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3axXBaJIHOCT

OBa JOKTOpcKa naucepTanyja je y LeJNOCTH pealu3oBaHa y Jjaboparopujama
WMHcTuTyTa 32 METUIIMHCKA HCTpaKMBamba BojHOMenumuHCKe akanemuje y beorpamy.
HcrpaxxuBama cy (puHaHCHpaHa O]l CTpaHe MpojekTa MUHHCTapCTBa MPOCBETE, HAYKE U
TeKHoJoKOr pa3Boja PenyOnuke CpOuje (OM-175102) xojum pyKOBOAM aKaJeMHUK
Muonpar Yonuh u npojekra Menuuunckor ®@akynreta BojHomeaunuHcke akanemuje,
YO (M®-BMA/10/16-18) xojum pykoBoau ripod. np [parana Byuesuh.

Ha mpBoM MecTy BeNHKY 3aXBaJTHOCT Ha HECEOMYHO] IOMOhH y peann3auju OBe
JIOKTOpPCKE AMcepTalyje IyryjeM akaiaemuky Muoodpazy Yonuhy, xoju je PyKOBOIHO
IBEHOM H3paioM, TOYeB OJ I[UIAaHUpamka TMPOjeKTa, AU3ajHHpama CTyIuje, came
peanmuzamyje eKCIepuMeHara, TyMmMauema pe3yiTrara W Ihcama TeKCTa. AKaJIeMUKy
Muoopacy Yonuhy Ttakohe xenmuM Ja ce€ 3aXBaIMM Ha JbYJACKMM M TPUJATEIHCKUM
caBeTMMa M TMoOMOhM y MpeBaswiaxemy nparehux mpobiema y TOKY MOI paja Ha
IPOjEeKTY IITO MU je MOMOIJIO Jl1a CTEKHEM HOBa Kako MpoQecHoHaIHa TaKo U KMBOTHA
HCKYCTBA.

Kenum na ce 3axBanum npodecopy np Cmesu Hajmany, Ha U3y3eTHO] capaambu
TOKOM peaju3alije OBOI' JOKTOpaTa, Ha CaBeTHMa, KOpeKlHjama, Npeao3nuMma 3a
MoIUGUKALM]y TUcCepTalMje U KOjU C€ y OJCYTHOM IEpPHUOAY 3a HEeHY pealu3alujy
NPUXBATHO YIIOTE MEHTOpA.

3axBayjem ce ipodecopku ap /pacanu Byuesuh ka0 CBOM YUUTEIhY CBUX METO/AA
U TpuHOUNA JabOpaToOpHjCKOr paja Kao M Ha Kpajibe MpHUjaTeSbCKUM >KMBOTHUM
caBeTHMa Ha OCHOBY KOJUX CaM OIPOMHHUM JieJoM 0(OpMHO CBOje MpodecuoHaniHe u
npuBaTHe crtaBoBe. [Ipodecopku /[pacanu Oux Takohe skeneo ga ce 3axBaJUM Ha
pa3yMeBamy 3a CBOje TpelIke, IITO j€ CBEYKYMHO pPe3yJATHPAIO He3a00paBHUM

ycrioMeHama KOjux hy ce yBeK pajio U ca TOIUTMHOM Y cpity cehatu.



OrpomMHy 3axBaJTHOCT Takolhe xkenmuM JAa uckaxkeMm mnpodecopy ap Cauwu
Bacunujuhy wm mnpodecopku np bumwmanu Boocuh Ha TpUjaTEIHCKUM CaBETHMA,
HEeIocpenHoj momMohu y caBianaBamy J1a0OpaTOPH]CKUX TEXHUKA paja.

3axBaspyjem ce nou Ap /paeany I'azueoou u npodecopy ap Murowy [yxu xoju
Cy MU TIOMOTIJIM Y CaKyIbalby NEpUANEKCHUX JIe3Hja 3a MOoTpede UCTpaXuBama Kao U 3a
IbUXOBY a/ICKBATHY KIIMHUUKY KJIACH(PHUKALIH]Y.

[TocebHO ce 3axBasbyjem Tmpodecopku ap Bepu Toooposuh Ha HeceOUYHO]
MOMONHM OKO UMYHOXHCTOJIOIIKUX METO/Ia.

Taxohe xenuM J1a ce 3aXBaJIMM CBUM CBOJUM HETIOCPETHUM CapaHHUIIIMA KOJU CYy
CBOJUM PaJIOM JIOTIPUHEIH J]a MOj I0Ca0 OKO u3paje aucepraiuje Oyae makmm: Cepeejy
Tomuhy, ywany Muxajnosuhy, Jenenu Bokuh, Tarou [lonanuh, Munujanu Bacumwesckoj,
Ilempy Munocasmwesuhy, Heany Pajkosuhy u [pacanu 3mujareay.

Ha kpajy »xenmum ga ce 3aXBajlM CBOJUM POAMTEJFMMA M CECTPU KaO W HAIIUM
NOPOJMYHUM TpHjaTesbuMa unka Pamm u retka Hanu koju cy Mu gaBainy myHY MOJAPIIKY
U KOjU Cy IpOJa3suwiId Kpo3 CBe MpolOiieMe 3ajelHO ca MHOM Yy TOKYy pealu3aiuje OBe

JOKTOPCKEC TE3C.

I[TYHO XBAJIA!
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Ycnex Tpeba ga ce Mepy He TOJIHMKO MOJI0XKAjeM JI0 KOjer je HEKO J0CIe0 TOKOM JKHUBOTA,
Beh mpenpekama Koje je Mopao Ja caBiiaja.

bykep T. Bawunzmon

Jlucepmayujy noceehyjem

c8ojuM pooumesbumda
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Pesuwme:

Iogaum 0 IOKTOPCKOj IUCEPTALUjH

ITpod. np CreBo Hajman, MenunuHacku ¢GakynaTeT YHHUBEp3UTETA Y
Humry

WuTepakiyja ME3eHXMMCKUX MAaTUYHHX hesuja W3 IMepHareKCHUX
ne3rja u aronura

Y o0BOj Te3M je UCHUTHBAHA JBOCMEpPHA WHTEPAKIIHja
ME3EeHXMMCKUX MaTH4HuX henuja w3 nepuanekcHux nesuja (PL-
MSC) ca wunpnamamujckum hemmjama w3 PL u  daromuruma
(rpanymouutd W Makpodaru) in vitro, mpahemeM (eHOTHUIICKHX
MpOMEHA, MPOAYKIMje HUTOKWUHA, AuQepeHIrjaluje, amnonTro3e Hu
NET-o3e. Edekar je mpouewuBaH y TupeKTHOM Mehyhenujckom
KOHTAaKTY M HWHAUPEKTHO Yy CHCTEMY ca IOJYNPOIYCTIJbHBOM
MeMOpaHoM. Y IHJbY OINOHamama IN VIVO ycioBa, KO-KYIType Cy
JOJIJATHO CTUMYJIMCAHE MPO-UH(IAMAIIN]CKUM MEIUjaTOpUMa.

[Tokazano je ma ycmocrtaBibeHe PL-MSC nunuje mocenyjy
Mopdonomke  kapakrtepuctuke — ¢puOpobiacra, WMajy  BHCOK
KalmanuTeT 3a caMOOOHaBJbamke, (OpPMHUPA]y KOJOHHjE, MOKa3yjy
€KCIIOHEHIIMjalTHU TOK pacTa, MMajy COoCOOHOCT audepeHnujanmje y
octeo0JsiacTe, XOHJpoOIacTe M aJUIOLUTE W MCIO0JbAaBAjy MapKepe
tunuuHe 3a MSC wu3 npyrux paeHtanHux TKuBa. Ha ocHOBY
XHMCTOJIOIIKE aHAIM3€ M JUTEpPAaTypHUX MOJaTaka Be3aHUX 3a Jpyre
MSC, morzno ce HpeTnocTaBUTH Ja j€ cyOmomyiangja Mepuuura
n3Bop PL-MSC.

LPS, Poly I:C, Pam3CSK4 u xokren nutokuna (IL-1p, TNF-a,
IL-6) ca momatkom PGE2 moseharajy excrpecujy CD73 u IDO-1
MOJIEKYyJIa, Il Pa3IMYUTO MOAYJIUPA]y MPOAYKIH]Y LUTOKHHA Of
crpane PL-MSC.

PL-MSC nmnoBehaBajy mpoAyKuujy HMYHOPEryJalujCcKuX
IUTOKKMHA OJ] cTpaHe yKynmHux uH¢pramanujckux hemuja (1C) usz PL.
PL-MSC ycniocraBibeHe M3 KIMHHYKHA PA3JIMYUTHX JIE3Hja CMamby]y
MPOAYKIH]Yy TNpouH(IIaMalljCKUX IUTOKMHA, a moBehaBajy HHUBO
MMYHOPETYJIallMjCKUX [IUTOKKWHA Of CTpaHe MOHOHYKJIeapHUX hemnuja
u3 PL.

PL-MSC  (nmepumutu) octBapyjy ONUCKE KOHTakTe ca
rpaHyJoUUTHMAa ¥ Makpodaruma in Situ, mro Moxke OUTH MOKpeTay
HBUXOBUX JBOCMEPHUX KOMYHHKalHja. Y ToM KoHTekcTy, PL-MSC
cMmamyjy npoaykuujy TNF-o o cTpaHe HECTHMMYJIMCaHUX U
aktuBucanux (LPS, fMLP) rpanynomura m wHXHOMpajy HBUXOBY
amonTo3y, TJe noMuHaHTHY yiory mma |IL-6. Ca apyre ctpane,
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IPaHyJIOUTH CTUMYIUITY npoaykuujy IL-6 ox crpane PL-MSC.
NET pasnuuuto Moaynupa mnajnery LUTOKHMHA o1 cTpaHe PL-
MSC y kynrypu, a PL-MSC nemajy ymuus y iporiec NET-o3e.
PL-MSC noactudy mnosjapu3aliyjy ClioHTaHO JU(PEPEHIIMPAHUX
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Cross-talk between mesenchymal stem cells from periapical lesions
and phagocytes

In this PhD thesis the interactions of mesenchymal stem cells
from periapical lesions (PL-MSC) with inflammatory cells and
phagocytes (granulocytes and macrophages) were examined in vitro,
trough phenotypic changes, cytokines production, differentiation,
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morphology, have great capacity for self renewing, form colonies
with exponential growth rate, differentiate into osteoblasts,
chondrocytes and adypocytes and express markers typical for other
dental MSC. Based on histological analysis and literature data about
other MSC, it could be postulated that PL-MSC resides within the
subpopulation of pericytes.

LPS, Poly I:C, Pam3CSK4 and cytokine cocktail (IL-1B, TNF-
a, 1L-6) with PGE2 up-regulate the expression of CD73 and IDO-1
molecules, but differently modulate cytokine production by PL-MSC.

PL-MSC up-regulate the production of immunoregulatory
cytokines by total inflammatory cells (IC) from PL. PL-MSC isolated
from clinically different lesions, down-modulate the production of
pro-inflammatory cytokines, but up-regulate the production of
immunoregulatory cytokines by mononuclear cells in PL.

PL-MSC (pericytes) form close contacts with granulocytes and
macrophages in situ, which could trigger their cross-talk interactions.
Namely, PL-MSC down-modulate the production of TNF-a by native
and activated (LPS, fMLP) granulocytes and inhibit their apoptosis,
where IL-6 has a dominant role. On the other side, granulocytes
stimulate the production of IL-6 by PL-MSC.

NET differently modulated the production of cytokines panel
by PL-MSC in culture, but PL-MSC do not affect NET-osis.

PL-MSC pollarized spontaneously differentiated macrophages
(sMO@) towards M1, and M-CSF (mM@)- or GM-CSF (gmMOQ)-
induced macrophages towards M2 phenotype.
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Generally, despite anti-inflammatory and immunosuppressive
potential, PL-MSC promote certain inflammatory reactions in PL, via
cross-talk with phagocytes, suggesting their functional plasticity.
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Crmcak ckpaheHuma

|. Cnmcak ckpahenunna

2-ME
AlR

Ab

Abs
ALP
AT-MSC
BM-MSC
BMP
BSP

C

CD
cDC
CEMP1
CFU-f
COL
cpm

DC
DFSC
D-MSC
DMSO
DNK
DNKaza
DPSC
DSP
DSPP
EC
ECM
EGF
ENA-78
ERM
ESC

2-MepKanToeTaHOI

aJIeHO3MHCKH perentop Al

AQHTHUTENIO

abcopbanria

ankanHa docdaraza

ME3eHXUMCKEe MaTHuHe hesuje MacHOT TKUBa
ME3eHXHMMCKE MaTu4He henmje KOCTHE CpxKH
IPOTEHH MOpP(OreHe3e KOCTH
CHJaJIONPOTEUH KOCTU

KOMITOHEHTa KOMILIEMEHTA

MOBPINUHCKU MOJIEKYIH ,, cluster diferentiation”
KOHBEHIIMOHAJIHE JICHIpUTCKE henuje

HEMCHTHHU ITPOTCHUH

henujcke KOJIOHM]j€ HAKMK HA KOJOHHU]je (hubpobdracTa

KOJIareH
Opoj OTKyIaja y MUHYTY

neHaputcke hemuje

mMaTuyHe henuje neHTaaHor (Goaukyna
MEe3eHXMMCKe MaTuyHe henuje 3yda
JTUMETUI-CY(HOKCHT
JI€30KCUPUOOHYKIIEHHCKA KUCETUHA
JIe30KCUpHOOHYKIIea3a

MatuyHe henuje 3yOHe myJe
CHJaJIOTIPOTENH JCHTHUHA

JEHTaIHU chjanopocorpoTenH

eHpoTenHe hemuje

excTpahennjcku MaTpuKe

enuaepMaHa PakTop pacTa

eMUTETHU IPOTEHH aKTHBAIM]e HeyTpoduIa
Manane3oBe enutenne henuje

emOpuoHanHe MaTuuHe henuje
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Crmcak ckpaheHuma

EtOH
FBS

Fc

FCS
FGF
FITC
fMLP
GM-CSF
gmMO
H202
HBSS
HEMA
HEV
HGF
HIF
HLA
h-MSC
HOCI
HSC
hTERT
ICAM
IFN
IFN-y
Ig

IGF

IL
ITGAS
KPE
LBP
L-MSC
LN>
LPS
LTB4

€TaHOI
,fetal bovin serum “

penenTop Ha MoBpIIMHMU henujcke MmemOpaHe
¢derannu Tenehu cepym

bubpodnacTau akTop pacta

(bayopeciienH U30THOIHjaHaT

N-dopmun-L-metnonun-L-neymmn-L-dennnananun

(baxTop cTuMynalnyje KoJOHK]ja TPaHyIoUUTa U Makpogara

makpodaru qudepenuupanu ca GM-CSF
BOJIOHUK-TIEPOKCH/

XeHkcoB nmydeprucanu (U3NOIOIIKN PACTBOP
XUJIPOKCUETHI METAaKpPHJIAT

aKTUBHpaHe eHoTenHe henmje BeHya
(axTop pacra xenarouuTa

XHUIMOKCHja UHAYIUOWIHU (haKTOP

XyMaHH JICYKOIIUTHU aHTUTEH

MaTuaHe henuje u3 Goymkya Jake
XHIOXJIOPHA KUCETHHA

XeMaTonoeTcke MaTuyHe henuje

XyMaHa peBep3nOmITHA TPAHCKPHIITA3a TeIoMepas3a
UHTEphennjCKH aIXe3UOHHU MOJIEKYIH
UHTEpHEPOH

UHTEPHEPOH Y

UMYHOTIJIOOYJIUH

WHCYJIMHCKHU (aKTop pacta, comaromenus C
UHTEPJICYKHH

UHTETPUH 50 TPOTEUH

kanujym-ocdatau mypep ca NaEDTA
LPS Be3yjyhu nporenn

MEe3eHXHMCKe MaTuuHe henuje jeTpe

TEYHU a30T

JIMTIONOINCAaXapHul

neykotpujeH B4
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mADb MOHOKJIOHCKO aHTUTEJIO

MAPK MHUTOTCHOM-aKTHBHpaHa MPOTENHCKA KUHA3a

MCP-1 MOHOITUTHU X€MOATPaKTUBHHU MPOTEHH

M-CSF dakTop cTUMYyIAIKje KOJOHH]a Makpodara

mDC MUjeIouIHe IeHaApuTcKe hemmje

MDP 3ajeTHUYKHU IPEKypcop Makpodara u 1eHApUTCKUX henuja
MEPE dbochopriiicann IIIMKONPOTENH eKCTpahesnjCcKOT MaTpuKca
MFI Cpeliba BPeIHOCT MHTEH3UTETa (IIyOPECIICHIIE

MHC MOJIEKYJIM IJIaBHOT KOMIUIEKCA TKUBHE OAYIaPHOCTH
MIF dakTop nHpuOUIIMje MUTpaIije Makpodara

MIP-1a Makpodarau nHpIaMaTopHu IpoTeuH 1o

mM©Q Makpodaru audepennupanu ca M-CSF

MO Makpoare

Mo-DC JIeHApuTCcKe hemuje MOHOIIMTHOT MOpeKIia

MPO MHUjeI0NepoKCcHIa3a

MSC ME3eHXUMCKe MaTH4He henuje

Mo MOHOIIMTH TIepU(epHE KPBU

Mo-DC JIeHApuTCcKe hemuje MOHOIIMTHOT MOpeKIia

NADPH pEeNyKOBaHU HUKOTHMHAMU/ aICHUH AUHYKIEoTU ] docdar
NaEDTA Na eTuneHarnaMuHTETpaaleTaTHa KUCEINHA

NaHCO3 HATPUJyM XUJPOTeH KapOoHaT

NaN3 HaTpHUjyM a3uj

NE HEYTpoQHIIHA eacTasa

NET HeyTpoduiiHe excTpahennjcke 3amMKe

NO a30T MOHOKCHJI

NSC maTtuyHe henuje Mo3ra

OCT OCTEOKAIIINH

OPN OCTEOTIOHTHH

PADI4 MeNTUIUI-apTUHUH AuaMuHa3a 4

PAF (dakTop aKTUBaIMje TPOMOOITUTA

PBMC MOHOHYKJeapHe henuje nepudepHe KpBU

PBS nyheprcanu GU3HOIOIMIKH PacTBOP

pc-MSC IUTalleHTaTHe MaTndHe henuje
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Crmcak ckpaheHuma

PCR
pDC
PDLSC
PDt

PE
PHA

Pl

PL
PL-MSC
PMA
PMN
p-MSC
PRM
RANKL
RNK
ROS
rpm

SD
SDF-1a
SEM
SHED
sMO
S-MSC
Tc

TCR
TfR
TGF-B
Th

TLR
TNF-a
Treg
TRPM7
Tw

metonaa ammudukanje DNK
MJIa3MOIIUTOUIHE IeHIpUTCKe henmje
MaTH4He henuje neprogoHTAIHOT JIUraMeHTa
BpeMe AyIuimpama henmjcke nomynamuje
buKoepuTpuH

buToXeMarayTUHUH

MIPOTTHIA] YM JOHT

nepuarnekcHe je3uje 3yda

ME3eHXUMCKE MaTH4IHe henuje u3 mepuanekcHuX jae3uja
dbopOon-12-mupucrar-13-anerar
noJIMMOp(OHYyKIIeapHH JICYKOLIUTH

matuyHe henuje mankpeaca

oOpaciy 3a Mperno3HaBamke MaToreHa
pELenTOPCKU aKTUBATOp 3a HykIeapuu daktop kB
pUOOHYKIJIEWHCKA KHCETUHA

PCAKTUBHU KUCCOHHYHU PATHKAIH

Opoj oOpTaja y MUHYTY

CTaH/Jap/AHa JeBHUjaIyja

ctpomannu henujcku axtop lo

CKEHUHT €JIEKTPOHCKA MUKPOCKOIIH]ja
MaTH4HE henuje eKcTpaxupaHux MIIEYHUX 3y0a
croHTaHo nudepeHupane MO

CHUHOBHjaJIHE ME3eHXUMCKe MaTuuHe henwuje
MUTOTOKCHYIHH T JTHMQOITUTH

T henujcku peuentop

TpaHCQEPUHCKU PEIETITOP

daxTop Tpanchopmaruje pacra 3
nomohunuku T mumdorutu

peuentopu cnuyau Toll-y

(bakTop HEKpPO3e TyMOpa o

perynaropuu T numdoruTu

Ca-Mg joHCKH KaHaT

., Transwell “, nacept
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TEM TPAaHCMHUCHOHA €JIEKTPOHCKAa MUKPOCKOIIH]a

UCB-MSC  me3enxuMcke MaTudHe henuje U3 KpBH ITyIT4aHe BPIIIE

VCAM BacKyJlapHU NeNnjCKu aaXxe3uBHU MOJICKYII
VEGF BaCKYJIApHU CHIOTeNrjaTHu (akTop pacrta
VLA AHTHUTCH KacHEe aKTUBaIlHje

VSMC BacKyJlapHe TiaTko-Muinhae henuje
VWF Von Willebrand ¢akrop

aSMA 0-aKTHH MIaTkux Mummhaux henuja
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YBoxa

1. YBona
1.1. IlepuanekcHe Jie3nje U BHLUX0BA KJIacupukanmja

[Mepuanekcue nesuje (enr. periapical lesions, PL) cy xponuunu uH(IaManjCcKu
nporecu Koju ce (opMupajy y mpeneny Bpxa KOpeHa 3y0a Kao IMOCIEAWIa IUpeHha
Oakrepujcke uHbpeknuje u3 uHbaamupane myimme (Narayanan u Vaishnavi 2010).
Hajuemwhn y3pounuk unpnamarnmje mynne 3yda je kapujec (atun. caries dentis),
o0osbeme TBpAMX 3YOHHMX TKHMBA, Koje je mpaheHO aJeKBaTHOM KIMHHYKOM
CHMIITOMATOJIOTHjoM. 3amajbeibe mmyimne (matud. pulpitis), ykonmko ce He jedd WiIu
HEKOMIUJICTHO M HEaJIeKBaTHO JICYH, JOBOJM JIO MpOIaraiyje 3amnabema y MeprHarnekCHu
peruoH rie 3amodmmbe nporec paspoja PL. Cam mpomec ¢opmupama PL je cinoxeH u
nocienuia je aejcrea OpojHux Qaxropa, Mehy Kojuma TIaBHY ylory umajy Oakrtepuje
Koje Hajuerthe nocneBajy U3 MHGUIMpPaHe My/Ne U KOje MOCPEICTBOM TOKCHHA, €H3UMa
U Jpyrux 6Momosekyna jaenyjy Ha ondopambene MexanusMme nomahuna. Ocum OGakTtepuja
u uMmyHCKuX hemmja ypohene m creuene mmyHoct, y PL cy mpucyrHe m OpojHe
ctpomanine henmje xao mro cy ¢uOpodnactu, eHmorenHe hemmje u enurenHe henuje
(ManacezoBa otpBua). HemaBuo je y PL moka3aHo NpUCYCTBO W ME3EHXHMCKHX
matnuHux/ctpomMannux hemuja (enrsi. mesenchymal stem/stromal cells, MSC) (Liao u
cap. 2011), yuja ymora y MMYHCKHM MEXaHM3MHMa M MaTO()U3HOJIOMIKAM MPOIieCHMa
yayrap PL jomr yBek HHUje pacBeTJbeHa. Y TOKYy HHTepakuuja usmel)y Oaxrtepuja,
CTpPOMAJHMX U MMYyHCkHX henuja y PL nonasu 1o HapymaBamba TKHBHOT MHTETpUTETa
nepuanekca, ITO ce Orjiefa y MpolecuMa JeMUHepalu3alyje ajBeojapHe KOCTH U
pasrpajame OpraHcKor MaTtpukca TkuBa. [lapanenHo ca $azom mecTpykumje anBeosiapHe
KOCTH, JICHTHHA M IIEMEHTa KOopeHa 3y0a, y KOME y4YeCTBH]y OCTEOKJIACTH, OJBH]ja CE€
mpolec pemapanuje Tj. pemojenanuje omTeheHux TkuBa. Y TOM KOHTEKCTY TjaBHA
ommka PL je xpoHnyHa mH(pnaManuja koja je npaheHa moBpeMeHHUM (azama aKyTHE
ersamepoaiyje, mro ce MaHu(ecTyje oAroBapajyhoM KIMHUYKOM CHMIITTOMATOJIOTHjOM
(Nair 2004). Ha ocHoBy mpucycTBa/oJcycTBa KIMHUYKUX cumiToma PL mory OutH
cumnromarcke (Sy) m acumrromarcke (aS), a mpema TOKy umdaMalije ce jaejie Ha
akytHe u xponuuHe (Marton u Kiss 2014). ¥ oaHocy Ha NMpeIOMUHAIH]Y TOIMYJIAIUje
mamdorura Mory ce knacuukoatd Ha T m B tun nesuja (Coli¢ u cap. 2009c).

Cumnromarcke PL kapaktepuie nmoBehana ekcmpecHja aaxe3noHUX MOJIEKYyJa KOjU Cy
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OJI'OBOPHU 32 MHUTpAIH]y JICYKOIIMTa U3 KpBH y nepuanekcHo TkuBo (Silva u cap. 2005),
u nomunanuja T ,, helper“1 (Th1l) u Th17 umynckor oarosopa. MicroBpeMeHO 10J1a3u 10
noBehama MPOAYKIMje IIUTOKHHA YpoljeHe MMYHOCTH Kao mro cy uHrepieykun (IL)-1,
dakTop Hekpoze Tymopa (TNF)-a m IL-6, mTo wma 3a mOCIHEIUIy HHTCH3UBHY
pecoprujy koctr (Stashenko u cap. 1992, Coli¢ u cap. 2006, Gazivoda u cap. 2009). C
npyre crpane, koa asPL je wenrtha gomunanuja Th2 u T peryaumjckor (Tregs) umyHCKOT
OJIrOBOpa Y KOjuMa J0J1a3H 10 npoaykiuje antu-uapaamanujckux (IL-4, IL-5 u IL-13) u
UMYHOPETYJIAIUjCKUX NUTOKKHA Kao mTo ¢y IL-10 u Tpanchopmumyhu dakrop pacra 3
(TGF)-B, a xoju mompuHOCE pereHepepaiju omTeheHOr TKHBa M CMambCHby

undaamanuje (Danin u cap. 2000, Coli¢ u cap. 2009b, Fukada u cap. 2009).

1.2. ETuosoruja nepuanekcHMuX Jiesuja

Kao 1m1to je HaroMeHyTo, ako ce caries He jieuu, 10Boau 10 pulpitis-a, npu yemy ce
uH(EKIHja U3 My/ne Ja/be MOXKE MPOLIMPUTH Y TEPHANICKCHU MPEIeO KOpeHa (JTaTHH.
apical periodontitis) (Nair 2004). GnaBuu eruosomku ¢aktop y Hactanky PL je
OaxTepujcka HH(EKIHja, JOK OCTaIH (PaKTOPH Kao MTO cy Mopdoioruja 3yda, XeMujcKu
cactaB IJbyBaukKe, OPTOJOHTCKE aHOMAJHje, MOBpPE/Ia U MPUCYCTBA HEKOT CHCTEMCKOT
oboJsberba unHe cekynaapue (monpunocehe, copeane) gakrope. [IpucycTBO pa3invnTHX
0aKTEpHjCKUX COjeBa Y HEKPOTUYHO] IyJMHU 3y0a MOKA3aHO jOII Mpe BUIIC Of jeIHOT
Beka (Miller 1890). Hemiro kacHuje, yCTaHOBJLEHO je J1a Mel)y CBUM MHKPOOpPTraHU3MUMa
HEKpOTUYHE MyJNe JOMUHAHTHY MOMYJIalKjy YUHE aHaepoOHe OakTepuje, MTO UX Y
OCHOBH KaHJHJyje 3a MOTeHIMjaHe y3pounuke y HacTanky PL (Moller 1966). Ha 6a3u
OBHUX WCTpaXHMBamba M HAKOH JIeTaJbHE aHaIM3e WHOUIMpaHEe MyJNe W Mepuanexca
noMONy CBETJIOCHOT U EJEKTPOHCKOT MHKPOCKONA, JOHET je KOHAa4YaH KOHCEH3YC O
ernosonikoM (akropy 3a pulpitis u periodontitis (Nair 1987). O63upom aa ce HaKOH
€HJIOIOHTCKOI TpeTMaHa KaHana KopeHa 3y0a oapehenu Opoj PL u nasme pasByja,
WCIIUTHUBAHO j€ Ja JIK Cy ¥ KOju OaKTEPHjCKU COJeBH 3a TO oaroBopHu. [lokazaHno je na je
mehy muma 63.6% anaepoOHux Oaktepuja u 36.4% dakynraruBaux anaepoba. Ox Tora
31.8% npumnama Actinomyces spacies, 22.7% qunu Propionibacterium species, 18.2% je
Streptococcus species, 13.6% uwmnum Staphlyococcus species, 4.6% mnpumana
Porphyromonas gingivalis, 4.6% cy 6akTepuje coja Peptostreptococcus micros mox 4.6%

npunaga ['pam HeratuBauMm (G°) enrepo-Oakrepujama (Abou-Rass u Bogen 1998). U3
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CBEra HAaBEACHOI C€ MOXKE MPETHOCTaBUTH Jaa OakTtepuje ¢GopMHupajy crenupuuan

MHPOCKOCUCTEM Y PLu Ja Cy I''laBHHU €THOJIOIIKH (baKTOp 3a BbUXOB HAaCTaHaK.

1.2.1. Yaa3ua BpaTa u nyT lIMpemnha HHPeKuje

O63upom na cy PL nupexktna mocnenuna WHQEKIUjEe MyINe W WHIUPEKTHA
MOCJICIMIIA pa3Boja Kapujeca, OCHOBHU IYT IMHUPEHa HHPEKIIH]E Y epHUarecHu PEeruoH je
JIeCLIC/ICHTHU (BEPTUKAIHM) MPEKo MH(UIMpAaHOT KaHajga KopeHa 3yoOa. [lymma 3y0a je
CMEIITEHa y TJAaBHO]j, LEHTPAJIHO] INyrsbMHU (aTWH. cavum dentis) u cacroju ce on
KPYHUYHOT, BPATHOT U KOPEHCKOTr jena. MehyTtum, mopea riaBHOT IyJITHOT CHUCTEMA,
MOCTOje KO-JIaTepajlHe KOMYHHKAIlMje ca TIEePHOJOHTATHUM JIMTAMEHTOM Y BHIY
aKIeCOpHHUX KaHaiuha, 3aTUM paMuQUKalFja MmyJe y mpeelny arnekca KopeHa 3yoa (T3B
anMKajHa JenTa) U CTPYKTypHu aedekatu riehu (13B riehHe namene), MpeKo KOjHX
OakTepHje acleJICHTHUM KPETamkeM M3 TUIaKa MOTY JIOCIIeTH y mmyiny. Tako Ha mpumep y
ClIy4ajy HapoJoHToIaTtuje Tj obOosbema MOTHOPHUX CTPYKTypa 3y0a, Koje usmehy
OCTAJIOT KapaKTepWIle TIOBJauemha THUHTHBE, pPECOpIMja aJBEOJIApDHE KOCTH U
eKcro3uija riehHo-1ieMeHTHe TpaHUIle M IIEMEHTa KopeHa 3y0a Oakrepwjama U3
JICHTAJTHOT TUIaKa, OMOryheH je | oJjakimaH mnpojaop OakTepuja Kpo3 TOMEHYTE
CTPYKTYpHE JedeKTe M JCHTHHCKEe KaHaimuhe, JyX OJOHTOOJACTHHUX TPOJy)KeTaKa
(TomecoBa Biakana) y mymmny (Wittgow u Sabiston 1975). Tpeba HarmoMeHyTH join |
MoryhHocT mmpewa nHdeknuje myrem Kpeu (jgartud. anachoresis) (Allard u cap. 1979),
Mmaza je To Hajpehu Bua uHpekuuje nynne u nepuanekca. Ha kpajy tpeba mcrahu na
MaKo MOCTOjU MOTYhHOCT mMperma MH(EKIUje pa3IniuTHM alTepHATHBHUM INPAaBLIUMA,
3a wHOEKIHUjy MyNimne je Kapujec Haj3HadajHHju, a 3a HWHQEKIHUjy Iepuarnekca je

OJIFOBOPHA HEKPOTHYHA 3yOHa MyJIma.

1.2.2. Mukpo-¢iopa nepuanekCHUXx Je3nja

3a HactaHak u pa3Boj PL oxaroBopuu cy Opojuu ¢akropu Mehy kojuma
Haj3HAy4ajHUjy yJIOTy MMajy pasIMuuTU cojeBu OakTepuja. bpojHe crynuje cy ce OaBuie
npobJIeMoM XeTeporeHocTu OGakTepujcke (jope M Mokaszajie Aa y MHPHUIHUPAHO) IyJIU
3yba oko 70% cBux OakTepuja 4yMHE aHaepoOHH cojeBa W3 pozjoBa Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Eubacterium i Peptostreptococcus (Shah u Collins 1988,
Baumgartner u Falkler 1991, Moore u Moore 1994). Kana je y nutamy uHUIMpana

nyJmna 3y6a ca MOp(hOJIOIIKY HHTAKTHOM KPYHHUIIOM, OHJla Opoj aHaepoba npenasu u 90%
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cBux Oaktepuja (Wittgow u Sabiston 1975, Abou-Rass 1 Bogen 1998). Ocum 0akrepuja,
y PL je mokaszano mpucyctBo crnmpoxera u ripuBuma (Waltimo u cap. 2003), kao u
BUpYyCa KOJ MaldjeHara nHQUIHpaHux BUPycoM xyMmane umynoaedunujennuje (Glick u
cap. 1991). JlerasbHa KBaHTHU(MKAIMja WCIUTHBAHUX IIATOTCHA, HAa TPBOM MECTY
OakTepuja, ¥ TMOTIIYHUja Ca3Hama O IMOjeAMHHM COjeBHMA, JOOHMjEeHH Cy TEK KacHHje
noMolly Tpenu3HUjuX MOJIEKyJapHUX W TreHerckux meroxa (Munson u cap. 2002).
Otkpuhem Metone 3a ammumdukanujy DNK (enrm. polymerase chain reaction, PCR)
(Mullis u Faloona 1987) u meHoM npuMeHOM y MukpoOuosoruju (Spratt u cap. 1999),
omoryheHa je jenHocraBHHja U Opka jaerekuuja Gakrepuja. PasBojem u yHampehemem
METO/Ja W JHMjarHOCTHYKUX TMpoleAypa y oBoOj oOjacTu, 3Ha4ajHO cy yOp3aHa
UCTPaXKMBamka O IOBE3aHOCTH pA3JIUYUTUX OakTepuja W HHUXOBUX MpOAyKaTa ca

nporpecujom PL.

1.2.3. UnTepakumja 6aKkTepuja y nepuaneKkcHuM Jiezujama

Hacranak u pa3Boj PL qupekTHO 3aBHCH 0] BpcTe OakTepHja, lbUXxoBe MelhycoOHe
UHTEpaKIyje, CTeNeHa CHHTE3e M CEKpeUHWje pa3IMYUTHX MOJMIENTUAHUX EH3UMa
KojuMa OHe pas3rpaljyjy ekcTpaienyiapHu TKUBHU MaTpukc (exri. extracellular matrix,
ECM). Ocum Tora, 3Hauyaj uma u junonoaucaxapus (euri. lipopolysaccharide, LPS) u
JIPYyrd UMYHOMOJYJAIMjCKH MOJICKYJH Y BHJIY MEMOpaHCKEe WM CcolyOmiHe ¢opme.
[ToceOny mnaxkwy mnpuBiIaue pe3yaraTd o MelycoOHMM HHTepakiujama pasIndyUuTHX
cojeBa 0akTepHja, 3a KOje je YCTaHOBJHEHO Jla Y 3HATHO] MEPU YCMEPaBajy, ONpenesbyjy
I U TUMHUTUPA]y ofOpambeHe peakuuje nroMmahvHa. Y TOM CMHUCITY, 3@ HACTaHaK HEKHUX
Je3rja OJITOBOPHM CY COjeBH OakTepHja KOju Jeyjy caMocTainHo (cenekirja bakTepuja),
JIOK j€ 32 BbHXOBO OJIpXKAmke TOKOM pa3Boja Jie3rje, HEOMXOIHO CUHEPTUCTUYKO JI€jCTBO
ca pa3IMYUTHM JIpYTUM cojeBUMa OakTepuja. Tako je Ha ekcriepuMeHTalIHoM Moaeny PL
3y0a MajMyHa IOKa3aHo Ja Mel)y CBUM H30JI0BaHMM COjeBHMa OakTepuja, JOMHHAHTHY
ynory uMa coj Prevotella oralis, xoju cam He noBoau no popmupama PL (Fabricius u
cap. 1982), Beh y uWHTepakiUju ca OCTalUM OaKkTepujamMa CTUMYIHIIE (HOPMHPAHE
crieriuUUHOr OaKTEPHUjCKOr eKocucTeMa (ICHTATHH UT1aK), Y KOM MOCTENEeHO J10Ja3U J10
crBapama ycioBa 3a mHunmjanujy PL (Carlsson 1990). ¥V toMm KoHTeKcTy, peakmuja
noMaliHa ce CBOAM HWIIM Ha MOTIYHY eIUMHHAIM]y uHbekiuje (crmaba OGakTepujcka
KOXe3Hja) WM Ha OrpaHHYCH-E Mpolieca MPEeKo aKTUBAIlMje UMYHCKOT OJrOBOpa Kaja ce

cTBapa crernuduuHa cumoOnosza n3Mmely OakTepuja U HHXOBHX NMPOJAYKaTa U UMYHCKOT
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cucrema. Kanga je paBHOTeXka momMepeHa mpeMa MHKpoOuMMa J1ojla3u 10 ersarepoaruje

o6ossersa (Coli¢ u cap. 2007).

1.2.4. Cnioco0HOCT MUKPOOPraHu3amMa 1a u30erny MMYHCKHU CHCTEM
nomahuna

Kao mTo je ommcaHo MHTepakija OakTepuja W HHUXOBA CEJEKIHMja IPeICTaBiba
BUJ] 3aIlITUTE OJ UMYHCKHX MexaHu3ama nomahuna. OcuM Tora mojefuHe OakTepuje y
by 0OOJpe 3alITUTE OJf MMYHCKHMX MeXaHu3zama jaomahuHa, MpOAyKyjy aTHIHYHE
TOKCHHE H3MEH-eHEe CTpyKType. Tako Ha npumep, LPS, kora npoaykyje Porphytomonas
gingvalis, He pmoBomu 10 ekchpecuje E-cenekThHa Ha EHIOTENy Kamwiapa |
NOCTKANWIAPHUX BEHYJIa KPBHUX CYyJOBa, YMME je eKCTpaBa3aldja MMyHCKHX henuja y
uHramaiujom 3axBaheHo TkuBo orpanudena (Sundqvist 1994). Tlojenune G 6akTepuje
Ha CBOjOj TOBPIIMHH HMajy HCKaszaHe maptukyie (enri. blebs) 3a koje ce Besyjy
HecrienupUYHA AHTUTENA, KOja MAaCKUpajy aHTUTeHE IITO OTeKaBa HHUXOBO
MPEMo3HaBamke 0] cTpaHe MMYHCKUX henuja. Ilopen Tora, Heke OakTepHje Kao IITO je
Actinomyces israelii, uecTo arperupajy u Ha Taj HauuH (HOPMHPAjy BEIHUKE KOJOHHU]E KOje
He MOry OuTH (haronuToBaHe OJ CTpaHe HeyTpodwuiaa, Hako WX y In Vitro ycimoBuma
HeyTpodmin BeoMa jako enumunuiry (Figdor u cap. 1992). 36or tora y oabpanu o
OBHX MHKPOOpraHM3aMa HHKaJ HHUje 3aCTyIJbCH MCKJbYYMBO jEJaH THUIl HMYHCKOT

OATr0BOpa, IITO CC MOCTUIKC N3Y3CTHOM HJIaCTI/I'-IHOIth HMYHCKOI' CUCTEMA.

1.2.5. Yaora LPS-a u apyrux MUKpoOCKHMX MPoAyKaTa y
NnepUaneKCcHUM Je3njama

JlejcTBO GakTepHja Ha TKMBHE CTPOMAaJHE KOMIIOHEHTe M MMyHcke hemuje y PL
IPBEHCTBEHO CE 3aCHUBA HA MPOAYKILHUjH PA3IUUUTUX COMYOWITHHX W/MIM MEMOpPaHCKUX
(dbopMH TOKCHHA, MOJUMENTHAHUX €H3UMa U INIMKOJIMIUIHUX MakpoMoJjeKyna. Jenan ox
Haj3HAYajHUjUX MoJekyna je LPS, GakTepujcku eHIOTOKCHH, KOjH yia3u y cacTaB 3MJa
G™ 6akrepuja. OcuMm Tora, LPS Moke mocrojati u y coryomiiHoj (hopMH Koja Hacraje
NPUIMKOM YMHOXKaBama OakTepuja WM Kao (MHAIHM MPOU3BOJ HHXOBE NECTPYKIH]E.
LPS aupextHO yrnde Ha moBehame ekcripecHje aaXxe3nOHHUX MOJIEKYJa Ha €HIOTETHUM
henujama kanmimapa W moctkanuiaapHux Benyna (Gotsch u cap. 1994), m mnpeko
peuentopa caumunux T0ll-u (enrm. toll like receptor, TLR)-4 nenyje Ha henuje ypohene

umyHoctu (rpanynonuta, makpodaru, neaapurcke hemmje) (Aderem u Ulevitch 2000).
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VY y3opuuma uHpuUIMpane myimne 3yda AeTeKToBaH je Bucok HuBo LPS-a (Horiba u cap.
1990), xoju y conyOmiHoj hopMH JIaKO Ipea3H y nepuamnekc. To y OCHOBHU MpeacTaBiba
»XEMHUJCKYy HUpHUTAIMjy M cMarpa C€ HHUIMjATHUM CTUMYJIYyCOM 3a HacraHak PL
(Yamasaki u cap. 1992). Y TOM KOHTEKCTY, HEJJaBHO je mokazano nga LPS Gakrepuje
Porphyromonas gingivalis crumynuine pecopruujy —ajiaBeojiapHe KOCTH —IPEKO
aKTHUBATOpa perenropa 3a Hykieapuu ¢akrop KB murang (emrm. receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand, RANKL) (Kassem u cap. 2015). ITopex LPS-a, mojenunu
MOAYAMHM Yy (OpMH YIJb€HHX XHIpaTa M JHUMNHAA, Kao CcacTaBHE KOMIIOHEHTE
OakTepHjcKor 3uaa, Takohe mompuHoce pa3Bojy PL (Henderson u cap. 1996). Mehy
€H3UMHMa OJrOBOPHHM 3a OBE Tpolece Tpeda HW3JBOJUTH MHUKPOOHY KOJareHasy,
XujanypoHuaasy, GpuOpuHOIM3MH U HecrenupuyHe MpoTease, MPeKo Kojux OakTepuje
JIeINTyjy JIOKAJTHO aJli MOTY MMAaTH M CUCTEMCKH TOKCHYHHU eeKaT, Kajia ce 3a TO CTBOpE
ycaoBu. Tako Ha mpumep cojeBu u3 pona Bacteroides mmajy cmocoOHoOCT ga Bpiie
Hecnenuduuny pasrpaamwy IgG, IgM na yak u C3 u C5 komMnoHeHTe KOMIUIEMEHAaTa
(Sundqvist u cap. 1985). PaznmuuntiM OakTepHjCKMM MPOTEMHUMA Hajuernhe je
3ajeqHMYKAa CaMO jeHa CEKBEeHIa ca HMMYHOreHMM cBojcTBUMa. Tako Pam3SCK4
(Tpunanmuronn jumnonentua, TLR2 aroHUCT) KOjU je CHHTETCKH aHAJIOT TEPMUHAIHOM
aAMHUHO-aleTaTHOM Jieny Junonporenta G™ u G™ 0akTepuja, HHAYKYje OCTEOKIACTOIEHESY
y Kyarypu makpodara (Yano u cap. 2012). Ocum 6akTepHjCKUX MpOLyKaTa OJArOBOPHUX
3a HactaHak PL, y HOBHjoj IuTepaTypu je MoKa3aHO Ja xymaHu ¢uOpobiacTy HaKOH
crumynaije ca Poly 1:C y kyarypu goBoje a0 nosehane audepeHiiyjaiyje 1 MUrpaiuje
Thl7 hemuja (Hosokawa u cap. 2013). Pa3HoBpcHa maneTa WMYHOCTHMYJIAaTOpPa
IPOJYKOBAHUX O] CTpaHe OakTepuja U BUpyca JONPUHOCH XETEPOr€HOCTH U CII0KEHOCTH
Opojuux mexanuzama yHytap PL. To uctoBpemeHo npejcTaBiba CTAIHH W3a30B 3a Jajba

UCTPaXUBamwa, a y IMJbY IUIaHUpama e(PUKACHU]ET TEPaIrjCKOT MPUCTYIIA.

1.3. Reamjcku cacTaB nepuaneKCHUX Je3uja

VYV nepuanexkcHuUM Jie3uMjaMa ce OCUM OaKkTepHja U HUXOBUX IPOJyKaTa, Hajlase
pasnuuurte uHQuUITpUIIyhe 1 crpomante henuje, npoxxere NpoarQeprucaHuM enuTeITHUM
Tpakama, KpBHUM CYJOBMMa, HepBUMa W (UOPO3HUM Be3MBHUM TKHBOM. [lomymnanujy
ykynaux uHpmitpuinyhux, nadnamanujckux henuja (IC) uune: rpanynouutH, henmje
MOHOIMTHOT nopekia (Makpodaru u aenapurcke henuje), T mumbonntu, B numdonntu,

wiasmorutu (PC), macronutu u manu mporeHat apyrux atunudaux hemuja (Luki¢ u
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cap. 1990, Luki¢ u cap. 2006, Coli¢ u cap. 2009c). Mehyrum, cacra IC Bapupa y
3aBUCHOCTH 0J Tuna PL W BUXOBOT pa3BOjHOT cTraaujyma. Tako je Ha mpumep koj SyPL
MOKa3aHo Ja Cy y MHQWITpaTuMa Haj3acTyILUbEHUJU HEYTPO(DHUIHH TpaHyIOIUTH, TOK
xox1 asPL nomunanTHy hemujcky nomynanujy unne mumpouutu (Colié u cap. 2009¢). On
cTtpoMainux henuja OutHy yiory y dopmupamy PL nMajy: ocreobiactu (43 KOIITaHOT
cucreMa), ocTeokaacTu, pubpodbmactu u Manace3zose enutende hemuje (enri. epithelial
cell rests of Malassez, ERM) (Luki¢ u cap. 1990, Liapatas u cap. 2003, Rincon u cap.
2006). OBum henujama tpeda npugogatu u MSC uuja ce yiora tek ucnuryje (Liao u

cap. 2011, Djokic u cap. 2012).

1.3.1. HeyTpo¢ujiHu rpanyJJouuTH

Heyrpodwunan rpaHyionuTH Ccy AOMHHAHTHA TOIyJanuja U mpBe henmje Koje
JIOCTIEeBajy Yy TKHBO Yy HHHUIMjanHO] (a3u uHpimamanuje u dopmupama PL (matuH.
periodontitis exudativa), kao u y ¢as3u ersamepOaruje XpOHHYHOT 3anabea (JaThH.
periodontitis chronica) (Marton u Kiss 2014). lbuxoBa yiora ce mpBeHCTBEHO 0a3upa Ha
¢aronuTo3n OakTepHja, NPOIAYKIHJH PEAKTUBHUX KHCEOHHUYHHX paaukana (SHIJI.
reactive oxygen species, ROS), npowuHbiamManujcKuX IUTOKUHA U Ocjo0ahamy
excrpahenujckux 3amku y Buay Mmpexe (enrn. neutrophil extracellular traps, NET)
norpuHocehu nojavamy Thl uMyHCKOT 0ATOBOpa M 0JI0paHU 0/ OaKTepHjcKe MHPEKIN]je
(Coli¢ u cap. 2009¢c, Gazivoda u cap. 2009, Amulic n Hayes 2011). AkyrHy a3y
uHdramanuje kapakrepumie Thl wumyHckn oaroBop u mnosehana mpoxykiuja
npourdramanujckux murokuHa (IL-1B, TNF-a u IL-6), a y ¢a3u ersauepbanmje
xpoununux PL nomunupa Th17 umyHcku oaroBop npahen nosehanom npoaykimjom IL-
17 (Coli¢ u cap. 2007) m RANKL (Vernal u cap. 2006), mTo Takohe mMa 3a IHIb
CIpevaBame Jajber LIMpema O0akTepujcke MHQEKIHje, aal ce Kao HEeXeJbeHa peaklyja

jaBJba MHTEH3MBHA PECOPIILIKja aJIBEOJapHE KOCTH.

1.3.2. MoHoHyKJIeapHHU (parouuTu

[Tpema HajHOBH]jO] HOMEHKJIATYPH MpPEIokKeHOj o crpaHe Guilliams u cap. (2014)
MOHOIUTH U Makpodaru (MO) crianajy y MOHOHYKIJI€apHe (aroiuTe ca HOBUM o0pacLeM
nporeca audeperujanuje. M@ HacTajy ol MOHOIUTa nepudepHe KpPBU KOJH BOJE
MOPEKII0 OJ] MHUjETIOUTHOT TMPEeKypcopa U3 KOCTHE CpKu U koju moj aejctBom CCL2

XeMOKHMHa jaocreBajy y mmpkymanujy (Shi u cap. 2011). Hupkymumyhu MoHOIMTH
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npenase y Tkuo nocpeacrsom CCL3, CXCL2 (MIP2) u CCL12 (MCPS5) xemokuHa, rie
ce nudepenimpajy y TkusHo crierudpuarne M@ (Chen u cap. 2008).

OcHoBHa (QyHKIMja TKUBHO crenupuunux M@ je daronurosza pacragHux
NpojayKaTa M NpPEe3eHTAllMja aHTUTEeHA Yy CKJIOMY MOJEKYJa TJIaBHOT KOMILJIEKCa TKUBHE
noaynapuoctu (enrsi. major histocompatibility complex, MHC) henujama crierududne
uMyHocTH. M@ Takohe umajy BakHy yJIOTy M Yy pemnapanvju TKuBa 3axBaheHor
undmamarmjom (Mosser u Edwards 2008). V Toky THx mnporeca Moxe gohu 10
Hau3MeHUYHOT cMemuBamba Thl, Th1l7, Th2 u Tregs uMyHCKOr OArOBOpa, IITO UMa 3a
MOCIIANITY TPOAYKIIN]Y pasnudIuTuX (hakTopa pacta KOju yrudy Ha nojapuszanujy M@ y
npaBiny npouHduamanujckux (M1) wim umynoperymammjckux (M2) henwmja. M1
npeosianaBajy y ¢asu momuuanuje Thl mmyHckor oaroBopa, mpu yemy moBehaHo
npoaykyjy TNF-a u IFN-y u umajy cHa)kHy aHTUMHUKpPOOHY akTHBHOCT, A0K cy |IL-10 u
TGF-B rnaBau nuroknan M2 Tuna Koju y ckiionmy 1regs oAroBopa JIOBOJIE 10 CMamkemha
uHpIaMaIje 1 MHTeH3UBUparma pererepanuje Tkua (Mosser u Edwards 2008). M@ cy
BPJIO 3HAYAjHU KOHCTUTYCHTH IPaHyJIOMa, TJIe CE HhHXO0BA YJIOTa IPBEHCTBEHO OrJie/ia He
camo y ypoheHoj uMyHOCTH, Beh W y MEXaHM3MHMa MMYHOpETYJIalllje JeIOBamkeM Ha

OCHOBHE po-uH(pIamanujcke Mmexanusme creueHne umynoctu (Metzger 2000).

1.3.3. lenapurcke heauje

Hennputcke henuje (DC) cy no ¢pyHkuju npodecuoHanHe aHTUTEH Npe3eHTyjyhe
hemuje (Steinman u Cohn 1973), koje omInKyje TNPHCYCTBO BelUKOr Opoja
[IUTOIMJIa3MaTCKUX mpoayxeraka (Banchereau m Steinman 1998). V okBupY HMyHCKOT
oarosopa ymora DC ce oriema y mpey3uMamwy M 00paaud aHTHUTEHA, MPE3EHTaIWjU
antureHckux nentuaa T mumdonuruma (Banchereau u cap. 2000, Shortman u Liu 2002,
Shortman u Naik 2007) u akruBanuju HauBaux T nmumdonuta. OHe cy kbyuHe henuje
KOje TOBe3yjy MexaHu3Me ypoljeHe u cteueHe umyHocTH (Steinman 1 Hemmi 2006).

DC Hacrtajy y KOCTHOj] CpXHU M3 MPEKypcopa KOjU MOTHYE OFf XEMATOMOETCKUX
marnuHux hemuja (enri. hematopoetic stem cells HSC), omakie npenase y nupkymamujy
(menmocpennu mnpekypcopu DC), a 3atum gocmeBajy y TkuBa. Ilo oOaBipamy
nporpamupanux Qynkunuja, DC ynaze y npouec anonro3e (Buckwalter u Albert 2009,
Mildner u Jung 2014).

DC ce mnpema THNy T@peKypcopa MOry TOJEIUTH Ha MHUJEJIOUTHE Tj.

kouBeHmoHanHe DC (mDC unu ¢DC) u mumdouaue 1j. miazmounutounse DC (pDC).
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Vnora pDC ce npBEHCTBEHO OrJie[la Y UMYHCKOM OJIrOBOPY Ha BHpPYCE, MPU YEMY OHE
npoaykyjy Benuke xomuunHe mHTepdepona tuma I (IFN) (Buckwalter u Albert 2009,
Ganguly u cap. 2013). 3a pasznuky ox mux, mDC unne 6pojuujy nomynanujy DC, koje
HaceJbaBajy CKOpPO CBa TKHMBAa W OpraHe Kao INTO Cy HAa MPHUMEP: a) CNUICPMHUC H
CJIy30KOXa IJIOYaCTOCIIOJEBUTOT eMHTeNa, TAe ce Apyraudje HasuBajy JlanrepxaHncose
hemuje. OBe DC y oaHocy Ha octanie mDC kapakTepulle NpucyCcTBO MEeHTaJaMeIapHUX
WHTpa-IUTOIIa3MaTCKUX opraHena T3B. bupOekoBux rpanyna u CD206 moBpmmHCKOT
perenTopa 3a MaHo3y; 0) JepM KOoxke, IJie Cy MPUCYTHE AepMaiHe, natepcrunujaadae DC;
B) u DC nacrane onx monoruta (Mo-DC) koje murpupajy y uHdiamaijom 3axsaheHo
tkuBo (Leon m Ardavin 2008, Buckwalter u Albert 2009). OBakBe mDC mnpumanajy
rpynu Hespenux DC, koje Ha cBOjoj MOBpIMHM HcrosbaBajy peuentope (TLR, Fc
pelenTopy, JEKTHHCKH PEIEeNTOpH, PElenTop 3a KOMIUIEMEHT) 3a Mperno3HaBame,
UHTEpHAIM3AIMjy ¥ 00pajy aHTUreHa MuKpoopranusama (Sato u Fujita 2007, Ueno u
cap. 2007). Tako ma nupumep, DC mpexko TLR penenropa, Bpile NpEro3HABALE
pa3IMuMTUX aHTHreHa nomyT Oakrepujckor LPS-a, mpoteornukana, ¢uarenuna, CpG
OJIMTOHYKJICOTHA OakTepHja, jenHoiandannx u asojaHyanux RNK Bupyca utn. Ocum
tora, Hezpenie DC wucnospaBajy pasnmmuute perenrope 3a xemokuHe (CCRI1, CCR2,
CCR5, CCR6, CXCRI1 u CXCR2) mpeko KoOjux, MpOILECOM XEeMOTaKce, AOCIEBa]y y
uHpaamaijom 3axsahieno Tkuso (Guermonprez u cap. 2002, Sato u Fujita 2007, Merad
u Manz 2009). Tako mocmnene DC, y MHTepakiUju ca aHTUTCHCKHM KOMITOHEHTaMa
MUKpoopranmzama (Hmp. Oakrepujckum  LPS-om), a 'y nmpucyctBy  mpo-
uHpunamanujurjckux 1urokuHa (IL-1B, TNF-a, IL-6) ca3peBajy y3 HCTOBpeMeHY
aktuBauujy (Skoberne u cap. 2004, Sabatte u cap. 2007), mro ce AeTeKTyje Kao
noBehame ekcrnpecuje CD83 (rmaBum wmapkep cazpeBama DC), MHC-II, 3arum
koctumynaropaux (CD80, CD86 u CD40) u agxe3uonux (CD2, CD11a, CD54, CDS5S8, B
WHTETPUHU) MOJIeKyia Ha BrxoBoj nospumHu (Dalod u cap. 2014). Tlopen Tora, y ToKy
cazpeBama DC cMmamyje ce ekcrnpecHja perentopa 3a HHGaMalMjcKe LUTOKHHE a
noBehasa excripecuja CCR7 u CXCR4 penenitopa, 3a koje ce Be3yjy xemokunu CCL19,
CCL21 u CXCLI12 npoaykoBanu y nuMmpHuM yBopoBuma. CazpeBame DC ce moctuxe
TOKOM FHHXOBE MUTpaldje y perruoHaiHe JIuMQHE YBOPOBE TIJ/I€ BpIIE AHTHUTECHCKY
npe3eHTanyjy HauBHuM T nmumdonnTima u muxoBy aktuBanujy (Martin-Fontecha u cap.

2009, Dalod u cap. 2014).
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[Tpucycteo DC y je PL mokasaHo y MOHOHYyKJeapHOM henujckoM HHPUIATpATY,
MertonoM mporoure nutopayopumerpuje (Luki¢ u cap. 2006, Coli¢ u cap. 2009c).
[Toxazano je ma Bemwku Opoj oBux DC excrpumupa Ha cBojoj moBpmuHu CD86
MOJIEKyJle, 0K CBera MoJIOBHMHA muX excrpumupa CD83, mapkep 3pemux DC (Coli¢ u
cap. 2009c). To 3ampaBo yka3zyje Ha 4MmCHUIY Ja ¢y y PL npucyrHe ¢enoruncku u

3pesie u Hespene DC.

1.3.4. T u B numdouutu

Kao mto je panuje u3Hero, jenHa oa kinacudukanuja PL npema tuny amumdonura
KOjU JIOMUHHpaA je muxoBa nojaena Ha T u B tum neswja. T nesuje kapaktepuine Behu
nporeHat CD4+ hemwmja, nok je mpouenat CD8+ henuja ckopo mctu kao u ko b neswja,
Ipy 4eMy je mokaszaHo Aa ¢y T u B mumdonntn nuctpubyrpanu kako audy3Ho Tako u
¢dokanHo y ¢dopmu arperara y PL. YcranoBmeHno je na ce 3actymbeHocT T u B
mamdonuTa GuTHO He pasnukyje kox SyPL u asPL (Colié¢ u cap. 2009¢). Ha ocHoBy Tora
QM W paHUjUX HCIMTUBAKkA CE MOXKE 3aKJBYYUTH Ja je kox oba tuma PL 3acTyrubeH u
henujcku u xymopnuu wumyHcku oxroBop (de Carvalho Fraga u cap. 2013). T
TuMQOLIMTH BOJIE TIOPEKIIO U3 TUMYca U IpeMa edeKTOpckoj GYHKIUjH Mo/ieJbeHe Cy Ha
nomohuuyke (Th, helper) u nwmrorokcuune (Tc, citotoxic). Th hemuje Ha CBOjO]
noBpmHU ucnosbaBajy CD4 monekyne, nok cy Ha moBpmuHH 1C uckazanu CD8
monekynu. CD4+ T mumdorutu cy mpema npodury IHTOKHHA KOje MPOIYKYjy CBPCTaHU
y Thl, Th2, Thl7 u Tregs. Thl henuje nmponykyjy npourdnaamanujcke uutokune (IL-1,
TNF-o u IFN-y), mok cy IL-4, IL-5 u IL-13 kapakrepuctiunu 3a Th2 hemuje. Thl7
hemuje mon yrunajem 1L-23 mponykyjy IL-17 xoju nma Heke ¢pyHkumje cnmuane |IFN-y u
nenyje 3ajenHo ca TNF-a u IL-1B kao mpoundmamanujcku nutokud. Kibyuyan je 3a
oJI0paHy O]l eKCTpalelyJapHUX MHKpoopraHusama u rpuBumna. C apyre crtpane, B
TUMQOIMTH TPHMAjy CUTHAJEC MPEIOMHHAHTHO of cTpaHe Th2 henuja HakoH yera ce
tpanchopmuiny y edekropcke miazma hemmje (ruasmormrtu, PC) koje mpoaykyjy
aaturena IQE kmace. I'maBum mpoxyktu Tregs cy IL-10 u TGF-B koju cy OutHH 3a
cMameme (perymamnujy) IMyHCKOT OArOBOpa y CMHCIY merosor cvmamema (Coli¢ u cap.

2009c, Teixeira-Salum u cap. 2010).
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1.3.5. Macrouutn

Macrouutu cy henmje 6orate rpaHysamMa HCITyEBCHUM XUCTAMUHOM M XEHapUHOM.
IbuxoBa yiora je ommcaHa y aJeprUjCKUM peakidjamMa W aHapuiIakCcHh, ald Uy
npouecuma 3apactawa pane (Gilfillan u cap. 2011). Hajzactymbenuje cy y BEe3UBHUM
TKHBUMA KOXKe€, CITy30KOK€ HOCA, JUCAJHHUX IyTeBa, JUTSCTUBHOM TPAKTY, B&XKIHAYH OKa
u opannoj mymbuau (Ramesh u cap. 2005). Mehy cBuM uHGUATPUITYRUM UMYHCKHAM
henujama y PL, HajMamu nporenat (oko 5%) mpumaaa MacTOIMTHMA, IITO j& M ITOKa3aHo
METO/IOM UMYHOXUCTOXEMHje oMoy MOHOKIIOHCKHMX aHTHTea Ha C-Kit u Tpuntasy. Ha
OCHOBY aHaym3e, 06a3upaHe Ha MOPQOIOMIKIM KapaKTepUCTUKaMa, YTPBpHEHO je na cy
MaCTOIIMTH JIOKAJIM30BaHHU TIEPUBACKYJIapHO, U3Mel)y IIeHTpaTHOT TpaHy/IalioOHOT TKUBA
u nepudpepne ¢uoposne xancyiae (Coli¢ u cap. 2009c). HajHoBHja ucTpakuBama
MOKa3yjy J1a je MpoIeHaT MaCTOIUTa Y IepUalleKCHUM [IMCTaMa 3HayajHo Behu y ogHOCY
Ha BUx0B yueo y PL (Mahita u cap. 2015), mto yka3yje Ha moryhy yiory opux henuja y
NATOrCHE3U TEePHANeKCHUX JCHTAIHUX IMcTH. Mehytum, o0jaBibeHM Cy M CyNpOTHU
pesynraru (Shojaei u cap. 2015), mro Hamehe moTpeOy MOAATHHX MCIHTHBaMma U3Mel)y

ocTtaJior 1 Ha Behem 6p0]y y30pakKa nepuarncKCHOI TKUBA.

1.3.6. OcreoriaacTu

Octeokiiactu Hactajy ¢y3ujom Makpodara m HUXOBa (QYyHKIHja ce Orjieaa y
MHTEH3UBHO] PECOPHIUjU KOCTU Yy YCIOBMMAa HHUCKE BpEIHOCTH PH M €H3MMCKO]
pasrpaamu komarenor matpukca (Teitelbaum 2000). 3a ocTeoknacToreHe3y y 3HATHO]
Mmepu cy 3acayxkHe T henuje koje ux akruBupajy npeko npoaykuuje RANKL u IFN-y
(Zhang u cap. 2010a). [Tokasano je na Thl umyHcku oarosop y PL noBomu no nmosehane
excnpecuje RANKL u unayknuje octeokiacrorenese (Fukada u cap. 2009). Hauwme,
RANKL ce Besyje 3a RANK Ha mpekypcopuma octeokiiacta u noBehaBa eKCIpecHjy
reHa crenupuuHuX 3a ocTeoknacroreHesy (Menezes u cap. 2006). Ocum Tora mosehana
akTUBHOCT MoHouuTa y PL noBoau ce y nupekTHy Be3y ca moBehaHOM MpPOJYyKLHjOM
RANKL (Vernal u cap. 2006). OnoHTOKIACTH M IIEMEHTOKJIACTH Cy henuje Koje cy
npeMa  yATPaCTPYKTYPHUM W XHCTOXEMHJCKMM  KapaKTepUCTHKama  CIHYHE
OCTEOKJIaCTHMA, a yHja ce (yHKIM]ja Oryie[ia y pecopliMju ACHTUHA U [IEMEHTa KOpeHa
3y0a (Sahara u cap. 1994). HajuoBuja crynuja xoja je pahena nHa moneny PL 3yba mumna,
MoKa3yje J1a ¥ LIEMEHTOIUTH Y OAroBOpY Ha MH(pEKIH]y U3 myimne nosehaHo mpoaykyjy

RANKL wu HajBepoBaTHHje y TOM cmwucay pomnpuHoce pasBojy PL (De Rossi u cap.
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2016). OBu nuTepaTypHH MOAalM yKa3yjy Ja je y mpolecy pecopruuje koctd y PL
YKJbYYEHO HEKOJIMKO pa3InunuTHX TUIoBa henuja, mpu yemy GyHKIIMOHATHO JOMUHUPA]Y

OCTCOKJIAaCTH.

