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UcnutuBame MoayJianuje ceHeCleHIUje MHAYKOBAHE XHIPOKCUYPEOM Ha MojeJl

CHCTEMY XyMAaHHX Me3eHXHUMAJHUX CTPoMaHuX hejauja
Caxerak

YBoa: Mesenxumanue crpomanie hennje (MCH) cy monynanuja matnuaux henmja koje ce
OJUIMKY]y UMYHOPETYJAaTOPHUM KapaKTeprcTUKama 1 AuepeHrjallHOHIM OTEHIIN]aJIoM Ka
ocreoOyiacTMa, XoHaApouTrHMa U aaunonutumMa. MCH ce Mory mM30iioBaTH U3 CKOPO CBUX
aayATHUX TKUBA a Hajuenihe ce A00Hujajy U3 KOocTHE cpxku. [1o3HATO je Ja OBH MPOTreHUTOPH
KOjU Ce HaJla3e y HMPKYJIalHjyi U KOCTHO] CP>KU MOTY HIMATH YJIOTY KaKO y CTUMYJIAIIUjH TaKo
U y MHXUONIHjU Tpoudepannje Maauraux henuja u nHIyKuje npogudpoTHIHOTr PeHoTHIIA.
Ha kapakrepuctuke MChH mMory yrunatu Opojau pakropu nonyTt HH(pIaMaTOPHUX IIUTOKUHA,
PEaKTBHHMX KHCEOHMUYHHX BpcTa (eHr. reactive oxygen species, ROS), azor MoHOkcuaa (€HT.
nitric oxide, NO) u unayKTOpa cTpeca KOju ce MOBE3yjy M ca HAaCTAHKOM NeNTHjCKOT cTapemba,
ceHecreHnuje. Xuapokcuypea (XVY) je aHTHHEOIUIACTHYHM areHC KOju HHXHOHpa
PUOOHYKJICOTH I-PEAYKTA3y U KOPHUCTH C€ Y TEPAIUjU XEMATOJIOMIKUX MaUrHuTeTa. [1o3HaTo
je ma XV wuma muroctatcku edexar u mpoyspokyje JAHK omreheme koje Moxke BOIUTH Y
MIPEBPEMEHY CEHECIeHIWjy, anu yTtunaj XY Ha kapaktepuctuke MCH u uHTEpakuujy ca

henmjama y OKOJIMHU IMOCPEICTBOM y3rpeaHor, bystander edekra Huje 10 caga mpoyvaBaH.

I{usbs oBe cryauje 6uo je na ce aHanuzupa edexar XV Ha kapakrepuctuke MCH, kao
mro cy Mopdosoruja, HMMyHOPEHOTHN, AU(epelujaluoHd KamaluTeT, HCIOJbEHOCT
CEHECLIEHTHOT (p)€HOTHUIIa, UMYHOMO1yJIaTOpHE, MpopuOpoTHYHE COCOOHOCTH OBUX henuja

Ka0 ¥ BbUXOBY YJIOTY Y TYMOPOT'€HE3H.

Metoae: MCh cy ycnenrHo u3oioBaHe U3 nepudepHe KpBU U KOCTHE CPKH 3/IpaBUX JOHOpA
a MOTOM Cy OKapakTepucaHe mnpema kputepujymuma Komwurera 3a MCh Mehynapoanor
ApymTBa 3a henujcky Tepanujy. ['€HOTOKCHYHM edekaT, MHAYKIHMja CEHECHUEHTHHUX U
npouUOpPOTUYHUX Mapkepa HoJ yTuiajeM XY Cy aHaJIU3UpaHH UMYHOXUCTOXEMH)CKOM HU
umyHodayopeciieHTHOM MeTo oM. [Ipoaykimja yayraphenujckor ROS (enr. reactive oxygen
species) u NO (enr. nitric oxide) je ananusupana ynorpedom dayopecuentaux peareaaca DCF
u DAF. Ananuza henujckor nukiyca u mponudepanyje, Kao ¥ JAeTeKIMja MOBPIINHCKUX
aHTUTEHA j€ U3BpIIEHA METOI0M MpOTOoUHEe uTOoMeTpHje. YTunaj XY Ha aktuBanujy mTOR,

MAPK, JAK/STAT u TGFB/SMAD curnamHux myTeBa MpoLeHhEeH j€ METOJIOM UMYHOOI0TA.

