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Osa dokmopcka ducepmayuja y nomnyHocmu je ypabena y Jlabopamopuju 3a
eKkcnepuMeHmasHy xemamooz2ujy u mamuyHe heauje HHcmumyma 3a meduyuHcka
ucmpascusarea, YHusepaumema y beozpady y okeupy npojekma “PezenepamugHu u
MOOYy/amOpHU  nomeHyujaan adyamuux mamu4Hux heauja” OH 175062
¢uHaHcupaHoz 00 cmpaHe MuHucmapcmea 3a npoceemy, HayKy U MexHO/J0WKU
pa3eoj Penyb6auke Cpbuje, yuju je pykosodusaay dp JuaHa bByzapcku.



3axea/sHuya

Hajsehy 3axeanHocm y peaausayuju dokmopcke ducepmayuje dyzyjem ceojoj meHmopku op
Apenku TpusaHosuh 6e3 uujez npedaHoz aHzaxcoeara 08a me3a Hukada He 6u 6u.aa
npupehena. HajuckpeHuje joj ce 3axeasbyjeM HaA NPEHECEHOM 3HAHY, CMPN/bery,
uHUyujamueu, 6espesepeHoj noceeheHocmu u cgecpdHoj nodpwyu. Fbena noxcpmeosarHocm
6usa je npecydHa y u3padu ose me3e, a yjeOHO U UHChUpayuja 3a Moj UCMpaxcusayku
paseoj. 0d cpya joj ce 3axsasvyjem Ha npujamesbCKoj capadrbu.

Ioce6Ho seauky 3axeanHocm dyzyjem ceojoj menmopku JOp Juavu bByeapcku Ha
8e/IUKOJYWHUM CA8emumda U UCYpNHUM CMEPHUYaMa Koju cy donpuHeau KOHAYHOM 06AUKY
oge me3e. HajuckpeHtuje joj ce 3axeasbyjem HaA npyiceHoj nodpwyu mokoM O0OKMOPCKUX
cmyduja, aau npe cgeza, HA YKA3AHOM nogepery U npuauyu da ucmpaxcusaquku pad
Hacmasum y okeupy Jlabopamopuje 3a eKcnepumMeHma/aHy XxeammoJo2ujy u MamuyHe
heauje MFHcmumyma 3a MeQUYUHCKA UCMPAaXcusarsd .

Hajckpenuje xeana npog. dp Anexcandpu Kopah Ha kopucHum cagemuma u cyzecmujama
npuaukoMm obaukosarba o8e ducepmayuje. HeuszmepHo xsasna Ha uHCNUpamueHUM
npedasarbumd, NPYy#eHoMm 3HAary MOKOM cmyduja u ceecpdHOj nodpwyu y K/eYYHUM
mpeHyyuma mokom dokmopcKkux cmyduja.

Beauko xeana dyeyjem dp AsnekcaHdpu Jaykosuh Ha Hecebu4HOj nodpwyu u dpazoyeHum
casemuma, He camo y u3padu oge ducepmayuje, 8eh u y Mom yesKynHOM UCMPAICUBAYKOM
pady u HayyoMm ycaspuiasarsy.

Jp Becwu Hauh u dp Xyamy @panycky Canmubarbe3sy Xea.nd HA NPYHCHOM 3HAMY U
MHO206POJHUM KOPUCHUM cdgemuMa npu u3eoherby ekcnepumMeHmaaHux 3a0amaka.

Hajcpdaunuje xeana dp Caasky Mojcuanosuhy Ha nomohu npu mymauery pesyamama
npomoyHe yumomempuje, aau U KOPUCHUM cagemumd NpuauKoM mMexHUu4Kkoz 006.1uKo8area
ose mese. /][pazum kosezuHuyama, dp Heanu Okuh Bophesuh, dp Jeaenu Kpcmuh, Xpucmunu
O6padosuh, Anhenauju [lemposuh, kao u CHexcanu Mapkosuh geauko xgasa Ha c8oj nomohu,
€8pCcUCX00HUM cy2ecmujama, 8eAUKOj No0pwyl, aau U Ko1e2ujatHocmu npu c8aKk00He8HoM

paody.

Beauky 3axeasnnocm dyeyjem dp Cphu Jankosuhy Ha npakmuyHoj homohu 4uje 3Hare U
y/A02€ceHu mpyo cy ymHo2ome donpuHeau uspadu oge ducepmayuje.

Xeana dp Maju Musaemuh koja Ham je omozyhuia da npukynumo mkuea nepuodoHyujyma
Kako 6u ce cnpoge/1a Ucmpaxcuearsa cnposedeHda y okeupy ose ducepmayuje.

Ceum kosezama HHcmumyma 3a MBOUL{UHCKCI ucmpaxcuearba xedas/a HAa capadH_-,u u
KO./lezujCl./lHOCmu.

H3Hao ceeea, Hajeehy 3axeasHom dyzyjem ceojoj nopoduyu u 6AUCKUM npujamessuma Ha
be3pe3epsHOj nodpwyu, cmpn/ery U pasymesarsy, aau U NpyxrceHoj /bybasu u uU3eopy
UHchupayuje.



YTULAJ LPS U IL-33 HA AAYJITHE MATUYHE hEJ/IHJE
TKUBA IIEPUOJOHIIU]JYMA: ®YHKLH]JCKE IPOMEHE U
AKTUBHUPAHHU MOJIEKYJICKH MEXAHU3MH

Pesume

CaBpeMeHU HAaYMHU Jieuewha pPa3/IMuMTHUX 000/beka yCHe AYIJbe, HACTalIuX
yciaen ypobeHux JgedopMuTeTa, MexXaHUYKUX owTehewa wuian mnopemehaja
y3pOKOBaHMM  MHQJIAMaTOPHUM  WJIMA  TYMOPCKHM  000/belbMMa  MOTY
npe/ACTaB/baTU KOMILJIEKCAH KJIMHUYKH 3aJlaTak ¢ 063UpoM Jia ce HaMehe 3axTeB
06HOBe QyHKIMje, ald U eCcTeTUKe opodalujaJHOr perdoHa. 3HayajHy yJory y
OZip>Kamy CTPYKTYpe U PyHKIMje opodalujaJHOT CUCTEMA UMa NOTIOPHO TKUBO
3yba y OKBUpY KOra TKMBO NepUOJOHLIMjyMa NpeJcTaB/ba Be3dy usMeby 3yba u
aJiBeoJlapHe KOCTU. TKMBO NMePHUOJIOHIIMjyMa je 60raTo Me3eHXMMCKUM MaTHUYHUM
henujama (MMT), Te Moxe OUTHM mnorojaH u3Bop mnomnysaauuje MME 3a
NOTEeHLHja/IHy TepanujcKy NpuMeHy. Ycies ouTehewa TKUBa NMEPUOJOHIMjyMa
yCIOCTaBJ/bakbe CTPYKTYpe U QyHKIMje 3y6a, a TUMe U opodalyjaHOT CUCTeMa je
BEOMa OTeXaHO YakK M Y3 IPMMEHY HajcaBpeMeHUjUX NPOTETCKUX TpeTMaHa. Unak,
¢yHknyjcke ocoomne MMh nepuogonnujyma (I1[-MMR) Hucy y normyHocTH
VCNIUTaHe, LWITO MpeJCcTaB/ba HEONXOJaH YCJOB 3a HUXOBYy npumeHy. [loce6Ho
Ba)kaH acCHeKT IpeJjCTaB/ba MO3HaBawe NoHaumamwa [1[-MMh y nHdsiamaTopHOj
MUKpOCpeAuHH, O0yayhu Ja [0 pasapama TKMBaA NEpPUOJOHIMjyMa Hajuyelnhe
JloJlasu  ycJeZi TNapoJlOHTONAaTHje, XPOHUYHOr HHGJIaMaTOpPHOr 000J/bera
NOTIOPHOT TKHBa 3yba Koje MoXe JIOBEeCTH A0 ryouTka 3yb6a. [lopep Tora,
MH}JIaMall¥ja MOTOPHOT TKHBa MOXe OUTH mpaTeha KoMIJIMKalMja HaKOH
NOCTaB/balba JEHTAJHUX HMIUIAHTATa ILITO Takobe yka3yje Ha mNoTpedy 3a
no60JbllIaBakbeM NOCTOjeNUX MPOTEeTCKUX TPeTMaHa.

UcTpaxkuBawa o6yxBaheHa OBOM JucepTalUjoM HMaJja Ccy 3a Wb
Jlobvjame MoJaTaka O YTHULAjy gakTopa KOju ce Mory HahM y HUIIM TKHUBa

nepuoJioHIMjymMa Ha ¢pyHkKIHUjcka cBojcTBa [I/I-MMh. UcnutuBan je ytuuaj LPS,



Kao CHa)XHOT MHMLMjaTOpa HWHQJIaMaTOpPHOr IMpoleca, Ha pereHepaThUBHA U
MMyHoMoJyJiaTopHa cBojcTBa [1/I-MMh. Ha MoJsiekyJickoM HUBOY yTBphUBaHU Cy
MexXaHU3MU Koju mnocpenyjy y edektuma LPS, npu demy je aHasusupaHa
akTuBHOCT MAPK (opn enr.. Mitogen-Activated Protein Kinases) cMrHa/IHUX IyTeBa.
[lopen Tora, yrBphuBan je edekar IL-33, kao eHJoreHor ajapMHUHa, Ha
pereHepaTuBHa cBojctBa [IJ[-MMh. ¥V cksiony yTBphuBawa MOJIEKYJICKUX
MexXaHM3aMa KOjU cCe Hajlase y OCHOBHU JenoBawa IL-33 wucnutuBaHa je
yk/bydeHocT NF-kB (oa enrsa. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) v 3-KaTeHUH CUTHAJIHUX My TeBa.

JlobvjeHn pe3yaTaTU MOKa3yjy Aa UCOIUTHUBAHU GAKTOPU MMajy 3HadajaH
yTHUIaj HA PyHKIUjcKa cBojcTBa [1/[-MMR, npu yemy Hu LPS Hu IL-33 He yTu4y Ha
BHjabUJIHOCT, MOpdoJiolliKa Kao HU (PpeHOTHUIICKA CBOjcTBa 0BUX hesuja. Edekar
LPS orsnema ce y 3HayajHOj HHXUMOMLMjU oOCTeoreHe3e, IITO je mpaheHo
CTUMYJIalljOM XOHApPOTreHe U aaunoreHe audepeHujanuje nocpeacrsom ERK1,2
(om eunrn. Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2) curHaausanyje.
UctoBpemeHo, LPS He yTuue Ha MurpaTtopsy cnoco6Hoct [1/[-MM'R, anu noactuye
IbUXOBY KOHTPAKTHUJHOCT, OJAHOCHO CTHLIakhe MUOPUOpoOGJacTHOT (eHOoTUNa
Kpo3 CTUMyJIaLlMjy  €eKCIIpecHuje MOJIEKYJIa KapaKTepUCTUYHUX 3a
Muodubpobsacte wto je nocpepoBaHo ERK1,2 curHanHum nyrtem. PedynrtaTtu
aHa/IM3e UMYHOMOAyJ1aTOpHUX cBojcTaBa [I/[-MM'h y npucyctBy LPS nokasyjy za,
aktuBupajyhu ERK1,2 curHaniu nyrt, kox IIJ-MMTKh LPS wunHxubupa
TpaHceHAo0TecKy murpauujy (TEM) MoHoHyk/eapHux henuja nepudepHe KpBU
(MHTR), fok 6J1aro yTU4e Ha CMakberme eKClpecyje MOBpUIMHCKOT Mapkepa CD29
kog MHTh. Ca apyre crtpane, LPS He mopudukyje cnocobnoct II/I-MMh pa
MHXUOUWpajy mnposndepanujy MUTOreHoM ctumyaucaHe CD4+* cybnomynauuje
MHTh, kao HU oAHOC 3acTyn/beHOCTU CD4+CD258ucoxo /CD4+CD25%4ck0 qumbonuTa.
Y KOHTeKCTy aHa/i3e MoJyJalyje CBoOjcTaBa hesvja MUjeJOUAHOT NOPEKJa,
WCTpakuBama obyxBaheHa OoBOM JucepTanujoM nokasyjy ga LPS He yTuye Ha
cnoco6Hoct I[I/I-MMh pa wusxubupajy TEM nonumopdoHykieapHux henuja
nepudepne kpBu ([IMh), na cnoco6HocT [1/I-MMh fa MoguduKyjy pecnupaTopHU
npacak [IMR, kao HM Ha 3actymbeHoct CD33+, CD45* u CD34* hesnuja y
nonysauuju MHh. Ca pgpyre crtpane, nperperman I[I/I-MMh ca LPS 3HavajHO



HHxubupa 3actyn/beHoctT CD14+* MHR y3 yuemhe ERK1,2 curnannor nyta. [lopep,
tora, LPS, aktuBanujom ERK1,2 curHasHor nyTa, 6/10KMpa CTUMYJIaTOPHU edeKaT
[IA-MMTh nHa  dopMupame yKynHor 6poja  KOJIOHMja  OINpeJe/beHUX
XeMaTONOeTCKUX MNpOoreHMTopa npucyTHux y nonynauuju MHH nepudepene
KpBH, MeDhy kojuMa cy Haj3actynbeHUje CFU-GM kosionuje. AHanu3a ytunaja LPS
Ha eKCIIpecrjy UMyHOMOAYJIaTOPHUX MoJieKyaa Kox I1/-MM'h nokasyje na LPS He
yTU4Ye Ha KOHCTUTYTUBHY ekcnpecujy HLA-A n HLA-DR reHa, JOK CTUMYJIHIIE
reHCKy W npoTeuHCKy ekcnpecujy COX-2 u IL-6 kox IIJ-MMh. Ctumynanuja
ekcrnpecuje COX-2 u IL-6 nog ytunajem LPS kop [1/I-MM'h nocpegoBana je ERK1,2
curHasiiuMm nyrteM. [lopen tora, [1I-MMh KOHCTUTYTUBHO eKcnipumupajy STZ u
IL-33 reH, npu yeMy LPS noBehaBa ekcnpecujy STZ reHa, ajyd cMambyje eKCIpecHjy
resa 3a IL-33.

PesysitaTy ucnuthBawa ytuuaja IL-33 Ha pereHepatuBHa cBojcTBa II/I-
MMT noka3yjy pAa o0Baj LMTOKMH CTHUMYJIMIIE €KCIpecujy Mapkepa
miaypunoreHtHoctd koj [I[-MMTK (OCT-4, SOX-2 u NANOG) rae je youeHa
yk/bydeHocT NF-kB u [-kateHuH curHannux nyrteBa. Ca gpyre crpane, IL-33
uHxubupa ocreoreHy audepenuujauujy I[1/I-MMK nocpeacrBom NF-kB u 3-
KaTeHUH CUTHaJIHUX nyTeBa, A0K nperpetrMmad I[I/I-MMh ca IL-33 cTtumynuiue
ocTeoreHy audepeH1yjanyjy Ha HUBOY aKTUBHOCTH €H3UMMa asikajHe pocdaTaze
(ALP, of enr.a. Alkaline phosphatase). HacynpoT yTuiiajy Ha octeoreHesy, IL-33 He
yTHUYe Ha XOH/JIpOreHy U aaunoreny audepenyujanujy [11-MMh. MehytumMm, Tokom
octeoreHe gudepeHuujanyje IL-33 ctumynuiue npoaudepaTuBHy akTUBHOCT [1/1-
MMT nocpeactBoMm [(-kateHuHa. UctoBpemeHo IL-33 mnoacthye crnoco6HOCT
dopmupamwa CFU-F (og enra. Colony Forming Unit - Fibroblast) xononuja [1/[-MM'h
y CTaHJapJHOM MeJAujyMy, ajJli He MOAUPUKyje CTUMYyJaTOPHU edeKaT caMor
OCTeOTeHOT MeJujyMa. ¥3 TO, UICIMTHBamwe hesnjcKor cTapewa, nokasyje aa IL-33
VHXUOMpa aKTUBHOCT eH3uMMa [-raysakto3ujiase koj [1/[-MMh KyJaTuBHCAaHUX Yy
CTaHJApJAHOM U OCTEOTreHOM MeJHjyMy, NpPU 4YeMy caM OCTeOreHU MeJHjyM
3HA4ajHO peAyKyje npolieHaT hesvja Koje eKCIPUMUPA]jy B-rajakTo3ujasy.

Ha ocHOBy wu3/0eHHUX pe3yaTaTa MoOXe ce 3akbyduTu nga LPS, kpos
MoAyauujy AudepeHLUjallMOHOT MOTEeHIMjala, Ipe/cTaB/ba 3HayajaH GpaKkTop y

peryJjanuvju pereHepatuBHor noreHuujasa II/I-MMh. UcroBpemeno, LPS je u



peryjaTop HWMYyHOMOJYJAaTOPHUX AaKTHBHOCTU OBHUX hejMja Kako Kpo3
Moaysianujy uatepakuyyje [1-MMh u umyHckux hesuja, Tako U Kpo3 Moy ialujy
NpoJAyKLUje UMyHOMOAyJaTopHUX ¢akTopa. 3a pasauky of LPS, Ha ocHoBy
NpeJiCTaB/beHUX pe3yJTaTa MoXe ce 3ak/bydyuTdu gAa je IL-33 kao eHjoreHu
aJlapMHMH, TNpETeXHO YyK/by4eH Yy peryJaanujy octeoreHe jaudepeHLUjanuje
ucnospaBajyhu npoTeKTUBHe edeKTe Ha INOMyJallyjy NPOreHUTOPCKUX hesuja
NIEpUOJOHLUjyMa, Kpo3 clpedyaBame crapewa [I/I-MMT, mnoactuname
nposiidepanyje U KIOHOTEHOCTH, OJJHOCHO MaTUYHOCTH. OBU HaJsa3u JONpPHUHOCE
6oJ/beM carsiefjlaBamy MClo/baBawka QyHKIUjckuX cBojcTaBa [1/[-MMh y ycioBuMa
MH(pIaMaTOpHEe MUKPOCPEeAMHE, ILITO je BaKHO 3a pa3yMeBambe PU3U0JIOTHje 0BUX
henuvja y HOpMa/HUM ¥ NATOJIOLIKUM CTalkbUMa, Kao U 3a pa3yMeBambe Mpoleca
KOju ce HaJia3de Y 0CHOBU QyHKIHOHUCawa [1/[-MMh. UcTtoBpeMeHo, 0BM HaJsia3u
3HA4ajHU Cy W 3a yHallpehrBamwe noctojehnx MeToa Jieuewa NOTIOPHOT anapara
3yba, ajJd yjefHO M OCHOBA 3a pa3BOj HOBUX IMPUCTyNa Jiedewa y OKBUDPY

pereHepaTUuBHe MeJWIMHE 3aCHOBAaHUX Ha npuMeHH [1/I-MM'h.

K/byyHe peum: wmeszeHxumcke mamuuHe heauje, nepuodouyujym, LPS, IL-33,
dugepeHyujayuoHu homeHyujaa, UMyHomModyAayuja, MamuyHocm, npoaugepayuja
Hay4Ha o6aacT: buosozuja

Yka Hay4yHa o6JacT: buosozuja heauja u mkusa

YJIK 6poj:



THE INFLUENCE OF LPS AND IL-33 ON ADULT STEM CELS OF
PERIODONTAL LIGAMENT: FUNCTIONAL CHANGES AND
ACTIVATED MOLECULAR MECHANISMS

Summary

Contemporary methods for treating various diseases of the oral cavity, caused by
congenital deformities, mechanical damage or damage caused by inflammatory or
tumor diseases can be a complex clinical task, given that the requirement for restoration
of function and aesthetics of the orofacial region is imposed. The supporting tissue of
the tooth in which the tissue of the periodontium represents the connection between
the teeth and the alveolar bone, has an important role in maintaining the structure and
function of the orofacial system. The tissue of the periodontium is very rich with
mesenchymal stem cells (MSC) and can be a suitable source of MSC population for
potential therapeutic use. Due to periodontium damage, the establishment of teeth
structure and function, and consequently the orofacial system, is very difficult, even
with the application of the most modern prosthetic treatments. However, functional
features of MSC from periodontium (PD-MSC) have not been fully revealed, which is a
necessary requirement for their application. A particularly important aspect is
understanding of PD-MSC’s behavior in the inflammatory microenvironment, since the
periodontium destruction is most often caused by periodontal disease, chronic
inflammatory disease of the supporting tissue of the teeth that can lead to tooth loss. In
addition, inflammation of the teeth supportive tissue may be an accompanying
complication after the dental implant, which also indicates the need to improve existing
prosthetic treatments.

The aim of the research covered by this dissertation was to obtain data about
effects of factors frequently associated with the periodontium niche on the functional
properties of PD-MSC. The influence of LPS, as a strong initiator of the inflammatory
process, on the regenerative and immunomodulatory PD-MSC was examined. On the
molecular level mechanisms mediating the effects of LPS were determined, wherein the
activity of MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) signaling pathways was
determined. In addition, the effect of IL-33, as an endogenous alarm signal, on the

regenerative properties of PD-MSC was examined. As a part of the determination of the



molecular mechanisms underlying IL-33 effects, involvement of NF-kB (Nuclear Factor
cappa-light-chain-enhancer of activated B cells) and -catenin signaling pathways was
examined.

Obtained results show that the investigated factors have significant effects on the
PD-MSC functional properties, while neither LPS nor IL-33 affect viability,
morphological or phenotypic properties of these cells. The LPS effect is manifested in a
significant inhibition of osteogenesis, followed by stimulation of chondrogenic and
adipogenic differentiation through ERK1,2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and
2) signaling. At the same time, LPS does not affect migratory ability of PD-MSC, but
stimulates acquisition of myofibroblast phenotype, by upregulating contractility, and
expression of myofibroblast’s molecules, via ERK1,2 a signaling pathway. Results of the
PD-MSC immunomodulatory properties in the presence of LPS show that, by activating
the ERK1,2 signaling pathway in PD-MSC, LPS inhibits transendothelial migration (TEM)
of mononuclear peripheral blood cells (MNC), while slightly affecting the expression of
surface marker CD29 in MNC. On the other hand, LPS does not modify the ability of PD-
MSC to inhibit the proliferation of mitogen-stimulated CD4* subpopulation of MNC, nor
the ratio of the CD4+CD25hish/ CD4+CD25!w lymphocytes. In the context of modulation
of myeloid cells, studies covered by this dissertation, show that LPS does not affect the
ability of PD-MSC to inhibit TEM of polymorphonuclear peripheral blood cells (PMC),
the PD-MSC capability to modify PMC respiratory burst, as well as the presence of
CD33*, CD45* and CD34* cells in the MNC population. On the other hand, PD-MMC
pretreatment with LPS significantly decreased the presence of CD14* MNC via ERK1,2
signaling pathway. In addition, LPS blocks the stimulatory effect of PD-MSC on the
formation of the total number of colonies of the hematopoietic progenitors present in
the peripheral blood MNC population, predominantly of CFU-GM, by activating the
ERK1,2 signaling pathway. Analysis of the LPS effect on the immunomodulatory
molecules expression in PD-MSC shows that LPS does not affect the constitutive
expression of HLA-A and HLA-DR gene, while stimulates both gene and protein
expression of COX-2 and IL-6 in PD-MSC. This stimulation of COX-2 and IL-6 expression
is mediated by ERK1,2 signaling pathway. Additionally, PD-MSC constitutively express
ST2 and IL-33 gene, whereby LPS increases the expression of ST2 gene, but reduces the

expression of the IL-33 gene.



The results of the IL-33 influence on the regenerative properties of PD-MSC show
that this cytokine stimulates the expression of pluripotencty markers in PD-MSC (OCT-
4, SOX-2 and NANOG) through the involvement of NF-kB and [(-catenin signaling
pathways. Moreover, IL-33 inhibits osteogenic differentiation of PD-MSC by NF-kB and
B-catenin signaling pathways, although pretreatment of PD-MSC with IL-33 induced
stimulation of osteogenic differentiation at alkaline phosphatase activity (ALP, Alkaline
phosphatase) level. Contrary to the effect of IL-33 on osteogenesis, this cytokine does
not affect the chondrogenic and adipogenic differentiation of PD-MSC. However, during
osteogenic differentiation, IL-33 stimulates the proliferative activity of PD-MSC via (-
catenin. At the same time, IL-33 stimulates the ability to form CFU-F (Colony Forming
Unit - Fibroblast) colonies of PD-MSC in a standard medium, but does not modify the
stimulatory effect of osteogenic media alone. Additionally, cellular aging assays indicate
that IL-33 inhibits the activity of B-galactosidase enzyme in PD-MSC cultured in
standard and osteogenic medium, wherein the osteogenic medium alone substantially
reduces the percentage of cells expressing 3-galactosidase.

Considering the presented results, it can be concluded that LPS, through the
modulation of the differentiation potential, represents a significant factor involved in
the regulation of the regenerative potential of PD-MSC. At the same time, LPS is the
regulator of immunomodulatory activity of these cells through modulation of PD-MSC
interaction with immune cells, as well as through the modulation of the production of
immunomodulatory factors. Unlike LPS, IL-33, as an endogenous alarmin, is mainly
involved in the regulation of osteogenic differentiation, showing protective effects, by
prevention of PD-MSC aging, promotion of their proliferation and clonogenicity, i.e
stemness.

Taken together, these findings contribute to better understanding of PD-MSC'’s
functional properties under inflammatory conditions, which is important for
understanding the physiology of these cells in normal and pathological conditions, as
well as understanding of the processes underlying PD-MSC functioning. At the same
time, these findings can be significant for the improvement of existing methods of
treatment of the tooth support tissues, and also as a basis for the development of new
treatment approaches within regenerative medicine based on the application of PD-

MSC.



Keywords: mesenchymal stem cells, periodontium, LPS, IL-33, differentiation
potential, immunomodulation, stemness, proliferation

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Cell and Tissue Biology

UDC number:



CAJIPIKAJ:

T 4 2 10 1
1.1, MATHUHE NEITHJE...cuiereereerrersersssessessssesssess st sessess s st sse s ssssssesssssssssssssssnssssssnes 1
1.1.1. ALYJITHE MATHUUYHE REITHJE oo ssss s ssssssssssssas 3
1.1.1.1. XeMaTONOETCKE MATHUYHE REITHJE.....ccuririerirrersirssssss s sessssssssssens 4
1.1.1.2. Me3eHXUMCKE MATUYHE NEJTHJE ..cvveurrerririresresisessesssessssssesssssssesssssssessssssssssssssssssssans 10
1.1.1.3. YcHa aynJba Kao U3BOP MoInyJialiMja ME3EHXUMCKUX MaTUYHUX hesyja.......19
1.1.1.3.1 [lonynanuja MaTUYHUX hesrja DEPUOAOHLUYMA. cc.curireruesressesssssssssesssssseens 21

1.2. DyHKIIMjCKU OATOBOP ME3EHXUMCKUX MATUYHUX NEJTHJA .cvuirircesrirersrissessesssssesssesssnaeens 24
1.2.1. [lponudepanuja u gudepeHIpjalja MESEHXUMMCKHUX MAaTUYHUX hesnja.......... 25
1.2.1.1. lIponudepanyja u caMooO6HAB/bakhbe ME3EHXUMCKUX MaTUYHUX hesyja......25
1.2.1.2. lupepeHunjanyja ME3EHXUMCKUX MATUYHX NEMTHJA..ccecerirriererreressssenssesssnsenns 27
1.2.2. UMyHCKH CTaTyC ME3EHXUMCKHUX MATUUHUX NEMHJA ..covvrrerririenrerserserssssessessessessensens 32
1.3. MUKPOCPEAHA YCHE IYTIJBE weuvrrernrresesssresessssessssssesssssssssssessssssessssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssses 38
1.3.1. BUOJIOMIKE QYHKIIUJE LPS ..t sss s sssssssssssssssssnsans 41
1.3.2. BHOJIOTH]A IL-33 s 43

1.3.3. MukpocpeauHa ycHe Ayll/be U peryJalnyja pereHepaTUBHUX U
MMYHOMO/yJIaTOPHUX CBOjCTBAa Me3eHXMMCKUX MaTU4YHUX hesnja

D0=] 0070001 (0] 2 00 474 - 51
2. HUJBEBU HCTPAMKUBAIDA...........oo e ssssssss s ssssssssssssssssssesssesss 55
3. MATEPHUJAJLI T METOMM ... sssssssssssssssssssssssssss 60
3.1, XYMAHU MATEPHJATL cuereuereressesessessssessessssessassssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssnsens 60

3.1.1. Me3eHXUMCKE MATUUHE NEJTHJE ...vvureireerirressessessss s sssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssens 60

3.1.2. Re/Uje MEPUPEPHE KPBH wooueerirreueererssessssssssesesssessesssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasesns 61

00 S TR S U074 100 X300 0 P 62
3.2. KOPHUIINEHU PEATEHCH .cuvevreeiessessssesssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnens 62

3.3. EKCIIEPUMEHTATHY JUBAJH couceeirrississssssssssssssssssssssssss s s sssnes 67

3.3.1. UcniutuBamwe ytunaja LPS Ha cBojcTBa u pyHkuuje [1/[-MMh noBe3saHe ca
pereHEePATUBHUM MOTEHLIMJATIOM wuvruresrrmssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssns 67

3.3.2. UcnuTuBame ytunaja LPS Ha umyHoMoayiaTopHa cBojcTBa U dyHkuuje [1/]-

3.3.3. UcniuTuBamwe ytunaja IL-33 Ha cBojcTBa u ¢pyHkuuje [1I-MM'h nose3ane ca
PEreHEPATUBHHUM MOTEHLIMJATIOM ..evvrereusrresssseressssesessssessssssessssssessssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssassns 70



3.4, IIDUMEEBEHY METOL  coururirsissssssssssssssssssssssss s s s bbb 72

3.4.1. AHA/IN3a NEJTHJCKUX QYHKIIMJA cccuirrruririrssessesssessssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssas 72
3.4.1.1. UcnuTuBambe BUjaOUMIHOCTHU [I[-MMR....oererecrerecinrseesesessssses s sssssesssneans 72
3.4.1.1.1. OnpehuBame MeTabosinuke akTuBHOCTHU [1/[-MMh npumernom MTT
U= 0 - 72
3.4.1.1.2. OnpehuBame 6poja [1/[-MMh npuMeHOM BHUTa/IHe 60je TpunaH naaBo
................................................................................................................................................................ 73
3.4.1.1.3. Ananusa henujckor qUKAYCa [II-MM ... 73
3.4.1.1.4. KnonoreHu nOoTeHUUJA [IJ-MMR ... ssesssesennnns 74
3.4.1.1.5. AHanu3za ctapema [I-MMR ... sssesesssessssssesssssssssssssnens 75
3.4.1.2. UcnuTuBamwe cnoco6HOCTU MUTpaLUje [IJ-MMR.....covvrenreneneessessens 76
3.4.1.3. UcnuTuBamwe cnocobHocTU fudepeHnujanuje [1J-MMA......covovnenrenernnens 76
3.4.1.3.1. Octeorena audpepeHuHjanrja [II-MMR ... 77
3.4.1.3.2. XonaporeHa gudpepeHuujandja [II-MM R 78
3.4.1.3.3. ApunoreHa gudpepeHuujanuja [II-MM ... 78
3.4.1.3.4. TecT KOHTPAKTUJIHOCTHU [II-MMR ...covirirce s 79
3.4.1.4. UcnuTuBame UMyHOMOAy1aTOpHOT KanauuTteTa [[J-MMR.....viininnee 79
3.4.1.4.1. AHanu3a TpaHCEHA0TeJICKe MUTpalLuje UMYHCKUX henuja y transwell
(00 (o (<) | 79
3.4.1.4.2. AHanusa npoandepaTuBHOT KanaguTeTa MH R....vceiceneeseneieis 80
3.4.1.4.3. AHanr3a pecndpaTOPHOT NPACKA [IM R 81
3.4.1.4.4. Ananusa cnoco6HoCcTH GopMUpPaa KOJIOHHja XeMaTON0eTCKUX hesnja
071 cTpaHe MHR EPUQDEPHE KPBH...coueuirenirerssessesssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssess 82
3.4.2. AHA/IN32 REJTUJCKUX TIPOTEHHA weuvereereseressesssressessssessessssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 84
3.4.2.1. UMyHODTYOPECHEHTHO 00€J1EKABAME NEMHJA .. euercercerceeeeeeeseeseeseesesseesesseesesseenas 84
3.4.2.1.1. AHa/IM3a NOBPIUMHCKHUX QHTUTCHA covcrreessrsssisssesssssssssssssessasssssssssssssssssssssssssens 84
3.4.2.1.2. AHanv3a yHyTaphe/iMjcKUX aHTUT'€Ha UHAUPEKTHOM
VMYHOQDIOPECLIEHIIOM ...uveureuesesesseseessessessessessessesssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssnsans 85
3.4.2.2. Ananusa henujckux nporenHa npuMeHoM Western blot METOMA .....ocecereenenes 87
3.4.2.2.1. 301a1Hja YKYTHUX NETUJCKUX TPOTEMHA «.couvererrerseenesserssessessesssessssssessessessnss 87
3.4.2.2.2. OnpehrBame KOHIeHTpalyje NPOTenHa NeJIUjCKUX JTU3ATA oouveureereereennes 88
3.4.2.2.3. Enextpodopesa Ha nonvakpunaMuHoM rejy (SDS PAGE)......oeneen. 88

3.4.2.2.4. VIMYHOBUIIOT ..oueuereereeneeseesesseesessessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s st ssssssssssssssssssssssas 89



3.4.3. AHA/IN3A TEHCKE EKCIIPECHJE w.ourrueurursssssssssssssssssssssssss s sassas 90

3.4.3.1. U30onanuja YKYIHE PHK ... 90
3.4.3.2. PEBEP3HA TPAHCKPHUIILIHJAuurerrrreresssesesssressssssessssssesssssssssssessssssessssssesssssssssssessssssssssssssases 92
3.4.3.3. Peakuuja jaH4aHOT YMHOMXABaHha (PCR) .o 92
3.4.3.4. Enextpodopesa u Busyennsannja PCR IPOAYKATA ..ocvereerersernsnssmssesssssessessenns 93
3.4.4. CTaTUCTUYKA QHATHU3A PE3YIITATA cuueururrssrssmssssssssssssssssssss s ssssssssssssas 97
G PEBYJITATH. ..ot eese e sss e ss s s st 99
4.1. YTuuaj LPS Ha cBojcTBa u pyHk1yje [1/I-MM'h noBe3aHe ca pereHepaTUBHUM
0 NTS) 50070 =T (o 99
4.1.1. Ytunaj LPS Ha MeTa6014Ky aKTUBHOCT [IJI-MMR ... 99
4.1.2. Ytunaj LPS Ha nponudepanujy u heaujcku qukayc [J-MMR......ocvvecreniereen. 100
4.1.3. YTunaj LPS na mopdosiomka u uMyHodpeHoTHUncka cBojctBa [1[-MMh............ 101
4.1.4. Ytunaj LPS na pudepenyyjanyjy [-MM R ... 103
4.1.5. Ytunaj LPS Ha aktuBanujy ERK1,2, JNK u p38 MAPK y [T[-MM .....ccoveevrrrerennene 105

4.1.6. Ynora ERK1,2 y npomenu audepenuujanuoHor norexnyjana [1-MMh
OCTBAPEHO] AEMOBAEM LPS ..o 107

4.1.7. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curHasiHOr nyra y cTUL @by CBOjCTaBa

MUOPUOPOOIACTA [TJI-MM R . sssses 110
4.1.7.1. Ytunaj LPS Ha Murpauujy II-MM ... 110
4.1.7.2. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 cursasiHor nyra y peryJjaluju
KOHTPAKTUJHOCTHU [IJI-IMMR ..t 111
4.1.6.3. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 cursasiHor nyTa y peryJjaluju
ekcnpecuje MU0GUO6po6IacTHUX MapKepa KO [IJI-MM ... 113

4.2. Ytuuaj LPS Ha umyHoMoayiaTopHa cBojcTBa U dyHk1Hje [IJ-MMh......cvreereeeenee. 115

4.2.1. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curnannor nyrta Ha cnoco6Hoct [1[-MM'h
Jla MoAyiuily TpaHCeHA0TeNACKY MUTPALU]Y MH R 115

4.2.2. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curnannor nyrta Ha cnoco6Hoct [1[-MMh
Jla Moy uily nposrdepanujy u 3actymbeHocT CD4+CD258ucoxo ko MHR ............... 116

4.2.3. Ytunaj LPS Ha cnoco6HocT I[1/[-MM'h fa MoAy/iuilly TPpaHCEHOTEJCKY
MUTPALUJY TIM Rt s 119

4.2.4. Ytunaj LPS Ha cnoco6nocT [1/[-MMh a MoAy/uily peciMpaTOPHU Mpacak

4.2.5. Ytunaj LPS u ynora ERK1,2 curnansor nyrta Ha cnoco6Hoct I[1/[-MMh fa
MOAyIUIY GEHOTHUI U KJIOHOTEHOCT MUjEJOUAHUX MH R ..o 121



4.2.6. Ytunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curnanHor nyrta y eKkcnpecuju MoJieKyJia
3Ha4YajHUX 32 UMYHOMOAYJIATOPHO AesoBaAe [IJI-MM ... 123

4.3. YTuuaj IL-33 Ha cBojcTBa u dpyHkuuje [1/I-MM'h noBe3aHe ca pereHepaTUBHUM

0 UT=) 50070 =W (0 ) 127
4.3.1. Ytunaja IL-33 Ha MeTa60MuKy aKTUBHOCT [IJI-MMR ... 127
4.3.2. Ytunaj IL-33 Ha mopdoJiolika U UMyHOpeHOoTHUIcKa cBojctBa [1/I-MMh ........ 128
4.3.3. Ytunaj IL-33 Ha fudepennujanonu noteHyjast [I-MMR .....oveneneenennes 130
4.3.4. Ytunaj IL-33 Ha nposndepaTtuBHy akTuBHOCT [1/[-MMh TokOoM ocTeoreHe
T EPEHIIM AL .uvvrereresssessssssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 134
4.3.5. Ytunaj IL-33 Ha ekcnipecujy NF-kB u B-kaTenuHa kof [IJ-MMh.......ccoeevrerennen. 140
4.3.6. Ynora NF-«xB u 3-kaTeHMHa y CTUMYJIMCAaHOj eKCIIpecHuju paKkTopa NOBe3aHHUX ca
maypunoTeHuUjoM Ko [I[-MMR y IPUCYCTBY IL-33 .. 142
4.3.7. Ynora NF-xB u 3-kaTeHuHa y UHXHOUIIMjU ocTeoreHe audepenuujanuje I1/1-
MM'R Y IPUCYCTBY IL-33 et ssssssssssssssssssssssssnes 145
4.3.8. Ynora NF-«kB u B-kaTeHuHa y moaysianuju npoaudepanuje [1/I-MMh
WHJIyKOBaHe MpUCycTBOM IL-33 TokOM ocTeoreHe AUPEPEHLHJALUJE .vvrrerrerrerneresrennes 147

LI (00 0 I T 150

6. BAKUDYULIN ...ttt s bbbt s st s s s s 179

T JIATEPATYPA ...ttt 183






T. Kykoso YBOA

1. YBO/J
1.1. MATHUYHE REJIUJE

OrpaHu4eHU pereHepaTUBHU KaNalMTET YCJOB/baBa NOTpPeby 3a pa3BojeM
HOBHUX MeTO/ia Jieueha pa3HuX JUCPYHKHMOHUX CTama TKUMBA WU/uiau opraHa. CTora cy
3aJlalld CaBpeMeHe pereHepaTUBHe MeJUIMHE YCMEpPEeHU Ka KOHIUIUPaky
pa3/IMYUTHUX CTpaTerdja U TEexXHOJIOTHja y LUW/by OOHaB/bakha WJM YCIOCTaB/bakba
HopMasnHe ¢yHKuuje owmTeheHor/HeQyHKIIMOHOT TKMBa MWJM opra”Ha. Kako
pereHepaTHBHa MeJUIIMHA NpeJCTaB/ba KOMILJIEKCHY 00J1acT, Y LIUJ/by YCIIOCTaB/bakba
yCIeIIHUX MeTOJOJIOIKUX NpucTyna Hamehe ce moTpe6a HHTEPAUCLUINJIMHAPHOT
carje/laBama OBe NMpobJsieMaTHKe, IITO Ce OCTBapyje Kpo3 KOMOMHOBake CTpaTeruja
OMOTEXHOJIOUIKMX HayKa M TKMBHOI UHXemepuHra. (Mirono et al., 2004; Mason &
Dunnill 2008; Colombo et al., 2017).

JenaH oj TrJIaBHUX HCTpaXKMBAayKHX IpaBalla CaBpeMeHe pereHepaTHBHE
MeJIUIMHE NPe/ICTaB/ba UCIUTUBAakbe MOT'YhHOCTH IpUMeHe XyMaHUX MaTUYHUX hesnja
(MTh), xoje Teopwujcky, pnajyhu Jpyre THUIOBe CcleLUjaJM30BaHUMX hesuja mnof
oAroBapajyhum ycjioBMMa MOTy GUTH OCHOBA CTBapaka TKuBa WM opraHa (Heidary
Rouchi & Mahdavi-Mazdeh 2015). Ca apyre crpaHe, oBUM hesnujama Moxe ce
06e36e1MTH U [I0BO/bHA OPOJHOCT LITO je Takohe 3HavajHa OJJIMKa, C 063UpOM [Ja
pa3/IMYUTH METOJ0JIOUIKM MPUCTYNU Yy pereHepaTMBHOj MeJUIIMHU 3aXTeBajy
oarosapajyhu 6poj henuja ca tepaneyrckuM epextom (Fisher & Mauck 2013).

Kao HecnenujanusoBaHe hesnuje MR MMajy cmocOGHOCT CaMOOGHOBE CONCTBEHE
nonyJsanyje u MmoryhHoct audepeHpama y Behu 6poj cnenujannsoBaHux hesuja noj,
oarosapajyhum yciopuma (Weisman 2000; Snippert & Clevers 2011; Wei et al.,,
2013). MebyTuM, Mako ce Ha OCHOBY OBe JiBe ocobuHe MR pasiukyjy oj ApPyrux
TUIOBa henuja, Mehy BbHUMa NoCToje M 3HA4YajHEe pas3JiMKe Y NOTeHLHja/ly CaMOOOHOBE,
KJIOHAJIHOCTU U AudepeHlMjallMOHOM KamnauuTeTy. Y paHuM ¢asamMa eMOpPHOHAJIHOT
pa3Buha, 3axBasbyjyhu TOTUIOTEHTHOM NOTeHLUjany AudepeHLHjauuje 3urota, oq Mh
MOXKe HacTaTyh OWJIo Koju hesrjcKU TUI, OJJHOCHO YMTaB OpraHu3aM yK/by4dyjyhu cam
eMOpHOH, Kao M eKCTpaeMOpuOHa/lHA TKHUBAa. IbUXOBMM yMHOXaBamkeM U
JudepeHuUjanMjoM pas3BUjajy ce miaypunotreHTHe MR y okBUpy yHyTpaliwe henujcke

Mace 6JIaCTOLIMCTa OJF KOjUX HacTaje BEeJMKU OpOj crelujajnu3oBaHuX, 3pesux hesuvja
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Koje rpaZie TKMBa U opraHe. /lupepeHIMjallMOHU KanalMTeT ce ca pa3BojeM Jasbe
cMamwyje, Tako Ja ¢eTanHe u aayiaTHe M, oaHocHO TkuBHO-cnenuouuHe MH
KapakTepulle MYJTUIOTEHTHOCT IITO I[OJpa3yMeBa CIOCOOHOCT CaMOOOHOBe U
JudepeHMpamka Y orpaHudeH 6poj Tunosa hesuja y 0BKUpPY ofpeheHOr opraHa uau
TKMBa y LIMJ/bYy OJp:Kawka TKUBHe xoMeocTasze. Ha oBoM cTynmy pa3Buha moctoje u
OJIMTONIOTEHTHE M YHUIIOTEHTHe MaTU4He hesvje 4ujoM AudepeHLMjallujoM ce cTBapa
caMO HEKOJIMKO, OJHOCHO jesiaH Tul hesvja (Wobus & Boheler 2005).

WUMajyhu y BuAy pa3sHOBPCHOCT TKHBA M OpraHa KOjU MOry OUTH H3BOP
pazanuutux TunoBa M, peduHHcame HWHUXOBUX QYHKIUjCKUX KapaKTepUCTHUKA
yMHOTOMe je oTexkaHo. To 3a mociejUIly MMa U YCIIOpEeH pa3Boj oAroBapajyhux metosa
Tepanujcke npuMeHe M'h Koja je joil yBek orpaHU4eHa Ha MakbU 6poj o6o/bewa. CTora
je nabu HallpeJaK pereHepaTUBHE MeJUILIMHE YCJIOB/bEH pa3yMeBaweM buosiorvje Mh,
Y ’bMXOBHUX OZITOBOpPA Ha CTUMYJIyCE MUKPOOKPYXKeHa.

Teopujcku, pereHepaTUBHHM MNOTeHLUMjan muaypunoreHTHUXx Mh ckopo je
HeorpaHuueH (Keller & Snodgrass 1999; Daughtry & Mitalipov 2014). MehyTum,
MaKO je H’hUXOBO NOCTOjarbe Y paHoj pa3u eMOPUOHAIHOT pasBoja 6Us0 MpuxBaheHO
JlelleHujaMa, h3oJaldja MJIypUnoTeHTHUX MaTUYHUX hesuja KoJ cucapa NpBU OYT je
ecKIepuMeHTa/HO u3BeJeHa 1981. roauHe, kasa cy hesuvje U30/i0BaHe U3 MHULIHjUX
embproHa (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981). OcHOBHe KapaKTepUCTHUKeE OBUX
henuvja, o3HaueHUX Kao eMmOpHoHasHe MaTu4yHe henuje (EMT), npexacraB/bajy
HeoTrpaHWYeHa y ycaoBUMa in vitro npoJsudepainuyja y3 oAcycTBo AudepeHiUjaluje,
HOpMaJlaH [JMIJIOUJHHM KapUOTHI, CHOCOOHOCT ¢opMHUpawka TepaToMa in Vivo
NPUJIMKOM 4era ce oBe henuje fudepeHuupajy y hesnuje cBa Tpu KJIULMUHA JIUCTA, 0K Ce
y ycioBUMa in vitro gudepeHLUUpajy y pas3JiMuMTe TUIOBe hesivja U eKCIIPpUMUPAjy
Mapkepe miaypunoteHTHocTu (Wolf et al.,, 2016). Xymane EMh usosioBane cy aBe
JlelleH1je KacHUje Kaja Cy Kao U3BOp MaypunoTeHTHUX MK mocayxuiayv eMOpuOHU
pa3BUjeHU Y penpoAyKTHBHE CBpXe KOje Cy AOHHPAJIU MApOBU NOABPrHYTH In Vitro
¢eptunusanuju (Thomson et al,, 1998). OBa oTkpuha nobyaua Cy BEJUKY NaXKiby U
oTBopusaa MoryhHocTh Kopuuihewa oBUX hesvja y Jiedewy NOTEHLUjaJIHO MHOTHX
ob6osbemwa. Mnak, ycies; 3HayajHUX €eTUUKUX U TEXHOJIOIIKUX Npenpeka, ynorpeba EMh
y KJUHUYKe CBpxe HHje ofo6peHa (Simonson et al., 2015). U3 wucTux pasJora,

JddaHalllkba Ca3Hamba O EMh 3acHoBaHa Cy Ha €eKIIepUMEHTa/JIHUM IogalruMa heJIPIjCKPIX
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JuHUja fobujeHuM u3z EM'h Koje cy AyropoyHo yMHOKaBaHe y JlabopaTopHjaMa, ajii He
u npumapauM EMh. Ctora cy caBpeMeHM NpaBLU MCTpPaXUBakha IJIYPUINOTEHTHUX
hesnuja ycMepeHU Ka poHaJlaXkelky HOBUX, XMCTOKOMIIATUOMJIHUX U3BOpa OBUX hesuja
Koju JAaHac yk/bydyjy EMh HacTase coMaTCKUM HyKJIeapHUM TpaHCcpepoM, 0JHOCHO
kj1oHupaweM, EMh HacTrazse mapTeHoreHesoMm, Kao U HMHJAYKOBaHe IJIYPUIIOTEHTHE
henuja (iPSC, ox enra. Induced Pluripotent Stem Cell) (Daughtry & Mitalipov 2014;
Wolf et al.,, 2016). 3a pa3siuky of npBa ABa Tuna EMh yuje ce ycnocTaB/bakbhe 3aCHUBA
Ha ynoTpebH jajHe hesvje M cTBapawa NpeUMIIaHTAlMOHUX eMO6puoHa (Wolf et al.,
2016), reHepucawe iPSC mnoapasymeBa penporpaMupakme JAudepeHIupaHux
COMaTCKUX hesivja akTUBALUjOM eMOPHUOHAJIHUX TPAHCKPUNLUOHUX aKTOpa, Te 360T
jeIHOCTaBHUjUX MeToJia NpeJCTaB/bajy MOTOJAHHjU U3BOP IJIYPUINOTEHTHHUX hesuja.
MebhyTuM, uspakeHa reHeTHYKa HECTAOWJIHOCT, Ka0 M CKJOHOCT Ka (dopMHUpamy
TyMoOpa MpeJCTaB/bajy 3ajefHUYKe OCOOWHe CBUX IJIYPUNOTEHTHUX hesuja 1ITO
oHeMoryhaBa mwHUX0BO Kopullhewe y TepamneyTcke cBpxe (Simonson et al., 2015;
Nishio et al,, 2016), npema oBe hesvje Mory npeJicTaB/baTH Bpe/laH MOJEJ-CUCTEM Y
KJIMHUYKUMM HCIUTUBalbMMa JIEKOBA, MOJleJI0Balky Pa3/JIMUUTUX 000/beha U Pa3Bojy
uHauBuayasHe Tepanuje (Rodolfa 2008). C 063upoM Ha OrpaHUYeHy TepamujcKy
NprvMeHy MypunoTeHTHUX MR, ycnoctaB/babe MeToja hesvjcke Tepanuje Koje ce
3aCHMBAjy Ha ymnoTpebu hesuja Koje MMajy pereHepaTHUBHY YJOry Y OZpacjoM
opraHusmy, ogHocHo aayaTHux Mh (AMR), npejcTaB/ba HEONXO/AH YCJIOB Yy I[UJbY
yHanpehuBama cTpaTeruja pereHepatuBHe MeaulvHe (Lane et al., 2014; Trounson &

DeWitt 2016).

1.1.1. AAYJITHE MATUYHE RE/IUJE

HakoH pobemwa, TokoM pacTa U pa3Boja OpraHW3Ma, CBAKOJHEBHO OJpXKaBaibe
WJM omnopaBak ouiTeheHux TKUBa omoryheH je mpucyctBoM AMh koje 3ajp:kaBajy
CIOCOOHOCT caMOOOHOBe, anu ce U AudepeHLUpajy y orpaHudeH 6poj henujckux
TUIIOBA Yy OKBUpPY oJipeheHor opraHa WJM TKHUBaA JAoNpUHOcehu oAp:kaBawy TKUBHE
xoMmeocTaze (Li & Clevers 2010; Snippert & Clevers 2011; Ahmed et al., 2017). Hako

Hajqemhe O3Ha4Y€eHe Kao aAyJITHe, OBe heije Ce HaJia3e U y NIOCTHAaTaJIHUM TKHUBHUMaA,
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Te je mpelusHUju HasuB 3a oBe Mh comarcke Mh. 360or BesiMKe pPa3HOBPCHOCTHU
pas3/iMKyje ce BHIIe THUIIOBA OBHUX hesuja Mehy kojuma cy pgBe HajBehe rpyme
xemaronoetrcke (XMh) u mesenxumcke Mh (MMR) fgo caga HajBunle u3ydyaBaHe
(Alison & Islam 2009; Chagastelles & Nardi 2011; Gonzalez & Bernard 2012).
[lopen oBux AMh, faHac ce MHTEH3UMBHO KW3y4yaBajy MaTH4YHe WJIM IPOTreHUTOPCKe
henuje enutennor(Blanpain et al., 2007; Blanpain & Fuchs 2014) 1 HepBHOT TKHBa
(Doe 2008; Gage & Temple 2013).

Kako je rjiaBHU NpeAyc/oB 3a TepanujcKy NpUMeHYy hesivja jeJTHOCTaBHOCT
npoueaypa wu3oJalydje, NPUKyIJbakba W €x-VIvo eKCllaH3Wje, ajy/JTHe, TKHUBHO
cnenuduyHe MR u3jBajajy ce kao HajupuctynadyHuju ussop Mh (Reisman & Adams;
Zomer et al., 2015; Rizvanov et al., 2016). Vnak, 3a caga XM'h npezacTaB/bajy jeuHU
tin MK kKoju ce npuUMewyje y KIWHHUYKE CBpXe, IWITO MOJpa3yMeBa HHUXOBY
TpaHCIJIAaHTAlMjy KOJ pas3/IMYUTUX 000/bea KPBHOT CHCTeMA YKJ/bydyjyhu
UMyHOZeduIMjeHIIMje, reHeTCKe nopeMmehaje momyT TanaceMuje, XeMaTOJOIIKUX
MaJIMTHUTeTa U OOHaB/bakba XEMaTONOETCKOT CHCTeMa [aljdjeHaTa HaKOH

xemuoTepanuje (Bryder et al., 2006; Daley 2012; Lane et al., 2014).

1.1.1.1. XemarTonoercke MmaTu4He heuje

[locTrojatbe AM'h npeTtnoctaB/beHO je KpajeM 19. BeKa Ha OCHOBY UCTpaKMBakha
henujckux enemMeHaTta npucyTHux y kpBu (Pappenheim 1896; Ramalho-Santos &
Willenbring 2007; Maehle 2011). Haume, ucnutyjyhu ¢opMupame [pBeHUX KPBHUX
3pHala HeMa4yKu xeMaToJsior Artur Pappenheim npBU NyT je U3HEO NPETHOCTABKY Ja
IpBeHe W Oesie hesuje KpBU HACTAjy OJ1 je[lHe 3ajeJHUYKe NpeKypcopcke hesnwje,
oaHocHo MK (Pappenheim 1896; Pappenheim 1907). CivuHe cTaBOBe 3acTymao je u
HeMauykKH natoJior Ernst Neumann koju je nedpuHHCA0 KOCTHY CP>K KAa0 MeCTO HacTaHKa
henuja kpBU Koj cucapa (Maehle 2011). ¥ numy objalimbaBamba NPUCYCTBA KPBHUX
henuja pazinyruTux Mopdos0ruja y KOCTHOj CP>KH, pyCKH 6H0JIOT U xucTtoJsor Alexander
Maximow 1nocTaBHO je XUIIOTe3y Jia NpoLec XxeMaTonoese 1noJpasyMmeBa xujepapxujcKy
opraHusanujy ckyna henuja kKoje HacTajy oJ, jeAHe 3ajesHUYKe hesuje (yHUTapHa

Teopuja) o3HaueHe kKao xemaTtonoercka Mh (XMh), kao u fia je 3a Taj npolec 3Ha4yajHO
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cneuGUIHO MUKPOOKpPYKere KocTHe cpxkd (Maximow 1909). Mako koHTpaBep3Ha 3a
TO BpeMe, OBa XWIIOTe3a MOCPEHO je JoKa3aHa HaKoH /lpyror cBeTCKOr paTa Kaja je
npuMeheHo pa yciaes paayjanuje JoJsasu Ao ouTehewma KOCTHeE CpxH, a Ja
aJIMMHUCTpalyja 3/jpaBUx hesvja cjie3auHe WM KOCTHE CPXXU KOJ, 03padyeHHUX MULIeBa
JloBoAu /10 onopaBka muileBa (Lorenz et al., 1951; Doulatov et al., 2012). KonayHa
NOTBpZla YHUTapHe TeopHuje xeMmMaTonoe3e JobOujeHa je y (QYHKIMOHUM
ekcriepumMeHTUMa 1960-Tux roguHa kKoje cy crnpoBenu Ernest McCulloch w James Till
TOKOM HMCIIUTUBama edpeKTaTa paJiMjalyje Ha XxeMaTonoe3y Ko MulueBa. [Ipernesajyhu
C1e3UHy MHIIeBa 03pavyeHUX JieTaJIHOM [030M 3pavyera KOojuMa je MO 03pavuBamby
ybpH3raHa KOCTHa CpXK 3/paBUX MUIIEBA, YOUUJIU Cy NPUCYCTBO YBOopuha BUJ/bHUBUX
rosuM okoM. C 063upoM Ja je 6poj uBopuha 610 nponopuyoHasaH 6pojy yopu3raHux
henuja koctHe cpxku, McCulloch v Till cy 3ak/bydyuau Aa CBakM 4Bopuh 3ampaBo
npeAcTaB/ba KOJIOHHMjY Koja HacTaje of jeasHe XM'h Kojy cy HasBa/ld jeJUHHUIOM
dbopmupamwa kosoHuja y caesuHu (CFU-S, onm enrs. Colony Forming Unit-Spleen)
(McCulloch & Till 1960; Till & McCulloch 1961; Siminovitch et al., 1963). Uako cy
KaCHHja MUCTpaKMBamwa IoKasaja Ja oBako onucaHe CFU-S HacTajy of 3penujux
npekypcopckux henuja (Bryder et al., 2006), oBaj TecT je 6M0 U NPBU KBAHTUTATUBHU
TEeCT 3a KpPBOTBOpHe hesuje W joml yBeK IHpeJcTaB/ba peJeBaHTAaH TeCcT Y
ucnuTuBamwuMa xemartonoe3de (Maehle 2011). Ocum Tora, pe3y/aTaTH OBHX
eKCcrepyuMeHaTa MMaJid Cy K/by4HY YyJIOTy y NOKpeTawy pa3Boja 06/1aCTU O6UOJIOTHje
AMT kpo3 JokasuBawe OQyHAAMEHTAJHUX KoHIenata MTA koja mnojpasymeBajy
CaMOOOHOBY M MYJITUIIOTEHTHOCT, a KOjU W JaHac Mpe/CcTaB/bajy 0COOMHE KOojuMa ce
nebunumy AMh (Bryder et al., 2006; Snippert & Clevers 2011). HcroBpemeHo,
HAKOH OBUX pe3yJiTaTa ycjeua Cy MCIUTUBama Koja ce oiHOCe Ha UJeHTUPUKALH]Y,
KapakTepusauujy u npeyuinhaBawe nonyiaauuje XMh (Bryder et al., 2006), te cy
MHTEH3MBHA MCTpaKUBawa Mpoleca CcTBapama hesuja kpBu pesyatoBaia aa XMh
6yny npBe TkuMBHO crnenuduyHe M'h yuja je uzosanuja ycnocraBbeHa (Bryder et al.,
2006).

Hako cy XM'h Hajayxe u3ydyaBaHa nonynaauuja AMh u yjeaHo Hajoosbe onucaHe
TKUBHO cienuduyHe Mh (Bryder et al., 2006; Doulatov et al., 2012; Muller-Sieburg
et al., 2012), jow1 yBek nocToje 3HayajHe HelO3HaHUIe y norJey JepuHucamba ycaoBa

IBUXOBE KyJITUBalUje, eHOTHUIIa U MOJIEKYJICKUX MeXaHHW3aMa peryJjaluje caMooOHOBe
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u pudpepenyujauuje (Muller-Sieburg et al., 2012; Eaves 2015). Haume, XM'h cy Beoma
peTKa momyJsialija y KOCTHOj Cp>KH, Te ce y YKynHoj nonysaauuju of 104106 henuja
JleTekTyje jenHa henuja ca xemaTomoeTckMM mnoTeHuujasiom (Wang et al., 1997;
Muller-Sieburg et al., 2012), a camo mMasiu 6poj oBux hesvja ce Hasa3u y MUpyjyhem
cTamy, npeactaB/bajyhu npuMutuBHy nonyJanujy XMh (Nakamura-Ishizu et al.,
2014). Kako 6u ce o4yBao XeMaTONOETCKM IMOTEHLHUjaJ TOKOM BpeMeHa OBa
nonyJanyja henuvja petko nojuexe feobama (Wilson et al., 2008; Qiu et al.,, 2014),
Ipd 4YeMy KOHTpoJsia 6poja Jeoba mpeAcTaB/ba BaKaH MexaHHU3aM peryJaluje
oJip>)kaBama pereHepaTuBHor noteHuuvjaja XMh (Bernitz et al., 2017). Ca gpyre
CTpaHe, XWjepapXWjCKM OpraHM30BaH Ipolec xeMaTomnoe3de omoryhaBa nga oBa
MasnobpojHa mnonyuaauuja XM, mnposasehn Kpo3  KOHTHHyUMpaHe Ipolece
nposardepainyje u AudepeHiyjanje ogpxkana GU3M0JIOMIKY 6pojHOCT hesinja KpBH, Kao
M Ja ce y 3aBUCHOCTH OJi noTpeba opraHMsMma ycMepaBa IMpoLec CcTBapamwa
oarosapajyher tumna hesuja kpBu. CTOra ce XeMaTONOETCKU CUCTEM OIMUCYje Kao
pPa3BOjHM KOHTUHYYM heJivja pa3/IMUUTOT CTeleHa 3pesIoCTU U AudepeHnyjanyje Koz,
KOjUX Ce ca ompeJie/bUBalkbeM CYKIECHBHO T'yOH CIIOCOOHOCT CaMOOOHOBE W CMambyje
JudepeHLIjallMOHU NMOTEeHLMjaJ, [JOK ce 3peJujuM hesnjaMa uctoBpeMeHo noBehaBa
nposudepatuBHu KanauuteT (Bryder et al.,, 2006; Muller-Sieburg et al., 2012; Qiu
etal., 2014).

C 063upoM Ha pesilaTUBHO Masiu 6poja XM'h 1 XxeTeporeHocT heJsivja KOCTHe CpPKH
noce6Ha mnpobJsiemaThka ulydaBawa XMh npeacrtaB/ba deHoTHUICKA M (PYHKILMjCKA
kapakTepusauuja XMh pasnuuutor creneHa 3pesoctu (Bryder et al., 2006; Muller-
Sieburg et al.,, 2012) 6yayhu ga ce XMh He Mory uJieHTUQUKOBATH Ha OCHOBY
MOpQOJIONIKMX KapaKTepucTHKa, Beh ce y cBpxe JokasuBakba XMh npumemwyjy
uMyHopeHoTHUIICKe aHanu3e U ¢yHKuujcku TecToBU (Eaves 2015). Mako xymane XM'h
joll yBeK HUCY Y NOTNYHOCTU GEHOTUIICKK OKapakTepucaHe, yTBpheHo je na XM'h He
eKCIIPUMUPAjy HU jeJlaH Jio3HO-cnenuduunu (Lin, ox eHrs. Lineage specific) aHTUTeH
3pesiMX XeMaTONOoeTCKUX hesuja, ma ce o3HavyaBajy kao Lin- hesnuje (Wognum et al.,
2003; Mayani 2016) (Cimka 1). Y numy ob6orahuBawa nonynaupuvja XMh 3a
TepanujcKke, aJd M 3a UCTPaKUBauKe MoTpebe, Kao K/by4yaH MapKep y3uWMa ce U
npucyctBo CD34 anTureHa. OBaj MOBPIUMHCKUA TIJIMKONPOTEUH NpPEeACTB/bA jeflaH Of,

HajBaXXKHUjUX Mapkepa XMh Koju ce ucro/baBa KOJ, XeMaTONOETCKUX U €HJ0TEJICKUX
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IPOTeHUTOpPA, aJii He U KoJ 3pesux henuja (Doulatov et al., 2012; Aqmasheh et al.,
2017). C gpyre cTpaHe, [10Ka3aHo je Aa ce y okBUpPYy xyMaHux XMh Hanasu u CD34
HeraTuBHa nonyanuja (CD34- CD38 - Lin -) yuju JopMaHAaTHU AE0OHU CTATyC yKasyje Aa
6u oBa nomnyJsanyja Morja OUTH Ha BpXy XUjepapxyje XeMaTONOeTCKOT cucTeMa (Anjos-
Alfonso et al, 2013; Mayani 2016). Ctora ce cMaTpa Ja je CTambe JAOPMaHTHOCTH
KBaJIMTEHTUjU IIOKasaTe/b INpucycTBa MyJaTunoTeHTHUX XMh y xeTreporeHum
nomyJialyjaMa XxeMaTONOeTCKUX hesinja y 0JHOCY Ha NpUCYyCTBO aHTUreHa. [lopes oBUx
Mapkepa, xyMaHe XM'h ekcnpumupajy CD49f, CD90 u CD117, anu He u CD38 u CD45RA
(Seita & Weissman 2011; Doulatov et al., 2012; Aqmasheh et al., 2017) (Cauka 1).
Y3 ekcnpecujy cnenuduuHux mapkepa, XMh ce Mory njeHTUPHUKOBATHU Ha OCHOBY
Coco6HOCTH Aa u3bauyjy oapebeHe ¢uyopecueHTHe 60je monyT poaamuHa (Rho, ox
eHr/1. Rhodamine-123) vnu Hoechst 33342 6oje (Wognum et al., 2003; Mayani 2016)
3axBa/byjyhu ekcnpecuju ABC Tpancnoprtepa (on enrs. ATP-Binding Cassette) (de
Grouw et al., 2006; Tang et al.,, 2010). Haume, ABC TpaHcnopTepu UMajy yJory y
u3banyBamwky ITETHUX CyNCTaHIU Kpo3 hesunjcky MeMOpaHy, Te ce ’bUXOBOM BHCOKOM
3actymbeHouthy omoryhaBa gyropoyHa 3amtuta XMh v uyBa unterputetr Mh (Tang
et al, 2010; Rossi et al, 2011). Ca pgpyre cTpaHe, ca ca3peBameM KO/
MYJTUIIOTEHTHUX NMpPOTeHuTOpa ryou ce ekcnpecuja CD90, nok ce koA onpeae/beHUX
nporeHuTopa AeTekTyje ekcrnpecuja CD38 (Seita & Weissman 2011; Aqmasheh et al,,
2017) (Cnuka 1). ykuuoHo, cMaTpa ce Aa ce Ha Bpxy Hasasze XM'h ca cnoco6Hourhy
caMoo6OHOBe U JudepeHLHjanvje v hesrje CBUX KPBHUX J103a, OZJHOCHO CIOCO6HOIIhY
Jla y OTIYHOCTH PEKOHCTUTYHINYy xeMaTonoe3dy koJ npumaoua (Cimka 1). Y okBupy
IBUX IPy0o ce pas/iMKyjy NpUMUTUBHU]e, AyroTpajHo penonyauiyhe XMh (LT-HSC, ox,
eHr1. Long-Term Hematopoietic Stem Cells) koje fyropouHo 06HaBJ/bajy XeMaTON0Ee3y U
3penuje, kpaTkoTrpajHo penonyauinyhe (ST-HSC, ox enrsa. Short-Term Hematopoietic
Stem Cells) ynju noTeHUjal 0OHAaB/bakba XeMaTONOE3€e je OTPaHUYeH U KPaTKOTpajaH
(Liu et al, 2012; Agmasheh et al., 2017). /leobom u gudepeHyUjalljoM OBe
IomyJlaliyMje HacTaje xeTeporeHa IolyJaliydja MyJTUIIOTEHTHUX IpeKypcopa Koje He
noce/lyjy CHocoO6HOCT CaMOOOHOBe, a/id 3a/|pXKaBajy NOTIYHU AudepeHIHjaluOHU
noteHyujaj. CaspeBameM NpPOreHUTOPCKUX hesiMja Takohe HacTaje xeTeporeHa rpyna
onpe/ie/beHUX XeMaTONOeTCKUX NporeHuTopa Beher nposinpepaTUBHOr KananuTeTa y

OKBHPY KOjUX Ce MOTY pa3JIMKOBaTHU OJIUTonoTeHTHe hesvje snMdonoese o3HayeHe
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Kao 3ajefHUYKH JauMbouaHu mnporeHutop (3JI[I) u osauronoteHTHe henuje
MUjesionoe3e O3HAUYeHe Kao 3aje/JHUYKU MujesouHUA nporeHutop (3MII). U Tokom
OBHUX Ipolieca /10J1a3u 0 IpOMeHe eKCIpecHje MapKepa, na Tako ekcrpecuja CD10 Ha
Lin- CD34+* CD38* henujama fedunuine nuMmbouHe npekypcope, Aok ekcnpecuja IL-
3aRuncko (CD123), Lin- CD34+ CD38* CD45RA- hesnujama peduHMIle MUjesiouiHE
npekypcope (Seita & Weissman 2011; Chotinantakul & Leeanansaksiri 2012;
Aqmasheh et al., 2017). /lasbom audepenuujanujom 3J1I1 cTBapajy ce npekypcopu b, T,
NK henuja (NK, oz eurs. Natural Killer), nok audepenyujanujom 3MII fajy eputpouute
U MIpeKypcope TPOMOOLMTA U TPAHYJIOLUT], a AeHApUuTHYHe henuje (Jh) mory HacTaTu

kako o, 3JIII tako u ox 3MII (Wang & Wagers 2011; Seita & Weissman 2011; Saleh
etal, 2015; Agmasheh et al., 2017) (Cauka 1).
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Ciuka 1. Xvjepapxujcku MojeJ 1 xeMaTomnoese KoJ YoBeka. XM'h-xemMaTonoeTcke MaTU4He
henuje; 3MII-3ajesHuuku  MujesougHu nporenutopy; 3JlI-3ajefHuykd  AUMOUAHU
nporenuropy; MEII-MerakapuouqUTHU-epUTPOLUTHU nporeHuTopy; ['MIl-rpanynonurHo-
MOHOIUMUTHU  nporeHutopd; Mkll-MerakapuonutHu  nporenutopy; Ell-eputpountHu
nporeHutopy; I'll-rpanynonutau nporenuropy; [Ipo-Mak, I'h , b, T, NK henuje- nporenutopu
Makpodara, aeHapuTHYHUX henuja, T u b aumdonura u NK henuja. [Ipeyseto U usmMewmeHo
npema Seita & Weissman, 2011.
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Y cknapy ca notpe6ama opraHu3Ma, JMHaAMHUKa HacTaHKa 3pesivx hesuvja KpBHOT
M MMYHCKOI CHCTeMa peryJucaHa je Ha CBaKOM CTYNHY Ipoleca xeMaTonoese, Mpu
yeMy Cy BHjaOMJHOCT, CcaM000HOBa, nmpoJsudepanuja, ONpeAe/beHOCT U
Judepenuyjaurja XMh KOHTpo/IMCaHM aKTUBHOIINY OpOjHUX CUrHa/a NPUCYTHUX
KaKO y OKpY»KemY, TaKo U y caMoj hesvju. JenuHcTBeHa rpaha KocTHe cp»xu oMoryhaBsa
6/1M3ak KOHTakT XM'R W passumuyuTux TUnoBa henuja yk/bydyjyhu ctpomasnHe henuje
(MMM, octeobsacty, ¢ubpPOO6SIACTH, AJUNOLUTU U eHJOoTesicke hesvje) U UMyHCKe
henuje nonyt sauMdonuta uau Makpodara. Ha Taj HauuH pasanuute hesuje
dopMupajy jeAMHCTBEHY MUKPOCPEIMHY, KOja ce 03HAYaBa KAao HUIIIA, a Koja UMa yJIoTy
cTBapama oArosapajyhux ycioBa 3a pyHKIMOHUCAae Mpolieca XxemaTonoese (Boulais
& Frenette 2015; Reagan & Rosen 2016), npu 4yeMy ce y KOCTHOj CpXH MOXKe
pa3/IMKOBAaTU HEKOJIMKO XeMaTONOEeTCKUX HHIIA YK/bYy4dyjyhu eHJocTeaslHy U
BaCKyJlapHY y GJIM3UHU apTeproJa U cuHycouzia (Morrison & Scadden 2014; Boulais
& Frenette 2015; Mayani 2016). OBakBOM OpraHu3aiujoM y OKBUPY HHIIE, Kao
pery/naTopHe jeAuHUIe, oMoryheHa je ussoxxeHocT XMh pa3sMmyuTUM KoMOUHaIMjaMa
6M0PU3NYKUX U OMOXEMjCKUX CUTHaJIa, a/ld U JUPEKTHUM KOHTAaKTHUMa ca hesnujama y
OKpYyKekYy, YMMe ce ycarjaluleHO KoopAuHulle mpouec xemartonoede (Boulais &
Frenette 2015; Wohrer et al., 2014). YjegHo, oBa opraHu3sainuja HpeacTaB/ba U
ocHOBY xeTeporeHocTH XM, olHOCHO oJip>kaBara XeMaTOMOETCKUX hesuja Koje ce
Pas3JIMKYjy Y CIOCOOHOCTH caMOOOHaB/bama U AudepeHuujauuje (Crisan & Dzierzak
2016). Ctora je ujeHTudUKaLMja MOJIEKYJICKMX MeXaHU3aMa KOju peryJuily cyi0uHy
XMh y okBuUpy cnenudUYHUX HHUIIA HEONXOJHA KakKo OU ce pa3ymMeo IMpolec
XeMaTornoe3e Kako y pU3MOJIOLIKHM, TAaKO M y MATOJIOWIKUM cTarkbuMa (Boulais &

Frenette 2015).
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1.1.1.2. Me3senxuMmcke maTtu4yHe heauje

Ha moryhHocT fa ce y kocTHOj cp>ku nopen, XM'h Hasaze 1 M'h o1 Kojux HacTajy
HeXeMaToINoeTCKe heJsiMje NMpBU MNYyT je yKa3zao HeMadkd mnartosior Cohnheim 1867.
roavHe. AHanvsupajyhu cacrtaB hesvja TokoM mporeca 3apacTawa paHa Cohnheim je
yOuMO Ja Ce Ha MeCTHMMa NOBpeja mopeJ, MMYHCKUX hesdja Hasaze U henuje koje
MopdoJsioniku JMye Ha pubpobiacte. [IpeMa mweroBuM 3ak/bydynuma hesnuje Ha MecTy
noBpeJie 6usie Cy MOPEKJIOM K3 KPBOTOKA, OJHOCHO IMOCPEJHO M3 KOCTHE CpXKH, Ha
OCHOBY 4Yera je U3HeO XUIIOTe3y Jla KOCTHA CP>K MoXe OUTH M3BOp $ubpobsiacTa Koju
CTBapajy BJIaKHa KoJlareHa TOKOM (pM3HOJIOLIKOT Npolieca 3apacTawa nospeja. Mako,
OBU Hasla3d Y KaCHUjUM UCTPaKMBawkbMMa HUCY y NoTnyHocTH noTBphenu (Prockop
1997) Ha npUCYCTBO U 3Ha4Yaj HEXeMaTOMOETCKUX hesihja y KOCTHOj cpku noyeTkoM 20.
BeKa yKa3yje U pyckd HaydyHUK Aleksandar Maksimov npeMa 4ujoj TEOpUjU ce MPOIeC
xeMaTormnoe3e, 0HOCHO ca3peBawe XM'h oziBuja moj yTHllajeM CUTHasa Koje CTBapajy
ctpoMaJsiHe hesnuje kocTHe cpxku (Friedenstein 1989).

3HauyajHUja eKCllepHMeHTa/lHa NOTBpJa NpUcycTBa HexematonoeTckux Mh y
KOCTHOj Cpxku gouia je Tek 1970-Tux rogavHa kaja cy Friedenstein v capafHULA Ha
MoOJiesly TOJy-CHHIeHHX >KMBOTHHbA HAKOH TPAHCIJIAHTAallMje KOCTHE CPXKU YOUMWJIU
IPUCYCTBO KOUITAHOT TKHBA MOpPeKJOM of foHopa (1968), a civyHa 3anaxkawa uMajiu
cy u Tavassoli & Crosby (1968). Heko/iMKO roiuHa KacHHUje, KOHa4YaH JIOKa3 /Jia KOCTHA
cpk cajapxu hesuje koje ce mory audepeHToBaTH y pubpobiacTe, Kao U y Apyre
Me3eHxUMcKe hesndje fjao je Friedenstein ca capagHuiuMa. HauMe, 3acejaBameM hesvja
KOCTHE CpXXM MUIIa Ha IJIACTUYHY MOAJIOTY U OJCTpalbUBakbeM HeaAXepeHTHe
¢dpakuuje hesuja HaKOH HEKOJIMKO CaTH, Ha MOJJI03U Cy UJleHTUPUKOBAHE aIXepEHTHE
henuvje BpeTeHacTor o06JMKa, caudyHe ¢ubpobsactuMa. OBe xeTeporeHe henuje
dbopmMupasie cy KoJIOHHUje, a HAaKOoH “Mupyjyher mnepuonaa” on 2-4 paHa, heauje y
KOJIOHHjaMa IoyveJie Cy Ja ce BeoMa 6p30 yMHOxaBajy. [locsie Hekonko nacaxa hesuje
cy mnocrase Mopdosomkd yHUPOPMHHUje, ald je HUXOBa HajynedyaT/bUBHja
KapaKTepUCTUKa Ousia cnocobHocT audepeHuujanyje y Maje KojsoHWje hesuja
OKpYyTI/IacTOT 00JIMKA, HAJUK Ha heJsivje TKMBa XpCKaBUle U1K KOCTU. Bosnehu ce oBuM
pesyatatuma Friedenstein o3HayaBa cTpoMasiHe hesvje Kao jeAuHIle GopMuUpama

kosioHuje ¢ubpobsacta CFU-F (og enrn. Colony Forming Unit - Fibroblast)
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(Friedenstein et al.,, 1970; Friedenstein et al., 1974; Friedenstein et al., 1976;
Friedenstein 1976).