1.3.7. Manace3oBe enuteine henuje

Manace3zoBe enutenHe hemuje (ERM) cy mnpema paHUjuM HCTpaKMBambUMa
npucytHe y 26% wucnutuBanux PL (Seltzer u cap. 1969). Haume mnox yrumajem
Pa3IMYUTUX JIOKATHO MPOAYKOBAaHMX LIUTOKMHA M (paKTOpa pacra Joja3u 0 TojayaHe
nponapepanuje ERM, mrto je mo3nato kao wuH(iamanujcka xurmepmiasuja (Nair u
Schmid-Meier 1986). Yiiora ERM je Haj0oJbe onucaHa y CKJIONY pereHepaliyje neMeHTa
KopeHa 3y0a. [Tokazano je na cy ERM mnperexxHo Jionupane y mpeneiny mepuoI0HTaTHOT
JUraMEHTa y HHBOY pPECOPNTHBHHMX JaKyHa, Ja Cy HMYHOPCAKTHBHE Ha TMPOTECHUH
mopdorenese koctu (enri. bone morphogenetic protein, BMP-2), a na cy y Toky paHe
¢aze pereHepariyje 1eMeHTa MO3UTHBHE HA OCTCONOHTHH U amenobmactuH (Hasegawa u
cap. 2003). IpermocraBiba ce 7a ERM Mory OuTH yKJbydeHE y MpOIEC pereHepariuje

[IeMeHTa KopeHa 3yoa y nipeaeny PL.

1.4. HeyTpoduiHu rpaHyJouuTH

Heyrpodunan rpanymomutu cy henuje ypoheHe HMYHOCTH Koje HUMajy
CETMEHTHPAHO jEApPO CacCTaBJbeHO OA 3 A0 5 yo0ymyca MOBE3aHMX XPOMAaTHHCKUM
MoctuhuMma, 300r uyera 3ajefHo ca eo3uMHOQWIMMa U Oazodpwinma, NpUNAAAjy
nonynanuju nonumopdonykieapuux jeykouuta (enri. polymorphonuclear leukocytes,
PMN). V »HX0B0j IIMTOIUIA3MHU C€ HaJIa3e JIBa TUIA TpaHyia: cnenuduune (MpujeMyunBe
32 XEMAaTOKCHJIMH M €O3HMH) KOje Cy HCIYHhEHE CH3MMHMa Kao INTO CY JIM303HMH,
KOJIareHasa, enacrasa W T3B. a3ypoduiHe rpaHyie (JIM3030MH) KOje caapke CH3MME
nonyt Mujenonepokcuaase (eurs. myeloperoxidase, MPO), nedensune u KaTexoJaMHHE.
[Ipema crerneHy MOOMITHOCTH TpaHyJie Cy AaJbe MOJIeJbeHEe Ha CEKPETOPHE, )KEITaTHHO3HE,
crierupuune U azypodunne rpanyne (Sengelov 1996). Heyrpodunu HacTajy y KOCTHO]
CpXH y TIPOLIECY Ca3peBama MOoCpe0BaHNM (HaKTOPOM pacTa IpaHyJIONUTHHX KOJOHH)a
(errn. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF). Oxapehenn 6poj HeyTpobuIHUX
rpaHyJIoIUTa Ce MOCPEACTBOM cTpoMaiHor hemujckor ¢axrtopa lo (enrt. stromal cell-
derived factor-la, SDF-la) koju npenyje mpeko CXCR4 XeMOKHHCKOT peIenTopa,

3aJpKaBa y KOCTHO] CpKH, LITO MpejcTaBiba pe3epse oBux hemuja. To omoryhasa na y
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uH}IaMalMju, IOCPEACTBOM XEMOKHMHAa Kao INTO je MakpodarHu HH(IAMaTOpHU
nporenn 2 (enrs. macrophage inflammatory protein-2, MIP-2), neyrpoduinu
rpaHynonuTH npenase y mupkynanujy (10! meyTpoduaHMX rpaHymomHMTa THEBHO), re
ce 3aJpXkKBajy y TMpoceky 5-6 catu. HeyrpoduimHu TpaHYIOUUTH MUTPUPA]Y Y
uH}amanjoM 3axBaheHO TKHBO y POKY OJ CBera HEKOJMKO MHHYTa. AKO Hema
uH}IIaManuje J0ja3u 10 HKUXOBE CIIOHTAaHE arolTo3¢ HAKOH 4Yera amonToTCKa Tela

OuBajy (paronuToBaHa oJ] crpane Makpodara jerpe win ciesune (Furze u Rankin 2008).

1.4.1. Anxe3uja HeyTPOGUIHMX I'PAHYJIOLHUTA 32 eHAoTe He heanje
KPBHHX Cy/10Ba y MHQIaMalnuju

ExcrpaBackynapHa MUrpanuja HEyTPOQWIHAX TPAHYJIOLUTA 3aMIOYHEHE MPOLIECOM
anxesuje 3a enpotennue hemuje (enrn. endothelial cells, EC) mocrkanumapaux Benysa
KOjy KapakTepully (ase ciabe aaxesuje, crabmiHe aaxesuje u ¢aza naparenyiapHe Wid
TpaHcuenyiaapHe murpanuje y tkuBo (Ley u cap. 2007). Ha camoM moueTky, JIOKaaHO
npoaykoBanu npouHpaamanujcku utokuau (LPS, TNF-a u IL-1B) u Ba3oakTuBHH
aMHHH (XMCTaMHH), JOBOJE J0 TpaHCHOpMallrje HOPMATHOI BEHYJIAPHOT CHIOTENA Y
npoanxesusau (enrs. high endothelial venules, HEV) mrto je mpaheno mosehamem
eKcrpecuje MHTepheanjcKuX aaxe3noHux mosekyna (enrs. intercellular cell adhesion
molecule, ICAM) na EC (Zarbock u Ley 2008). Haume, cTumysanujoM e€HIOTeNa ca
TNF-0 u IL-1B momasu no tpanciokanuje P cenexktuna (CD62P) u3 nuroriazme u
nosehama excrpecuja E cenexkrina (CD62E) Ha nymMHHANHO] MOBPUIMHH SHIOTETHUX
hemnja (Golias u cap. 2007). 3a ose monekyine (CD62P u CDG62E) Besyje ce
rinykokomyratr ¢pykroze (sialil-LewisX, sLeX, CD15) ekcrnpumupaH Ha HOBPIIUHU
Heytpodpunaux rpanynornura. Ocum Tora, L cenextun (CD62L), exkcrnpumupan Ha
HEYTPOQHMIIHUM TPaHyJIOLUTHMA, c€ Be3yje 3a onurocaxapuae Ha EC, mTo je cBe ckyma
O3Ha4YeHO Kao (aza Hectabuine anxesuje (Ley u cap. 2007). 3atum crneau dasa
crabuiHe anxesuje, Kojy Kapakrepuuie wuHTepakiuja CD11b-CD18 wmonekysckor
KOMIUIEKCa WCIoJbeHOr Ha HeyrpodmiaauM Tpanymomutuma u ICAM-1 monekyma Ha
ennorenaum hemujama (Nourshargh u Alon 2014). V wuHTepakiuju HEyTpOQUIHUX
rpanyiomuTa u EC, npexo aupexktHux Mehyhenujckux KOHTakara, 10J1a3u 10 aKTUBAaLMje
pa3IMYUTUX CHUTHAJTHUX IIyTeéBa KOJU CY Y3pOK KOH(POPMALMOHUM MpOMEHaMa

UHTETPUHCKUX MOJICKY/a Ha HeyTpodmiHuM rpanyiaoiuruma (Zarbock u Ley 2008). Ha
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Kpajy cienu Qasza mpoiacka Kpo3 3uj KPBHOI CyJa OJHOCHO MapauenyliapHa HIu

TpaHcienyaapHa murpamuja y Tkuso (Ley u cap. 2007).

1.4.2. Murpanuja HeyTPO(pUJIHUX IPAHYJIOUHUTA Y TKUBO

VY najeeM mporecy Murpaiyje HeyTpoHIHAX TPaHyJIONUTa Y TKUBO YUECTBYjE HU3
dakTopa KOju JOBOJIE 10 BUXOBE aKTHBaIMje Mel)y KOjuMa BaKHY YyJIory uMmajy (axrop
aktuBaiuje TpomOormra (enrn. platelet-activating factor, PAF) u IL-8. Tako
AKTUBUPAHU HEYTPODUITHH IPaHYIOUTH MIPEKO JUPEKTHUX KOHTaKaTa yruuy Ha EC mro
pesyntupa mnpomeHoMm aduuutTeta aaxesuje 3a ICAM-1 u nmoBogm mo momehaHor
uadiykca joma Ca?" u axtuBanmje cyOjeaumune P38 MHTOrGHOM-aKTHBHPAHE
npoTenHcke kuHasze (eHrii. mitogen-activated protein kinase, MAPK) a mrto je mpaheno
aKTUBAIMjOM MHO3MHCKHUX (uinameHnata y EC. HbuxoBoM KOHTpakmmjom A0ia3w 10
nynama Mmehyhenujckux Beza mocpenoBanux VE kanxepunuma u PECAM-1. Crnenu
peapamKupame UTOCKEIeTa HeyTPOMOWIHUX TpaHYJIOIUTa M HBUXOBa mHaparenyiapHa
murpanuja y TkuBo (Ley u cap. 2007). TpancuenynapHa Murpamnuja ce JeiiaBa y
nenouMa trae aujamerap EC to mosBosbaBa. Hamme mnwramuja ICAM-1 moomu mo
TPaHCJIOKaIje KajiBeoyia 00raTuxX akKTHHOM Y MPElIe0 KOHTaKTa. Y TOM IMPOIECY 10Ja3u
no (Gopmupama BE3UWKYIO-BaKyollapHHX opraHena koje Qysujom dopMmupajy
Tpaucuenyiaapuu kanan (Ley u cap. 2007). [Jasbe ce mpolec KpeTrama HeyTpOOUIHHX
TpaHyJIOIUTA OJ[BMja HA UCTH HAYMH Ka0 KOJI Maparenyiapae Murpamuje. Tako gocnenu
y TKHBO, HEYTPO(DUIHU TPaHYJIOIMUTH TOMONY MEMOPaHCKUX CepHH MmpoTe3a (KaTerncuH
G, enacra3a u nporerHasza 3) y mpoliecy KpeTamwa Bpie pasrpaamsy ECM (Owen u cap.
1995). O63upom 1a je JoKaau3alrja MpoTenHa3a MeMOpaHcka, oHeMoryhieHa je mbHXoBa
JIeaKTHBallMja TPOTEa3HHM WHXHOWTOpMMAa Kao INTO Cy YpOKHWHA3a MW IUIa3MUH
MPOJIYKOBAHUX JIOKAIHO OJi cTpaHe TKUBHHX (ubOpobmacta u MO. Kana neyrpoduinu
IPaHYJIOLUTH JETHOM JIOCIy Y TKUBO HBUXOBA JlaJjba MHUIpallMja ce€ 0JIBUja MOCPEICTBOM
nuroknHa (IL-8) wm  xemoatpakrtanata (C5a kommoneHTa komruiemeHTa), PAF,
neykotpujena B4 (enrn. leukotriene B4, LTB4) u enteiHor mpoTeMHA aKTHUBAIIMje
neyrpopuna 78 (eurn. epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78, ENA-78)
(Baggiolini u cap. 1989). Tako akTuBHpaHu HEYTPODMIN A0AaTHO TpoayKyjy IL-8, PAF
u LTB4 mro nasmse, Mo MpUHLUIY MO3UTHBHE MOBpPATHE CIpPEre, AOPHUHOCU TNPUIHUBY

HoBHX HeyTpoduia (Bazzoni u cap. 1991, Cassatella u cap. 1992).
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1.4.3. ®eHoTHNICKE TNPOMeHe HEYTPOPWIHMX TIpPaHYJIOIUTA Yy
HHpIAMALM U

Y mpomecy TpaHCEHIOTEIHE MHTrpaldje, HEYTPOPWIHM TpaHyJOIUTH OuBajy
W3JIOKEHH YTHUIA]y pa3inuuTux ¢akropa kao mto cy LPS, IL-1B, TNF-a, IL-8, PAF,
NENTUIOTIIMKAHN, MyPaMHJT TICITU/IH, JTUIIOTCUXONYHA KHUCEIMHA U PA3JIMYUTH TIyKaHU
KOjH J0BOJIE IO POMEHE EKCIpPEecHje MojeJMHIX MapKepa Ha IBUXOBO] MOBPIIMHH. Tako
Ha TIPUMEp Yy IUPKYIAlUju HEYTPODWIHN TPaHYJOUUTH UMajy UCKa3aHEe pelenTope 3a
TNF-o u IL-1 1 mojeguHe XeMOTaKCHHE, JOK y TKUBY 3axBaheHOM MH(pIaMaIAjoM IO
yrunajem LPS-a, koju ce Besyje 3a LPS Besyjyhu nporeun (enrs. LPS binding protein,
LBP) na muxoBOj MemOpanu, noja3u jgo mnosehama ekcrpecuje CD11b-CD18
xomruiekca (Wright u cap. 1990). Ocum tora, IFN-y mosehasa excripecujy Fcy (FCyRl,
CD64) na HeyTpoHIHUM TpaHyJIOIMTHMA, PELEenTopa 3a Koju ce Bedyje FC dhparment
IgG. Iopen nmosehane exkcrnpecuje CD18 (FcyRII) 3a xoju ce Bexxe 1gG1, mosehara ce u
excripecuja CD16 (FcyRII) penentopa 3a 1gG3, anTuTena yk/bydeHHX Yy Mpoliece
ornconusanuje u ¢aromuroze. IFN-y, Takohe, 3ajeqHo ca dakTopom pacta
rpaHyJIONMTHUX W MakpodarHux kosonuja (enri. granulocyte macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF), noBoau u 1o nosehama excripecuje HLA-DR mosnekyna Ha
noBpmran Heytpoduiaa (Gosselin u cap. 1993, Reali u cap. 1996). OBe ¢enoTHIcKEe
NPOMEHE HEYTPOPHIHUX TPAHYJIOIUTA CYy YBOJ Y HUXOBY (DYHKIIMOHAIHY MPHUIIPEMY H

aKTUBALM]y Y IMJbY IITO €pUKACHH]E eIMMUHALIM]E TTaTOreHa.

1.4.4. DyHk1UOHAIHE TPOMEHe HeYTPOPUJIHUX TIPAHYJOLUTA Yy
uHpIaManuju

I'maBHa ynora HEYTpOQUIHMX TpaHYJIOIMTA Ce Orjena y mporecuma (aromurose
OaxTepuja u npoaykuuje ROS n eH3uma. Y TOM KOHTEKCTY, HAKOH FBbUXOBE aKTUBAlHje Yy
uH}IaMalMju HacTajy (yHKIMOHAJIHE MpOMEHe Koje M3Mely ocTajor KapakTepuiue
nosehaBHa MPOyKIHja cynepokcuauux jona (O%) y muTOmIasMu, MmTo je y IuTepaTypu
MO3HATO Ka0 OKCHAATUBHU Mpacak. CylnepoKCHIHU aHJOH pearyje ca a30T MOHOKCHAOM
(NO), mpoaykoBanum ojn ctpane EC, MO u ¢ubpobracta u rpaau MEepOKCUHUTPUT,
antumMukpoOHu arenc (Segal 2005). Ocum Tora, HEYTPODWIHN TPAHYIOUTH IPOAYKY]Y
mujenonepokcunazy (MPO) koja yrmue Ha cuHTe3y OpomoBononuune (HOBTr),
jonoBononnune (HOI) m xunoxnopacre xucennne (HOCI). Oe kucenune nenyjy Ha

HEYTPOPUIHY MPOMETANONPOTENHA3y M NPEBOAM j€ y aKTHUBHY €H3UMCKY (opMmy u
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XJIoOpaMUHa Koju uMajy aHTtuMukpoOHo nejctBo (Nathan 2006). AxrtuBupanu
HEYTPOQWIIHU TpaHyJouuTH Takohe moBehaHO mPOAYKYjy pa3M4mMTe MpoTease
(meyrpodunna enacrasa, karerncud G, nporeaza 3 1 MMP) koje uMajy MHUKPOOUIIUIHO
JIejCTBO alli Takoh)e J0BOJE M JI0 HapyllaBamba TKHUBHE CTPYKType pasrpaamom ECM
(Nathan 2006). Illta Bume, akTHBHpPaHW HEYTPOPUIHH TPaHYJIOUUTH moBehaHo
npoaykyjy npoundinamaijcke nutokune (IL-1p, TNF-a, IL-8, IL-12 u IFN-y) 3atum
MIP-1a u MIP-1B, u tako gogatHo ctumyiuiny Thl uMyHCKH oAaroBop u moschasajy
MHTpalKjy HOBHX HEYTPOQHIHMX TpaHyiouuTa M Monouuta (Scapini u cap. 2000).
Hakon daromnurose 6akrepuja U HBUXOBE JUTECTHjE Yy CHEMUPUIHUM (Haroam3030MUMa
HEYTPOHUIIHU TPaHYJIOLUTH yia3e y alonTo3y, Mpolec nporpamupane hemmjcke cMpTH,
KOjU y OCHOBH IpEJICTaBJba 3alITUTYy OKOJHOT TKHBAa OJ] WHTCH3WBHE JETpaHyJIalldje

rpanyia HeyTpoduia u ayronuse Tkuba (FOX u cap. 2010).

1.4.5. Excrpahenujcke 3aMke HeyTpoguia

Heyrpodwunau rpanynonuTs, ocuM mTo npoaykyjy ROS u nutokune, daronuryjy
u ybujajy Oakrepuje, Takohe mory ocinobaharu ekcrpahenujcke 3aMKe cacTaBJbEHE O
DNK, xucroHa ¥ aHTHMUKpOOHHX mentuaa mo3Hatuje kao NET (emri. neutrophil
extracellular traps) (Borregaard 2010). ITpouec ¢popmupama NET-a nasusa ce NET-o03a
u 3aBucu o aktuBHOocTH ROS ocnmoOoleHMX MOCPEACTBOM HHUKOTHHAMHI AJCHUH
nuaykieotnn ¢ocdar okcumaze (enrt. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
NADPH). ame, Heyrpoduina enacraza (NE) u3 asypodunuux rpanyia mpenasu y
jenpo u 3ajenno ca MPO mocriemyje aekoHaeH3amnujy xpomaruaa (Papayannopoulos u
cap. 2010). 3a pa3nuky oj amonTose, Kojy kapakrepuiie ¢parmentanuja DNK u jeapa
06e3 pyntype miazma memOpane, NET-o3a je mnpahena pyntypom MemOpane u
ocinobahamem DNK y Buny mpexxe (Amulic u Hayes 2011). NET-o3a u ynora NET-a y
UMYHCKUM OJIFOBOpMMA C€ HMHTEH3MBHO HCIUTYje U Yy JMTEpAaTypu je IOKa3aHO Ja
paznuuutu (dakropu Mory na moxaynupajy NET-o3y. Tako Ha npumep ox daxkTopa koju
daBopusyjy NET-03y Tpeba HamOMeHYTH MNENTHIWI-apIHHUH JuamuHaszy 4 (eHri.
peptidyl arginine deiminase, type 1V, PADI4) (Li u cap. 2010b) u kpucrane xoaecteposa
(Warnatsch u cap. 2015). Ocum tora, y HekuM uctpaxkuBambuma NET-03a ce mocmatpa u
kao ¢opma ypohenor mmyHckor oarosopa (Brinkmann u cap. 2004, Marin-Esteban u
cap. 2012). V ToM KOHTEKCTY, MOKa3aHO je na je ocHoBHa yinora NET-a y xBaramy

mukpoopranuzama (G* m G Gakrepuja), mpu 4eMy UX oBa crerudUuHa OHOJIOIIKA
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Mpexa YHMHM JOCTYIHHjUM €(EeKTOPCKUM MOJIEKYJIMMa HEYTPO(PHUIHHX TpaHyJIOIHTA.
Baxno je ucrahu na NET Takohe caap:xku mojeauHe oOpaciie 3a Mperno3HaBamke MaToreHa
(emrn. patogen recognition molecules, PRM) (Mantovani u cap. 2011). TTopex Tora mro
uma antubakrepujcku edekar, NET youja xude ripue Candida albicans, koja ¢ npyre
ctpane moxe na nocrnemu mnporec NET-o3e (Urban u cap. 2006). Hakon ananuse Tpu
paznmunta coja C. albicans ma in vivo mozeny, mokasaso je aa Mely 24 mporenHa Koju
ynaze y cactaB NET-a, xerepoaumep KanmpoTeKTHHA HMa HajBaXHHUjU edekar y
epagukanuju C. albicans (Urban u cap. 2009). NET takohe moBomu a0 MHXMOHIIH]jE
matyparuje DC unnykoBane LPS-om, cmamyjyhu excnipecujy HLA-DR, CD80, CD83 u
CD86 monexkyna u cmamujyhu mnponykmujy TNF-a, IL-6, IL-12 u IL-23, anu 6e3
OoutHHMjer yTHIaja Ha ekcrnpecujy ToneporeHunx reHa DC. Takohe, NET cmamyje
kanauuter DC na unnykyjy nponudepanujy T mumdormra u dpaBopusyje Th2 umyHCKH
OJIrOBOP, JIOK mcToBpeMeHo cymnpumupa Thl u Th1l7 umyncku oarosop (Barrientos u
cap. 2014).

1.5. Maxkpodarn

Kao mto je Beh ucraknyro M@ cy henuje ypoheHe UMyHOCTH KOje U HACTajy M3
MOHOLIUTA, a MOHOIMTH W3 3ajeIHUYKEe MHjeJouHe NpeKypcopHe hemuje 3a
rpanyionuTe u MoHomnurte. PasBoj M@ mporuye kpo3 mudepeHmmjanmjy MoHOOIACTa,
POMOHOIIMTAa ¥ MOHOIMTA KOjH TMPETacKOM M3 KPBH Y TKHBO CTHUY KapaKTEPUCTHKE
TKHUBHO crnietu$puyHux M@. ¥V oBUM npoliecuMa BakHy YJIOTY UMajy (akropu pacra kao

mto cy GM-SCF u M-CSF (Hume 2008).

1.5.1. CyOononynanuje MOHOIMTA

Monouut nepudepHe KpBU Cy MOAEJbEHH y TpU CcyOmnomynaiuje Ha OCHOBY
ekcinpecuje CD14 wu CD16 (FcyRIIl) moBpmiMHCKMX MOJIEKyJa Ha KIaCHYHE
(CD147"CD16°), untepmenujepue (CD14"7/CD16%) u He-xmacuune (CD14'/CD16™)
(Ziegler-Heitbrock u cap. 2010, Yang u cap. 2014). Ilokasano je ma CD14"*/CD16"
MOHOIIMTH UMajy Bucoky ekcrpecujy MHC-1I u CD32 (FcyRIl) u CX3CR1, 3atum na
UMajy CMameHy crocoOHOCT daromurose u npoayknuje ROS, kao u HUCKY eKCIIPEeCH]y
CCR2 (Geissmann u cap. 2003, Gordon u Taylor 2005). Takohe oBe cybmomymnaruje ce
pa3iuKyjy ¥ mo ekcnpecuju peuentopa 3a CC xeMokuHe, MpH 4yeMy HWHTepMeEIHjepHU

mMoHouutu excpumupajy CCR2, peuentop 3a MIP-1o, 10Kk CeneKTUBHO eKCIPUMHUPA]Y
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CCR5, penenrop 3a CCL5 (enrxn. regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted, RANTES). 3a pasinuky o HHTEPMEIHjepPHIUX MOHOLUTA, KIACHYHH MOHOIIMTH
nMajy Bucoky ekcrpecujy CCR2, a He-KIaCMYHM MOHOILIMTH MMajy BUCOKY €KCIPECH]y
CXCR1 (Ancuta u cap. 2003, Gordon u Taylor 2005). Paznuka usmelyy cyonomyarija
MOHOIIMTA j€ 3allpaBO y MOTCHIMjaly 3a HBUXOBY audepeHijaiujy y M@ u/umu DC.
Hawnwme, nokasano je na ce Monorutu crumyiaucanu ca GM-CSF u IL-4 nudepennupajy
y DC (Sallusto u Lanzavecchia 1994, Sanchez-Torres u cap. 2001), ¢ Tum na
UHTEpMeaUjepHr uMajy Behu moreHnujan 3a mudepennmjanujy y DC y omHocy Ha
kinacuyde monouute (Randolph u cap. 1998, Randolph u cap. 2002). Illta Buie, y
onnocy Ha ekcnpecujy CD64 (FcyRI) nokaszano je na CD14""CD16"CD64" monouutu
MMajy CIIMYHE KakTepucTuke Kao u kiacuunu CD14""CD16™ monouutn. Ose henuje
uMajy 1 Bucok HUBO ekcrpecuje CD86 u HLA-DR a mosehano npoaykyjy TNF-o u IL-6,
mTo Huje Kapakrepuctuuno 3a CD14""CD16'CD64" monormte (Grage-Griebenow u
cap. 2001).

1.5.2. Ilpesazak 'y TKHBO U (YHKIHOHAJIHE KapaKTepUCTHKe
MOHOIIUTA

['maBHM MexaHM3aM MpenaKa MOHOIIUTA Y TKUBO 3acHUBA ce Ha uHTepakuuju CCR2
WCKa3aHMX Ha KUXOBOj moBpiunHu 1 koHieHTpaimje MCP-1 (CCL2) xemokuna (Muller
2001). Kao mro je manomenyro, kinacuduu monorutd (CD147*CD16") umajy BUCOK
HuBo ekcnpecuje CCR2 u CD62L (L cenextun) u Hucky CX3CR1 ekcnpecujy. buxosa
OCHOBHa ynora je (arouuTosa, IpU 4eMmy HMajy BHUCOKY IMEPOKCHAA3HY AaKTUBHOCT U
Bucoky nponaykuujy 1L-10 a mucky mpoaykuujy TNF-a y oaroBopy Ha ctumynamnujy ca
LPS-om (Geissmann u cap. 2003, Cros u cap. 2010). utepMmeaujepHyd MOHOIIMTH UMajy
HUCKY MIEPOKCH/Ia3Hy aKTUBHOCT ajii BUCOK KamanuteT 3a npoaykuujy IL-18 u TNF-a y
oarosopy Ha LPS (Cros u cap. 2010). Toxom wuH(brIamanuje KIaCHYHH U
WHTEpME/IMjEepHH MOHOIMTH Ipenase y TKuBo nocpenctBoM unrtepakinuje CCR2/CCL2.
Taunuje, MCP-1 ce Be3yje 3a CD62L (L cenektun), mTo je moverak (haze KOTpJbama
MOHOIIUTA JY)X aKTHBHPAHUX eHmorenHux henuja Benyna (Palframan u cap. 2001).
[Mapanenno ca MCP-1/CD62L gnuramujom nona3u  no wuHrepakinuje CCR5 Ha
monomutuma ca CCL5 na HEV, kao u VLAL (enrn. very late activation antigen-1) na
monomutuma u VCAM-1 (enrn. vascular cell adhesion molecule 1) va HEV (Yang u

cap. 2014). C ngpyre crpane, He-knacuuau CD14*/CD16"" monouuTH mpenase y TKUBO
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nocpeactBoM uHTepakmuje CX3CR1 ca CCL3 u CXCL9 ocnobohennx mon AejcTBOM
IFN-y (Janatpour u cap. 2001).

1.5.3. Indepennujanuja monouura u M1/M2 nonapusaunuja

Knacuyru CD14""CD16" MOHOLMTH HAcTajy y KOCTHO] CPXKHM H3 3ajeIHHYKOr
npekypcopa 3a DC (enrn. macrophage-dendritic cell progenitors, MDP), 3atum npenase
y IUPKyJIanujy u AuQEpeHuurpajy ce y HHTepMEIUjepHe W He-KIACMYHE MOHOIIUTE
(Zawada u cap. 2012). Jennom mocrienu y TKMBO, MOHOIMTH ce audepeHiupajy y MO
Opyu 4YeMy y 3aBUCHOCTH OJf CTHMyJdyca Mory nompumutd M1 wimm M2 ¢enotun
(Martinez u Gordon 2014). Ilpoundaamanujcku M1 M@ HacTajy HaKOH aKTHBaIHdje ca
IFN-y, LPS wmm GM-CSF, nok wumyHoperynammjcku M2 MO Hacrajy HaKOH
crumynanmje ca IL-4, IL-10 u M-CSF (Mantovani u cap. 2004). 3a M1 nonapusanujy je
KapakTepUCTU4YHO na ce y Toky ctumynainuje ca IFN-y u LPS mosehaBa excmnpecuje
nojenunux perentopa 3a nutokune (CSF2RB, IL-15, IL-2RA u IL-6R), aaxe3uoHux
monekyna (ICAM-1, unrterpun (ITG)-aL, 1TG-04, ITG-f7) u mro je HajBaKHH]jE
nponykuuja nporuHdiaamiujckux murokuna (IL-1p, TNF-a, IL-12, IL-6 u IFN-B) (Hu u
Ivashkiv 2009). GM-CSF, cauuyno LPS-y, y mpouecy M1 monapusanuje mocmeuryje
Npe3eHTalljy aHTHUIeHA, (arouuTo3y MOCPEAOBaHY aHTHTEIMMa M MUKPOOUIHMIHY
akTuBHOCT MO 1 mosehasa nponykuujy npouHpiaamanujckux nuutokuna IL-6, 1L-8, G-
CSF, M-CSF, TNF-a u IL-1B. Ocum Tora, GM-CSF perynuiiie eKcripectjy mojeInHuX
nospmHckux Mapkepa (CD14 u CD163) wa M1 M@ (Krausgruber u cap. 2011). C
apyre crpane, M2 monapu3zanujy KapakTepuile Hekonuko noarumnoBa (M2a-c). Tako
crumynanujom ca IL-4 u IL-13 monasu no M2a nonapusanuje u ¢y3uje makpodara, mpu
yeMy ce cMambyje mrxoBa (aromuTosa (Scotton u cap. 2005, Martinez u cap. 2013). M2a
aktuBupane MO onnukyje Bucoka ekcripecuja CXCR1, MHC-1I u CD206, Bucoxka IL-10
U Hucka mpoaykuuja IL-12. Ilto ce Tuue M2b makpocdara, OHM HacTajy HAKOH
aktuBaije ca LPS u IFN-y. Tako aktuBupane M2Db, 3a pasmuky ox ox M1, mumajy
cMmameny IL-12, a mosehany IL-10 npoxykuujy (Anderson u Mosser 2002, Edwards u
cap. 2006). Ocum Tora, M2b makpodaru nmajy nosehany exkcnpecujy MHC-I1 u CD86
MOJIeKyJIa, aju 3a pa3nuky o M2a ne excripumupajy CD206. M2b takohe mpoaykyjy
IL-10, amu u IL-1B, IL-6 m TNF-a. Tpehu moarum M2C makpodara Hactaje HAKOH
nmoJlapm3aiyje ca TIYKOKOpTUKouauMa y kKomOuHamuju ca |L-10. Hawmme, HakoH

CTUMYyJIallfje ca TJIYKOKOpTUKOMIUMa jaona3u 1o nosehane mpoaykuuje IL-10 koju
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npunaga Qgamunuju Tregs HMTOKMHA M jak je mHXuMOuUTOp Thl MMyHCKOr oAroBopa
(Ehrchen u cap. 2007). TakBe makpodare umajy Brucoko excrnpumupad CCR2 penentop
u CD14, cpeamwu HuBo excripecuje CD206, nok je ekcripecuja MHC-I1 monekyna Hucka.

3ajennuuka kapakrepuctuka M2C u M2b je na umajy Bucoky IL-10, a mmcky IL-12

OPOAYKIH]Y.
1.6. Me3enxumcke maTtuuHe hesnje

Mesenxumcke marnune hennje (MSC) cy mnypunorentHe henuje cocobHe na ce
00HaBJba]y U nU(EepeHINPajy Y Ipyre TUINOBE helrnja ME3eHXUMCKOT M HEME3EHXHUMCKOT
nopekia. J{o caga cy agynrae MSC u3onoBaHe U3 pa3IUYMTHX TKUBA KA0 MITO CY KOCTHA
cpx (enrnm. bone marrow-derived, BM-MSC) (Pontikoglou u cap. 2011), amgunosuo
tkuBo (enri. adipose tissue-derived, AT-MSC) (Bunnell u cap. 2008), cunoBujanHa
memOpana 3rimoba (enra. synovium-derived, S-MSC) (Harvanova u cap. 2011), mo3ak
(enri. brain-derived neural stem cells, NSC) (Lojewski u cap. 2015), jerpa (enrm. liver-
derived, L-MSC) (Wang u cap. 2016), mankpeac (eurs. pancreatic-derived, p-MSC)
(Seeberger u cap. 2006), xoxa (eurn. dermal-derived, d-MSC) (Orciani u Di Primio
2013), domukyn mrake (eurn. heir-derived, h-MSC) (Morris u cap. 2004), mianenrta
(enrs. placenta-derived, pc-MSC) (Zhu u cap. 2014b), kpB nynuaxe Bprie (SHII.
umbilical cord blood stem cells, UCB-MSC) (Lee u cap. 2004). HemaBno cy MSC
uzonosane u3 PL (enrn. periapical lesion stem cells, PL-MSC) (Liao u cap. 2011) u on
TaJa ce MHTEH3MBHO HCIHTY]y BbYXOBa HIMyHOMO/Iyanujka cBojcta (Poki¢ u cap. 2012,
Doki¢ u cap. 2013).

[Toctoju mpomMcaH MHHHUMYM KpHUTEpHjyMa KoOje je NHOTpeOHO Ja HCIyHmaBa
u3oioBaHa henmjcka momynanuja kako Ou ce Moria cepcratu y rpyny MSC nwmHuja
(Dominici u cap. 2006). TIpema OCHOBHUM KpuTepHjyMHUMa 3a Kapakrepusauujy MSC
HEOIXOJIHO je u3Mel)y ocTanor a moceayjy CrocoOHOCT aaxesuje, 1a HUBO €KCIpecHje
noBpmuHCKUX Mosekyna CD105, CD73 u CD90 Oyne mpeko 95%, 3atum jga He
excripumupajy CD45, CD34, CD14 unu CD11b, CD79a wiu CD19 u HLA-DR wmm na
eKCrpecHja OBUX MoJjiekyna Huje Beha o 2%, kao u ma ce mox oapeheHum in Vitro
ycIOBMMa MOTy JuQepeHIHMpaTH y ocTeobiacte, aaunouute u xoHapoOiacre. Of
ocTaTMX Mapkepa 3ajemHHYkuX 3a BehmHy ycmocraBibennx MSC nmHHja Tpeba

Hariomenyt CD13, CD29, CD44 u CD10 (LV u cap. 2014).
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Ha 6a3u kpurepujyma excnpecuje cnenuGuaaux heaujckux Mapkepa, mokKa3aHo je
na cy MSC y TKuBY NMPBEHCTBEHO JIOKAJIM30BaHE MEPUBACKYJIAPHO Tj. y OJIM3UHU 3UI0BA
kpBuux cyngoBa (Crisan u cap. 2008). IlpermocraBiba ce Oa Cy Pa3IdYUTH THIIOBU
nepunuta Moryhu mnpekypcopu MSC (Vezzani u cap. 2016). OO63upoM Ha
NepUBacKyJapHy JIOKAIN3allK]y, IOCTOjU BerKa BepoBaTHoha na MSC decto crymajy y
KOHTaKT ca OpojHuM mMyHCKMM henmujama. C THM y Be3H, aKTyelHa Cy HCIIUTHUBAbA
Be3aHa 3a MHTepaknujy pazauuutux MSC u henuja ypohene mMyHOCTH Kao MITO Cy
HeyTpoduiHu rpanyinouutd, M@, DC, ypohenoyounauke henuje (enrn. natural killer
cells, NK) u macrouutu (Le Blanc u Davies 2015), kao u ca henujama credeHe
umyHoctd Kao mto ¢y T u B mumbonutu (Aggarwal u Pittenger 2005, Corcione u cap.
2006). YV ToM KOHTEKCTY moka3zano je g1a MSC umajy neHtpaiHy yiaory y uHdiamMaiuju
(Singer u Caplan 2011) u na y 3aBHCHOCTHM OJf THIIAa W KOHICHTpAIMje CTUMYIyca
Moayaupajy umyHcke Mexanusme (Gazdi¢é u cap. 2015). Ha OCHOBY HCHHUTHBaAHHX
dbyHkmoHanHux kapakrtepuctuka MSC w3 pa3nuuuTux TKUBa M OpraHa, CBE j€ BHUIIE
nyOiMKaIyja KojuMa ce ykasyje Ha kopucHocT kojy MSC Mory umatu y pereHepaTruBHO]
memuimbu 1 henujckoj tepanuju (Caplan 2007, Kadar u cap. 2009, Marchionni u cap.
2009, Wei u cap. 2013, Feng u cap. 20144, Lui 2015).

1.7. Me3enxumcke matudHe hesmje 3yoa

Mesenxumcke matuune henuje 3yoa (D-MSC) nozgesbeHe cy npema JToKaau3aiuju
Ha matuuHe henuje: 3yone mysme (enri. dental pulp stem cells, DPSC) (Gronthos u cap.
2000), excrpaxupanux mieunux 3yoa (enri. stem cells from human exfoliated deciduous
teeth, SHED) (Miura u cap. 2003), nepuogontansor yuramenta (enri. periodontal
ligament stem cells, PDLSC) (Seo u cap. 2004), 3yonor ¢onukysa (eurn. dental folicle
stem cells, DFSC) (Morsczeck u cap. 2005) u anukanue manuie 3yoa (exri. stem cells
from apical papilla, SCAP) (Sonoyama u cap. 2008). 3a cse Tunose D-MSC mokasano je
Jla WCIyHhaBajy IMOMEHYTE MHUHUMAJIHE KpUTEepUjymMe 3a Je(UHHUCAke MaTHYHOCTU
(Dominici u cap. 2006). MHTepecanTHO je HamoMeHyTH Ja je 3a cBe D-MSC 3ajeannuka
excripecuja CD90, CD105, CD73, CD44 u CD13, nok ce ekcmpecHja MOjeIHHUX
Mapkepa pasiukyje Mel)y cyononynanujama. Tako Ha npumep CD146 ekcripumupajy cBe
D-MSC ocum DFSC u PDLSC. Jenuno oBe nBe cybmomynamnuje ekcnpumupajy CD10 u
CD59, nox DFSC, 3a pa3nuky mo PDLSC, ucnoseaBajy u CD53. Ocum Tora, jenuHo je 3a
SCAP noka3zano na excipumupajy CD106 u CD24, nok je excripecuja CD166 npucyrHa
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camo kox SHED (Rodriguez-Lozano u cap. 2011). 3a ce uzonoBane D-MSC nunuje,
ocum 3a PDLSC, je msmehy octayior kapakTepUCTHYHO J1a €KCIPUMHPA]y HEYPOTCHH
mapkep Nestin. Ocum Tora, DPSC u PDLSC wucnoseaBajy Scleraxis, crenuduanu
TPAHCKPHUILIMOHU (DAaKTOp TETHBA, JIOK je€ OKTaMep-Be3yjyhu TpaHCKPHIIUOHU (haKTOp
(Oct-4), ox cBHX WCNUTHBaHMX MapKepa EMOpPHOHAJIHMX MaTHYHHMX henuja (eHIJ.

embryonic stem cells, ESC), ucnossen y Hajehem mporenry Ha momynamuju DPSC
(AIAmer u cap. 2016).

1.7.1. U30aaumja u ocHOBHe KapakTepuctuke D-MSC

Mesenxumcke mMatuuHe henmje 3y0a ce MOry M30JI0BaTH Ha JjBa HAYMHA. METOIOM
SH3MMCKE JIUTeCTHje TKHBA MM METoJ0oM exciutanrtaiuje (Karamzadeh u cap. 2012). D-
MSC umajy cnuune mopdoromke u (eHoTurncke kapakrepuctuke ca MSC nuamjama
yCIOCTaBJbEHUM M3 Apyrux TkuBa kao mto cy UCB-MSC, BM-MSC u AT-MSC. Tako,
D-MSC nocenyjy mopdomnorujy cnuuny mopdonoruju ¢pudpodiacta U KapakTepuIle ux
BHCOKa cTomna mnpoiudepannje, CiocOOHOCT caMOoOOHaBIbama U (hopMHUpama KOJOHH]A,
KapaKTEePUCTUKE KOje Ce HE Memajy 0e3 003upa Ha MPUMCEHCHY METONY H30JIallhje
(Gronthos u cap. 2011, Hilkens u cap. 2013). Umajyhu y BUay penaTHBHO jeTHOCTaBaHY
nporeaypy 3a usonamnujy D-MSC, kao ¥ 4YdbeHHUIYy Ja ce MOry ysrajatd in Vitro y
Meanjymy morogHoMm 3a MSC, ucnuTuBaHO je a M MPOMEHA HEKHX OJ Imapamerapa
MOXKE WMMaTH yTuIaja Ha WHUXOB pact. [lokazano je ma D-MSC wmmajy Behm crenen
nponudepanuje Kaga ce raje y Meamjymy cymiementoBanuM ca 1,25% xymanum (AB)
cepyMoM y oxHocy Ha craniapaHo kopuinhenu 10% FBS (enrn. fetal bovin serum)
(Ferro u cap. 2012). Hapasno, croma nponudepalidje HUje UCTa KOJA CBHX THIoBa D-
MSC. Ox cBux cyonormyanyja, Hajeeha croma nmponudepariyje je moka3ana y KyJlITypu
SHED, mro ce objammaBa BUCOKOM aKTUBHOIINY reHa 3a ¢akTope pacta, Kao IITO Cy
¢Gubpobnactau dakrop pacra (eur. fibroblast growth factor, FGF) u TGF- (Wang u
cap. 2012, Vishwanath u cap. 2013). Ocum Tora, Ha nmposnmdepanujy u murpanujy D-
MSC yrtuuy paznuunti apyru ¢akropu kao Ha npumep Notch-81 murann (He u cap.
2009), comaromenun C (enri. insulin-like growth factor 1, IGF-1) (Feng u cap. 2014b),
enuaepmanau dakrop pacra (enri. epidermal growth factor, EGF) u FGF-2 (Lee u cap.
2015). Ox ocranux KyaTHBANOHUX (hakTopa, ocuM xymaHor AB cepyma, mokasano je ma
U caTypanyja KUCEOHHMKOM HMMa yTuiaj Ha npoimdpepanujy D-MSC. KynaruBucane y

ycnoBuMa catypanuje ca 21% Oz D-MSC nponudepunry cropuje y 0JHOCY NPUMEHY
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3% no 6% Oz, mro je HajmpubmwkHUje (usnonomkum ycinoBuma (EI Alami u cap.
2014). OcuMm TOra, MHTEH3HUTET mpojudepamnmje N Vitr0 3aBUCH W O] MPe-aKTHUBAIH]e
MSC in vivo. Hamme, D-MSC wusomoBane u3 myime 3y0a ca HpeBEep3HOMIHUM
nyanuTHCOM y ogHocy Ha MSC u3 31paBux TKMBa, UMajy HUXKH CTENICH Mpoiudepanuje
U CMameHy CIIOCOOHOCT (opMHUpama KOJIOHMjA, ald 3aTo 3aJpXaBajy eKCIIPecujy
nojequHUX Mapkepa kao mto je STRO-1 (Wang u cap. 2010). V nojeaunum cryaujama
je moka3zano na D-MSC nakoH crumynamnuje ca LPS-om wim excrpatom Oakrtepuje
Streptococcus mutans, moBehaBajy excrpecujy TLR4, u na 6e3 o03upa Ha cropujy
nposindepannjy, noiasu a0 nosehama mwuxose murpaimje (Liu u cap. 2014). C npyre
ctpade, crona nponudeparuje D-MSC je Beha nakon crumymamuje ca TGF-Bl wu
3acahuBama Ha TpoxuMeHsnoHanHe matpuiie (euri. scafold, 3D kynrypa) (Farea u cap.
2014). T'enepanno, nponudepanuja Behune D-MSC in vitro je HajunTeH3UBHKja H3Mehy
JIpyTe ¥ 4eTBPTE Macaxe, JOK Ce HAKOH JEBETE Macake Harjio cMamyje, mTo je mpaheHo
noBehameM Opoja XpoMo30McKuX abepairja U yaena terpamionaaux hemamja (Suchanek

u cap. 2013).

1.7.2. Excnipecuja noBpmmHckux mapkepa D-MSC

[Topen Tora mro cy mopdonomku Beoma ciuuHe ca MSC u3 npyrux TkuBa u
oprana, D-MSC umajy 3ajemanuky ekcrpecujy 3a oko 4000 rena ca BM-MSC, AT-MSC
u UCB-MSC, mro yka3yje Ha To na oBe hemuje mmajy m cinuuHe (eHoTHIICKE
kapaktepuctuke (Shi u cap. 2001, Ponnaiyan u Jegadeesan 2014, Stanko u cap. 2014). Y
autepatypu je nokazaHo na D-MSC mopen ocHoBHux Mapkepa CD73, CD90, CD105
excnpumupajy u CD29, CD44, CD166, CD146 u STRO-1, 1ok cy MOTIYHO HEraTuBHE
na CD14, CD34 u CD45 (Huang u cap. 2009, Agha-Hosseini u cap. 2010, Navabazam u
cap. 2013, Vishwanath u cap. 2013). Ocum momeHyTHUX Mapkepa, mokaszaHo je n1a D-MSC
UCKa3yjy MapKepe KapaKTepHCTH4YHe 3a henuje KpBHHX CyAOoBa Kao IITO Cy MapkKep
rnatkux munmhaux hemmja (enrn. alpha-smooth muscle actin, aSMA), CD146 u
nepuiutHy anturen 3GH, anu na 3a pasauky o EC He excnipumupajy von Willebrand-os
daxrop (VWF) (Shi u Gronthos 2003). 3a neke mosekyne D-MSC, kao o je Oct-4, je
NIOKa3aHo Jla ce HhHUXOBa eKkcrpecuja moBehaBa TokoM macaxupama (Marchionni u cap.
2009), nok ce excnpecuja apyrux mapkepa (STRO-1) cmamyje y TOKy macakhpama a
excnpecuja CD73, CD90, CD105 u CD166 ocraje HenpomemeHa (Gao u cap. 2015). Ox

ocranux Mapkepa cojctBeHux 3a ESC, D-MSC ekcnipumupajy SSEA-4 (Kawanabe u
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cap. 2012). Tlopen excmpecuje SSEA-4 u Oct-4, 3a DPSC je mokazano na umajy
noBehaHy aKTHBHOCT TPaHCKPHUIIHMOHMX (hakropa kao mrro cy Nanog, Sox2, Lin28, c-
Myc u mapkep HeypoekToaepMaaHux MaTHuHuX hemrja Nestin, koju je 3ampaBo mpoTenH
tunia VI uatepmenujepror ¢unamenra, mro je TunuaHo 3a ESC (Atari u cap. 2011).
Ocum Tora, 3ajemnuuka kapakrepuctuka DPSC u PDLSC je na ekcnpumupajy
emoproncke mapkepe Oct-4, Nanog u me3zomepmannu mapkep Vimentin, ¢ tum na
PDLSC wumajy cmabuju mHTeH3uTeT ekcupecuje 3a Nanog. Ilra sume, DPSC umajy
Bumn HUBO ekcrpecuje SSEA4, CD13 u CD166 mapkepa y ogHocy Ha PDLSC, nox je
excnpecuja CD9 mapkepa Beha Ha PDLSC y onnocy na DPSC (Ponnaiyan u cap. 2012).
HenasHo je unentndukoBan HOBU moBpmMHCKH Mapkep, CD71, Ha MeMOpaHu XyMaHUX
D-MSC, koju je mo ¢pyukuuju perentop 3a tpanchepur (TfR) u xoju je npeanoxeH Kao
nosu MSC mapxkep (Park u cap. 2013).

Meszenxumcke MaTuuHe henmje 3yOHe mynme y uWHGIaManuju W HaKOH
KpHUoOIpe3epBalyje 3aJpxKaBajy cBe OCHOBHE KapaktepucTtuke kao u MSC u3 3apaBux
tkuBa y kyntypu (Chen u cap. 2011). Meljyrum, cBakako aa TOCTOje (DEHOTHIICKE
paszmuke uzmel)y oBa nBa tunma MSC. Hanme, mokaszaHo je 1a ce HAaKOH CTUMYJAIje ca
TNF-o 3naugajno moBehaBa ekcrpecHja HeKkHx Mapkepa kao mro cy CD146, STRO-1,
SSEA-4, Nanog u Oct-4 na DPSC (Ueda u cap. 2014). Tlojenunu ayTopu yKasyjy na y
ycrnoBuMa 3anajbeba DPSC uMmajy 3HavajHy ynory y JIOKaTHMM pereHepaTUBHUM
nporecuMa. Tako je Ha MOAENy 3amajbema Iydme IoKa3aHo Ja ce nosehaBa
nposnpepanuja DPSC (mosehana excripecuja Ki67 daxropa) u excnpecuja CD133 u N-
CAM wmapkepa (enrn. neural-cell adhesion molecle, CD56) (Ustiashvili u cap. 2014).
LPS, ocum mto nuranujom npeko TLR4 ytude na nosehany nponykiujy IL-8 ox ctpane
DPSC, Takohe moBoam m 10 3HadajHOT mMoBehama ekcrnpecuje TLR4 Ha BHXOBO]
memOpanu (He u cap. 2013). Ekcmpecuja mapkepa Ha D-MSC ycmocraBibeHUX H3
uH(pIaMApaHUX TKHBa j€ u3Mely octanor oapeljeHa W HMHTEPAKIIUjOM Ca Pa3sTHYHUTAM
uHpuiTpuiyhum hemujama, mTo ce MOKE MCIUTHBATH HA PAa3IMYATHM MOeIHMa in
vitro. Tako je mokazano ga DPSC y wunTepakimju ca ¢uroxemarnyruauHom (PHA)
aktuBupanuM CD3 T numdoruruMa y KynaTypu mnoBehaBajy eKCHIpecHjy XyMaHOT
neykouutHor anturena (HLA)-G, dakropa pacra xemarorura (HGF)-B1, IL-6, I1L-10,
ICAM-1, VCAM-1 u BackynapHor enaorenujaitHor ¢gakropa pacra (VEGF) (Demircan u
cap. 2011). Ha ocHOBY M3HETHX mojaTaka ce Moxke 3akbyunt na D-MSC u3 TkuBa y

UH}IaMaIHjH TOCeyjy CIMYHe KapakTepuctuke kao 1 MSC u3 31paBux TKuBa 3y0a aimu
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Jla ce y TOrJieay eKCIpecHje MojeAUHUX MapKepa 3Ha4dajHO pas3iukyjy. To mMoxe OuUTH
MOCJIC/INIIA FbUXOBE aKTUBAIIM]€ MO/ yTHIajeM OpojHUX MH(]IIaMAIMjCKUX areHaca Kao

JTUPEKTHE UHTEPaKIIH]je ca pa3snuuuTuM nHpuntpumryhum henujama.

1.7.3. Iudepenuujanuja y heanje Me3eHXUMCKOT MopeKJia

[Ipema MUHUMYMY TIpONMHMCAaHUX KpUTEpHjyMa Koje Tpeba /a ucrymaBa henujcka
nuHHja 1a 6u ce morna npornacutu 3a MSC nunujy, HeonxonHo je u3mely ocrasnor na
MOCeyjy CIocoOHOCT AuQepeHirjalije Y HajMame Tpu JTuHUje henrja Me3eHXMMCKOT
nopekia in Vitro (ocreobmacte, xouaporure u axunonute) (Dominici u cap. 2006).
[Tokazano je na cse cyononymnanuje D-MSC mory audepeHupaT y cBa Tpy THIIA OBUX
henuja, HE3aBHCHO O] IpUMEEHE MeTo/Ie 3a u3onanujy (Miura u cap. 2003, Gay u cap.
2007, Huang u cap. 2009, Karamzadeh u cap. 2012, Hilkens u cap. 2013). Haume, kana
ce raje y Meaujymy 3a ocreorenHy nudepennujanujy D-MSC excnpumupajy mapkepe
KapakTepUCTHYHE 3a octeoreHesy (kojareH tumn |; komranu cujamonporeus, BPM;
ocreokanmd, OCN), y Meaujymy 3a XOHIpOreHy IU(epeHIjalnjy OHE MPOAYKY]jY
KomareH W youaBajy ce 3D cdepe komareHor TKMBa MTO CE€ MOXE JICTEKTOBATH
xucroxemujckom meromoM (Alcian blue), a y Mmeaujymy 3a amgunoreny audepeHiujaiujy
ce youasajy untpauenyiaaprae Oil red O rpanyne u nosehana CMHTE3a JIUIOMPOTEUHCKE

JIUI1a3c.

1.7.3.1. Ocreo/ogoHTOreHa qu(pepeHUjanuja

Kao mTo je Hamomenyrto cBu tumoBu D-MSC ce mox ompehenum ycrmoBuma
nudepennupajy y ocreodmacre. Mehyrum, moctoje paznuke y ahUHHTETY TMOjeIUHUX
cyOnomynamuja 3a ocreo/ogoHToreny aubepenumjanujy (Vezzani u cap. 2016).
Cymupajyhu ucrpaxuBama ayropa Gronthos u cap. (2000) u Huang u cap. (2009)
yKazaHo je 1a cBe cyonomynamuje, ocuM DFSC, y Toky mporieca ocreoreHese mpoayKyjy
ankanHy (¢ocdarasy (enrn. alkaline phosphatise, ALP) wu dochopunrcanu
rmukonporend ECM (enrs. matrix extracellular phosphoglycoprotein, MEPE), 3atum aa
cse, ocuM SHED, excripumupajy cujanonporenH koctu (enri. bone sialoproteine, BSP),
JIOK je eKcrpecHuja AeHTHHCKor cujanonporenHa M Cbfal/Runx2 kapakrepuctuuna 3a
DPSC, SHED u SCAP. Ocum tora, ekcripecuja ocreokaniua (euri. osteocalcin, OCT)
kapakrepuctuuna je 32 SHED, PDLSC u DFSC, a OSX (enr:x. osterix) o crpane SHED

u DFSC, nok je octreonektus (enri. osteonectin, OCN) ekcripuMUpaH jeJMHO Y KYJITYpH
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DPSC. Takolhe je moka3aHo Jna pa3iuuuTH (AKTOPU TMONYT (PHUIUYKHX YCIIOBa
(temmeparypa), 3atuM ¢akropu pacta (EGF-2, IGF-1 u TGF-f1) u Buramua D3 mory
yTUIaTH Ha mporec ocreorenese (Vezzani u cap. 2016).

Opnonroreny nmudepenmmjaijy D-MSC  kapakrtepuie ekcrpecwja JICHTUH
cnenuUYHUX TPOTEeHHA: cHjamonporerHa aeHTuHa (eHri. dental sialoprotein, DSP) u
neHranHor cujanodochonporenna (eura. dental sialophosphoprotein, DSPP), kao u
noeehaHa jeno3uija MUHEpaia U (GOpMHpame MUHEPAIHUX HOJyca HAIUK JCHTUHY,
okpyxeHux opoHrobmactuma (Bakopoulou u cap. 2011). MHTepecanTHO je HAIIOMEHYTH
na aktuBHoct Ca-Mg (TRPM7) jonckor kaHama OWTHO yTHYe Ha MpoIec
ocreo/omonrorene mudepeniujanuje DPSC (Cui u cap. 2014). Hamme, ShRNK 3a
TRPMY cynpumupa cunresy ALP, BSP, Runx, OSX u DSPP y xyntypu DPSC.

OcuMm criocobHOCTH na ce audepeHnupajy ocreo/ogontorene hemujcke nuHuje in
vitro, y nurtepatypu je mokazano aa D-MSC (cyorun SHED), ma moneny ocreorene
JMCTpaKiiije MaHauOyse 3ela, JO0BOAE 10 KOMIUICTHE pereHepaiyje Koctdu in Vivo
(Alkaisi u cap. 2013), mTo UX YMHK MOTOAHUM 3a hienujcKy Teparnujy.

[Topen nudepennujanuje y pynkumnonanne ononrodnacre, D-MSC ce takohe mory
nudepeHpaTd 1y HeMeHToOIacTe y ycloBuMa xurnokcuje. Hamme, mokaszano je na
XHIIOKCcHja yTHue Ha moBehame mpoaykmnuje nementHor npotenHa (CEMP1) mpeko

xurnokcuja uaaynuouaHor ¢axropa (HIF-1) va D-MSC (Choi u cap. 2014).

1.7.3.2. Xonaporena nudepeHumjanuja

Kao 1o je HanmoMeHyTo XOHApOreHy AudepeHLnjalnjy KapakTepHIle clioCOOHOCT
CHUHTe3€ KoylareHa Ha npBoM Mecty kosareHa tuma I (COL1), xomarena tuma III
(COLHI) u Scleraxis. On cBux cy6bnonynauuja, DPSC excrpumupajy cBa Tpu THMa
kosareHa, Aok 1 DFSC y mnpouecy xonaporenese excrnpumupajy COLI, a PDLSC
excripumupajy Scleraxis (Huang u cap. 2009, Vezzani u cap. 2016).

1.7.3.3. Aagunorena nudepeHunjanuja

Anunoreny qudepeHIHjalnnjy KapakTepulle HaKylJbalkbe UHTPALUTOIIa3MaTCKIX
Oil red O+ nunuaHUX KambHIla, HITO 3allpaBO Kopeiaupa ca nmoBehaHoMm ekcrnpecujom
PPAR-y (eurs. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) u JHIonpoTenHCKe
Jianase, a npeacTaBjba MOYCTAK aIUTIOTCHESC. 3a cBe IIOATHUIIOBE D-MSC je IIOKa3aHo aa

Moceayjy CIOCOOHOCT amumnoreHe AudepeHirjanuje, ald Ja je OHa y OJHOCY Ha
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OCTEOTeHY W aaurnoreHy audepeHnujanmjy, Hajcnabuje mpaxkena (Boki¢ u cap. 2012).
Tako ce npubmkno 5% SHED nHakoH 5-HenesbHE MHIYKIHM]E Y aIUNIOTEHOM MEINjyMy

nudepennupa y agunorure (Miura u cap. 2003).

1.7.4. {ndepenumjanuja y heauje He-Me3eHXUMCKOTI MOPeEKJIa

[Topen crocobnocTr na ce nudepennnpajy y hemmje Me3eHXMMCKOT TOPEKJIa Kao
IITO Cy OCTEOOJIAaCTH, OJOHTOOJACTH, XOHIPOIUTH, AIUMONHUTH W henuje eKTo-
Me3eHXHMCKOT nopekia (omontobnactu), D-MSC ce mory mox oapehunum ycrnoBuma
takohe mudepennupatu henuje He-ME3EHXMMCKOT TOPEKJIa Kao ITo Cy HepBHE henwje
(Gervois u cap. 2015). VYV nwurepaTypu je IOKa3aHO Ja y MPOLECY HEypOreHe
mudpepernujanuje D-MSC ucnospaBajy mMapkepe paHe u kKacHe (haze HEyporeHe3e Kao
mro cy HectuH, B3 TyoynuH, S100 mpoTenH, cHHANTOQU3UH U MIPOTEHH MUKPOTYOyIa 2
(emra. microtubule-associated protein 2, MAP2) (Martens u cap. 2012, Isobe u cap.
2016). Ocum gudepennujanmje y HepBHe hemmje, D-MSC ce Ttakohe wmory
mudepennuparn y mumuhae hemuje (Zhang u cap. 2008), nmapenxumcke henuje jerpe
(Chen u cap. 2013), henuje enmoxkpuHor u er3okpuHor mankpeaca (Carnevale u cap.
2013, Ishkitiev u cap. 2013), u3 yera ce MOXe 3aKJby4HTH Ja OHE Y OyayhHOCTH MOTry

MOCTaTu Teparvja n30opa y pereHepaTuBHOj MEIUIIMHU.

1.8. MSC1/MSC2 nosapu3zanmja

Kao mTo je Hanomenyro MSC u3 pa3nu4uTHX TKHMBA W OpraHa MPBEHCTBEHO CY
JIOKaM30BaHe y Om3uHN KpBHUX cynaoBa (Shi u Gronthos 2003), kao u 1a cy pasnuuute
nomnyiaiyje NepuiuTa HBHHUXOBU HajBepoBaTHHju Tpekypcopu (Vezzani u cap. 2016).
Cymupajyhu nonatke o uHTepakumju paznuuutux MSC u muunrpumyhux henuja,
nokaszano je na MSC y uH}uamanujoM H3MEHEHOM TKHUBY MOTY Ja cTUMynuiry Thl
u/wmn Thl7 uMyHCKM 0AroBop mrto ux 4uHU npouHpuamanujckum (MSCL) henujama,
JIOK 1o/ oapeh)eHnM okoiHOCTUMA MOry jaa uHxuOHpajy Th1l/17 a crumynumy Th2 u
Tregs uMyHCKe OAroBOpeE, IITO je omtnka uMyHoperynanujckux (MSC2) henuja (Gazdi¢
u cap. 2015).

Ha mouetrky undiamammje TNF-a u IFN-y, npeko cBojux penentopa (TNFR u
IFNR), kao u LPS mpeko TLR4 uckazanux na hemujckoj memopanun MSC, noBoae 10
nosehama mnponykuuje IL-8 m dakTopa mHXMOMIMje MuTpanuje Makpodara (SHII.

macrophage migration inhibitory factor, MIF) on crpane MSC (Chang u cap. 2005,

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIUCEPTALIUIA | 27



YBoxa

Gazdi¢ u cap. 2015), mro yTu4ye HAa TPWIMB HEYTPOPHIHHX TpPAHYJIOLHUTA Y
undamarmjom 3axBaheno tkuBo (Brandau u cap. 2010). Illta Bume, Poly I:C npeko
TLR3 peunentopa noBogm no mnosehane mnponykumje IL-6, IFN-B u GM-CSF
npoaykoBaHux oz crpane MSC mTo nma 3a mocieanily CMamerhe aronTo3e Heyrpoduia
(Raffaghello u cap. 2008, Cassatella u cap. 2011). Ocum Tora, mosehana je mpoayKiuja
MIP-1a, MIP-1B u RANTES oz crpane MSC (Bernardo u Fibbe 2013), mrro goBoau 10
noBehane murpanuje u akruBanuje T henrja u nmoBehama npoaykiuje TNF-a u IFN-y.
Ogako aktuBupane MSC1 crumynumy Thl umyncku onrosop. Ocum tora, IFN-y yTiue
Ha mnoBehany mpoaykmujy CXCL6 u CXCL12 xemokuna ox crpane MSC, koju y
MOBpaTHOj cre3u yruuy Ha noehanmy mwurpanuje apyrux MSC (Strojny u cap. 2015)
Hamum noeehamem tutpa TNF-o u IFN-y nonasu no nonapuszamuje y MSC2 tun henwuja,
KOje caJa MMajy MMYHOPETYJAIHjCKO JICjCTBO y MHTEPaKUUju ca UMYHCKUM henujama
(Gazdi¢ u cap. 2015). Haume, MSC2 nosehano npoaykyjy IL-6, IL-10, IDO-1 u PGE2,
IPEKO KOjUX yTU4y Ha nojapusaiujy M@ y npasiy M2 (Nemeth u cap. 2009, Francois u
cap. 2012) u nosehasajy yneo tosneporenux DC (Doki¢ u cap. 2012). YV unTepakimju ca
T henujama MSC2 ucnosbaBajy antunponudeparuBau epexar y kynrypu ca CD3(+) T
auMouuTEMa akTHBUpaHUX ca ¢urtoxemarnytuauaom (Ueda u cap. 2014). Tom
NPUIKKOM, JOBOJE 10 CMamermha Mpoaykiuje npouHgiamanujckux urokuaa (IFN-y,
IL-2, IL-6, IL-12, IL-17A, TNF-a) a noBehaBajy mpoayKIijy HHAYIHOMIHOT IPOTEHHA
10 (IP-10; CXCL10) kao u ymeo Treg (CD4'/CD25*/Foxp3*) y momymiauuju PHA
aktuBupanux CD3+ T nmumdonura (Demircan u cap. 2011).

