUKOBAH paK KOJ )KEHA | jelaH of BoJehuX y3poka CMpTH
(1,2). [JwujabGerec wmenutTyc je MeTabonmuka OOJECT, Koja c€ YIIaBHOM KapaKTEepHIIe
XUTNEPTIUKEMH]OM, U HacTaje yclie]] HeloCTaTKa CeKpelrje win aeoBama uHcyauHa (3). [Topen
BEOMa BaKHE YJIOTE XWIIEPIIIMKEMHje, NPYyrd (akTopu Kao MTO Cy OKCHIATHBHU CTPEC H

XHIIEPIIUITUIEMH]ja Cy Takol)e BaXKHU Y HACTaHKY KOMILIMKaIUja y aujadberecy (4).

1.2. lujadeTec U TyMOp A0jKe

Knuanuke crymuje mokasyjy na je mujaberec yapykeH ca moBehaHMM pPH3HKOM O] pa3Boja
KapIuHOMa JI0jKe 300T MHOTHX UCTHX (hakTopa pusuka (5, 6, 7, 8). /lujaberec yruye Ha HaCTaHAK
U IIporpecujy Tymopa Ha Hekojnko HauuHa (8). [Ipema BapOyprosoj xumnoresu, Tymopcke henuje
KOpPHUCTE NIaJIeKO BUIIE TJIYKO3€ 3a €HEPrujy U NPEKHUBJhAaBalk€ HEro peryinapHe hemwje, mro
yKa3zyje Ja XWIepriukeMuja Moke osakmatd pact Tymopa (9). Kuceonnunu crnobogHu
panuKaiy, KOju ce MpOoAyKyjy y AujabeTec MENUTYCYy, BaKHHM Cy Cy 3a HacTaHaK M IpPOrpecujy
kapuuHoma (10). HenaBHa cTyamja mokasaina je Jja rmoajadyaH OKCHJIQTHBHU CTPEC, HACTA0 yciesn
XHUIeprivkeMuje, nopehaBa ekcrpecujy aJxe3uBHUX MOJIEKYyJa Ha €eHJOTEeIHUM henujama, unme
ce yOp3aBa MeTacTa3Wpame MellaHOMa M Ja HEeyTpalMcame OKCHIATHBHOT CTpeca CMambyje
porpecujy TYMOPCKMX MeTacTaza y naujabetnynuM ycnoBuma (11). OBu  mexaHU3MH
o0jammanajy moryhy Be3y m3mely nujabereca m yOp3aHOr HAacTaHKa M IpOTpecHje Tymopa.
Mebhyrtum, ynora nujabeteca y mMpUMapHOM pacTy TyMOpa U UMYHCKH OJTrOBOpP Ha TyMOp jOLI

YBEK HHUJ€ JOBOJFHO pajalllibEH.

1.3. YTunaj nujadereca Ha UMYHCKH CHCTEM

Panjuje crynuje cy nokasaiue j1a aujaderec pemeTu oa0paHy oA MH(EKIHja U UMYHCKH OJATOBOD,
ykbydayjyhu NK henuje. Ilanumjentn ca nujaberecoM THN 1 MMajy CMameHy €KCIIpEeCUjy U

abepanTHy curHanuzanjy npeko NKG2D penentopa, ka0 W 3Ha4yajHy HUXKY EKCIPECH]Y
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mosekyna p30/p46 na NK henujama (12, 13). Uen u capagHuIy Cy rmoka3ajid Aa MUTOTOKCHYKH T
TUMQOIUTH U30JI0BAHM M3 MHIIA TPETUPAHOT CTPENTO30TOIIMHOM IMPOM3BOJIE Mame nephopuHa
u TNF-q, Te cTrora Hemajy cocobHoctr na enumuHuIny henuje memanoma (14). Ipyre crynuje
Cy Tmokazaje jaa amjaberec cmamyje YKyImaH TpOleHaT W Takohe HapyiaBa eKCIpecHjy
XEMOKMHCKUX pelenTopa H KOCTHUMYJIATOPHHUX MOJIEKyJa W CMamyje HPOH3BOIBY
npouH(IaManjCKUX IUTOKUHA Y MPO(EeCHOHAIHUM aHTUTEH mpe3eHTyjyhum henujama (15,16).
3a caja HEMa mojaTraka 0 UMyHOCYIIPECUBHUM henujama, BaXKHOM (akTopy y OMOJIOTHJU TyMOpa,
y aujaberec menutycy. Kako je kapumHOM A0jKe jeAaH ol Hajuemhux TyMopa y MOIyNaluju,
UJb Hallle cTyAuje Ouo je na ce ucnurta edekar aujaderec METUTyca Ha pacT KaplHOMa J10jKe

4T1 pacra 10jKe ¥ Ha aHTUTYMOPCKH UMYHCKH OJATOBOD.

HajBaxauju 3akibydak OBE AMCEpTaIMje je Na aujederec MEIuTyc yOp3aBa pacT KapIuHOMa
J0jKe, MOJCTHYEC CYMPECHBHY aKTHBHOCT MHJEIOMIHHUX Cympecopckux henuja (enra. Myeloid
Derived Suppressor Cells, MDSC) u perynaropuux T mumdonuta (enrn. Regulatory T cells,
Treg) u KaTaTUTUYIKOM aKTUBHOIINY eH3MMa WHIOJIaMUH 2, 3 nuokcureHasza (enri. Indolamine

2,3-dioxygenase, IDO) cynpumupa NK hemnwje.
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2. INJBEBU NCTPAKHUBAIbBA

OcHOBHHM 1I1Jb OBOT' UCTpaXkKMBama je Ja ce UCIHUTA YTHUIlaj] AujabeTec MeJUTyca Ha pacT U pa3Boj

TyMOpa JI0jK€ M Ha MOAYJAIHU]y AHTHUTYMOPCKOT HMMYHCKOT OJIrOBOpa Y EKCIIEPHMEHTAIHOM

MHUIIjeM MOIeNy KapIIMHOMa JI0jKeE.

v CKiIaqy ca OCHOBHUM HUJBEM ITOCTAaBUJIU CMO CJ'ICI[ChC CKCIICpMMCHTAJIHEC 3aJ1aTKE .

1. VYTBpaWTH yYMHaK CEKCIEPUMEHTATHOT Juja0eTec MEIUuTyca Ha pacT MPUMApHOT Tymopa
T0jKe, MHIIUJICHIlY MeTacTa3upama U apaMeTpe OKCHIaTUBHOT CTPeca;

2. Vcnuratu yTuIaj eKCIEpUMEHTAIHOr IujabeTec MenuTyca Ha henujcKu cacTaB CIIE3MHE U
cyOnomynanuje TyMOp-UHQUITPUIIYhUX JIeyKOIMTa KOJ MHILEBA Mpe U IOCie WHIYKIIH]je
TyMODa;

3. Hcmnurati Kako eKCIEpUMEHTATHH JujadeTec MEIHUTYC YTHYe Ha (EHOTUIICKE U
(yHKIMOHATHE KapaKTepucTHKe M uuTOTOKcmuku kamamuter NK hemmja m CD8™ T
TUMQOLUTA, TIPE U MTOCIe HHAYKLU]E TyMOPa;

4. HMcnutath NOBE3aHOCT I10jayaHOI OKCHAATUBHOI CTpeca W CTpeca EHJOoIIa3MaTCKOr
peTHKynyMa ca mpomeHoM (yHkrmonanHor ¢enotuna NK hemmuja, CD8'T mumdormra u
MMYHOCYTIpECUBHUX hennja MumieBa ca XUNepriinKeMHjoM;

5. Hcnuratu na nu je JOMUHAHTaH YTHULA] XUIEPIIIMKEMHje WM OKCHUAATUBHOI CTpeca Ha
npomeny dynkmuonansor gpesoruna NK hemuja u CD8'T mumdonuTa;

XUITOTE3E CTYJUJE

1. ExcnepumeHTanu Mojeln aujaberec MeauTyca yop3aBa pacT U METacTa3Hpame TyMopa J10jKe.

2. Xwunepriukemuja cMamyje uadunTpanujy Tymopunuaanx NK henuja u CD8" T mumdpornmra
y IPUMApPHH TYMODP.

3. Xunepriukemuja cMamyje nuToToKcHuku kananuter NK henuja u CD8" T numdonwura.



YTuuaj qujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

3. MATEPUJAJI U METOJE

Crynuja je cnpoBeneHa y y LleHTpy 3a MOJIEKYJICKY MEAWIIMHY U HCTPAKUBAKHE MATHYHHUX
henuja @akynrera MEeIMIIMHCKUX Hayka YHUBep3utera y Kparyjesiy, y nepuoay oa cenremOpa
2014. ronune no nenemdpa 2017. ronune.

UcrpaxuBame je omoOpwia ETmyka komucuja 3a J0OpOOMT 11a0OpAaTOPHUCKUX IKHUBOTHHHA
dakynTeTa MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBepsutera y Kparyjeriy Opoj 01-6496 on 17.06.2015.

TOAUHE.

3.1. EkcniepuMeHTAJIHE ) KHBOTHHH€

HcrpaxuBarme je cripoBeieHO Ha 6 10 8 Hemesba CTapuM keHKama, yrctor coja BALB/C (eHr.
wild type) mumieBa. Y cTyaujy cy yKJbyueHe KUBOTHEGE YCKial)eHe cTapocTH M TeJecHe mace
n3Mel)y eKCriepuMeHTaIHUX Tpymna. MUIIeBH cy oarajaHu y BuBapujymy LleHTpa 3a MOJIEKyJICKY
MEIUIIMHY U MCTpaKUBamba MaTuyHux henuja, dakynrera MEIMIIMHCKUX Hayka y Kparyjesiry.

ToxoMm cBux CKCIICPUMCHATA ) KUBOTUILEC CY UMAJIC CJ'IO60I[aH MMPUCTYII XpaHU U BOOH.

3.2. Aunykuuja diabetes mellitus-a

VY unaykumju nujaderec menutyca kopuinhen je Crpenrozotoruu (STZ, Sigma Chemical St.
Louis, MO, USA) koju je TokchuaH 3a MHCYIWH npoaykyjyhe P henuje mankpeaca. Hamumk
riyko3u, kopuctd GLUT2 tpancnopTepe 3a ynasak y henujy nzasusajyhu omreheme DNA koju
nmotoM y3pokyje ADP-pubosmnanmjy, mporec BakaH y pa3Bojy aujadereca (46). Y cBum
eKCTIEpUMEHTHMAa MHUIIEBUMA jeé HAaKOH YEeTBOPOYACOBHOT TJIAJI0Balba WHTPANICPUTOHEATHO
aruIMKoBaHa jenHa cyoneranna no3a STZ y mosu 170mg/kg pactBopenor y 100ul murpatHOTr

ny¢epa (enrn. Citrate buffer, CB) pH Bpeanoctu 4.5.

3.3. heanjcka aunuja mumijer tymopa nojke (4T1)

VY ekcniepumentuma je kopuinhena 47T1, henujcka nuHuja mutjer Tymopa nojke (American Type

Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA; CRL-2539).
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OBa nuHHja je g0OHMjeHa M3 CIOHTaHO Hactajor Tymopa aojke y BALB/C wmwumy (47).
[IpencraBiba aHMMaIHA MOJIeN 3a ucuTUBamke 1V cTamujyma Xxymanor kapuuHoma jiojke. hemmje
Ce MOTY MHOKYJIMCATH UPEKTHO Y MAacHO jacTyde MIICUHE *kJie3/ie (MH]jEKIIMjOM), MHTPABEHCKH Y
JaTepaiHy penHy BeHY, apTepPHjCKU XUPYPIIKOM KaTeTepu3alljoM JIeCHE KapOTHIHE apTepuje
WIM WHjEKIIMjOM Yy JIEBY MpeTKoMopy cpua. Hakon ammukanuje y muedny xiesny BALB/C
muiesa, 4T1 henuje Gopmupajy npumapHu TyMOp M MeTacTasupajy y miyha, jerpy, TumdHe

YBOPOBE U MO3aK, HAJIMK XyMaHOM KapIHHOMY J10jKe (48).

Tymopcke henuje 4T1 cy ysrajane y DMEM memujymy (enrsn. Dulbecco's Modified Eagles
Medium) ca momatkom 10% derannor teneher cepyma (enrn. Fetal Bovine Serum, FBS), 2
mmol/l L-rnyramuna, 1 mmol/l nenunmmuu/crpentomunuHa, 1 mmol/l He-eceHIMjaTHUX

amuHOKHKcenuHa (Sigma-Aldrich, Munich, Germany).

henuje n3Bahene n3 KOHTEjHEPA ca TEYHUM a30TOM Cy c€ oAMp3aBaje | 10 2 MUHYTa y BOJEHOM
kynatwiy Ha temneparypu on 37°C. JlomaBamem 9 ml KkoMIuleTHOr MeaMjymMa U
neHrpudpyrupambeM Ha 350G 10 MuHyTa, YKIOWEH je KPHO-TIPOTEKTUBHU MeaujyMm. Kpwo-
MPOTEKTHBHA MEIHjyM jecTe KOMIUIETaH MeOujyM 3a pacT hemmja ca momatkom 5% DMSO.
Hakon omnuBama cynepHaranrta, heimje cy pecycnenaoBaHe y 1 ml xommiieTHor menujyma,
npebaueHe y (piack U KyJITHBHCAHE Y aCeNTUYHUM YCIIOBUMAa y HHKYOAaTOpy Ha TeMIepaTypu of

37°C n y npucyctBy 5% CO?2. IIpoceuno Bpeme qyrumpama 6poja henuja usnocu ox 24 1o 48",

HemnocpenHo mpe in Vivo u in Vitro ekcnepumMenata, cyokondiyentHe henuje (mpubmmxao 80%
KOH(IIYEHTHOCTH), OJiBajaHe Cy ca jJHa ¢uiacka KpaTKOTpajHUM jejoBambeM TpurcunoMm [0,25%
Tpunicun ca xenatopom 0,02% EDTA (enrn. ethylenediaminetetraacetic acid, PAA Laboratories
GmbH) pacrBopenor y PBS-y (enrn. Phosphate Buffered Salline, PAA Laboratories GmbH).
henuje cy 3atum pecycnennoBane y y 6 ml DMEM-a ca nogarkom 10% FBS-a, xako 6u ce
HEyTpalMcao TPUIICUH U crpedmio omrtehewme henmuja, a morom cy nentpudyrupane 300 g 10
MuHyTa.. Renuje cy nomatHo npane y PBS-y, 6e3 FBS-a, nipe ynotpede y cBakoM in vitro u in vivo
excriepuMenTy. BujabunHoct henumja je onpehena momohy trypan-blue-a m xopumthene cy camo
henujcke cycniensuje ca Bujabunnouthy sehom ox 95%.

VY ekcniepuMeHTHMAa, OPOJHH UCTPAKUBAYH Cy KOPHUCTHIIM pa3iuduT Opoj Tymopckux henuja 4T1

3a MHAYKLUW]y Oosectd, koju ce kperao ox 1x10° mo 1x10° (49,50). Y ceum in Vivo
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€KCIIEpUMEHTHMA OBOT MCTpaKWBamba KOPUIINEHO je 5 X 104 TyMOpCKHX henuja 3a MHAYKIH]Y
tymopa (20,21).
Manurue hemmje 4T1 (5 x 10%) cy pecycnenmosane y 50ul PBS-a i yGpusrapane cy HHCYIHHCKHAM

cucremoM (mrmpuil ¥ uria 21G) IMPeKTHO Yy MacHO jacTyde MiIeUHE xKie3e 0poj 4.

3.4. Bepudukanuja npumMapHor Tymopa

ITojaBa mpumapHoOr TymMopa npaheHa je CBakOJHEBHO, AETEKIMjOM MaINa0UIHOT TYMOpPa, a leropa

Benn4KHa ojipehuBana je MoppomeTpHjcKu, KopuirhemeM HOHUYca.

3.5. AHa/In3a MeTacTaTCKUX KOJIOHUja

Muesu koju cy npummin STZ ognocHo CB cy xprtBoBanu 28. naHa HakoH amukanuje 4711

TyMOpckuX henuja, HaKoH 4era cy UM IuTyha U jeTpe n30JI0BaHe 3a aTOXUCTOJIOMIKY aHAIIU3Y.

duxcanuja u Aexuaparaumja: HemocpeaHo HaKOH M3oanuje, TKUBO IUiyha u jeTpe je huKCcHUpaHo y
10% pacTtBOpy dopmaiaexuaa Ha coOHOj TemnepaTypu. Bonymen ¢ukcaruBa je 6uo 10 myra Behu on
BosyMeHa TkuBa. OOpaljeHo TKMBO je yKalmylubeHO y mapaduHcke OJ0KOBE W TIOMONY MHKpPOTOMA CY
uceYeHu pe3oBu neOsbuHe 5 pm. Ilpecenn Ccy HaHelieHM HAa TpPEIMETHA CTakia, a 3aTuM OO0jeHH

oJiroBapajyhoM TeXHUKOM.

Bojewe xemaTokcuimHoMm u eo3nHoM (H&E): TlapaduHcku ucedny cy mpeTxoIHo 3arpejaHu y
tepmocrary Ha +56°C y Tpajamy on 45 MunyTa. 3atuMm cy aenapadMHUCAHH Y KCUIIONY U ypaheH
j€ TMOCTyMakK pexuapaTaiyje TKUBa UCIIMpameM y onaaajyhuM KOHIIEHTpaljama eTHII allkoxXoa:
2 myTa Mo 5 MMHYTa Y alcoJlyTHOM aJIkoxody, 5 MuHyTa y 96% ankoxony, 5 Munyra y 90%
ankoxony, S munyta 'y 70% ankoxoily ¥ Ha Kpajy 5 MUHYTa Yy JAecTuioBaHoj Boau. [IpenapaTu cy
6ojern Mayer-osum xematokcuauaom (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 MuHyTa a motom
Cy UCIpaHU JECTHIOBAaHOM, a oHjAa U TekyhoMm Bogom 5 munyta. Ilpenapatu cy 3atum 6ojeHH
ankoxoHuM eoszuHoM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 munyra. Hakon 6ojema TKHBO je
JNEXUAPATHCAHO U MPOCBET/HEHO y KCHIIOY. 3a Mpolec AeXuaparalnje KkopuiheHe cy pacryhe
KOHIIEHTpallKje ainKoxona u To: 5 munyTa y 70% ankoxoiny, 3atum 5 munyta y 90% ankoxoiy, 5

MuUHyTa Yy 96% ankoxoily M Ha Kpajy 2 myTa Mo 5 MUHYTa Yy arncoJIyTHOM ankoxousy. Hakon
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0ojema U MOCTYIKa JIeXUapaTaiuje, J00MjeHH TPerapaTy Cy MPOCBETIbEHH NoTanameM | MUHYT
y MEIIAaBMHU KCUJIOJIA U allCOJIyTHOT aJIKOX0Ja y ogHocy 1:1, a motom 2 myTa mo 1 MUHYT camo y
kewony. TkuBHM WcedlM Cy NpeKpuBeHH KaHama Oamzamom (Canada balsam, Centrohem,
CpOuja) 1 MOKpOBHUM cTakiuMa. HakoH 24-4acoBHOT CyIICHa MpernapaT Cy aHAIM3UPAHU TTO]

ceerinocauM mukpockorom (Olympus, Japan).

3.6. Bapuja0.ie koje ce Mepe y CTyAUju

He3aBucHe BapujadJiie: XunepriimkeMuja, mapaMeTpu OKCUJIATUBHOT CTpeca

3aBucHe BapujadJie: BeIUYHHA PUMAPHOT TyMOpa, Maca IpUMapHOT TyMOpa, Opoj U BeTUYHHA
METACTaTCKUX KOJIOHA, TIapaMeTpu OKCHIATHBHOT CTpeca M CTpeca EHJOIIa3MaTCKOT
peTukynyma, henmujcku cactaB Cie3WHE W CyOmomynamnuje TyMOp-HHPWITPUINYhUX JIeyKOoIuTa,

. +
denoturcke u PyHKIHOHAIHE KapakTepucTuke u nutorokcndku kanamureT NK hemuja u CD8

T nmumdorura

30ymyjyhe Bapujabue: He nmocroje

3.7. OnpehuBame aHTHOKCUAATUBHUX €H3UMA

Epurpounty u3noBanu u3 KpBu MuileBa koju cy npumuin STZ ognocHo CB cy kopumrhenu 3a
Mmepeme katanase (enrn. Catalase, CAT), cynepcokcun aucmyrase (engl. Superoxid dismutase,
SOD) u rnyratuona (enrin. Glutathione, GLU) cnekrpodoromerpujom. M3010BaHH epUTPOIIUTH
cy ucnpanu tpu mmyta ca 0.9 mmol/l NaCl u xemonu3zarom koju caapsxu npudmmkao 50 g of Hb/l,
3a Koje cy. Za onpehuBame aktuBHOCTH CAT, u3atul cy pa30iaakeHu TeCTHIOBaHOM BojoM (1:7
VIV) u tpetupanu ca xjopodopm-etarosnom (0,6:1 vV/V) kako Ou ce YKIIOHHO XeMOTJIIOOWH. 3aTUM
je 100 pl yzopka u Iml 10 MM Hy0O; je momaro y 50ul xaramasnor mydepa. Karamaza je
JIeTeKTOBaHa cHekTpogoToMeTpujcku Ha 360 NM. AKTHUBHOCT CYNEpOKCH]J AM3MYyTas3e je
onpehena kopumheweM enuHedpuna. M3amemano je 100pl nuzata u 1 ml kapGonanTHor nydepa,
a "HakoH Tora je momaro 100 pl emunedpuna. SOD je merekToBaH CHEeKTPOPOTOMETPHJCKH HA

470nm. AxtuBHoct CAT u SOD y eputpornutiMa je nmprka3aHa je nmpuka3aHa y jeuHUIaMa 1o
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rpamy xemornoGuua X 10° (U/g Hb x 10°).