Y KacHUjUM HUCTpakMBabKMa, heluje CIMYHUX CBOjCTaBa U30JI0BaHe Cy U U3
acnupaTta xyMmaHe KocTHe cpxu (Castro-Malaspina et al., 1980; Gartner & Kaplan
1980), a 1985. roguHe Owen, npaBehH aHa/JOTHjy ca XeMaTONOETCKUM CHUCTEMOM
henwuja, fedunuiie “cucteM cTpoMasHux hesnnja” kora YuHe He caMo cTpoMaJsiHe henuje
KOCTHE CpXKH Koje moAp:aBajy xematomnoe3y, Beh u Me3eHxuMcke MK (U BUXOBO
NOTOMCTBO) KOje Moce/yjy CIoCOOHOCT caMOoOOHOBe U AudepeHTOBamba Yy pasaudUTa
Be3WBHA TKHUBA, yK/by4yjyhHW XpCKaBHUly, KOCT, MacHO TKHBO, GpUOpPO3HO TKHUBO U
CTpoMy xeMaToloeTcke MUKpocpeguHe (Owen 1985). CinencTBeHa HCTpakKHMBabba
NOTBPAUJIA Cy A Ce OBe cTpoMaJiHe hesuje y ycioBUMa in vitro mory judepeHUpaTu y
hesivje pa3/IMYUTUX Be3UBHUX TKMBA (0CTE00J1aCTe, XOHAPOOJIaCcTe U aAUNIOLUTE), TE Cy
o3HayeHe Kao ,ctpoMasiHe Mh kocTHe cpxxu” (Owen & Friedenstein 1988; Prockop
1997; Kfoury & Scadden 2015), 1ok je Caplan 1991. ronuHe oBe hesvje KOCTHE CpXU
nedunHucao kao ,mesenxuMcke MKh“ (Caplan 1991). MebhyTuM, Hako cy NMpBOOGHUTHO
npuxBaheHe kao nonyJsaanuja MR, 6110 je HEONIXOAHO NOTBPAUTHU HbUXOBY CIIOCOOHOCT
CaMOOOHOBE U OCTeoreHu JudepeHUjalluOHU MOTEHIMja y YCJI0BUMA In Vivo, 1ITO je
OpBU MyT MOKa3aHO TeK KpajeM 1990-tux roauHa. Taza je HakoH CyOKyTaHe
TpaHCIJIaHTauuje hesuja nojeAMHa4YHUX KOJIOHUja XyMaHe KOCTHe Cp>ku (Ha HocayuMa
u3rpabeHux M3 XuApoKcHamaTUTa U TPUKAILUjyM PocdaTa) UMyHOAePULIHjeHTHUM
MUIIeBUMA YTBpheHO Aa y pa3IMuUTOM CTENEeHY /,0/1a34 J|0 pa3Boja KOLITAHOT TKUBA, a
Jla ce y Hajpa3BHjeHUjUM KOLITAaHUM TPaHCIJIaHTaTHMa CTBapa XeMaTONOeTCKO TKUBO
(Kuznetsov et al., 1997). C 063upomM Jia je camo oapehenu npoueHat hesnuja popmupao
KOIITAaHO TKHWBO, HA OCHOBY OBUX pe3yJ/iTaTa MOIJIO Ce 3aK/bYYUTH U Jla Y OKBUPY OBOT
Tuna henuja MaTudHe hesvje mpefcTaB/bajy caMoO jefaH Jieo hesujcke mnomyJanuje
(Kfoury & Scadden 2015), ogHocHO Aa M30Ji0BaHe hesvje HUCYy XOMOTreHa MoMyJaluja,
IITO Cy MHOTOOPOjHU pajioBU KacHUje u noTBpauu (Hass et al., 2011; Phinney 2012;
Hart 2014; Jones & Schafer 2015).

Mako BbHX0BO Pa3BOjHO MOPEKJIO jolI yBEK HUje AedUHUCAHO, UCTPAKUBaka Cy
nokasaJia Jja henuje okapakTepucaHe kao MM'R HUCy IPUCYTHe caMO y KOCTHO] CPH,
TKHUBY Me3eHXUMCcKoT nopekJa (Via et al., 2012; Murray & Peault 2015). Haume, oBe

hesnje M30/10BaHe Cy M3 CKOpPO CBHUX TKMBA M oOpraHa ajyiarta 4 ¢eTyca, aad U
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nepuHaTasHuxX TkuBa (Hass et al,, 2011; Via et al., 2012; de Girolamo et al, 2013;
Zhao et al,, 2016) (Cauka 2). OcuM Tora, y3 noTeHIyjal 3a AudepeHLyjalyjy y TKUBa
Me30/lepMaJIHOT [OpeKJa, Noka3aHo je ga MMTh mnoa oprosapajyhum ycioBuma
KyJTUBaLMje Mory Ja ce jaudepeHIMpajy M Yy pasjdydTe TUIOBe henuja
eKTOZlepMaJ/IHOT Y eH/I0/lepMaJIHOT nopekJa (HeypoHH, KapAUOMUOLIUTH, XeNaTOLUTH,
enaoTesicke henuje) (Bianco et al.,, 2008; Huang et al., 2015; Schifer et al.,, 2016).
Mnak, oBU HaJla3u Cy jolll YBEK BpJI0 YIUTHU 360T HeJ0BOJbHO in vivo noTBpaa (Quinn
& Flake 2008; Nombela-Arrieta et al.,, 2011; Strioga et al.,, 2012). Kako MMh
Npe/iCTaB/bajy XeTeporeHy mnonyJanujy henvja y okBUpPY Koje je caMo jeJaH [ieo
3anpaBo M'h, a MHOro6pojHH paZloBU 3aCHUBAjy ce Ha hesiMjaMa 4yMja MAaTUYHOCT HHje
TecTMpaHa U J0Ka3aHa, /laHacC MOCTOju U3pakeHa moTpeba 3a NIPOMEHOM Ha3WBa OBe
nomnyJsauuvje hesnuvja, 0HOCHO HLUXOBUM MpeNM3HUjUM o3HavyaBaweM (Lindner et al,,
2010; Kfoury & Scadden 2015; Caplan 2017). Takobhe, npeTnocTaB/ba ce Aa yCJA0BHU
KyJITUBall4je Y KojuMa ce Hajuelihe oABuja npomnaranyja MM'R, He Mory CTUMYyJIMCaTH
WJIY 0Jip3aTH MaJly nonyJsanujy npaBux M'h yHyTap oBe aixepeHTHe IOIyJalyje, a ce
KyJTuBucaHe MMR decTo Ha3uBajy Me3eHXUMCKe CTpoMasiHe hesidje Koje ce Mory
M30JI0BaTU M3 MHOI'MX Be3UMBHUX TKUBa. Ca Jpyre cTpaHe, XUCTOJIOIUKU TEpPMUH
,Me3eHXUM"“ OJJHOCU Ce NIpe CBera Ha NpUBpPeMEHO eMOpHOHAJHO TKHUBO 0J] KOI ce
pa3BHUja He caMO BE3UBHO TKUBO, Beh U eJleMeHTU KPBHOT CUCTEMa, UITO UMIJIMLIMpA Ja
pa3/jiMyuTa Be3MBHA TKHUBA He Mory MMaTu 3ajefHuyke MM (Bianco 2014; Robey
2017). Y npusor npoMeHe HasuBa MMTK mnocebHo ce ucTUye mpobGJeMaTHKa
MaTUYHOCTH OBHUX hesinja. Haume, c 063upom aa ynora MMR y ycioBuMa in vivo HUje y
NOTIYHOCTU pasjallllbeHa, a MYJTUIOTEHTHU NMOTeHUUjan AudepeHLUjalvje ce joll
YBEK UCIUTYje HeJ,OBOJbHO PUTOPO3HUM In Vitro TeCTOBMMa MaTUYHOCT OBUX hesvja ce

JlaHac 3HavyajHo AoBoU y nuTame (Bianco 2014; Caplan 2017).
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Cauka 2. U3Bopu M agudepeHIMjalMOHU noTeHuujas xymaHux MMR. [Ipeyseto u
u3MemweHo npema Zhao et al,, 2016; Nombela-Arrieta et al., 2011.

Ako ce u3y3Me HeycarJlalleHOCT OKO Ha3MBa U NOpeKJIa JaHac ce MoJ M0jMOM
MM noapasymeBa tun MmysatunotreHTHUX M'h Koje ce y KysTypu MOry oJip»kaBaTu 6e3
npoMeHa y kapuoruny. OBe hesnuje ce Mory u30/10BaTH M3 pasjIMYUTUX aAyJTHUX WU
deTasHUX TKMBaA TJie HUXOBA OHOJIOIIKA yJora mnojpasyMeBa oMoryhaBamwe
CTPYKTYpHe MOJIpIIKe OBUM OpTaHMMa U OJip>KaBame TKUBHe xoMeocTase (Zomer et
al,, 2015; Ullah et al., 2015) (Cauka 2). MehyTum, BesiKa XeTepOreHOCT y OKBUPY
oapebene mnonynauuje MM, kao u BapujabuiHa ¢yHKLMOHA cBojctBa MMh
pa3/IMYMTUX TKUBA U JJOHOPA, Y3 HEeJJOBO/bHO CTaH/AapAHU30BaHe YCJI0Be KyJTHBALMUje,
YyCJOBUJIA Cy U BeJMUKY HeNOCHeJHOCT [00MjeHUX pe3yJiTaTa U OTBOpUJA NHUTaHe
wuxoBe ynopeauBoctu (Horwitz & Keating 2000). M3 Tux pasjora cy Ha
MHULMjaTUBY KoMuTeTa 3a Me3eHXMMCKe M TKHUBHe MaTuW4yHe hesnuje MebhyHapogHor
yapyxewa 3a henujcky tepanujy (ISCT, on enra. The International Society for Cellular
Therapy) ycnocTaB/beHU HEONXOAHU KPUTEPUjyMU NpU JeduHUcawby XxymMmaHux MMR, a
KOjuU TMoJipa3yMeBajy MPHUCYCTBO CKyla KapaKTepUCTHKa Y OKBUpPY hesujcke

nonysanuje. Kao npBu ycioB 3a ugeHtudukanujy MMh nocraB/beHa je a/ixe3UBHOCT
13



T. Kykoso YBOA

3a IJIaCTUYHY MOAJIOTY NpH CTaHAApAHUM yCJA0BUMA In vitro KyaTuBucamwa. [lopep
TOTra, MIOTPeOHO je Aa u30JioBaHe hesvje ekcnpuMupajy nopiimHcke anturene (CD105,
CD73, CD90) y3 oAcycTBO ekcnpecuje xeMaTonoeTckux mapkepa (CD45, CD34, CD14
wan CD11b, CD29a wam CD19, kao M Mapkepa TJIaBHOT XUCTOKOMNATHOWIHOT
komiiekca HLA-DR). HcroBpemeHo, henujcka mnomnysianuja Mopa JAa Mocefyje
MYJTUIIOTEHTHU NOTeHIMjal AudepeHLUjalMje Ka HajMambe TpU hesujcke Jiose
Me30/lepMaJIHOT NopekJ/a (ocTeoreHa, XOHJeoreHa v aJjunoereHa) y ogrosapajyhum in
vitro ycioBuma. (Horowitz et al., 2005; Dominici et al., 2006; Klimczak &
Kozlowska 2015; Kobolak et al., 2015; Al-Shaibani et al., 2015).

[Ipemaa cy cazHamwa o cBojctBUMa MM'h BpeMeHOM 3HAaTHO NpPOLIUPEHa, MUTakbe
HBbUXO0Be UAeHTHUPUKAIHje joll YBEK je OTBOPEHO C 063MPOM Jia He NMOCTOjU jeJUHCTBEHA
JebUHMLIMja HUTU KBAJMUTATHBHU MeTOJ, KojoM 60U ce wujgeHtudukoBase MMh
(Horowitz et al., 2005; Keating 2012; Murray & Peault 2015). Haume, cTpomasnHo
nopekso MMh nokasyje ce 6p30M axe3ujoM 3a MOAJIOrY Kao U MOP(OJIOTUjOoM Koja
nojgceha Ha ¢ubpobaacte (Zomer et al, 2015), anu ce 3amaxajy MopdoJiolike
pasavke wu3sMehy pasaumuuTux cyoénonysaanuja MMA (Whitfield et al., 2013;
Rennerfeldt & Van Vliet., 2016). OcuMm Tora, ekcrnpecuja cnequpUyHUX MapKepa OBUX
hesuja Ha OCHOBY KOjUX OM ce OHe pa3sJjiMKOBaJe OJi APYrux hesuja HUje joul yBek
nebunucana (Lv et al., 2014; Klimczak & Kozlowska 2015). Besvika xeTeporeHocT
MM oppakaBa ce Ha QYHKIMjCKe Bapujaliyje y CaMOOOGHOBU U AU epeHI|hjalluOHOM
noTeHuujany usmeby pasauvuuTux nomyJanuyja u cyénonynanuja MME (Hass 2011;
Phinney 2012). JeaaH o ryiaBHUX HeJjocTaTaka Mehy kputepujymuma ISCT (Dominici
et al,, 2006) jecte HemedrHKCAHA CIOCOOHOCT CaMOOOHOBe KOjy u30JioBaHe hesuje
MOpajy IMocefoBaTH, a Koja MpeJAcTaB/ba T[JIaBHU MapaMeTap pereHepaTUuBHOT
noteHnyjasa MMh. Haume, nako MM'h nocenyjy cnoco6HocT popMupama KoJloHHja y
ycaoBUMa in vitro kao MaHudecTalyje caMOOOHOB/BUBOCTU hesivja, UCTpaKUBama
NoKa3yjy Ja ce y OKBHPY THUX KOJIOHUja HaJsiade hesuje pas/iMydTOr HUBOA
3pesocTu/AudepeHIMPaHOCTH, Kao U [a pa3JiuKe MoCToje u3Mehy caMux KoJIoOHHja. Y3
T0o, MM'h excripyuMupajy U peslaTUBHO BUCOK HMBO MapKepa IJIYPUIIOTEHTHOCTU KOjU
cy npucytHu koa EMK kao wto cy OCT-4 (og enrsa. OCTamer-binding transcription
factor 4), SOX-2 (sex determining region Y-box 2) u NANOG Koju Kao TPaHCKPHUMIUOHU

bakToOpH y4ecTByjy y peryJjanuju MyJTUIOTEHTHOCTH, CAMOOGHOBe U npoJsiudepaluje
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MM, anu BHX0Ba yJora HUje A0 Kpaja pacBeT/beHa (Pierantozzi et al., 2011; Tsai &
Hung 2012). XeTeporeHoct kosoHMja MM'h 1 noteHnujaa camoo6HoBe MM jour yBek
Cy HejaCHU M IpeAMeT Cy UCTpakMBakba MHOTHUX CTyAuja (Samsonraj et al.,, 2015;
Rennerfeldt & Van Vliet 2016). Wnak HajBehe mnoremkohe y uaeHTUduKauuju
HaTuBHUX MM mnpejcTaB/bajy joll yBeK HeNmoTBpheHM in Vvivo NOTeHLHjas
nudepeHlyjaliyje, Te ce 3apaBo He MOXe AePpUHUTUBHO NOTBPAWUTHU /A HaBeJleHe In
Vitro KapakKTepUCTUKe IMpeACTaB/bajy aJeKBaTaH IoKas3aress npupoge MMh y
ycaoBuMa in vivo (Lin et al., 2013; Murray & Peault 2015; Kfoury & Scadden 2015).
W3 oBux passiora HaMehy ce nMTama 6MOJIOLIKE EKBUBAaJIEHTHOCTH heJivja U30/10BaHUX
Ha OCHOBY CIIOCOOHOCTH 3a a/iXe3Hjy U eKCIlpecyje NOBPIIMHCKUX MapKepa, Kao U Ja Jix
ce pasJiMKe MocjefUla pas3juyuTe 6UOoJO0THje TKMBaA U3 Kojux cy MMh u3osoBaHe
(Kalinina et al., 2011; Nombela-Arrieta et al., 2011).

WUmajyhu y Buay npobsiemMaTuky ujeHTUdHKalUje U KapakTepusanuje MMH,
HeJJBOCMHUCJIEHO ce HaMehe 3ak/bydak Jia lIMpa KJIWMHUYKA ynoTpeba oBux hesuja joum
yBeK HHUje Moryha, uako je 360r jeJHOCTaBHUX IpolieAypa U3oJjalyje oTkpuhe oBUX
hesnuja mobyauio BeJMKa O4YeKHBama y pereHepaTUBHOj MeAuuuHU (Zomer et al,
2015; Schifer et al., 2016). Y3 gudepeHuHjalluOHU MOTEHIUjaJ, IOKA3aHO je Ja y
ycaoBuMa in vitro MMh npoAyKyjy LIMpOK clieKTap OHMOaKTHBHHUX (akTopa Koju
NOMaXXy peMo/jieJioBakbe TKMBA M HCI0/bAaBajy MMyHoperysjaTopHa cBojcTtBa (Caplan
2007; Hoogduijn et al., 2010; Wu et al, 2013). C o63upoM Ha TO, NOpen
uaeHTuduKalnvje M KapakTepusaliyje, /JeTa/bHO T03HaBawke  OUOJIOUIKUX
kapakTepuctuka MMTh mnpejcraB/ba MoJIa3HY OCHOBY 3a HUXOBY oOJroBapajyhy
npuMeHy y henujckoj Tepanuju (Schifer et al., 2016). Kako cy MM'h kocTHe cpxu
HajBUIlle u3y4aBaHa nomnyJsanyja MMh (Maffei 2014; Merino-Gonzalez et al., 2016)
pasyMeBame QyHKLMOHHCakha MMKh fgaHac ce yrjiaBHOM 3acHHBa Ha pe3yJTaTUMa
flobujeHuM uctpaxxkuBawbuma MMh koctHe cpxku (Wu et al.,, 2013). Ca apyre cTpaHe,
VMaKo MOoKa3yjy BeJuKe cIUYHOCTU ca MMh koctHe cpxku, MM'h nopeksioM U3 Jpyrux
TKHBA Noceayjy U oapeheHe ocobeHocTH y norsiey 61MoI0MIKKUX GYHKIHja KOje CY jolln
yBEK HeJlI0BOJbHO pacBeT/beHe (Nombela-Arrieta et al,, 2011; Sacchetti et al., 2016;
Merino-Gonzalez et al.,, 2016). Ctora je ucnutuBawe ¢yHknuja MMh pasauyuTux
TKMBA Y OKBUpHUMa cHelUMPUYHUX HHUILA IOCTAJO0 AKTYeJHO IM0/be HCTpaKHBamba

(Kalinina et al., 2011).
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KibydyaH acnekT y feprunucamwy ¢yHkuuje MM'h y yciaoBuMa in vivo npejcTaBba
yTBphUBame HbHUXOBe MUKpPOAHATOMCKe JIOKa/M3aliyje Y OKBUPY pa3IMYMTHUX OpraHa.
Pe3yaTaTu ykasyjy Aa ce pesugeHTHe MMh Haznasze y 61M3UMHU KpBHUX cyfoBa (da
Silva et al.,, 2012; Murray & Peault 2015) wto yka3dyje Ha MoryhHoct ga MMh
C/IMYHO MEePULIMTHMA y4ecTBYjy y OJpKakby XOMeocTa3de KpPBHUX CyZ0Ba, Kao U Ja
pearyjyhu Ha omtTehemwe TKMBa OAroBapajy CTUMYJIalldjOM pereHepaTUBHUX NPOLLECa,
JIOKaJIHOM MOJyJIallujoM UH(IaMaTOpHe peakliUje U yja3e y CUCTEMCKY LUPKYJIaLujy
1oJ, yTUIajeM IpajidjeHTa LIMTOKKMHA Kako 6u Hacenuse omteheHo Tkupo (Via et al.,
2012; Wong et al., 2015; da Silva et al., 2016). MehyTumMm, nonamawe MM in vivo
HUje joll yBeK y MOTNYHOCTH pasjaimitbeHo (Murray & Peault 2015), HuTH je y
NOTIYHOCTU noTBpheHo pa cy henunje MMh y ycioBuma in vivo 3aucTta Ha
nepuBackyJiapHoj siokanuju (de Souza et al., 2016; Guimaraes-Camboa et al., 2017).

Wnak, maHac ce mnojpa3yMeBa Ja OuoJsiomika ¢pyHkuyvja MMTh npejgcrassba
opXake TKHBHE XOMeOoCTa3e, 0JHOCHO pereHepaliyja, LITO Ce 3aCHUBA Ha CaMOOOHOBH
Y MYJTUIIOTEHTHOM NOTeHLUjalny AudepeHLMjalyje, Kao U NOo[pXKaBawby XeMaTonoe3e
y3 MOTEHIMjaJIHY CIOCOOHOCT MoayJaluje UMyHcKkor oAarosopa (Carrion & Figueroa
2011; Wei et al, 2013; Zomer et al, 2015). OBu mnpouecu ojiBUjajy ce y
MHTepaKlMjaMa ca OKOJIHUM hesiMjaMa U YKJ/bYy4yjy UCTOBPEMEHO JieJIOBaH€ BEJUKOT
O6poja cUrHaJHUX MoJieKyJa. tbuxoBoMm oaroapajyhoMm o6pasoMm ofpebyje ce u
ycMepaBa akTUBHOCT MM'h kako y $U3MOJIOMIKUM, TAKO U Yy MATOJOUIKUM yCJI0BUMA
(Wei et al,, 2013; Wu et al,, 2014). Ha Taj HauuH, pe3useHTHe MMM peryauiy
dusmosI0KO 0O6HaB/bakbe TKMBA W OJprKaBajy TKMBHY xoMmeocTasy (Kalinina et al.,
2011; Wong et al, 2015). Haume, kako 64 ce HakOH ouiTehewa TKHBa OJpKaja
XOMeOoCTa3a, Ha MecTy noBpe/Jie nokpehe ce cepuja koopAuHUcaHux npoueca (Wong et
al,, 2015), wto yk/byuyje xemocTasy (KoaryJanuja 1 akTUBalLja TPOMOOLUTA), aKyTHY
uHbsaMauMjy (akTHBalyMja W MUTpaldja MMYHCKUMX  hesuja), cTBapame
rpaHy/JIoMaTO3HOTr TKUBaA (perpyrayuje u nposaudepanyje ¢ubpobaactra u MTH,
aHrvoreHese, OOHaB/balbe €NUTEJIA) U peEMO/Ie/IOBalbe (CUHTe3e W peopraHusalyje
BaHhesnjckor Mmatpukca - BhM) (Dimarino et al., 2013; Lee et al., 2016). Ha mecty
noBpe/ie MPOAYKyje ce BeJUKH Opoj CONYOMJIHUX MeJujaTopa KOjU ycMepaBajy
aKTUBHOCT heJsivja ¥ nokpehy UMYHCKH OATOBOP crieldUyaH 3a TKUBO U TUII IOBpeJE,

a Koju Cy K/bY4YHM 3a pereHepanujy Tkuba (Wong et al., 2015; Kanji & Das 2017).
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[Topen hesnuja UMyHCKOr cHCcTeMa Koje MMajy BaXKHY YJIOTY y IpoLiecy 0OHOBe TKMBA,
aKTUBHY yJiory uMajy u pe3useHtHe MMh. CtumysnucaHe dpakTopuMa cnenupUdHe
uH}samMaTopHe Hulle, MM'h ucnospaBajy cBoje peryJjaTopHe QyHKIUje Koje YK/bYUyjy
MOJyJ1alidjy UMYyHCKOT OJITOBOpa, aKTUBALMje U NpeXUBJ/baBaka OKOJHUX hesuja Kao
wTo cy ¢pubpob6sacTH, XeMaTONOEeTCKe, eHJOTeJCKe W enuTescke henuje, anu u
ctBapamwe BhM u oxubayHor TkvBa (Seeps et al., 2016; Kanji & Das 2017). Y ocHoBu
oBux pyHkuuja MM'h Hanase ce pa3jiMUUTU MOJIEKYJICKOOMOJIOIKYA MeXaHU3MU. Mako
IbUX0BA NIPUPOJA [ia CaZla HUje y NOTIYHOCTH MO3HATa, NPEeTIOCTaB/beHU MeXaHU3MU
reHepasiHo YK/by4yjy audepenuujanujy MM, ¢ysujy MM ca omrtehenum henujama,
kao U Mebyhennjcky koMyHMKauujy nyteM TpaHcdepa opraHesia  MONYyT
MHUKpOBe3UKyJla U MUTOXOHJpHja. Takohe, npoaykiyja MHOroOpOjHUX OMOAKTHBHUX
MOJIeKYJ1a, OJJHOCHO MapaKpyHa aKTUBHOCT, Ipe/CTaB/ba BaXKaH MeXaHU3aM /JieJIoBakba
MMM y pasavuynTuM hesujckuM nponecuMa Kao LITO Cy MMyHOMOJyYJ/Iallkja, allonTo3a,
aHrvoreHesa, Murpanuja, utz. (Ciuka 3) (Liang et al., 2014; Seeps et al., 2016).
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Cauka 3. MexaHu3MU Mcno/baBama 6uoomKux ¢yHknuja MMR. HGF - on enra. Hepatocyte
Growth Factor; HO-1 - ox enrs1. Heme oxygenase; NO - azom moHokcud; HLA-G5 - og enrs. Human
Leukocyte Antigen G5; VEGEF - ox eurn. Vascular Endothelial Growth Factor; IGF - on eHr.
insulin-like Growth Factors. FGF - ox enri. Fibroblast Growth Factors. SDF-1- Stromal cell-Derived
Factor 1; MCP1 - Monocyte Chemoattractant Protein 1; LIF - ox enrn. Leukemia Inhibitory Factor;
SCF - op enr. Stem Cell Factor; GDNF - ox enru. Glial cell-Derived Neurotrophic Factor. STC1 - of
eHr1. Stanniocalcin-1; GM-CSF - og enrn. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor;
CCL, CXCL - xemokuHu. [IpeyseTo u uamMerwmeHo npema Liang et al., 2014.
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[I[pek/JIMHUYKA HUCTpaKMBawka XxyMmMaHux MM, kao ¥ cTyauje Ha aHUMaJHUM
MoJeJiMMa IoKa3saJa Cy Ja ersoreda npumeHa MMh posoau [0 MOBOJ/bHUX pe3ysiTaTa
Ha pas/JIMYMTUM MOJeJMMa YyKJ/by4yyjyhu 3apacTalbe XpOHUYHHUX paHa, ONEKOTHHA,
aKyTHe noBpeJie miayha, uHapKTa MUOKap/a, AWjabeTeca, MyJTUILIE CKJIEPO3e, KA0 U
nopeMehaja racTpoMHTECTHHAJHOT TPaKTa, 6ybopera u jetpe (Madrigal et al., 2014; Ji
et al,, 2017; Arsenijevic et al., 2017; Mao et al,, 2017). MehyTuM, HaKOH aniuKalyje,
caMo MaJid IpolieHaT hesuja npexuB/baBa [AY>KU BpPEMEHCKU IMEpPUO/, Te je
BepoBaTHoOha Jla cy lbHXOBU NMOBOJbHU ePEKTU KOjU ce yodyaBajy Beh y nmpBux 1-2 gaHa
HaKOH IpHUMeHe MOocJae[ula BbUX0oBe Nnpoaudepanyje U gudepeHyyjanyje BeoMa Maaa
(Wu et al., 2014). HacynpoT npBoOMTHUM OYeKMBamHMa Ja Ce TepamnyTCKa yJora
MMt 3acHMBa Ha KUX0BO] CIOCOOHOCTU AUdepeHLMjalivje, caBpeMeHa UCTpaXK1uBamba
CBe BHILle UCTUYY MTapaKpHUHY yJory y o6HoBU TkuBa (Madrigal et al., 2014; Merino-
Gonzalez et al., 2016; Li et al., 2017). OBo cTaHOBHIITE NOAPKAHO je U HaJa3uMa Jia
KOHJULUOHUPAHU MeJAUujyMu KyaTuBucanux MMh Takohe mnocneuryjy ob6HaB/bambe
TkvuBa (Padeta et al.,, 2017; Kay et al, 2017; Jiang et al, 2017). CmaTpa ce na
NO3UTUBHU eQdeKTU JoJa3e [JeJMMHUYHO Kao TMocjaeAvlia KoMOWHalvje JejcTBa
O6MO0aKTUBHUX MOJIEKY/IA KOjU MOCeAyjy aHTUMHpJIaMaTOpPHa, aHTUNIpoJiMpepaTUBHA U
aHrMOreHeTCKa CBOjcTBAa. Ha Taj HauWH cTBapa ce MUKPOKpPYKele I0BOJ/bHO 3a
pereHeparyjy 4 noAcTulialkbe 06HaB/bakba TKMBA U aKTHUBalMje pe3u/leHTHUX, TKUBHO
cnenuduyHux nporenutopa (Meirelles et al., 2009; Nombela-Arrieta et al,, 2011;
Manuguerra-Gagné et al.,, 2013; Iseri et al., 2016; Vizoso et al., 2017).

Ca gpyre cTpaHe, UICTUM MexaHUM3MUMa pe3ugeHTHe MMh Mory y4yecTBoBaTH y
dbopMHUpamy NaTOJIOMKUX MUKPOCPEMHA, KOje Cy OJlIMKa OpojHUX 06o/bema (Ridge et
al,, 2017; Hill et al., 2017). JlonpuHoc MM'h nokasaH je y pa3Bojy pa3/IMUUTUX BpPCTa
MaJIMTHHUTEeTa NONyT XeMaToJioKkux Maaurautera (Wang et al,, 2017; Fracchiolla et
al,, 2017; Li et al., 2018), conugnux tymopa jetpe (Zong et al., 2018), nojke (Karnoub
et al,, 2007), npocrate (Cheng et al., 2016), rinaBe u BpaTa (Liu et al,, 2018), gebesor
npesa (Tsai et al, 2011; Wu et al.,, 2016). Takohe, nokazano je na MMTh mory
NOCHelIMBaTH pa3Boj TyMOpa Kpo3 CTUMYyJallKjy OTIHOPHOCTU TyMOpcKuX hesuja Ha
JiekoBe, popMupameM HUllle 3a HeaudepeHMpaHe TyMopcke hesuje (Ma et al., 2015;
Gazdic et al,, 2017; Yu et al.,, 2017; Hill et al., 2017). Ocum Tora, gonpuHoc MMh

3amaxka ce TOKOM pa3Boja ¢$ubpo3e opraHa HomyT jeTpe, 6ybpera, cpua, Koxe, aav
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IbUX0B edeKarT joll YBeK HUje y IOTNyHOCTH pasjauibeH (Prockop 2016; El Agha et al.,,
2017; Lietal,, 2017).

Umajyhu y Buay na MM'h ofrosapajy Ha cTUMyJ/lyce MUKpOCpeJiMHe, Memwajyhu
cBOj GeHOTUN U KOMYHHUKaLujy ca henujamMa y oKpyxemwy YMMe ce OCTBapyje HUXOBO
ydemihe y XoMeocTasH, aJli M NaTOJIOLIKKMM CTakbMMa TKHBA, HaMehe ce moTpeba 3a
ucnutuBaweM MMTK y KOHTEKCTy HajupubJMKHUjeM (U3NO0JOUIKOj TKHUBHO]
opraHusanuju U O¢yHKUUju. HMcToBpeMeHO, JeTa/bHO MO3HaBawe Ouosioruje MMh
CBAKOI' TKMBHOI U3BOPAa, Mpe/iCTaB/ba HEONXO/JaH 3aXTeB Kako 61 ce oMoryhuo pasBoj
ofArosapajyhe u ycnemHe ynorpebe TKUBHO-cienupuyHux MMh y okBupy Tepamnuja

pereHepaTnBHe MEAUIIMHE U TKUBHOT HHXXE€HEPHHTIA.

1.1.1.3. YcHa ayn/ba Kao U3BOP NOMNyJialMja Me3eHXUMCKIUX MaTUYHUX
hesmja

Beoma 6oraT M3BOp pas/JMUYUTUX hesHjcKUX NomyJsanyja Koje nocefyjy oAjauke
MaTH4YHUX M NPOTEHUTOPCKUX hesnja Hanasu ce y Be3SUBHOM TKUBY opodalujajHOr
CUCTeMa, Kora 4YMHM CKyll TKMBA M OpraHa KOjU 3ajeJHUYKH 00aB/bajy (yHKLHje
»KBaKama, r'yTamwa, roBopa, Aucama U Bapewa (Mao & Prockop., 2012; Amrollahi et
al,, 2016). VcTtoBpeMeHO, 0Ba TKHBA YeCTO OMBAjy OCTPambeHa Kao MeIUIMHCKU OTHaJ,
TOKOM Ppa3JIMYNTUX KJIWHUYKUX T[IpoleAypa, Te M ca acnekra [JOCTYIHOCTH
npeJ/icTaB/bajy NOCEOHO MOroZlaH M3BOpP 3a M30Jaljy HeaudepeHLUpaHUX hesuja,
oaHocHo M'h (Egusa et al.,, 2012). /lo casa, U3 TKUBA JeHTAJIHOT perioHa U30JI0BaHe
cy ¥ okapakTepucaHe MM'h 3y6He nyJine, MJieyHUX 3y6a, nepuoaoHuujyma (I1-MMh),
anukasHe nanusie u ruHruBe (Xiao & Nasu 2014; Rouabhia 2015; Sharp 2016)
(Cnuka 4). MebyTumM, y3 cBojcTaBa 3ajejHu4Yka cBUM MMM, u y okBupy MMR oBux
TKHBa I10CTOje 3Ha4ajHe pa3JiuKe. Y lIMpeM CMUCJy OHE Ce MOT'y IIOJeJIMTH Ha JiBa TUIA
y 3aBUCHOCTH O MOTYhHOCTHU popMHUpama CTPYKTYpe JeHTHHA Yy YCJA0BUMA in VIvo IITO
nocenyjy aentaiHe MMh nonyt MMh 3y6ne nynne, MMh mieyHux 3y6a u MMh
anvkasHe mnanuiae. Ca gpyre crpade, [I-MMh u MMTh ruHruse cBpcTaBajy ce y
HegeHTasHe MMTK koje y ycioBuMa in vivo ¢opMupajy CTPYKType CJAUYHE

NepUOJIOHIUjYMY, aJik He U [leHTHHY (Xiao & Nasu 2014).
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Cauka 4. U3Bopu xymanux opajaHux MMA. 311 - 3y6Ha nynana; [IM3 - ny/ana Mae4yHUX 3y6a;
A® - nentannu doaukys; All - anvkanHa nanuia; [1/] - nepuoaonnujym. [lpey3seTo u U3MeHEHO
npema Bojic et al,, 2014.

MebhyTuM, 1 mopeJ 3Ha4yajHOT MPUCYCTBA MAaTUYHUX, OJHOCHO MPOTreHUTOPCKUX
hesnuja pereHepaTUBHHU KamauuTeT opodaliyjaJHOT TKMBA je UIAK OrpaHUYEH, /0K je
NOTIYHA pereHepanuja ckopo Hemoryha. ¥ HajBehoj Mepu y3pOYHHIIM MATOJOMIKHUX
CTama 3y6a M TKUBA KOja UX OKPYXKYjy Npe/ACTaB/bajy MeXaHUYKHU HM3a3BaHe MOBpeJe,
Kao U ouiTehemwa M3a3BaHa pa3BojeM 3ala/beHCKUX Npoleca opaaHor TkuBa (Caton et
al,, 2012). Ilopepn Tora, oBa naToJI0OlIKa CTamwka Cy 4ecTo npaheHa MHTEH3UBHUM 00JI0M,
aJIu ¥ eCTeTCKUM npobsieMuMa. Ctora je y jieuewy ourteheHor opodanujajsHor TKUBA U
OpraHa HeONXOJHO YCIIOCTAaBUTH OOHOBY Kako QyHKIIMje TaKO U eCTETHKE IITO MOXe
npeACcTaB/baTU BeJMKU KJIWMHUYKHU U3a30B. UMajyhu y By KOMJIEKCHOCT TKMBA yCHe
JlyIlJbe, Kao Y Jla IpolieC pereHepalyje noJpasyMeBa akTUBHOCT BEJIMKOT 6poja TUIIOBa
henuja, nenoButa o6HOBa owTehewa oBor TkMBa Hajuelihe HUje Moryha 360r yera ce
MHTEH3UBHO paJid Ha Pa3B0jy HOBUX Tepalnuja Koje ykbydyjy npuMmeHny MMR (Scheller
et al.,, 2009; Mitsiadis et al.,, 2015; Pagella et al.,, 2015). Mehytum, dyHKIHjCcKe
pasavke usmehy MMR ynyhyjy u Ha HeomxoJHOCT oJjabupa ojrosapajyher usBopa
MMM 3a pereHepauujy pasJMyUTUX TKUBA, rAe AeHTajiHe MMR mory 6UTH morojaH
M3BOp 3a pereHepalujy CTPyKType AeHTUHA U MNyJile, KOCTHjy, XPCKaBUIle U HEPBHOT
TKUBa, 0K HeAeHTasHe MMTh Mory 6UTH NMOrojiHe y OINOpaBKYy MEPHUOJOHIIUjyMa,
TeTHBa U Mulinha (Xiao & Nasu 2014; Alvarez et al., 2015). [lopex Tora, UCIUTUBaKE
cBojctaBa MM'h peHTasior pervoHa je BaXXHO 3a pa3dyMeBame ydyeliha oBux henuja y
oApxKaBawky PYHKIMOHOT UHTETPUTETA, KAao U yJora Koje oBe hesvje umajy y 6pojHUM
NaTOJIOLIKHUM MPOoLeCMMa OBUX TKHBA.
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1.1.1.3.1 lonyaayuja mamuyHux heauja nepuodoHyujyma

Wako y oapxamy CTPYKType caMUX 3y0a IJIaBHY yJiory MMa 3y6Ha nyJna (Yu &
Abot 2007), yKynHH >XMUBOTHU BeK 3yb6a ojpebeH je U PyHKIMOHUM CBOjcTBUMA
noTnopHor TkuBa 3y6a (Maeda et al.,, 2011). [loTmopHO TKHBO 3y6a 03HAa4eHO Kao
NapoJlOHLIMjYM CacTOju M3 JABa 4YBPCTA TKUBA: ajiBeOJlapHe KOCTH U LieMeHTa KOju
IOKpUBa KOpeH 3y0a, Kao M JBa MeKa TKHBa: NepUojoHIHMjyMa U AecHU. Kao geo
NOTIIOPHOT TKHBA 3y0a Koje ce HaJja3u u3Mely ajiBeoslapHe KOCTU M 3y06a,
NIepUOJOHLUJYM NIpeJCTaB/ba MEKO CIelUjaJIM30BaHO BE3MBHO TKUBO 4YMja je IJIaBHA
yJaora yuyBpuihrBame KopeHa 3y6a 3a ajiBeoJlapHy KOCT, Kao U yOJakaBabe NPUTHUCKA
KOjU Ce CTBapa TOKOM >Bakamwa. CTora nepuoJOHLMjyM MNpeACTaB/ba AUHAMHUYHO
BE3MBHO TKMBO KOje Ce Kp0O3 MoOJe/iMpame CTPYKType BJaKaHa U KOCTHM HENpeKUJHO
npujarohaBa MeXxaHMYKMM [IpoOMeHaMa ca LU/beM OJipXKaBawka CTPYKTYpPHOT
MHTerpuTeTa TKuBa 3yb6a (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al.,, 2011). Ocum Tora,
NepUOJIOHIAjYM He caMo Ja Ipy:ka NOTHopy y yuBplihruBamwy 3y6a 3a aJiBeoIapHy KOCT,
Beh 06e36ehyje xpaH/bHBe MaTepHUje, IITUTU 3y0 U yUECTBYje Y O/lp>KaBalby XOMeocTase
opasHor TkuBa (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al,, 2011; Xiao & Nasu 2014). V3
TO, CBOjCTBO pOopMHpamka MUHEPAIN30BAHOI TKHBA, OJJHOCHO peryJaluje paBHOTEXe
u3Mehy HeMUHepa/M30BaHOI M MHUHEPaJM30BaHOT TKHBA IpeJCcTaB/ba 3HayajaH
cerMeHT QYHKIMOHHUCAWka OBOT TKUBAa. HauMe, nmepuoAOoHLUjYM je CMellTeH uU3MeDhy
JiBa MHMHepa/M30BaHa TKHUBa, aJiBeoJlapHe KOCTU M 3yba, Te je M CIpeyaBambe
npeKkoMepHe MUHepasr3aluje nocebaH QyHKIMOHU 3axTeB hesuja oBor TkuBa (Lekic
& McCulloch 1996; Nanci & Bosshardt 2006).

CTpyKTypHO, TKMBO NMEPUOJIOHIMjyMa CaCTaBJ/bEHO je U3 XeTeporeHe hesujcke
nonyJanyje kao 1 BhM, npu demy cy riaBHe hesvje koje u3rpabyjy oBo TKHUBO
bubpo6IACTH, AJIK Cy Ty MPUCYTHE U E€NHUTEJICKE U eH0TescKe hesvje, 0CTe06/1acTH,
1leMeHTO00J1aCTH, OJIOHTOKJIACTH, MOHOLUUTH U MaKpodaru, Kao U HeaudepeHLMpaHe
Me3eHxuMcKe hesuje, ok y cactaB BRhM oBor TkuBa yJjiaze KakKo KoJlareHe U TaKo
HeKoJlareHe KoMIloHeHTe. Haj3acTyn/beHUju Cy BUCOKOOPraHM30BaHU CHOIOBHU
KoJIareHUX BJIaKkaHa npeTexHo usrpahenu w3 kosaareHa tum I, III u XII, anu cy Ty
NPUCYTHA U eJlaCTUYHA BJIaKHA OKCHUTaslaHa, npaBehu 3ajefHO TPoOAMEMH3HWOHAJHY

Mpexy Koja OKpy:Kyje 3y0 U YKOTBJbYje KOpeH 3yba 3a ajiBeosiapHy KocT. Y BhM Hanaze
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ce M HEeKOJIaTeHU IMpOTeMHU TMOoNyT aJkajHe ¢ocdaTrase, MNpPOTEOrJIMKaHA U
[JIMKONpOTeMHa (YHAYJWH, TeHacUUH U (QUOPOHEKTUH) KoOje JIOKaJHO CeKpeTyjy
pe3usieHTHe hesuje, alyd KOjuU MOTy M IyTeM LUpPKyJaludje JOCHETH y TKUBO
nepuojioniujyma (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al,, 2011).

Mako mnpejcraB/bajy Ba)kKHY KOMIIOHEHTY OJp)KaBaka XOMeoCTas3e OBOT
BE3UBHOI TKMBa, HeaudepeHlMpaHe Me3eHXUMCKe hesvje mnepuofoHLUjyMa U3
XyMaHOT TKMBA ONIMCaHe Cy NPBU NyT 0J, cTpaHe Seo u capagHuka 2004. ronuHe. Y 0BoM
VCTpaXXYMBaky I[OKasaHo je pga wusosoBaHe I[I-MMh nocenyjy Mapkepe
kapakTepuctuyHe 3a MM'h (STRO-1 u CD146/MUC18), kao u aa ce nipu oAaroBapajyhum
yCJIOBMMa KyJITUBHCakha MOTY AupepeHIUpaTH y LleMeHTobJicaTe, agunonuTe U henuje
Koje NpOAYKYyjy KoJiareH. IloBpx Tora, y MCTOM HCTpaKuBakby, Ha MoOJeNy
MMYHOKOMIIPOMUTOBAHUX IJI0ZApa, TOKAa3aHo je [ia HAKOH TPaHCIJIaHTalLHje XyMaHUX
[I-MM'R  ponasu g0 <¢opMupama CTPYKTypa CJAUYHUX KOMILJIEKCY TKHMBA
IepUoOHIMjyMa U LIeMeHTa, a CJIeICTBEHO U oNlopaBKa owTeheHor TkMBa (Seo et al.,
2004). [TotomM cy u pagoBu Apyrux aytopa (Nagatomo et al., 2006; Gay et al., 2007;
Park et al.,, 2011; Miletic¢ et al.,, 2014) notrBpauIM npucyctBo nonysaanuje MM y
NOoMyJaliMju KyJTUBUCAaHUX hesMja mepUOAOHIMjyMa Koje 3a/l0B0/baBajy MUHUMAaJHE
kputepujyMme ISCT 3a pebunucawe MM, yk/bydyjyhu MyJTUNOTEHTHU NOTEHLUjaJ
JudepeHLMjaluje y YCJI0OBUMA In Vvitro, Ka0 M NPUCYCTBO MOBPIIMHCKUX MapKepa.
Takobhe, Ha MoJenMMa CBHEbe WJIM TJIOJlapa, C/eJICTBEHE CTyAuje moka3ase cy Aa I1/]-
MM came (Ding et al.,, 2010a), reHeTckd MOoAHMPUKOBAHE M/UJIM Y KOMOMHALUjU ca
pasIMYUTUM HOocauuMa U ¢paktopuma (Su et al., 2015; Wang et al,, 2016; Zhang L et
al,, 2017; Zhang C et al., 2017) Mory fONpPUHOCUTU ONOPABKY NOTIOPHOI TKHBA 3yba
in vivo, ITO yKa3syje Aa oBe hesuje vMcnosbaBajy epeKkTe 0oJ; TepaneyTCKOr 3aHayaja Te
MOry OUTH BakaH WU3BOp 3a henujcky Tepanwujy. Unak, cBojctBa II[-MMh Hucy y
NOTIYHOCTHU pasjallllb€Ha U MOTY 3aBUCUTH 0, pasanuuTux ¢pakropa (Zhu & Liang
2015) yxkpyuyyjyhu 1 MecTo NpUKyl/bakba TKHBA, C 063UpOM Ja je mokasaHo aa I1/]-
MM ca noBpuiMHe ajiBeoJlapHe KOCTHM MCIO0JbaBajy BehM KamauUTET pereHepalidje
asiBeosiapHe KocTu y nopehewy ca [I/I-MM'h ca noBpuinHe kopeHa 3y6a (Wang et al.,
2011). Ilopen Tora, mojany yKasyjy Ja TKUBO NepPUOJOHLMjyMa TOKOM pasBuha
HacTaje o hesuja Koje MUTrpupajy U3 TkMBa HepBHe kpecTe (Chai et al., 2000; Yao et

al., 2008; Dupin & Sommer 2012), Kkao ¥ Jja NTepUOJOHIIMjyM NpPeJICTaB/ba jeTHO OF,
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TKHWBa Yy KOMe ce HaJjla3e MyJTUNOTeHTHe hesnuvje HepBHe KpecTe (Dupin & Coelho-
Aguiar 2012), Te ga ce THUMe MOXe O0jaCHUTH eKCIpecHja MapKepa CBOjCTBEHHUX
HeaudepeHMpaHUM hesijaMa HepBHOT nopekJa Kao wTto cy Nestin, HNK-1, p75, Slug
u SOX-10 kop nmoctHatasHux [1/[-MMh (Coura et al., 2008; Bueno et al., 2013;
Fortino et al., 2014). ¥V ckaaay ca tuM, cryadje nokasyjy ga I[1/I-MMh ucnosbaBajy
U3paXkeH NOTeHLMjaa AudepeHIvjanyje Ka NporeHuTopuMa HepBHUX henuja (Lee et
al,, 2014; Ullah et al., 2016; Romeo et al., 2018). Ca gpyre cTpaHe, CJIUYHO JJpyrUM
TKUBHUM u3BopuMa MMM, 3anaxeHa je sokanusanuja [I/l-MMh y 6J1M3UHHM KPBHUX
CyZl0Ba, Kao W eKcrnpecwja Mapkepa nepunuta nonyt CD146 u NG-2 (on eHrJ.
Neural/Glial antigen 2) (Sonoyama et al., 2006; Iwasaki et al., 2013; Pitaru et al,,
2015; Zhu & Liang 2015). Crora ce cmaTpa fga ce y okBupy nonyuaauuje [1/I-MMh
3ampaBo HaJjla3e NporeHUTopckKe hesvje Koje OHTOTEHETCKU NOTHUYY OJf HEPBHOT TKHBA,
aJi U NpPOreHUTOpcKe hesivje Me30/epMa/lHOT NOpeKJa KOjU MOTUYY OJf OKOJIHOT
BaCKyJJapHOT TKHWBa M TKHBa KocTHe cpxku (Acharya et al., 2010). MoryhHocT
sokanuzauuje [1/[-MMh y 6/1M3MHU KPBHUX CY0Ba U HEPBHOT TKUBA Cy Takohe BaXXKHU
3a pa3yMeBame pereHepaTHBHUX CBOjCTaBa OBUX hesvja U HUXOBE KOMYHHUKallUje ca
hesnvjaMa okpyxemba.

CBe OBe yHHeHMUIlEe YKa3yjy Ha cieqUPUIHOCT NMePpUo0HIIMjyMa Kao Hulle [1/]-
MM koja perysniie pyHKIMjCKa CBOjCTBa OBUX hesvja Kako Yy GU3UOJIOIIKUM TaKO U y

[MIaTOJIOIKHUM CTalkbHUMa.
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1.2. ®YHKIHUJCKU OATrOBOP ME3EHXMMCKUX MATHUYHUX
‘REJINJA

Y ¢usuosomkum ycaoBuMa AMh Hajiaze ce y CTamby MHUpOBama CBe JOK UX
pas3JMYUTH CUTHAJIM U3 OKpPYXKewa, CTBOPEHU ycjaen ouTehewa TKUBA WU
pereHepaTUBHUX NOTpeba, He MOACTAKHY Ha npoJsudepanujy u/vuav audepeHuujanujy
(Symonds et al., 2009). llopexn perysanuje CONCTBEHE OGPOjHOCTH, UHTETPUCAHEM
CUTHa/la MUKPOOKpPY>KeHa, CX0JHO NoTpebdaMa y AaTUM OKOJIHOCTHMA, YCIIOCTaBJ/ba Ce
dyHkuujcku ogropop MM'R koju ce ocTBapyje Kpo3 NpOoAYKIHjY CONyOHUIHUX PpaKTopa
u aupektHe Mebhyhenujcke koHTakTe. Ha Taj HauuH MM'h yuyecTByjy M y perynauuju
aKTUBHOCTH OKOJIHUX henuja, kao u peopranusanyju BhM (Akhmanova et al.,, 2015;
Kyurkchiev et al.,, 2014; Ma et al., 2014; Rister et al,, 2006; Jiang et al., 2017;
Gattazzo et al., 2014).

[loceban wuHTepec JaHAac ycMepeH je Ka pas3yMeBawmy yTHLAja ¢akTopa
MHpaMaTOpHe MHUKDPOCpeJUHE Yy OOJIMKOBawy CBOjcTaBa U (QYHKIMOHOT OATOBOpa
MM, ogHOoCHO pasyMmeBawy oaHoca MMh U XxymopalHUX U hesdjcKMX 4YHMHUJIALA
MMYHCKOT CHMCTeMa C 063MPOM /la UMYHCKH CUCTEM Npe/CTaB/ba BaXKHY KOMIIOHEHTY Y
oApXamy XOMeoCTase U pereHepauuje TkuBa. Ca Jpyre cTpaHe, HeoAroBapajyhu
MMYHCKM OJFOBOP HajJa3u Ce y OCHOBU MHOTOOpPOjHHUX 0060/bema Te MoAyJaluja
aKTHUBHOCTUM MMYHCKOT CHCTeMa IpeJCTaB/ba OCHOBY 3a pa3BOj pas/JIMYUMTHUX
MMyHOTepanuja rae npuMmedHa MM'h Moxe ¥MaTH 3HavyajaH AONUHOC. Mnak pe3yaTaTu
KJIMHUYKUX MCTpaKMBawa joul YBeK HHUCY KoH3ucTeHTHU (Zhao et al, 2016;
Kyurkchiev et al,, 2014; Bernardo et al., 2009).

Ctora cy caBpeMeHa HUCTpakKuBakba yCMepeHa Ka pa3yMeBalby MexaHHW3aMa
perynauuje  ¢yHKuMjckor oxaropopa MMT  ykmyuyjyhu nposaudepauujy U
JudepeHLUjalHjy, CIOCOOGHOCT MOJyJlaliije UMYHCKOT OJIF0BOpa, ajld U pa3dyMeBamby

yTUILaja YMHUJIAla UMYHCKOT cUcTeMa Ha ¢yHKIMjcKa cBojctBa MM'h.
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1.2.1. IPOJIHPEPALIHJA H IUPEPEHIIUJALIHUJA ME3SEHXHMCKHX
MATHYHHX RE/IH]A

1.2.1.1. Iposmdepanuja ¥ cCaMOOGHaAB/baH€ ME3€HXUMCKHUX
MaTu4YHUX hesmja

YpaBHOTeKEHUM OAHOCOM Hu3Meby mnposudepauuje U gudepeHLHjaLyje, Kao
aJTepHaTUBHUX cyA6uHa M'h ycnocrtaBsba ce 6pojHocT nonyaanuje (Yamashita et al,,
2010). CynpoTHo, HeMoryhHocT ojpxaBawa oaroBapajyhe 6pojHoctu MK Moxe
BOJIUTHU Ka XUIlepIJIa3uju TKUBA ycae[ xunepnpoandepanuje MR, kao u fereHepanuju
TKMBa WJIM CTapewy ycCjles CMambema aKTUBHOCTU MR uan wuUxoBe OPOjHOCTH
(Morrison & Kimble, 2006; Rando 2006).

AkymyuanyjoM nposiudepaTUBHUX CUTHaIA (MUTOreHa), y AaToM TpeHyTKy M'h
MOXe ce IMOJeJIMTH aCUMETPUYHO WM CHMETPUYHO Y 3aBUCHOCTH OJi NoTpebda
opranu3ma (Camka 5), mTo yka3yje Ja Cy TOKOM WHAYKIMje Je00HOr IHKJyca
MCTOBPEMEHO aKTMBHU M MeXaHU3MU YK/bYYEHM Y JleTepMUHHCambe CyaouHa hepku
henuja. AcuMeTpuuHa fAeoba OJBHja Ce Yy LM/by OJip>Kakba TKUBHE XOMeocCTase U
nojpasyMeBa HacTaHak jeiHe M'h u jenHe henuje npenoapehene 3a gudepenyujanujy
(Yamashita & Fuller, 2008), nok cuMeTpuyHa Jieob6a pe3yJTyje y HacTaHKy ABe Mh
uau ase audpepenyupane henuje (Shahriyari & Komarova, 2013), mito npejcraB/ba
MexaHM3aM hesMjcke eKcnaH3uje HEONXoJlaH TOKOM pa3Buha, Kao W pereHepaiuje
HakoH moBpeZie (Yamashita & Fuller 2008). W3 Tor passiora ce cMmaTpa Ja je
baky/nTaTUBHM HauuH Jeobe hesuja k/pydyHa ajanTandja y  OJAp:KaBamwby
pereHepaTUBHOT KamanuTeTa afyJTHor opraHusma (Morrison & Kimble, 2006).
MebyTuM, MeHxaHU3MH peryJjainuje neobe MH y HajBehoj Mepu 3acHOBaHH Cy Ha
pe3y/aTaTUMa 06MjeHuX IPUMEHOM Pa3JIMYMUTHUX Mo/Jiesl-cucTeMa nonyT Caenorhabditis
elegans, Drorosofila melanogaster, enuTeNHUX W HeypOeNUTeJHUX hesuja MulIa
(Lechler & Fuchs, 2005; Morrison & Kimble 2006; Florian & Geiger, 2010), 1ok Ko/
MM'h oBu npornecy HUCY pacBeT/bEHH.

[locebaH nmpob6sieM JeduHMCaba MexaHM3aMa peryJaluje 1eobe 1 caMOOOHOBe
koa MM'h npeacTaBs/ba XeTeporeHocT hesuja y okBUpy KosoHUja koje MM'h dopmupajy
y YCJI0BUMa in vitro, Tje ce UCTUYe Aa KyaTuBucaHe MMh cTBapajy KoJloHMje KOoje HUCY
yBek ¢opMmupaHe o cTpaHe jefHe henuje. [logaTaH mnpob6seM HAeHTUPHUKALUje
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KJIOHasiHOCTU MMR je 1ITO in vitro ycjioBU per se MOry CTUMYJIMCAaTH AUpepeHLujalujy
MM (Samsonraj et al., 2015; Rennerfeldt & Van Vliet 2016), uuMe ce Mas106pojHa
nonysanyja Mh y okBupy Kyatusucanux MM'h ucypnspyje 1 Mewa. 3a pas/ivKy o[,
npoJsindepaliyje, NojMOBU CIOCOOHOCTH CAMOOOHOBE U KJIOHOT€HOCTH JIETEPMUHUCAHU

Ha OCHOBY in vitro UCTpaKuBamwa ce U3 0BUX passora kog MMh He MOry y IOTIIYHOCTH
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Ciuka. 5. CuMeTpu4YHaA M acuMeTpU4Ha Aeo6a Mh; Perynanuja feobe cnosball/bUM
U YHyTpalikbuM curHanuma. [Ipeyseto u usMmeweHo npema Yamashita et al.,, 2010;
Yang et al., 2015

[lopen perynauuje pgeobe, crnocobHocT camoob6HoBe MM moapasymeBa U
OZipKaBame MYJTHUIOTEHTHOCTH WJIM IJIyPUIIOTEHTHOCTH 3aBUCHO of thna Mh. 3a
pasnuky opn EMT, kKox kojux ce IJIypUIIOTEHTHOCT OJpXKaBa ClIpedyaBameM
JudepeHuyjanyje U CTUMyJalldjoM NpoJavdepanuje, kanauuter camoobHoBe AMh
nospasymeBa MOryhHOCT UH/JyKOBaHe /e06e y3 ofpKatbe HeAudepeHIIMPaHOT CTamwa,
Te Cy UCTOBPEMEHO Ca OJp>KaBaweM MUpyjyher cTamwa U ClipeyaBamkeM amonTo3e U
cTapema (CceHeclieHIMje), aKTUBHU U MeXaHU3MH KOjU OJp>KaBajy MaTUYHOCT hesuja
(He et al.,, 2009). Ha MoJieKy/JICKOM HUBOY 3ajeJHUYKA KapaKTepPUCTUKA MATUYHOT
ctatba MM'h 1 EM'h yk/byuyje npucycTBO eMOPHUOHATHUX TPAHCKPUNLUOHUX daKTOopa
(SOX-2, Oct 3/4, Klf4 (on enra. Kruppel-Like Factor 4), c-Myc, NANOG) Koju peryauury
MaTU4YHOCT. tbuxoBa aKTHBHOCT KOHTpOJIMCaHA je chnoJsballitbUM curHaiuma (Niwa

2007; Kolf et al,, 2007), npu 4yemy je 3a mMmatuyHoct MMh nokasaHo yyemihe LIF
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dakTtopa (ox eHrJ. Leukemia Inhibitory Factor) u apyrux ¢aktopa nonyT u3 ¢paMuimje
FGF npoteuna (of eHr.. Fibroblast Growth Factor), kao u dakTopa Koju npunajajy Wnt
dbamuuju  nporeuHa (Kolf et al, 2007). Hako ysore eMOpUOHATHUX
TPaHCKPUNLUOHUX PaKTOpa, HUCY y IOTIYHOCTH MO3HaTe, cMaTpa ce fa SOX-2, Oct 3/4
1 NANOG yurHe je3rpo pery/jiaTopHe Mpexe Koja KOHTpOJIMILE [poliece CaMOOOHOBE U
JudepeHuujauuje. Y OKBUPY OBe MpexXe aKTUBHOCT TPAHCKPUIILMOHUX (aKTopa
oApebheHa je MO3UTUBHUM U HEraTUBHUM clperaMa Kojuma je mehycob6Ho perysaucana
aKTUBHOCT CBaKOI $aKTOpa, JOK CBAaKM TPAHCKPUNIMOHU GAKTOp MMa M CIIOCOOHOCT
concTtBeHe peryaauuje. Ca pgpyre cTpaHe, MaJje IpOMeHe Yy eKCIpecuju jenHe
KOMIIOHEHTE OBe MeTJ/be NOCJAeJUYHO JOBOAU [0 IPOMEHE y APYTrUM KOMIIOHEHTaMa
ITO NoTOM oApehyje ykynaH audepeHnyjauuoHy cratyc henuje (Liu et al., 2007;

Niwa 2007).

1.2.1.2. /AudepeHnmjanyja Me3eHXUMCKUX MaTU4YHX hesuja

Mako MexaHHM3MHU KOjU TOKOM U HaKOH JAeobe oapebhyjy cynbuHy hepka henuja
HUCY J0BOJbHO MO3HATH, OCHOBHHU YCJOB 3a AudepeHuujauujy MMh npejgcraBsba
CJI0’KEHA CUTHaJIHA KacKaJia Y¥ja aKkTUBHOCT MH/YKYje penporpaMyupame reHoMa Kpos3
MHTEpaKIMjy BeJUKOr Opoja TpaHCKpUNUMUOHUX ¢akTopa Koju, usMeby ocrasor,
MoauduKyjy cTpykTypy xpomarrvHa (Huang et al.,, 2015; Almalki & Agrawal 2016).
Kao nocsneguia oBUX NpoMeHa, MHXUOWPA Ce eKCIpecuja TeHa KapaKTEPUCTUYHUX 3a
CTakbe MaTHU4YHOCTH, JOK Ce QaKTUBHUpA eKClIpecuja TIeHa KOju VY4YeCTBYjy VY
nudepenuujanuju (Liu et al., 2007). Ocum Tora, ¢ 063upom ja ce MM'R y ycioBuma in
vitro Mory paudepeHnupatd y hesdje pas/jMUUMTUX Be3UBHUX TKHUBa (OCTEOLUTE,
a[IMIONMTe, XOHAPOLMUTE, MHOIUTE, GUOpPOOLJACTe) jacHO je Ja ce y OCHOBHU
JudepeHuujauuje kKa oApeheHOM MpaBly Hajsa3e U CJIO0KEHU MeXaHU3MHM KOju
aKTUBHUpAjy TEHCKy eKclnpecujy crnequdUyHy 3a jeJlaH NpaBal, y3 HCTOBpPEMEHO
6/I0KMpale eKclipecuje reHa cneuuUYHUX 3a Jpyre npaBue AudepeHLUjaLuje
(Chuka 6) (Del Fattore et al, 2012). Ca gpyre cTpaHe, ycMepaBawe Mpolieca
nudepenuyjanuje MMT ka oapebeHom Tuny 3penux hesdja KOHTpoJIMCaH je
NPUCYCTBOM pas3/IMYMTUX LUMTOKKWHA, (akTopa pacrta, MoJjekysna BHhM, ogHocHO

cnenMprUUHOM HUIIOM y Kojoj ce MM'h Hanaze (Almalki & Agrawal 2016).
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Cauka 6. CxemaTcKu npukKas gudepeHnyjanuoHux nponeca MMRA ¥ TpaHCKpUNIMOHUX
dakTopa koju ux perysauuy. [Ipeyzeto u usmeweHo npema Benayahu et al., 2008.

Y npouecy octeoreHe gudepeHumjauvje MM'h rnaBHy ysory uMa akTUBaLMja
TpaHCKpUnuuoHor ¢gakropa Runx2 (on enrs. Runt related transcription factor 2), c
003MpOM Ja je MOKa3aHO Ja KOJ MHIIeBa KOjU He eKCIpPHUMHUpaAjy 0Baj GaKTOp He
Jloyia3u A0 AudepeHiUjanuje ocTeobsaacta, U nocaeadudo, opmupama Koctujy. Kog
JbYIM, Yy CHaydajy XamJaouHCyulyjeHlMje RunxZ reHa pa3BUja ce ayTO30MHO
JIOMMHAaHTHO o06o0J/behe KJIeHJOKpaHUjaJiHa JuCIJIa3uja Kajla ce pasBHjajy
aGHOPMAaJIHOCTH Y KOCTUMa Koje ce pOpMUPaAjy UHTPAaMeMOPaHCKOM OCU]UKaALUjOM.
Wnak, ekcrnpecuja Runx2 Huje [0BOJbHA 3a MOTHOYHY AWdepeHIUjalUjy 0CTe00J1acTa,
Beh je Heonxo/iHA aKTUBHOCT Apyrux ¢akTopa Koju npunazajy Wnt curuanusanuju (-
KaTeHWH 3aBHUCHOj U [-KaTeHUH He3aBUCHOj), Hedgehog v NELL-1 (op enrsa. Neural
Epidermal. growth factor-like protein 1) curHanusanujama (Rucci 2008; Kim et al.,
2013; Xu et al, 2015; Pang et al.,, 2015; Almalki & Agrawal 2016). [lociegwux
roguHa ysora Wnt curHaiusanuvje y OCTeoreHe3u NOCEOHO MpHUBJIAYU HNAXY, C
063MpoM [Jla je KoJ oJijpeheHHMX 000/bea KOLITAHOT CHUCTeMa JbyAW IOKa3aHa
II0BE3aHOCT NaTOJIOUIKKX CTawa ca HeaZlekBaTHOM Wnt curHasuzauujom (Kim et al.,
2013). AkTuBanyja f-kaTeHUH 3aBUCHOT Wnt cCUTHaJIHOT NyTa Mo/ijpa3yMeBa Be3UBambe

Wnt 3a cBoj peuentop Frizzeled n kopeuentop skracenica LRP5/6 (on enrs. Low-
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density lipoprotein Receptor-related Protein). OBaj curHaJ 6Jl0KMpa aKTHUBHOCT €H3HMMa
B xkuHasze 3 raukoreH cuHTase (GSK3[B) mto oMmoryhaBa crabunusanujy B-kaTeHHHA y
nuTomsia3aMu. HakoH mnoctusawa ofjpebeHe KOHLeHTpaluje OBaj HPOTEUH Ce
TpaHCJOLMUpA y jepo TJe Kao TPAHCKPUILMOHU (PAKTOp peryJiulle TpPaHCKPUILUjy
nu/bHUX reHa Wnt curHanusanyje (Rucci 2008; Almalki & Agrawal 2016). Kao
pe3yaTaT OBe AaKTUBHOCTH, CTUMYyJMlIe Cce eKclpecuja ¢akTopa OCTeoreHe
nudepenuujauuje nonyTt Runx2, DIX5 (ox enr.. Distal-less homeobox 5) n Osx (on, eHTJI.
Osterix) (Rucci 2008; Almalki & Agrawal 2016). McTtoBpeMeHO, 0BUM NpoliecuMa ce
MHXUOUpa eKCIpecuja TpPaHCKPUNLUOHUX (GaKTopa XOHApOreHe W aJuIlOTeHe
nudepenuujanuvje (Bennett et al., 2005; Kang et al.,, 2007). HakoH oBux Kopaka,
omnpee/beHU OCTEONPOTEHUTOPU IpoJsiaze Kpo3 a3y mnposuddepanuje Kaja
eKCIpuMUpajy ankajHy ¢ocdaraly. OBaj eH3UM yjeJHO NpeAcTaB/ba U jefjaH OF,
HajpaHUjUX MapkKepa y audepeHIyjauuju ocreobsacta. Kako mnpeocreobsactu
npecTajy ca Aeob0M, TaKo Ce U BbHUX0Ba Mopdosiorvja Mewa. 3 BpeTeHactor o6/rka
hesuje npesnase y Besinke KyboujaiHe, AudepeHiipaHe ocTeobacTe 6orate eH3UMOM
asikajsHe pocdartase. /lupepeHIiupaHu 0CTE0OJIACTU CEKPETYjy MPOTEUHE KAO UITO Cy
KoJsiareH TuM I, ocTeonoHTHH, ocTeoHeKTHH, BSP Il (og enr.s. Bone Sialo Protein II), a
KOjU yJia3e y cacTaB KOWITAHOI MaTpukca. Ekcnpecuja paHuMX MapKepa mpeKypcopa
ocTeobsiacTa ce noBehaBa ca ca3peBaweM 0OCTe00J1acTa U JeIOHOBakeM MaTpPHKCa.
3peJiv ¥ aKTUBUPAHU OCTe006JIaCTH NOUYUBY /1a EKCIIPUMUPA]jy TeHe KOjU Cy YK/bYYEHH Y
MUHepaJU3alUjy MaTpUKCa Kao ILITO je ocTeokKaJuuH. OBaj NpOTEeUMH NpejCcTaBJ/ba
MapKep 3peJMX ocTeo6JacTa ca XOPMOHCKOM  aKTUBHouihy, a  Jga/boM
AudepeHLHjalMjoM OCTeobJs1acTa HACTajy OCTEOLUUTU KOjU BUILIE He eKCIPUMUPAjy
MapKepe paHUX OCTeobJsacTa, Beh rpajie U o[p>KaBajy apXUTEKTYPY KOUITAaHOT TKHUBA
(Rucci 2008).

XongporeHa pgudepennyjauuja MMT 3acHMBa ce Ha aKTUBHOCTH So0X-9
TpaHcKpunuuoHor ¢pakrtopa (of eHrJs. SRY-box 9) KOju KOHTpPOJIMILE eKCIIpeCHjy reHa
YUjU IPOTEUHCKHU NpPOAYKTH, nonyT KosareHa tyna I, IX, XI u nporeorsvkaHa, ysnase y
cacraB BhM xpckaBuine. HUctoBpemeHo, Sox-9 uHxubupa Jamy AudepeHLUjalujy
XOHJPOLIMTA CHpedyaBakbeM GoOpMHpakba XUNEPTPOPUYHUX XOHAPOLUTA KOjU
npeJcTaB/bajy MoyeTHy a3y y pa3Bojy KOIITAHOT TKUBA TOKOM €H/IOXOHJpaJHe

ocudpukanuje. 3Hayaj oBor dQakTopa Yy XOHAPOTeHe3u [JOoJaTHO NOTBphyjy u
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UCTpakKMBaka Koja MoKa3yjy Aa je AedekTaH S0X-9 reH o4roBopaH 3a KaMIIOMeJUYHY
JIMCIIJIa31jy, PeTKO U JIeTaJIHO TEHETCKO 000J/bere CKeJIeTHOI CUCTeMa Koje je npaheHo
3HavyajHUM ckpahuBaweM yzoBa koJ byau (Kondo et al., 2014; Almalki & Agrawal
2016).

Y okBupy audepenuujanuje MMR y afunouute Mory ce pa3JiMKoBaTH JBe dase,
a TIJIaBHU TpPaHCKpUNLMOHM ¢akTopu oBux npoueca cy C/EBPs (on eHr.
CAAT/Enhancer Binding ProteinS) u PPAR-y (on eHr.. Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor y). TokoM npBe ¢paze M'h npesiasu y npeajiMoLuT, KOju ce MOPPOJIOLIKUA He
pasJiMKyje o[, CBOje MpeKypcKopcke hesvje, aiy Bulle He Nocefyje MyJTHUIIOTEHTHHU
noTeHuujan audepeHuyjanuje. Y 3aBpiiHoj ¢asy NpeajUNoOLUTH Ipesase y 3peJe
aJUnouMTe IITO IOoJpasyMeBa MOpPQOJIOLIKE IpPOMeHe, NMPUCYCTBO U AKTUBHOCT
INpOTeMHAa HEONXOJHHMX 3a TPAHCHOPT U CUHTe3y JIMINUAA, [ejCTBO MHCYJIMHA, Kao U
NpOAYKLHjY IPOTeNHa clieiuPUYHUX 3a agunonute. Takohe, oBe mpomeHe npaheHe cy
npoMeHaMa y kKoMnoHeHTamMa BhM u nuTocke/neTHUX esleMeHaTa, Ka0 U eKCIpecuju
redHa cneiudUYHUX 3a AAUIOLUTE UM HaKylJbatbe Junuja (Du et al., 2010; Moreno-
Navarrete & Fernandez-Real, 2012; Almalki & Agrawal 2016).

Wnak, 0BM MexaHM3MHU M3y4yaBaHU Cy y ycaoBuMa in vitro (Gimble et al., 2008),
JIOK ce y IUJby OJip>KaBama xoMmeocTtasze, MM'h y ycioBuMa in vivo audepeHnupajy y
hesnuje TKMBa y OKBUpY KOra ce HaJjla3e, Te je 3a carJje/jaBaibe KapaKTepHUCTHKa
JudepeHuUjalMoHOr Kanauutetra MMM, koju 64U mNOTeHUHUjaJHO Morao OHWUTH
ucKopuuiheH y pereHepaTUBHO] MeJJMLIMHU, HEONXO/JHO UMATH y BULY TKHUBHO OPEKJIO
nonyJsanuje MMh.

JvdepeHuyjallMoHM  HpoLecu  KOju  KapakTepuuly  hesuje  TKUBa
IIepUOOHIUjyMa OrJie/iajy ce Mpe CBera y OApiKakwy CTelleHa MUHepa/u3alivje TKUBa],
OJJHOCHO peryJaluju octeoreHe avdepeHnyjanuje. Haume, ynpkoc 4yuibeHUNM Jla ce
HaJsla3u M3Mely /iBa YBpCTa, MMHepaJM30BaHa TKUBA, jeJUHCTBEHA CIIOCOOHOCT TKUBA
NepUoIOHIMjyMa MCIO/baBa Ce Yy OJpXKaBamky peJaTUBHO yjeJjHaueHe IIUpHUHE
HeMUHepaJUu30BaHOT Be3UBHOI TKHMBA TOKOM BpeMeHa. [Ipu Tome, npusarohasajyhu ce
GYHKIMOHMM 3aXTeBUMMa TKHMBO MEPUOJOHIMjyMa UMa CIOCOOHOCT NPOMEHa, Na TaKo
ca noBehamweM noTpeba mWIMpHUHA TKUBA ce MoxKe yBehaTu u 3a 50% Kpo3 3a/ieb/baBambe
CHOIOBa BJIakaHa. HacynpoT ToMe, cMamee QyHKIUje NepuoJoHIMjyMa orjeja ce y

Cy’kaBamwy Aeb6/bMHE TKHMBA KpO3 CMamelme 6poja u Aeb/buHe BiakaHa (Nanci &
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Bosshardt 2006; Lekic & McCulloch 1996). Ctora ce Hamehe 3ak/by4ak Ja henwuje
TKUBa NnepuosoHnujyma ykpydyjyhu u [1/-MMh nako noceanyjy n3pakeHU OCTeOTeHHU
noteHnyjan (Lekic & MacCulloch 1996; Choi et al., 2013; Alvarez et al., 2015), ca
Jipyre cTpaHe MOpajy nocef0BaTU U MeXaHU3Me KOjU KOHTPOJIMULY MUHepPaJIU3alMOHU
npouec (Lekic & McCulloch 1996; Takimoto et al., 2015). HeocnopHu fg0ka3u roBope
y npujor ja hesuje y OKBHPY OBOI TKMBAa Kak0 TOKOM pa3BOja TaKO U TOKOM
pereHepanyje, CEKpeTyjy MoOJIeKyJie KOjU peryJjuily CTelleH MUHepaJu3aluje U yjeJHO
cCripeyaBajy CIIOHTAHO CpacTame KopeHa 3yba U ajiBeoJlapHe KOCTH, OJJTHOCHO aHKUJI03Y
(Nanci & Bosshardt 2006). Mako cy MexaHU3MH UHXHOUIIMje MUHepaIU3alidje TKUBa
NepuoJloOHIMjyMa c1abo MO3HATH, A0 Cajia je NMOKa3aHO Ja peryJjaluju oJpkama
HEMUHEePaJM30BaHOCTU MOXe JONPHUHOCUTU NPUCYCTBO MATPUKCHOT Gla mpoTenHa
(MGP, ox enrs. Matrix Gla Protein), no3HaTOr UHXHOUTOpa MUHepaau3andje (Nanci &
Bosshardt 2006), riMKo3aMMHOTJIMKAHA, MNpOCTarJaHJuHa, KoJlareH-acolMpaHor
npoterHa (RGD-cementum attachment protein) (Lekic & MacCulloch 1996; McCauley
& Somerman 2012), PLAP-1 (om eurna. Periodontal Ligament-Associated Protein-
1)/acnopun (Yamada et al., 2007). Ocum Tora, Ha hesujckoM HHMBOY MOKa3aHO je Ja
TPAaHCKPUILUOHM  perysaTtop Msx2 chnpeyaBa ocTeoreHy audepeHnyjanujy
dubpobsacTa NepUOJIOHIIMjyMa KpO3 OJIOKMpakbe TPaHCKPUIIMOHE aAKTHBHOCTHU
Runx2/0sf2 (opn enru. Osteoblast-Specific Factor 2) (Yoshizawa et al.,, 2004). Ctora
peryjaanuja audepeHiyjanujanyje henuvja TKMBa NepUOJOHIMjyMa, MpeACTaB/ba U
Ba)kaH acCIleKT pa3dyMeBama Ipolieca MUHepain3aluje opodanujasHor Tkuea (Nanci &

Bosshardt 2006; McCauley & Somerman 2012).
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1.2.2. HAMYHCKH CTATYC MESEHXUMCKHUX MATHYHHUX RE/IH]A

HUmajyhu y Buay aa cy MMh npeTexHO JioKajsiM30BaHe y OJIM3UHM KPBHUX
CYyZl0Ba, OJJHOCHO Y peTrMOHMMa KOjH Npe/CTaB/bajy NPBY JMHU)Y O40paHe OpraHu3Ma 1
WHTEepaKlyjy ca hesujaMa KpBM, mnpeTnocrtaB/ba ce ga MM 3axBayjyhu cB0joj
GYHKLIMOHO]  IJIACTUYHOCTH,  CJMYHO  JAPYrMM  THUIOBMMAa  HEMHjeJOUJHUX
(HexeMaTonoeTCKUXx) hesuja Kao mWTO cy PUOPOO6JACTH, €HJOTEJCKE U eNUTeJHe
hesnuje, MOTy aKTHBHO y4eCTBOBATH y 00JIMKOBawy MMyHcKor ogrosopa (Le Blanc &
Davies 2015; Caplan 2016). lllupoka 3acTyn/beHOCT pellenNTOopa KOju MpPeno3Hajy
MoJieKyJicke obpacte natoreHa (PAMP, of enri. Pathogen Associated Molecular Pattern)
Ha MM nonyt TLR (ox enrs. Toll Like Receptors) yka3syje Ha BaxHy yjaory MMT y
MOAyJaLUju paHOr HMyHCKor oxarosopa (Waterman et al., 2010; DelaRosa &
Lombardo 2010; Rashedi et al.,, 2017). CnexncTBeHo ToMe, Moayaupajyhu ypohenu
MMYHCKHU ofroBop MMh Mory nocpeZijHo yuecTBOBAaTH U Y 00JIMKOBalby U YyCMepaBakby
CTe€YEeHOI UMYHCKOTI OAr0BOpa, T€ Ceé Ha OCHOBY UCTpa)KuBamwa MHTepakuvja MMh u
MMYHCKHUX hesuja, Moxe 3aKk/bydUTH Ja ce epekty MM'h kako Ha ypoheHH, Tako U Ha
CTeYeHU MMYHCKH OJTr0BOP MOI'Y OKapaKTepHCaTH Kao JBOjaku (IpOMHPJAaMaTOPHU U
aHTUH)JIAMaTOPHU), alldi U JABOCMEPHU C 003UpPOM Jla U hesujcke U coay6uIHE
KOMIIOHEHTe HMYHCKOI CUCTeMa MoAyaupajy ¢yHkuuoHu cratyc MMh. Hako,
cneqUYHU hesujcKu M MOJIEKYJICKM MEXaHU3MHU YK/bYYeHU y UMYHOMOZYJATOPHY
aktTuBHocT MMh joum yBek 3axTeBajy OICeXXHa MCTpPa)XKUMBala, JlaHac je MO3HATO Ja
MM aKkTUBHO y4ecTByjy y MoAyJaldju HMMYHCKOI OJAroBopa KakKO IOCpeJCTBOM
JUpeKTHUX MeDhyhesnjcKux KOHTaKaTa, TakKo U NMPOJYyKOBakbeM COJyOMJIHUX daKTopa.
CBojum penoBaweM, MM'R Mory yTunatd Ha ¢peHOTUN U QYHKLHje UMYHCKUX hesdja,
nonyT nposudepanuje, ca3peBama, nosapusanuje u murpauuje (Bernardo & Fibbe
2013; Le Blanc & Davies 2015; Ma & Chan 2016; Zhao et al., 2016; Gao et al., 2016).