[Tojenan MaTepHjanu KOjU c€ KOPHCTE Y PEeCTOpPaTpUBHOj CTOMATOJOTUjU MOTY
uMaTH yrtuiaj Ha nonapusanujy MSC. Tako 2-xuapokcuernn Mmerakpuwiar (HEMA)
noehaBa mnponyknujy IL-6 u IL-8 y kynrypu MSC, mrto moBomn no MSC1
nonapu3aiije (Trubiani u cap. 2012). C npyre crpane, y Makcuiao(haIijaiHoj ¥ OpaaHoj
XUpYypruju je decta ynotpeda 3D BemITauku CMHTETHCAHMX KOJAreHUX MaTpHia Koje
nocrienryjy murpanujy henauja u HeoBacKynapu3auujy komTaHux nedekara (Asanbe u
cap. 2014). 3acahuBame MSC Ha OBakBe TpPOJAMMEH3HMOHE KOJarcHe MOJee Merba
npouIT IUTOKWHA TIojenHuX cyormonynanuja D-MSC, xao va mpumep SCAP koje y Tom
cnyuajy npoaykyjy 10 myra Bumre TGF-B3 y omHOCY Ha MPOIYKIH]Y Y CTaHIAPIHAM
ycnoBuMa y 2D kynTypu henmja, a mro cBe 3ajeIHO yKa3yje Ha Mojlapu3aliijy y MpaBIly

MSC2 (Somoza u cap. 2015).
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1.9. Kpuonpe3epBauuja MSC

KpuonpesepBanuja je MeTon 3a QyroTpajHO 4yyBame helMja Ha BeOMa HHUCKUM
TeMIIeparypama y CTepHJIHUM yciioBuMa. Ha oBaj HaumH ce mpaBe pe3epBe henuja koje
ce MOHOBO MOT'Y KOPUCTHTH y eKcrepuMeHTHMa. Hajuemhu u yjenHo HajedukacHUju
METOJ[ 3a KpHuompe3epBaiujy je cMmp3aBame hemmja y 10% aumerun-cyinpokcumy
(DMSO) pactBopy ¢erannor teneher cepyma (euri. fetal calf serum, FCS) y Teunom
azotry LN, (enrn. liquid nitrogen, LN2) na -196°C. IToka3ano je ma D-MSC nakon
nporeca KpHOIpe3epBalyje 3aapkaBajy CBE KapaKTepUCTHKE MaTHYHUX henuja
(mponudeparirja, KIOHOTCHOCT, EKCIPECHje MapkKepa, CrnocoOHOCT audepeHiujaiuje)
(Zhang u cap. 2006, Park u cap. 2014). Hexu ayTopu HCTHYY JJa OCHM YyBarba Yy TEYHOM
asory, cmp3aBame y 10%DMSO/FCS na -80° C Takohe HeMa HeraTUBHUX TOCIIEIUIIA 110
ouonomke kapakrepuctuke MSC, mro oBaj MeTos Takol)e YMHU MOTOJHHUM 32 FUXOBY

kpuomnpesepsanujy (Kumar u cap. 2015).

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIUCEPTALIUIA | 29



Xumnorese H IH/bEBH HCTPAKUBaAKHA

2. Xumnore3e H IM/beBH HCTPAKUBAHA

Kao mTo je Beh nedunncano, PL mpencraBibajy XpOHHYHO 3alajbeibe Yy Mpeacity
ameKkca KOpeHa 3y0a, Koje KapaKTepHIly MpoIecH er3anepbanuje (CHMMITOMATCKE) U
perpecuje (acumnromarcke) Jsiesuje (Marton u Kiss 2014). Cactoje ce 01 HEKPOTHUHOT
CyIcTpaTa, OaKTepHja U HBHXOBHX MPOJyKaTa Kao U rPaHyJallMOHOT TKUBA y KOME Cy Y
CTpOMaJIHEe KOMIIOHEHTe MHpmITpucane uMmyHcke hemmje (mumdornuTH, miazma henuje,
rpaHylonuTH, henwje MOHOHYKIEAapHOT (arolUTHOT CHUCTEMA, MACTOIUTH U Jpyre
hemuje) (Nair 1987, Lukié¢ u cap. 1990, Liapatas u cap. 2003, Coli¢ u cap. 2009¢c, Park u
cap. 2011). Cumnromarcke PL ce kapakrepuiny moBehiaHOM €KCIIPECHjOM aaXE3HOHUX
Mosiekyna, noBehanom mpoayuujom Thl um Th17 numTokMHa Kao M IMTOKMHA KOjH
nocnemryjy uauamanujy u pecopnuujy kocru: IL-1, TNF-o, IL-6 1 RANK/RANKL
(Silva u cap. 2005, Gazivoda u cap. 2009, Marton u Kiss 2014). C apyre ctpaHe, KOx
acumnromarckux PL mpeosnamaBa Th2 umyHCku oaroBop u Tregs, Koje KapakTepuiie
nosehana npoxykuuja Th2 (IL-4, IL-5 u IL-13) u umynoperynanujckux (IL-10 u TGF-)
muToknHa. OBM  IMTOKMHHM OrpaHWYaBajy HH(}IaManujy W TOCHemyjy Ipoiece
3apacrama u perpecuje PL (Fukada u cap. 2009, Marton u Kiss 2014). Ilopen Tora,
npucyctBo IL-27 u IL-6, koju umajy ocobuHe mnpo-uHGIAMALM]CKUX ald U aHTH-
UHQIIaMAIM]CKUX [IMTOKMHA, JIOMPUHOCH CJIOXCHOCTH HWMYHOJIONIKUX MeXaHu3ama
xpornurnx PL (Colié u cap. 2009a).

Wmajyhu y Buay na npubnnxHoO /1Be TpehuHe jbyau pa3Buje Heku oOnuk PL, To
gy PL Beoma morogHum TkuBoM 3a uzonanujy MSC, o03upom aa ce 0HO OJCTpamyje
PYTMHCKMM TepanMjcKUM THpoleaypama (aluKOTOMHja WIM eKCTpakuuja 3y0a).
Mehytum, ga 6 oBa OMOTEXHOJIOTMja OWJia KIMHUYKU pEJIeBaHTHA, HEOINXOJHO je
JeTaJbHO HMCTPXUTH (pusmonomke u matopusnonomke kapakrepuctuke PL-MSC u
BUXOBY KOMYHHKAlLlMjy ca OKOJHMM henujama y wuHQIaMalMjckoM HHQUITpaTy,
nocebHo ca henujama ypoheHe umyHocTH. O OBMM HHTEpaklyjamMa CKOpPO Ja Hema
HUKAKBUX ITyOJIMKOBAaHUX MOJaTaKa y JOCTYITHO] JIUTEPATYPH.

Ha ocHoOBy nocanammux ca3Hama O KapakTepucTHkama u umyHoOuosnoruju MSC
U30JI0BAaHUX M3 MH(IAMHPAHUX TKMBA, KA0 U MyOJIMKOBAaHUX I0JIaTaKa O MHTEepaKIfjama

u3mel)y MSC u3 apyrux TkuBa ca henmjamMa IMyHCKOT cHCTeMa, IOCTaBJbeHe cy cienehe
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

XHIIOTE3E:

1. PL-MSC ocTBapyjy IBOCMEpHE KOMYHHKalHje ca QaroudTHUM henujama
(rpanyonMTHEMa ¥ MaKkpodarmMa) myTeM TUPEKTHUX KOHTAKaTa U COTyOMITHIX
MeujaTopa.

2. PL-MSC  wucnosaBajy  aHTU-MH(IAMalMjCcKa,  AHTH-AalONTOTCKA U
UMYHOpETYJAIIjCKa CBOjCTBA Y MHTEPAKLIUjU ca uH(pIaManujckuM henujama us3
MepUaneKCHUX Jie3rja U GarouuTUMa y KyJITypH, Koja 3aBUce oJ1 BpcTe henuja
Y FBbUXOBOT aKTHBALMOHOT CTaTYycCa.

3. @aronmuTH W HUXOBH MPOAYKTH MOAYIUPajy (EHOTUIICKA CBOjCTBA U

NPOAYKIHjYy IIUTOKKWHA oj cTpaHe PL-MSC.
3a mpoBepy OBHUX XHUIIOTE3a IIOCTABJEEHHU Cy cienehu
HU/BEBU UCTPAYKUBAIbA:

WzomoBatn u wucnuratd (Qenoruncke kapakrepuctuke PL-MSC, muxoBy
CIIOCOOHOCT 3a CaMOOOHaBJbamke, JUHAMHUKY pacTa, CHOCOOHOCT (opMHpama
KOJIOHHWja U nudepeHujanujy y apyre Tunone henmja Me3eHXUMCKOT MOPeKIa.
Onpeauty in situ nokanmuzamujy PL-MSC u 6sucke konTtakare nsmely PL-MSC
U rpanysiouura, oqHocHo PL-MSC u M@.

WUcnutatn yruna) PL-MSC  Ha nmpoaykuujy mnpo-uH(IaManujcKux U
MMYHOPETyJIalijCKUX LWTOKMHA OJ CTpaHe YKYNHUX HHGIaMalMjCKUX |
MOHOHYKJeapHuX henuja u3 PL y KynTypu U BUXOBY MOBE3aHOCT ca KIMHUYKUM
tunom PL.

OppenuTy CTENeH amonTo3e W HUBO NPOAYKIHMje IIMTOKMHA OJf CTpaHe
TpaHyJIOUTa Y TUPEKTHOM U HHIUPEKTHOM KoHTakTy ca PL-MSC.

Wcnuratn ytunaj rpanynonura u NET-a Ha nponudepanujy v mpoayKIHjy
uToKrHa o7 ctpaHe PL-MSC kao u MexaHu3Me yKJby4eHe Yy OBE HHTEpaKIHje.
Hcnutatn edexkar mnpouHpramanujckux LUTOKMHA M aroHucra TLR Ha
(eHOoTHIICKa CBOjCTBA M MPOAYKIIN]Y UTOKMHA 0] cTpane PL-MSC.

VYnopenutu edexar PL-MSC na ¢enoruncka n QyHkiuonansa cojctBa M@
JOOMjEeHNX OJf MOHOLMTA Pa3IUYUTHM NOCTymuuMma in Vitro, u edexar oBux
tunoBa M@ Ha npoayknujy nutokunaa o crpane PL-MSC y okBupy nBocmepHUX

KOMYHUKaluja.
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3. Marepujan u metoje

3.1. Meaujym, mygepu u aroHUCTH

3.1.1. RPMI 1640 meaujym

RPMI 1640 wmemujym (Sigma ALDRICH, Munxen, Hemauka) ca 1%
reatamuiaoM (Ianenuka, beorpan, Cpouja) u 7.5% NaHCO3 (MuctutyT 3a dapmariujy
BMA, Beorpan, Cp6uja) kome je nomato 10% ¢erannor teneher cepyma (euri. fetal calf
serum, FCS; PAA Laboratories, Kenbe, Hemauka), S0uM 2-mepkanroeranona (2-ME,
Sigma), 50 i.j./ml neanummmna nu 50mg/ml crpentomununa (I"anennka) kopumrheH je 3a
kyntuBauujy PBMC u MO u npencrasiba kommieran RPMI meaujym.

3a monanujy PBMC kopumhen je RPMI 1640 meaujym (Sigma) 0e3 momatka
cepyma, a KoMe je y huHanHoj KoHteHTpauju qoqat 1% rearamunud (Ianenuka), 7.5%
NaHCO3 u 0,02% Na-etunenaguamunorerpaanerat (NaEDTA) (Sigma) npumnpemibeH y

Huctutyty 3a papmanujy BMA.
3.12. o-MEM meaujym

3a xynruBanujy, TectoBe mposmdepanuje u Gopmupama koinonuja PL-MSC
kopumthen je o-MEM wmenujym (Sigma) kome je nomato 10% FCS, 50uM 2-
Mmepkanroeranona (2-ME) (Sigma), 50 ij/ml menummmuna (Tamenuka) u 50mg/ml

crpentomuiinHa (["aneHuka).

3.1.3. Meaujym 3a ocreoreny nudepennujauujy PL-MSC

3a unaykuujy ocreorene nudepennujanuje PL-MSC kopumiheH je komeplivjaaHu

menujym (Lonza, Atnanra, CAJL).

3.1.4. Menujym 3a xonaporeny audepenuujauujy PL-MSC

3a wuHAayKuujy XxoHzaporene mudepenuujanuje PL-MSC  xopumhenu cy
HekoMIuleTHU MenujyM (Lonza) u KOMIUIETHH MenujyM NMPUIPEMIbEH O]l HEKOMILIETHOT

menujyma u 10ng/ml TGF-B3 (R&D Systems, Muneanosnuc, CAJ).
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3.1.5. Meaujym 3a agunoreny nupepenunjauujy PL-MSC

3a MHIYKIK]Y aauroreHe audepeHiyjanmje KOpuuheHn ¢y HHIYKIIMOHU MEIH]yM

(Lonza) u Mmeaujym 3a oapskaBame agumnorenese (Lonza) PL-MSC.

3.1.6. HBSS (enr.. Hank's Balanced Salt Solution) mexujym

HBSS menujym je HanpaBsbeH kopuinhewem cienehux cyncranmum: 1,26mM CaCl
(Merck, Bbyjopk, CAJI), 5,37mM KCI (Serva, Xajnen6epr, Hemauka), 0,8 ImM MgSO4
Xx7H20 (Merck), 140mM NaCl (Merck), 0,36mM KH2POs (Merck), 0,34mM NaHPO4
(Merck), 4,17mM NaHCO3 (Merck), 5,55mM D-rayko3a (Merck) y necTuinoBaHoj BOIH.
pH BpeanocT menujyma je monemena Ha 7,4 xopumrhemem koHnentpoane HCl (Merck)
win SM NaOH (Merck), a ctepununzanyja je u3BplieHa ayTokiaBupameM. OBaj Menjym

je xopuirheH 3a U30Jalujy ¥ KyITHBAIU]y TpaHylIouTa nepudepHe KpBu.

3.1.7. HBSS" meamjym

HBSS* memujym je HBSS ca momatum 0,05% FCS u 10nM HEPES-om (Flow
Laboratories, Wpsun, Ilkorcka). OBaj menujym je KopumheH 3a KyJITHBaLUjy

rpaHynonuTa nepudepHe KpBU y MojeIMHUM EKCIIEPUMEHTUMA.
3.1.8. PBS (enrJ. Phosphate Buffered Saline)

PBS (pH 7.,4) je nampaBeH kopumihewmem cneaehux cymncranmu: 1,06mM
KH2POj4, 155,17mM NaCl, 2,97mM NaHPOs y nectunosanoj Boau. Kopuriher je 3a

ucnupame henyja.
3.1.9. PBS1
PBSI1 je PBS ca nogarkom 0,01%NaNs (Sigma, Hemauka) y PBS.

3.1.10. PBS2

PBS2 je pactBop PBS1 y xoju je nogar 2% FCS.
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3.1.11. Kaamjym-PBS

K-PBS je nampaBiben xopuinhemeMm cienehux cyncranuu:137mM NaCl, 2,7mM
KCI, 8,1ImM NaHPO4, 1,5mM KH2POs y nectunoanoj Boau. OBaj nydep je mpema
yrnyTctBy mpomsBohaua kopummhen 3a ELISA (eurm. enzyme-linked immunosorbent

assay) TecTtoBe.

3.1.12. PacrBop Tpuncuna y NaEDTA/PBS-y

PactBop Tpurncuna y NaEDTA/PBS-y je unano 0.25% tpuncun (Sigma) u 0.02%
pactBop NaEDTA (Sigma) y PBS-y y exkBuBanentHoj zampemuHu. OBaj pacTtBop je

kopuitheH 3a neanxepennujy (omnembubame) PL-MSC u3 xynrypa.

3.1.13. Ilponuaujym joamua

[Mpormuaujym jomua (PI) (ICN, Canta Ana, CAJl) je pacTBOpeH y J1€jOHU30BAHO]

BOJIM Y KOHIIEHTpauuju oa Img/ml (15mM) u uwyBan Ha +4°C no ymotpebe.
3.1.14. TlponuaujyM joaua y XunoToHoMm nmygepy

PI y xunoronom mydepy je HanpasibeH Ha cienehu naunn: 250ul 15mM Bogenor
pactBopa Pl (Sigma), 2,2ml 0.75M BoaeHor pacrBopa Hatpujym mmrpara (Merck) u

50uL Triton X-100 (Serva) je momemniaHo u A0MymeHO ca aectuaoBanoM H20 10 50ml.
3.1.15. lekcrpan 500

Hexctpan 500 (Merck) je pactBopeH y (HM3HOJIOIIKOM pacTBOPY Tako Ja je
nobujen 20% mrok. OBaj pacTBOp je ayTOKJIABUPAaH M UyBaH Ha COOHO] TeMIIEpaTypH, a
5% pacTBOp (pazgHa KOHIIEHTpallKja) HAMlPaBJbEH O]l IITOKA je KOpHUIINEH 3a M30J1alujy

rpaHyJionuTa U3 nepudepHe KpBu.
3.1.16. Iydep 3a 1u3upame epUTPOIUTA

[Tydbep 3a nmusupame eputpormra caapku cienache cymcranme: 1,5M NH4CI
(Merck), 0,1M NaHCO3s, ImM NaEDTA (Sigma, Hemauka) y aectunoBanoj Boau. OBaj

nydep koju je 10X KOHIIEHTPOBaH 3a MPaBJbEHE PaJHEe KOHILEHTpalMje je pa30naxeH y
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nectuinoBaHoj Boau. KopuiheH je 3a nu3upame KOHTAaMUHUPAjyhuxX epuTpouuTa y TOKY

M30J1allkje TPaHyJIoLHNTA.

3.1.17. PekoMOMHAHTHU XyMaHM (PAKTOP CTHUMYJIalHje KOJIOHH]ja
rpanyJjonura u Mmakpogara (GM-CSF)

PexomOunantan xymanu GM-CSF (rhGM-CSF; Leucomax, crneuuduune
aktuBHOCTH 4.44x10% U; Sandoz-Schering Plough, IllBajuapcka) je pacTBapaH II0j
CTEPUJIHUM YCJIOBMMA y JIECTUIOBAHO] BOIH Y KOHIeHTpanuju o1 100 pg/ml u uyBaH Ha

-80°C, no ynorpebe. Y ekcniepuMeHTHMA je KOopuliheH y (PMHAIIHO] KOHIICHTPAIM]H O]

100ng/ml.

3.1.18. PekoMOMHAHTHU XyMaHM (PAKTOP CTHUMYJIalHje KOJIOHHja
makpodara (M-CSF)

PexomOunantan xymanu M-CSF (rhM-CSF; R&D Systems, cnenududne
aktuBHOCcTH 1.68x10° U; Muneanonuc, CA]Jl). PacTBOpeH je 1o CTEpUITHUM YCIOBUMA Y
PBS-y konnentpammju ox 100ug/ml m Ttako uwyBan Ha -80°C, mo ymotpebe. Y

eKCIepUMEeHTHMA je KopulheH y ¢puHamHOj KoHneHTpauju oa 100ng/ml.

3.1.19. MOHOKJIOHCKA aAaHTHUTEJIA

Tabena 1. Aurutena kopumhena 3a anaansy ¢penoruna PL-MSC, rpanynonura u MO

Antureso Kowyratr Kion Kar. 6p. [opexno Ilpoussohau Pa3oa.
CD146 FITC 128018 FAB932F Mui R&D Systems, CAJL 1:10
CD146 / N1238 ab49492 Mum Abcam, CAJ] 1:25
CD90 FITC F15-42-1 MCA90F Mum BIO-RAD, Benmka bputanuja 1:10
CD90 / EPR3132 ab92574 3en Abcam, CA/] 1:100
CD105 FITC SN6 MCA1557F  Mum BIO-RAD, Benmka bputanuja 1:10
CD105 / CN6h M3527 Muir Dako, Jlancka 1:2000
CD73 PE 606112 FAB5795P Mu R&D Systems, CA/J] 1:10
CD73 / Sc-32299 / Mum Santa Cruz, Hemauka 1:100
CD166 FITC 3A6 MCA1926F Mu BIO-RAD, Benuka bpuranuja 1:10
CD44 PE MEM-85 21270444 Muim Immunotools, Hemauka 1:10
CD56 FITC MEM-188  MCA2046F Mum BIO-RAD, Benuka bpuranuja 1:10
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CD39 PE eBioAl (A1) 12-0399 My eBioscience, CAJT 1:10
STRO-1 / Stro-1 39-8401 Mun ThermoFisher, CAJ] 1:10
SSEA-4 PE MC-813-70 FAB1435p Mu R&D Systems, CA/JL 1:10
MPO FITC CLB-MPO-1 IM1874U Mu Immunotech, ®panitycka 1:10
CD16 PE 3G8 MCA1569PE Mum Serotec, Bennka bpuranmja 1:10
CD206 Biotin 15-2 MCA2155 Moy BIO-RAD, Benuka bpuranuja 1:10
CD68 Biotin 514H12 MA1-80133 Mum ThermoFisher, CA/l 1:10
CD169 Biotin HSn 7D2 MA1-16891 Mum ThermoFisher, CAJI 1:10
CD45 / T29/33 C723001 Mu Dako, [lancka 1:10
CD34 / BIRMA-K3 M7081 Mun Dako, /lancka 1:10
CD34 / QBENnd-10  M7165 Mum Dako, Tarcka 1:25
CD14 FITC MEM-18 MCA2185F Mum BIO-RAD, Benmka bputanuja 1:10
HLA-DR  Biotin L243 347361 Mum BD Bioscience, CAJ] 1:50
CD1la PCy5 BL6 IM3610 Mum Immunotech, ®panrycka 1:10
CD11c FITC 3.9 FP10125002 Mum Caltag, Bennka bpuranuja 1:10
CD80 FITC 2D10.4 11-0809 Muin eBioscience, CAJ] 1:10
CD86 PE 1T2.2 12-0869 Mumx eBioscience, CAJ]

CD209 Biotin eB-h209 13-2099 Murx eBioscience, CAJ]

TNF-a FITC 6401R MAB2101R  Mum R&D Systems, CALT 1:10
TGF-p Biotin 9016 MAB240 Murn R&D Systems, CAJ]

IL-10 FITC 127107 IC2171F Mu R&D Systems, CA/JL 1:10
IL-12p40 PE C8.6 12-7129-82  Mum eBioscience, CAJ] 1:10
IL-4 FITC MP4-25D2 RHCIL401 Mum Caltag, Bennka bpuranuja 1:10
IL-13 PE 85BRD 12-7136 Mun eBioscience, CAJ]

ILT3 PE ZM4.1 333007 Mum BioLegend, CA/] 1:10
ILT4 PE 42D1 338705 Mum BioLegend, CAJ] 1:10
IDO-1 Biotin 2E2/1DO1 654003 My Caltag, Benuka bpuranuja 1:20

3.1.20. JIunonosucaxapua

LPS (Sigma) w3 Escherichiae coli je pactBopen y RPMI 1640 menujymy y
KOHIIEHTpanju oxa Img/ml, amukBoTupan u dvyBaH Ha -20°C go ymotpebe. VY

eKCIepUMEeHTHMA je KopuliheH y KoHueHTpaiuju o1 250ng/ml.
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3.1.21. Poly I:C
Poly I:C (Sigma) je pactBoper y RPMI 1640 wmemujymy y QuHAIHO]

konnentpamuju 10mg/ml, amuksotupan u uyBan Ha -20°C 10 ymorpeGe. V

eKCIIepUMEHTHMA je KopuiheH y GUHAIHO] KOHIIEHTpanuju 25ug/ml.

3.1.22. Pam3CSK4

Pam3CSK4 (Sigma), aronuct TLR2 pemnentopa, pactBoper je y RPMI 1640
MenujyMy y (uHanHoj konmenrtpaumuju 10ug/ml, anuxsotupan u uysan Ha -20°C 1o

yrnoTpebe. Y ekcriepuMeHTHMA je KopuiheH y ¢puHamHoj koHnenTpaiuju 100ng/ml.
3.1.23. Kokres npouHpIaManujcKkux HMTOKHHA

Kokren npoundmnamanujckux nutokuHa (rhlL-1B, rhTNF-a, rhIL-6) u PGE2,
(Sigma) mpunpemibeH je O IITOKOBAa MOMEHYTHX aroHHCTa KOHIEHTpanuja 10ng/ml 3a
rhiL-1B, thTNF-o u rthIL-6 u 1 pg/ml 3a PGE2 pactBopenux y RPMI 1640 menujymy y
¢bunHanHoj KoHueHTpamju 25ug/ml (rhlL-1B), 100ug/ml (rhTNF-a), 5ng/ml (rhIL-6) u
0,5ug/ml (PGE2).

3.1.24. ®op6oa-12-mupucrar-13-anerar

dopbon-12-mupucrar-13-anerar (PMA) (Sigma) je pacTBOpeH MOJX CTEPUIHHUM
ycaopuma y DMSO (Sigma) y konrenrpanuju ox 160uM wu uyBan Ha -20°C 10
ynotrpebe. Y exkcnepuMeHTHMa je KopultheH y KoHIeHTpamnujama oa 16nM, 32nM u

48nM.
3.1.25. N-popmua-L-mernonuia-L-neyuni-L-penunnananun

N-dopmuin-L-mernonmn-L-neyun-L-pennnananun (FMLP) (Sigma) je pactBopen
noj crepwiHuM ycrnosuma y DMSO y koHueHTpanuju o 10mM, aqukBOTHpaH U YyBaH
Ha -40°C no ynotpebe. fMLP je y ekcrepuMeHTHMMa KopullheH y KOHIEHTpauuju O

I[uM.
3.1.26. JlymuHoI

Jlymunon (Fluka, Byxc, IlIBajuapcka) je pacTBopeH y cBexe npunpemsbernom 0,1M

BogeHOM pactBopy NaOH no konmentpanuje on SOmM. V ekcrnepuMeHTHMA je
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KopumrheHa KoHIEeHTpamuja of S0uM, mobujeHa pa3z0inaKMBameM IITOKA HETMOCPEIHO

npe ekcnepumeHaTta. Kopunihen je 3a Mepeme konueHrtpaiuje NET-a mobujeHux us

rpaHyJIOIUTA.

3.1.27. KommJieTu 3a KBaHTUQUKANUjY NPOAYKIMje IMTOKHUHA

Taoena 2. Komepuujajgnan KkoMIIeTH 3a KBaHTH(HKANUjy NPOAYKIMje HUTOKHHA Y

henmjckum Kyarypama

ELISA Tun Karajsomxku 6poj IIpousBohau

IL-1p DuoSet DY201-05 R&D System Inc., Muneanonuc, CAJ]
TNF-a DuoSet DY210-05 R&D System Inc., Muneanomnuc, CAJ]
TNF-a Quantikine DTAO00C R&D System Inc., Muneanonuc, CAJ]
IL-12p70 DuoSet DY1270-05 R&D System Inc., Muneanomuc, CAJ{
IL-6 DuoSet DY206-05 R&D System Inc., Muneanonuc, CAJ]
IL-6 Quantikine D6050 R&D System Inc., Muneanonuc, CAJT
IFN-y DuoSet DY285-05 R&D System Inc., Muneanosuc, CAJ]
IL-4 DuoSet DY204-05 R&D System Inc., Muneanomuc, CAJ]
IL-13 DuoSet DY213-05 R&D System Inc., Muneanonuc, CAJ]
IL-10 DuoSet DY?217B-05 R&D System Inc., Muneamnosuc, CAJl
TGF-p DuoSet DY240-05 R&D System Inc., Muneanonuc, CAJ]
1L-27 DuoSet DY2526-05 R&D System Inc., Muneanomuc, CAJ]
FlowCitomix™ TIpoaykr Karanouiku 6poj Ipoussohau

Multiplex Kits  Th1/Th2 11plex = BMS810FF Bender MedSystems, beu, Aycrpuja

Cge ocrarne cyrcrasiie cy kopuirhene kao mro ¢y Ao0HjeHe o mpou3Bohada u TO Cy:

Limfoprep rpagujent (PAA Laboratories), cnenududne rycrune 1,077g/ml;
PangnoaktnBHO 00€eKeH TUMHIAH - [3H]-TI/IMI/II[I/IH (Amersham International,
Awmepiam, Benvka bpurannja), cnenuduane aktuaoctr 6.7 Ci/mmol;

Triton X-100 ,,laboratory grade* (Sigma);

Humetun-cyndoxcua — DMSO (Merck), crepunan, >99.7%;

4% ¢opmanun pacTBopeH y pocdatHom nydepy u 4% dopmanuH pacTBOpeH y
eta”ony (Anoreka BMA);

Tissue-tek O.C.T (Sigma);
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— H2SO4 (Merck), 95-97%;
— HCI (Merck), 37%);
— Ca®" jonodop (A23187, Sigma), 1uM.

3.2. M3onanuja PL-MSC

MSC cy uzonoBane u3 PL monopa ca Kimmnuke 3a cromatonorujy (Onesbeme 3a
opanny xupyprujy) Bojnomenunmncke akagemuje (BMA) y beorpany, HakoH
alMKOTOMH]€ WJIM eKCTpakiyje 3yoa. JloHopu TkuBa (ctapocHe nobu 22-54 roaune, 6e3
CHUCTEMCKHX 000Jb€Hha) Cy JalH MHUCAHW MPUCTAHAK a CTYJIWja je 0J00peHa o] CTpaHe
Etnukor omb6opa BMA. VkynHo je ycmocraBjbeno 17 PL-MSC nmnpja a
KapakTepUCTUKE CBAaKe OJ BUX Cy Jare y Noriamiby ,,Pesynraru®. HemocpenHo mpe
usonanuje henuja, PL cy nmpeunkyOupane 2 cata y KOMIUIETHOM MEIUjyMy 3a KyIType
henuja y xkoju je ocum anTuOMOTHKA 10AaTo 2.5ug/ml amporepunmna B. Hakon tora, PL
Cy Hcrpane y (U3MOJOUIKOM PACTBOPY M MOMONY XUPYPIIKOT CKajIeja HCEIKaHe Ha
komamuhe Bemmunne oko 1mm3, TloToM je BpiIeHa AUrecTHja TKHUBA HOMONY MeIIaBHHE
ensuma konarenasa tum | (Img/ml; Sigma, Hemauka) u DNK-aza (25mg/ml; Sigma,
Hemauka) y Menujymy 6e3 nomartka cepyma (0-MEM) 30 munyta na 37°C y nnky6atopy
ca 5% CO; y3 mepMaHeHTHO Melamke MarHeToM. HakoH mepuona nurectuje, eH3uMCKa
aKTUBHOCT je Ookupana noxatkom 10% FCS-a u henuje cy ucnpane nueHTpudyrupamem
Ha 1400™M/5min/+4°C. Haxon Tora 10* hemmja/cm? je 3acaleno y dmackose 3a henmjcke
kyntype (T25; 25cm?) (Sarstedt, Humbepr, Hemauka). Renumje cy KynTHBHCaHE Y
kommieTHoM a-MEM menujymy ca nonatkom 10%FCS, 0.05mM 2-mepkanTo-etaHomna-a,
2uM  L-rmyrammna, 0.1pM  L-ackopOat-2-pocdara y3 nmomatak aHTHOMOTHKA
(menutuun, ['anenuka; crpentomuiyH, [landapma; y konunentpamuju ox mo 1% 3a
cBaxn) Ha 37°C y unky6atopy ca 5% CO,. Haxon 24-uacoBHe uHKyOamumje, henuje cy
UCIpaHe TpH myTa y crepwiHoM ¢ocdaraom mydepy (phosphate-buffered saline, PBS,
Sigma, Hemauka) u HanumBeH je CBeX MeAujyM. Nenuje Cy TPHUIICHMHU30BaHE HAaKOH
noctu3ama 95% xondmyentHocTH, omohy pactBopa 0.25% Ttpuncuna y NaEDTA
(Sigma, Hemauka) u Tako rajene mo 8 hemujcke macaxe. Y eKCIEPHUMEHTHMA CY

Hajuenthe kopunrhene PL-MSC u3 3. u 4. nacaxe.
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3.3. Cnocodnoct popmupama kojonuja - CFU-F tecr

Tect cnocobHocTH dopmupama KojoHHja pahen je Tako mTo cy PL-MSC
sacahusane (25, 50, 100 wau 200 mo Gaseny rutoue ca 6 mecra) (Sarstedt, Humbepr,
Hemauka) y koMIuieTHOM MenujyMmy 3a henmujcke Kynrype (MeaujyM je MerbaH JBa myTa
HeJ/leJbHO), Tipema Beh 100po mo3nato onucaHoj nporeaypu (Pochampally 2008). Hakon
14-tor mana Tecra, KojoHHje cy ucnpaHe y PBS-y, ocymene Ha Bazayxy u 0ojeHe
nomohy May Griinwald-Giemsa (MGG). Komonuje cy OpojaHe Ha CBETIIOCHOM
MHUKPOCKOITY IpH yeMy je npeko 50 rpynucanux henuja cmarpano kojgonujoM. [lpouenat
kionorennx PL-MSC oapehen je npema dopmysnu NC/Nt x 100 (Nc, 6poj xomonuja; Nt,

0poj 3acaljenux henuja mo 6aseny).

3.4. Bpeme ayniupama heanjcke nomysnanuje

Y mwby onpehuBama BpeMeHa 3a Koje Jo0Ja3u A0 AyIUlMpama mnomynanyje hemuja
(enrs1. population doubling time, PDt) PL-MSC cy 3acahupane y konuentpanuju 1x10°
hemmja mo GaseHy mioue ca 96 Mecra (moBpmmHa jemHOr Oasena je 0.32cm?) y
TPUIUIMKaTAMA y Meaumjymy 3a Kynatype hemuja. Y nHapenuux 12 nana hemuwje cy
TPUIICMHU30BAaHE CBAKOT JaHa U OpojaHe y (pU3UOIOIIKOM pacTBOpY TpumaH 0oje. Bpeme
JyIUTUpaa momyammje je paayHaro mo dpopmyau Ti2= (ti-tir) X log2/1og (Ni-Ni-1) (T,
Bpeme nymaupama; Ni u Ni1, 6poj cakyrssenunx hemuja y uatepBany *’i’”). YkynHo PDt

BpEME pauyHaTo j€ Kao cpeha BPEIHOCT TPUILIIMKATA.
3.5. Indepennujaumuja PL-MSC
3.5.1. Ocreorena audepeHumjamnuja

Hakon poctuzama 90% kondayentHoctn PL-MSC cy TtpuncuHuzoBaHe u
3acaljene y mioue ca 24 mecra (Sarstedt, HumOepr, Hemauka) 3a henmjcke kyntype
(3x10® henuja mo 6aseny), y 1ml meaujyma 3a mMatuune hemuje (0-MEM). Hakon 24-
YacOBHE WHKYyOalMje MEIujyM J€ 3aMEHhEH KOMEPIHJAIHUM OCT€O-UHIYKTHUBHUM
menujymom (Lonza), mok cy xoHTponHe henuje u gamse rajeHe y a-MEM menujymy.
[Tepuon kyntuBamuje PL-MSC mpema mpoTokody 3a ocTeoreHy audepeHIujaru]jy
Tpajao je 4 Hemelbe, MPU YEMy je MEAUjyM MemaH 2 MyTa y TOKy Heaesbe. HakoH
nudepeHnnjanujoHor mepuoaa, hemwje cy OojeHe momohy 1% BomeHor pacTBopa

anu3apuH 1pBene 6oje (enri. alizarin red, Sigma-Aldrich). OBom MeTo0M je BpIieHa
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JIeTeKIMja alu3apuH TO3UTHBHUX MMHEpajan3oBaHuX jesrapa. Ilomohy Mukpockoma
BpIICHA j€ aHaJIW3a BEJIMYMHE M TMPOICHTYyaldHE 3acTyIUbEHOCTH ,,alizarin-red*
no3uTuBHUX henuja Ha cykuecuBHUX 10 BuaHKMX moska. Hakon nudepennmjamnmje, henuje
Cy TPUIICHHM30BaHE M HANpPaBJbEHU Cy IMTOCIHH MpenapaTd Ha KOjUMa je OCTeoreHa
nudepeHnrjanmja 1eTeKToBaHa UMYHOIIUTOXEMHUCKIM 00jeleM Ha ajkanHy (ocdarasy.
Jlereknuja je Bpmiena momohy cymerpara ca Fast Red (Img/ml; Sigma, Hemauka),
pacTBopeHor y HadTos-quMetua popmamuny (10mg/ml; Sigma) u Tris-XxuapokcumMeTn
amuHomeraH (TRIS; pH=8.3; Sigma) memaBunu (1:50). L{lurocnuaoBU ¢y HHKYyOUpanu 1
car Ha 37°C y mmxyGatopy y mpucyctBy 5% CO2. Ananusza 60jeHHX HUTOCHIHHOBA
pahena je Ha cBeriocHOM MuKpockony (Olimpus IX51) ca kamepom (Nikon
DXM1200C), a nobujenu pesyatatu y Buay ¢ororpaduja cy anamusupanu y NIS-

element D 2.30 codTBepckomM mporpamy.

3.5.2. Xonaporena nugepenuujanuja

3a Ttect xonaporeHe mupepenmmjamuje, PL-MSC cy rajese y CTepuiIHUM
MOJIMIIPOITMIICHCKUM KpuoTtybama y o6muky hemmjckor menera. PL-MSC cy Hajmpe
UCIIpaHEe y HEKOMIUIETHOM XoHiaporeHoMm Memujymy (6e3 TGF-B3, Lonza)
nentpudpyrupamwem Ha 1200P", 5 munyta. HakoH Tora yKJIOmEHH Cy CyNEpHATAHTH U
hemuje cy pecycnermoBane y Iml KoMIUIeTHOr Menujyma 3a XOHJIIPOTCHY
mudepenuyjaurjy (Lonza) cymnementoBanuM ca TGF-B3 (10ng/ml; R&D Systems,
Mumneanonuc, CANl), uentpudyrupane 5 munyra va 1200™" u kyntusucane 4 Henebe,
JIOK ¢y KoHTposHe henuje rajeHe y a-MEM meaujymy. Meaujymu cy Memanu 2 myTa y
TOKY Henesbe. HakoHn mudepeniujanujoHor nepuojaa henvje y nenery ¢y yKalyIlbeHe y
Tissue tek O.C.T (Sigma) u cmp3HyTe y TEe4HOM a30Ty. [loToM cy HampaBJbeHU
kpuompecern  aedsbune  7-10um mnomohy kpuoroma (CM1850-Criostat) (Leica
Microsystems Nussloch GmbH, Xajaen6epr, Hemauka) ocyiienn Ha Ba3ayxy 2 caTa,

0ojenu metoioM ,,Alcian blue* u ananu3upaHu Ha CBETIIOCHOM MHKPOCKOITY.

3.5.3. Anunorena qudpepeHnujanuja

3a amummoreny mudepenmujarjy PL-MSC cy 3acalene H©Ha crepmiHe
TIOJIMTIPOTIITIEHCKe uckoBe (eHryt. coverslip) (2.5x10* hemmja ma cm?) xoju cy motom
yOaueHn y Oazene mioue ca 24 mecra. Tako cy PL-MSC kyntuBucane y o-MEM

memujymy Ha 37°C y wummkyGatopy ca 5% CO, Hakon pmoctmzama 100%
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KOH(IIyeHTHOCTH, henuje cy rajeHe y Meaujymy 3a aauroreHy audepeHIujannjy y ToKy
HapeaHuX 3 Henesbe. Cam mpoiiec aaumnoreHe AudepeHiujanyje ce 0B1jao y MUKIyCHMa
on mo 3 pgaHa, mpW Yemy cy hemuje 3 gaHa rajeHe y MEAMjyMy 3a aJIUIIOTEHY
mudepeHnujanrjy, a HapeaHa TpHU JaHa y MeOujyMmy 3a oapkaBame (,,adipogenic
differentiation maintenance medium*). Koutponne henuje cy rajene camo y Mmeaujymy 3a
onp3aBame. HakoH 3 Henesbe, MOJUIPONUICHCKUA JHCTUNM Cy UCHpPaHU Y CTCPUITHOM
PBS-y, ocymenun u tpetupanu ca 60% wusomponun ankoxoioM 1 wmuHyT. Tako
nunpemibere henmje 6ojene cy 15 mmuyra ca Oil Red O (Sigma-Aldrich, Hemauka)
METOZOM 3a JIETEeKIHjy aJuIOreHHWX TIpaHyja U Pe3ylTaTH Cy aHAIM3UpaHu Nomohy

MHUKPOCKOIIA.

3.6. IIporouyna uurodiyopumerpuja

Ananmmza Qenotunckux kapakrepuctuka PL-MSC Bpmiena je Ha mpoToyHOM
nuToryopuMerpy, momohy MOHOKIOHCKUX aHTHTena (mAb) cnenuduynux 3a CDIO0,
CD105, CD166, CD146 u CD56 (Tabena 1) oOenexxeHux ca QiyopecuenH
uzotunonujanatom (FITC), kao u MAb komyrosanux ca ¢uxoepurpunom (PE) koja
npeno3Hajy CD39, CD44, CD73 u SSEA4 (TaGena 1). Ilopen mertone AupeKTHE
duyopeciieHiie (IMPEKTHO KObYrOBaHAa aHTUTENa), paljeHa je W METoJa HWHAUPEKTHE
duyopecuiennie  momohy anti-STRO-1 mAb (Tab6ena 1) Ha uujy ce HHKyOanujy
HacTaB/baja HMHKyOalmja ca cekynaapuuMm antu-mungum IgGl-FITC Ab (Serotec,
Oxcdopn, Bennka Bpuranuja). Anexsarne kountpose 3a FITC u PE duyopoxpome cy
oune mumija 1gGla-FITC u 1gGla-PE antutena (06a nobassena o Serotec-a). PL-MSC
cy cakyrubeHe, ucrnpane y PBS ca 2% FCS u 0.1% narpujym aszuna (NaNs). Hakos Tora,
hemuje cy mHKyGHpaHe ca MPUMApHUM aHTUTENOM pacTBopennM y PBS1 1 car na 4°C,
npeMa YmyTCcTBY INpoy3Bohada. 3a MHAMPEKTHY MMYHOQIYOpEcleHIly MHKyOaluja ca
CeKYHJapHMM aHTUTeNoM Tpajana je 30 munyTa Taxohe na 4°C. Hakon oGenexaBama
henuja anTuTenMMa, aHanu3a je BpiueHa Ha npotouHoM rurometpy (CellFlow CUBES,
PARTEC, T'epnun, Hemauka). Hakon moOujama pesynraTa Ha amapary, CHUMJbECHH

¢ajnoBu cy ananusupanun y FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.) mporpamckom
coTepy.
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3.7. Tperman PL-MSC ca TLR aronucruma

PL-MSC cy 3acaljene y miouama ca 6 mecta (2x10° PL-MSC mo 6a3eny). Hakon
noctusama KoHguyentHoctd of 95% noxartu cy aronmctu TLR4 (LPS), TLR3 (Poly
I:C) u TLR2 (Pam3CSK4) (xoHIeHTpallija MTOKOBA M pajHa KOHIEHTEpalnja Cy Jare
paHuje y OKBUpY OBOI IOINIaBiba). TpermaH je peheH y mymimkary ca Tpu qoHopa PL-
MSC. HakoHn 24-yacoBHE CTUMYyJIallMj€é CAKyNJbEHU Cy CYIEpHATaHTH y KojuMa je
MepeHa mpoaykija nutokuHa ELISA meromom m momohy komepiujamnor Flow
Cytomix tecra, a henuje cy TpuricuHr30BaHe, U30pojaHe U MepeHa je excrpecuja CD73,
CD166, HLA-DR, ILT3, ILT4 u IDO-1 (Tabena 1) momohy MeTome NpPOTOYHE
nutohayopumerpuje. Matpanenynapua excrpecuja IDO-1 y PL-MSC je nerexkroBana y
nepMeaduIM30BaHUM henujama nomohy KOMEPIIH]jaTHOT KOMILIETa 3a
nepmeadbuimzanujy (Fix&Perm, Invitrogen, An Der Grub, Aycrpuja). PL-MSC cy npema
poTokony npousBohaua mcmpare y PBS-u (1400°°/5min/+4°C), motom je Ha memer
nonat Reagens A (Fix&Perm A) 40ul u nakyOupane 15 MunyTa Ha COOHO] TeMIIEpaTypH.
Iotom cy PL-MSC ucnpane u PBS2 (1400°°/5min/+4°C) u Ha nener je nomat Reagens B
(Fix&Perm B) ca IDO-1 (1:20) u unkyoupan 20 munyta. hemuje cy HaKoH Tora jour
jennom uctipane y PBS2 u nnkyOupane ca ceKyHIapHUM aHTHTENIOM obenesxeHum FITC-
oM. Ilo 3aBpuieTKy HHKyOaIMje pe3yaTaTH Cy YATAHU Ha MPOTOYHOM ITUTOQIIYOPHUMETPY,

KaKoO je OMHCaHO paHuje KOJ JETEeKIMje MEMOPAaHCKUX MapKepa.

3.8. Tperman PL-MSC ca KoKTeJIOM MPOHH(IAMAIUjCKHX
HUTOKHUHA

PL-MSC cy 3acahene y mmouama ca 6 mecta (2x10° PL-MSC no 6aseny). Hakon
noctu3ama KoHpayeHTHocTH onx  95% PL-MSC cy crumynucaHe KOKTEIOM
npouHdamanujckux murokuHa (rhiL-18, rhTNF-a, rhIL-6 u rhPGE2) y nymukaty ca
Tpu aoHopa PL-MSC. Hakon 24-yacoBHe cTuMyJanuje CakylbeHH Cy CyNEpHaTaHTHU U
MepeHa je mpoayknuja urokuaa Citomix merogom. PL-MSC cy tpuncunu3oBane,
n30pojane oxapehena cy muxoBa (PEHOTHIICKAa CBOjCTBa Ha OCHOBY ekcrpecuje CD73,
CD166, CD39, HLA-DR, ILT3, ILT4 u IDO-1 mnomohy weroae mpOTOUYHE

uToIyopuMeTpuje.
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3.9. KBanTndukaumuja mnpoaykumje UMTOKHHA Yy KyJKTypu PL-
MSC HakoH TpermMaHa ca aroHucTumMa LR um kokresom
NPOUH(IAMANMjCKUX IMTOKHHA

HuBo npoaykoBanux mutokuHa oj crpane PL-MSC tpetupanux ca aroHuctuma
TLR u kokTenoM npouHQIaMalijCKuX IUTOKHHA, MEPEH j€ y CylepHaTaHTHMa TOMOhy
komeprjanaux TtectoBa FlowCytomix (eBioscience) u ELISA kommiera (R&D
Systems, DuoSet) npema ymyrctBy mnpowmsBohaua. Jlerekiuja momohy FlowCytomix
KOMIUIETa 3aCHHMBA CEe Ha peakIMju Kyriuma Thma A (aujamerpa 4pm, oOJIOKEHHX ca
anti-IL-1pB, IL-6, IFN-y, IL-4 u IL-10 anTUTEeNa KOHYrOBaHUX OMOTHHOM) M KYTJIHIA
tuna B (mujamerpa Sum, obmoxenux ca anti-TNF-o, IL-8, IL-12 u IL-5 anTuTenuma
KOIbYrOBaHUX OHOTHHOM) ca LWUTOKMHMMA M3 TECTHPAHHWX CynepHaraHarta. HakoH
uHKybOauuje Kyraune cy ucnpaHe y PBS-y u unkyOupane ca crpentaBuauH-PE.
Jlerekinja npoayKIyje je BpiueHa Ha npotounoM ruroduryopumetpy (CellFlow CUBES,
PARTEC) a kBantudukanuja nutokuna nomohy FCS Express 5 RUO Edition
nporpaMmckor codrBepa Ha OCHOBY Beh IMO3HATHX KOHIICHTpAlMja IIMTOKHMHA y OBOM
KOMILIETY.

Herexuuja npoaykiuje TGF-B u IL-27 Bpmena je momohy ELISA komeprujanmaux
TecToBa. Y TIONUCTHpPEHCKEe Tuiode ca 96 Oa3zeHa Koje Cy MPEeXOAHO OOJIOKCHE
nonukiaoHckuM  anti-TGF-B u  anti-IL-27 anturenuma (uukyOanuja npexo Hohu),
nonasano je mo 100ul cynepnatanra kyntypa. HakoH uHkyOanuje y Tpajamy o 2 yaca
ioue Cy HCIpaHe KOMEpIUjaTHUM MydepoM 3a HCIUpame, HAKOH uera je cleauia
WHKyOalmja ca CeKyHJAapHHM aHTUTEeMMa IpeMa OBHM IIMTOKMHHMAa KOHYTOBaHHX
OnmoTMHOM y Tpajamy on 2 yaca. [locie wcnupama, WHKyOamuja je 3aBpIieHa ca
CTpenTaBUIMHOM KomwyroBanuMm Px (1:200) a 3atum cymcrpatom 3a  PX
(IBOKOMITOHEHTHH CHUCTEM M3 KOMILIEeTa KOjU ce mpumnpema y pasmepu 1:1). HTeH3uTET
0ojeHe peakiirje, Koju je MPOomopIMOHaIaH KOHIIEHTPAIN]jU IUTOKOMHA, je oapehuBan Ha
ELISA ugurauy (Synergy HT, BIO-TEK, Bepmont, CAJl). KoHueHTpanuja MUTOKMHA je
uzpaxxena y pg/ml kyntype henuja u oapeliena je momohy IHMTOKHMHA MO3HATHX
KOHIIEHTpalija KOjU Cy CacTaBHM JI€0 KOMILJIETa, a Ha OCHOBY KOJUX j€ KOHCTpyHcCaHa
CTaHJapIHA KPHBA.

Kommieran mpoliec AeTeknMje NHUTOKHHA jeé OO y CKJIaay ca MPernopyKoMm

npou3Bohaua.
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3.10. M3oaanuja wunHpaamanujckux heamnja u3 mnepuanexkcHUX
Je3uja

WNudnamarnujcke hemuje (IC) cy msonoBane w3 PL (n = 12) nobujeHux on
nanujenata ca Kimunuke 3a cromatonorujy (Omeibeme 3a opanny xupyprujy) BMA y
beorpany, HakoH anMKOTOMHMje WM eKcTpakuuje 3yoa. Ocam PL cy mpunanane rpynu
AaCHMIITOMATCKUX Jie3uja a 4 cy mpumajaaie Tpymu ca KIMHUYKUM MaHudecTanujama
cumrntomarckux Jjesuja. PL-IC cy wu3omoBaHe MeTogoM €H3UMCKE IUTECTHj€ TKHUBA
nomohy ensuma komarenasze tuna | (Img/ml; Sigma) u DNK-aze (25 mg/ml; Sigma) y
Tpajamy on 30 MunyTa y uaky6atopy Ha 37°C u 5%CO,. Renuje cy moToM ucrpase y
RPMI 1640 memujymy u wusbpojane. Ox Ttako mobujenux PL-IC nampaBmenu cy
IIUTOCITMHOBH Ha nutorenTpudyru (Shandon, CytoSpin 4, ThermoFisher SCIENTIFIC,
Bantam, CAJl), koju cy 3atum 06ojenn nomohy MGG u aHanu3upaHu Ha CBETIIOCHOM
mukpockorry. PL-IC cy xopunihene u 3a m3omnarujy MoHoHykieapHux hemuja (MNC).
MNC cy wuszaBojene u3 PL-IC unentpudyrupameM Ha TYCTHHCKOM TPAJHjEHTY
(LymphoPrep, Nycomed, Ocno, Hopsemxka) (2000™™/15min/+23°C) u wu36pojaxe.
Takohe cy HampaBibeHU UTOCIMHOBH Koju ¢y 000jenn MGG Meronom U aHanu3upaHu
noMohy cBeTJIOCHOT MHKpockona. Mpentudukanmja cyomomynamuja PL-MNC je
BpILICHA Ha OCHOBY KJIACHYHHX MOP(}OJIOMKHUX KpUTEpHjyMa. AHATU3UPAHO j€ YKYITHO
500 henuja mo cBakoMm muTocnuHy, npu dyemy cy tunoBu MNC mpencraBmbeHH Kao

NPOLIEHTYaJIHU yJIe0 Y YKYITHOM Opojy aHanmu3upanux henuja.

3.11. Ko-kyarypa PL-MSC u PL-IC

Edexar PL-MSC na npoaykiujy uutokusa o crpae anorenux PL-1C nucnutusan
je Yy KO-KyITypu ca JTUPEeKTHUM KOHTaKTOM henmja W WHIUPEKTHOM KOHTAKTY
KopuIhemeM yMeTaka ca MoJIylponyCcT/buBOM MeMOpanoM (eHrit. ,, Transwell “ system).
PL-IC (1x10° henuja o 6a3eny) cy nopate y ko-kynrypy ca PL-MSC (1x10* henuja no
Oaseny) y mioue ca 96 mecra (PAA Laboratories, beu, Aycrpuja). Excriepumenr je
pahen y nymmukary ko-kynrypa jeane PL-MSC nunuje m3070BaHe W3 acCHMIITOMATCKE
nesuje ca 4 pazimmuutux PL-IC, cBe n3o0i0BaHe U3 aCHMIITOMATCKUX Jie3nja. KoHTpoite cy
yuHwie nojenuHayHe kyiarype PL-IC u PL-MSC. HuBo mpoaykiuje HUTOKHHA y KO-
kyarypu PL-MSC/PL-IC ymopehuBan je ca 30upoM MpOAyKOBaHHMX IIMTOKHWHA Y

M0jeIMHaYHUM KYJITypama.

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMUCEPTALIUIA | 45



Marepmujaa u MetTone

V neny ekcrnepumenta ca ymerkoMm, PL-MSC (5x10* henumja mo ymertky) je
3acalleHO y ropmeM KoMIapTMeHy cuctema Tj y yMmerky (0.4um aujamerap mopa)
(Falcon) y mmoun ca 24 mecra, 1ok cy PL-IC (5x10° hemuja mo ml kyntype) noxatu y
0azen miuoye ucron ymerka. Hakon 24-uacoBHe KynrtuBanuje hemuja y oba cucrema,
KylIType cy jgogaTHo ctumynucade ca PMA (20ng/ml; Sigma) u Ca*? jomodopom
(A23187, 1uM; Sigma) y Toky HapeaHa 24 cara, HaKOH Yera Cy CaKyIJbCHH

CyIEepHATaHTH y KOJUMa je MepeHa KOHIEHTpall1ja IUTOKUHA.

3.12. KpanTudukaumja npoaykuuje HUTOKUHA y Ko-KyJTypHu PL-
MSC u PL-IC

Hugo nmpoaykBanux nurokuHa y kyntypu PL-1C u PL-MSC (IL-10, IL-27 u TGF-
B), Mepena je y cymepHatantuma nomohy komepuujanHux tecroBa (ELISA xomrurer,
R&D Systems, DuoSet) (Ta6ena 2). KonneHrpaiuje cy padyyHare mpemMa CTaHIapIHUM

KpHBaMa IIPOIKMCaHUM O] CTpaHe mpousBohaua u uszpaxene y pg/ml kynrype henuja.

3.13. Ko-kyarypa PL-MSC u PL-MNC

Edexar PL-MSC Ha mpoaykumjy nutokuHa oj ctpane anorenux PL-MNC je
MCIIMTHBAH y KO-KyJITypH Ca JUPeKTHUM KoHTakToMm hermuja. PL-MNC (1x10° henuja mo
6azeny) m PL-MSC (1x10* henmja mo 6aseny) je nomato y mioudy ca 96 mecra u
KyaTHBHCAaHO 48 YacoBa, ¢ TUM MITO je jomaTHa ctumyianuja ca PMA (20ng/ml) u Ca?*
jonodopom (A23187, 1uM) Bpmena y mnocieawmux 24 cara. Konrtpome cy Ouite
nojenuHagde  kynrype PL-MNC wu PL-MSC, ongHOocHO 30HMp TIMTOKMHAa OBHX
NOjeIMHAYHHX KyATypa. HUBO MpOoayKOBaHWX IIUTOKMHA Yy KO-KYATYpH yropehuBaH je ca
30MpOM NPOJYKOBAaHUX LIUTOKMHA O] CTpaHe mojeAuHayHux kyarypa PL-MSC u PL-
MNC. EkcniepumeHT je palien y nymmkary ca 8 nmuauja PL-MNC (4 cumntomarcke u 4
aCHMMIITOMATCKe) Koje ¢y KyiaTuBHcaHe ca jeaHom PL-MSC henujckoM JTUHHjOM
yCIIOCTaBJbeHOM W3 acumnTomMarcke u jeqHoM PL-MSC  hemujckom nuHHjoM

YCIIOCTAaBJbEHOM U3 CUMIITOMATCKE J'Ie3I/Ije.

3.14. KBanTuukanuja npoayKkumje HMUTOKHMHA y KO-KyJTypH PL-
MSC u PL-MNC

Konnenrpanuja murokuna y ko-kyarypu PL-MSC u PL-MNC (IL-1B, TNF-a, IL-

10 u TGF-B), mMepena je y cymnepHatantuma nomohy komepuujanaux tecroBa (ELISA
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kommier, R&D Systems, DuoSet) kako je panuje omnucano. KoHieHTpaimje cy
u3payyHaTe Ha OCHOBY CTaHIApAHUX KPHBHX KOHCTPYHUCAHHUX TIpeMa II03HATUM

KOHIICHTpallMjaMa IIUTOKWHA U u3paxkaHe y pg/ml.

3.15. U3oaanuja Heyrpoduiaa u3 nepudepHe KpBu

['panynonuTy Cy N30J0BaHU U3 IIyHE KPBHU NalMjeHaTa, J0OPOBOJFHUX JaBajiana u3
NuctutyTa 3a TpaHcdysumonmornjy u xemobuosiornjy BMA, y3 HBUXOBY NHCMEHY
cariacHoct. JlogaBameMm 5% nexctpana (Sigma, Hemauka) u3BpIicHa je cemuMEHTAIH]a
epuTponuTa y ToKy 45 MuHyTa Ha cCOOHOj Temmeparypu. CynepHaTaHTH W3HAJ Tajlora
EPUTPOIINTA, KOJU CE CaCTOjao OJ] JICYKOIIUTA U TPOMOOIINTA, CY CaKYIJbEHU U CTAaBJbEHU
Ha rpamujent Lymphoprep ryctune 1.077g/ml (Nycomed, Ocno, Hopgsemika) Ha
2200™M/20min/23°C, pamu oncTpamema MOHOHYKIEApHHX hemwja M TpoMOOuHTa.
henuje u3 nenera (rpaHyyoUTH) Cy pecycrenaoBane y pactBopy HBSS-a a 3atum aBa
nyTa WCIPaHe y HWCTOM pPACTBOPY LEHTPUPYTHpameM Ha MaluM Op3uHama y LHJbY
eNMMMHHALIAje 3a0CTanuX TpoMOomuTa. Tako 10OWjeHH TpaHyIOLMTU Cy KopulheHUu y

exkcriepumenTuma ca PL-MSC.

3.16. Ko-kyarypa PL-MSC u HeyTpo(puIHMX I'PaHY/JIOLHUTA

PL-MSC (1x10° henuja) u rpamynonutu (5x10° henuja) mo 6aseny mioue ca 24
MecTa Cy MOCTaBJ/beHE Y KO-KYJITYpY (AMpEeKTaH KOHTAKT U CUCTEM Ca YMETKOM) KaKo je
omucano kox PL-MSC/PL-IC u PL-MSC/PL-MNC ko-kyarypa. Ocum oBe
KOMOUWHaIMje, MocTaBbeH je M cucreM ko-kyntype PL-MSC u rpanysnouuta koje cy
tpetupane ca LPS (250ng/ml) wimu fMLP (100nmol). KonTponHe rpyre YuHHIE CY
nojenuaayde Kyntype hemuja PL-MSC u rpanysornura (Hectumynucane henuje, hemuje
crumynucane ca LPS u fMLP), kao u kyaType rpanyionurta ca gogatkom 50%
koHaunuonupanor meaujyma (CM) PL-MSC koje cy Owmne momaTHa KOHTposa 3a
KOHTpoJa 3a Kyintype ca ymeTkoM. CM je cakynibeH HakoH 24-4acoBHe KyNIType
koH(uyeHTHHX PL-MSC. Bpeme Tpajama ko-kyntype 6uio je 24 yaca, HaKOH 4era cy
henmuje cakymbeHe y IMJbY aHAIM3€ FHHXOBHX (DEHOTHUIICKMX CBOjCTaBa, MPOyYaBama
arionTo3e W JIETeKIHje NPOAYKIMje IUTOKAHA Y CyIEpHATaHTHMa. Y OBOM JIENTy

excnepumenTa kopuithene cy 3 PL-MSC nunuje u 3 noHOpa rpaHysnonura.
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3.17. AMyHOoXHCTOXeMHjCKA aHAJIN3A

3a IMyHOXUCTOXEMH]CKY aHAJIM3Y PUIPEMIbEHH CY KPUO- U apaHHCKHU IIPECEIH
PL (rpanymoma 3yb6a) (n=20) koju cy mobujeHn ca KiuHHKE 3a CTOMATOJIOTH)Y
(Onmememe 3a opanny xupyprujy) BMA y beorpagy, HakoH amuKOTOMUjE WU
excrpakiuje 3yba. JloHopu TkuBa (crapocHe mobu 22-54 romuHe, 0€3 CHCTEMCKHX
000Jperba) y3 NMUCAHU MpHCTaHaK. [loce excTpakuuje, TKUBa Cy yKalylubeHa y Tely 3a
dukcammjy (Tissue-tek O.C.T.) a 3aTuM CMp3HyTa y KPHOTOMY WM Cy IpebaueHa y
teunu a3oT. Kpuonpeceru aebspure 7-10um cy mpaBbenu Ha kprotomy (CM1850-
Criostat) (Leica), 3aTum ocymieHrn Ha Ba3nyxy 2 caTa U (PUKCHPAHU y XJaJHOM allcTOHY
10 munyTa Ha -20°C. Tako HpHIIPEeMIbCHH, MpEceld TKHBA CY MCIPAHH Y IMydepcKoM
pactBopy Tris-a (TBS; Sigma) 5 munyTta, a 3aTuM je GJIOKHpaHa eHI0TeHa MePOKCHIa3a
nomohy 0.3% H.0> (Sigma) 10 min. Hakon Tora cnenuia je vHKyOaluja ca mpuMapHUM
(1h), a motom ca cexynmapuuM (30min) amTuTenMMa Ha Temmeparypu ox 37°C.
CexkyHmapHa aHTHTeNa Cy OuWia KomyroBaHa wid ca nepokcuaazom (PX) wmm ca
ankamHoM Qocdarazom (AP). 3a nerekuujy U BU3YeIH3allMjy peakluje TOAaBaHU CY
DAB kit (Px 60jeme) mmu APAAP cymctpat (AP 6ojeme) (Dako, I'moctpymn, lancka).
[lpemapatu Ccy Ha Kpajy KOHTPACTHPAaHW XEMAaTOKCHIIMHOM (caMoO 3a jeIHOCTPYKO
00jerbe), HAKOH Yera Cy MOHTHpaHu y Keiser-reiy u aHalnu3upaHd Ha MEKPOCKOITY.

3a nmapaduncke npeceke Tkuba PL cy ¢ukcupana y 4% dopmangexuny 24 yaca, a
IIOTOM, HAKOH CTaHJAPAHOT TOCTYIKA JAEXHIpATaIlije U MPOCBET/haBama, KaTyIJbeHH Y
napaduHcke kamymne. HampaBibenu cy mpecenu ae0sbuHe 4-6um momohy MUKpoTOMa.
[Ipenapatu cy moTtoMm ocylieHM Ha coOHOj TemmepaTypu mnpexko Hohu. Hakon Ttora
ypahena je nenapaduumzammja y 100% xcmieny (5min), a motom pexuapataiuja
CYKLIECUBHUM HHKyOMpamem mnpenapata y 100% EtOH, 90% EtOH u 70% EtOH.
Jlemackupame antureHa paheHo je momohy nerncuna (2-5min), HakoH Yera cy npemnaparu
ucnpanu 2X y PBS-y Ha coOHoj Temneparypu (5min), 3atum 1X y pactBopy MgCl2/PBS
takohe 5 muHyTa Ha coOHO] Temmeparypu, 10 munyra y MgCl/PBS/dopmannexun
pactBOpy, 5 MuHyTa y PBS, 1 Ha kpajy no 3 munyta 'y 70%, 90% u 100% EtOH. Ha tako
NpUIPEMIBEHUM TIpenapaTuma, paheHo je HMMYHOXHCTOXEMHJCKO Oojeme moMohy
MOHOKJIOHCKUX aHTUTeNa Ha XymaHe anTurene PL-MSC, xomepmmjamaum EnVision™
GI2 kit-om, mpema npoTOKOITy IpEenopy4eHOM O/ CTpaHe npou3Bohaya.

Konokanuzanuja PL-MSC u neyrpoduna, kao u PL-MSC u M@ ananusupana je

METOJIOM JIBOCTPYKOT HMMYHOXUCTOXEMHJCKOT 0ojemha Ha KpHUo- U MapapuHCKUM

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMUCEPTALIUIA | 48



Marepmujaa u MetTone

npeceuuma PL, momohy mAb na mapkepe PL-MSC (CD146), neyrpopumia (CD16 u
MPO) u M@ (CD68) (Tabena 1). Kao cekyHmapHa aHTHTEIa KOPHUIIHeHA Cy aHTH-MHUIIIje
IgG-HRP (Dako) u 3cunje antu-muimje IgG (Dako). 3a ananu3y Ha KOHGOKAIHOM
MHKpOCKOIy KopuiinheHa cy aHtutena obdenexena ¢uyopoxpomuma (FITC, PE) u/wm
aHTHTeNa KomyrosaHa OumoruHoM (Tabena 1) Ha Koje je KacHHje M0JaTO AHTH-MHII]jE
IgG-Alexa488 (Dako) wmu 1gG-Alexab46 (Dako). Jeapa hemuja Gojena cy
(xouTpactupana) momohy SYTO59 (Thermo Fisher Scientific, CAJl) pasGnaxema
1:1000 (5uM) y nydepy 6e3 docdara.