3.8. M3os1anuja JieyKouTa U3 cCJI1e3uHe

MurieBu Koju cy pa3BwiIM AujabeTec Cy >KPTBOBAHU LEPBUKATHOM JUCIOKAIMjoM 28./1aHa HAKOH
armkanuje STZ wim 15. nana mocie amiMkanuyje 5x10% 4T1 TyMOpCKHX henuja y Mileuny Kiie3ay.
15. mana moclie aruIMKaluje 5x10* 4T1 TyMOpPCKHX henuja Cy >KpTBOBAaHM W MUIIEBU KOJU CY
TpEeTUpaHu caMo TymMopckuM hemujama. CBUM MHUIIEBHMa Cy M30JIOBaHE CIIE3MHE, HAKOH Uera je
MOCTyIaK HW30JIallije CIUICHONUTA, OJHOCHO JmMdoruTa ciposeraeH Ha +4°C. Hajope je kimumnom
IITPHIIA TPOTHCHYTA clie3nHa Kpo3 hemmjcko cuto (enri. Cell strainer, BD Pharmingen, USA) y
enpysery ox 50ml y3 momaBame Sml memmjyma (RPMI-1640; PAA Laboratories GmbH ca
nogatkom 10% FBS-a). hemuje cy nentpudyrupane 5 muayra Ha 350G. CynepHaTaHT je OJUIUBEH,
a Ha hemujcku Tanor je momaro Sml mydepa 3a nusupame epurpormra (enri. Er Lysing buffer)
(4mg EDTA, 100mg NaHCOs, 826mg NH,4CI, pacteopero y 100ml ddH,0), u unkybupaso 5
MHHYTa Ha Jieny. HakoH ucteka unkyobanuje, noaato je 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-om unme je
3ayCTaBJbEHO JaJbe JIM3Mpame. 3aTuM cy henuje neHTpudyrupase, cynepHaTaHT je OJJIMBEH a
tayior pecycrengosad y Sml RPMI-1640 (10% FBS). henuje cy npomnyiteHe kpo3 henujcko curo,
Kako OM ce m30eria MmoTeHIMjajHa KOHTaMMHallMja XUCTHOIMTUMA cie3uHe. HakoH u3onanyje,
npuiuKkoM Opojama henmuja oxpehuBana je u muxoBa BujabumHOCT momohy trypan-blue-a mon
CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM M y €KCIEpPUMEHTAIHOM pajay cy KopuutheHe camo cycneHsuje hemuja
ca BujabunmHomthy Behom ox 90%. Oako moOujeHa CyCIieH3W]ja TOJEIMHAYHUX CIJICHOIUTA

kopuirheHa je y eKcriepuMeHTHMa (32 IPOTOYHY LIUTOMETPU]Y U TECT IIUTOTOKCUYHOCTH).

3.9. U3oaanuja heruja n3 npuMapHor Tymopa

MurieBu xoju cy pa3BuiIM aujaberec Cy )KPTBOBAHU LIEPBUKAIHOM JUCIOKAIMjoM 15. 1aHa HAaKOH
arTuKaImje 5x10" 4T1 TYMOpPCKUX henMja y miledHy >kie3my. 15. naHa mocne aruidkanuje 5x10*
4T1 tymopckux henuja cy *pTBOBaHU M MUIIEBH KOJU Cy TPETHPaHH caMO TyYMOPCKUM henujama.
CBuUM MUILIEBUMA Cy HM30JI0BaHE NPUMapHU TYMOPH, HAaKOH 4era je HU3MepeHa HHXOBa Maca.
Maka3zama cy TyMOpH YCUTH-EHH a HaKO Tora OIpaHu 2-3 myTa y MeTpH moJbu Kopuihemem PBS.

HcutweHu TyMOpH Cy IMOTOM pecyclieHAoBaHM y Sml memujyma 3a aurectujy. Meaumjym 3a
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JUIECTH]y TYMOPCKOT TKHBa caapxu 1mg/ml konarenaze tum I, ImM EDTA y 10 ml RPMI xome
je nomato 2% FBS. Jlurectuja Tymopa ce oJiBHja y Tpajamy o1 ABa cara Ha 37°C y3 Memame Ha
mejkepy. Hakon nurectuje, henmje cy uentpudyrupane Smunyra Ha 1500 rpm, a motom je
cymepHaraHT ojuiBeH muneroM. Ha rtamor je nomato 10 ml mperxomHo 3arpejaHor TpUIICHHA,
HaKOH yera je ycieawi a WHKyOanuja y Tpajamy on 3 muHyta Ha 37°C. Ilotom cy campxkaju y
enpyBerama neHTpudyrupanu 10 muayra Ha 1500 rpm, HakOH 4era je CymHepHATaHT OJJIMBEH
nuneroMm. Ha Tanore je momat 2.5 ml mperxomHo mpunpemibere u 3arpejane DNA-3e (10ug/ml)
HAaKOH 4Yera je ycieauia uHKyOauuja y Tpajamy on 1 munyrta Ha 37°C. HakoH uHkybOaunwje, y
enpyBeTe je poaaro 7 ml koMIieTHOr Meaujyma u cajapxkaj je uentpudyrupan 10 min Ha 1500
rpm. M3 empyBera je CylmepHATaHT OJUIMBEH IMHIIETOM, a TOTOM je J0JaTo 5 ml KOMIUIETHOT
meaujyma. Cazapikaj je mpomymrTeH Kpo3 henmujcko cuTo, a motoM u neHtpudyrupad 10 min Ha
1500 rpm. henmje cy pecycnengoBane y 0,5 ml xommietHor menujyma. [Ipunnkom Opojama
henuja onpehuBana je W mWwUXoBa BHjabmiHOCT ToMohy trypan-blue-a mox cBeTmocHUM
MHUKPOCKOTIOM M Yy eKCIEpUMEHTATHOM pajy cy KopumheHe camo cycnensuje hemmja ca
BujabmiHomthy Behom ox  90%. OBako nobuwjeHa cCycleH3Wja TOjeAMHAYHUX TYyMOP
uHOMITpUIIyhHX JeykouuTa KopuirheHa je y ekcriepuMeHTHMa (3a IPOTOYHY LIUTOMETPH]Y U TeCT

I_[I/ITOTOKCI/I‘-IHOCTI/I).

3.10. Amnaau3a momyJjamnuja MOHOHYKJeapHuX hejauja cie3uHe W NPUMapHOr Tymopa

NMPOTOYHOM HMTOMETPHjOM

IIpe amnukanmje Tymopckux hemuja u 15. maH mporpecuje TymMopa MPOTOYHOM IIUTOMETPH)jOM
uaeHTHPUKOBaHe cy cyOmnomynanyje TUMQoLUNUTa U aKIECOPCKUX henuja clie3uHe W MpUMapHOT
Tymopa (Makpodaru, aeHapuTcKe henuje, MujelougHe cymnpecopcke hemwmje, perymatopau T
muMmdoruT) U onpeheHn BUXoBU mHpoueHTyanHu oaHocu. JlerekroBanu cy: NK hemmje, NKT
henuje, cyononynanuje T numdonnra, makpodaru, neHapuTcke henuje, MUjeonIHe CyIpecopcKe
henuje. ¥3 To, ucnutubad je u pyHkuuoHanuu ¢penorun T mumdonnta, NK henuja, NKT henwuja,

Makpoara, TeHIPUTCKUX henrja, MHjeIOUTHUX Cynpecopckux hemnmja.
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3.10.1. ObenexaBame heiujckux MeMOpaHCKHX MapKepa

VY uaeHTuduKanmju MEMOpaHCKUX MapKepa 3a (peHoTUnHu3aujy u onpehusame GyHKIMOHATHOT
¢denoTuna cydnomynamyja MOHOHyKeapHHUX hemuja cie3nHe U NpuMapHOT TyMopa KopumheHa cy
aHTU-MUIIIHja MOHOKJIOHCKA aHTuTena (Tabema 1,). Ha 5 % 10° henuja pecycnengoBanux y S0ul
nydepa 3a 6ojeme (eura. Staining Buffer; BD Biosciences) nonara je oarosapajyha xojaudnHa
onropapajyha KoiwuMHa MPUMApHO KOHJYTOBAHWX MOHOKIOHCKHX aHTUTENA crenupuuHux 3a

MOBPIIMHCKE aHTUTECHE Pa3IMYUTHX CYOTOIyJalija MOHOHYKIeapHuX henuja.
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Tabena 1. MoHOKIIOHCKA aHTHUTeNA KOpUITheHa y TPOTOYHO] IUTOMETPHU]U

' Alexa Fluor® 488 anti-mouse CD3e~ 145-2C11  IgGlx BD Pharmingen
Alexa Fluor® 488 anti-mouse CD4 RM4-5 IgG2ak BD Pharmingen
Alexa Fluor®™ 488 anti-mouse CD8a 53-6.7 IgG2a« BD Pharmingen
PerCP anti-mouse CD49b Armenian Biolegend

HMo2 Hamster
IgG
PE anti-mouse IL-4 BVD4-1D11  1gG2b BD Pharmingen
PE anti-mouse IL-10 JES5-16E3 19G2b BD Pharmingen
Alexa Fluor® 647 anti-mouse CD335 (NKp46)  29A1.4 IgG2a « BD Pharmingen
PerCP-Cy™S5.5 anti-mouse CD335 (NKp46) 29A1.4 IgG2ax BD Pharmingen
FITC labeled anti-mouse CD11c HL3 IgG1 A BD Pharmingen
PE anti-mouse CD107a 1D4B IgG2ax BD Pharmingen
APC anti-mouse IFN-y XMG1.2 IgG2a, x eBioscience
APC anti-mouse CD86 GL1 IgG2ak BD Pharmingen
PE anti-mouse Granzyme B NGZB IgG2a, «  eBioscience
APC anti-mouse TGF-B 860206 Rat RED Systems
IgG2A
APC anti-mouse Perforin eBioOMAK- eBioscience
5 IgG2a,
PE anti-mouse CD69 H1.2F3 IgGl1 A  BD Pharmingen
FITC anti-mouse Fas Ligand (CD178) Armenian eBioscience
MFL3 hamster /
19G
FITC labeled anti-mouse CD11b M1/70 IgG2b k eBioscience
PE anti-mouse KLRG1 2F1 IgG eBioscience
FITC labeled anti-mouse CD69 H1.2F3 IgG eBioscience
PE anti-mouse CD314 (NKG2D) C7 IgG eBioscience
APC anti-mouse CD335 (NKp46) 29A1.4 1gG eBioscience
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Renuje n300BaHe M3 TKMBA CIE3UHE M MPUMApHOT TyMOpa Cy MHKYOMpaHe M ca oaroBapajyhum

M30TUIICKUM KOoHTposiama (Taberna 2).

Tabena 2. M30TUIICKEe KOHTPOJIE MOHOKJIOHCKHX aHTHUTENIa KOPUIITNEHUX y MPOTOYHO] IIATOMETPHUJH

Alexa Fluor® 488 Hamster Isotype Control A19-3 lgGlx  BD Pharmingen
PE Hamster Isotype Control B81-3 IgG2ax BD Pharmingen
Alexa Fluor® 488 Rat Isotype Control R35-95  IgG2ax BD Pharmingen
Alexa Fluor® 647 Rat Isotype Control R35-95 IgG2ak BD Pharmingen
FITC Rat Isotype Control R35-95  IgG2ax BD Pharmingen
APC Rat Isotype Control R35-95 IgG2ak BD Pharmingen
PerCP-Cy™S5.5 Rat Isotype Control R35-95 IgG2ax BD Pharmingen
FITC Rat Isotype Control B39-4 IgG1A  BD Pharmingen

CBa aHTHTENa 32 TOBPIIMHCKO 00jerme, Ka0 W MU30TUIICKE KOHTpOJE KOpWImheHe Cy y TaKBUM
KOHIIEHTpaljaMa Jla ’buxoBa (puHaIHA pa3diaxema y cycneHsuju hemmja Oyny 1:100. Hakon
KpPaTKOTPajHOT BOPTEKCOBAmWa, y30pLU Cy MHKyOupanu 30 MUHYTa y Mpaky Ha TeMIepaTypH
+4°C. Ilo ucreky unkyOanuje, henuje cy onpane nogaBameM 2ml xmajgHor mydepa 3a 60jeme
(enrn. Staining Buffer, BD Biosciences) u nentpudyrupamem 5 munyta Ha 250g. [Totom je
CyIIepHATAHT OJUTMBEH | Tayor hemuja pecycrnenaoBan y 250ul mydepa 3a 6ojeme. HemocpeaHo
HAKOH Ipoueaype 0ojema, eKcrpecHja Mapkepa Ha henujaMa je aHaJM3MpaHa Ha MPOTOYHOM
muromerpy FACSCalibur (BD Biosciences) momohy CELLQUEST codreepa (BD). 3a cBe
aHaymse henuja xopumheH je pervoH (enri. Gate) mononykieapaux hemuja y FSC/SSC mory.
PeructpoBano je majmame 20.000 morahaja y cBakoj muToMeTpujckoj aHaim3u. [lomamum cy

aHanmu3upanu kopumihewem FlowJo (Tree Star) codrsepa.
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3.10.2. bojeme HHTpaLETYJAPHUX MapKepa U IUTOKUHA

bojeme mHTpanenyIapHuX MOJIEKyla M HUTOKMHA u3BereHo je mo BD Cytofix/CytopermTM
METOAH. Y OBOM HCTpaxHBamy henuje cy ctumynucaHe ¢GopOosi MUpHCTAT aleTaToM (€HIJ.
Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma Aldrich) u jomomummaom (enria. lonomycin;
Sigma Aldrich), xoju aktuBupajy nporenn kunasze C (eurn. Protein kinase C, PKC) u mokpehy
MHQIIYKC joHa Kaimujyma y henujy, IITO MHAYKYje €KCIIpecHjy IUTOKMHA y henmuju koja je
MPETXO/IHO aKTUBHpaHa (PU3MOJOMKUM cTuMyiycuma. Mukybanuja y Tpajamy on 4 1o 6 4acosa
je anmekBaTHa 3a mpoAykuujy BehuHe nutokuHa. Jlyka uHKyOammja je  yIpyxkeHa ca
[UTOTOKCHYKKM JICJCTBOM IIOMEHYTHX aKTHBaTopa. TokoM in Vitro crumynaunuje henuja
KOpUIIheH! Cy WHXUOMTOpPHM HHTpaleNyJIapHOr TpaHcrnopra nporenHa, BD GolgyStopTM
(campxu  monencun) u BD  GolgyPlugTM  (campxu Opedenaun  A). bBrokupame
MHTpaLEeNTyJapHOI TPAaHCIOpPTAa MOMEHYTUM HWHXMOMUTOpuMa omoryhaBa akymynanujy Behune
UTOKMHA Y EHAOIUIa3MAaTCKOM PpEeTHKYIyMy Wi [oipm KoMmIuiekcy, yumMe ce moBehaBa
moryhHocT nerekiuje hennja koje nmpoaykyjy nurokuse. Kako monencus u Opedenaun A nmajy
JI03HO U BPEMEHCKM 3aBHCaH LIMTOTOKCHMYKHM edekar, uijiarame henawja oBUM areHcuMa Mopa
OuTH orpaHuyeHo, He Ayxe of 12 yacoBa. HakoH ucteka BpeMeHa npeaBuleHor 3a akTUBALU]Y,
hemuje cy uentpudyrupane 5 munyra Ha 1400 rpm u pecycnenzoBaHe y mydepy 3a Oojeme
(eurs. Staining Buffer, BD Biosciences). Hajmpe je ypaheHo Gojere MeMOpaHCKHUX MapKepa
nmpema yHarpen omnucaHoj npoueaypu. Ilocne ucreka mHkyOauuje henuje cy ompane y 2 ml
xjnagHor mnydepa 3a Oojeme S5 wmuHyra Ha 250g. ‘hemuje cy 3atuMm  (QukcupaHe WU
nepMeabunn3oBane kopumrhewem 250 upl pactBopa 3a ¢ukcanujy M nepmeaOuiIM3anujy
(Fixation/Permeabilisation solution, BD Biosciences) y tpajamy ox 20 munyra Ha +4°C. Ilpe u
mociie JoJaBama pacTBopa 3a (ukcanujy W mepMeaduiau3amnujy, CBH Y30pHH Cy J00po
BopTekcoBaHu. HakoH ucteka mHkyOaumje henmuje cy ompane y 2 ml 10%-nor mydepa 3a
nepmeadbunmzanujy (Perm/WashTM, BD Biosciences) 5 munyra Ha 250g. Ilocne omnmuBama
CynepHaTaHTa Jojara Cy aHTUTeNla 3a WHTpalelyilapHo 0ojerme NUTOKMHA W WHKyOupana 30
munyTa Ha +4°C. TIpuMapHO KOKYrOBaHAa aHTHU-MHIIjA AHTHTEIA MPUMEEHa CY y (PUHAIHOM
pasonaxemwy 1:100. Ilpumapna antu-3eyja anrurena 3a NLRP3, IL-1B u NF-xB u antu-ko3je
Cryopyrin anTHTENl0 TpUMemeHa Cy y (uHamHOoj KoHnentpamuju 1 pg/ml. Hakon wucreka
uHKyoOauje henuje cy onpane y 2 ml 10%-nor mydepa 3a nepmeadbunuzauujy (Perm/WashTM,

BD Biosciences) 5 munyta Ha 250g. Y30puu y Kojuma Cy npUMECcHa HeoOeIeKeHa mpuMapHa




YTuuaj qujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

aHTUTeNa Ccy pnomatHo uHKyompanu ca PE-Cy5.5 komyroBaHuM Ko3juM aHTH-3e4juM [gG
antutenom win PE komyroBanwm antu-ko3juM IgG anTuTenoMm, y (uUHATHOM pa30iaxkemy
1:400, 30 munyra Ha +40C. Hakon ucnmpama y 2 ml 10%-Hor nydepa 3a nepmeabuinzanujy
(Perm/WashTM, BD Biosciences) 5 munyra Ha 1400 rpm, henuje cy pecycnengoBane y 350 ul
nydepa 3a 6ojeme (enri. Staining Buffer, BD Biosciences). HemocpenHo HakOH poIeaype

0ojema henuje cy ananusupane Ha nporouHom ruromerpy FACSCalibur (BD Biosciences).

3.11. HspBajame CD8" T JUM(OUUTA HEraTHBHOM CeJIeKHHMjoM moMohy MarsHeTrHux

KYIJuia

3a m3aBajame CD8" T numdonuta u3 cnesune je xopmmhen CD8a’ T Cell Isolation Kit mouse,
npema yrephenom npotokomy npoussohaua (Miltenyi Biotec). Ilpsu xopak y cemaparuju CD8" T
muMOLKTa je M30MaLKja CIVICHOLUTA KOjH Cy Hajipe u30pojanu a oHza je yzero 107 hemmwja.
hemnje cy nentpudyrupane 10 muayra Ha 300 G a OTOM je O/UTMBEH CyNEpHATAHT W TaJOT
hemuja pecycnengosan y 40 ul mydepa (PBS (6e3 Ca2" u Mg2") w/0.1% BSA u 2mM EDTA
(pH 7.4)). Y hemmjcky cycnensujy je monaro 10ul CD8a” T Cell Biotin-Antibody Cocktail, mouse
KOjU canapxu pasiauuuta anturena (antu-CD4, CD11b, CD11lc, CD19, CD45R (B220), CD49b
(DX5), CD105, MHC Class Il, Ter-119 u TCRy/5. anTtuTeno) kojuma ce ykiamajy oapehene
nonynanuje henuja. Tamor henuja je 106po npomelIaH U UHKYOMpaH 5 MUHYTa Ha TeMIepaTypH
ox 2-8°C. 3arum je y tanor goxato 30 pL mydepa, 20 uL Anti-Biotin MicroBeads. Tamnor je
106po mpomemnan ¥ uHKyOupan 10 mun y ¢pwxunepy 2-8° C. Hakon uHKyOarmje Taior je
pecycnenaoBad y 500 pl mydepa. LS komona, mocraBbeHa y marHeTtHo mosbe MidiMACS
cenapatopa (Miltenyi Biotec) je npunpemibena ucrupamem ca 3 Ml mydepa. Hakon nnkybanmje
on 15 munyra Ha Temnepatypu ox 2-8°C, henujcka cycnensuja je npomyireHa Kpo3 LS koiony
y MargeTHOM TIOJbY U Ha Taj HAYMH Cy MpuKyIbeHn Heobenexenn CD8" T mumdormru. Konona
je moTom wucmpana kopumihemem 3 ml mydepa m mpuKyubeHH HeoGenmexxemm CD8' T
mum¢oruty. ITo 3aBpIIeHOM NPUKYJbaHy HeraTuBHO celekroanux CD8 T nmumdonura noaaro
je jour 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-om a 3atum cy henuje uentpudyrupane 10 munyra na 300
G. 3aruM je oANMBEH CylepHaTaHT, Tajor henuja je pecycnenaosan y 500pl RPMI-1640 ca 10%
FBS-oM 1 mporemeHa je mruxoBa BujadmiHocT. CBexe n3onoann CD8" T nmumdonuty unijn je

npuHoc u3Hocuo u3Mmehy 90% u 95% cy kopumheHe kao edextopcke henmje y TecTy
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IOTHUTOTOKCHYHOCTH.