Pesyaratu: MCHh cy okapakrepucaHe IpemMa CIOCOOHOCTH aJxepupama 3a IUIaCTHKY,

CKCHpCCI/IjI/I MC3CHXUMAIIHUX Y3 OJCYCTBO XCMATOIIOCTCKHUX IMOBPIIMHCKHX aHTUTCHA U



nudepeHInjalmoHOM OTEHIINjary Ka ocTeo01actuMa u aaunonutuma. Kao nmocnenuma JJHK
omrehema koje je mokazano ekcnpecujom YH2A.X u neTeknujoM MHKpOHyKIeyca, XY je
nMajsa onar ruroctarcku epekatr Ha MCR u ipoy3pokoBaia je 3actoj henujckor nukimyca y S
¢da3u. AnamuzoMm henmujcke MOpPQOJIOTH]E, CEHECLEHTHE [-TaJlakTo3uja3e M eKCIpecHje
p16™K4 yrppheno je na XY nosomu 1o cenecuenmuje MCH. Cenecuenmuja MCH je
nmocpenoBana moBehamem yHyTaphemujckor ROS, mrTo je moka3aHO WHXHOWUIIN]OM
CEHECIICHTHOT (heHOTHIIa HAKOH KOTPETMaHa ca aHTHOKCHAaHcuMa H-aneTwn mucrenHoM u
anormmaUHOM. Takohe, XVY-unaykoBane cenecrienTHe MCh (XY-C-MCh) cy nemoHcTpupase
CMamheH OCTEOTeHU U aJIUNOreHH AU (epHIIMjallHOHU TOTEHIIU]jall y3 HEMPOMEHEHY EKCIIPECH]y
ME3ECHXHMMAJIHUM TOBPIIMHCKMX aHTHreHa. 3a ananmmsy XY-C-MCHh bystander edexra
koputthene cy JAK2-V617F nozutuBHe xymane epurponeykemujcke henmje 92.1.7 (HEL) u
BCR/ABL no3utuBae K562 henuje. XY-C-MCh cy naxubupaie nponudepanujy bystander
HEL henuja y xokyntypu mocpeactBoM noehane mpoaykuuje ROS u tpanchopmumryhu
daxrop pacra Bl (enr. transforming growth factor beta 1, TGF-1). XV-C-MCHh Hucy umaie
yruia) Ha mnpoiudepamujy bystander K562 hemwmja. Tperman XY je yrumao u Ha
nMmyHoperynaropae kapakrepuctuke MCh Tako mTo cy XVY-C-MCh cmamune
nponudepannjy T numdornuTa y3 o4yBaH KananuTeT WHAYKIIN]€ MOHOIUTHUX MH]EIIOMIHUX
cynpecopuux henuja (M-MCyh). Moaynupana umyHocynpecuHa yiaora MCh u cmamemne
mudepenuyjannonor norenurjaiga XY-C-MCh mory ce 00jacCHUTH CMamb€HOM aKTHBALIM]OM
mTOR u p38 MAPK. XV tpetupane MCh cy nokazaine u cMameny cenznounnoct Ha TGF1
nocpenoBany HHAYKIHjy oSMA no3utuBHUX MHOPHOpOOIAcTa, yCIIe] CMalbemhe eKCIIPECH]e

TGFp1 peuentopa u peaykoBane aktupaije SMAD3 y XV-C-MCHh.

3aksbyuak: [loOujeHM momamM HarjamaBajy 3Havya) XY Yy UWHAYKIWAJU TPEBPEMEHE
ceecueHuuje MCh. XVY-C-MCR wumajy u3sMemeH IudepeHIMjalluoHd MOTeHIMjal Hu
umyHoperynaTopHy gynkuujy. Taxole oBe cenecuentne henuje nyrem npoaykuuje ROS u
TGFB1 wunxubupajy mnpoiaudepanujy TyMmMOopckux henmuja, a HCIObaBa)y U CMambeHY
oceTsbuBOCT Ha npopubpoTrunu epakar TGFPB1 u xao TakBe mpeacTaBsbajy MOTEHIM]JATHO

CpCACTBO 3a Tepannjy XC€MAaTOJIOIIKUX MAJIUTHUTCTA.