3.18. Ilpunpema NET-a

['paHy/IOIUTH Cy H30J0BaHM W3 IIyHE BEHCKe KpBH (mpema Beh ommcaHoj
nporeaypu), a motom 3acaljenn y 6asene miode 3a hemmjcke Kynrype ca 24 mecra (1x10°
henuja mo 6aseny) u crumynucanu ca PMA (50nM) y toky 4h. Hakon crumymnaiyje,
IPaHyJIOLUTH Cy JBa MyTa UCIPaHH TOILIMM pacTBopoM HBSS-a u tpetupanu eHzumom
DNK-a3a (10U/ml) pactBopenum y RPMI-1460, 20 munyTa y unky6aropy Ha 37°C y 5%
CO.. Hakown 3aBpiiene eH3uMcKe (pase, CakylmibeHU Cy CylepHATaHTH, HEHTPUPYTHpaAHH
Ha 2000°°/7min/+4°C, a xonuentpamuja DNK martepujana y cynepHaTaHTHMa je MepeHa
nomohy crektpodoromerpa Ha 260nm u padynara mo dopmyau C(ug/ml)=AbsxRx50

(Abs, abcopbanma; R, pasonaxkeme, 50 je KoHCTaHTa).

3.19. Mepewe NET-03e y in Vitr0o KoO-KyJTypH TpaHyJIOIHTA
nepudepue kpsu ca PL-MSC

NET-03a je mepena momohy dQuyopuMeTpujcKeé METOJe Koja C€ 3acHHBa Ha
KBaHTUHUKAIMjU  KoiauuuHe  ekcrpauenynapie DNK  momohy Pl, hemmjcke
HeMponycT/buBe, ¢uryopeciienTHe 0oje koja ce Besyje 3a DNK (Vong u cap. 2013)
cpasmepro untensurety NET-03e. I'panysorutu (n=3) cy pacrnopelenu y 6azeHe mioue
ca 96 mecra ca paBHuM aHOM u3pahene on npue ractuke (Costar, byjopk, CAMl) y
KoHLeHTpamuju oa 1x10°/6a3eny/200ul HBSS* menunjyma. ¥V nojenune 6asene cy Hajupe
kyaruBucane PL-MSC (n=1, 4. macaxa) 10 J0CTH3amba MyHe KOH(OIYSHTHOCTH a TIOTOM
Cy y Te 0a3eHe J0JaTH IPaHYJIONUTH B Ko-KyituBucanu ca PL-MSC y Tpajamy o 1 cata
Ha 37°C. Y noceOHUM 0a3zeHHMMa TPaHYJIOLUTU Cy CTUMYJIHUCAHU ca KOHAMIIMOHUPAHUM
menujymom (CM) PL-MSC u ca rhIL-6 (5ng/ml, Sigma). NET-03e je unaykoBana ca
PMA (48nM), a y oxapehene Oazene je momar Triton X-100 kako Om ce m3mepuia
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konmunHa ykynHe DNK. Hakon 2-yacoBHe mukyOamuje Ha 37°C, y uHKyOatopy 3a
kynrype henuja, y npucyctBy 5% CO, y oarosapajyhe 6azene je nogata DNK-aza u
WHKyOaIyja je HacTtaBbeHa jomr 45 MUHYTa 101 UCTUM yciioBuMa. HakoH Tora je y cBe
6azene noxar Pl (20ug/ml). UuTen3uTer duiyopecueHiie je nmpodnTan nocie 15 munyrta
Ha yuTaudy 3a mukporuioue (Synergy HT, BIO-TEK, Bepmont, CA/l).

Komnuuna excrpanenymnapae DNK (uspakena kao mpomenar totamde DNK) je
u3padyHata Ha OCHOBY cieaehe jeanauwmne (mpukasan je mpumep ca PMA rae je
IF=unrtensuret dayopeciienie; Gr=rpaHyJoLUTH)

IF (Gr+PMA)—-IF(Gr+PMA+DNKasza)
IF(Gr+TritonX—-100)

[Tpouenar Totasine DNK = xX100%

3.20. Tperman PL-MSC ca NET-om

Y uuwiby wucnuTHBama aBocMepHe KomyHukanuje PL-MSC wu meyrpoduna
uctiutuBal je epexar NET-a na npoaykuujy uurokuna oz crpane PL-MSC kyntypu. 3a
oBO ucnuTuBame kopunthene cy Tpu PL-MSC henujcke nmunuje. PL-MSC cy 3acahene y
mioue ca 24 wmecra (1x10° hemmja mo Gaseny). IToyeB o TpeHyTKa JOCTH3amba
koH(payenTHocTH o1 100% ma y Hapennux 24 cara PL-MSC cy ctumynucanu ca NET-
oM (2.5ng/ml), mpunpemsbenum u3 Heyrpoduiaa npema Beh onucanoj npouenypu. Hakon

neproJia MHKyOallje, CakylJbeH! Cy CYNepHATAHTH M MEPEHa je MPOIYKIIMja IIUTOKUHA.
3.21. Mpoandepauuja PL-MSC nakon Tpermana ca NET-om

VY nocebHoM excniepuMeHTy ucnutuBal je yrunaj NET-a Ha nponudeparnmjy PL-
MSC nunnje. PL-MSC (1x10* henuja no 6aseny) cy 3acejane y mioun ca 96 mecra ca
paBauM jgHOM y o-MEM (Sigma) memujymy (TpUIUTMKATH KyATypa) M OCTaBJbCHE Ja
anxepupajy HapenHux 6 catu. [Torom cy hemuje Tpetupane ca NET-om y koHIeHTpanuju
on 2.5ng/ml y napenna 3 nana. Kontponne henuje cy oune PL-MSC kynruBucane 0e3
NET-om. Hakon unkybanuje y xKynrype je moaar paauoaktusuu tumuaud (3HY) (1uCi
no Oaszeny) (opurmHamHe kouuenrpamnuje 6.7Ci/mmol, Bioscience, Awmepmiam) y
nocnenmux 18 catm. Hakom Tora hemuje cy TpHIICHHH30BaHE a TIpey3UMarmbe
paJMOHYKJIHMIa MEpPEHO je Ha CHUHTWIAMOHOM [ Opojauy (Beckman, LS5000TB).
Pesynraru cy nobujenu xao Opoj otkynaja y munyry (CPM) a mpepadynaru cy xao

peaTUBHM MPOIIEHTH Y 0OJHOCY Ha KoHTpoy (100%).
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3.22. Kpantudukaumja mnpoaykuuje HUTOKHMHA Yy Kyiarypu PL-
MSC nakon Tpermana ca NET-om

HuBo mpoaykoBanux nurtokuHa on crtpaHe PL-MSC tperupanux ca NET-owm,
MEpeH je y cylmepHaTaHTHMa Mmomohy komeprujanaux tectoBa FlowCytomix (Bender
MedSystems) (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IFN-12, IFN-y, IL-4, IL-5 u IL-10) u ELISA
komruieta (R&D Systems, DuoSet) (TGF-B u IL-27) (Tabena 2). JleTekuuja MUTOKHHA Y

CyIliepHaTaHTUMa KyJITypa je paHuje olnrcaHa a KOHIEHTpaluje cy uspaxene y pg/ml.

3.23. AnonTo3a rpaHyJouMTa

Y mby onpehuBama edexra PL-MSC Ha anmonTo3y rpaHyIOLHUTH Cy HHKYOUPaH!
ca PL-MSC y ognocy 5:1, y cuctemy ca u 6e3 qupeKkTHOT helujcKor KOHTakTa y ToKy 24
yaca, Kako je paHHje OMHMCaHO. [ paHyJONHTH Cy CaKyIJbCHH JIAraHUM IUIICTUPABEM a
BHUXOBa arnonTo3a je oapehuana momohy Annexin-V-FITC/uponumujym jomuna (Pl)
xomiuteta (BD Bioscience) mpema ynyTcTBy npou3sBohada. Amonrosa je aHaJu3upaHa Ha
nurodayopumerpy CellFlow CUBE6 (PARTEC), a noOujeHH IWTHTAIHU MOald
anammsupann 'y FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.) mporpamckom codTBepy.
ArmoniTo3a je Takohe onpehuBana MophoIOIIKOM METOI0M HakoH Oojema hemmja y Tiirk-
oBoM pactBopy. Ilomohy cBeTiocHOr MHKpockoma OpojaHe Cy amonTOTHYHHU
HEYTPO(HUIN KOje KapakTepHullle OJCYCTBO MYITHJIOOYIapHOCTU jeapa, KOHIEH3aluja
XpoMmatuHa 0e€3 HapyllaBamba HWHTErputera henwjcke memOpaHe u ¢parMeHTanuja
KOHJICH30BaHMX jemapa. [IporeHar amonTose je oapehuBaH HakoH Opojama ykymHO 500

HeyTpoduiia 1o npenapary.

3.24. YTuuaj pekomouHanTHor |L-6 Ha amonTo3y rpaHyJonuTa

VY nuspy ucnutuBama Moryher edekra IL-6 npoxykosanor ox crpane PL-MSC na
MHXUOUIIM]jY aronTo3e TPaHyJIoOHUTa, TPAHYJOUUTH Cy U30J0BAaHH M3 Nepu(epHe KpBU
npema Beh ormmcaHoj Mpoleypy 1 MOCTaB/beHU Yy 0a3eHe mioue ca 24 MecTta ca paBHUM
maom (5x10° henmja mo 6Gaseny). HakoH Tora TpeTMpaHH Cy ca PEKOMOMHAHTHHM
xymanuMm IL-6 (Sigma, Hemauka) y konmentpauuju 2.5ng/ml, 5ng/ml 7.5ng/ml u
10ng/ml. Kao moceOHa xoHTpona xopuutheH je konmunmonupanu meauym (CM) PL-
MSC y toky Hapemna 24 cara. Hakon Tora je oapeljmBana amonTo3a HeyTpodwuiaa y
pactBopy Tiirk-a momohy CBETJIOCHOT MHKpPOCKONa Ha OCHOBY MOP(}OIOIIKIX

MoKasaresba Kako je Beh omucano.
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3.25. PeBep3uja anonro3e rpanygonura nomohy anti-1L-6 mADb

Y mwpy Tectupama aHTH-anontoTckor edekra IL-6 y henmjcke kynatype e
nonaBaHo Ojokupajyhe anti-1L-6 monoksaoncko anturena0 (R&D Systems). Kopumnihene
Cy KynType rpanyjionuTa ca pekomOuHantHuM IL-6 niun CM cakynssenor on PL-MSC,
0 UCTOM MOJIENTY KaKo je Tope HaBeaeHo. HakoH mHKkybOannoHor nepruojaa oapehupana je
armonro3a Heyrpoduia y pactBopy Tiirk-a momohy CBETIIOCHOT MHKPOCKOIA Ha OCHOBY

MOPQOJIOMIKUX KPUTEPH]yMa.

3.26. KBanTuukaumja npoaykuuje HUTOKUHA y Ko-KyJTypHu PL-
MSC u HeyTpoduaa

HuBou murokuna rpanymouuta (IL-6, TNF-o, TGF-f u IL-27) mepenu cy
CylepHaTaHTHMa KyiTypa henuja cakymybeHHMX HakoH 24 cara, momohy ELISA
komepijanaux Tecroa DuoSet u Quantikine (R&D Systems) (Tabela 2), mpema
yrnyTcTBy Tnpom3Bohaua. KoHueHTpanmje cy wu3padyHare Ha OCHOBY CTaHIApPIHHX

KOHIICHTPALMOHUX KPUBH U U3paxkeHe cy y pg/ml.

3.27. U3osanuja MoOHOUMTAa M WHUX0Ba aAudepeHuHjanuja Yy
Makpogare

MoHonMTH Cy UW30J0BaHM U3 KOHIeHTpara nepudepune kpsu (buffy coat)
n00poBOJbHUX JaBajania KpBU u3 MHcTHTyTa 3a TpaHC(]y3HOJIOTH])Y U XEMOOHOJIOTH]Y
BMA y3 mUX0BY NUCMEHY carjacHocT. KoHlleHTpaT nmyHe BeHCKe KpBHU je pa30iakeH 3
nyra y pacteopy 0,02% NaEDTA y RPMI 1640 (Sigma, Hemauka) u HaHeT Ha
rpamgujert ryctuHe Lymphoprep (1.077g/ml;  Nycomed, Oslo, Norway) Ha
2200M/20min/23°C. 3atuM cy cakymubeHHM ,IpcTeHOBM“ henmja Ha TpaHWIM TIpeMa
rpaavjety u ucnpanu 2 nyra 'y RPMI 1640 meaujymy. Ha kpajy cy henuje
pecycniennoBane y RPMI menujymy ca pomatkom 10%FCS, 0.05mM 2-mepkanto-
eranona, 2uM L-rmyramuna u antuOunornka. MNC cy motom kynTtuBHcane 2 caTta y
by aaxepennuje MonomuTa (1x10° hermmja mo cm? Gasena mode 3a kynType henuja).
HaxoH Tora, maxJbMBO Cy MOKYIIJbEHE HeaaxepeHTHe henuje, a aaXepeHTHU MOHOIUTH
Cy OWIIM MOJIeJbeHU y TPU Tpyle 3a Aajby audepeHuujanmjy. [IpBy rpymy cy 4MHWIN
Makpodaru mudepeniupanu 6e3 momarka akTopa pacta (CroHTaHa audepeHInjammja)
(sMQ), npyry rpyny cy ynamid M@ audepennupanu y npucycrsy M-CSF-a (100ng/ml;
R&D Systems) (mM@), a tpehy MO nmudepenuupanun y mnpucycrsy GM-CSF-a
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(100ng/ml; R&D Systems) (gmM®). [lepuon audepeHuumjanmje je Tpajao S5 1aHa HaAKOH
yera cy henmje maxspMBO HcrpaHe y crepunHoM PBS-y 3arpejamom Ha 37°C. Tako
nobujene MO kopumhene cy y ekcnepumentuma ca PL-MSC mnperxomno

NPUIIPEMIbEHUM ITpeMa Beh onucaHoj nporeypH.

3.28. Ko-kyarypa PL-MSC u MO

PL-MSC (2x10° henuja o 6azeny) u M@ (5x10° henuja mo 6a3eny) mocTapibeHe
CYy y KO-KyITypy (OMpeKTaH KOHTAakT henuja WJIM CHCTEM ca MOJYIpPOIYCT/BHBOM
MeMOpaHoM). Y TMOjeJMHUM ekcrepuMeHTiMa M@ cy Takohe Tpetupane 24 cara
KoHauonupanum  meaujymom  PL-MSC  (CM50%) y mmpy mpahema edekra
conyOnHUX (akTopa Ha (HEHOTHUH M MPOAYKIH]Yy IUTOKKMHA Y Mel)ycoOHO] MHTepaKuuju
PL-MSC u M@. Takole cy mocraBjbeHE U aJeKBaTHE KOHTPOJIHE IPyIe KOje Cy YNHUIIC
nojenuHayne kyiarype PL-MSC u M. Bpeme Tpajama ko-Kynrype O6uiio je 5 naHa,
HAaKOH 4Yera Cy CakyIJbCHH CyNepHaTaHTH a henmuje TpurcMHH3OBaHe, ypaheH (eHoTun
Ha M1 u M2 mapkepe Kao W HHTpanelyjJapHa HPOAYKIHja MPOWHQIAMAIN]CKUX MU
uMyHoperynamnujckux nutokuaa M@ u PL-MSC. ¥V oBom ekciepumeHTy Kopuithene cy

Tpu PL-MSC nunmje u tpu kyarype M@ pa3iauuuTux J0HOpA.

3.29. ®enotun M@ y ko-kyarypu ca PL-MSC

denoturncke kapakrepuctiuke MO u3 xo-kynrype ca PL-MSC ananusupane cy Ha
npoTo4HOM IuTodyoprMeTpy, momohy FITC-komyroBanux mADb na anti-CD45, CD80,
CD14 u CD1lc, xao u PE-komyrosanux anti-CD16, CD73, CD39 u TLR4 wu
aHTHTEMMa KomyroBanux owotmHoMm anti-HLA-DR, CD206, CD68, CD169 u CD209
(Tabena 1) Ha koje cy noxaBanu crpentaBuauH-FITC wmm crpentaBuann-PeCy5
(Serotec). Tlpomenypa je paHuje J[AeTa/bHO ONKMCaHa. 3a JETEKIHjy eKCIpecHje
unTpanenyrapaor CD68 pahena je mepmeabmimzanuja henrja momohy KOMEpIHATHOT
KomruieTa 3a nepmeadbunusanujy hemuja (Flow Cytometry Fixation and Permeabilization
Kit I; R&D Systems, Inc. 1-800-343-7475) mpema ymytcTtBy mpomsBohauya. Hakon
obenexaBama henuja aHTUTENUMMa, aHaIM3a EKCIIpECHje Mapkepa je BpIIEHAa Ha
nporouHom 1uromeTpy CellFlow CUBE6 (PARTEC). [Monynanuje M@ u PL-MSC cy
uaeHTu(UKOBaHe MpeMa mapamerpuma 3a ,forward m ,,side scatter”, 3aTum je HHBO

eKCIpecHje MojeIMHAaYHuX MapKepa aHanusupaH y nonynauuju CD45+ onnocno HLA-
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DR+ henuja. oOujenu ,,¢pajmoBu” cy oopahenn momohy FCS Express 5 RUO Edition

nporpamMmckor codTepa.

3.30. Jlereknuja MHTpane yJJapHUX HUTOKHHA

VY nuiby AeTeKIrje eKCIpecHje HHTpaIeayIapHiX IIUTOKUHA Y KO-KyaTypama PL-
MSC u MO BpuieHa je nepmeabunuzanuja hemuja momohy KOMeplHjaqHOT KOMILIETa
(Flow Cytometry Fixation and Permeabilization Kit I; R&D Systems) a npema ymyrcTBy
npousBohaua. Hajrpe cy henuje tperupane monesunom (3uM, Sigma) y tpajamy ox 5
caTd, HaKOH 4era cy (pukcupane u mepMeaOWIM30BaHE a IOTOM MHKYOHMpaHE ca aHTH-
muijuM MAD npema xymanum nutokuauma TNF-o, IL-4 u IL-10 (FITC), 3atum IL-
12p40 u IL-13 (PE) u anti-TGF-B u IDO-1 (Biotin), npukna3anux y tabenmu 1. 3a
UHIUPEKTHY (IIyOPECICHIly Ca aHTHTEIMMa KOHYroBaHMX OMOTHHOM 00E€JekKaBame je
paheno momohy crpenraBuauH-PeCy5 (Serotec, Oxford, UK). 3a wucnmpame henuja
kopuihenn cy komeprmjaiaaud Fixation u Permeabilization buffer. Excnpecuja
MHTpAIenyIapHiuX IMUTOKUHA y Ko-KynTypu PL-MSC n M@ mepena je Ha mpoTOYHOM
nuToQIyoMeTpy a muxoBa kBaHTU(uKauuja y MO (CD45+/HLA-DR+) u PL-MSC
(CD45-/HLA-DR-) pahena je momohy FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.)

codTBepa.

3.31. KBanTudukaumja npoaykuuje HUTOKUHA y KO-KyJTypHn PL-
MSC u MO

HuBo mponykoBanux nurtokwHa y Ko-Kyntypu PL-MSC u M@ wmepen je y
cyrnepHartaHTuMa momohy komepuujanaux tecroBa FlowCytomix (eBioscience) (I1L-1p,
TNF-o, IL-6, IL-8, IFN-12, IFN-y, IL-4, IL-5 u IL-10) u ELISA xommuiera DuoSet u
Quantikine (R&D Systems) (TGF-B u IL-27) xao mro je Beh omnucano.

3.32. CTaTuCTHYKA AaHAJIU3A M01aTaKa

VY anamm3u nopataka kopumthenn cy Studentov t Tect, aHanm3a BapujaHce
(ANOVA) ca oarosapajyhum moct-rectom (Bonferroni moct-tect mnu Dunnett moct-
TecT). AHanu3a moxaaraka je pahena y GraphPad Prism 5.0 mporpamckom codtsepy.
CraTHcTHUKe 3HAYajHOCTH Cy O3HA4yeHE 3Be3AMllaMa U HUXOBO 3Haueme je *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001 wim Tapabunama U BUXOBO 3Hauewe je #p<0.05; ##p<0.01;

###p<0.001 y mopehemy ca oaroapajyhoM KOHTPOJIOM.
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4. Pe3yaratu

leo I. YcenocraBbame u kapakTepu3zanuja PL-MSC nnuja

4.1. MopdoJioruja, KIOHOTE€HOCT U cTeneH npoaudepanuje PL-
MSC

Y npBOM ey OBOT' HCTPaXHBAYKOT paja ycrnocTtaBibeHe cy uetupu MSC henujcke
nuHuje noowjere u3 PL pasnmuuuTuix M0oHOpaA, a mpema Beh ycTasbeHO] Mporlenypu 3a
wuxoBy m3onanujy (Poki¢ u cap. 2012) a koja je aeTabHO IpHKa3aHa y IOTVIABJbY
Marepujan u Meroae. llusp oBHX ekcnepumeHaTa je OMO aHanmm3a MOP(dOIOMKHX
KapaKTEepPUCTHKA, CIIOCOOHOCT (popMupama KojoHuja 1 quHaMuka pacta PL-MSC.

AHanM30M Ha MHBEPTHOM MHKPOCKOITY IOKa3aHo je na je mopdororuja PL-MSC
cimuaHa Mopdooruju ¢pudpodaacra (Cnuka la). Cee henujcke nunuje cy dopmupane
xononuje (CFU-f) y kynrypu (Cnuka 1b). Ha ocHOBY quHamuke pacra je MokKa3aHo jaa
PL-MSC umajy BHCOKY cToOIy mposudepanuje Koja je curmougHor kapakrepa (Ciuka
1c), npu yemy je WUXOB pacT y mpBux 4 1gaHa OMO CIOPHjU, HAKOH Yera je CIICAUO
nepuoja HMHTeH3MBHE npoiudepanuje m3mehy 4. m 7. nana (excroHeHiMjanHa (aza
pacta). Kana cy henuje nocturie ryctuny oko 80% KOHGIYEHTHOCTH yOuY€H je Ipyrd

HIepPHOJI YCIIOPEHOT pacTa (IU1aTo), KOju ce Hajuernhie jaBjbao HAKOH /. JaHa KyJITHBAIH]e.

a) b) ¢)
RETES i ‘N TN ~
S S TAN S 2 . S BT PDt (1.4£0.4)
™ L : .'l,‘\ ; ¥ G e
,:‘\ j‘_ y ./‘f ;15\.’ /) :>\ ‘l.'_' g ] . 120004
4 - % ; '-/ ‘:: ; l'. ‘V" ) ';
A 2 // 3 S 5 9000
s o o 1/ e S N =
- ) //// e , \ , - : ’
D ey B - R
w“'-'f,/v.,‘Q'“ A N E L . 2
.~ .‘7/‘ ’ ch , 2510 » |73 ./ e : [00im 0-— T T T T T T T T T
P i itk Y ’ : S 0 21 31 41 51 61 71 8x 9a 10a

Canka 1. MopdoJioruja, kJIoHOreHocT u cTeneH npoaudepaunuje PL-MSC. PL-MSC
Cy TajeHe y MeIujymy 3a Me3eHxuMcke Matuune hemuje (a-MEM). a) Cnuka PL-MSC u3
4. macaxke y KynaTypu, AoOujeHa momMohy HMHBEPTHOI MHUKPOCKOIA, TOKa3yje HUXOBY
bubpobmactouany mopdomorujy, ysehame 10X, mamumap 25um. b) CFU-f recr,
kononuja PL-MSC (6p. hemuja Behu ox 50), MGG 0Oojeme, yBehamwe 40X, nasbuHap
100um. ¢) Kpusa pacra PL-MSC (curmounnu kapakrep); PDt, Bpeme 3a koje nomasu 10

TyTUTApama MoMyJialnje.
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4.2. ®enoruncka kapakrepuszamnuja PL-MSC

HaxoHn mpBor nena Mop¢hoJIOMIKUX U MPOTU(pEpaTHBHUX UCIIUTHBAKA, aHATH3UPAH
je ¢enorun ycrnocraBjbeHUX PL-MSC nmHHMja Ha TPOTOYHOM ITUTO(PIYOPUMETDY.
[Tokazano na PL-MSC excnipumupajy tunmane MSC mapkepe kao mro cy CD90, CD73
u CD105 (3a cBakm mapkep je mokazana ekcrpecuja Beha ox 95% 3a cBe aHanmusupaHe
henujcke nMHM]E), MTO je y CArJIACHOCTH Ca MUHUMAJIHUM KPUTEPHjyMHMa 32 HUXOBY
kinacudukanujy (Dominici u cap. 2006). Ocum tora, oBe PL-MSC snuHuje Takohe cy y
BUCOKOM TmipoueHTy ekcnpumupane CD166, CD56 u CD146. HurtepecanTHo je
HarnoMeHyTH Ja je ekcrpecuja CD44 Guia xereporena u Bapupana je y omncery 9.1% -
55.5%. Hajumxa ekcnpecuja je 6una 3a STRO1 (18.1£3.4%), CD39 (14.0+1.9%) u
SSEA4 (6.3+1.8%) (Tabena 3 u I'paduxon 1).

Ta6ena 3. ®enorurncke kapakrepuctuke PL-MSC

Mapxkepu Excnpecnja (%) = SD

CD90 97.3£1.7
CD73 94.8+4.7
CD56 93.9+1.6
CD105 90.245.7
CD166 87.8+£3.7
CD146 71.0+£8.9
CD44 26.6+19.6
CD39 14.0+£1.9

STRO-1 18.1£3.4

SSEA4 6.3£1.8

PL-MSC (n=4) u3 4. macaxe cy TMpPUIPEeMJbEHE 3a aHaIM3y Ha MPOTOYHOM
uTOQIyOpUMETpy IMpemMa MPOTOKOIY OMHCAHOM Yy MOTJaBjby Marepujail U MeToje.
[Momynarja PL-MSC ananusupana je npema mapametpuma 3a forward/side scatter, a
HUBO €KCIIpECHj€ CBaKOI TMIOjeJMHAYHOr Mapkepa ojpehuBaH je Kao IMpolLEeHaT
MO3UTUBHUX henuja y aHaIM3MpaHOM Y30pKY y OJHOCY Ha KOHTpoidy. Pesynrtatu cy

NpPUKa3aHU y BUAY Cpelibe BPeAHOCTH Y% no3uTuBHUX henuja + SD.
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PL-MSC .CD90 97.9% CD73 97.7% CD56 95.1%

10° 10° 10 10 10 0 w0 w0 w0 10 10° 10° 10 10 10 10 10° w0 0 0 1 10°

CD105 88.8% CD166 91.5% CD146 72.4% CD44 47.2%

67 51 % 70

45 34 17 47

2 17 9 23

I'paduxon 1. Ilpoduianm xucrorpamu jeane on penpedenraruBHux PL-MSC
aunHuja. [T1aBom 00joM Cy O3HAYCHW Y30pIM aHAIM3UPAHW 3a CBAKH IOjeTUHAYHU
Mapkep, a ciBoM 00joM KoHTpoiHe henuje. Paznika y npekiianamy y30opaka U KOHTPOJIE

NpeJcTaB/beHa je y BUIY MPOIIeHTa MO3UTUBHUX henuja 3a 1aTh Mapkep.
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4.3. Excnpecuja MSC mapkepa y PL

Y uwpy wunentudukanuje henmja koje wucmosbaBajy wmapkepe MSC  Ha
UTO(QIyOPUMETPHjH, JKEJIETU CMO J1a TPOBEPHMO KaKBa je eKCIIpecHja OBUX MapKepa y
PL in situ. ¥ Tom musby cy paljeHa IMyHOXHUCTOXEMH]jCKA 00jeba Ceprje KPHOCTATCKUX U
napapuHCcKux npeceka TkuBa PL (rpanynoma) (n=20) momohy MOHOKJIOHCKHX aHTHUTEJa
KaTakTepucTHYHHX 3a Mapkepe MSC (CD146, CD90, CD105, CD73, CD166, CD271,
CD56, a-SMA, STRO-1 u SSEA4). Pesynratu ekcrpecuje aHaJu3MpaHUX MapKepa
MpHUKa3aHu Cy Ha cimkama 2-10. u Tabenu 4. Y Tabenu cy mprKa3zaHe MO3UTHBHO 000jeHe
CTPYKType 3a aHanu3upaHe Mmapkepe MSC U CEeMHKBAHTUTATHBHU CTENEH HHUXOBE
eKcIpecHje.

Ha cnuum 2 je npukaszana ekcpecuja CD146 in situ. ITo3utuBHOCT je AeTeKTOBaHA
NPBEHCTBEHO HA €H/OTENY KPBHHUX Cy/IOBa Kamujapa W MOCTKAaNWIApHUX BeHyna. Ocum
TOTa, TIEPUBACKYIapHH (TIEPUIIMTHU) PETHOHM Kamujapa W MOCTKAMWIAPHAX BEHYNA CY
takohe CD146 nosutuHu (Crnuka 2D), anu ce youaBajy U KpBHU CYAOBH (Kamujaapu U
NOCTKANWIapHE BEHYJe) ca HeraTWuBHUM mepunuTuMa. Excrpecuja CD146 in situ je
yMepeHor 10 jakor unreHszurera (Cruka 2).

[TosutuBHOCT HAa CD90 je Omia mpucyTHA KaKo Ha BACKYJIAPHUM €JIEMEHTHMA TaKO
u y crpomu PL (Cruka 3). MHTEH3HUTET TPe00jeHOCTH CTPYKTYpa je Bapupao 0] yMEPEHO
jake 1o jake mpebdOojeHOCTH. ApTepuolie, Kaluwiapd U TOCT-KalujapHe BeHyle, Cy
NOKa3MBaJle MHTEH3UBHY MpPe00jeHOCT KaKO E€HJI0TeNa Tako W 3UI0Ba KPBHHUX CYy/10Ba,
1ok je excripecrja CD90 y mepuBackyiIapHOM peruoHy ymepeHor nHrensutera (Crouka
3B u 3D). [lo3uTuBHOCT TepHUIUTa C€ TEIIKO youaBa y OCTally Ha OCTaje eJIeMEHTE
KPBHUX CygoBa. Y CTpOMH TpaHyiomMa ce Takohe youaBa Beauku Opoj CD90*
¢ubpobiacta, kao 1 nojeAuHayHuX henuja pudpodnacrounne mopdosoruje (Ciamka 3A
u 3C).

Excrnpecuja CD105 mapkepa y PL je 6una 3acTynibeHa Ha KpBHUM Cy/I0BUMa, ajlH
je y onHocy Ha CD146 Ouna mame M3pakeHa U YIJIaBHOM j€ OrpaHMuYeHa Ha €HJIO0Tel
KPBHUX Cy/l0Ba (apTepuoiie, KaluiapH, nocT-kanuiapHe Benyse) (Cnuka 4). Ilpebojene
CTPYKTYpE Cy YMEpPEHO jaKOT MHTECH3UTETa. YOdaBa C€ BEIUKH OpOj MOCT-KamMJIapHUX
senyna ca CD105" enmorenom u CD105 nepunurtuma (Cnuka 4D), a y cTtpomu ce
takohe youasajy CD105" henuje pubpobuacrouanor usriena u makpodaru (Cruka 4C).

Ha Hapa(l)I/IHCKI/IM npecenuma CHUMIITOMATCKHX T'paHyJIOMa Y PCTHOHY ca
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uapuwrtnmyhum nadramanujckum henujama takohe cy youene mojemunaune CD1057
henmuje (Cnuka 4C).

Excrnpecuja CD73 in situ je Owima ymMepeHOr HHTEH3MTETa M 3aCTyIlJb€HA Ha
BacKynapHuM enemeHTnMa (Ciuka 5A), TOMUHAHTHO y CTPOMH aJId U HA MOjeTUHAYHUM
henujama y uadunrpary (Cmuka 5C). Ha kprocraTckum npecenuma excripecuja CD73 je
Ouia yMmMepeHo 10 YMEpEeHO Cci1ador HHTEH3UTaTa IPUCYTHA Ha IOCT-KalWJIapHUM
senynama (Ciouka 5B). Ha mapaduHCKUM IpecenuMa 3anaxeH je Benuku 6poj CD73"
henuja koje Mopdonomku nmuue Ha Makpodare u uHGuATpUIyhux henuja y oxonmHu
KpBHUX cyznoBa (CnukasSD).

Ucnossenoct CD166 y PL je 6wna cnabor nmo ymepenor untensurera (Cnuka 6).
OBaj Mapkep je 610 yecTo AUCTPUOYUPAH y pErHoHy MpoiudeprucaHux eMUTETHUX TpaKa
(Manace3oBa enuTenaHa OCTpBalla) M IOKa3MBao MpexacTy (opMmy. YHyTap peruoHa
orpannuenux janneM CD166" henuja (kaoko je mpukasaHo Ha caunu 6B) youasajy ce
KPBHH CYJIOBH (apTeproJie) JUCKPETHE MO3UTUBHOCTH.

Canuny auctpulyuunjy CD166 y TkuBy rpanyinoma je umao u CD271 (Cnuka 7).
Ha cmunu ce ouasajy CD271" mponudepucane enuTenHe TpPakKe jakKOr MHTEH3UTETA
npebojeHoctu. Mehyrum 3a pasmuky on CD166, y crpomu rpanynoMa OOjeHHX Ha
CD271 n Ha KpBHUM CyI0BUMa HUj€ IETEKTOBaHA MO3UTHUBHOCT.

Excnpecuja CD56, ymepeHor HWHTEH3MTETa, je OwWwia MPUCYyTHa Ha KpPBHUM
cynoBuMa mamer aujamerpa (kanuiapu) (Ciauka 8A). OcuM Tora y CTpOMHU Cy youeHe
nojexqunaune CD56" hemuje (Cnuka 8B).

Excnpecuja a-SMA je Ouna jakor MHTEH3UTETa M NPUCYTHA Ha BehMM KPBHUM
CyJOBHMa (apTepHoJie U BeHyJe) U NocT-KanujaapHuM BeHynama (Cimka 9A). YoueH je
BenrkH 0poj a-SMA™ apreprona ca 0-SMA MO3UTUBHUM M HETaTHBHUM IEPUIIMTHMA
(Cnuka 9B).

Excnpecuja STRO-1 mnpucyrHa je camMo y MOjeIUHMM pPETrHOHUMA Cl1abor
uHTeH3uTeTa. [lo3utuBHe cy nmojenuHauHe henuje KpBHUX CyAoBa (Hajuenrhe Kamuiapa)
U OKO KPBHHX Cy/l0Ba (HajBE€pOBaTHHUj€ NMEPUILIUTH) KA0 U Y cTpoMu rpanyiaoma (Crnuka
10). [To3uTUBHOCT NepUIMTA HUje OUIIa jacHa.

Excrnpecuja SSEA4, je nmonyt auctpudynuje CD166 u CD271, je Ouna npucytHa
Ha TpoiupepucaHuM eNUTeNHUM Tpakama ymepeHor uHTeHsurera (Ciuka 11A).

Mehytum, SSEA4 je ekcripumupan M Ha OpOjHMM MOjeIMHAYHUM henujaMa y CTpOMHU
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rpaHyjoMa Kao ¥ y OJM3WHH 3U70Ba KPBHUX Cy/I0Ba KOjU MOPQOJIOUIKH U TOMOrpadcku

oarosapajy nepunutuma (Crnuka 11B).

Ta6esa 4. Excipecuja MSC mapkepa y PL in situ

. HNuTensurer
Mapxkep Excnpecnja )
eKCIIpecHje
Ennorenne henuje kanunapa, moct-
CD146 ++++
KallWIapHUX BEHYJIA; IEPUIUTH
Enpnorenne henuuje aprepuona, kanuiapa,
CD90 MOCT-KalujapHUX BeHyna; GpuodpodiacToniHe ++++
henuje
Ennorenne henuje aprepuona, kanuuapa,
CD105 MOCT-KaIMJIapHUX BeHYa; pudpodacTu; +++
Makpodaru; nojenune nHpuiTpuinyhe hemuje
Ennorenne henuje nocr-kanuiapHux
CD73 BeHyJa, Makpodaru, Behnna ++
uHpmiTpuiyhux henumja
Enporenne henuje aprepuona;
CD166 ++
nposindeprcaHe enuTeTHe TPaKe
CDh271 [Iponudepucane enurenHe Tpake ++++
Ennorenne henuje xanumiapa; nojeuHavyHe
CD56 ' ++
cTpomaiine henuje
Enporenne henuje u henuje 3umosa
a-SMA apTepHoJa, BEHyJIa, IOCT-KalluIapHUX ++++
BEHYJIa; MEPULIUTH
[Tojenunaune crpomanne henuje;
STRO-1 +
MEPULIUTH
[Tojenuuaune ctpomainte henuje;

SSEA4 ++
MEPULIUTH; IPOIU(EprUCaHe ENUTETHE TPaKe

Excrpecuja mapkepa MSC y PL je oxapehena mpema creneHy (MHTEH3UTETY)
npe00jeHOCTH TMO3UTUBHUX CTPYKTYpa M NeNmujcKuX elleMeHaTa CEeMUKBAHTHTATUBHO.
++++, jak UHTEeH3UTeT O0jema; +++, yMepeH J0 jak MHTEH3UTeT Oojema; ++, cinab a0

yMepEeH UHTEH3UTET 00jema; +, ci1ad HHTEH3UTET 00jema.
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Cauxa 2. Excnpecuja CD146 mapkepa y PL. Ha ciuim je mpukasana in Situ
muctpuOynrja mapkepa CD146 nerekTroBaHa HMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTogmoM (Px).
Bpaon 6oja - mo3utuBHO TpebojeHe cTpykType u henwmje; mnaBa 6oja — jeapa hemmja
KOHTpAcTHpaHa ca XeMaTOKCHJIMHOM. A u B, kpuo-nipecenn rpanyiioma, pHa CTpeinia
npukasyje CD146" nocrkanunapue Benyie; C u D, mapapuHcku mpeceny rpatyioma,
miaBa crpenuna nokasyje CD146% engorenne henwmje, a npBeHa CTpenuIa IMOKasyje
CD146" nepunut; A u C, ysehame 10x, masmunap 100um; B u D, ysehame 40x,

naspuHap SOpm.
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100m

st A

Cauxka 3. Excnpecuja CD90 mapkepa y PL. Ha ciunm je mpukasana in Situ
muctpuOynmja mapkepa CD90 gerekToBaHa HMMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTonoMm (Px).
Bpaon 6oja - mo3utuBHO TpebojeHe cTpykType u henwmje; mnaBa 6oja — jeapa hemmja
KOHTPAaCTHpaHa ca XeMaTOKCHJIMHOM. A U B, kpuo-npecenu rpanysioma, pHa CTpeIuna
nokasyje CD90" engorenne henuje mocTkanuiapHux BeHysa, Oela CTpEIMIA MOKa3yje
CD90" engorenne hemuje aprepuona, miaaBa crpenuna nokasyje CD90" henwmje
¢ubpobnactounne mopdunoruje; C u D, mapaduHckM Mpecenu TpaHyloma, LPBEHA
crpenuia nokaszyje CD90* enorenue henuje kanunapa; A u C, ysehawe 10X, gabuHap

100um; B u D, yBehame 40x, naseuaap S0um.
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/ S50pm
—

Cauxa 4. Excnpecuja CD105 mapkepa y PL. Ha ciumu je mpukasana in Situ
muctpuOynmja mapkepa CD105 perekroBaHa HMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTogoM (Px).
Bpaon 6oja - mo3utuBHO TpebojeHe cTpykType u henwmje; mnaBa 6oja — jeapa hemmja
KOHTpAcCTHpaHa ca XeMaTOKCHJIMHOM. A u B, kpuo-nipecenn rpanyiioma, pHa CTpesIHiia
nokasyje CD105" engorenne henmje aprepuona a Oena crpenuna mokazyje CD105"
enporenHe henrje moctkanmwiapaux Beryna; C u D, mapaduHCckH mpecenu rpaHyioMa,
npeena crpenuna nokasyje CD105" enporenne henuje kanunapa; A u C, ysehame 10X,

nasbuHap 100um; B u D, yBehamwe 40x, nassunap S0pm.
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100pm

Cmuka 5. Excnpecuja CD73 mapkepa y PL. Ha counm je mpukasana in Situ
muctpubynja CD73 mapkepa JeTeKTOBaHA HMMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeToqoMm (Px).
Bpaon 0oja - mo3utuBHO TIpebojeHe cTpykType W henwmje; tuiaBa 0oja — jempa hemmja
KOHTpacTHpaHa ca XeMaTOKCHIMHOM. A u B, kpuo-mpecenu rpanynoma, IpHa CTpeuia
nokaszyje CD73" enporenne hemuje nocrkamwiapuux Benyia; C u D, mapaduHcku
npecely rpanyioma, HpseHa crpenuna nokasyje CD73" undunrpumyhe henuje; A u C,

yBehamwe 10x, naseuHap 100um; B u D, yeehame 40x, naseunap S0um.
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100pm

Cmuka 6. Excrnpecuja CD166 mapkepa y PL. Ha ciounm je mpukasana in situ
muctpubynurja CD166 mapkepa neTeKTOBaHA HMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeToaoMm (Px).
Bpaon 0oja - mo3utuBHO TIpebojeHe cTpykType W henwmje; maBa 6oja — jempa hemmja
KOHTpacTHpaHa ca XEeMaTOKCHIMHOM. A u B, kpuwo-mpecenm rpanyinoma, crpenuna
nokasyje CD166" nponudepucane enurente tpake; A, ysehame 10x, nabunap 100um;

B, ysehame 40x, nassunap S0pm.

Cauxa 7. Excnpecuja CD271 mapkepa y PL. Ha ciuiu je npukaszana in Situ
muctpuOynrja mapkepa CD271 nerekTroBaHa HMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeToqoM (Px).
Bpaon 6oja - mo3utuBHO TpebojeHe cTpykType u henwje; miaBa 0oja — jeapa hemmja
KOHTpacTHpaHa ca XeMaTOKCWIMHOM. A u B, kpuwo-mpecenu rpanHyiaoma, CTpenuia
nokaszyje CD271" nponudepucane enurende tpake; A, yBehame 10x, maspunap 100um;

B, yeehame 40x, maspuaap S0um.
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Cmuka 8. Excnpecuja CD56 mapkepa y PL. Ha counm je npukasana in Situ
muctpubynurja mapkepa CD56 gerekToBaHa HMMYHOXUCTOXEMHjCKOM MeTonoM (Px).
Bpaon 0oja - mo3utuBHO TIpebojeHe cTpykType W henwmje; maBa 6oja — jempa hemmja
KOHTpacTHpaHa ca XeMaTOKCWIMHOM. A u B, xpuo-mpecenn rpanynoma; Ha cimmmm A
crpenuiia nokasyje CD56" ennorenue henuje, ysehame 10x, naspunap 100pum; Ha civiu

B crpenuna nokasyje CD56" nojenunaune henuje, yBehamwe 40x, naspunap 50pm.

Cauxka 9. Excnpecuja a-SMA mapkepa y PL. Ha counm je mpukasana in Situ
muctpuOynmja o-SMA Mapkepa JIeTeKToBaHA WMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeroaoMm (Px).
Bpaon 6oja - mo3utuBHO TpebojeHe cTpykType u henwje; mnaBa 6oja — jeapa hemmja
KOHTpAacTHpaHa ca XeMaTOKCWIMHOM. A u B, kpuwo-mpecenu rpanyiaoma, CTpeidna
nokasyje o-SMA" henuje 3u108a KpBHHEX CyI0Ba yKJbyuyjyhu u nepuiure; A, yehame

10X, masemaap 100pum; B, yeehame 40x, nassuHap SOpm.
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Cmuka 10. Excnpecuja STRO-1 mapkepa y PL. Ha ciounum je mpukasana in situ
muctpubynurja STRO-1 mapkepa neTekToBaHA WMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTonoMm (Px).
Bpaos 60ja - mo3uTHBHO MpedoOjeHe CTPYKType U henuje, IpeTJOMHHAHTHO MAJTUX KPBHHUX
CyIloBa; TuIaBa 0oja — jeapa henmuja KOHTpacTUpaHA ca XeMAaTOKCHIMHOM. A u B, xpuo-
npeceny rpanyioma; A, ysehamwe 10X, gasbunap 100pm; Ha counm B crpenmua nokasyje

STRO-1" nojenunaune henuje, ysehame 40x, nasbunap S0pm.

Cauxa 11. Excnpecuja SSEA4 mapkepa y PL. Ha ciuiu je npukaszana in Situ
muctpubynja SSEA4 mapkepa JeTEKTOBaHA HMYHOXHCTOXEMHUjCKOM MeTonoMm (Px).
Bpaon 60ja - mo3uTuBHO MpedojeHe CTpyKType U henuje, IpeTOMUHAHTHO MalTUX KPBHHUX
CyqoBa; TuiaBa 0oja — jeapa henmuja KOHTpacTUpaHa ca XeMAaTOKCUIMHOM. A u B, kpuo-
npecend rpanyioma; Ha cimmm A npha crpenuna nokasyje SSEA4™ mponudepucane
enuTelHe Tpake, yBehame 10x, masemHap 100um; Ha B mmaBa crpenmuia mokasyje
SSEA4* nojenunaune henuje, a upsena crpenuia nokasyje SSEA4* nepunure, ysehame

40X, naspuHap S0pum.
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4.4. NMudepenumnjamuja PL-MSC

VY HapegHuM eKcnepuMEHTHMa TecTupaiu cMo crocooHoct PL-MSC na ce mon
onpehenum ycnoBuma audepeHunpajy y apyre hemamje Me3eHXUMCKOT Mopekyia. Y ToM
by PL-MSC cy rajeHe y MHIyKTHBHUM MEIUjyMHMa 33 OCTEOTEHY, aJHUIOTCHY U
XOHJIpreny nudepeHInjainjy Kako je OMMCcaHo y noriaBby Marepujan u metoae. Hakon
nepuona audepennujanmje, nmokasanmu cmo aa ce PL-MSC mory mudepeniupat y cBe
Tpu henujcke NUHUjE, C TUM IITO je MOTeHUMjan AudepeHurjanyje y ocreodmacte 61o

HajBehu a moteHnujan nudepeHnujanmje y anunonure HajMamwu (Cnuka 12).

A - octeorena nud.
B - xonaporena aud.

C - agunorena gud.

2

s 25pm

Canka 12. {udepenunjanuja PL-MSC y npyre henuje mesenxumckor nopeksa. Ha
cunu A mpukaszaHa je octeoreHa nudepennujacuja PL-MSC, npHa cTpenwia mokasyje
alizarin red mo3utnBHa MuHepanu3oBaHa je3rpa, yBehame 10x, mapunap 100pum; Ha
ciuiy B npukazana je xonaporena audepenunjaimja PL-MSC (mener), ysehame 10x,
nasbuHap 100um; Ha cimmm C mpukasana je agunoreHa audepepennujanuja PL-MSC,
mraBa crpenuna nokasyje Oil Red O mosutuBHe agumorene rpanyie, yBehame 40x,

JajbUHAp 25um.
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4.5. Tlpoaykumja nuurokuHa y kyarypu PL-MSC nakon
crumyJianuje ca TLR aronucruma u kokrenom
NPOUH(IAMAIMjCKUX HUTOKHHA

Y okBUpY HCTpakuBama (QYHKIMJCKUX Kapaktepuctuka PL-MSC Hajmpe je
ucnuta edekar aronucra TLR (LPS, Poly I:C u Pam3CSK4) koju npencraBibajy Moaesn
3a mpoydaBame edekra OakTepwja, BUpyca M HHUXOBUX TokcmHa y PL. Anammsom
denotuna PL-MSC mnoxkazano je na Pam3CSK4, aronuct TLR2, cMamyje ekcrnpecujy
CD166 nok apyra asa moisekyia, LPS (aronuct TLR4) u Poly I:C (aronuct TLR3) Hucy
NOKa3MBaJlM MOJAYJAIMjCKH edekaT Ha ekcrpecujy oBor Mapkepa. Ca Ttpu TLR
aroHucra cy jgosena a0 nosehama excripecuje CD73 u IDO-1 monekyna va PL-MSC, a
HUCY OMTHHje yTuuaiu Ha uHaue Hucky excrpecujy HLA-DR. Excnpecuja ILT-3 u ILT-
4 mosnekyna Ha koHTpoiaHuM PL-MSC je 6una mucka (<0.1%) u Huje ce Memaya moj
JICjCTBOM HH jeIHOT o1 McnuTuBaHuX TLR aronmcra (pe3ynaraTi HUCY IPUKA3aHu).

Kokren npoundnamanujckux murokuna (TNF-a, IL-1B, IL-6 u PGE2), yecto
kopuirthenu crumyinyc 3a marypauujy DC u mogynanujy @yHkuuje umyHckux henuja, je
noBehao excrpecujy CD73 u IDO-1 a Huje GuTHHje MeHao eKCIpPecHjy APYyrux Mapkepa

(Tabemna 5).

Ta6ena 5. Monynanuja excripecuje mapkepa PL-MSC nakon tpermana ca TLR

aroHuCTuMa M KOKTCJIIOM HpOI/IHq)J'IaMaI_II/IjCKI/IX IOHUTOKHMHAa

CD73 (%) CD166 (%) HLA-DR (%)  IDO-1 (%)
KonTpona 73.248.1 71.0£3.5 8.4+2.1 11.0+7.0
LPS 86.7+4.6" 69.9+7.7 9.0+2.1 23.0+2.9
Poly I:.C 89.9+0.3" 74.2+2.8 10.2+0.1 33.242.9™
Pam3CSK4 87.5+0.8™ 59.2+3.1° 8.70.1 28.0+3.6™
[Tpound. kokTen 84.6+2.2 68.1+5.1 10.6+2.0 28.0+9.9”

PL-MSC cy unkybupane ca TLR aroHuctuMa My KOKTEJIOM INPOHUH(IaMaIN)CKUX
IIUTOKWHA y TOKY 24 cata. Pe3yiratu cy mpuka3aHM Kao Cpeima BPEIHOCT MpPOIeHTa
excrpecuje = SD (n=3 pasznuuurte henujcke nunuje). One-way ANOVA Dunnett mocr-
tect, *p<0.05; **p<0.01;, ***p<0.001 y omHOCy Ha oxaroBapajyhe BpeaHOCTH Yy

KOHTPOJIH.
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AHaIM30M IpOIyKOBaHUX HUTOKMHA Y KynTypu PL-MSC nHakon Tpermana ca TLR
arOHMCTUMa W KOKTEJIOM IMpouH(IaMalMjCcKuX LIUTOKMHA Haheno je ma Poly I:.C
ctumysuie npoaykuujy IL-1B (36.5+2.8pg/ml) y oqnocy Ha koHTpony (31.3+1.7pg/ml),
TNF-a (78.1£15.1pg/ml) y omHocy Ha xoHTpormy (45.1£6.2pg/ml) u IL-6
(1451.0+£323.2pg/ml) y omHocy Ha kKoHTpory (555.3+£330.7pg/ml). LPS je crumynucao
npoaykiujy 1L-6 (2806.7+472.4pg/ml). Pam3CSK4 je crumynucao mpoaykuujy IL-6
(3069.8+£536.8pg/ml), a maxubupao mpoaykumjy IL-B (27.6+1.5pg/ml) y omHocy Ha
onrosapajyhe kourposne (I'padukon 2).

I'paduxon 3 mpukaszyje xonuenrpamuje 1L-8, IL-12p70 u IFN-y y kynarypu PL-
MSC. VYouaBa ce na je LPS moehao nuBo IL-8 (2346.8+210.2pg/ml) y omHocy Ha
koHTpoiry (1011.0£166.9pg/ml) u IFN-y (36.0+3.0pg/ml) y omHOoCcy Ha KOHTpOIY
(18.1+2.0pg/ml), a xokTen nmponHQIaAMaIjCKIX UTOKHHA je CMambuo mpoaykuujy 1L-8
(615.1+115.4pg/ml) y omnocy Ha kKoHTpoiny. Huo IL-12p70 je Omo mosehan mox
yruiajem Poly 1:C (486.0£39.9pg/ml), Pam3CSK4 (620.2+107.6pg/ml) u kokTtena
npouHpraamanujckux muTokuHa  (560.6£90.9pg/ml) y omgHOCy Ha  KOHTpOILY
(161.0+61.3pg/ml). Octanu TpPUMEHEHH TPETMAHW HHUCY OWTHHUje yTHULATM Ha
UCTIUTUBAHE IUTOKHUHE.

Ananmu3om Th2 nutoknHa youaBa ce Aa je KOKTes MpouH(IaMalnjcKiuX [UTOKUHA
ctumynucao nponykuujy IL-4 (11.3+1.6pg/ml) y ognocy Ha koHTpoy (6.5+0.9pg/ml) u
IL-5 (72.9£11.9pg/ml) y ognocy Ha koHTpoiy (39.2+4.1pg/ml), nok aronuctu TLR HuHCY
ucroJpaBaiiu OuTHUjU Moaynamujcku eekar (['padukon 4).

Pesyntatu kBanTH(uKanuje umyHoperyitanujckux nurokuHa (IL-10 u TGF-),
kao u IL-27 cy npukaszanu Ha rpadukony 5. Youasa ce ga LPS Huje Memao nmpoayKiujy
HU jeHOr oj ucnuTuBaHux nutokuHa oja ctpane PL-MSC. Poly I:C je crumymnucao
nponaykuujy IL-10 (59.9+5.6pg/ml) y oxgHocy Ha koHTpony (38.5£2.9pg/ml) u IL-27
(151.0£31.0pg/ml) y omHocy Ha koHTpony (83.8+17.2pg/ml) nox je Pam3CSK4
uHxubmpao npoaykuujy IL-27 (52.0+8.4pg/ml) y oqHocy Ha koHTpOy (83.8+17.2pg/ml)
u TGF-B. (65.0£14.0pg/ml), y omgHocy H©Ha KoHTpoay (104.5+18.8pg/ml).
[Tpoundnamarnujcku kKokren je uuxuoupao npoaykuujy TGF-B (58.3+24.7pg/ml), a nuje

MOJTyJINCA0 HUBO OCTaja JiBa IMUTOKMHA y KynTypu PL-MSC.
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I'paduxon 2. Mpoaykumja IL-1, TNF-a u IL-6 y kyarypu PL-MSC nakon
TpermaHa ca TLR aronucruma. PL-MSC cy tpetupane ca TLR aronucrtuma y Toky 24
cara. PesynraTu cy mpukasaHu Kao Cpe/ma BPEJHOCT MPOJYKIH]e IIMTOKHHA Y KYIATYpH
PL-MSC wuszpaxena y pg/ml kynrtype £ SD (n=3). (1) HMBO UHMTOKHMHA y KyITYypH
Hectumynucanux PL-MSC (kontpona), (2) tperman ca LPS, (3) tperman ca Poly I:C,
(4) tperman ca Pam3CSK4. One-way ANOVA Dunnett mocr-tect, *p<0.05; **p<0.01;

***p<0.001 y onHoCy Ha oarosapajyhe BpeIHOCTH Y KOHTPOJIH.
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I'paduxon 3. Ipoaykumja IL-8, IL-12p70 u IFN-y y kyarypu PL-MSC nakon
TpermaHa ca TLR aroHucrumMa WM KOKTEJIOM NPOMH(IAMANMjCKHX HUTOKHHA.
PL-MSC cy tperupane ca TLR aronucrtuma y Toky 24 cara. Pesynrtartu cy npuka3aHu
Kao Cpela BPEIHOCT MPOAYyKIHUje HUTOKMHA y KynTypu PL-MSC wuzpaxena y pg/ml
kyarype £ SD (n=3). (1) HMBO NMTOKHMHA Yy KyATypu Hectumyiaucanux PL-MSC
(kontpoina), (2) Tperman ca LPS, (3) tperman ca Poly I:C, (4) tperman ca Pam3CSK4,
(5) TpermaH ca kokTenoMm npouHGuamarmjckux uroknHa. One-way ANOVA Dunnett

noct-tecT, **p<0.01; ***p<0.001 y ogHOCYy Ha oaroBapajyhe BpeAHOCTH y KOHTPOJIH.
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1. KonTpona 2.LPS 3.Poly I:C 4.Pam3CSK4
5. Ilponndaamanujcku KOKTeJI

I'pajpuxon 4. llpoaykumja IL-4 u IL-5 y kyarypu PL-MSC HakoH TpermaHa ca
TLR aroHucTuMa W/JIH KOKTeJOM HNpouHdamManujckux uurokumHa. PL-MSC cy
Tpetupane ca TLR aronucrtuma y toky 24 cata. Pe3ynratu cy mpukasaHu Kao cpeima
BPEIHOCT MPOAyKIHUje uToknHa y Kyntypu PL-MSC uspaxena y pg/ml kyntype = SD
(n=3). (1) vuBO mMTOKMHA y KyiTypu Hectumyiucanux PL-MSC (kontpoina), (2)
tperMmad ca LPS, (3) tperman ca Poly I:C, (4) tperman ca Pam3CSK4, (5) tperman ca
KOKTeJIOM mpouHpnamanujckux murokuHa. One-way ANOVA Dunnett nocrt-tecr,

**p<0.01; y ogHOCY Ha oarosapajyhe BpeIHOCTH Y KOHTPOJIH.
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I'paduxon 5. Mpoaykumja IL-10, TGF-p u IL-27 y kyarypum PL-MSC nakon
TperMaHa ca TLR aroHucTiMa MJIM KOKTeJIOM NPOMH(IAMANMjCKMX HUTOKHHA.
PL-MSC cy tperupane ca TLR aronuctuma y Toky 24 cara. Pesynrtatu cy npuka3aHu
Kao cpejiba BPEAHOCT MPOAYKIMje MUTOKKUHA y Kyntypu PL-MSC wuspaxena y pg/ml
kyarype £ SD (n=3). (1) HMBO NMTOKHMHA Yy KyATypu Hectumyiaucanux PL-MSC
(xontpomna), (2) tperman ca LPS, (3) tperman ca Poly I:C, (4) tperman ca Pam3CSK4
(5) TpermaH ca kokTenoMm npouHGuamarujckux uroknHa. One-way ANOVA Dunnett

noct-Tect, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y omnocy Ha oxaromapajyhe BpemHOCTH Y

KOHTPOJIH.
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Heo |l. UnTepakuuja PL-MSC u nokaanux umyHckux heauja
4.6. E¢dexar PL-MSC na npoaykuujy uutokusa o crpase PL-1C

Hpyrun neo ucTpakuBama ce oaHocno Ha uHTepakuujy PL-MSC u noxamamx
umyHckux hemuja w3 PL. ¥V Tom mwpy HoBa PL-MSC henmjcka nmHHja, koja je
M30JI0BaHa U3 aCUMIITOMATCKE Jie3Wje, je KYJITHBHCAaHA ca YKYIHUM HHMIaMaI]CKuM
hemujama (IC) u3 PL. Onabpane cy IC u3 acumnTomarckux Jie3uja 300r mpeoMHUHAIIN]E
aHTUHH(IAMAII]CKUX MEIUjaTopa U UMYHOPETYJIallljCKUX TUTOKKMHA y oBUM PL. ¥ ko-
KYJITypu je oApehuBaH caMO HHUBO MMYHOPETYJalMjCKUX IIUTOKHHA jep je MPOIyKIja
npouH(IaMalKjCKUX LUUTOKMHA paljeHa y OKBHPY HAIIMX IPETXOJHHX HCIUTHBAbA
(Doki¢ u cap. 2012).

Anamm3om muTocniuH npenapata PL-IC, nmoka3ano je na on cBux cyOmomymamyja
IC najBehn ynmeo ormama Ha numdonure (Ly) 38.1+10.1%, 3atum crnene HeyTpoduin
29.4+6.2%, MO 20.54+4.7% wu wiazma hemuje (PC) 10.2+£2.9%. Ocrane, henuje aTunudne

mopdodoruje u henuje y anonrosu cy unamiae 1.8+£1.0% ox ykynuux PL-1C (Ta6ena 6).

Tabesa 6. Renujcku cactaB ykynHux unguiamanujckux heamja nzonoBanux u3

nepuanexcuux Jjesuja (PL-1C)

henauje (%) =SD
Heyrpodwiau rpanymountu 29.446.2
Maxpodaru 20.5+4.7
Jlnmbormtu 38.1+£10.1
[Tna3ma hemmje 10.2+2.9
Ocraste hemuje 1.8+£1.0

PL-IC cy u3onoBane u3 4 pasnuuurte acumnroMarcke PL, kako je omucaHO y MOTaBiby

MaTeijaJI n MCTOIC. HpI/IHpeMJ'beHI/I Cy HUTOCIIMHOBHU W aHAJIM3WUPAHU Ha CBCTIIOCHOM

MuKpockorry. [Ipukaszane cy cpemme BpenHocTd % mnojenuuaux Tumosa hemuja + SD (n=4).
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PL-IC ox 4 pasnuuuta noHopa kyntuBucane cy ca PL-MSC y Toky 24 cara y
npucyctsy PMA n Ca®* jonodopa, y Imby mOAaTHE CTHUMYJALHje IPOLYKIHje
nuTokuHa. Pesynratu nokasyjy na cy PL-1C npoaykoBaiie 3HadajHe KoHmeHTpanuje IL-
10 (96.2+16.6 pg/ml), IL-27 (296.1+£34.2 pg/ml) u TGF-B (81.1£21.4 pg/ml), nox je y
kyntypu PL-MSC nponykuumja IL-27 Guna mucka (46.6+12.2 pg/ml), a BpenHoctu 3a
TGF-B cy 6unm aBa myta Behu (185.8+34.5 pg/ml) y omnocy Ha kyntypy PL-IC. Ca
npyre crpane, npoayknuja 1L-10 y xynrypu PL-MSC je Ouna Ha rpaHuim aeTexiuje
(7.1+44.2 pg/ml). Huso mpoaykuuje IL-10 (186.2+27.4 pg/ml) u TGF-f (454.9+48.0
pg/ml) y ko-kynrypu Ouo je 3Hauajuo Behu y OAHOCY Ha 30Mp OBUX LUTOKHUHA Yy
nojenuHauauM kyinrypama PL-IC u PL-MSC (IL-10: 103.3+20.8 pg/ml; TGF-f:
266.8£55.9 pg/ml). Mehyrum, Huje moOcTOjaja CTATUCTUYKK 3HAYajHA pa3jIdKa Y

nponykuuju IL-27 y ko-Kyntypu y onHocy Ha KoHTposHe rpyme (['padukon 6).

IL-10 TGF-p
250 * 600~ "
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150 e
E E
Yy i 20
& 1000 L = 200
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1L-27
500
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I'paduxon 6. E¢pexar PL-MSC na npoaykumjy IL-10, IL-27 u TGF-p on crpane
PL-IC y kyJrypu ca JMPeKTHMM KOHTAaKTOM. ['paQMKOH IpHKa3zyje KOHIIEHTpalHje
UTOKKMHA y cynepHatantuma 24h kyntypa PL-IC (1) u PL-MSC (2), 1 Ko-Ky/nTypH OBHX
henuja (4). PL-MSC+PL-IC (xonTpona) je 30up MojeaAMHaYHO MPOAYKOBAaHUX LIUTOKMHA
(3). Pesynraru cy npuka3aHu Kao Cpeima BPETHOCT NPOMYKIIMje MIUTOKUHA H3paKeHa Yy

pg/ml = SD (n=4). Student t-rect, *p<0.05 y oqHOCY Ha KOHTPOITY.
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Kako Ou mpoBepuim Aa M je 3a OBaKkBY HNPOAYKIH]Y LIHUTOKHHA HCKJbYYHBO
OJICOBOPAH JMPEKTaH KOHTAaKT m3Mmelyy hemmja, mocraBibeHe cy Ko-KyiaType henuja ca
YMETKOM y KOjUMa CMO IOCMAaTpajd Kako Ce MeHmha MUTOKHMHCKH TpoQui, rae je
IUpekTaH KoHTakT u3mely henuja cnpeden. Pezynratu mokasyjy na y oBom ciyuajy PL-
IC y ko-kynrypu ca PL-MSC nponykyjy cratuctuuku 3HadajHO Behe konnenTpanuje IL-
10 (138.7+8.1 pg/ml) u IL-27 (176.6=11.9 pg/ml), y onmHocy Ha koHTpoane PL-IC
(56.4+13.8 pg/ml 3a IL-10 u 126.2+19.9 pg/ml 3a IL-27). C apyre crtpane, HHje

nocrojana paznuka y npoaykumju TGF-f y Ko-KyaTypu y OJHOCY Ha KOHTPOIY
(Cpacdukon 7).