3.12. MzaBajame NK henmja HeraTUBHOM cesleKIHjoM mMoMohy MarHeTHHX KyrJjimua

NK henuje uM3 u3IBOjeHE M3 CYCIIEH3HM]e MOHOHYKJIEapHUX henuja MarHeTHOM CemnaparijoMm
(eurn. Magnetic Cell Sorting) xopumnihemem MoHoOKIOHCKOr aHTH-Muindjer CD49b anTturena
(Clone DX5, Miltenyi Biotec) konjyroBaHor ca MarHeTHHM KyTJHMIlama, IpeMa YTBpheHOM
npotokoiy mnpousBohaua  (Miltenyi Biotec). Hakon  wu3omamuje cBexe  CyCIEH3HUje
MOHOHYKIIeapHuX henmja ciesuHe, Hajupe je ysero 5x107 hemmja xoje cy uenrpudyrupane 10
munyta Ha 300 G a motoMm je ommBeH cynepHataHT. Tamor hemuja je pecycrnenmoBan y 90ul
nydepa (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA u 2mM EDTA) nakon uera je mogaro 10ul CD49b (DX5)
MicroBeads-a. 3aTtiM Cy CIUICHOLMTH MHKYOUWpaHH ca aHThTesoM crennduynnm 3a NK henmje
KOj€ je KOHjyroBaHO ca MarHETHUM KyTJIMIIaMa Yy Tpajamy 15 munyTta Ha nexy. [lorom, hemmje cy
ompane y 2 ml nydepa u nenrpudyrupane 10 muayra Ha 300 G. CymepHaTaHT je YKIOHEH
nuneroM u hemmje cy pecycnengoBane y 500ul mydepa. LS konoHa je 3aTUM HOCTaB/beHA y
MarHeTHo nosee cemaparopa (Miltenyi Biotec) u mpunpemibena ucnmpameM ca 3 ml mydepa.
Crnenehn kopak je 6uo nponymrame henujcke cycnensuje kpo3 LS KooHy y MarHeTHOM MOJbY.
NK hemmje cy usnBojeHe TuMe mTO cy ce momohy aHTu-CD49b anTuTena KOHjyroBaHO
MarHeTHUM KyTJIMIlaMa Be3ase 3a 3UJj0Be KosloHe. LS MarueTHa xojioHa y je ykinomeHa ca MACS
ceraparopa M IoctaBjbeHa y enpysety. Kako 61 ce oBakBe henuje yKiIoHWIE U3 KOJIOHE HAjIIpe je
nonato 5 ml mydepa a moroMm je caapikaj MOTUCHYT IJIACTUYHUM KiumnoMm. [lo 3aBpiieHomM
MPUKYIUbaHy MO3UTHBHO cenekToBaHux NK henmmja momaro je jomr 5 ml RPMI-1640 ca 10%
FBS-om a 3arum cy hemmje nenrpudyrupane 10 mmnyra Ha 300 G. 3atum je oAIMBEH
cynepHarant, taimor henmja je pecycnenmoBan y 500ul RPMI-1640 ca 10% FBS-om u
npoLewkeHa je muxoBa BUjabmiHocT. CBexe uzonoBaHe NK henuja uuju je mpUHOC M3HOCHO

mmely 90% u 95% cy kopumrhere kao epekropcke henuje y TeCTy IUTOTOKCUYHOCTH.
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3.13. TecT HUTOTOKCHYHOCTH

3a onpehuBame MUTOTOKCHYKE aKTMBHOCTH ciuleHonuta, NK hemuja u CD8" T mmumdonura
M30JI0BaHKMX M3 CJIC3MHE CKCIIEPUMEHTAIHUX KUBOTUHba KopuinheHa je DP Bepauja XCELLigence
cucTeMa, Koja caap:Ku 3 MUKpOTUTap Iiode ca mo 16 6ynapunha (E16) ca 3mataum aaom. 100 pl
KOMIUIETHOT MEIHMjyMa j€ CHIIaHO Yy CBaku OyHapyuh, HaKOH 4era je HW3BpIICHA KanuOpalyja
nocraBbatbeM XCELLigence cucrema y mukybatop Ha 37° y mpucyctBy 5% CO,. Kao 1mubHe
henmuje xopumhene cy henuje Tymopcke imnuje 47T1 (1x10*/mo0 Oynapuuhy). Cycnensuja taprer
henuja (4T1) je mpunpemibeHa Ha cienehu HauYuH: TyMopcke henuje cy oaBajaHe cy ca aHa (pracka
KpaTKOTpajHUM JenioBameM TpuricuaoMm [0,25% tpumcun ca xematopom  0,02% EDTA
pactBopeHor y PBS-y. henuje cy 3atum pecycniennoBane y y 6 ml DMEM-a ca nomatkom 10%
FBS-a, xako Oum ce HeyTpanmucao TpurncuH W crpeunino omrteheme hemuja, a motom cy
uentpudyrupane 300 g 10 munyra. henuje cy ngomatHo npane y PBS-y, 6e3 FBS-a. Bujabunnoct
henuja je onpehena momohy trypan-blue-a u xopumihiene cy camo hemujcke cycrnensuje ca
BujabuinHonthy Behom ox 95%.

IoToM je mpunpemsbena cycrnensuja hemnja (1x10* henmja/ml kommerHor Meamjyma) Tako 1a je
y cBako OyHapue E16 mnoue cunano no 100ul menujyma y kome ce Hajna3zuio 1x10* TYMOPCKHX
henuja. E16 mnoue cy mocraBibeHe y XCELLigence cucrem, HakoH yera cy tapret henuje 4T1
nHKyOupane Ha Temreparypu o1 37°C u y npucyctBy 5% CO2 y Tpajamy 36h.

Edekropcke henuje xoje cy u3ojoBaHe Ha MpeTxoAHO onucaH HauuH (cruieHouutd, NK henyje,
CD8" T mumdouutn) cy KOKyITHBHCAaHe ca Taprer heamjaMma HM TO y OZHOCY
crmerormTi:4T1=20:1, NK hennje:4T1=5:1, CD8" T mum¢pormtu:4T1=5:1. Edexropcke hemuje
Cy pecycrneHI0BaHe y KOMIUJIETHOM MeaujyMy (4x 10° henuja/ml kommIeTHOT MeMjyma), @ 3aTUM
cy y oaroBapajyhe Oynapunhe cumnane y Boaymeny on 100ul mo ucrexy 36-4yacoBHe UHKyOaruje
taprer henuja. E16 miode cy nmocraBibene y XCELLigence cucrem kojum je mepen hemujcku
uHaekc Ha 15 munyra TokoMm 24 cara (37°C; 5% CO2). Iloganu cy aHanu3upaHu KOpHIIhemeM

nporpama RTCA Software 1.2 (Acea Biosciences).
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3.14. Jlemuenuja NK heauja

3a in vivo perutenjy NK henuja, MuiieBuMa je WHTparnepuTOHEATHO aruinkoBaHo 20Ug aHTH-
asialo GM1 monoxknonckux anturena (Waco. Bioproducts), naH mpe ¥ meTor jJaHa HaKOH
WHOKynanuje TyMmopckux henwja. EdukacHocT paermienuje moTBpheHa je  MpPOTOYHOM
nuToMeTpujoM. M3 jemHor Mwuima HM30JI0BaHH Cy CIUICHONMTH M 000jeHHM aHTH MunjuMm NK
moHokoHCKuM antuteniom (APC Anti-Mouse Cd49b, Rat 1gG; Clone 29A1.4; eBioscience).

Edexkar gemneruje 6uo je >95%.

3.15. Mepemwe cepymcke konuentpaumje I1L-10, IFN-y, IL-1, 1L-12, IL-17, TNF-a u IL-13

JIBasieceTocMOT JTaHa eKCIIEPHMEHTA, HAKOH J)KPTBOBaba JKUBOTHIHA Y3€Ta UM je KPB U3 TPOYIIHE
aopTe, MHCYIMHCKUM cucteMoM (mmpuin u urina G21), u nearpudyrupana 10 munyra Ha 300G.
3aTuM je cepyM 3a CBaKoOI' M0jeAMHAYHOI MHUIIA M3/BOjeH U ocTaBjbeH Ha -20°C 1o u3Bohema
aHajmse.

Konnenrpanuje murokmna (IL-10, IFN-y, IL-1, 1L-12, IL-17, TNF-o u IL-13) y cepymy
onpehuBane cy xomepuujanauMm ELISA kuroBmma crienmuduunum 3a munije nutokure (Mouse
IL-10 DuoSet ELISA Development kit;Mouse IFN-y DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-1
DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-12 DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-17
DuoSet ELISA Development kit; mouse TNF-a /TNFSF1A DuoSet ELISA Development Kit;
Mouse IL-13 DuoSet ELISA Development kit; R&D Systems, USA).

IIpema ymyTcTBY npousBohada, cTanzapau cy npe ynorpede pactsopenu y PBS-y (pH 7.2), tako
Ja modeTHe KoHieHTpaiuje Oymy 2000pg/ml 3a TNF- o, IFN-y u IL-10, IL-12, IL-13, u
1000pg/ml 3a IL-17, IL-1B. ¥V mwby mobujama craHmapaHe KpuBe W ojapehuBama jeaHadMHE
mpaBe mpeMa Kojoj he OuTH mnpepauyyHare KOHUEHTpAlUjeé MEPEHUX IUTOKHHA, O]
MPUIIPEMJbEHHUX ILITOKOBA CTaHJAApJla Cy HalpaBJbeHa CEpHUjCcKa JIBOCTPYKO pacTtyha paszbiaxema
y 8 Tauaka y komepuujanHoM pactBapady (enri. Reagent Diluent (PBS ca 1%-taum BSA)).
100ul pamne xonmentparuje Besyjyher amturtena (emrn. Capture Antibody) cumano je y
OyHapunhe MONMCTUPEHCKUX MUKpOTHTAp 104a (eHrit. Microtiter Plate- MTP) ca 96 6ynapunha
ca paauM gHOM (SARSTED). [Tioue cy npenernsbene agxesnHoM ¢oaujom (enri. ELISA Plate
Sealers) u ocraBibene npexo Hohu Ha COOHO] TemmepaTypu. YjyTpy cy OyHapuuhu ucrpaHu

nydepom 3a uctnmpame (enrin. Wash Buffer) y ayromarckoj mammnu 3a ucnupamwe MTP-a. 3atum
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je y ce Oynapuuhe momar Omokupajyhu mydep (Block Buffer, 1% BSA y PBS-y) ¢unamtor
BorymeHa 300ul u MTP cy ocraBibeHe MUHUMYM jefaH caT Ha COOHOj TEMIIEpPaTypH, a MOTOM
ucnpane mydepoMm 3a ucnupame. CBH y30pHH Cy NpeTxogHo paszbnaxkenu 10 myra y
JICJOHU30BaHO] BojaW. Pa30ma’keHM y30pId M TNPUIPEMJbEHU CTaHaapau Hacytu cy y MTP,
MPEKPUBEHHN aJXe3MBHOM (DOJIMjOM W OCTaBJLCHHM J[Ba caTa Ha COOHOj Temiepatypu. Hakon
uHkyOammje u ucrmpamba MTP, y cBe Oynapumhe je momato 100ul pamHe KOHIEHTparuje
nereknuoHor anturena (exnri. Detection Antibody), mode cy o6siokeHe aaxe3uBHOM (HoHUjoM U
MIOHOBO OCTaBJbCHE J[Ba caTa Ha COOHOj Temmeparypu. [1node cy morom ucnpane, a y Oynapunhe
cumano 100ul pagne konuentpauuje Streptavidin-HRP  (enrn.  Streptavidin - horseradish
peroxidase). MukyOanuja Ha COOHOj Temreparypd u 0Oe3 JUPEKTHOr H3jiaramba CBETIOCTH
npekuHyTa je HakoH 20 MuHyTta, ucnupambem MTP-a. ¥V Oynapuuhe je cumano 100ul pactBopa
cyoctpata (enrs. Substrate Solution: Color reagent A + Color reagent B, 1:1). Ilmoue cy
OCTaBJbCHE JIBAJIECET MUHYTA KacHH]je, 3aKJIOkEHE O]l JIHEBHE CBETJIOCTH. HakoH Tora nonmato je
50ul crom pactBopa (enra. Stop Solution: 2N H,SO,4) u abcopbaniia je MepeHa oaMax y CBaKOM
oynapuery kopumihemem Microplate reader-a (Zenyth, Anthos, UK) Ha TamacHoj IyXHHH
450nm.

CBe u3MepeHe BPEAHOCTH Cy yMameHe 3a BPEIHOCTH arcopOaniie cierne mpobe (JejoHu30BaHa
Bosa). Ha 0CHOBY M3MepeHUX BPEeIHOCTH CTaHIap/ia HalpaBJbeHaA je CTaHIapHa KpUBa, a moMohy
B Cy HU3pauyyHaTe BPEIHOCTH 3a CBaKM MOjequHa4YaH y3opak. CBH y30pHM Cy MeEpeHH Y

TPUILIMKATY.

3.16. KyaruBanmja cijieHOUMTA Y 1Hja0eTHYHOM M XUNEPIrIMKEMHUYHOM CepyMy

CrjeHoUuTH Cy HM30JI0BaHU M3 CJE3WHE 3paBOr MHUIIA Ha NPETXOJHO omucaH HauuH. Hakon
u3oJanyje, NpuiMkoMm Opojama henmja oapehusana je n wuxoBa BujadmiIHOCT nomohy trypan-blue-
a MO CBETJIOCHUM MHKPOCKOIIOM M y €KCIIEPUMEHTAIHOM pajy Cy KopHirheHe caMo CyclieH3uje
henuja ca Bujabunnourhy Behom on 90%. U3 nujabeTHuHUX U 3/IpaBUX MHILEBA j€ CaKyIlJb€Ha KpB
MyHKIHjoM abaomuHaHe aopTe. Hakon koarymnamuje 30 MuayTa Ha COOHO] TEMIIEpaTypH, CEPYM je
u30yioBaH neHTpudyrupamem (20 munyta Ha 3000 rpm). M3mepeHa je KOHIICHTpaldja TIyKo3e Y
CepyMy M30JI0BAaHOM M3 ja0eTHUHUX M 31paBuX MuiieBa. [IoTom je y cBaku OyHap MUKpPOTUTAp
wioye ca 24 OyHapa Iio4e CTaBJbEHO 2 MUJIMOHA CIUICHOIIMTA M30JI0OBAHUX U3 3/IPaBOT MUIIA, a

3atuM je y oynape momat RPMI 1640 memujym (Sigma- Aldrich). Hakon Tora je y 6yHape 101ato
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100ul cepyma u TO Tako IITO je Yy IPBUX cenaM OyHapa J0JaT CEpyM H30JI0BaH M3 JAHjaOCTHYHHUX
MUIIICBa, Y HAPEAHUX CelaM OyHapa je JoJaT CepyM HM30JI0BaH M3 3paBOr MHUIIA KOME je JojaTa
riyko3a (Tako J1a je KOHIEHTpalldja TIyKo3e y AWjabeTHYHOM CepyMy M CepyMy 3JpaBOT MHIIA
KOME je JojaTa TIiIyKo3a H3jeIHadeHa), JOK je Tpehoj rpymu 1oaatr caMo CepyM H30JIOBaH W3
3[paBHX MMIIEBA. YKyIIaH BodyMeH y OyHapuma je 6uo Iml. Hakon 24 h unky6auuje na 37°C y
atMochepu ca 5% CO,, henmje cy nieaTpudyrupane, moToMm ¢y 000jeHe U aHATTU3UPAHE POTOYHOM

IIUTOMETPH]OM.

3.17. HWuxubuuuja BOAOHUK MEPOKCUAA

Y nuby UCHUTHBAmka YTHIAja T0jadyaHOr OKCHIATHUBHOT CTpeca, KOjH JIOMHHHpa y aujadberec
Menurtycy, Ha ¢pyakiuonannu penotun NK henuje, kopuirheH je HHXHOUTOP BOJOHHUK-TIEPOKHUIA,
ner-karanasa (Sigma- Aldrich). V cBaku GyHap MUKpOTUTap 1Uiode ca 24 OyHapa 1miove CTaBJbEHO
2 MIJIMOHA CIICHOLIMTA M30JIOBAaHUX M3 37paBOT MHUIa, a 3atuM je y OyHape gomatr RPMI 1640
menujym (Sigma- Aldrich). Tlermaect MuHyTa mpe qojaTtka cepyma IujaOCTHYHOT MHIIIA,
cruieHouTH ¢y uHKyOupanu ca 2000 U/ml mer-karanmase koju kousepryje H,Oz y H20 u O.
Haxon tora je y OyHape nonato 100ul cepyma uzonoBanor u3 qujadbetnunux mumiesa. KoHTpoaHy
TpyIy Cy CauMibaBaIH CIUIEHOIMTH WHKYOMPAaHU CaMoO y cepyMmMy AHMjabeTHYHHX MHENIBA. YKYyIaH
BOJlyMeH y OyHapuma je 6uo lml. Hakon 24 h unky6Ganumje na 37°C y atmocdepu ca 5% CO,

henuje cy ueHTpudyrupase, noTom cy 000jeHe U aHaIU3HpaHe IPOTOYHOM IIUTOMETPHJOM.

3.18. HWuHxubuuMja MHIA0JIAMHUH-2, 3 THOKCUTeHa3e

VY excriepuMeHTHMA y KojuMa je ucnutuBano na i je IDO jeman ox memmjaropa kojum MDSCs
cynpumupajy NK hemmje, xopunithen je dapmakonomkun waxubutop I1DO-a, 1-metmm DL
tpuntodan (1-MT, 860646, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). 1-MT je cmema aBa crepeon3omMepa,
levo-1-metun Tpunrodana, koju komnerutuBHo nHxuOupa IDO 1 u dextro-1-merun tpunrodana
koju kommerutuBHO mHXxuOMpa IDO2. 1-MT je wnajupe pactBopeH y 0.1 N NaOH umme je
HarpaBJbeH 1 MM mtok. pH je kopuroBana NpuMEHOM XJIOPOBOJIOHUYHE KUCETHHE /10 7.5.

VY cBaku OyHap MHKpOTHUTap Iuiode ca 24 OyHapa IUIOYE CTaB/bEHO 2 MWJIMOHA CIUICHOIUTA

M30JI0BaHKX M3 3/IpaBOT MHIIA, a 3aTuM je y OyHape nogat RPMI 1640 meaujym (Sigma- Aldrich).
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Hakon Tora je y 6ynape momaro 100ul cepyma m To Tako mTo je y mpBHUX cemaMm OyHapa jonatr
cCepyM M30JI0BaH U3 aujabeTHyHUX MumieBa kome je poxgar 1 mM 1-MT, apyroj rpynu nonat je
caMo CepyM M30JI0BaH M3 AMja0CeTUYHMX MUIIEBA, IOK je Tpehoj rpymu moaar cepyMm M30J0BaH U3
KOHTPOJIHHX 3[paBUX MHIIEBA. YKyIIaH BOJlyMeH y OyHapuma je 6uo 1ml. Hakon 24 h unky6anmuje
na 37°C y armocdepu ca 5% CO,, henuje cy ueHTpudyrupane, notoM ¢y 000jeHe ¥ aHATU3UPAHE

MIPOTOYHOM IIUTOMETPHU]jOM.

3.19. Huxubunuja HHAYHMOMIHE A30T MOHOKCH/I CHHTAa3e

V ekcnepuMeHTUMa y KojuMa je ucnutuano na jm je iINOS jeman ox meaujaropa xojum MDSCs
cynpumupajy NK henwmje, kopumrher je (hapmMakoIOmKu HHXHOUTOP L-NC-moHOMeTHI apruHUH
mutpar (emrm. L-N®-monomethyl Arginine citrate, L-NMMA). L-NMMA je HeceneKTHBHK
uaxubutop ensuma iNOS. L-NMMA (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) je pactBopen y Iml
JeCTUIOBaHe Bojie 10 (huHaIHe KOHIEeHTpauuje Smg/ml. ¥V cBaku OyHap MUKpOTUTap Iuioue ca 24
OyHapa IUIOYe CTaBJHEHO 2 MUJIMOHA CIUICHOLMTA M30JIOBAHWX W3 3/IpaBOT MUINA, a 3aTHM je y
oynape momar RPMI 1640 memujym (Sigma- Aldrich). Hakon tora je y Oynape momato 100ul
cepyMa M TO Tako ILITO je Y MPBUX ceaM OyHapa J1oJIaT cepyM M30JI0BaH U3 J1ja0eTHUYHUX MUILEBA
kome je noaatr 1 mM L-NMMA, npyroj rpymnu 104aT je cepyM U30J10BaH U3 11jabeTHUHUX MUILEBA
kome je momat 1 mM IDO, tpehoj rpymu momar camMo cepyM H30JI0BaH W3 H30JI0BaH W3
n1jabeTUYHUX MHUIIEBa, JOK je YeTBPTOj IPYNH J0JaT CEpyM H30JIOBAaH M3 3ApaBUX MHUIIIEBA.
Vkynan BonymeH y OyHapuma je 6uo 1ml. Hakon 24 h unky6Gauuje na 37°C y armocdepu ca 5%

COg, henyje cy uenTpudyrupate, HoToM cy 000jeHe U aHaIU3UpaHe TPOTOYHOM LIUTOMETPUJOM.