[IpBo6UTHE CTy/Uje yKa3asie Cy Ha UMyHOCyIipecuBHa cBojctBa MMR, ¢ 063upoM
/la je Ha KCEHOTeHOM Mo/ieJly TpaHc/iaHTauuje XxyMmanux MM'h y ¢eTyc oBlie, moka3aHO
Jla 10 ofbalMBamka NpUuMelmeHuX hesvja He J10J1a3U HU KaJja ce OHe allJIMKyjy HaKOH
pa3BHjamkba UMyHOJIONIKe 6apujepe koj ¢eTyca. Ha ocHOBY Tora ce MOIJo 3aK/by4UTH
Jfla MM'h umajy cnocob6HOCT u3beraBakba UMyHCKOT OZiroBopa JoMahuHa 3axBasbyjyhu

MMYHCKHM OJJIMKaMa Koje OM Moryie OMTH KOpPHUCHE y TKUBHOM WHXXEHEpPUHTY U
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henujckoj Tepanuju (Liechty et al,, 2000). UMmyHonpuBuieroanoct MM'h ce orsiena y
MCIIO/baBalby HMUCKOI HHUBOA NOBpPIIMHCKUX MoJiekyna—MHC 1 (ox enrn. Major
Histocompatibility Complex), nok je excnpecuja MHC II, CD40, CD80 u CD86 moseky./a
oacytHa (Le Blanc & Ringden 2005; Chamberlain et al., 2007; DelaRosa &
Lombardo 2010). MehyTum, nako je nokaszaHo gja MM'h Mory cnpeduTu ofb6IMBambe
TpPaHCIJIAaHTUPAHOT TKHUBA KO/ pa3nyuTUX BpcTa (Bartholomew et al., 2002; Djouad
et al., 2003; Sun et al., 2009), koH3uCTEHTHOCT OBOT cBojcTBa MM'h Huje noTBpheHa,
360T yera ce CTaTyC UMYHONPHMBUJIETOBAaHOCTHU OBHUX heJsija JjlaHac JOBOAU y NHUTambe
(Eliopoulos et al., 2005; Nauta et al., 2006; Ankrum et al., 2014; Gu et al., 2015).

Ha ocHOBy noyeTHHUX UCTpakhBama 3anaxeHo je u Ja MMh umajy cnocobHOCT
nHxubuuuje npoaudepanuje aktuBupanux T sumoonura (Di Nicola et al., 2002;
Krampera et al., 2003; Le Blanc et al., 2003), a yjeiHO ¥ /]a CEKpETYjy LLIMPOK CIIEKTap
MOJIeKyJla KOjU MMajy KJ/bY4yHY VYJOTYy Yy HMYHCKOM OJrOBOpPY yKJ/by4dyjyhu
uHTtepseykuHe (IL) -6, -8, -10, TGF- (ox enrn. Transforming Growth Factor Beta 2),
HMHJl0JIeaMUH-2-3-auokcureHasy (IDO) uau npocrarnanauia E2 (PGE2) urto je Takobhe
yKa3aJo Ha Moryhy HCKOpPHUCT/bUBOCT OBHUX cBojcTaBa MMK y cBpxXy Tepamnujcke
Mojyaanyje umyHckor ogarosopa (English 2013; de Witte et al., 2015; Schepers &
Fibbe 2016). Y okBupy MojyJsalyje cTedeHe HMYHOCTH MOKa3aHo je Aa MMh, nopen
uHxubunyje nposudepanuje T sauMonuTa, peryjuvily U HHUXOBO Ca3peBabe,
CeKpeLMjy UMTOKUHA, LUTOTOKCUYHOCT, UHAYKYjy pa3Boj peryaaTtopHux T sumdonurta
(T per) (Glennie et al., 2005; Selmani et al, 2008), xkao u Ja peryauuly
IpeXuBJ/baBale M ca3peBawe b snmMdounuta U nociefuyHo HUXOBe edeKTOpCKe
¢yHkuuje (Corcione et al, 2006; Chen et al., 2006). CinescTBeHa HUCTpakKMBamba
nokasaja cy jga MMT kocTHe cpxu Mory mno6oJblllaBaTH IMpeXHBJ/baBakhe KaKo
He3peJsiuX, TaKo M akTuBUpaHux HeyTpodusaa (Raffaghello et al, 2008), a ca apyre
CTpaHe MHXUOUpAjy  IJIaBHE ¢yuknuje  Ah  ykbyuyjyhu eKCIpecujy
AHTUTeHIpe3eHTYjyhux ¥ KOCTUMYJATOPHHUX MOJIEKyJla, Te Ja MOAYJAUpajy
nudepeHLUjanyjy, ca3peBame U akTUBaLUjy oBux hesuja (Djouad et al., 2007; English
et al, 2008; Zhang et al., 2009). MebyTuM, ciMYHO NPOMEH/BUBOCTH CTaTyca
MMYHOIIPUBUJIETOBAHOCTH, TaKobhe je MoKa3aHo Jja UCIl0/baBakbe HMYHOMOAYJIaTOPHUX
edpekaTa He mpeJicTaB/ba KOHCTUTYTUBHO CBOjCcTBO oBUX hesuja (Ma & Chan 2016).

3anpaBo, Ha OCHOBY 6pOjHI/IX EKCIIEpUMEHTA/JIHUX IIoAdaTaKa AdaHAC Cce UCTHYe AyaJiHa
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npupoza UMyHckor ctatyca MM'h yunju ce edpekTu ucnosbaBajy y 3aBUCHOCTH OJf AATHUX
yciaoBa y okpyxewy (Li et al., 2012; de Girolamo et al., 2013; Haddad & Saldanha-
Araujo 2014). HaumMe, Kako je ycrnocTaBbatbe PyHKIHOHOT ogroBopa MMh ogpeheno
MHTerpucamheM CMrHaja CroJballbe CpefiiHe, y oapehuBawy uMyHckor cratyca MMR,
OZlHOCHO MCII0/baBakby UMYHOMOJYJIAaTOPHUX PYHKIMja K/bYYHY YJIOTy MMa LieJIOKyITHa
HUINA KOja IOCTaje 3HATHO YCJOXHEeHa TOKOM pas3Boja 3ala/beHCKOr Ipoleca.
WHdamaTopHU curHasiy, ykaydyjyhu henvjcke u cony6usiHe KOMIIOHEHTe, UHAYKY]Y
cTBapamwe crnepududHor cratyca MMTh koje mospasymeBa NpPOMEHY pas/MYUTHUX
MOJIEKY/ICKOOMOJIOLIIKHUX CBOjCTaBa MOMYT eKCIpecHuje MOBPIIMHCKUX aHTUIeHa, Kao U
cekpenyje COJYOUJIHUX MOJIEKYJa 4YUMMe ce 00J/HvKyje QyHKUHOHU oxarosop MMh.
CtumysnucaHe MMh Mory MHXMOUpPATH aKTUBHOCT MOHOUMTA U T siuMbonuTa, alu U
nogctuiaty akTUBHOCT T u b per imMdonuTa, makpodara u NK hennja (Krampera et
al,, 2011, Ménard & Tarte 2013; English 2013; Zhao et al., 2016; Gao et al., 2016;
Hosseinikia et al,, 2017; Lee & Song 2018) (Caiuka 7).

INF-y TLRs
TNF-a LPS
0 P ) -
_—r
Hecrumynucane MUudpnamatopra | Owreheme Crumy/nucaHe
MMT MHKpOCpeHHa TKHBa 100 L MMh
PGE2 IL-8
TGFB HGF
COX-2 HLA-G
PGE2 | IDO HLA-G5 PGE2 IDO
P | IL- | TGF HLA-G5
el R TGFR | HLA-GS TGFB 10O i " e PGE2 Hed
y -’ )
_’ s 4 & )
P i @ - @)
Mounouutu /JAeHAPHTHYHE T umMonuTH T per Makpodaru Bper NK hesnje
henuje JUMOIUTH JUMGOLUTH
WHXu6HIHMja ca3peBatba Huxubunuja WHxu6numja T l WmyHoMopynanuja l
Cmameme npoaykuuje IL-1, npoaudepauuje uMponuTa Mpoaykuwuja IL-10
CD40, TNF-« Anontosa Mpoaykuuja IL-10 Muxu6unuja npoaykuuje IgE i
per
(CD73* NK henuje)
M2 Makpodaru WmyHoMoaynanuja

Mpoaykuuja IL-10
WmyHoMoaynanuja
Mpoaykuuja IL-10

Cauka 7. YTunaj uHdIamMaToOpHe MHKpPOCpeAWHEe HAa HMMYHOMOJAY/JAATOPHY aKTHBHOCT
MMTR. [IpekuHyTe cTpeJivlie 03HAYaBajy MHXUOULY]Y, JOK CTpeJIMlle 03HAa4aBajy CTUMYyJIaLujy.
[IpeyseTo u usamMemweHo npema. Lee & Song 2018.
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Kako 6u ce ob6jacHW/1a 3aBUCHOCT MCIO/baBalkba HMYHOMOJY/JIATOPHUX
aktTuBHocty MMM on ycioBa MUKpPOOKpyXema INpPEeTNOCTaB/beH je BHUIIEeCTENeHHU
npouec aktuBauuje MM'h. Ha Taj HauuH, ycnoctaB/bawe henvjckor penoruna MM ca
oZpeheHMM HMYyHOMOJAY/JaTOPHUM CBOjCTaBMMa, OHW IpeJCTaB/ba0 MexaHHW3aM
ycMepaBaka QyHKIMOHOT ofgrosopa MMh (Waterman et al,, 2010; Krampera 2011;
Bernardo & Fibbe 2013) (Camka 8). Y wMupyjyhuM, pe3uieHTHHM YCJOBUMa
MUKpPOOKpy>ketba MMh nopp:kaBajy npexxvB/baBame pas/IMUMTUX TUNOBa heswuja, a
Takohe Mory ucHo/baBaTU aHTUTeH-pe3eHTyjyha W mnpouHdIaMaTOpHaA CBOjCTBa
(Krampera 2011) (Cauka 8). AuraxxoBaweM TLR4 penenTtopa nog ytuunajem LPS (ox
eH1. Lipopolysaccharides) (Waterman et al., 2010) uau TLRZ penenrtopa mnoj
yTulnajeM nentugorivkadHa (Tomchuck et al, 2008) ycnocraBba ce
npouHdaamatopHu ¢eHorun MMh. Taga MMh 3aa06ujajy ciocCOGHOCT 12 MUTPUPAjy
Ha MecTO MHJIaMaluje U UHAYKYjYy UMYHCKM OJATOBOp, IPU 4eMy Cy OBU MPOLECU
npaheHu cekpelyjoM pas3/JU4YUTHUX (@aKTopa KOjU [JONPUHOCE IMpUBJIAYEHY U
aKTHUBalMju UMyHCKUX hesnja (Waterman et al,, 2010; Le Blanc & Davies 2015). Ca
Apyre crpaHe, aHraxoaweM TLR3 opn crpaHe pgBosianyaHe PHK wau nop pejctBom
npoHdaamaTopHux uutoknHa (IFN-y, TNF-a uau IL1-a/f) MMh ce Mory ycMepuTH Ka
yCIIOCTaB/balby aHTUMH(JAMAaTOPHOT (EeHOTHINa KOjU Ce HCcloJbaBa Kpo3 mnoBehaHy
NPOAYKLU]Yy UMYHOCYNIPECUBHUX (paKTOpa Kao U UHXUOULMjY aKTUBHOCTU MMYHCKHUX
henuja (Cmka 8) (Waterman et al., 2010; Li et al., 2012; Bernardo & Fibbe 2013).
Ctora 6u, ¢yHKUHOHO ca3dpeBatbe MM mnoapasymeBasno aktuBauujy MMh nytem
pa3/MYuTUX MHJIaMaTOPHUX PaKTOpa, a 3aTUM U NpeBasuiaKewa ofpeheHor npara
u3Mebhy cynpecuBHUX ¥ cTUMysIaTOpHUX curHaia (Krampera 2011) (Cauka 8).

OBakaB koHLeNT nosapusanyje MMh npejfcraB/ba MozesN KOjuM 64U ce MorJje
06jacHUTH Hausraej KoHTpaAaukTopHe yjsore MMh y undsamanuju. ®U3MOIOLWKU
CMHCA0 YCINOCTaB/baba pas3UuUUTUX PeHoTHUNOBAa MM orsieao 6u ce y mocTojamy
MoryhHoCTM [Jla ce KpoO3 paBHOTEXY CUrHajJla NPOMOBUIIE O0JO0paMOeHHU CUCTEM
JloMahMHa y3 UCTOBPEMEHO Kperpake CUTHAIHE NIeT/be KOjOM Ce crpeyaBa ouiTeheme,
a yjeqHo crumyauiie o6HoBa TkvMBa (Bernardo & Fibbe 2013; Le Blanc & Davies
2015).

be3 o063Mpa Ha Hepa3jalllkbeHy MNPUPOAY HMYHCKor cratyca MMM,

MMyHOMO/JyJIaTOPHA CBOjCTBAa OBHUX heJsiMja 3ay3esa Cy BaXXHO MeCTO y CTpaTervjama
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pereHepaThBHe MeJUIlMHe, ajld U KJIWHUYKUX cTyAuja. Unak, y nu/by nobospluiama
cTaHJapAu3auuje febUHUCAaba UMyHOMOAY/IATOPHOT KamalydTeTa ex Vivo YMHOXKEHUX
MM, noTpe6HO je yCHOCTaBUTH PUTOpPO3HHUje TeCTOBe KOjU OU ce CIpPOBOAUIU Y
yCJA0BUMA HajCIUYHUjUM in vivo ycnoBuMa (Krampera et al, 2013; Galipeau et al,,

2016).

PesuieHTHH yC10BH
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lpounraMatopru AHTHHHAQMATODHH
denorun MMR derorun MMT: I
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Cauka 8. [lonapusanuja M ycMepaBambe UMyHOMoJy/lAaTopHor ogrosopa MM ¢akropuma
Mukpocpeause. IFN- o enrs. Interferon; TNF-on enrn. Tumor Necrosis Factor; MIF on, eHru.
Macrophage migration inhibitory factor; GM-CSF on enra. Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor; CCL2, CCL3, CCL12, CXCL3-xemokunu; TSG-6 og enrs. Tumor necrosis factor-
inducible gene 6 protein; HGF og enrs. Hepatocyte Growth Factor. [lpey3eTo U H3MeHbeHO IpeMa
Krampera 2011; Le Blanc & Davies 2015.
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WUmajyhu y BUAY CJI0KEHOCT MMYHOMOAYJATOpPHOr noTeHuMjasa MMh u jouw
yBEK CJab0 OKapaKTepHCaHe yCJ0Be MOJ KOjuMa ce JaTa CBOjCTBAa HCIOJ/baBajy
perysianyvja QyHKIMOHUX cBojcTaBa MMM noa ytuuajeM vHpJIaMaTOPHUX CUTHaja
npeJ/icTaB/ba U3y3eTHO aKTYeJHO N10J/be UCTpaKUBamwa. [locebHa naxkwkba ycMepeHa je Ha
[II-MMh, kao MM'h TKuBa Koje ce Hajla3u y pervoHy ycHe AyIlJbe U KoOje je Kao
CaCTaBHU [ie0 IOYETHOI JeJla CUCTeMa 3a Bapewme H3JI0KEHO LIMPOKOM CIEeKTpy
aHTUreHa cnoJbalie cpeauHe (Li et al., 2014). UcToBpeMeHO, TKUBO EPUO/IOHIIHjyMa
npeAcCTaB/ba U CBOjEBPCHY MMYHCKY Oapujepy uuja yJjora ce orjeja y clpedyaBamby
NpoJopa aHTUTeHa AybJ/be y KOLITAaHO TKUBO, IIITO CBe 3ajejHO ynyhyje Ha cnequduyHa
pereHepaTUBHa U MMYHOMOJyJiaTOpHa cBojcTBa oBor TkuBa (Di Benedetto et al.,

2013; Cekici et al,, 2014; Ma & Chan 2016; Liu et al., 2017).
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1.3. MUKPOCPEJAUHA YCHE AYII/bE

Y yCcHOj AynJ/bM Hajla3u ce MPUOJIMMKHO OKO LIeCT MUJIHjapAu 6akTepuja, Meby
KOjuMa ce MOe pasavkoBaTu Bulle ox 700 BpcTra, aiM M JApYyrux THUIOBA
MHUKpOOpraHu3sama yk/byudyjyhu ribuBule, npoto3oe U Bupyce (Aas et al,, 2005, How
et al, 2016). OBu MukpoopraHusmy, ¢opmupajyhu ciaoxeHe OGUOPUIMOBE YHHE
opasnHu MukKpoo6uoMm (Aas et al., 2005; Dewhirst et al., 2010), a y 3aBUCHOCTH 0]
MNOBpIIMHE KOjy Hace/baBajy y OKBUPY YCHE YIJbe Ce€ MOXe Pa3IMKOBAaTH MUKPOOUOM
MyKo3e, 3y6a 1 nmbyBauke (He et al., 2015). Ynpkoc KOMIIJIEKCHOM cacTaBy OpaJIHOT
MHUKpPOGHUOMa, yCHA AYIl/ba Ce OJJIMKYje CTAaOUJIHUM CacTaBOM, 0K yCJie/l HapyllaBakba
paBHOTEXEe U YMHOXaBaka MOTEHIHja/HO NMaTOreHUX MUKpOOpTraHU3aMa Moxe Aohu
Jl0 pa3Boja pa3/IMYUTUX 0060/beA YCHE AyIUbe. U3 Tor passiora, of, moceb6He BaXKHOCTHU
je ctatyc 6uodpuiMa GopMUpaAHOT HA MOBPIIMHU 3y6a, KOjU je 03HAYEH Kao JleHTa/HU
6uoduam (maak), c 063MpoM Ja ycje[, HapylllaBakha HberoBe CTabUJIHOCTU [10J1a3U /10
pa3Boja LIMPOKO pacnpoCTpameHUX 0060/bera 3yba MOMYT Kapujeca U NepruanvKaaHe
uHbeKIUje, ad U 000/beba IMOTIOPHOI TKUBA 3yba MOMNYyT ynaje TUHTUBE WU
napoaoHtonatuje (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013; He et al., 2015).

Y /byCKOj monyJialiiju 060/bekbe MOTIOPHOT TKUBA 3y6a je BeoMa 3aCTyIJbEHO C
063upoM Ja npema nojanyma CBeTcKe 3/[paBCTBeHe opraHusanuje moraha 10-15%
oapacse nomnyJaiuje mupom ceBeta (Petersen & Ogawa, 2012). Koj oBUX maiujeHara,
y CyO6ruHrMBaJIHOM PETHOHY JAEHTAJHOT IJIaKa, [,0J1a3H1 [0 MoCcTelleHe IpoMeHe cacTaBa
IJlaka M[pU YeMy yMecTo [paM-nmo3uUTUBHUX, GAKyJATATUBHUX, (pepMeHTAaTHBHUX
6aKTepHja IpeTeXHO U3 pojoBa Actinomyces w Streptococci MOUUY NMOCTENEHO Ja
IpeoBJia/laBajy aHaepobHe, XxeMOOpraHOTpodHe, ['paM HeraTUBHe GaKTepHje poioBa U3
paszena Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes u Synergistetes, kao u
npoteoautuyku opranusmu (Feng & Weinberg 2006; Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013;
Hajishengallis 2015). [lopes npoMeHe cacTaBa MUKPOOHOMA, BEJIMKY YJIOTY y Pa3BOjy
OBOT 060/beHba U CTEMNEHY JIeCTPYKTUBHOCTH MMa MpeJUCIo3Uuldja JoMahrHa, 0JHOCHO
weroB UMyHckH ctaTyc (Feng & Weinberg 2006; Hajishengallis et al., 2012). Taxo je
MI0OKa3aHo je /ia ce Mapoi0HTONaTHja Yyellhe pa3BUja Ko/, NalKjeHaTa ca CyIpUMHUPaHUM
WMYHHUTETOM, OJJHOCHO CHCTEMCKHM 000/berbMMa MonyT Aujabeteca, XUB, neykemuje,

JayHoBor cuHjpoMa (Komatsu 2014; Mehta 2015), aiu ¥ Ja je noBe3aHOCT
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JIBOCMEpHa, OJTHOCHO yCJieJi TapoAOHTONaTHje MoXe 6UTH moBehaH PU3UK 3a Pa3Boj
KapAHOBaCKyJIapHUX 060/b€eHHa, ZvjabeTeca, peyMaTouAHOT apTPUTHCA,
pecnupaTopHUX 060/bera, Kao U aAeMeHuje (How et al., 2016; Tomas et al., 2017)
(Cuka 9).

@ CTBapame NepHo OHTATHHX
1lenosa

@ HH$raMmanuja rHHIHBe

@ PecopnuHja KONITAaHOT TKHBA

Cxk1oHocT AoMmahuHa

HmyHnonedunujenuuje,
XPOHUYHE CUCTEMCKeE 60JIEeCTH,
rojasHocrT,
nyiieme,
cTpec,
cTapeme, UTI.

~ Hapymagsame ?- —2
(™ XoMeocTa3ze > o w
KomMeHcasHu ITaTorenu
MHKPOOPraHHu3MH MHKpPOOPraHHu3MH
CuMo6HOo3a Jucounosa 4

AKTHBanuja
MexXaHHu3aMa
HMYH CKOT oropopa

Pasapame TKHUBA ycjaen
uHsramanuje

IMapoaoHTONMAaTHja

(pecopnuuja KOIITAHOT TKHBA) “H(b.flaMa].[l/l]-a

Ciuka 9. CxeMaTCKU NpHKa3 pa3Boja nHdJiamManyje MOTIOPHOT TKUBA 3y6a. [Ipeaucnosuiiyja
JoMahuHa W crnoJballitbd YMHHUOIM Y3POKYjy HapylliaBalbe PaBHOTEXe cacTaBa JeHTAaJHOT
IJlaka M CJe[CTBeHY aKTUBalLMjy HMYHCKOT ofrosopa. l[lpey3eTo U u3MemeHO IpeMa
Hajishengallis 2014.
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[JIaBHU €THOJIOLIKU Y3POYHUK 000/beHa MOTHOPHOT TKUBA 3y6a NpeJcTaB/bajy
[pam HeraTuBHe O6akTepuje rne cnajajy Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Prevotella, Fusobacterium v Porphyromonas gingivalis npu 4eMy ce
10 NaTOTeHOCTU Hapo4yuTo uctude P. gingivalis (Paster et al., 2006; How et al., 2016;
Hajishengallis et al., 2012). Haume, ca pa3BojeM JeHTaJHOT IJIaKa, AKTHUBHE
KOMIIOHEHTE OBUX, NMpPEJOMHUHAHTHO CcyOoruHruBasHux OakTepuja (Hajishengallis &
Lamont 2013), npe cBera JUNONOJWCAaXapu/H, [EKCTPaHH, OpPTraHCKe KHUCEJUHE
JUOYH/AYjy Vv enuTes TMHTMBE WHUIMpajyhu MUMYHCKM ofroBop AoMahuHa, WITO 3a
nocjaeAuvlly MMa ynajy gecHu (runruButuc) (Panagakos & Scannapieco 2011). Ynana
JleCHU je peBep3uOUJIHA U MOXKe 3axBaTaTH JIOKAJIHO TKHMBO CBe JIOK ycjieJ| IpoMeHa
yCJIOBa, OJIHOCHO aKyMyJlallje IJlaka U cTaTyca AoMahuHa He Jobe mo mporpecuje
ynaJHOI mpoleca. ¥ TOM CTaAujyMy, HHJaMaludja ce IIMPU WU 3axBaTa AyO/be
IOTHOPHO TKHBO JA0BojAehu [0 AecTpyKlLiMje MeKOT TKHMBa NepUOJIOHLIMjyMa U MOTOM
aJBeosJlapHe KOCTH, JOK Ce HCTOBPEMEHO CTBapajy leNoBU LITO IpejAcTaB/ba
KapaKTepPUCTUYHO CBOjCTBO Y3HalpeJoBajor 06JiMKa NapoJOHTONaTHje Koja y
KpajibeM CTaJiUjyMy MOXe JloBeCTH Jo ryouTka 3y6a (Cekici et al., 2014; Huang &
Gibson 2014; How et al., 2016; Bosshardt 2018). Ca apyre ctpaHe, uHdpJ1amaIyja
NOTOPHOT TKUBAa 3y6a, CJMYHA M[apOJOHTONATHjU, MOXXe OWUTH H3a3BaHa U
NOCTaB/bakbeM JIeHTAJHUX UMIIJIAaHTATa U 3HA4YajHO YyTULLATH Ha pe3yJiTaT MPOTETCKUX
TpermaHa (Charalampakis et al., 2012; Smeets et al,, 2014).

WUMajyhu y BUAY Aa conyouaHu GakTOpU y4ecTBYjy Y MHULHUjALUjU U Pa3BOjy
MH}JIaMalMje NOTIOPHOT TKUBA 3y6a, 0/f MOCeOHOr 3Havyaja npejcTaB/ba pa3yMeBambe
HBUXOBUX TKHBHO-CllellMGUUHUX O6UoNoMKUX PYHKLHM]ja, npe cBera LPS kao cHaxkHoOr
aKTHUBAaTOpa MMYHCKOI OJroBopa. 3ama/beHCKa peakliuja, MHJAyKOBaHAa MaTOTEHOM,
npaheHa je noBehaweM MpoAyKLMje pa3/UUUTUX NPOUHGIAMATOPHUX LUTOKUHA
nonyt IL-13, daktopa Hekpose Tymopa TNF-a, IL-6, IL-17 of cTpaHe UMyHCKUX henuja,
KOju Memajy PyHKLUHOHOCT JeHTasHux TkMBa (Di Benedetto et al, 2013; Huang &
Gibson 2014; Tomas et al., 2017). Ca gpyre cTpaHe, CaBpeMeHa UCTPAXKUBaHba YKa3yjy
Jla Ko/ MmanujeHaTa ca XpOHUYHOM NapoJOHTONATHjOM, MOpe], HaBeJeHUX IIUMTOKHHA,
Jlosia3u Jio noBehaHe npoAyKiyje jeaapHor nuToKKMHA U3 IL-1 damuiuje, IL-33 (Saglam
etal., 2016), ,asmapmMuHa“ Koju ce ocsobaha y ycioBuMa hesnvjckor omrehemwa U cTpeca,

JIOK je moKasaHa W KopeJsanuja uaMehy mnoBehaHor HuBoa IL-33 u pecopniuje
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KOIITAaHOT TKHBa ayiBeosiapHe kocTu (Malcolm et al., 2015; Lapérine et al,, 2016),
MehyTHUM ysiora oBOr IIMTOKMHA y TKUBY [IePUOJOHLUjyMa, a HapouuTo Koz [1/[-MMh

jolI yBeK HUje pacBeT/baHa.

1.3.1. BHOJ/IOLIKE ®YHKILIHJE LPS

K/by4Hy yJiory y ofip>Kamy CTPYKType U UHTeIrpuTeTa, OJHOCHO NIPEXXUBJ/baBaby
['paM HeraTMBHMX OaKTepuja HMMajy JIMIONOJMCAaXapuJAH, Te CTOra MpeACTaB/bajy
3HayajaH naToreHu GakToOp MHOIMUX NapoJoHTonatoreHux 6aktepuja (Silhavy et al,,
2010; Zhang et al.,, 2013; How et al,, 2016). OBu MoJIeKy/IM KapaKTEPUCTUYHU Cy
caMO 3a CIOJbHY MeMOpaHy ['paM HeraTHMBHUX 6aKTepuja M NpPeJCTaB/bajy CHa)KHE
aKTHUBaTope ypoheHe U cTeueHe UMYyHOCTU cucapa (Tan & Kagan 2014). CTpykTypHa
OopraHusalMja JIMIONOJMCaxapyujha MoJApa3yMeBa MNpPUCYCTBO mnoJsucaxapuaa (O-
aHTUTEH), HellOHaBJ/bajyher je3rpa osurocaxapu/a u xuZpodoO6HOr JoMeHa 03HAa4eHOT
Kao aunupa A unu eHzoTokcuH (Ogawa 1993; Ogawa & Yagi 2010). Buosiouku
aKTuBaH pervoH LPS npexcraBsba siunug A kora npenosHajy TLR 2 u 4 penentopu
npuUcyTHU Ha henunjama gomahunHa (Darveau et al., 2004). Kao nocieauna wuxoBe
MHTepaKlyje y LIUM/bHMM hesiMjaMa MHMLMpA Ce CUTHaJIHA KacKaZa Koja J0BOAMU [0
aKTuBalMje, U3Mehy ocTasior, CUTHAJHUX NyTeBa MUTOT€HOM aKTUBUPAHUX MPOTEUH
kuHa3a (MAPK, og enrn. Mitogen-Activated Protein Kinases), Kao U TPaHCKPUIILIUOHUX
dakTopa ykmyudyjyhu NF-xB (ox enrna. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) n AP-1 (aktuBayuonu nporteuH-1) (Hayashi et al., 2010; Hans &
Hans 2011). llopen n06po mo3HaTe yJiore oBUX pelenTopa y 0J0paMGeHOM CUCTEMY
(Hayashi et al.,, 2003; Werling & Jungi 2003) uctpaxxuBamwa nokasyjy ga TLR
peLenTopu U CJeACTBEHAa CUTHaJM3alMja MMAjy aKTHUBHY VYJOLY U Y OJpXKawby
XOMeoCTa3e NOTIOPHOT TKHUBA 3y6a NOCPeJICTBOM KaKO UMYHCKUX TaKO U HEMMYHCKHX
henuja (Benakanakere & Kinane 2012; Song et al., 2017).

Y uu/by eJMMHHALMje MaTOreHa U o4yBakba MHTerpuTeTa JoMahuHa, Kao /eo
ypobeHor umyHckor oarosopa, TLR mpucyTHu Ha enuTenHuM hesuvjama THUHTUBE
npeno3Hajy LPS mto mokpehe curHasHy kackaZy y oBUM hesujama 4uju pesysTar
npeAcTaB/ba NPOAYKIMja pa3IMYMTUX XeMOKHHA U IIUTOKKWHA (Sandros et al., 2000).
[log yTulajeM oBUX MeaujaTopa, a npe cBera IL-8, henuje umyHckor cuctema 6uBajy
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NpUBYy4YeHe Ha MecTo MHJIaMaluje Kako 06U ce epeKTOPCKUM MexaHU3MuMa paronura
U HeyTpoduja NOKpPeHyo Ipolec yKJamwawa MHUKpoba. Y ciaefcTBeHUM ¢asama
AKTUBUPAjy C€ U MEXaHU3MU CTeYEeHOI UMYHCKOT OZr0BOpPa KOjU YK/bY4Yjy aKTUBALUjY
a"HTureH cnenuduyHux T - u b - iumdonuta (Di Benedetto et al.,, 2013; Racz et al.,
2014; Hajishengallis 2015).

[lopen akTuBaunuje uMyHckux henuja, LPS aktuBupa u TLR npucyTHe Ha
cTpoMasHUM henujama ykbydyyjyhu 1 MMEh (Waterman et al.,, 2010; Najar et al,,
2017). HauMe, HaKOH HapylllaBakhba UHTErpUTETA TKHBA yCJe[ pa3Boja uHd1amManuje u
npoJjiacka Kpo3 eNuTesJHy 0apujepy MHUKPOOPraHU3MM CTylajy y KOHTAaKT ca
bubpobsacTUMa TMHTMBE U IEPUOJJOHIAjYMa, Kao Haj3acTyl/beHHWjUM hesjaMma MeKoT
BE3WBHOT TKHBa nepuogoHuujyma (Wang & Ohura 2002; Di Benedetto et al., 2013;
Mysak et al.,, 2014) 4uja je rsiiaBHa yJiora NpoAyKiHja MPOTEMHCKUX KOMIIOHeHaTa
BaHhesMjckor ~ MaTpukca  MONYT  KOJIAareHa, eJlaCTUHa,  TJIMKONPOTEUHa,
IJINKO3aMUHOTJ/IMKaHa oAp»kaBajyhu uHTerputeT TKkuBa (Hefti 1993). ¥ oarosopy Ha
NPUCYCTBO MHUKpOOpraHusamMa oBe hesdje Takohe mouyuwmy Ja MNOPOAYKYjY
npouHdsamaTopHe nutokuHe mnonyT TNF-, IL-6, IL-8, MIP (oam enra. Macrophage
Inflammatory Protein)-1a, (SDF)-1 (og enr.s. Stromal cell-Derived Factor 1), RANKL (ox
eHIJ1. Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand), koju nopej, BaxxHe yJore y
MHJIaMalUju y4ecTBYjy U y peryJjanuju MetabosnsaMma kKourtaHor Tkuea (Wang &
Ohura 2002; Di Benedetto et al., 2013; Mysak et al., 2014). Tako je noka3saHo aa LPS
MOXKe TMPOY3pPOKOBAaTH 3HA4yajHO CMamelme BHUjabusHOCTU ¢GUubpobIacTa THHTHUBE
(Basso et al,, 2015), anu u aa ko GubpoOOGIACTA MEPUOAOHIIMjyMa MO yTULIajeM LPS u
NpOJlyKOBAaHUX IUTOKMHA Jloyla3d [0 T1oBehawa ekcrpecuje MaTPUKCHHUX
MeTasonporenHasa (MMP, o enrn. Matrix metalloproteinases) (Chang et al., 2002).
JlofaTHO, NPUCYCTBO OaKTEPUjCKUX IMpoTea3a HHAYKYyje HWHAKTHUBALMjy TKUBHUX
uHxuo6utopa oBux ensauma (TIMP, ox enra. Tissue Inhibitor of MetalloProteinases) ynume
ce IOJATHO HapylllaBa paBHOTexa ogHoca MMP/TIMP, ogHocHo noacTude Aerpajanyja
TkuBa (Feng & Weinberg 2006; Pollanen et al., 2012). Yciepn fajbe pasrpajmbe TKMBa
U lIMpewa HHOJaMaldje, NAaTOreHW MOry JOoNpeTd U [0 KOLITAHOT TKHBa U
yCJIOB/baBaTHU PECOPILHjY KOILITAHOT TKHBA KaK0O KpO3 CMambeme 6poja ocTeo6.J1acTa,

TaKo ¥ KpPO3 CTUMYJIAlLUjy ocTeokaactoreHese (Zhang et al., 2014; Racz et al., 2014).
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Kako pyroTtpajHa 6GakTepujcka HHQeKLMja MOXe INPOYy3pOKOBaTH 3HayajHa
owrtehemwa TKMBA NEePUOJOHLMjYMa, 0J, IOCEOHOI 3Hauyaja Npe/CcTaB/ba NO3HABaHe
yruuaja LPS Ha yKynHM pereHepaTUBHU KalalLUTeT [JeHTAJHUX TKMBA KPO3 /leJI0OBabe
Ha nporeHutopcke henuje mnonyt I[I/I-MMTK, wumajyhu y BuAy DNOTeHLHjaJHU
TepaneyTcku edpekat oBux hesnuja y sedewy napogonrtonaryje (Racz et al., 2014). ¥
TOM KOHTEKCTY, HUCTpakuBawa cy mnokasana jga LPS (P. gingivalis) yTtuye Ha
BUjabusHOCT, npoaudepanujy u audepennujanujy I[[-MMh (Trubiani et al., 2012;
Kato et al,, 2014; Albiero et al,, 2105). Vinak, He0BO/bHA KOH3UCTEHTHOCT JI0OUjeHUX
pe3y/aTaTa ynyhyje Ha HeONXOAHOCT AOJATHOr pacBeT/baBawba yTuuaja LPS nHa I1/]-

MMh.

1.3.2. BHOJIOI'HJA IL-33

Otkpuhy IL-33 He3aBUCHO Cy AOINpHHEJA UCTPaKMBamba TPU HUCTPAKUBAUYKe
rpyne pasJAuYUTUX 00JIaCTU MOJIEKYJICKe OuoJioryje. [I[pBo6UTHO, Y LIM/bY ONKCUBamba
MOJIEKYJICKUX MeXaHH3aMa KOju KapaKTepully Npolec KOHTHUHYHWPaHOr Ba3oclna3Ma
epebpa/HUX apTepuja Ha MOJeJsy Iica, UJeHTUPUKOBaH je reH DVSZ27 Hemo3HaTe
byHKIIMje 4yMja ekcnpecuja je y HajBehoj mMepu 6uia CTUMyJIMCAaHA Y €HAOTEJCKHUM
henujama oBux apTtepuja (Onda et al., 1999). I[lotoMm, Baekkevold v capaguunu 2003.
ro/iuHe OMMCYjy NPBU HyKJeapHU GaKTOp NMpeBacxoAHO NpHCyTaH y hesujamMma BUCOKOT
€H/I0TeJla, 03HAYMBIIM OBaj MPOTEUH Kao HykJeapHU (aKTOp €eHJOTeJCKUX hesuja
Bucokux BeHyJsa (NF-HEV, on enra. Nuclear Factor from High Endothelial Venules). Tom
NPUJIKMKOM, 0Ka3aHo je ga je NF-HEV Ha nuBoy uPHK u nnpoterHa npucyTaH y BUCOKO]j
KOHIeHTpaluju y hesvdjama BUCOKOr €eHJ0Tesa UM TO CHelUMPUYHO y TOH3UJIaMa,
[lejepoBrM muioyamMa U JTMMPHHUM YBOPOBUMA KOJ Jbyau. Cie/[CTBEHO, OBU pPe3yJTaTU
YOyTUJIWA Cy Ha 3aksbydak jga 6u NF-HEV morao mpencraB/baTv jefjaH 0f, K/bYYHUX
dakTopa y kKoHTposiu peHoTUNa chnenujaauzoBaHor eHgoresa HEV (og enrn. High
Endothelial Venules) (Baekkevold et al., 2003). MehyTuM, HakKOH OICEXHUjUX
6MoMHPOPMATUUYKHX aHAJIN3], Y [IW/bY UAeHTUUKalMje cnenuduyHor suradja 3a ST2
penentop IL-1 uutokuHcke ¢amunuje, IL-33 je 2005. roaguHe cBpCTaH y OBy
UTOKUHCKY $aMU/IMjy HAa OCHOBY NMPHUCYCTBAa KaapaKepUCTUYHEe CTPYKType (eHrJ., (-
trefoil-fold) xojy ¢opmupa 12 [ naHana y okBupy C- TepMHHaA/JHOT J[OMEHA, LITO
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NpeJCcTaB/ba KapaKTePUCTUYHO CBOjCTBO LUUTOKMHA IL-1 damuimje. Y ucroj ctyaujuy,
aHa/JM30M cekBeHIU IIuTokuHa IL-1 damunuje, yrBpheHo je fia ce reH 3a xymanu IL-33
Ha/la3u y OKBHUPY XpoMo3oMa 9, Ha nosuuuju p24.1, npu dyemy opranusanuja IL-33
yK/bydyje ceJjaM KOJMpajyhux ersoHa Ha OCHOBY KOjUX Ce NPOAYKyje HNPOTEUHCKa
cekBeHIla of, 270 aMHMHOKUCeJIMHA, LITO OJAroBapa NpoTeMHWMa 4yuja Maca usHocu 30
KDa (Schmitz et al., 2005).

[lopes kKapaKTepUCTUYHOT JAOMeHa LUTOKHUHA IL-1 damunuje (aMUHOKUCENHE
112-270), y okBUpY LeJOKyNHe nenTuzaHe cekBeHue IL-33, Mory ce pas/MKOBaTH
HeHTpaJHU (aMuUHOKHcesquHe 66-111) (Schmitz et al., 2005) u jegapHu AoMeH
(amuHOKucennHe 1-65), mok ce IL-33 cuHTeTHle y BUAY mponenTuja Koju Ha N-
TEPMUHAJIHOM Kpajy (jefapHU [JOMeH) moceAayje clneyuPHUYHY XpOMaTHH-Be3dyjyhy
cekBeHLly (amuHOKucesnHe 40-58) koja omoryhaBa jesapHy JOKa/au3aunujy OBOT
nutokrHa (Liu et al., 2013; Roussel et al., 2008; Lefrancais & Cayrol 2012) (Ciiuka
10) (Cauka 10).

3a pas/sMKy OJf IMTOKMHA Ca MHAYLUOUJIHOM eKCIpecHujoM, y GU3HOJIOLMIKUM
ycaoBuMa IL-33 je KOHCTUTYTUBHO NPUCYTAH, IIpe CBera y jeipy HexeMaTOINlOeTCKUX
henuja (Schmitz et al., 2005), npu yeMy ce Kao rJlaBHU U3BOPH OBOT IIUTOKHHA MOTY
M3/IBOjUTH €HJI0TeJICKe U enuTesicke hesuje. Bucok HUBO ekcnpecuje jegapHor IL-33
nokasaH je y ¢uOpo6JacTHUM, peTUKyJapHUM henujama JUMQPOUAHOT TKUBA,
aJIUNOLMTHMa, TIJaTKoMUIMhHUM henujamMa, Kao My oJpebeHUM THUNOBUMA
enuTeJcKuXx henuja, yk/bydyjyhu KepaTHHOLMTe W  eNuTeJ OpOHXHja U
raCTpOMHTECTUHA/HOT TpakTa. OCMM y 3ApaBOM TKUBY, Nokas3aHo je ga ce IL-33
KOHCTUTYTUBHO €KCIIpUMMpA U Y MaJUTHOM TKUBY in vivo. Takobe, IL-33 je npucyTtaH y
henujama xeMaToONnoeTCKOr TMOpeKJa, ald Yy OrpaHWYeHMM [omyJalujaMa
npodecruoHaJIHUX aHTUTeH npe3eHTyjyhux henuja nonyt Mmakpodara u [I'h (Moussion
etal., 2008).

3axBasbyjyhu npucycTBy XpoMaTHH-Be3yjyher fjoMeHa y oKBUpPY N- TepMUHa/IHe
CEeKBeHIle NMpUMapHa JioKaluja eHjoreHor, HeobpaheHor IL-33 npejcTaBsba jesipo
(Cruka 10). Ha ocHOBy Tora jacHOo ce HaMehe 3ak/by4yak Ja y OBOM MOJIEKYJICKOM
o6suKy IL-33 noceayje v oapeheHe yHyTaphesnujcke QyHKIMje Koje ce Ipe cBera Mory
orJielaTH y peryJalUjyu reHcke ekcrpecyje. Unak, cnelipUIHU TeHU YUjy eKCIpecHjy

peryauiie jegapau IL-33 joul yBek HUCY UAEHTUPHUKOBAHH, MAKO J0CaJalllby MOJALU
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ykasyjy Aa IL-33 cHaxkHO mocpeayje y 6so0kupawy TpaHckpunuuje (Carriere et al.,
2007). OcuM MHXMOMLMje TpPaHCKpUIILUje Kojy ocTBapyje aupekTHo, IL-33 Takobhe
MoOKe QYHKLMOHHCATHU Kao TPAHCKPHUIILIMOHU penpecop Ha MHAUPEKTaH HayWH, Kpo3
MHTEepaKLHjy ca APYrUM TpaHCKpunuuvoHuM ¢aktopuma (Ali et al., 2011). Y npusor
3Hauyaja jefapHe Jiokaausauuje IL-33 y XoMeocTasn MMYHCKOr cucTeMa yinyhyjy u
pe3yJITaTh CKOpallkbUX UCTPAXKKMBaka Koja Cy IoKasaJja Jia HapyllaBamwe nosuyuje IL-
33 Ha hesujckoM HUBOY AOBOJM [0 JPAaCTUYHUX MOCJAeAULA in Vivo, Te Ja MOCTOjU
BUCOK CTelleH peryJialiyje JioKaJu3aluje oBor MoJieky/a. Haume, kopuctehu TexHuke
knock in reHeTCKOI MHXemwepUHra Bessa W capaJlHULU MHAYKOBAJIM Cy MyTalujy ca
LU/beM eKclIpecHje INpoTeMHa Koju nocenyje IL-1 LUTOKMHCKM [OMeH, ajJu Huje
JIOKaJu30BaH y jenpy. PesyaraT oBux MoauduKaLMja KoJ eKCllepUMeHTaJTHUX
KUBOTHHIbA OWJIa je BUCOKA KOHUeHTpauuja IL-33 y cepymy, kao U pasBoj cUCTeMCKe
vH}JIaMalMje KOjy KapaKTepully CIJIeHOMerajavja U UHOUJITpalMja MUjeJOMIHUX
hesnuja y Buile opraHa ca JieTaJJHUM MCXOZOM HaKO Cy ce XMBOTUHe pabasne ca
HopMaJiHUM ¢peHoTUloM (Bessa et al., 2014).

Y Banhenujckoj cpegunu IL-33 ce moxke Hahu Tek HakoH ouiTehewa henuje uau
HeKpoTHW4yHe hesujcke CMpPTHU Kaja TMoOJJiexxe JlerpaZaliuju ycjaesl aKTUBHOCTU
pasauYUTUX UHPIaMaTOpHUX npoTeas3a (Cauka 10). Haume, oBU eH3UMHU clieliuPpUUHO
npecenajy IL-33 y OKBUpPY ILeHTpa/JHOI JOMeHa YuMe ce YKJawa jefapHa N-
TEpMHUHa/HA CEeKBEHLla WU NocaeJUYHO cTBapa 3pesa ¢opma IL-33 koja cagpxu
akTuBHHY, IL-1 nuTokMHCKU AomeH. Tako obpaheH U ocsobohen IL-33 Be3dyjyhu ce 3a
CBOj peLeNnTop MOXe aKTUBUPATU OKoJiHe hesvje, a weroBu edekTH [0 caja cy
Hajbo/be INpoydyeHU Ha hesMjamMa MMYHCKOI CHCTeMa NpPeBacXOJHO Y KOHTEKCTY
ypohene umyHoctu u Th2 umyHckor ogrosopa (Garlanda et al., 2013; Kaczmarek et
al.,, 2013; Cayrol & Girard, 2014). Unak, ynpkoc cBe BeheMm Opojy mojaaTaka o
6uoJsiowkoj ynosu IL-33, 10 caza cy HeZJOBOJ/bHO MPOYYEHU MEXAaHU3MHU KOjU PETYJIUIILY
aKTUBHOCT C0JIyOuJiHe popMe oBOr [UTOKMHA. Kako je mo3HaTo, MOTyhHOCT Mcelama
IL-33 y OoKBUpPY KpaTKe CeKBeHIe LIEHTPaJIHOT Jj0MeHa HMMajy BaHhesMjcKe MmpoTease
rae cnajZajy katencdH G W eslacTasa Koje NPOAYKYjy HEYTPOopHUI/HM, Ka0 U CEPUHCKe
npoTte3e MacT hesuja, 360r yera Ccy oBe peakldje KapaKTepUCTUYHE Ha MeCTHMa

nHsaMaTopHe peakuuje (Cauka 10).
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[lopen Tora, nmokasaH je ¥ pa3/iIMYUT CTeleH OMOAaKTUBHOCTU 0b6paheHux popmu
IL-33, ;0K BUXOB AOMPUHOC Y YCJI0BUMaA in vivo HUje joul yBek no3HatT (Lefrancais et
al.,, 2012; Lefrancais & Cayrol 2012; Lefrancais et al.,, 2014), Te je pa3ymeBamwe
akTuBHOCTU IL-33 pmosaTtaHo oTexkaHo. CynpoTHO TOMe, YKOJIMKO hesivja mojjierHe
nporpaMupanoj hesnujckoj cMpTH, Kacnase (3 U 7) akTUBUpaHe TOKOM OBOT Ipoleca
npecenajy IL-33 y oxkBupy IL-1 JUTOKMHCKOr JOMEHa IUTO JOBOJAU [0 UHAKTHUBaLMje
OBOI' LIMTOKMHA M MOCJeAUYHOr u30eraBama aKTUBalLMje HMMYHCKOT OJAroBopa y
oAcycTBy cTBapHe omacHoctu (Liu et al., 2013; Cayrol & Girard 2009; 2014;
Garlanda et al., 2013) (Cauka 10). Ctora, uMajyhu y BUAY HauMH eKCIIpecHje, Kao 1
cnenudryaH HaYMH peryJanyje cuHTe3e U cekpenyje, IL-33 je naHac okapakTepucaH
Kao eHJIOTeHU CHUTHaJl ONAaCHOCTH, OJHOCHO aJlapMUH, IpU 4eMy MHakTuBanuja IL-33
TOKOM aloNTO3e MOXe MpeACTaB/baTH KOHTPOJHU MeXaHHW3aM KOjUM Ce CIpedaBa
HacTaHak oumTehewa y OKOJIHOM TKUBY N0/ yTULIajeM NporMHiaMaTOpHUX edpekaTa IL-
33 (Moussion et al., 2008; Cayrol & Girard 2009; Liithi et al.,, 2009; Martin et al,,
2012).

MebhyTuM, kako 6 ce Ha CUCTEMCKOM HUBOY pasyMeJia aKTUBHOCT U yJora IL-33
jour yBeK ocToju noTpeba feprHUcama A0AATHUX MexaHU3aMa nyTeM Kojux ce IL-33
ociobaha y BaHhesujcKy cpe/luHy, ¢ 063UpPOM Jila pe3yJTaTU YKa3yjy Ha MOCTOjame
C/I0’KEHUX MeXaHHW3aMa KOju Yy4eCTBYjy y peryJaanuju ociaobabawa IL-33, kao U Ha
BEJIUKM OpOj CUTHAJUHUX NyTeBa KojuMa pas3/iIMYUTU TUIIOBU hesivja Mory u
MHAYIHO6UIHO cekpeToBaTH IL-33. CTora je AeTa/bHUje pa3dyMeBambe Mpolieca 06paje 1
cekpenyje IL-33 HeonxoJHO Kako 6u ce AeduHuUcase GuoJsolike yuaore IL-33, kao u
JIOIPUHOC OBOT IJUTOKHWHA pPa3/JIMYUTUM MHPJIAMAaTOPHUM, HHQPEKTUBHUM U

ayTOMMYHCKUM 000/berbuMa (Zhao & Hu 2010).
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Cauka 10. CxeMaTcKu NpUKa3 akTUBHOCTHM jeaapHor IL-33. [Ipey3eTo U U3MemeHO NpeMa
Cayrol & Girard, 2014.
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HMako jomr yBeK HHCY y IOTIYHOCTH pasjalitbeHd MexaHu3Mu kKojuma [L-33
JlocrieBa y BaHheJIMjCcKy cpefiUHy, A0 cajZila je MOKa3aHOo Ja Ha IWbHUM henujama
cekpetoBaHu IL-33 ucnos/paBa edekTe mocpeactBoM MembpaHckor STZ2 penenTopa
(ST2L). OBaj peuenTtop ce jowr o3HadyaBa WM Kao T1, IL 1RL1 nau DER4 u npunaza
cynepdpamuauju TLR, ogHocHo IL-1 pamuanju peyentopa. Mehytum, c 063upom fa je
Jlo caja onucaHo Buile uzodpopmu oBor penentopa (Kakkar & Lee 2008),
cUrHanusanuja Kojy nokpehe IL-33 kao u cnefcTBeHH OMOJOIIKUA edpeKaTH BeoMa Cy
KOMIIJIEKCHU. AZITTEPHAaTUBHOM TPAHCKpUNLUjoM XyMaHoOr STZ reHa Mory HacTaTu TpHU
nsodpopme ST2 penentopa (ST2L, sST2 u ST2V) pasanuyutux crpykrypa (Kakkar & Lee
2008). Haume, ST2L ce cacToju U3 KapakTepucTU4YHOr uTomniadMarckor TIR noMeHa,
TpaHCMeMOpPAHCKOT JO0MeHa W TPU HMMYHOTIJIOOYJIMHCKAa JOMeHa Koja ce HaJjase y
BaHhenujckoj cpeguHu. OpcyctBo Tpeher HMMyHOIJIOOYJIMHCKOT  JOMEHa W
aJITepHaTUBHO MCKpajawe C- TepMuHaIHOT Kpaja ST2 cekBeHIle pe3y/iTyje HACTAHKOM
ST2V peuenTtopcke usodpopme, nok sST2 nocenyje camo Banhesujcku gomen ST2L npu
yeMy ce Ha C- TepMMHa/JHOM Kpajy HaJja3d jeJUHCTBeHa CeKBeHLa of 9
amuHokucesnrHa (Kakkar & Lee 2008). [lopen pa3/iivka y cTpykTypu, udopopme ST2
penienTopa pasJiMKyjy ce y Ha4MHY eKclpechje U TKUBHOj AUCTpuUbyuuju. Hajbosbe
npoydeHa usopopma ST2L ekcnpuMupa ce KOHCTUTYTUBHO KaKO HAa XeMaTOIMOETCKUM,
Tako U Ha HexeMaTonoeTckuM hesnujama (Miller & Liew 2011), 10K je HajuspakeHuUje
IPUCYCTBO MOKa3aHo Ha noBpuwnHU hesnuja Th2 cybnonyaanuje iumdonuta. Ca apyre
cTtpaHe, ekcnpecuja sST2 je y HajBehoj Mepu HUHAYyUUOWJIHA Tako IITO ce SST2
eKCclipuMHupa MoJ, yTuliajeM npouHdaamaTopHux ¢aktopa, aAok ce ST2V uzodopma
IpeTeKHO eKCIpUMHpa y OpraHhMa TacTPOMHTECTHHAJHOI CUCTEMa YyKJ/by4dyjyhu
KeJslyial, IpeBa, aJld U CJe3UHy, 0K je oacyTHa y jeTpu u cpuy (Kakkar & Lee 2008;
Miller & Liew 2011).

Hakon upentudukauuje IL-33 kao jeguHcTBeHOr aroHucte ST2 penenTtopa
(Schmitz et al,, 2005) onucaHa cy u cneuuduryHa CBOjCTBA CUrHa/M3auuje kojy IL-33
nokpehe mnpeko ST2L penenrtopa. Haume, kako ST2 mnpumnaga IL-1 penenTtopckoj
dbamMuIMju, HAKOH CTBapawa KoMIlekca kora yuHe IL-33 U mweroB mMeMOpaHCKHU
peuenTtop, nocpefgctBoM TIR pgoMeHa, perpyTryje ce pacnpocTpalkbeHHM aKLeCOpPHHU
npoteuH IL-1R (IL-1RAcP) mrto nojayaBa apuuuTteT Be3e usmehy IL-33 u perentopa u

yje/lHO je 1 HeomnxojaH 3a akTUBHOCT IL33 (Palmer et al., 2008) (Cauka 11). [laba
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CUrHasM3anuja crnpoBoau ce ymnpaBo npeko TIR pomena IL-1RAcP u yksyuyje
perpyroBame ajantepckor mnporernHa MyD88 koju moToMm perpyTyje Apyra JBa
ajantepcka nporueHa IRAK1 u IRAK4 (IRAK, op enra. Interleukin-1 Receptor-
Associated Kinase) Tako noBe3uBamwe Kao nocjaeguily uma aktuBanuje TRAF6 npotenHa
(om enrn. TNF Receptor-Associated Factor 6) 1TO NOTOM JOBOAW A0 aKTHBUPaHa
kuHa3za MAPK curnannor nyta (ERK1,2, p38 MAPK, JNK), anu AP-1 u NF-kB curnainnux
IyTeBa HAaKOH 4era cjeJU TpaHCKpUILHMja oaroapajyhux rena (Miller & Liew 2011;
Molofsky et al., 2015). Ca gpyre cTpaHe, kako ce sST2 y Banhesujckoj cpeiuHU Be3yje
3a cio6oaHU IL-33 edekaT oBe n3odpopMe npe/icTaB/ba CMakbebe KoHLleHTpanyje [L-33
goctynHor 3a ST2L mto nocaeadyHo A0BOAU 10 GJ0KHMpama akTUBHOCTH IL-33, Te ce
cMaTpa ja oBa ¢popma ST2 penentopa uMa GyHKUHMjy ,Mamua” (eHrJ., decoy receptor)

(Kakkar & Lee 2008; Molofsky et al,, 2015) (Cauka 11).

sST2
OO0 | BanheJIHjcKu IpocTop |

HuTronsaszma

A,aan-repcku NMpOTEeHH
MyD88/MAL ®O
s

RA|
IL-1 RACP ooo=1
ST2L OO0 = @ 1

= [T | TRAFS |
AP | <2 [ MAPK [ [ IKK |
-
Pro-I1L-33 // l\\ 1
UHTonna3Ma DOOOC )

Cauka 11. Ocino6ahame IL-33 1 nokpeTamwe CUrHaJIHUX NyTeBa NpeKo MeM6paHckor ST2L
peuenTopa. [Ipeyseto u usmemeHno npema Kakkar & Lee, 2008.

Ca acnekra 6uoJsiomikux pyHkuuja, IL-33 je go caza Hajuemhe okapakTepHcaH
Kao eNUTeJNHH LUTOKUH KOjU noAcTtude pa3Boj Th2 umyHckor oarosopa (Palmer et al.,
2008; Molofsky et al.,, 2015). Conyouanu IL-33 mocpeayje y o60/berbHMMa Yy 4YHjoj
ocHOBHU je mopemehen ThZ oaroBop momyT 3ama/bera JMCAjHUX NMyTeBa, CBOjCTBEH
asneprujckuM peakiujama (Kurowska-Stolarska et al., 2008; Kurowska-Stolarska et

al., 2009;Liu et al., 2009; Matsuba-Kitamura et al., 2010) uju acTMU UHAYKOBaHOj
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a"HTureHoM (Sjoberg et al.,, 2017). I[lopepx Tora, uctpaxxuBamwa ynyhyjy Ha eceHLIUjaIHy
OMOJIOIIKY VYJIOTY jenapHe Jokaiau3sanuje IL-33, aaM U Ha 3Hayaj peryJanuje
npoaykuuje IL-33, ogHOCHO BeroBor ocsob6ahamwa U perysaliyje HUBOa OBOT IIUTOKUHA
y unupkyaanuju (Bessa et al., 2014; Talabot-Ayer et al., 2015). Hacympot
natosiomikoM noBehawy ekcnpecuje IL-33 y nupkyaanuju, cMamwewe HuBoa 1L-33
YOUEHO je KOJi KapAuOBacKyJapHUX obosbewa y3 mnoBehaHy ekcnpecujy sST2
peuentopa (Miller 2011; Pascual-Figal et al,, 2016). Umajyhu y Buay fAa je faHac
no3HaTto Aa ce ST2L ekcnpuMupa Ha BeJUKOM OpOjy pasiMuYUTUX TUIOBa hesuja
6uosiowika ysora IL-33 mpomuvpeHa je u Ha Jpyre cerMeHTe MMYHCKOT OJAroBOpa
yK/by4yjyhy oAroBOop Ha BUpycCe, MUKpOOe alyd U TyMOpe, Kao U 3apacTamby paHa U
¢ubposu (Cayrol & Girard 2014; Molofsky et al,, 2015; Wasmer & Krebs 2016). Ha
henujckom HUBOY nojauu ykasyjy aAa IL-33 mopen ThZ2 hesuja cHaXKHO CTUMYyJIHILE
aktuBHOCT ILC2 henuja (ILC2, ox enra. Innate Lymphoid Cells group 2), T per henuja,
Th1 henuja u NK henuja (Liew et al., 2016), a Takobhe je yk/bydeH U y NATOJIOTHjY
nocpenoBaHy Th1/Th17 oaroBopoM Kao HITO Cy peyMaToJIOLIKa 060/beHha MOMYT
peymaTtoujHor aptputuca (Xu et al.,, 2008; Palmer et al., 2009) u uadp1aMmaTOpHUX
obo/bewa koxke (Miller 2011). Ca apyre cTpaHe, K/bydyHa, IPUMapHO NPOTEKTHUBHA,
yaora IL-33 yTBphemwa je y oApKaBamky XOMeOCTa3e FacCTPOUHTEPCTUHAJHOT TpPaKTa
(Huang et al., 2007; Wagenaar et al., 2009; Jones et al.,, 2010; Duan et al.,, 2012;
Schiering et al,, 2014). CaivyHO ToMe, npoTeKTUBHA yJiora IL-33 nokasaHa je u Ha
MoJiesly akyTHe BUpycHe uHPekuuje jetpe (Liang et al., 2013) u aTepockiepose
(Miller et al., 2008). C 063upomM Ha mJiejoTponHe edpekTe 1L-33 Koju ce Ucno/baABAjY ¥
peryJjanyju pasjM4YMTUX GU3UOJIOLIKHUX U NATOJIOIKUX cTawa (Liew et al., 2016) IL-
33 ce gaHac nocMaTpa Kao LIMTOKHKH AyasiHe npupoje. CBojoM akTuBHolhy IL-33 moxe
Jla TMOACTUYE, aJiM U CMawyje MHGJIaMalUjy y 3aBUCHOCTH 0J, TKUBHOI OKpPYXKeHa.
Yjenno IL-33 yyecTByje U y pery/januju TKUBHE XOMeOCTa3e U OpraH-crnequdUuYHOj
penapauuju TkuBa (Lopetuso et al,, 2012; Molofsky et al.,, 2015).

Y oxBUpY TKHBa ycHe aymbe npucyctBo IL-33 je HepzaBHO yTBpheHo. Y
KOHTEeKCTY UH}JiaMallyje M0Ka3aHo je Ja 6akrepuja P. gingivalis CHO)KHO CTUMYJIHMILE
ekcnpecujy uPHK 3a IL-33 reH y enutennum hesnujama ruaruse (Tada et al., 2015).
CivyHO TOMe, KOJ, NalnyjeHaTa ca yhnaJoM [JIeCHU je JeTeKTOBaHO MoBehame

kKoHUeHTpanuje IL-33 y ruHruBajHoj TedHocTu (Saglam et al., 2017), kao u Koj
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nanyjeHaTa ca XPOHUYHOM NApOJOHTONATHUjOM Yy enuTesy TUHrUBe 3axBaheHOM
nHaManujoM. /lofaTHO, MOKa3aHa je M MOoBe3aHOCT noBehaHe koHUeHTepanuje 1L-33
ca MapoJIOHTONATHOjOM W pecopnijdjoM ajBeosiapHe KocTu (Malcolm et al., 2015,
Lapérine et al.,, 2016) wto ykasyje Ha BuuiecTpyke ysore IL-33 y opa/lHOM TKHBY.
Wako ©Ouosomke akTuBHOCTU IL-33 y mnapofoHTOmaTHju HUCYy Yy MNOTIYHOCTH
pasjauimbeHe, cMaTpa ce Aa IL-33 noTeHI1MjalHO y 0BOM 000/belby MOXKe MOCpe0BaTH
Kao aJlapMHH, XeMOaTPaKTaHT U LIUTOKHUH Cca CUCTEMCKHUM JiejcTBoM. HauMme, Ha MecTy
uHpsaManuje ocaoboheHu IL-33 cTumysaulie pgerpaHy/andjy MacTOLMTa, Kao U
aKTUBHOCT JpYyrux HWHQIamMaTopHUx henuja nonyt Makpodara, eo3vHoduIa U
6azopusa. C 063upoM Jla je, Kao IMocaeauna OakTepujcke HHOPEKIHje, HUBO
NporH@IaMaTOPHUX IUTOKKMHA BeOMa BUCOK oci06aheHr nHPIaMaTOpPHU MeiujaToOpU
u IL-33, Takohe MHAYKYjy akTUBAIHjy ocTeobJsacTa WTO A0BOAU A0 npoaykuuje RANKL
U CMamera HUBOA OCTEONPOTEerpyUHa, OJHOCHO MOC/JAeJUYHEe aKTUBALUje OCTEOKaJICTa.
JlolaTHO, MOHOLIMTH NPUBYYEHH Ha MeCTO MH}JaMallje y 0BOM OKpPYXKemy ce Takohe
audepeHuupajy y ocreokaacte (da Luz et al.,, 2014), Te 6u ce rinaBHU edekat IL-33
TOKOM MapoJOHTONAaTHje MOrao IMOoCMaTpaTH Kao MpouHdsaMmaTopHU. MehyTum,
YIOPKOC OBUM 3aKJ/byullMMa, yJora IL-33 y opa/iHOM TKHBY jolll YBeK HUje AePpUHUCAHA,
a c 063MpOM Ha IIMPOK CEeKTap MOKa3aHUX NPOTeKTUBHUX edekaTa IL-33, mocebHO ce

HaMehe nuTame noTeHuHjasHe ysore IL-33 y pereHepanujyu 1 06HOBU OBOT TKHBA.

1.3.3. MHUKPOCPE/IHHA YCHE  AYII/BE H PETYJ/IALIH]JA
PETEHEPATHBHHX H HMYHOMOAY/IATOPHHUX CBOJCTBA
ME3EHXHUMCKHX MATHYHUX REJIUJA IIEPHO/JOHLIH]YMA

MudnamaTopHa o60/beHa MOTHOPHOT TKHMBA 3y6a NpeACcTaB/bajy IJIaBHU Y3POK
ryouTka 3yba Ko/l o/ipacaux ocoba ycsae/i HapyllaBakba UHTETPUTETA IEPUOLOHLIUjyMa,
aJiBeoJlapHe KOCTH, ajii U KopeHa 3y6a (Chen et al, 2012). Byayhu pa cy [1/I-MMh
ri1aBHe hesuje Koje y4ecTByjy y pereHepanyju TKHUBa NEPUOJOHLUjyMa U YjeJHO
Haj60/bM KaHJUJATH 3a pereHepalujy NOTHOPHOT TKMBA 3yba MO3HaBalbe OUOJIOUIKHUX
cojcraBa [II-MMh y ycioBuMa uHQaMalyje NpeAcTaB/ba BaXKaH acleKT MpU
pasMaTpamy HUXOBe NMPUMeHe y pereHepaTuBHOj Meauluuu (Liu et al., 2014; Cekici
et al., 2014; Liu et al., 2017). HauMe, uHp1aMaTOpHA MUKPOCpPeIMHA 3HAYAjHO YTUYE
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Ha OuoJsoumike kapaktepucke [I/I-MMh (Mao et al., 2016; Liu et al.,, 2017), anu
pe3yJTaTU HUCY jOll yBeK KOH3UCTeHTHU. HcnutuBawa cBojcraBa I[I/I-MMh
M30JI0BaHUX U3 TKUBaA 3axBaheHor nH}aManyjoM nokasasa cy ga ose I[I/[-MMh mory
uMaTu Behy cnoco6HoCT nposindepaliyje, aju CMawbeHY CIOCOOHOCT AudepeHyjalje
(Liu et al,, 2017; Tang et al.,, 2016).

HacynpoTt oBuM mnopanuma, pe3yJTaTd APYrux aytopa nokasyjy ga [I-MMh
nauujeHata 060JseJ1Ux 0f, MapoJOHTONaTHje NoCeayjy Mawy BHjabUJIHOCT y nopehemwy
ca [I-MMh wu3osioBaHuM U3 37ApaBux AoHopa (Soheilifar et al., 2016). Y3 To, u
MMyHOMOAyJaTOpHU mnoTeHuujan I[II-MMRh uW30/10BaHUX M3 TKHUBa 3axBaheHOr
MH}IaMalMjoM MoXKe 6UTH 3HaYajHO yMaweH y nopehemwy ca [1/[-MMh n3osnoBaHuUM U3
3paBux goHopa (Liu et al., 2012). HacynpoT oBuM pe3ysTaTuMma, y ctyauju Li et al.,
2014 neTeKTOBaH je CJM4YaH UMYHOCynpecruBHU noteHuujas [1/I-MMh v3osioBaHUX U3
TKHWBa 0cob6a ca XpOHUYHOM MAPOJOHTONATHUjOM U TKHUBA 3JpaBux aoHopa [1/-MMh.
Wnak, 6e3 063upa Ha KOHTPAJUKTOpPHEe pe3yJTaTe, 0Ba HWCTpPaKMBamka HECYMHUBO
yKa3yjy Ha HW3MeHeH pereHepaTUBHU U HMMYHOMOAYJATOPHU noTeHuujaa I1/I-MMh
yciae, UHPIaMaTOPHOT MUKPOOKpPY>Kerba.

Kako je perysnanyja MUHepaau3alnyje BaKHAa 3a TKUBO IEPUOLOHLIMjYMa,
Jlocajlallilkba WUCTpaKMBawa JudepeHUHjauujoHOor mnoTeHunyjaja [II-MMh y
MHpJIaMaTOPHUM YCJOBMMa IIpe CBera Cy OWJIa ycMepeHa Ha pasjallbaBakbe
peryJiaiyje npoiieca ocreoreHese. Muxubunuja ocreoreHe audepennujanuje [1/1-MMh
1I0Ka3aHa je y ycJioBuMa in vitro nop yrunajem IL-17 (OKki¢-DPordevic¢ et al., 2016), IL-7
(Jian et al., 2016), TNF-a (Tan et al.,, 2016), nok je edekart IL-1f 3aBucaH oj
npuMemeHe KoHlleHTpauuje (Mao et al., 2016). Cauuno IL-1B, aBojaku edeKTH Ha
octeoreny audepenuujanujy [I-MMh 3anaxenu cy u nop yrtunajeM LPS. CMameme
octeoreHor notenyujana [1/[-MMh ytBpheHo je y npucyctBy LPS (Li et al., 2014; Kato
et al, 2014), pox LPS crumynume ocreoreHy audepenHumjanujy CD105*
cyononysaanuje henuja nepuogonnvjyma (Albiero et al., 2105). Ca gpyre ctpaHe,
cle/iCTBEHa UCTpaKUBaka MCTe Tpyle nokasasa cy jAa uako LPS (P. gingivalis) He
JIOBOAU [0 mpoMeHa ¢eHOTUNa M ocTeoreHeor noTteHuujasa I1[-MMh, nmoactude
ekcnpecujy npouHoamaTopHux nutokuHa IL-1B u TNF-a (Albiero et al., 2017),

OAHOCHO M€Hba MMYHCKH CTATyC OBUX heija.
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HUcnutvBaka HMMYyHOMOJAYJATOPHUX CBojcTaBa MMh  JgeHTaslHMX TKUBaA
yk/bydyjyhu 1 MMh vM3o/0BaHUX U3 MepUOJOHIIMjyMa yKa3yjy Aa oBe MMR nocenyjy
U3paKeH MMYHOMOJAYJIATOPHUA MOTEeHLHjaJ], IITO je MOocCJAefUla y4eCcTaJor H3Jarama
MH}JIaMaTOPHUM areHcruMa NpUcyTHUM y ycHoj aAynybu (Wada et al., 2009; Ding et al.,
2010; Yamaza et al.,, 2010; Yamaza et al., 2011). In vitro cucteM Ko-KyJTHUBaluje
nokasao je ga II/-MMHR, kao 1 MM'h kKocTHe cp»H, UMajy CIOCOOHOCT WHXUOHIIMje
npoavdepanuje anoreHux u kcenorenux MHh nepudepHe kpBY, OAHOCHO UCII0/bABA]}Y
uMyHocynpecuBHo JgejctBo (Kim et al., 2010). Ca gpyre crpane, [I/I-MMh mory
noACTULIATH nposrdepanujy U NpexuB/baBalbe HeyTpodusa nyteM cekpenuje IL-6
(Wang et al, 2017). Crora, cinuyHo MM KocTHe CpXH, HUMYHOCYNpPECHBHHU
notedHuujan I1/-MMTh ce He Moxke mocMmaTpaTd Kao yHUubopMmaH. OcuM Tora, U y
MH}JIAMAaTOPHUM YCJI0BHMMA UMYHOCynpecuBHM mnoTeHuujaa [1/[-MMh je mojgsioxxan
npoMeHaMa. Haume, mnokasanHo je pga II/I-MMh wu3os0BaHe M3 3JpaBor TKUBA
UCIIOJ/baBajy cynpecuBHe edeKkTe Ha npoardepanujy aktuBupanux MHh nepudepne
kpBu nyteM TGF-3, HGF u IDO, nok ce npoaykuuja oBux pakTopa JoaaTHO noBehaBa y
npucyctBy IFN-y (Wada et al., 2009). I[lopen IFN-y nokasano je ga IL-12 moxe na
UH/YKYyje eKcrnpecHjy ¢pakTopa YK/by4eHUX Y HUMYHOMOAYJIALUjy U TO Ha UHJAUPEKTAH
HauuH, noactuuyhu cekpenujy IFN-y koju notoMm uHaykyje ekcnpecujy HLA-G u IDO
(Issaranggun Na Ayuthaya et al., 2016). Takobhe, yrBpheHo je na LPS unaykyje reHcky
U npoTeuHcKy ekcnpecujy IDO-1 kop IIJ-MMTh (Moon et al, 2013), xkao u ga
CTUMYJIMILIE IPOAYKIHUjY TPOMHpIaMaTOPHUX [UTOKKMHA nonyT IL-1f3, IL-6 u IL-8 (Kato
etal., 2014; Andrukhov et al,, 2016).

OBM pe3syJiTaTy yKasyjy [la U IyTeM CEKpelvje BaXXHUX PeryJaTOPpHUX MOJIEKY1a
[IJ-MMKh Mory AONPUHOCHTHU HampeoBaky HHOJIAaMaTOPHOr Mpoleca, Te Ja je
MoJyJalivja BbUXOBOT UMyHOMO/ZYJ/IATOPHOT MOTEHIMjasa BeoMa BaxKHa Y pa3MaTpakby

OoBUX heJivja 3a Tepanujcke noTpeobe.
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2. HHU/BEBU UCTPAKHUBAIbHA

Y LeHTpy naxmwe caBpeMeHHUX UCTpakMBamwa afAyATHUX M'h faHac ce npe cBera
Haja3e TKHBa KoOja ce MOTYy NPUKYNMTH MHUHUMAJHO HWHBa3UBHUM MeTOJaMa, a
ucroBpeMeHo omoryhaBajy Benuku npuHoc MMh. OBe ocobuHe noce6HO cy U3paKeHe
kox, MMh koje ce Mory n3o/10BaTHM M3 NOTHOPHOT TKHBa 3y6a. [lopes Tora, cTtyauje
yka3syjy ga [I[-MMh mory 6UTH morofHe 3a NPUMEHY y pPa3/IMYUTHUM acleKTuMa
hesujcke Tepanuje U TKUBHOT MHXXewepuHra. Unak, ceojctBa [1/I-MM'h go cazga Hucy
pacBeT/beHa, a Kako 6u ce 6e30eJHO NpHMelmHUBaJle y pereHepaTHBHO] MeAULIUHU
NOTpPeOHO je CBeOOYXBAaTHO carJieflaBakbe HHUXOBOT IMOHAllaka y pPasJUYUMTHM
OMOJIOLIKUM yCJI0BUMMAa KoOja OAroBapajy in vivo OKpYXewy y oAropapajyhum mojen
cuctemuma (Zhang et al,, 2014; Bansal & Jain 2015; Chen et al., 2016; Iriarte et al.,
2017; Chalisserry et al., 2017).

PerenepaTuBHa cBojctBa MM'h 3acHMBajy ce Ha CIOCOGHOCTH CaMOOOHOBE, Kao
MU Ha HHUXOBOM JudepeHLHUjallMOHOM MoTeHuujaay. OcuM Tora, 3axBasbyjyhu
MHTEpaKLUju ca  KOMIIOHEHTaMa  HMMYHCKOI  cuCTeMa U M3paKeHOM
MMYHOMO/yJIaTOPHOM JenoBawy, MM'h u nocpeiHO y4ecTBYjy y oZp>Kakby XOMeOCTase,
Kao ¥ 00HOBU owiTeheHor TkuBa. bpojuu ¢pakTopu yTudy Ha pykuujcke ocooune MM,
OpU YeMy TMOCEOHYy MNaXiy IMpuBJIade QaKTOPU MPUCYTHU y UHPJIAaMaTOPHO]
MUKpocpeauHU. MehyTuM, uMajyhu y BUZly KOMIJIEKCHOCT UMYHCKOT oiroBapa epeKTU
uHpsnamanuje Ha MMTh Hucy y nornyHocTh pa3sjamimbeHU. CTora je mno3HaBambe
MexaHHM3aMa peryiaauuvje henujckux ¢yHknvja MMTK o npecysHe BaXXHOCTU NpHU
pasMmaTpawy ynoTpebe oBux henuja y henujckoj Tepanuju. (Cook & Genever 2013;
Machado et al,, 2013; Bruna et al., 2016; Gao et al., 2016, Kadle et al.,, 2018).