IL-10 TGF-

2004 2001

1501 1504

1004 1004

pg/ml
pg/ml

504

IL-27
200+

1. KouTpoane PL-IC

2.PL-IC u3 cuctema ca yMeTKoOM

pg/ml

1 2

I'paduxon 7. E¢pexar PL-MSC na npoaykumjy IL-10, IL-27 u TGF-p on crpane
PL-IC y cucremy ca ymerkoMm (,,transwell* cucrem). Kontponne u PL-IC u3 cucrema
ca YMETKOM Cy HAKOH CaKyIJbama CylepHaTaHaTa TpeTupane ca PMA/Ca?" jonopopoMm y
TOKY HapegHa 24 cara. Pesynrtatu cy mpuKa3aHM Kao Cpelmba BPEJHOCT MPOAYKIIH]je

IMTOKUHA u3paxeHa y pg/ml £ SD (n=4). Student t-rect, *p<0.05; ***p<0.001 y ogHoCcy
Ha koHTposHe PL-IC.
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4.7. Edexar PL-MSC na npoaykuujy umTokuHa o crpane PL-
MNC

Y HapemgHUM eKCIIepUMEHTHMA JeTajbHHje CMO wucnutuBaiu kako PL-MSC
MOAYJIUPA]y NpoAyKiujy nurtokuHa oxa crtpane PL-MNC y xo-xynrtypu. 3a oBO
ucnuTuBame kKopuctwium cMo 8 goHopa MNC, 4 cumnromarckux (Sy) u 4
acumrnromarckux (as)PL. Ananmuszom henujckor cacraBa o6a tuma PL, mokasanu cMo 1a
je TporeHart rpaHyjonuTa 0uo 3HavajHo Behu a mporeHat LYy 3Hauajno mamu y SYPL y
omHocy Ha asPL (Tabema 7). Hakon oxBajamba TpaHyJIOIHUTa OJf OCTAIHX
uHpaamanujckux hemuja PL, HUje Ouno pasimke y 3acTyMJBEHOCTH OCTATUX NeNnjcKux
tunoBa yuyrap oboe rpyne asPL-MNC u syPL-MNC. hemnujcku cacta PL-MNC cy

npegomuHanTHO ynHIIH LY, 3atum PC, M@ u DC (Tab6ena 8).

Tabena 7. hemujcku cacraB ToTanHMX HH(pIamanujckux henuja W30I0BaHUX U3

XyMaHHX TEPUANeKCHUX JIe3H]ja

Tun henuja asPL-IC (%) syPL-IC (%)
GR 14.2+5.3 47.6+8.7"
LY 46.5+10.8 22.546.9™
PC 19.348.1 10.4+3.2
M@ 15.9+3.4 11.343.1
DC 2.6+1.3 2.240.6
Ocrane henuje 3.1+3.1 6.0+3.3

Nupnamanujcke henuje cy u3onoBaHe M3 acUMNTOMATCKHX (N=4) ¥ CHMITOMATCKUX
(n=4) nepuanexkcHUX Jie3Wja, Kao INTO je OMHCAHO Yy Marepujady H MeTojaama.
HanpassbeHn cy NIMTOCIMHOBY M aHAIM3UPAHU HAa CBETJIIOCHOM MHKpockomy. IIpomenar
nojeJMHaYHMUX momnynamnuja henuja je oapeheH Ha 0CHOBY MOP(QOJIOLMIKUX KPUTEPHUjyMa
(6pojano je ykynHo 500 henuja mo nurtocnuHy). Pesynratu cy mpukazaHu Kao cpemba
BpeaHoct mpouenta + SD (n=4). PL-IC, ykynHe wundmamanujcke hemuje wu3
nepuanekcHux Jiesnja; GR, rpanymomutn; LY, mumdonurn; PC, mnasma henmje; MO,
makpodaru; DC, nenapurcke henuje; as — acumnromarcke; Sy — cuMmipomarcke, Student

t-tect, **p<0.01, ***p<0.001 y ogHOCY Ha KOHTpPOIY.

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMCEPTALIUIA | 78




PesyaraTu

Tabena 8. Reaujcku cacraB MOHOHYKJleapHUX henmja M30/10BAaHMX M3 XyMAaHUX

nmepuaneKCHUuX .11e3nja

Tun henuja asPL-MNC (%) syPL-MNC (%)
GR 3.1+1.3 1.7+1.2
LY 43.348.1 48.8+9.3
PC 21.449.1 21.2+6.7
MO 23.8+3.9 21.243.5
DC 4.5+0.8 3.5+1.6
Ocrase henuje 4.0£2.7 3.7£2.7

PL-MNC cy npunpemibeHe M3 YKyNHHUX HH(MIamManujckux henuja W30J0BaHUX U3
acumnTomMarckux (N=4) u cumnroMarckux (N=4) nepuanekcHUxX Je3uja, Kao INTO je H
ONHKCaHO y moriaBjby Matepujan u merone. LlurocnmHoBu cy o6ojenn metomgom May-
Grinwald Giemsa wu aHanu3MpaHu Ha CBETJIOCHOM MuKpockomy. IIpormeHar
nojeJMHaYHMUX mnomynamnuja henuja je oapeheH Ha 0CHOBY MOP(QOJIOMIKUX KPUTEPHUjyMa
(6pojano je ykynHo 500 henmja mo nurocnuHy). Pesynratu cy mpukasaHu Kao cpeima
BpeaHoct mpomenta + SD (n=4). PL-IC, ykynHe wunbmamanujcke hemuje wu3
nepuanekcaux Jiesnja; GR, rpanymomutn; LY, mumdonurn; PC, mnazma henmje; M@,
makpodaru; DC, nenapurcke henmje; as — acumnTomMarcke; Sy - CUMIIPOMAaTCKe Jie3uje.

Student t-tect, p>0.05.
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AHanu3a TmpoAyKIMje HUTOKMHA y KO-KYATYPH IOKasana je Ja Cy HpOAyKOBAaHU
nurokuan  nornuy ox  PL-MNC, amm 3amemapseuBor mopekina oa  PL-MSC.
HNurtepecantHo je nma cy PL-MSC wucnospaBane cinuan edekaT HE3aBHCHO Ja JIM CY
ycmocTaBibeHe u3 as- i SyPL, anu na je ongroBop PL-MNC 6uo pazmuuur.

Acumnromarcke PL-MSC cy wunxubOupane mnpoayKIujy NpouHQpIaMaIijcKux
nutokuHa oja crpaHe kako asPL-MNC tako u SyPL-MNC y onHocy Ha oaroBapajyhe
KOHTpoJie (30Mp LUTOKHMHA y MOjequHaYHMM KyiaTypama). Huso IL-1B y ko-kynrypu
asPL-MSC u asPL-MNC je u3nocuo 995.3+353.6pg/ml, a y KOHTpPOIU je U3HOCHO
1919.8+£897.4pg/ml. Huso IL-1B y xo-xkyntypu asPL-MSC u SsyPL-MNC je uznocuo
1804.8+853.1pg/ml, a y kouTpoau je uznocuo 2669.8+1122.2pg/ml. Huso TNF-a y ko-
kyntypu asPL-MSC wu asPL-MNC je ©Owuo 215.5+£70.8pg/ml, a y xoHTpomnu
430.5+£169.4pg/ml. HuBo TNF-a y xo-kynrypu asPL-MSC u syPL-MNC je usHOCHO
348.3£119.2pg/ml, a y kouTpomu 497.0£152.5pg/ml.

Cumntomarcke PL-MSC ¢y Takohe unxuOupane mnpoaykuujy oba
npouHgpaamanujcka nutokuHa oxa crpane kako asPL-MNC rtako u syPL-MNC y ognocy
Ha oxarosapajyhe xonrtpone. Huso IL-1B y ko-xynarypu SyPL-MSC u asPL-MNC je
u3Hocuo 919.5+83.9pg/ml, a y korTponu je uznocuo 1920.8+897.4pg/ml. Huso IL-1B y
ko-kyntypu SyPL-MSC u syPL-MNC je uznocuo 1756.8+842.0pg/ml, a y xoHTponu je
ouo 2670.8+1122.2pg/ml. Konuentpanuja TNF-o y xo-kyarypu SyPL-MSC u asPL-
MNC je usnocmma 208.3+88.2pg/ml, a y koutponu 421.0£169.4pg/ml. Huso TNF-a y
ko-kyntypu SYPL-MSC u SyPL-MNC je usnocmo 297.5£93.4pg/ml, a y KoHTpoJH
469.5+152.5pg/ml. 30upHO, OBM pe3ynTaTH MoOKa3yjy Ja je cymnpecHuja MpOoAyKLHje
[IMTOKWHA Omna m3paxenuja y ko-kynrypu PL-MSC u asPL-MNC (I'paduxon 8 u
I'padukon 9).

3a pa3nmKy o]l OBHMX Haiasza, mpoayknuja |L-8 je Omya cTaTUCTHYKM 3HAYajHO
CHW)KeHa jeaquHo y Ko-kyarypu asPL-MSC ca asPL-MNC  (ko-kynrypa:
2630.0+1250.0pg/ml; xontpona: 5164.5£1511.9pg/ml) u y xo-kynrypu SyPL-MSC ca
asPL-MNC (ko-xyntypa: 3412.0+887.6pg/ml; 5152.5+1511.9pg/ml) (I'padpuxon 10).

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMCEPTALIUIA | 80



PesyaraTu

A B
%k * x *
3000- _ — 4000~ —_ —
i l :3000-l
E 20001 E
2 2
& = 2000-
s L
5 1000 L
= =~ 10001
0 e
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

1. PL-MNC 2.asPL-MSC 3.syPL-MSC
4.PL-MNC+asPL-MSC S5.PL-MNC/asPL-MSC
6.PL-MNC+syPL-MSC 7.PL-MNC/syPL-MSC

I'pajpuxon 8. Edexar PL-MSC na npoaykumjy IL-1P ox crpane PL-MNC y ko-
kyJarypu. PL-MSC cy ko-kyntusucane ca PL-MNC (n=4), 48 catu y Ko-KyATypH ca
JMPEKTHUM KOHTakToM y oaHocy 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, 36up
NOjeITMHAYHO MPOAYKOBAaHUX LUTOKMHA y Kynrtypama PL-MSC u PL-MNC (xoHTpona).
PL-MSC/PL-MNC, npoaykinja nuToknHa y ko-kyiarypama. A) Ko-kyntypa PL-MSC u
asPL-MNC u B) Ko-kynrypa PL-MSC u syPL-MNC. Pe3yaratu cy mnpukazaHud Kao
cpenma BpeaHoct npoaykiuje 1L-1B m3paxena y pg/ml + SD (n=4). One-way ANOVA,
Bonferroni mocr-tect, *p<0.05 y omHOCYy Ha KOHTPOJYy. Sy — CHMIITOMATCKe, as —

ACUMIITOMATCKCE.
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I'paduxon 9. Edpexar PL-MSC na npoaykumjy TNF-a ox crpane PL-MNC y ko-
kyJarypu. PL-MSC cy ko-kyntusucane ca PL-MNC (n=4), 48 catu y Ko-KyATypH ca
JMPEKTHUM KOHTakToM y oaHocy 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, 36up
NOjeITMHAYHO MPOAYKOBAaHUX LUTOKMHA y Kynrtypama PL-MSC u PL-MNC (xoHTpona).
PL-MSC/PL-MNC, npoaykiuja nutoknHa y ko-kyiarypama. A) Ko-kyntypa PL-MSC u
asPL-MNC u B) Ko-kynrypa PL-MSC u syPL-MNC. Pe3yaratu cy mnpukazaHud Kao
cpenma BpenHoct npoaykiuje TNF-o uzpaxena y pg/ml = SD (n=4). One-way ANOVA,
Bonferroni mocr-tect, *p<0.05, **p<0.01 y ogHOCY Ha KOHTPOIY. Sy — CHMIITOMATCKE;

aS — aCUMIITOMATCKe.
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I'pajpuxon 10. Edexar PL-MSC na npoaykumjy IL-8 ox crpane PL-MNC y ko-
kyJarypu. PL-MSC cy ko-kyntusucane ca PL-MNC (n=4), 48 catu y Ko-KyATypH ca
JMPEKTHUM KOHTakToM y oaHocy 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, 36up
NOjeITMHAYHO MPOAYKOBAaHUX LUTOKMHA y Kynrtypama PL-MSC u PL-MNC (xoHTpona).
PL-MSC/PL-MNC, npoaykiuja nutoknHa y ko-kyiarypama. A) Ko-kyntypa PL-MSC u
asPL-MNC u B) Ko-kynrypa PL-MSC u syPL-MNC. Pe3yaratu cy mnpukazaHud Kao
cpenma BpenHocT npoaykiuje 1L-8 uzpaxkena y pg/ml = SD (n=4). One-way ANOVA,
Bonferroni mocr-tect, **p<0.01, ***p<0.001 y omHOCy Ha KOHTPOIY. Sy —

CHUMIITOMATCKE; aS — aCUMIITOMATCKC.
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Kaga cy y nutamy umyHoperynanujcku nutokuau, asPL-MSC cy nosene mo
nosehama mpoaykuuje IL-10 (ko-xynrypa: 145.0+43.7pg/ml; xourposa 85.8+47.1pg/ml)
u TGF-B (xo-kynrypa: 360.8+51.9pg/ml; xourposa: 250.3+88.5pg/ml) ox crpane asPL-
MNC. Cumnromarcke PL-MSC cy Takohe nosene no nosehama npoaykumje IL-10 (xo-
kyntypa: 131.8435.8pg/ml; koutpona: 88.8+47.1pg/ml) u TGF-B (ko-kynaTypa:
357.8494.5pg/ml; kontpoma: 267.0£88.5pg/ml) onx crpane asPL-MNC, mok cy asPL-
MSC nosene jemuno mo mosehama mpoaykiuje TGF-B ox crpane SyPL-MNC (ko-
Kynrypa: 265.3£67.1pg/ml; koutpoma: 193.5£68.7pg/ml), a syPL-MSC jemuno 0
nosehama npoaykuuje TGF-B ox crpane SYPL-MNC (xo-kyatypa: 322.5+51.9pg/ml;
koHTpousa: 210.3+68.7pg/ml). Mehyrum, auBo IL-10 y ko-kynrypu PL-MSC ca syPL-
MNC nuje 6MO CTAaTHCTHYKH 3HAYAjHO MPOMEHEH y oaHOCY Ha KoHTpony (['padukon 11

u I'padukon 12).
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4.PL-MNC+asPL-MSC 5.PL-MNC/asPL-MSC
6.PL-MNC+syPL-MSC 7.PL-MNC/syPL-MSC

I'pajpuxon 11. Edexar PL-MSC na npoaykuujy IL-10 ox crpane PL-MNC y ko-
kyJarypu. PL-MSC cy ko-kyntusucane ca PL-MNC (n=4), 48 catu y Ko-KyATypH ca
JMPEKTHUM KOHTakToM y oaHocy 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, 36up
NOjeITMHAYHO MPOAYKOBAaHUX LUTOKMHA y Kynrtypama PL-MSC u PL-MNC (kxoHTpona).
PL-MSC/PL-MNC, npoaykiija nuToknHa y ko-kyiarypama. A) Ko-kyntypa PL-MSC u
asPL-MNC u B) Ko-kynrypa PL-MSC u syPL-MNC. Pesyarati cy mpukasaHu Kao
cpenma BpenHocT npoayknuje IL-10 y pg/ml £ SD (n=4). One-way ANOVA, Bonferroni

noct-tecT, *p<0.05 y o1HOCY Ha KOHTPOJY. Sy — CHMIITOMATCKE; as — aCUMIITOMATCKe.
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I'padpuxon 12. Edexar PL-MSC na npoaykuujy TGF-p ox crpane PL-MNC y ko-
kyarypu. PL-MSC cy ko-kyntuBucane ca PL-MNC (n=4), 48 catu y KO-KyATypu ca
JMPEKTHUM KOHTakToM y oaHocy 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, 36up
NOjeIMHAYHO MPOAYKOBAaHUX LUTOKHMHA y Kynrtypama PL-MSC u PL-MNC (xoHTpona).
PL-MSC/PL-MNC, npoaykinja nutoknHa y ko-kyiarypama. A) Ko-kyntypa PL-MSC u
asPL-MNC u B) Ko-kynrypa PL-MSC u syPL-MNC. Pe3yiaratu cy mnpukazaHud Kao
cpeama BpenHocT npoaykuuje TGF-B uzpaxena y pg/ml + SD (n=4). One-way ANOVA,
Bonferroni moct-tect, *p<0.05, **p<0.01 y ogHOCY Ha KOHTPOIY. Sy — CHMIITOMATCKE;

asS — acuMITOMATCKe.
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Heo I11. MaTtepakumja PL-MSC u ¢parouura
4.8. Koaokamm3anuja PL-MSC u ¢aronmra in situ

Tpehu, KbydHH J€0 OBOr MpojeKTa ce OAHOcHO Ha uHTepakuujy PL-MSC u
daronura (rpanysionura 1 M@). 3a ucnutuBame je ogadpan in vitro moxen. Mehyrtum,
npe eKCclepruMeHaTa y KyaTypH, Y Kojuma cy henuje KynTuBucaHe y OJMCKOM KOHTAKTY,
OWJIO je HEOIXOHO Jla ce MPOBepH Ja Jin noctoje oimcku koHTakth MSC u darorura in
situ. OxroBopu Ha OBa MUTamWa Cy JaTH Ha OCHOBY aHaJIM3e Mel)yCOOHE KO-JIOKaIn3aluje
HCIIUTHBaHUX henrja Ha KpUOCTaTCKUM Tpeceruma Tkusa PL.

Y mmwwy oapehuBama wmehycobHe kosnokanmusanuje PL-MSC wu  ¢daromura
(meyrpodmnHux rpaHynonuta ¥ ME@) In  Situ, HampaB/bEHU CY KPHOIPECEIH
MEPUANICKCHOT TpaHyJioMa, Ha KojuMma je paleHO ITBOCTPYKO HMYHOXHCTOXEMH]jCKO
60ojeme metogoMm PX 1 APAAP. 3a unentudukanujy PL-MSC (niepurura) kopuirheHo je
anti-CD146 mAb. Heyrpoduianu rpanyinonutd Mapkupanu cy ca anti-MPO mAb wiu
anti-CD16 mADb, a 3a unentudukanujy M@ kopumniheno je anti-CD68 mAb. Ocum oBux
merona, komokanuzanuja PL-MSC u ¢daromura ncnurubana je u nomohy koHgpoKamHOT
MHKpPOCKOIa Ipu 4Yemy je 3a obenexaBame PL-MSC kopumheno anti-CD146 mAb
KOmyroBaHo ca (ayopoxpomom Alexa 488, a 3a daromnure anti-CD16 (meyrpoduinnu
rpanymouuT) u anti-CD68 (MQ@). Ilpenapatu 3a aHanM3y Ha KOH(OKAITHOM
MUKpOCKOITy Ccy KoHTpactupanu ca SYTO59, koju 0Ooju jenapa hemuja, umme je
omoryhena 0oJba Bu3yenuzanuja. AHaIU30M pe3ynrara (CIUKe CBETIIOCHE U KOH(OKAITHEe
MUKpockomnuje) mokasHo je ma CD146" PL-MSC (nepuumrtu), octBapyjy Oumcke

KoHTakTe ca (aronmtuma in situ (Crnuka 13 u Cnuka 14).
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Cnuka 13. Koaokanusanuja PL-MSC u nHeyrpodpuianux rpanyiaonura. A) Cnuka
npukasyje konokanusanujy PL-MSC (CD146-APPAP, mnaBa 6oja) u HeyTpoMIHHX
rpanyioiuta (MPO-Px, 6paon 06o0ja), KOHTaKkT — mpHa crpenuna; B) Crnuka mpukasyje
kosokanu3annjy PL-MSC (CD146-Px, OpaoH 0o0ja) W HEyTpODHIHHMX TpaHyJIOIUTA
(CD16-APPAP, mmaBa 0oja), koHtaktT — mpHa crpenuna; C) Cnmka mpukasyje
excripecjy CD16 (Pe, upBena 6oja) y PL; D) Cnuka npukasyje ekcrpecujy CD146
(Alexa 488, 3emena 0oja) y PL; E) Camka mpukasyje kosjokanuzaiujy PL-MSC wu
HeyTpodmia in Situ, koHTakT — O6era cTpenuia. Cnuke A u B cy cirkane Ha CBETIIOCHOM
MHUKpockomy, aasbuHap SO0um; C, D m E cnuke cy nobujeHe Ha KOH(OKaTHOM
MHKpociony, nasbuHap 25um. [TnaBom 6ojom (SYTOS9) cy o3HaueHa jeapa Ha ciukama
C,DuE.
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X A)Px-APPAP

% ‘Y*\ B) CD68Pe
C) CD146 Alexa488

D) CD146Alexa488/CD16Pe

Cauxka 14. Konokamuzauuja PL-MSC u M@. A) Cnuka npukasyje KOJIOKaTu3alujy
PL-MSC (CD146-Px, 6paon 60ja) u M@ (CD68-APPAP, miaBa 60ja), KOHTakT - I[pHA

crpenuiia; B) Crnuka npukasyje excrnpecujy CD68 (Pe, nupsena 6oja) y PL; C) Cauka

npukasyje excrpecujy CD146 (Alexa 488, 3enena 6oja) y PL; D) Cnuka mpukasyje

konokanuzanujy PL-MSC u M@ in situ, kouTtakt — 6ena crpenuna. Cinka A je ciukana

Ha CBETJIOCHOM MHKpockomy, najbuHap S0um; B, C u D cy ciaukane Ha KOH(QOKaIHOM

MUKpOCIIOnNy, aajbuHap 25um. ITnaBom 6ojom (SYTO59) cy o3HadeHa jenpa Ha cauKama

B,CubD.
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4.9. Unrtepakuuja PL-MSC u rpanyJionuTta npeko npoaykuuje
HUTOKHHA

[Tponykumja urTokuHa y ko-kyatypu PL-MSC u momynamuje rpanysionura, Kojy
CY AOMHHAHTHO YMHWIHA HEYTpO(MiIM, MEpeHa je y CUCTEMY ca AUPEKTHHUM KOHTAaKTOM U
y CcHUCTEeMy THe je IupekTaH KoHTakT u3mel)y henmja Omo cmpeueH yMeTKOM ca
HOJYIponycT/bMBOM MeMOpanoM. Kopumihena cy Tpu ekcriepuMeHTainHa Monena. [Ipeu
mMojen ce oxHocno Ha wuHTepakiujy PL-MSC u Hectumynucanux (Mupyjyhux)
rpanyionuTa w3 nepudepHe kpBu. [pyru momen je Owma ko-kynarypa PL-MSC ca
rpaHylionuTHMa ,,ipajMoBanuM* sa fMLP, a y Tpehem Mozmeny kynType cy cTuMmynucaHne
ca LPS-om. Hakon unkyOanmje Ko-KyATypa y TOKy 24 cara caKyljbeHH Cy CyllepHaTaHTH
y kojuma je onpehuBana npoaykuuja TNF-a, IL-6, IL-27 u TGF-.

Pesynratu mpukazanum Ha rpadukony 13 mokaszyjy na je mpoayknuja TNF-a y
kyarypu PL-MSC 6una Beoma HucKka U HUje ce OuTHUje Memana noj yrunajem fMLP u
LPS. Mehyrum, npoaykumja TNF-o y kynTypu camux rpanyrnonura je Omina noehana
HakoH TpetmaHa ca LPS (381.0+55.4pg/ml) y ogHOCy Ha MpOAYKLM]y HECTUMYJIUCAHUX
hemmja (159.6+£37.6pg/ml), amu we u ca fMLP tpermanom (188.9+£27.6pg/ml).
[Ipoxykmuja oBor murokuHa y Ko-Kynrypu PL-MSC wu rpanymommra y cucremy ca
JUPEKTHUM  KOHTakTOM  (HecTumynucane  Kyatype:  36.249.0pg/ml;  fMLP:
62.849.3pg/ml; LPS: 80.9+11.7pg/ml) u y cucremy ca ymerkom (06e3 cTumynaimje:
21.0£5.3pg/ml; fMLP: 57.8+8.8pg/ml; LPS: 59.8+9.1pg/ml) je Ouna 3HauajHO HMXKA Y
OJTHOCY Ha 30Up KOHIICHTpallMja y MojeInHauHuM KynTypama henuja (0e3 ctumynanuje:
184.6+41.7pg/ml; fMLP: 216.6+32.1pg/ml; LPS: 409.1+60.3pg/ml). Monaynanuja
npoaykiuje TNF-o je Ouna HajuspaxeHuja Ha MojaenrMMa HecTuMyinucaHux U LPS-om
CTUMYJIMCAHUX KO-KYJITYpa.

CynpoTHH pe3yaTatu cy nooujenu 3a nmpoayknujy IL-6. Kao mo je nmpuka3ano Ha
rpapuxkony 14, wuBo mnpoxaykimje IL-6 y xyarypu PL-MSC (HectumynucaHux:
560.7+89.4pg/ml; fMLP: 486.1+69.8pg/ml; LPS: 2095.0+306.4pg/ml) 6uo je mosehan
JeAMHO HAkKOH TpeTMaHa ca LPS-om, 1ok je mpoaykiyja OBOI IIUTOKHWHA Y KYJITYpH
rpanyjoiuTa Owira moBehana y o00a Mojena CTUMYIHCAaHUX Kyinrypa (KOHTpoa:
186.5+27.3pg/ml; fMLP: 279.1+48.7pg/ml; LPS: 451.2+65.9pg/ml). ¥ xo-kynTypu
npoaykiuja je Owna moBehaHa jeIMHO y CHCTEMY ca JMPEKTHUM KOHTAakToM henuja

(Hectumynucane: 1951.2+642.8pg/ml; fMLP: 1992.8+356.0pg/ml; LPS:
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4296.2+800.9pg/ml) y oxHocy Ha 30Hp y THOjeIMHAYHUM KylTypama (HECTUMYJIUCAHE:
747.1+111.7pg/ml; fMLP: 765.3+115.0pg/ml; LPS: 2546.1+372.3pg/ml).
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I'padpuxon 13. Mpoaykuuja TNF-a y ko-xkyarypu PL-MSC u rpanynouura. PL-MSC
Cy KYJITUBHCAHE Ca TPAHYJOLHMTUMA Y TOKY 24 cara y KO-KyJITypu ca u 0e3 JUPEKTHOT
KOHTakTa henmja. Pe3yntatm cy mpuKa3aHM Kao Cpelma BPEIHOCT HUBOA ITUTOKWHA
mpakena (pg/ml) £ SD (n=3). a), HecTumynmcane Kyirype; D), kyntype crumynucane
ca fMLP; c), kynrype crumynucane ca LPS. PL-MSC, nuBo uutokuna y kyarypu PL-
MSC, Gr, rpanynouutn, PL-MSC+Gr, 30up HHMBOAa NWTOKHHA Yy TIOjeAMHAYHUM
kyntypama; PL-MSC/Gr, xo-kyntypa ca AMPEKTHHM KOHTAKTOM; TW, KO-KyJlTypa ca
ymetkoM (,,Transwell*). One-way ANOVA, Dunnet nocr-tect, ***p<0.001, y oanocy

Ha 30Mp UTOKWHA y mojeauHavyHuM Kyntypama (PL-MSC+Gr).
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I'paduxon 14. Mpoaykumja IL-6 y ko-kyarypu PL-MSC u rpanyaonura. PL-MSC cy
KYJITHBHCAHE ca TPAHYJIOIUTAMA y TOKY 24 cata y KO-KyJATYpH ca W 0e3 JUPEeKTHOT
KOHTakTa henuja. Pe3ynTatu cy HpuKa3aHH Kao Cpelmha BPEIHOCT HUBOA IIMTOKMHA
uspaxena (pg/ml) = SD (n=3). a), HecTumyucane Kyiarype; b), Kynrype cTuMmynucane
ca fMLP; c), kynarype crumynucane ca LPS. PL-MSC, uuBo nutokuHa y xyarypu PL-
MSC, Gr, rpanymnoruta, PL-MSC+Gr, 30up HWBOa NHTOKWHA Yy TIOjeIHHAYHHM
kynrypama; PL-MSC/Gr, ko-kynTypa ca JUPEKTHHM KOHTaKTOM; TW, KO-KyiITypa ca
ymetkoM (,, Transwell”). One-way ANOVA, Dunnet noct-tect, **p<0.01, y onHocy Ha

30Hp HUTOKKMHA y TojequHauHuM Kyntypama (PL-MSC+Gr).
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Kana je y nutamy nponykiuja IL-27, pe3ynratu noka3syjy /ia je oHa Ouia CHUXKEHa
JeAMHO Y KO-KYJITYpH Ca IMPEKTHHUM NENUjCKUM KOHTAaKTOM KOJ HECTHMYJIHCAHHUX
kynrypa (157.5+40.2pg/ml) y omHocy Ha 30Mp HHBOA ITUTOKHMHA Y TOjeAMHAYHHM
kyntypama (242.3+£36.8pg/ml), nok je HakoH ctumynanuje ca fMLP Owuna cuHmwkena
HE3aBHCHO J1a JIK C€ paju O AUPEeKTHOM KoHTakty (120.7+17.2pg/ml) wnm o cucremy ca
ymetkoM (118.5+£19.2pg/ml) y omHocy Ha koHTpony (226.2+44.2pg/ml). Ha monpeny
cTuMyIanmje Kyatypa ca LPS-om Huje momuio no 3HavyajHe MOJyJalldje MPOIYKIIH]je

oBor 1urokuHa (I'padukon 15).
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I'paduxon 15. Mpoaykuuja IL-27 y ko-kyarypu PL-MSC u rpanynomura. PL-MSC cy
KYJITHBHCAHE ca TPAHYJIOIHUTAMA y TOKY 24 cata y KO-KYJATYpH ca W 0e3 JUpPEeKTHOT
KOHTakTa henuja. Pe3ynTatu Cy HpuKa3aHH Kao Cpelmha BPEIHOCT HUBOA IIUTOKMHA
mpaxkena (pg/ml) £ SD (n=3). a), HecTumynmcane Kyirype; D), kyntype crumynucane
ca fMLP; c), kynrype crumynucane ca LPS. PL-MSC, nuBo uutokuna y kyarypu PL-
MSC, Gr, rpanymnoruta, PL-MSC+Gr, 30up HWBOa NHTOKWHA Yy TIOjeIMHAYHHM
kyntypama; PL-MSC/Gr, xo-kyntypa ca AMPEKTHHM KOHTAaKTOM; TW, KO-KyJlTypa ca
ymetkoM (,,Transwell). One-way ANOVA, Dunnet moct-tect, **p<0.01, *p<0.05 y

OJTHOCY Ha 30HMp LMTOKUHA y nojennHayHuM Kyarypama (PL-MSC+Gr).

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMCEPTALIUIA | 92



PesyaraTu

[Mponykuja TGF-f y cBa Tpu mcnutuBaHa Mojena je O6una nmosehana y ko-
KYJITYpH ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM, ajiu je jeuHo Ko TpeTtMaHa ca LPS-om auBo TGF-f3
(296.5+18.6pg/ml) 6mo crarucTHYKU 3HAa4YajHO Behu y OQHOCY Ha 30Mp HHUBOA OBOT
UTOKMHA Yy TMOjeIuHauHuM KynaTtypama (217.2+45.1pg/ml). Ilponykumja TGF-f takohe
HUje Ouiia 3Ha4ajHO MOJYJIMpaHa HH y CUCTEMY Ca YMETKOM Y OJTHOCY Ha KOHTPOJY KOJ

CBa TPH MCIUTHBaHA Mozea Ko-KyiaTypa (I'paduxon 16).
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I'padpuxon 16. Mpoaykuuja TGF-B y ko-kyarypu PL-MSC u rpanymnouura. PL-MSC
Cy KYJITUBHCAHE ca TPAHYJOIHUTUMA Y TOKY 24 cara y KO-KyJITypHu ca u 0e3 JUPEKTHOT
KOHTakTa henmja. Pe3ynTatm Cy mpuKa3aHW Kao Cpelma BPEIHOCT HUBOA ITUTOKWHA
m3pakena (pg/ml) £ SD (n=3). a), HecTumynmcane Kyitype; D), kyntype crumynucane
ca fMLP; c), kynrype crumynucane ca LPS. PL-MSC, nuBo uutokuna y kyarypu PL-
MSC, Gr, rpanynonuta, PL-MSC+Gr, 30up HUBOa LHUTOKMHA Yy TIOjeIMHAYHUM
kyntypama; PL-MSC/Gr, xo-kyntypa ca AMPEKTHHM KOHTAKTOM; TW, KO-KyJlTypa ca
ymetkoM (,, Transwell®). One-way ANOVA, Dunnet moct-tect, *p<0.05, y ogHOCy Ha

30Mp IUTOKKHA y NojeArnHaYHUM KynTypama (PL-MSC+Gr).
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4.10.Edexar PL-MSC na anonTo3y rpanyJionura

Edexar PL-MSC Ha amonTo3y rpaHy/onuTa y KyJTypH j€ UCIIMTHBAH Yy HEKOJIUKO
daza. Y npBoj das3u ucnutuBa je yrunaj PL-MSC (n=3) na anonTo3y HeCTUMYIHCAHUX
TpaHyJIoUTa T00HjeHUX U3 epudepHe KPBH 3paBUX HaBaiana. Pe3ynraru nokasyjy na
PL-MSC 3nauyajuo mHXMOHpajy amomnrto3y TpaHyJOLUTa y KO-KYJITYpH ca AMPEKTHUM
KOHTakToM (38.6£5.0%) kao u y cuctemy ca ymetrkom (46.1+4.2%), y nopehemy ca
KOHTpOJIOM (CrOHTaHa amonrto3a Heyrpoduina, 70.2+4.6% ). Y uusby mpoBepe 3Haudaja
CONyOMIHUX (aKTOpa Y OBUM IMPOLECHMA, TIPaHYJIOUUTH Cy TpeTHpaHu u ca 24
yacopauM cyneprarantuma (CM) PL-MSC. Anonro3a y cucremy ca CM je takohe Ouna
cHmkeHa (43.2+4.6%) y oAHOCY Ha KOHTPOJTy, U HHje ce OUTHUje pa3IMKoBajia y OJJHOCY

Ha KO-KynTypy ca ymerkom (I'padukon 17).
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I'paduxkon 17. Anonro3a HeCTUMYJHMCAHMX TIPAHYJIOLHMTA Yy KO-KyJTypH ca PL-
MSC. Ha rpadukoHy a) je mpukasaHa CIIOHTaHa amonrto3a rpanyionuta (1), 3atum
armonto3a y Ko-kyarypu ca PL-MSC y nupektHoM koHTakty (2), ca ymetkom (3) u
tpermana ca CM (3) makon 24 carta. Gr, rpanynonutd; PL-MSC/Gr, ko-kyntypa ca
JTMPEKTHUM KOHTaKTOM; |W, KO-KyiTypa ca ymeTkoM (,,Transwell); CM, 24-gyacoBHu
koHauuuonupanun meaujym PL-MSC. Ha b, ¢ u d rpaduxonnma je wiycTpoBaHa
cnontana amonro3a Gr (b), amonrToza Gr y nupexktHom konrtakty ca PL-MSC (C) u
anonto3a Gr y xo-kyiarypu ca ymetrkom (d). One-way ANOVA, Dunnet mocr-Tecr,

***p<(0.001 y omHOCYy Ha crioHTaHy arnonTto3y (1).
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4.11.Edexar PL-MSC na anonTo3y akTUBHPAHUX I'PAHYJIOLHUTA

VY apyroj (a3u UCIHMTHBaHA je amomnTo3a rpaHyiaonurta akruBucanux ca TMLP u
LPS-om y xko-kyntypu ca PL-MSC. Iloka3zano je ma LPS wunxubupa amomnrosy
rpanysoruTa (56.0+8.4%) y omnocy Ha koutpoay (80.0+5.1%), nok fMLP momatHO
noBehaBa amonTo3y, amum 300T HHCKE CIOHTaHE aroNTO3€¢ pas3dka Huje Omia
CTATUCTUYKHU 3HavajHa. be3 003upa Ha oBaj henomen PL-MSC cy nnxubupasne anonto3y
LPS u fMLP crumymucanux rpaHygonuTa y KO-KYJATYpPH Ca JUPEKTHHM KOHTAKTOM
(LPS: 21.0+5.6%) u (fMLP: 40.0£6.0%), ka0 u y Ko-kyiarypu ca ymerkom (LPS:
45.0+£10.6%) u (fMLP: 46.0+3.4%) (I'paduxon 18).

Nako je amonTo3a rpanyiornura y kKo-kyiarypu ca PL-MSC 6una cmamena y oba
Mojiesa, CTEIIeH MOy Ialije je Ouo u3pakeHHju HaKoH akTtuBaiuje ca LPS-om (62.5%) y
omnocy Ha fMLP (54.5%), BepoBaTHO IITO je amonTo3a amonTo3a CTHUMYJIHCAHHX
rpanymouuta ca fMLP wunuiujanHo Owmna Beha. Takohe, wmHxuOuimja amomnTose
rpanynonuta crumynucanux LPS-om ox crpane PL-MSC je 6una Beha y mupekTHOM

KOHTakKTy Hero y cucremy ca ymerkoM (I'paduxon 18).
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I'pajpuxon 18. Anonrto3a rpanyiaouura aktusupanux ca LPS u fMLP y ko-
kyatypu ca PL-MSC. ID'panymouutu cy ko-xyatuBucanu ca PL-MSC (n=3) y
npucyctBy LPS umu fMLP y Toky 24 cata. Gr, rpanynomuru; Gr/PL-MSC, ko-kynrypa
ca JUPEKTHHM KOHTaKTOM; TW, Ko-Kynrypa ca ymerkoMm (,,Transwell”). One-way

ANOVA, Bonferroni moct-tect, *p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, y ogxocy Ha Gr (1).
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4.12. Edexar PL-MSC na anonto3y HeyTPpO(PUIHMX IPAHYJIOLHUTA
u3 PL

Tpeha da3za oBor nena ucnutuBama ogaHocuia ce Ha yrunaj PL-MSC nHa amonTo3y
HeyTpoduiHux rpanynonuta u3 PL y ko-kynatypu. PL-IC cy ko-kynTuBucane 24 cara ca
PL-MSC, nakoH uera je ogpehuBaHa amonTo3a HEYTPOQUIHUX TPaHYJIOIMHUTAa HA OCHOBY
MopdOJIOMKUX KpuTeprjymMa. Pesynratu mokasyjy z1a je CloHTaHa anonro3a HeyTpoguia
u3 PL (koutpoma) Ounma nmwxka (38.1£6.7%) y omHOCy Ha CHOHTaHy amonTo3y
rpanynonuTa no6ujenux u3 nepudepne kpsu (70.2+4.6%). Pesynratu Takohe nmokasyjy
Jla je arnonTo3a HeyTpO(YUIHUX TrpaHyJoUuTa Ouiia 3HaYajHO MHXUOMpaHA y KO-KYJITYypH
ca PL-MSC (11.2+3.4%) y omHOCy Ha KOHTpolly. Y IIUJby TeCcTUpama eQeKTa
conyOunHux Qaxtopa mpoaykoBaHux on crpane PL-MSC, HeyTpoduiHu TpaHyIoLUTH
u3 PL cy tperupanu ca 24 yacopuum CM u3 PL-MSC kyntypa, HakoH yera je MepeH
CTereH amornro3e. Pe3ynratu mokasyjy Aa je amonTosa rpaHyionuta y npucyctsy CM
Owia takohe 3HauajHo cHWkeHa (13.4+4.1%) y ogHOCY Ha KOHTPOJIHY TpyILy, Beoma

CIIMYHO Ka0 y CHCTeMy ca AupeKTHHM KoHTakToM ca PL-MSC (I'padukon 19).

501
a0- 1. NG
§ 0. 2. PL-MSC/NG
é 204 s * % 3.CM
2 |-
o
1 2 3

I'padpuxon 19. Anonrto3a HeyTpoduiaHux rpanyjaouura us PL y ko-kyarypu ca PL-
MSC. PL-IC cy xo-kyntuBucane ca PL-MSC (omaoc PL-MSC u PL-IC je 6mo 1:5) y
CHCTEMY Ca JAMPEKTHUM KOHTAaKTOM MM cy TpeTupaHe ca CM npunpemsbenor oz PL-
MSC (n=3) y toky 24 cara. NG, crnoHTaHa anonto3a HEyTPOMWIHHX TPAHYJIOLUTA
onpehuBana Ha ocHOBY Mmopdosomke anammze PL-IC (koutpoma); PL-MSC/NG,
aronTo3a HeYyTPOPHUIHUX TPpaHyJIOUTa y KO-KYJITYpH ca JTUPEKTHUM KoHTakToMm; CM,
amonTo3a HEYTPOQWIHMX TpaHylonHuTa HakoH 24 wacoBHor Ttpermana PL-IC ca
KoHaunuoHupanuMm wmenujymom PL-MSC. One-way ANOVA, Dunnett moct-tecr,
**p<0.01, ***p<0.001 y ogHocy Ha NG.
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4.13.Yaora IL-6 y antuanonrtorckum epexkruma PL-MSC na
rpaHyJIonuTe

Y uerBproj ¢asu crymuje ucnutuBad je edekar IL-6 y aHTH-amonTOTCKUM
Mexanusmuma PL-MSC Ha rpanymornute. Y TOM LWJbY HajIpe je UCHUTHUBAH edekaT
pa3IMYMTUX KOHIICHTPAIMja er30TeHO J0AaTOor pekoMOnHaHTHOT Xymanor IL-6 in vitro,
Ha amnonTo3y TpaHyimomura nepudepne kpBu u yrnopehen ca edexktom CM
npunpemsbeHor ox PL-MSC. Pesynraru npukazanu Ha rpaduxony 20 moka3syjy A03HO
3aBucHu edekar IL-6 Ha amonTo3y rpamymonuta [53.2+7.1% (2.5ng/ml rhIL-6),
39.246.1% (5ng/ml), 30.2+5.6% (7.5ng/ml) u 28.2+6.1% (10ng/ml)]. Edpexar CM nHa
arnonTo3y je 6uo kommapaduian ca go3om rhiL-6 ox Sng/ml (38.1+5.5%). MHTepecanTHO
je na cy konuenrpanuje IL-6 y CM 6une 2.4ng/ml, a edpekar na amonrtosy je OHO
uspaxenuju y ogrocy ua rhlL-6 y mosu ox 2.5ng/ml.

Kana je y xyntype noaaro 6iokupajyhe anti-IL-6 antureno, oHO je y HOTIYHOCTH
JIOBEJIO JI0 aroINTo3¢ IPaHy/IoUTa Y KyJlITypama ca ooe npumermene go3e IL-6 (2.5ng/ml
u 7.5ng/ml), anu HUje y MOTIYHOCTH MHXMOMPAIIO aroNTo3y rpaHy/IoKuTa y KyaTypama
ca CM (p<0.05) (I'paduxon 20).
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4. Gr+7.5ng/ml rhIL-6 5. Gr+10ng/ml rhIL-6 6. Gr+CM
I'paduxon 20. Edexar IL-6 na anonrto3y rpanynouuta. ['padukoH A mnpukasyje
JIO3HO 3aBHCHO CMameme amonTode HakoH 24h tpermana ca rhIL-6 u CM (n=3).
I'padpukon B mpukasyje cremeH peBep3uje amonTo3e HakoH nonarka anti-lIL-6 mAb
(n=3). Gr, crioHTaHa arnonro3a rpaHyionuTa; 6enu cryonhu Ha rpadukony B - amonrosa
6e3 anti-IL-6; mraBu ctyouhm Ha rpadukony B - amonTosa ca anti-IL-6. I'padukon A,
One-way ANOVA, Dunnett moct-tect, *=p<0.05, ***=p<0.001 y omnocy na Gr (1);
I'padukon B, Student t-tect, *=p<0.05, ***=p<0.001 y omHOCy Ha Oene crybOuhe.
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4.14.NET moayJaupa npoayKuujy uMTokuta y kyarypu PL-MSC

Y okBupy mehycobnmx wunTepakiuja PL-MSC u HeyrpodmiHMX rpaHyionuTa
ucniutuBad je yrunaj] NET-a (2.5ug/ml) va npoaykiujy nurokuna y kynrypu PL-MSC.
Hakon 24-yacoBHOT TpeTMaHa, CaKyIJbEHH Cy CYNEpHATaHTU M MEPEHAa je MPOAYKIIHja
[IUTOKMHA KaKO j€ OMHUCAHO y MOTIaBJby ,,Marepujai u metoje". Pesynaratu mokasyjy na
NET nuje monymupao npoaykuujy IL-1f u TNF-a. Mehyrum, nponykuuja IL-6 je Ouna
noBehana y kynrypu PL-MSC crumynucanux NET-om (2078.8+£318.6pg/ml) y ogHoCy
Ha KOoHTpiHEe Hectumysucane PL-MSC (547.8+111.2pg/ml) (I'padukon 21). V NET-y,
HUBO OBHX IIUTOKHMHA je OMO BeoMa HHU3aK, Ha rpaHuiu aerekradwaHoctd (IL-1P:

8.5+£2.4pg/ml, TNF-a: 8.7+2.1pg/ml, IL-6: 6.7+0.7pg/ml).
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I'pajpuxon 21. IIpoaykummja IL-1f, TNF-a u IL-6 y kyarypu PL-MSC nakon
tpermana ca NET-om. PL-MSC cy tpetupane ca NET-om y kynrypu, 24 catu. Ha
rpaduKoHy je mpuKa3zaHa cpemha BPEAHOCT MPOAYKIMje [IUTOKMHA U3paxkeHa y pg/ml +
SD (n=3). PL-MSC, uuBo mwmrokuna y kyatypu PL-MSC; PL-MSC+NET; Huso
mutoknHa y Kyntypu PL-MSC nakon tpermana ca NET-om; NET, HuBo murokuna y

NET-y. Student t-trecr, ***=p<0.001 y ogrocy Ha PL-MSC.

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMCEPTALIUIA | 98



PesyaraTu

Anamuzom nponykuuje IL-8 y kynrypu PL-MSC ctumynucanunx NET-om youdaBa
ce 3HayajHo moBehame mpoayKIKje oBOT IUTOKKHA (2927.2+572.9pg/ml) 3a pasznuky o
IErOBE MPOAYyKIHMje y Kyiarypu Hectumyiaucanux PL-MSC (1103.3£127.7pg/ml).
[Mponykmuja IL-12p70 je takohe Owmma momehana (715.8+117.8pg/ml) y omHocy Ha
KoHTpoay (195.1+17.4pg/ml), nok je nuBo IFN-y 6uo cumxken (13.1+£1.0pg/ml) y ogHocy
Ha KoHTpouy (16.9+1.1pg/ml). HuBo oBux nmurokuna y NET-y je Takohe Ouo Ha rpaHuim
nerekrabunmnoctu (IL-8: 8.4+1.9pg/ml, IL-12p70, 8.4+2.6pg/ml, IFN-y: 8.9+2.2pg/ml)
(I'padukon 22).
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I'padguxon 22. Ipoaykumja IL-8, IL-12p70 u IFN-y y kyarypu PL-MSC nakon
tpermana ca NET-om. PL-MSC cy tpetupane ca NET-om y kynrypu, 24 catu. Ha
rpauKoOHy je mpHKa3aHa cpeba BPEAHOCT NMPOAYKIMje IMTOKUHA U3pakeHa y pg/ml +
SD (n=3). PL-MSC, uuBo nurokuna y kyirypu PL-MSC; PL-MSC+NET; uuso
mutoknHa y Kyntypu PL-MSC nakon tpermana ca NET-om; NET, HuBo murokuna y

NET-y. Student t-rect, *p<0.05, **p<0.01, ***=p<0.001 y onxnocy Ha PL-MSC.
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Crenen monynanuje npoaykuuje Th2 nurokuna on crpane NET-a y kynrypu PL-
MSC mnpukazana je Ha rpadukony 23. VYouaBa ce nma je y kyarypu PL-MSC
crumymmcanx NET-om mosehana mnpoaykmuja IL-4 (26.5+3.7pg/ml) y omHocy Ha
NOPOAYKIM]Yy OBOT IHUTOKMHA y Kyntypu Hectumymucanux PL-MSC (6.7+1.1pg/ml).
Ocum Tora, NET je Ttakohe crumynucao mnpoxykuujy IL-5 y xynrtypu PL-MSC
(47.5+6.2pg/ml), anmu oBo moBehame HMje OMIO CTATUCTUYKK 3HAYAjHO Y OJHOCY Ha
koHTpony (37.7£5.0pg/ml). HuBo Th2 mmrokmna y NET-y je mnomyr ocrammx

aHAJTM3UPAHUX LUTOKKMHA OMO Ha rpaHunM AerekradmmHoctd (IL-4: 6.5+0.6pg/ml, IL-5:
7.5+2.3pg/ml).

IL-4 IL-5

Hkokosk

pg/ml

—_

R

T

0..
2 3 1 2 3

1. PL-MSC 2.PL-MSC+NET 3.NET

I'padpuxon 23. Ipoaykuuja IL-4 u IL-S y kyarypn PL-MSC nakon Tpermana ca
NET-om. PL-MSC cy tpetupane ca NET-om y kynrypu, 24 caru. Ha rpadukony je
IpHUKa3aHa Cpeliiba BPEAHOCT MPOAYKIIMje IUTOKUHA u3pakeHa y pg/ml £ SD (n=3). PL-
MSC, nuBo murokuna y kyntypu PL-MSC; PL-MSC+NET; HHBO HUTOKHHA y KYITypU
PL-MSC nakon tpermana ca NET-om; NET, nuBo nurokuna y NET-y. Student t-recr,
*#*=p<0.001 y ogrocy ma PL-MSC.
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Pesynratn mpoaykumje umyHoperymamujckux nutokuHa (IL-10 m TGF-B) y
kyntypu PL-MSC nakon tpermana ca NET-om cy nmpukazanu Ha rpadukony 24. Huso
TGF-B (251.4£79.7pg/ml) je O6uo moBehaH y OJHOCY Ha KOHIICHTpAIMje Yy KYIATypH
Hectumynucanux hemmja (104.4+15.0pg/ml). Mebhyrum, npoayknuja IL-10 HUje Owmiia
npoMeweHa y Kynrypu PL-MSC crumynucanux NET-oM y oaHocy Ha koHTpoiay. Ca
rppukona 24 ce Ttakohe yowaBa na je mpoaykumja IL-27 y xynrypu NET-om
crumymucannx PL-MSC Ouna 3HavajHo cHmwxkeHa (58.4+£5.2pg/ml) y onmHocy Ha
koHTpony (75.0+7.9pg/ml). Cnuyno paHMjUM HaJa3MMa, HHUBOM CBUX IUTOKWHA
nprKa3aHux Ha oBoM rpagukony y NET-y cy 6unum Ha rpanunu aerexkradbuinnoctu (IL-

10: 8.0+2.0pg/ml, TGF-B: 6.6=0.8pg/ml, IL-27: 6.6+0.8pg/ml).

IL-10

1. PL-MSC
2. PL-MSC+NET
3.NET

IL-27
400+ 1004

pg/ml

I'paduxon 24. Mpoaykuuja IL-10, TGF-f u IL-27 y kyarypum PL-MSC nakon
Tpermana ca NET-om. PL-MSC cy tperupane ca NET-om y kynarypu, 24 catu. Ha
rpaduKOHY je MpUKa3zaHa cpelliba BPEAHOCT MPOIYyKIMje IIUTOKWHA H3pakeHa y pg/ml +
SD (n=3). PL-MSC, uuBo nurokuna y kyirypu PL-MSC; PL-MSC+NET; uuso
mutoknHa y Kyntypu PL-MSC nakon tpermana ca NET-om; NET, HuBO muTOoKnHA y

NET-y. Student t-rect, *=p<0.05 y omnocy na PL-MSC.
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VY uuspy nposepe 1a i je epexat NET-a Ha moBehaHy mpoayKIujy IUTOKHHA OJT
crpane PL-MSC nocneguna muxoBor nosehanor Opoja, ucnutad je yrumaj NET-a Ha
nponudepannjy PL-MSC. Ca rpadukona 25 ce youaBa na NET Huje OuTHHje MeHao
nponudepanunjy PL-MSC (p>0.05).

1501

1001

pejlaTHBHA
nposudepanuja (%)

0
PL-MSC + +
NET = +

I'paduxon 25. PearatuBaa npoaudepanuja PL-MSC Hakon Tpermana ca NET-om.
[lpukazana je penaruBHa nponudepanuja PL-MSC wm3paxkena y mponentuma + SD
(n=3). Bean cryomh, penarusaa nponudepanuja PL-MSC 0e3 ctumynaiuje (KOHTpoia);
IlnaBu cryomh, penaruBHa npomudepannja PL-MSC nakon Tpermana ca NET-om
(2.5ng/ml). YcraHnoBbeHO je Aa HE TOCTOjU CTATUCTUYKHM 3HAYajHa pasziauka Mmely

aHanmu3upanuM rpymnama. Student t-recr, p>0.05.
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4.15.¥YTunaj PL-MSC na npouec NET-o03e

Hakon ucnutuBama edexkra NET-a nHa nponudepanujy u npoayKiujy HUTOKHHA O]
crpane PL-MSC, nposepaBanu cmo na ju 1 kako PL-MSC ytuuy na npouec NET-o3e.
OO63upoM Ja CMO y JOCajalllbuM HCIUTHBambMMa TOKa3adu na je npoxykuuja 1L-6
noBehana y ko-kynrypu PL-MSC wu rpanmynomura, kao u y kynrypu PL-MSC
ctumyincannx ca LPS-om wim NET-om, TecTupaHo je 1a Ju OBH TPETMaHHM yTUYY Ha
NET-o3y. ¥ tomM mumipy crenen NET-o3e je Mepen y ko-kynrypu PL-MSC wu
IpaHyJIoOIUTa, Ka0 U y KyITypH rpanyinounuta crumynucanux ca CM PL-MSC u rhIL-6
KaKO je OMHUCaHO y TMOrIaBiby ,,Marepujan u merone”. Ca rpaduxona 26 ce youasa na
npouec NET-o3e HHMje 3HauajHO MOJYJIUpPAaH HU Yy JEJHOM OJ MCHUTHUBAHUX MoOjefa

(p>0.05).

40

IL-6 - - - +

I'padpuxon 26. Crenen NET-03e y ko-kyarypu rpanyjouura ca PL-MSC u nakon
Tpermana ca CM wu IL-6. Ilpuxasan je cremen NET-o3e PMA axkTuBHpaHmx
rpaHynonuTa u3paxeH y npouentuma = SD (n=3). PL-MSC(+), crenien NET-03¢e y Kko-
KyaTypu rpanynonura ca PL-MSC y mupexktHom kontakty, CM(+), crenern NET-o03¢e y
KyATYpu rpaHynonuta crumyiucanux ca CM; IL-6(+), crenen NET-03e y kyarypu
rpanysioiuTa Tpetupanux ca thIL-6 (5ng/ml) Vcranosibeno je ma He MOCTOjU
CTaTUCTHYKHU 3HayajHa pa3nuka mely anammsupanum rpynama. ANOVA, Dunnett moct-

tecT, p>0.05.
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4.16.Untepakmuja PL-MSC u M@ in vitro

VY mocnenmeM ey OBOT MpojeKTa McnuThBaHa je mehycoOHa mHTepaknuja PL-
MSC u cnonrtano nudepenuupanux, M-CSF unaykoBannx u GM-CSF unaykoBaHuX
M@. HoBa PL-MSC nun#mja je n3onoBaHa npeMa Beh omucanoj mporeaypu 3a U30Iaiujy
MSC, a M@ cy nobujene nudepeHIHjanrjoM 0 MOHOLIUTA JACBET PA3IUYUTUX JOHOPA
6e3 nomatka CSF-a (cmonrtana audepenuujanuja sMO, 3 ngonopa), nomohy M-CSF-a
(mM@, 3 nonopa) u GM-CSF-a (gmM@, 3 nonopa). henuje cy KO-KyATHUBUCAHE Y
cucremy PL-MSC:M@ y cuctemy ca TUpeKTHUM KOHTaKTOM U Y ,transwell” cuctemy ca
MOJIYTIPOITYCT/BUBOM MeMOpaHoM y ogHocy 1:2,5. JlogatHo cy y TOjeIuHUM
excriepumentTumMa M@ tpetupane ca CM PL-MSC, y nupy ucnutuBama edekra
coinyOuHux ¢akropa npoaykoanux oj crpaie PL-MSC na ¢ynxuujy MO@. V okBupy
unrepakije PL-MSC u MO wucnutuBan je yrumaj PL-MSC na ¢denoruncky u
bynkunonanHy mnonapuzanujy M@, kao m yrunaj MO Ha (eHOTHIICKa CBOjCTBA U

NPOAYKIH]y UTOKHHA o1 ctpane PL-MSC.

4.16.1. Uurepakuuja PL-MSC u cnontano audepenuupanunx MO

Mukpockorckom aHanu3oM sM@ y KylITypH, youeHa je MOoJjeIHaKa 3aCTyMJbEHOCT
henuja Bperenactor obnmka (enrn.  spindle  shape), wmopdonoruje cnuune
¢ubpobacTMa, Kao ¥ OKPYIJIHX, 3Be3aactux hemuja (enrit. round cells). V ko-kynrypu
ca PL-MSC je, mehytum, yneo 3Be3gactux sM@ OHO cMameH Ha padyyH BpPETEHACTHX
henuja (Cnuka 15). Anammzom ¢enoruna sM@ nokazano je na PL-MSC cmamyjy
excnpecujy CD206 (peuentop 3a MaHo3y) Ha sMO (29.0+5.8%) y Ko-kynaTypu ca
JTUPEKTHUM KOHTAKTOM Y OJHOCY Ha koHTpoiy (52.1£10.4%), 3atum na mosehaBajy
excrpecujy CD73 (33.7+6.7%) y oanocy Ha koHTpoiy (1.9£0.4%), xao u na cmamyjy
excrpecujy TLR4 (16.3+3.3%) y onHocy Ha koHTpony (33.4+6.7%). Kana je y nutamy
eKCIpecHja MHTpaLelyJapHUuX UTOKMHA Moka3aHo je Aa PL-MSC cmamyjy excnpecujy
umyHoperynamnujckux murokuna IL-10 (5.1£1.0%) y onnocy Ha koHTpoay (10.9+2.2%) u
TGF-B (43.5+£8.7%) y omHocy Ha koHTpony (74.7+14.9%), anu na HEe MOAYIHPAjy
excripecujy IL-12p40 (I'padukon 27). C apyre ctpane, sMO cmamyjy excripecujy TLR4
monekyna Ha PL-MSC (17.943.6%) y onHocy Ha koHTpony (40.6+£8.1%) u excnpecujy
unTpanenyiapsor IL-10 (2.2+0.4%) y oanocy Ha koHTpony (11.742.3%), anmu He
Moayupajy ekcapecujy CD73, IL-12p40 u TGF-B (I'paduxon 28).
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sMO PL-MSC/sMQ

Cianka 15. Mopdosiomke kapakrepuctuke sMO y kyarypu. sMO, xynrypa
cnoHtano mudepenmupannx MQ@; PL-MSC/sM@, usrnen henwja y ko-Kynrypu ca

JUPEKTHUM KOHTakToM; yBehamwe 20x; nassunap 100um.
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I'paduxon 27. Excnpecuja CD206, CD73, TLR4, IL-12p40, IL-10 u TGF-B y
KyJaTypu cioHTaHo audepenuupanux MO ko-kyatuBucanux ca PL-MSC. PL-MSC
Cy Ko-KyaTuBHcaHe ca SMO y Toky 5 naHa y cucteMy ca TUPEKTHUM KOHTAaKTOM hewja.
Pesynratu cy mpukazaHu Kao cpelma BPETHOCT IMPOIEHTa MO3MTUBHHX hemuja = SD
(n=3). A, memOpancku Mapkepu M@; B, nntparienynapHa ekcrpecuja MUToKuHa y M@
SM@, criontano audepeniupanu makpodaru (kourpona); SMA/PL-MSC, ekcripecuja y
sM@ y mupextHom koHTakty ca PL-MSC. Student t-tect, *p<0.05, **p<0.01 y ogHoCy
Ha SMO.
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A B
CD73 TLR4 IL-12p40  IL-10 TGF-B
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I'pajguxon 28. Excnpecuja CD73, TLR4, IL-12p40, IL-10 u TGF-B y kyarypu PL-
MSC Ko-KYJITHBHCAHHX ca cHoHTaHo aAudepenuumpanum M@. PL-MSC cy xo-
KyaTuBucaHe ca sSMO y Toky 5 nmaHa y cucTeMy ca JUPEKTHHM KOHTakToM henwmja.
Pesynraru cy mpukasaHu Kao cpelma BPEIHOCT NMPOIEHTa MO3UTHBHUX hemuja + SD
(n=3). A, memOpancku mapkepu PL-MSC; B, untpanenynapHa excrnpecuja MUTOKAHA Y
PL-MSC; PL-MSC, xontposa, SM@, cnoHrano mudepeHnupanu makpodaru; PL-
MSC/sM@, excripecuja Haly PL-MSC y aupektHOM KOoHTakTy ca sM@. Student t-tecr,
*p<0.05, **p<0.01 y onnocy Ha PL-MSC.
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Pesynratu npoaykuuje nutokuHa y ko-kyntypu PL-MSC u sSM@ nokasyjy na je
HuBO TNF-0 y cucreMy ca TUpEKTHHUM KOHTAaKTOM CHIDKEH (48.6+9.7pg/ml) y omHoCcy Ha
30Up MOjeIMHAYHO MPOAYKOBaHHMX ITUTOKKHA (213.3+42.7pg/ml). CauvHO je moKa3aHo H
3a IFN-y y ko-xkynrypu (15.9+£3.2pg/ml) y omuocy Ha koHTpoiy (32.7+£6.5pg/ml).
Mehytum, npoayknuja IL-6 je Ouna moBehana y Ko-KynTypu ca TUPEKTHUM KOHTAKTOM
(4770.94954.2pg/ml) y ognocy Ha koHTpody (591.5+118.3pg/ml). IIpoaykumja octanmx
Thl uurokuna (IL-1p u IL-8) Huje 6una moaynupana. Kaga cy y nuramy Th2 u Tregs
UTOKWHH, pe3yaTaTu Mokasyjy Aa je y ko-kyiarypu PL-MSC u sMO ca mupektHuM
KOHTaKTOM CHIDKEHa jearHo npoayknuja IL-13 (66.8+13.4pg/ml) y omHOCY HA KOHTpPOITY

(240.0+£48.0pg/ml), mox je mpomykumja IL-4, TGF-f u IL-27 ocrana HenmpomemeHa
(C'paduxon 29).
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I'padguxon 29. Mlpoaykumja IL-1p, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-6, 1L-27, IL-4, IL-13 n
TGF-B y xo-kyarypu PL-MSC u sMO. Ilpukazana je cpelma BPEAHOCT MPOAYKIHje
IIUTOKUHA Yy KyaTypama henuwja umspaxena y pg/ml = SD (n=3). sSM@, cnonTaHo
mudepentpanu makpodaru (1); PL-MSC, HHBO IIUTOKHMHA Y CylepHATAHTHMA KYJIType
PL-MSC (2); PL-MSC+sM@, 30up HIBOA IIUTOKHHA y CYIIEPHATAHTUMA T10jeTUHAYHUX
kyarypa (3); PL-MSC/sM@, HuUBO LMTOKMHA y CylepHaTaHTHMa KoO-Kyiarypa (4).
Student t-rect, **p<0.01, ***p<0.05 y ogHocy Ha (3).
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4.16.2. Uurepakuuja PL-MSC nu MO nudepeunpanux ca M-CSF

3a paznmuky on sMO, y neny ucnutuBama untepakiuje PL-MSC u mMO,
MOKa3aHo je Ja y KyaTypu mMO npeoBnanaBajy hemnuje 3Be3mactor 00JMKa, Kao U J1a je
oIHOC 3Be3nacTux M hemuja BpereHactor obmmka mM@ y ko-kyntypu ca PL-MSC
HE3HATHO MPOMEHCH Yy KOpHCT 3Be3nactux henuja (Crnuka 16).

AHanmm3oM ekcripecuje Mapkepa nokasano je aa PL-MSC noseharajy excnpecujy
CD80 monekyna mHa mM@ y nupexktHoM KoHTakty (50.3£10.1%) u y cucremy ca
ymetkoM (44.0+8.8%) y omHocy Ha koHTpOIy (23.7+4.7%), 3aTum na nosehasajy CD86
excnpecjy mM@ y cucteMy ca IUPEKTHUM KOHTakToM hemmja (57.2+11.4%) u y
cuctemy ca ymetrkoM (53.1+10.6%) y onnHocy Ha koHTpouy (26.6+£5.3%). Excnpecuja
CD14 monexyna Ha mM@ y nupekTHoM KoHTakTy ca PL-MSC (40.7+4.1%) Takohe je
Owia rmoBehana y ogHOCY Ha KOHTpory (25.7+5.1%), anu ce excrpecuja y KyIaTypu ca
YMETKOM HHj€ CTaTHCTHYKH 3Ha4dajHO paznukoBana. Excrpecuja CD16 monekyna Ha
MMO Huje Ouna OUTHUje NPOMEHEHA HU Y JeHOM O] JiBa MCIMTHBAHA TECT CUCTEMA
(I'paduxon 30). 3a paznuky ox edekra Ha sSMQD, PL-MSC cy y ko-kynrypu ca mMQ
JoBesie 10 3HadajHor nosehama excrpecuje CD206 monekyna Ha mMO y AMpeKTHOM
KOHTaKTy (46.4+7.6%) u y cucremy ca ymerkom (46.8+9.4%) y omHOCY Ha KOHTpPOITY
(27.1£5.4%). Ocum Tora, excrpecrja CD73 Ha mMO je Omna nmoBehana y KO-KyJaTypH ca
JMPEKTHUM KOHTakoM (64.1£12.8%) u y cuctemy ca ymerkom (41.7+3.9%) y onHoCy Ha
KOHTpomy (22.4+4.5%). Huso ekcrpecuje CD39 je 6uo nosehan (54.1£10.8%) y onHOCy
Ha KOHTpody (33.0+£6.6%) jeauHO y KO-KyATypu henvja ca TUPEKTHHUM KOHTAKTOM. 3a
pasIuKy OJ rope HaBelIeHWX MoJiekyna, ekcrpecuja IDO-1 je 6una cmamena y mMO
(14.3+2.9%) jenuHO y KO-KYATYpPHU ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM Yy OJHOCY Ha KOHTPOIY
(38.3£7.7%) (I'pacpukon 30).