3.20. TMoammepusoraHa jan4yana peaknuja (PCR)
3.20.1. M3omaumja RNA u3 TkuBa cjie3uHe MUIIA

3a u3onanMjy ykymHe puOOHyKIeonmpoTenHcke kucenuHe (enri. Ribonucleic acid,) u3 TkuBa
jerpe xopuiheH je TPU30JI peareHe, KOju CaJAp KU pacTBOp (eHoJIa U TyaHUAWH W30THOIIMAHATA.
Hakon wusonamuje, neo TKMBa cie3WHe MuIIa TexuHe npuommwkHo 100 mg je MexaHUYKH
xomorenn3oBaH y 1 ml tpusona (errn. 7RI Reagent® Solution, Applied Biosystems, Foster city,
CA, USA) xopumhemeM pydHOr XOMOreHH3aropa. XOMOTEHAT je mpebdaueH y emnpyBeTe

Benmmuude 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Germany) wunkyOupan 5 MwuHyTa Ha COOHO]j
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TeMreparypu, a onaa uenrpudyrupan 10 munyra na 12000 rpm na +4°C. Ha cymepuaranr je
nogaro 100 ul Gpomxiopmpomnana (enrit. 1-Bromo-3-chloropropane, BCP, Sigma Aldrich),
y30pIH Cy IpOMEIIaHu, HWHKyOupaHu 15 MuHyTa Ha COOHOj TeMIepaTypH, a 3aTUM
nentpudyrupanu 20 muayra Ha 12000rpm nHa +4°C. Hakon ueHTpudyrupama yodaBajy ce
pasznBojeHa Tpu cioja, a RNA je nzonmoBana u3 ropmwer npoBuaHor ciioja. RNA je npebavena y
HOBe enpyBere y Koje je monato 500 pl pacxmahenor uzonponu ankoxonia aa Ou ce W3BpIIMIIA
npeuunuranyja RNA. Hakon mTo cy nmpomemianu, y30piy cy HHKyOupanu 15 MuHyTa Ha cOOHO]
TEMIIEpATYpPH, a 3aTUM leHTpudyrupanu 8 muryra Ha 12000 rpm Ha +4°C. Tanor u3 enpysera je
ompas JBa myta ca no 1 ml pacxmahenor 70% eTun ankoxoja ¥ MOTOM CYIIEH 2 0 5 MUHYTa Ha
coOHoj Temneparypu. OCyIIeHH TaJoT je pa3diiaXeH y BOJM KOja HE CaJpKd HyKJea3e (CHIIL
Nuclease free water, Applied Biosystems). Konmnentpaiuja u npeuntthesoct PHK onpehena je
cekTpooTOMeTpHjcKU MepemeM abcopbanine Ha 260/280 nm kopumhemem amapata

Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.20.2. PeBep3na Tpanckpunuuja RNA y kommiiementapay DNA

PeBep3na TpaHckpumiuja je mpouec y Kome ce jenHonaHdaHa RNA - mpenmcyje y
kommuiementapay DNA (enrii. Complementary DNA). Iporiec peBep3He TpaHCKPHIIIH]je H3BEICH
je xopumhewem kuta High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA), npema ynyrctBy mpomsBohaya. TpaHCKpuIIHja je W3BeIeHA MO
cnenehoj mpouenypu: 10 pl y3opka xoju caapxu 2 pg ykynHe RNA u3onoBaHe w3 cresuHe
uHKyOupaH je ca 10 pl riaBue memasune (enra. Master mix). Master mix ce cacroju u3 2 pl
nydepa (RT Buffer), 0,8 ul dNTP Mix-a, 2 pl xekcamepa (Random Hexamer Primer), 1 pl
peBep3ne Tpanckpunrase (Multi ScribeTM Reverse Transcriptase) u 3,2 ul Boze koja He caapKu
nykieasze (Nuclease-free water). Ha pactBopenu y3opak RNA monar je Master mix, caapxaj je
npomeman W uHKyOupan 10 mumuyra wa 25°C, sarum 120 munayra ma 37°C. Peakuuja je
3aycTaBjbeHa TpejameM 5 wmuHyra Ha 85°C, a ysopum cy 3atuMm oxiahenn Ha +4°C
(Mastercycler® ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany). Jlooujena komruieMmenTapaa DNA
kopumtheHa je 3a kBaHTu(uKanujy ekcrpecuje rera. Lleo mpomec mzonammje RNA u meHor
npeBohema y komiiemeHtapHy DNA wm3BeneHu cy Ha Jie[ly, YKOJIHMKO Yy TPOTOKOJY HHjE

JIpyravrje HaBeJCHO.
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3.20.3. KBanTudukamuja ekcnpecuje reHa

MeronoM KBaHTUTATUBHE JlaH4aHe peakuuje monumepase (enri. Polymerase Chain Reaction,
PCR) y peaninom Bpemeny (enri. Quantitative Real Time-PCR, gRT-PCR) mepeHa je excrpecuja
xkebeHux reHa. Peaknuja qRT-PCR je wu3Bemena y Mastercycler® ep realplex amapary
(Eppendorf, Hamburg, Germany) xopumrhemem mMukpoTuTap 1uioda ca 96 mecra (Twin.tec. real
time PCR plates 96,Eppendorf). Peakunona cmeria je umana Boiymern o 20 ul mo komopwu, a
caapkana je: 2 ul ysopka komeruiementapae DNA, 10 pl Master mix (Power SYBR Green PCR
Master Mix (2x), Applied Biosystems), 2 ul cmemie napoBa mpajmepa 3a sxesberu reu (,,forward u
,feverse®) kao u 6 pl Boje Koja He caJpKu HyKJease. 3aTUM Cy TUIOUE MPENICIJbEHE ONTHYKOM
anxesuBHOM (osmjom (Masterclear real-time PCR Film, Eppendorf), ueatpudyrupane 1 MunyTt
Ha 3000 rpm u cmemrtene y qRT-PCR anapar (Mastercycler® ep realplex). Peaknuje qRT-PCR
je u3BeieHa Ha OCHOBY TemIieparypHe inemMe: 4 munyra Ha 95°C, 3atum 50 HuKIyca y Tpajamy o
no 15 cexynau Ha 95°C 1 no munyt Ha 62°C. Jla 6u ce oapeauna cnenuduunoct PCR npoaykra
HOJIEIIEHHN CY YCIOBU 3a u3Boheme KprBe Torubema (enrt. Melting Curve): 15 cexynau na 95°C,
15 cexynmu Ha 60°C, 20 muHyra TemmeparypHor pacra u morom 95°C. Ilpajmepu koju cy

kopuirheHu 3a aMIUTUUKAIIN]y CEKBEHIIE FeHa 01 HHTepeca Npukas3anu cy y tadenu (Tabena 3).

Ta6ena 3: IIpajmepu kopumhenn 3a qRT-PCR ananu3sy

Forward Reverse
NKG2D ACGTTT CAGCCAGTATTGTGC GGA AGC TTGGCTCTGGTTC
DAP10 | CCCAGGCTACCTCCTGTTC CTA CAA TTA GGA GTG ACA TGA CCG
NKG2D
ORF GAA GGC TTT TAT CCA CAA CCCCAGCCCATCCACTCT
ATF4 GGGTTCTGTCTTCCACTCCA AAGCAGCAGAGTCAGGCTTTC
CHOP CCACCACACCTGAAAGCAGAA AGGTGAAAGGCAGGGACTCA
BiP TTCAGCCAATTATCAGCAAACTCT TTTTCTGATGTATCCTCTTCACCAGT

GRP94 | AAGAATGAAGGAAAAACAGGACAAAA | CAAATGGAGAAGATTCCGCC
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3.21. CHara cTyadje H BeJIMYMHA Y30pKa

Bennuuna y3opka u3padyHata je Ha ocHOBY cryauje JoBanoBuh W m capamnuka. uz 2011.
roguHe. Ha ocHOBy yuecTanocTtu mojaBe meracraza y miyhuma koq WT muimeBa koja je Owmiia
86% wu yuecramoctu kox ST2-/- koja je u3Hocmna 25%, moTpeOHA BeJMYMHA y30pKa 3a HHUBO
3HauyajHoct 0=0,05 u cratuctuuky moh Tecra 1-B ox 80% u3pauynara je nmoTpedHa BeTUYHHA
y3opka of 20 eKCIepUMEHTAIHUX J>KUBOTHUHA. OBakaB CTYAMJCKA Y30paK MpPETHOCTaBIba
yTBphUBame CTATUCTHYKU 3HaudajHe pasnuke (Student-oB t TecT 3a /Ba HE3aBHCHA Yy30pKa WIIH
Mann-Whitney tectom) u3mely nBe rpyme ucnuTaHuka, ca cHaroMm cryauje >= 80%. 3a
CTaTUCTHUKY 00pany noOMjeHuX pe3ynaTtara he ce KOPUCTUTH KOMEpPLHUjaIHU MPOTrPaMCKU MaKeT

SPSS Bep3uja 20.

3.22. CrarucTuuka o0pajaa moparaka

[Momamm cy ananmu3upanu kopuirhemeM cratuctuukor mporpama IMB SPSS  Statistics 20.
Hopmanuoct pacnogene je oxapehena tecrom Kolmogorov-Smirnov. Ykommko cy BpeaHOCTH
uMasie HOpMaJlHy pacrojeiny kopuinmheH je mapamerapcku Student’s-oB t Ttect. VY ciyuajy
HempaBWIHE pacrojene KopuinheH je Hemapamertapcku Mann-Whitney U Tect. Pesynrtatu
eKCIIEPUMEHTa Cy M3paKeHHM Kao BPEIHOCT + craHmapaHa rpemika (enrit. Standard error/Mean,
SEM). CTaTHCTHYKH 3HA4ajHOM Pa3IMKOM cMaTpaHe cy jaobujeHe Bpeanoctu p<0.05. Microsoft

Excel je kopuuihen 3a kpenpame rpadukoHa u Tabena.
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4. PE3YJITATH

4.1. IujaGerec MeuTyc yOp3aBa nojaBy M pacT IpHMapHOT TYMOpPa JA0jKe

Jenna cy6neranna mo3a crpenro3ororuna (170mg/kg pacrBopero y 100ul murpatHor mydepa) je
alIMKOBaHa HMHTPAIIEPUTOHEATHO eKcrepuMeHTanHoj rpynd BALB/C wmumeBuma, 10K je
koHTposHOj rpynu BALB/C mumieBa armmukoBan murpatHu mydep (100ul). Tokom Tpajama
eKCIIepUMEHTa, MepeHa je KOHIICHTpaldja TIyKo3e Yy KPBH HAIITe HAKOH YETBOPOYACOBHOT
IJI/I0Baba U TeJIECHAa Maca MUIIIEBA CBaKe HEJEIbE.

MuieBd KOju Cy NPUMWIHM jeqHYy CyOJeTalHy /03y CTPENTO30TOIMHA Cy HMMald 3HAuajHO
noBeharme BPEAHOCTH MITMKEMH]E Y OJIHOCY Ha KOHTPOJIHY IPYIy MHUIIIEBA KOja je IPUMHUIIA CaAMO
mutpatan nydep (p=0.001; I'padukon la). Hakon 4 Henespe, MUIIEBH KOjUMa j€ arIMKOBaH
CTPENTO30TOIMH Cy UMAJIM 3HAYajHO Mamy TEJIECHY Macy y mnopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIoM

muiesa (p=0.041; I'padukon 16).
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I'padukon 1: IoBehaH HMBO TIIMKEMHje HAIITE KOJ MHMIIEBA KOjU Cy NPUMHIN CTPENTO30TOLMH. [ JiMKeMHja Haiite
MEpeHa je II0ciIe YeTBOPOYaCOBHOT IVIaJ0Bamka U3 IyHe KPBHU A0OHjeHe IyHKIHWjOM PEIHEe BEeHe, CBaKe Helesbe Tpajarma
excriepuMenTa (a). TenecHa Maca MEpeHa je HyITOr U JBaJeceTOCMOr AaHa ekcriepuMmeHnTa (0). Pesynraru cy npukazanu
Kao cpenma BpeaHocT + SEM u3 3 noceOHa excriepuMenTa (7 MuineBa 1o rpynu). CraTucTudka 3Ha4ajHOCT oxpelhnBaHa

je Student T tecTom.
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MuiieBu TpeTUpaHH CTPENTO30TOLMHOM MMAalld Cy 3HA4ajHO BUIIE BPEAHOCTH aHTHOKCHAAHCA
Karanasze y epurponutruma y nopehemy ca xkontporauMm mumieBuma ( p=0.043; I'padukon 2a).
Takohe, KOHIEHTpaIlMje aHTUOKCHAAHAca CYNEPOKCHA AU3MyTa3e M TIyTaTHOHa cy Owuie
MOBUIIIEHE KOJI MHILIEBA KOjUMa j& alUIMKOBAaH CTPENTO30TOIMH y OJTHOCY Ha MHILIEBE TPETUPaHE
OUTpaHUM TyhepoM, ajd OBE pa3JIMKe HHUCY JO0Ceryie CTaTHUCTHYKy 3HadajHocT (p>0.05;

I'paduxonu 26, 21).
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I'padukon 2. IloBehaHa KOHLEHTpalMja aHTHOKCHIATUBHUX MOJIEKYJIa KOJ MHIIEBAa TPETUPAHHX CTPENTO30TOLMHOM.
AHTHOKCHAaHCH, KaTaja3a (2a), Cymepokcua au3Myrtasa (20) u riyraTvoH (21) Cy MepeHH Yy epUTPOLMTHMA KpPBU
MHIIEBA TPETHPAHUX CTPENTO30TOLMHOM OJHOCHO HUTpaTHUM Irydepom. [locToju craTMCTHYKM 3HaYajHAa pas3ivKa y
KOHLIEHTPALMjH KaTajaze u3Mel)y MuIeBa Koju ¢y TpeTHpaH! CTPENTO30THIIMHOM M MIDKEBA KOjH Cy IPHUMUIIN LIUTPATHU
nmy¢dep. He mocToju cratucTnuky 3Ha4yajHa pas3iivKa y KOHIEHTPALMjU CYNEPOKCHI AU3MyTa3e M TIyTaTHOHa u3mehy
rpyna. [Ipuka3zane cy apurmernuke cpeanHe + SEM u3 nBa noceOHa exciepumenta (7 Muiesa mo rpynu). Cratuctiuka

3HayajHOCT oapehuBana je Mann-Whitney Rank Sum tectom.
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hemuje uz xynrype 4T1 Tymopa (5><104) Ccy yOpusrane y 4eTBpTy MileuHy xiesny BALB/cC
MumieBa 28.1aHa HAKOH allTMKallMje CTPENTO30TOIMHA OJHOCHO murTpaTHor mydepa. [lojaBa
TyMopa je cBakoAHEBHO npahena nanmanujom. HakoH nojaBe manmaOuiiHOT TyMOpa MEpEH je
HBErOB IMPEYHUK JIOK je TEeXKHHA TPUMApHOT TyMopa Hu3MepeHa 36-0or JaHa EeKCIepUMEHTa,
OJTHOCHO HAaKOH PTBOBamba )XUBOTHHA.

MuieBy TpEeTUPaHU CTPENTO30TOLMHOM Cy paHHje pa3BHIM IPUMapHU TyMop y nopehemy ca
KOHTPOJTHOM TPYIIOM MHUIIIEBAa TpeTupaHoM uuTpaTHuM mydepom (p=0.037; I'paduxon 3a).
Cpenma BpeIHOCT MPEYHHKA MPUMApHOT TyMopa je Owia 3HauajHO Beha Koa MHIeBa KOjU CY
MPUMHIIM CTPENTO30TOIMH Y OAHOCY Ha KOHTposHy rpyny muimesa (p=0.020; I'paduxon 3B).
Takohe, cpenma BpeHOCT Mace IMpUMApHOT TymMopa je Owia 3HadajHO Beha y rpynu MuIieBa
TPETUPAHUX CTPENTO30TOLMHOM Yy TMopehemy ca TpylnmoM MHIIEBAa TPETUPAHUX MHUTPATHUM

nydepom (p=0.038; I'padukon 30).
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I'paduron 3. Yo6p3an pact 4T1 Tymopa Aojke KOJA MHIIEBAa TPETUPAHHMX CTpenTo3oTolmHOM. BALB/c mumeBnma

y6pusrano je 5x10* 4T1 Tymopckux hemuja. IlojaBa mammaGHIHOr TyMOpa 3HAYajHO je yOp3aHA KO MHIIEBA KOjH CY

tpetupanu ST (a). Bomymenn nmpumapHux TymMopa 3HaTHO cy Behu ko mumieBa koju cy npummmi STZ (6). 20.1aHa ox

WHOKYJIallje TyMOpa Cpeama BPEJHOCT IpPeYyHWKa IPUMapHOr TyMopa KOJ MuIIeBa koju cy npumuian STZ je

CTaTUCTUYKY 3Ha4ajHO Beha Hero kox mumeBa kKoju cy Tperupanu CB (B). Pesynratu cy mpuka3zaHu Kao apuTMETHYKE

cpeauHe + SEM u3 nBa nmoceOHa exciepumenTa. Crarnctuyka 3HadajHoct oapehuBana je Student’s T TectoMm.
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4.2. Cmamena nurorokcuuHoct NK henuja nonpunocu yop3aHoj mojaBu u pacty Tymopa

Aojke koA mumeBa Tperupanux STZ-om

Hanas yOpa3zaHe mojaBe u pacta MpHUMapHOT TymMopa KO MulIeBa Koju cy npumuian STZ, y
NaJbeM TOKY HCTPaXHBAHha MCIINTAH je IUTOTOKCHYKH edekar crurenonuta, CD8" T mumdornmTa
u NK henuja mumiesa koju cy npumuin STZ onnocno CB npema 4T1 TymMOpcKoj TUHUjU.

JIBajecerocMor jaHa HakoH arurkanuje STZ ogaocHo CB, MUIIeBH Cy )PTBOBAaHU U U30JI0BAHE
Cy CIIe3MHE Y IMJbY aHaJKM3e UTOTOKCHYHOCTH cIuieHommTa npema 4T1 Tymopckoj nuauju. Ha
rpadukoHy 4 ce BUJU Ja Cy CIUICHOIIMTH U30JI0BaHU U3 MUIIEeBa Koju cy npummiu STZ nokazanu
3HAa4YajHO Mamy HUTOTOKCHYHOCT mpema 47T1 henujckoj nuuuju y nopehemy ca cruieHOIUTUMA

MmunieBa koju cy npummim camo CB (p=0.021; I'paduxon 4).
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I'padukon 4. Unrpanepuronanna ammkanuja STZ cMamyje OUTOTOKCHYHOCT ciuleHommra npema 4T1 Tymopckum
henujama. LlutoToKCHYKa akTUBHOCT cruieHonura npema 4T 1 Taprer henujama ucnutuBana je XCELLigence cuctemom y
Tpajamby o 52 catH, oHoc TapreT:edexrop = 1:20. Pesynratu cy npeacraBbeHd Kpo3 henujcku HHAEKC TapreT henmja y
peanHoM BpeMeHy. LIUTOTOKCHYHOCT CIIEHOIIMTA M30JI0BAaHUX M3 MHIIEBa Koju cy npumunu STZ je 3Ha4ajHO Mama y
nopehemy ca CIUICHOIMTHMA H30JOBAaHHX H3 MHIIeBa Koju cy mnpummwin camo CB. l3mepeHe BpemHOCTH U3
eKCIIepUMeHTa Cy TpHKa3aHe Kao cpenma BpegHocT + SEM u3 aBa moceOHa excnepuMenTta. CTaTHCTHYKA 3HAYajHOCT

onpehena je Student’s T tectom.
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VY uuspy npenHuje moTBpAe Koje cy To henuje 0JroBOpHE 3a CMameHY IIUTOTOKCHYHOCT IpemMa
4T1 tymopckoj mumuju, CD8" T mumdouuru u NK henmje cy H3010BaHM MarHeTHOM
cemapanujoM u3 cliesmHa mwuimeBa tpetupanux STZ u  omnocno CB. YTBpheno je ma ce
murotokcnyHocT CD8™ T nuMdoruta He pasiuKyje y TpylnM MHIIEBa KOju ¢y Tpetupanu STZ
4T1 tymopckum henujama y omHocy Ha muiieBe kKoju cy npumuin CB u tymopcke 4T1 henwmje

(p>0.05; I'pacpukon 5).
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I'padukon 5. Uurpanepuronansa annukaiuja STZ He ytnde Ha nurotokcuynoct CD8' T mumdonura npema 4T1
TyMopckuM henujama. LlutoToKcHuka akTUBHOCT cruieHonurta npema 4T 1 taprer henujama ncnmtuBana je XCELLigence
cUcTeMOM y Tpajamy on 60 carm, ogHoc Taprer:edekrop = 1:5. Pedynrarm cy mpencraBibeHH Kpo3 henmjcku MHAEKC
taprer hemuja y peannom Bpemeny. Ilutorokcuunoct CD8™ T nuMdoiuTa H300BaHUX U3 MUINEBA KOjU Cy MPUMMIJIH
STZ+4T1 ce ne pasnukyje y oanocy Ha CD8' T mumdouure msosnopaHe u3 MumieBa koju cy npumuan CB+4TI.
H3mepeHe BpeAHOCTH M3 €KCIIEPUMEHTa Cy IpHKa3aHe Kao cpemma BpegHocT + SEM u3 nBa moceOHa eKcriepUMeHTa.