OpodanujasHa TKUBA, YK/bYy4yjyiu U TKHBO NMEPUOJIOHIIMjyMa, CBAKOJAHEBHO CY
M3JI0’KeHa pa3JIMYMTUM aHTUT'eHMMa CII0Jballllbe CPeIMHE IITO YKa3yje Ha jeJUHCTBEeHe
oanuke oBux MMHh. Ca acmekTa pereHepaTHBHe MeJMUIMHE MOCEOHO je BaXKHO
no3HaBake MoHamamwa [1[-MMR y uHdpsiamaTopHOj MUKpoCcpeAuHH, O6yayhu na ao
pasapamwa TKMBa NepUOJOHIMjyMa Hajuyelihe J0J1a3u ycJjeJ, NapoJlOHTONATHje, BeoMa
pacnpocTpawkbeHOr UH(JaMaTOpHOT 060J/bela MOTHOPHOT TKMBa 3y6a (Song et al.,

2015; Liu et al, 2017). UudnamaTopHa obO/beHa MAPOJOHIUjYMA, YKOJIHUKO Ce
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aJleKBaTHO He Jeye, MOTy JOBeCTH [0 TyouTka 3yba Koje je 360r owmrtehemwa
NepUOJOHIMjYMa TEIIKO HaJJOKHAJAUTH U HajcCaBPEMEHUjUM NIPOTETCKUM TpeTMaHUMa.
[Topen Tora, nHdIaManyja NOTOPHOT TKUBA NpeJCTaB/ba M 4YeCTy peaklyjy HaKOH
NIOCTaB/baba JeHTAJTHUX UMIIJIAHTAaTa U MOXKe M3a3BaTH 3HavajHa omtehewa TKUMBaA U
yTULIATU Ha Ucxoh TpeTMaHa (Charalampakis et al., 2012; Smeets et al., 2014). Jenan
OJi TJIaBHUX Y3pO4YHMKA MWH(PJIAaMaTOPHUX 000/bema NOTIOPHOr TKHUBA 3y0a
npeacTaB/ba AvcbasiaHCc OakTepuja JeHTalHor Ouoduama. Koj mnauujeHata ca
NapoJOHTONATHjOM ['pam HeraTUBHe 6akTepuje [I0CTajy  JOMHWHAHTHU
MHUKpPOOPraHM3MHu MUKpobuoMa 3y6a, a LPS, jefHa o/ rimaBHUX aKTUBHUX KOMIIOHEHTH
['paM HeraTUBHUX 6aKTepHja, 3Ha4ajaH je CTUMYyJIaTOP UMYHCKOT O0ZAroBopa jgoMahrHa
(Hajishengallis 2015; How et al., 2016) VctoBpemeHo, LPS yTude 1 Ha cTpoMasiHe
henuje oBor TkMBa yk/bydyjyhu u [1/[-MMh. MehyTuMm, nako cy oBu epeKTH jako BaxKHHU
3a ofpxamwe xoMeocrtase TkuBa ytuuaj LPS na II[-MMh jomr yBek je HejacaH. Ca
pa3BojeM uHQ1aManuje, LPS Moxxe uHaykoBaTu omitehewa u HeKpo3y hesvja U TKUBa,
Kao U JipyTe NaToJIOLIKa CTakba Koja MOr'y OMTH NloBe3aHa ca ocjobahameM pasMuUuTUX
dakTopa y oBOM pervoHy. Haumme, MHOro6pojHu GakTOpu NPUCYTHHU Ha MECTy
NOTIOPHOT  TKMBAa 3yb6a 3axBaheHor uWH¢JamMauujoM MOrYy  HCIOJ/baBaTH
npouHdamMaTopHe QYHKIMje M JONPUHOCUTHU HalpeoBalby 3alla/beHCKe peakluje,
aJlu U aHTUUHGpIaMaTOpHe QYHKLHMje MOAYJUIIYhM TOK M pa3Boj WHPJIaMaTOpPHOT
oarosopa (CeKici et al,, 2014; Tomas et al., 2017). JeaH o1 IMTOKKMHA KOjH ce AaHAC
OINMCyje Kao LUTOKUH ca ayasHoM yJsoroMm je IL-33. Ekcnpecuja oBOI LMTOKHHA
yTBpheHa je y opajJlJHOM TKHBY KO/ NallMjeHaTa ca NapoOJOHTONATHjOM, ajid Herosa
yJora y oBOM 000/bemy, Kao HU meroB ytuuaj Ha [I/-MMK HucCy y NOTOYHOCTHU
pacBeT/beHu (Molofsky et al., 2015; Saglam et al., 2016).

Y cksazly ca npefoueHUM HaJla3MMa, Kako 6u ce pasjacHuo yTtuiaj LPS u IL-33,
Kao ¢akKTopa NPUCYTHUX y HMHPJIAaMAaTOPHOj MHUKPOCpPEJMHH, Ha pereHepaTUBHE M

uMyHomozyaaTtopHe ¢yHkuuje [1/I-MMh nocras/benu cy ciaenehu

ul/l.}'bEBl/l HCTPpAKHUBAIbA:

1. HUcnutuBamwe ytunaja LPS Ha cBojctBa u ¢yHkuuje I1/I-MMR noBe3aHux ca

pereHepaTUBHUM MOTEHLUjaIOM.
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HUcnutuBamwe ytuuaja LPS Ha cBojctBa u ¢ynkuuje I1]-MMh noBesaHux ca
MMYHOMO/YJIaTOPHUM NOTEHLIUjaIOM.
UcnutuBamwe ytuuaja IL-33 Ha cBojcTtBa u ¢pyHKuuje [II-MMRh noBesaHux ca

pereHepaTUBHUM MOTEHIUjaIOM.

Kako 6u ce HCIIYHHWJIN ITIOCTAB/bE€HU IUJbEBHU PI3BOT)€H)€ €KCIIEpuMeEeHaTa je BpILIE€HO Yy

cieaehuM cerMmeHTUMa:

1.

YTBpbuBake yTHLI@ja M MexaHu3aMa JejioBaka LPS Ha cBojcTBa m
¢yukuyje I[11-MMRh noBe3aHUX ca pereHepaTUBHUM NOTEHIMjaI0M:

aHaJM30M BHjabOUJIHOCTU - ojapebhuBame MeTabo/IMUKe AKTUBHOCTH,
nposnudepanyje v hesnujckor qUKIyca;

a”Hasu3oM uMmyHodeHotuna IIJ-MMR - oapebuBamwme eKcrpecuje
MEe3eHXMMCKHMX M MapKepa IUIypUIOTEHTOCTH, Ka0 U OJCYCTBO eKCIpecHje
XeMaTOIlOeTCKUX MapKepa;

npaheweM mnpoMeHe aAudepeHIMjallMOHOr TMOTeHUHUjasa - ojApehrBame
ocTeoreHe, XOHJAporeHe W ajunoreHe jaudepeHuujauuje I[I-MMh y3
oapebuBame reHcke ekcnpecuje audepeHiUjanMoHux Mapkepa (Runx2, ALP,
OCN, PPAR-y, SOX-9);

aHa/IM30M MUTrpanuje - oapehuBame nokpetbuBoctu [1[-MMh;

CTULlatbe MUOPUOpo6IacTHOr deHOoTHNa - oJipehuBambe KOHTPAKTUJIHOCTU U
eKclpecvje NpoTerMHa KapaKTepUCTUYHUX 3a MHopubpobaacte kon [1/I-MMh
(dubpouekTuH, F-aktuH, TGF-B, a-SMA, NG-2);

a”Hasu3oM akTtuBauuvje (MAPKs) curHanux nyteBa W ydvewmha aKTUBHUPaHUX
CUTHAJHUX MyTeBa y QYHKUUjcKUM npoMmeHama I[I[-MMh wuHAyKOBaHUM

npucyctsom LPS.

. YrBphuBame yTHLA@ja M MexaHM3aMa JesioBakba LPS Ha cBojctBa m

dyskumje I[11-MM'h noBe3aHMX ca UMYHOMOAY/IAaTOPHUM NOTEHLUjA/IOM:
oApebuBamweM TpaHceHAoTesacke murpanuje (TEM) MHR u [IM'B.

oapehuBamem nposnpepaTruBHOT Kananuteta MHA.
oapebuBameM mnpucycTBa crneqUPUYHUX TMOBPUIMHCKHUX Mapkepa hesuja

JuMdourHe U MUjesou/IHe Ji03e Y monyJanydju MHR.
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- oapebuBameM pecniupaTopHor npacka [IMh.

- ogpebuBameM CIIOCOOHOCTH dbopMupama KOJIOHHja onpeJe/beHUX
XeMaTONoeTCKUX nporeHuTopa of crpane MHh nepudepHe KpBu noj yrunajem
[A-MM.

- ogpebuBameM ekcrnpecdje Mapkepa CHneqUPUYHUX 3a HUMYHOMOJYJIaTOpHE
¢ynkuumje [1-MMh.

- aHasu3zoM akTuBauuje (MAPKs) curHanux nyrteBa M ydyewmha akKTHBHPaHUX
CUTHaJIHUX nyTeBa y OyHKUUjckuM mnpomeHaMa I[I/[-MMh uHAYKOBaHUM

npucyctsom LPS.

3. YrBpbuBame yTHLAja M MexaHu3aMa JesioBawa IL-33 Ha cBojcTBa H
¢yukuyje [11-MMKh noBe3aHe ca pereHepaTUBHUM NOTEHLHMja/IOM

- aHaJM30M BUjabUJIHOCTU - oJpebuBame MeTabO/JUUYKE AKTUBHOCTH U
nposudeparyje;

- aHaauszoM uMmyHodeHotuna I[II-MMKh - ogpehuBame eKcrpecuje
Me3eHXMMCKHMX M MapKepa IJIYPUINOTEHTHOCTHU, Ka0 U OJCYCTBO eKCIpecuje
XeMaTOINOeTCKUX MapKepa;

- mnpaheweM npoMeHa [JUdepeHLUjallMOHOT TMOTEHLMjajla TpeTUPaHUX U
npetrpetupanux [1/[-MMh - onpehuBame ocTeoreHe, XoHJporeHe 1 afiunoreHe
nudepeHuujanuje y3 oapebhuBame reHCKke eKclpecHhje MapKepa OCTeOreHe
nudepenuujanuje (Runx2, ALP);

- a”aiau3oM 1npoJsddepaTuBHe akTuBHocTH [I/I-MMR TokoM ocTeoreHe
nudepeHuujanuje - oapehrBawmeM OpPOjHOCTH, KJOHOTEHOr MOTEHLMWjasa U
hesujckor cTapema;

- aHaJM30M akKTuBalMje TpaHckpunuuoHux ¢akrtopa (NF-kB, [-kaTeHuH) H
ydemha aKTUBHPAaHUX CUTHAJHUX TMyTeBa Yy (QYHKIUjCKUM IpoMeHaMa

MHJYKOBAaHUM IpucyctBoM IL-33 kop I1-MMh.
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3. MATEPHUJATI U METO/IHU
3.1. XYMAHHU MATEPH]JAJ

3.1.1. MESEHXUMCKE MATHYHE REJ/IHJE

3a noTpebe UCTpaKUBama CIPOBEJEHUX Y CKJIOIy OBOI pajia U30JI0BaHE Cy U
kopuitheHe npumapHe MM'h nopek/soM M3 TKMBa MEPUOJOHIIMjyMa OJpacaux 0coba.
TkuBa cy npukyn/baHa Ha Opesbemy opasiHe xupypruje CTomaToJsiolikor ¢akyJsTeTa
YHuBep3uTeTa y beorpazy oz 3apaBux nauujeHaTta ctapoctu of 18 go 25 roguHa Koju
Cy W3 TepaleyTCKUX WJIM OPTOAOHTCKHUX pasjiora OWJIM NOABPTHYTH MNpOLEefypPH
yKJIamamwa yYMbaKa. Y30pKoBawbe TKMBA U CJe[[CTBEHA WCTpPaKMBama MPETXOAHO CY
onob6peHa y3 carsiacHocT ETnukor og6opa CTomaTosiolikor gaky/TeTa YHUBep3UTeTa
y beorpazly v nucanu npucTaHak nalujeHara.

H3zonanuja [1-MMh 3acHrMBasia ce Ha CTOCOOGHOCTH OBUX hesvja Aa agxepupajy
3a IJIaCTUYHY NMOBpPLIKMHY dJacka 3a KyJTHBalyjy hesnja, 0o4AHOCHO MeTOAy eKCIlJIaHTa
TKMBA KOjy Cy omnucaau Seo u capagHuny (2004). HakoH paszaBajakba 0/, NOBPIIMHE
KopeHa 3y0a, TKMBO NEpPUOJOHIMjyMa je YCUTHABaHO y aceNTUYHHUM YCJIOBHUMA
CTepUJIHOM WIJIOM, a KOMaJuhu TKMBa NOCTaB/baHU y ¢JiacK NOBpIUMHE 25 cm? u
KyJTUBMCAaHU y CTaHJApPJAHUM yCJ0BUMA 3a KyJTHUBaLUMjy hesuja wTO mojpasymeBa
37°C y BaaxHoj atMocdepu (100%) ca 5% CO2, npu 4yeMy je Kao MeJUjyM 3a pacT
henujckux kyatypa kopuuthen DMEM ca L-raytamunoM (on eHra. Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, CA/l), 10% d¢eTtanHor roseher cepyma,
(FBS, on enrs. Fetal Bovine Serum, Capricorn-Scientific, Hemauka), HEPES mnydepa
(Gibco, Thermo Fisher Scientificc CA/]), 100 U/ml nenuuuauHa u 100 pg/ml
ctpentoMmunuHa (Gibco, Thermo Fisher Scientific, CA/l). CB1 Heonxo4HU pacTBOPU NpHU
KyJTUBauUju hesnvja cy cTepusvcaHu npe ynotpebe ¢uaTpauujoM Kpo3 ¢uiatep
BesinuuHe nope 0.2 um kKao Aeo craHjapaHe npoueaype. [IpBe agxepeHTHe hesuje
youdaBaJie Cy Cce HaKOH 7 JlaHa U OHe Cy O3HauyaBaHe Kao HyJiTa nacaxa ([10). Fbuxosa
KyJITUBal|{ja HaCTaBJ/beHa je [0 cTeneHa cyokoHP1yeHTHOCTH (80-90% moKpUBEHOCTHU
NoBpLIMHE) Kaza cy hesvje ucnupatne ca pochaTHUM, U3OTOHUYHUM NydepoM 6e3 joHa

Ca2+ u Mg+ (PBS, og eHrJs. Phosphate-Buffered Saline, Capricorn-Scientific, Hemauka).
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[lotoMm cy henuje oasiensbuBaHe UHKy6upamweM y 0.25% pactBopy TpuncuHa ca EDTA
(onm enra. Ethylenediaminetetraacetic Acid) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, CAI) y
Tpajawy oA, 5 MuHyTa Ha 37°C. Kako 6U4 ce 06ycTaBuJIO [1€jCTBO TPUIICMHA [0/laBaH je
MeauvjyM 3a hesujcke KyaType ca cepyMoM W henuje nentpudyrupade 10 MuHyTa Ha
1400 obptaja mo MMHYTy (OIM), HAKOH 4era je hesujckh Tajor pecycleHJOBaH y
MeJujyMy. YKynaH 6poj BUjabuiHux hesnja ogpehuBaH je 6pojambeM noJ MUKPOCKOIIOM
nomohy xemonurtomeTpa (Neubauerova koMopa) HAKOH pasbJiakuBaka hesvjcke
cycneHsuje 0.4% pactBopom Tpunad maaBor (Gibco, Thermo Fisher Scientific, CAZl). ¥
[U/by eKcrnaH3uje henuja, Ha ocHOBY 6poja henwuja, [1/-MM'h cy 3acejaBaHe y duiack (1 x
104 hesnuja/cm?2) npu 4yeMy Cy cae/iCTBEHe Nacaxe Ja/be peJHO HYMEPUCAHE, 0K je 3a
M3Boheme ekcriepuMeHaTa oiroBapajyhu 6poj hesuja nocraB/baH y cTepuJiHe MJIOYE 32
henujcky kysatypy. TokOoM Ky/aTUBalLyje MeAUjyM je 3aMeHmMUBaH JiBa NyTa HeJe/bHO
Kako 6u ce 06e36e/uisie XpaH/bUBe MaTepHje U OJICTpaHUJIe HeaJxepeHTHe hesvje u
Heuyuctohe. HW3osoBane I[I[-MMTh okapakTepucaHe cy IpeMa KpUTepHjyMHUMaA
MebynapogHor apyumtBa 3a henujcky Tepanujy (Dominici et al.,, 2006), Ha ocHOBY
NOKasaHe aJixe3Wje, NPUCYCTBA CHeUUPUYHOT HMYHOPEHOTUNA U CIOCOOHOCTHU
AudepeHuyjanyje Ka TpU Jio3e henarja Me30[epMasHOT TKHUBAa ILITO je MPETXOAHO
onucaHo (Miletic et al., 2014). Y cBuM ekcriepuMeHTHMa KopuillheHe cy hesvje nacaxa

[1(2-6) npu yeMy je CBAaKU €KCIIEPUMEHT NOHAB/bAaH HajMakbe TPH MyTa.

3.1.2. hEJIHJE IEPUPEPHE KPBH

Y nu/by UcnUTUBaWka UMYHOMOAYJAaTOpHUX cBojcTtaBa [1/I-MMR, y ogpehenum
ekcnepuMenTtuMa [1[-MMKh cy Ko-KyJATHBHCaHe ca HMYHCKUMM hesujaMa, Kako
MOHOHYKJ/J1eapHUM hesnujama (MHR), Tako u nonuMopdonykieapuuM henujama (IIMR).
MMyHcke hesvje mpeTXoJHO Cy U30Ji0BaHe U3 nepudepHe KPBU 3/paBUX HECPOJHUX
Jl06pOBOJ/bHUX JlaBaJlalla Ha OCHOBY T'yCTHHCKOT I'pajiMjeHTa cenapalydoHOr MeJujyMa
ryctuHe 1.077 g/ml (on enra. Lymphocyte Separation Medium, Capricorn-Scientific,
Hemauka). HauMme, nyna kpB gaBaJialja pas6JsaxuBaHa je y PBS pactBopy y ogHocy 1:1.
Tako pasbsakeHa, KpB je MOTOM HaHOLIeHAa Ha HaBeJeHU CeNapalOHU MeJdjyM U
neHtpudpyrupaa 30 munyta Ha 1400 onM 6e3 KOYHUIE HAa COOHOj TeMIlepaTypH.

YxkynHe MHh u3jBajaHe cy u3 uMHTepdasHOr cJjoja U UCIHUpPaHe Of cenapaloHOT
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MenvjyMa neHtpupyrupaweM y RPMI-1640 mepgujymy (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
CA). 3a npukymbamwe [IMh, nomwa ¢dasza y kojoj ce mopen oBUX henuja HaJsaze U
€pUTPOLIMTU UHKYOMpaHa je 5 MUHyTa y u30ToHHU4YHOM pactBopy NH4Cl (pH 7,2-7,4)
koju ce cactojao u3 155 mM NH4Cl, 0.1 mM Na2EDTA u 10 mM NaHCOs. Kako 6u ce
OACTPAaHWJU JIM3UPAHM EepUTPOLUTH hesHjcku Tasor HUCOUpaH je JBa IMyTa
neHtpudyrupatbeM y RPMI-1640 w™eaujymy. HakoH wu3osaunuje henuje cy
pecycrieH/IoBaHe, a lbUX0Ba KOHIleHTpaluja je ogpehuBana 6pojamweM y Tiirk pactBopy
(Superlab, Beorpaa, Cp6uja), Aok je BujabuauTeT oapehuBaH GpojakbeM y pacTBOpy
Tpunan nnaBor. 3a KyJaTUBaLMjy UMyHCKUX henuja kopuutheH je RPMI-1640 meaujym
oborahen ca 10% FBS, 2 mM L-rayramunoM, 1 mM HaTpujym nupyBatom, 100 U/ml
nedHuniarnHa U 100 pg/ml cTpenToMuIMHA LITO je MpeJCTaB/balio CTaHAAPAHE YCJIOBE,
npu yeMmy cy uzosioBaHne MHR 3acejaBaHe y miode 3a KyayTpy henuja ca 6 6yHapa u
KyJITUBHCaHe TOKOM 24h y cTaHJapZJHUM YCJIOBUMa KaKo OU ce U3/BOjUJIe a/IXepeHTHe
henuje y nmomysnauuju, ogHOCHO oMoryhuso fa ce 3a u3Bohewme ekcepruMeHaTa y
kojuma cy MHh ko-kyatuBucase ca [1/[-MMh kopucTu camo HeaJixepeHTHa ppakiiuja

hesnuyja.

3.1.3. REJIMJCKE JIMHHJE

[Topes npuMapHUX KyaTypa hesnuja y nojeAMHUM eKCcllepUMeHTHMa, KopuliheHa
je xymaHa eHpoTesicka henujcka suHuja EAhy 926 (ATCC/CRL-2922). EnpoTesicke
hesnje cy Takohe KyJTUBHCAaHe U MacakKUpaHe y CTaHAApPJHUM YCJI0BHUMA, [IPU YEMY je
Kao xpaH/buBU Meujym kopuimihen DMEM ca L-rayramubnom u 10% FBS, HEPES

nydepom, 100 U/ml nenuyuiavna u 100 pg/ml ctpentToMunyHa.

3.2. KOPMII'REHU PEATEHCH

Kako 6u ce cnpoBesia UCTpaXKHBawka 06yxBaieHa OBUM pajioM yNoTpebJ/beHU CY
peareHCH KOjU YKJ/bydyjy pas3jMuuTe OHUOJIOIIKKM aKTUBHe ¢akKTope, crnenuduyHe

MHXUOUTOpPE U aHTUTEJIa, a UUjU noJjanu cy Jatu y Ta6enama 1, 2 u 3.
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Ta6esa 1. [logany o kopumheHuMm pakToprMa U UHXUOUTOPHMA

Hasus IIpounsBohau JejcTBO

XyMaHM peKOMOUHaHTHH IL-33 R&D Systems, CA/] LuToKMH

LPS (E.coli) Sigma-Aldrich, CA/l EHf0TOKCHH

PNU Tocris Bioscience, CAJ] | Uuxu6uTop B-KaTeHHHa
PD98059 Tocris Bioscience, CA/l | Uuxu6utop MEK1,2/ERK1,2
PDTC Tocris Bioscience, CA/Zl | Uuxu6utop NF-kf3
MutomuunuH lle Applichem, Hemauka [luTocTaTUK
duToxemMarjayTUHUH Life Technologies, CA/l | MuTorex

(PHA- Phytohemagglutinin)

dopGosamupucraTHa kucesauHa (PMA | Abcam, CA/] CTuMyJsiaTop NpOTEMH KHHa3e
- Phorbol 12-myristate 13-acetate) Le (PKC -Protein Kinase C)
Kap6okcudayopecuenn Affymetrix, dayopecueHTHa 60ja 3a henuje

cyknuaumuaui ectap (CFSE)

Ebioscience, YK

IIponuaujym joaung, (PI)

Beckman Coulter, CA/l

dayopecueHTHa 60ja 3a

HYKJIEMHCKE KHUCEeJINHE

q)aJIOI/IAI/IH-TETpaMETPIJIPOAEIMI/IH b

M30THUOLHMjaHaT

Sigma-Aldrich, CA/l

®ayopecuenTHa 60ja 3a F-akTuH

4',6-puaMmuaUH-2-PpeHUINHI0T

(DAPI)

Sigma-Aldrich, CA/l

dayopecueHTHa 60ja 3a

HYKJIEMHCKE KHCeJINHE
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Ta6esna 2. [loganu o kopumheHum antutenuma. PE- (phycoerithrin) dukoepuTpuH;

FITC- ¢uayopecuenH u30THOLMjaHAT.

[Ipumena:

MMYHOQJIyopeclieHTHO obesiexxaBawe (UD), Western blot (WB).

npotouHa uutometpuja (I1LI),

I[IlpyumapHa aHTHUTE/Ia Ilopexksio | [IpousBobhau IIpumeHa
AnTH-XxyMaHO CD45-komyroBano PE MMUII R&D Systems, CA/l [111
AnTH-xymaHo CD105-komwyrosaHo PE MHUII R&D Systems, CA/l T1]
AnTH-XyMaHo CD90-komyrosano PE MMUII R&D Systems, CA/L [111
AnTH-xymano CD34-/R-komyrosano PE MU R&D Systems, CA/l I111
AnTHn-xymano HLA-DR-komwyrosano FITC MU R&D Systems, CA/l I111
AnTH-XymMaHo CD44-komyrosaHo PE MU R&D Systems, CA/l I111
AnTH-XyMaHO CD73-komyrosano PE MMUII R&D Systems, CA/L [111
AnTH-XyMaHO CD29-komyrosano PE MMUII Invitrogen, CA/] [111
AnTH-XyMmaHo CD33-xkomyrosano PE MMUIL Invitrogen, CA/| I111
AnTH-XymMaHo CD14-komyrosaHo PE MMUIL Invitrogen, CA/| I111
AHTH-XyMaHO CD4/CD25-KO®BYroBaHo MU Invitrogen, CA/| [111
FITC/PE
AnTH-Xymano Ki67 3ell Abcam, CA/Jl [1, Ud
AHTH-XyMaHU a-SMA MMUIL Santa Cruz o
Biotechnology, CA/]
AnTH-xymanu TGF-f8 MU Thermo Fisher Uo
Scientific, CA/]
AHTH-XyMaHU QUOGPOHEKTHH 3el Santa Cruz Uo
Biotechnology, CA/]
AnTH-xymanu COX-2 3er, Santa Cruz WB, UD
Biotechnology, CA/]
AnTH-XyMaHHU IL-6 3er Novus Biologicals, WB, UD

Littleton, CA/l
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Ta6ena 2 (HacraBak). [logauu o kopumwrheHuMm aHTuTenauma. PE- (phycoerithrin)
¢ukoeputpun; FITC- daryopecuerns uszotuonujanar. [IpumMmeHna: npoTo4Ha LUTOMeTpHja
(ITL1), umyHodayopecueHTHO obesnexaBamwe (UD), Western blot (WB).

IIpumapHa aHTHTEIA Ilopeksio | IIpousBohau IIpumeHa
AuTtu-xymanu NF-Kkf3 MHIII Santa Cruz WB, U
Biotechnology, CA/
AHTH-XyMaHHU 3-KaTeHVH MU Santa Cruz WB, O
Biotechnology, CA/|
AnTu-xymanu pERK1,2 3el] R&D systems, CA/] WB
AuTHn-xymanu ERK1,2 3el Santa Cruz WB
Biotechnology, CA/|
AHTHU-XyMaHU pp38 3er R&D systems, CA/] WB
AHTH-XyMaHu p38 3el R&D systems, CA/L WB
AnTH-XymMaHu pJNK 3el R&D systems, CA/L WB
AnTH-XxymaHu JNK 3er R&D systems, CA/] WB
AnTH-xymanu NANOG MU Cell Signaling Uo
Technology, CA/]
AHTH-XyMaHU SOX-2 MU Cell Signaling Uo
Technology, CA/L
AuTH-xymanu OCT-4 el Cell Signaling o
Technology, CA/L
AHTH-XyMaHHU Q-TYOYJIMH MMUII Pierce, CA/ WB
AnTH-XymaHnu GAPDH MMUII Santa Cruz WB

Biotechnology, CA/|
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Ta6ena 3. Mlogaum o kopumheHMM CeKyHAAQpPHUM AHTUTE/JMMAa M HU30TUIICKUM
KoHTposiama. HRP- nmnepokcupasa peHa, Horse Raddish Peroxidase; TRITC-
TeTpaMeTUApoJaMuH-5-(6)-usotuonujanat; FITC-dayopecuenH nusotuonujaHar.

CeKyHAapHa aHTUTeIa IlopekJio IIpousBohau IIpumeHa
aHTH-3e4Hje-Kombyrosano HRP KO3a R&D Systems, CA/l WB
aHTU-MHIIYje-Kombyropano HRP K03a Sigma-Aldrich, CA/l | WB
aHTH-3e4Hje-KowbyrosaHo TRITC KO03a Sigma-Aldrich, CAZl | UD
aHTHU-3e4Hje-KombyrosaHo FITC Ko3a Sigma-Aldrich, CAZL | U®, I1L]
aHTHU-MHIIUje-KowbyrosaHo FITC KO03a BD Biosciences [111
H30THUIICKE KOHTpOJIe Ilopekyio IIpousBohau IIpumeHa
IgG1- komyrosano PE MMUII Invitrogen, CA/| [111

IgG1- komyrosano FITC MMUII Invitrogen, CA/| [111
IgG2A- kowyrosaHo PE MU R&D Systems, CAZ | IIL
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3.3. EKCIIEPUMEHTA/IHU IU3AJH

3.3.1. UIciuTuBawe yTunaja LPS Ha cBojcTBa u pyHkumje [1/1-MMh noBe3aHe ca
pereHepaTUBHUM NOTEHLMja/IOM

Y nuby ucnutuBamwa ytuuaja LPS Ha cBojcTBa u pynkuyuje [1/[-MMh noBesaHux
ca pereHepaTUBHUM IOTEHLUjaJIOM aHa/lM3UpaHa cy ¢yHKUMjcka cBojcTtBa [1/-MM*.
[Ipumenom MTT Tecta ofpebuBaHa je MeTtabosnuka akTuBHOCT II/I-MMTK HakoH
TpeTMaHa ca pactyhum koHueHTpauujama LPS (0, 10, 100 u 1000 ng/ml) Toxom
pPa3/IMYUTUX BpEMEHCKUX UHTepBasa (24, 48, 72 u 120h). [Ipoaudepanumja [1-MMH
Tpetupanux ca LPS (0, 100 u 1000 ng/ml) no ucreky 24, 48 u 72h nerexroBaHa je Ha
OCHOBY 00jera TpunaH nsaBoM 60joM, 10K je hesnjcku QUK/IYC opehruBaH NPOTOYHOM
nUuToMeTpHjoM nomohy 6ojewa JHK nponuaujym joaugom HakoH 48 u 72h TpeTMaHa
ca LPS (0, 100 u 1000 ng/ml). Mopdosomka u HUMyHOPEHOTHUIICKA CBOjCTBA
aHaJM3UpaHa Ccy HakoH 3 U 7 paHa TperMaHa ca LPS (1000 ng/ml), npu 4demy je
uMyHodeHOTHUI oZpehrBaH NPOTOYHOM LIUTOMETPHUjOM. Y IIM/bY aHAM3UPaka yTULaja
LPS Ha paudepenumjanmonu mnortennyjaia, IIJ-MMh cy 3a BpemMe HH/JyKOBaHe
JudepeHlMjalidje Ka OCTeOreHO0j, XOH/[POTreHOj M aJUIOreHO0j JI03U KYJTHBUCAHE Y
npucyctBy LPS (1000 ng/ml). Tlopen Tora, aHa/vM3upaHa je MHUrpalnuja, Kao U
KOHTPaKTUJIHOCT oBUX hesnuja. Cnoco6HocT Mmurpanuje I[1[-MMh ucnutuBas je Scratch
TeCTOM, JIOK je KOHTpaKTUIHOCT oApehuBana ko [1/I-MM'h 3acejaBaHUX y KOJIar€HCKU
req no ucteky 72h Tpermana ca LPS (1000 ng/ml). T'eHcka ekcnpecuja mMoJsiekyJia
YK/bydeHUX Yy peryjanudjy henujckux ¢yHKIMja MOBe3aHUX Ca pereHapaTUBHUM
KapaKTepUCTUKaMa aHa/JM3upaHa je HakoH TpeTtupama [1/[-MMh ca LPS (1000 ng/ml)
TokKoM 24h, meTonom RT-PCR. Ananusupana je ekcnpecuja reHa: 0CT-4A, OCT-4B, SOX-
2, NANOG, Runx2, ALP, OCN, Sox-9, PPAR-y, a-SMA, TGF-f w NG-2. Oppebenu pgeo
UCTpaXXKUBakba UMao je 3a LIuJ/b yTBphUBame U MOJIEKYJICKUX MeXaHU3aMa YK/bYYEeHUX Y
fejctBo LPS Ha II[I-MMh. ¥V Te cBpxe aHasusza aktuBauuje MAPK curnanusanuyje,
yksyuayjyhu p38, ERK1,2 u JNK curnanunux nyrteBa kof [1/I-MMh Tpetupanux ca LPS
(1000 ng/ml) Bpuiena je Western blot MmeTonoM. 3a UCIIUTHBake MeXaHHW3aMa KOju
nocpenyjy y edpexktuma koje koxa IJ-MMK wuHaykyje LPS  ykibydyjyhu
JudepeHLUjallMOHU NMOTEHLMjaJl U KOHTPAKTUJIHOCT Y MOjeJUHUM eKCIepuMeHTUMa

npuMemuBaH je papmakosiomku uHxuoutop ERK1,2 curnansor nyrta (PD98059).
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¢ MeTa60/IMYKa aKTUBHOCT

¢ llpomdepanuja u heJnjcku LUKIyC

* Mopdosioruja u peHorun

¢ ludpepeHIHjallMOHH TOTEHIHja

¢ Oco6uHe MHOpHUGpoOGIacTa:
Murpanmja ¥ KOHTPaAKTHIHOCT

dyHKUMjCKe
p— npoMeHe

o Mosieky/icKU MeXaHu3mu:
AxTuBanuja MAPK

curHaausaumje - p38, ERK1,2

Excnpecuja 1 JNK.

NnpoTenuHa

 OCT-4A, OCT-4B, SOX-2,
NANOG
e Runx2, ALP, OCN, Sox 9,

Excrpecuja | = b R"Y, a-SMA, TGF-B 1 NG-2.

reHa

=_8 .+~ NJ-MMHk

Cauka 12. CxeMaTCKU NPHKa3 eKCIepUMEHTAJIHOT PUCTyNa 3a UCHMTUBame yTunaja LPS
Ha cBojcTtBa M pyHkuyje [1/1-MMh noBe3aHe ca pereHepaTUBHMM NOTEHIMjaJI0M.

3.3.2. UcnuTtuBame yTunaja LPS Ha uMyHOMOAy/IaTOPHA CBOjCTBA U QyHKIMje
NNA-MMh

Kako 6u ce ucnurao ytunaj LPS Ha uMyHOMoOJy/1aTOpHaA CBOjCTBA U QYHKLHje
[IJ-MMR, aHanu3upaHu Cy TpaHCeHJoOTescka Murpanuja MHT, nponudepatuBHU
oarosop MHh crumynucanux mutorenoM, penorun MHR, kao u cnoco6noct MHh fa
dbopmupajy kosioHuje henuja wMujesougHe no3e. I[lopes Tora, npaheHu cy
TpaHceHJoTesicka Mmurpauuja [IMh, kao u pecnupaTopHU mpacak OBUX hesuja. 3a
notpebe oBux ekcnepumenara [1/[-MMh cy npetpetupane ca LPS (1000 ng/ml) Tokom
72h, a 1DOTOM KO-KyJTHBHMCAaHe ca HW30JI0BaHUM hesuvjama mnepudepHe KpBH.
TpancengoTesncka murpauuja MHR (Hakon 48h) u [IMR (HakoH 2h) oxpebuBaHa je
nprvMeHoM transwell cucteMa, Ha ocHOBY npahewa npoJsiacka hesvja U3 ropwer y 0bu
Jleo cucteMa Kpo3 Oapujepy ¢opMHpaHy O0Ji CTpaHe eHJOTeJCKUX heswuja.
[Iposudepanuja MHR neTekToBaHa je MPOTOYHOM IIUTOMETPHjOM HAKOH AUPEKTHE KO-
kyatuBaiuje IIJ-MMR u MHR crumynucanux d¢uroxeMmarayTuHuHoMm (PHA,

phytohemagglutinin). HuBo npoaundepauuje MHR MepeH je npOTOYHOM LIUTOMETPUjOM
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Ha OCHOBY CMakewa HHTeH3uTeTa QuyopecueHne CFSE- ob6enexxeHux henuja.
[IpoTouHoM nLuTOMeTpUjoM ofpehuBaH je U ¢peHorun MHT, ofHOCHO 3acTyn/beHOCT
hesuja koje ekcnpumupajy CD29, CD4, CD4,CD25, CD34, CD45, CD33 u CD14 aHTuUreHe.
PecnupaTtopHu npacak [IMh ogpehuBaH je npuMeHoM TecTa peaykuyje NBT cosnum o
Koje posiazu ycaen akTuBHocTu [IMh. Knonorenocr MHhK npaheHa je Ha ocHOBy
CoCcOO6HOCTH (QopMHUpama KOJIOHHWja ONpe/ie/beHUX XeMaTONOEeTCKHMX NpOoreHUTopa
npucyTHux y nonysaauuju MHR (CFC Tect). [lofaTHO, aHa/iM3UpaHa je NPpOTEMHCKA U
FeHCKa eKclpecuja MoJieKyJa 3HayajHUX 3a uMyHckud crartyc I[II-MMh. Ha
NPOTEUHCKOM HUBOY, npuMeHoM Western blot meToja, aHa/M3UpaHa je eKClpecHja
COX-2 u IL-6 monekyna kox I1II-MMR HakoH 72h TpetamaHna ca LPS (1000 ng/ml).
['eHcka ekcrnpecuja oBUX MoJjieKyJsa, kKao U HLA-A, HLA-DR, ST2 u IL-33 mosekyJa
aHasusupana je RT-PCR meTosom HakoH 24h TpeTmana [1/I-MM'h ca LPS (1000 ng/ml)
Kao MOJIeKyJla 3Ha4ajHUX 32 UMYHCKH CTaTyC. Y OKBUPY UCIIUTUBabha MexaHUu3aMa Koju
nocpeayjy 'y edexkruma koje kop IIJ-MMh wunaykyje LPS y nojeguHum
eKCllepMMeHTHMa NpUMewHBaH je dapmakosiomikd uHxuouTop ERK1,2 curHasHor

nyta (PD98059).

JupexTHu Mehyhennjcku WHaupexTHu Mehyhenujcku
KOHTaKTH KOHTaKTH

*TpaHceH/0Te/Icka MUTpanyja

I[lpoudepanuja

sdeHoTUN

dynkumjcke n | *Cnoco6HocT Gopmuparwa
deHoTuncke KOJIOHHja onpeje/beHux

npomeHe XeMaTONOETCKUX NPOreHuTopa
MHR

L Tpaﬂcel-um'rencxa

MHUTrpanuja
DyHKUHjcKe . PeCﬂﬂpaTOpH"
npoMeHe npacak
MMh
o COX-2ulIL-6
e HLA-A, HLA-DR, ST2 n
—=_8.7~ INJ-MMh IporenHcka IL-33

M FeHCcKa
W il — eKcrpecuja

n Enjorencke
heauje

Csmka 13. CxeMaTCKHU IPUKa3 eKCllepUMEHTa/IHOT IPUCTYIIA 3a UCIUTUBae yTunaja LPS
Ha MMyYHOMO/yJIaTOpPHA CBOjcTBa U ¢yHKumje [1/I-MMh
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3.3.3. UcnuTtuBame ytunaja IL-33 Ha cBojcTBa u pyHkumje [1/I-MM'h noBe3aHe
ca pereHepaTUBHHUM NIOTEHIIMja/IOM

Ytunaj IL-33 wHa II/I-MMRh aHanu3upaH je HCIHMTUBakEM MeTaboJIMUKe
aKTUBHOCTH, Mopdosioruje 1 uMyHodpeHOTHUNa, AMdepeHHjaljMOHOTr NOTeHNYjasa U
npoaudepatuBHe akTuBHocTtu [I/I-MMh. Mertabonuuka aktuBHocT [I/-MMh
TpeTupaHux pactyhum koHueHtpauujama IL-33 (10, 20, 50 u 100 ng/ml) yrBphuBaHa
je MTT TecToM MmO UCTeKy pa3/IMUUMTUX BPeMEHCKUX MHTepBaja (24, 48, 72 u 120h).
Mopdodosomika u umyHodpeHoTuncka ceojctsa [1I/[-MMh aHanusvpaHa cy HakoH 3 JaHa
TpeTtMaHa ca IL-33 (100 ng/ml), npu yeMy je uMyHodeHOTHUI oA pehrBaH NPOTOYHOM
UTOMETPHjOM. Y CBpXy VyTBphuBamwa yTunaja IL-33 Ha audepeHnyjanoHu
notedHuujaa, [II-MMK cy TokoM WHAyKOoBaHe JudepeHlHjalldje Ka OCTEOreHOj,
XOH/IPOTeHOj WY aJWIIOTeHOj JIO3U KyaTuBucaHe y npucycTtBy IL-33 (100 ng/ml). ¥3
TO, aHaJMU3UpaH je W AudepeHUHjanroHU moTeHnyjaa I[I/-MMh HakoH 7 pjaHa
TpermaHa ca IL-33 (100 ng/ml). CmocobHoct mnpoaudepauuje I[II-MMTh Tokom
ocTeoreHe audepeHnyjanyje aHaJu3MpaHa je 6pojambeM hesuja, ka0 U eBaJsiyaldjoM
kaoHoreHoctu (CFU-F u CFU-O, og enra. Colony Forming Unit-Fibroblast u Colony
Forming Unit-Osteoblast) u cTapemwa (aKTUBHOCT e€eH3MMa [3-rajlakTo3Wjase).
HUmMmyHOoyopeclieHTHUM o6esieXkaBalkbeM aHAJM3MpaHa je MPOTEHWHCKA eKclpecHuja U
JIOKaJIn3alMja MapKepa IJIypUNOTeHTHOCTU yKbyuyyjyhu OCT-4, SOX-2 u NANOG, kao u
Mapkepa henujcke nposrdepanuje Ki67 HakoH 7 gaHa TpeTMaHa ca IL-33. Y cksony
yTBphUBama MOJIEKYJICKUX MeXaHu3aMa yK/bydyeHUX y zejctBo IL-33 na I[1/I-MMh
Western blot meTogoM W UMyHOQJyOpeCLlEeHTHUM oO0eJiekaBakbeM aHa/IM3uMpaHa je
eKcrpecydja perynatopHux nporeuHa NF-KB u (- katenus, koz [1/-MMR TpeTupaHux
ca IL-33 (100 ng/ml). Excnipecuja reHa yk/by4eHUX y peryaauujy henvjckux ¢pyHKLHja
NOBE3aHUX Ca pereHapaTUBHUM KapakTepucTukama: OCT-4A, OCT-4B, SOX-2, NANOG,
Runx2 v ALP ananusupaHa je HakoH 24h Tpetmana [1/I-MMh ca IL-33 (100 ng/ml) RT-
PCR meToz0M. 3a ucnuTuBame MexaHW3aMa Koju nocpefyjy y ebektuma koje kon, I[1/1-
MMT wuHaykyje [L-33, y 1nojejMHUM eKCllepUMeHTUMa [pPUMEHUBAHU CYy

dapmakosiomiku nuxuouTopu NF-kB (PDTC) u B-katenuna (PNU).
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dyHKIHjCcKe
npoMeHe

* MeTa6o/1M4Ka aKTHBHOCT

* Mopdoioruja u peHoTun

 ludpepeHLHjalluOHH OTeHLHja
(TpeTMaH U peTpeTMaH)

« [Iponndepanuja, k1oHoreHoct (CFU-F u
CFU-0) u crapeme TOKOM ocTeoreHese

Excnpecuja

NpoTenHa

*» OCT-4A, OCT-4B, SOX-2,
NANOG, Ki67

» Moaeky/acku MeXaHuzmu:
Aktusauuja NF-kB u -
KaTeHUH CUTHA/IHMX MyTeaBa

Excnpecuja

reHa

¢ OCT-4A, OCT-4B, SOX-2, NANOG
¢ Runx2, ALP

= 8= IJ-MMHh

Ciuka 14. CxeMaTCKy NIpUKa3 eKCIIepUMEeHTA/IHOT IPUCTYIA 3a UCIUTHBame yTHLaja
IL-33 Ha cBojcTBa M pyHKuuje [1/1-MM'h noBe3aHe ca pereHepaTUBHUM NOTEHIMjaI0M.
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3.4. IPUMEILEHN METO/IN

3.4.1. AHA/IN3A RE/IHJCKUX PYHKIIHJA

3.4.1.1. UcnuTtuBawe BUja6buaHoctu [11-MMh

Y uyusby aHanusupamwa yTulaja uHdaamatTopHux ¢akrtopa LPS u IL-33 Ha pacT
[1[-MMh y oBOM pasy UCIUTHUBAHU Cy pa3/IMYUTH NOKa3aTe/by BUjabUIHOCTU henuja
IpYMEHOM OJroBapajyhMx TecTOBa 3a HWCIMTHBalke MeTabOoJM4YKe aKTUBHOCTH,
npoaudepanyje u henujckor unukiayca. /JloJaTHO, aHa/JM3UpPAH je KJIOHOTEHU
notenyujai [1/-MMh Ha ocHoBy CFU-F TecTa, kao u cTapewe oBUX hesuja feTeKujoM

eKCIIpecHuje eH3uMa [3-raJlakTo3u/jase.

3.4.1.1.1. Odpebusare memaboauuke akmueHocmu II/-MMh npumenom MTT
mecma

Kao npBu Kopak y ucnutuBawy pacta [I[-MM'h npuMmewuBas je MTT TecT Koju
ce 3aCHMBA Ha peaklyju peAyKiUje TeTpa3ohjyMcKe cosu xyTe 60je, MTT (3-(4,5-
JAUMETUI-Tua3on-2un)-2,5 gaudeHusn-rerpasonujym o6pomuza) Ao  <¢dopmasaHa,
aKTUBHOIIhY eH3MMa MUTOXOHJpHja/IHE CYKLMHAT JAeXuJporeHase, 0JHOCHO eH3uMa
MeTaboJIMYKU aKTUBHUX, BUjabUIHUX hennja.

3a usBobewe MTT Tecta, [I/I-MMh 3acejaBaHe cy y cTaHjapjHe IJo4ye 3a
KyJaTypy henuja ca 96 6ynapa (1x10* hesnnja/6yHapy) u KyaTuBUCaHe TOKOM 24h kako
6u agxepupasie. HakoH ucteka ojrosapajyhux TpeTtmaHa, y 6yHape je nogaBaH MTT
(Sigma-Aldrich) xonuentpauuje 5 mg/ml. [locne Tpu cata uHKy6anuje Ha 37°C
MeJIUjyM je OACTpambeH, a HacTaJlu KpUCTasu ¢popMasaHa pacTBapaHH Cy [l0/laBambeM
100 pl pactBopa usomnponanosa (VWR Chemicals, ®panuycka). OnTudka ryctuHa
MepeHa je Ha ayTOMaTCKOM 4YMTayy 3a MUKpPOTUTapcKe mjoye Ha 540 nm TasiacHe

nyxuHe (Labsystems Multiskan PLUS, ®uHncka).
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3.4.1.1.2. Odpehusarse 6poja I1/]-MM'h npumeHom sumaJiHe 60je TpunaH ni1ago

Ha ocHoBy npahemwa npoMeHe 6poja hesuja y ogHOCY Ha IOYETHH, 3acejaHU O6POj
henuja, npuMewrBaHa je BUTa/JHa 60ja TpumaH mjaBo, Te je KpO3 OAHOC XUBUX U
MpTBUX hesvja yTBphuBaHa BHjabusHOCT hesnuja. 3a moTpebe ekcnepumeHarta, I1/1-
MM 3acejaBaHe cy mio4de 3a KyaTypy hesuja ca 6 6yHapa (1x10° heauja/6yHapy). Io
HUCTEeKy TpeTMaHa henuje cy opjensbuBaHe nomohy 0,25% TtpuncuHa ca EDTA,
neHTpudyrupae 10 muHyTa Ha 1400 onM U pecycrneHJOBaHE Y CBEXXEM MeAWjyMy ca
FBS. Bpoj Bujabusnux henuja y Tako fobujeHoj heaujckoj cycneH3uju oapehuBaH je

6pojameM HeobojeHUx henuja y pactBopy 0.4% pactBopy TpunaH niaBor.

3.4.1.1.3. AHaau3za heaujckoz yukayca I1]-MM'h

Kao geo ncnutuBamwa BujabunHocty, JJHK oBux hesnuvja 6ojeHa je nponuujym
joougom (PI, op enra. Propidium Iodide, Beckman Coulter, Majamu, CAZ),
HecreqUPHUYHOM BUTAJHOM (JyopecleHTHOM 60joM Koja ce Be3yje 3a HYKJEHHCKe
KHCeJIMHE.

[IJ-MMTK cy 3acejaBaHe y 1mJodye 3a KyJaATypy hesnuja ca 6 OyHapa y
KoHIleHTpaluju 1x10° henuja/6yHapy y cTaHJAApAHOM MeAHWjyMy W KyJITUBUCAHE J10
cy6koH}yeHTHOCTU. HakoH Tora, MeiijyM je 3aMembHUBaH Pa3JIMYUTUM TPETMaHOM, 110
4ydjeM UCTeKy cy henuje ncnupaHe pactBopoM PBS, oxnensbrBaHe momohy pacTtBopa
0,25% Tpuncuna ca 1mM EDTA u uentpudyrupane tokom 10 munyTta Ha 1400 onm. 3a
Jlasby aHanusy no 2x10° hesuja cBake rpyne je pecycnesjioBado y 1 ml pactBopa PBS u
dukcupaHo ca 2 ml anconyTtHor etaHosa (3opka llla6au, Cp6uja) TokoM 15 MUHYTa Ha
neny. [lotom cy henuje ABa nyTa ucnupaHe y pactBopy PBS v 3aTuM pecycneHpoBaHe y
0,5 ml pactBopa 0,1% Triton X-100 y pactBopy PBS (Applichem, Hemauka) kome je
nonat Pl y ¢uHanHoj koHeHTpauuju of 50 ug/ml u pubyonykaeasa (RNase, Thermo
Fisher Scientific, CA/]) ¢unanHe koHueHTpanuje 0.1 mg/ml kako 6U ce cIpeyuso
Be3uBame Pl 3a PHK. Hakon 40 MuHyTa nHky6anuje Ha 37°C, BUllIaK 60je je ofiCTpambeH
ucnupamweM hesuja y pactBopy PBS, na 6u ce Ha Kpajy hesnuje pecycneHaoBase y PBS
pacTBOpy U aHa/u3upase Ha npotouHoM nutometpy CytoFlow CL (Partec, Miinster,

Hemauka).
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3.4.1.1.4. Kaono2cenu nomenyujana I1]-MMh

Kako 64 ce ucnyMTao noTeHLMjaa cTBapamwa koJsoHdja [1/I-MMh npuMewuBaH je
TecT popMUpama KoJsioHUja dubpobaacta, CFU-F tect. Y Ty cBpxy [1/l-MM'h 3acejaBane
Cy y CTepujHe Iuiodye ca 24 OyHapa y KoHueHTpauuju 100 hesnwuja/6yHapy u
KyJITUBUCaHe y CTaHAApAHUM yCJA0BUMaA y NpUCYCTBY WM ofcycTBy IL-33 (100 ng/ml)
y CTaHJAapAHOM KyJTHBAalMOHOM MeJHjyMy WJIM OCTEOT€HOM MeAujyMy. PasBoj
KOJIOHUja aHaJIM3UpPaH je HAKOH 2 HeJle/be OJf TPeHyTKa 3acejaBamba. Y TOM TPEHYTKY
MeauvjyM je oAacTpameH, henuje ucnupane pactBopoMm PBS, dukcupaHe 5 muHyTa
xJaaHUM MeTaHoJioM (3opka, lllabaw, Cpbuja) u o6ojeHe 0.1% pactBopom Crystal violet
6oje (Carlo Erba Reactifs, ®paHiycka). HakoH wucnupamwa JeCTHJIOBAaHOM BOJOM
KOJIOHUje cy u3bpojaHe npu 4yeMy je rpynauuja oa 50 v Buiie hesvja ysaumaHa y 063up
Kao KoJsioHHja. EdukacHocT popMupamwa ¢ubpo61acTHUX KOJIOHUja opehrBaHa je Ha
OCHOBY IpPOLIEHTA Pa3BUjeHUX KOJIOHHja y OJJHOCY Ha YKYNMHU Opoj 3acejaHux hesuja y
CBaKOM OyHapy.

[lopen Tora, y oapebeHuM ekcnepuMeHTHMa, npuMmeHoM CFU-O Tecta
aHasiM3upaHa je cmocobHocT <¢opMuUpama KoJioHHja hesdja ca  OCTeOreHUM
noTeHIjasoM. OBaj TeCcT ce 3aCHUBAO Ha yTBphuBawy Opoja KOJIOHHja y KOojuMa cy
npucyTHe hesuje Koje eKCIpUMHUpAjy eH3UM ajikajiHe ¢ocdartaze (ALP, ox eHrui.
Alkaline phosphatase), olHOCHO €H3UM KOjU MpeACTaB/ba PaHU MapKep OCTeoreHe
nudepenuujanuje. 3a usBohemwe exkcnepumenTta [1/I-MMh 3acejaBane cy y ctepusiHe
mioye ca 24 6yHapa (100 henuja/6yHapy) U Ky/JITUBUCAHEe y CTaHAApAHUM YCJIOBUMA
TokoM 7 faHa (Dimitrieva et al., 2012), kaza je y hesnjcke Ky/aType A0AaT OCTEOTEHU
menujyMm ca wau 6e3 IL-33 (100 ng/ml). Hakon 7 pgana kysatuBauwuje, henuje cy
¢ukcupane. Kako 64 ce aHa/M3upaso NPUCYCTBO hesvja Koje eKCOIPUMUPAjy €H3UM
ALP, npuMemnHMBaH je NMPOTOKOJI 3a XHMCTOXEMHjCKY JeTeKLHjy OBOI eH3UMa KOju je
JleTa/bHO omnucaH y norsaassby 3.3.1.3.1. ALP no3uTUBHHUM KOJIOHWjaMa CMaTpaHe Cy
KOJIOHUje ca NMPHUCYCTBOM 6ap je/He MaBo o6ojeHe hesnuje, 1ok je CFU-O noTeHuujan
yTBpheH Ha OCHOBY IMpOLEHTYaJHOI OJiHoca 6poja ALP Mmo3UTHBHUX KOJIOHHja U

yKynHor 6poja kosionuja (CFU-0/CFU-F*100).
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3.4.1.1.5. AHanu3a cmapersa I1/]-MM'h

WcnuTaBamwe mnpoleca CTapewa, BpIIEHO je Ha OCHOBY npahema ekcnpecuje
eH3MMa [(3-rajlakTo3u/ia3e NIpUMeHOM KOMepLHUjaJHOr ceTa peareHaca Senescence Cells
Histochemical Kit (Sigma-Aldrich, CA/l) Bogehu ce ynyrcTBoM npousBobhaya. OBaj TecT
3aCHOBAaH je Ha peaKLHju y K0joj A0J1a3u [0 XUApoJr3e 5-6poMo-4-xy10po-3-uHjo0.1-3-d-
rajakronupaHosuga (X-gal) on crpaHe [-rasakto3ujale Npd 4YeMy ce CTBapajy
rajlaktosa U 5-6poMo-4-x10p0o-3-XUAPOKCUUHAOI. Y C/e[ICTBEHO]j peaKluju [101a3Hu [0
JuMepH3aluje U oKchzanuje 5-6poMo-4-x10po-3-XUJPOKCUMH/0JIA IITO pe3y/Tyje y
cTBapamwy 5,5'-1ubpomo-4,4'-1ux10p0O-UHAWTO, jelubea MJaBe 60je Ha OCHOBY Koje
ce NeTeKTyje eKkcrpecuja [-ranakro3upale. Exkcnepecuja eHsuma [-rasakTosnjase
npaheHa je Kako Ha HUBOY 60jera MOHOCJIOja hesuja, Tako U HA HUBOY MOjeJUHAYHUX
henuyja.

Y cBpXy aHa/M3a eKkcrpecuje [(-rasaktosujase y MoHocuojy henwuja, [1-MMh
3acejaBaHe Cy y mJjode 3a KyaTypy henuja ca 96 G6yHapa y kKoHUeHTpauuju 2x103
henuja/6yHapy y cTaHJapAHOM MeAUjyMy W KyJTHBUCAHE [0 CYOKOH(}JIYEHTHOCTH
Ka/ia je CTaHAAp/HU Me/IUjyM 3aMeHeH 0CTEOTeHUM MeiujyMoM ca uau 6e3 IL-33 (100
ng/ml), a fa/ba UHKyOalMja HacTaB/beHAa HapeAHUX 7 JlaHa. 3a UCIIUTUBabe eKCIpecuje
B-ranakTo3uzaze y mnojeiuHayHuM hesaujama, [I[-MMKh cy mo wucTeKy omucaHOT
TpeTMaHa oJJlellJbUBaHe TPUIICMHOM, 3aTUM OpOjaHe U 3acejaBaHe y IJ04e 3a KyJTYpy
henuja ca 96 6ynapa (2x103 hesnuja/6yHapy), a 1OTOM Cy KyJITUBHCAHE Y CTaHAAPAHUM
yca0BUMa joll 6 caTH Kako OU ajxepupaJsie, HaKoH 4era cy henuje ¢ukcupane. [locne
bukcrpama, y3opiu cy 60jeHH 3a IPUCYCTBO 3-rajakTo3nAa3e, Ipy 4eMy je pa3Boj 6oje
Tpajao TokoM Hohu Ha cob6HOj Temnepatypu. HapenHor aaHa, 60ja je oAcTpaweHa, a
henuje ucnpane PBS pacTBopoM M mocMaTpaHe MOJi CBETJIOCHUM MHUKPOCKOMOM. Y
Wby KBaHTHUdHUKaAIUje, MojeuHA4YHe hesiMja Koje cy mMoka3uBaJjie 060jeHOCT 3a [3-
rajJakTosu/ilasy Cy y CBakoM OyHapy u36pojaHe, a J[A0OJAaTHO Cy NpenapaTd Kako
nojeJUHAaYHUX Tako U hesauja y MoHoOc/A0jy ¢oTorpaprvcaHd Ha CBETJIOCHOM

Mukpockony (Olympus, JanaH).
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3.4.1.2. UcnuTuBame cnoco6HocTu murpanyje [11-MMh

Y numy wucnutuBawma ytuuaja LPS nHa murpatopnun kanagurer I[I/I-MMh
NpUMemUBaH je ABOAMMEH3UOHU TeCcT Murpauuje (Scratch test). Haume, y nijove 3a
KyJaTypy henuja ca 24 O6yHapa 3acejaBaHe cy II[[-MMh (3x10% henuja/6yHapy) u
KyJTUBUCAHE y CTaHJApPAHUM YCJOBHMA /[0 MOCTU3aka KOHQPJYEHTHOCTH Kaja je
BPXOM CTEPUJIHOT HaCTaBKa 3a NMUIeTe NoBJayeHa JIMHUja 110 CpeAMHU JHa 6yHapa. Ha
Taj Ha4YWH, oJle/INl/bMBalkbeM hesivMja Ha MOBPUIMHU MOHOcJ0ja hesnuja dpopmupaHa je
orpe60THHA, a KaKo OU ce yKJIOHHWJIe INpeocTajie HeaJxepeHTHe hesuje, 6yHapu cy
ucnupanu pactsopoM PBS. 3atum cy henuje Tpetupane ca LPS (10, 100 1 1000 ng/ml),
JIOK je 3a KOHTPOJIHY Tpylny NpUMeHhHUBaH CBeX CTaHAApAHU Mexaujym ca 10% FBS.
OaMax mo JojaBakby oJiroBapajyhux meaujyma henuje cy civkaHe 10J UHBEPTHUM
MHUKpPOCKOIIOM Kako O ce 3abesiexusa MO4YeTHA LIMPUHA OrpebOTHHE, OJHOCHO
npasHor mnpoctopa (Ha MoO4YeTKy Mepewa, Hyato BpeMme (TO0)). Murpanuja je
obycTaB/baHa HaKOH 72h nHKyb6anuje kaja cy henuje pukcupaHe xjaaJHUIM MeTaHOJIOM.
Hakon 6ojewa 0,3% pactBopoMm Crystal violet 6oje, henujcke KyJaType cy MOHOBO
C/IVMKaHe Ha CBETJOCHOM MHUKPOCKOMY, a J00ujeHu pe3yaTaTu ob6pahuBaHu cy y
nporpamy TScratch (Computational Science and Engineering Laboratory, Swiss Federal
Institute of Technology, ETH Ziircih, llIBajuapcka) kako 6u ce oJjpeauja NpoieHTyaaHa
IIPEeKPUBEHOCT orpe6oTHHe hesnjama, 0JHOCHO OKA3aJIo0 CMakbemhe NMPa3Hor MpocTopa

HacTaJso0 ycaes Murpanuje hesnuja.

3.4.1.3. UcnuTuBame cnoco6HocTH AuPpepenuujaumje [11-MMh

CnocobHoct paudepenyujanvje MMK ka Tpu hesnujcke Jio3e (ocTereHoj,
XOH/IPOTEHOj U aJJUIIOTeH0]) UCIUTUBAHA je Yy ycaoBUMa in vitro npu yemy cy [1/I-MMh
3acejaBaHe y IJjode 3a KyJaATypy hesuja ¥ KyJTUBUCaHe y CTaHJAPAHUM yCJI0BUMA [J10
OCTH3aka CyOKOHQJYyEeHTHOCTH, KaJla je CTaHJapAHU MeJujyM 3aMemHUBaH
MeavjyMOM 3a HWHAYKIMjy CBakor Tuna JudepeHuujanudje. Y CBpXy JAeTeKluje
agunoreHese hesnuje cy y ogpeheHnM ekcnepMMeHTHMMa J0JAaTHO KyJTHUBHCAaHE M Ha
CTak/JeHUM Jbycnunama. CrteneH audepeHnujanuje ogpebuBan je oarosapajyhom

MEeTO/IOM 3a CBaKU TUM AudepeHLjalyje.
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3.4.1.3.1. Ocmeozena dugpepenyujayuja I1J]-MM'h

Kako 6u ce II[-MMh ycmepusie ka octeoreHoj audepeHuujanuju y henujcke
KyJIType [10/laBaH je MeJ1jyM Koju je mopeJ, cTangapaor meaujyma ca 5% FBS cagpixkao
nexkcameTa3oH (10 nM, Applichem), 50 uM ackop6uHCcKy KuceauHny (Sigma-Aldrich) u
10 mM (- riiunepodocdat (Sigma-Aldrich).

HakoH 7 paHa, paHa ocTteoreHa AgudepeHuyjanuja oapehrBaHa je Ha OCHOBY
aKTHBHOCTU eH3MMa ajkanHe ¢pochaTtasze (ALP). [leTekuiuja oBor eH3MMa BpleHa je Ha
OCHOBY KOJIOpUMETPHUjCKe aHa/M3e, KAa0 U Ha OCHOBY XHCTOXEMHUjCKOT bojemwa. henuje
Cy N0 UCTeKy TpeTMaHa ¢ukcupaHe y 3,7% dopManuHy pasoaaxeHoMm y 90%
MeTaHO0Jly, HaKOH 4era cy ucnupase y PBS pactBopy. [loTomM je oapehrBaHa eH3uMcka
aKTUBHOCT Jl0/jaBambeM 6e360jHOT pacTBopa p- HUTpodeHnus pocdara (p-NPP, oz enr..
para-Nitrophenylphosphate) (Sigma-Aldrich) ¢unanne konnenTpanuje 1 mg/ml. Ycnen
akTUBHOCTU ALP posasu go xuzaposuse p-NPP u cTBapama p-HUTpodeHos1a yHja je
ONTUYKA I'yCTUHA ofpehrBaHa HA ayTOMAaTCKOM YMTa4yy 3a MUKPOTUTAPCKE IJI0YE U TO
Ha 405 nm TasnacHe ayxuHe (Labsystems Multiskan PLUS, ®uHcka). [lo ucnupamwy PBS
pacTBopoM, hesuje cy XMCTOXeMHjCKU OOjeHe MPUMEHOM pacTBOpa KOjU ce cacTojao u3
cMmelle 5-6pomMo-4-xsopo-3-unjgonuna ¢ocdara (BCIP, ox enra. 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate, 4-toluidine salt, Sigma-Aldrich) u TeTpasosujymcke conu (NBT, od
engl., Nitro Blue Tetrazolium Salt, Sigma-Aldrich). ¥ npucyctBy ALP no3utuBHux henuja
BCIP ce xuaposiM3yje mTo JOBOAW [0 CTBapawa MHTEPMeJUjapHOT jeiubermha YHhjoM
JiuMepHu3aLujoM ce ociobahajy joHM BOJOHHUKA, KOjU YV Aasboj peakuuju peaykyjy NBT,
IITO 32 NocJeUlly MMa cTBapawe HepacTBopHor NBT-dpopmasana niaBe 60je. Ha oBaj
HauMH, HA OCHOBY IJIaBe 60je Koje ce pa3BUja y cBakoj hesuju omoryheHo je BU3yeJsHO
JleTEKTOBakb€e CTeNeHa ocTeoreHe AudepeHiyjaiuje Koje je 04aTHO KBAHTUPHUKOBAHO
u npuMeHoM Image ] (NIH, CA/l) nporpama.

Kao kacHa «kpajwa ¢asa ocTeoreHese, HCIUTHUBAaHA je CIOCOOHOCT
MHHepasiu3alje, 0JHOCHO CIOCOOHOCT JlelMOHOBaka jOHA KaslidjyMa y BaHhesujcKu
maTtpukc. HakoH faBe Hejesbe, henuje cy ukcupaHe U moToM 6GojeHe AsiM3apuH
npBeHoM 6o0joM (Riedel de Haen, XaHoBep, Hemauka) y Tpajamy of 30 MuUHyTa Ha
COOHOj TeMIepeTypH, a Koja ce Be3yje 3a Ka/lUjyM MPUCYTaH y BaHNeJHjCKOM
MaTpukcy. CTeneH MHUHepaau3aluje JeTEeKTOBaH je BU3YeJHO, NOCMaTpewmeM MOJ,
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CBETJIOCHUM MHMKpPOCKOIIOM, JIOK je 3a KBaHTHUUKauujy npuMemwuBaH Image | (NIH,

CA/l) nporpam.
3.4.1.3.2. XondpozeHa dugpepenyujayuja I1]-MMh

XoHaporeHa audepenumjanuja [1/I-MM'R uHAayKoBaHa je MpUMEHOM MeAujyMa
KOjHU je y3 cTa”AapAHu Meaujym ca 5% FBS cagpxxkao u 2 ng/ml TGF-B1 (TGF-B, R and D
Systems, Muneanosuc, CAZl), 10 nM pekcametasoH (Aplichem), 50 uM ackop6uHCKy
kucenuHy (Sigma-Aldrich). ¥ oBom menujymy henuje cy KysaTuBUcaHe y CTaHAApAHUM
yCJI0BUMa TOKOM /JiBe HeJie/be KaJia je AudepeHIMjaLja 00ycTaB/baHa PUKCUPAEM Y
3,7% d¢opmanuHy pasoaaxeHoM y 90% meraHosy. IloToM je MoHocsoj hennja
xuctoxeMujcku 6ojeH CadppanuH O 6ojom (Merck, Darmstadt, Hemauka) kojom ce
JIETEKTYjy MPOTEOrJIMKaHU crielluPUYHU 3a BaHheNUjcKM MaTPUKC TKHMBA XPCKaBUIIE.
henuje cy nmocmaTtpaHe noJj, CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM, a CTeneH AudepeHnyjanuje

KBaHTQUKOBaH je npuMmeHoM Image | (NIH, CA/]) nporpama.

3.4.1.3.3. Adunozena dugpepenyujayuja I1J]-MM'h

[Ipu unaykuuju agunorene gudpepenyujauuje [1-MMh kopuutheH je meaujym
KOjU Ce cacTojao W3 cTaHAapaHor meaujyma ca 5% FBS o6orahenor ca 1 puM
nexkcameTta3doHa, 100 pg/ml wuszo0byTua-metuskcantuHa (IBMX, on  eHr..
Isobutylmethylxanthine, Sigma-Aldrich) u 10 pg/ml nncynuna (Sigma-Aldrich). Hakon
KyJITUBaLlUje y Iepuojy of, 4 HeJle/be Yy CTaHAap/AHUM yCJ0BMMa, henuje cy pukcupaHe
y pactBopy 3,7% dopmanuHa 1 90% MeTaHosa. JleTeKkiMja YHYTapheaujCKUX JUMUIHX
KalJ/bU1|a, KAPAaKTEPUCTUYHUX 32 aJJUNIOLMTe, BplleHa 6ojeweM Oil Red O 60jom (Merck,
Darmstadt, Hemauka) koje cy mOoTOM MocMaTpaHe IMOJi CBETJIOCHUM MUKPOCKOIIOM.
JlofaTHO, IMNK/AHE KalJbUlle JleTEKTOBaHe Cy U npuMeHoM ¢uyopecueHTHe Nile red
60je (Santa Cruz Biotechnology, CA/l). Ilo ucteky TpeTmaHa, henuje cy dukcrupane u
60jeHne pactBopoM Nile red 6oje (0.05 pg/ml), npu yemy je uHKybaluja Tpajajia TOKOM
30 MuHyTa Ha co6HOj TemnepaTypu. henuje cy ucnupane PBS pactBopoM, a Tako
npunpem/beHe hesivje MOHTHpaHe Cy Ha NpeAMeTHa CTakJa y3 moMoh Meaujyma
npunpembeHor 3a uMyHoduiyopecueHniy. Nile red je nnodusaHa 60ja Koja ce Be3yje 3a

yHyTapheJsivjcKe JUNK/AHE KallJbUIEe U HheHOM IpUMeHOM oMoryheHa je BU3ya/iM3alnuja
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agunoreHe audepeHuujauuje noj enudsyopecueHTHUM MHUKpockonoM (Olympus,

Janah).
3.4.1.3.4. Tecm konmpaxkmusaHocmu I1/]-MM'h

3a moTpebe TecTa KOHTPAKTUJHOCTH NpuUnpeMaHa je cycneHsuja I[1/I-MMh
(5x10°> hesnja/ml) y pacTBopy KoJiareHa Koju ce cactojao u3 40% KoJiareHa
M30JI0BAaHOI M3 pela nauoBa KoHLeHTpauuje 3,5 mg/ml, 5 nyTa KOHLEHTpOBaHOT
DMEM pactBopa, 10% FBS, 10% NaHCO3 u 2% Boje 3a umekuuje. Tako npurnpemaHa
cycneH3uja hesuja 3acejaBaHa je y mJoue 3a Kyatype henuja ca 48 6yHapa (200 pl/
OyHapy) 4Hja je MOBpILIKHA JHA NMpPeTX0AHO obsaraHa ca 3% BSA/PBS Tokom 1h Ha 4°C.
henujcke ky/nType ocTaB/baHe Cy Y UHKy0aTOpy Y CTaHAAPHUM YCJ0BUMA KyJITUBAlLHje
TOKOM 2h y nu/by noJuMepusaluje KoJsareHa, Jla 6M ce HaKOH TOra TpeTHpaJe.
CTepUJIHUM HAaCTaBKOM 3a MUIIETE je 0/jBajaH CJI0j KoJlareHa oJi 604YHHUX CTpaHa GyHapa,
a CTeleH CMamera IOBpLIMHE KoJlareHa, Kao TIO0Ka3aTe/b KOHTPAKTUJIHOCTH,
aHaJIM3UpaH je HaKoH 72h TpeTMaHa u kBaHTU(UKOBaH npuMeHoM Image | (NIH, CAZ)
nporpama. Kao HeraTuBHa KOHTpoJsia KopuilheH je caMm KoJsiareH 6e3 hesuja, A0K cy
henuvje kysaTuBucaHe y koJsiareHy y mnpucyctBy TGF-f (10 ng/ml) npeacrtaBsbase

NO3UTUBHY KOHTPOJIY.

3.4.1.4. UcnuTuBamke UMYHOMoOAyJ1aTOpHOr KanauyuTteTa I1/I-MM'h

3.4.1.4.1. AHa1u3a mpaHceHdomescke Mmuzpayuje uMmyHckux heauja y transwell
cucmemy

Kao geo mmyHoMoaysnaTopHux QyHKIMja, UCIMTHUBAHA je y yCJA0BUMA In Vitro
MUrpalnyja UMYHCKUX hesiMja Kpo3 MOHOCJOj eHJO0TeJCKUX henudja. Y Ty CBpxy
NpUMemUBaH je CUCTEM KyJTuBauuje henuja y JBa HUBOA, O3HaueH Kao transwell
CUCTeM, OJHOCHO MOJUQPHUKOBAHM TeCT KOjU Cy NpeTxoJHO omnucasu Bryant et al,
2012. Haume, [1/I-MMh 3acejaBaHe cy y mjode 3a KyJaTuBaiujy henuja ca 24 6yHapa
(2x10* hesnnja/6yHapy) LITO je mpeAcTaB/baso JOowU Aeo transwell cuctema. Ca fpyre

ctpaHe, eHzoTescke henuje (EA.hy 926 henujcka JiMHMja) cy 3aceOHO 3acejaBaHe Ha
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MeMOpaHy ropwer aesa transwell cucteMa y koHueHTpanyju 5x103 heavja. Mem6paHa
je mpeTxoAHO ob6JiaraHa cyojeM ¢pubpoHekTrhHa (10 pg/ml, Sigma-Aldrich) u nmotom
ucnvpaHa 70% ertaHosioM U pactBopoM 3% BSA y PBS pactBopy. BesnuynHa nope
MeMbOpaHe u3sHocuja je 8 um. Hakon Ttpetmana [I/I-MM'h ca LPS (1000 ng/ml) u/vunu
PD98059 (25 uM) y Tpajamy oa 72h U gocthsama KOHQPJIYEHTHOCTU €HJ0TEJCKUX
hesnuja, ropwu Jeo transwell cucTeMa je moCTaB/beH M3HAJ OyHapa y KojuMma Cy ce
Hanasuie I1[-MMR, a 3ajegHo ca goxatum MHE (1x106 henuja/6yHapy) uau [IMh
(1x10¢ henuja/6yHapy). Transwell cucteMu y KoMme cy KyjaTuBucaHe camo [1/[-MMh
npeAcCTaB/ba/id Cy KOHTPOJIHY rpymny. henuje cy Ko-KyatuBucaHe y RPMI-1640
mMeaujymy ca 10% FBS. TpancenpoTtesicka murpanuja MHR oapehrBana je HakoH 48h, a
nposasak [IMh HakoH 2h kaza cy henuje koje cy Mmurpupase y aowu geo transwell
cucteMa ¢ortorpaducaHe u wulbpojaHe. 3a ogapehuBawme Opoja hesmja kKoje cy

MUTpUpaJie ynoTpeb/bUBaH je CTaHJapAHU pacTBOp TpunaH NJ1aBor.

3.4.1.4.2. AHaau3za npoaughepamueHoz kanayumema MHR

UcnutuBamwe npoaurdepauuje MHK yTBphuBaHo je Ha ocHOBy yrpahuBama
dsyopecnieHTHe 60je 03HaYeHe Kao KapOoKCcU-(IyopeclerH ArualeTaT CYKIIMHUMUAUI
ectap (CFSE, op enrs. Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Affymetrix, Ebioscience,
YK) MmetosoM mnpoTouHe nuToMeTpuje. OBaj peareHC ce MPEKO CYKLMHUJ Tpyna
KOBaJIEHTHO Be3yje 3a yHyTaphesujcKke MoJeKyJie WITO 06e36ehyje 3aapxkaBame OBe
6oje y hesujama TOKOM JAy»Xer BpeMeHCKOT Iepuo/ia, OJHOCHO Tmpaheme
npoavdepanuje y peajHoM BpeMeHy. HanMe, HakoH cBake ieo6e o60jeHux hesnuja 60ja
yHyTap hesnuje ce nozjefHako jear Ha hepke hesuje, Te je cMambeme UHTEH3UTETA
diyopecueHIie Koje ce 04MTaBa Ha MPOTOYHOM LIUTOMETPY JUPEKTHO Cpa3MePHO 6POjy
Jleo6a, oJHOCHO nposindepanyju ucnutuBaux henuja (Lyons & Parish., 1994; Parish
et al, 2009; Quah et al, 2007). IlpumeHoM oaroBapajyher aHTUTeJa Kao
cnenuduyHOT Mapkepa ofpeheHe nonysanuje MHR, geTekToBaHa je mposudepaiyja
JlaTe nomnyJsanuje y okBupy ucnutuanux MHh.

3a notpebe ekcrnepumenTa [1/[-MM'h 3acejaBaHe cy y mjode 3a KyJaType henuja
ca 24 o6ynapa (5x10% henuja/6yHapy) u npetpetupane ca LPS (1000 ng/ml) u/uvau

PD98059 (25 uM) Tokom 72h. HakoH 3aBpuieHor Tpetmana, [1/I-MM'h cy ucniupane PBS
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pacTBOpoM U UHKybupaHe TokoM 30 wMuHyTa MUTOMUMLUHOM lle ¢uHanHe
KoHLeHTpayuje 25 pg/ml (Sigma-Aldrich) kako ©6u ce obycraBuna [Jaba
npoaudepanuja [1/I-MM'R, ogHocHO 06e36earo ogHOC 6poja I[1]-MMh u MHR. IloTom
cy y henujcke Ky/aType noJaBaHe cBexxe u3oJsioBaHe ajsoreHe MHR, y ognocy 1:10 (I1/-
MMh:MHh), koje cy npetxoaHo o60jeHe CFSE 60joMm.

3a usBohemwe 60jerwra, MHh cy nnkybupane y PBS pactBopy ca 5% FBS u CFSE
60joM ¢uHanHe KOHLeHTpauuje 5 pM TokoM 15 MHHyTa y Mpaky. bojewe je moTom
obycTaB/beHO HHKyOUpaweM hesvjcke cycneH3uje y 5 nyTa Behoj 3anpeMUHU XJ1aZHOT
PBS pactBopa ca 5% FBS y Tpajamy o 5 MUHYTa U C/ejCTBEHUM LeHTPUPYTHUpaHEM
TokOM 10 MuHyTa Ha 1800 onm y uctom pactBopy. Tako npunpemsbeHe MHh cy y
KoHueHTpanuju 5x105 henuwja mo 6ynapy y 2 ml RPMI-1640 meaujyma ca 10% FBS
nonare y henujcke kyatype ca [1/I-MMh. Kao koHTposiHa rpyna kopuuthene cy MHhR
KyJaTuBucaHe y oacyctBy III-MMR. 3a crumynauujy npoaudepauuje MHER y
oapehenuM rpynama KopuiiheH je ¢uTtoxemaraytuiuH (PHA, onp  eHr.
Phytohemagglutinin, Life Technologies, CA/l]) y kxoHuentpanuju on 2,5 pg/ml. Ko-
KyJITUBallMja OBaKO MOCTaB/beHUX hesvja je Tpajana 5 jgaHa HakoH 4Yera cy MHhH
NpPUKYI/baHe U [iBa IyTa UCIMpPaHe LeHTpudyrupamweM TokoM 10 muHyTa Ha 1800 onm
y PBS pactBopy ca 5% FBS. Ananusa crenena ¢uiyopeclieHIiMje BplleHa je moMohy
npotouHor uutomerpa Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, CA/l), npu uyemy je
npocedaH 6poj feoba cBuUX hesuja U3 mo4yeTHe momyJaldje, OJHOCHO UHJAEKC Jeobe
M3payyHaBaH Ha OCHOBY MPOTOKOJIA KOju cy onucanu Parish u Warren 2002. roguvHe.
Kako 6u ce oapeino cTeneH HecienuduyHor uHTeH3uTeTa dpiyopecueHnidje CFSE 6oje

kopuinheHe cy Heo6ojeHe MHA.

3.4.1.4.3. AHanu3a pechupamopHoz npacka IIM'h

Ytunaj II-MMh Ha pecnupatopHu mnpacak [IMh ucnuTuBaH je MpUMEHOM
Tecta peaykudje NBT cosu 0 Koje fgosasu ycief npucycrtBa 02, KOju ce MpoOAyKyje
TOKOM peakIljije pecnupaTOpPHOr Mpacka, OAHOCHO akTuBHouihy eH3umMa NAPDH
OKCH/Ja3e Koju je y Besiikoj Mepu npucytaH y [IMh (Schopf et al., 1984; Dahlgren et
al.,, 2007). 3a oBaj tect I1/-MMh 3acejaBaHe cy y mjode 3a KyJATypy hesuja ca 96

o6yHapa (2000 hesnuja/6yHapy), KyJTHBUCAHE 10 CYOKOHDJIYEHTHOCTH U TpeTUpPaHe ca
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LPS (1000 ng/ml) Tokom 72h. Ilo ucreky Ttpermana I[I/-MMTh cy ucnpane PBS
pacTBOpOM, Kako 6U UM ce Aojanu cBexxe uzosoBaHu [IMA (1x105 hesnuja/6yHapy) y
RPMI-1640 mepujymy, ca uau 6e3 PMA y koHueHTpauuju 2 ug/ml kao ctumysiatopa
aktuBHocTH [IM'h. Ko-Ky/THBalMja Tako nocTaB/beHUX hesuja Tpajasa je HapeaHa 3hy
CTaHJAPAHHUM YCJI0BUMA Kaja je y hesaujcke Kyatype goaaBaHo 10 pl mo 6ynapy NBT (5
mg/ml). [Ipouec peaykuuje NBT obyctaBsbeH je gogaBaweM 100 pl pactBopa 10% SDS
3akuuiesbeHor ca 1 N HCI, npu yemy je pacTBapame 006UjeHe 60je HAaCTaB/bEHO NMPEKO
HONM y cTaHJap/IHUM yCJOBUMA 3a KyJaTUBalujy henuja Ha 37°C y atmocdepu ca 5%
CO2 u penatuBHOM BaaxHouthy 100%. HapegHor gaHa Ha ayTOMaTCKOM 4YMUTady 3a
MUKpoTuTapcke miode (Labsystem Multiskan PLUS, ®uHcka) ounTaBaHa je ONTHUYKa

rycTuHa Ha 540 nm TaJjiacHe Ay>KUHe.