Kibyune peun: MesenxumanHe crpoMaiHe henuje mnepudepHe KpBHU; Me3€HXUMAaTHE
cTpoMaiHe henmuje KOCTHE CPXKH; XMJPOKCHUYpEa; CEHECIICHIIMja; MMYHOJIOUIKA CYIpecu)a;

bystander edekar; peaktuBue kuceonnute Bpcre; TGFB1
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Hydroxyurea modifies mesenchymal stromal cells functionality by senescence induction
Summary

Introduction: Mesenchymal stromal cells (MSC) are the population of stem cells with
immunoregulatory features and significant differentiation potential towards osteoblast,
chondrocytes and adipocytes. MSC have been isolated from abundant adult tissues, most
frequently from bone marrow. As a circulating and the bone marrow microenvironment
progenitors, those cells have a dual role as a promoters or inhibitors of both, malignant cell
proliferation and profibrotic phenotype induction. Variation of MSC characteristics are
associated with numerous factors such as inflammatory cytokines, reactive oxygen species
(ROS), nitric oxide (NO) and stress inducers that could also induce senescence. Hydroxyurea
(HU) is an antineoplastic agent that functions as the ribonucleotide reductase inhibitor and is
mainly used in the treatment of hematological malignancies. As a DNA replication stress
inducer HU may trigger a premature senescence-like cell phenotype, though its influence on

MSC characteristics and repercussion on bystander cell proliferation has not elucidated yet.

The aim of this study was to estimate the effect of HU on MSC morphology,
immunophenotype, multilineage differentiation, senescencent phenotype, immunomodulatory

and profibrotic activity as well as the roll of the HU treated MSC in tumorogenesis.

Methods: MSC were successfully isolated from bone marrow and peripheral blood healthy
donors. They were characterised in the presence and absence of HU, by criteria from MSC
Committee of the International Society for Cellular Therapy. Genotoxic effect of HU, as well
as the expression of senescence and profibrotic markers, were estimated by
immunohistochemistry and immunofluorescence. Intracellular ROS and NO production was
determined by fluorogenic molecules DCF and DAF. Cell cycle analysis, cell proliferation and
surface markers detection was performed by flow cytometry. Influence of HU on activation of
MTOR, MAPK, JAK/STAT and TGFB/SMAD were determined by immunoblothing methods.

Results: MSC were characterised by their plastic surface adhesion, expression of mesenchymal
cell surface markers, lack of the expression of hematopoietic markers and the capacity to
differentiate towards osteoblast and adipocytes. Examining the HU effect on MSC, we found
that HU has the mild cytostatic effect and provokes cell cycle arrest in the S phase as the
consequence of the DNA damage response evidenced by expression of yH2A.X and

micronuclei. The analyses of cell morphology, senescence-associated [3-galactosidase levels



and p16'™NK4 expression reviled that HU cause MSC senescence. Senescence of MSC is
mediated by increased ROS levels, as demonstrated by the inhibition of senescence indicators
in the presence of antioxidants N-acetylcysteine and apocynin. Moreover, HU-induced
senescent MSC, displayed reduced osteogenic and adipogenic differentiation potential while
they did not exhibit altered expression of mesenchymal markers. To estimate the HU-induced
bystander effect, we used the JAK2-V617F positive human erythroleukemia 92.1.7 (HEL) cells
and BCR/ABL positive K562 cells. HU-induced senescent MSC (HU-S-MSC) strongly
inhibited bystander HEL cell proliferation in co-culture, and this effect was mediated by ROS
and transforming growth factor (TGF)-B1 production. On the other hand, HU-S-MSC did not
influence bystander K562 proliferation. Immunoregulatory function of MSC is also modulated
by HU treatment. Interestingly, HU increased MSC ability to supress T-cell proliferation while
did not altered the capacity of MSC to induce monocytic myeloid-derived suppressor cells (M-
MDSC). Improved immunomodulation activities and reduced differentiation capacity of MSC
under HU treatment could be explained by down-regulation of mTOR and p38 MAPK
signalling. Finally, HU-S-MSC demonstrated reduced sensibility to TGFB1 dependent
induction of aSMA positive myofibroblast, due to HU-S-MSC reduced expression of TGFp1

receptors and down-regulation of SMADS.