Kaga cy y nuramy UHTpauenyJapHM LIUTOKHHM, pPE3YylTaTH IOKa3yjy Jna je
excripecrja 1L-12p40 y mM@ y nupektHOM KOHTakTy ca PL-MSC cHmkena Ha
19.7£2.0% u y cucremy ca ymetkoM (21.8+3.3%) y onHocy Ha KoHTpoiy (36.6+7.3%),
1ok je ekcrnpecuja IL-10 y mM©@ nosehana na 76.9+3.7% jenuHo y KO-KynTypu ca
JUPEKTHUM KOHTaKTOM henuja y ogHOCY Ha KOHTpoIy (46.5+£7.0%). Excnpecuja TGF-3
je 6una moBehana y Ko-KynTypu ca qupekTHUM KoHTakToM (85.8+5.6%) u y cucremy ca
ymeTKoM (82.2+8.2%) y ogHOCY Ha KOHTpOIy (65.3+£6.5%) (I'padukon 31).

VY oxBupy untepakuuje PL-MSC nu mMO wucnutuan je um yruunaj mMO@ Ha

eKCIPeCcHjy MOBPIIMHCKUX MOJEKYla W TMPOAYKIHWjy IUTOKWHa ox crpaHe PL-MSC.
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Haheno je 1a mM@ noBoje 10 cMamema ekcrpecuje CD73 monekyna va PL-MSC y ko-
KYJITYpU ca TUPEKTHUM KOHTakToM (57.249.8%) y nHocy Ha koHTpoiy (81.349.7%), kao
u 5o noBehama ekcrpecuje CD39 (50.3+10.1%) y ognocy Ha xoHTpoiuy (16.0+3.2%).
Cnuunao je youeHo u 3a IDO-1 umja je ekcmpecuja Ha PL-MSC y xo-kynrypu ca
TUPEeKTHHUM KoHTakToM (56.7+11.3%) u y cucremy ca ymerkoMm (41.5£8.3%) Owmma
noBehana y ogHocy Ha KoHTpody (16.4£3.3%). Edekar mMO@ Ha npoaykuujy
unTpanenyiapaux murokuna (IL-12p40, IL-10 u TGF-B) ox crpane PL-MSC nuje ce

3HAaYajHO Pa3JIMKOBA0 Y OJHOCY MPOAYKIH]Y OBUX IIUTOKMHA y KyiaTypu camux PL-MSC
(Cpacdukon 32).

PL-MSC/mM©O

6

&

Cauxa 16. Mopgoaomke kapakrepuctuke mMO y kyarypu. mM@, kyntypa M-
CSF unnykoBannx M@; PL-MSC/mM@, usrnen henuja y Ko-KylITypu ca JUPEKTHUM

KoHTakTOM; yBehame 20X; maseuHap 100pm.
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I'paguxon 30. Excnpecuja memOpanckux CD80, CD86, CD14, CD16, CD206,
CD73, CD39 mapkepa u uHTanmuTomiazmarckor IDO-1 wmoaexyaa y mMO ko-
kyaTuBucanux ca PL-MSC. PL-MSC cy kyntuBucane ca mMO y Toky 5 AaHa y Ko-
KYJATYpU Ca JAUPEKTHUM KOHTAKTOM M y CHCTEMY Ca TOJYNPOMYCTJHMBOM MeMOapHOM
(ymeTkoM). PesynTtatu Ccy mpuKazaHH Kao Cpeliiba BPEJAHOCT TPOLECHTA MO3UTHUBHHX
hemuja = SD (n=3). mM@, M-CSF wunaykoBaHa mudepeHnHjanuja Makpodara
(xouTpona); MM@/PL-MSC, ekcripecrja Ha mM@ y cucTeMy ca TUPEKTHUM KOHTAKTOM
ca PL-MSC; Tw, excnpecuja Ha mM@ u3 ko-kynrype ca ymeTkoM (,,Transwell*). One-

way ANOVA, Dunnett noct-tect, *p<0.05, **p<0.01 y ogHOCY Ha MM®.
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I'padguxon 31. Excnpecuja nunrpaneayiaapaux uurtokuna 1L-12p40, IL-10 u TGF-p
y MO ko-kyaruBucanux ca PL-MSC. PL-MSC cy xynruBucane ca mM@ y Toky 5
JaHa y KO-KYJITYpHU cCa JUPEKTHUM KOHTAKTOM M y CHUCTEMY ca MOJYIPOMyCTJbUBOM
MeMOapHOM (ymeTkoMm). Pesynrtaté cy mpHKasaHH Kao Cpelma BPEIHOCT IMPOICHTA
no3utuBHUX hemwja £ SD (n=3). mMM@, M-CSF wunrmykoBaHa audepeHnujanyja
makpodara (kourpona); mMME@/PL-MSC, ekcrnpecuja y mM@ wu3 Ko-KylTypue ca
TUPEeKTHUM KoHTakToM ca PL-MSC; Tw, ekcnipecrja y mM@ U3 KO-KyJIType ca yMETKOM
(,,Transwell®). One-way ANOVA, Dunnett nocr-tect, **p<0.01, *p<0.05 y ogHocy Ha
mMQ.
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I'paduxon 32. Excnpecuja memopanckunx CD73, CD39 mapkepa, uHTpaueyJJapHor
IDO-1 wmoaekyaa u IL-12p40, IL-10 u TGF-p umroxkuna y PL-MSC ko-
kyaTuBucanux ca mM@. PL-MSC cy kyntuBucane ca mM@ y Toky 5 paHa y Ko-
KYJATYpH ca JAUPEKTHUM KOHTAKTOM M Yy CHUCTEMY ca IOJYNPONyCT/bUBOM MeMOapHOM
(ymeTkoM). PesynTtaté cy mnpuKazaHH Kao Cpelliba BPEIHOCT TMPOIEHTA MO3UTHBHUX
hemuja + SD (n=3). A, memOpancku mapkepu PL-MSC; B, untpamnenynapHa ekcnpecuja
mutoknHa  y  PL-MSC; PL-MSC, «kontpoma, mM@, M-CSF wunaykoBaHa
nupepennmjanpja Makpogara; PL-MSC/mM@, ekcrpecuja Ha PL-MSC y aupektHOM
KOHTakTy ca mM@; Tw, ekcnpecuja Ha PL-MSC u3 ko-kyntype ca yMeTKOM
(,,Transwell®). One-way ANOVA, Dunnett ocr-Tect, **p<0.01, *p<0.05 y ogHOCy Ha
PL-MSC.
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Y gpyrom peny wucnutuBama wuHTepakudje PL-MSC u mMO wmepena je
MPOJIYKIIMja IIMTOKKWHA y KO-KYJATYpH OBHX helMja mpu 4eMy je KOHCTAaHTOBAHO JIa je
npoaykiuja Thl murokuna (IL-1p, TNF-a, IL-8, IL-12p70 u IFN-y) 6una cHmKeHa y KO-
KYJATYpPH Y OJHOCY Ha 30HMp MOjeAMHAYHO MPOTyKOBaHUX HuTOKMHA. [Ipoaykumja IL-13
je Ouna cMameHa Kako y KO-KyJITypHu ca AUpeKTHUM KoHTakToM (30.1£2.9pg/ml) Tako u
y ko-kyntypu ca ymetrkom (31.3+0.8pg/ml) y omnHocy Ha koHTpony (68.6+7.7pg/ml).
Cinuno je 6mino u ca npoaykiujom TNF-o y Ko-KyaTypu ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM
(36.7£1.0pg/ml) u y ko-kynrypu ca ymeTkoMm (46.0+2.8pg/ml) y oqHOCY HA KOHTPOITY
(86.4+9.8pg/ml), kao u ca npoaykiujom 1L-12p70 (nupekran kontakt: 92.8+35.7pg/ml,
Ko-KynTypa ca ymetkoM: 183.1£29.3pg/ml, kontpona: 353.7+£59.8pg/ml). IIpomykuuja
IL-8 je Owuma CHWXKEHAa JeIWHO Y KO-KYJATypU ca JUPEKTHHM KOHTAKTOM
(1449.3+£232.5pg/ml) y ogHocy Ha 30up MPOIYKIMja OBOT IIUTOKHHA Y I10jeAMHAYHUM
kyntypama henuja (2050.4+£265.5pg/ml) (I'paduxon 33). Ilpoaykuuja IFN-y y ko-
KYJITypU ca AUPEKTHUM KOHTakToM (21.0£2.5pg/ml) u y KO-KynTypu ca yMETKOM
(12.0£2.0pg/ml) Takohe je Owmna cHUXKEHAa y OJHOCY Ha 30Up TOjeIUHAYHHO
npoaykoBaHor nutokuHa (38.7+6.0pg/ml). CympotHo je moka3ano 3a IL-6. [Ipomykmnuja
OBOI' IIMTOKMHA je Owmma 3HayajHo moBehaHa y KO-KyATypamMa KakO y JUPEKTHOM
koHTakTy (3121.3+£382.6pg/ml) Tako u y cucremy ca ymerkom (1612.4+39.9pg/ml) y
OJIHOCY Ha 30Up KOHIIeHTapauuja mpoaykoBaHor IL-6 y mojeguHauyHuUM KynTypama
(510.4+159.7pg/ml) (I'paduxon 34). Ipoaykuuja Th2 murokuna (IL-4 u IL-5) Ouna je
noBehana y xko-kynrypu PL-MSC u mM@ ca pgupektaum koHtaktom (IL-4:
26.51.1pg/ml u IL-5: 119.4£16.7pg/ml) y omHocy Ha 30uMp OBHUX LHUTOKHHA Y
nojenuHauHuM henmujckum kynrypama (IL-4: 15.4+£3.7pg/ml u IL-5: 75.242.1pg/ml).
Mehyrum, npoayknuja I1L-13 je Omiia cHIKEHa Y KO-KYJITYPH ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM
(95.0+£19.0pg/ml) y oxHocy Ha kouTpouy (268.8+53.8pg/ml) (I'padukon 35). Kaga cy y
nutawmy Tregc mutokuHu HuBO IL-10 je y KO-KyATypu ca AMPEKTHHUM KOHTAaKTOM
(105.7£2.5pg/ml) 6mo mnosehan y onHocy Ha KOHTpoidy (83.2+6.9pg/ml). Cnuuno je
3abenexxeHo u 3a TGF-B 4uju je HMBO y KO-KYATYpH Ca JAMPEKTHHM KOHTaKTOM
(576.8+14.4pg/ml) 6uo mosehan y omHocy Ha kKoHTposy (361.1+6.2pg/ml). Mehyrtum
npoaykiuja 1L-27 y xo-kyntypu ca aupektHuM koHtaktom (101.9+£5.8pg/ml) je Omna
CHIDKEHa Y OJHOCY Ha 30uMp LMTOKMHA Yy T[OjeIMHAYHUM KyAaTypama henuja

(297.2+12.8pg/ml) (I'pacukon 36).
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I'paduxon 33. Ipoaykuuja IL-1p, TNF-a, IL-8 u IL-12p70 y ko-kyarypu PL-MSC
u mM@. PL-MSC cy kyntuBucane ca mM@ y TOKy 5 JaHa Y KO-KYJITYpH ca TUPEKTHUM
KOHTaKTOM U Y CHCTEMY ca MOJYNpOImycT/buBoM MeMOpaHoMm (ymerkom). ITocebHO cy
mM@ Tpetupane ca kouauipoHupanum meaujymom (CM) PL-MSC. Pesynratu cy
MPUKa3aHU Kao Cpelliba BPEIHOCT MPOAYKIIMje IUTOKIHA n3paxkeHa y pg/ml = SD (n=3).
mMM@, M-CSF wunaykoBana mudepennujaimuja makpodara; PL-MSC, mponxykmmja
mutoknHa y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+mM@, 30up HHBOAa IIUTOKHHA Y
nojequHayHuM  Kyatypama, PL-MSC/mM@, HHMBO LHTOKMHa Y KO-KyATYpH ca
JUPEKTHUM KOHTAaKTOM; |W, HUBO LUTOKMHA Y KO-KyJITypu ca ymMeTkoM (,,Transwell®);
mMO+CM50%, auBo 1uTOKMHA Y KynTypr M@ HakoH TpetmaHa ca 50%CM PL-MSC;
CM100%, nuBo mutokuna y 100%CM. One-way ANOVA, Dunnett mocr-tecr,
***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 y onrocy Ha PL-MSC+mM@.
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I'paduxon 34. lIpoaykuuja IFN-y u 1L-6 y ko-kyarypu PL-MSC u mM@. PL-MSC
Cy KynTuBucaHe ca mM@ y TOKy 5 JlaHa y KO-KYJATYPU ca JUPEKTHUM KOHTAaKTOM U Y
CHCTEMY ca MOJIYNpPOIycT/bHBOM MeMOpaHoM (ymerkom). [TocebHo cy mM@ Tperupane
ca kouaunuonupanuM meaujymom (CM) PL-MSC. Pesyararu cy npuKa3aHu Kao Cpe/imba
BPEIHOCT TPONYKIHMje HUTOKMHA H3paxeHa y pg/ml £ SD (n=3). mM@, M-CSF
UHAyKOBaHa qudepeHnujanuja Makpodara; PL-MSC, npoaykunja 1HTOKHHA Y KyJITypU
PL-MSC; PL-MSC+mM@, 30up HHMBOa LIMTOKMHA Yy IOjeMHAYHUM KyiTypama, PL-
MSC/mM@, HHMBO IUTOKMHA y KO-KYJITYpU Ca JHUPEKTHUM KOHTAaKTOM; [W, HHBO
IUTOKHHA y KO-KYJATYpH ca ymMeTKoM (,, Transwell*); mM@+CM50%, HMBO LIMTOKKHA Y
Kyntypu MO HakoH Tpermana ca 50%CM PL-MSC; CM100%, HMBO IHMTOKMHA Yy
100%CM. One-way ANOVA, Dunnett mocr-tect, ***p<0.001 y omnocy Ha PL-
MSC+mM@.
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I'paduxon 35. Ilpoaykumja IL-4, IL-5 u IL-13 y ko-kyarypu PL-MSC n mM@. PL-
MSC cy kyntuBucane ca mM@ y Toky 5 1aHa y KO-KyATYpH ca IUPEKTHUM KOHTAKTOM H
y CHCTEMy ca MOJynpomycT/buBoM MemOpanoMm (ymerkom). I[locebno cy mM@
TpeTupane ca KoHauiuonupanum meaujymom (CM) PL-MSC. Pesynraru cy npuka3anu
Kao Cpelba BPEAHOCT MPOJIyKIMje IUTOKMHA u3paxeHa y pg/ml £ SD (n=3). mM@, M-
CSF unaykoBana nudepenuujanuja makpodara, PL-MSC, npoaykiuja nMTOKMHA Yy
kyntypu PL-MSC; PL-MSC+mM@, 30up HHBOA LMTOKHHA Yy II0jeIMHAYHUM
kyarypama (kontpoina); PL-MSC/mM@, HUBO IIUTOKHHA Y KO-KYATYPH Ca JHUPEKTHUM
KOHTaKTOM; TW, HHUBO IIUTOKMHA Y KO-KyJATypH ca yMeTkoMm (,, Transwell);
mMO+CM50%, HUBO HUTOKKHA Y KynTypu MO HakoH TpeTMmana ca 50%CM PL-MSC,;
CM100%, nuBo murokmHa y 100%CM. One-way ANOVA, Dunnett mocr-tecr,
***p<0.001, **p<0.01 y ogHocy Ha PL-MSC+mM@.
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I'padpuxon 36. Ipoaykuuja IL-10, TGF-B u IL-27 y ko-kyarypu PL-MSC u
mM@. PL-MSC cy xyntuBucane ca mM@ y TOKy 5 naHa y KO-KyATYpH ca JUPEKTHUM
KOHTaKTOM U Yy CHUCTEMY ca MOJyIMpOMyCTIhbUBOM MeMOpaHoM (ymerkom). IToceOHO cy
mM@ Tpetupane ca kouaunuoHupanum meaujymom (CM) PL-MSC. Pesynratu cy
NPUKa3aHU Kao Cpeha BPEIHOCT MPOIYKIMje IUTOKMHA u3paxeHa y pg/ml + SD (n=3).
MM@, M-CSF unaykoBana audepeHumjanuja makpodara; PL-MSC, mnponykumja
mutoknHa 'y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+mM@, 30up HHBOa IIUTOKHHA Y
nojequHayHUM Kyntypama (koutposa); PL-MSC/mM@, HUBO IUTOKKMHA Y KO-KYJITYpH
ca JUPEKTHUM KOHTAaKTOM; [W, HHBO ILHMTOKMHA Yy KO-KYJITYpH Ca YMETKOM
(,,Transwell); mMO+CM50%, HUBO LIMTOKMHA y KyATypu M HakoH TpeTMaHa ca
50%CM PL-MSC; CM100%, nmpoaykiuja nutokuHa y 100%CM. One-way ANOVA,
Dunnett moct-Tect, ***p<0.001, *p<0.05 y oxrocy Ha PL-MSC+mM@.
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4.16.3. Uurepakuuja PL-MSC u MO nudepennupanux ca GM-
SCF

VY tphem cermenty ko-kyntuBucanu cMo PL-MSC ca gmM@. Pesynratu nmokasyjy
Ja y kKyarypu gmM@ mnpeoBnagaBajy henuje uzayxkeHe Mop¢oJoruje HaluK Ha
¢ubpodnacte. C napyre cTpaHe y KO-KynTypu ce moBehaBa yaeo gmM@ 3Be3mactor
obsmka (Cnuka 17).

AHann3om ¢deHoTuna mokasaHo je na cy MO mudepenuupane ca GM-CSF-om
umane Bucoky ekcrpecujy CD11lc monexyna (75.4+16.7%) koja ce HHUje 3HA4YajHO
Memana y Ko-kyntypu ca PL-MSC, amm je 3ato ekcnpecuja CD14 ma gmM@ Ouna
noBehana Ha 14.242.8% y mupexktHoMm koHTakTy ca PL-MSC y omHOCy Ha KOHTpOIY
(1.1£0.2%). Cnnuno je HaheHo u 3a excrnpecujy CD16 koja je y KO-KyaATypu ca
JUPEKTHUM KOHTakToM Omna (35.8+7.2%), a y xo-kyntypu ca ymetkoM (18.8+3.8%) y
onHOCy Ha KoHTpomay (5.5£1.1%). Mehyrum, ekcipecuja CD206, CD68 u CD169 Huje
Owia 3Ha4ajHO W3MEHEHAa y OAHOCY Ha KoHTpory. PL-MSC cy y ko-kynrypu ca
JUPEKTHUM KOHTAKTOM JioBelie 10 noBehama excnpecuje CD73 Ha gmMO (12.7+2.5%) y
onHocy Ha koHTpoiny (1.1£0.2%), u CD209 (53.7+10.7%) y omHOCy Ha KOHTpPOIY
(28.3£5.7%), xao u CDla (23.5+4.7%) y omnocy Ha koutpomy (1.2+0.2%). PL-MSC
HHUCY OuTHHje yrunane Ha ekcrpecujy TLR4 monexyna ox crpane gmM@ y ogHOCY Ha

0azanHy ekcrpecujy oBor mosekysia (I'padukon 37).

gmMQ PL-MSC/gmM©O

Cauxa 17. Mopdosomike kapaktepuctuke gmMO y kyarypu. gmM@, xyntypa
GM-CSF wunpykoBannx M@; PL-MSC/gmM@, w3rnen henmja y Ko-KyiaTypu ca

JTUPEKTHUM KOoHTakTOM, yBehame 20X; nasbuHap 100um.
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I'padpuxon 37. Excnpecuja CD11¢, CD14, CD16, CD206, CD68, CD169, CD73,
CD39, CD209, CD1a u TLR4 na gnMO ko-kyaruucanux ca PL-MSC. PL-MSC cy
KyATHBUCaHE ca gmM@ y TOKy 5 naHa y KO-KYJITYpH ca JUPEKTHHM KOHTAKTOM.
ITocebHO cy gmM@ Tpetupane ca KoHauimonupanum meaujymom (CM) PL-MSC.
Pesynrati cy mpukazaHu Kao cpelma BPEIHOCT NPOILEHTa MO3UTHBHHUX hemwmja = SD
(n=3). gmM@, GM-CSF wunnykoBana maubepeHuyjammja Makpodara (KOHTpOIA);
gmMO/PL-MSC, ekcripecuja Mosiekyna Ha gmM@ y nupexkTHoM KoHTakTy ca PL-MSC,;
CM, ekcrnpecuja Mosiekyina Ha gmM@ HakoH Tpermana ca CM PL-MSC. One-way
ANOVA, Dunnett moct-tect, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 y ogrocy Ha gmM@.
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Kana je y nutamy ekcrpecuja UHTpamenyJIapHUX MUTOKWHA Y gmMO@ pe3ynratu
nokazyjy na PL-MSC cmamyjy HuBo unTpauenyiapHor TNF-a y gmMO y ko-kyntypu
ca TUPEKTHUM KOHTakToM (2.4+0.5%) y oaHocy Ha koHTpomy (6.1+1.2%), a nosehaBajy
uHTpanenyitapuy excrpecrjy IL-13 (2.1+0.4%) y KO-KyATYpH ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM
y omnocy Ha koHTpony (0.9£0.2%), m0k je uWHTparenyjgapHa EKCIpPecHja OCTaIHUX
mutoknna (1L-12p40, I1L-4, 1L-10 u TGF-B) ocrama mOpakTHYHO HEMPOMEHEHA

(IC'paduxon 38).
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I'paduxon 38. Excnpecuja TNF-a, IL-12p40, IL-4, IL-13, IL-10 u TGF-p y gmM©O
Ko-kyaTuBucanux ca PL-MSC. PL-MSC cy kynruBucane ca gmM@ y Toky 5 naHa y
KO-KYJITypu ca JUPEeKTHUM KoHTakToM. IloceOHO cy gmMO@ Tpetupane ca
koHauonupanuM meaujymom (CM) PL-MSC. Pesynratu cy mpuka3aHu Kao Cpelrbha
BPEIHOCT TpolieHTa no3utuBHUX hemuja = SD (n=3). gmM@, GM-CSF unaykosana
nudepennujanrja Makpodara (korrposaa); gmMEO/PL-MSC, ekcrnpecuja IMUTOKHUHA Y
gmM@ y nupekTHOM KoHTakTy ca PL-MSC; CM, ekcripecuja nutoknHa y gmM© HakoH
tpermana ca CM PL-MSC. One-way ANOVA, Dunnett noct-tect, **p<0.01 y onnocy
Ha gmM@.
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Pesynratn Takohe mokasyjy na gmM@ y IOUPEKTHOM KOHTAKTy JOBOZE 0
cmamema excipecuje CD39 (3.3+0.7%) u TLR4 (19.3+3.9%) monekyna na PL-MSC y
oJlHOCY Ha 0a3zanHy ekcrpecujy oBux monekyina (CD39: 16.6+3.3%, TLR4: 40.6+8.1%).
Ocuwm Ttora, untpanenyiapra excrpecrja TNF-o u IL-10 nurokuHa je Ouna cHMKEHa Y
PL-MSC y xonTakty ca gmM@ (TNF-a: 3.0+0.6% y onnocy Ha koHTpory 10.44+2.1%;
IL-10: 1.7+0.3% y ogHocy Ha koHTpoay 11.7+2.3%), kao u excrpecuja IL-4 u 1L-13 (IL-
4: 1.1+0.8% y onHocy Ha koHTpoay 4.1+0.8%; IL-13: 1.5+0.3% y omHOCYy Ha KOHTpOIY

4.7£0.9%) nox je ekcmnpecuja p40 cyOjemunuie IL-12 u TGF-B ocrana HenpomemeHa

(C'paduxon 39).
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I'padpuxon 39. Excnpecuja CD73, CD39, TLR4, TNF-a, 1L-12p40, IL-4, IL-13, IL-
10 u TGF-p na/y PL-MSC ko-kyaruBucanux ca gmM@. PL-MSC cy kynTtuBucane ca
gmM@ y Toky 5 1aHa y KO-KyATYypH ca JUPEKTHUM KOHTAaKTOM. Pe3ynTatu cy npuka3anu
Kao cpenma BPETHOCT MpoleHTa no3utuBHUX hemmja £ SD (n=3). A, mMeMOpaHCKH
mapkepu PL-MSC; B, C u D, unrpauenynapna ekcrpecuja nurokusa y PL-MSC; PL-
MSC, ekcnpecuja mapkepa/uurokuna Haly PL-MSC; PL-MSC/gmM@, ekcnpecuja
mapkepa/uurokuda Haly PL-MSC y aupexktHOM KoHTakTy ca gmM@. Student t-tecr,
**p<0.01, *p<0.05 y oxHocy Ha PL-MSC.
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VY okBupy ucnutuBama Mmehycoone nnrepakiuje PL-MSC u gmMO@ ananusupana
j€ TPOIYKIIMja NUTOKMHA Yy KO-KyJTypaMma OBHUX hellrja W IOKa3aHo Ja je MPOaYKIIHja
Thl uurokuna (IL-1B, TNF-a u IFN-y) y ko-kyaTypu ca aupektaum kountaktoMm (IL-10:
28.2+5.6pg/ml; TNF-o: 190.5£38.1pg/ml u IFN-y: 45.1+£9.0pg/ml) Ouna cHuxkeHa y
onHocy Ha koutpony (IL-1B: 121.7£24.3pg/ml; TNF-o: 686.2+137.2pg/ml u IFN-y:
137.3+£27.5pg/ml). Cauuno je vaheno u y kyarypu gmMO tpetupanum ca CM PL-MSC.
[Tponykumja IL-8 Ouna cHWKeHa jeaIUHO Yy KO-KYIATYpH Ca JUPEKTHUM KOHTAKTOM
(1632.8£163.3pg/ml) y omHocy Ha KoHTpoxy (2252.0+247.7pg/ml). Pezyntatu Takohe
nokasyjy aa je mponykuuja IL-6 Ouna moBehana kako y KO-KyATYypH ca JUPEKTHUM
KOHTaKkTOM (4482.9+896.6pg/ml) Tako u ox crpane gmM@ tpetupanux ca CM PL-MSC
(2171.7+434.3pg/ml) y onHocy Ha koHTpouy (489.2+97.8pg/ml), ¢ TuM aa je mpoayKiiuja
OBOT IIUTOKWHA y KO-KYJITYpH ca TUPEKTHUM KOHTAKTOM OMJIa 3HAYajHO BHIIA y OJHOCY
Ha JICTeKTOBaHy KoHIeHTpauujy y Kynarypu CM tperupannx gmM@ (I'paduxon 40 u
I'paduxon 41).

Kana je y nutamy mponykuuja Th2 nutokuna y ko-kyarypu PL-MSC u gmM@
pe3ysiTaTé TOoKa3yjy Ja je y KO-KyJITypu ca TUPEKTHUM KoHTakToM henwja mHuBo IL-4
noBehan wa 52.2+10.4pg/ml, y omHocy Ha 30Up TNPOAYKOBAHOT ITUTOKMHA Y
nojenuHayHuM henujckum kynatypama (20.0+4.0pg/ml), anu je npoaykuuja 1L-13 6una
CHI)KEHAa Yy KO-KynTypu ca aupekTHuM KoHTaktoMm (101.1+20.2pg/ml) y omHocy Ha
koHTpony (178.3+35.7pg/ml). V xyntypu gmM@ tpetnpannx ca CM PL-MSC nuje
JIOIITO JI0 MOJyJIalnje MPOaAYKIIMje HU jeIHOT o7 oBa aBa nutokuHa (I"paduxon 42).

Cnuuno moxynanuju Th2 nurokuHa, npoaykuuja TGF-f je 6una moehana y ko-
KyJATYypH ca JUPEeKTHUM KoHTakToM henuja (546.1+109.2pg/ml) y omnocy Ha 36up
NPOAYKIIMje [IUTOKUHA Yy MojelMHaYHuM KyaTypama (317.1+63.4pg/ml), npu uemy je oBO
nosehamwe y cuctemMy ca AUPEKTHUM KOHTAKTOM OWJIO 3Ha4ajHO BHILE Yy OJJHOCY HAa HUBO
nerekroBaHor TGF-f y kyntypu CM tpetupanux gmMO.

Ha xpajy, npoaykuuja IL-27 je Ouna cumxena y ko-kyntypu PL-MSC u gmMO ca
JTUPEKTHUM KOHTakToM (126.6+25.3pg/ml) y omHocy Ha 30Mp KOHIIEHTpaluja OBOT
[IUTOKWHA Y TIOjeIMHAYHUM KynTypama (237.7+47.5pg/ml), nok kao u y cinydajy ca TGF-
B, CM PL-MSC Huje noBeo 10 OUTHHjEX MoIu(UKAIHja MTPOIYKITHje 00a OBa MUTOKUHA

o ctpane gmM@ (I'paduxon 43).
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I'paguxon 40. lIpoaykuuja IL-1p, TNF-a n IL-8 y ko-kyaTypu PL-MSC u gmMO.
PL-MSC cy kyntuBucane ca gmM@ y TOKy 5 nmaHa y KO-KyATYpH ca AMPEKTHUM
koHTakTOM. [ToceOHO cy gmM@ Tpetupane ca KoHauIKOHHpaHUM Meaujymom (CM) PL-
MSC. Pesynratu cy nmpuKa3aHu Kao cpelliba BPEIHOCT MPOIYKIHje IIUTOKIMHA H3paXKeHa
y pg/ml £ SD (n=3). gmM@, GM-CSF unaykoBana audepenuujanuja makpodara; PL-
MSC, nuBo nutokuna y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+gmM@, 36up HHBOA IIUTOKUHA Y
nojeauHavyHUM Kyiarypama (koutpona); PL-MSC/gmM @, HUBO UUTOKWUHA Yy KO-
KYJITYpU ca IUpeKTHUM KoHTakToM; gmM@+CM50%, HuBo 1UTOKMHA Y KynTypu MO
HakoH TpeTtmaHa ca 50%CM PL-MSC; CM100%, nuo mutokuna y 100%CM. One-way
ANOVA, Dunnett noct-tect, ***p<0.001, *p<0.05 y ogrocy va PL-MSC+gmM@.
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I'padguxon 41. lpoaykuuja IFN-y u IL-6 y ko-kyarypu PL-MSC u gmM@. PL-

MSC cy kynrtuBucane ca gmM@ y TOKy 5 1aHa y KO-KYATYPHU ca IUPEKTHUM KOHTAKTOM.

[TocebHO cy gmM@ Tperupane ca kKoHauipoHupanum Mmeaujymom (CM) PL-MSC.

Pesynratu cy mpukazaHu Kao Cpelra BPEAHOCT MPOAYKIHje IUTOKWHA H3PaKEHA Yy

pg/ml £ SD (n=3). gmM@, GM-CSF unnykoana mudepennujanuja Makpodara; PL-

MSC, nuBo nurokuHa y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+gmM@, 30up HUBOA IIUTOKUHA Y

NOjeJTUHAYHUM KYJITypama;

PL-MSC/gmM@, HuUBO ULMTOKMHA Yy KO-KYJITypH ca

nupekHuM KoHTakToM; gmM@+CMS50%, HHMBO TUTOKMHA y KyITypu MO HakoH

tpermana ca 50%CM PL-MSC; CM100%, mmBo mmrokmaa y 100%CM. One-way

ANOVA, Dunnett noct-tect, ***p<0.001, **p<0.01 y onnocy na PL-MSC+gmM@.
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I'paduxon 42. llpoaykuuja IL-4 u I1L-13 y ko-kyarypu PL-MSC u gmM@. PL-MSC
Cy KynTuBHcaHe ca gmMO y TOoKy 5 nmaHa y KO-KyJITypH ca AMPEKTHUM KOHTAKTOM.
[TocebHO cy gmM@ Tperupane ca kKoHauipoHupanum Mmeaujymom (CM) PL-MSC.
Pesynrati cy mpukasaHM Kao Cpeama BPEIHOCT MPOAYKIMje HUTOKWHA HM3paKeHa Y
pg/ml £ SD (n=3). gmM@, GM-CSF unnykoana mudepennujanuja Makpodara; PL-
MSC, nuBo nutokuna y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+gmM@, 36up HHBOA IUTOKUHA Y
nojeqHaYHUM Kyntypama (konTtposna); PL-MSC/gmM@, HHBO IUTOKHHA Y KO-KYJITYPU
ca TupeKTHUM KoHTakToM; gmM@+CMS50%, HuBO HUTOKMHA y KyITypu gmM© HakoH
tpermana ca 50%CM PL-MSC; CM100%, mmBo mmrokmaa y 100%CM. One-way
ANOVA, Dunnett noct-tect, ***p<0.001, *p<0.05 y ogrocy na PL-MSC+gmM@.
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I'paduxon 43. MMpoaykuuja TGF-p u IL-27 y ko-kyarypu PL-MSC u gmM@. PL-
MSC cy xyartuBucane ca gmM@ y ToKy 5 1aHa y KO-KyJITypH ca TUPEKTHUM KOHTaKTOM.
[TocebHO cy gmM@ Tperupane ca kKoHauipoHupanum Mmeaujymom (CM) PL-MSC.
Pesynrati cy mpukasaHM Kao Cpeama BPEIHOCT MPOAYKIMje HUTOKWHA HM3paKeHa Y
pg/ml £ SD (n=3). gmM@, GM-CSF unnykoana mudepennujanuja Makpodara; PL-
MSC, nuBo nutokuna y kynrypu PL-MSC; PL-MSC+gmM@, 36up HHBOA IUTOKUHA Y
nojequHayHuM Kyntypama; PL-MSC/gmM@, HHBO IMTOKMHA Yy KO-KYATYpH ca
TUpEKTHUM KOHTakToM; gmM@+CMS50%, HuBO 1UTOKMHA y KyaTypu gmM@ HakoH
tpermana ca 50%CM PL-MSC; CM100%, mmBo mmrokmaa y 100%CM. One-way
ANOVA, Dunnett noct-tect, **p<0.01 y ogaocy Ha PL-MSC+gmM®.

Munan Mapkosuh | IOKTOPCKA JIMCEPTALIUIA | 127



Juckycuja

5. Auckycuja
5.1. Kapakrepuzaumja PL-MSC

[IpBu 1meo0 OBe MJOKTOPCKE IHUCEpTalHje CE€ OJHOCHO Ha YCIOCTaB/bamkbe U
dbenoruncky kapakrepuzanujy PL-MSC henujckux nuHUja y OKBUPY KOra je UCITUTHBAaHA
eKCIpecHja MOBPUIMHCKUX MapKepa, CTeneH mposmdepanuje, cnocoOHocT GopMuparma
KOJIOHH]ja Kao W CIOCOOHOCT audepeHiyjanyje y apyre TUIoBe henuja Me3eHXHMCKOT
MOPEKIIa.

PL-MSC cy ycnocraBsbene u3 PL koje cy ce pa3nukoBaje y 0JHOCY Ha BEJIMUHUHY
U KIMHUYKY TIPE3EHTalH]y, a IpeMa MpOTOKOIY Koju je onucan 3a MSC u3 mpyrux TKuBa
U opraHa, yksbydyjyhu u pazmuumre nenrtanHe crpykrype (Gnecchi u Melo 2009,
Karamzadeh u cap. 2012, Alkhalil u cap. 2015). Cauyan npoTOKOJ, KOjU je AeTabHO
onucaH y morjaaBjby Matepujan u merone, je kopumheH u 3a uzonauujy PL-MSC y
HameMm nperxoaHom paany (Poki¢ u cap. 2012). OBu pe3yiratd TeHepaaHO IOKa3yjy
cimyHa QeHotuncka cojctBa PL-MSC He3aBuCHO ox THma Jie3dje U3 KOJHX Cy
uzonosane (Markovi¢ u cap. 2016), a koja ce TeHEpalHO CTAOMIM3Yjy MOCIE YETBPTE
nacaxe y KyiIrypu. Taza je KoHTaMHHaIMja APyruM henrjama XeMaTormoeTCKOT mopekiia
(menerexrabmuiHa excripecuja CD45, CD34, CD14 u HLA-DR), 3anemapsbuBa na cy PL-
MSC Tana HajoroHMje 3a CBE BPCTE UCIHUTHBAMKA. 3aTO Cy Hajuemhe y oBoj (a3u oHe
(deHoTHIICKM M (YHKIIMOHAIHO OKapakTepucaHe W KopullheHe 3a HHTEpakiHjy ca
(aronutiMa nnm uHpnamanujckuM henjama u3 PL in vitro.

PL-MSC nunuje, koje Cy yCIOCTaB/bEHE Y YKEM BPEMEHCKOM Teproay (YKYITHO
17 nunuja), cy nokaszuBaie ¢pudpodractounny mopdosuorujy, Tunuuny 3a npyre MSC.
Ha ocHOBy oBuX cCBOjcTaBa ajlli M OTpPaHUYEHE CIOCOOHOCTH mudepeHuujanmje y
nojeivHe TUMoBe henwja ME3eHXMMCKOr Topekia (ocrteo0aacTH, XOHJIPOLUTH,
agunouut) PL-MSC ce mory cBpcTaTH y KaTeropujy MaTuuHuX henuja Me3eHXMMCKHX-
cTpoManHux henwja, Kako je To mpemiokeHo 3a oBakaB Turn MSC (Dominici u cap.
2006).

Y okBHpy KapakTepuzauuje ycnoctaBbeHMX PL-MSC nuHuja anammzom
eKCTIpecHje UICHTH(PUKAIMOHUX MOBPIIMHCKUX M HHTPALIETYJIAPHUX MapKepa TUITHIHUX
3a MSC, ycranoBbeHo je nma cy PL-MSC, makoH dwerBpre macaxke y mpeko 90%

excnpumupaie CD90, CD105 u CD73, mro je y3 0ACyCTBO MapKepa XeMaTONOETCKUX
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henuja y ckmany ca quTepaTypHUM mnojaanuma kojuma ce ox 2006. roaune neduHMIIe
MHUHHMYM KPHUTEPHjyMa 3a MaTHYHOCT ME3CHXHUMCKHX-cTpoManHux hemuja (Dominici u
cap. 2006).

[Tpema ctpykrypu, CD90 npencraBba G mpoTeHH KOjU je YCHUAPEH HA CIIOJHAIIEHO]
noBpmvHU henmjcke MemOpane. OBaj HPOTEMH j€ OJl paHHUje TMO3HAT Kao Mapkep
auMdOIMTa TUMYCHOT ITOpeKia (THMOLIKMTA) A je OTyAa U o3HaueH kKao Thy-1 (Haeryfar
u Hoskin 2004). Hberosa ocHoBHa yjora ce oriefa y Melhyhenmjckoj HMHTEpaKIiujH,
ykIbyayjyhu aaxesujy henmuja 3a mojeiMHE KOMIIOHEHTE €KCTpallellyJIapHOT MaTpUKca.
Taxolhe je mapkep henuja Tokom mporeca onrorenese (Saalbach u cap. 2000). ITo3uaro
je ma crenen ekcnpecuje CD90 Bapupa y 3aBUCHOCTH OJ1 TWIa henvja Ha Kojuma je
ucnosbeH. Tako mpeko 95% BM-MSC, AT-MSC u MSC wu3 koxe (d-MSC)
EKCIIPUMHPAjy OBaj MOJEKyn, a0k cy cera 38% MSC wu3 cpua (H-MSC) CD90*
(Riekstina u cap. 2009). Ha nomynanuju [OSHTAIHUX ME3CHXUMCKHX-CTPOMAIHUX
maTuuHux henuja mokazaHo je ma 75% DPSC exkcnpumuypajy CD90, 94% DFSC u
ckopo cBe PL-MSC ucnospaBajy CD90 (Poki¢ u cap. 2012). Ionynaruje PL-MSC koje
Cy HCIHTHBAaHE y OBOM panay, Takole mocemyjy BUCOK mporeHaT ekcrpecuje CD90
(97.3£1.7%) mro ykazyje aa je CD90 moxna O6utHuju 3a agxesuBHocT MSC y Toky
nporueca uHduamaiuje y onnocy Ha MSC u3 31paBux JeHTaIHUX TKHUBA.

Hpyru Baxan uaentuduxanuonu monekyn MSC je CD105. To je unTerpannu
npoTeuH henmujcke MeMOpaHe 3a koju ce jakuM aduauTeToM Bedyjy TGF-B1 u TGF-B3
(Cheifetz u cap. 1992). IToka3zano je ma pasmuunte nomynaiuje MSC (BM-MSC, AT-
MSC, d-MSC u H-MSC) y npeko 95% excnpumupajy CD105 (Riekstina u cap. 2009),
ka0 u PL-MSC (oko 98%), 1ok je ekcmpecwja OBOI MOJICKYJla Ha I10jeIMHHM
cyononynanujama aentanaux MSC wemrro apyrauuja (DPSC - oko 75%, DFSC — oko
86%) (boki¢ u cap. 2012). Excnpecuja CD105 Ha henujama uzosnoBanum u3 PL koje cMo
KOPUCTHJIM y HCIIUTUBAakUMa UHTEpakIMje ca aronuruMa uzHocuia je 90.2+5.7%. Osu
HaJla3u yKa3yjy Ja je (QyHKIMja OBOI' MOJIEKyJla OMTHA 3a UMYHOpEryJaljcKa CBOjCTBa
PL-MSC umajyhu y Buny kpy4nu 3Hadaj TGF-f y oBum mporecuma (Travis u Sheppard
2014).

Tpehu mapkep no BaxkHocTH je CD73 umja je ekcripecrja MHUIM]aTHO OMMCAaHa Ha
cyononynamuju T u B mumdorura (Thompson u cap. 1987, Peola u cap. 1996, Airas u
cap. 1997, Yamashita u cap. 1998, Yang u cap. 2005). CD73 je mo mpBu myT

uaeatudurkoan Ha nomynauju MSC 2001. ronuue on crpane Barry u cap., na 6u Tek
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2006. mocTao geo rpyme Mapkepa Kojuma ce AeQuHHIIEe MUHIMYM KPUTEpPHjyMa Koje je
noTpeOHO /1a UCIyHkhaBa aHaJU3MpaHa momysaiyja hemja kako O ce Morja CBpCTaT y
rpyry MSC (Dominici u cap. 2006). ITokasano je na BM-MSC, AT-MSC, d-MSC u H-
MSC excnpumupajy CD73 y Bucokom mporuenty (npexo 95%) (Riekstina u cap. 2009).
Excnpecuja na PL-MSC y namum ucnutuBamuMa nzHocuna je 94.8+4.7% mrto je
Takole y ckiiaay ca HaBeJICHUM JINTEPATYPHUM TOJAIMMa.

OcuM OCHOBHUX, TUCKpUMHUHATUBHUX Mapkepa, Ha PL-MSC henujckum manjama
cMo mokazanu BHCOKY ekcrpecrjy CD166 u CD56 momnekyma, 3aTUM yMEpEH CTeleH
excripecuje CD146, nok je HajHMKH CTETeH MO3UTUBHOCTH mokaszad 3a CD39, SSEA-4 u
STRO-1 mapkepe. Hajpeha BapujabuinHOCT excrpecuje nokaszana je 3a CD44 monexyn
(26.6£19.6%).

ITo ce tnue CD166, nHMIMjaIHO je MACHTH(PHUKOBAH Ka0 aIXE3MOHH MOJICKYII
aktuBupanux seykouuta (ALCAM). [peacraBba TpaHCMEMOPAHCKH TJIMKOIPOTEUH O]
110 kD u npunana cynephamMuinju uMyHoOr1o00yinuHa 3ajeaso ca CD146 (MUC18) u B-
CAM wonekynuma (Swart 2002). YViora oBHX aIXe3MOHHUX MOJIEKYJa U3 cyrnepdamuiuje
UMYHOTJIOOyJIMHA TIPEBacXOJHO ce oriieaa y QopMHupamy W OYyBamby THIHYHE
apXUTEKType TKUBA Tj. HEYPOr€HE3W, XEMaTONOoe3HW, HMYHCKMM MEXaHH3MHMa U
nporpecuju Tymopa (Konno u cap. 2001, Swart 2002). ITokazano je na CD166 mocpemnyje
y XOMOTHIICKMM HHTEpakldjaMa TYMOPCKHUX henuja Kao ¥ XETCPOTHUIICKUM
UHTEpaKijamMa TyMopckux henuja u enporennux henuja kpaux cynosa (Ofori-Acquah
u King 2008, Weidle u cap. 2010). Excripecuja CD166 je moka3aHa M Ha pa3IHuUTAM
cyononynanujama MSC. Tako na npumep BM-MSC u AT-MSC umajy canuny CD166
ekcrpecrjy koja ce kpehe oko 90% (De Ugarte u cap. 2003), kon DPSC ona u3HoCH 0KO
89%, DFSC oko 96%, a PL-MSC oko 92% (Poki¢ u cap. 2012). Hame PL-MSC
excripumupajy CD166 y 87.8+£3.7%, mTo je y ckiaay ca Beh myOJIMKOBaHUM IOaliMa
U3 UcTe abopaTopuje.

Heypannu anxesunonn monekyn (eurs. neural cell adhesion molecule, NCAM), y
CD nomenkiaTypu no3Haruju kao CD56, je 120 kDa riukonporenH Be3an 3a henmjcky
MeMOpaHy mpeko riuko3uidocharuaun unozurona. Excnpumupan je ox crpane NK
henuja (80-90%) u aktuBupanux T mumdormra (Roothans u cap. 2013). Ha nomynanuju
BM-MSC je moxazano na ekcmpecuja CD56, kopenmpa ca excnpecujom CD271 u
npucyTHa je Ha manoMm npouenty hemmja (0.5%), Takohe CD271+CD56+ henuje umajy

BUCOKHM ocTeoreHn motennujan (Battula u cap. 2009). Mu cmo mokaszanu ga PL-MSC
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takohe excnpumupajy CD56 ¢ tuMm na je mpoueHar mo3uTHBHUX henuja jako BHCOK
(93.9£1.6%), wto 6u ykazuBasio aa PL-MSC umajy Bucok creneH qudepeHuyjanuje y
npaBiy ocreoOsacta. TakBa MpPETNOCTaBKa je My CarIaCHOCTH ca JO0OMjeHuM
pesyaTatuma.

On ocramux mapkepa, PL-MSC ekcripumupajy CD146 xoju je mo cTpyKTypu
TPaHCMEMOPAHCKH TIIMKONPOTEHH U3 cymnepdamuianje umyHormooyauaa (Lehmann u
cap. 1989, Sers u cap. 1993). Ilpunana rpynu aaxe3uOHUX MOJIEKYJIa M HeroBa OCHOBHA
¢ynkimja ce ornena y Mmehycob6Hoj muTepakuuju hemmja (Bardin u cap. 2001). YV
auTeparypu je nokazano qa MSC y 3aBUCHOCTH 07 OpEKIIa, TIOKa3yjy pa3iIuuuT CTETeH
excrpecuje CD146. Tako nmpudmkao 50% DPSC u PL-MSC oanocno oko 18% DFSC
excipumupa CD146 (Tomi¢ u cap. 2011, Poki¢ u cap. 2012). Y oBoM mpojekty
kopuiithere cy PL-MSC koje cy umaie ymepeny a0 BUCOKY ekcrpecujy CD146 (71.0 £
8.9%).

Kao mTo je HamoMeHyTO HajHMKM CTeNeH eKkcrpecuje 3adenexen je 3a CD39,
STRO-1 u SSEA4 mapkepe. STRO-1, 3a paznuky ox memy cpoanor STRO-3 mapkepa,
KOjU je MO CTPYKTypH HecmenuduuHa TKuBHA ankaimHa Qocdaraza, u STRO-4, koju
npumnaaa rpynd nportemHa torutotHor moka (enry. Heat Shock protein) (Lin u cap.
2011), npencrasba mapkep MSC (Kolf u cap. 2007). Exkcripecuja STRO-1 ce pasiukyje
Mmely pammuutuMm cyonomynanujama MSC. Tako Ha mpumep camo 4.3% DPSC, 4.4%
DFSC u 9.3% PL-MSC ekcnpumupajy STRO-1 (Boki¢ u cap. 2012). Mu cmo Ha Haroj
nomynanuju PL-MSC nerexroBaim ekcripecujy STRO-1 ox wak 18.1+3.4%, mro moxe
outn mnocnenuua kopumihewma gpyror Jsora anti-STRO-1 antutena ca Behum
apuHUTETOM Be3uBama. l'eHepanHo Hucka ekcrpecuja STRO-1 na nenramaum MSC
MOK€ YKa3WBaTH Ha OTPAHUYCHM MOTEHIUjall qudepeHIrjainrje oBux henuja, a Koju ce
MO>K/1a TOJAAaTHO TToBehaBa y TOKy MH]IIamaluje.

Exronykineo3un tpudochar mudochoxuaponaza (ENTPD1) mnu nosnaruja kao
CD39 wmapkep je HHTErpaJlHi MeMOpaHCKHM NpPOTEMH YHWja je OCHOBHAa (yHKIHMja
xugpomuza ATP 1o AMP (Wang u Guidotti 1998). [IpumapHo je uaeHTH(DHKOBAH Kao
NOBpIIMHCKKM Mapkep Ha Epstein-barr (EBV) Bupycom Ttpanchopmucanum B
mumpobmacrouauum hemujama (Rowe u cap. 1982). Excnpummupan je ox crpaHe
aktuBupanux B hemuja (Maliszewski u cap. 1994), T u NK henuja, ennorennux henuja

kpBHUX cynoBa, MO u DC (Kansas u cap. 1991). bazanna (HenHaykoBaHa) eKcripecuja
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CD39 na nonynauuju PL-MSC, koje cMO KOpPHCTWIM Yy OBUM HCIUTHBamUMa, Ouia je
HuCKa U u3Hocuna je 14.0+1.9%.

dazno-cnenupuunn emopronanuu anturen 4 (SSEA4) koju je Mo CTPYKTypH
TJIMKOTPOTEUH ca KapOOXUAPATHUM je3rpoM, €KCIIPUMHUPAH je MPBEHCTBEHO O]l CTpaHe
Henupepenupanux emopuonckux hemuja (FOX u cap. 1984). IlokazaHo je 1a TOKOM
pasBuha u nudepeHnujanmje moyia3u 10 cMamema ekcrnpecrdje SSEA4 u mosehama
excupecuje SSEAL (Henderson u cap. 2002). Melyytum, excpecuja SSEA4 ce oapkaBa
¥ TOKOM pa3Buha, MTO je NOTKPEIUbEHO YUE-CHUIIOM JIa j€ OBaj MOJIEKYJ MPUCYTaH Ha
paznmuuutuM nomynanujama MSC. Tako na mpumep oko 70% BM-MSC excnpummpa
SSEA4 y in vitro kyarypu (Gang u cap. 2007). Takohe je excrnpecuja SSEA-4 u STRO-1
nokazana ¥ Ha MSC uzomoBanuM u3 nepuogonTanHor jauramenta (Gang u cap. 2007,
Trubiani u cap. 2010). Hame PL-MSC cy Takohe SSEA4+, ¢ TM 1a je mpoleHTyalHa
3aCTYyIJBEHOCT OBOT MapKepa HajHIKa Mel)y CBUM ocTaliuM aHaIM3upaHuM MapKepuMa U
kpehe ce y pacniony 6.3+1.8%. OBu Hanasy, 3ajenHo ca ekcripecujom STRO-1, nogatHo
ynyhyjy Ha NpeTHOCTaBKy Ja je MaTUYHOCT oBe cyornomynanuje MSC orpanuuena.

[Topen oBux Mapkepa, MHTEPECAHTHH pe3yinratu cy aobujenu 3a CD44 uwmja je
eKcrpecHja 3HaTHO Bapupaia u3mel)y pazmuuntix auadja on 9.1% mo 55.5%. CD44 je
MOBPIIUHCKK TIMKONPOTEHH KOju Tmocpenyje y wmehyhenujckum uHTepakiujama,
henujckoj anxesuju um murpauuju. 3a CD44 je mokazaHo Ja je eKCIpUMHMpaH Ha
MeMOpanu jumdornuta u GuOpobdiiacTa U Aa 3ampaBo MPEACTaB/ba jellaH O] TJIABHUX
penenitopa 3a xujanyporan (Aruffo u cap. 1990, Culty u cap. 1990, Lesley u cap. 1990).
Ocum Ttora, CD44 je uckazan u Ha xematornoerckuMm henujama (Stauder u cap. 1995),
nenumuano Ha PBMC (Salles u cap. 1993) kao u y peakTUBHUM THUMGHAM YBOPOBHMA
(Arch u cap. 1992, Stauder u cap. 1995). OG3upoM [ga JUHAMHKA EKCIIPECH]e OBOT
mapkepa Ha MSC HHje TOBOJPHO MCTHTaHA, 3a Cajia HEMaMO OATOBOP IITA je Y OCHOBU
BapujabunHe ekcrpecuje CD44 na PL-MSC.

OcuM crmocoOHOCTH Ja ajaxepupajy 3a IMOJUIOTYy, €eKCIIpecHje OCHOBHHX
CHeU(PUIHAX MOBPIIMHCKUX Mapkepa za MSC kao m ekcnpecrje MOjeTUHUX MapKepa
KapakTepucTH4IHUX 3a emOpuoHcke henuje (SSEA4), ucnurand cMO M KakaB je CTeleH
npoiudepanyje, OIHOCHO Koje je Bpeme morpedbHo aa PL-MSC nmocturHy moTmyHy
KoH(uyeHTHOCT. OBaj mojarak OMO je HEONMXoJaH y IMJbY ojapehuBama Kamamurera
henujckux TMHMjA 3a caMOOOHABJbAKE M TUIAHUpAka JUHAMHKE Oyayhux MCIUTHBaBbA.

[Tpahemem mpoudepanuje hennja, mokazaau cMo Jia ce y TOKy IipBa 3 maHa 0poj henuja
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cropo nosehaBao 1ITO je y JTUTepaTypu MO3HATO Kao cropa ,,lag“ ¢asa pacta. 3aTum je
CIIEZMO TIEPUO.T HHTEeH3UBHE mposndepanuje (EKCIOHEHIIHjaIHN PACcT) KOJU je Y MPOCEKY
Tpajao ox 4. no 9. mana KynTuBanuje. henuje cy qoctusane mwiaro y npoceky usmehy 7. u
9. mana. OBakaB CUTMOMJIHM KapaKTep KpHUBE pacTa BPEMEHCKH j€ jaKO Majo Bapupao
mely ananmusupanuMm JsmHujama PL-MSC, tako na je mpocedHo BpeMe 3a Koje je
noa3mio 10 aymiupama nomynamuje (PDT) usnocuino 1.4+0.4 nana. OBakBa KMHETHKA
pacra je Opka y omHOCy Ha Heke apyre tunose aeHTtanHux MSC (Tomié¢ u cap. 2011)
IITO MOKE YKa3WMBaTH Jla y TOKy MH(]Iamanuje MOCTOju MoTpeda 3a HBUXOBUM OpiKUM
yMHOXaBameM. Ocum Tecta mnponudepanuje, mokazamu cmo na PL-MSC wumajy
CIocoOHOCT n1a (opMHpajy KOJIOHH]E, IITO j€ joIl jeaH OJ KpUTEepHjyMa KojuMma ce

neduHuIIe MUHEMYM YCJIOBa 32 BbUX0BY MaTudHOCT (DOominici u cap. 2006).

5.2. In situ aoxanu3zanuja PL-MSC

JeHO o1 HAJUHTPUTAHTHUJUX NUTaka Koje ce ogHocu Ha nopekio MSC y TkuBy je
OCTaJIO U /1aJb€ HEPEIICHO M MPEICTaBJba M3a30B 3a UCTpakuBaye. 300T TOTra je U jeaH
O]l HalllUX LUJbEBA TOCTABJBCHUX Y OBOj CTYAMjU OMO Ja UCIUTaMO Kakea je in Vivo
eKcrpecrja Mapkepa kojuma cy uaeHtupukoane PL-MSC in vitro, u xoju 6u ox mHX
Morao OutH norojat 3a uaeHtudukannjy MSC y PL. Ilpu Tome ce mouuio oj cazHama
na cy MSC y TkuBy, ykibydyjyhu u IeHTanny myimy, nonynanuja nepuiura (Corselli u
cap. 2012) anu na najehu Opoj aMTEpaTypHHX TojaTaka mokasyje na MSC mapkepu
Hucy henujcku cneunduanu (Sharpe 2016). Takohe, nrdaamanujcko TKHBO Kao MITO CY
PL, moxe O6utu crumynartop murpauuje MSC u3 KpBH Ha MECTO 3ala/bera Kao M Ja
BacKynapHa mMpexxa y PL Moke mmaru apyrauvje KapaKTepHCTHKE y OJTHOCY Ha 37paBo
BE3MBHO TKHMBO MepHoAoHTamHOT turamenTa (Schulz u cap. 2009, Virtej u cap. 2013). Ha
OCHOBY TOr'a C€ MOIJIO NpPEeTHOCTaBUTH Ja ce murparopie MSC mory Hahu u BaH
BaCKyJIapHUX CTPYKTYpa.

VY okBupy oBe cTynuje kopuuiheH je W MaHen JOAATHUX MapKepa ykJbydyjyhu
CD271, o-SMA (xoju nmerekTyje akTuH riatko-mummhanx hemmja) u CD34 (mapkep
XEMaToNMOeTCKUX MaTHuHUX henuja anu v eHpgorenHux henmja). Haxkanocrt, ympkoc
BEJIMKOM HAmopy, ykbydyjyhu u kopumtheme (UKCUpaHUX TKUBHUX Ipeceka, Iie je
Mopdororrja 00/b€ cauyBaHa y OJTHOCY Ha KPHUOCTATCKE IMpECeKe, OHU HHUCY YPOIMIH

IJIOJ0M. 3anpaBo, Halma aujiaeMa je N OaJb€ OocCTajla HMCTa Kao M IIpPE IOYCTKa
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UCTpaXMBama a TO j€ J1a HUCMO CHTYpHHM Ja JIU Cy MEPULUTH, WK cyOmorynamuja
nepuimTa jeauad moryhu kanauaata 3a MSC y PL in vivo.

ITpBu mapkep koju je kopumihen je CD146. Onabup je 6Mo Ha OCHOBY IOaTaKa Ja
je oH 3ajenHo ca NG2 (aHTUreH OJUTOACHAPOLUTA U3 HEPBHOT TKUBA) U 3 perenTopoM
3a (aktop pacra nopexsia tpombonurta (enri. platelet-derived grogth factor receptor
beta — PDGFRp) mapkep mepuuurta ¥ jeaaH oa Hajuemrhe kopuimheHHX Mapkepa 3a
U30JIAIH]y nepuiuTa u3 pasmnuntux Tkuea (Crisan u cap. 2008, Bianco 2014, Vezzani u
cap. 2016). Jlo cana je mo3Haro na je CD146 ucnosbeH Ha €HAOTENy KPBHUX CY/J0Ba, C
TUM Ja TojeAuHu mnepudepHu HepBH, rinaTke Mmumuhae hemuje takohe Mmory Outu
CD146" (Sers u cap. 1994). Ennorenne henuje BeHysa, Kanuiaapa, aprepuola, 3aTHM
NEPULIUTH U TIaTke MuiirhHe henuje KpBHUX CyZ0Ba CHHOBHjalHE MeMOpaHe 3riioda y
RA mnoka3yjy jaky nosutuBHoct Ha CD146 (Middleton u cap. 2005). V tkuBy Muokapaa
CD34" henuje enporena Kanmiapa cy okpyxkene CD146" hemumjama, npu yemy oBa
ekcripecuja kopenupa ca NG2 nosutuBauM mnepuitutuma (Crisan u cap. 2008). ¥V
KponoBoj 6onect, CD146 je nomaTHO eKCpUMHUpaH U Ha MOHOHYKJIEapHOM henujckoM
unuirpary (Middleton u cap. 2005). Ilosehana excmnpecuja CD146 je Takohe
JIETeKTOBaHA M KOJ| HEKMX HEOIUIa3MH Kao ITO Cy MenaHomu, Kamomm capkom wim
nenomuocapkom (Shih 1999). Mako je CD146 mapkep enmorennux henmuja, mokasaHo je
Jla je I’eroBa eKCIpecrja OACyTHA Ha €HAOTETy KpBHHUX cymoBa xemanruoma (Li u cap.
2003). Hamu pe3ynratu cy nokaszanu nHTeH3uBHY ekcrpecujy CD146 nmpumapHO Be3aHa
3a eHjoTenHe henuje, Kanuiaapa U NOCTKaNWJIApHUX BeHYyNa. ['ycTuHa Mosekyina je 6uiia
u3pasuTa MITO Ce Ha TKUBHHUM mpecernuma PL ornemana kao cHaxkHa mpebojeHocT. bpoj
NO3UTHBHUX KPBHUX CYJOBa j€ Bapupao y 3aBUCHOCTH OJ OCHOBHE XHMCTOJIOIIKE CIIHKE.
[TocebHO cy aHanMM3UpaHU MEPUIIUTH U OHO IITO j€ 3a Hac Omio momaino u3HeHahyjyhe je
na je 3Havajan Opoj mepurura 6mo CD146-meratmBan. MHTepecaHTHO je Ja CMO Ha
npecelMMa TKHBa YKaIyIUb€HMX Y mnapaduH, yOuWIM MO3UTUBHOCT M Ha henujama
uH}IaMaIujcKor HHQWITpaTa ajau je oHa Ouia 3Ha4yajHO ciabuja y OAHOCY Ha €HA0TeN
KPBHUX CY/IOBa H MEPULIUTE.

Cnenehu mapkep koju je anammsupan je CD90. 3a CD90 je mokaszano na je
ucrojbeH Ha ¢ubOpobOracTMMa, HEpPBHUM henvjaMa W XEMaTOTOETCKUM MAaTHYHHM
henujama (enrni. Hematopoetic stem cells, HSC) koje cy yjenno u CD34" (Saalbach u
cap. 2000). Ocum nHa momynauuju HSC, excnpecuja CD90 mapkepa je mokasaHa W Ha

MOMyJalliju TPOTEHUTOPCKUX henuja XemaronuTa y TKUBY XyMaHe (QeTalHe jeTpe
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(Masson u cap. 2006), matnunum henujama U3 (GoJMKyla AJake W KEPaTUHOLMTUMA
nokasano je ga CD90" xeparunonmtu umajy Behy cromy pacra M CIOCOGHOCT
bopmupama henujckux kononuja y ogHocy Ha CD90™ keparunonute (Nakamura u cap.
2006, Mercati u cap. 2009). Y tkuBy PL koje cMo ucnutuBanu, nosutusHocT Ha CDIO0 je
youeHa JIOMUHAHTHO Ha BAaCKYJIapHHUM eJIEMCHTHUMa (apTepuolie, Kamwiapd U TOCT-
KallWJIapHe BEHYIIE), @ HHTEH3UTET OOjeHe peakuuje je 6uo cHaxaH. OCUM Ha KPBHUM
cynoBuma, CD90 je 6uo excipumupan u 'y crpomu PL (mepuBackysiapHu perroH) e je
CTETEH eKcrpecuje OHo yMepeHOr uHTeH3uTeTa. [lakJsbuBOM aHamu3oM 000jeHHX
CTPYKTYpa U TOjeAMHAYHUX henujcKkuX eneMeHaTa youwsu cMo na je ekcrpecuja CD90
npucytHa Ha  ¢uOpoOiacTuMa, MEpUIMTHMA, INaTko-MumuhHuM — henujama,
nojenvHayHuM henujama ¢ubpobdbracTougHe mMopdosoruje, anu ciaduje ¥ Ha HEKUM
uHpuntpuinyhum henmjama. Ilpema TOMe, Ha OCHOBY OBakO IIMPOKE AMCTPHUOYIIHje
CD90 monekyia, ocuM IepUIKTa, HU jeana o apyrux CD90™ henuja ne 6u mMorya Outu
kagaunat 3a MSC.