3.4.1.4.4. AHa1u3a cnoco6HOocMu hopmuparea Ko/10HUja xemamonoemckux heauja
00 cmpane MHR nepughepHe Kpsu

Y uu/by HCOUTHBama CHOCOOHOCTHM QopMHUpamka KOJOHHUjAa OIpese/beHUX
xeMaTonoeTckux nporeiutopa MHh nepudepHe kpBu HakoH Ko-KyaTuBayuje ca I1/1-
MM, npumewuBaH je TecT KojuM ce ofpehyjy henuje koje popmupajy kosonuje (CFC,
on eHrsa. Colony Forming Cell). OBaj MeTron mnoapasyMmeBa In Vitro KyJaTUBaLUjy
XeMaToNoeTCKUX hesvja y MoJiyuBpCTOM MeJjMjyMy Ha 6a3u MeTuULey/103e oboraheHe
oaroBapajyhum nutokuHuma. [IpuivkoM H3Bohewa ekcnepuMeHaTa KopuluheH je
KOMepIMjaJlHO JAOCTyHaH NOJAy4YBpCcTU Meaujym (Methocult HC4434, Stem Cell
Technologies, BankyBep, Kanazna). Y ocHOBY oBOTr MeiMjymMa Hajla3u ce METUJIL ey 103a
y IMDM wmeaujymy ca FBS (IMDM, op enru. Iscove’s modified Dulbecco’s medium). Y
cacTaB OBOr' MeJujyMa VyJa3e W PpPEKOMOMHAHTHU IMTOKMHHU YK/bYy4yjyhu
pekoMbuHaHTHU XyMaHHu (rh) SCF (oa enrs. Stem Cell Factor) y koHueHTpanuju 50
ng/ml, rh IL-3 y konyentpanuju 10 ng/ml, rh eputponoetun (EPO) y koHueHTpayuju 3
U/ml u rh GM-CSF (oa enrn. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) y
KoHUeHTpauuju o 10 ng/ml, kao u anbymuHu roseher cepyma, -MepKanTOeTaHOJI.
Kako cBaka K0JI0HUja HacTaje Kpo3 npotuece npoaddepanuuje u judepeHuujanuje, 6poj
dbopMHpaHUX KOJIOHHWja XeMaTONOETCKUX hesivja ykasyje Ha OpoOj MOTEHIUjaTHUX

XEMaTONOETCKUX NPETXOJHUKA IPUCYTHUX Y TOYETHO]j hesinjcKoj cycrneH3uju.
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3a usBohemwe ekcrnepuMmeHara [I/[-MMTh 3acejaBaHe cy y miode 3a KyJATYpy
henuja ca 6 6yHapa (1x105 henuja/6yHapy) U KysaTuBucaHe y npucyctBy LPS (1000
ng/ml) wu/wnm PD98059 (25 uM) y kyarypu henuja Toxkom 72h. Ilo wucreky
npetrpetrMmaHa, [I/I-MM'h cy ucnupane PBS pactBopoM, a y henujcke KynaTtype cy
nonaBane MHR (1x10¢ henuja/6yHapy) kako 6u oaHoc [1I-MMA u MHR usHocuo
(1:10). Tako nmocTtaB/beHe hesnje KO-KyJTUBHUCAHe Cy HapeAHux 5 ngaHa y RPMI-1640
mMeaujymy ca 10% FBS. Kao koHTposiHa rpyna kopumthenu cy MHh KyaTtuBucanu y
oacycty II/I-MM'h. Hakon ko-kystuBanuje, MHh cy npukynspane, ucnupasne y PBS
pactBopy neHTpudpyrupamweM 10 munyta Ha 1400 onM u noToM GpojaHe y pacTBOPY
Tpunan msaBor. Ha ocHoBy go6ujeHor 6poja MHK cy 3acejaBaHe y TpUNJIMKATY VY
MOJIyYBPCTH MeAWjyM Ha 6asu MeTwinenynode, H4434, y koHuenTpauuju 1x10°
henuvja/ml u KyaTHBUCAHE y CTaHAAPHUM YCJI0BUMaA y HapeJHUX 14 AaHa HAaKOH yera
je aHasu3upaH ykKynaH Opoj ¢opmupanHux koJsioHdja (CFU), yxsmyuyjyhu 6poj
rpanysnonuTto-Mmakpodaruux (CFU-GM, op enrs. Colony-Forming Unit Granulocyte-
Macrophage), rpanynouutHux (CFU-G, og enrna. Colony-Forming Unit Granulocyte),
makpodaruux (CFU-GM, oa enrs. Colony-Forming Unit Granulocyte-Macrophage) u
rpaHyJIOLUTO-ePUTPOLUTO-MOHOLIMTO-MerakapuouutHux  (CFU-GEMM, op  eHra.

Colony-Forming Unit Granulocyte-Erythrocyte-Macrophage-Megacaryocyte) KonoHUja.
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3.4.2. AHA/IN3A RE/IHJCKUX IIPOTEHHA

Y okBUpY OBOrI pajZia eKcnpecuja crneluPpUYHUX NPOTEHMHA aHaAJMW3UpaHa je
IpHMEHOM OAroBapajyhux aHTUTesa Ha3HaueHux y TaGesama 2 U 3 npu 4yeMmy cy
NpUMEHEHU MeTOoAM obesiekaBaba IMPOTEUMHA Yy HATUBHOM OOJUKY MoMohy
UMyHOIyopecLleHTHOT obesiexkaBamba hesidja, Kao W [leTeKTOBakbe INpPOTEUHA ¥

henujckum inzatuma Western blot meTonoM.

3.4.2.1. UmyHodyopeclieHTHO o6eJiexxaBamwe henuja

3a mnoTrpebe aHasu3upawa HUMyHopeHoTuna III-MMKR u MHHK, kao wu
yTBphUBawa ekcrnpecuje W JiOKaju3aldje crnequdUIHUX MNOPOTEeUHA MPUCYTHUX VY
henvjaMma mnpuMewmHBaHE Cy MeTOAM, KAKO [AUPEKTHOr, TAaKO U MWHAWPEKTHOT
dJsiyopeclieHTHOT obeJiexkaBatha NMpPU 4YeMy je dJiyopeclieHI]a aHa/W3upaHa nomohy

NPOTOYHE [UTOMETPHU]je uau enudJyopecieHTHOT MUKpockomna (Olympus, Janah).

3.4.2.1.1. AHa/1u3a nOBPpUWUHCKUX dHMuU2eHa

Kako 6u ce MeTo10M JiupeKTHe UMYHOQJIyopecleHlle aHa/Iu3upaJsia eKcnpecuja
MeMOpaHckux npoTeuHa, [1I-MMh henuje cy 3acejaBaHe y mjode 3a KyJTUBaALU]jy
hesnja ca 6 6yHapa (1x10° hesnuja/6yHapy) ¥ KyJITHUBUCAHE Y CTaHAAP/HUM yCJIOBUMA
Jl0 TOoCTU3aka CyOKOHQJYEHTHOCTH, KaZa Cy TpeTupaHe. Kao KOHTpoJsiHa rpymna
kopuinheHe cy henuje KyaTuBvcaHe 6e3 ¢gakTopa. HakoH oarosapajyhux TpeTMaHa
henuje cy oanensbuBaHe npuMeHoM 1 mM EDTA kako ce He 64 Hapyuiud/ia CTPYKTypa
aHaJIM3UpPaHUX NPOTEeUHa U NoToM leHTpudyrupadHe 10 muHyTa Ha 1400 onm Kako 61
ce ucmnpaje. Y Tako [00MjeHOj CycneH3Uju oJpehuBaHa je KoHLeHTpauuja hesnwuja
CTaHJap/HUM 0OojerbeM pacTBOpoM TpumaH mJjaBor, Ipu 4YeMmy je 3a Jla/by aHaJu3ly
ozaBajaHo 1o 2x10° hesvja mo cBakoM NpUMeHEHOM aHTHUTeJy. [lope Tora, 3a noTpebde
NOjeIMHUX eKCllepuMeHaTa MPOTOYHOM LUTOMETPHUjOM, aHaJM3UpaHa je eKcrpecuja
oapehbeHux Mapkepa mnpucyTHux Ha nospuiiHd MHG. ¥V pupy chnpevyaBamwa
HecnenMPHUUYHOT Be3vMBamwa aHTUTEJIA, hesuje y cycneH3ujaMa Cy Jla/be UHKyOUpaHe y
PBS pactBopy ca 0,5% roBebher anbymunHa cepyma (BSA on eHrs. Bovine Serum

Albumine, Sigma-Aldrich) TokomM 10 MuHyTa Ha COOHOj TeMmepaTypu. HakoH
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npuKymbama, [1/[-MMh cy obenexxaBaHe MpMMapHUM MOHOKJIOHCKMM MUUIjUM aHTH-
XyMaHUM aHTUTesuMa 3a CD44H, CD90, CD105, CD73, CD29, HLA-DR, nok cy MHh
obeJsiexkaBaHe ca NPUMapHUM MOHOKJIOHCKAM MHILIJUM aHTU-XyMaHUM aHTUTeJMMaA 3a
CD29, CD33, CD34, CD45, CD14 u CD4/CD25 xkowyroBanuMm ca PE wuau FITC
dayopeciieHTHUM MapkepuMa (Ta6esa 2.) TokoMm 30 MuHyTa y Mpaky Ha 37°C. Bumak
aHTHUTeJIA je IOTOM OJICTpatbeH LeHTpUuPyrupamweM TokoM 10 muHyTa Ha 1400 onMm y
PBS pactBopy, a henuje name pecycnengoBate y 0,5 ml PBS pactBopa u aHanusupane

Ha IPOTOYHOM LIUTOMETPY.

3.4.2.1.2. AHanausa YyHymapheaujckux aHmuzeHa UHOUpEKMHOM
uMyHodg10pecyeHyom

HcnutuBame ekcnpecuje Mapkepa nposm¢epanuje Ki67 mnporoyHoM
putroMmeTpujoM. [1/I-MMh 3acejaBaHe cy y nJiode 3a KyJaTHUBalLUjy hesuja ca 6 6yHapa
(1x10°> henuja/6yHapy) U KyJTHBHCAaHEe [I0 MOCTH3alba CyOKOHGJIYEHTHOCTH Kaza je
CTaHJapJHU MeJUjyM 3aMereH ocTeoreHUM ca wiau 6e3 IL-33 (100 ng/ml), a mama
KyJITUBalMja HacTaB/beHAa TOKOM HapeJHUX 7 JlaHa, NpU 4YeMy Cy Kao KOHTpoJia
kopuliheHe HeTpeTupaHe henwuje. [lo 3aBpuIeTKy TpeTMaHa, hesuje cy oasen/bUBaHe
TpuncuHoM, neHTpudpyrrupane 10 muHyTta Ha 1400 onm kako 6U ce ucrpaJsie, a HAKOH
oapehrBama KoHIeHTpaluje hesnuja, U3 cycneHsuje je oaBajaHo no 2x10° hesnuja 3a
Jlaby aHanusy. [lpunpemsbeHe henuje cy 3aTum ucnupaHe y PBS pacTBopy, y3
neHTpudpyrupamwe 10 MuHyTta Ha 1400 onM u pukcupane y 5% dopmangexusy TOKOM
15 MuHyTa Ha COO6HOj TeMIepaTypu. Y HAcCTaBKYy, Y30pLH CYy UCHUPAHU Yy XJIaJJHOM
pactBopy 0,5% BSA y PBS pactBopy uentpudyrvpamem 10 MmuHyTa Ha 1400 onMm u
nepMeabusrM3oBaHu TokoM 30 MUHYTA Ha Jie[ly Y pacTBopy Koju je nopeg 0,5% BSA 'y
PBS pactBopy cagpxkao u 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Ilocne
nepMmeabunusanuje, henuje cy ucnupase JBa nyta neHTpudyrupaweM 10 MUHYTa Ha
1400 onmM, kaza cy henuje ocraBsbane y pactBopy 0,5% BSA y PBS pactBopy Tokom 15
MUHyTa Ha COOHOj TeMIepaTypu Kako OW ce OJIOKMpaso HeclnelUPUUYHO Be3UBaAHbE
nporenHa. Y ciefeheM Kopaky y3opuumMa je f0jaBaHO IPUMapHO MOHOKJIOHCKO 3e4uje
aHTU-XyMaHO aHTU-Ki67 anTuTesno (TabGesa 2.) koje je MHKyO6upaHo 2h Ha CcOOHOj

TeMIlepaTypHy, HAaKOH 4Yera je OCTaTaK HeBe3aHWX NPUMapHUX aHTUTeJa HUCIHUpaH
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neHTpudyrupaweM 10 muHyTa Ha 1400 onMm y PBS pactBopy ca 0,5% BSA. 3aTtum cy
y30pL U MHKYOMpaHU ca CeKyHJApHUM aHTU-3e4rjuM FITC KOmbyroBaHUM aHTHUTEIOM
(TaGesra 3.) ToKkOM HapeAHUX CaT BpeMeHa Ha COOHOj TeMIiepaTpu. Y NOCaeHheM
kopaky hesnuje cy ucnupane y PBS pactBopy ca 0,5% BSA u pecycnenposase y 0,5 ml
PBS pactBopa u aHaiu3vMpaHe Ha NOpoTOYHOM ULUTOMeTpy. [lopes mnpoTodHe
IUTOMETPHje, 3a aHa/M3y eKcnpecdje W Jiokanusauuje Ki67 kopuiiheH je u
enudJyopeclieHTHU MUKpOCKon, a hesuje cy mpunpemaHe Kao IITO je ONMCAaHO y
HapeJHOM Jiey.

Y oBUM aHa/iM3aMa KopullheHU cy anapaTHy 3a NIPOTO4YHY nuToMeTpHjy Cytomics
FC 500 (Beckman Coulter, CA/Zl) u CytoFlow CL (Partec, Miinster, Hemauka), nok cy
Jlo0MjeHr NoJalM aHaJW3UMpaHU W mIpejcTaB/beHU nomohy WinMDI 2.9 softvera (J.
Trotter, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA/l), a kako 6u ce oApeAuO CTeNeH
HecreqUPUYHOT Be3UBawka aHTUTEJAa Kao HM30THUIICKE KOHTpoJie KopuluheHa cy
oarosapajyha FITC unu PE kowyroBaHa aHTuTeJ1a npyuKa3aHa y Ta6eau 3.

HcnuTtuBame eKcnpecHje U JIOKaiM3alyje npoTenHa enu@iyopecieHTHUM
MHUKPOCKONOM. 3a u3Bohemwe UHAUPeKTHE UMyHOdyopecueHue [1/-MM'h 3acejaBane
Cy Ha cTakJjeHe Jpycnuie (5x103 henuja no /bycnuuu) M KyJTUBUCAHE Y CTaHJApAHUM
yCJI0BUMa HEKOJIMKO CaTH Kako OU aZixepupaJie 3a NOJJIOry, HAKOH 4era je y KyJType
JloJlaBaH CTaHJAapAHU MeJAujyM, a HapeAHOr JaHa cy henuje Tpertupane. [locne
oarosapajyher mnepuoja TpeTMaH je o60ycTaB/beH GQuUKcUpamweM henuja y 4%
napadopmangexuay (Superlab, Beorpag, Cp6uja). Kako 6u ce omoryhusio feTeKToBame
yHyTaphe/vjckux npoTenHa, MeMbpaHe hesuja cy mnepMeabuiu30BaHe pPacTBOPOM
0,1% Triton X-100 y PBS pacTBopy TOKOM 5 MUHYTa, HAKOH 4Yera je uHKyb6auujom oz 30
muHyTa y PBS pactBopy ca 1% BSA 6si0kupaHo HecnelMPUUYHO Be3UBaHe MPOTEUHA.
[lotrom cy hesnuje uHkKybupaHe 2h Ha co6HOj TeMmmepaTypu ca ojrosapajyhum
npruMapHuM aHTuTesuMa (TaGesna 2.). Buinak HeBe3aHUX NPUMapHUX aHTUTesa
OACTpaweH je ucnupaweM y PBS pactBopy, a motom cy henuje umHKybupaHe ca
oAarosapajyhum cekyHJapHUM aHTuUTeauMa kKowyropaHuM TRITC wam  FITC
dayopecueHTHUM 60jama (Ta6esa 3.) TokoMm 1h Ha co6HOj TeMmepaTypu y Mpaky. Y
pacTBOp CeKyHJapHUX aHTUTesJa JioJlaBaHa je 6oja 4',6-IuaMUAUH-2-QeHUTUH 0

(DAPI, Sigma Aldrich) ¢unanne konnentpauuje 0,1 pg/ml kako 6u ce geTeKToBajIa
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jeapa henwja. Y mnocineaweM Kopaky henuje cy ucnupane ca PBS pacTtBopoM u
JleCTUJIOBAaHOM BOJIOM, a JbyCHHIle IMOCTaB/b€HE Ha NpeAMeTHa CTakJa TaKo Ja ce
usMebhy cioja henuja ¥ npegMeTHOr cTak/sa Hajla3d NPeTXOLAHO HaHeT MeAUjyM 3a
MOHTHUpame y30paka MNpUIpeM/beHOr 3a HMyHodayopecueHly. Exkcnpecuja
MCIIUTUBAaHMUX  MNpPOTEeMHAa  aHaJu3upaHa je W QororpadpucaHa mnomohy

enudJyopecueHTHOr MUKpockona (Olympus, Janah).

3.4.2.2. AHasu3a hesmjckux nporenHa npumeHom Western blot meToaa

3.4.2.2.1. H301ayuja yKynHux heaujckux npomeuHa

Kako 6u ce o6e36eausa JOBO/bHA KOJUYKMHA MpOTerMHaA 3a aHaausy [1/I-MM'h
3acejaBaHe Cy y miode 3a KyJarype hesnuja ca 6 6yHapa (1x10° hesnwuja/6yHapy) u
KyJITUBHCaHe Y CTaHJAapJHUM yCJOBHMMa /|0 AOCTHU3amka CyOKOH(QJIYeHTHOCTH Kaja cy
TpeTtupaHe. [lo UcTeKy TpeTMaHa MeJHjyM je OJCTpameH, a hesujcke KyJaType cy
ucnupaHe PBS pacTBopoM. ¥ 1ju/by M30/10Bakha IUTOCOJHUX U MeMOpPAHCKU-BE3aHUX
NpoTeMHa TIpuMeweH je nydep o3HadeH kao RIPA nydep (on eHr.
RadiolmmunoPrecipitation Assay) koju ce cactojao u3 0.5% Triton X, 1% HejoHckor
netepiieHnta NP-40, 150 mM NaCl, 0.1% SDS (ox enra. Sodium Dodecyl Sulphate, Serva
Electrophoresis, Hemauka), 2 mM EDTA u 50 mM NaF pactBopenux y PBS, npu yemy cy
HenocpeaHo npe ausupamwa [1II-MMh y RIPA nydep nosaBaHu MHXMOUTOPU NpoTeasa
ykspydyjyhu: 1 mM Na- opToBaHajaT Kao HHXUOUTOP TUPO3UHCKUX PpocdaTaza, PMSF
(100 mM) nHxub6UTOp cepuHCKUX npoTeasa, E-ACA (1 M), kao U KOMepLiMjaJHA KOKTeJ
uHxuobutopa nporteasa (Thermo Fisher Scientific, CA/l). Lleo moctymak wu3oJjanuje
npoTerHa U3BOheH je Ha Jiefy UHKyOupaweM henuja y 300 pl cBexxe mpunpemaHor
nydepa 3a susupawe TokoM 30 muHyTa. Cakyn/beHU y30pUU LeHTpUudyrupaHu cy 25
MuHyTa Ha 11200 onMm Ha Temnepatypu on 4°C. Tako Jo6ujeHH CcynepHATaHTH
pasze/beHu Ha 3anpeMmuHe of 60 ul u yyBanu Ha -70°C go aHasu3e, AOK Cy TaJoO3U

OACTpamkbHUBaAHH.
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3.4.2.2.2. Odpehusare koHyeHmpayuje npomeuHa heaujckux auzama

3a norpebe oxpehrBama KOHLEHTpalLMja YKYNHUX NPOTEHMHA y HW30JI0BAHUM
hesnujckuM iM3aTMMa NpUMewmHBaH je koMepuujaaHu BCA tect (of eHrJ. Bicinchoninic
Acid, Serva Electrophoresis), y 4u4joj oCHOBM ce HaJla3u 6MypeTCKa peKalijdja TOKOM Koje
y NPUCYCTBY NpOTeHHA Jo0Jia3u A0 peaykuuje jona Cu?* y Cu*. [loToM JoJsiasu o0
xesauuje popMUpaHUX joHa 6Gakpa ca MoJieKyJIMMa GUIIMHXOHUHCKE KHCeJIMHE, IITO 3a
nocjeuily MMa CTBapame MpoAyKTa Jbybudacte 60je, Koja je JUPEKTHO cpa3MepHa
YKYIHO] KOJMYUHU MPOTEUHA, a YUjU UHTEH3UTET je YTBpPHUBAH KOJIOPHUMETPHjCKH,
MepeweM amncopbaHine Ha 540 nm TanacHe ayxuHe. Bojgehu ce ymytcTBoM
npou3Bohaya, y MUKpPOTHpapcKe MJoye ca 96 6yHapa paBHOT JHa, ¥ CBaKh OYyHap
nonaBaHo je mo 100 ul BCA paaHor peareHca, a moToM no 5 pl y3opaka HakoH 4era je
nmio4ya uHky6upana 30 muHyTa y Mpaky Ha 379C, kajia je pa3Bujame 60je 00ycTaB/baHO
M ouyMhTaBaHa amncopb6aHia. KoHleHTpaluja M30JI0BaHUX MpPOTeUMHa oJpehrBaHa je y
OJIHOCY Ha CTaHJAAapJHy KpHBY KoOja je KOHCTpyHCaHa Ha OCHOBY BpeJHOCTH
arncopb6aHId A0O6UjeHUX 3a CepHjy pacTBopa M03HATe KOHIeHTpaluuje y pacnony of 0

Jlo0 2 mg/ml, npu yemy je 3a npunpemy Tor pactBopa kopuinhen BSA pactBopeHn y RIPA

nydepy.

3.4.2.2.3. Enekmpodgbope3a Ha noauakpuiamudHom zeay (SDS PAGE)

Y uusby pa3/jBajama NpoTerHa NPUCYTHUX Y U30JI0BAaHUM heJinjcKUM JIN3aTUMa,
u3BoheHa je esiekTpodope3a Ha MOJHMAKPUIAMHUJHOM Tejy y mnpucyctBy SDS
netepienta (SDS PAGE, ogn enra. Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) koja oMmoryhaBa pa3/iBajarbe JeHaTypUCaHUX MPOTEWHA HAa OCHOBY
IbUXOBE peJlaTMBHE MoJieKyJsicke Mace. CTora cy, HelocpeJHO Ipe eyieKTpodopese
M30JI0BaHU IPOTEMHHU MellaHu ca Jlemsu nypepom 3a npunpemy y3opaka (pH 6,8) koju
ce cacrojao u3 0,125 M Tris-HCl, 4% SDS, 20% rauneposa, 0,2 M DTT u 0,02%
6poMdeHo.1 MJIaBOT y 04HOCY 3:4, U IPOKYBaHU 5 MUHYTA y K/by4aJioj BOJU KaKo OU ce
M3BpLIWJIA JleHaTypauyja. [IpunpeM/sbeHd y30pIy NpPOTEHMHA MOTOM Cy HaJMBaHU Ha
JiBoa3HU CUCTEM aKpUJIaMHU/HOT reja Aeb/buHe 1,5 mm koju ce cactojao us 4% rena
3a KOHUeHTpoBake U 10% resa 3a paszBajamwe. EnekTpodopeTcko pasjBajame

npoteuHa crnpoBoheHo je y Hoefer miniVE cucteMy 3a BepTukasHy esieKTpodopesy
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(Amersham, Pharmacia Biotech, Uppsala, llIBegcka) y peaykyjyhuMm ycjioBuMa MNpu
KOHCTaHTHOj cTpyju o4 150 mA TokoM 2h. [lo 3aBpiieHOM pas/Bajakby, IPOTEUHHU CY Ca
rejioBa NpeHOlIeHU Ha HUTPOIeyJI03HYy MeMbpaHy BesnurHe nopa 0,45 pm uau PVDF
MeMb6paHy nopa BeauuyuHe 0,2 um (on enrs. Polyvinylidene difluoride, Applichem),
IpUMEHOM IOJIYCYBOT esieKTpoTpaHchepa npu cTpyju jaunHe 100 mA y Toky 1h u 30
MuHyTa. Kako 6u ce aktuBupasia PVDF MeM6pana, npe camor TpaHcdpepa MeMOpaHe Cy
noTanaHe y MeTaHoJl. Kao KOHTpo/IHU y30pak KopullheH je IPOTEMHCKU MapKep KOju
noApa3yMeBa CMelly IpOoTerHa no3HaTe MoJsiekyJycke Mace (PageRuler plus Prestained
Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Tpancdep npoTernHa Ha HUTPOIENYJI03HY
MeMOpaHy npoBepaBaH je 6ojeeM y 0,5% Ponso S pactBopy Tokom 1 MuHyTa, a
HecreMPHUYHO Be3UBame 3a IpPOTEHHEe ce OorJjeAa y IOjaBU IPBEHO 000jeHUX

NPOTENHCKUX TPaKa.
3.4.2.2.4. UmyH06./10m

HakoH TpaHcdepa, MeMOpaHe Ccy HCIUMpaHe HEKOJHUKO IyTa AeCTUJI0BaHOM
BOJIOM M IIOTOM MHKy6HpaHe 1h Ha co6HOj TeMnepaTypu y 4% MJeKy pacTBOPEHOM Yy
nydpepy o3HayeHoM kKao TBS-Tween, koju ce cactojao ox 0,5% Tween-20 (Sigma-
Aldrich) y TBS nydepy (ox enrn. Tris-Buffered Saline), kako 64U CHOpedyusio
HecnenMPpHUUIHO Be3WBabe NIPOTEMHA 32 MEMOpPaHy U UCTOBPEMEHO MCIIpajie MeMOpaHe
on Ponso S 6oje. ¥ cayuajy kopuwmihewa PVDF Mem6paHe 6GJiokupame je u3BoheHO
JUPEKTHO HakKOH TpaHcdepa y uctom nydepy. Y cieneheM kopaky meMmbOpaHe cy
MHKyOUpaHe ca mpUMapHUM aHTuTenuMa (Ta6esna 2.) y 4% MJjeKy pacTBOPEHOM Yy
TBS-Tween nydepy npeko Hohu Ha 4°C. HapegHor JaHa BUlllak IPUMapHOT aHTUTeJa
Ha MeMbpaHaMa ucnupat je y TBS-Tween nydepy (Tpu nyta no 10 MuHyTa), a 3aTUM Cy
MeMOpaHe HWHKyOupaHe ca oAroBapajyNuM CeKyHJAapHUM aHTUTEJOM KOHYTOBaHUM
ensumMoM HRP (on enrsn. Horse Raddish Peroxidase) y Tpajawy of, 2h Ha co6HOj
TeMmnepatypiu (Ta6esna 3.). Buliak ceKyHZapHOT aHTUTeJa O/ICTPakbEeH je UCIIUPakbeM y
TBS-Tween nydepy (Tpu nyta no 10 MuUHyTa), 0K je NpU NOCJAE[HEM HUCIHUPay Y
Tpajamy o, 5 MuHyTa kopuitheH TBS. Kako 6u ce usBpuuia Bu3yesu3aluja
obesiexkeHUX IPOTEMHA, Ha OBAKO MpUIlpeM/beHe MeMOpaHe HaHOUIEH je pacTBOP KOjU

CaZip>KU peareHcC 3a I0jayaHy XeMUJYMUHHUCLEHLHjY, a Y KOMe ce HaJjla3u CyNcTpaT
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eH3uMa Mepokcuzaase - JymuHoJs (Serva Electrophoresis) u BojoHuK nepokcuj. Tom
IPUJIMKOM, aKTUBHOILINY eH31Ma NepoKcuase A0sa3u [0 ocaobahama eleKTpoHa Koju
ce nmpeHoce Ha aytopaguorpadpcku ¢uiam (Santa Cruz Biotechnology, CA/l) Ha kome ce
HAaKOH MWCIUpamka y pas3Bujayy, a noTtoM U ¢uKcupy, omoryhaBa JeTeKLHja
cneqUPUUHUX MPOTEUMHCKUX Tpaka. AHa/M3a ONTHUYKE TI'YCTUHE NPOTEMHCKUX Tpaka
BplieHa je momohy nporpama Total Lab v1.1 software (Amersham, Pharmacia Biotech,
Uppsala, llIBeacka).

Y ojpeheHUM eKcnepuMeHTHMAa aHaJM3UPAHU Cy PaA3JIAYUTH MPOTEUHU
OPUCYTHU HA UCTOj MeMOpaHU. Y Ty CBpXy Cy NpPeTXOJHO Be3aHa MNpUMapHa U
CEeKyHJapHa aHTuTesa onapeheHe cneqUPUYHOCTH YKJIamaHa IOCTYNKOM KOjU je
nojJijpasyMeBao MHKyb6auujy meMmbpana TokoMm 30 muHyTa Ha 60°C y nydepy Koju ce
cactojao u3 62,5 mM Tris-HCl, 100 mM - mepkantoetaHosia U 2% SDS (pH 6.8).
[ToTrom, MeMbpaHe cy ucnvpane y TBS-Tween nydepy net nyta no 10 MuHyTa, Aa 64 ce
MIOHABJ/bAEM IpOLeZype HUMyHOOJIOTA Y3 MpPUMEHY oJroBapajyhux crnenudpuyHux

aHTUTeJa oJipehuBaJio MPUCYCTBO APYror MPOTEeUHA.

3.4.3. AHA/IN3A TEHCKE EKCIIPECHJE

Y ckJony oBOr pajila MpoMeHa eKclpecuje reHa npaheHa je Ha HUBOY aHaJ/IM3€
uHpopMmanumone PHK (uPHK), npu yemy je cnennduyHa reHcka ekcnpecyja yrBphruBaHa
HakoH wu3ojanuje ykynHe UPHK u3 hesuja, © Ha OCHOBY KoOje je mHpoJiyKOBaHa
komiieMenTapHa JJHK (k/JHK), na 6u ce moToM y peakiiyju JlaHYaHOT YMHOXaBamba
(PCR, oa enrsa. Polymerase Chain Reaction) npuMeHOM cHelUUUYHUX MpajMepa

YMHO>KaBaJIu T€HU O UHTEepeCa.

3.4.3.1. U3os1anuja ykynHe PHK

[Toctynak usosanuje ykynHe PHK usBobheH je y crepuiHuM yc/10BMMa pu 4eMy
je cTaHAapAHU MNPOTOKOJ MoJjpadyMeBao ynoTpeby crneuuduyHe IJacTUKe 06e3
pubOHyK/I€ea3a U Ae30KcUpHUbOoHykJeasza (of eHrJ. Dnase/Rnase- free) kako 6u ce

cpeyrsia KOHTaMUHALMja U Jerpajanuja y3opaka. 3a u3Bohemwe ekcnepumenta, I1/1-
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MM 3acejaBaHe cy y MmJjaode 3a KyJTUBalujy henwja ca 6 OyHapa (1x10°
henuja/6yHapy) ¥ KyJATHUBUCAaHe Yy CTaHAAapJHMM VYCJOBHMA [0 [JOCTH3amha
CyOKOHQJIYeHTHOCTH KaJia Cy y CTaHJapAHOM MeJujyMmy TpeTupaHe TokoM 24h. [lo
3aBplLIeTKy TpeTMaHa hesuje cy ucnupaHe PBS pactBopoMm, a motom je y hesnunjcke
KYJIType JloaBaH XJaJlaH, KOMepILMjaJHO JOCTynaH, peareHc 3a usoJjanuyjy PHK TRIzol
(Thermo Fisher Scientific, SAD) (1 ml/ 6yHapy), 4uja je uHKy6aIyja Tpajajaa 5 MUHyTa
Ha co6HoOj TeMnepaTypu. Kako 61 ce 06e36eausia NOTHyHA Jiu3a hesuje cy MellaHe,
HAKOH 4Yera je Tako JlobujeHa cMella npebanyBaHa y Tyoune ox 1,5 ml. [IpunpeMbeHumM
y3opuuMa notoM je gojasaso no 0,2 ml xaopodpopma (VWR Chemicals, @paniycka), a
I0CJIe CHAXKHOT Melllaka y Tpajawy oA, 15 cekyHAu y3opuu cy UHKyo6upaHu 10 MuHyTa
Ha coOHOj TeMnepaTypu. Y ciegeheM kopaky y3opiy cy LeHTpudyrupaHu TokoMm 15
MuHyTa Ha 49C Ha 12000 g kako 6u ce omoryhuso pa3ziBajame cMmelle y Tpu dpase Koje
YK/by4yjy: AOWY, LpBeHY deHo-xJ0podopM a3y y Kojoj ce Hajsiaze MNPOTEUHU U
aunuay; 6esy, nHTepdasy koja ce cacroju u3 IHK; u ropwy BozeHy dpa3y koja caipku
PHK. [laxx/pMBUM NIUNEeTHUpAEM, je[JHAKe 3alpeMUHe BoJleHe da3e nmpebaliUBaHe Cy y
HOBe Tybuue, Aa 6u ce noctynak usosnauuje PHK nHacraBuo ponmaBawem 500 pl
u3onponaHoJsa u ueHtpudpyrupawem (20 munyta, 12000 g, 4°C) kako 6u ce U3BpuUIKIa
npenunuranyja PHK. HakoH unenTpudyrupama, no ogyiusawy usonponanonaa, PHK je
pactBapaHa y 75% eTaHoJsy, a y30pLd NOHOBO LEeHTpUYrUpaHU y Tpajamby of 8
MuHyTa Ha 49C npu 12000 g. ¥V nocnegwem kopaky usosauuvje PHK, Teuna ¢asa
y30pakKa je Nak/bMBO O/ICTPakbUBaHa, KaKo OW MCIapuo caB eTaHOoJI. TaKko ocylleH TaJaoT
PHK pactBapad je y 20 pl gectunoBaHe Boje TpetupaHe ca DEPC pereHcom koju
MHakTuBUpa pubonykiaease (DEPC, on enrs. Diethyl pyrocarbonate) (Thermo Fisher
Scientific), yume ce cnpevaBa jaerpazauuja PHK Mosekysna. HakoH ojpebhuBama
koHleHTpanyja PHK mnomohy UltroSpec 3300pro cnektpodoromerpa (Amersham

Bioscience, llIBeacka), y3opiy cy yyBaHu Ha -70°C.
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3.4.3.2. PeBep3Ha TpaHCKpUIILUja

Kako 6u ce aHa/siM3upaJ/ia eKCIpUMHUPaAHOCT reHa, ¢pakuuja ykynHe PHK, uPHK,
npeBoheHa je y kommeMeHTapHy [IHK npuMeHoM komepuujajHOT KUTa 3a peBep3HY
TpaHckpunuujy (RevertAid ™ Hminus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Life
Science, CA/l) u ynotpe6om osauro dT mpajmepa, npu 4yeMmy je peakliyja M3BobeHa y
TepM06JI0Ky Mastercycler personal anapata (Eppendorf, Hemauka). Boaehu ce
yOyTCTBOM IMpou3Bohaya mpumnpemaHa je cMmella Koja ce cactojana u3s PHK y3opka (2
pug), onuro dT mnpajmepa (1 pl) u gectunoBaHe BoJe 6e3 HykJieaza [0 YKYIHe
3anpemuHe o 12,5 pl. OBa cMela je TokoM 5 MHHYTa MHKy6UpaHa Ha 65°C kako 6u ce
omoryhusio BesuBamwe osiuro dT npajmepa 3a poliA kpaj uPHK. Y cienehem nuknaycy
TeMIlepaTypa peakluje CHMKeHa je Ha 25°C TokoM 5 MUHyTa, Kaja je y3opLuMa
JloJlaBaHa OCHOBHA CMellla Koja ce cacTojajla oZi: 5 MmyTa KOHLeHTpoBaHOr nydepa 3a
peBep3Hy  TpaHCKpumnuujy, RevertAid  peBep3He  TpaHCKpUIITase, CMelle
ne3okcupubonykaeotuga (ANTP mukc) v nHxub6uTopa pruboHykJease. [IpunpeM/beHn
y30pLH Y HACTaBKy peakluje UHKyOMpaHU cy TOKOM 60 MHHyTa Ha TeMIepaTypu Of,
42° C na 6u ce 06e36e11a ONTUMA/lHA aKTUBHOCT peBepP3HEe TPAaHCKPUIITA3e, a 3aTUM
10 munyTta Ha 70°C kako 6U ce peakuuja obyctaBusa. OBUM NyTeM CHHTETHCAHA je
JHK komnsiemenTtapHa MoJsiekyny MPHK (k/JHK), nok cy y3opuu yyBanu Ha 40°C go

ynoTpebe y peaklHju JJAaHYaHOT YMHOXKaBakba.

3.4.3.3. Peaknuja ilaH4aHOT yMHOKaBamwa (PCR)

Y uumy fo6ujama J0BOJbHOT 6poja KOMHWja KeJbeHUX reHa U3BoheHa je peakijyja
JlaHyaHor yMHOxkaBawa (PCR) kopuuiheweM onrosapajyhux npajMepa 3a cnenudpuyiHe
cekBeHlle k/IHK y oproBapajyhem TemnepatypHoMm mnporpamy. Ilpu peaknuju
npunpeMaHa je cMela Koja ce cactojana u3d 1 pl ceakor y3sopka k/IHK (200 ng), mo 1 pl
oarosapajyher napa npajmepa (Invitrogen) koMmnieMeHTapHUX KoAupajyheM (sens) u
Hekogupajyhem (antisens) nanny JHK (Ta6ena 4.), 10,5 ul Boge 6e3 Hykseasa (Thermo
Fisher Scientific) u 12,5 pl 2 nyta KoHIleHTpOBaHe rjaBHe cMelle Koja caapxu Taq JHK
nosiuMepasy, JAe3okcupuboHykiseotuse u nydep 3a PCR ca MgClz (Thermo Fisher

Scientific). [IlpunpeMs/beHu y30puu cy y TepMobJyioKy Mastercycler personal anaparta y
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NpBOM Kopaky (pasa MHLMjanuje) U3iaraHu TemnepaTtypu oz 94°C TokoM 5 MUHYTA,
Kako 06U ce o6e36enusia noTnyHa AeHaTtypaunuja mosekysa [JHK. [lotom je nporpam
YMHOXaBaka nojpasyMmeBao npoJiasak k/[HK kpo3 cepujy uukiyca, npu 4emy je 6poj
LUKJIyCa JJaHYaHUX peakliyja npuJjaroheH Tuiy npajMepa Koju je kopuiuheH, 0JHOCHO
reHy oJ, MHTepeca. ¥ okBupy cBakor nukayca k/I[HK je pazasajana Ha 94°C Tokom 45
ceKyH/JU y pa3u AeHaTypaluje, 3aTHUM je cnyliTawbeM Temneparype Ha 50°C y cnenehoj
da3u koja Tpaje 30 cekyHau Ha Temnepatypu 50°C (0AHOCHO TeMmepaTypu
npuiaroheHoj reHy o, MHTepeca) 06e36eheHo Be3uBama npajMepa 3a sanal JHK, ga
6u ce y nmocjeAbeM Kopaky v ¢pa3u ejioHranuje Ha Temnepatypu of; 72°C y Tpajawy oj
90 cexynau omoryhusna cunrtesda [AHK nmomohy Taq JAHK mnosumepaszse. CnepuduyuHe
CEeKBeHIle MpajMepa U oAroBapajyhe TemmepaType noTpebHe 3a Be3uBambe MpajMepa
npuka3zaHe cy y Ta6enu 4. [1o 3aBpileTKy CBUX I[MKIyca, GuHaNHA pa3a esoHTalMje je
Tpajasa 10 munyTa Ha 72°C. Kao KOHTpoJia HUBOA eKcrnpecuje aMIJIMPUKOBAHOT reHa
3a CBakM y3o0pak KkopuiunheHa je ekclpecuja reHa 3a ruauuepangexuf, 3-docdart
nexunporenase (GAPDH, ox eura. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), kao

KOHCTUTUYTHBHO €EKCIPUMHPAHOT housekeeping reHa.

3.4.3.4. Enextpodopesa u Busyesnsanuja PCR npoaykara

3a norpebe BU3yesu3aluje reHcke ekcnpecdje ymMHoxkeHM PCR mpoaykTu
paszBajaHU Cy arapo3HOM reJ ejieKTpodopesoM, npu 4emy je arapo3sa (1,5%) (Lonza,
Bazes, llBajuyapcka) npunpemana y Tpuc-aueratHoM-EDTA nydepy (TAE, Serva) u
pacTBapaHa KyBamweM, Ka/ia je HaKOH x/ahemwa fojaBaH eTuaujym-6pomuy (Invitrogen,
Carlsbad, Kanudopuuja, CA/l) y duHannoj koHueHTpauuju 0,01%. [IpunpemsbeHu
pacTBOp Ha/IMBaH je y Kajulie 3a ejieKTpodopely U 3aTUM XxJaheH Ha COOHOj
TeMIepaTypu paau noauMepusanuje. 3a enekrpodpopedy PCR npoaykTu mMelaHu cy ca
nydepoM 3a HaHOILEHE HA Tesl KOjU Ce cacTojao of; pacTBopa ruuieposa ca EDTA u
6pomdenon miaBe 60je (Loading Dye, Thermo Fisher Scientific). Kao koHTposiHU
y3opak kopuitheH je /IHK mapkep koju mnogpasymeBa cMmewy /JIHK ¢parmeHnarta
no3HaTe MoJieKyJcke mace (Gene Ruler plus Prestained DNA Ladder, Thermo Fisher
Scientific). HakoH enekTpodopese koja je usBoheHa Ha anapaty (Biorad, KanudopHuja,

CA/l) y TAE nydepy npu HanoHy oz 100 V u jauunu ctpyje og 400 mA y Tpajawy on 40
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MuHyTa, PCR mNpoAayKTH Ccy JAeTeKTOBaHHM OCBeT/baBakeM Tresia UV  cBeTsiomhy.
[To3unuja u 6poj 6a3Hux naposa (6.1.) [OOHUjeHOT MPOJAYKTA oJpehrBaHa je Ha OCHOBY
nomenytor JJHK mMapkepa, a koju y cebu caapxu 60jy u ¢parmeHTe BesaruuHe o 100
fo 1000 6.n. MHTEH3UTeT YCJAMKAHOI CUrHaJjJa AeH3UTOMETPHUjCKH je aHaIM3upaH
noMmohy nporpama TotalLab v1.11 software (Amersham), 10K je pesiaTUBHa eKcIipecHja
uPHK 3a cnepuduvyHe reHe ogpehrBaHa Kao OAHOC ONTHUYKUX TyCTHHA Tpaka

Jl00MjeHHX 3a UCIMTUBAH I'eH U KOHCTUTYTUBHO eKcnpuMupaH reH 3a GAPDH y uctom

Y30pKY.
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Ta6es1a 4. [Ipajmepu kopumthenu 3a RT-PCR; F - forward nipajmep, R - reverse
npajmep, 6.11. - 6a3HU nap.

l'en 5’-3’ cekBeHIa BesimunHa Temnepartypa
MNpPOAYKTA Be3uBadHha
(6.11.) npajmepa (°C)
GADPH F: ACCACAGTCCATGCCATCAC
R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452 52
Runx2 F: ATGCTTCATTCGCCTCACAAAC
R:CCAAAAGAAGTTTTGCTGACATGG 261 55
ALP F: CCCAAAGGCTTCTTCTTG
R: CTGGTAGTTGTTGTGAGC 356 55
OCN F: TCACACTCCTCGCCCTATTGG
R: GGGCAAGGGGAAGAGGAAAGA 300 57
S0x-9 F: GAGGAAGTCGGTGAAGAACG
R: ATCGAAGGTCTCGATGTTGG 300 47
PPAR-y F: GCTGTTATGGGTGAAACTCTG
R: ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC 351 55
o«-SMA F:CTGTTCCAGCCATCCTTCAT
R:CCGTGATCTCCTTCTGCATT 175 52
TGF-B F:GGGACTATCCACCTGCAAGA
R:CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG 239 50
NG-2 F:GCTGAGATCAGAAGGGACCA
R:GTACA GGA CCCTGCCTGTGT 197 52
HLA-A F: GACGACACGCAGTTCGTGC
331 49

R: CATGTCCGCCGCGGTCCAA
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Ta6esa 4 (HacraBak). [Ipajmepu kopumihenu 3a RT-PCR; F - forward npajmep, R -
reverse npajMep, 6.11. - 6a3HU nap.

en 5'-3' cexBeHLa Be/MuMHa Temneparypa
MNpPOAYKTA Be3UBadAbad
(6.11.) npajmepa (°C)
HLA-DR F: CGAGTTCTCTATCTGAATCCTG
R: GTTCTGCTGCATTGCTTTTGC 644 52
COX-2 F:CCTTCCTCCTGTGCCTGATG
R:CTGGCCCTCGCTTATGATCT 203 52
IL-6 F: ATGAACTCCTTCTCCACAAG
R:AGAGCCCTCAGGCTGGACTG 626 52
ST2 F: TCCCACTCAGGAAAGAA
R: CTCCGATTACTGGAAACA 476 47
IL-33 F: CATCTGGTACTCGCTGCCTGTC
R: CAACACCGTCACCTGATTCATT 298 52
OCT-4A F: AGTGAGAGGCAACCTGGAGA
R: GTGAAGTGAGGGCTCCCATA 270 54
OCT-4B F: TATGGGAGCCCTCACTTCAC
R: CAAAAACCCTGGCACAAACT 194 54
SOX-2 F: ATGGGTTCGGTGGTCAAGT
R: GGCGCCGTGGGAGATACATG 126 50
NANOG F: CTCCATGAACATGCAACCTG
209 54

R: CTCGCTGATTAGGCTCCAAC
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3.4.4. CTATHCTHYKA AHAJIN3A PE3YJ/ITATA

[I[pykasaHu cy penpe3eHTAaTUBHU pe3yJTaTH K3 HajMake TPU IOHOBJ/bEHA
He3aBHUCHA eKcllepuMeHTa. Pe3ysiTaTy cy NmpUKa3aHU y BUAY CPeAbUX BPEJHOCTH *
ctangapaHa rpeumka (SE, o enra. Standard Error). 3a nopehewe cpeambrUX BPeAHOCTU
je xopuumheH Student-oB t Tect npuMeHoM GraphPad Prism nporpama. Kao
CTAaTHCTUYKHU 3HA4YajaH pe3yJTaT cMaTpaHa je BepoBaTHoha 3a p<0.05 (*), p<0.01 (**),

p<0.001(***).
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4. PE3YJITATHU

4.1. YTULIA) LPS HA CBOJCTBA U ®YHKIUJE I11-MM'h IIOBE3AHE CA
PETEHEPATUBHUM IIOTEHIIUJAJIOM

Y cksiony ucnuThBamwa ytuuaja LPS Ha cBojcTBa u pyHkuuje [1/[-MMh noBe3ane ca
pereHepaTUBHUMM  [OTEHLUjaJoM, oJpehbuBaHM Ccy  MeTaboOJM4YKa  aKTUBHOCT,
npoavdepanuja U heaujcku UKIyC, MIMyHOPEHOTHUIICKA U MOPQOJIOIIKA CBOjCTBA, Kao i
JudepeHLUjallMOHU MOTEHLMja/l OBUX hesdja. Y3 To, aHa/M3MpaHa je MUrpalidja, Kao U
CIOCOOHOCT CTUllakka CBojcTaBa Muodpubpobsacta. I[lopes Tora, oxapehbeHu geo
UCTpakMBakha MMao je 3a LW/b yTBphUBamwe M MOJIEKYJCKUX MeXaHHW3aMa YK/bYYEeHUX Y

naejcrso LPS na I[1/I-MMh.
4.1.1. YTHIIA] LPS HA METABOJ/IHYKY AKTUBHOCT I1J]-MM'h

Y npBOM cerMeHTY UCTpaKMBawa HMCIUTHUBAHA je MeTabosuyka akTUBHOCT [I/]-
MMT noxa yrunajem pactyhux koHueHTpauuja LPS TokoM pa3/iMuUTHUX BpeMEHCKUX
uHTepBasa npuMeHoM MTT Tecta. Ha ocHOBY pe3ysiTaTa HallUX UCIUTHBAaKba I0KA3aHO je
Jla LPS He foBOAM /10 MpoMeHa MeTabosinuke akTUBHOCTHU [1/[-MM'R, oaHOCHO He yTU4Ye Ha

BUjabusHOCT oBUX hesuja (Camka 15).
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1 1000
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MeTa60/IMYKa AKTUBHOCT
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24 48 72 120
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Ciuka 15. YTunaj LPS Ha MmeTa6oimuky akTuBHOCT I1/I-MM'h. heMje cy 3acejaBaHe y mjioye
3a KyJaTypy heauja ca 96 6yHapa (1x104 henuja/6yHapy) u HakoH 24h TpeTupasne ca LPS (0, 10,
100 u 1000 ng/ml) TokoMm 24, 48, 72 u 120h kagma je MTT TectoMm ojfjpeheHa MeTabosMuKa
akTtuBHOCT I1/[-MMh. Pe3ysiTaTu cy npyuKasaHU Kao cpelrba BPeHOCT ONTUYKUX rycTuHa + SE 3a
HajMambe TPU He3aBHUCHA eKCcllepUMeHTa paheHa y TPUIIMKATY.
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4.1.2. YTHLA] LPS HA IIPOJINPEPALIH]Y H RE/IMJCKH LTUKJ/1YC I1/]-MM'h

Jaba aHanuza BujabusHoctu [1/I-MMR y npucyctBy LPS, HacTaB/beHa je HaKOH
oarosapajyhux TpeTMaHa oJpehuBaweM npoavrdepanuje, [AOK je NPOTOYHOM
UTOMETPHjOM, aHa/Iu3upaH henujcku yukayc [1-MMh.

JlobujeHu pe3ysaTaTu nokasasau cy ga LPS HU y jenHOj ekcnepyuMeHTanIHOj Ipyny He
Moaudukyje npoanudepatuBHu kanauuteT [1/[-MMh (Cauka 16A), a nopej, Tora, HAKOH
48 u 72h TpeTrmana LPS He yTuue Ha henujcku nukayc I[1[-MMh, npu yeMmy je yTBpheHo Aa
ce npubsmxHo 80% henuja Hanasu y GO/G1 pa3u henujckor nukiayca, ok ce oko 5% I1/1-

MM Hanasu y S, ogHocHo G2/M ¢a3u henujckor nukiayca (Canka 16B).

b —
o3

1004
o LPS (ng/ml) q —
e W Sy ot
" g
% 44 = 100 E W
: B 1000 5 60+ D
0 24 g 40+
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Cauka 16. Yrunaj LPS Ha mnpoaudepanmjy u henujckum nukiayc I[IJ-MMA. Thenwje cy
3acejaBaHe y mjo4e 3a KyJarypy hesmja ca 6 6yHapa (1x105 hesuja/6yHapy) u HakoH 24h
TpeTtupane ca LPS (0, 100 1 1000 ng/ml). (A) [Iponudepauuja [1[-MM'h ogpehuBana HakoH 24, 48
1 72h TpeTMaHa Ha OCHOBY 60jewa hesuja y Tpunad niaBoM pactBopy. (B) henujcku nukiayc I[1/1-
MMT petekToBaH mo ucteky 48 u 72h TpermaHna. [I[poTOYHOM IIUTOMETPHjOM, Ha OCHOBY 0o0jerba
JHK nponuaujym joguzaom, ozapebeH je mponeHat henuwja y pasanuutuMm ¢asama hesujckor
LUKJyca. Pe3ynaTaTy cy NpHKasaHU Kao cpefjmwa BpefHocT + SE 3a HajMame TpU He3aBHCHaA
eKclepyuMeHTa palheHa y TpUIJIMKATY.
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4.1.3. YTHIIAJ LPS HA MOP®OJIOLIKA H HMYHO®EHOTHIICKA CBOJCTBA
Mn1-MMH

Y uu/py ucnuTUBama NpoMeHe OCHOBHUX hesnjckux cBojcTaBa y npucycTtBy LPS, y
HACTaBKy Cy aHa/iu3upaHe Mopdosolike U UMyHopeHOTUIICKe KapakTpuctuke [1/-MM,
Kao Y reHCKa eKcIlpecuja MapKepa nypunoTeHTHocTH (Ciauka 17).

Kao wto je npukasano Ha Coimnu 174, [1/I-MM'h Ttpetupane ca LPS (1000 ng/ml)
TokoM Kkpaher (3 pgaHa) u ayxer (7 p[aHa) BpPeMEHCKOT HMHTepBaja 3a/pKaBajy
Mopdosiorvjy kKapaktepuctuyHy 3a I[I/-MMT, ogHocHo MMM, a koja mnoapasymeBa
BpeTeHacT 00JIMK, HaJIMK pubpobiacTuMa.

[IpucycTBO ceTa MOBPUIMHCKUX MapKepa KapakKTepUCTUYHUX 3a MM'h ucnutuBaHo
je IpOTOYHOM LIMTOMETPHUjOM, IPU YeMY je aHasin3upaHa ekcrpecuja CD44H, CD73, CD90 u
CD105 kao mesenxuMckux Mapkepa U CD34 u HLA-DR, kao xemaTomoeTCKUX Mapkepa.
Edpexkar LPS (1000 ng/ml) yrBpbuBan je HakoH kpahe (3 gana) u ayxe (7 pgaHa)
MHKyOanuje, a 00HMjeHU pe3yJITaTU N0Ka3yjy Aa y CBAaKOj eKCIEpUMEHTAaHOj PyNy BUlLlle
on 80% TpeTupaHux hesnuja ekcnpuMupa Me3eHXUMCKe MapKepe, Kao U Ja Mamwe of 1%
TpeTUpaHUX hesnja ekcnpuMHUpa MapKepe KapaKTEpUCTUYHE 3a XeMaToloeTcKe heswuje
(Cnuka 17B) wto ykasyje aa LPS He moaudukyje umyHnodenotucke oanuvke [1I-MMh.

[Topep Tora, Ha Coimu 17B npukasaH je yrunaj LPS Ha reHcKy eknpecujy Mmapkepa
IJIypUNOTEHTHOCTU YK/byuyjyhu OCT-4A, OCT-4B, SOX-2 u NANOG. /lo6ujeHu pe3syaTaTu
nokasyjy fa LPS (1000 ng/ml) He noBoagu 0 mpoMeHa HUBOA eKCIpecHje OBUX I'eHa KOJ

1-MMT.

101



T. Kykoso PE3VJITATHU
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Cauka 17. Mopdosiomika u umyHodeHoTuncka csojcrsa I1I/I-MMT y npucyctBy LPS. henuje cy
KyJTuBUCcaHe ca Wi 6e3 LPS (1000 ng/ml) y cranjapAHuM ycioBuUMa TokoM 3 U 7 JAaHa. 3a
noTpebe aHasn3upamwa reHcke ekcnpecuje [IJ-MMTh cy Ky/ATHBHCaHE Y CTaHAAPHOM MeAUjyMy
TokoM 24h y npucyctBy uau oaycty LPS (1000 ng/ml). (A) Mopdosoruja I1I-MMR. [Ipukazane
Cy penpe3eHTaTHBHe cauke henuja y Kyatypu. BpegHocT pasmepe usHocu 50 pm. (B)
HUMmyHodeHoTUIIcCKa KapakTepusauuja I[I/I-MMK BpiieHa je MOpPOTOYHOM LIUTOMETPHjOM.
PernpeseHTaTUBHU XUCTOTPAMHU MPEACTAB/bajy NpoLeHaT hesuja Koje eKCIPUMHUPAjy Me3eHXUMCKe
Mapkepe (Heo6ojeHa NMOBPIIKMHA) y OJHOCY Ha oAroBapajylly M30THIICKY KOHTpoJy (oceHYeHa
nospiuunHa). (B) I'eHcka ekcnpecuja Mapkepa IJIypUNOTEHTHOCTU ofpehuBana je mpumenoM RT-
PCR. PesysaTaTu cy npeacraB/beHU Kao OJHOC eKclpecuje aator reHa U ekcnpecuje GAPDH, kao
KOHTPOJIHOT reHa. BpelHOCTH cy HOpMa/iM30BaHe Yy 0HOCY Ha KOHTpoJy (hesnuje KyaTUBHCaHe y
oacyctBy LPS), a Ha rpadunuma cy npejcTaB/beHU pe3yJTaTH CpeAmux BpeaHocTu + SE Tpu
He3aBHMCHA ekcnepuMeHTa. [IpukasaHe cy c/ilKe penpe3eHTaTUBHUX 'eJlOBa, [OK je BeanuynHa PCR
MpoJiyKaTa u3paxkeHa y 6pojy 6a3Hux naposa (6.11.).
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4.1.4. YTHIIAJ LPS HA JU®EPEHIHJALIH]Y I1/]-MMF

Y nupy ucnutuBamwa audepennyje, [1[-MMh cy KyaTuBucaHe y oAroBapajyhum
AudepeHlUjallMOHUM  MeJujyMHMMa 3a OCTeOreHy, XOHJpPOTeHy U  aJUIOTeHy
audepenuujauyjy. Kako 6u ce yrBpauo yrtuuaj LPS Ha cnocobHOCT MHAyKOBaHe
nudpepenuujanyje [1/I-MM'h kyatuBucane cy y npucyctBy LPS (1000 ng/ml).

PesynTatu npukaszanu Ha CauuM 18 notBphyjy cnoco6HocT audepenuujauuje I1/1-
MMM ka Tpu Me3ozepMasiHe Jio3e, C 003UPOM Jia Cy IPUMEmEeHUM AUdepeHIjalluOHUM
MeJMjyMHMa y YCJAOBUMA In Vvitro ycCIellHO yCMepeHe Ka OCTeOreHOj, XOHJAPOreHO] U
agunoreHoj hesnujckoj Ji03u, kao U Aa LPS Moxe y 3HavyajHoj Mepu MoAUPUKOBATH
JudepeHLUjallMOHU NoTeHMjaa oBUX hesnuja (Cauka 18). Haume, Ha Ciimnm 18A youaBa
ce fa LPS cTaTucTUYKY 3HAYajHO MHXUOMpA NpoLieCc MUHepaJu3alyje, 0OJHOCHO OCTEOreHY
AudepeHuujauyjy, y nopebemwy ca HuBooM MuHepanausauuje II/[-MMTh octBapeHne y
oacyctBy LPS. Ca gpyre ctpane, Ciimka 18B nokasyje ga LPS cTtaTUCTHYKM 3Ha4yajHO
CTUMYJIWILE XOH/|pOTeHy JudepeHLUjalHjy nosehaBajyhu IPUCYCTBO
IJIMKO3aMUHOTIJIMKaHa, y ofaHocy Ha II/I-MMRh KyaTuBucaHe caMO Yy XOH/JpPOTE€HOM
MeaujyMmy. Y3 To, LPS ucnospaBa ctTuMynaTopHu edekaT Ha ajUroreHesy ¢ 063Mpom Jia ce y
NPUCYCTBY 0BOT dakTopa TOKOM MHKy6anuje [1/[-MMh y agunoreHoM MeaujyMy 3amnaxa
CTaTUCTUYKM 3HaudajHo mnoBehawe Opoja hesuwja ca JMOUMAHUM — KallbUL@Ma
KapaKTepUCTUYHUX 3a alUIIOLHUTe, y nopehewy Ha OPOjHOCT JIMNMJAHUX KallJbula henuja
rajeHMXx y camMoM ajunoreHom Megujymy. Ilopep Tora, npumehyje ce M na HakoH
KyJTHUBaLUje y CTaHZAapAHOM MeJUjyMy y NPUCYCTBY WU oxacycTBy LPS He nmonasu o
VHAYKIUje ocTeoreHese U xoHjporeHese. Ca apyre crpase, npucyctso LPS ctumynuuie
CTBapamwe JUMNUAHUX Kambuna kon II/I-MMh y craHpapfHOM Meavjymy, ajid Ce OBaj

pe3y/TaT HUje MOrao KBaHTU(PUKOBATH y HalIuMM ycjaoBuMa (Cauka 18B).
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Cnauka 18. Ytunaj LPS Ha moteHuujan gudepennmjanmje IJI-MMR. henuje cy 3acejaBaHe y
mioye 3a Kyartypy henuja ca 96 o6yHapa (5000 hesunja/6yHapy) W KyJaTHBHCAaHe [0
cy6koHGJIyEeHTHOCTU Kaja je cTaHJapAHu Menujym (CM) 3amemeH MeAUjyMOM 3a HUHAYKLU]jY
cBakor Ttuna gudepenuujauuje ([AM) ca uam 6e3 LPS (1000 ng/ml). (A) Ocrteorena
audepennvjanvja I1[-MMh oapehuBaHa je Ha OCHOBY MHHepaau3aldje HakoH 14 jaHa
KyJaTuBauuje (AnusapuH upBeHo 6ojewe). (B) Xonaporena gudepenHnujauuja ozpehuBaHa je
6ojewveM I[I/I-MMKh CadpaHuHOM HakoH 2 HeJe/be HHKybanuje y [JM. (B) Apunorena
audepeniyjanyja ogpehuBaHa je 6ojereM auUNUAHUX Kamsbuia npuMmeHoM Oil red O HakoH 4
Hezesbe KyatuBaudje henuja y M. [Ipukasane cy penpeseHtaTuBHe ciauke [1/-MMTh y kyatypwu.
Pesynratu Ha rpadunyMa mnpejcTaB/bEHU Cy Kao cpefma BpeaHocT * SE Tpu HesaBHcHaA
eKCllepUMeHTa, NpU 4YeMy Cy BpeJHOCTM HOpMa/jM30BaHe y OJAHOCy Ha KoHTpoJay (henuje
KyJTuBUCaHe y ofcycTBY LPS). CTaTHCTUYKM 3HaYajHa pas/vKa y OJHOCY Ha KOHTPOJY HpeMa
Student-oBom t-Tecty: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.1.5. YTHLIA] LPS HA AKTHUBAIIH]Y ERK1,2, JNK H P38 MAPK Y I1/]-MMh

Y OKkBUpY MCIIUTHBamwa CUTHAJHUX NyTeBa akTuBUpaHux y I[1/[-MM'h noz yTuuajem
LPS anasnu3upana je aktuBayuja MAPK curHasiHux nyresa.

Kako 6u ce yrBpauia aktTuBHOCT MAPK curnanuor nyrta y I1/[-MMh nog yTunajem
LPS, npumenom Western blot meToga y henujckum JsinsatrMa oapehuBaHo je mpucycTBO
YKYIOHUX U pochopunncanux, akTuBaux popmu ERK1,2, [INK u p38 MAPK y I1/]-MMh. Ha
OCHOBY OJJHOCa eKcrnpecuje pochopuircanux U ykynHux popmu MAPK, oz yrunajem LPS
y [II-MMh posasu po aktuBanuje ERK1,2 curnanusanuje, npu 4eMy ce CTaTUCTHYKHU
3HayajHa aKTHBallMja, y nopehemy ca KOHTPOJHOM TIpymoM, 3ama)ka TeK HakoH 24h
MHKyO6auuje ca LPS kako npu koHueHTpauujyu of 100 ng/ml, Tako U npu KOHLIEHTpaLUjU
oa 1000 ng/ml. Ca apyre ctpane, y npucyctBy LPS kop II/I-MMh Huje mokasaHa

aktuBauuja p38 u JNK HU y jeiHO] ekcliepuMeHTa/HOj rpynu (Cauka 19).
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Cauka 19. Yrunaj LPS Ha aktuBanmjy ERK1,2, JNK u p38 MAPK y [1/1-MMh. hesnuje cy TokoM
30 1 60 MmuHyTa, Kao u 24h tpetupane ca LPS (0, 100 u 1000 ng/ml), HakoH 4era je y heaujckum
JIM3aTHMa YKynHuX npoteuHa Western blot metogom oapehuBana ekcnpecuja ERK1,2, JNK u p38
MAPK. PesysnTtaTtu cy rpaduyuku npejcTaB/beHU Kao oAHOC $pocHOpUINCaHUX U YKYTHUX dopMU
IIpOTEeNHA YHje BpeJHOCTH Cy HOpMaJUu30BaHe y OJHOCY Ha HeTpeTUpaHy KOHTPOJIy U [IpUKa3aHU
Cy Kao cpejma BpeaHocT + SE Tpu He3aBucHa ekciepuMeHTa. CTaTUCTUYKY 3HAYajHA pasJivKa y
OJIHOCY Ha KOHTpoJiHe heswje rajeHe y ozacyctBy LPS nmpema Student-oBoMm t-Tecty: ***p<0.001.
[IpvkasaHe cy c/iMKe pellpe3eHTaTUBHUX NPOTEWHCKUX TPaKa, [JOK je ’bUXOBa MOJIEKYJICKa Maca
uspaxena y kDa.
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4.1.6. YJIOT'A ERK1,2 Y IPOMEHH /IH®PEPEHIIHJALIIMOHOT IIOTEHLIHJAJIA
II/I-MM'h OCTBAPEHO] JJE/IOBABEM LPS

Bbyayhu pa je npumeHom Western blot meTosa NpeTXOAHO IOKa3aHO Ja IOZ
ytunajem LPS pmonasu go aktuBayuje ERK1,2 y IIJ[-MMTE (Camka 19) cieactBeHa
UCTpaXkMBaka HMMasa Cy 3a Lu/b yTBphuBawe ysore ERK1,2 y LPS-uHAyKOoBaHO]
moayaauuju agudepenuujanuje [I-MMT (Cauka 18). 3a norpebe OBHUX UCTpakMBabba
henuje cy rajeHe y judepeHuujaquoHuM MegujymuMma y npucyctBy LPS (1000 ng/ml) u
PD98059, cneuududHor ¢apmakosomkor uHxubutopa MAPK kuHa3e koja akTuBHUpa
ERK1,2 (MEK/ERK), a cTeneH gudepeHLMpPaHOCTH NPOLEeHUBAH je HAKOH oAroBapajyher
BpeMeHa UHKyOaluje.

Ocreorena audepeHyyjanyja aHaJIu3MpaHa je HAKOH 7 JJaHa Ha OCHOBY aKTHBHOCTH
askanHe ¢ocdaTase, KapaKTepUCTUYHE 3a paHy a3y ocTeoreHese, a Takohe U HakoH 14
JlaHa KaJa je npuHMeHOM AJM3apuH LpBeHe 0oje npaheH HMBO MHHepa/u3aluje
BaHhe/JMjcKOr MaTpUKCca LITO je CBOjCTBEHO KacHOj ¢a3u ocTeoreHese. PesysnraTtu
nprvkasaHu Ha Caupm 20A yka3syjy fJa NpUMereHU HHXUOWUTOpP, He Mewajyhu HHUBO
ocTeoreHe gudepeHuMjalMje y OJHOCY HAa KOHTPOJIHY Tpyly, CTaTUCTHUYKU 3HA4ajHO
cipeyaBa HMHXMOMLMjy ocTeoreHese Kojy HHAyKyje LPS, kako Ha HuBOy paHe ¢ase
qudepeHMjalivje, TAKO U Ha HUBOY KacHe ¢ase ocTeoreHe audepeHuujanyje. AHaIM3a
reHCKe eKcrpecyje noTBphyje uHxubutTopHu epekat LPS Ha ocTeoreny nudepenuujaiujy,
IpyY YeMy Ce youyaBa 3HA4yajHO CMameHe eKCIpecHje reHa crnelUPUUHUX 32 OCTEOTEeHY
JudepeHuujaumjy ykbydyjyhu Runx2, ALP u Osteokalcin y ofHOCY Ha eKCHpecHjy OBHX
reHa KoJi KOHTpOJIHe rpyny, Aok npuMeHa PD98059 He yTuue Ha eKClpecujy OBUX reHa
(Cnuka 20B). PD98059 6Jyiokupa MHXUOULM]Y eknpecuje reHa 3a ALP u Osteokalcin kojy
uHAyKyje LPS, anu He cnpeyaBa cmamemwe ekcnipecuje RunxZ2 nPHK mto yka3syje ga ERK1,2
He CcymnpuMupa ocTeoreHy JudepeHUMjalujy Kpo3  OJIOKMpame  eKcIpecuje
TpaHcKpunuyuoHor ¢pakopa Runx2 (Cnauka 20B).

Ca gpyre ctpane, kaja je PD98059 nHXuOUTOp NpUMeHHMBAH TOKOM XOHJIPOTEHE
nudepeHuujanyje, rae je npetxoaHo yTBpheH ctumynatopHu edpekat LPS (Camka 20B),
UTOXEMUjCKO 60jere CadppaHUHOM MOKa3yje Jjla caM HHXUOUTOP, Kao U Yy KOMOUHALUjU ca
LPS y mamoj Mepu MHXHOMpa XOHApOreHy AudepeHLUjallUjy OCTBAapeHy y HPUCYCTBY
xoHZporeHor Meaujyma (Camka 20B). OBu pe3yaTaTy NOTBpheHU Cy U aHAIM30M IeHCKe
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eKcIlpecyje Koja je MokasaJa Aa y npucyctBy LPS nonasu fo 3HavyajHor noBehawa HUBOa
WPHK rena cnenuduyHor 3a xoHaporeHy audepeHnyjauujy (Sox-9) y oaHocy Ha 6asasiHy
eKCIIPUMUPAHOCT Y KOHTPOJIHOj TpymH, aju ga npucyctBo PD98059 3HavyajHo nHXHOHUpa
eKcrnpecujy Sox-9, Kako 6a3a/lHy TaKO M €KCIpeCHjy CTUMyJIMcaHy noj yTuuajeM LPS
(Cnuka 20T).

Ananusa yvemha ERK1,2 akTtuBupaHor y mnpucyctBy LPS TokoMm aaumnoreHe
AudepeHLMjaLje TOKa3yje Aa NpUMeHa cneliuGUIHOr UHXMOUTOPA OBOT CUTHAJIHOT NyTa
CTAaTUCTUYKH 3HA4YajHO GJIOKUpA CTUMYJIaLUjy afiunoreHe audepeHnujaiyje Kojy nsasupa
LPS, nok caM UHXUOUTOpP He JOBOJH /10 IpOMeHe HUBOA aaunoreHe audepennyjanuje /-
MMh ocTBapeHoOr noA yTHlajeM caMor aaumnoreHor Mmeavjyma (Cauka 20/1). Y3 To, reHcka
ekcripecrdja PPAR-y, kao Mapkepa ajunoreHe audepeHiyjaiudje, npukasaHa Ha Ciaunm
20D notBphyje edpexTe ucno/beHe Ha henujckom HUBoy. Haume, y npucyctBy LPS posasu
no noehawa UPHK 3a PPAR-y, nok PD98059 3HauyajHO UHXHOUpPA CTUMYJIATOPHO J1€jCTBO
LPS, npu ToM He Mewajyhu KOHCTUTYTUBHY ekcrnpecujy PPAR-y kop [1/I-MMh (Cauka
20B).

[IpukasaHu pe3ysTaTu yKasyjy Aa MoayJanyja gudepeHUjalluOHOr NOTeHLUjala
[IA-MMh kojy unaykyje LPS y oppebeHoj mepu moxe 6utu nocpepsoBaH ERKI,2

CUTHAaJIHUM IIYTEM.
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Cauka 20. Yaora ERK1,2 y moaynanmju audepeHnujanuoHor mnoreHuujaaa I1-MMhA
ocTBapeHe jgesioBambeM LPS. henuje cy 3acejaBaHe y miode 3a Kyatypy henuja ca 96 6yHapa
(5000 henuja/6yHapy) ¥ KyJTHBHCaHe A0 CyOKOHQJYeHTHOCTH Kajia je CTaHAApAHU MeJujyM
3aMeeH MeJlMjyMOM 3a UHAYKIMjy cBakor Tuna audepenuujauuje ([AM) ca nau 6e3 LPS (1000
ng/ml) y npucyctBy cnenuuaHor MEK/ERK unxubutopa, PD98059 (25 uM, Tocris) y (AM). 3a
notrpebe aHanu3e reHcke exkcrnpecuje [1/-MMh cy rajeHe y cTavjapHOM MeIUjyMy 3a KyJTUBAIU]Y
TOoKOM 24h y ofcycTBy uau npucyctBy LPS (1000 ng/ml), ca unu 6e3 cnenuduynor MEK/ERK
naxu6uTopa, PD98059. PDI98059 uuxubuTop AoAaBaH je y henwjcke Kysarype 45 MUHyTa mpe
nmoyetka TperMaHa ca LPS. (A) OcreoreHa judepeHIyjaidja oJjpehuBaHa je Ha OCHOBY
aKTUBHOCTU ALP eH3uMMa HakoOH 7 laHa U Ha OCHOBY MMHepaJ/iu3alyje HakoH 14 JaHa KyJTUBaLuje
(AnuzapuH 1pBeHO 6ojewe). (B) leHcka ekcnpecuja Mapkepa crneqUUUHHUX 332 OCTEOTEHY
nudepeniyjanyjy. (B) XouaporeHa pudepeHiyjanuja ojgpehuBaHa je 6ojewem [1J]-MMb
CadpaHnHOM HakoH 2 HeJiesbe nHKybanuje y [IM. (I') FeHcka ekcnpecrja Mapkepa crieiupUIHUX 32
xoHAporeHy audepenuujauujy. (A) AaunoreHa judepeHidjandja oApebuBaHa je 6ojermeM
JUNUAHUX Kamsbuia npumeHoM kako Oil red O, tako u Nile red 6oje. (Bb) I'eHcka ekcrpecuja
Mapkepa cneunduyHUX 3a aaunoreHy audepeHuujanujy. Pesynratu ekcnpecuje MPHK 3a
cneunduyiHe audepeHnujanone mapkepe, oapehuBanu npuMeHoMm RT-PCR, mpencraBbeHu cy
Kao OJHOC eKclpecHje JaTor reHa U ekcnpecuje GAPDH, kao koHTpoJsiHor rena. Ilpukasane cy
penpeseHtatuBHe ciavke [1[-MMh y kyatypu. Pesysatatu Ha rpaduinuma npejicTaB/beHU Cy Kao
cpefma BpegHocT *+ SE Tpu He3aBUCHA eKClIepUMEHTa, IPU YeMY Cy BPeLHOCTH HOPMaJIM30BaHe y
ogHocy Ha KoHTpoay (henuje kyatuBucane y oacyctBy LPS y crangapgHom wmepujymy).
CTaTUCTUYKM 3HayajHa pasjiMKa y OJHOCY Ha KOHTpoJy npeMa Student-oBoM t-tecTy: *p<0.05;
***p<0.001. [Ipuka3aHe Cy C/IMKe penpe3eHTAaTUBHUX TeJIOBa, AOK je BesuunHa PCR mpoaykara
U3pakeHa y 6pojy 6a3HuX naposa (0.11.).
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4.1.7. YTULA] LPS H AKTHBHPAHOI ERK1,2 CHTHAJIHOI' IIYTA Y
CTHLAHRY CBOJCTABA MHO®PHBPOBJIACTA I1I/]-MM'h

Y HapeZHOM Jesly HWCTpaXUBaka, aHaJU3UpaHa Cy MUIrpaTOpHa CBOjCTBa,
KOHTPAKTUJIHOCT, Ka0 U eKCIpecHja MoJieKy/ia KapaKTEPUCTUYHUX 3a MUOPUOpPOO6IacTHE
henuvje Ha reHckoM u npoTeMHcKoM HUBOY ko [I/[-MMh nop ytuuajem LPS. [lomaTHo,
a”asm3upaxa je ysora ERK1,2 curHasHor nyrta Kao jeo UCTpakKMBamwa KOjU ce OHOCHO Ha
yTBphUBame MOJIEKYJICKUX MeXaHHW3aMa KOju ce HaJla3e Y OCHOBHU JeJsioBawa LPS Ha [1/I-

MMF.
4.1.7.1. Yruuaj LPS Ha murpanumjy I11-MM'h

[IlpumeHoMm Scratch Tecta ucnutuBaHa je wurpaunuja I[I/I-MMh Hakon 72h
KyJITUBaLMje y npucycTBy pactyhux koHneHTtpanuyja LPS (0, 10, 100 u 1000 ng/ml), a
Jlo0vjeHH pe3yJaTaTH Mokasaau cy Jga uako II[I-MMK wmurpupajy, nokpuBajyhu
npubmxHO 60% MnoyeTHe MOBpLIMHE y nopehemy ca KOHTpoJsioM (MoBplLIrHa 6e3 henuja y
TpeHyTKy TO mau Ha moyeTky Tecta), LPS HU y jeiHOj npuMemeHOj KOHI|eHTpal1ju He

yTude Ha 0Bo cBojcTBo [1/]-MM'h (Camuka 21).
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Cnauka 21. Yruuaj LPS Ha murpanujy I[1-MMh y ABoAMMeH3UOHA/IHUM in vitro ycjioBuMa.
TRenuje cy 3acejaBaHe y mJode 3a KyaTypy hesuja ca 24 6yHapa (3x10% henumja/6yHapy) u
KyJITHUBHCaHe y CTaHAApAHOM MeJHjyMy [0 TPEHYTKA JO0CTHU3aba KOHQJIYEeHTHOCTH Ka/ia je BpXOM
HacTaBKa HalpaBJ/beHa orpeb6oTUHa y MoHocsojy henuja (TO0), a masma unky6anmja ca LPS (0, 10,
100 1 1000 ng/ml) HacTtaB/beHa TOKOM HapeaHa 72h. HuBo murpauuje npejcraB/beH je Kao
npoleHaT cJ0060/jHe MOBPLIMHE ¥ 0AHOCY Ha TpeHyTak T0 4yuja BpefocT je o3HaveHa kao 100% u
IpUKasaH Kao cpeAwma BpefHocT *= SE Tpu He3aBUCHa eKcrnepuMeHTa. [IpukasaHe cy
penpe3eHTaTHBHe ciuKe hesuja. Murpanuja je JOKyMEHTOBaHA CBETJIOCHUM MHKPOCKONIOM MPH
yBesndamy of, 400x.