Craructruka 3HauajHoct oapehena je Student’s 7 tectom.
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HakoH oBor pesynrar cmo wusonoBamn CD49b" NK henmje HO3HTHBHOM CeNEKIHjOM Ha
MarHeTHUM KOJIOHAMa W OTOM u3 muineBa Tpetupanux STZ omnocHo CB u ucnuranu mUXOBY
nuToToKcHyHOCT mpema 4T1 henujckoj nuamju. NK henmje u3noBaHe u3 cie3uHE MUIIEBA
tpetupanux STZ cy mokazane 3Ha4ajHO Mamy MUTOTOKCHYHOCT mpema 4T1 henujama y ogHOCy

Ha NK henwnje uznoBane u3 cinesune mumeBa Tpetupanux CB (p=0.001; I'padukon 6).
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I'padukon 6. MHTpanepuroHanna ammmkandja STZ cmamyje mmrotokcmyHoct NK henmja mpema 4T1 Tymopckum
henmjama. [urorokcmuka aktuBHOCT NK henuja mpema 4T1 Taprer henujama ncnntuBana je XCELLigence cucremom y
Tpajamby o1 52 cara, ogHOC Tapret:edekrop = 1:5. Pesynratu cy npezactaBibeHn Kpo3 henmujcku nHmekc Tapret henuja y
peannoM Bpemeny. Llutotokcumunoct NK henuja nzonoBaHux u3 MuineBa koju cy npummwin STZ je 3HauajHO Mama y
omHocy Ha NK henmja nzonoBane u3 mmumieBa koju cy npummwin CB. M3mepeHe BpeIHOCTH M3 €KCIIEPUMEHTa CY
MpHKa3aHe Kao cpenrma BpenHoct + SEM u3 npa moceOHa ekcniepuMmenTa. CTaTHCTHYKA 3HaYajHOCT oapeljeHa je Student’s

T TecToM.
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4.3. lensennja NK hesnmja yop3aBa nmojaBy u pact npuMapHoOr Tymopa

Ha 6u ce ucnurao yrunaj NK henuja y aHTUTYMOPCKOM MMYHCKOM OZATOBOPY Ha T0jaBy U pact
4T1 xapuuHOMa JI0jK€, MUIIEBHMA j& Tpe MHIYKIHje 00JeCcTH, YKIOHWIN cMO nomynanujy NK
henmnja U3 mwuIIeBa y3 Jajby MHIAYKIH]Y AHjabeTeC MeEIUWTyca M WHOKYJIAIHMjy TymMopa JOjKe.
MumeBu cy HyaTtor maHa ekcnepumenta npummwin STZ omnocHo CB. NK hemmje cy
AeruieTHpane in VIiVO MHTpariepuTOHEATHOM aruTikanyjoM antu-asialo GM1 anrutena nau npe u
5 nmana HakoH arumkangje Tymopckux 4T1 henmja. MumeBuma je 28.1aHa eKcriepuMeHTa
yOpHu3raHo 5x10* 4T1 TymMopcKkux henuja u npaheHa je mojaBa Kao W pacT MNPUMAPHOT TyMopa.
Amnukanuja antu-asialo GM1 antutena pesynroBaia je 3Hadajuom peaykijom NK henuja y
CIIE3MHH, IITO je NpHKa3aHo Ha rpadukony 7a. Hakon yknamama NK hemuja in vivo, mojaBa
TyMopa je yOp3aHa y o0e eKCliepuMeHTalIHE TPyIie, a pa3jiiuKa y AWjaMeTpy W Macu MPUMapHHUX
tymopa u3melly STZ oxnocHo CB Tperupanux mwuineBa je Hectana (I'padukon 76, 7B, 7r).
JloGujenu pesynratu ykaszyjy Ha kJpyuHy yiory NK henmja y aHTH-TyMOpPCKOM HMYHCKOM

onroBopy Ha 4T1 kaprmHOM J0jKe.
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JlaH HAKOH HHOKYJIallUje TYMOpa

I'paduxon 7. MumIeBnMa je MHAYKOBaH qujabeTec a MOTOM Cy HHOKyucanu ca 5x10% 4T1 tymopckux henmja u npahena
je TmojaBa M pacT mpuMapHOT Tymopa y mumieBnMa ca ykiomeHnM NK hemmjama. PenpeseHTaTnBHH IUTOMETpPH)CKH
IoToBH moka3yjy mpoueHaT NK hemuja HakoH in ViVOo naBama anTH-asialo GM1 mAb. IlpukasaHe BpemHOCTH Cy
aputMeTndke cpeauHe + SEM 7 MummeBa mo rpynu u3 ABa noceOHa ekcrepuMmeHTta. CTaTHCTHYKAa 3HAYajHOCT

onpehuBana je Student’s 7 tectom.
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4.4. Injaderec MeauTyc 3Ha4ajHo cmamyje ekcnpecujy NKG2D, nepdopuna, IFN-y, IL-17,

a noBehaBa excnpecujy PD-1 mosiexyiaa u IL-10 na cniiesunynum NK heqmjama

VY umipy nedunucama Moryhux pasiora cmameHe HUTOTOKcHMuke akTtuBHOocTH NK hennja,
cnenehu kKopak y HCTpakuBamy Ouo je na ce ucnura pynknuonannu denorun NK henwja y
cne3nHu mulieBa 28.1aHa HakoH arumkaije STZ. YV okBupy uzonoBane nonynamuje NK hemmja
cie3uHe, aHanusupana je excnpecuja NKG2D, PD-1 (enrn. Programmed cell death protein 1),
nepdopuna, rpansuma, IFN-y, IL-17 u IL-10. Pesyntatu npukasanu Ha rpaduxony 8a, jacHo
MoKa3yjy Jda JujabeTHYHO CcTame 3HadajHo cmamyje ekcrnpecujy NKG2D axrtuBanumonor
penentopa Ha CD3'CD49b*NK hennjama y nopehemy ca NK hennjama m30moBaHuM 3 clie3sHHa
munieBa Tperupanux camo CB (p=0.005; I'paduxon 8a). Jlujaberec menutyc je Takohe 3HaYajHO
cMamHo nporeHar nepdopur’ CD3 CD49b"'NK hennja y cnesnnn mumesa (p=0.045; I'padukon
80). UnTtpanenynapHo 60jeme je moka3ajo Ja clie3uHe A1jabeTUYHUX MHUIIEBA CaIpiKe 3HAUajHO
amwku nponenat IFN-y" CD3'CD49b*NK hemuja (p=0.049) kao u 1L-17"CD3 CD49b"NK henuja
(p=0.032) (I'padukonu. 9a, 90). Huje youeHa CTaTUCTHUYKK 3HAYAjHA pa3jivKa y MPOIEHTYAIHO]
3actymbeHoctn  PD-1'CD3'CD49b'NK  hemmja  (p>0.05) kao HM Yy NpPOIEHTYaJHO]
3actymsbeHocTH |L-10-npoaykyjyhux NK henmja usmely nepunucanux rpyma. Mebhyrum
aHalM3a Cpelibe BPEAHOCTH HHTEeH3uTeTa (Quyopecueniuje (enrn. Expression per cell) je
nokaszana 3HadajHo Behy ekcnpecujy PD-1 wmonekyna (p=0.017; I'paduxon 10a) u IL-10
(p=0.049; TI'paduxon 100) NK henujama wn30/0BaHUM H3 ClIe3MHA MHUIIEBa ca aujaberec
MenuTycoM. McToBpeMeHo, HUje perucTpoBaH CTAaTUCTUYKU 3HaYajHa Pa3iuKa y MPOLEHTYaHO]
3aCTyIJbeHOCTH rpaH3uM-nipoaykyjyhux NK henuja (p>0.05; I'paduxon 11a) kao HU y ogHOCY
IL-17/1L-10" (p>0.05; I'paduxon 116) IFN-y/IL-10" NK hemuja (p>0.05; I'paduxon 118) usmehy

nepUHUCAHUX TpyTIa.
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I'paduxon 8. JIujabeTec MeNUTYC CMambYyje MPOLEHTyanHy 3acTymberocT NKG2D™ u mepdopur’ NK henuja y crnesunu
MumeBa. MunieBn Koju cy npumwin jeany nody STZ, umajy cMmamen npoueHar NKG2D+ (a) n mepdopun+ (06) NK
henmja y nopehemy ca mumesuma koju cy npumuan camo CB. [Iprukasane BpeaHoCTH Cy apuTMeTndKe cpenune + SEM 7

MHUIIIEBA TI0 TPYITH U3 TPH MoceOHa ekcrepuMenTa. CTaTHCTHYKa 3HAYajHOCT oapehuBaHa je Student’s 7 Tectom.




YTuuaj nujaderec MeIuTyca HA PacT U NPOrpecujy MUlljer TYMoOpa J10jKe

a
7 - p=0.049
X
6 -
-&5 MN3oTtumcka
=5
5 KOHTpoOAaa STZ CB
L4 -
: RS
+3 "
Z :Isnn -
L_L 2 - 8500 600 6,60/0
mmn
1 - 400
0 i ] | 200
STZ CB IERETY 10° 0 10 PO e e ot
6 IFN-y IFN-y

8 -
— _
o\o p=0.032
= 67 N3oTumcka
)
= KOHTpOAa STZ CB
é 4 - " I3 1K
+ 800 200 800
N~ )’J;ﬁ““ 600 o, 600 o/
— 2 - (@] 3.4% 7.1%
1 U 0 00 400

|59

1 ) ' '

0 - ' [ERNT 10’ 10° 10 ’ 0® o' 102 103 10 ’ [CRRTE 107 10 10

STZ CB IL-17 IL-17 IL-17

I'padukon 9. JlujaGetec MenuTyc cMamyje npoenTyainy 3actymbenoct IFN-y" u IL-17'NK henuja y ciesunu Muniesa.
MumieBu Koju cy npumunu jeany no3y STZ, umajy cmamen npouenat IFN-y" NK henuja (a) u 1L-17" NK henuja (6) y
nopehemy ca MumeBnMa Koju cy npumuin camo CB. [IpukazaHe BpeqHOCTH cy apuTMeTHuke cpeaune + SEM 7 mumesa

0 TPYITH U3 TPH MoceOHa excriepuMenTa. CraTucTryka 3HadajHoCcT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'padukon 10. [Injaderec menuryc noBehasa excripecujy PD-1 monekyna u IL-10 va NK henunjama y cie3unn muinesa.
NK henuje munieBa ca nujaberecoM ekcpuMupajy 3HaudajHo Buie PD-1monekyna (a) u IL-10 (6) y mopehemy ca NK
henujama M30JI0BaHUX M3 CIIE3MHA MUIIEBa KOju ¢y camo npumuian CB. IIpuka3aHe BpeqHOCTH Cy apUTMETHYKE CPEAUHE

+ SEM 7 muimeBa mo Tpynd U3 Tpu mocebHa ekcrepumenTa. CTaTHCTHYKa 3HaYajHOCT oxpehuBana je Mann—Whitney

Rank Sum tectom.
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I'padukon 11. JlujaGetec MenuTyc He yrHue Ha mpoueHar rpamsum NK hemuja, IL-17/IL-10" NK henuja mu IFN-y/IL-
10" NK henuja y crnesunu mumesa. Hema pasiuke y NpoleHTyaiHoj 3acTynsbeHocTd rpansuM NK hennja (a), 1L-17/1L-
10" NK henuja (6) mu IFN-y/IL-10" NK henuja (B) y ce3nHama Muiesa Koju cy Tpetupanu STZ y mopehemy ca NK
henmjama M30JI0BaHUX U3 CIE€3MHA MHUIIEBa Koju cy camo npummin CB. [IpukazaHe BpeJHOCTH Cy apUTMETHUYKE CpEINHE
+ SEM 7 muimeBa 1o Tpymnd W3 Tpu HoceOHa ekcrepuMenTa. CTaTHCTHYKa 3HaYajHOCT oxpehmBana je Mann—Whitney

Rank Sum tectom.

4.5. JlnjabeTec MeIMTYC He yTHYe 3Ha4ajHo Ha Penorun CDS” T aumdonura y mogeny 4T1

TymMopa J0jKe

VY mby Aajber HCIUTHBAaKkA YTHIAja IHjabeTec MeNuTyca Ha KOMIIOHEHTE aHTHTYMOPCKOT
MMYHCKOT O/IFOBOPA, METOIOM IIPOTOYHE [IUTOMETPHj€e y CIIe3UHH je aHanu3upan ¢penorun CD8”
T numdomnura.

UntpaneputoHeanna mpuMeHa STZ HHMje yTHIATa Ha HPOIEHTYyanHy 3acTymsbeHocT CD69”
(p>0.05; T'padukon 12a), NKG2D" (p>0.05; I'padukon 126) IFN-y" (p>0.05; I'padukon 128),
FasL™ (p>0.05; I'papuxon 13a), meppopun’ (p>0.05; I'papuxon 136), rpansum’ (p>0.05;
I'padukon 138) CD3'CD8" T numdponura y cnesunu mMumesa. Takohe, Huje youeHa pasiuka y
nporerty CD3'CD8" T mumdonura koju excnpumupajy moekyn CD107a (p>0.05; I'paduxon
14a) u PD-1 (p>0.05; I'paduxon 146). Pesynratu npukazanu Ha rpadukony 14B mokasyjy aa
IMjabeTHYHO CcTame 3HauajHo mosehasa excrpecujy KLRG-1 na crmenmunum CD3'CD8" T
mumbporuTuma y nopehemy ca CD3'CD8" T numdonutuMa M30I0BaHUM M3 Cle3HHA MUIIEBa

tpetupanux camo CB (p=0.05; I'padukon 14B).
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I'padukon 12. JIujaberec Menutyc He yTuue Ha npouesHar CD69*, NKG2D* IFN-y" CD3'CD8" T numdorura ycnesunu
muneBa. Hema pasiuke y mpoleHTyatHoj 3actymbenoctu CD69 (a), NKG2D" (6), IFN-y* (8) CD3"CD8'T numdomuta
y clle3uHaMa MuIIeBa Koju cy Tpetupanu STZ y mnopehemy ca CD3'CD8" T nuMdonuTa M3010BaHUX M3 ClE3MHA
Mmumesa koju cy camo npummmi CB. Ipuka3ane BpenHocTH Cy apuTMeTHuKe cpeaunae + SEM 7 mumieBa 1mo rpynu U3 asa

noceOHa excriepiuMenTa. CTaTucTHuKa 3Ha4YajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'paduxon 13. [ujabetec MenuTyc He yTude Ha mpouenat FasL®, mepdopun’ rpanzum’ CD3'CD8" T numdomnuta y
cnesunu MumieBa. Hema pasiuke y NpoOIEHTyanHoj 3acTymsbeHocTH FasL® (a), mepdopun * (6), rpamsum’™ (B)
CD3'CD8'T num¢ouura y ciesuHamMa MuIIeBa Koju cy Tpetupanu STZ y nopehemy ca CD3'CD8" T mumdomnura
M30JI0BAaHMX M3 CJIE€3WHA MHUIIEBa Koju cy camo npumuan CB. Ilpukasane BpenHOCTH Cy apuT™MeTHuke cpenunae + SEM 7

MHUIIIEBA [0 TPYIH U3 JBa moceOHa ekcrepumenTa. CraTtrcTHuka 3HadajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum

TECTOM.
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I'paduxon 14. Jlujaberec menutyc nosehasa npouentyanny sactymbeHoct KLRG-1"CD3'CD8" T numdonura, a He
yTuue Ha mponenatr CD107a” u PD-1" CD3'CD8" T numdonuta y cine3unn mumiea. Hema pasiuke y IpoLeHTYaTHOj
sactymbenoct  CD107a* (a), PD-1" (6) CD3'CD8'T numdonuta y cie3uHama Muiesa koju cy Tpetupanu STZ y
nopehemy ca CD3'CD8" T numdornuTa H3010BaHUX U3 ClI€3UHA MUIIEBA Koju ¢y camo npummin CB. Mumesu koju cy
npumunn STZ umajy 3Ha4ajHo Behu nporenar KLRG-1"CD3'CD8" T numdonuta (B) y ClIe3HHH y OXHOCY HAa MHIIEBE
koju cy npummwin camo CB. Ipukazane BpeaHoctd cy apurMmeruuke cpenune £ SEM 7 mwuiieBa 1o rpynu U3 jaBa

noceOHa excriepuMenTa. CTaTHCTHYKa 3HaYajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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4.6. lujaderec meautyc mnoBehaBa mnpouentyanny 3acrymbeHocT TGF-B-npoaykyjyhmx

NKT heanja

O63upom n1a je mo3naro na u NKT henmje Mory ga AOmpuHOCH aHTH-TYMOPCKOM HMYHCKOM
onroBopy, ucnutuBaau cmo ¢yHkuuoHaaHu denotun NKT henwmja. Pesynrarm npukazanu Ha
rpagukony 15a yka3yjy 1na JaujabeTHYHO CTamke 3Ha4yajHO moBehaBa MpoOICHTYaIHY
sactymbenoct TGF-B-nponyxyjyhux CD3'CD49b'NKT henuja (p=0.004; I'paduxon 15a) y
nopehemy ca NKT henujama n3onoBanum u3 ciesnHa MuineBa Tpetupanux camo CB. /lujabetec
MEJUTYC HHMje YTHIIAa0 Ha MpOLEHTyanHy 3acTymubeHocT NKp46® (p>0.05; I'padukon 156),
KLRG-1" (p>0.05; TIpaduxon 158) IL-4-mpoaykyjyhux (p>0.05; TI'papuxon 158)
CD3"CD49b*NKT hemuja. MU3mel)y ekcrepuMeHTAaNTHHX TpyNa HHje OMIO 3HAYajHE pPasiIHKe
(p>0.05) y mpouenty NKT hemmja xoje mpomykyjy IL-13, IL-5, IL-17, mepdopun, IFN-y
(C'padukon 16a, 166, 168, 161, 161).
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I'padukon 15. Jlujaberec menutyc mosehaBa mpoleHTyanHy 3acTymubeHocT TGF-B'CD3'CD49b" NKT henuja, a ne
yruue Ha mporienar NKp46™ , KLRG-1" u IL-4" CD3'CD49b" NKT henuja y ciesuHu mMumesa. MHUIIEBH KOjU Cy
npumun - STZ umajy 3nauajno ehu mpomenar KLRG-1°CD3'CD49b* T numdouuta (a) y ClIe3HHH y OJHOCY Ha
MHuIIEeBe Koju cy npummin camo CB. Hema pasiuke y npolienTyanHoj 3acTymubenoctn  NKp46 * (6), KLRG-1" (8) u
IL-4" (r) CD3'CD49b" NKT henuja y ciesunama MunieBa koju cy Tpetupanu STZ y nopehemy ca CD3'CD49b" NKT
henujama M30J0BaHUX M3 CIIE3MHA MUIIEBA KOju ¢y camo npumin CB. IIpruka3ane BpeqHOCTH Cy apUTMETHYKE CPEIUHE

+ SEM 7 MuineBa no rpymnu u3 aBa nocebHa excriepumenta. CTaTucTHuKa 3Ha4ajHOCT oapeluBana je Student T Tectom.
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I'padukon 16. [ujabetec MenuTyc He yTHde MpoOlEHTyanHy 3actymbenoct I1L-13", IL-5", IL-17", nepdopun’, IFN-y
CD3'CD49b" NKT henuja. Arukanuja STZ nuje yruuana na npouenar 1L-13" (a), IL-5" (6), IL-17" (), neppopun”
(r), IFN-y" (1) CD3"CD49b" NKT henuja y cinesunama muniepa. [Ipukaszane BpeHOCTH Cy apUTMeETHUKe cpeaune = SEM

7 MHILIeBa TI0 TPYIHX U3 ABa MoceOHa ekcrepumenTa. CTaTHCTHYKA 3Ha4ajHOCT ofpehuBana je Student T Tectom.

4.7. lloBehana konuentTpanmja IL-10 y cepymy muieBa ca aujaerecom

OO03upoM nga cy pe3yinTaTH MoOKa3alu Ja JAWjeOeTHYHO CTambe CYNPUMUpa LUTOTOKCHUYKY
¢yakujy NK henuja, ucnmrano je na i npuMera STZ yTUYe Ha TPOAYKIIH]Y [IUTOKHHA.