Conclusions: The results obtained in this study suggest that HU by inducing premature
senescence-like phenotype of MSC influence cellular differentiation and immunomodulatory
functions. Moreover, senescence MSC displayed the ROS and TGFp1-dependent inhibition of
bystander HEL cells proliferation and a lack of sensibility to TGFB1 profibrotic effect. Finally,
our study emphasized the role of the HU-S-MSC senescence as a potential adjuvant in

hematological malignancy therapies.

Keywords: Peripheral blood mesenchymal stem cells; bone marrow mesenchymal stem cells;
hydroxyurea; senescence; immunosuppression; bystander effects; reactive oxygen species;
TGFB1

Research area: medicine
Special field: molecular medicine
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3AXBAJIHULIA

Benuky 3axBaiHOCT Ayryjem Mojoj nmpodecopku ap Munuiu PanojkoBuh koja me je
3auHTEepECOBaNa 33 KJIMHUYKU U HAYYHH PaJ] y 00JIACTH XEMAaTOoJIOTHje, KOja je YBeK MMaia
CTPIUUBEHHA J]a ME CaciIyllla U HeCEOMYHO MM yKa3WBasia Ha MPABIIIHOCTH M HEMPABUIIHOCTH Y
MOM HCTPaXKMBAaYKOM pajy. XBajla HA CBUM CaBETUMa U TPYIY Ja OBaj paj yrieaa CBETJIOCT
JlaHa.

CBoMm HayyHOM yuuTesby ap Xyany @. Cantubame3y nyryjeMm HajBehy 3aXBaJTHOCT 3a
YCIICIIHO M3BEJICHE EKCIIEPUMEHTE Y OKBUPY OBE AMcepTalyje. XBaia Ha mocBeheHoCTH,
CTPIUBEHY, HJICjaMa U CyrecTHjama y cBUM (azama uspaje ose tese. [p Xyan .
CanTubames3 je (paHTacTU4aH yuuTesb U YOBEK, a Takohe je ¥ BUCOKO IPU3HATH HAYYHUK BaH
HaIlIe 3eMJbe, TE je paj ca ’UM Ouiia moceOHa MPUBUIIETH]a.

Benuky 3axBanHoct nyryjem ap Brnagany Yokuhy Ha npykeHOj NPHIKIM J1a c€ TPUAPYKUM
HErOBOM THMY M Ha YKa3aHOM IOBEpPEHY U MOJICTPEKY Ja ce OaBUM OBOM TEMOM.

XBana wiaHoBuMa komucuje npod. ap Mapuju [Isemu-Epuerosarn, npod. ap Musomnry
Mapxkosuhy u npod. np Bragumupy Jypummhy, Ha KOHKPETHUM M KOPUCHUM CaBETHMa KOjU
Cy MM ITIOMOI'JIM Y U3pajJiil KOHAuHe Bep3uje OBE AUCEpTaLHje.

Mowm cymnpyry, KOJIETH U )KUBOTHOM canyTHUKY 1p Crnobonany Kamopy nyryjem orpoMuy
3axBaJIHOCT 3a omMoh y 1abopaTopujckoM paay. XBajia Ha JbyOaBH, pa3yMeBamy U MOAPIIIN
0e3 koje Ou u3paia oBor paga Ouina HeMoryha.

XBaja MOjUM IIpUjaTesbullaMa, KOJIETHHUIIaMa U HayYHUM calyTHUIama Jip Mununu
Byxotuh u np Casu MomunnoBuh Ha nomohu, caBeTMa, BUILIECTEIEHUM KOpPEKIUjamMa U
MOJIPIIIIY IPU U3PaIU OBE AMCEPTALH]e.

Ha nomohu y ekciepuMeHTanHOM pajy U pa3MEHH MUILJbEHA 3aXBajbyjeM u: Ap Mapujanu
Kosauuh, np Onusepu Mutposuh-Ajruh, np dparocnasu bukuh, np Munomry Juxnuhy, np
Tujanu Cy6otuuku u ap Cnasky MojcunoBuhy kao U CBUM OCTaIUM Kojerama ca
WMHucTuTyTa 32 MEIMLIMHCKA UCTPAKUBamwa, Y HUBep3uTera y beorpany. XBasna u cBuM
xosterama u3 KBI ,,/{p [paruma Mumosuh-/lequme™ Ha pa3yMeBamy U CaBeTUMa MPH
M3paju OBE JHCEpTalnje.