4.1.7.2. Yruuaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curHajiHor nyrta y peryjanuju
KOHTpakTUIHoCcTHU I1I-MMh

Byayhu pa LPS Huje ytunao Ha murpatopHu kanauuteT [I/I-MMT, game je
ucnutuBaH edekat LPS Ha koHTpakTuinoct [I/I-MMT, kao u ysnora ERK1,2 y oBum
npouecruMa. Kako 6u ce nmoka3ao HUBO KOHTPAKTUJHOCTH KOpHILINeH je TecT y KoMme cy
henuvje 3acejaBaHe y KoJlareHy, [AOK Cy HakKoOH 72h, mo 3aBpuieTKy TpeTMaHa
oArosapajyhum pakTopuma, fleTeKTOBaHe MPOMeHe Y BpeJHOCTH MOBPIINHE KOJIATEHCKOT
reJjia, OCTBapeHe HheroBUM CKyIlJbakeM. Jlo6UjeHr pe3ysiTaTH NoKasayjy Aa y nopehemwy ca
NOBPUIMHOM KoJiareHa 6e3 hesvja, kao koHTpoJsiHe rpyite, [1/[-MMR ucnosbaBajy 6a3aaHy
CIIOCOGHOCT KOHTPAaKTUJIHOCTH. YodeaBa ce Ja LPS (1000 ng/ml) crumynuiie
KoHTpakTuaHocT [1/[-MMR, ¢ 063upoM J1a py OBOM TPeTMaHy [10/1a30 /0 CTaTUCTHUYKHU

3Ha‘lajHOI‘ CMakb€ba MOBpPLIMHE KOoJiIaréHa y nopebe}by Ca IMOBPIIMHOM KOJIareHa oe3
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henuja. CiM4aH cTeneH cMamera NMOBPLIMHE KOJlareHa ¥ 3Ha4ajHOCT 3abeJsie’KeHU Cy U Y
npucyctBy TGF-B (10 ng/ml), koju je kopuiiheH kao mo3uTHUBHA KoHTpoJsa. Tume je u
notBpheH ctumysiatopHu edekat LPS. Ca gpyre crpane, npucyctso PD98059 (25 uM)
6s10kMpa noBehalbe KOHTPAKTUIHOCTU Koje MHAYKyje LPS, ncroBpemeHo He Memwajyhu
6a3a/iHd HUBO KOHTpakTuaHOCTH [1/[-MMh (Camka 22). CTora oBY pe3yJsTaTH yKa3yjy Aa
LPS-ungykoBaHa kKoHTpakTuaHocT IIJI-MMKh wMoxe 6uth nocpesoBaHa ERK 1,2

CUTHAJIHUM IIYTEM.

HOBpIIIPlHa KoJiareHa
HopaM/1M30BaHO y OJHOCY Ha
HeraTUBHY KOHTPOJY

- + + + + + [A-MMh

- - + - + - LPS
- - . + + - PD98059
- - - - - + TGF-B

Cnauka 22. Yrunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curHasHor nmyra Ha KOHTpakTuiaHoct IIJ-
MMHh. KouTtpaktuaHoct I1/[-MME oapebeHa je Ha OCHOBY cMamHBamba MOBPLIMHE KoOJIareHa y
KojeM cy KyJaTuBUucaHe henuje TokoM 72h y oacyctBy mian npucyctBy LPS (1000 ng/ml), ca niu 6e3
cneunduunor MEK/ERK unxu6utopa, PD98059 (25 uM, Tocris). PD98059 nuxubutop AoaBaH je
y henujcke kysatype 45 MuHyTa npe modeTka TpeTMaHa ca LPS. Kao mosuTuBHa KOHTpoJia y
henujcke kynatype goaat je TGF-B (10 ng/ml, R&D Systems), 0k je cam KoJiareHcKHU reJ 6e3 hesiuja
Npe/CcTaB/ba0 HEraTUBHY KOHTPOJY. Pe3ysiTaTu cy npe/cTaB/beHH Yy OJHOCY HA caM KoJlareH 4uja
BpPeJHOCT je O3HadyeHa Kao 1 W INpUKasaHUW Kao cpeAma BpeaHocT + SE Tpu HesaBucHa
ekcnepuMeHTa. CTaTUCTUYKY 3Ha4yajHa pa3J/iMKa y OJJHOCY Ha HeraTUBHY KOHTpPOJIy (caM KoJiareH)
npema Student-oBom t-Tecty: *p<0.05; ***p<0.001; uau y oguocy Ha [1/I-MMh TpeTtupaHe ca LPS:
#p<0.05. [Ipukasane cy pernpeseHTaTUBHE CJAUKe hesdja y KyJTypH.
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4.1.6.3. Yrunaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curHajiHor nyra y peryjanuju
ekcnpecuje Mmuopuopo6s1acTHUX MapKepa ko [1/I-MMh

HUmyHOodyopecileHTHUM obeJsiexkaBakbeM, HakoH 72h Tpermana ca LPS (1000
ng/ml), feTekToOBaHa je NpPOTEMHCKa eKclpecuja $UOpOHEKTUHA, PuiameHTo3Hor (F)-
aKTMHA, aKTUHA rjaTtkux mumuha (a-SMA) u TGF-f. Kao wto je npukasaHo Ha Caunu
23A, [1I/I-MMh ucnoJsbaBajy 6a3ajiHy eKCIpecHujy HaBeJeHUX MOJIEKYJIA, 10K Y NPUCYCTBY
LPS ponasu go noBehawa ekcnpecuje o-SMA, TGF-f u ¢(ubGpoHEKTHHa, NMpPU UYEMY
eKcrnpecvja U opraHusandja F-akTuHa ocTtaje HeuaMemweHa. Ca Apyre cTpaHe, IpUMeHa
PD98059 (25 pM) poBoau [0 chpeyaBama McCIo/baBamba OBUX edekaTa LPS Ha
IPOTEUHCKOM HUBOY.

Ha reHckoM HMBOY aHasu3upaHa je ekcrnpecuja «-SMA, TGF-f u NG-2 npuMeHOM
RT-PCR. /lo6ujeHu pe3yaTaTU MoKasaJu Cy Aa Ha reHckoM HUBOY, LPS kao u PD98059 He
Memajy 6asasiHy ekcnpecujy a-SMA. Hacynpot ToMe, y nopehemwy ca KOHTPOJIHOM IpyInomM,
ekcripecyja TGF-B u NG-2 koa II/I-MMR cTaTUCTMYKM 3HA4yajHO je CTUMYyJIMCAHA Y
npucyctBy LPS, nok PD98059 3HavajHo unHxubupa 6asanny u LPS- crumynucany
ekcrnpecujy TGF-B u NG-2 (Cnauka 23B).

Crora, uMajyhu y Buay aa LPS He Moaudukyje murpatopuu norenuuja [1[-MM,
a Ja ca jpyre crTpaHe cTuMyaulle KoHTpakTuiaHocT III-MMh wu exkcnpecujy
MUOPUOPOOJIACTHUX MapKepa, HallM pe3yaTaTh ykasyjy Aa LPS moxe uHAyKOBaTH
mMuopubpodsactuu  penorun koj II/I-MMTK, a gomaTHo oBU edeKTHU MOry OUTH

nocpenoBanu ERK1,2 curHasiHuM nyrtem.
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Cauka 23. Ytunaj LPS u akruBupador ERK1,2 curHajHor myra Ha eKcCHpecujy Mapkepa
Muodpuopoo6aacra koj [11-MMR. henuje cy KyJATUBHCAaHe ¥ CTaHAAPAHOM MeJUjYMY Y OJCYCTBY
uiau npucyctBy LPS (1000 ng/ml), ca uau 6e3 cneuuduynor MEK/ERK unxuburtopa, PD98059 (25
uM, Tocris). PD98059 uHxubuTop JojaBaH je y henujcke KyaTtype 45 MUHyTa Ipe Mo4yeTKa
TpetMaHa ca LPS. (A) IlpoTreMHCcka ekcrnpecdja Mapkepa MUodubpob6sacTa opapeheHa
UMyHOQJIyOpeClleHTHUM obeJiexxaBatbeM HakKoH 72h Tpermana. henuje cy obesexaBaHe
npUMapHUM aHTUTeauMa 3a o-SMA, TGF-B u ¢ubGpoHEKTMH U NOTOM UHKyOupaHe ca
oarosapajyhum FITC- nau TRITC- kowyroBaHuM (3e/1€HO U LIPBEHO) aHTUTENUMA, 10K je F-akTuH
BU3yeJU30BaH ¢ajonJUH-TeTpaMeTUIPoAaMUH B-usotunouujaHatoM. Jeapa hesnuja obojena cy
1aBo, npuMeHoM ¢JyopecueHTHe 6oje DAPIL. IlpukazaHe cy penpe3eHTaTUBHe ¢oTorpaduje
henuja, npu yemy BpeHoCT pa3Mepe usHocy 20 um. (B) Excnpecuja Muodpubpob1acTHUX MapKepa
oapebena npumeHom RT-PCR HakoH 24h TpeTMaHa. Pe3ysiTaTu cy npejicTaB/beHU Cy Kao OJHOC
ekcnpecuje pator reHa U ekcnpecudje GAPDH, kao koHTposiHOr reHa. BpepHoctu cy
HOpMaJIU30BaHe y 0JJHOCY Ha koHTpoJy (henuje KynTuBrcaHe y oacycTBy LPS), a Ha rpadunnma cy
IpUKa3aHU pe3yJaTaTH CpefmwUux BpeaHocTU = SE Tpu HesaBHcHa ekcrnepuMeHTa. CTaTUCTUYKU
3HayajHa pas3JjiMKa y OJHOCYy Ha KOHTpoJy mnpeMa Student-oBoM t-tecty: *p<0.05; **p<0.01;
*#%p<0.001. [IpukazaHe Cy CAMKe penpe3eHTAaTUBHUX reJioBa, 0K je BesnunHa PCR mpoaykarta
M3pakeHa y 6pojy 6a3Hux naposa (6.1.).
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4.2. YTUIIA] LPS HA UMYHOMOAYJIATOPHA CBOJCTBA U ®YHKIHJE
nA-MMh

HUcnutBawe JgesioBawa LPS Ha wumyHoMopyatopHu noteHuujaa I[1J-MM,
noJipasyMeBa/io je aHaiu3y cBojctaBa M ¢yHkndja MHKh u [IMh nepudepHe KpBw.
Ananuvsupana je TpaHceHaoTecka Murpauvja MHR u [IMh, npoardepaTuBHH oAroBop
MHTh Ha ctumysnauumjy mutoreHoMm, ¢eHotun MHR, cnoco6Hoct MHK ma dopmupajy
KOJIOHWje hesnvja MujesonaHe J03e, Kao U pecnupatopHud npacak [IMh. Takobe,
vcnuTHBaHa je U ynora ERK1,2 curHasHor nyrta Kao [ieo aHaJiM3a Koje Cy uMaJie 3a IUJ/b
yTBphUBame MOJIEKYCKMX MeXaHH3aMa KOjU Ce HaJjla3e Yy OCHOBHU JesioBawa LPS. 3a

l'IOTpe6e OBHX €KCIIEpUMEHATAa

4.2.1. YTHLA] LPS H AKTHBHPAHOI ERK1,2 CU'HAJIHOT I1YTA HA
CIIOCOBHOCT IA-MM'h JJA MOAY/IMILIY TPAHCEH/IOTE/ICKY MHTPALIHU]Y
MHh

[IpuBiayewe UMyHCKUX hesnja Ha MecTo UHJIaMalMje U NpoJia3ak oBUX hesdja
KpO3 eH/I0TeJl NIpe/iCTaB/bajy BaXKHE Mpoliece pa3Boja UMyHCKOT O/IFOBOPA, ajli U 0OGHOBE
TKMBa InepuojoHuujyma. Crora je y OKBUPY OBOI MCTpaXKMBaka, Kao [Jeo
MMYHOMOJyJ1aTOPHUX cniocobHocTH [1/[-MMh, ucnuTuBaHa TpaHCeHAO0TeJCKa MUrpalnuja
MHR, 3ajeHO ca eKkcnipecrjoM MapKepa 3HayajHUX 3a 0Baj npouec, nonyt CD29 npoTeunHa,
KOju y4ecTByje y peryJyauuju henujcke agxesuje (Muller 2011). Y uuby oBUX aHa/M3a
YCIOCTaBJbEH je in vitro transwell cuctem koju oMoryhaBa npahewe npoJsiacka henuvja us
TOpH-ET Y JOKU 0 CUCTEMA Kpo3 bapujepy GopMupaHy o cTpaHe eHJ0TeJICKUX hesnja.

Hakon 48h ko-kyatuBanuje y transwell cucteMmy ofipehuBaHn je 6poj MHh y fomem
JleJly KyJATUBaLMHOT cucTeMa npuMeHoM TpumaH muaBor pactBopa (Ciumka 24B), a
JloflaTHO, MurpupaHe hesdje cy mnocMaTpaHe TMOJ, CBETJIOCHMM MHUKPOCKONOM U
dororpaducane (Ciuka 24A). Ha ocHOBY [j06UjeHUX pe3yJiTaTa youaBa ce Jila IPUCYCTBO
camux [1/[-MMh He yTude Ha npoJiazak MHR kpo3 cioj eHgoTesnickux hesnuja y nopehemwy
ca KOHTPOJIOM Koja je mogpasymeBasia oxacyctBo II/I-MMh y gowem peny cucreMma.
Mebytum, ycnaen mnperpermanHa I[I/[-MMh ca LPS ponasu o cHaxkHe HWHXUOHULMje

murpanyje MHR y ofHocy Ha KOHTpoJy, AoK npuMeHa PD98590 craTucTH4YKM 3Ha4ajHO
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nHxubupa oBaj epekart LPS (Ciuka 24A u 24B), ykadyjyhu Ha moTeHUMjasiHO y4yelihe
ERK1,2 curnansor nyta y oBuM epexktuma LPS.

[lopen Tora, npOTOYHOM UTOMETPHjOM aHAJIM3UpPaAHA je eKCIpecHja MOBPLINHCKOT
Mapkepa CD29 koxg MHh. Pe3syTaTu oBe aHasnuse nokasyjy ga [1/[-MM'h npeTpeTupaHe ca
LPS Mory 6s1aro cMmawuTH 3acTyisbeHocT CD29+* MHh y oiHOCY Ha npoleHaT 0BUX hesdja
rajeHux Kako y OJCYCTBY Tako U y npucycTBy camux [I/[-MMh. ¥ oBum epexktuma LPS He
3anaxa ce ydyemhe ERK1,2 curnasHor nyta ¢ 063upom ga PD98059 nnxubuTtop He J0BOAHU

Jlo npoMeHa y npucyctBy CD29+ henuja y okBupy nonysanuje MHR (Caiuka 24B).

4.2.2. YTHILA] LPS H AKTHBHUPAHOI ERK1,2 CU'HAJIHOT I1YTA HA
CIIOCOBHOCT IIA-MM'h JA MOAY/TULILY IIPOJIHDPEPALIH]Y H
3ACTYII/BEHOCT CD4+CDZ2584¢0k0 KOJl MH'h

Y HacTaBKy MCIIUTHMBaka UMYHOMOAYJIATOPHUX cBojcTaBa [1/[-MM'h, anasiu3upaHa
je mpoaudepanuja CD4+ cy6nonyaanuje MHR HakoH aupekTHe Ko-KyaTuBauuje ca I1/]-
MMh. [lobujenu pesysaTtaTu nokasyjy Aa je y npucyctBy [1/I-MMh 3HauajHo nHxubupaHa
npoaudepanuja CD4+* MHR, y nopehbewy ca nponudepauujom CD4* MHh kynTuBucaHux
3ace6HO (KOHTpoOJIA), 0K cavM4aH edpekaT ucnosbasajy u [II-MMh npetpetupane ca LPS,
PD98059, kao u oBa /iBa ¢pakTopa 3ajeaHo (Cauka 25A).

[lopen Tora, aHaau3oM 3acTym/beHOoCcTH CD4+CD258ucoxo  y CD4+CD25HucKo
auMméouuTa y nonyaauuju CD4+CD25* MHR cTuMy/siMcaHUX MUTOTe€HOM, YTBpheHO je Ja
[1[-MM'R Mory 3HauajHo Jja cMawe ofjHoCc CD4+CD258ucoxo /CD4+CD 25840 qmbonuTa, pu
yemy npetpetmad [1/[-MMh ca LPS, PD98059, kao 1 k-MX0BOM KOMOHHAIMjOM He JJOBOAU
A0 IpoMeHa Yy  OBOM epexkty I[IA-MMTK, y ojHocy  Ha npoueHat
CD4+CD25#ucoxo /CD4+CD254ucko qumdonuTa y koHTpoau (Cauka 25B).
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Cnuka 24. Ytuuaj LPS u aktuBupanor ERK1,2 curnaasor myta Ha cnoco6Hoct I1II-MMh ga
MoOAyaMIy TpaHceHAo0TeacKy murpanujy MHR. I1/[-MMh 3acejaBaHe cy y mJjoye 3a KyJATYypy
henuja ca 24 6yHapa (5x104 henuja/6yHapy) v notoM TpetupaHne ca uau 6e3 LPS (1000 ng/ml) y
oacycTBy uau npucyctBy cnenuduynor MEK/ERK naxubutopa, PD98059 (25 uM, Tocris) Tokom
72h y cranjapanom mMeaujymy. PD98059 uHxubuTOop AoAaBaH je y henujcke Kyatype 45 MUHyTa
npe moyeTka TperMaHa ca LPS. [lotrom cy oBe henwuje ko-kyatuBucaHe ca MHR kao mto je
npeTxoAHo omnucaHo y norJsasby 3.3.1.4.1. (A, B) TpaHceHzpoTescka murpanuja MHH. Hakon
npetpermana [1/]-MMR, uHcepTu ca ciojeM engoTesnckux heauja (EA.hy 926 henujcka nvHuja) u
3acejanux MHR, noctaB/banu cy Ha O6yHape ca kyarypama II/[-MMh (ognoc MHR u I1J-MMh
n3Hocuo je npubamkHo 10:1). Bpoj murpupanux MHh petektoBaH je HakoH 48h (B) Exkcnpecuja
CD29 y nonymnanuju MHh. [Ipouenat CD29+ MHR ogpehuBaH je IpOTOYHOM IUTOMETPHjOM HAaKOH
48h ko-Ky/aTHBaLMje ca mpeTxoAHOo nperpetupadHum [1/I-MMR, npu gyemy je ognoc MHR u I1/I-
MMHh wusHocuo npubsamxkHo 1:10. PenpesentaTtuBHe ciuke MHTR koje cy murpupasne (miaasa
crpenvna) ¥ agxepeHtHux [1/-MMTh (jpBeHa cTpenuia) y gomweM geay transwell cuctema cy
npukasaHe. Pe3ysiTaTu cy mprvKa3aHU Kao Cpe/ilba BPpeJHOCT 6poja Murpupanux henuja + SEM us
HajMele TPU He3aBUCHA eKcrieprMMeHTa. CTaTUCTUYKU 3HaYajHe pasJiMKe y 0JHOCY Ha KOHTPOJy
(MH|R xkynatuBucase y oacyctBy [1/[-MMR) npema Student-oBoM t-Tecty: ***p<0.001; usu y oHOCy
Ha MHh kyntuBucane y npucyctBy [1/I-MMh npetpetupanux ca LPS: #p<0.05;
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Cauka 25. Ytunaj LPS u ysnora ERK1,2 curnaaHor myta Ha cmoco6Hoct III-MMEA ga
MOAYJINILY npoaudepaTuBHU KanaugureT MHEG u 3aCTYIJb€HOCT
CD4+CD25¢&ucoxe /CD4+CD251muexo MH'R. [1/I-MM'h 3acejaBaHe cy y miode 3a Ky/aTypy hesnuja ca 24
6ynapa (5x10% henuja/6yHapy) 1 noToM TpeTupaHe ca uau 6e3 LPS (1000 ng/ml) y oacycTBy niu
npucyctBy cnenqupuuHor MEK/ERK wuuxubutopa, PD98059 (25 uM, Tocris) Tokom 72h y
ctavgapgHoM Mmeaujymy. PD98059 unxuburtop gonaBaH je y hesnujcke kyatype 45 muHyTa mpe
noyetka TperMmaHa ca LPS. HemocpemHo npe pozaBawa MHTN, IIJ[-MMh cy TpertupaHe ca
mutoMuuurHoM Lle (25 pg/ml, Sigma-Aldrich) TokoM 30 MuHyTa ¥ NOTOM Ko-Ky/aTUBUcaHe ca MHb.
HakoH ctumynucanuje ca ¢urtoxemaraytuauHoMm (PHA, 2.5 pg/ml, Life Technologies), MHh
Jopasane cy y kyarype (ogHoc MHR u [1-MMh usHocuo je npubamxkHo 10:1). Ko-kyaTuBanuja
oBux hesvja Tpajana je HapenHux 5 gaHa. (A) Penpe3eHTaTUBHU XHUCTOTpaMu MpoJindepainuje
CD4+ numdonuTta obenexkeHux ca CFSE. OceHueHU mn/bak MOMEPEH Y/AECHO MpeACTaB/ba CUTHAJ
Hectumyardcanux MHT, oZHOCHO KOHTpOJy, JOK ce CMameme HHTeH3uTeTa ¢QuyopecieHie
HacTaso ycuaep mnposudepanuje MHR orsega y oarosapajyheM 6pojy Heo60jeHUX IIMJ/baka
NOMepeHUX yJieBo. ['padUuKkM NprKa3 penpe3eHTaTUBHOI MHJAeKca npoaudepanuje ogpeheHor Ha
OCHOBY HWHTeH3uTeTa QuyopecueHue. (B) PemnpeseHTaTMBHM TaykacTH JAujarpaM IpolieHaTa
CD4+CD25+* hesnuja. 'paduyku nmpuka3 omgHoca NpOleHTyasHe 3acTyI/beHOCTH CD4+CD25sucoro y
CD4+CD25uucko onysanuja. [ponudepatuBHU uHAEKC U ¢$eHOTUN hesnja aHaJIU3UpPaHU CYy
NPOTOYHOM LIUTOMETPUjoM. Pe3ysiTaTu cy npefcTaB/beHU Kao cpefba BpeJHOCT * SE 3a HajMame 6
He3aBUCHHUX eKCIIepHMEeHTa, [IpU YeMy Cy KOHTPOJIHY rpyny npegcrasbaie MHR cTumysincane ca
PHA u xysaTuBucaHe camocTa/HO. CTATUCTUYKK 3HA4YajHe pa3JiMKe y OJAHOCY Ha KOHTPOJy mpeMa
Student-oBoMm t-Tecty: **p<0.01; ***p<0.001.
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4.2.3. YTHIIA] LPS HA CIIOCOBHOCT I-MMF JA MOJYJIHIIIY
TPAHCEH/IOTEJ/ICKY MUTPALIH]Y ITMT

[lopes wcnuTMBawka yTUL@ja Ha hesnuje JsauMboujHe Jo3e, y JAa/bUM
UCTpakMBalbMMa aHanusupal je ytunaj [1I-MMh Ha henuje mujenongHe Jyose. In vitro
TEM nonumopdonykneapHux henumja (I[IMh), npahena npumeHoMm transwell cuctema,
nokasyje je Ja HakoH 2h kysaTtuBanuje ycaef npucycrsa [1/[-MMh gonasu go 3HavajHOr
6/0kMpama nposacka [IMh kpos3 6apujepy dopMupaHy 0f, CTpaHe eHJI0TeJICKUX hesdja,

Jok LPS He yTude Ha oBo cBojcTBO [1/[-MMh (Coimka 26).
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Ciuka 26. Yrunaj LPS Ha cnoco6HocTt I1/I-MMR ga MoAy/IUIYy TPAaHCEHAOTEJICKY MUTPaLHjy
IIM'R. [1/[-MM'h 3acejaBaHe cy y miove 3a KyaTypy hesnuja ca 24 6yHapa (5x104 henuja/6yHapy) u
NOTOM TpeTHpaHe ca uau 6e3 LPS (1000 ng/ml) TokoMm 72h y cranaapiHom Meaujymy. [lotom cy
oBe henuje ko-kyaTuBucaHe ca [IMh kao ITO je MpeTX0A4HO onucaHo y norJassby 3.3.1.4.1. Hakon
nperpetrmana [1/I-MMT, uHcepTH ca ciojem eHfoTesnckux henuja (EA.hy 926 henujcka aunnja) u
3acejanux [IMh, nmoctaB/baHu cy Ha GyHape ca kyartypama I[1/[-MMh (oguoc MHK u IJ-MMh
n3Hocuo je npubamkHo 10:1), a 6poj murpupanux [IMh peTekToBaH je HaKOH 2h KyJTHBaLHje
npuMeHoM TpumnaH mjaBor pactoBpa. PesyaTaTd cy mpukasaHd Kao cpefiba BpeAHOCT 6Gpoja
murpupanux hesnuja + SEM K3 HajMame [Ba He3aBHCHa eKcliepuMeHTa. CTaTUCTUYKM 3HadyajHe
passiuke y oaHocy Ha koHTpoay ([IMh kysatuBucane y oacyctsy [1/I-MMR) npema Student-oBom t-
TecTty: ***p<0.001.
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4.2.4. YTHIIA] LPS HA CIIOCOBHOCT I/I-MMF JA MOJYJIHIIIY
PECITHPATOPHH ITPACAK IIME

Y HacTaBKy ucTpaxuBamwa ytunaja [I/I-MMKh Ha henuje wMujesnougHe Js03e
aHaJIM3upaH je pecnupaTopHU mnpacak [IMh HakoH AuUpeKTHe KO-KyJTHBalLiMje OBUX
henuja. PesysnraTtu npencraB/benu Ha Caampm 27. nokasyjy fa kako came [1/[-MM'h, Tako u
[1I-MM'h nperpetupane ca LPS He MoauduKyjy pecnupaTOpHU NMpacak HeaKTUBUPAHUX

(HecTUMyJIMCAaHHUX), Ka0 U aKTUBUPAHUX (cTUMYyKMcaHux) [IMh.
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Cauka 27. Ytunaj LPS Ha cnoco6HocTt II/I-MMR aa moayaumy pecnupaTopHu npacak IIMA.
[IJ-MMR 3acejaBaHe cy y mode 3a KyJaTypy hesuja ca 96 6yHapa (2000 henwuja/6yHapy) u
Tpetupane ca LPS (1000 ng/ml) Tokom 72h. [ToTom cy y hennjcke kysarype pogarte [IMF (y ogHOC
MHR u [1/I-MM'R usHocwuo je npubamxkHo 10:1) ca unu 6e3 ctumynatopoM aktuBHoctu [IMh (PMA
y KoHUeHTpanuju 2 pg/ml). Ko-kysnTUBalyja Tako MmocTtaB/beHUX hesuja Tpajaia je HapegHa 3h
HakoH 4Yera je NBT Tectom oapeheHa aktuBHOCT [IMA. Pe3yaTaTu Cy npukasaHH Kao Cpe/ibe
BpPEeJHOCTH ONTUYKUX T'ycTUHA * SEM 13 HajMame ABa He3aBUCHA eKcrepuMeHTa. CTaTUCTUYKHU
3HayajHe pasJIMKe y OJHOCYy Ha KOHTpoJy (HectuMmyJsucaHe [IMR) npema Student-oBoMm t- TecTy:
***p<0.001.
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4.2.5. YTHLIA] LPS H Y/IOT'A ERK1,2 CHTHA/IHOT I1YTA HA CIIOCOBHOCT
II-MMh JIA MOAYJ/IHIIY ®PEHOTHII H K/IOHOI'EHOCT MHJE/IOHM/IHUX
MHh

Y okBupy wucnuTuBawa ytuuaja I[II-MMKh Ha henuje MujesnoungHe Jo3e
a”Hasm3upaxa je cnoco6Hoct [1/I-MM'h fla Moayinily 3acTyn/beHOCT MUjesIouAHUX hennja
y mnonyuaanuju MHRK, kao u cnoco6HocT ¢QopMupamka KOJIOHHWja OIpeje/beHUX
XeMaTOoIOeTCKUX NIPOreHUTOopa NPUCYTHUX y nonyaanuju MHh HakoH Ko-KyJTUBanyje ca
[NA-MMh.

Ha ocHoBy ekcnpecuje mapkepa CD34, CD45, CD33 u CD14, yrBpheHo je nma y
nopehewy ca MH'h kyTuBucanum HeszaBucHo, [1/[-MM'R, kao u I[1/-MMh npeTpeTtupane ca
LPS, He yTu4uy Ha 3actynsbeHocT CD45*u CD34* heauja y nonysauuju MHR, 1ok ce 3anaxka
6siara uHxubuuuja npucycrsa CD33+ MHh (Ciauka 28A). Ca apyre cTrpaHe, A0OUjeHHU
pe3yJTaTy nokasyjy ga uako [I/[-MM'h came He foBoje Z0 poMeHa y npoueHTy CD14+
MHT, npetpeTrMaH oBux hesiuja ca LPS 3HayajHO JoMpUHOCU CMambewy 3aCTYIJbEHOCTH
CD14+* MHR. CxoaHo ToMe, ucnutaHa je u yjaora ERK1,2 y oBom edekty LPS, a pesyarart
nokasyje fAa PD98059, kao uuxuburtop ERK1,2, nonuirasa oBo gejctBo LPS (Caauka 28B).
Kako je nmokasaHo ga I[I/I-MMh, kao u I[I/I-MM'h npetpetupane ca LPS mory yrunatu Ha
3aCTyIJbeHOCT hesnja MujesonsHe Jo3e y nonynauuju MHR, y HacTaBKy je UCIMTHUBaH
ytunaj [1-MM'R Ha nposaudepauujy u gudepeHIdjalujy MUjeJOUHUX hesrja, 0JHOCHO
cnoco6HocT ¢opMHUpama KOJIOHMja OINpeJie/beHUX XeMaTONOeTCKUX MpPOoreHuTopa
npucyTHux y nonysaauuju MHK. Hama uctpaxuBamwa nokasyjy a HaKOH KO-KyJITUBalyje
ca [1/I-MMh gona3u 1o noBehawa yKynHor 6poja popMupaHUX KoJioHHU]ja of, ctpaHe MH'h
y OJHOCY Ha KOHTpoJiHy rpyny MHh rajenux camocraJsivo, anuy v fa nperpermad [1/I-MMh
ca LPS 6si0kupa oBaj epekat camux [I/[-MMh. Ctora je y oBuM edpektrma LPS ucnutubana
u ysora ERKI1,2, a pesyaratu cy mnokasyjy ga npumeHa PD98059 mnonumtaBa
uHxu6uTOopHO JejctBo LPS (Cauka 28B). [lopen Tora, ananusupajyhu jio3Ho cneiuduyHu
cacTaB KoJioHWja ¢opMmupanHux on crpaHe MHh nepudepHe kpBH, youaBa ce gAa cy
Haj3actymsbeHuje CFU-GM kosionuje (Ciuka 28B u 28T), Te je 1 promena TpeH/ia BbUXOBe
OpOjHOCTH MO eKCIepUMeHTa/JHUM rpynaMa CJWYaH TPeH/Jy KOjU je MCIOoJ/beH Ha HUBOY
YKynHUX KosioHUja (Ciuka 28B). [lokaszaHo je aa npetpetMaH [1/[-MMh ca LPS nuxu6upa

CTUMYJIATOPHU yTHUIAj OoBUX hesuja Ha ¢dopmupamwe CFU-GM op crpane MHHA, a ga
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PD98059 6s10kupa oBo AejctBo LPS. OBaj Hana3 yka3yje fa 6 MUHXUOUTOPHU yTULAj LPS
Ha cnoco6HocT II/[-MMh y ctumynauuju ¢opmupawa CFU-GM Morao 6UTH ocTBapeH
nocpeactBoM aktuBupaHor ERK1,2 y [1/I-MMh (Ciauka 28B). /logaTHo, 3anaxa ce 4 Aa y
rpynama Koje cy 6usie Ko-kysatuBucase ca [1/[-MM'h npetpetupanum ca PD98059 nosasu

Jio noBehamwa 6poja popmupanux CFU-GEMM kosionuja of ctpane MHK nepudepHe KpBU

(Cnuka 28B).
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Cauka 28. Ytunaj LPS u ysnora ERK1,2 curnaaHor myta Ha cmoco6Hoct III-MMEA ga
moayaumy d¢eHoTHn M KJOHOreHoct mujesouaHux MHAR. [I/-MMR kyatuBucaHe cy y
CTaHZApPJAHOM MeAujyMy y oAcycTBY uiu npucyctBy LPS (1000 ng/ml), ca wiu 6e3 cnenudpudHor
MEK/ERK unxu6utopa, PD98059 (25 uM, Tocris). PD98059 uaxubuTop AoJaBaH je y hesujcke
KyJIType 45 MUHyTa Ilpe noyeTka TpeTMaHa ca LPS. HakoH npeTpeTMaHa, y KyJIType cy foJaBaHe
MHTR (ogroc MHR u [1J-MMh uzHocuo je npubamkHo 10:1). CiiecTBeHa MHKyb6aluja Tpajasa je
HapeaHux 5 maHa. [Iposmdepanuja u deHoTun ananusupanux MHhR oxapehuBaH je mpoTodHOM
nutomeTpujoM. (A) llpouenat MHE koje ekcnpumupajy CD34, CD45, CD33 (B) Ilpouenatr MHG
koje ekcripumupajy CD14. (B) Cnoco6HoCT popMUpawka KOJIOHHja MUjeJIOUIHUX hesdja oJ] cTpaHe
MHT nepudepne kpBu aHasusupana je CFC tectom. 'paduuku pe3ysTaTu nprKasaHUA Cy Kao
cpenme BpeaHOCTH 6poja kKosioHWja + SEM W3 HajMewe TPU He3aBHCHA eKCIepUMEeHTa.
CTaTUCTUYKHY 3HaYajHe pasJyiuKe y oAHOCY Ha KoHTposy (MHR came) npema Student-oBoMm t-TecTy:
**p<0.01; ***p<0.001. (T') PenpesentaTuBHa cauka CFU-GM kosoHuje.
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4.2.6. YTULA] LPS U AKTHBHPAHOI ERK1,2 CHTHAJIHOI' IIYTA Y
EKCIIPECH]HU MOJIEKYJ/IA 3HAYAJHHUX 3A HUMYHOMO/AY/IATOPHO
AE/IOBAIBE IT/]-MM'h

Y HacTaBKy UCTpaKUBama UCIUTHUBAHA je IPOMeHa eKCIpecuje MoJieKyJia KOjUu cy
0/; 3Ha4yaja 3a UMYHOMOAY/1ATOpHO AesnoBamwe [I/I-MMh. 'eHcKa eknicpecuja aHa/M3MpaHa
je RT-PCR meToz0M, /10K je MpOTEUHCKA eKcnpecyja oapehuBaHa npumeHoMm Western blot
MeTo/a.

Y HalleM ekcnepUMeHTA/IHOM /1M3ajHy MokasaHo je aa LPS, Hakon 24h TpeTMaHa,
He YTU4Ye Ha KOHCTUTYTHUBHY €KCIpecHjy reHa rJiaBHOT XMCTOKOMIIATUOUIHOT KOMILJIEKca
(HLA-A n HLA-DR), 1ok MCTOBpeMeHO, y nopehewy ca KOHTPOJHOM TIPYIOM, CTUMYJIUIIE
reHcKy ekcnpecdjy COX-Z u IL-6 wMoJsiekysa, npu 4yeMy je ekcnpecuja IL-6 reHa
CTUMYJIMCaHa Ha 03HO 3aBHcaH HauuH (Cauka 29A).

C o63upoM Ha A006uWjeHe pe3yJaTaTe, Ja/be je ucnuTuBaHa yJsora ERK1,2 y
ucnosbeHUM epektuma LPS, a ekcnipecuja COX-2 u IL-6 aHa/siM3upaHa je Kako Ha T€HCKOM,
TaKO U Ha nporerHCKOM HUBOY. Ha Cimmpu 29B u 29T' yoyaBa ce ga yciel npyuMeHe
PD98059 nosia3u A0 NOHULITaBawka CTUMyaTopHOT epekTa LPS, 0k caM MHXUOGUTOD He
Mewa 6asasHu HUBO ekcnpecuje COX-2 kop I1[-MMR, kako Ha TeHCKOM TaKO W Ha
npoTeMHCKOM HHUBOY. Ca Jpyre crpaHe, npuMeHa PD98059 3HaudajHO je mHXxUOGUpasa
ekcnpecujy IL-6 reHa uHAykoBaHy npucyctBoM LPS HakoH 24h TpeTMaHa, [0k Ha
npoteuHckoM HUBOy PD98059 Huje noHumiTHO cTuMysiaTopHu edpekaT LPS. McToBpeMeHo,
6a3a/lHU HUBO TeHCKe U NpoTeuHCKe ekcnpecuje IL-6 Mosekyna kop IIJJ-MMh nog
ytunajeM PD98059 Huje npoMemweH (Cauka 29B u 29/1). Ctora oBu Hasa3u ynyhyjy Ha
yaory ERK1,2 curnansor nyra y crumynanuju ekcnpecuje COX-2 u IL-6 mosekyua ko, I1/1-
MM nopg yrunajem LPS.

[Topen excnpecuje HLA-A, HLA-DR, COX-2 u IL-6 kao ¢akTopa moBe3aHUX ca
UCIIO/baBatbeéM MMYHOMOJYJATOPHUX (GYyHKUMja hesuja, y HacTaBKy MCTpaKUBamba
aHa/IM3MpaHa je reHcka ekcrnpecuja ST2 penentopa u IL-33 nUTOKMHA, OAHOCHO YTHULA]
LPS Ha oBe uMyHOMoayiaTopHe reHe Koz [1/]-MMh (Cauka 30).

Ha ocHoBy pe3ysiTaTa no6ujeHux npumeHoMm RT-PCR MeToaa yoyasa ce ga [1/I-MMh
KOHCTUTYTUBHO eKcnpumupajy kako STZ (Cauka 30A), Tako u IL-33 ren (Ciamka 30B),

ok npucyctBo LPS noBehaBa ekcnipecujy STZ rena, ajiu cMambyje eKcnpecujy resa 3a [L-33
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y nopebhewmy ca KOHCTUTYTHBHMM HHMBOMMAa eKCIIpecHje OBUX TIeHa MCIO/bEHUM Y
KOHTpoJsiHO] rpynu henuja (Caumka 30A u 30B). UctoBpeMeHo, npuMeHa PD98059 He
JIOBOJU 10 IIpOMeHa reHCKe eKkcrnpecuje, kako ST2, Tako u IL-33 mMoJieKysia Kojy UHAYKYje
LPS (Cnuka 30A u 30B), miTo ykasyje aa ce oBe npoMeHe y ekcrnpecuju ST2 u IL-33 rena

BepoBaTHO He ocTBapyjy aktuBHoluhy ERK1,2 curnannor nyrta koz [1/-MMh.
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Cmuka 29. Yruugaj LPS aktuBupadHor ERK1,2 curHajsiHOor myta y eKcOnpecUju MoJieKyJia
3Ha4yajHUX 3a uUMyHoMmoayiaatopHo AaAenoBawe IIJ-MMTK. Thenuje cy KyaTuBucaHe Y
cTaHAap/iHOM Meaujymy y (A) mpucyctBy pactyhux koHueHtpanuja LPS (0, 100 ng/m u 1000
ng/ml) (B, B) ca wiu 6e3 crnenupuunor MEK/ERK unxu6utopa, PD98059 (25 uM, Tocris).
PD98059 unxubuTop AojaBaH je y hesnnjcke Kyjatype 45 MUHyTa Ipe moveTkKa TpeTMmaHa ca LPS.
(A, B, B) l'eHcka ekcnpecdja KIMyHOMOJy/IaTOPHUX Mapkepa oapeheHa npumenoM RT-PCR HakoH
24h TpeTMaHa. Pe3sysTaTu cy NpeAcTaB/beHU Kao OJHOC eKCIIpecHje AATOr IeHa U eKCIpecuje
GAPDH, kao kouTpoJiHor resa. (I, ) [lporenncka exkcnpecuja COX-2 u IL-6 oapehena Western blot
MeTOZ0M HakoH 72h Tpermana ca LPS (1000 ng/ml). BpegHocTu cy HOpManinu3oBaHe y OJHOCY Ha
koHTpoJy (hesnje KysnTuBucane 6e3 LPS), a Ha rpadunuma cy npukasaHu pe3yaTaTH CPefHHUX
BpeJHOCTU TPU He3aBHUCHA eKcllepuMeHTa. CTaATUCTUYKHY 3HAaYajHa pa3J/iMKa y OJHOCY Ha KOHTPOJY
npema Student-oBoMm t-Tecty: *p<0.05; ***p<0.001. [IpukasaHe cy cJHKe penpe3eHTaTUBHUX
TreHCKHUX M NPOTEMHCKUX Tpaka, 0K je ’hbUX0Ba BeJIMUMHA U3paxkeHa y 6pojy 6a3HUX naposa (6.11.),
OZTHOCHO MoJieKyJicKoj Macu (kDa).
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Cmuka 30. Yrunaj LPS u yaora ERK1,2 curHa/iHOr nyta Ha reHcky ekcnpecujy ST2 u IL-33
MoJsieKyaa Koz I1I-MM. (A u B) henuje cy KyJTUBUCaHe Y CTaHJApAHOM MeAUjYMY Y OJICYCTBY
uiu npucyctBy LPS (1000 ng/ml), ca v 6e3 cnenudpuanor MEK/ERK nunxu6utopa, PD98059 (25
uM, Tocris). PD98059 unxubuTop JojaBaH je y henujcke KyaType 45 MUHyTa Ipe MoyeTKa
TperMaHa ca LPS. T'encka ekcrnpecuja ST2 u IL-33 oxpebena nmpumenom RT-PCR nakon 24h
TpeTMaHa. Pe3ynTaTu cy npezicTaB/beHU Kao OJHOC eKCIlpecHje AaTor reHa u exkcnpecuje GAPDH,
Kao KOHTPOJIHOT TreHa. BpefgHocTH Cy HOpMa/u30BaHe y OJHOCY Ha KoHTpoay (henuje
KyJiTuBUCaHe 6e3 LPS), a Ha rpaduuuMa cy npukKasaHy pe3yJaTaTH cpelmux * SE BpeHOCTHU TpH
He3aBHUCHA eKcnieprMeHTa. CTaTUCTUYKHM 3Ha4YajHa pas3JiMKa y 04HOCY Ha KOHTpoJ1y npeMa Student-
oBoM t-Tecty: ***p<0.001. [Ipukasane cy ciuKe penpe3eHTaTUBHUX M€HCKUX TPaKa, J0K je ’bUX0Ba
BeJIMUMHA U3pakeHa y 6pojy 6a3HUX naposa (6.1.).
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4.3. YTHULIA] IL-33 HA CBOJCTBA U ®YHKIMJE [11-MMh IIOBE3AHE CA
PETEHEPATUBHHUM IIOTEHLIUJAJIOM

Wmajyhu y BUAy f1a Cy HallM pe3yJITaTU MOKa3a/lu eKCIPUMHUPAHOCT reHa 3a ST2
peuentop kof I1/[-MM, 4yuju je aurang IL-33 uuTOKHUH, ciefehr cerMeHT UCTpaKHMBakha
OZJHOCHO Ce Ha UCNUTHUBame yTuliaja IL-33, Kao eHJ0reHor CUrHaJjia OacHOCTH, OJHOCHO

aJlapMHUHa, Ha pereHepaTtuBHa csojctsa [I/I-MMh.
4.3.1. YTHIA] IL-33 HA METABOJIHYKY AKTHBHOCT I1/]-MM'h

Kako 6u ce ucnurao ytuuaj IL-33 Ha meTabosinuky akTuBHOCT [1/[-MM'h npuMeweH
je MTT TecT, npu 4eMy je npaheHa MeTab0/IMYKa aKTUBHOCT heJsiuja y npucycTBy pactyhux
KoHLeHTpauuja IL-33, TokoM pa3/iMuYnuTUX BpeMeHCKUX UHTepBaJa. Ha ocHOBY pe3ysTaTta
MTT TecTa MoXe ce 3aK/bYy4UTH Aia TpeTMaH ca IL-33 He f0BoAM /10 MpOMeHe MeTaboIndyKe

akTuBHOCTHU Ko [1/I-MM'R, ojHOCHO He yTH4e Ha BUjabuiHocTOBUX henuja (Cauka 31).

o
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o
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1

MeTa60/1M4YKa aKTUBHOCT
(ancop6anua 540 nm)
o
=

=
o
f

24 48 72 120

Bpewme (h)

Ciuka 31. Yrunaj IL-33 Ha MeTa6o/imuKy akTuBHOCT I1/I-MM'R. henuje cy 3acejaBaHe y 1mjio4e
3a KyJTypy hesuja ca 96 6yHapa (1x104 henuja/6yHapy) v HakoH 24h Tpetupane ca IL-33 (0, 10,
20, 50 u 100 ng/ml) Tokom 24, 48, 72 1 120h kaga je MTT Tectom oapeheHa meTabosinuka
aktuBHOCT [1]-MM'h. Pe3ysiTaTu cy npukasaHu Kao Cpe/ilba BpeLHOCT ONTUYKUX rycTuHa + SE us
HajMak€e TPU He3aBHCHA eKCllepuMeHTa paheHa y TPUILJIMKATY.
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4.3.2. YTHLA] IL-33 HA MOP®PO/IOLIKA U HMYHO®PEHOTHIICKA
CBOJCTBA IJ-MMh

Y HacTaBKy HCTpaKuMBama aHaJU3WpaHe Cy MpOMeHe OCHOBHUX heJsinjcKux
cBojctaBa [I/[-MMh noa yruuajem IL-33, yk/bydyjyhu Mopdosiorujy 1 uMyHodeHOTHUIICKe
oanuke oBux henuja (Cauka 324, 326 u 32B). Ha ocHOBY npukasaHUX pe3yJiaTa yo4yaBa
ce aa I[I/I-MMh rajene y npucyctBy IL-33 (100 ng/ml) TokoMm 3 pgaHa 3ajpiKaBajy
MopdoJiorujy koja nojaceha Ha pubpobaacte (Cauka 32A).

[IpumeHoM npoTo4yHe nutoMmeTpuje yTBpheno je ma I[I[-MMh HakoH 3 paHa
kyatuBauuje y npucyctBy IL-33 (100 ng/ml) excnpumupajy NOBpLIMHCKE MapKepe
kapakTtepuctuuHe 3a MMh yksmyuyjyhu CD44, CD73, CD90, CD105 (mpu6aumxHo 80%
NO3WUTUBHUX hesHja), a Ja UCTOBPEMEHO He eKCIPHUMHPaAjy MapKepe KOjU ce Hajla3e Ha
xeMmatomnoeTckuM hesnujama (HLA-DR u CD34) (Mamwe of 2% no3utuBux hesuja). OBHU
Has1a3u yka3yjy fa [L-33 He MoauduKyje npolLeHaT eKCIpecHje Kako Me3eHXUMCKHUX, TaKO
Y XeMaTOINOeTCKUX MapKepa, 0JHOCHO He yTU4Ye Ha UMyHodeHOoTUIICKa cBojcTBa [1/[-MMh
(Cnuka 32B). llopen Tora, MMyHOQ/IyOpeCLIeHTHUM O0OeJiekaBalkbeM aHa/IM3MpaHa je U
eKCIlpecyja, Kao W yHyTaphesujcka JoKaju3anuvja MapKepa MJIYPUNOTEHTHOCTU MOMYT
OCT-4, SOX-2 u NANOG nakoH 7 paHa TpetrMmana ca IL-33 (100 ng/ml). Kao wTo je
npykaszaHo Ha Ciaunm 32B, youaBa ce ga II/[-MMh KOHCTUTYTUBHO €KCIIPUMUpPaAjy OBe
MapKepe y jeJipy U [UTOIIa3MH, Kao U Jia IL-33 cTumysiuilie lbbUX0BY 6a3ajiHy eKCIpecHjy
HMCTOBPEMEHO He Mewajyhu Jiokanusauujy yHyTap hesnuja. Haume, nokasaso je aa ce OCT-4
eKCIIpUMMHUpa KaKo y LMTOIJIAa3MU, Tako W Y jeapy, a ga IL-33 goBoau o moBehawa
eKcIlpecHje OBOT poTerHa y 06a hesujcka ogesbka. Ca apyre ctpaHe, SOX-2 je mpeTexHO
JIOKa/IM30BaH y jeapy, nok ce NANOG y Hajsehoj Mepu ekcipuMupa y nutomnaasmu (Cauka

32B).
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Cnuka 32. Mopdosiomika u umyHodeHoTuncka csojcrsa I1I/I-MMT y npucyctBy IL-33. henauje
cy rajeHe ca uau 6e3 IL-33 (100 ng/ml) y ctanapAHUM ycjJ0BHMa KyJATUBalUje TOKOM 3 WU 7
JaHa. (A) Mopdosoruja I1I-MM. [lpukasane cy penpe3eHTtatuBHe ¢dororpaduje henuja y
KysaTypu. BpegHoct pasmepe uzHocu 50 um. (B) UmMyHodeHoTUIICKa KapakTepu3anuja [1-MMh
BpIlleHa je MPOTOYHOM LMTOMETPHjOM. Penpe3seHTaTHBHU XUCTOTPaMU NpeJCTaB/bajy NpoLieHaT
hesvja Koje eKcipuMUpajy Me3eHXMMCKe MapKepe yk/bydyjyhu CD44H, CD73, CD90, CD105, kao u
xeMaTonoercke Mapkepe monyt CD34 u HLA-DR (HeoGojeHa NOBpIIMHA) y OJHOCY Ha
oAroBapajyhy M30THUIICKY KOHTpoJsy (oceHueHa mnoBpiiuHa). (B) Exchnpecuja wMapkepa
IJIYyPUIIOTEHTHOCTH oZpeheHa UHAUPEKTHUM HMYHOQDJIyOopeCLileHTHUM obeJie;kaBabeM IPUMEHOM
antutesa 3a OCT-4, SOX-2 u NANOG u cieactBeHUM 60jeweM ca ogroBapajyhum FITC-
KOIbYTrOBaHMM CEeKYHJApPHUM aHTUTeJrMMa (3eJ1eH0), /0K Cy jeAipa obesexaBaHa GpJiyopeciieHTHOM
DAPI 60jom (mnaBo). [IpukasaHe cy pemnpeseHTaTUBHe ¢oTorpaduje JobUjeHe CAMKamkeM Ha
enudJiyopecieHTHOM MUKpockony. BpegHocT pasmepe nsHocu 20 pm.

IL-33
I1L-33
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4.3.3. YTHIAJ IL-33 HA JHOEPEHIIHJALIHOHH MO TEHLHJAJI 11-MMF

Kako 6u ce wucnurao audepeHuujauquoHud noteHuujaa I[I/I-MMh, HakoH
oarosapajyhe wuHKybauuje y JAudepeHLUjallMOHHM MeAUjyMHMa 3a OCTeOreHy,
XOHJZporeHy W ajaumnoreHy Jjo3y y npucyctBy IL-33 (100 ng/ml), onpebuBan je HHUBO
AudepeHIUPAaHOCTH HA  OCHOBY MeToJa 3a JileTeKUWjy  MHUHepaau3aluje,
IJIMKO3aMUHOIJIMKaHA Y JIMIWAHUX Kall/bU1la MHAYKOBAHUX Y YCJI0BUMA in Vitro.

Kako 6u ce ucnurasno aesnoBawe IL-33 y paHoj ¢a3u ocTeoreHe audepeHuujanuje
[1/I-MM'h anasM3upana je akTUBHOCT eH3uMa ALP. Ha ocHOBy npukasaHux pesyJ/TaTa Ha
Caupu 33A youaBa ce ga IL-33 (100 ng/ml) HakoH 7 JaHa TpeTMaHa y OCTEOTE€HOM
MeavjyMy 3HauyajHO cMambyje akTUBHOCT ALP eHsuma y nopebewy ca I1[-MMh rajenum
CcaMo y OCTeOTreHOM Me/IUjyMy, ajId He yTU4e Ha 6a3a/iHy aKTUBHOCT OBOT eH3uMa Koz I1/1-
MM.

Ca gpyre cTpaHe, pe3yJTaTU UCIUTHBawka yTUulaja nperpermana [1/I-MMh oBum
MTOKMHOM Moka3yjy fa [1/I-MMh koje cy TokoM 7 faHa 6uJie TpeTupaHe ca IL-33 (100
ng/ml) y cranjapZjHOM MeAujyMy, UCII0/baBajy 3Ha4ajHO BUILY aKTUBHOCT ALP eH3uMa y
ofHocy Ha HenperperupaHe I[I[[-MMT, kako y cTaHZapAHOM MeJWjyMy TakKO U Y
octeoreHoM Meaujymy (Ciauka 33B).

MebhyTuM, aHanM3a reHcke ekcnpecuje HakoH 24h Tpetmana ca IL-33 (100 ng/ml)
HUje NOTBp/AUJa 0Baj MHXUOUTOPHU TpeH/[ Koju ocTtBapyje IL-33. Haume, y npucyctBy IL-
33 Hucy uHAykoBaHe mpoMeHe HHUBoa UPHK 3a ALP eH3um u RunxZ y nopebhemwy ca
KOHCTUTYTUBHOM eKclipecujoM oBux resa koz [1/[-MMh (Cauka 33B).

Pesyatatu npukasanu Ha Camnm 34A nokasyjy ga npucycrso IL-33 3a Bpeme
JudepeHLUjaLMje JOBOJU A0 CTATUCTUYKU 3HAYajHOT CMakemha HMBOA MUHepasv3alyje
BaHheJIMjcKOT MaTpUKCa Yy OJHOCY Ha KOHTPOJIHY Irpyny hesnja KyJTHBHCAHHUX CaMoO Y
NPUCYCTBY OCTEOreHOr MejujyMa. Y CTaHZApAHOM KyJITUBAaLlUOHOM MeJUjyMy Y
NPUCYCTBY WM OACYCTBY IL-33 He mos1a3u no muHepanusanuje [I[-MMh. OBu pesysitatu
y CKJaJly Cy ca MOKa3aHOM WHXUOHUIMjoM aKTHBHOCTU ALP eHsuma (Caumka 33A), nok
HeusMemeHa ekcnpecdja ALP u Runx2 rena nog ytunajem IL-33 (Cauka 33B) yka3syje Ha
CJI03KEHY YJIOTY OBOT LMUTOKMHA y ocTeoreHoj audepenuujanuju [II-MMh. Ca pgpyre

ctpaHe, IL-33 He yTuye Ha eKCIpecujy TJIMKO3aMHUHOIJIMKAaHA, Ka0 HU Ha dopMHUpame
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JUINUJHUX KallJbUlLla KaKo y CTaHAAapAHOM MeJUjyMy, Tako U y AudepeHIUjalluOHUM
MeJUjyMUMa 3a XOHAPOTeHY, OAHOCHO ajunoreny gudepenyujanujy (Camka 34A).
Ananusa yrtunaja nperpermaHa ca IL-33 Ha cnocob6HocT audepenuujauuje I1/-
MM'h noka3syje Ja HaKOH ceiMOAHEeBHOT TpeTMaHa ca IL-33 I1/I-MM'h ucnospaBajy civyaH
AudpeHMjallMOHU HUBO Y MOrJiely MUHepa/v3alyje, CHHTe3€e TJIMKO3aMUHOIJIMKaHa U
dbopMHUpama JUNUJHUX KallJbULla Kao U hesuje koje HUCY Ousie mperpeturaHe (Cauka
34B). Ctora oBu Hasa3u ykasyjy aa IL-33 He Mewa audepeHuujanonu notenyujan I1/1-

MM".
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Cnauka 33. YTunaj TpetMaHa U nperpermaHa ca IL-33 Ha aktuBHOCT ALP eH3uma kog I1/]-
MM. Renuje cy 3acejaBaHe y 1Jo4ye 3a KyJATypy hesuja ca 96 6yHapa (5000 hesnuja/6yHapy) u
WHKyOUpaHe y MeJujyMy 3a ocTeoreHy audepeniyjanyjy (OM) ca uam 6e3 IL-33 (100 ng/ml).
OcteoreHa gudepenuujauuja [1II-MMh ogpehuBaHa je Ha ocHOBY akTUBHOCTU ALP eH3MMa HakoH
7 naHa KyJaTuBaluje. 3a noTpebe aHanu3e reHcke ekcnpecuje [1/I-MM'h cy rajeHe y ctaHAaapHOM
MeAujyMy 3a KyaTuBauujy TokoM 24h y opcyctBy uaum npucyctBy IL-33 (100 ng/ml). (A)
XucroxeMujcka M KoJOpuMeTpujcka JeTekuuja ALP  eH3sumMa ojapehuBaHa  HakoH
AudepeHnyjagoHor TpeTMaHa. Kao koHTposiHe rpyne kopuitheHe cy [1/[-MMh kyaTuBucane 6e3
IL-33. (B) XucToxeMujcKka U KoJopuMeTpHUjcka AeTekuuja ALP ensuma ogpebusana kop I[1-MMh
nperpetupaHux TokoM 7 gaHa ca IL-33 (100 ng/ml) y cranmapgHom megujymy. III-MMTh koje
MpPeTXOAHO HUCY Ousie npetpetupaHe ca IL-33 npencraBibanie cy koHTpoJie. [lpukasane cy
penpeseHTtaTuBHe ciavke [I/I-MMT y KyaTypH, Lok cy rpaduiku pe3y/aTaTH NpeAcTaB/beHU Kao
cpefwa BpefHocT *+ SE gobujeHux M3 TpU He3aBUCHA ekcrnepumeHTa. (B) IeHcka ekcmpecuja
MapKepa crielludUIHHUX 32 0CTeOoTeHy AudepeHnujanujy ogpehusana RT-PCR meTomom. PesynraTu
Cy NpesCcTaB/beHU Kao 0JHOC eKcnpecuje faTor reHa U ekcnpecrje GAPDH, kao KOHTpoJIHOT reHa.
[IprkasaHe cy cjivKe penpe3eHTAaTHBHUX TeJOBa, JOK je HbUXOBAa BeJUYMHA U3pakeHa y Opojy
6a3Hux naposa (6.1.). CTaTUCTUYKY 3HA4YajHa pa3/iMKa Yy 0JHOCY Ha KOHTpoJy npeMa Student-oBom
t-tecty: ***p<0.001; uau y ogHocy Ha [I/I-MMh kysntuBucane y octeoreHoM Mezaujymy (OM):
*#%p<0.001; nau y oaHOCy Ha oAroBapajyhy HempeTpeTupaHy KOHTpoJy npema Student-oBoM t-
Tecty: **p< 0.01; ***p <0.001.
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Cauka 34. YTunaj TperMaHa U nperpetrmaHa ca IL-33 Ha audepeHIMjanioHN NOTEHLUja
III-MMH. henuje cy 3acejaBaHe y mjoye 3a KyJaTypy hesuja ca 96 6yHapa (5000 henuja/6yHapy) u
MHKyOUpaHe y MeujyMHMa 3a UHAYKLUjY cBakor Tuma gudepennyjanuje ([AM) ca unum 6e3 IL-33
(100 ng/ml). Octeorena audepenuujayuja [1/I-MMh oapehuBaHa je Ha OCHOBY MUHepa/U3aLyje
HakoH 14 pgaHa KyJaTuBauuje (Anu3apuH LpBeHO 6ojewe). XoHAporeHa audepeHlUjalyja
oapebuBaHa je 60jeweM [1/[-MM'h CadpaHuHOM HakoH 2 HeJes/be MHKyOauuje y JIM. Anunorena
JudepeHiyjanyja oapehuBaHa je 6GojereM JIMNUAHUX Kamlsbuua npuMmeHoM Nile red HakoH 4
Hezes/be KyaTuBanuje henuja y JIM. (A) OcTeoreHa, XOHApOTreHa U ajunoreHa gudepeHuyjanuja
oapehbeHe HakoH AudepeHyjanoHor TpetMaHa [1/[-MMh. Kao koHTpoJiHe rpyne kopuuiheHe cy
[IJ-MMR rajeHe y cTaHJapAHOM MeJAujyMy 3a KyJjatuBauujy heawja 6e3 IL-33. (B) OcreoreHa,
XOHJIpOTeHa W ajunoreHa gudepeHnyjanyja uaaykoBade kox [1/I-MMR npeTpeTupaHux ToOKoM 7
JaHa ca IL-33 (100 ng/ml) y crangapgHom mepujymy. [1/-MMh rajere y audepeHuujanioHoM
MeJUjyMy KoOje NpeTX0JHO HHUCYy Ouje mnpeTpeTHpaHe ca IL-33 mpejcraBsbajie cy KOHTPOJIE.
[Ipukaszane cy penpeseHtaTuBHe ciauke [1/[-MMh y kyaTypu, 0k cy Ha rpaduliiMa OCTEOTEHE U
XOHporeHe JudepeHIyjalyje NPUKa3aHU Pe3yJTaTH CpeAbux BpeJHOCTH + SE Tpu He3aBHUCHa
eKcrnepuMeHTa. BpeiHOCTH cy HOpMasiM30BaHe y OJJHOCY Ha KOHTPOJIy KOjy Ccy npezcTaBbae (A)
henuje rajene y oacyctsy IL-33; (B) henuje koje Hucy 6uie npetpetupase (mpadupaHu ctyouh).
CTaTUCTHYKM 3HayajHa pasjvKa y OJHOCY Ha ojrosapajyhy koHTpoJsy mpema Student-oBoM t-
TecTy: ***p < 0.001.
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4.3.4. YTHLA] IL-33 HA IIPO/IMPEPATUBHY AKTUBHOCT I1/]-MM'h
TOKOM OCTEOI'EHE IH®PEPEHIIHJALIUJE

HUmajyhu y Buay JpobujeHe pesysaTaTe Koju ce ofgHoce Ha edekat IL-33 Ha
ocTeoreHe3y Ha hesijckoM HHMBOY npeTnocTaBuid cmo fa IL-33 moxe yTunatd Ha
npoaudepanujy I1J-MMTE TokoM ocTeoreHe audepeHIyjanyje, Te je y CIeACTBEHUM
eKCrlepUMeHTUMa WCNUTUBaHa nposudepatvBHa akTUBHOCT I[I/[-MMTh y ocTeoreHom
MeJIUjyMy KpO3 aHa/IM3y 6POjHOCTH, KJIOHOTEHOT N0TeHIMjasla U heJujcKor cTapema.

Y npBoM Kopaky aHasu3upaHa je npoaudepanyja I[I-MMK HakoH 7 JaHa
TpeTMaHa y OCTEOTeHOM MeJIUjyMy, a A0bujeHu pe3ysTaTu nokasyjy aa IL-33 3HauajHO
noBehaBa mnpoaundepanujy I[I-MMh y opHocy Ha HeTpeTupaHe hesuje, Kako y
CTaHZApPAHOM MeJUjyMy TAaKO U y OCTeoreHoM Mejujymy. OcMM Tora, 3amaxa ce Aa y
OJHOCY Ha CTaHJAap/HU MeJUjyM, cCaM OCTeOreHU MeJHvjyM Takohe 3Ha4ajHO CTUMYJIUILIE
npoaudepanujy [J-MMh, npu udemy je y mpucyctBy IL-33 6poj I[IJ-MMh pgonatHO
noBehan (Caimka 35A).

Ha MosiekysickoM HUBOY [10JaTHO je UCIUTUBAHa IPOTEUHCKA eKCIIpecHja MapKepa
henujcke mnposudepauuje, Ki67, HakoH 7 pgaHa TpeTMaHa. Pesynrtatu [gobujeHu
IPOTOYHOM LUTOMETPHjOM IOKa3yjy fa npeko 94% hesnuja cBUX eKCllepUMeHTAJHUX
rpymna yksbydyyjyhu henuje rajeHe y cTaHZapiHOM UJIKM OCTEOTeHOM MeJMjyMy ca Ujau 6e3
IL-33 (100 ng/ml) excnpumupa oBaj npoterH (Ciaumka 35B), wto je u nmorBpheHo
MMYHOIIUTOXEMUjCKHUM obesiexkaBabeM (Cmka 35B). OBU Hasla3u UCTOBPEMEHO YKa3syjy
Jla ce Beoma Manau nponeHat [1/[-MMh (Ki67 HeratuBHux hesnuja) Hasasu y GO ¢asu
hesnwujckor nukiyca. Y3 To, UMyHOIIMTOXEMHjCKUM 0besieXkaBatbeM MOKa3aHa je MPeTexHO
LUTOIJIa3MaTCKa U INepUHyKJeapHa Jokanusanvja Ki67 kox II-MMh rajeHux y kako
CTaHZApPJAHOM, TaKO UM y OCTEOreHOM MeJujyMy, Npu 4yeMy ce y mnpucyctBy IL-33 y
OCTEOreHOM MeJUjyMy yoyaBa U jefapHa Jiokaiausanuja Ki6é7. Ha uctoj civuu jacHo ce
3amnaxa /a, 6e3 063upa Ha JiIoKaju3alyjy, OCTEOTEHU MeJUjyM caM J0BoAu [0 noBehamwa
ekcrnpecuje Ki67, nok IL-33 ucnosbaBa cTuMyJiaTopaH epekaT Ha ekcnpecujy Ki67 kako y
CTaHJap/lHOM MeJUjyMy, TaKO U y OCTEOTEHOM MeJAujyMy y nopehemwy ca HeTpeTUpPaHUM

MJ-MMT (Cauka 35B).
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Cauka 35. Ytunaj IL-33 Ha npoaudepanujy u excnpecujy Ki67 TokoM ocTeoreHe
audepennujanyje I[1II-MMh. henuje cy 3acejaBaHe y mio4e 3a Ky/aTypy hesuja, Ky TUBHUCAHE 10
CyO6KOHQJIyeHTHOCTH Y CTaHJAapJAHUM yCJI0BHMA, Kajia je hesnujama noAaT CBeX CTAaHAAPJHU WJIN
ocTteoreHu Meaujym ca uau 6e3 IL-33 (100 ng/ml), a henuje kyatuBucaHe 7 paHa. (A)
[Iponudepanuuja [II-MMh oapebhuBaHa je 60jemeM TpumaH miaaBuM pacTBopoM. PesystaTtu cy
rpaduYKH MpeCcTaB/bEHN Kao Cpefba BpeJHOCT 6poja henuja + SE 06ujeHUX U3 TPpU He3aBUCHA
ekcriepuMeHTa. CTaTUCTUYKH 3HA4YajHA pasjiMka y OJHOCY Ha KoHTpoJsy (hesnuje rajeHe y
CTaHAap/IHOM MeaujyMmy y oacycTBy IL-33) npema Student-oBoM t-Tecty: *p<0.05; ***p<0.001; unu
y ofHOcy Ha hesdje KyaTHBHCaHe Yy ocTeoreHoM Meaujymy y oacyctBy IL-33: *p<0.05. (B)
Exkcripecuja  mapkepa mnpoaudepanuje  Ki67  oapeheHa  HPOTOYHOM  LIUTOMETPHjOM.
PenpeseHTaTUBHM XWUCTOTPaMH MpeACTaB/bajy MNpoueHAT hendja kKoje exkcnpumupajy Ki67
(Heo6ojeHa MOBpIIMHA) ¥ OHOCY Ha OCEHYEeHY MOBPLIMHY KOja NpeJiCTaB/ba HEraTUBHY KOHTPOJIY
(HeobenexxeHe henuje). (B) Ynyraphenujcka Jsokanusanuja Ki6é7 mnpotenHa ojpebeHa
WHAUPEKTHUM UMYHOQJIyopecleHTHUM obeJiexkaBarmbeM hesuja 3a Ki67 npuMapHUM aHTUTEIOM U
cae/cTBeHUM 6OojemeM ofroBapajyhum FITC-kowmyroBaHUM CeKyHJApHUM aHTHUTEJIOM (3eJIeHO),
JIoOK cy jeapa obenexaBaHa ¢uyopecueHTHOM DAPI  6ojom (mnaBo). Ilpukasane cy
penpe3eHTaTHUBHe ¢oTorpaduje JobujeHe CAMKawkeM Ha enudyopecleHTHOM MHKPOCKOINY.
BpeaHocTt pasMmepe usHocu 20 pm.

135



T. Kykoso PE3VJITATHU

HcnutrBamwe kKiaoHoreHor mnoteHuujana I[I-MMh nokasyje pa IL-33 3Ha4yajHO
noJicTU4Ye CcrnocobHocT ¢gopmupamwa KosoHuja [I[[-MMh y craHgapiHOM MeAUjyMy V
ofHOCYy Ha HeTpeTUpaHe hesuje (Cauka 36A). Ca Apyre cTpaHe, caM OCTeOT€HH MeUjyM
Takohe 3HavajHo ctumyauiie CFU-F nortenuujan I1/I-MMR y nopebewy ca hesnujama
KyJTUBUCAHMM y CTaHAapAHOM Mezaujymy, nok IL-33 He MopuduKyje CTUMyJaTOpPHHU
epekat ocreoreHor Meaujyma (Cauka 36A). [lopes Tora, MCIMTUBAHA je U CIOCOOHOCT
dbopMmupawma KoJioHHja hesnuja ca ocreoreHuM noTeHunujasoM (CFU-O), a Ha OCHOBY
npucyctBa ALP nosutuBHUX hesnuja y kosioHujama. Kao o je nprkaszaHo Ha Ciaunu 366
kyatuBayuja [II-MM'h y crangapaHoMm Meaujymy y npucyctBy IL-33, kao U y camom
ocTeoreHoM MeJujymy He yTudye Ha npoueHaT CFU-O kosioHuja, y nopebewy ca
3actymsbeHouhy CFU-O kosioHMja rajeHUX y camMoM cTaHJapAHoM Meaujymy. Ca gpyre
ctpaHe, npucyctBo IL-33 y ocreoreHoM MeAaujymMy JOBOAMU [0 3HA4YajHOT CMakhema
3actymsbeHoctu CFU-O, y ogHocy Ha nponeHate CFU-O y cTaHAapAHOM U OCTEOT€HOM

Meaujymy (Cauka 36B).
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Cauka 36. Yrunaj IL-33 Ha kioHoreHnu KamaputeT I[II-MMR moBe3aH ca OCTeOreHOM
audepennujanujom. (A) CFU-F kanayuteT. henuje cy 3acejaBaHe y miode 3a KyATypy hesuja ca
24 6yHapa (100 henuja/6yHapy) ¥ KyJITHBHCAaHEe TOKOM 14 faHa y NpUCYCTBY MU ofcycTBy IL-33
(100 ng/ml) y cTranzapfjHOM MeAUjyMy WUJIM OCTeoreHoM Meaujymy. EdukacHocT dopmupama
$ubpobIaCTHUX KOJIOHHWja oZpeheHa Ha OCHOBY INpOLieHTa pa3BUjeHUX KOJIOHHja Y OJHOCY Ha
YKYNIHUA 0Opoj 3acejaHux hesuja y cBaku 6yHap. [IpvkasaHa je penpeseHtaTMBHa ciauka CFU-F
o6ojeHne Crystal violet 6ojoM. BpegHocTt pazmepe uzHocu 500 um. (B) CFU-O kananureT. hesnuje cy
3acejaBaHe y mJjode 3a Kyatypy hesnuja ca 24 6yHapa (100 hesmja/6yHapy) U KyJTHBHCAaHE Y
CTaHJApJHOM MeJiujyMy TOKOM 7 JaHa, KaJia je Aa/ba MHKyOalMja KOJIOHHUja HacTaB/beHa HapeJHUX
7 naHa y npucycTBy wiau ofcycTBy IL-33 (100 ng/ml) y cTaHZapAHOM KYyJTHBALHOHOM MeAUjyMY
WIM OoCTeoreHoM Meaujymy. [lo ucteky TpeTrMmana, henvje cy puKcupaHe U XUCTOXEMUjCKU GojeHe
3a getekuujy ALP ensuma. [IpukasaHa je penpeseHtatuBHa ciauka CFU-O ob6ojeHe 3a mpucycTBo
ALP ensuma. Bpeanoct pasmepe usHoc 500 pm. CFU-O noTeHuujan yTBpheH Ha OCHOBY
MPOLIEHTYaJIHOT 0ZHOCA 6poja ALP mMo3UTHBHUX KOJIOHHja U YKYITHOT 6poja kosionuja (CFU-0/CFU-
F*100). I'paduyku pe3ysTaTu npeicTaB/beHU Cy Kao CPe/iba BpeJHOCT MpoLieHaTa KoaoHHja + SE
Jlo0MjeHuX U3 TPU He3aBUCHA eKclnepuMeHTa. CTaTUCTHYKM 3HAyajHa pas3/iMKa y OJHOCY Ha
koHTpoJ1y (hesnuje KyJATUBHUCaHe y CTaHJAPAHOM MeJujyMy Yy oacycTBy IL-33) npeMma Student-oBoM
t-tecty: *p<0.05; **p<0.01; uiu y ofgHocy Ha hesnuje KyJATHUBHCAHE Yy OCTET€HOM MeEAUjyMYy
oacycty IL-33: *p<0.05.
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CynencTBeHa HWCTpaKMBakba MMaJla Cy 3a LW/b MCOUATHMBame yrtuuaja IL-33 Ha
aKTUBHOCT [3-rajlakTo3H/la3e, eH3UMa KOju MpescTaB/ba IoKa3aTesb hesidjckor ctapemwa. Y
Ty cBpxy I[I[-MMh cy Ky/aThBucaHe TOKOM 7 JaHa y CTaHAApPAHOM MeAUjyMy WJIU
OCTEOreHOM MeJIUjyMy Yy NPUCYCTBY WM oAcycTBy IL-33, mpu yeMy je aKTHBHOCT [3-
rajaktosujase oapehrBaHa HakoH Oojewa hesnja y MOHOCJOjy, KA0 U HAaKOH Oojema
nojeaguHa4YyHUX hesuja.

Ha ocHoBy ojpehuBama akTUBHOCTU [3-rajakTosufasze y MoHochaojy I1I-MMh
noKa3aHo je ga y npucyctBy IL-33 poJsia3u 0 cTUMyJ/ialivje akTUBHOCTH [3-rajlakTo3u/ia3e
KaKO y CTaHZapHOM MeJiijyMy, TAKO U Yy OCTEOTeHOM MeJIUjyMy Y OZJHOCY Ha HeTpeTUpaHe
henuje, npy yeMy caM OCTeOreHU MeJUjyM 3Ha4ajHO CTUMYJIMILIEe aKTUBHOCT OBOT €H3UMa
y nopebhewy ca akTUBHOUIhy OCTBapeHOM Ko/, hesuja rajeHuX y CTaHAapAHOM MeJUjyMy
(Cnuka 37A). [lopes Tora, noBehaHa akTUBHOCT [(3-rajsiakTo3uale 3anaxa ce u kop I1/]-
MM u3 Bumux nacaxa (I17), y nopehemwy ca aktuBHouhy oBor eHsuma ko hesnuvja u3
HWkuX nacaxa (I14) (Cauka 37A), wto yjelHO NOTBphyje MOBe3aHOCT aKTUBHOCTH OBOT
€H3MMa Ca IpoLecoM cTapewa. UcToBpeMeHO, CTUMYJIAaTOPHU TPEHJ, KOjU HCI0JbaBajy
kako IL-33, Tako ¥ ocTeoreHd MeJUjyM yodaBa ce U Koj hesuja HMXUX, U KoZ henuja
BUILIMX Macaxka (Camka 37A).

C 063UpOoM Ha KOHTPAJUKTOPHOCT pe3yJiTaTa KOjU Ce OJHOCEe HAa UCTOBpPEMEHY
cTUMyJalnyjy nposaudepanuje U akKTUBHOCTH [-rasakro3ugase koz I[I/I-MMTKh mnogf
ytunajeM IL-33 TokoMm ocTeoreHe fudepeHLHjaluje, OJHOCHO KaKo OW ce Yy MOTNYHOCTHU
pacBetsino ytunaj IL-33 Ha crapewe I[II-MMK oapebuBana je akTuBHOCT [3-
rajakTo3u/ja3e Ha HHUBOY IojeMHA4YHUX hesvja. 3a moTpebe OBOr eKCllepMMEHTA HAKOH
TpetMaHa [1/[-MMh cy of/iensbrBaHe U y je/lHAaKOM 6pojy MOHOBO MOCTaBJ/baHe y IJI0Ye 3a
kyaTuBauujy henuja. Hakon ajxe3uje y henujama je oapebhuBaHa akTUBHOCT [3-
rajakrosujase. /lobvjeHH pe3yJaTaTH MOKa3yjy JAa caM OCTEOreHUM MeJMjyM 3HadajHO
peaykKyje mpolieHaT hesvja Koje eKCpuUMHpaAjy [(-rajakTo3ujiasy y oJHocy Ha henwuje
KyJITUBUCAaHEe y CTaHAApAHOM Meaujymy, a fAa IL-33 ucnos/baBa 3HayajHO MHXUOWUTOpPAH
epekaT Ha ekcnpecujy [-ranakro3upaze kako ko I[I/I-MMTK kyaTuBucaHux y
CTaHZapAHOM Meaujymy Tako U Kop [I[-MMh KyJTUBUCAHUX y OCTEOr€HOM MeJUjyMy

(Cruka 23B). OBuM Ha/la3u HCTOBpPEMEHO yKa3dyjy Jila CTHMyJaliija aKTUBHOCTH [3-
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rasakto3ujgase [I/[-MMh oapehena Ha HUBOY hesMja y MOHOC/IOjy MOKe OUTH 3ampaBo

nocsieauua nosehanor 6poja henuja nog yrunajem IL-33 u/unu octeoreHor Meujyma.
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Cauka 37. Yrunaj IL-33 Ha cTrapewe II/I-MMT TOokoM octeoreHe gudepeHuujanuje. (A)
JleTekuuja ekcrnpecuje eH3uMa [-rajakto3ujaze y moHocaojy [1/I-MMR. henuje nmwxux ([14) u
pumux (I[17) macaxka 3acejaBaHe Ccy y IUIo4e 3a KyJATypy henuja W KyJTHUBHUCAHE [0
CyO6KOHQJIyeHTHOCTH Kaza je ctaHgapaHu Meaujym (CM) 3amemeH octeoreHuM (OM) ca wiu 6e3
IL-33 (100 ng/ml). HakoH 7 paHa TpeTMaHa J[EeTEKTOBAaHA je AaKTHUBHOCT [-rajiakTo3u/a3e.
[IpukasaHe cy penpeseHTaTuBHe ciauke hendja y kyatypu. (B) [leTeknuja akTHUBHOCTH eH3uMa f3-
rajaktosujale y nojefuHadyHuM henujama. henuje cy ojjien/bMBaHe U MOHOBO NOCTaBJ/baHE y
mioYe 3a Kysatusaiujy henuja ca 96 6ynapa (2000 henuja/6yHapy). Kako 6u agxepupasie henuje
Cy KyJITUBMCaHe HapeJJHUX 6h y cTaHAapAHUM YCI0BUMA, HAKOH Yera je oZpehrBaHa akTUBHOCT [3-
rajaktosuzase. [lpukasaHe cy penpeseHTAaTHBHe CJUKe I[0jeJUHAYHUX hesvja, a BpeAHOCT
pa3mepe usHocud 50 um. Pe3ysartatu cy rpaduyuku mnpejcTaB/beHU Kao CpeAra BpeJHOCT 6Gpoja
hesnvja koje ekcnipuMupajy B-ranakro3uaasly + SE q00ujeHUX U3 TPU He3aBHCHA eKCIepUMEeHTa.
BpenHocTy cy HopMasiM30BaHe, a CTaTUCTUYKM 3HayajHa pasJ/MKa y ofHOCYy Ha KoHTpoJy (henuje
KyJTUBUCAHE y CTaHJAapAHOM Meaujymy y oacyctBy IL-33) mpema Student-oBoM t-TecTy:
***p<0.001; wiu y opHocy Ha hesvje KyJTHBHCAaHE Y OCTEOT€HOM MeAujyMy y ofcyctBy IL-33:
**p<0.01.
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4.3.5. YTHLIA] IL-33 HA EKCIIPECH]Y NF-xB H B-KATEHUHA KO/ I1/1-MM'h

Y koHTekcTy yTBphuBamwa MoJsieKyJicke ocHOBe npoMeHa Koz [1/[-MMh nsaszBanux
nof yruuajem IL-33 aHasnu3upaHa je eKcnpecuja, O4HOCHO aKTHMBalUja TPAHCKPUIILIUOHUX
¢dakTopa NF-kB u 3-kaTeHUH.