MepemeM UTOKWHA Y cepyMy 28 JlaHa HaKOH MHTparnepuToHeamHe npuMene STZ yTrBpheHo je
CTaTHCTUYKU 3HadajHO moBehame koHuentpauuje |L-10 (p=0.013; I'paduxon 17a) y cepymy
MHUIlIeBa Koju cy npumuiu STZ y nopehemy ca mumeBnma kojuma je aat camo CB. Kao mro ce

MOXe BUACTH Ha rpadukony 17, Huje Omio craructuuke paznuke (p>0.05) y KOHIEHTpamuju
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IFN-y (p>0.05; I'padpuxon 176), IL-1 (p>0.05; I'padukon 178), IL-12 (p>0.05; I'padukon 17r),
IL-17 (p>0.05; I'padukon 171), TNF-a (p>0.05; I'paduxon 17h), IL-13 (p>0.05; I'padukon 17¢)

u3Mel)y ICOUTHBAHUX TpyTIa.
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I'padukon 17. Cepymcke BpeJHOCTH LIUTOKWHA HakoH npumeHe STZ. Konnenrtpamuja cepymckor I1L-10 (a) cratuctudxu
3Ha4ajHO BHUIIA KOJ MUIIEeBa Koju cy tperupanu STZ y mopehewy ca mumeBuma kojuma je aar CB. He mocroju
CTaTHCTHYKH 3Ha4YajHa pa3iuka y KoHuenrpauuju cepymckor IFN-y (6), IL-1 (), IL-12 (r), IL-17 (1), TNF-a (}), IL-13
(e) wm3mely excmepumeHTanHMX rpyma. CepyMmMcKka KOHIEHTpanuja LMTOKMHA je MepeHa 28.1aHa HAKOH
nHTpanepuToHeanHe ammkanuje STZ. [lpukasane BpeaHOCTH cy apuTMeTHuKe cpeanHe + SEM 7 mumieBa 1o rpynu u3

nBa mocebHa excriepuMmenTa. CraTiucTHYKa 3HaUajHOCT oapehuBana je Student T Tectom.




YTuuaj qujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

4.8. Injaberec MeqUTyC MoOjayaBa aKyMyJaldjy MMyHocynpecuBHHX henuja y cie3mHy

MHUIIIEBA €A TYMOPOM JI0jKe

AHanusze CepyMCKMX IIMTOKHMHA Cy IOKaszale Ja y CepyMy MHIIeBa Koju cy mpummwi STZ
MOCTOj| 3Ha4ajHa pa3nuka y koHueHrpanuju IL-10 y omHocy Ha muiieBe kojuma je nat camo CB,
0K Huje Omino pasnuke y koHueHtpamujama TNF-o, IFN-y, IL-1, 1L-12, IL-17 wusmebhy
nomenytux rpyna (I'padukon 17). YV ckiagay ca OBUM pe3y/ITaToM MPOTOYHOM IIUTOMETPHJOM CY
aHanu3upaHe (EeHOTHIICKE W (YHKIMOHAIHE KapaKTepUCTHKE MMYHOCYNPECHBHHMX henuja
MMYHCKOI' CHCTE€Ma Yy CJIe3MHU MuIeBa koju cy npumuian STZ ognocHo CB, npe u 15 nana
HakoH arummkanuje 4T1 Tymopckux henmja.

[IpBo cMo aHaNM3HWpany QYHKIHOHATHH (PESHOTUI MUJEIOUIHHUX CYNPECOpPCKUX henwja (eHTIL
Myeloid-derived suppressor cell, MDSC). Ha rpadukony 18a ce jacHO yo4aBa CTaTHCTHYKU
3nagajo Behn mporenar CD11b"CD11c¢'Gr-1" MDSCS y cie3uHn MuIeBa KOjH Cy TPHMIIIH
STZ y omnocy Ha kouTposHy rpymy wmumieBa (p=0.029; I'padpuxon 18a). OBa paznuka y
NpoIeHTyanHoj 3actyrubHoctH CD11b°CD11¢'Gr-1"MDSCS y cnesumHM ce TIyOM HakoH
arukaije tymopekux 4T1 hemuja (p>0.05; I'padpukon 18a). MumeBu tperupanu STZ cy
uMau 3Hadajuo Behu mpomenatr TGF-B-mpoaykyjyhux CD11b*CD11¢Gr-1" MDSCs (p=0.03;
Fig. 180) y mopehemy ca KOHTPOIHOM IPYIIOM.

Amnamuza pyHKIFOHANHOT (eHOTHUNa perynaTopHux T mumdonunTa je mokaszana aa npumena STZ
3Hauajuo mosehasa mporenar CD4 Foxp3” perynaropuux T mumdomnuta (p=0.029; I'paduxon
19a) kao u nponenar CD4" Foxp3* perynaroprux T numporura koje npoaykyjy 1L-10 (p=0.048;
I'padukon 196) y cne3nHu MulieBa HaKOH UHAYKIH]E TyMODA.

VY najbeM TOKY MCTaKUBama je youeHo na nmpuMeHa STZ He yTWue 3Ha4ajHO Ha aKyMYyJaIwjy,
denotuncke u (yHKIMOHATHE KapakTepucTuke mnpouHpnamanujckux CD11b*CD11c”
nenaputckux henuja koje excnpumupajy MHC monekyne II u monekyn C69 (p>0.05; I'padukon
20a, 6, B) Kao HH Ha MPOIEHTyanHy 3acTymbeHocT MHC I1"'CD11c¢*CD11b” nenapurckux henuja

(p>0.05; I'padukon 20r) y cie3nHamMa MunIeBa Ipe ¥ HAKOH UHAYKIIHM]Ee TyMOpa.
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I'padukon 18. lujaberec MenuTyc moBehaBa akyMyJalujy MHUjEIOUAHUX CYIIPECUBHMX henuja y ClIe3WHH MUIIEBA Ipe
uHaykiuje Tymopa. Ilporenar CD11b*CD11c’Gr-1" MDSCs (a) and TGF-B'CD11b'CD11c'Gr-1" MDSCs (6) je
3Ha4ajHO Behu y cie3nHama mumieBa koju cy npummwin STZ y mnopeljermy ca KOHTPOJHOM TPyIOM MHIIEBA Koja je
npumuna CB, npe naayknuje tymopa. [Ipukaszane BpenHocTn cy apurmernuke cpeanHe + SEM 6 mumieBa mo rpymnu u3

IBa moceOHa ekcriepuMenTa. CraticTHika 3HauajHOCT onpehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'padukon 19. /lujaberec menutyc moBehaBa akymyianujy peryiaropHux T aumdonura y Cie3uHH MUIIEBa HAKOH
MHyKIHje TyMopa. ATIMKallkja CTPENTO30TOIMHA je 3HauajHo mobehasna mpoueHTyanHy 3acTymibeHoct CD4'Foxp3”
perynatopuux T numgormra (a) u  1L-10'CD4" Foxp3® perynatopuux T muMd@ouuTta y CI€3MHM MHIIEBAa HAKOH
HHOyKIHje Tymopa. [IpukasaHe BpemHOCTH cy aputMeTHuke cpenuHe = SEM 6 MumeBa mo rpynu U3 JBa HoceOHa

excriepuMenTa. CtaTucTHYKa 3Ha4YajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'padukon 20. /Iujaberec MeNUTyC He yTHYE Ha MPOLEHAT JSHIPUTCKUX henuja y ClIe3WHH MUIIEeBa Mpe HU HAKOH
MHIyKIMje Tymopa. AIUIMKaIjja CTPENTO30TOLMHA HHMje yTHIaia Ha MpOIEeHTyamHy 3acTymibeHoct CD11b*CD11c”
nenpputckux hemuja (a), MHCII'CD11b"CD11c" nenmpurckux hesmuja (6), CD69'CD11b*CD11c” nenaputckux henuja
(B) ka0 HM Ha MpoueHTyanHy 3actymbeHoct MHC 11"CD11¢"CD11b™ nenapurckux henuja (r) y cie3suHamMa MHIIEBA Tpe
W HaKOH MHIOyKIHje Tymopa. [IpukasaHe BpemHOCTH Cy apuTMeTHuke cpeiawHe £ SEM 6 muineBa o rpynd U3 JIBa

moceOHa excriepuMenTa. CtaTucTrHYKa 3HadajHOCT ojpehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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4.9. Cmamena axkymyaanuja NKG2D NK heanja a nosehama PD-1'NK heamja y

NPUMapHOM TYMOPY MHUIlIeBa ca Aujaderecom

Hakon mro je ananuszoM ¢(yHKUHOHAIHOT (peHOTHNA MokKa3aHo nga nmpumeHa STZ cympumupa
npouHdamanujcku 1 aHTUTyMopcku ¢enotun NK hemuja, cienehu kopak je Ouna aHamusa
¢denoruna NK henuja n3010BaHuX U3 MIPUMApPHOT TyMOpa MUllieBa TpetTupanux STZ.

Pesynratn mnpukazanum Ha rtpadukony 21 ykazyjy ma mpumena STZ Hwuje yTunaga Ha
npouenTtyanny 3actymsenoct CD45"NKp46™ NK hennja y Tymopckoj mukpocpenusn (p>0.05;
I'padukon 21). Mehytum, nujabeTMUHO CTalke j€ 3HAYajHO CMAbWIO aKyMyJalujy
CD45'NKp46'NK henmja koje ekcnpummpajy aktuBarmonn penentop NKG2D (p=0.008;
I'paduxon 22a). Takohe je permcTpoBan 3mauajuo Behm mporenatr PD-1"CD45'NKp46™ NK

henuja y mpumapuum Tymopuma mutiena tpetupanux STZ (p=0.029; I'paduxon 226).
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I'paduxon 21. J[lmjabGerec menuryc He ytnue Ha mnpomeHatr NK y TyMopckoj MHUKpOcpequHM —AIUIHKaIyja
CTPENTO30TOIMHA HHMje yTHIAda Ha IpOLEHTyanHy s3acTymbeHocT CDA45'NKp46® NK hemuja y Tymopckoj
MUKpOCpeauHu MumeBa. [IprkazaHe BpeaHoCTH cy apuTMmeTHuke cpeanHe + SEM 7 mumeBa no rpymu u3 1Ba noceOHa

excriepuMenTa. CTaTucTHYKa 3Ha4YajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'padukon 22. Jlujaberec Menutyc cMamyje akymynamujy NKG2D * NK henuja a nosehasa nporenat PD-1'NK henuja
y TpUMapHOM TyMmMOpy. AMNIHMKaluja CTPENTO30TOIHMHA je 3HauajHo cMmamuia mporeHar NKG2D'CD45 'NKp46'NK
henuja (a) a mosehana nponenar CD45'NKp46'PD-1"NK henuja y npumapHOM TymMopy MuIlesa. [Ipukasane BpeaHOCTH

cy aputmernuke cpenune + SEM 7 mmmieBa mo rpynu M3 Ba moceOHa excnepuMeHrta. CTaTHCTHYKa 3Ha4ajHOCT

onpehusana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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4.10. [TujabGerec Meautyc paBopu3yje akymyJaalnujy MujeJOMJIHUX cynpecuBHUX heauja y
TYMOPCKOj MUKPOCPeINHH

Y  TyMOpPCKOj MHUKPOCPEIWHH CMO METOJAOM TIPOTOYHE I[IMTOMETPHje aHAITU3UPAIH
¢byHKIMOHATHN (EHOTUN JIOMHUHAHTHHX TIOMyJalldja WMYHOCYNPECHMBHUX henuja. AHanu3za
MHjeIIONTHUX CYIIPEcHBHUX henyja je mokas3ana 3HauajHo 1ojadany akymynanujy CD11b*CD11c
Gr-1" MDSCs (p=0.021; I'padpuxon 23a) xao u TGF-p mpoaykyjyhux CD11b"'CD11c'Gr-1*
MDSCs (p=0.039; I'padukon 236) y npumapHoM TymMopy muiieBa Tpetupanux STZ y nopehemy
ca muieBuMa Tperupanum CB.

Annukanuja STZ nuje yrunana Ha akymynamujy CD11¢'CD11b" nennputckux hemuja (p>0.05;
I'pauxon 24a) kao uu Ha excrpecujy MHC monexymna I knace na monynamuju CD11¢*CD11b”

nenapurckux hemuja (p>0.05; I'padukon 246) y npruMapHOM TyMOpPY MUIIIEBA.
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I'padukon 23. Jlujaberec menuTyc moBehaBa akymyranujy MHjEIOMIHUX CYNMPECHBHHX henwja y MPUMapHOM TyMOpY
muesa. Iponenar CD11b"'CD11¢Gr-1" MDSCs (a) and TGF-B nmpoaykyjyhux CD11b*CD11c'Gr-1" MDSCs (6) je
3Ha4ajHO Behw y mpuMapHUM TymMopHMa MHIIeBa koju cy npumuian STZ y mopelermy ca KOHTPOIHOM IpyNoM MHMIIEBA
koja je mpummia CB. Ilpukasane BpegHOCTH cy apuTMeTHuke cpeguae = SEM 7 mumesa mo rpynu M3 jBa noceOHa

excriepuMenTa. CTaTuCTHYKA 3Ha4YajHOCT oapelhuBaHa je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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I'paduxon 24. Jlmjaberec MeNUTyc HE yTHYE HA NPOLEHAT ICHAPUTCKHAX henwja y NpUMapHOM TYMOpPY MHILIEBa.
ATIMKaIMja CTPENTO30TOMHA HUje YTHIaa Ha MpOlEeHTyaIHy 3acTymbeHoct CD11b"CD11c” nennputckux hemuja (a),
MHCII'CD11b"CD11c" nennpurckux henuja (6) y TyMOpCcKoj MUKpocpeanHH. [IpukasaHe BPeHOCTH Cy apUTMETHUKE
cpeanne = SEM 7 mumieBa mo rpynu M3 aBa noceOHa excriepuMmenTta. CraTncThika 3HadajHOCT ofpehusana je Mann—

Whitney Rank Sum tectom.




YTuuaj qujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

4.11. ujaderuunu cepym mema ¢penorun NK heauja, in vitro

O063upoM J1a je moka3aH U3MemeH (PEHOTHIT UMYHOCYIIPECUBHUX hemuja U CIe3MHU U TPUMapHOM
TyMOpY MHUIIIeBa ca nujaberecom, y cieneheM kopaky je ucnutad edexar conmyOommHux ¢akropa
KOJH HAcTajy TOKOM IIporpecHje aujaderec MenuTyca Kao u edekaT TiyKo3e Ha (PyHKIIMOHATHH
¢denorun NK henuja. CrijieHOIMTH W30JI0BAaHU M3 3paBOr MHUINA Cy KylITHBHCaHH 24 4aca y
MEINjyMy KOjH CaIp XK CEpyM H30JI0BaH U3 IUjabeTHYHOT MHIIA, CEPYM KOME je A0AaTa TIyKo3a
WIN CepyM HM30JI0BaH M3 KOHTPOJHOI MHIIA. YHYyTap KYJITHUBHCaHE IOMYyJaIfje CIUICHOINTA,
IIPOTOYHOM IUTOMETpHjoM cy aHammsupane CD3'CD49" NK hemmje. Jlonarak riykose mosehao
je mponenar of KLRG-1" (p=0.029, I'paduxon 25a) and PD-1" (p=0.016; I'padukon 256) CD3’
CD49b"'NK hennje. VMako Huje 6mio pasiuke y NpoleHTyanHoj 3acTymseHoctn NKp46™ u
neppopun’ CD3 CD49b*NK henuja, youeHo je 3HauajHO HMKA eKCIIpecHja OBHX MOJIEKyIa Ha
NK henujama tpetupanum riayko3om (p=0.026; p=0.017; I'padukonu 26a, 266). Kynrusanuja y
nujabeTHYHOM cepyMy JojaTHO je mnosehanma mpomenTyanan ymeo KLRG-17 (p=0.032;
p=0.016,I'padukon 25a) u PD-1" (p=0.036; p=0.016; I'paduxon 256) CD3 CD49b*NK hemmnja, a
cmamro je excnpecrjy NKp46 (p=0.038; p=0.014,I'padukon 25a) u mpoaykiujy mepopuHa
(p=0.049; p=0.012; I'papukon 256) mo CD3CD49b'NK hemmju y omsocy Ha hemuje
KYJATHUBUCAHE Y TJIIMKEMUYHOM CEpPYMYy OJIHOCHO y KOHTPOJHOM cepyMmy. JlnjabeTnyHu cepym je
takohe 3HauajHO cMmamuo mporenar IFN-y mpomaykyjyhux CD3 CD49b*NK hemmja (p=0.029;
p=0.029; I'padukon 27a), cMmamwHo je npoaykuujy IL-17 (p=0.048; p=0.032; I'padukon 276) kao
u rpanzuma (p=0.004; p=0.003; I'paduxon 28a) u excrnpecujy CD107a (p=0.016; p=0.014;
I'paduxor 286) y CD3'CD49b"NK hemmjama y mopehemy ca NK hemmjama Tpermpanum

CECPYMOM Ca JOAATKOM I''TYKO3€ OJTHOCHO KOHTPOJIHUM CEPYMOM.
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I'padukon 25. JTujaberec Menmuryc Mema derorun NK henuja y in vitro ycmosuma. CIleHOIMTH U30JI0BAaHU U3 3PaBOT
MHUIIIA KYJITHBAHK Cy Y MEIUjyMy KOjH CaJpiKd JHja0CTUIHU CEpyM, CEPyM KOME je JI0/1aTa rIyKo3a U KOHTPOJIHH CEPYM.
JujabeTndny cepyM je 3HagajHo mosehao mporenTyanny 3actymbeHoct KLRG-1" (a) and PD-1" (6) CD3'CD49b*'NK
henmja y omHOCy Ha cepyM KOME je JojaTa IIyKo3a M KOHTPOJHHM cepyM. [Ipuka3aHe BpeAHOCTH Cy apUTMETHYKE
cpenuHe = SEM 6 muieBa o rpymu U3 TpH mocebHa ekcnepuMenTa. CTaTUCTHYKA 3HAYajHOCT oxpeluBana je Student T

TECTOM.
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I'padukon 26. [lujaberec Menuryc mewma dherHotun NK hemuja y in vitro ycinosuma. J[ujabetuunu cepym je y un sumpo
yCIIOBMMA 3HAYajHO CMamuo ekcrpecujy penentopa NKp46 (a) m mpomykuujy meppopuna (6) y CD3'CD49b"'NK
henujama y omHOCy Ha cepyM KOME je noAaTa IiIyKo3a W KOHTPOJIHH cepyM. IIprkazaHe BPEIHOCTH CY apUTMETHUKE
cpenure = SEM 6 muimeBa 1o Tpymu u3 TpH moceOHa ekcriepumenTa. CTaTCTHYKA 3HAaYajHOCT oxpehuBana je Student T

TECTOM.
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I'paduxon 27. [ujadberec menutyc Mewa ¢enorun NK hemuja y in vitro yciaoBuma. JujabeTHdHu cepyM je 3Ha4ajHO
cmamuo nponenat IFN-y"CD3'CD49b"NK henuja (a) u npoxykuujy 1L-17 (6) y CD3'CD49b*NK henujama y oaHocy Ha
CepyM ca IIIyKO30M M KOHTpOJIHH cepyM. [Iprkazane BpenHOCTH cy apuTMeTndke cpenune = SEM 6 mumesa mo rpynu

u3 Tpu moce6OHa excriepumenta. CTaTiucTHIKa 3HAUajHOCT onpehuBana je Student T Tectom.
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I'paduxon 28. [ujadberec menutyc Mewa ¢enorun NK hemmja y in vitro yciaoBuma. [ujabeTHaHU cepyM je 3HaYajHO
CMamHo MpoAyKuujy rpansuma (a) m CD107a (6) y CD3'CD49b"NK henmjama y ofHOCY Ha cepyM ca IIyKO30M H
KOHTpoJIHK cepyM. IIpukasane BpegHocTd cy apurMerwuke cpeauHe + SEM 6 MumneBa mo rpymu w3 Tpu noceOHa

excriepumenTa. CtaTncTiyka 3Ha9ajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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4.12. JImjaGerec CTHMYJIMIIE AMONTO3Y CIIEHOLMTA, IN Vitro