Kana je y nutamy ekcripecuja CD105 nutepaTypHu mojany mokasayjy JAa je oBaj
MOJIEKYJI MPEBACXOIHO HMCIIOJHEH Ha €HIOTETHMM henujama mpomudepumyhux KpBHHX
cynoBa (KpBHU CyJOBH eMOpHOHa WM HOBOGOPMHUPAHUM KPBHUM CYJIOBHUMA Y TOKY
3apactama pane) (Duff u cap. 2003), 3atim Ha KPBHUM CyI0BUMA Y HHGAPKTHOM TKHBY
(Krupinski u cap. 1996), koxu 3axBahenoj ncopujaszom (van de Kerkhof u cap. 1998), y
TKUBY MH(pIamMupaHe cuHoBH]je 3ri00a koa RA (Honsawek u cap. 2009) anu u y ctpomu
U y ONM3WHM KPBHUX CyA0Ba pa3auuutux Tymopa (Burrows u cap. 1995, Kumar u cap.
1999, YU u cap. 2007, Wang u cap. 2013). Kox RA u ocreoaprputica (OA) mokasaHo je
na je excrpecuja CD105 nerekroBaHa y HMBOY €HAOTENAa MamUX KPBHHUX CYA0Ba Kao
LITO Cy BEHyJle, Kalujapu U apTepuose, aiu cy cyouHtumanHu MO u ¢ubpobnactu
takohe CD105" (Middleton u cap. 2005). Auanusupajyhu Kpuocrarcke u mapaduHcKe
npenapate Hammx PL 3amasumu cMo na je excrpecuja CD105 mapkepa 3acTymibeHa Ha
KPBHUM CY/I0BHUMa, NPBEHCTBEHO Y HUBOY €HJAOTENa apTepuojia, Kamujapa U MOoCT-
KamwiapHuxX BeHyna. MIHTepecanTHo je Aa je ekcrnpecuja Ha NepuiuTuMa Ouma ciabuja y
onHoCcy Ha eHporenHe hemuje. OcMM KPBHUX CyZOBa Yy CTPOMH TpaHyJIOMa Oy4daBajy ce
nojequaaune CD105" henuje xoje mo mopdonoruju noxacehajy na pubpodnacre u M@,
Kao U OpojHe IojeluHayHO MO3UTHBHE henuje y 30HM uHuUITpata. Ha ocHOBY OBHX
Hanasa Takohe ce Moxe 3ak/pyuntH jaa ju cy Heke CD105" henmje BaH BackymapHHX

crpykrypa MSC.
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OcuM 1mTO je MHUIMjamHO mokazaHo aa je CD73 mapkep cybnonymanuje T u B
mumorura (Yang u cap. 2005), oBaj MOJIEKYI je MCIIOJbEH M Ha €HAOTEIHMM hearjama
KkpBHHUX cymoBa (Airas u cap. 1997), nepututima (Mlodzik u cap. 1995), donuxyaapaum
nenapurckuM henujama (Airas 1998), anu u enurennum henujama (Strohmeier u cap.
1997), ¢pubpobmactuma (Nemoto u cap. 2004), xapauomuonmtuma (Carneiro-Ramos u
cap. 2004), neypouuma u onurogenaporurtuma (Maienschein u Zimmermann 1996),
ocreobmactuma (Jiang u cap. 2005), kao u henujama tpodoodiaacra (Lee u Ford 1988).
Mu cmo mokazamu ga je CD73 Takohe 3acTymybeH Ha BacKyJapHUM €JICMEHTHMA
NPBEHCTBEHO MOCTKANWIAPHUM BEHyJIaMa y HUBOY CHJOTeNA ali ¥ Ha HHpuiITpuiryhum
henujama y Gim3uHU KpBHHX cynoBa U M. I103UTUBHOCT TepuIMTa HUje OWIIa JaKo
neTektabuiHa 30or nudy3He npedojeHOCTH BaCKyJIapHUX CTPYKTYpa.

Excnpecuja CD166 je wHMIMjaqHO TOKa3aHa HA PA3IMYUTHM TKUBUMA y TOKY
emopuoreneze (van Kilsdonk u cap. 2008), anu u Ha henujama ca BHCOKHUM
nposudepaTHBHUM MMOTEHIIHjaIOM Kao ITo ¢y hemuje Tymopa (MenaHoM, KOJOPEKTaIHU
KapuuHoM, KapuuHoMm mnankpeaca) (Weichert u cap. 2004, van Kilsdonk u cap. 2008,
Kahlert u cap. 2009). Ocum Tymopckux henuja paznuuutu tunosu MSC (BM-MSC, AT-
MSC u D-MSC) rakohe ucnospaBajy CD166 (De Ugarte u cap. 2003, Doki¢ u cap.
2012). Ananuzom auctpudyiuje CD166 y PL nmokasanu cMo ja je oBaj MapKep HCIIOJbEH
Ha CMUTEIHUM Tpakama Maace30BUX OCTpBala, ajid M IOjeIMHUM MambUM KPBHUM
cynoBuMa (aprepuojie, Kamujgapud W BeHyse). Takohe ce youaBa W TMO3UTHBHOCT
HEePUIINTA.

CD271 je Hucko-apUHUTETHH peLeNnTop 3a HeypaiaHe (akrtope pacra
(HeyTpodrHE) U OCHM Ha HEYpaIHHM TKUBHMA Y HPOLECy HEYpOTreHe3e HICHTH(PHUKOBaH
je u Ha paznmuuntuM nomynanujama MSC mehy kojuma BM-MSC (Rasini u cap. 2013) n
PDLSC (Park u cap. 2011). V nauteparypu je ommcaHa KO-eKCIIpecHja OBOI Mapkepa ca
CD90 u CD73 mapkepuma y TkuBy KoctHe cpxu (oko 10%) (Quirici u cap. 2002), 3atum
y oko 10%-20% y macHom TkHBY (KUuCi u cap. 2010) ¢ Tum ja je 3HaTHO Behu mporeHaT
CD271" hemuja (>50%) ucrospemeno mosutuBan u Ha CD34. Mehyrum, CD271 je y
BHCOKOM TMPOIEHTY HcnomeH oa crpane BM-MSC u AT-MSC (Jones u cap. 2002,
Quirici u cap. 2010) y xyarypu. Mu cmo mokasanu aa je ekcrnpecuja CD271 y TkuBy
rpanyiomato3e PL uma ciouuny aumctpubynujy xao u CD166 mapkep ¢ tum 1a je

KapaKTepHIlle 3HATHO jaya MO3UTUBHOCT HEro IITO je To ciaydaj ca CD166.
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Kao mrro je Hanmomenyro CD56 (NCAM) mosnekyn je mapkep NK henuja (Roothans
u cap. 2013) anu je meropa ekcrpecuja uaeHTU(UKOBaHA U Ha heaujama GasaHOr ciioja
enuaepMuca KoKe, TKHBY OKO 3HOJHHMX JKJe3la M TNepu(OIHKYIapHO y OXHOCY Ha
oynoyc mmake (Terada 2013). Ocum Tora, ekcnpecuja CD56 je mnokasana u Ha
nomynanuju BM-MSC u goBogm ce y Be3y ca moBehaHWM OCTEOMHIYKTUBHUM
noreHiujaaoM oux hemmja (Battula u cap. 2009). Mu cMo mokasanu Aa je eKcrpecuja
OBOT MOJIeKyNa y TKUBY PL ymepeHOr MHTeH3HUTETa U NPUCYTHA je Ha KPBHUM CyJ0BUMa
Mamer aujameTpa (mpeTexkHo Kamuiapu). Takohe cmo mokaszamu ga ce y crpomu PL
Hasase nojeaqunaune CD56" henuje, anu 1a excrpecrja Ha NEPUIMTUMA HUje OUIIa jacHO
JIeTeKTa0MIHA.

[Tokazano je na je 0-SMA ekcripumMupan y mpejenny Crojballibe cTpaHe (poiaukyna
3y0a y pas3Bojy, Ha hemujama creiarHor obimka (Hosoya u cap. 2006), 3atum Ha
CHJIOTENly Kanuiapa THHTUBE (JEKOBUMAa HHAyKOoBaHa xumepruiasuja) (Arora u cap.
2016), rnarkum mumuhauM hendjama KpBHUX Cy/I0Ba M MEPHIIMTHMA 3/IpaBe MyJIe U y
HHUBOY perapaTuBHUX OJJOHTOOJacTa y paHoj (asu ¢popMupama ICHTUHA HAKOH XEMH]jCKe
Hekpose nysane 3yoa (Yoshiba u cap. 2012). Mu ¢cM0O Ha OCHOBY MMYHOXHCTOXEMH]CKE
aHAJIM3e Cephje KPHOCTATCKUX Tpeceka PL koHCTaHTOBaM Na je ekcrmpecHja o-SMA
3acTylJbeHa Ha BehMM KPBHHM CyIOBUMa (apTepHOJic W BEHYyJNE) M MOCT-KalMWIapHHM
BEHyJIaMa, Kao M Ja je eKCIIpecHja OBOI' MapKepa jakor MHTeH3uTera. llepuuutu cy
HajBEpOBaTHH]j€ Takohe MO3UTHBHH, 0O3MPOM J1a C€ ce HUXOBa 000JEHOCT cTamajia ca
€HJ0TEJIHUM U BEPOBATHO I1aTKo-MUIIMhHUM henrjama BacKyJapHHUX CTPYKTypa.

VY nurepatrypu je mokaszaHo na je ekcrpecuja STRO-1 mpucyrHa Ha KpBHUM
CyZIOBHMAa TKUBA KOX€E Y3 0JICYCTBO MMO3UTUBHOCTH Y CTPOMH, 3aTUM Yy MIEPUBACKYIAPHOM
pErHOHY KPBHHUX Cy/I0Ba XyMaHOT THMYca, Ha apTepuoiiama (mujamerpa 25um u 45um) u
kamwrapuMa (10pm), Ha KanuaapuMma aJuIo3HOT TKUBA 3ajeqHo ca o-SMA, mok je Ha
BeHyJlaMa OBaj aHTUTEH McKa3aH y HuBOy eHmortena (Lin u cap. 2011). Jaka STRO-1
MO3UTHUBHOCT IT0Ka3aHa je y NepuBacKyJapHOM PErHOHY KPBHUX CyJ10Ba KOJU UCXPambyjy
3up aopre (vasa vasorum) (Lin u cap. 2011). llIto ce tuue excnpecuje STRO-1 y TkuBy
rpaHyjoMa, aHaJTM30M Ha CBETIIOCHOM MHKPOCKOITY, JAOIIIM CMO JI0 3aKJbydKa Jia je OHa
C1ador MHTEH3WUTETa W J1a WMa KapaKTePUCTUUYHY HWHTpAIENyJapHy JIOKAIU3alujy a
UCIIOJbEHA je y ONM3MHU KPBHUX CyJaoBa (MEpUIMTH) M Ha TOjeIMHaYHUM henmujama y
CTPOMH T'paHyJIOMa, KOje OJUIMKYje MHTpalenyiapHa Jokanu3anuja. aTepecanTHo je na

je oBa MO3UTHUBHOCT JIETEKTOBaHa caMoO y MojelnHUM peruoHuma PL, na je mo mpaBuity
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Ouna cnabujer MHTEH3UTETa LITO OCTaje Jla ce Yy JaJbUM HCIUTHBambMMa J1E€TajbHO
UCTPAXH.

Kao miro je mamomenyro, SSEA4 je uCHO/bEH MPEBACXOJHO HAa €MOPHOHCKHUM
henujama, anmu u Ha HepBHuM henujama (Jessell m Dodd 1985) u MynTHHOTECHTHUM
nporenuTopckuM henujama deranne jerpe (Dan u cap. 2006). YUecto ce nmomume Ko-
excupecuja SSEA4 u mapkepa HeypanHux mnporeautopckux hemuja (CD133) (Barraud u
cap. 2007). lTo ce tuye ekcrpecuje SSEA4 y TKUBY rpaHysioMa, IPeMa Hallloj aHaJIN3H,
OHa ce jeaHWM jaenoM Tnokmamna ca auctpubymmjom CD166 m CD271 wmapkepa
(Manace3oBe emmTelHE Tpake), a APYTUM JICJIOM HMMa CIMYHY IUCTPHOYIH]y Kao H
STRO-1, nma mTa yka3yje Hu3BeCTaH OpOj IO3UTHUBHUX TMEPUIIMTA M II0jCTUHAYHO
no3uTuBHUX henuja y crpomu PL.

VY ckiomy cBera HaBeJACHOT OWJIO je HEOXOIHO JIa CE IIOHOBO BPAaTUMO Ha MOYETaK
U TPOAMCKYTYjEMO Hallle Haja3e ca Haj3HAuYajHUjUM KJbYYHHM CasHambHUMa O OJHOCY
nepunurta ca MSC y paznuuutium TKuBUMAa.

[lepunuty, KOju Cy OKpYKE€HH O0a3zalHOM MeMOpaHOM, YCIIOCTaBJbajy OJHCKE
KOHTaKTe ca eHjoTeqHuM henmmjama. KoHTakTH ce ycrmocTaBibajy MyTeM H3IYKEHHX
npoyXKeTaka KOjH ylia3e y MHBaruHainuje MemOpane enjorennux hemuja (Caruso u cap.
2009). Ha oBaj HauWH MEPUIUTH PABHOMEPHO JUCTPHOYUPAjy KOHTPAKTUIHY CHEPIH]jY
BacKyJapHux riarko-muinuhaux hemuja (enr. vascular smooth muscle cells - VSMC),
ca KOjuMa 4YMHEe NOTIOpYy MHKpoBackyiarype. O0Oe momynanuje npumnanajy rpynaunuju
nepuBackynapuux hemuja (Vezzani u cap. 2016). IlepunuTti Cy NpeIOMHUHAHTHO
JIOKAJTM30BaHU OKO MaJMX KPBHUX Cyl0Ba (JIOTHTYJMHAIIHA OpPHjEHTAIH]ja, je[aH CIoj),
ok cy VSMC yrinaBHOM MO3MIIMOHUpaHE OKO BehMX KpBHHMX CYZAOBa, pacnopeheHux
nepreHInKyIapHo, yecto y Buiie ciojesa (von Tell u cap. 2006).

300r cBera HaBEACHOT JIYyTO BpPEMEHA CE€ CMaTpajo Ja TEpUIUTH YUHE J1e0
nonynanuje VSMC (Vezzani u cap. 2016). Mehytum, kacHHja HCIUTHBabA Cy TIOKa3ana,
Jla nako 00a THUIMa NepuBacKyjJapHUX henmwja MOry MOTHULATH OJl MCTUX IpeKypcopa y
TOKY eMOpHoreHese, one ce GeHOTUTICKA U (PYHKIIMOHATHO Pa3iuKyjy. McTpaxkuBama cy
3HAa4YajHO WHTEH3MBHpaHa OTKpUheM J1a TKMBHU MEPHIUTH MOTY uMartu cBojctBa MSC y
kynarypu (Vezzani u cap. 2016).

Jpyra nomynanyja henuja, Koja ©Ma CIMYHOCTH ca MEPUIUTHMA, j€ TOIMyJamuja
T3B AJIBEHTULHjAJIHUX PETUKyJapHUX henuja Koje OKpYXKyjy CHHYCOHJAE E€HAOTEITHHX

henuja y KOCTHOj Cp’KH U KOj€ 3alpaBo MPeCTaBibajy aHalore NepuiuTa KpBHUX CY0Ba
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y JApYrUM TKUBUMA. AJBEHTUIMjalHE pETUKyJapHe henuje KOCTHE CpXH HUMajy
crocobHoct gudepennujaimje 'y MSC in vitro, m ®HX cBakako He Tpeba
UIEeHTU(UKOBATH ca aJABEHTUIIMjaTHUM henujama, puOpolIacTouIHOT H3rIeaa, Koje Ccy
JIOKAJM30BaHE OKO BEJIMKHUX KPBHHUX cymoBa (anBeHtunujanuu cioj) (Vezzani u cap.
2016). AnBentunmjanHe henuje ce (CHOTUINCKH pa3IMKy]y OJ aJBEHTHIM]aTHUX
peTUKynapHuX henuja mo orpaHuyYeHO] COCOOHOCTH nudepeHnnjayje y Ipyre TUIOBE
Me3eHxuMckux henmja, excnpecuju CD34 mapkepa a oxcyctBoMm ekcrpecuje CD31
(enmorenmuu mapkep) u CD146 (mapkep enmorennux henuja u nepunuta) (Zimmerlin u
cap. 2010).

[Tepuruth, koju uckaszyjy CD146, NG2 u PDGFR}, a koje cy neratusne 3a CD34,
CD56 u CD144 ce pasnuKyjy OJ MHOT€HHX CHIOTCTHHMX henuja (M30J0BaHUX W3
ckenernux muinuha) koje cy CD34"CD56"CD144". U3onoBanu mnepuuyrd y in Vitro
yCIOBHMa C€ MOTY Au(epeHIHpaTH y OCTeo0JIacTe, XOHIPOIMTE U AJUIOLUTE JIOK
MUOTreHe eHioTeNnHe henuje ce 1oJaTHO CrioHTaHo audepeHIupajy y Mmuodiacre.

Hajseha Heno3nanwmia je aa nu cy nepuuutu jenusu npekypcopu MSC y TkuBuma
BaH KocTHe cpxH. [laxspuBoM (eHoTHIICKOM aHanu3oM nonynanuje MSC u3onoBanux
10 THITUYHOM IPOTOKOJIy U MPONAardpaHuM y MEIHjyMy KOjU TOJpKaBa BUXOB pacT (a
Koju je xopuiiheH W y HamieM paay) U nopehemeM OBHX CBOjCTaBa ca IOMYJIAIHjoM
henuja mobujeHux ox nepuuura (MMyHOMarHeTHUM npeuuinhasamem CD146°CD34
CD45™ nomynaruje) MOTy ce YOUUTH OpOjHE pa3iiuKe ¥ OHE Y MHOTOME 3aBHCE O] THIIA
tkuBa (ZUK u cap. 2001, Manini u cap. 2011, Vezzani u cap. 2016).

Hajseha pasnuka ce omHocu Ha ¢Qenorurncky xereporeHoct MSC, noOujeHux
KJaCUYHMM MeToJaMa €H3MMCKE JUrecTHje INTO OTBapa MUTambe U JIPYTrux
norennujanHux u3Bopa MSC y tkusuma (Vezzani u cap. 2016). Y Tome Moxe OuTH U
Halll CKPOMHH JIOTIPUHOC OBHM pPa3MHIJbAFHMa, a KOJH C€ YKpaTKO MOTY CBECTH Ha
HEKOJIMKO MMUTambAa.

1. Axo je camo mosnoBuHa Hammx PL-MSC nwmamja CD146%, na num cy ome
nobujeHe ox pasnmuuutux nporenutopa, CDI146" mepumura u CD146
nonynanuje MSC u3 npyrux uzpopa?

2. Ako cBe mepuBacKylapHe henmje OKO MalMX KpBHUX cyaoBa (moceOHO
noctkanuiapuux Benyna) aucy CD146", kojoj momynamuju npumnaaajy CD146°
henuje y oBoMm peruony (momymauuju VSMC, cyb6nonynauuju CD146°

nepuiuta ca MSC cBojctBuMa apyraunjux o cBojctaBa MSC koje cy
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npornarupaHe off MepUIUTa y KyJITypH ) WIH je TO MmoceOHa cyOmomynamnuja
henwuja?

3. Jla n1u je nmonynauuja CD146" PL-MSC nacrana tpanchopmanujom CD146"
henuja Tokom mudepennujanuje?

4. Ila mu CDI146" u CDI146" PL-MSC wumajy pasauuuT auQepeHIrjaiuoHu
MOTEHIMjal M KoOja O] IUX OM Morjga OWTH TMOrojJHHja 3a MOTpOe
pEereHepaTUBHUX TEPAIUjCKUX MmoTeHIrjana PL?

CBako 0/1 HaBEJCHUX IMUTaka, a MOIJIO UX je OMTH U joIl, MPEICTaBba OCHOBY 3a

JlaJba UCTPAKUBABA.

[Topen oOICeXHUX TECTOBa, CIPOBEICHHX Ca [UJEM INTO ePUKACHH]C
kapakrepuzanuje PL-MSC nunuje, Ga3upane Ha CBOjCTBHMMa 3ajeqHUYKUM ca Beh
okapaktepucanuM MSC u3 npyrux TKHBa ¥ OpTaHa, a y KOje CIaJiajy CBOjCTBO aJIxe3uje,
CIOCOOHOCT /a ce caMOOOHaBJbajy M (PopMHpajy KOJOHH]jE, EKCIPUMHPAJy TUIIHYHE
MSC mapkepe (Dominici u cap. 2006) u necnennduune MSC mapkepe (Sharpe 2016),
om0 je HeomxoaHo ucnutatu crnocobHoct PL-MSC na ce mudepennupajy y apyre
henuje Me3eHXUMCKOT mopekia. Haume, mocnenmsu y HU3Y KpUTepUjymMa Koje Tpeba a
UCIyhaBa WCIUTHBAaHA henwjcka nuHHMja na Ou ce Moria cepcratu y rpyny MSC je
crocoOHoCT audepeHnyjamnmje y ocreobiacte, XOHAPOLUUTE W amuIonuTe y in Vitro
ycinouma (Dominici u cap. 2006). Y Ty CBpXy ce KOpPHCTE KOHBEHIIMOHAIHH
mudepeHnpjaionn  Meaujymu (koju ¢y KopuiiheHH Wy 0BOj cryauju). OBum
eKCIIepuMeHTHMa cMo Tokasanu na ce PL-MSC mudepennupajy y cBa Tpu tuna henmja
ME3EeHXHUMCKOT MOpeKIIa, IpU yemy je 3abernexeH HajBehu auHHUTET mpeMa OCTEOreHoj a
HajMambU IpeMa agunoretoj audepenuujanuju. [Ipernocrasuiu cMo aa je oBaj (heHOMEH
nocneanna GeHoTunckux kapaktepuctuka PL-MSC koju ce mpBEHCTBEHO OJHOCH Ha
jako BHCOKY 0azanny ekcrnpecujy CD56 (mpexo 90%) xao u excrpecujy CD271 (in situ
JoKanM3anuja) a 3a Koje je Ha Mmomeny BM-MSC mnokazano ma CD56'CD271°
HoMyanuja moceayje u3paxkeHy ocreodnaacTHy tpanchopmanujy (Battula u cap. 2009).
Y nutepaTypu ce NOMHBY pPa3iMuUTH  (PAKTOPH KOJU TMOCIELIy]y OCTOOJIaCTHY
tpancdopmanujy MSC u3 tkuBa opodanujanue peruje (AlIAmer u cap. 2016). Taxo je
nokazano ga DFSC mnosehano excrpumumpajy ALP kama cy kynrusucame Ha 39°C
(Rezai Rad u cap. 2013), VEGF nocnemnryje akymynanujy xannujyma u aktusHoct ALP
y kyarypu PDLSC (Lee u cap. 2012), Butamun D3 wmnxuOupa nponudepauunjy u
nocrenryje ocreoreny audepenmjannjy PDLSC (Tang u Meng 2009), kyntuBaruja Ha
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3-D HocaunmMa monyT HajcaBpeMEHHjUX OMO-KepaMUYKHX KOMIIO3HMTa Takohe mocreryje
ocreoreny audepennujarujy PDLSC (Xia u cap. 2011). UnrepecanTHr cy mofany us3
CKOpallllbe JIMTEepaType KojuMa ce OcTeoreHa auepeHIrjaimja JTOBOJM y HETaTUBHY
cupery ca anunoreHom (James 2013). Haume oBM ayropu YyKasyjy Ha 3Hauaj
IPOOCTEOreHNX/aHTHAIUNIOTCHUX (pakTopa Kao mrTo cy [-kareHuH 3aBucHu Wnt
CHUTHAJIHA MyT, Ka0 M MpoocreorcHux/mpoamunorennx crumyiaanca (BMP u IGF).
Moskna je ympaBo OBaKaB MOJIE] H3paKEHH]e OCTeoreHe AudepeHIrjanrje OJIuKa H
Hamux PL-MSC, mito ocraje 1a ce y HapeTHUM €KCIIepUMEHTHMA UCTIUTA.

Ocum ocreoreHe u agunoreHe audepeHnujamnmje, mokaszam cmo na ce PL-MSC y
Toky 14 nana gudepeHupajy y XOHAPOIMTE Kao IITO je TO mokazano u 3a MSC u3
apyrux TkuBa (Zavan u cap. 2007). Ocum Tora y paHujuM IMyOIMKanujaMa U3 OBE
naboparopuje je IMoka3aHo aa je xoHjaporeHa mudpepennujanmja MSC nerekToBana
MPEBACXOHO MO 00Oy TeleTa, JOK je Y CPEeOUIImBHM JIeJIOBUMa OHA Owia ciabujer
unrensurera (Poki¢ u cap. 2012). Takohe cy DP-MSC, y oanocy na PL-MSC, umaine
3HATHO W3PAXKCHUJU XOHJAPOTeHM TMOTeHuWjas. HesaBucHO oa Tora mTO je 3a
pereHapuIyjy komranux aedekra y PL Haj3Hauajauja ocreorena mudepennujanuja PL-
MSC, o63upom Ha Jaky AocTymHOCT PL koje ce pyTMHCKHM XHPYPIIKAM METOoAama
oncTpamyjy, 8 MSC penaTHBHO jeTHOCTaBHO yCIIOCTaBJbajy, MOTEHIIMjall OBUX henuja na
ce audepeHujanupajy y cBe Tpu JTuHUje hemuja Me3eHXUMCKOT MOpeKIia, Moke OUTH O]T

BEJIMKE BAXXHOCTHU 3a MOTEHIMjAJIHY helnjCcKy Teparnujy pa3IuduTiX 000Jbemba.

5.3. ®dynkuuoHaana nojgapusamuja PL-MSC

[Ipe Hero cmo 3amodenu KjbydyHE €KCIIEPUMEHTE Y OKBHPY OBOT MpOjeKTa OWIIo je
HeonxoaHo Aedunucarn yaknuonanau noreHnujan PL-MSC. Hajupe cmo mommmm of
npernoctaBke 1a PL-MSC, 063upoMm n1a cy n3010BaHe U3 XPOHUYHOT TPaHyJIOMAaTO3HOT
TKHBa, MOTYy HMaTu JpyKuMja (YHKIHMOHAJIHA cCBOjcTBa y ojaHocy Ha MSC wu3
nepuoIoHTaHOT juramenta. Haunve Liu u cap. (2012) cy HemaBHO mokasanu ga MSC
W30JI0BaHE W3 WHQIAMHPAHOT TEPUOJOHTAIHOT JIUTaMEHTa, JOOHMjeHOT HaKOH
eKcTpakuuje 3yba 300r XpoHMYHE MapoAOHTONAaTHje, MMajy 3HATHO Mambu
UMYHOMOJYJIAIMCKU TOTEeHLMjasl y onHocy Ha MSC wu3 3apaBor neproaOHTATHOT
JUTaMEHTA.

MSC nocenyjy Benuky ¢yHkunonanny riactuanoct (Gazdi¢ u cap. 2015). Mako

je BHUX0Ba (I)YHKLII/Ija NpeBaCXOAHO HMMYHOCYIIPCCUBHA, OHC OBO CBOjCTBO CTUYYy TCK
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HAKOH aKTHBallWje, Hajuenhe y MpUCyCTBY CHAXKHUX MPO-UH(IAMAIUjCKUX MeIujaTopa.
Waterman u cap. (2010) cy no npsu nyt aedunucamu osaj tun MSC kao MSC2, mo
aHAJIOrMju Ha MMyHocynpecuBHH (M2) Tun makpocgara. Mel)yTum HEKH CTUMYIATOPH,
kao 1mro cy majne go3e LPS (aronuct TLR4) mory moectu mo mosapusaiuje MSC y
MSC1, T13B. mnpoundnamanujcku ¢enorun, ciauuHo ¢enotuny M1 makpodara
(Waterman u cap. 2010, Gazdi¢ u cap. 2015). 36or Tora je Hamra uacja Owia aa
npoBepuMo pyHkimoHanny Tpanchopmarujy PL-MSC y MSC1 ogrocno MSC2 tun y
OpucycTBy  OakTepHjcKMX  MpoAyKaTa, MpoJyKaTra pacmaJHyTOr TKUBA WU
uH(IaMaIHjCKUX MEIUjaTopa, KOjUu ce nHave Hanase y TKuBy PL.

HcnutuBama cy au3ajHUpaHa Tako jAa je mpouewmuBaH oarosop PL-MSC vy
KYJITypU y TPHUCYCTBY CTUMYyllyca KOjU aKkTUBUpPA]y mojenuHe TLR wiam nutoxumHCKe
perenTope, y CMUCITY HPOAYKIHMje HUTOKHMHA WM EKCIIpecHje TOjeAHMHUX Mapkepa. Y
UCTPaXUBAKY CE MOMUIO Of YME-CHHIIC Ja je nonapusanuja MSC ycrnoBsbeHa je BpCToM
U KoHIeHTpanujoMm ctumynanca. PL-MSC Ou y panoj ¢a3u unbmamanuje, kaga cy
ctumynucane ca manuMm KouueHTtpauujama IFN-y, TNF-o u LPS-om, camuno apyrum
MSC, morne ma wucrmosbe MSCLl denotun u daopusyjy Thl wmmyHCcKH oaroBop
aKTUBaIMjoM Heyrpoduia u nomatHuM moBehameMm ykymHO npoaykoBaHor TNF-o of
crpane aktuBupanux 1 sumdornura (Dazzi u Krampera 2011). Mehyrtum, kako mporec
uHpaamaiuje Hampeayje, Beauka konueHtpaimja TNF-o/IFN-y 6u morma moBecTu 10
dopmupama umyHoperynamujckor MSC2 ¢enormma, kama oBe henmje mosehano
nponykyjy IDO-1, TGF-B, IL-10 u PGE2 uume daBopusyjy Th2 umyHcku oaroBop
(Gazdi¢ u cap. 2015). Cnuuno monapusyjyhe cojetBo uma Poly I:C, aronucr TLR3
(Waterman u cap. 2010). O6a peuentopa (TLR3 u TLR4) cy ucnosbeHa Ha IeHTATHUM
MSC anu muxoBa ekcripecrja Bapupa y 3aBucHoctd o tua MSC (Tomié u cap. 2011).
Jlo canma HHje ucuTHBaHA BUXoBa ekcripecuja Ha PL-MSC.

UcrpaxxuBawa Waterman-a u cap. (2010) Ha xomepuujaiaum xymanum MSC
(HajBepoBaTHHUje U3 KOCTHE CPXKH) Cy MOKasaia Jga KpatkorpajHa crumynanuja MSC ca
LPS-om (<1 wac) moBomu g0 moBehama npoaykmuje IL-6, IL-8 u IL-4 mTo ce
kapakrepume kao MSC1 monapuzammja. MSC1 henmje Taxohe moehano mpomykyjy
VEGF, FGF2, IGF-1 u HGF (Crisostomo u cap. 2008). Haru pe3yiratu Cy mokas3ajiu j1a
LPS nmosehasa npoaykiujy IL-6 u IL-8 mTo je y cknany ca aureparypHUM MOJAliMMa
anu ga He Monynupa ekcrnpecujy IL-4. Tpeba Hamomenytu na je mpoaykuuja IL-4 y

HamuM Kyatypama PL-MSC Guita Beoma HUCKa, TaKo J1a Ce MIOCTaBJba MUTAKE KOJIUKO je
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OBaj Hajla3 y CYIITHHM (YHKIMOHAIHO 3HayajaH. Takole, OCUM MOMEHYTHUX LUTOKHHA
PL-MSC cy nakon tpermana ca LPS nmosehano npoaykoBaine IFN-y, koju je Takohe mpo-
uH}IaMalMjCKM [UTOKHMH, 3HAYajaH 3a CTHMYJAIlUjy W oapkaBame Thl oarosopa
(Smeltz u cap. 2002). Mehyrum kana je y nurtamy ekcrpecuja IDO-1 y nurepatypu je
MOKAa3aHo Ja aktuBanujoM |LR4 He monasu 0 MPOMEHE Yy eKCIIPECHjH OBOT MOJICKYJa
(Waterman u cap. 2010), 60osbe peueHo, moBehame je MHHMMAaIHO M 0€3 CTAaTHCTHYKE
3HAYajHOCTH, JOK cMO MU Yy Kyiatypu LPS crumymucanux PL-MSC nerekToBanm
3Hayajuo mnosehame mnpomenta henmuja koje cy excnpummupane |DO-1 y onmnocy Ha
Hectumynucane hemmje. Mako je IDO-1 mapkep MSC2 monapusanuje, oBe pesyirare
Tpeba HWHTEPIPEeTUpaTH ca ONpe3oM, O03MPOM Ja paHHja HCTPAaXHWBAaba W3 OBE
naboparopuje jacHO MOKaszyjy na Moaynaropuu edekatr LPS-a na excmpecujy 1DO-1
3apucu ox tuma aeHTamHMXx MSC. V ToM konTekcty oaroBop PL-MSC moxe Outn
pa3nuuuT, a Takohe ce MOXKe TMoBe3aTH U ca xereporenomhy hemuja y oksupy PL-MSC.
Takohe, ctumynammja LPS y Toky 24 wuyaca cBakako MOXe JOJAaTHO MEHATH
dbyuknuonanuu craryc PL-MSC. 306or Tora ce reHepaiHO MOK€ HPETIIOCTaBUTH [a
Hame ucnutuBane PL-MSC nunmje onrosapajy Ha crumynamujy LPS-om y mpasmy
mudepeHnmjanuje y QyHkunoHaaHu mnpo-uHdmamanujcku, MSC1 Tum, anm cy Heka
CBOjCTBa Jipyraurja y ogHocy Ha kinacuuau MSC1 ¢enorur.

Kao mrto je Beh wucraknyro, ctumynanujoM TLR3 ponasu no monapusanuje y
cmepy MSC2 denoTumna, koju kapakTepuIe BUliecTpyko mosehana ekcrnpecuja IDO-1 n
nosehana nponykuuja IL-6 u IL-4, a cmamena nponykuuja IL-8 u TGF-f (Waterman u
cap. 2010). Mu cmo y kyarypu PL-MSC Hakon tpermana ca Poly |:C Hanum na je
excnpecuja IDO-1 xao u mnpoaykuuja [L-6 3Hauajuo nosehana y opHocy Ha
Hectumynucane PL-MSC mTo je y ckiany ca nTuTepaTypHUM MOJAIMMa, alld y HaIluM
EKCITIEPUMEHTATHUM YCJIIOBHMA HUje JONUIO JIO 3Ha4ajHe MoayJanuje npoaykmnuje TGF-
. Ocum oBor (heHOMEHA 3ama3mik MO Ja je HakoH TpeTMana ca Poly I:C y xynrypu PL-
MSC npomo no mosehawa mpoaykuuje IL-18, TNF-o, 1L-12p70, IL-10 u IL-27.
[Toehana mponykmmja IL-10 u IL-27 je y ckiagy ca MMyHOCYIPECHBHOM ()YHKIIHjOM
MSC2 henmja anmu pasznor mosehamy npomHduamanujckux murokuHa IL-1B u TNF-a
HUje jacaH. To mMoxke OWTH TOCienuIa Apyre cTUMynamuje hemuja ca arOHUCTOM KOjH
Mea BUXO0B (DYHKIMOHAHY TOTEHIMjal Wik pasnuuutor onrosopa PL-MSC na Poly

I:C y omnocy Ha MSC u3 npyrux usBopa.
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Ocum edexra 10 kojux noBoau TLR4 u TLR3 ctumynanuja, uCuranim cMo KakaB
je edekar ymranuje TLR2 penentopa nomohy Pam3CSK4 na PL-MSC nonapwuzanujy.
Ha ocHoBy mpukazanux pesynrara u3 Kojux ce Buau jga ce Ha Pam3CSK4
ctumynucaanMm PL-MSC mosehaBa excnpecuja IDO-1 u mpoaykmuja IL-6 u TGF-p,
MoXxe ce mpernoctaBuTd na TLR2 crumynanuja dasopusyje MSC2 momapuszamnmjy.
Mehyrum, TLR2 aktuBupane PL-MSC cy Bume npoaykopaie IL-12 a mame IL-1p u IL-
27, mTO YyKazyje Ha KOMIUIEKCHOCT henujcKor oAroBopa Koju Tpeba JeTajbHHUje
U3y4aBaTH.

KoxTen mpouHQramManujckux UTOKKHA je 10Beo 10 noehama npoaykuuje 1L-4 u
IL-5 kao u cmamema npoaykmnuje IL-8 u TGF-B mro je y ckimany ca myOJIMKOBaHHM
nojalMMa Jia |y YCJIOBHMAa U3JI0KECHOCTH BHCOKMM  KOHIICHTpalujama  Ipo-
uHamanujckux Mmenujatopa, MSC wucnosbaBajy ONTHMaTHH HMMYHOCYIPECHUBHH
norenuujan (Li u cap. 2012).

Ocum mnpoaykiyje INHUTOKMHA 3ama3uid CMO Jla HakoH TperMaHa ca TLR
arOHHCTUMa W KOKTEIIOM TNpOHUH(pIAMAIUjCKUX IIMTOKWHA JioJla3n 10 moBehama
excnpecuje CD73. lo cana HuCy 00jaB/beHN CIMYHM MOJAIM y JuTeparypu. [lokazamu
cMo gna je Oaszamna ekcrpecuja CD73 ma PL-MSC Bucoka, mTo je y ckiamgy ca
ekcrpecujoM oBor mousiekyiaa Ha MSC u3 npyrux tkuBa u oprana (Riekstina u cap.
2009), kao u 1a je oBaj MOJICKYJ JI€0 Ipyre MapKepa KOjuMa ce JCTCPMHUHUIIE HUXOBa
matuuHocT (Dominici u cap. 2006). Takohe, y nmuteparypu je mokasaHo ga CD73
3ajeno ca CD39 mma whydHy ynory y ¢opMupamy NUKINYHOT aJCHO3WH MOHO-
dochara (CAMP), kao MexaHM3Ma 3a HeyTpaiu3alujy eHOpMmHe KonnunHe ATP-a
JJOMUHAHTHO MPOIYKOBAHOT OJ] CTaHE TPaHyJIONHTa y UH(pIaMalujoM 3aXxBaheHOM TKUBY
yka3yjyhu Ha aHTH-HH(IAMAIHjCKy YIIOTY OBHX eKcTparenyiapHux mojekysa (Colgan u
cap. 2006). Ocum TOra, yiora 0OBOT MOJIEKYyJIa eKCIIPUMHUPAHOT Ha eHA0TSITHIM henrjama
KPBHUX cymoBa U adepeHTHHM nuMmpHuM cynoBuma (Algars u cap. 2011) ce ornena y
nosehamy NPOMYCTIJBUBOCTH 3a TPAHYJIONMTE U HBUXOBY MUTpAIH]y y TKUBO. O03upom
na ce PL-MSC mpakTuuHO Hamaze y NEpUIIMTHOM PETHOHY, HUXOBA YIIOTa Yy OBOM
IpoIlecy ce He MOK€ MCKJBYUYHTH, IITO TMOCTaBsba xumore3y na je CD73 mapkep MSC1.
Ocum Tora, PL-MSC cBakako nponpuHoce U cMamery AMP mTo MIHpEeKTHO TOBOIH JI0
cmamema ykynHor ATP-a, Ha ocHoBy wera Oucmo 3akibyumnun na ce CD73 moxe
cepcrati 1 'y MSC2 mapkepe. OBakBo o0jalllbene HUje UCKIbYYHBO 1M HU KOHAuHO,

003MpOM Ha YMELCHUILY Jia je Oa3aiHa ekcrpecHuja oBor mojekyna Ha PL-MSC Bucoka.
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Ouuto ce He MOXKe, 0ap Ha OCHOBY HaIllMX UCIMTHBAaKa, 3akbyuuTu 1a je CD73 mapkep

dbyakuuonanHe nonapusanuje PL-MSC ognocao MSC renepanHo.

5.4. PL-MSC noBehaBajy mnpoaykuujy uWMYHOperyJaumjcKux
uuToKuHa o1 crpane PL-1C y kyarypu

Hakon ¢enotuncke um ¢yHkinuoHanHe kapaktepusamuje PL-MSC y wapemnum
EKCHePUMEHTHMA CMO HAjIpe JKeJeIH J]a UCIIUTaMO HUXOBY MHTEPAKIIN]Y Ca JIOKAITHUM
henujama koje mHpmnrpumy PL m mpencraBipajy BHXOBY 3HauajHy HHQIIAMAIHM]CKY
TKUBHY KoMnoHeHTY. [lommu cmo ox xumnotese ga PL-MSC nenyjy uMmyHOperymaTopHo
Ha PL-IC, 063upom na je BUX0oB aHTU-UH(DIaManujcKku edekaTr y HaleM IPETXOIHOM
pany (Poki¢ u cap. 2012). Panuje cmo mokazamu ga PL-IC mpemoMuHAHTHO YHHE
nmuMQONHTH, mIasMouuTtd 1 henuje ypohene umynoctu (neyrpobumn u M@) (Coli¢ u
cap. 2009c). OmakaB In Vitro momen je Tpebano aa MpeacraBjba OCHOBY 3a Jajbe
npoyuaBamwe untepakiuje PL-MSC u ¢arouura.

Ko-kynrypom PL-MSC wu3onoBanux w3 acumnromarckux sesmja ca PL-IC u3
ACHMIITOMATCKHUX JIe3Hja y KOjuMa Cy Beh yCIOCTaBJbEHH MPOLECH KOHTPOJIE 3araberha
(Nair 2004, Coli¢ u cap. 2009¢), nokazanu cmo mo npsu nyT aa PL-MSC nosehapajy
npoayKIKjy umyHoperynanujckux nutokuna (IL-10, IL-27 u TGF-B) y ko-kynaTypu ca
PL-IC, ¢ TuM fa Cy MEXaHM3MH KOjUMa TO OCTBAPYjy Pa3IUYUTH. 3alpaBo, pe3yJTaTu
MOKa3yjy J1a je y KO-KyJTypH ca TUPEKTHUM KOHTAaKTOM helrja, Kao M y MHCEpTYy, TIe je
KOHTaKT n3Mehy henuja 6uo crnpeden, nomnuio a0 nosehamwa npoaykuuje 1L-10 u IL-27
IITO j€ MPBEHCTBEHO MOCPENI0BAHO e(PeKToM coyOMIHUX (akTopa, 0K je 3a nmoBehame
npoaykiuje TGF-f 6uran mupextan mehyhenujckn koHTakt. OBU Haja3M 1Mo MPBU YT
nokadyjy na PL-MSC nokanHo, pa3nuuuTuM MeXaHH3MHMA, TOTPUHOCE 3ayCTaBJbamby
uH(pIamanujckux npoueca nosehasajyhu npoaykiujy UMyHOpPEryaalujCKUX IUTOKUHA.

[To3naro je na je IL-10 jeman on KJbyYHUX HMMYHOPETYJAlMjCKUX LIUTOKMHA ca
JaKuM aHTH-UHGIIaMaIjCKUM 1 UIMYHOCYIIpECUBHUM cBojcTBUMA. Hanwme, IL-10 noBoau
no uaxuouimje Thl, Th2 u Th17 umynckor omroBopa, NK henuja u mpomykuuje
nponH(pIamManujckux mHMTOKMHA mpBeHcTtBeHo IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 u TNF-a
NpOAYKOBaHUX 011 cTpane M@, neyrpoduna u DC. I'maBuu uzBop npoaykuuje 1L-10 cy
Treg, amu u apyre hemuje monyr Th2 henuja, veku CD8" T numdorura, M@, DC u PC
mory Takohe mpoaykoBatu IL-10. Ilocroju BuIIe MexaHW3amMa KOjuMa ce OMHCYje

aKTUBAIlMja TeHa KOjU KOAWpajy NpPOTEeWHCKY cekBeHiy 3a IL-10, ¢ tum nma je
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HajIIO3HATUjH MEXaHW3aM KOju ce ocTBapyje mpeko P38 curnamHor myra (Preshaw u
Taylor 2011).

CaM0 Ha OCHOBY OBHUX €KCIIEpUMEHATa HE MOXXEMO TBPIUTH KOJUM TadHO
mexanuzMoM PL-MSC nosehasajy nponykuujy IL-10 ox ctpane PL-IC, umajyhu y Buny
CJIOKEHOCT MEXaHM3aMa KojuMa WHTeppearyjy pasnunuumre henmmje m uumtokmau y PL
(Coli¢ u cap. 2009¢). 3a cana, Haj6oJbe OMHUCAH MYT je nHTepakimja uamehy Th17 hemuja
u Treg (Cheng u cap. 2014). O63upom na PL-MSC noBoze 10 cmamema npoaykiuje IL-
17 on crpane xymanux T hemuja (Colic et al., HenyOnukoBaHu pe3ynTaTu), MOXKE Ce
NPETHOCTaBUTH J1a je yIpaBO OBaj MEXaHW3aM IPUCYTaH U Ha MoJey uHTepakuuje PL-
MSC u PL-IC. HapaBHo, 1 1pyru JOKaJIHO MPOJAYKOBAHH COMYOUITHU (DaKTOpPH O] CTpaHe
PL-MSC u PL-IC Takohe mory OuTHM AMPEKTHO WM UHAMPEKTHO Y3pOK moBehaHoj
npoayknuju 1L-10.

TGF-B 3ajenqno ca IL-10, mma meHTpanHy Y/nOry y peryianuju HHQIaAMIH]E.
ITpBencTBeHO ra npoaykyjy M@, ¢ubpobnacty, octeoknactu u Treg. Mako mpoaykuuja
TGF-B noBoau no mosehanor mpuiuBa Ly u Mo y undnamanujom 3axBaheHo TKHBO,
TGF-B takohe moBoam 10 cympecHje BUXOBE IpoiHudepalje U CMambekha MPOAYKIIU]e
npounduamanujckux nutokuna (Travis u Sheppard 2014). Ilokazano je na JoKaiHe
hemuje y PL (Coli¢ u cap. 2009¢c, Popovié u cap. 2015) takolje mpoaykyjy TGF-B,
HEe3aBHUCHO Aa 1u ce paau o SYPL unm asPL. CxoqHo ToMe Moke ce PETIIOCTaBUTH J1a je
OBaj IMTOKHUH Takole 3HauajaH 3a cMameme nHpaamanuje y PL u perenepanujy KocTajy
kao maroraomonmdan mapkep PL. PL-MSC, xao u ocrane D-MSC mponykyjy TGF-
(Tomié¢ u cap. 2011, Boki¢ u cap. 2012). Melyrum, 003upom a je y eKCIIEPUMEHTY ca
PL-IC o6poj PL-MSC 6uo 3nauajuo mamu (1:10, y xopuct PL-IC), mompunoc y
nponyknuju TGF-B ox crpane PL-MSC y ko-kyntypu je 3anemapsbuB. Kana ce To y3me
y 003up, Ha OCHOBY J0OWjeHHX pe3yiarara o mnpoaykuuju 1GF-B mommmm cmo 10
3akspyuka ga PL-MSC nosehasajy nponykuujy TGF-p ox crpane PL-IC, xao u aa je 3a
0BO NoBehame MPBEHCTBEHO OArOBOPaH JUpeKTaH KOHTAKT usMmely henuja. Mako HHCMO
UCTIUTHBAIA MOJICKYJIapHE MEXaHW3Me KojuMa Jona3u o noBehama npoayknuje TGF-
y KO-KYJATYpH, MPETHOCTAaBUIN CMO Ja je MHTepakuuja nu3Mel)y aHTUreH npeseHtyjyhux
hemuja (APC) u Treg ox kpymujanae BaxkHocTH. OBa IpeTocTaBKa ce 3ampaBo 0aszupa
Ha YMIbEHHUIM J1a je 3a HacTaHak Treg, xoju cy u rinaBHU u3Bop 1GF-B, oxroopan
nupekrtad henujcku konTakT u3mely T hemuja, APC u HajBepoBaTHHUje U HEKHX JAPYTHX

henuja (Preshaw u Taylor 2011).
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IL-27 npunazga 1L-12 ¢pamMunuju HMTOKUHA U CACTOjJU C€ U3 KOMIIOHEHTE KOAUPaHE
on crpane Epstein-Barr virus crumynucador rena 3 u p28 cy6jemunuie. IL-27 xao u
apyra asa wiana IL-12 ¢amunuje urokuna (IL-12 u IL-23), mpeBacXoaHO MPOAYKY]Y
aktuBupanu MO u DC (Bosmann u Ward 2013). Pesyarati Hammx OpeTXOIHHX
UCIMTHBAma MOKa3yjy 1a je ekcrpecuja IL-27 nerexroBana y ennotenHum henujama anu
u PL-IC (Coli¢ u cap. 2009a). IL-27 je uMTOKMH ca mnpPOUH(IAMALMjCKAM U
anTHHrH(pIaMaIUjcKuM Kapakrepuctukama (Bosmann u Ward 2013). ITokasano je na IL-
27 noBoau a0 ctumynaije Thl u cmamema npoaykije Th17 nurokuna on crpane PL-
IC y syPL. Mehyrum, IL-27 noBoau no cympecuje Thl u Th2 umyHckor onroBopa koj
asPL (Coli¢ u cap. 2009a). Ha OCHOBY OBHX UYHMI-CHMIA, MPETIOCTABUIA CMO Ja je
noBehawe mponyknuje IL-27 ox crpane PL-IC y xyntypu ca PL-MSC mnocnenuna
BHUXOBE UMYHOMO/IYJIATOPHE aKTUBHOCTH, 003UPOM Ja CMO Y €KCIIEPUMEHTY KOPUCTHIIN
asPL. Mehytum HHje O3HATO 3aIITO je 0Baj eeKaT MPUCYTaH CaMO Yy HHCEPT CHUCTEMY,
Kao U TO KOju je pazior mHxubuunuje npoaykuuje IL-27 y xo-kyaTypu ca DUPEKTHUM

koHTakToM u3mel)y PL-MSC u PL-IC, mrto mosxe 6uTH npeaMeT JaJbUX UCTPAKHUBAHbA.

5.5. PL-MSC pa3zau4yuro Moy Iupajy NMpPOAYKIHjY HUTOKHHA O]
crpane jgokaauux MNC

[To3nato je ma je hemujcku cactaB PL xeTeporeH, mTo je MOCISANIA JUHAMHUYIHOT
pa3Boja Je3uje y TOKy KOjer JTOMHHAHTHY YJIOry MMajy Oakrepuje W MMyHCKe henmje
nomahuna (Colié u cap. 2009¢, Marton u Kiss 2014). TTokasaro je na ce hemmjcku cacTas
asPL paznukyje ox SyPL mo nomuHanuju TumMQoLuTHE NOMyaluje y 0OJHOCY Ha Apyre
henwuje, nok xox SYPL mpemomunupajy rpaHyaonuTH 300T eramepOarvje nHdiamaimje
(Coli¢ u cap. 2009¢). O63upoM Ha OBaKBE pa3IHKe, IO CMO OJ] PeTIocTaBKe ja PL-
MSC y 3aBuCHOCTM Oj THIIa Jie3Wje U3 KOJUX Cy H30JI0OBaHE, MOTY MMATH Pa3IAYHT
yrunaj Ha MNC u3 asPL y onnocy Ha MNC u3 syPL. OBa npernocraBka je mpoBepaBaHa
y OKBUpY €KcllepuMeHaTa rje je npoydaBad ytunaj PL-MSC Ha npoaykuujy HUTOKMHA
on crpane as- u SYPL-MNC y ko-xynatypu In Vitro. Y muiby gomaTHe CTHMYyJIAIHje
NpOAyKIMje NHUTOKWHA, KyIAType cy Tpetupane PMA/Ca** jomodopom Kako je
cyrepucano y pany (Collins 2000). Vknawamem rpanynouuta as- u SyPL-MNC cy
uMase ciauyaH hemujcku cacTaB 3a pas3iIMKy OJ XeTepOreHOCTH MHUIMjaIHE TOMyIaluje

PL-IC.
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JloGujenu pesynratu cy mnokasanu ga cy PL-MSC nuHHMje He3aBUCHO OJ THIIa
Je3uje U3 Koje Cy YCIOCTaB/beHEe MMalle cliMdaH edekar Ha MPOIYKIIMjy [IUTOKHHA, alld
na je oaroBop MNC 6mo paznumumt. Haume, cmameme npoaykuuje TNF-o u IL-1p ox
ctpane o6a tuna MNC 0Owmo je ouekuBaH (peHOMEH, MTO je y carmacHocTH ca Beh
NOKa3aHUM aHTU-WH(IIAMAlUjCKUM cBOjcTBUMa Apyrux tumoBa MSC (Bansal u Jain
2015, Hilkens u cap. 2015), mto je Takohe y cariaCHOCTH ca MPETIOCTaBKoM aa cy PL-
MSC perynatopu nokanHe uHpiaamanuje. [loznato je ma TNF-a u IL-1B, moBoxe mo
cTUMyJanyje uHdIaManrje U To 0CTBapyjy JACjCTBOM MPEKO oAroBapajyhux perenropa
Ha uHGuATpUIyhum u crpomannuMm henujama y PL y nuspy enmmunanuje napekuuje.
O6a nwurokwna, uHaupektHo, npeko aktuBanuje RANK/RANKL curnamnor myra,
MOCIIEITY]y MPOIECEe Pa3rpajmhe KOCTH, IITO jé U OCHOBHA KapaKTEPUCTHKA AIlTMKATHOT
nepuonontutuca (Nair 2004).

Mehyram, m3rmega nma je perynamuja npoaykmmje IL-8 om crpane PL-MNC
npyrauuja y onnocy Ha TNF-a u IL-1B. Haume, nako je meroBa npoaykiiyja CHUXEHA 0J1
crpane asPL-MNC, mto cmo mokasamu u 3a ykynHe PL-IC (Djokic u cap. 2012),
npoayknuja IL-8 Huje 6una 3Havajno npomemeHa y kyarypu SYyPL-MNC. Kao mro je
no3Haro |IL-8 xemokun nosehasa npunuB HeyTpodmia Ha Mmecto uHpaamanuje (Wuyts u
cap. 1998), a Ha weroBy nponykiujy yrude IL-17 (Coli¢ u cap. 2007). Kako je mokasano
ma Om IL-17 morao OuTu jemaH o TJaBHUX IIMTOKMHA 3aciyXaH Yy IpolecuMa
erzarep6anuje nadnamanuje y PL (Colié u cap. 2007, Coli¢ u cap. 2009¢), kao u Hanaza
ma PL-MSC we nmoBone mo 3HavajHe moxynamnuje npoaykiuje IL-17 ox ctpane MNC
nobujennx u3z kpBu U PL-IC (Doki¢ u cap. 2012), Mmoxe ce ca BeIMKOM BepoBaTHONOM
IpeTnocTaBUTH 1a je koj SYPL mponykumja IL-8 mokesbHa M Aa ce 3a cajia HEMO3HATUM
MEXaHU3MHMa BEeroBa MpoAyKIMja He orpannvaBa o1 ctpane PL-MSC yak Hu y in vitro
yCIIOBHMA.

Ouurnenno na je ympkoc ciaumaHom cactay MNC u3 SyPL u asPL, muxos
(GYHKLIMOHATIHU OJrOBOp je pazauuuT. OBaj peHOMEH ce HApOUYMTO 3ama)ka y KOHTEKCTY
moynarje npoaykmnuje 1L-10 y xo-kynTypu. 3ampaBo MpoIyKIlfja OBOT IIUTOKWHA Owia
je mosehana ox crpane asPL-MNC mro Huje 6uo cinydaj ca SyPL-MNC. Kao mto je Beh
panuje muckyroBaHo, IL-10 je KJbydHH UMYHOpETyJIalHjCKH IIUTOKHH, KOjU JOBOIH JIO
cympecuje npoaykiuje nutokuna o crpane Thl, Th2 u Thl7 henuja, xao u IL-6, IL-1p,
IL-8, IL-12 u npyrux (Gabrysova u cap. 2014). Takohe je ucraknyro na cy Treg hemuje

rnasau u3Bop |1L-10 (Gabrysova u cap. 2014) mrro je Takohe norpheno n xox PL (Colié
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u cap. 2009b). O63upom na je ognoc usmely Treg u IL-17 oOpyHyTOIPO MOPIMOHAIAH
(Pitt u cap. 2012), Moke ce MPETIIOCTABUTH Ja j€ yIpaBO OBaj EHOMEH OATrOBOPaH 3a
Mawy npoayknujy IL-10 y syPL. OBa uumeHuma ujae y MNpUIOT XHUIOTE3W Ja je
cynpecuja uHduamanuje on crpane PL-MSC Ttokom ersamnepbanuje uHGIamanuje
cynpumupana. Ocraje 1a ce HCIHUTa KOju Cy (aKTOpU YKIBYYCHH Yy KOHTPOIU
UMyHoperynanujckux mexanuszama PL-MSC y syPL.

Mehyrum, PL-MSC noBone no nosehama nponykuuje TGF-B, u To o cTtpane oba
tuna asPL-MNC u syPL-MNC. Ogaj nana3 yka3syje na TGF-$ uma 3nauajuujy ynory of
IL-10 y perymnanuju umyHckor oaroopa y PL. Ha to yka3yjy u Hamm Hanasu na cy PL-
MSC BakaH M3BOp MPOIYKIIMj€ OBOT IUTOKMHA M KOj€ OJAATHO CTUMYJIUIIY HETOBY

ceKpenujy o1 ctpane aApyrux henmja y PL.

5.6. UnTepakumja PL-MSC u rpanyiouura

Kibyunu neo pesynrata y OKBHpPY OBOT HpPOjeKTa C€ OJHOCHO Ha HCIUTHBAKE
nBocMepHux komyHukanuja usmehy PL-MSC u ¢daroumra, ¥V TtOM 1umpy Ouio je
HEOIXOJHO J1a C€ HajIpe MOKaKe J1a JIM OBaKBE KOMYHHKAIMje, Y CMHCIY IOCTOjamba
Oomuckux wmehyhenujckux KOHTakara, Mmocroje in Vivo. 3aro je Hajmpe aHalIu3upaHa
konokanuzanuja usmely PL-MSC u rpanynomnura. Kopunrhen je CD146, mapkep MSC u
nepuiura u CD16 (mapkep rpanynounuta u NK hemuja), omnocno MPO mapkep
HEYTpOQMIHUX TIpaHyitouuTa. [IpuMemeHe cy Merone ABOCTPYKE HMYHOEH3UMCKE
peaximje u IBOCTpyKe uMyHOdIyopecieHie (KoHpoKaTHa MUKPOCKONHja). Y aHAIH3H je
nocMaTpaHa KOJOKajJHu3alHja TPaHYJIOIMTa y MEpUBACKyJapHOM PETHOHY ajl W BaH
BacCKyJapHUX eJeMeHaTa, moJ npernoctaBkoM aa ce MSC mory mahu u y crpomu PL BaH
Backynatype. OBa xunotesa je 6a3upaHa Ha crocodbHocTu npekypcopa PL-MSC na u3
KpPBU MUTpUpPajy Y HH(IaMHpaHO TKUBO. Haium pe3ynraTtu cy nokasanu nepuBacKyjIapHy
xonokamuzaunjy CD146°/CD16* ommocno CD146°/MPO* hemuja.  Meljyrum,
KOJIOKaJIM3allija BaH OBUX CTPYKTypa HHUj€ CacBUM IOy3JaHa, 003MpOM Ja M30JI0BaHE
CD146" henuje ne mopajy 6utu MSC.

Jloka3 o mpucycBy Onuckux Mehyhenujckux kontakara usmehy PL-MSC u
rpanysouTa in Situ je o1 BeJIMKOr 3Ha4aja 3a pasymeBame Mel)yCOOHMX HHTEpaKIiHja
003MpOM J1a Cy Malli KpBHH CYJIOBH, TIpE€ CBETa IMOCTKAIMJIapHe BEHYJIE, MEeCTa M3JlacKa
TpaHyJIONUTa U3 KpBU y TKMBa U jaa cy nepurutu/MSC npse henuje Ban Backynatype ca

KOjMa OHM yCIIOCTaBJbajy heujcke KOHTaKTe.
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Nmajyhu y Buny na je uH(IyKC rpaHylionuTa y NepuanekcHo TKUBO MPBH joralhaj
y HACTaHKy 3alaJbeHCKE JIe3Wje KapaKTepUCTUYHE 3a ameKCHU MEPUOJOHTUTHC, WU
gnmbenuie ga MSC mory outu tpanchopmucane y npasiry MSC1 u MSC2 noaruma in
VItro, ekcriepuMeHTe CMO KPEeHUpaid Tako Jia MOTY Jla UMHTHUPAjy OBaKBe MHTEpaKuuje in
VIVO. Y TOM KOHTEKCTY KOPUCTWJIM CMO KYJTYPY HECTUMYJIMCAHUX TPaHyJOLUTA W3
nepudepHe KpBU WIHM KyITypy CTHMYJIMCAHUX TpaHYJIONWTAa. 3a CTHUMYyJauujy cy
kopuithean fMLP, mosHatu (apmakoiomKu areHc Koju IOBOAM 10 ,.prajming“-a
rpaHyJIoIUTa MPEeKo XeMoTtackor perenropa 3a FMLP nHa rpanynounutuma (Panaro u
Mitolo 2008) u LPS, aronuct TLR-4 koju je cHa)kaH akKTHBATOP KAaKO IPaHyJIOIUTA TAKO
u PL-MSC.

Mu cMmo y HalIMM eKcliepuMeHTHMa MoKa3anu Aa je npoaykuuja TNF-o 3HadajHO
CHIW)KCHA Yy KO-KyJATypH Kako HectumynucaHux Ttako u LPS m FMLP aktuBucanmx
rpanynonuTa ca PL-MSC y nupekTHOM KOHTaKTy U y cucTeMy ca ymeTkoMm. O03upom n1a
je mpoaykuuja TNF-o y kyntypu PL-MSC npaktuuHo HeneTekTaOWIIHA y OJHOCY Ha
TPaHyJIONUTE, 3aKJbYYHIIH CMO JI1a j€ CHIDKEHhE IPOIYKIIMje OBOT IIUTOKHHA Y KO-KYITYpH
HajBEepOBaTHHUje Toceania edekra coayOrmTHoOr GakTopa MpoayKoBaHOT of cTpaHe PL-
MSC na rpanymnomnure. 3Hauaj oBOor (eHOMEHa OWM ce MOrao TyMayUTH y TpaBIy
CMambCHOT IIPUJIMBA IPaHyJIONUTa y HH(IaMaIyjom 3axBaheHo TKHUBO.

Jpyru IMTOKMH KOjU je y OBOM Mojeny udydaBaH je |L-27. OBaj uuTokun
npunana 1L-12 cyneppamunuju u na 3ajeano ca IL-12 u 1L-23 uma mynrumie ¢pyHKuje
y OKBHpY MexaHuzama ypohene u credene umyHoctu (Beadling u Slifka 2006). 1L-27
uMa BelMKH 3Havaj 3a aktuBauujy NK henuja, nutorokcnunux T henuja u uHMIMjanHy
mupepentmjanjy Thl henmumja w  crumynauujy npo-uH(IaManujckux —Imporieca.
Mehytum, mHOre dynkuuje |L-27 ce ogHOCe HAa MHXMOWIN]Y MH(IAMaNHje 1 UMYHCKOT
oaroopa (Bosmann u Ward 2013). Tako Ha npumep, nokasaHo je na |L-27 uaxubupa
(Gopmupame ocTeoknacta y Kyirypama henuja koctae cpxu (Kamiya u cap. 2007) u
KyiaTypama npekypcopa ocreoknacra (Kalliolias u cap. 2010). Ocum Tora, paHmje
nyOIMKanyje W3 Hamie Jraboparopuje mokasyjy aa IL-27 y xymaHuMm mnepuanekCHUM
Je3rjaMa, TPOAyKOBaH oJ cTpaHe eHporenHux hemuja m PL-IC, ucnospaBa kako mpo-
nHbIaManujcke Tako n antu-uHpaamanmjcke edexre (Coli¢ u cap. 2009a). Takohe cmo
MOoKa3aliy J1a je MpoaAyKIMja OBOI IUTOKMHA y Ko-KynTypu PL-MSC ca yxkynmuum PL-IC
6una nosumieHa. MelytuM, y oBOM MoJelly CMO Haluid jAa je npoaykuuja IL-27 y ko-

KYITYpH HECTUMYJIMCAaHUX TPAHYJIOIMTAa OWja CHWIKEHA Yy CHUCTEMY Ca JUPEKTHUM

Mmutan Mapkosuh | JOKTOPCKA IUCEPTALIUJA | 150



Juckycuja

koHTakToM. Kana cy rpanymnountn aktuBupanu ca fMLP mpoaykinuja oBor murokuHa
Ouna CHMKEHAa W y CHCTEMYy ca YMETKOM, IITO MOKe OuTH mocienuna edekra
couryOmIHuX aktopa npoaykoBanux oxa crpane PL-MSC. 3a pasnuky ox Tora, HuBo |L-
27 y xo-kyntypu PL-MSC ca LPS akTtuBucanuM TpaHyIoOIHUTHMAa HHje OMO 3HA4ajHO
IPOMEHEH Y OJHOCY Ha KOHTpoxry. OBakaB pe3yiTaT HaBOAM Ha 3aksbydak na PL-MSC
UCIIOJbABAjy PA3NUYUT HMMYHOMOJYJIALMjCKH edeKaT Yy 3aBUCHOCTH Of THIA
nHpamanujckux henrja u BUXOBOT WH(IAMaIU]CKOT cTatyca. AKO ce y3Me y 003up aa
IL-27 cynpumupa anxesujy rpanynonura uHaykoBany ca fMLP u ROS nponykuujy
uHAaykoBany ca LPS kao m ga moehaBa mpoaykuumjy IL-1B amm nHe ™momymmpa
npoaykiujy TNF-a ox ctpane nHeyrpobuimnux rpanynomura (Li u cap. 2010a), moxke ce
NPETIIOCTABIIIM J1a je CHibKeHa upoaykiuja IL-27 kox sHectumynucanux u fMLP
AKTUBUCAHUX TPaHYJIOIHUTA, TOBE3aHa Ca aHTU-WH(DIAMAIMjCKUM MexaHu3muma PL-
MSC, a na 6u y unTepakuuju ca LPS axtuBucanum rpanynouutuma PL-MSC wmorne
JIEJIOBATH MPO-UH(IaMAIH]CKU.