[Ipumenom Western blot meToja mokasaHo je ga y npucyctBy IL-33 gosasu g0
3HavyajHor mnoBehamwa ekcnpecuje NF-kB, HakoH 30 u 60 MuHyTa y mnopebewy ca
eKCIpecHjoM JeTeKTOBAaHOM y KOHTPOJIHOM Y30pKy hesuja, anu U Ja ce oBaj edpekart
cMamyje HakoH 24h. Ca fpyre cTpaHe, aHa/IM3a eKcpecyje [3-KaTeHHWHa nokasyje ga IL-33
JIOBOJIM /10 3HAYQjHOI CMamema eKCIpecyje 0BOI MpoTeuHa TeK HakoH 24h y [1I-MMh y
OZHOCY Ha eKCIIpecHjy UCIoJbeHy KoJ HeTpeTupaHux hesnuja (Cimka 38A), mto 61 MorJio
Jla yKaxke Ha CTUMyJalujy JAerpajanuje nuToradMaTtcke ¢opMme [3-KaTeHHMHaA TMOJ
ytrunajem IL-33.

Ha ocHOBy uMyHOQyopeceHTHOr o6esieXaBawa, [OJATHO Cy aHa/lU3WpaHe
NpOMeHe W Y JIOKAJM3alHUju OBUX TPAHCKPUNLMOHUX ¢dakTopa yHyTap [I/I-MMh HakoH
72h Tpetrmana ca IL-33 (100 ng/ml). Ha Caimnu 38B, youaBa ce fia, ycnef npucyctsa IL-33
kox II-MMh posnasu po noBehamwa ekcnpecuje NF-kB TpaHckpunnuonor dakrtopa y
jenpy, nako Western blot aHanu3a moka3yje cMambere akTUBHOCTH NF-kB y ykynmHum
henujckum sinzatuma (Cauka 38A). Takohe, 3anaxka ce u Aa noj ytuajem IL-33 gosazu go
noBehamwa ekcrnpecuje [3-kateHuHa y jeapy I1[-MMR, urto 3ajegHo ykasyje aa IL-33 moxe
fa peryauiue ekcnpecujy NF-kB u [(-kaTeHrHa Ha HHUBOY yKYNHHUX NPOTEUHA, ald U

HBUXOBY yHyTaphesnjcky siokaausauujy ko [1]-MMh.
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Cnuka 38. Ytunaj IL-33 Ha akruBauujy NF-«B u 3-kaTeHuH curHajiHux nyrtesa y I1J-MMT.
(A) henuje cy TokoMm 30 1 60 MUHYTa, Kao U 24h TpeTupasne ca IL-33 (100 ng/ml), HakoH 4yera je y
henujckum nn3aTuMa yKynHux npoteruHa Western blot meTonom oapehuBaHa ekcnpecuja NF-B, 3-
KaTeHHHa, Kao U1 GAPDH kao koHTpoJsiHOT TpoTenHa. Pe3ysTaTu cy rpaduyku npeAcTaB/beHU Kao
oaHoc ekcrnpecuje NF-kB/GAPDH u (3-katenud/GAPDH, npu yeMy cy BpeIHOCTU HOpMaJIM30BaHe y
OZHOCY Ha HeTpeTHpaHy KoHTposy (0') m mpukasaHu cy Kao cpeamwa BpeaHocT + SE 3a Tpu
He3aBUCHA eKcriepruMeHTa. CTaTUCTUYKHY 3Ha4YajHa pa3JinKa y 0/JHOCY Ha KOHTpoJiHe hesnje rajeHe
y ogacyctBy IL-33 mnpema Student-oBom t-tecty: ***p<0.001. IIpukazaHe cy ciuke
penpe3eHTAaTUBHUX NMPOTEMHCKUX TPaKa, JOK je HBHUXO0BA MOJIEKyJICKa Maca uspaxeHa y kDa. (B)
Exkcnpecuja NF-xB u [-kaTeHMH TpaHCKpUNLUOHUX ¢akTopa oJpeheHa HHAUPEKTHUM
MMYHOQJIyopecleHTHUM obeJiexkaBatbeM HakoH 72h Tpetrmana ca IL-33 (100 ng/ml) npumeHoM
npuMapHux aHtuTesa 3a NF-kB u [-kaTeHuH aHTHTena W cieAcTBeHUM O6ojemeM ca
oarosapajyhum FITC-komwyroBaHUM CeKyHJApHMM aHTUTeJWMa (3eJieHo), [JOK Cy jeapa
obesiexxaBaHa ¢uyopecueHTHOM DAPI 60jom (mnaBo). [lpukasaHe cy penpe3eHTaTUBHE
doTorpaduje mobujeHe caMKamkeM Ha enudJyopecLleHTHOM MUKpOCKony. BpeaHocT pasmepe
n3Hocu 50 pum.

0

IL-33

141



T. Kykoso PE3VJITATHU

4.3.6. YJIOT'A NF-xB H B-KATEHUHA Y CTHMYJ/IHCAHO] EKCIIPECHUJH PAKTOPA
IIOBE3AHUX CA IUVIYPHIIOTEHLIHJOM KO/ I1I4-MMR Y ITIPUCYCTBY IL-33

Y HacTaBKy UCTpakMBama aHasu3upaHa je yjora NF-kB u B-kaTeHUH CUTHaAJIHUX
INyTeBa y peryJjaluju CTUMyJalyje ekcnpecuje ¢pakropa miaypunoreHtHoctu [1/-MMh
koje nHAykKyje 1L-33 (Cimka 32B u 39), npu yeMy je ofpehuBaHa ekcnpecrja Mapkepa
IypunoteHTHOCTU ykbydyjyhu OCT-4, SOX-2 u NANOG. ¥ Te cBpxe kopuutheHu cy
cnenudpuuHu papmakosomkd HHXUO6UTOpU NF-KB (PDTC) u B-kaTennHa (PNU).

HUmyHodyopecueHTHUM obesnexxaBatbeM OCT-4 mpoTerMHa MOKasaHO je Ja ycJef,
npucyctBa PDTC u PNU ko I1/[-MMh fosa3u 10 MHXUOUIIMje CTUMYJIaTOPHOT AejcTBa IL-
33, npu yemy PDTC nHxubHpa U 6asayHy ekcrnpecdjy oBor ¢pakrtopa, Aok PNU cam He
yTude OasasHy ekcnpecujy OCT-4 kop I[II-MMT (Cauka 39A). MebhyTtum, npomeHe
vHAaykoBaHe npucyctBoM PDTC u PNU He yoyaBajy ce y NOTIIYHOCTH Ha T€EHCKOM HHUBOY,
JIOK OBM MHXUOUTOPU He MEHAjy KOHCTUTYTUBHY ekcnpecujy OCT-4A u OCT-4B. Hauwme,
nako IL-33 3na4ajHo ctumysiniue ekcripecujy OCT-4A v OCT-4B rena, npucyctso PDTC uiun
PNU He noBoau o cMamewa ekcnpecuje OCT-4A reHa uHaykoBaHe npucyctBom IL-33. Ca
Jpyre ctpaHe, npucyctBo PDTC 6siokupa ctumysaanujy ekcrnpecudje OCT-4B reHa Kojy
octBapyje IL-33, 3a pazsiuky oa PNU koju He ucnosbaBa oBaj edpekat (Caauka 39B).

Kao mrto je npukasaHo Ha Comnm 39b 3anmaxa ce ga y npucyctsy PDTC kop I1/1-
MM'h He f0/1a34 10 TpOMeHa KOHCTUTUTYTUBHE NNPOTernHCKe ekcripecuje SOX-2 MoJieKya,
Kao HU eKclipecuje ucnosbeHe y npucyctBy IL-33. Mako PDTC 6s1aro ctumysnuuie 6asaany
reHcKy ekcnpecujy SOX-2, oBaj UHXUOUTOD He yTUYe Ha ekcnpecHjy SOX-2 reHa ocTBapeHy
noj yrunajem IL-33. Ca gpyre crpane, PNU nnaykyje nopehamwe 6asanHe ekcnpecuje SOX-
2 MoJieKyJia, KaKO Ha FeHCKOM, TaKO U Ha NPOTEUMHCKOM HHMBOY HE3aBUCHO 0/ MPUCYCTBa
IL-33 (Cnauka 39A u 39B).

Ananusa nporenHcke ekcrnpecuje NANOG Mosiekysia, nprka3aHa Ha Ciaupu 39A,
nokasyje fia npuMeHa PDTC nnxubuTtopa He MOAUMPHKYje KOHCTUTYTUBHY NPOTEUHCKY U
TeHCKy eKcnpecujy oBor ¢akTopa, aju ce youdaBa gAa y npucyctBy IL-33, PDTC 6naro
noBehaBa Jiokanuzanujy NANOG y jeapy. WctoBpemeHno, npucyctBo PDTC ycioB/baBa
cMawewe noBehawa MPHK ekcnpecuje 3a NANOG kojy unaykyje IL-33 (Cimka 39A u
39B). Takobe, ycaen npucyctBa PNU wunxubutopa koj I1/I-MMh pgosasu jgo 6uare

ctuMysanuje 6aszanHor HuBoa NANOG npoTeurHa, JOK Yy TpeTMaHy 3ajeHo ca IL-33 PNU,

142



T. Kykoso PE3VJITATHU

candHo kao U PDTC, moactuye jenapHy Jiokaausauujy oBor nporerHa (Ciauka 39A). Ha
reHCKoM HuBOY, npuMeHa PNU nHxubGWTOpa He UHAYKyje IpOMeHe y KOHCTUTYTUBHO]
ekcripecuju NANOG MoJsiekysia, ajid 6J1ar0 MHXMOUpPA €KCIPeCcHjy OBOT reHa UCHOJbEHY Y

npucyctBy IL-33 (Ciuka 39B).
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Cnuka 39. Yiaora NF-xB u -kaTeHMHa y eKcnpecuju MapKepa IJIypunoTeHTHocTH Koz I1/1-
MM unaykoBaHoj aesoBameM IL-33. henuje cy rajeHe TokoM 7 faHa y CTaHAApAHOM MeLUjyMy
y npucyctBy uau ofcyctBy IL-33 (100 ng/ml), kao ¥ y npucycTBy Uid oAcycTBy nuHxuoutopa NF-
kB (PDTC, 2 pM, Tocris) wiu unxubutopa [(-kateHuHa (PNU 74654, 5 pM, Sigma Aldrich).
WMuxubutopu cy aoaaBaHu y kyatype 30 MUHyTa Npe moyeTKa TpeTMaHa ca IL-33. 3a noTtpebe
aHa/M3upamwa reHcke exkcnpecuje II/I-MMh rajene cy y ucTuMm ekcrnepMMeHTaJHUM rpylaMa y
CTaHZApPHOM MeAujyMy 3a KyJaTuBauujy TokoM 24h. (A) Ekcnpecuja Mapkepa mJIypUIOTEHTHOCTH
oApeheHa MHAMPEKTHUM UMYyHOQJIyOpecl,eHTHUM obesieXaBakbeM NPUMAapHUM aHTUTeJMMa 3a
OCT-4, SOX-2Z u NANOG wu caeacrBseHuM 6ojeweM ojroBapajyhum FITC-kowmyroBaHum
CeKyH/JIapHUM aHTUTeJMMa (3esieH0), JIOK cy jeapa obesiexkaBaHa ¢uiyopecueHTHOM DAPI 60jom
(mnaBo). [lpwkasaHe cy penpeseHTaTuBHe ¢oTorpaduje gobujeHe  CAUKamkbeM  Ha
enudJyopecueHTHOM MHKpockony. Bpennoct pasmepe nsnocu 20 pm. (B) I'eHcka ekcnpecuja
cnenlidUYHUX MapKepa MJAYPUNOTEHTHOCTU ofpebhuBaHa je mpumeHoMm RT-PCR. Pesyatatu cy
NpeJCcTaB/beHU Kao OJHOC eKCIlpecHje JaTor reHa U ekcipecuje GAPDH, kao KoHTpoJiHOT reHa.
BpenHocTu cy HopMasniM3oBaHe y oAHOCY Ha KoHTpoJy (hesuje kysaTuBucaHe y ofcycTBy IL-33), a
Ha rpaduuMMa cy NpUKa3aH pe3yJTaTH CpemhbUX BpeJHOCTH + SE Tpu He3aBHCHA eKCllepuMeHTa.
CTaTUCTUYKK 3HAYajHA pasjMKa y OJAHOCY Ha KOHTpoJy nmpema Student-oBom t-tecty: **p<0.01;
*#%p<0.001; wau y ogHocy Ha I[I[-MMh Tpetupane ca IL-33: #p<0.05. IIpukasaHe cy ciuke
penpe3eHTAaTUBHUX I'eJIOBa, [IOK je ’hUX0Ba BeJIMUMHA U3pakeHa y 6pojy 6a3HUX MapoBa (6.11.).
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4.3.7. YJIOT'A NF-xB H B-KATEHHHA Y UHXUBULIUJH OCTEOT'EHE
AHPEPEHIIHJALIHJE 11/]-MMh Y IIPUCYCTBY IL-33

Byayhu za je IL-33 TokoM TpeTMaHa UCNO/bHMO MHXUOUTOPHU edpeKaT Ha OCTeoreHy
nudepenuujaumjy I1/I-MMR, kako Kpo3 cMameme ekcrnpecuje ALP eH3uMa, Tako U Kpo3
peaykuujy MuHepaausauuje BaHhenujckor MaTpukca (Camka 33A u Ciauka 34A), y
cnefeheM KopakKy HWCHOMTHUBAHU Cy M MOJIEKYJICKM MeXaHHW3MHU KOjU MOCpPeAyjy Y OBOM
edexkTty IL-33.

JlobujeHu pesysTaTH, npejacraB/beHd Ha Caumuum 40, nokasyjy aa Ha hesujckom
HUBOy (ALP akTHMBHOCT), Ka0O M Ha HMBOYy MHHepa/u3aluje BaHhesMjcKOI MaTpHUKCa,
npuMmeHa PDTC u PNU y noTnyHocTH 6/10KMpa UHXUOHUIUjY OCTeoreHe3e Kojy MHAyKyje IL-
33, npu yemy HU PDTC Hu PNU He goBoje A0 nmpoMeHa 6a3a/lHOI HMBOA OCTeOreHe
JudepeHLMjalije oCcTBapeHe NpU rajewy hesuja caMo y ocreoreHoM Meaujymy (Cavka
40A u 40B). MebhyTuM, 3anaxa ce Jia ce 0B ePpeKTHU He OCTBApyjy Ha T€HCKOM HHUBOY, C
063upoM Ja y nopehemwy ca KOHCTUTYTHBHOM €KCIPECHUjOM, KOJ, TPeTUPaHUX hesnja HUCY
3abesiexxeHe 3HavyajHe npoMeHe y ekcrnpecuju MPHK 3a ALP u Runx2 mosiekyse (Cauka
40B).

Crora, umajyhu y Buay na edpektu PDTC u PNU, oapebeHu xucToxeMujcKum
aHa/iM3aMa, HUCYy N0Ka3aHU U Ha FTeHCKOM HUBOY, MOXe Ce NPeTIOCTaBUTH /a MHXHUOUIM]a
octeoreHe3e [1/I-MMh kojy unHaykyje IL-33 He Mopa 6UTH OCTBapeHa AUPEKTHO KpoO3
uHTepakuujy NF-kB u [-kaTeHHHa ca MoJieKyJIMMa HENOCPEeJHO YK/bYYEHHUM Y KOHTPOJY

ocTeoreHese, kao wto cy Runx2 u ALP.

145



T. Kykoso PE3VJITATHU

= =
o1
oo

> N
>
“ E °§. 20 a4 NE th
NG 7 UG W AR NG W N\ = ]
| O L = L Ry -
T ,':‘ , : sEgd " ¥ a 'ty M Runx2
/ \ /§\,/. 4 N E;Eg 1.04 i =) E Y
A U R 9 10
, ! E 8o ' ﬂ s 2
¢ £k & g5
: y
- -+ - 4133 5
o + + - - PDIC 00-
5o ‘% 0.1,
@ o :f:'::.
E % E’ " | Runx2
Ll =
T + I-33 g?insﬂﬂ A S A | K
+ 0+ - - PIC $%g 5 + + - - PDIC
+ + PNU -+ -+ - 4133 s 5 = = & & PNU
- - 4+ + - -PDIC
+ +PNU

Cnuka 40. Yaora NF-xB u -kaTeHuHa y MOAyJalMUju ocTeoreHor noreHnujaaa IJI-MMTh
UHAYKOBaHoOT no/j yrunajem IL-33. henuje cy 3acejaBane miode 3a Kyatypy hesnuvja ca 96 6yHapa
(5000 hesnwja/6yHapy) U KyJTHBHUCAHe A0 CYOKOH(JIYEHTHOCTH KaJa je 3amodyeTa OCTeoTreHa
audepeHyjanyja y npucyctBy uau oacyctBy IL-33 (100 ng/ml), kao 1 y IpyUCyCTBY WU OJICYyCTBY
nuxuoutopa NF-kB (PDTC, 2 uM, Tocris) uim uaxuburtopa f-karenuHa (PNU 74654, 5 uM, Sigma
Aldrich), npu yeMy cy HHXUOUTOPU AoJaBaHU y KyaType 30 MUHyTa npe novyeTkKa TpeTMaHa ca IL-
33. 3a mnorpebe anHanusupamwa reHcke ekcrnpecuje I[IJ-MMT KyjaTuBucaHe cy y MCTUM
eKCllepUMEeHTaJHUM TrpynaMa y CTaHJapAHOM MeAujyMy 3a KyJaTUBauujy TokoM 24h. (A)
OcreoreHa audepeHnujauuja ogpeheHa HakoH 7 JaHa TpeTMaHa HA OCHOBY ekcnpecwje ALP
eH3MMa, Kao M HakoH 14 jaHa Ha OCHOBYy MuHepasusaudje (AnvzapuH 1pBeHO 6ojewe). (B)
KBanTudukanuuja ocreorene audepenuujauuje I[1/I-MMh. (B) TleHcka ekcnpecuja Mapkepa
cneniPUYHUX 3a oCTeoreHy AudepeHnujanujy. Pesyaratu exkcnpecuje nPHK 3a cnenuduune
Mapkepe octreoreHe audepeHuujanuje, ogpehusane npumenom RT-PCR, mpeacraB/beHH cy Kao
OJIHOC eKcmpecuje jgaTor reHa U ekcnpecdje GAPDH, kao koHTpoJsiHOr reHa. BpeaHocTtu cy
HOpMaJ/IM30BaHe y 0JlHOCY Ha KOHTpoJy (hesnuje kynTruBrcaHe y ofcyctBy IL-33), a Ha rpadunuma
Cy NIpUKa3aHU pe3yJITaTU CpeJbUX BpeJHOCTH + SE TpU He3aBUCHA ekcnieprMeHTa. [I[pukasaHe cy
CJIMKe penpe3eHTAaTUBHUX hesvja y KyaTypu (BpeAHOCT pasmepe u3Hocu 50 um), Kao M CJIUKe
penpe3eHTAaTUBHUX TeJIOBA, 0K je HbUX0Ba BeJUYHHA M3paKeHa y 6pojy 6a3Hux maposa (6.1.).
CTaTUCTUYKHK 3HaYajHa pasJ/iMKa y 0JIHOCY Ha KOHTpoJy npeMa Student-oBoM t-Tecty:***p<0.001;
unn y ogHocy Ha I[1/[-MM'h Tpetupane ca IL-33: ### p<0.001.
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4.3.8. YJIOTA NF-xB H B-KATEHHHA Y MOJYJIALJHJH [TPOJIHDEPALIHJE
MJ-MMT HHAYKOBAHE IIPHCYCTBOM IL-33 TOKOM OCTEOTEHE
JIHOEPEHIHJALIHJE

C o63upom pga je mperxofgHo mnokasaHo fga IL-33 (100 ng/ml) crumynuue
npoarudepanujy [I[-MMh HakoH 7 fJaHa KyJTHBallMje, KAKO y CTaHAAPAHOM MeJUjyMy,
Tako U y octeoreHoM Meujymy (Ciauka 35A) y HacTaBKy UCTpa)kKuBakba MCIUTHBAHA je
ynora NF-«kB v -kaTeHUH CUTHaJIHUX [IyTeBa y Mclo/beHUM epekTrma IL-33.

Ha ocHOBY npuKynJbeHUX pe3yJiTaTa yodaBa ce fa npucyctBo PDTC y ctranaapiHoM
MeaujyMy 6J1aro ctumysiuiie nposaudepanuyjy [I[-MMA y ofgHOCYy Ha KOHTPOJIHY Tpymny
hesnja KyJTUBHCAHUX CaMO Y CTaHAApAHOM MeJiujyMy, ajlu 1a He YyTH4Ye Ha CTUMYJIAaTOPHU
edekaT koju octBapyje IL-33 (Camka 41A). [lpu kyntuBanuju [1/I-MMh y ocTteoreHom
MeAUjyMy y npucyctBy uau onacyctBy IL-33, PDTC 6saro moBehaBa 6poj henwnja y
nopebewy ca 6pojem henuja y camom octeoreHom Meaujymy (Camka 41B). Ca gpyre
cTpaHe, uako npucyctso PNU y cTtaHgap/iHOM MearjyMy A0BoAU Ao noBehawa 6poja I1/-
MMT y nopebewy ca henujama rajeHMM camMo y CTaHAApAHOM MeJWjyMy, y HUCTUM
ycaoBuMa 3ajesHo ca IL-33, PNU 3HayajHO MHXMOHpa CTUMYJAaTOpPHU edeKaT OBOT
nutokrHa (Cimka 41A). Takohe, He Mmewajyhu 6pojHoct [1/I-MM'h HakoH Ky/THBanuje y
octeoreHoM Meaujymy, PNU 3HauajHO MOHUMIITAaBa CTUMYJIAaTOPHU edeKaT KOju UHAYKYje

IL-33 (Cuka 41B).
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Cnuka 41. Yaora NF-xB u 3-kareHuHa y moayaanuju npoaudepanmje I[1/1-MMh unaykoBaHe
noj, yrunajem IL-33 Tokom ocreoreHe audepeHuujanuje. hesnvje cy 3acejaBa”e y mjoye 3a
KyJaTypy hesuja, KyaTuBHUcaHe [0 CyOGKOHQJYEHTHOCTU y CTaHAAPJHUM YCJOBUMa, Kaja je
hesnujama fojaT cBex CTaHAAPAHU UM OCTEOTeHU MeAujyM ca uiu 6e3 IL-33 (100 ng/ml), kao u 'y
npucycTBy wiau oacyctBy unxuburopa NF-kB (PDTC, 2 uM, Tocris) uiu uHxu6UTOpa -KaTeHUHA
(PNU 74654, 5 uM, Sigma Aldrich), npu yeMy cy MHXUOUTOPH A0AaBaHHU y KyaType 30 MUHYyTa Npe
noyeTka TpeTMmana ca IL-33. HakoHn 7 maHa kysTuBanuje npoaudepanuja [1/-MMb onpehuBana je
6ojetrem TpunaH miaBuM pactBopoM. (A) Cranaapanu menujym (CM). (B) Ocreorenu meaujym
(OM). Peaynratu cy rpaduuku mpeJicTaB/beHU KAo Cpejitba BpeAHOCT *+ SE u3 Tpu HeszaBuUCHA
ekcnepuMeHTa. CTaTUCTUYKY 3HAaYajHa pas3JiMKa y oHOCY Ha hesuje KyJTUBUCAHE y CTaHAAPAHOM
WIN OCTEOTeHOM MeujyMy y oxacyctBy IL-33 mpema Student-oBom t-tecty: *p<0.05; **p<0.01;
*#*p<0.001; unm y ogHocy Ha [1/I-MM'R Tpetupase ca IL-33: ## p<0.01; ### p<0.001.
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5. JUCKYCHJA

MHTEeH3MBHA UCTpa)KUBawa y 006J1acTU O6MOJIOrHje MaTUYHUX hesvja UMajy 3a
I[U/b IOCTaB/balbe TEME/bA 32 PA3BOj Tepalnuja 3aCHOBAaHUX Ha NPUMEHU hesuja y 1juby
Jleuewa 000/beha KOja KOHBEHLHMOHAJHUM MeTOJMMa He MOry OUTH TpeTHpaHa. Y
OKBHDPY MCTpaXMBala CaBpeMeHe pereHepaTHBHe MeJUIIMHe, NO0Ceb6Ha MNaXKiba
ycMmepeHa je Ha MM'h yuja ynoTpe6a He MOBJIa4yM 3a COOOM CIIOpHA eTUYKa NUTamwka, a
UCTOBpEMEHO oMoryhaBa pasBUjaimbe Tepamnuja NpujaroheHux CBaKOM MallUjeHTy.
Wnak, uHMLMjalHa oYyeKuBamwa of, npuMeHe MMh fo cazja HUCY UcnyweHa, a Takohe
HOBHjU NOJaLU YKa3yjy Jia oBe hesuje Mory uMaTu U HexxesbeH edekart. [lopen Tora,
cBeoOyxBaTHa HCTpaxkMBatka MMTh uM30/10BaHUX M3 pas3/IMUUTUX TKHBHUX HM3BOpa
JlaHaCc HeJBOCMUCJIEHO yKa3yjy Ha TO [Ja, uako oBe hesuje mnocenyjy ofgpehene
3ajeJHAYKe OJJIMKe Ha OCHOBY KOjux ce cBpcTaBajy y MMM, nonynanuje MMh
pa3/IMYUTUX TKHUBA MOCeAyjy 3HauajHe QyHKIUjcKke ocobeHOcTH. Ha ocHOBy ToOra,
Hamehe ce 3ak/byyak Ja pasiuke usembhy MMK Mory 6uTu mociaeaulia mpe cBera
HUXOBOI TMOpekaa U (U3MOJIOIIKOI MHUKPOOKpY:Keka rJie oBe hesuje Bpliue cBoje
dyHkuuje. 3ajeJHO, OBU Hasla3W UCTUYY HEONXOJHOCT JOJaTHUX UCTPaKUBamba KaKo
06U ce carJiefjaJiu CBU aclieKTU noTeHlujasiHe npumMeHe MM'h (Mahla 2016; Galipeau &
Sensébé 2018). UcrpaxkmBamka MaTHUYHHX hejiMja HApPOYHUTO Cy 3HA4YajHA Kao
NOTeHLMja/JHU HauYUH TpeTMaHa BeJMKHUX oliTehewa TKMBAa M OpraHa, Kao U TKMBa U
opraHa Koja uMajy cJab pereHepaTUBHM mnoTeHuMjasa. OpodauujaiHo TKUBO
npeACcTaB/ba PETCUOH Ca jaKO C1abUM MOTeHLUjaJioM pereHepalyje, aju UCTOBPEMEHO
caBpeMeHa UCTpakKUBaka M0Ka3yjy /ia je 0BO TKUBO M3y3eTHO O0raT U3BOpP MaTUYHUX
henuja. Ilopen Tora, oBa TKHMBa Cy NPUCTyNayHa, a HUXOBO MPUKYI/bale Ce BPIIU
HAaKOH peJOBHUX IMpoleaypa IITO je BeoMa HNorogHo cBojctBo. C 063upoM Ja
UCTpaXKUBakba yKasyjy Ha XeTeporeHoCT opodalujasiux MaTUYHUX hesuja, Koja ce
OZlpaXKaBajy U Ha HUXOBeE in VIVo OJJIMKE, jaCHO je Ja Mmo3HaBamwe ocobeHoctu MMh
pa3/IMYUMTUX TKUBA OopodalujaJHOT PeruoHa, Kao U BUX0B o/iroBapajyhu ogabup numa
npecysaH 3Hauaj 3a ychellHy npuMeny y henujckoj tepanuju (Tatullo et al., 2015;
Sacchetti et al., 2016; Shakoori et al.,, 2017).

[loce6HO aTpakTHBaH HM3BOp MMM JeHTa/sHOr mopeksa MNpesicTaB/ba TKUBO

epUoJOHIMjyMa, C 063UPOM Jila Ce OBO TKHBO MOXE Y30pKOBATH jeJHOCTABHO, Y
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CKJIONy peJOoBHEe HWHTEPBEHIMje WHAMKOBaHe eKcTpakuuje 3yb6a (Soheilifar et al,,
2016). Nako ctyauje nokasyjy ga II/I-MM'h noceayjy KapakTepUCTHKe MOToJHe 3a
IIMpYy KJIWHUYKY NPUMEHY, BbUX0Ba CBOjCTBA U aKTUBHOCTU Yy Pa3/IMUMTHUM YCJIOBHUMA
cpeAydHe M OWOJIOUIKUM CHCTEMHMMa HMCYy A0 Kpaja pacBer/beHa (Liu et al., 2008;
Huang et al., 2009; Ding et al., 2010; Mrozik et al.,, 2013; Han et al., 2014; Zhu &
Liang 2015; Abdel Meguid et al., 2017). ¥ okBupy nepuojjoHIMjyMa pe3uJleHTHE
MMTh oparoBapajy Ha pasjd4ydTe aKTUBALUOHE CTUMyJlyce IMPUCYTHe Yy
MUKpPOOKpY>ewy. Ha Taj HauuH oBe hesnje y4yecTBYjy y TKHUBHO] XOMEOCTasH,
JudepeHuMjalidjuy HW  OOHOBM MOTHIOPHOr TKUBA 3y0a, VK/bY4Yyjyhu TKHBO
NepuoOHIMjyMa, leMeHTa U ajBeosiapHe KocTu (Lekic & McCulloch 1996; Nanci &
Bosshardt 2006; Tatullo et al., 2015). C 063upoM Jja y4ecTByjy y 0OHaB/baly TKHUBA,
MHTepaKlyja OBUX heauja ca UHPJAMAaTOPHOM CpPeJMHOM Kao OKHJa4yeM
pereHepaTUBHUX IIpolLeca je eCceHLMjaJHM Jeo IIpoleca ONopaBKa TKHBA.
UcTtoBpeMeHo, UHpJIaMaTOpHAa MUKpPOCpeHA 3HAa4ajHO MOKe JONPUHETH MOAYAalujU
ouosomkux pyHkiuja [1[-MMh (Liu et al., 2017), wTo je BaXKHO 3a MO3HABambE yJiOTre
OBUX hesiMja y OCHOBU MaTOJIOLIKUX CTamka MNEepUOJOHIMjyMa. YjeoHO, MO3HaBambe
ucrnosbaBamwa QyHKUHUjckux npomeHa I[I/I-MMh nop ytunajeM uHbIaMaTopHe
MUKPOCpEeIMHE 3HA4yajHO je U NpU pasMaTpalby MOTyhHOCTH HHUXOBE NpPHUMEHe Y
henujckoj Tepamuju, ¢ 063MpoM JAa NAPOJOHTONATHja, KAo HajpacrnpocTpameHuje
0060J/bere MOTONPHOT TKMBA 3y0a, pe/CTaB/ba XPOHUUYHO UHPJIaMaTOPHO 000/bEHE.

WUMajyhu y BuJy HaBeJieHe Hajla3e, Y OKBHUDY OBe Te3e MCIHMTHMBAHa CYy
pereHepaTuBHa M MMyHoOMojyJiaTopHa cBojcTtBa I[I/I-MMh mop yrtunajem LPS kao
BaXXHOT MHHUILMjaTOpa MH}JaMalUje Y OKBUPY TKHBA yCHe JyIJbe, KA0 U €HJ0reHor
asmapmuHa IL-33 4wuje je mpUCYCTBO Yy JEHTaJHOM pPEruoHy peJlaTUBHO HeJaBHO
II0OKa3aHo.

Ynpkoc ToMe IITO MOAALM Yy JIUTEPATypU Noka3yjy ga LPS Moxke MHxuGUpaTH
(Trubiani et al., 2012; Diomede et al., 2017), anu u ctumysiucatu (Kato et al., 2014)
pact u npoaudepauujy I1[-MM'R, Hama uctpakruBamwa ykasyjy ga LPS He Moaudukyje
MeTaboJIMYKy aKTUBHOCT HU npoaudepauujy [1I-MMh. OBu pesysiTaTu y cariiacCHOCTH
Cy ca pe3yJTaTHMa ApPYrux aytopa koju mokasyjy aa LPS (P. gingivalis), kao Hu LPS

(Escherichia coli) He ytudy Ha npoaudepauujy u BujabusaHoct [1[-MMTh, oaHocHO

151



T. Kykoso AUCKYCHJA

CD105* cyononynanujy [1/I-MM'h (Albiero et al., 2015; Albiero et al., 2017). Y cknany
ca OBUM pe3yJITaTHMa, Hallla UCTpakKMBamwa Cy nokasasa Ja LPS He yTuue Ha henujcku
yukayc [1/I-MM'R, wto je 3abenexxeHo u kog MMh n3osioBaHux u3 BapToHoBe ciy3u
(Mei et al., 2013). MebhyTuM, pe3ysiTaTu NOHOB/bEeHEe cTUMyJanuje MMh 3y6He nyJine
ca LPS noka3syjy na LPS kox oBux hesivja Moxxe Npoy3poKoBaTH ycropaBake hesmjckor
nukiayca (Feng et al.,, 2014). OBy Haznasu jacHo ynyhyjy Ha nocTojame cnenqupuiHOr
dyHkuujckor oaropopa MMTK y 3aBUCHOCTH 0J, HUXOBOI TKHUBHOT IOpEKJa,
noTBphyjyhu HeonxoAHOCT carsiefaBamwa 6uosomkux ¢yHkunja MMh cnenuduyHnx
3a CBaKM TKUBHHU u3BOp. [lopex Tora, Hamu pe3sysraTty nokasyjy fa LPS He yTude Ha
uMmyHodeHoTtun [1/I-MM'R, wiTo 1 noTBphyjy ucTpaxkuBamwa Apyrux aytopa (Albiero et
al., 2017). Y3 ekcnpecujy MeMbOpaHCKUX Mapkepa MMM, y HamuMm pe3ysaTaThma
nokasaHo je ga I1/[-MMh ekcnpuMupajy 1 Mapkepe MJIYPUNOTEHTHOCTU YKJ/bYy4yjyhu
OCT-4A, OCT-4B, SOX-2 u NANOG wTo je ckiaZy ca Haja3uMa Jla XyMaHe MaTH4He
henuvje M3o0/s0BaHe M3 Opa/IHUX TKHUBA 3aJp:KaBajy MaTUYHOCT, Kao U Npoarudepanujy
TOKOM JyroTpajHe in vitro kyatuBandje (Diomede et al., 2017). VicroBpemeHo, Halu
pesysaTtaTh mokasyjy fAa LPS He Mogudukyje reHcky ekcrnpecdjy OBUX (akTopa.
Ekcnpecvja Mapkepa MaTUYHOCTM KOJ MaTU4He hesivdje opa/lHUX TKHBa 4YeCcTO ce
noBe3yje ca BUXOBHUM MOPEKJOM U3 HepBHe KpecTe. Haume, maTruyHe hesuje TOkoM
pasBuha MUrpupajy U3 OBOT TKMBA M YCIIOCTaBJbajy MoMmyJaluje MaTUYHUX hesuja y
pa3JIMYUTUM aHAaTOMCKMM peruoHuMa ykbydyyjyhu opasHa TkuBa (Nagoshi et al.,
2008; Takashima et al., 2017). Hamu npetxofHU pe3yaTaTH Takohe ykasyjy ga I1/1-
MMT noceanyjy Behy ekcnpecwjy Mapkepa IJIypUINIOTEHTHOCTH W CIIOCOOHOCT
nposudepanyje y ogHocy Ha MM'h u3osi0BaHe U3 ApPyrux TKBa, Kao mrto cy MMh
macHor TkuBa (Trivanovi¢ et al, 2015), a mTo MoXe NpeJCTaB/baTH MOXKeJbHA
ceojctBa [1/I-MMh y henujckoj Tepanuju (Uribe-Etxebarria et al., 2017). YjegHo ce u
Ha HUBOY OBUX heJsiMjcKMX MapaMeTapa 3amaxka XeTepOreHOCT y OKBUPY MomyJsaluja
MMTh U3 pa3/MYMTHX TKUBHUX H3BOpa, YKalyjyhM Ha HEONXOJHOCT pa3yMeBaka
jenvHCTBeHUX QYHKLUjCKUX cBojcTaBa MM koje cy mocieguiia HUXOBOT TKUBHOT
nopekJa.

[Topen yTBphuBamwa edpekaTa Ha BUjaOUJIHOCT, U UCIO/baBakbe peHoTUna MMM,

3a NpOLEHYy pereHepaTHBHOI TMOTEHLHja/la OJi BeJUKOr 3Hayaja IpejcTaB/ba
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N03HaBake peryJaliyje JUHUjCKe ONpeJie/beHOCTU U AudepeHLHjaldje oBUX heauja. Y
OKBUDPY TKHBAa IEepUOJOHLUjyMa, HAPOYMUTA MaXKHka UCTpaKMBaya yCMepeHa je Ka
VCIUTHUBawky ocTteoreHor mnoreHuujasa II[-MMh. Haume, II/I-MMh Hanaze ce y
IEepUOJOHLUjyMy, MEKOM, Be3MBHOM TKHBY KOje je OKpYXXeHO YBPCTUM
MHUHepaJM30BaHMM TKHBUMa KOpeHa 3y6a (LleMeHT) U aJjieBeoslapHe KOCTH. U3 oBuUX
pasJjiora, oJip>KaBalbe HUBOA MUHepa/U3alyje OKOJHUX TKHWBA IpeJCTaB/ba IJIABHU
bu3noJIOIKM 3axTeB TKUBA MepuoAoHuMjyma. C(CTora ajekBaTHaA peryJaidja
MHHepasu3anuje, oMoryhaBa npusiarohaBawe TKHBa NEPUOAOHIHUjyMa QYHKIIMOHUM
3axTeBUMa. OcuM y GU3MOJIOUIKMM YCJ0BHMMA, TOKOM y3HanpejoBaJe (pa3e 3anabemmna
HNOTIOPHOT TKUBA 3y6a MOe J0hy U 10 HapyllaBamka UHTErpUTeTa aJBeoJapHe KOCTH.
Kao nmocsieguiia oBUx NaTOJIOLIKKUX IPOMEHA, 3HAYajHO je Cy»KeH U360p MeTo/a ieyermha
OBOT 000/beHa, C 0603MPOM /1A je 0iroBapajyhy HUBO YBPCTUHE KOLITAHOT TKMBA OCHOBA
3a yCHellHUW MpoTeTCKH TpeTMaH. CTora je M y KJIMHUYKOM KOHTEKCTY BAXKHO
pa3dyMeBalme MeXaHM3aMa MoJyJialidje ocTeoreHor nmnoreHuyjasa IIA-MMh vy
MHpIaMaTOpPHUM yClI0BUMa, 6yayhu na cy oBe henuje K/bydHHM U3BOP NpPOreHUTOpA
ocTeobJsiacTa y TKUBY NepuojoHnyjymMa. Hamu pesysatatu nokasyjy ga LPS uma
M3paKeHO MHXUOUTOPHO [1€jCTBO HAa OCTeoreHy AudepeHLUjandjy, Kako Ha HUBOY
akTUBHOCTU ALP eH3MMa, Tako U Ha HUBOYy MUHepaau3anyje. OBu edpekTu noTBpheHU
Cy Ha TeHCKOM HHBOYy C 003MpoM Ja je moj yrtunajeM LPS peTtekToBaHa 3HauyajHa
MHXUOMILIMja eKCIpecyje Haj3HA4YajHUjUX TeHa 3a ocTeoreHy JAudepeHUUjalujy
ykbyuyyjyhu Runx2, ALP u ocreokanuuH. OBU pe3yaTaTH y CarJacHOCTH Cy ca
NpeTX0JHO N0Ka3aHUM MHXUOUTOPHUM epekToM LPS (P. gingivalis) Ha akTuBHOCT ALP
eHsuMma, npoaykuujy COL1A1 (collagen, type I, alpha 1) u octeokannyuHa kog [1/I-MMh
(Kato et al., 2014). CiuyHO TOMe, CMamele ocTeoreHor morteHunujasa I1J-MMh y
npucyctBy LPS yTBpheHo je U y uctpakuBamwy Li u capagHuka (2014), npu yemy je
NOKa3aHo Jla je oBaj edekaT mocpejoBaH akTuBanujom NF-kB TpaHckpunipoHor
dakTopa. [lopen LPS, nokaszaHo je na u Apyru GpakTopyu NPUCYTHU Y UHPJIaMATOPHO]
cpeaunu nonyt IL-17 (OKi¢-Pordevic¢ et al., 2016), IL-7 (Jian et al., 2016) u TNF-a
(Tan et al.,, 2016) vcno/baBajy UHXHOUTOPHO /1€jCTBO HA OCTeOreHy AudepeHUjalujy
[IJ-MMh. OBy Hajsia3¥ HaBOJle Ha 3ak/bydyaK Jla MHOJaMalMja, KpPoO3 CMakbeme

OCTeoreHor mnoTeHNWjana Audepenyujauuje I[1-MMTF, Moxe [JONPHUHOCUTHU
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HapyllaBakby UHTErpuTeTa ajJBeosapHe KOCTH, OJJHOCHO 3HaTHO] IPOTpecHju 060/bemma
NOTONPHOT TKMBA 3y6a. MehyTuM, HacynpoT CBUM OBUM HaJla3uMa, 3allaXKEHO je Jia Mo
ytunajeM LPS (E. coli) octeorena gudepennuajuyja CD105+ cyébnonynanuje I1-MMh
CTUMYyJINCAaHa, WITO je mopej noBehaHe MHHepa/Md3allyje MaTpUKca O6uao npaheHo u
noBehanoMm reHckoM ekcnpecdjoM Runx2 u ALP mosekysna (Albiero et al., 2105).
Ctrora, Mako je MojayJalidja OCTeoreHe3e, Kao npaBua audepenuujauuje I1-MMh
HajBUIlEe H3y4dyaBaHa, MOXe ce 3ak/byyuTu Ja ytuuaj LPS Ha II-MMh Huje y
HNOTNYHOCTU pa3jalllbeH, a NMOoKa3aHU epeKTH Mory OUTHU MOocaeAulla U pPasIu4yuTe
aKTUBHOCTU LPS nopeksioM U3 pa3HOBPCHUX GAKTEPUjCKHUX U3BOPA.

13y3eB ocTeoreHe audepeHiyjalyje, 1 NoJaljd y Be3u ca yTUllajeM OUOJIOUIKH
aKTUBHUX MOJIEKyJIa Ha Apyre npasue gudepeHuujauuje [1/I-MMh Beoma cy ocKygHU.
W3 oBUX pasJiora, a UMajyhu y BU/ly 3Hauaj yKyMHOT JUepeHLjalluOHOT TOTeHhjajia
[I1-MMf, y HamMM UCTpaXMBawkbMMa WCHOUTHUBAH je yTtuuaj LPS Ha xoHpporeny u
aaunoreny audepenumjauujy III-MMR. 3a pasaudky oJ; MHXUOUIUje OCTeOreHe
JudepeHuMjalije, XoHApPOreHa W aaunoreHa audepenuujanyja I-MMh 6une cy
ctumyicaHe y npucyctBy LPS. [loBehan HuBO xoHopreHe gudepennujauuje ko I1/1-
MM Tpetupanux ca LPS, 6uo je ncno/beH U Ha 'eHCKOM HHMBOY, C 003UpOM Ja je
JleTeKTOBaHa CTUMYyJlalvja ekcrpecuje Sox-9 reHa. Y oipeheHoj Mepu, 0BU Hajlasu Cy y
CKJaJly ca MOKa3aHOM CTHUMYyJalujoM XoHAporeHe audepeHuujanuje MMTh kocTHe
cpxu Jbyau nop yrunajem LPS mocpegcrBom NF-kB curHannum nyrtem (Caron et al.,
2012). CiuuHo ToMe, LPS je cTuMysivcao cTBapawe JIMIMUHUX KallJbUIA U €KCIIPECH]y
PPAR-y reHa, OJHOCHO aJiunioreny addepeHiyjanujy. Ha ocHoBy 0BUX pe3yJiTaTa MOXe
ce MpeTnocTaBUTH Aa LPS Moxke 6uTH 3Ha4yajaH ycMepaBajyhu/peryiaTopHu gakTop y
nudepenuujauuju [1/I-MMR, c 063upom Ja je nHXUOUIM]ja AUdepeHLjalFje Ka jeIHOj
hesvjckoj sio3u mpaheHa cTuMyJsanUjoM Apyror AddepeHIUjallMOHOr MpaBLa. Mako cy
afiurnoreHa v xouJiporeHa audepennujamuja [1[-MMh ynutHe y ycioBuma in vivo (Mao
& Prockop 2012), oBu pe3ysiTaTu yKasyjy Ja ce UMlAaK HE MOXe UCK/bYYUTH YHNHbEHULA
Jia LPS Moxe ydyecTBOBaTH y npeycMepaBawy Audepenuujanuje [1-MMh. [lopeg Tora,
uHAyKyjyhu ¢enorun [1/I-MMh Koju Huje mpeno3HaT Kao HOCWJIAL, pereHepaTUBHUX
npoueca y QU3MOJOWKUM ycaoBuMa, LPS Moxe JonpuHeTH pas3Bojy HEKHX

NaTOJIOIIKUX NpoMeHa. HauMe, Hakyl/barmbe HeyTpaJHUX JIMIWAHUX KallJbULd ¥y
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UTOIJIa3MH MOX€E OUTH Y OCHOBU MeTaboJUYKUX MpoMeHa y henvjama (Thiam et al.,,
2013), y3pokyjyhu crapemwe hesnuja U OKCUJAaTUBHHU CTPeC, Kao IITO je MOKAa3aHO KOJ,
MM 3y6He nysne Tpetupanux ca LPS (Feng et al., 2014). C 063upoM jAa y HalluM
eKCllepuMeHTUMa HUje 3alaKeHO CjeJjuibaBame JMIUAHUX Kamsbuua kog [1/I-MMT,
MOXKe ce MPEeTHNOCTaBUTU Aa agunoreHa audepeHnyjauuja I[1J-MMh Moxe GUTH U
nocjeAula in vitro ycjioBa KyJITUBalyje, ajJlu U IpoMeHa y MeTabosiu3My hesnuja.
Jlocajalilba UCTpaXKMBamka MOJIEKYJICKUX MeXaHHW3aMa YK/bYYE€HHX Y [1ejCTBO
LPS nokasyjy na LPS unHaykyje docdopunanujy U akTHUBaALHjy OPOjHUX CUTHATHUX
nyTeBa y [uToIa3Mu hesnuja. CieAICTBEHOM aKTHMBALUjOM TPAaHCKPUIILLMOHUX dpaKTOpa
peryJiuiie ce U ycMepaBa oArosop henuje Ha ctumyiyc (Botero et al.,, 2010). Jenas o,
Jl00p0 MO3HATUX CUTHa/JIHUX NyTeBa Koju LPS y passnuutum henujama aktuBupa je
MAPK curHaiHu NnyT KOjU yK/bydyje CUCTeM KHHa3a CepUH/TpeoHUHCKe daMuiuje
(Watters et al.,, 2002). Haume, MAPK curHannu nyT koopauHuile 6pojHe hesujcke
npouece yk/bydyjyhu pact henuja, ogroBop Ha ouitehemwe U cTpec, akTuBanujy henuja
ypoheHe UMyHOCTH, anonTo3y, AudepeHnyjauujy u apyre ¢pyHkuuje heauja (Watters
et al., 2002; Palsson-McDermott & O'Neill, 2004; Suganuma & Workman, 2012).
[lopen, ¢usuosOMIKMX OArOBOpa, OBa CUTHa/M3alMja MocCpejyje W MNaTOJOLIKUM
CTatkbMMa  MONYT  pas3JMYUTUX  MaJIUMTHUTETA, HeypoJereHepaTUBHUX U
Kap/iMoBacKy/jaapHux o6os/bewa (Raman et al, 2007; Dhillon et al., 2007; Munoz &
Ammit 2010). 'naBHU yyecHUnM curHajiHe Kackage MAPK curnanusanuje cy ERK (ox
eHrs. Extracellular signal-Regulated Kinases), kuHase c-Jun N- TepMHHaJHOT Kpaja
(JNKs) u p38 MAPK (Keshet & Seger, 2010). AKTUBal1jOM OBUX €H3UMA, CJIe/[CTBEHO
ce aKTUBUPA BEJIMKHK 6POj UTOIJIA3MaTCKUX U jeJJapHUX TPAaHCKPUILMOHUX paKTopa U
y henuju uHAYKyje TKMBHO cnenuduyHU oArosop. MMajyhu y Buay Jia je mpeTXoHO
nokaszaHo ga LPS aktuBupa MAPK curnasmuszauujy u kom MMh pgeHTa/lHUX TKUBaA
(Botero et al,, 2010; Wang et al,, 2013; He et al,, 2015) y HamiuM UCOUTHUBAKHHUMaA
yTBphUBaHa je akTUBHOCT oBOT curHaHor nyta ko [1/[-MM'h. Ananusa edpexra LPS Ha
akTuBanujy cse Tpu kinace MAPK ERK1,2, p38 u JNK curnasHor nyTta nokasasia je za ce
y MNpUCYyCTBY oOBOr ¢akTopa HakoH 24h crumysnanuje aktuBupa camo ERK1,2
cUrHaJiu3anuja, ¢ 063upoM /Jia je noBehamwe dpocdopuincator obauka yrBpheHo camo

KOJ, oBOr mnpoTerHa. Kako je y HallMM HCOUTUBawkbMMa yodeHOo nAa LPS moxe
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MoayJaucaTu JaudepeHuMjanoHu noteHunyjaa [I[-MMT, aHaau3supaHa je U
ykbydeHocT ERK1,2 curHanusanuje y oBe npomeHe. Hamu pe3ystaTd mokasyjy Ja
ERK1,2 curnanusanuyja Moxe y ogpeheHoj Mepu 6UTU K/bydyHa Y AUdepeHIUjalidju KOjy
kog III-MMTh peryaume LPS. /lobujeHM Hasasu y cCkJaZy Cy ca pe3yJTaTHMa
NpyvKasaHUM KoJ, Mao W capajHHMKa, KOjU Cy IOKasaad Ja aktuBayuvja ERK1,2
CUTHa/IM3alidje TMocpeayje y HMHXUOULUjU ocTeoreHe audepeHuujauuje I[1/I-MMh
(2016). llopen Tora, HawK pe3yaTaTu yka3dyjy u aa ERK1,2 BepoBaTHO HUje JUPEKTHO
YK/bY4Y€eH y UHXUOULH]jy ocTeoreHe fudepeHnyjauuje ko [1/[-MMh TpeTupanux ca LPS
nyteM Mogudukanuje Runx2 TpaHckpuniuoHor ¢akropa. HacynpoT ToMe, Ha OCHOBY
ekcnpecuje Sox-9 u PPAR-y reHa Haciayhyje ce 3HadajHMja yk/bydeHocT ERK1,2 y
CTUMYyJIALIMjU XOHJIPOTEHE U ajunoreHe avdepeHnyajuuje. Mehytum, 6e3 o063upa Ha
YK/bYYEHOCT TPAHCKPUNLMOHUX (aKTopa, noBehaHa ajumnoreHa u/Wjayd XOHJpoOreHa
JudepeHLMjaliMja OKa3aHa y Halloj CTyAuju ynyhyje Ha Moryhe HeraTuBHe edekTe
LPS Ha perenepauujy mnepuogoHuujyMma, wto he OyayhMM ucCTpakuBawkbMMa OWUTHU
HEONXOAHO MNOTBpPAMTU. CJAMYHO HamKMM pesyatatuma U yao3u ERK1,2 y
naudepenuyjanuju I1/-MMK, nokasaHo je fAa je oOBaj CUTHAJHU MNyT KJ/by4yaH y
xoHgporeHoj (Arita et al,, 2011), anu u agunorenoj agudpepennyjauuju MMh kocTHe
cpku (Li et al., 2016). UHTepecaHTHO je 3anma3vuTu Aa ko MMh pasiuuyuTOr TKUBHOT
NopeK/Ja MCTU CUTHaJHU MNYyTEeBH MOry OWTHU NOCpeAHULU JUbepeHLHjalluOHUX
npoueca oBux hesnuja. Unak, jefMHCTBEHa CBOjCTBa pa3jMYMTUX nonyaaunuja MMh
3aCUTypHO YCJOBJ/bABAjy M aKTUBALMjy TKUBHO CcHeuuPUYHUX OJAroBOpa Ha
MOJIEKYJICKOM HUBOY, LITO NOTBphyje 3Hayaj No3HaBawka MOJIEKYJICKUX MexaHHU3aMa y
peryJanuju 6MoJIoKUX PyHKIUja cBojcTBeHMX MM'R cBakor TKUBHOT U3BOpa.

[Ipu carsienaBamwy pereHepaTUBHOr Kamnaputeta MM, BaxkHy OAJIMKY OBMX
henvja mnpejacTaB/ba HHUXOBA MUIpaTOpHA cnocobHocT. Haume, HajBehu 6poj
NOTEeHUUjaJHUX CcTpaTerdja y hesujckoj Tepanmuju 3acHMBa Ce Ha CHUCTEMCKO]
aniMKauuju oBuX hesnuja, mwTO 3axTeBa eQUKACHY MUrpaldjy U MpUBJIAYEHE
npuMemeHux hesnuja Ha UM/bHO MecTo. MehyTum, Mexanusmu kojuma MM'h ocTBapyjy
oBe QYHKIMje HUCY [0 Kpaja ucnutaHu (Nagyova et al.,, 2014; De Becker & Van Riet
2016). JesaH o peTNoCTaB/bEHUX MeXaHM3Ma MoApa3yMeBa Ja ¢aKToOpH pacTa, Kao U

MHpaMaTOpHA MUKpPOCpeArHA U paKTOPU CEKPETOBAHU OJ, CTpaHe oliTeheHOr TKHBA
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yTU4y Ha MuUrpartopHa cBojctBa MMh u ycMmepaBajy mwHUXOBY aKTUBHOCT. U3 oBuX
pasJiora laHac ce UHTEH3UBHO UCNIUTY]y epeKTH pa3/IMuUMTUX GaKTopa KOju OU MOIJIn
6UTH WcKopullheHHW y LUW/bY MOOOJ/bLIaBaka MUTPAaTOpPHUX crnocobHoctu MM 3a
noTeHUUjasHy Tepanujcky npuMeHy (Sohni & Verfaillie 2013; Eggenhofer et al.,
2014; Zachar et al., 2016). HacynpoT ToMe, y pHU3HOJOLIKUM YCJAOBHMA pPe3UIEHTHE
MM HajBepoBaTHHje 6MBajy MOACTAaKHYyTe Ha MUrpanyjy ¢akTopuMa NPUCYTHUM Y
JIOKaJIHO oluTeheHOM TKMBY KaKO OU perMoHaIHO HCIIOJbUJIE CBOje pereHepaTUBHE
dyHkuuje. Unak, pe3yTaTU MUTPAaTOPHOTr noTeHuujajsa MM HHUCY KOH3UCTEHTHH, a
youyaBa ce pasjivuka usMebhy edekarta uctux ¢pakrtopa Ha MMR passiuyUTUX TKUBHHUX
usBopa. Kog I1I-MMh n3osioBaHMx M3 TKHMBa 3axBaheHor MH}JIaMalljoM MOKa3aH je
BUIIM MUrpaTopHu noteHnyjana (Park etal., 2011), miTo 614 NoTeHMjaJIHO MOTAa0 OGUTH
NOBOJbaH MeXaHU3aM TOKOM pereHepaTHUBHOT Ipolieca, 3axBa/byjyhu HaKyIl/bakby OBUX
hesnuja Ha MecTy omrTehewa MOTHOPHOr TKMBA 3y6a. 3a pas/iMKy O/ OBUX MOJATAKa,
pe3yJITaTH in vitro UCTpakrMBamwa CIPOBeeHUX Y OKBHUPY OBe Te3e noka3yjy Aa LPS ne
yThde Ha nokpetsbuBocT II/[-MMh. Ca gpyre ctpaHe, y npucyctBy LPS nokasaHa je
noBehana murpartopHa cnoco6Hoct MM'Rh mapatupouzaHe xJe3je (Brandau et al.,
2010). CiuuHo aBojakuM edektuma LPS, 3aBucHUX of TKUBHOr usBopa MM'h, Haua
IpeTX0JHa UCTPaXKWBamwa NokaszaJsa cy ga IL-17, kao nporHdiaMaToOpHU PaKTOp, MOXKe
UCIO/baBaTU pa3nuuTe edekTe Ha Murpauvjy MMh y 3aBUCHOCTH 0[] HUXOBOT
TKUBHOT nopekJa. Ca jeiHe cTpaHe, y ycaoBuMa in vitro, IL-17 nHxubupa MUTpaTOpPHY
cnoco6Hoct [1/I-MMh (OKi¢-Pordevi¢ et al., 2016), nok ctumysuuie murpanujy MMh
nepudeprHe kpBu (Krsti¢ et al., 2015). Ctora ce ¥ Ha HpUMEPY MHUTPATOPHE
cnocobHoctu MMR jacHo youaBajy pas/ivke y (QYHKIUjCKOM OJrOBOpPY Koje ce
HajBepoBaTHHUje MOry MOTY O00jaCHUTH Kao IMocjeAviia TKUBHOr nopeksa MM,
OJIHOCHO HHUXOBHUM pas3JIMYUTUM (QYHKIMjaMa Koje Bplle y TKHBY y KOMe ce
¢usuosiomiku Hanaze. OcuM Tora, He Tpeba 3aHEMApUTH HU YHLEHULY Jia U
cnenMPrUYHO MHUKPOOKpYKele Yy Kojuma ce pesugeHTHe MM Hasaze 3HavajHO
o6suKyje ¢yHkIUjcku oaroBop MMh cxogHo mnoTpeb6amMa opraHu3dMa y JaToM
TPEHYTKY.

Mako Hama uctpaxxkuBamwa nokasyjy aa LPS He yTuye Ha murpanujy I1/[-MMT, y

OBOj CTyAMjU je moka3aHo fa LPS cTumysuile KOHTPaKTUJIHOCT 0BUX hesuja. Haume,
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HajHOBMja HCTpaKMBakba yKa3dyjy Jla MUrpaTOpHa Cnoco6HocT hesvja Moxe OUTH Yy
KopeJalMju ca ApyruM heaujckuM QyHKIMjaMa, YK/by4yjyhM HMyHOCyHnpecUuBHHU
(Bertolo et al.,, 2017) u agudepeHumjanponu noteHyujaa (Andersen et al., 2015;
Desai et al., 2014).

HUmajyhu y Buay [a je yTBpheHO MoOCTOjalbe OOpHYTe KopeJsaluje H3Mehy
CIOCOOHOCTHM MUTrpalyje, Kao CcBojcTBa hesuja ciauyHuM ¢ubpobsacTUMa, U
KOHTPAKTUJIHOCTH, Kao cBojcTBa Muodubpobiacta (Desai et al., 2014), ciegehu num
HallUX MCTpaXkKMBama OMO je MCIUTHBAaWke KOHTPAKTUJIHCTHU U eKCIpecHuje MapKepa
muodubpobaacra kog [1I-MMh y npucycty LPS.

Haume, audepenuujauuja Muodpubpobiacta mnpeAcTaBba KbydaH jgorahaj
TOKOM pereHepaTHBHOI Ipoleca U 0OHOBe TKHUBA. YNPaBO KOHTPAKTUJ/HA CBOjCTBA
oBUX hesnja omoryhaBajy ¢pU3M0JIOIIKO peMoZiesioBalkbe TKUBa. MehyTum, npekomMepHa
aKTHUBaluja MUOPUOPO6IAcCTA MOXKe UMATU LITeTHE edeKTe, Y3pPOKyjyhu cTBapame
XUNEepTPOOUYHUX OXKU/baKa, Ka0 U PUOPO3HO TKHUBO Yy Pa3/UUYUTUM 000/bEHHMA U
tymopuma (Hinz 2007; Darby et al., 2014). Y opaJHOM TKUBYy MOXe Ce
IPEeTNOCTAaBUTHU Jila TOKOM XPOHHYHHUX WH(JaMaldja, Kao IITO Cy MapoJOHTONAaTHja
WJIW XUNEPIJIACTUYHU THUHTUBUTHUC, MHOQPUOPOOJICTH MCIO/bABAjy H3MEHEHE,
natosomke pyHkuuvje (Smith 2018). HawnM ekcnepuMeHTHMa nokasaHo je ga LPS
CTUMYJIMIIIE KOHTPAKTUJHOCT U €eKCIpecHjy Mapkepa Muodpubpobsacta yrbydyjyhu
ekcripecdjy a-SMA, TGF-B, ¢ubponHexktnHa, u NG-2, fo6po Mmo3HAaTUX MapkKepa
MuopubpobsIaCcTa, MEepUlUTa U NporeHUTopa HepBHUX hesnuja. Exkcnpecuja NG-2
NpPEeTXOAHO je MokasaHa y henujama TkuBa nepuogoHuujyma (Bueno et al., 2013) u
[IA-MMTE (Iwasaki et al.,, 2013). Ciuvyad npaBan gudepeHliHjaliyje MoKa3aH je y
oarosopy ¢pubpobsacta nepuoAoHIHUjyMa Ha onTepehewe y3pOKOBAaHO OPTOJOHCKUM
cusaMa (Xu et al., 2015) uu y oiIrOBOpY eHI0TeJICKUX hesdja ycie XeMUjCKOT cTpeca
(Kimura et al., 2013). C 063upoM ga LPS He MoguduKyje MurpaTopHu notexHuujas I[1/-
MMT, anu ctumynulie ekcnpecujy mMapkepa MuodubpobsiacTHOr ¢$eHOTHNa, HallU
pesyaTtaTu ykasyjy fa LPS moxe moactunatu MmuodubpobsacTHy aAudepeHLujanyjy
[1/I-MM'R, npu yemy cy MHJyKOBaHe INpOMeHe nocpefoBaHe aktuBauujom ERK1,2
curHasiHor nyTta. OBU Hasia3u y CarJlaCHOCTH Cy Ca MPETXOJHO MOKa3aHUM Mojanuma

koju ce opgHoce Ha yaory ERK1,2 curnanusanuje y Muodpubpo6acTHO]
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JudepeHLUjallUju eHA0TeJICKUX IPOreHuTopcKux hesuja nepuogonuujyma (Kimura et
al,, 2013). Umajyhu y BUAYy NOTeHLMjaJHO MO3WTUBHE, aJM U HeraTUBHe edeKTe
aKTUBHOCTM MMOQUOpo6JsacTa, HAlIM pPe3yJTaTH HHAYKOBaHe MHUOPUOpPOOJIACTHE
audepenumjanuje I1-MMh nox yrtuuajem LPS, ykasyjy Ha HeONXOJHOCT A0JATHHUX
HCTpaKUBakha Kako OM ce pacBeTyinya yjaora MuodubpobsacTHOr (GeHOTHIa,
MH/YKOBaHOT UH(}JIaMaTOPHUM YCJI0BUMA, y pereHepalyjyu TKMBA NepUuoAOHLHjyMa.

Y3eB1M y 063Up HaBeJleHe MOJaTKe, pe3yJTaTH Y OKBUPY OBe Te3e yKa3yjy Ja
LPS, nako He MoauduKyje BUjaOUIHOCT, GEHOTUIl U MUrpaTOpHY crnocobHocT I1/I-
MMT, Mopgudukyjyhu audepeHnuyjanuoHu noreHuujan LPS Moxxke 6UTH 3HavyajaH
dakTop y 06JIMKOBamy YKYNHOTI pereHepaTUBHOI MOTeHLUjaJa oBUX henuja. YjenHo,
OBHU HaJsla3¥ HaBOJie Ha 3aK/by4aK Jla ycMepaBame AudepeHLjalluOHOT npoLeca Moxe
6uTu MexaHM3aM kojuM LPS pgonpuHocu wusMemweHoj ¢yHkuuoHoctu I1J-MMh.
CnencrBeHo ToMe, MHAYKYjyhy oBe dyHKIUjcKe npoMeHe koz [1/[-MMR, LPS 3navajHo
MOe YyCJIOB/baBaTHU IPOrpecHjy NMaTOJIOLIKOI CTawka TKUMBAa TOKOM HH(pJIaMaTOPHOI
0060JbeHa NapoAoHLHjyMa.

[lopen ucnutuBamwa oBux ocobuHa I1/[-MMR, Hama ucTpaxkuBamwa obyxBaTHIa
cy u aHanudy ytuuaja LPS Ha cBojctBa u ¢yHkuuje I[1/-MMTK noBesaHux ca
MMYHOMO/yJIaTOPHUM INOTeHIMjasoM. HanMe, uctpaxxuBamwa nokasyjy ga MM'h cBux
TKHMBHUX M3BOpa Noce/lyjy MMyHOMOJy/1aTOpHU KananuTeT (Mattar & Bieback 2015),
Te je oBo cBojcTBO MM'h faHac npeaMeT oNceXHUX UCTpakuBawa. C 063UpoM Ja cy
MMh KoCTHe Cp>U NPBOOTKpUBeHU u3Bop MM, kao u ja $u3HUO0JI0LIKK UMa]jy YJI0TY y
MOJyJIalliju ca3peBalkba UMYHCKUX hesivja, UMyHOMO/JYJIaTOPHU MOTEHILMjaJ HajBULIe
je uM3ydyaBaH Ha oBoM Tuny MMM, Te oBaj TKMBHM HU3BOp IMpejcTaB/ba ,3JIaTHU
ctaHgapa“ wusosauuje ,kinacuuHux MMTE (Donders et al., 2018). Mebhytum,
MHBAa3WBHU MeTO/JM NpUKyIlJbatba MM'h KOCTHe Cp>H, Kao U MaJIu IPUHOC U30JalHje,
YCMEPUJIU CYy UCTpaKMBakba UMYHOMOAYJIATOPHUX cBojctaBa MMh ka MMh apyrux
TKHBa. MehyTuM, /10 cazia je orpaHruyeH 6poj CTyZMja y KOjuMa ce HCTOBPEMEHO nopejie
MMYHOMO/yJIaTOPHU edeKTH OBHUX hesiMjcKUX MomyJanyja, WTO 6M OUJI0 3HA4YajHO 3a
penpoAyuubuIHOCT J00HjeHux pe3yTtaTa (Mattar & Bieback 2015).

Kao pesugeHnTHe MaTuuyHe henuje TkUuBa nepuofoHuujyma, [1[-MMh yuecTByjy

y pereHepaTMBHOj MHMKpOCpPeJWHHU KaO CEeH30pM H/WJIM aKTUBHU Y4YECHULH Y
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KOMYHHUKalLMjU ca ¢pakToprMa M hesmjama uUMyHcKor cuctema (Bassir et al., 2016;
Andrukhov et al., 2017). Ha Taj nHauun IIJ-MMTh ™Mory OuUTH yK/bydyeHe Y
MMYHOMOJyJIJaTOpHe IMpolLece, aJlid U peryjanujy obo/bewa MOTIOPHOI TKHUBa 3yba
(Racz et al.,, 2014; Zhu & Liang., 2015). Mako HeJjaBHe CTyJUje yKa3yjy Ha CMakbeHe
MMyHocynpecuBHe cnocobHoctu I[I[-MMh u30/0BaHUX W3 TKMBA 3axBaheHoOr
uHpnramanujom (Liu et al,, 2012; Tang et al., 2016), ucno/paBame oBux ocobuHa I1/I-
MM Huje y NOTIOYHOCTH pasjallilbeHo. McTpaxkuBamwa ykasyjy Aa GakToOpU NPUCYTHU y
TMHTYMBAJIHOj TEYHOCTH MaliyjeHaTa ca napojoHTonatyjoM (Issaranggun Na Ayuthaya
et al.,, 2017), kao u cony6usHU GaKTOPU CEKPETOBAHU 0] CTpaHe akTUBUpaHux MHH
nepudpepHe kpBu (Wada et al, 2009) mory yTuuaTh Ha HMYHOCYIpPeCUBHHU
noteHnyjan I[I/[-MMA. Takobe, uctpakuBawa nokasyjy Jga LPS, kao jeman op
Haj3HauajHUjux ¢akTopa pas3Boja uUHPJAMalMje, MOXe MOJCTHULIATH MNPOAYKLIUjY
aHTUMHOaMaTopHUX (Moon et al.,, 2013), anu ¥ nporMHIaMaTOPHUX LIUTOKHWHA KO/,
xymaHux [1/I-MMh (Kato et al., 2014). OBu Hau3rjaea KOHTPAJUKTOPHHU pe3yJTaTH
yKa3yjy Ha CJIOKeHe MeXaHHW3Me peryJialidje UMyHOMO/yJIaTOpHUX cBojcTaBa [1/[-MMh,
Kao U Ha joul yBeK HeyTBpheHy yisiory LPS y o6/ivMKOBamy HUMYyHOMOJAY/JaTOPHOT
noteHnyjana I1-MMh. Umajyhu y BuUAy OBe Helo3HaHMILE, y OKBUPYy OBe Te3e
a”Hasusupad je ytunaj LPS Ha untepakuujy I1I-MM'h ca iuMpongHUM U MUjeSIOUIHUM
henvjama nepudepHe KpBU y YyCJOBUMA In Vitro, Kao Y MOTEHLUjaJIHU MOJIEKYJICKU
MeXaHU3MH KOjU Ce Hajla3e Y OCHOBH JiesioBama LPS.

[IpuBsiauewe UMyHCKUX hesiMja Ha MecTo MH}JIaMallije Npe/CcTaB/ba BaXKaH J1€0
npouieca UMyHckor ojaropopa (Muller 2011). I[IpoJsiazehu Kpo3 eHAOTesNCKYy 6apujepy
MMyHCKe hesije cTymajy y HWHTepakLujy ca pe3uJeHTHUM hesujaMa Kako Ou
y4yecTBOBaJie Y TKMBHOj XOMEOCTa3H, aJlu 1 0OHOBHY TKMBA. 3Ha4aj MpoJiacka UMYHCKHUX
hesnuja kpo3 eHjoTes1 yTBpheH je W y perysanuju xomeocTtase U OOHOBE TKHBaA
nepuojioHiujyma (Bryant et al., 2012). MebhyTumMm, ycien Heoarosapajyhe akTHBHOCTH
MMYHCKe hesinje Mory y3pokoBaTH ouiTehewe NOTHOpHOr amapata 3y6a (Jin & Cao,
2015), 3060r 4yera je BaXHO IO3HaBaWke€ MexXaHM3aMa peryJaluje oBOr mporeca. Y
J0CaAIIbUM UcTpaxuBamuMa ytunaj III-MMh Ha TpaHceHAOTe/NCKYy MUIpaLujy
MOHOHYKJIeapHUX U mnoauMopdoHykaeapHux henuja mnepudepHe KpBU HHUje

UCNUTUBAH. UcnuTuBamuMa 06yxBaheHMM 0BOM Te30M MO MPBU NYT je yTBpheHO Aa
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[1/I-MM'R 61aro cMamwyjy TpaHCEHA0TEJNCKY MUTPALMjy MOHOHYKJIeapHUX hesnja. Ocum
TOTra, Hallla UCTpaXKUBamwa Nokasyjy Aa LPS 3HauajHO nojcTvye HHXMOUTOPHO [1€jCTBO
[II-MM'Rh Ha TpaHCeHJOTEJCKy MUIpalUjy MOHOHYKJIEAapHUX heJsdja, IITO MOXKe
npeAcTaB/baTU BakaH MeXaHHW3aM peryJaluvje WHQJaMaTOPHOT OJAroBopa TOKOM
vHpaMalnyje noTnopHor TkuBa. OBaj epekaT LPS 610 je npaheH 671aruM cMambemeM
ekcrpecyje CD29 anTureHa y nomnyJsialiiju MOHOHYKJIeapHUX hesvja KO-KyJTUBHUCAHUM
ca [II-MMh Ttpertupanum ca LPS. Ilorenumjanno, perynapuja excrnpecuje CD29
aHTUreHa Morao 61 GUTH MexaHM3aM KOju Ce Hajla3u y OCHOBU OJIOKMpama MpoJiacka
MOHOHYKJIeapHUX heJsiMja Kpo3 eHJ0TesicKy Oapujepy. MebhyTum, kako 64U ce oBe
IpeTnocTaBKe NMOTBPJMWJe NOTPeOHO je COpPOBECTU Ao0JAAaTHA HUCTpakuBamwa. [lopef
TOra, Ha MOJIEKYJICKOM HHWBOY, HAllK pe3yJITaTy M0Ka3yjy Aa oCpeSCTBOM aKTHUBaLUje
ERK1,2 curnanHor nyra LPS Moxe ocTBapuBaTH MHXUMOUTOpaH edekaT Ha
TpaHCeHJ0TeJICKy MUrpaLyjy, Aok aktuBanyja ERK1,2 curaasHor nyra Hyje yK/bydyeHa
y uHXubuuujy ekcrnpecuje CD29 kon MoHOHyKJieapHUX hesvja. CTora, oBM HaJsa3u
yKa3yjy U Ha IOCTOjakbe [OJATHUX MeXaHU3MaMa KOjU Y4eCTBYjy Yy peryJanuju
eKcIIpecHuje OBOT NPOTEHHA, aJIU U Y TPAHCEH/0TEeJICKOj MUTPaLlMju MOHOHYKJ/IeapHUX
henuja. YjegHo, 06MjeHU pe3y/TaTy ynyhyjy Ha CI0KEHOCT MeXaHHW3aMa peryJialnuje
npoleca MpoJiacka MOHOHYKJeapHUX hesuja Kpo3 eHoTesicky O6apujepy. CauU4YHO
epextuma [1/]-MMR, nokasaHo je ga MMKh kocTHe cp»kM UHXUOUpAjy eKCHpecujy
a/IXe3WBHUX MOJIEKYJIa Y peLenTopa KOoju Yy4eCTBYjy Y TPaHCEHAOTEJICKOj MUTPALHUjH,
Kako Ha JUMQOIUTUMA, TAKO U Ha eHoTesckuM henvjama (Benvenuto et al.,, 2015).
WMajyhu y BuJy HaBeJeHe NOJATKe, MOXe Ce MPETHOCTaBUTH Ja O6M MojyJ/aluja
eKcIpecuje aZlXe3MBHUX MOJIEKYJIa U peLenTopa KOju Y4eCTBYjy Y TPaHCEHJO0TeJICKO]
MUTpalMju MoOrao OWTH MeXaHM3aM MHXUOHULIMje TPaHCEHJOTEeJCKe MHUIpaluje
MOHOHYKJ/JeapHux henuja koje uHAaykyjy I[I/I-MMh Tpetupane ca LPS. Ilopeg Tora,
HallUM  MUCTpaxXuBawuMa yTBpheHo je ga II[[-MMKh 3HavyajHoO cMamyjy
TPaHCEeHJOTEJNICKYy MUTpPALUjy NoJUMOpPoHyKIeapHux henuja. MehyTum, 3a pasnuky
of, yrunaja TtpetrMmaHa I[IJJ-MMh ca LPS Ha TpaHceHZOTe/NCKy MUTpanujy
MOHOHYKJIeapHUX hesuvja, HalIu pe3y/TaTH Mokasyjy Aa TpetMmad [1/[-MMh ca LPS He
yTU4e [AOJATHO Ha TPAHCEHJAOTEJICKY MUrpalujy nojuMopdoHyk/JeapHUx heswuja.

[lokazan wuHxubutopan edekatr I[II-MMKh Ha TpaHCEHAOTENCKY MHUrpPaALUjy
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nosMMopQoHyKieapa y oapeheHoj Mepu y CKJIaAy je ca pe3y/TaTUMa HeJJaBHUX CyJHja
Koje yKa3syjy Aa MM'h kocTHe cp»u UHXUOUPAjy aAxe3Uujy HeyTpodua 3a eHJ0TeJICKe
henuje aktuBupane ca TNF-a (Munir et al.,, 2015), kao u 7a MM'h KOCTHe CpxH,
BapToHOBe c/y3u M TpabeKyJiapHe KOCTU IOCeAyjy CJWYHY CIHOCOOHOCT cynpecuje
npuBJayewa HeyTpodusia (Munir et al., 2016). MehyTum, 3a pa3iuKy of, 0BUX Haslasa,
OpojHe cTtyauje ykKasyjy U ga MMh u3 pa3/jMYUTUX TKUBHUX M3BOpa MOTY MMaTH
CTUMYJIATOPHY YJIOTY y IpHUBJIaYelky U aKTUBaALUju HeyTpoduaa nocpeactsoM IL-8 u
MIF (Brandau et al,, 2010; Cassatella et al., 2011; Hsu et al.,, 2013; Brandau et al.,
2014). Ctora cBM OBM NIOJAllM HaBoJe Ha 3a/bydyak ga MM, nako nopeksom us3
pPa3/JIMYUTHUX TKMBA, 3HAYajHO MOTY peryJvMcaTu MUTpaLujy, OLZHOCHO MOKPET/bUBOCT
KaKO MOHOHYKJIEapHUX TaKO ¥ N0oJMMOpPOHyKIeapHUX henuja, npu yeMy Tpeba UMaTH
y BUAYy JAa cnequPUYHU YCJIOBU MUKPOCpPeJUHE NpeJCTaB/bajy BaKHe PaKTope Koju
ycMepaBajy GyHKLHjCKH OAT0BOP TKUBHO crieuudHux MMA.