VY HapesHOM KOpaky »eJleJId CMO Ja MCIIUTaMo Ja JH J1ja0eTU4YHU CepyM yTHYE Ha aroIlTo3y
cruieHouuTa. HakoH JiBajieceTyeTBOPOYacOBHE KYJITHBALM]€ CIUIEHOLIMTA U30J0BAHUX U3 3]IPABOT
MHIIIA Y MEJUjYMY KOjU CaIpKH CEPYM M30JIOBAH M3 JIMja0ETUYHOT MHUIIIA, CEPYM KOME je toaaTa
IJIyKO3a WIN CEpYM M30JI0BaH M3 KOHTPOJIHOT MUIIIA, CIIJICHOLMTE CMO MOAUIIIN U aHAJU3UPAIH
eKCIIpecHjy MapKepa amnonToTOCKUX henuja, aHeKCHH M mponuaujyMm jonun. Ha rpaduky 29a u
296 ce jacHO youaBa na je aujabeTWYHH cepyM je y in Vitro ycrmoBuma 3HavajHo moBehao
TIPOLIEHTYANHY 3aCTYIJbEHOCT aHEKCHH MPOMMaMjyM joamn cmmeHormrta (p=0.003; p=0.001;
I'padukon 29a) Kao U aHEKCHH TPONUAMjyM joaua crmeHormra (p=0.003; p=0.001; I'paduxon
296) y olHOCY Ha CILUICHOLUTE KYJITHBAHE Y CEpyMy KOME je Jo0jaTa INIyKo3a OJHOCHO Y CepyMy
M30JI0BaHOM U3 3apaBor wmwuma. JlomatHo, ananm3a ekcrpecuje FasL y momynanmuju CD3
CD49b"NK hernuja je mokasana na qujabeTHunu cepyM 3HadajHo nosehasa nponenar FasL"CD3’
CD49b"NK henuja (p=0.029; p=0.029; I'pacduxon 298) y in Vitro ycnosuMa y ofHOCY Ha ocTane

ABC CKCIICPUMCHTAJIHE I'PYIIC.
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I'padukon 29. [lnjabetnanu cepym mosehaBa excrpecrjy Mapkepa amomnTose in Vitro ycrnosuma. JIujaGeTHIHU cepyM je
3HauajHO MoBehao MPONEHTyaNHy 3aCTYMJBEHOCT AHEKCHH HPONHINjYM jOAUI CILIEHOUHUTA (4) M aHEKCHH HPOTHINjyM
jomun" crnenomnura (6) y OHOCY Ha CIUIEHOILUTE KyJITHBAaHE Y CEpyMy KOME je JoJaTa IJIyKo3a OJJHOCHO y CEpyMy
M30JI0BaHOM M3 3/[paBor Muia. J{ujabeTuunu cepyM je 3HauajHo nosehaso nponenar FasL"CD3 CD49b*NK henwuja (B) y
OJJHOCY Ha OCTalle IB€ eKCIIepHMEHTaHe rpyme. [Ipukasane BpeqHocTH Cy apuTMeTnuke cpeque + SEM 6 mumesa mo

TpyIH U3 TPH TIoceOHa excrepuMenTa. CTaTHeTHYKA 3HaYajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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VY unspy HeyTpaiucama epeKkTa mojayaHor OKCHIATUBHOT CTpeca, U3BEICHH Cy IoJaTHH IN VItro
excriepuMeHTH. CIJICHOIIMTH M30J0BaHU W3 3PABOr MHUIIA KYJATHBHCAHU Cy y MEIUjyMy KOjU
CaIpKM CepyM JHja0ETUYHOT MHIIA OJHOCHO y MEAHMjYMy KOjH TIOpPEa cepyMa Iuja0eTHIHOT
MUIIA CagpKd W JojaTy Tmer-karanmazy. Jlomarak mer-karamase je 3HawyajHo moBehao
nporenTyanan yaeo NKp46'CD3 CD49b*NK hennja (p=0.05; I'paduxon 30a) y nopehemy ca
NK henmjama xyntuBucanuMm y amjabeTHdHOM cepyMy. MehyruMm, HUje youeHa pas3imka y
excripecuju PD-1 (p>0.05; I'paduxon 306), CD107a (p>0.05; I'padukon 30B) u mpoayKuuju
nepdopuna (p>0.05; I'paduxon 30r) Ha NK henmjama n3mehy momenyrux rpyna.

AHanm3a eKcrpecHuje MOJIeKyJia KOji JeTepMUHUITY henujy y anmonTo3u je mokasasia Ja J01aTak
mer-katagase He yTHYe HA TPOLEHTYaIHY 3aCTYIJbHOCT AHEKCHH IPONHIMjYM jOIHA
crreronuta (p>0.05; I'padukon 31a) ka0 ¥ aHEKCHH MPONMMIHjyM joaua cruieHormra (p>0.05;
I'padukon 316) y ogHOCY Ha CIJICHOIMTE KYJATHBAHE Yy CEPYMY H30JIOBAHOM U3 AMjaOETHUHOT
vumia. Taxole, momaTak mer-karanase Huje yrunao Ha mponenat FasL'CD3'CD49b'NK henmja

(p>0.05; I'padukon 31B).
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I'paduxon 30. Ier-katanasa nosehasa npouenat NKp46'CD3 CD49b"NK henuja. Jlonatak mer-katanase je 3HauajHO
nosehao nponenatr NKp46'CD3 CD49b'NK henuja (a) y ommocy Ha NK henuje TpeTupane aujaGeTHIHHM CEPYMOM |,
JIOK HHUje yTuIao Ha mpoueHat, PD-1" (6), CD107a" (8) u nepdopun’CD3 CD49b*NK henuja. [Tpukasane BpeaHOCTH Cy
aputMeTnike cpeauHe = SEM 7 MmumeBa nmo rpynu W3 jaBa moceOHa ekcrnepuMeHTa. CTaTUCTHYKa 3HAYajHOCT

onpehusana je Mann-Whitney Rank Sum tectom.
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I'padukon 31. Iler-karanaza He yThue Ha €KCIPECH]y AIONTOTCKHX MoJjekyna. JlojaTak mer-karaiase Auja0eTHIHOM
cepyMy HHje M3MEHMO TIPOIEHTyalHy 3aCTyIJbEHOCT AaHEKCHH MPONHAMjyM jOAMJA  CIjleHomuTa (a) |
aHeKCHH TpONUAMjyM jonua’ crieHonuta (6) y OZHOCY Ha CIUIEHONHMTE KyJITHBAaHE y AujabeTMYHOM cepymy. Iler-
KaTajasza Huje yTuiana Ha mporenar FasL'CD3'CD49b"NK hemuja (B) y ofiHOCY Ha KOHTpOJIHY Ipymy. Ilpukasame
BPEAHOCTH Cy apuTMeTHuke cpeamHe + SEM 6 wmuineBa o rpynd W3 TpH IoceOHa excrepuMeHTa. CTaTHCTHYKA

3HauajHOCT oapehuBana je Mann—Whitney Rank Sum tectom.
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4.13. MDSCs u DCs cynpumupajy NK heanje akrunomhy enzuma IDO

VY nmiby aHanu3e KOju je TO CoJIyOMIHM (akTop 3aciykaH 3a udmeny ¢enoruna NK henmja, y
IajbeM TOKY MCTP)XHBambha CMO AaHAIM3HMPAIM NPOAYKIHM]Y WHAYUIHMOWIHE a30T MOHOKCH[
cunarase (euris. Inducible nitric oxide synthase, iNOS) u uHgogamMuH 2,3 THOKCHTeHa3e (CHIJL.
Indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO) pasmuuntux nomynaidja heiawja M3070BaHUX W3 CIC3UHA
muiieBa koju cy Tperupanu STZ oanocHo CB. Hurpahenujcko 0ojeme MHjETOMIAHUX
cympecopckux henmmja MDSCs je mnokasano 3HagajHo Bumm mporenat iNOS™ (p=0.029;
I'paduxon 32a) u IDO* (p=0.031; I'paduxon 326) CD11b*"CD11c'Gr+MDSCs y cne3nHama
MHIIeBa KOju cy Tpetupanu STZ y omHOCHY Ha MuuIeBe Koja je mpummia camo CB. Ilpumena
STZ je Takohe 3mauajHo mosehama mporenTyanHy 3actymbesoct INOS® (p=0.005; I'padukon
33a) u IDO" (p=0.026; I'pauxon 336) CD11b"CD11c" DCS y omHOCHY Ha KOHTPOJIHY IPyITy.

VYV HapemHuM IN Vitr0 eKCleprMMEHTHUMa, CIUICHOLUTH H30JI0BaHH W3 3ApaBOr MHUIA CYy
KYJITUBUCAHU Y MEJHjYMY KOJU CaJIp>KU CEpyM M30JIOBaH U3 JIMjaOETUYHOT MUIIA, Y3 MPUCYCTBO
wm oxacyctBo 1-metun tpuntodana (1-MT), cenekruBHor Omnokatopa IDO, u y cepymy
M30JI0BaHOM U3 37paBux muiena. Jlogarak 1-MT je 3HauajHO eIMMUHUCAO CYNIPECUBHU edeKar
nujabeTnunor cepyma Ha mporenat NKG2D' (p=0.016; I'padukon 34a), NKp46® (p=0.038;
I'pajpuxon 346) u CD69" (p=0.004; I'paduxon 34B) kao u Ha IpoueHaT neppopuH
npoaykyjyhux (p=0.008; I'paduxon 34r) u rpamsum npoxykyjyhux CD3 CD49b" (p=0.032;
I'padpuxon 35a) NK henuja y nopehemy ca nomynanujom henuja KyaTUBHCAaHOM y JI1jaOETUYHOM
cepymy 6e3 nmomatka 1-MT. Jlonatak 1-MT je 3HauajHo cMamuo mnpoueHTyanHu ynaeo |L-10
npoaykyjyhux CD3 CD49'bNK henuja (p=0.041; I'padukon 356) xao u ekcrpecujy PD-1
monekyna o CD3'CD49b"NK hemuju (p=0.015; I'padukon 358) y nopehemy ca NK hemujama

KOj€ Cy KYJITUBHCAHE CaMO Y J1jaOCTUIHOM CEPyMY.
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I'paduxon 32. Tujaderec menuryc nmosehasa npoaykuujy INOS u IDO y MDSCs. Munieu koju ¢y npumuinu STZ umcjy
y ciesunu 3Ha4ajHo Behu nponenar iNOS™ (a) u IDO™ (6) CD11b*CD11¢’ Gr+MDSCs y onHOCy Ha MHUIIEBE TPeTUPAHE
CB. Tlpukazane BpemHOCTH Cy aputMmerndke cpeanHe = SEM 6 mmumieBa 1o rpymnu U3 /ABa IMOCEOHA EKCIIEPUMEHTA.

Cratuctruka 3HauajHocT ogpehusana je Student T rectom.
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I'padukon 33. Mujaberec memuryc mosehaBa mpomykiujy iINOS u IDO y menmpurckum henmjama. MuimeBn Koju cy
npumuin STZ umcjy y cnesunu 3Hadajuo Behu mporenat iNOS™ (a) u IDO* (6) CD11b"'CD11c" DCs y oaxocy Ha
muiese Tperupade CB. IIpukazane BpeaHoctu cy apurmerndke cpenune + SEM 6 muiieBa mo rpynu u3 JBa noceOHa

excriepuMenTa. CTaTHCTHYKA 3HaYajHOCT oapeluBaHa je Student T TecTom.
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I'padukon 34: 1-MT nHeyrpanuine cynpecuBHu edekar aujaderudHor cepyma. Jlomatak 1-MT je 3HauajHo moBehao
npouenar NKG2D" a), NKp46™ (6) u CD69" (B) u nepdopun npoaykyjyhux (r) CD3'CD49b™ NK henuja y nopehemy ca
momyJjanijoM henuja KynTUBHCaHWX Yy naujabermdyHoM cepymy 6Oe3 noxarka 1-MT. Ilpukasane BpemHOCTH Cy
apurMerndke cpeguHe = SEM 6 wmuimeBa mo rpynmu W3 JBa moceOHa ekcrnepuMeHTa. CTaTHCTHYKA 3HAYajHOCT

onpehusana je Student T tecTom.
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I'padukon 35: 1-MT Heyrpamuire cynpecuBHH edekat mujadbetuuHor cepyma. Jlomarak 1-MT je 3HauajHO moBehao
IPOIIEHAT TpaH3uM TIpoxykyjyhux CD3 CD49b" (a) NK hemmja y mopehemy ca henuja KynTHBHCAHUM y JHjabeTHUHOM
cepymy 6e3 nonatka 1-MT. Jonarak 1-MT je 3nauajno cmamuo npouenat IL-10 npoaykyjyhux CD3 CD49"bNK henuja
(6) xao u excripecujy PD-1 monexyna mo CD3 CD49b"NK henuju () y nopehemy ca NK henujama koje cy KyITHBHCaHe
caMo y aujabeTnyHOM cepymy. IIpukasaHe BpemHOCTH cy apurMerndke cpeauHe + SEM 6 mwuineBa mo rpymu u3 aBa

moceOHa excriepumenTa. CTaTucTHYKa 3HaYajHOCT oapehuBana je Mann—-Whitney Rank Sum rtectom.
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5. JMCKYCHJA

VY 0BOj CTyAMju UCIIUTUBAH j€ yTHIIA] nujabeTec MEIuTyca Ha pacT M pa3Boj TyMOpa J0jKe W Ha
MOJyJIalljy AHTUTYMOPCKOT HMYHCKOT OJIrOBOpa y EKCIEPUMEHTATHOM MHUILIjEM MOJIeNTy
KapImHOMa JIOjKeE.

Ilo nmpBu myT, MokKa3zalM CMO Ja C€ KOJA MHUILIEBAa TPETHPAHMX CTPENTO30TOLMHOM paHHUje
0jaBJbyje Mmajmaduiaan npumMapau Tymop. Jujaberec yop3aBa u pact TyMOpa, Cpeamba BPEIHOCT
NpEeYHHKa M Mace MPUMapHOr TyMmMopa je Owia 3HauajHo Beha y Trpymu MuIleBa TPETUPAHUX
CTPENTO30TOIMHOM Y nopehery ca rpyloM MHIIEBA TPETUPAHUX UTPATHUM ITyepoM.

VY MuieBa TPETUPAHUX CTPENTO30LMHOM, JETEKTOBaHA j€ 3HAYajHO Mama IUTOTOKCHUYHOCT
crienonuta 1 NK henuja npema tymopckum henujama. Hakon ykmamama NK henuja in vivo,
HECTaJla je pa3jiuKa y JUjaMeTpy W Macu mnpumapHux Tymopa m3mely STZ, omnocHo CB
TPETUPAHUX MUILEBA, ITO yKa3yje Ha kibyuHy ynory NK hemuja y aHTH-TyMOPCKOM HUMYHCKOM
onroBopy Ha 4T1 kaprmHOM J0jKe.

VY najmeM HCTpakuBamy, MOKa3aHO je Ja AujadeTec MEIUTYC 3HAa4yajHO CMamyje eKCIIpecujy
NKG2D, nepdopuna, IFN-y, IL-17, a nosehaBa exkcnpecujy PD-1 monexkyna u IL-10 Ha
cruiennyHM NK henujama. Takohe je morBpheno ga aujaberec MenuTyc moBehaBa CHCTEMCKY
koHueHTpauujy 1L-10 u mocnenryje akymyinanujy MMYHOCYNpPECHUBHUX henuja y MuIieBa ca
TYMOPOM JI0jKe. AHaJIN3a TYMOPCKE MUKPOCpPEANHE oJjpaxaBa edekaT 3abeexeH y nepupepHum
muMHAM opraHuMma: aujaberec cmamyje axymynanujy NKG2D' NK henmja a mosehasa
nporerar PD-1" NK hemuja u haBopu3syje akyMynamujy MHjeTOUIHIX CYTIPECOPCKUX hemuja y
MIPUMapHOM TYMODY.

VY HacTaBKy CTyAHMje, MOKa3aHo je aa nujabeTnmynu cepyM Mema ¢enotun NK hemwmja y in vitro
ycJIOBHMa cMamyjyhu ekcmpecujy akTHUBalMOHMX M noBehaBajyhu excnpecujy MHXHOMIMOHUX
penienitopa. Iler-karamasa, koja anynupa epekTe OKCHIaTUBHOT CTpeca HHUje 3HAYajHO M3MEHUIIa
¢byukuonanuu genorun NK henuja, ykazyjyhu Ha qpyru MexaHuszam.

Kako je nerexkroBana Beha ekcrnpecuja umHAyHHOMIHE a30T MoHOKcup cuHaraze (iINOS) u
unponamud 2,3 muokcurenase (IDO) y cnesmnckum MDSCs u DCs, y HapemHum in Vitro
eKCIIEPUMEHTHMA, CIUICHOLUTU CYy KYJITHUBUCAHU Yy NpHUCYCTBY 1-metun tpunrtodana (1-MT),
cenektuBHOr O0karopa IDO, ogHocHo cenekruBHOr Giiokatopa INOS. Biokaga iNOS-a mema

¢enorun NK henmja: moBehaBa excrnpecHjy aKTHBAMOHUX M TYMOPHIHMIHHX a CMamyje
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eKCIpecHjy HMHXHOMIIMOHUX | HMMYHOCymnpecuBHUX Mosekyna. 1-MT, OGmokagom IDO, y
MOTIYHOCTH HEyTpaJlMIIe CyNpecuBHU edekar aujabetuuHor cepyma u Bpaha ¢enotnn NK

henuja Ha HUBO 37PaBOT MHUIIIA.



YTuuaj qujaderec MeJIUTyca Ha PACT U MPOrpecujy MULLjer TYMOpa 10jKe

5.1. JInjaGeTec MeJuTyC YOpP3aBa MojaBy U pacT NPUMapPHOT TyMoOpa J0jKe

[IperxomHe KIMHUYKE H aHUMATHE CTY/IMj€ Cy JaCHO yKa3aJie Ha TIOBE3aHOCT aujabeTec MenuTyca
TIN | ¥ TUN 2 W MaJUTHUTETA, JIOK Cy ce Jpyre CTyauje OaBuiie MCIUTHBAKBEM MeXaHU3ama
ykJbyueHux y oBe mporece (Mkemypa u cap., 2013, Iixen et am., 2014). Takohe, 3Ha ce na
XUTNEPTIUKEMHja, T0ja3HOCT, PE3WCTECHIIMja HAa MHCYJIMH W WH(]IaManuja MOTY Ha Pa3IHYHUTe
HauuHe yTunatu edpexropcke henmje ykipydene y antutymopcky umyHoct (Cemn er an., 2012,
Bpann et an., 2012, beppoy et ain., 2013). OBuM HCTpakuBameM CMO MOKa3ayn Ja aujaberec
MEJIHUTYC M3a3aBaH jJeJHOM CYOJIETATHOM JI030M CTPENTO30TOIMHA yOpa3aBa pacT KapluHOMa

JI0jKe KOJI MUIIIEeBA.

5.2. lnjaderec cMamyje aHTUTYMOPcKY nuToTokcnyHocT NK hennja

[Toka3zaynu cMO J1a Cy CIUICHOLUTH U30JI0BAaHU U3 JMjaOETUYHUX MUIIEBA KOJU Cy Pa3BUIIA TyMOP
UMalM 3HA4ajHO HW)KY LUTOTOKCHYKY AaKTHUBHOCT y mopehemy ca OHMMa H30JI0BaHUM U3
KOHTPOJHMX MHUIIEBa ca pa3BUjeHUM TyMopoMm (cinuka 2a). Takohe, TecTupamun cMo
IUTOTOKCUYHOCT M30JIOBAHUX CDS8'T mumbonmta u NK hennja. Henasno, Uen u capaguuiu cy
TMoKa3anu fa je IMTOoToKcHuku KamamuTer CD8' murorokcuukux T nuMQonuTa CMameH Koo
munieBa Tpetupanux STZ koju cy pazsunu menaHoMm (Chen u capaguunu., 2014). Mehytum, y
HaIllleM UCTPAXKHBAKy HUjE yOueHa 3HAYAjHA Pa3lMKa y MUTOTOKCHYKO] aktTmBHOcTH CD8™ T
aumdormra npema 4T1 Tymopckum henmjama y in vitro ycnosuma (ciuka 26). JIok cy y oBom
KMBOTHE>-CKOM MoJienTy nmokasanu ga CD8” T numdouuTy urpajy BakHy aHTUTYMOPCKY YIIOTY, y
HAIIIM paHUjUM cTyaujama aktusupagn CD8" T nuMd¢onut HuCY Mrpaid 3amakeHy YIOTY
(Jovanovi¢ i sar., 2011, Jovanovi¢ i drugi). ¥V ckiaay ca HalmmM pe3yiTaTuMa Cy U YHECHUIIA Ja
je 4T1 cnaba umyHoreHna mumija henujcka JMHUja TyMOpa JI0JK€ Ka0 M MPETXOJHU HaJla3u KOjH
yKa3yjy Z1a je ypoheH! UMYHCKH OJArOBOP Ba)KaH y aHTUTYMOPCKOM OJI'OBOPY Y OBOM TYMOPCKOM
Mozeny (Jovanovi¢ 1 sar., 2011, Jovanovi¢ 1 drugi). [Tokazano je ma je muroTrokcuyHocT NK
henuja BakHa y KIMYHCKOM HaJ30py U HMYHCKOM OJIFOBOPY Ha TYMOp, a Takole cMO MOTBPAMIN
U3MEHEH IUTOTOKCHYKHM KamamuteT W (enorun NK henuja kox aujabeTHYHMX MHUILEBA Ipe
uHAyKIje Tymopa (Smith et al. 2005, Jovanovi¢ i sar., 2011, Marcus i sar. 2014;). OBu Hanasu

Cy mokazanu Mamy nuTtoTokcnyHoct NK hemmja mummeBa tpetupanux STZ (cnuka 21).
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Hemnennja NK hemuja in VIVO je anyaupana pasjivKy y [0jaBH M pacTy TyMOpa IITO je Y CKIaay
ca eKCIepruMEHTOM Yy In Vitro ycnoBuma (ciuka 2a-¢). OBU Haja3u ykasyjy Ha KIbYy4YHY YJIOTY
cynpumupane aktuBHocTH NK henuja y yOp3aHoj mojaBu U pacTy TyMOPCKOT KOJ I1jabeTHUHUX

MHIICBA.