Melhytum, camo Ha ocHoBy mnpoaykuuje TNF-o u IL-27 He Moxe ce ca
curypHouthy TBpIUTH y KOM cMepy ce oaBuja uHtepaknuja PL-MSC u rpanynonura. Y
TOM CMHCITYy, BEOMa je BaXXHO Kako je mMoayiucana mpoaykiuja TGF-B, o63upom na ce
yJIOra OBOT IIUTOKHHA OTJIEAa Y CYIPECHjU MPOAYKIH]jE MPO-UH(IAMALN]CKIX TUTOKHHA
(Yoshimura u cap. 2010, Travis u Sheppard 2014). V panujum myOiukaiijama 13 Haiie
naGoparopuje Hahena je mosehama mponykumja TGF-B y B tumy PL (Coli¢ u cap.
2009c), kao u ma TGF-B mpoaykyjy OpojHe ctpomanHe henuje u wuHbuITpHIIyhH
mamorutu ykbyayjyhu T perynanumjcke mamgponure y PL (Colié u cap. 2009b). Ocum
TOTa, €r30reHo A0AAT y KylaTypy uHbnamanujckux henmmja, TGF-f cmamyje npoaykuujy
npo-uHdaamaiyjckux nutokuHa y SyPL (Gazivoda u cap. 2009). Ha npoTekTuBHY yiory
oBor nutokuHa y PL (rpanynoma) 1o1aTHO yka3yje HeraTuBHa Kopenaiuja usmelhy TGF-
B u RANKL (Fukada u cap. 2009). Hamuun Hanasu nokasyjy aa je y ko-kyntypu PL-MSC
u rpanynouuta npoaykuuja TGF-B 6una nmosehana y Ko-kKyaTypu rae cy KopuirheHu
AKTUBHCAHU TPAHYJONHTH, cTUMyiucann ca LPS-om. OBu Hamasm jacHuje yka3yjy Ha
JOMHUHAHTHY CYNPECH]y UMYHCKUX M MH(pIaMaIujckux mpoieca ox crpane PL-MSC, a
KOJU je Mame HM3paKeH KOJ CHaKHUje CTHMYJallhje 3amajbera. TakBa cuTyaluja ce
JemaBa KoJ ersamepoanuje npormeca y PL.

OcuMm 710 cajla aHaIM3UPAHUX IIUTOKMHA Y UCIUTHBAHOM MOJIENY, HajBUIIIE HAC je

WHTEpEeCOBAJIO KakBa je mpoxayknuja IL-6, o03upoM na je y auTepaTypu IOKa3aHO Jia
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mehy 120 rtectupanmx unurtokuna nomohy RT-PCR wmeronme, ympaBo |L-6 riaBHuM
umyHomoaynanujcku  1urokud MSC  (Park u cap. 2009). Takohe je y MHOrUM
nmyOauKajaMma rmoka3aHo jJa je 6azaiHa npoayKiuja oBOT muTokuHa y Kynarypu MSC u3
pa3nMuUUTHX TKHBa U oprana Bucoka (Blaber u cap. 2012, Chan u cap. 2012, Kyurkchiev
u cap. 2014). IpernocraBuwmm cmo aa u PL-MSC, nonyr ocranux tunoa MSC ympaso
npeko IL-6 mytem onpeheHnx mMexaHu3aMa MOTY yCMepaBaTH pPEakilfjy rpaHyJIoIuTa y
PL. Jenan on mexanuzama y koju cy paznuunte MSC ykipydeHe, a 3aCHOBaH je yIpaBo
Ha mnpoaykuuju IL-6 ox crpane BM-MSC, W-MSC (enrn. Wharton's jelly) u
tpabekynapHe koctu (B)-MSC y ko-kynTypu ca ennorennum henmjama KpBHHX Cyq0Ba
(EC), 3acHuBa ce Ha cMamy oceTsbuBocTH EC Ha npounduamanujcke nutokune (TNF-a,
IL-1B, IFN-y) mTo pe3ynTupa CMameHOM CKCIIPECHjOM aaXE3MOHHUX MOJIEKyaa M
npwimBoM Heyrpopwmna y tkuBo (Luu u cap. 2013, Munir u cap. 2016). Hamm
pe3ynaraté mokasyjy na je npoayknuja IL-6 y xo-kyntypu PL-MSC u rpanymnomura y
JMPEKTHOM KOHTakKTy Ouia moehaHa y OJHOCY Ha 30Up MPOAYKIHje OBOT IIUTOKHHA Y
NOojeIMHAYHUM  KyJlITypama, 3a CBa TpH HCIUTHBaHA MoJelia TpaHyJIOIHTa
(nectumynucanu, LPS u fTMLP axtusucann). O63upom jaa je 06azanna npoaykimja IL-6 y
kyntypu PL-MSC 3nauajuo Beha onx mpoayknmje OBOT LUTOKHHA Y KYJITYypH
HEYTPOWIHUX TPAHYJIOLUUTA, 3aKJbYYMIH CMO Ja TPAaHYJIOUWUTH IIyTEM JUPEKTHHX
koHTakata yruyy Ha PL-MSC pa nomatHo mosehajy mpoaykumjy IL-6. Ha ocnoBy
JOCATANIBUX Pe3yITaTa MOXKEMO MPETIIOCTABUTH Ja Cy AupeKkTHH KoHTakatu PL-MSC u
TpaHyJIOIMTa, W3 KOJUX TPOM3WIAa3u CHwkKeHa mnpoxayknuja TNF-o ox crpane
rpaHyjonuTa ¥ nopumeHa npoxaykuuja IL-6 ox ctpane PL-MSC, y3pok cmamema
npuiaMBa HOBUX HeyTpodmia y PL. Ocum Tora, HeaBHM NoJalu ykasyjy Ha MoryhHocT
MSC wuzonoBanux wu3 winjayne koctu (B-MSC) na wmurpupajy u3 Backymarype
napanenyiaapro, mdmehy EC u tpancnenymapro, kpo3 EC y TKHBO HaKOH CTUMYJIAIH]e
eagotena ca TNF-a (Teo u cap. 2012). Y KOHTEKCTYy OBHX JIUTEPATYPHHX IOJaTakKa,
nocMaTpaHo Kpo3 npusMmy uHTepakiuje PL-MSC u rpanynonura mpeko MpoayKiuje
MOMEHYTHX IUTOKHHA, MOKEMO IPETIIOCTABUTH JIa C€ TIOpe]l CMameha MPUIINBAa HOBHUX
TpaHyJIOIUTa CMamyje W MOTEHIMjadHa Murpamuja npekypcopanx MSC u3 xpsu y PL.
OBuM mpojekToM HUCy oOyxBaheHa wucrmtHBama wmurpanuje PL-MSC, Tako ma je
HEOIXOHO MOCEOHNM €KCIIEPUMEHTHMA TECTUPATH OBY XUIIOTE3Y.

Mehytum, oBaKo MpOJYKOBAHU IIUTOKMHM C€ HE MOTY CaMoO IOCMAaTpaTy y jeHOM

3aTBOPEHOM CHCTeMy KOr OW uWHWIa aBa Tuma henwja kao mro cy PL-MSC u
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rpanynonuTi. HapouuTo je To He3axBalaHO Kaja ce y3Me y 003up na u Apyru (akropu
MOTY JUPEKTHO MOJIYIMPAaTH TPOAYKIHM])y LIHMTOKMHA OJf CTpaHe OBHX henwja
nojeanHayHo. Tako ce Ha mpUMep, 3a Pa3IUKy OJ CBera J0 Cajga HaBEACHOT Yy BE3U
nosehane nmpoaykuuje IL-6, pesynratu Mory muckyroBatu u apyrauuje. Haume, mo6po
je mo3Haro nga je IL-6 yjemHo u mpouH(MIAMANMCKU W WMYHOPETJIAIM]CKU ITUTOKHH
(Scheller u cap. 2011), nma uma OutHy yaory y mudepenuujanuju Thl7 henuja
(McGeachy u Cua 2008) u oapxaBamy Oamanca Tregs/Thl7 (Kimura u Kishimoto
2010). HenaBHo je npemsoxen u HOB Mojen Th17 nudepenimjamnmje, y KoMe je MoKa3aHo
na ce nausHe CD4™ T henuje npajmosane ox ctpane DC, nakon crumysanuje ca IL-6 u
TGF-B mudepennupajy y IL-17 nmpoaykyjyhe T hemmje (Geginat u cap. 2016). O63upom
Ia je y ucnutuBaHoM cuctemy uHTepakuuje PL-MSC wu rpanynonura AeTeKTOBaHA
noBehana mpoxyknuja IL-6 ox ctpane PL-MSC u mosehana mpoxykumja TGF- oxn
ctpane LPS akTtuBHCcaHMX TrpaHyJOIUTa, MOXKE CE€ MPETHOCTABHTU J1a OBH LUTOKUHU
3ajeqHo yrudy Ha audepenunjanujy Thl7 henmja. OBa Xxumnoresa je y cariacHOCTH ca
Beh myOnuKoBaHUM pe3ynTaTuma fa je npoaykuuja |L-17 3nagajuo Beha y xyntypu PL-
MNC y omuocy Ha PB-MNC (Coli¢ u cap. 2007), Kao ¥ Ha MOCTOjarse MO3HTUBHE
kopenanuje n3mel)y nponyximje IL-17 u 6poja neyrpoduna y syPL (Coli¢ u cap. 2009¢),
IITO y KIMHUYKOM IIOTJIEJly MMa Be3e ca ersanepOanujoM akyTHuX cmmroma PL.
HajnoBuju nurepaTypHu HoJaIy Mokas3yjy Jia je y CTamy Cernce MUrpaluja rpaHysIonuTa
nocpezacteom fMLP-a y mHdnamanujom 3axBalieHO TKMBO 3aBHCHA O] KOHIICHTpAIIHje
exctpahenujckor ATP (Li u cap. 2016). Hanme, oBH ayTopu Cy MOKa3ajid Ja C€ HaKOH
cmamema ekcrpahemujkor ATP-a nmomasum 10 peBep3uje ycMepeHe MHIpaluje
rpanynonuTa aktuBucanux ca fMLP. Mu cmo mokaszamm na je excmpecuja CD73
Mmosiekyna Ha memOpanu PL-MSC morehana HakoH TpeTrmana ca aronmctuMa TLR um
KOKTEJIOM IMpOuH(pIaMalijCKuX UTOKUHA, IITO j€ Yy JUPEKTHO] BE3U ca METabO0JIN3MOM
exctpahenujckor ATP-a. C tum y Be3u, PL-MSC 6u morne mHAMpPEKTHO Aa yTHYy Ha
nosehambe Murpanuje rpaHyjiaonuTa y uHpiaamupaHo TKuBO. OBakBO TJEIUIITE UAE Y
npwior xwmortede ga PL-MSC y wHTEepakuuju ca TpaHYJIONUTAMA UMAjy Ipo-
uH(paamanujcke ocoonne. Melhytum, oBa npernocTaBka He Mopa OMTH U TauHa, uMajyhu
y 003up ma u PL-MSC u rpanymonuTy y TOKy WHTEpaKIdje Tpajae AMHAMHYAH CHCTEM
KOjH 3aBUCH 0] (haza pa3Boja Je3uje U Pa3IUUUTHX OMOXEMU]CKUX aKkTHBaropa. Tako, Ha
camoMm mouetky PL-MSC cy usnoxkene ytunajy LPS-a, a mocmenu rpaHylonutu cy

HEaKTHBHCAHU. Y MHTEPaKIWjU TaKBUX henrja monasu 10 cMamema npoaykiuje |L-27 u
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TO TyTeM JUPEKTHUX KoHTakara kao W TNF-o myrem conyOuinHux Qakropa
nponykoBanux on ctpane PL-MSC. I'maBuu conyowminu daktop LPS-ctumynmcanmx
PL-MSC y Ttoj das3u je IL-6. C npyre crpaHe, HEAaKTUBUCAHH TPAHYJIOIUTH JOIAATHO
norpunoce nosehawy IL-6 on crpane PL-MSC myrem aupextHux wmehyhemnjckux
KoHTakaTta. OBaKkBa MHTEpakldja, MehyTuMm, KpaTko Tpaje, 003UpOM Ja TPaHyJOLUTH
HAaKOH IpeJjacKka M3 LUTPKYJIalyje y TKUBO OWBajy pamuiHO aKTUBHCAHH PA3THYUTAM
6axrepujckum npoaykruma (FMLP u LPS). PL-MSC y unTepakiuju ca rpaHyIonuTAMAa
crumyiucanux ca fTMLP OutHuje He Mewajy nmpoaykuujy nutokuHa. To 3Haym na PL-
MSC y modetHoj ¢a3u pa3Boja ne3uje aenyjyhu Ha cmameme npoaykiuje TNF-o u IL-
27 on ctpane Hectumynucanux u fMLP ,,mpajMoBaHuX* TpaHyIOLNUTa CMamkyjy HHUXOB
npunuB y TkuBo. O63upoM n1a 06a nutokuna, nenyjyhu na HEV, nosehasajy murpanujy
rpanynonuta. C gpyre crtpane, PL-MSC wucroBpemeno myrem jaerpanpamuje
excrpahenmmjckor ATP-a yemepaBajy npucriesnie rpanyionute y oapehenu gpokyc Tkusa.

VY HapenHoj ¢a3u rpanyiaouuTH OuBajy aktuBucanu ca LPS-om. OBako akTHBHCAHU
TpaHylIoONUTH cTUMynuiny mnoBehame mnpoaykuuje TGF-B ox crpane PL-MSC, mto
3ajenHo ca IL-6 goBomm g0 aktuBammje Thl7 wu  ciencTBeHe  ersarepoOariuje
uH}Iamanmje, a mro je npaheHo MpHIMBOM CBeXHX rpanyionuta y PL. Ha ocHoBy
HaIuMx pesynrara uatepakmuje PL-MSC u rpanynonura ce Moxke npernocraButu aa PL-
MSC He yTuuy mnpuMapHO Ha HUXOBY MHrpanujy u3 mnupkymauuje y PL, Beh Ha
YHYTapJie3ujcKo ycMmepaBame. HenBocmuciieHO je Ja TOME€ HajBUILIE JONPUHOCE
IIUTOKWHH, 01 KOjHX je Haj3HavyajHuju IL-6.

Ha je IL-6 y nmupekTHO] Be3u ca noBehaHuM mpexuBibaBameM HeyTpoduia y PL
roBope MyOJIMKOBAaHU PaJIOBH KOjUMa c€ MMYHOOMOJIOTHja OBOT IIUTOKHHA IOBE3yje ca
aHTH-armonToTcKuM edextuma. J{o cana je mokazano na IL-6 yrude Ha mpexwBIhaBame
opojuux henmuja akrtuBarnujom hemmja mpexko STAT-3 (Hodge u cap. 2005). Takohe je
nokazaHo na MSC wu3 pasnuuutux TkMBa M opraHa nyteMm |L-6 cmamyjy amonTosy
Heyrpoduna y kynrypu (Raffaghello u cap. 2008, Magbool u cap. 2011, Zhu u cap.
2014a). 3aro je jemaH oj IU/bEBa HAIIMX UCTPaKMBarba OMO Ja mpoBepuMo jaa i u PL-
MSC 306or cBojux crnenmupuIHOCTH HMajy chiudad edekar. [lokazamm cMo na je
TeHepaTHO aroITo3a TPaHYJIONUTa OMlla CHIDKEHA y CBUM HCIIUTUBAHUM MOJIEIMA KO-
KYJTYype, HE3aBUCHO J1a JIM C€ PaJH O JUPEKTHUM KOHTAKTHMa WM CUCTEMY Ca YMETKOM.
OHo 1ITO je Ha MPBU MorJIe ] OUIIO YHaIJbUBO jECTe JIa je CMAmbEehe aloNnTo3¢e y KyJITypH

MSC u rpanyorura u3 PL 6uno uzpaxenuje (70% naxubuimja) y 0OJHOCY Ha aloNTo3y
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HECTUMYJIUCAHUX TpaHyjaouura u3 kpBu (45% wuHxuOunmja). OBa pasimka je
HajBepOBaTHHU]€ MOCEANIA aKTUBaIuje rpanynonura y PL. O63upom na je cnmuyaH aHTH-
aronTOTCKU edeKaT MoKa3aH U 'y CHCTEMY ca YMETKOM MOTJIO C€ MPETIIOCTAaBUTH J1a CY
conybounHu (akTopu, mpoaykoBaHu oj crpaHe PL-MSC, HajBepoBaTHHje OATOBOPHU 32
onucanu (eHomeH. majyhu y Buay Hanasze o 3HaTHOj npoaykuuju IL-6 ox crpane PL-
MSC u yrumajy OBOr IIMTOKMHA Ha amoNTO3y NPETIOCTAaBWJIM CMO Ja j€ aHTH-
aronTorcku Mexanuzam PL-MSC na rpanynonure nmocpenosan ca IL-6. OBy xunore3y
CMO HajIIpe TeCTHpaM y ekcriepuMantuma jnoaasajyhu rhiL-6 y kyntypy rpanynonura u
pesynarare anonro3e ynopeawin ca CM PL-MSC. Jlobujenu pe3yararu cy mokasanu jia
IL-6 cmamyje armomnTo3y rpaHyJouTa Ha J03HO 3aBucaH HauuH. CrienupuaHoCcT edekTa
cMO MOTBpauId mpumenom anti-1L-6 mADb. Mehytum, peBep3uja amonrose y KyiaTypH
rpanynonuta ca CM (74%) uuje Owia mornyHa kKao y Kynrypama ca rhiL-6. Ha ocHoBy
OBHX I0JIaTaKa ce€ MOTJIO 3aKJby4UTH Ja uako |L-6 mMa nqoMuHaHTaH yTHIQ], CMAKBCHY
aronTo3¢ JOMPHHOCE M HEKU APYTU COXYOWIHH (aKTOpu MPOIyKOBaHU of crpaHe PL-
MSC.

Beh je panuje xomenTapucano na LPS aktuBupa rpanynonute u aa je LPS jeman
0]l KJbYYHUX HMHIYKTOpa y paHoj ¢a3u crBapama PL m y mpomecuma ersanepbanuje.
Takohe je mokazano ma LPS unxubupa amonrto3y rpanysormra (Sabroe u cap. 2003,
Sabroe u cap. 2005). OBaj mpoiiec ce aemiaBa joil TOKOM BHXOBE TPAHCMHTpAIHje a
NOBE3aH je ca moBehameM ekcripecuje OeTa-2 WHTETpHHA M CHIDKEHEeM ekcrpecuje L-
cenextuna (Watson u cap. 1997, Zhou u cap. 2005). Mu cmo takohe norBpauau aa LPS
Takol)e ”HXUOMpa arnonTo3y rpaHyJIoONMTa, a Koja je JOAaTHO MHXHUOUpPaHa y KO-KyJITypH
ca PL-MSC. OBu Hana3u ce MOry ymoOpeauTH ca MOJeJMHUM MoJalMa U3 JUTepaType
koju moka3yjy n1a MSC, crumynucane ca Poly I:C, mosehano npoaykyjy IL-6, G-CSF u
GM-CSF mTo y KO-Ky/nTypHu ca HeyTpoduiInuMa JOBOAM JO TMoBehama OKCHIATHBHOT
npacka (akTHBaIHje) ali ¥ CMamkera anonrtose HeyrpoduinHux rpanynonura (Cassatella
u cap. 2011, Park u cap. 2012, Zhang u cap. 2014). YV Hamem mozeny IL-6 6u cBakako
Morao OWTH LMTOKHMH KOju ca LPS nemyje cuHeprucTHyky Ha WHXUOWIH]Y aronTo3e
rpanynonuta. MehytuMm, y ToMe Mory OWTH 3HAYajHU U JApyrd ¢akrtopu. Y TOM
KOHTEKCTY Cy MHTepecaHTHH Hana3u ga MSC W3 pa3nmuuTHX TKHBAa M OpraHa, HaKOH
crumynanuje ca LPS-om n manum konmmunnama IFN-y u TNF-a, nosehaBajy npoaykuujy
IL-8 u ¢akTopa mHxMOMIMje Murpanuje Makpodara (eHri. macrophage migration

inhibitory factor, MIF), miro noBoau 10 nosehane akTHBalMje U MPHINBA HEYTPODUITHHIX

Mmutan Mapkosuh | JOKTOPCKA IUCEPTALIUJA | 155



Juckycuja

rpaHyJIoOUTa, a MITO Jajbe cMamyje mHuxoBy anonto3y (Bartaula-Brevik u cap. 2014,
Brandau u cap. 2014, Gazdi¢ u cap. 2015).

Takohe cmo ucniutuanm ynory PL-MSC Ha anonTo3y rpanysionura y CHCTeEMY e
cy oe hemuje crumynucane ca fMLP. Ilo3HaTo je 1a W3I0XKEHOCT TpaHYJIOIMTA
xemoarpakrantuma nomyt fMLP noBoau 1o ¢popMupama aKTHHCKHX MCEYIONOIUja Tj.
mMopdodorike monaapusamuje y rpanynomuruma (Wright u cap. 2010). Ocum tora, fTMLP
y TOKy 24 4acoBHE cTHMYyJaldje I0BOAM 10 ToBehama cuHTe3e H ociobOabhama
cynepokcuanux jona (ROS) ox crpane neyrpoduia (GpyHKIIMOHAIHA aKTHBAIKja) TPU
yeMy je uctoBpeMeHo noBehana u muxosa amonrtosa (Kettritz u cap. 1997). Mu cmo
takol)e mokazamu Ja je amomnTo3a rpaHjonuTa HakoH TperMaHa ca TMLP mosumiena.
Pasnuka Huje Omia CTaTUCTHUKM 3HAYajHa HAjBEPOBATHH]E jep j€ CIOHTaHA aroInTo3a
rpaHyjonuTa HakoH 24 gaca y kyntypu Oumna mpexo 80%. Mehyrum, PL-MSC cy
CMamuIIe aronTo3y rpaHyionura aktuBucanux ca fTMLP ckopo kao u y KOHTpoiu U3
Yyera ce MOXKe 3aKJbYyYHTH Jla je FUXOB aHTHU-ANONTOTCKU e(eKaT NMPHUCYTaH y CBUM
(YHKLMOHATHAM CTaTycHMMa rpaHyionura (Mupyjyhu HEakTUBHCAHU TPaHYJIOLUTH —
TpaHyJIOIUTH TIepudepHe KPBH; ,,[IPAJMOBAHU" TPAHYJIOLUUTH — TPAHYJIONUTH TPETUPAHU
ca fMLP; aktuBucanu rpanynouuTu tpetupanu ca LPS-om u rpanynonutu u3 PL).

U3 cBera HaBeeHOT, MOKE C€ T'€HEPaTHO 3aKJbYUUTH Aa y uHrepakuuju PL-MSC u
rpanysonuTa in Vvitro, gonasu 10 GopMupama IUTOKHHCKOT MUJbEa KapaKTEPUCTUUHOT
3a UMYHOpPETYJallUjCKU cHCcTeM. MelyTuM, Kaja ce oBaj CHCTEM pa3MaTpa y CKIONY
JEIHOT TIATOJIONIKOT €HTUTETa, Kao mTo ¢y PL, aHanu3a je MHOTO KOMIUIEKCHHja. Y TOM
KOHTEKCTY, CMamere MpoayKuuje nporHpnamanujckux uroknia (TNF-a), a nosehame
npoaykuuje Tregs (TGF-B) u IL-6 noBoau 1o moeehaHor mpexuBbaBamba IPaHyIONUTA
y PL 36or muxubunuje amontosze. Ca apyre cTpaHe HWHAWPEKTHO JI0JIa3H /10 HUXOBE
mMobwmn3anuje u3 nupkynanuje y PL (mosehame excripecuje CD73 wa PL-MSC), kao u
CTUMYyIIallKje MPUIINBa HOBUX rpanynonuta nyreM Th1l/17 ocosune (IL-6 u TGF-B), mto
je oanuka mpo-uHGIaMalMjcke aKTUBHOCTH, OJHOCHO eKriaiepOanuje HH}Iamanuje.
Jpyrum peumma, ca acriekra camienaBama (yaknuje PL-MSC, cHmxkeHa mpoayknuja
TNF-o u nmoBehana IL-6 npoayknuja y $hasu ,,ipajMoBama‘“ TpaHyJIOIHTAa MOXE JIOBECTH
JI0 CMamkeHha OCETJBUBOCTH €HIOTENHUX henuja y morieny TpaHCEeHAOTelTHE MUTpalnje
rpanynouuTa. Mehyrtum, mornyHa aktuBanuja (ctumynamuja ca LPS-om) mocnemryje
NPWINB CBEXHX TpaHyionura y TkuBo (komOuHanuja IL-6 m TGF-B) mcroBpemeno

cMamyjyhu BuXxoBy amonto3y in Situ. OBu mporecn Mory OuTH of 3Ha4aja 3a 00Jby
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(YHKIMOHATIHY aKTMBHOCT T'PAaHYJIOLUTA y IUJbY €IMMHUHALIN]E MAaTOTeHNX MHKPOOCKHUX

arcHaca.

5.7. Yruuaj NET-a na npoaykuujy nuurokuna y kyarypu PL-MSC

WNurtepakunjy MSC u rpanymonura, OCHM MNPEKO MPOIYKIIMjE ITMTOKUHA |
MoJyJanMje amomnro3e Ha in Vitro wuuadaamanujckom wmoaeny PL, momatHO cmo
ynoTnyHuIu ucnutuBameM edekra NET-a Ha mpoaykuujy nurokuHa y Kyatypu PL-
MSC kao u yrunaja PL-MSC na nporiec NET-03e, Bohenu unmenumnom na oapehenu
nporeHar Heyrpodmma ynasu y mpomec NET-o3e wuHIykoBaHe OakTEpHjCKUM
MeTa0OoJIUTUMA, KOJy 3@ pa3jIMKy O alolTo3e KapaKTepHIle pynTypa Iula3Ma MeMOpaHe
u ocinobahame DNK y Buay mpexe (Amulic u Hayes 2011). NET je 3anpaBo Bun
MeXaHu3Ma ypol)eHOT MMYHCKOT OJArOBOpa Yy OKBHpPY KOjer HeyTpouiu xBatajy u
dukcupajy mukpoopranuzme y NET wmpexama mTo MX 4YMHH JOCTYIHHUjUM KakKo
HeyTpo(duIMMa Tako ¥ ocTaauM henujama umyHckor cucrema (Brinkmann u cap. 2004,
Urban u cap. 2006, Mantovani u cap. 2011).

Ha ocHOBy OBUX YMH-CHHIIA HAjIIpe CMO JKeJenu ja mpoBepumo jaa ju PL-MSC
umajy ytunaj Ha NET-o3y mmajyhu y Buay Hamaze 0 HBHUXOBOM aHTH-allONTOTCKOM
edekty Ha rpanyiouute. Mehytum, HakoH Mepewma NET-o3e y kyntypu Herpoduia
3aKJbY4MIIHM cMO J1a je yruB Hamux PL-MSC y oBaj Bug Mmexanusma ypoleHe UMyHOCTH
NpakTUYHO Oe3HayajaH. CXOJHO TOME MPETHOCTaBMWIIM CMO Ja j€ aHTH-allONTOTCKU
mexanuzam PL-MSC wnn unxubupan ¢axropom unaykuuje NET-o3e, mim mackupan
aKTUBAIMjoM HeyTpoduiaHuX rpanyinounta oa ctpane NET nnaykyjyhux arenaca.

HNaxo PL-MSC wnucy yrumanme Ha mpormec dopmupama NET-a, y Hapemaum
eKCIIEpUMEHTHMA UCIIUTUBAJIM CMO KakaB OM yTHIla] MOTa0 MMaTH JIOKAITHO (OpMHUpPAHU
NET na mpoaykuujy uumtokuHa u mnpomudepaunjy PL-MSC y okBupy aBocMepHUX
KOMYHHKaIMja ca rpaHyjionuTuMa. Panuja nctpaxusama cy nokaszana na NET cmamyje
nponykuujy IL-6 ox crpane DC aktuBucanmnx nmomohy LPS-a (Barrientos u cap. 2014).
MehyTtum HUCMO TpOHANLIM CIMYHE pe3yirare koju ce omHoce Ha MSC. CynpotHO
ouekuBaHoM Hanum cmMo naa NET npoBoam mo crumynamuje mNpoaykiuje Mpo-
uHamanujckux nurokuHa (IL-6, IL-8 wu 1L-12p70), Ha ocHOBY uera ce MoOXKe
npernoctaButu 1a NET wmanykyje MSC1 nonapuzanmjy. ¥ ToM KoHTekcty, IL-6 Oum
MOTa0 MHXHOUPATH anonTo3y npeoctainx Heyrpopwmna y PL, nok 6u IL-8 morao nmaTu

yJaory y MoOWIu3angju HOBUX HeyTpodmna u3 kpBu. IL-12 Oum, usmehy ocrammx
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¢yHKIMja, HajBepoBaTHHje Morao yrumatd Ha jaudepenuujarmjy |IFN-y/IL-17
npoaykyjyhux Th1/17 (exThl/17) henuja, oaroBopHHX 3a ersarepOaiujy mporeca
(Geginat u cap. 2016). C npyre crpane, y kyarypu PL-MSC crumynucanux NET-om
JIeTeKTOBaIM cMO noBehany nponykuujy nojeaunux Th2 (IL-4) u Tregs uurokuna (TGF-
B), amu je mpoaykimja IL-5 u IL-10 ocrana HenmpoMmemeHa y OJHOCY Ha KOHTpOly. Y
JeIHO] O] HaIUX paHMjuX IyoOaukamuja cMo mokazanu jga DC nudepenumpane y
NpUCYCTBY Ipo-uHpIaManujckux murokuHa u PL-MSC, unnykyjy Th2 monapusanujy u
ctumymunry gudepenmujanujy CD4*CD25""CD39" T perynanmjckux hemuja, mTo je
npaheno noehanom mnpoaykuujom TGF-B (Poki¢ u cap. 2013). ¥ ckiagy ca oBum
pe3yiTaTuMa MOXKe C€ MPETIIOCTAaBUTH Ja MoBHIIeHa npoaykuuja IL-4 ox crpane PL-
MSC y npucyctBsy NET-a moxxe moxactunatu audepeniujamujy DC in situ. Mehytum,
noehana mpoxykuuja IL-6 m TGF-B moxe ykasuBatm ma PL-MSC nyrem oBux
nurokrHa ctumyaumy Thl7 hemuje (Geginat u cap. 2016). Takohe je mokazano na IL-6
orpannyaBa Th2 mudepenuujanujy y npucyctsy IL-4 (Mayer u cap. 2014), miro 3ajeaHo
yKazyje Ha npouH(piaamanujcku mMonanutet aenoBama NET-a na PL-MSC a mro moxe
OWTH O]l 3HauYaja 3a TOCIENINBAkEe 00paMOCHUX MEeXaHW3aMa y paHoj ¢a3u cTBapamba
PL wm y TOKy er3anep0anuje 3arnabeHCKHIX Iporeca.

Ha xpajy nmornassra o unrepakuuju PL-MSC u HeyTrpodunHux rpanynonuta, y
OKBUPY TBOCMEPHHUX KOMYHHKAIIM]ja ca OCBPTOM Ha MOIYJIALU]y MPOAYKIIHje [IMTOKUHA Y
kyntypu PL-MSC ox ctpane NET-a, moxxemo pehu na mosehana nponayknuja 1L-6, 1L-8,
IL-12p70, IL-4 u TGF-B cyrepuie Ha ¢aBopu3zaimjy Thl7 umynckor oaroopa. OBoj
XHMITOTE3W UJE Y MPUIOT U YHI-CHHIA J1a poayKiuja octaaux Th2 murokuna (IL-5) u
uMmyHoperynanujckux uutokuna (IL-10) Huje 3HayajHo Moaynupana y cuctemy NET-om
ctumynucaanx PL-MSC, kao u ga ctumynamnuja oape)eHOr THIIa UMYHCKOT OITrOBOpa
(Thl, Th2 u Tregs) 3aBucu ympaBo oj helHjcKUX M CTPYKTYpPHUX KoMmoHeHTH PL ca

kojuma PL-MSC komyHummpajy.

5.8. Unrtepakumja PL-MSC u MO

[Tocnenmu neo OBOT MpOjeKTa ce OJHOCHO Ha MCHUTHBame MHTepakuuje PL-MSC
u MO y oBupy Koje je MCHHMTHBaHA EKCIIpecHja MapKepa M MPOAYKIMja IUTOKHHA O
cTpaHe o0a tuma henuja y ko-kyntypu. Hajmpe cmo mo Moneny Koju je NMpUMEHEH Y
npoydaBamuMa wuHTepakinuje PL-MSC w rpaHynonuTa, NpoBepaBalid IMPUCYCTBO

mehyhenujckux koHrakara nsmehy PL-MSC u M@ a Ha 0CHOBY eKcIipecuje Mapkepa 3a
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PL-MSC (CD146) u M@ (CD68). AHaJIn30M KPUOCTATCKUX IMpeceKa TKUBa rPaHyoMa
nmomMohy cBeTJIOCHOT M KOH(OKAITHOT MUKPOCKOTIIa, rmoka3aiau cMo 1a PL-MSC octBapyjy
OpojHe Mehyhenujcke KOHTAaKTe ca JOKaJTHO TKUBHUM M) y nmepuBacKyIapHOM PETUOHY
OKO KpBHHX CyzioBa (apTepuoiie U MOCT-KalWIapHe BEHYJIE) alli ¥ y CTPOMH TpaHyjioMa
(konTakTH MOjenuHauHuX henuja). OBakBU Hajla3u Cy MPEACTaB/bad OCHOB 3a Jajbe
MO/ICITOBa-€ HHTEPaKIKja OBUX hemuja in Vitro.

Kao mTo je Beh panmje ommcano, M@ ce mudepeHuupajy o MOHOIMTA, HAKOH
BUXOBE MHIpaldje y TKHBO IMPH 4YE€My Yy TOKY TpPAaHCEHJIOTEIHE MHrpainuje OuBajy
U3II0KEHE JejcTBY pa3muuutux (akropa pacra nomytr M-CSF u GM-CSF npoaykoBanmnx
OJ1 CTpaHe JIOKAJIHUX henmuja. Y TOKy OBHX IIpolieca OHE TONpUMajy (DEHOTHUIICKE H
(GYHKIMOHATHE KapaKTEPUCTHKE TKUBHO-criennpuaanx M@. ¥V nutepaTypu je moka3aHo
Ja y 3aBHCHOCTH OJ (pakTopa pacta MOHOIUTH MOTY TIONPUMHUTH (HEHOTHII
npounduamanujckux (GM-CSF unaykoBanu, M1) unu umynoperynamujckux (M-CSF
uHaykoBanu, M2) henuja (Sesia u cap. 2015). V ckiaay ca OBUM HOJalUMa, a y IHJbY
MIOCTaBJbakba IITO BEPHHUjET MOJIENa 3a HCITUTHBabe nHTepakuuje PL-MSC u M@ in vivo,
y eKCIIepUMEHTHMa cMO KopucTwim 3 tuna M@, ciontano nudepenmupane (sSMO, 6e3
nonatka (akropa pacra), maktodare uuaykoBane ca M-CSF (mM@) u uHayKkoBaHe ca
GM-CSF (gmM©).

[To3nato je ma sM@ ekcrnpumupajy maH-makpodarau uarpanenyiapau (CD68)
Mapkep Kapakrtepuctudan 3a M1 tum, kao u M2 mapkep (CD206), mto ykasyje aa cy
sM@ xereporena nomynanuja henuja, mpu gemy je yaeo M2 makpodara ckopo 4 myra
Behu y ognocy Ha M1 (Tedesco u cap. 2015). Ocum Tora mokaszano je na LPS/IFN-y
cTuMynucane SMO nocenyjy ¢puOpo6aacTouny MOp(OIOTrujy y KyJITypH 3a pasiuKy of
IL-4/IL-13 unnykoBanux M2 makpodara Koju cy yriiaBHOM okpyrior oonuka (Vogel u
cap. 2014, Tedesco u cap. 2015). Mu cMo y HalllMM HMCIUTHBamUMa Mokazanu ga PL-
MSC noBone o cmamema ekcrpecuje CD206 monekyna Ha sM@, 1ok je ekcrpecuja
CD73 Ouna noBehana mTo ykasyje Ha noBehany MeTaOOJMYKYy aKTMBHOCT OBHX henuja.
Ca npyre ctpane, Hal)eHa je CHIbKeHa WHTpanenyitapHa ekcrpecrja IL-10 u TGF-f kao n
nponykiuja IL-13 (M2 unnykropa) on crpane sM@ y ko-kyiarypu ca PL-MSC. Ha
OCHOBY OBHX pe3yirata Moxe ce 3akibyunth n1a PL-MSC daBopusyjy M1 nmomapusammjy
sMO y xo-kyntypu. MehyruMm, excnpecuja TLR4 na sM@ je cHuXKeHa IITO MOXe

ykazuBatd Ja sM@ cmamyjy ocetsbuBocT Ha LPS. Mehyrum, mpoaykumja IFN-y (M1
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unnykropa) u TNF-o je takohe Omna cHmwkena ox crpane sM@ y ko-kynrypu ca PL-
MSC, mto nne y npuior M2 nonapusaiyje.

o cana je mokazano na MSC mpeko IL-6 yruay Ha M2 nonapuzanujy M@ tako
mro nosehasajy ekcrnpecujy CD206 monekyna (Fernando u cap. 2014). Mu cmo
nokasanu na je npoaykuuja IL-6 ox crpane PL-MSC nosehana y xo-kynrypu ca sM@,
anu ga je ucropemeHo ekcrpecuja CD206 na sMO cuuxena. C apyre crpaHe, UCTU
aytopu cyrepumny na IL-6 y komOunanuju ca IFN-y noBonu mo moBehama mpoyKIiiuje
TNF-o ox crpane M@. 3a pa3nuky oj Tora, MH CMO MOKa3aiu jaa je npoxykuuja TNF-a
3HauajHO CHUXKeHa o1l cTpaHe sMO. Cymupajyhu cBe pe3ynraTte MOKEMO 3aKJbYIUTH Ja
PL-MSC npenomunanTHO ¢aBopu3yjy M1 mnomapuzanujy npu dYemMy Cc€ MOXKe
npernocTaBuTH JAa je noehana mpoayknuja IL-6 HemoBoskHA 1A ycMmepu
mudepeHnujannjy y npasiny M2 ¢genoruna. Ocraje oTBOpeHa U apyra MOryhHOCT 1a je y
XeTeporenoj nomynanuju sM@ moryha mudepennmjanyja kako y npasiy M1 tako u M2
cyonomynanuje ox crpane PL-MSC.

Y HapeaHUM eKCIepUMEHTUMA UCIUTHBAIU cMOo uHTepakuujy PL-MSC 1 mM@. ¥V
JUTEpaTypu CMO MpOHANUIM Tojatak na je ekcrapecuja CD80 monekyna moBehana Ha
mM@ HakoH muxoBe M1 momapusanmje momohy LPS/IFN-y (Jaguin u cap. 2013).
OBakaB ()eHOMEH 3ama3wid CMO Yy HallMM HcnuTHBamuMa HuHTepakuuje PL-MSC u
mM@. Ocum Tora, Hauu cmo nosehame ecnpecuje CD86, CD73 u CD39 monekyna Ha
mM@. Panuja uctpaxkuBama Cy nokaszana aa je Ha IL-4 crumymucanum (M2) mM@
noBehana ekcripecuja CD206, a camkena ekcnpecuja CD14, nok je excnpecuja CD16
nosehana wa IL-10 crumymucanmm (M2) mM@ (Ambarus u cap. 2012). Mu cmo
nokasainu ja je ekcripecruja CD206 na mM© nosehana y ko-xkyntypu ca PL-MSC, mto je
y CKJIaay ca mojanumMa u3 aureparype. Mehyrum ekcrnipecuja CD14 mornekyna je Takohe
Ouna mosehaHa, TO je y CympoTHOCTH ca jureparypoM. Mako je mponykmmja 1L-10 y
Ko-kyntypu PL-MSC n mM@ 6una nosehana, excnpecuja CD16 na mMO Huje 6una
3Ha4YajHO MOJyJHMpaHa. Y JUTepaTypu je Takole mokaszaHo jaa je crocobHoct mM@ na
nosapusyjy y cmepy M1 yapyxena ca moBehanom npoaykmujom TNF-a, IL-103, IL-
12p40 (Jaguin u cap. 2013). Mu cMO y HamlMM HUCIHUTHBAlKUMA TOKa3ald Ja je
nponykmmja IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-27 wu IL-12p70 Owuna cHWKEHa, Kao W
uHTpanenyiapHa excnpecuja 1L-12p40 y ox crpane mMO y ko-kyarypu ca PL-MSC.
O63upom na je npoxnykuuja IL-18, TNF-a, IL-27 u 1L-12p70 6una 3Ha4ajHO CHUXKEHA y

KO-KYATYpU Ca JHUPEKTHUM KOHTAaKTOM M YMETKOM, MPETIOCTaBWJIM CMO Jla j€ OBO
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nocieaua yTuiaja coxyouaHor ¢akropa npoaykoBanor ox crpane PL-MSC, nok cy 3a
cHmkewe mponykuuje |IL-8 najpepoBartHmje oaroBopuHu mehyhenujcku koHTakTh PL-
MSC 1 mM@. Hanum cmo na PL-MSC cmamwyjy u npoaykuujy IFN-y on ctpane mM©O
y KYJITYpH LITO MOXKJa CMamyje ayTOKpUHH edekaT oBOr MoJjieKysla Ha mM@ y mpaBiy
M1 nonapusaumje. Llta Bume, excnpecuja Hekux Th2 (IL-4 u IL-5) u Tregs (IL-10 u
TGF-B) uurokuHa y KO-KyATypu OBHX henuja je Owmma mosehana. O03upom ma je
unTpauenyiapHa excnpecuja IL-10 u TGF-f 6una noehana y mM@ u HempoMemeHa y
PL-MSC, mpermocraBuim cMo Jna je mnoBehame MNPOMYKIMje OBHX IUTOKHHA Y
CylepHaTaHTUMa KyJITypa Moxke OutH mocienuna yrumnaja PL-MSC nva mMQ@.

OcuM MOMEHYTHX IMTOKMHA, HAIlld PEe3yNITaTH Cy MoKa3aau Aa mME CTUMYIUIY
IL-6 npoaykuujy on ctpane PL-MSC u To myrem nupekTHux Mehyhenujckux KOHTaKaTa.
O03upoM Ja je 3a CHHXKEHC MPOIYKIHje MpOouH(IaAMAIUjCKUX IMHTOKWHA OATOBOPAH
conmyboumau (hakTop mpoaykoBaH oj crpane PL-MSC, kao u 1a je ox panmje mo3Haro ja
MSC mnpeko IL-6 mosehaBajy excrpecujy CD206 monexyna na M@ (Fernando u cap.
2014), mpeTmoCTaBWIM CMO Ja je OBaj IMTOKMH Takohe OJNrOBOpPaH 3a CMAambemhe
npoaykiuje Thl murtokuna ox ctpane mM@. 3a oBaj (eHOMEH [e/IOM J€ MOXKIa
onroopan u IDO-1. TTokazano je ma IDO-1 nocrenyje nudepeHnHjanujy MOHOIIUTA Y
M2 (CD14"CD206") makpodare (Francois u cap. 2012). Haiu pesynrati y cKiaay ca
auTepatypoM mnokaszyjy aa je IDO-1 untpanenynapna excrpecuja y PL-MSC 3nagajuo
nosehana y ko-kynTypu ca mM@, kao u ekcripecrja CD206 u CD14 na mM@. [lonamu
U3 JuTeparype ykadyjy aAa je ekcrpecuja CD206 wmapkepa, KapaKTepUCTHYHOT 3a
QITEpHATUBHO akTUBUpaHe MO, nmoBehana kao u MHTpauenynapHa ekcrpecuja IL-10 u
IL-12 y SM@ y ko-kyatypu ca BM-MSC (Kim u Hematti 2009). Takohe je y ko-KynTypu
ca rurauBaHuM (G)-MSC ocum mosehane ekcrpecuje CD206, nHaljena moBuineHa
nponykuuja IL-10 u IL-6 a camxena npoaykimja TNF-a (Zhang u cap. 2010b).

Ha ocHOBy wu3HeTux pesynraTta, 3ak/byuymnn cmo ga PL-MSC mnperexHo
daBopu3zyjy M2 nonapuzanujy mM©O Ha Taj HauuH 1to nosehasajy ekcrpecujy CD206
u CD14 monekyna Ha mM@, cmamyjy IpOoAyKIHjy npouHpiamanujckux a noBehaajy
nponykuujy Th2 u Tregs uutokuna. Ocum Tora mM@ ytuuy Ha PL-MSC na nosehano
npoaykyjy IL-6 u IDO-1.

VY nocnenmem aeny ucnutuBana je uarepakiuja PL-MSC u gmM@. [To3naro je na
gmM@ xapakrtepume M1 denorun (Sesia u cap. 2015). Jlocapamma UCTpakuBama Cy

nokasana ja y uHTepakuuju mianeHtanaux (p)MSC u gmMO nonasu MopdoIomKux

Mmutan Mapkosuh | JOKTOPCKA IUCEPTALIUJA | 161



Juckycuja

(m3myxena, pudpodnacronana popma M@ npenasu y 3Be34acTy), 3aTUM (DEHOTHIICKUX
npomeHa gmMO koje kapakrepuiie nosehame ekcnpecuje CD14 nu CD206, a cmameme
ekcrpecuje Ko-ctumynatopHux Monekyara CD80 um CD86. Takohe je cHmkeHa
nponykuuja npo-uHpuamanujckux (IL-1p u 1L-12p70), a nosehana nponykuuja
umyHoperynamujckux (IL-10) nutokuna (Abumaree u cap. 2013). Y nuteparypu je
Takohe mokaszaHo aa je ekcrnpecuja CD206 u CD16 nosehana na M@ y xyntypu ca AT-
MSC (Adutler-Lieber u cap. 2013). Mu cMo0, CIIMYHO OBHMM Hajla3MMa, [TOKa3aJld J1a je Y
Ha gmMO nosehana excripecuja CD14 u CD16 monekyna, 0K je ICTOBPEMEHO CHIKEHA
npoaykuuja npo-uHguamanujckux nutokuHa (IL-13, TNF-o, IFN-y u IL-8). [Iponykuuja
IL-18, TNF-a u IFN-y Ouna cHWXeHa y KO-KYJITYpH ca JUPEKTHUM KOHTAaKTOM U
kyntypu gmM@ tpetupanux ca CM PL-MSC, Ha ocHOBY uera cMo 3aKkJby4MJIM Ja je
conyOnTHM (akTop mpoaykoBaH o crpane PL-MSC HajBepoBaTHHjE TOBEO 10 CHIKEHA
OBHX IIUTOKWHA, JOK Cy 3a CHWKewme mnpoaykuuje |L-8 oaroBopam mupektHu
mehyhenujcku konTaktu. Mehyrtum mnpoaykuuja [L-12p70 Huje Oumna 3Ha4ajHO
poMemkeHa Y KO-KyITypHu oBuX henuja 3a pasznuky oxa IL-6 ymja je mpoaykuuja 6una
nosumena ox crpaHe PL-MSC, a 3a mra cy HajBepoBaTHHje OArOBOPHH IUPEKTHU
mehyhenujcku kontaktn PL-MSC u gmM@. Ilpoaykiuja IL-6 je Ttakohe Owmna
noBuieHa y kyiarypu gmM@ tperupanux ca CM PL-MSC, mro je mnocnenuua
MPOJYKOBaHUX conyOmnHux ¢akropa on ctpane PL-MSC. Ocum cHuxema npoaykiyje
npo-uHGIAMalKjCKUX IIUTOKUHA OJ1 CTpaHEe OBaKO J00MjeHHX gmMO, moka3aiau cMo Ja
je mpoayknuja IL-4 u TGF-f moBumieHa, 10K je HCTOBpEMEHO CHIDKeHa npoaykiuja IL-
13 y ko-xkyntypu PL-MSC u gmM@.

OcuM TMOMEHYTHX MapKepa pe3yiraTH mokasyjy aa je ekcmpecuja CD209 (DC
sign) u CD1a rakolhe moehana Ha gmM@ y ko-kyntypu ca PL-MSC. Ha ocHoBy camo
oBOr pe3yiarara Moxe ce pehm ga je y momymamuju GM-CSF unmykoBanux MO
npucyran ozapeher yaeo DC. Mehytum 6azanna ekcrpecuja CD11c (mapkep M@) Ha
gmM@ je 6una oxko 80% u HMje OuTHMje MoaynupaHa y Ko-kyatypu ca PL-MSC. Ha
OCHOBY €KCIIpecHje OBa JBa IMOBPIIMHCKA Mapkepa, Moke ce pehum ma ce y mporecy
mudpepennujanuje ca GM-CSF  nobuja mnpenazna dopma MO ca mnojeAnHEM
kapakTepuctukama DC.

Cymapho, Hamm pesynratd mnokasyjy na PL-MSC umajy 3HagajHy U Beoma
KOMIUIEKCHY yjory y matorene3u PL. ¥V Tome cy OuTHe IBOCMEpHE KOMYHHUKAIlHje

usmelyy PL-MSC u daronura (mpeTexHo rpaHyonuTa i Makpodara) Koje ce ocTBapyjy
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IPEKO TUPEKTHUX KOHTaKaTa M COMyOMIHHUX (akTtopa. Mcxoa OBHX MHTEpakifja 3aBUCH
o ¢yHkuroHaaHor craryca kako PL-MSC Tako u ¢arouura uarepakiuje nzmehy MSC
W30JI0BAHUX M3 3aITaJbeHCKUX Jie3Hja U (arolmra, 10 caja HUCY UCTIMTUBAHU Ha OBAKBUM
MoJelMMa W 3aTO TPEACTaBJbajy TOTOAHY OCHOBY 3a JHM3ajHHpAme HOBHUX
eKCIIepUMEHaTa, a y IUJby O0oJber pasymeBama pynkmuje PL-MSC kao nnspHux henmja y

tepanuju PL.
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6. 3akbyunu

VY ckiaay ca moCTaBJbeHUM LIMJbEBUMA, & HA OCHOBY JOOMjE€HUX pe3yliTaTa MOTy ce

u3BecTu cienehu

3AKJbYYILIM:

1. MSC ycnocraBeHe u3 xymanux PL mocemyjy Mopdoliomke KapakTEepHCTHUKE
¢ubpobiacTa, moceayjy KamaluTeT 3a camMoOOHaBJbame, (POPMHUPA]y KOJIOHH]E Yy
KyJATYpH M TOKa3yjy €KCIIOHEHLHjaJIHd TOK pacTa, AOCTHKYhH IIaTo y NepHoay
u3Mmelyy 5. u 7. nana.

2. PL-MSC wumajy crocoOHOCT mudepeHnmjanmje y ocreodiacte, XOHApoOIacTe u
aJIUIOUTE, IIPH YeMY j€ MOTEHIIM]jall OCTeoreHe3e HajBehH a aiunorenes3e HajMamu.

3. PL-MSC wucnossaBajy Mapkepe TunuuyHe 3a MSC apyrux JOeHTaIHMX TKUBa ca
Hajeehom ekcrpecujom CD90, CD73, CD56, CDI105 u CDI166, ymepeHom
excripecrjoM CD146 nu CD44 u HajmamoMm ekcrpecujom CD39, SSEA4 u STRO-1
MOJIEKYJIa.

4. Hu jenaH oa MCIUTHBAHMX MapKepa Ha M30J0BAaHUM, U Y KYJITYpH HpONAarupaHUM
PL-MSC, nuje cnenmduuan 3a MSC in situ. Hajsehu 0poj mapkepa je ucrosbeH Ha
€HJIOTETy KPBHHUX Cy/IOBa KallWiapa W IOCTKAMJIapHUX BEHYJA Kao M I0jeIUHUX
NEepUIUTa, HAa OCHOBY 4Yera ce MOKe HpPETIIOCTaBUTH Ja j€ HajBepOBaTHH]e
cybnonynanuja nepunura pesepsoap PL-MSC.

5. PL-MSC cy mnomioxHe pjenoBawmy aronucra TLR u npoundramanujckux
MeujaTopa.

6. LPS nosehara excnpecujy CD73 u IDO-1 xao u nponykuujy IL-6, IL-8 u IFN-y ox
ctpane PL-MSC. Poly I:C nosehasa ekcnpecujy CD73 u IDO-1 u npoaykuujy IL-
1B, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10 u IL-27. Pam3CSK4 nosehasa excnpecujy CD73 u
IDO-1 u mponykumjy IL-6 u IL-12 a cmamyje excripecujy CD166 u npoxykiujy IL-
1B, TGF-B u IL-27. Kokrten npoundnamarujckux meaujatopa (IL-1p, IL-6, TNF-o u
PGE2) nosehasa excnpecujy CD73, IDO-1, IL-4 u IL-5 a cmamwyje npoaykuujy IL-8
u TGF-B on crpane PL-MSC.

7. PL-MSC, ycnocraBibene wu3 acumntomarckux PL, mnosehaBajy mnponykuujy
umyHoperynamujckux murokuHa (IL-10, IL-27 u TGF-B) y xyntypu ox ctpane IC u3
acumnrtomarckux PL. Edexar PL-MSC na mpoaykumjy IL-10 u IL-27 je
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

ocpeoBaH conyOmnHuM dakTopuMma a 3a edekar Ha mnpoaykuujy TGF-B cy
HajBEpOBAaTHH]€ OJTOBOPHU AUPECKTHU MelyyhellnjcKu KOHTaKTH.

PL-MSC wu300BaHe ®3 KIWHUYKH PA3IMYUTUX Jie3uja (CHUMIITOMATCKE M
ACUMIITOMATCKE) UMajy CIUYaH Moaynanujcku yrunaj Ha PL-MNC, anu je oarosop
PL-MNC pa3nuuur.

Sy PL-MNC cmamyjy TpoayKinjy cBa Tpu npouH@amanujcka mutokuHa (IL-1[,
TNF-o u IL-8), a moBehasajy nponykuujy TGF-B y ko-kyarypu ca PL-MSC. AsPL-
MNC cMmamyjy npoaykuujy IL-18 u TNF-a a nosehaBajy npoaykumjy TGF-f u IL-
10 o UCTUM €KCIIEPUMEHTAIITHUM YCIOBUMA.

PL-MSC (mepunut) ocCTBapyjy OJMCKE KOHTAaKTe ca TpaHYJIOUUTHMA U
Makpodaruma in Situ, mTo Moke OUTH OCHOBA FbUXOBUX JBOCMEPHUX KOMYHHKAIIH]ja
NOKa3aHKX y IN Vitro ucnutuBamuMa.

PL-MSC cmamyjy npoaykuujy TNF-o o cTpaHe HECTUMYJIHCAaHUX U aKTHBHCAHUX
(LPS, fMLP) rpanynouura nepudepHe KpBU MyTeM cOnyOMmnHux ¢GakTopa, JA0K CBa
TPU THUNA TPaAHYJIOLMTAa IOCPEJACTBOM JUPEKTHUX KOHTAaKaTa CTUMYJIHILY
npoaykiujy IL-6 on crpane PL-MSC. PL-MSC rtakohe cmamyjy npoaykuujy 1L-27
on crpane fMLP akTHBHCAHUX TPaHYJOIMTA MPEKO COTYOMIIHHX MEIHjaTopa, AOK
LPS akTuBHCaHM TpaHYJIOLUMUTH TyTeM JAUPEKTHUX KOHTakara moBehaBajy
npoaykuujy TGF-B ox ctpane PL-MSC.

PL-MSC unxubupajy anonto3y, Kako HECTUMYJIMCAHUX Tako U cTuMmynucanux (LPS
nwmn fMLP) rpanynonura nepudepHe KpBu, Kao U TpaHyiouuta u3 PL,
HajBepOBaTHUjE€ MyTeM JAUPEKTHUX Melyhenujckux KoHTakaTa U COJyOMJIHHX
npoaykara, o kojux IL-6 uma nomuHanTaH edekar.

NET mnosehaBa mponykumjy IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-4, TGF-f a cmamyje
npoaykuujy IFN-y u IL-27 oxn ctpane PL-MSC y kynarypu.

PL-MSC cmamyjy excnpecujy CD206 u TLR-4 u npoaykuujy TNF-o, IFN-y, 1L-13,
IL-10 u TGF-B, a noBehasajy excnpecujy CD73 oz crpane sM@ y KynTypH, LITO
yKa3yje Ha MoTeHKIHjanHy audepeniujannjy sMQ y cyononynanujy M1 ¢enoruna.
PL-MSC mnogehasajy excnpecujy CD80, CD86, CD14, CD206, CD73 u CD39 u
npoayknujy 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 u TGF-p, a cMamyjy nponykuujy IL-1p, TNF-a,
IL-8, 1L-12p40, IL-12p70 u IFN-y ox ctpane mM@, mTo yKasyje Ha Mojapu3anujy
mMO y npasuy M2 ¢enorumna.
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16. PL-MSC mnogehaBajy excmpecujy CDI14, CD16, CD73, CD209 u CDla u
nponykuujy IL-4 u IL-6, a cHmkaajy npoaykuujy IL-1p, TNF-a, IL-8 u IFN-y ox
cTpane gmM@, mTO yKazyje Ha BUXOBY IMOJIapU3alujy y npasiy M2 ¢eHortura.

17. Ce Tpu cybnonynamuje M@ crumynumy nponaykuujy IL-6 ox crpane PL-MSC y

KO-KYJITYpH alld pa3InuuTO MOJYJIHpajy (PEHOTHUIICKA CBOjCTBA OBHX henwja.
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8. buorpaduja ayropa

Hp Munan Mapkosuh je pohen 25. pebpyapa 1984. ronune y Kpymepmy. OcHOBHY
mKomy je 3aBpmuo y I'. PaTajy ca ognmuunum ycrexoM u Kao 100uTHUK BykoBe maumiome je
nporiamieH 3a haka renepanuje. Cpeamby MIKOIY je 3aBpIIMo y biaiy ca olJIMYHUM yCTIEXOM
rae je takohe noOutHuk BykoBe mumiome u hak reHepamuje. Y TOKY CPEeIEHOUIKOJICKOT
oOpa3oBama JBOCTPYKH je JOOWTHHK Harpaja 3a OCBOJEHO MPBO MECTO Ha PEMyOIUIKOM
TaKMHU4YEHY U3 npeamera buosnoruja oprannzoBanom 2002. u 2003. ronune.

Ip Mwunan MapkoBuh je 3aBpmmo MeaunuHCKA (GakKylTeT, OJCEK CTOaTOJIOrHja
VYuusep3uteta y Humry 30 okto6pa 2009. ronune ca npocexkom oreHa 10.00. Y Toky cTyauja
je 6mo meMoHcTpaTop Ha BexkOama 3 mpeamera AHaToMuja yoBeka y nepuony 2004/2005 u
Menunuacka ¢usuonoruja y nepuoay 2005/2008 romuna. JJoOUTHUK je OpojHUX HArpana
JI0JIeJbUBAaHUX 32 HajOOJbE CTYNIEHTE O] KOJUX Cy Haj3HauajHUje:

e 2005. Crunennuje @oHpanuje 3a pa3Boj HAYYHOT U YMETHHYKOT IOAMIIATKA
Peny6nuke Cpouje (III roguna crynuja);

o 2005. IMpu3name Pakynrera 3a Hajooswer crymenta Cromaronoruje Ha |1
TOJUHU CTY/U]a;

e 2007. Crunenauje ®onpanuje Xemodapm;

e 2007. Eurobank EFG mkonapuHa 3a HajOOJbET CTYICHTA 3aBPIIHE T'OJUHE
CTyAH]a;

e 2008. Ilpusname dakynrera 3a Hajoosber cryaeHta Cromaronorwmje Ha V
TOJUHU CTY/N]a;

e 2007., 2008. u 2009. IloxBanxuna Cprcke HapogHe oj0paHe y AMepuI,
®onp 3a cTuneHaAupame cryaeHata Muxajno ITynun, Yukaro, CA/l.

[To 3aBpuIeTKy OCHOBHUX CTyAMja, Ap Munan MapkoBuh je ynucao mociaeaunioMcKe
ctyauje Ha MenuuuHckoM (Qakyntetry VYHuBep3utera y Hwumy, onceky basuuna
uctpaxuBama y cromaronoruju (AJIC-BC, unnex 6p. 14/09). ¥V ToKy HOKTOPCKUX CTy/Hja
aHra)XOBaH je Ha MpOjeKTy MUHHUCTapCcTBa INPOCBETE, HAyKe M TEXHOJOIIKOI pa3Boja
Penryomuke Cp6uje (OM 175102) ox 1. oktoOpa 2011. ronuHe Kao UCTpakuBad MPUITPABHUK.
3a BpeMe pajga Ha MPOjeKTy H3abpaH je y BHUIE HCTPAXKUBAYKO 3Bamke (MCTpaXKUBa4
capagHukK) 26. oktoopa 2016.

Jp Munan Mapkosuh je unan [lpymrBa umyHnonora CpOuje u ydecHuk je IV

eBporickor konrpeca umynosora (EFIS; European Federation of Immunological Societies)
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onpxaHor y beuy ox 6.-9. centemOpa 2015. ¥V Toky paga Ha IpojeKTy ayTop je U KoayTop 3
paza 00jaBJbeHHX y HAydHHM dYacomucuma oa MehjyHapomsor 3nadaja (M21-M23), jeaHor
paza 00jaBJbEHOT Y HAYYHOM YaCOIMUCY OJ] HarroHamHor 3Havaja (M52) u 10 caomiirerma ca

Mel)yHapoIHHMX CKYNOBa MITaMIaHKUX y u3Bony M34.
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjemM na je TOKTOpCKa JucepTalyja, Mo HaCJI0BOM

NHTEPAKIIMJA MESEHXUMCKUX MATUYHUX REJINJA U3
HNEPUAINIEKCHUX JIE3UJA U ®PAT'OLIUTA

Koja je ogOpameHa Ha MeaunuackoM (akynrery YHuBep3utera y Humy:

® pe3ynTar COICTBEHOI UCTPAXUBAYKOT Paja;

e Jla OBy JUCEpTalM]y, HU y LEJIMHU, HUTU Y JI€JOBHUMA, HUCAM IIpHjaBJbUBA0/JIa Ha
OpyruM (akyiaTeTiMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

® Jla HHCAM IOBpPEAMO/Ta ayTOpCKa IpaBa, HUTH 3J0YHNOTPeOMO/f1a MHTENEKTyalHy
CBOJUHY APYTUX JIHIIA.

Jlo3BosbaBaM Jia ce oOjaBe MOJU JIMYHU MOJAIM, KOJU Cy Y BE3U ca ayTOPCTBOM U
I00MjakbeM aKkaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Ipe3uMe, TOAUHA U MECTO
pohema u naTym o0OpaHe pajaa, ¥ To y Karanory bubnuoreke, J[urutaiHoM perno3uTopujymy
VYuusepsutera y Humy, kao u y nyonukanujama YHuep3urera y Humry.

Y Humy,  19.12.2016. roa.

[Tormuc’ ayTommﬂ/IxfepTauHJe
O A errn—
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HN3JABA O HICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB gucepranmje:

NHTEPAKIIMJA MESEHXUMCKUX MATUYHUX REJINJA U3
IHHEPUAIIEKCHHUX JIE3UJA 1 PAT'OLTUTA

U3jaBpyjeM na je CNEKTPOHCKHM OOJHMK MOje JOKTOPCKE Iucepraiyje, Kojy cam
npeaao 3a yHollewke y JUrurajnu peno3utopujym YHusep3utera y Huuny, ucroBeran
[ITAMITAHOM OOJIHKY.

Y Humy,  19.12.2016. roa.

[Tornc ayropa aucepranyje:

/ /
(«’ w /’,l /A L cre ex—
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N3JABA O KOPUIIREBDY

Osnamhyjem YHuBep3uTeTrcky OuoOmmoreky ,Hukoma Tecna®“ ma y [dururannm
perno3uToprjymM YHuBep3uTera y Huiy yHece Mojy JOKTOPCKY TMCEPTAIIH]Y, ITOJT HACTIOBOM:

HNHTEPAKIIMJA MESEHXUMCKHUX MATUYHUX REJINJA U3
HNEPUANIEKCHUX JIE3UJA U ®PAT'OLIUTA

JlucepTanujy ca CBUM IIPUIIO3UMa MIPEAA0 CaM Y €JIEKTPOHCKOM OOJIMKY, IIOTOHOM 32
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy HOKTOpPCKY AMCEpTalH]jy, YHETY y JIUrHTaIHU PEO3UTOPUjyM YHUBEP3UTETA Y
Humry, MOry KOPHCTHTH CBH KOjH IOILITYjy OIpea0e caipikaHe y 0AadpaHOM THILY JIMICHIIC
Kpeatusue 3ajenuuie (Creative Commons), 3a kKojy cam ce OJTy4Ho.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepuujantao (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AytopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — AeauTh o uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaje (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutr o uctuM yciosuma (CC BY-SA)

Y Humy,  19.12.2016. rox.

[Tornuc ayTopa pits epTauHJe
Mﬁ/ZL ot A
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