[IpeTxoiHa HCTpaKMBawa IMOKa3lyjy Aa XymaHe MMTh KocTHe cpu Mory
OrpaHHMYaBaTU TPAHCEHJOTEJICKY MUTpalHujy JeykouuTta npoaykyjyhu IL-6 kaga ce
KOKYJITUBULIY ca eHA0TeJcKUM henujama (Luu et al., 2013). Hamu pesyatatu Takobhe
nokasyjy aa LPS unaykyje ekcripecujy IL-6 kop [1/I-MM'R, anu fa 4 je oBaj MoJIeKyJ1 y
OCHOBH MHXMOMILMje TpaHCeJHOTeJICKe MUTpalMje MOHOHYKJIeapHUX hesvja ocTaje Aa
ce fofaTHo ucnuta. [IpeTxoAHUM HMcTpaKMBambKUMa N0Ka3aHo je U Aa IL-6, npucyrtaH y
KOHZMLIMOHUPAHUM MeaujyMuMa MM'h nopekyioM U3 KOCTHe Cp>ku U BapToHOBe ci1y3H,
nocpeayje y MUHXOUILMjU TPAaHCEHO0TEJNICKe MUTrpalyje NoJauMopdoHyKaeapHUX hesuja
(Munir et al., 2016). HacynpoT oBMM MNojaliMMa, Halld pe3yJTaTU MOKa3yjy Ja
noBehaHa ekcnpecwuja IL-6 kox [1/I-MM'h TpeTupanux ca LPS Huje npaheHa fozaTHUM
npoMeHaMa TPaHCeHJ0TeJICKe MUrpanuje noauMopdoHykIeapHux henuja, Te ga cy y
OBaj mpouec yK/bydeHW Jpyrd peryJaToOpHM MexaHU3MHu. CTora CBM OBM NOJALH
yKa3yjy Ha HEONXO/JHOCT J0ZlaTHUX UCTPaAXKMBakha KaKo OU ce pacBEeTJ/IMJIU MEeXaHU3MHU
YK/byYEHU Y MOAYJALUjy TPaHCEHJOTeJICKe MUrpalUje UMYHCKUX hesuja oJf cTpaHe
[IA-MMh. I[locMaTpajyhyv ¢U3MOJIOMIKA KOHTEKCT TKHWBA NEPUOJIOHIMjyMa, HallU
pe3yJTaTU yKa3dyjy Ha ucloJ/baBame pasinuutux edpekara [1/I-MMh, kao u [1/I-MMh
TpeTupaHux ca LPS, Ha npuB/iayewe pas3/UuUUTUX CyObIoOMNyJ/anuvja UMyHCKUX heswuja,

mTo ynyhyje fa KoopAHWHHCAaHO U U3basaHCUpPAHO MpUBJAYelHe MMYHCKUX hesdja,
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MOXXe OUTH 3HayajaH peryJjaTopHH 3ajaaTtak [1/I-MMh TokoM pa3Boja MH(IaMaTOPHOT
npoueca.

Kao geo ucnutuBamwa ytunaja [I[-MMh Ha hesnuje suMmbougHor mnopeksaa, y
HallUM MCTPaXKMBawkbKMMa aHasuM3upaH je ytuuaj I[II-MMRh Ha npoaudepaTHBHU
kanauuter CD4* MoHOHyk/JeapHuX hesnuwja, Kao M peslaTUBHA 3aCTyIJbEHOCT
CD4+CD258ucoxo /CD4+CD254ucko fionysialidje y MOHOHYKJIeapHUM henujama. Jlo6ujeHu
pe3yaTaTu mnokasyjy fAa LPS He Mopgudukyje cynpecuBHu edexat I[I[[-MMTT Ha
npoavdepaTuBHM  uHAekc CD4* sgumdonura, Kao HHU OJHOC eKCIpecHje
CD4+CD25#ucoxo /CD4+CD25%1cko onysiandje MOHOHYKJIEAPHUX heJsivja CTUMYyJIMCaHUX
muToreHoM. OBM pe3y/TaTH HaBOJe Ha HaW3IJel KOHTPAAUKTOPAH 3aK/bydaK O
MMYHOMOZy/1aTOpHOM JenoBawy [1/I-MM'h. Ca jegHe cTpaHe, MOXe ce IPOTyMa4yuTH Ja
[IJ-MMh wucnos/paBajy UMYHOCYIIPECUBHO /[lejCTBO HWHXUOUpajyhu aKTUBaLujy
JUMPOIUTA, AOK UCTOBPEMEHO MOTY JleJIOBaTU UMYHOCTUMYJIATOPHO CMawyjyhu 6poj
perynatopHux T aumdouuta. Mehytum, nako ce CD4+*CD2584cox0 mory mocMaTpaTH Kao
cybnonysanuja perysatopHux T saumdonura (Mayer et al, 2012), kako 6u ce
pasjacHuo 3Ha4yaj oBOT edeKTa, foJaTHe peHOTUIICKe U PyHKIMjcke aHaiu3e MHh cy
HeonxoAHe. OcuM Tora, ¢ o63upom ga IL-2 penentop a (CD25) nmpeacraB/ba paHu
Mapkep akTuBupaHux T siuMdolnuTa, MoXe ce npetoncrtaBuTu aa [1/[-MMh 3anpaso
cMamyjy ¢$pekBeHLMjy akTuBUpaHux CD4* nuMmdonura, M Ha Taj HAYMH JOJATHO
JIONIpUHOCe UMYHOCyIpecHju. Ha MosieKyJICKOM HMBOY, HallKd pe3yJTaTH NOoKa3yjy Ja
npoMeHe 0BUX QyHKIHUja HUCY nocpesoBaHe akTuBaLuujoM ERK1,2 curnanusaunuje, mto
ynyhyje Ha aKTHUBHOCT JpYTruUX CUTHAJHUX MyTeBa KOjU YYeCTBYjy Yy peryJanuju
¢yHkuuja u peHotruna CD4* numdonuTa. UcTpakuBamwa nokasyjy ga COX-2 U weron
npoaykt PGEZ uMajy BakHy yJjiory y UMyHOCynpecMuBHUM ¢yHKuujama [1/-MMM,
uHxu6bupajyhu npoaudepanujy T aumMdonuTa Kako in vitro Tako u in vivo (Ding et al.,
2010). Hauu pesysaTtaTtu nokasyjy aa [1I-MMR koHcTUTYTUBHO ekcipuMupajy COX-2 u
IL-6, anu fa noBehamwe HUXOBE eKCIpecuje MHAYKOBaAHO npucycTBoM LPS unak Huje
npaheno npomenama edekara [I/-MMTh Ha nponudepatvBHu kamaputer CD4+
MOHOHYKJeapHUX hesuja, kao HU Ha 3acTymsbeHocT CD4+CD258ucoxo /CD4+CD25Hucko
nomnyJianyje MOHOHYK/eapHUX henuja. 3a pasnuky of edpekara [1/[-MMh 3Havaj oBux

MOJIeKyJla Y UMYHOMOJAYJAUUjU MNoKa3aH je Kog MM mopeksoM U3 KOCTHE CpPXH.
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Haume, COX-2 mnpoaykoBaH on cTtpaHe MMh KOCTHe Cp»XM MOXe y4eCTBOBAaTH Y
npeycMmepaBaky T uMdonuTa Ka peHoTuny peryaatopuux T aumdouurta (Hsu et al.,
2013). Ca gpyre cTpaHe, 1 Ha MojeJsy Mulia, IL-6 kora npoaykyjy MM'h KocTHe cpxxu
MoxKe ucrno/buTH nHXuobuTopaH (Bouffi et al., 2010), anu u ctuMysiaTopaH epekaT Ha
nposaudepanujy nuMmpouurta (Vega-Letter et al., 2016). OBy Hasa3u HeJBOCMUC/IEHO
notBphyjy Aa cy umyHomoayaatopHa cBojctBa MMh ycioB/beHa HbUXOBUM TKMBHUM
IIOPEKJIOM, Te je 0/, U3y3eTHe BaXXHOCTH He3aBUCHO carjielaBaTh UMYHOMOZYJIATOPHHU
noteHyujaa MMh cnienuduyHux 3a cBaKU TKUBHU U3BOp. CTora , noBehaHa ekcnpecuja
COX-2 u IL-6 cBakako yka3dyje fAa oBM (GaKTOpU MOry HMMaTH 3HauyajHy yJory y
MoAyaanuju pyHkuujckor ogrosopa II/I-MMR, anv v ja cy JojaTHa UCOUMTHBaHba
HEeOIX0/iHA KaKo OU ce pasjacHUJA HKUXOBa yJora y cBojctBuMa [1/[-MMh noBesaHuM
Cca UMYHOMO/JY/JIaTOPHUM IIOTE€HLUjaJIOM.

C o0063upoM pgAa je MapUOAOHLMjYM H3JIOKEHO aAHTUTeHUMa OaKTepHja,
oAroapajyhu ¢yHKUUjCcKHA oAroBop hesuja ypoheHe UMyHOCTH OJi BEJIUKOT 3Ha4yaja je
3a XOMeoCTa3y OBOT TKHBA, a yje/lHO U TKUBO NIepUOJIOHI|MjyMa. NnaK, uCUTUBamemha
MMyHoMoJy1aTopHUX ¢yHkuuja [1/I-MMh y KOHTeKCTy pacBeT/baBakba HbUXOBE yJOTe
y peryJjanyju akKTHBHOCTU NOJUMOPQPOHYKJeapHUX hesuja mnpeMa [OCTYIHO]
JIUTEpaTypyu HUCY BplieHa. HacynmpoT ToMe, pe3yiTaTy AocaJalllbUX UCTPAKHUBamba
ytuiaja MM'h fpyrux TKHBHUX M3BOpa Ha aKTUBHOCT NMoJMMopdoHyKJIeapHux hesnuja
BeoMa Cy HeKOH3UCTeHTHHU. Ca jeHe cTpaHe, ayTOPH UCTUYY NPOTEeKTUBHY yaory MMh
KOCTHE CP>XM U MaCHOT TKHBA y peryJjalUju akTUBHOCTH HeyTpodUIa, Kao MexaHU3Ma
crpedaBama oliTehema TKUBA ycie[, bhbUuxoBe NnojayaHe akTuBHOCTH (Raffaghello et
al.,, 2008; Ramasamy et al., 2010; Jiang et al.,, 2016), nox Apyru HarJauaBajy
cnocobHoct MMK pa3nvuuTUX TKHBa, yk/bydyjyhu U MMh KocTHe cpxu, Ka
NO/CTULIAlbY aHTUMUKPOOHE aKTUBHOCTU mojuMopdoHykIeapHUX henuja (Brandau
et al.,, 2010; Cassatella et al,, 2011; Hsu et al, 2013; Brandau et al., 2014). ¥
cTtyavjaMa Brandau v capajiHuKa nokasaHo je aa LPS noactuue epekropcke pyHKIuje
MM wu30/10BaHUX K3 NAapaTUpPEOUJHe XKJe3Je, KOCTHEe CpPXU U IJbyBauyHe XKJesJe
(2010; 2014), npu yeMy je 3amaxkeHo Ja mnoh ytunajem LPS MM perynanuja
aKTUBHOCTU NOJUMOpPPOHYyKJeapHUX hesuja 3aBUCHA OJi TKMBHOT mnopekja MMh

(Brandau et al., 2014). [lopeg Tora, y ucToj cTyAuju nokasaHo je ga MMh nocenyjy
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CIIOCOOHOCT Jla CTUMYyJIMILY Ipolec (parouuMTose Kojy Bplie MOJUMOPPOHYKJIeapHe
henunje mro ykasyje ma MMh Mory gma AonpuHoOce yk/amakby 0OakTepHja, Te Ja
pesusieHTHe MMh Mory ¢QyHKUMOHMCATH Kao JIOKAJHHW peryJaTopy HUMYHOCTH ¥
nHunpaHoMm TkuBy (Brandau et al.,, 2014). Ca acnekta “H}JaMalMje NOTIOPHOT
TKHUBa 3y6a, oBakBe PyHKIHUja koj [I[-MMh 61 Morse 6UTH oJ, BEJIUKOT 3Hayaja 3a
perysanyjy “HGJIaMaTOPHOr IpoLeca y OBOM PETruoHy, IITO OU NOTEHLHja/IHO MOrao
OUTH U NPOTEKTMBHU MexaHM3aM. MehyTuMm, nako 6u ce odyekunaso ga [1/I-MMR, kao
MM nepudepHux TKHUBA, ¥ Behoj Mepu M3Ji0KEHE aHTUTeHMMa CIIoJballllbe CPeUHE,
MCII0J/baBajy jaud OATOBOp Ha CTpykType martoreHa (Brandau et al, 2014), nama
WCIIMTUBaka MOJyJalidje pecnMpaTOpHOr npacka nokasyjy ga II/I-MMh He yTu4y Ha
0BO CBOjCTBO nosiuMopdoHykIeapHUx henuja, kao u Aa LPS He MoaHdHKyje aKTUBHOCT
[1[-MM'R. Be3 0631pa Ha TO, Kako OH ce y MOTHNYyHOCTH carseao gonpuHoc [1/I-MMh y
perynauuju akTUBHOCTH hesvdja ypoheHe MMYHOCTH, MOpes pecnupaTOPHOT Ipacka
nosuMopdoHykyseapHux henuja, y 6yayhum wucTpaxkuBambuMa Ouhe mnoTpe6GHO
CIIPOBECTH J0AaTHe aHa/lM3e QYHKIMja N0JMMOpPOHYKIeapHUX hesnja, Kako in vitro,
TAKO M in vivo.

Y3 HemocpeJHy aKTHMBHOCT MMYHCKHUX hesuja, ycMepaBalke U ePUKACHOCT
MMYHCKOI OJATOBOpa 3aBHUCHO je o0Jf OpOJHOCTHM pas/MYATHUX NOoNyJauuja |
cy6nonysanuja umyHckux henuja (Calder 2007; Rothenberg 2010; Proserpio &
Mahata 2016). [IpeTxojHe cTyAuje jacHO OKa3yjy Aa cTpoMaJsiHe hesnuje, ykbydyjyhu
MM, npe cBera MmopekJioM K3 KOCTHe CpPXKU, peryJuily CTBapawmbe U Ca3peBambe
uMyHckUX hesnuja TokoMm xemaTtomnoese (Cheung et al., 2014; Aqmasheh et al., 2017;
Nombella-Arrieta & Isringhausen 2017). C o63upoM Ha ojpeheHe QyHKIUjCKe
cimyHocTy usMeby I1/[-MMB u MM'h KocTHe Cp»kH, Y OKBUPY OBe Te3e UCIUTHUBAH je
ytunaj I[1J-MMh Ha nponudepauujy u paudepenuujanujy hesnuja MujesongHoOT
nopekJia, 0JHOCHO CIOCOOHOCT GpopMHUpama KOJOHH]ja ONpesie/beHUX XeMaTON0eTCKUX
IPOreHUTOpa NPUCYTHUX Y IMOMNYyJalUju MOHOHYKJIeapHUX hesuja nepudepHe KpBU y
yCJIOBUMA In vitro. Pe3yjTaTh HalIUMX WUCTpPaXXKUBamwa IMOKa3aJM Cy Ja HAKOH KO-
kyatuBayuje MHR ca [1/I-MMh fos1a3u g0 noBehaHor cTtBapawa ykynHor 6poja CFC

KOJIOHH]a.
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[lokazaHu pe3yJsTaT y carJacHOCTU je ca CTUMYJIaTOPDHUM e(peKTOM KOju
ucnosbaBajy MM'h n3osoBaHe U3 pa3/IMYMTHUX perdoHa TKMBa nynyaHuka (Xu et al,,
2014), amu ¥ ca HanasuMma Aa MMRh kocTHe cpu U Apyrux ¢eTajHUX TKHUBA
N0/ p>KaBajy eKCIaH3Wjy XeMaToNnoeTCKUX MaThudyHux hesnuja (Huang et al, 2007;
Walenda et al.,, 2010; Wang et al,, 2010; Briquet et al,, 2010; Kose et al.,, 2018).
Ctora Hamu pe3yataTu noTBphyjy aa, caimdHo MMR koctHe cpxu, u [1[-MMh nako
[IOTHUYY U3 TKUBA KOje HUje y JUPEKTHO] Be3U ca IIpoLecoM XeMaToloe3e, MOry in vitro
NOJp>KaBaBaTH CTBapame KOJIOHMja ONpe/ie/beHUX XeMaTOINOeTCKUX NpPOreHuTopa y
NomyJlaljiju MOHOHYKJIeapHUX hesnja mepudepHe KpBU. Ha MoJIeKyJICKOM HHBOY,
KOHCTUTYTUBHA ekcnpecuja IL-6, ka0 JUTOKUHA KOjU CTUMYyJIULIEe MHUjesionoesy, Koz,
[1]-MMR, mo>xe npe/cTaB/baTy 3HadajaH paktop oBor edpekra [1/I-MM'R, cinuno MM'h
kocTHe cpxu. Ca ppyre crpaHe, nperpermaH I[IJ[-MMh ca LPS mnonumTaBa
ctumysatopHu edekat I[I[-MME Ha cnocob6HocT dopmupawa CFC KoJsioHHja, 1ITO
ykasyje ga LPS moaudukyje cratyc [1/-MMR, 1 nociearyHo oBo GYHKIMjCKO CBOjCTBO
[1I-MM'R. Tlopen Tora, HejaBHa in Vitro cTyauja Takobe je mokasasia Jla HaKOH
TpeTMaHa XxyMaHux MMh koctHe cpxku ca LPS posnasu fo ctuMmysnanuje npoaykuuje
pasanuuTux Qaxktopa, ykmbydyyjyhu G-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-11, M-CSF u CSF, koju
Y4eCTBYjy Y CTUMyJaaluuju GopMUpama MUjeJIOUJHUX KOJOHUja OJf CTpaHe XyMaHMUX
CD34* henuja u3 kpBu nynyaHuka (Ziegler et al., 2016). Wnak, 3a pas/ivKy o[, 0BHUX
HaJla3a, oKa3aHa cTuMyJiauuja ekcnpecuje IL-6 kop [1I-MMh Tpetupanux ca LPS y
HallUM pe3yjTaTUMa UM UHx6UTOpaH edekat I[I/I-MMh Tperupanux ca LPS Ha CFC
yKasyje Ha IOCTOjame JPYIUX peryJaTOpHUX MexaHuM3aMa KOjUu Cy HajBepOoBaTHHje
nocjeaula jeIMHCTBEHUX PYHKUUjCKUX cBojcTaBa [1/I-MM'h. OcuM Tora, oBe pasjvke
usmehy edekara [1II-MMKh u MMK KOoCTHe CpXM MOTy yjelJHO OUTH mocjaefulia U
pa3/IMYMTOr TKUBHOT Mopeksia kako MMR, Tako U u3Bopa KpBH, C 063UpOM Ja je y
HallUM HCTpPaXUBakbUMa KopullheHa TMomyJjalvja MOHOHYKJeapHUX hesuja
nepudepHe KpBU alyJITHUX 0COOA.

[Ipy pa3maTpamy pa3Boja JIO3HO CcHeUUPUYHUX KOJIOHHWja, y HaALIUM
eKClleprMMeHTHMa 3alaXKeHo je la MOHOHYKJ/eapHe hesuje nepudepHe KpBHU y HajBehoj
mepu ¢opmupajy CFU-GM kosionuje, gok npucyctBo [I/I-MMh uma cTtumysaTtopaH

epekaT Ha O6poj oBUX KoJOHMWja. Hamu pesyntatu mnokasyjy aga, uako I[I/I-MMh
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nperpetupaHe ca LPS Ttakobe ctumynumy dopmupawe CFU-GM koxg MHT, oBa
CTUMyJlalldja je 3HaYajHO Mawa y oAHocy Ha HerperupaHe I[I[-MMh. Hnak,
noactuyamwe crBapawa CFU-GM kosionuja ox crpane II-MMh y npucycTBy Wau
oacyctBy LPS Huje mpaheHo nmoBehaweMm ekcnpecuje Mapkepa MwujenouJHX hesuja
CD33 u CD14 y nonysiauuju MOHOHYKJieapHUX hesnja. lllTa Bullle, youeHa je cMambeHa
3actymsbeHocT CD14* henwuja y monynauuju MHB ko-kysatuBucanum ca I[1/I-MMh
TpeTupaHuM ca LPS. AHanusupajyhu MoJsieKyJicke MexaHHW3Me HCIIOJbeHUX IPOMEHa,
3amaxkeHo je Ja npuMeHa uHxubutopa ERK1,2 curHanusauuje mnoHuIITaBa
MHXUOUTOpaH epekaT koju LPS ucnosbaBa Ha ykynaH 6poj CFC u CD14 ekcnpecujy Koz,
MH.

Byayhu pa LPS perynume uMmyHoMmognysaatopHa cBojctBa I1[-MMTR, pgomaThHe
CTyJiMje Cy HeOoNXOo/iHe KaKo O ce YTBPAUJIO Jla JIM MeXxaHH3aM JieJioBawba LPS ykibyuyje
cynpecujy nposudepanuje T auMdonuTa y 3aBUCHOCTU O] MUjeJIOUJHUX hesuja y
okBupy MHh, kao mTo je HegaBHO MoOKasaHO Ha npuMmepy MMKh KocTHe cpxu
(Rozenberg et al., 2016).

Ha ocHOBy Hamux pesysaraTta Moxe ce 3ak/byyutu fga [IJ[-MMh nocepyjy
cnenMPpUYHM YHYTpalllkbU MOTEHHjall 3a M0/ip>KaBalbe XeMaTONOeTCKOT NOTeHIjaia
nomnyJanyje MOHOHYKJieapHUX hesvja nepudepHe KpBU In vitro, ITO je y oapeheHOj
Mepu caudHo ytunajy MMh koctHe cpxu. OBaj pe3y/iTar ce yje/lJHO MOXe 00jaCHUTH
dyHkuyjckuM candyHoctuMa [1]-MM'h u MM'h kocTHe cp:kH, a/id cBakako Tpeba MMaTu
y Buay Aa [1/-MMh noceayjy ¥ jeMHCTBEHa CBOjCTBAa y OCHOBU HaBeJleHUX QyHKIMja
Koja je noTpe6HO pacBeTUTHU. [lopes Tora, HawK pe3yataTu nokasyjy ga LPS in vitro
MO3Ke NpeJCTaB/baTH 3HayajaH MOAYJIaTOpHU pakTop oBUX PyHKHja [1/1-MMh.

Mako cy y OKBUpPY HUMyHOMOAYJAaTOPHUX akKTUBHOCTM MMM jupekTHH
Mehyhesnjcky KOHTAKTHU 3HayajaH MexaHHU3aM peryJialyje o4roBopa MMyHCKUX hesuja,
NpOAYKILHja aKTUBHUX GMOMOJIEKYJIA [10 Ca/ia Ipe/ICTaB/ba HajOO/be OMMCAaH MeXaHHW3aM
fesoBatba MMM, a yjegno u II/I-MMh. [lokasaHo je ga y mnepuogoHuujymy LPS
CTUMYJIMILIE TeHCKY M MPOTEUHCKY EeKCIpPeCHjy aHTUUHPJIaMaTOPHUX MOJIEKYJA Kao
wto je IDO (Moon et al., 2013), anu Takohe UHAYKyje U pouHbIaMaTOPHE MOJIEKYJIE
kox [1I-MMh nonyt IL-18, IL-6 u IL-8 (Kato et al., 2014). Hamu pe3yatatu Takobhe

nokasyjy fa LPS unaykyje ekcnpecujy IL-6 kao nporHdiaMaTOPHOT MOJIEKYIa, aly U
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COX-2 kao aHTUMH(}IAMAaTOPHOr MOJIEKYJla, ICTOBPEMEHO He Memwajyhu ekcnpecujy
HLA ™mousiekysa. Ilopen Tora, Hawu pe3yartaTtd ykasyjy aa ERK1,2 aktuBupaH nop
yTtunajeM LPS moxke 6UTH yk/bydyeH y perynanujy ekcnpecuje COX-2 u IL-6 kon I1/1-
MM, uiTo je y carJlacHOCTHU ca nokasaHoM ysioroM ERK1,2 curnanusanuje y nopehamwy
ekcripecvje PGE2 (Tian et al., 2016) u IL-6 (Zhang et al., 2014) kogq MM kocTHe
cpxku. Ha ocHOBY Hamux pe3ysTaTa, MOXe ce 3ak/bydyuTd pna LPS, Ha wMecty
MH}JIaMalMje, Kpo3 CTUMyJalyjy MNpOAyKIUje pas/MYUTUX HMYHOMOAYJATOPHUX
dakTOopa, MoOXKe  JONPUHOCUTH  CTBapawy cneuuuU4HOr  HHGPJIAaMaTOPHOT
MUKpPOOKpYy>kemwa. CJieiCTBEHO, OBU YCJOBM MOTy YTHULLATH Ha OKoOJIHe hesvje u
JIOPUHOCUTHU peryJjauuju Toka MHJamauuje. Kao mro je mokaszaHo LPS uHaykyje
eKnpecujy nporH¢JaMaTOpPHUX, aJli U aHTUHPJAaMaTOPHUX MOJIEKYJIA, 360T 4era ce
UCTOBpeMeHO HaMmehe 3ak/byyak Ja UM paBHOTeXa NPOAYKOBAaHUX aKTHUBHUX
O6uOoJIOIIKUX MoJieKyJa o ctpaHe [1/[-MMh Moxe GUTH jeflaH of, K/bY4YHUX paKTopa y
peryJjiaiyju ucxoia UHPJIaMaTOPHOT Npolieca y IOTIOPHOM TKUBY 3y6a.

[lopen cTuMyJsianvje 0BUX UMYHOMO/yJIaATOPHUX MOJIEKYJIA HAallla UCTPAXKUBakba
no npBU NyT nokasyjy ga LPS, moxe unaykoBatu ekcnpecujy STZ reHa, aju "
MHXUOUpaTH 6asajHU HUBO ekcnpecuje [L-33 rena kop I1[-MMh. OBu pesysartaTtu
UCTOBpEMEHO yKa3yjy Aa cekpeuuja IL-33 moxke OUTH MoJy/iMcaHa CHOJbalIHbUM
curHaivMa. Havme, HakoH cTuMysanuje ca aiuranauma PAMP penentopa nonyT LPS u
ABosaHyaHe PHK, kao u ATP u PMA, IL-33 je gerekToBaH y CcyliepHaTaHTUMa
enuTeJHUX hesnuja poxxwade (Zhang et al., 2011), actpouuTa u hesnuja rauvje (Hudson
et al.,, 2008), kao u ¢ubpobsacta cpua (Sanada et al.,, 2007). Y opa/lHOM TKHBY,
HeJZIlaBHO je MOKas3aHo Jia ce noJj, yTuuajeMm P. gingivalis 3Ha4ajHO MOACTUYE eKclpecHja
IL-33 Ha reHCKOM U POTEUHCKOM HUBOY y enuTeJHUM hesnujama runruse (Tada et al.,,
2015; Tada et al., 2017). llopen Tora, UCTpakKMBamwa JPyrux ayTopa yKasyjy Ha
noBehaHy ekcrpecujy OBOT IIJMTOKMHA y OPaJIHOM TKHUBY ycJieJ UHGIaMaTOPHUX YCJI0Ba
(Malcom et al., 2015; Lapérine et al., 2016; Saglam et al., 2017), kao u ga IL-33
MO3Ke JIONPUHOCHUTH PeCcOpILUju anBeosapHe KocTu (Malcom et al.,, 2015; Lapérine et
al,, 2016). Crora, IL-33, kao uH$IaMaTOPHU MeZiMjaTOP ca jeiHe U eHJ0TeHH aJlapMUH
ca Jpyre CTpaHe, MOXXe OUTH BaKaH pery/jatop QyHKLHUja pe3uJeHTHUX MAaTUYHHUX

hesnja, a THMe U MOTEHLMjaTHO KOHTPOJIUCATH pereHepaTUBHE IPOLiece OpaHOT
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TKuBa. [lopen Tora, feTekToBaHO noBehawe ekcrnpecuje STZ rena kog I1[-MMh nog,
ytrunajeM LPS Moxke yka3uBaTH Ha MexaHHU3aM KojuM LPS Moxxke perysivcaTtv akTUBHOCT
IL-33 kop [1-MMh.

[loslasehu of 0BHUX YMbeHUIA, @ C 063UPOM Jia Ce y AOCTYIHO] JIUTEPATypU He
Mory npoHahu nofanu y Be3u ca ytunajeM [L-33 Ha OuoJiolIKa CBOjcTBAa MaTUYHUX
hesnvja opasiHOT TKMBA, IWJ/b HALIKUX UCTPAXXUBaka OO je U ucnutuBame epekara [L-33
Ha cBojctaBa U ¢yHkuuje [I/[-MMK noBe3aHe ca pereHepaTHBHUM MOTEHIMja/IOM.
Jlobujenn pe3syataTd nokasyjy Aa IL-33 He yTuye Ha MeTabOJIUUKY aKTUBHOCT,
MopdoJioniKa CBOjcTBa, kKao U UMyHodeHoTun [1/[-MMR, 1iTo je 610 U3y3eTHO 3HAYAjaH
N0JIa3HU pe3yJITaT Kako OU ce ClpoBeJia Jja/ba UCIUTHBaba QYHKIUjCKUX CBOjCTaBa
[I-MMR. Pesyatatu Takohe moka3yjy aa IL-33 cTumysuile ekcnpecujy Mapkepa
IJIyPUIIOTEHTHOCTU yKbyuyyjyhu OCT-4, SOX-2 u NANOG, yka3yjyhy Ha nOTeHLHjaJHY
CIOCOOHOCT MOACTHLIAKba MATUYHOCTU OBUX hesivja U oOudyBawa MNPOreHUTOPCKUX
cy6nonysaanuja. Kako 64 cMo MOTBpAWJIA OBY XMIIOTe3y, ¥ HACTaBKy HCTpa)KUBamba
aHasM3upaH je ytunaj IL-33 Ha audepenuyjanuonu norennyjana [[-MMR, u To Kako
ToKkOoM TpeTMaHa [L-33 3a BpeMe HHJyKoBaHe JudepeHLHjaluje, TAKO U HAKOH
ceamogHeBHOor mnperperMaHa I[I[-MMh ca IL-33. Hawwum pesysartatu mnokasyjy na
npucyctBo IL-33 'y pudepeHnyjaquoHoM MeAujyMy HUHAYKyje UHXUOULIUjY
MuHepaausayuje I1/[-MMTh, uako cy HejaBHe crTyauje mnokasase ga IL-33 moxe u
CTUMYJINCATH OCTeoreHy AudepeHnyjalyjy ctpoMaaHux henrja koctHe cpxu (Kenswil
et al.,, 2018). OcumM Tora, HalM pe3y/TaTH Noka3yjy Aa IL-33 He yTuye Ha popMupame
IJIMKO3aMUHOTUJIKAHA Y JIMIIMAHUX KallJbMLA, OAHOCHO Ha XOHJPOTeHY U aJMIIOTeHy
qudepeHuUjanyjy, Mako Apyru aytopu nokasyjy aa ST2/IL-33 curHaiusainuyja mMoxe
O6UTH 3HadajHa y oBuUM mporecuMma (Miller et al.,, 2010; Bonyadi Rad et al., 2017).
Crtora ce u Ha npuMepy ytunaja IL-33 na MM'R, jacHO 3anaka 3aBUCHOCT UCII0/baBakbha
dyHK1jckor oaropopa MMh o TKHBHOT U3BOpPa, LITO je HajBepOBaTHHje Mocaeaulia
HbUXOBOT Pa3/JIMYUTOT NMOPEKJA U MUKPOCpPeJMHE y K0joj ce ¥ GHU3UOJIOLIKKM YCI0BUMA
oBe hesuje Hasase. Hauu pe3ystaTy nokasyjy u Jia je audpepeHIdjaljMOHN NOTEeHLUjal
[1/I-MM'h npetpeTupanux ca IL-33 HeusmemweH, ITO yKa3yje Aa caM [L-33 3anpaBo He
Moaudukyje audepennujauuonu nortenujan I[1[-MMh. Iloce6bHo ce 3amaxka Ja je

Coco6HOCT MUHepanusauuje npetpetupanux [I/-MMTK y noTnyHocThu OOGHOBJbEHA.
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3ancTa, KaJja je aHa/IM3MpaHa OCTeoreHe3a Ha HUBOY aKTUBHOCTU ALP eH3unma youyaBa
ce aa npucyctBo IL-33 Tokom audepeHuujanyje UHXMOUpA MHAYKOBaHY, ald He U
CIOHTaHy ocTeoreHy JaudepeHnyjanudjy, Aok npetpermaH I[IJI-MMK ca oBum
UTOKWHOM HWHAYKyje CTUMyalyjy KaKo CIOHTaHe, TaKO U HWHJyKOBaHe aKTUBHOCTHU
ALP en3uMa. Ha ocHOBY Hallux pe3yJ/TaTa MOXe 3ak/byddTH Aa [L-33 y ycioBuMa in
vitro y HajBehoj Mepu ydecTByje y peryJaliMju OCTeOoreHor noTeHndjasa. [loTnyHa
ob6HOBa ocTteoreHor mnoteHuujasa [I[[-MMR HakoH ceAMOJHEBHOr MpeTpeTMaHa
I0OBe3aHa je U Ca HeNpPOMEHmEeHOM eKCIIpeCHujoM TIeHa MapKepa OCTeoreHe
Audepenuujauuje nonyT Runx2 m ALP HakoH TpetrmaHa I[I/[-MMh ca IL-33, yuja
ekcnpecuja koj MMTT je BpeMmeHcku peryadcaHa (Xu et al, 2015). Kao
TPAHCKPUNLMUOHU akTop Runx2 koomepaTUBHO HHTeparyje ca MHOTHUM JIPYyTUM
dakTOprMa, Te HeroBa eKcrnpecHja MoXke OUTH MOBe3aHa U ca APYruM (QyHKLHjaMa,
nonyT hesujckor LUK/Iyca U peryjaluje pacTa, Kao IITO je TOKa3aHO KOJ ocTeobJ/1acTa
(Galindo et al., 2005). Takobhe, ucTpakuBamwa yKa3yjy Aa ocTeoreHa avddepaHiiyjanuja
Moxe OUTH mnocpenoBaHa mnoBehaHoMm akTuBHomhy Runx2, anau He U HWeroBoM
noBehanoM resckom ekcnpecujoM (Shui et al., 2003), kao ¥ Jja HheroBa ekcrpecuja He
Mopa OWTHU HH/JYKOBaHa OCTeOreHWM curHajiuma nonyt BMPs (om enrs. Bone
morphogenetic proteins) (Osyczka et al.,, 2004). Ocum Tora, Moxke ce NpeTNOCTaBUTHU
Jla Apyrd MexaHU3MHU mnonyT HuBoa ¢ocdopunauuje Runx2, nHaykoBaHor MAPK
CUTHAJIU3allMjoM, MOTy OWTH YKJ/bYYeHU Y aKTUBHOCT Runx2 yMecTo JAUpeKTHe
CTUMYyJallyje eKcrnpecuje weroBor reda (Shui et al,, 2003; Li et al., 2017). Ctora ce
MOKe MPeTHnoCTaBUTHU Ja y npucycTtBy IL-33, Runx2 yyectByje y Apyrum pyHkiujama
[I-MMR, npe Hero y ocTeoreHe3u. Mmak, goaaTtHe aHanuide edekarta IL-33 Ha
OoCTeoreHe MapKepe y LIMpeM BPEMEHCKOM OIICery Cy HeOoNXo/He, Kako 6U ce yTBpAUIa
KWHEeTHKA IPOTENHCKe U FeHCKe eKCIIpecuje 0BUX MapKepa.

C o063upoM Ha youyeHe Hau3arJjej, cynpoTHe edekTe I[L-33 Ha ocTeoreHu
NOTeHIMjaJ, TocebaH OCBPT NpPeACTaB/baJO je JeTa/bHO WUCIWTHUBaWke MoJyJaluje
octeoreHe audepenuujanuje [1I-MMh. [Iponudepanuja npescrassba npBy Ppasy TOKOM
ocTeoreHe audepeHLHjanuje npeocreobaacra (Stein & Lian 1993; Rutkovskiy et al.,
2016), Te je y OKBHUPY HALUX UCTPAXXUBakha UCIUTUBAHA NpoJsiudepaTUBHA aKTUBHOCT

[1[-MM'F 3a BpeMe ocTeoreHe gudepeHiijalivje Kpo3 aHaJIU3y 6POjHOCTH, KIOHOTEHOT
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noTeHUMjasa U hesaujckor crapewa. Hamu pesyatatu mnokasyjy ga IL-33 uHaykyje
noBehame nposndepanyje u nojapxkaBa BUCOKY ekcripecujy Ki67 (290%) kon [1-MMh.
Takobhe, 3Ha4ajHO je U TO Aa caM OCTEOreHU MeAyvjyM CTUMYyAMlle npoaudepauujy I1/1-
MM'h. UHTepecaHTHO je 3ama3uTH CAWYaH, BUCOK npoueHaT Ki67 nosutuBHux hesuja
kox, MM'h kocTHe cpxu nanoBa (>80 %) (Yang et al,, 2015), uau Buie oxn 70% Ki67
no3uTHBHUX hesnja y nonyaanudju MMh macHor TkuBa (Nawrocka et al., 2017). Hako
OBU HaJla3u yKa3yjy Ha BUCOKYy mnposudepaunujy MMH, yjefHo ce Mory 3ama3uT U
pasJjvke y nposddepaTrUBHOj ciocobHocTH MMR pa3/inyuTor TKMUBHOT nopeksia. Kako
ce Ki67 excnpumupa y cBuM ¢asama hesnujckor nukiayca ocuMm y GO dasu Moxe ce
3ak/by4yuTH Ja ce BehuHa [1/I-MMh Hanasu y akTUBHOj Jleobu, a la MambU Jeo OBe
nomnyJanyje npunajaa Mupyjyhoj nonysaanujy hesvja koja ce cnopo aesu y ycaoBuMa in
vitro, fok IL-33 ¥ ocTeoreHn MeAujyM He Memajy 3aCTyIJb€HOCT OBUX MONYyJaLuja.
[TokazaHa BHUCOKa 3aCTyIJbeHOCT hesivja kKoje ekcnpuMmupajy Ki67 yjenHo moxe u ja
ykasyje Jga oOuosoruja IIJ-MMKh Moxe OUTH T1OBe3aHa Cca He3peJUM
OCTeONpPOreHUTOPUMA, YUjH NPOJUPepaTUBHU KaNallUTeT MoXKe OUTU MeXaHM3aM Koju
3Ha4YajHO JONPUHOCU peMoJesoBawmy KowTaHor TkuBa (Kristensen et al, 2014).
[lokazaHa Bucoka no3uTuBHOCT Ki67 ekcnpecuje koz I1[-MM'h, anu ¥ 3aCTyn/beHOCT
nonysanuja [I/I-MMh pasanuutux ¢asa henujckor nukiayca ogpeheHux nponugujym
joauzioM yka3yje Ha MoTpeby 3a J0JaTHUM aHasu3aMma henujckor uukiayca [1[-MMh
KOMOWHOBaHMM MeTo/JlaMa. Ha Taj HauuH 6U ce pasjacHUO cTaTyc henujckor puUkK/Iyca
[II-MM'R, a yjenHo 1 noTBpAuJa noteHuyjaada nosesaHoct [1/-MM'h ca nonysianujom
OCTeONpPOreHUTOopa.

[Topen nposindepanuje v ekcrpecuje Ki67 y HacTaBKy UCTpakKuMBama oJipehrBaH
je kioHorenu Kanayurter II-MMh y npucycrBy IL-33 3a Bpeme ocTeoreHe
qudepeHuujanyje. Y Te CBpxe, eKClepUMEHTAJHH TMPHUCTYN MoJjpadymMeBao je
oapebuBame 6poja u epukacHocT ctBaparwa CFU-F koJioHHja, kao u ALP* kosioHHja Koje
cagpxe octeobsacte (CFU-0), kao si03He NPOreHUTOpe TOKOM MHAYKIHje OCTeOTeHe3e.
JlobujeHn pesyaTaTh nokasyjy ga oko 5% III-MMh umMa cnoconoct ¢opmupama
KOJIOHHWja, ITO NmoTBphyje Hama mnperxojgHa uctpaxkuBamwa (OKi¢-Dordevi¢ et al.,
2016), 10K je oBaj MpoILeHAT HEWITO BULIM Y OJHOCY Ha Jipyre ctyauje rae je 2% I1/J-

MMh umano cnocobHoct dopmupawa kosoHuja (Zheng et al., 2009). Moxe ce
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NpPEeTIOCTaBUTH Jla Ce y OCHOBHU OBUX pasJiMKa HajBepoBaTHHje MOrY HaJIa3UuTHU
pa3avuuTH (GaKTopyu KyJATUBaLje hesuwja, nomyT TrycTUHe hesvja NPUINKOM
3acejaBama WJIU ePUKACHOCT NMPUMEHEHOT MeToJa 3a u3loJjanuvjy henuja, Kkoja Moxe
yTULAQTU Ha NPUCYCTBO hesuja ca KJIOHOTeHUM NOTEHIMjaJIoOM Yy H30JI0BAHO]
nonysauuju. Ca Apyre cTpaHe, Halld pe3yJTaTH MOKa3yjy Aa je y npucyctBy IL-33
kjoHoreHocT [I/[-MMh cTuMysiMcaHa, AOK caM OCTeOTeHU MeJiujyM Takohe HUHAYKYje
noBehamwe 6poja kosoHUja (>10%). [Topen Tora, 3anaxka ce Jja CTUMyJIaTOPHU edeKaT
ocTeoreHor mMeaujyma y npucyctBy IL-33 Huje nogaTHO u3MeweH. Hamu pesynaratu
nokasyjy za je >50% CFU-F kosionuja [1[-MMh ALP*, ofHOCHO nIpe/icTaB/ba KOJIOHUjE Y
KojuMa ce Hasasze octeobsactu (CFU-0), nok ce moj ytunajem IL-33 y ocTeoreHom
MeJUjyMy CMamyje NMpoLeHaT OBUX KoJIoHMWja. Ha oCHOBY OBUX pe3ysTaTa MOXe ce
3akbydyuTH fJa IL-33 uMa noTteHuujaJHO BaXKHY YJIOTY y peryJaluju ycMepaBama
ocTeoreHe audepeHuujanyje U MUHepanusauuje kof I1/[-MMHR, anu U ouyBama
0CTe06J1acTHUX NporeHuTopa y nonyaanuju [II-MMh y TkuBy nepuogoHuyjyma. Ha
0Baj HAYMH peryaucaHa audepenuujanuja [1[-MM je oj moce6HOT 3Ha4Yaja ¢ 063UpPOM
Jla TOKOM XpOHHWYHe HH@pJaMaluvje NOTIOPHOr TKHWBa 3yba JAosa3u A0 pasapama
KOLITAHOI TKUBA aJIBeoJlapHe KOCTHU. YjeJJHO, ouyBame KJOHOreHor kamauutera [1/I-
MM, noTeHUMja/lHO MOXe IpeJCTaB/baTH 3HayajaH MPOTEKTUBHU MeXaHU3aM
JlesnoBama [L-33 TokoM nH$IaMaTOpHUX Npolieca NapoOHIAjyMa.

PesynTaTh HeJaBHUX HWCTPaXUBawa Ha In Vvivo MoJesy IOKa3yjy [Ja
cTuMyJanidja Jleobe u mnoBehaHe akTuBHOCTU ALP eH3uMa Mory mnpejcTaB/baTH
MexaHM3aM CMamema cTapewa xyMaHux MM'h koctHe cpxu (Tian et al., 2017). Unak,
y AOCTYIIHO] JIATEPATYpPH jOII YBEK HeMa IogaTtaka o yyio3u IL-33 y craperby MaTUYHHUX
hesnuja. UMajyhu y BUZly 0Be HENO3HAHHUILE, Y OKBUPY OBe Te3e UCIHUTUBAH je U YTHULAj
IL-33 Ha crapewe I[1[[-MMR TokoMm ocTeoreHe AudepeHIiyjanuje. Hamu pesyartaTu
MOKas3yjy /la ce ca mopacToM 6poja macaxa, oJJHOCHO ca ctapeweM [1/I-MMh nosehagra
aKTUBHOCT eH3MMa [3-rajlakTo3uziase, UITO je y CKJIaJy ca YMHEeHUIOM /1a 0Baj EH3UM
npejacTaB/ba MOKasaTe/b henujckor crapewa (Dimri et al., 1995; Yang & Hu 2005;
Debacq-Chainiaux et al., 2009). [lopeg Tora, Ha OCHOBY HalllUX pe3yJiTaTa youaBa ce
Y3y3eTHO BHUCOKa eKclpecyja oBor eH3uma Koz [1/-MMh rajeHux y MOHOCJ/10jy 1ITO ce

MOXKe 00jaCHUTH yCIOCTaB/batbeM KOHTAaKTHe MHxUbOuLuje usmehy henuja (Leontieva
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et al., 2014). Haume, eH3uM [-rajlakTo3uzia3e ce OCUM TOKOM CTapema eKCIpUuMUupa u
KOJ, KOHTaKTHO MHXUOUpaHuX hesuja, KaZja [10J1a3u 10 peBepP3UOUIIHOT 3ayCTaB/bakbha
henujckor puk/ayca, aJlu He U cTapewa. Mako MexXaHU3MU KOjU aHTAarOHUCTUYKH
peryJivily npoluec cTapekha U KOHTaKTHe MHXWOMLIUje HUCY pa3jallilbeHH, 00a nmpoueca
Cce 3aCHUBAjy Ha aKTHUBALlMjU JIM3030Ma, a THUMe M €EKCIpecuju [-rajakto3ujase
(Krishna et al., 1999; Kurz et al,, 2000; Yang & Hu 2005; Blagosklonny 2013;
Leontieva et al., 2014; Biran et al., 2017). Takobe, youaBa ce UHTeH3UBHHUje OOjere
hesnuja rajeHux y ocTeoreHoM MeAujyMy, Kao U y npucyctBy IL-33 ucToBpeMeHO ca
noBehanom nposaudepauujom II/-MME y oBUM ekcnepuMeHTaJHUM rpynaMa. Kako
O6MCMO  pas3jacHUJIM  Hau3rJel  KOHTPAaJAUKTOpHe  pe3yJTaTe  CTUMYyJaluje
npoavdepanuje U ceHeCleHI|Mje Y UCTUM eKCllepUMeHTaJIHUM rpynaMa, aHaJIu3upaiu
CMO aKTHUBHOCT [-rajlakTo3ujlaze U KOJ TMojeJuHauyHuxX hesuja. Hamwum pesyartaTtu
MO0Ka3aJiu Cy Jla OCTeOreHU Me/lMjyM 3Ha4ajHO MHXUOUpPA aKTUBHOCT [-rajlaKTo3u/ase,
Ipu 4YeMy Ce 3ama)ka Jl0laTaH UHXUOUTOpHU edekaT y npucyctBy IL-33. Ctora oBu
HaJsila3u noTBphyjy aa IL-33 cnpeuvaBajyhu crapewe II/I-MM'R u kpo3 mnoacTuliame
nposudepanyje JONPUHOCU O4YyBakby NPOreHUTOpPCKe momnysanyje hesnuja, kao u
cybnomyJsianyje OCTeOreHUX NpPOTHUTOpa. McToBpeMeHo, HaMehe ce 3ak/byyak [a
MexXaHu3aM UHXUOUIUje ocTeoreHe AudepeHiujanuje [1I-MMR ox ctpane IL-33 Huje
NOoCpesoBaH UHXUOULUjOM Mposavdepanuje WIA CTUMyJALMjOM CcTapema henwuja.
HenaBHe cTyauje mokasasie Cy /a aCKOpOMHCKa KMCeJMHa, Ka0 BaXkaH CTUMYJIaTOPHU
dakTOp HeH30CTaBaH y OCTEOTEHOM MezujyMy, noBehaBa nposindepaTUBHU KanalUTeT
KO/l XyMaHHUX 0CTe06J1acTa M30JI0BaHUX 0] MalMjeHaTa 060JeIMX 0/ OCTe0apTPUTHUCA,
IyTeM CMamema CeHeClleHLlMje U eKCIpecuje peaKTHUBHHUX KHUCEOHHWYHHUX MOJIEeKyJIa
(Burger et al., 2017). Hnak, ocTaje jga ce yTBpAW J[Aa JHU je CTUMYyJalMja
AHTUOKCUAATHBHUX MeXaHHW3aMa Yy OCHOBM OJIOKHpaka cTapewa Koje IL-33 unaykyje
kox II/I-MM'h. ¥ npusior oBUM Ha/la3uMa, Hallla UCIMTUBawa Noka3dyjy ga IL-33, 3a
pasauky of LPS, ctumynuiie ekcnpecujy Mapkepa MJIYPUIIOTEHTHOCTH YKJ/bYy4yjyhu
OCT-4, SOX-2 u NANOG. Hako ynora oBux ¢akrtopa koj MM Huje y moTnyHoCTH
pacBeT/beHa CMaTpa ce /ia je ’hbUX0Ba eKClIpecHja NoBe3aHa ca CBOjCTBOM MAaTHUYHOCTH,
npu yemy edekat IL-33 Ha MaTUYHOCT NPOTEeHTOPCKUX hesnja U3 34paBor TKUBA HUje

Jlo caga ytBphuBaH. Ca Jpyre cTpaHe, MCTpakuBawa cy mnokasasa fga IL-33 kpos
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CTUMyJIAllMjy MapKepa IUIYPUIOTEHTHOCTU IMOJp>KaBa MATUYHOCT KOJI MHOTHX
TyMopckux hesuja monyt hesuja tymopa gojke (Hu et al, 2017), kao u henuja
koJsiopekTasiHor TyMopa (AKimoto et al., 2016). [loka3zaHa noBehaHna nposindepanuja
U KJIOHT€HOCT, NpaheHa CTUMYJIMCAHOM €KCIIPeCUjoM MapKepa IMJIypUIIOTEHTHOCTH Y
carJIaCcHOCTH je ca HaJla3uMa y KojuMa je yTBpheHa nmoBe3aHocT noBehaHe ekciipecuje
OCT-4A (Liu L et al., 2015), SOX-2 (Liu P et al., 2015) u NANOG (Huang et al., 2014)
ca noBehanom nposaudepanujom MMK 3ybHe myJjne U KJIOHOTEHUM KanaldTeTOM
MMT koctHe cpxu (Liu et al., 2009). Kog MM u30/0BaHUX U3 3yOHe MyJIe
nokasaHo je aa noBehaHa ekcnpecuja OCT-4A sTuMyJsiMIlIe eKCOpecHjy Jpyrux reHa
niypunoteHTHocTH nonyT OCT-4B1, SOX-2, NANOG, KlIf4 u c-Myc (Liu L et al., 2015),
IITO NOAp>KaBa KOONepaTUBHU MoJes (YHKLMOHHCAKka OBHUX TPAHCKPHUIILLMOHUX
¢dakTopa (Liu et al., 2007; Niwa 2007). UcToBpeMeHO, pe3y/ITaTH eKClpecyje MapKepa
IJIYPUIIOTEHTHOCTY YKa3yjy Ha CJW4YHA MoJieKyJscka cBojctBa MMh nopeksom us
pa3/IMYUMTHUX TKUBA, MeEDYTHM OCTaje Jla ce YTBpJe TKUBHO ClelldMPUYHU MeXaHHU3MHU
KOjU KOHTPOJIMIIY eKCIIpecHjy oBUX paKTopa.

Y koHTekcTy yTBphUBawa MoJieKyJcke ocHOBe npomeHa kon [I-MMh
M3a3BaHUX MNoJ; ytuuajeM IL-33 y OKBUpPYy OBe Te3e aHaJM3UpaHA je aKTHBAIMja
TpaHCcKpunuuoHux ¢aktopa NF-KB u [(-kateHuHa. Haume, ucnos/baBame edekaTta
NpouHpJIAaMaTOPHUX IIUTOKWUHA y hesivjaMa Koje y4ecTBYjy Y HMYHCKOM OJITOBOPY
BeoMa 4ecTo je nocpesoBaHo akTuBHouhy NF-kB curnannor nyra (Tak & Firestein
2001; Numata et al,, 2016; Liu et al., 2017). Ca apyre cTpaHe, 3-KaTE€HUH Npe/CTaB/ba
Ba)KaH CUTHa/IHU MyT KOjU je YK/bY4YeH y peryJalMjy mpoleca ocTeoreHese, Kao U y
npoiece ojpxawa MmatudHoctu MM'R (Han et al.,, 2014; Ring et al., 2014; Kim et al.,,
2015). ¥3 To, B-KaTeHUH MMa BaXKHY yJIOTY y Pa3BOjHHUM IpolieciMa 6U0JI0THje 3yHa
(Zhang et al.,, 2016), xkao u pery/jauuju eKclpecuje MapKepa MJypUIIOTEHTHCTH M
O/lp’Kakba MAaTUYHOCTU eMOpUOHa/sHUX MaThyHuX hesuvja (Raggioli et al., 2014) u
MM koctHe cpxku (Hoffman & Benoit, 2015). AktuBanuja NF-kB nox ytunajem IL-33
IPeTXOJHO je MOKa3aHa KOJi Pa3IMYMTHX THUIOBa hesdja Kao WITO CY CUHOBHUOITH
cinyHu ¢ubpobsactuMa (Lee et al., 2016), engortescke henuje (Choi et al,, 2012) u
xymaHe HEK293RI henuje (Ali et al,, 2011), ok je ko Makpodara nokasaso ga IL-33

10 Be3UBamy 3a pelentop akTuBupa [-kateHuH (Li et al., 2014). Hamu pesysaTu no
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npBU NyT noka3yjy Aa IL-33 moxxe aktTuBupaTu NF-KB 1 -KaTeHUH CUTHa/IM3aIUjy KOJ,
[1I-MM'R, anu 1 Aa cy OBUM CUTHaJIHUM NyTeBUMa peryJiMcaHe pa3jnyuTe QyHKIMje
[IA-MMh. Ca jegHe cTpaHe, aKTHBalHWja [-KaTeHWHA IMoCpeAyje Yy peryaanuju
npoaudepanuje, g0k cy NF-KB, anu u B-kaTeHUH YK/bYYEHU Y CTUMYJIALU]Y eKCIIpecuje
MapKepa IIypUIIOTEHTHOCTM W HWHXUOHWIMjy oOcCTeoreHe audepeHLujanyje Koje
uHAyKyje IL-33. [lokazaHa cTuMyJianyja nposikdepaliuje nocpe/joBaHa akTuBHouhy f3-
KaTeHHWHaA y CKJIaJy je ca IPeTXO0JHO 3alaXeHUM JJOIPUHOCOM aKTUBaluje 3-KaTeHWHa
y noBehaHoj nposindepanyju HepBHUX MaTUYHUX hesnja y3pokoBaHOj xunokcujoM (Qi
etal., 2017). CinuHO TOMe, IPETX0/IHA UCTPAXKMBakba N0Ka3yjy Aa noBehaHa akMBHOCT
NF-kB kopesnupa ca noBehanom ekmnpecujom OCT-4 u NANOG, ogpkaBajyhu Ha Taj
HauuH HeaudepeHnMpaHo cTawe iPS henuja (Takase et al., 2013). Hamu pesyartaTtu
NO/ip>kaBajy oBe HaJjase, C 063MPOM Ja CMO NoKasaiu Aa aktuBanuja NF-kB, kao u (3-
kaTeHHHa noj yrtunajem IL-33 kog [1/I-MM'h unaykyje nosehamwe ekcnpecuje OCT-4 u
NANOG. MHnak, wuako ysora MapkKepa I[UIYPUIOTEHTHOCTH y  peryJauuju
JudepeHlMjalije HUje jolll YBeK pasjallitbeHa, yTBpheHo je npa SOX-2 Moxe
MHXUOUpATU oOcCTeoreHy JudepeHLUjalyjy CMawyjyhd aKTUBHOCT [3-KaTeHHWHaA KOJ,
XyMaHUX 0CTe006J1acTa, U Ha Taj HA4MH N0/ CTULIATH HbUX0BY CAaMOOOHOBY U €KCIaH3Ujy
(Seo et al., 2011). Takobe, 0BUM HCTpakMBakbUMa MOTBphHeH je HeraTuBaH YTUILA]
aktuBayuje NF-kB Ha octeorenesy I1[-MM'h (Li et al., 2014), 1ok HalwK pe3yJsaTaTH
yKa3yjy U Jjla akTUBHPAHU [3-KaTeHUH y4eCcTBYyje y UHXUOUILUjU ocTeoreHe3e. MehyTum,
yJiora OBOI' CHUTHAaJIHOI IyTa y ocTeoreHe3d Koa MMM opanHux TKUBa HUje y
NOTNYHOCTU pa3jallitbeHa. Haume, yodeHo je ga yciej HHGJIAMaTOPHUX CUTHaja
JloJla3d KakKo /o cTUMyJanuje octeoreHe avudepennyjanuje [1/I-MME (Liang et al.,
2016; Zhang et al., 2016), anu u 0 uuxKUbUILMje ocTeoreHese MM'h 3y6He nyJne (Qin
et al,, 2015). Ctora oBu nozauu notBphyjy fa uaxo cy I[1[-MMh 1 MM'h 3y6He nysne
6/IMCKOT TKMBHOT nopeksia oBe MM'h nocenyjy jeavuHcTBeHa yHKIMjCcKa cBojcTBa. Ha
MOJIEKYJICKOM HUBOY, MHXOUIMja ocTeoreHe AudepeHliyjalyje MOXe OUTH HHyKOBaHa
aktuBayujom NF-kB koju moToMm nojctuye ferpajanujy LUTONIa3MaTCKOT [3-KaTeHUHA
MH/YKYjyhy THMe beroBy cje/ CcTBeHY akTUBaLUjy y jeapy (Chang et al., 2013). Ha Taj
HauMH, KoollepalMja OBHUX CUTHAJHUX IyTeBa MOXKe MpeJCTaB/baTH MOTEHLUjaJHU

MexaHH3aM peryanyje ¢pyHkuuja [1/1-MMh.
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[IpyuKa3aHu pe3y/TaTU HEABOCMUC/IEHO YKa3yjy Ha 3Ha4yaj padyMeBaka yTULaja
MHpIaMaTOpHe MUKPOCpeJUHE Ha pereHepaTviBHa U MMYHOMOJyJlaTOpHa CBOjCTBa
[1/I-MM'R, ogHOCHO 3Ha4aj yTUIdja paKTOpa KOjU UYMHE HUIIY TKHWBA MEePUOAO0HIIHjyMa.
Ca jengHe crtpaHe, LPS npeacraB/ba uspakeH ¢akTop y  MOAyJaLUjU
JudepeHuujanoHor noteHuujana [II-MMR, anu u perysiatop UMyHOMO/YJIaTOPHHUX
aKTUBHOCTU oBUX henuja. UctoBpemeHo, LPS uHAyKyje U ekcnpecujy pas/MYUTHUX
MOJIEKYyJla KOjU MOry OUTM Yy OCHOBH HcHoJ/baBawa OyHkuuja I[IJ-MMK, anu u
06JIMKOBATH CacTaB HUILIEe U CJeACTBEHO YTHULATHU Ha Jpyre hesnuje y okpyxemwy. OBU
nojaly HaBoJle Ha 3ak/by4ak Aa LPS, kao BaxkaH ¢akTop y UHAYKUUjU UHPJIaMalivje
HNOTIOPHOT TKHUBa 3yb6a, Moxe jenoBaweM Ha [I/[-MMh 3HayajHo MoAHMdHKOBATH
pereHepaTUBHU/JUbeEPEHIIUjallUOHM OJATrOBOP OBHX hesidja TOKOM MATOJOMIKHUX
npoueca. Ilopexy Tora, IIJ-MMh wusnoxene yrtuuajy LPS, u kpo3 npoaykuujy
coy6uJHUX daKTopa M MOJAyJallKjy aKTUBHOCTU HMMYHCKUX hesuja, Mory OUTH
3HayajHa heJsivjcka mnonyJalnyja yK/bydeHa y TOK M MNporpecujy HHPJaMaluje
NOTIOPHOT TKKUBa 3y6a. 3a pa3yuky of LPS, IL-33 y Hajsehoj Mepu yTH4e Ha ocTeoreHy
nudepenuujanujy. ¥3 1o, IL-33 gonpuHOCH ouyyBakby NPOTEHUTOPCKE MOMNyJalnuje
henuja, kao u cybnonyJsanuje O0CTEOreHHWX NPOreHUTOpPa KPO3 CIpeyaBame CTapera
[11-MMh 1 noacTrunama npoavdepanuje U KioHoreHocTu. Ha ocHOBy 0BUX mojaTaka
MOXxe ce npernoctaBUTH Aa IL-33 TokoM mapoJoHTOIaTHje MCI0/baBa NPOTEKTHUBHE
epeKkTe Ha NMOTNOPHO TKUBO 3y0a, Jesyjyhu mNpe cBera Ha O4yyBakme OpPOJHOCTU U
qudepeHuUjanMoHor Kamanurteta nonyaanuje [1/I-MMR, kao rsaBHux hesuja koje
JloprUHOCe OOHOBU TKUBA N€PUOOHLIUjyMa.

Ha ocHOByY nmpukasaHuX pe3yJiTaTa jacHO ce 3ak/bydyje gaa LPS u IL-33, kao
BaXHM (GaKTOpU KOju ce Mory Hahu y HUIIM mNepUuofioHIMjyMa 3axBaheHor
MHJIaMalMjoM, 3Ha4YajHO Mewajy cBojctBa I1/I-MMR, yTuuyhu Ha pereHepaTHBHeE
npouece y TKMBY M3 Kora mortuuy. M3amemweHa ¢yHkuMjcka cBojctBa [1/I-MMR nop,
ytunajeM LPS ykasyjy Ha noTeHuujanHo HeratuBaHU edekaT, Aok [L-33 moxe
MCIIO/baBaTU MOTEHILMja/IHO NOBOJbaH edekat Ha [1/I-MMh y naTos01KUM yci0BHUMa.
HcToBpeMeHO, Kako MOTeHIUja/IHA IPUMEHA Y OKBUPY heJsiMjcKe Tepanuje U TKUBHOT
MHXXehepUHIa 3axTeBa CBeOOYXBAaTHO MO3HAaBalke KapaKTEPUCTUKA U (QYHKIUjCKUX

cBojctraBa [1/I-MM'R, Haliu Haznasu AONPUHOCE pacBeT/baBamkby QYHKIUjCKUX MPOMeHa
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oBux hesnuja noj ytunajeM gakTopa NPUCYTHUM y MHPJIAMaTOPHO] MUKPOCPEAUHHU.
HoBa casHawa 0 ¢yHKUMjckUM cBojcTBUMa [I[J-MMh y pasjiMyuTuUM yca0BHUMaA
MUKpPOCpeJUHE O, IpecyfHOT Cy 3Haudaja 3a pa3yMeBame TOKAa M pa3Boja XPOHUYHE
MHaMalMje MOTIOPHOT TKUBA 3yb6a W HOBUX Tepamnuja. CTora, 00MjeHU pe3yJTaTu
MOry OWTH Ba)KHa OCHOBA 3a MoOoJblIakbe JOCTYIHUX BUJ0BA Jiedewa OlITeheHHx

TKHWBa YCHE AYIIJbeE.
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6. 3AK/bYYLIH

Ha OCHOBY NNPEeTXO0AHO HN3JIOKEHHUX IIW/be€Ba U IIpeJCTaB/b€HUX pE3yJITAaTa, U3BEJEHU Cy

cienehy 3aK/bydIiy:

1. UcnuTuBame yTHULAja M MeXaHU3aMa JesioBakba LPS Ha cBojcTBa M
dynknuje IIJ-MMTK noBe3aHuX ca pereHepaTUBHMM NOTEHIHjaI0M
NnokKasyje aa:

e LPS He ytuye Ha BujabusaHoct [1/[-MM'h yk/byuyjyhyu MeTab0o/M4Ky aKTUBHOCT,
nposardepanujy u heaujcku uukiyc [11-MMh.

e LPS He Mmogudukyje Mmopdosiorujy u penHoruncka csojcrna I[1/I-MMh.

e LPS wmopudukyje pudepenuujanuonu mnoteHuuwjaa I1IJI-MMTK, npu yemy
M3pakeHo MHXUOUpa ocTeoreHy aAudepeHndjanyjy, wrto je npaheHo
MHXUOUIIMjoM reHa ocTeoreHe audepenuujanuje (Runx2, ALP, OCN).

e LPS cTumynuiie XoHJpOreHy U agunoreHy AudepeHuujanujy, wWto je npaheHo
CTUMYJIALIMjOM eKclpecuje oaroBapajyhux nudepeHuujanuoHux Mapkepa (SOX-
9, PPAR-y, penoMm).

e LPS He yTuhye Ha wMurpatopHy cnocobHoct IIJ[-MMTh, anu mnoxacrtuue
KOHTPAaKTUJIHOCT, OJJHOCHO CTULakbe MHOPUOpoOGacTHOr ¢eHoTHNa Kpo3
CTUMYyJIallMjy eKCIpecuje MoJieKyJla KapaKTepUCTUYHUX 3a MHopubpobsacTe
koz I[1/I-MM'h (pubponekTuH, TGF-B, a-SMA, NG-2).

e LPS aktuBupa ERK1,2 curnanuu nyt MAPK curnanusanyje.

e [locpeacteom ERK1,2 curHandHor myta LPS wuHXuO6Upa ocTeorenHy
JudepeHLUjaLjy, a CTUMYJIMILE XOHAPOTEHY U aiMNIoreHy AudepeHIyjanujy.

e JlocpeactBom ERK1,2 curHannor mnyra LPS kop IIA-MMh crumynume
KOHTPAaKTUJIHOCT, Kao M eKCIpecujy IpOoTeMHAa KapaKTepUCTUYHUX 3a
mMuodubpobaacTe.

2. UcnutuBame yTHLAja U MexaHU3aMa JesioBama LPS Ha cBojcTBa M
dyskumje I[11-MM'h noBe3aHMX ca UMYHOMOAY/IAaTOPHUM NOTEHLUjA/IOM:

e [lperpetman II[[-MMTKh ca LPS wuHxubGuUpa TpaHCEHJAOTEJNCKY MUTrpanujy
MOHOHYKJeapHUX hesuja, [AOK 6J1aro yTU4Ye Ha CMambeme eKclpecuje
noBpIIMHCKOT Mapkepa CD29 kog MoHOHYKJ/IeapHUX hesuja.
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e Muxubuuuja TpaHCeHJOTeJICKE MUIpaldje MOHOHYKJeapHUX hesuja
nocpegoBaHa je ERK1,2 curuasinum nyrem.

e LPS He yrtudye Ha cnoco6HocT IIJ-MMTh pa uHxubupajy npoaudepaunujy
MUTOreHOM cTuMyJincaHe CD4+ cybnonynanuje MOHOHYKJIeapHUX hesuja.

e LPS He yrtnue Ha cnoco6Hoct IIJ-MMKh pga wuHxubMpajy pelaTUBHY
3actynsbeHocT CD4+CD258ucoxo /CD4+CD25mucko jpmbonuTa.

e LPS He ytuye Ha cnocobHoct I[I/I-MMh ga uHXUOUpaAjy TpaHCEH/OTEJICKY
MUTrpalujy noaumMmopdoHykaeapHux hesuja.

o I[[I-MMh came, kao u II/-MMh nperpetupane ca LPS He Moaudukyjy
pecrnupaTopHHU Npacak noJaMMoppoHyKIeapHUx henuja.

o [IJ-MMh came, kao u II/[-MMh npetpetupane ca LPS, He Mewajy 3Ha4ajHO
pesiaTuBHY 3actymsbeHoct CD45+, CD34* u CD33* hesnuja y nonynanuju
MOHOHYKJIeapHUX henuyja.

e [lIperperman II/[-MMh ca LPS 3HayajHO MHXUOHpA peslaTHBHY 3aCTyNJbEHOCT
CD14* henuja y nomysiaiMju MOHOHYKJ/JeapHUX hesvja, a ona)keHa MHXUOHULIMja
nocpeposaHa je LPS-aktuBupanum ERK1,2 curnasinum nyrem.

e LPS Ousokupa crumysandjy  ¢dopMupawma  KOJIOHHMja  OMNpeje/beHUX
XeMaTONOEeTCKUX MPOTeHUTOpa MPUCYTHUX y nmonysauuju MHR (mpeBacxosHo
CFU-GM) opx ctpane I[1[-MMR, wto je nocpegoBano ERK1,2 curHa/iHuM nyTeM.

e LPS He yTuye Ha KOHCTUTYTUBHY ekcnpecujy HLA-A u HLA-DR rena, nok
CTUMYJIMILIE TeHCKY M NpoTeuHCKy ekcnpecujy COX-2 u IL-6 kox II/I-MMh
nocpegacrsoM ERK1,2 curnasnHum nyrem.

e [[/I-MMh koHcTUTYTUBHO ekcnpumupajy STZ2 wu IL-33 reH, npu uyemy LPS
noBehaBa ekcnpecujy STZ reHa u cMamyje ekcrnpecujy reHa 3a IL-33, a oBu
edpektr HUCY nocpenoBanu ERK1,2 curnasnHum nytem.

3. UcnutuBame yTHLAja U MexaHU3aMa JAesoBama IL-33 Ha cBojcTBa M
¢yukuuje I[IJ-MMKE mnDoBe3aHUX ca pereHepaTUBHUM MNOTEHIHMja/IOM
nokKasyje aa:

e [L-33 He yTuuye Ha MopdoJiorujy, MeTaboJU4YKy aKTUBHOCT U (PEeHOTHUIICKA
cBojctBa I[11-MM'h.

e [L-33 cTuMynuile ekclnpecujy Mapkepa ImypunoreHTHoctu kon II-MMh
ykbyuyjyhu OCT-4, SOX-2 u NANOG.

e [L-33 wuHxubupa octeoreHy jaudepenuujauujy I1-MMTh, ucToBpeMeHO He

yThuuyhy HaXoHZporeHe3y U aJUNIOTEHE3Y.
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e [L-33 He MoaudUKyje eKClIpecHjy reHa MapKepa ocTeoreHe gudepeHiyjalyje,
Runx2 v ALP.

e [IperperMman II/I-MMh ca IL-33 ctumysuiie octeoreHy audepeHIyjaliujy Ha
HUBOY ekcrpecuje ALP eH3uMa, J0K He yTH4e Ha XOHJPOTeHYy U OCTEOreHy

pudepeHujanmjy.

e [L-33 crumynume nposudepaTuBHy akTUBHOCT [II-MMKh TokoMm ocTeoreHe
audepeHuujanyje.

e [L-33 mnoactuye cnocobHocT ¢opMmupawa CFU-F kosonuja II-MME y
CTaHJApAHOM MeJUjyMy, aJd He MoAUPHUKyje CTHUMYJAaTOpPHU edekaT
OCTeOoTeHOT MeJujyMa.

e [L-33 He yTuye Ha npoueHaT ALP nmosutuBHux KosioHuja (CFU-O) rajeHux y
CTaHJApPHOM MeJrjyMy, IOK Y ocTeoreHOM Megujymy IL-33 cMmamyje nporeHart
CFU-0 koJsioHuja.

e [L-33 wuHxubupa ekcnpecujy [-rajakro3ujase, kako koj I[I/I-MMh
KYJTUBUCAHUX Y CTAHJLAPAHOM MeJUjyMy, Tako U Koz [I/I-MM'h KysiTuBrUCcCaHUX y
OCTEOreHOM MeJUjyMy.

e IL-33 ctumysuue npoTeuHcky ekcrnpecujy NF-kB u [3-kaTeHuHa U perysuiue
BUX0BY yHyTaphesujcky sokanusanujy koza [1/1-MMh.

e Crumysanmja exkcnpecuje OCT-4 u NANOG nporeuna nojx yruuajem IL-33 kof
[IJ-MMh nocpegoBaHo je NF-kB ¥ [(-kaTeHWH CUTHaJHUM MyTeBUMa, 0K
ctuMmysanvja ekcnpecuje SOX-2 oxp crpaHe IL-33 kox IIJ-MMh Huje
1ocpeJjoBaHa OBUM CUTHAJIHUM NyTeBUMa.

e Huxubunuja ocreoreHe audepennvjanuje [1/I-MMh uHAyKOBaHa NPUCYCTBOM
IL-33 nocpenoBaHa je NF-kB u 3-kaTeHMH CUTHaJHUM NIyTeBUMa He yK/by4yjyhu
npomeny ekcnpecuje Runx2 u ALP.

e Crumynanuja nposudepauuje II/-MME TokoMm ocTeoreHe audepeHuujalyje
MHAyKOoBaHa mnpucyctBoM IL-33 mocpejioBaHa je akTUBHOuIhy [3-KaTeHUHa.
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3aBpiueHe [X 6eorpazicke ruMHasuje, mkosicke 2007/2008. roauHe ynucasa je cTyauje
Ha buosiomkoM ¢pakynrtety YHUBep3uTeTa y beorpaay, cmep MoJsiekyiapHa 6uoJioryja
u ¢pusrosoryja. OCHOBHe akajeMcKe CTyAuje 3aBpiuua je 2010. roarMHe ca npoce4YHOM
oueHoM 9,34. Ucte roguHe ynucasna je Mactep CTyAauje Ha buosiomikom ¢akysiteTy,
cMep MousiekynapHa 6uosiordja u ¢usunosioruja, a 2011. roavHe omnpenesnusaa ce 3a
Moaya EkcnepuMeHTasHa 6MoMeariiiHa. Mactep ctyadje 3aBpuinia je 2012, roauHe
oA0paHUBIIU MacTep paj noj Ha3uBoM ,EdekaT Me3eHXMMCKHX MaTU4YHUX henuja U
HHUXOBHUX COJIYOUJHUX NMPOJAyKaTa Ha nposudepainujy Tpu TyMopcKe hesvjcke JiMHUje"
ca oueHoM 10, #oK je mpoceyHa oOleHA IOJIOKEHUX WCIMTA Ha MacTep CTyAHUjaMa
n3Hocusa 9,52. EkcnepuMeHTa/IHU 0 MacTep pajia peasiM30BaH je y JlabopaTopuju 3a
eKClIepUMEeHTa/JHy XeMaToJIOTHjy U MaTuyHe hesvje, MHCTUTYTa 3a MeAULMHCKA
UCTpaXUBama, YHUBep3uTeTra y beorpasly y OKBUpPYy HALMOHAJIHOT IIpOjeKTa
PezenepamusHu u modysamopHu nomeHyujaa adyamHux MmamuuvHux heauja (OU
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dakynTety YHuBep3uTeTa y beorpaay, Ha moayay Buosoruja henuwja u TKuBa, npu
yeMy je MOJIOXKKUJIa CBe NPOrpaMoM NpeJiBubheHe ucnute ca npoceyHoM oreHoM 9,90. Op,
anpuna 2013. roaune Tamapa Kykosb yk/bydyeHa je y pap ucrte JlabopaTtopuje, Kao
CTUNEHJUCTA JOKTOpaH/J, MUHHCTapcTBa NpOCBeTe, HAyKe U TEXHOJIOLIKOT pa3Boja,
Peny6siuke Cp6uje. Tamapa Kykosb je 26.02.2015. uzabpaHa y 3Bambe UCTpaKHMBau-
capaZHUK, a o7, okTobpa 2016. rouHe 3anocjeHa Ha UCTOM npojeKTy JlabopaTopuje 3a
eKCllepUMeHTa/IHy XeMaToJIOTHjy U MaTU4He hesyje.

Tamapa Kykosb aHraxoBaHa je 1 Ha MehyHapoiHUM OUJIaTepaJHUM NPOjeKTUMA U
To ca Peny6iukom Ayctpujom u Peny6sukom CioBaukoM. Takobe, kao jeo
UCTpakuBaykor TuMa JlabopaTopuje 3a eKClepUMeHTa/IHy XeMaToJIOTHjy U MaTU4YHE
henuje ox 2017. roaune, Tamapa Kykosb yksbydeHa je y COST akuujy CA16119 nop,
HasuBoM: In vitro total cell guidance and fitness (Cellfit), nok je oam 2018. rogune
yksbydeHa y COST akiujy CA17116 nox HasuBoM: International Network for Translating
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3axBasbyjyhu ctunenaujama Tamapa Kykosb je Tokom 2015. ropuHe noxabasa
kypc The seventh EFIS-EJI South Eastern European Immunology School (SEEIS) n Kypc
CellFit Training school 2018: ,,Dream it, print it, do it“ A practical full inmersion course of
3D printing TokoMm 2018. rogune. Y3 To, Tamapa Kykosb je KoayTop enyKaTHBHe
u3J10k0e ,3aMplIeHO oJpacTake MaTU4He henuje Ha 9. PecTUBally Hayke, Kao U
nu3noxbe ,MatuyHe henuje - Anxemuja 21. Beka“ y My3ejy Hayke M TeXHHUKe Y
Beorpaay, peasnn3oBaHe y opranu3anuju LleHTpa ca npoMoLujy HaykKe.

o caga je Tamapa Kykosb y capaZilbu ca JpyruM ayTopruMa ob6jaBuJia YKYyIHO 23
nyo6JsiMkanuje, on Tora je 15 6ubsuorpadckux jeauHHUIIAa 00jaB/bHbHO y LeJIUHU: 6
pajoBa y BpPXYHCKUM MebhyHapoaHuM daconucuma (M21), 4 paja y HUCTaKHYTUM
MehyHapogHUM yaconucuma (M22), 2 paga y mebyHapogHuMm yaconucuma (M23), 2
paja y HalMOHaJHUM dvaconucuma (M53) u jemaH pan y TeMaTCKOM 300PHUKY
HallMOHa/MHOT 3Hayaja (M44). Tamapa Kykosb koayTop je 6 caomiuTema ca
MehyHapoJHUX CKymoBa IITaMnaHux y usBoay (M34) u 2 caommuTewa ca CKynoBa

HallMOHAJIHOT 3Hayaja lTaMnaHa y ussozay (M64).
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