5.3. Ilnjaderec moayaupa ¢pynkuuonaanu penorun NK heauja

Popauxu u cap. uzBectunu cy na NK henuje xon manujenara ca AyrorpajHuM aujabeTecoM TuIia
1 umajy 3HatHO HUXKy excopecujy p30/p46 NK peuentopa y mopehemy ca oHuUMA KO
KoHTposmcanux cyOjekara (Pomamku er am., 2007). UnTepecantrno je ma u NOD wmwuimeBn u
MmanyjeHTy ca aujaberecom takohe mmajy Omaro cMmameme excrpecuje NKG2D (OracaBapa u
cap., 2003, Kun et an., 2011). CxonHo Tome, HallM Halla3d MOKa3yjy Ja AujadeTec cMamyje
ekcrnpecHjy axtuupajyher penentopa kao mto je NKG2D, npousBoamy LUTOIUTHUKUX
MoJIeKyJa Kao mro je nepdopuH u mpouHpraamatopHux mrokuHa IFN-y m IL-17, mox ce
(daBopusyje exkcrnpecuja mojekyia PD-1 u npousBoama IL- 10 y NK henujama cnesune (ciuka
3). Hammm pe3ynraTtu cy y CKilaay ca MPeTXoJHO MOMEHYTHUM CTyaujama Koje MoKa3yjy Jia ce KOoj
Jbynu ¢ aujaberecom Mewa enorun NK-hemuja (Pomanxu u cap., 2007, beppoy u cap., 2013).
Cnuuan peHoMeH je J00UjeH y TYMOPCKO] MUKpOCpearnHU. Mlako HUCMO MpOHAIUIA Pa3JIUKy Y
npoueHty tymop uHpuitpuimyhux NK henuja, 3HauajHO Mama HpPOIEHTYyalHa 3acTYIJbEHOCT
NKG2D" NK henuja u Behu nponenar PD-1" NK henuja ykasyjy Ha To na aujabetec hasopusyje
akymynanujy cnabo ¢pynkunonanaux NK henuja y mpumapaom tymopy (Cnuka Sa- n).

5.4. KyJaruBanuja y cepymy MHUIlIeBa ca JujadeTecoM CyNpUMHMpPa aKTHBAaUMOHM (eHoTHI

NK heanja, in vitro

Kako ce mpemnaxy pa3iumuuTH MEXaHW3MH KOjH Cy OATOBOPHH 33 MMYHOCYIpPECHUBHE edekte
nujabereca, TECTUPAIM CMO HEKOJWKO XHUIOTe3a Ja WACHTH(PUKYjEeMO MeIrjaTope OJrOBOPHE 3a
u3MemweH ¢QyHknuoHanHu ¢enorun NK henumja. IlpBo, ucnuramum cmo MoryhHOCT na je
3a0enekeH (EHOMEH TMOCHeAula XHUIEepriuKeMuje, 3a KOjy je€ IO03HaTo Ja JUPEKTHO

uatepdepupa ca GyHKuMjoM eHporiazMaruuHor perukyiayma (EP), daBopusyje akymymanmjy
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HEHMCIPaBHUX NPOTEMHA Y JyMEHy, yiMe ce mpomoBuine crpec EP, koju 3ay3Bpar cmamyje
excrnpecHjy aktuBanuoHux peuentopa Ha NK hemmjama (beppoy u cap. 2013). [ujabernunu
cepym nosehapa npornesar KLRG-1" u PD-1" NK henuja, cmamyje excripecujy NKp46, CD107a
¥ pou3BoIkYy nepdopuna, rpanzuma, IFN-y u IL-17 mo NK henuju y mopehemy ca cepymom ca
J01aTOM TJIYKO30M M KOHTpOJHMM cepymuma (Cnuka 6a-x). OBU pe3yaTaT IokKasyjy Ja cama
XHUIIEPIIIMKEeMHUja HUje mpecyaHa 3a npoMeny ¢penoruna NK henuja ko qujadereca mro octaBiba
HajMame JBe MOTYNHOCTH KOje HE HMCKIJbYUYjy jeHa ApPYry: AEjCTBO MOjadyaHOT OKCHIATHBHOT

CTpeca M JIejCTBO MIMYHOCYIPECUBHHX henuja.

5.5. Iler-karaJiaza He Mema 3Ha4YajHo pyHkuuonanuu ¢pesorun NK henuja, in vitro

[IpBO, peakTHBHH KUCEOHWYHHU PAIHMKaIM, KOjuUMa je O6oraT cepyMm 1jabeTHUKHX MHIIEBA, MOTY
cynpumuparu aktuBHOCT NK henmja kpo3 cmameme eKcrpecHje akTHBUPajyhux perentopa Kao
mto je NKG2D, kao mto je nperxoano onucano (Llxou et an., 2008, Ilepanau u cap., 2009).Y
HAIloj cTyauju, noehame KOHIEHTpalMje KaTaja3e ykazyje Ha Behe cHUCTeMCKe BpPEIHOCTH
H,0,, jennor on rmaBaux ROS-oBa, y nujabernuknx mumesa (cnuka lim). Mehyrtum, nomgaBame
mer-Kartaja3e W CIEACTBEHO OJIOKHpame I0jadyaHOT OKCHIATHBHOT CTpeca mpaTd moBehame
excrpecuje camo NKp46, 1ok HUje yTUIAO0 HAa €KCIPECHjy WM MPOU3BOAKY IPYTHUX MapKepa
NK henujcke aktuBHocTH Kao mto ¢y NKG2D, KLRG-1 u PD-1 (ta6ena 1). HenaBua ctyauja je
mokasana Ja je in VivO TpeTMaH ca mer-karaua3oM 3HadajHO CMamHo Opoj TymMopckux henmja y
wiyhrma ¥ jeTpu y KOHTPOJIHMM U MulueBuma tpetupanuM STZ-om. Hamm pesynratu ykasyjy
Ha HEeKe Apyre Meaujatope koju cynpumupajy tymopuiuanu penotun NK henuja (Mkemypa u

cap. 2013).

5.6. lujaberec (aBopusyje axkymyJanujy HMYHOCympecMBHHX heamja y cjae3uHu u

NPUMAPHOM TYMOpPY

Hugo IL-10 je 3nauajHo nosehan y cepymy aujabernukux muiena (ciuka 4A). [Toznato je na cy
umyHocynpecuBHe henuje kao mto cy MDSCs, Tregs u ne3pene DCs BaxHHM perynaTopu
ypoheHuX U aJanTHBHUX UMYHCKHUX Tporieca u cBe mory npousBectu IL-10 (dunex u cap., 2012,
Jan 2013). MWsrnema na naujaOeTUYHM YCJIOBH OJIAKIIABaJy aKymyJalld]y CYMPEeCUBHUX

CD11b"CD11c'Gr-1" MDSCs y cnesuny, npe HHOKYyJIanuje Tymopa (ciuka 45 u II). Toxom
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pacta Tymopa perpyroBane MDSCs omoryhaBajy HacTaHak, mnojapu3aijy, akTHBAIH]y |
murpannjy Tregs (Xyanr er am., 2006, Xoeuxcr er ain. 2009, Burane er an. 2014). 3aucra,
nujabeTnyHO crame 3HadajHo mosehaBa akymymanujy TGF-f mponykyjyhux MDSCs kako y
ClIe3WHO0] Tako W y npuMapHoMm Tymopy aojke (Cmuke 411 m SE). IlltaBuie, merekToBaHa je
nosehana axymynamuja 1L-10 mpoaykyjyhnx CD4" Foxp3® Tregs y ciesuHH aujabeTHUHHX
MmuieBa ca TymopoMm (cnuka 4E). Cutpun u xonere TBpae na Tregs kontponunry ¢pyakiujy NK
henmja KOHTpOIIOM OMOPACIIONOKUBOCTU OorpaHnueHe xkonuunHe IL-2, y ocTpBIMMa maHKpeaca,
Hactaznor nperexxno y CD4™ T mumdponuTuma xoju urdUATpUpajy octpsua y BDC2.5/NOD
mumieBuma (Cutpun u cap. 2013). Mehyrum, y Hamem Moneny, oBo Ou Tpebano na uMa BpJo
orpaHuyeH edexar jep je jenHa Bucoka go3za STZ toxcuuHa 3a 3 henuje mankpeaca, U He U3a3UBa

3Ha4YajHy WHOUIATPAIU]Y OCTpBAIIa.

5.7. AmyHocynpecuBHe hesmje y 0M010rdju TyMOpa 0jKe y AUjadeTHYHUM YCJI0BHMA

Jlanac je mo3HaTo Hekonuko MexaHuzama kojum MDSCs cympumupajy NK henuje. One
nHxu6mpajy NK henuje nupextHuM hemujckum KOHTakToM, mpeko meMmOpaHcku Be3aHor TGF-f3
WIN TIpeno3HaBameM akTuBanmonux peuentopa Ha NK henujama (Octpann-Pocenbepr u cap.
2012). Takohe je mosznaro ga MDSCs, ma Ou reHepucaise HMYHOCYNPECUBHY TYMOPCKY
MUKPOCPEANHY, TPOU3BOAEC apruHazy |, HMHIynuOWIHY a3oT-MoHOKcH] cuHTa3zy (iINOS),
ungonamud 2,3-muokcurenasy (IDO), NADPH okcupgazy ¥ MMYHOCYIIpeCHBHE ITUTOKHHE
(Beconoscku et an. 2013). iNOS je jenan ol mpou3BoJa UMYHOCYNIpECUBHUX henuja BaxkaH 3a
cuaTe3y NO Koju Ha Jajbe TUPEKTHO cynpumupa nposmdepannjy aumdornuta (I"abpmiosunh &
Harapaj 2009, borman 2011). HenmaBma ctynuja otkpuBa Behy aktuBHOCT 1NOS-a kop
nrjabetnyapa (Anena er an. 2015). Hamu pesynraru nokasyjy Aa nujaderec 3HadajHo nosehasa
nponentyanny 3acnymbenocT iNOS™ MDSCs kao u iNOS™ DCs (Ciuka 7A u 1I). 3anameme
HUCKOT WHTEH3UTETA, jeAHA OJl KapaKTEepPUCTHKa aujadeTec MenuTyca, MHAYKYje aKTHUBAILH]y
INOS wu cnencteny npousBoamy NO koja Ha nasbe noBehaBa aktuBHOCT IDO-a (bucsac 2016,
I'aznun u cap. 2017). IDO, eH3um Koju Mpou3Bojie MHOTe hennje MMyHCKOT CUCTEMa U CTPOME,
uMa cHakHe uMmyHomonynatopue edekre (Uy et am. 2013). IDO je ykipydyeH y katabonuszam
eceHIjaiHe aMruHOKucennHe L-tpuntodana no L-kuHypeHuHa, a cliecTBeHH Merabonutu L-

L-xunypenuna mryjy umyHocymnpecuBHo (Lee et an., 2002, Cyuxep u cap. 2010, Xapaen &
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Ermnmmes 2012). IDO wunxubupa mnpomudepanujy u damwmrupa amonto3dy T imumdornura,
CMamYyje eKCIIpecujy akTuBauumoHux penentopa Ha NK henujama wmzassany IL-2, maxubupa
nponayknujy IFN-y u dhaBopusyje amonrosy NK hennja (Hemna Lxueca u cap., 2006, Lu et an.
2009, amanano 2016). ¥ ckimagy ca TUM, Y OBO] CTYAMjH MOKa3ajdd CMO 3HA4YajHO NoBehame

nporeHTa MDSCs u DCs koje npousBojae IDO y mumeBuma ca aujaderecom (ciuka 7b u ).

5.8. ¥YTuuaj o6uokage IDO-a m iNOS-a Ha ¢ynxkumonasnn ¢enorun NK heamja, y

AMjaBeTHYHUM YCJOBHMA, iN Vitro

Ha 6u nmotBpauau Moryhu umynocynpecuBHu edpexar MDSCs u DCs npeko IDO-a, 6mokupanu
cmo edekat IDO-a kopuctehu dapmakonomku uaxuoutop 1-MT, in vitro. JonaBame 1-MT y
nujabetnunn cepyM nosehano je mpoumenar NKG2D*, NKp46®, CD69", nepdopun u rpaHsum
npoaykyjyhux NK henuja (Cnuka 7E, @, I, X u WN). Ilopen tora, muxubuuuja IDO-a y
IMjabeTHUHEM YCIOBMMA 3HA4ajHO cMamyje mpomenar IL-10 mpomykyjyhux CD3CD49" NK
henuja kao u excripecujy PD-1 monexyna na hemujama CD3°CD49" NK henujama (cuka 7J u K).
VY nopehewy ca KOHTPOIHUM cepyMoM, AoaaBame 1-MT y cepym nujabeTHUHUX MUILIEBA CKOPO Y
NOTIYHOCTH OOHaBiba (yHkIMoHaNHU (Genotun NK henuja, ykasyjyhu Ha Baxny yiory IDO
curHaiHe kackane y cynpecuju NK henuja y nujabernukom cramy. biokana iNOS-a, in vitro,
Mewa (enotun NK henuja: moBehaBa excripecujy akTHBallMOHUX U TYMOPHUIIMJIHUX a CMambyje
eKCIpecHjy MHXUOUIMOHUX M MMYHOCYIIPECHBHUX MOJIEKYyJa, alyd OBaj e(pekaT HMje 3HauajaH

Kkao Oxokaga [IDO-a.
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6. SAKJbYULIU

Pesynratu mpukazanu y OBOM paay MO MPBU MyT MOKa3yjy JAa AujabeTec MPOMOBHIIE PaCT
TyMOpa JI0jK€ KpO3 CYMNpECH]y AaHTUTYMOPCKOT HMMYHCKOT onarosopa. Jlujaberec mnojauaBa
akymynaidjy INOS u IDO mpoaykyjyhux MMyHOCYHNpeCHBHUX heiuja ypoheHe HMYHOCTH H
cnencrBeHy uHXuOunMjy TymopunmaHor denotuna NK  hemmja. Pact tymopa nojke y
IUja0eTUYHOM CTamky OM ce MOorao KOHTPOJIMCATH pPa3BOjeM HOBHX areHaca Oa3MpaHUM Ha

cenektuBHOj Osokamu iNOS-a u IDO-a.

3akJby4aK je U3BEJCH Ha OCHOBY cienehnx mokasa:

1. ujaberec menutyc yoOp3aBa 1ojaBy MmajJmabWIHOT TYMOPa U PacT MPUMapHOT TyMOpa,

2. Jlujaberec MeIUTYC CMamyje LUTOTOKCHMYHOCT YKYNMHHUX cCIuleHonuTa U mocedno NK
henuja,;

3. Hemnermja NK henuja in vivo anynupa pasiuky y AMHAMHIM pacta MPUMapHOT TyMopa
n3Mel)y KOHTPOJTHUX U MUIIIEBA ca InjadeTecom;

4. Cwmamena excrpecuja NKG2D, nepdopuna, IFN-y, IL-17, a noBehana excrpecuja PD-1
monekyna u IL-10 na crutennunum NK henmnjama mutesa ca aujaberecom;

5. Mama nponenTyanHa 3actymbeHoct NKG2D" NK hemuja u Behn nporenar PD-17 NK
henuja y TyMOpPCKO] MUKPOCPEINHU MUIIIEBA ca AHjabeTecoM;

6. KynTtuBamwmja y cepymy mumesa ca qujaderecom nosehasa nporenar KLRG-1" n PD-1"
NK hemmja, cmamyje excnpecujy NKpd6, CD107a u mnpousBoawy mnepdopuHa,
rpan3uma, IFN-y u IL-17 no NK henuju y nopehemy ca cepymMoM ca 10JaTOM TITyKO30M
¥ KOHTPOJIHUM CepyMoM, iN Vitro;

7. Heyrpanuzanuja mojayaHOr OKCHJATMBHOI CTpeca Ier-karaja3oM HE Mema 3HauajHo
¢dynkuuonanau ¢penorun NK henuja, in vitro;

8. Mujaberec menutyc noBehasa cucremcky koHueHtpanujy IL-10 u nojayaBa akymynamujy
TGF-B mpoaykyjyhux MDSCs u IL-10 mpoaykyjyhux CD4 Foxp3® Tregs, y cnesusn u
MPUMapHOM TYMOPY MHIIICBA.

9. JujaGerec 3mauajuo mopehaBa MpomeHTyanHy 3acmymbeHoct iNOS®, omnocro IDO”
MDSCs u DCs;
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10. Mnxu6umuja iNOS-a y nujabernunnm ycnosuMa nosehapa nponenar NKG2D', NKp46™,
a cmamyje npouenar IL-10 npoxykyjyhux NK henuja, in vitro;

11. Muxubunumja IDO-a y nujabernunum ycnouma nosehasa nporenar NKG2D*, NKp46™,
CD69", nepdopun u rpansum npoxykyjyhux NK hennja, a cmamyje nponenar PD-1" n
IL-10 mpoaykyjyhux NK henuja, in vitro.
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7. CKPAREHULIE

ADCC

CTL
DCs
DMSO
DNA
EDTA
ELISA
FBS

FADD
H&E

IL
IFN-y
INKT
IRAK1
JNK1
KLRG1
Lamp

LPS
MAPK
MCs

M1

M2
MLD-STZ
MMP
MRNA
MTP
MHC
MYD88
NK heanje
NKG2D
NOS2
NKT

NLR
PAMPs

PCR
PBS

OUTOTOKCUYHOCT 3aBHCHaA O aHTHUTECJIa

[{urorokcruku T mumdoruru (enri. Cytotoxic T Lymphocytes)
Henapurcke henuje

(eurs. Dimethyl sulfoxide)

(enr. Deoxyribonucleic acid)

(enru1. Ethylenediaminetetraacetic acid)

(erri. EnzymeLinkedImmunosorbentAssay)

(enru. Fetal bovine serum)
(enrit. Fas- Associated- Death- Domain- Protein)
XEMAaTOKCHINH U eo3uH (eHri1. Hematoxylin & Eeosin)

Wnrepneykun (enri. Interleukin)

Wurepdepon rama (enri. Interferon-gama)

naBapujanTHe NKT henmje

(enrs. IL-1R-associated kinase 1)

JUN N-tepmunanna kuHa3a-1

uaxubutopau penentop (enri. Killer Cell Lectin-Like Receptor G1)

MeMOpaHCKH TIHKOIIPOTEHH YIpYKeH ca n3o3omMuMa (eHri. Lysosomal
associated membrane glycoproteins)
JIMnornojarucaxapua

MIPOTEHH KMHA3a aKTHBUpaHa MUTOreHoM (eHri. Mitogen Activated Protein Kinase)
macroruty (enrit. Mast cells)

KJIACHYHO aKTHBUPAHU Makpoaru

ITEPHATUBHO aKTHBHPAHU Makpodaru

BHUILECTPYKE Majie 03¢ crpento3oronuHa (eHri. multiple low dose)
MeTajonpoTenHase Marpukca (enrii. Matrix Metalloproteinase)

nH(opManoHa pHOOHYKIIEHHCKA KHCEINHA

MUKpoTHTap ioda (enri. MicroTiter Plate)

TJIaBHM KOIUIEKC TeHa TKUBHE moayaapHocTH (eHri. Major Histocompatibility Complex)
(enrit. Myeloid differentiation primary-response protein 88)

ypohene yomnauke henmuje (enri. Natural Killer Cells)

aktuBanuoHu perentop (enri. Natural Killer Group 2, Member D)

a30T MOHOKcH cuHTeTasa 2 (eHri. Nitric Oxide Synthase 2)

(eur. Natural killer T cell)
NOD-like perienitopu
(enrs. Pathogen-Associated Molecular Patterns)

peaxiyja JaHYaHoT yMHOXaBama (eHri1. Polimerase Chain Reaction)
(enrn. Phosphate Buffered Salline)




RNK
ROS

Th heanje
TLR

Treg

TNF
TGF-B
TRAIL
TAM

TIL

TRAF6
VEGF
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PubonyknenHckakuceanHa

(enrn. Reactive Oxygen Species)

IMomarauku T nmumbonutu (e T helper cells)

(eurut. Toll like receptor)

Perynaropuu T numdonutu

dakrop Hekpo3e Tymopa (eHrit. Tumor necrosis factor)

Tpanchopmumyhnu daxrop pacra 6era (enrit. Transforming growth factor f)
(emrn. TNF-related apoptosis-inducing ligand)

TyMop acorpanu Makpodaru (enri. Tumor Assosiated Macrophages)
tymop-uduitpuiryhu numdounru (enri. Tumour Infiltrating Lymphocytes)

(emrn. TNFR- associated factor 6)
(euru. vascular endothelial growth factor)
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