Csojum npujaresbuniaMma Mupjanu, Mapuju, Mununu, OsbH, wiaHoBUMa Nopoauie, Oakama
Pyxwu u Kocu, Muku, Hammu, Cumkerty, Jarn, Aaapeu, Hunu, Bawu, [lanety, Munojku,
Munenu, ['opany 1 cBUM OCTajiMa XBaJia Ha JbyOaBH, pa3roBOpruMa 1 MOAPIIIY BaH
nmaboparopwuje.

Hajsehy 3axBanHOCT 1yryjem Mojum poautesbuma, Munety u Jbusbanu u cBom 6pary
Bopucy, koju cy Me 60Jipiiii U TIpyKajll MU He3aMeHHUBY MOJAPIIKY U KojuMa nocehyjem
OBY JIOKTOPCKY JIMCEpTaIn]y. XBaja Ha JbyOaBH, 0€3rpaHUIHOM CTPIJbEHY CBE OBE TOJMHE U
JOMPUHOCY MOjO] UCTPAJHOCTH Y HAYUHO-UCTPAKUBAYKOM PaLy.
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1. YBOJI

1.1. OIIIITE KAPAKTEPUCTUKE MATUYHUX REJIUJA

Marnune henuje ce meduHHITy Kao Hecmemujanu3oBaHe hemuje ca crocoOHomhy
caM000HaBJbamkba, HEOrPAaHHMUEHHX J€00a U OTEHINjaIoM 32 AudepeHunjanujy y pa3inaure,
cnenujanmzoBane hemuje opranmsma (Los u cap., 2019). Pa3Boj 4oBeka modwmme 0OJ jeqHE
IpUMUTHBHE, MaTuyHe henuje koja ce Ha3uBa 3uror. Omiohena jajaa henmja, 3uror, ce
KapakTepuIlle TOTHIOTeHIMjoM (i1at. totipotentia, ceemoryhHoct) koja ce neduHuIIE KAo
JEIUHCTBEHA CIIOCOOHOCT Mmojelie U audepeHIujauje Ka CBUM CIielrjaTn30BaHiM henmrjama
oapacior opranu3ma (Condic u cap., 2014; Ratajczak u cap., 2019). Jleobom 3urora Hacrajy
MaTu4He henvje Koje Cy IUTypUIIOTeHTHE OJHOCHO, MMajy CIOCOOHOCT audepeHImpama y
henuje cBa TpW KIMIMHA JIUCTA, EKTOAEPMA, CHIOJEpPMA U Me30JiepMa, ald HE MOTY JaTh
henuje excrpaeMOpHOHATHUX TKHUBA NMOMyT IutaneHTe. Ce octane matuyHe henuje deryca n
aJyITHOT OpraHM3Ma, CIIOCOOHE 3a OpraHOreHe3y M IOCTHATaJHy OOHOBY TKHBa, CY
MYJTHIIOTEHTHE. MYJITHIIOTEHTHOCT HacTaje JOJaTHUM OrpaHHuYaBameM CyAOMHE MaTHYHUX
henuja, Koje Cy Hajajbe CIOCOOHE 3a pereHepalnjy caMo OHUX TKMBA YHjU Cy CAaCTaBHU JI€O
(Mitalipov S u cap., 2009). V oprann3zMy 4oBeKa I10CTOj€ joIlI U YHUIIOTeHTHe henuje, Kao mTo
Cy enmjaepMaigHe MaTU4yHe henuje, 3Ha4ajHe y pereHepanuju 1 pernapanuju enuaepMuca, ca
moryhuomrthy nudepenimjanmje y camo jeman hemujcku tun (Ratajczak u cap., 2019).
MyATUIIOTEHTHE U YHUNIOTEHTHE hemuje ce pa3iaukyjy of IUTypUITOTEeHTHUX MaTUYHUX henuja
[0 TUME LITO HHXO0BA PEIUIMKATOPHA CIIOCOOHOCT HUje OECKOHAauHa, Hero je JUMUTUpaHa U

OHE Cy 03Ha4eHe Kao nporenutopue henuje (Lawrence u cap., 2013).

CnocobHocT mudepeHnyjanmje, je 3HadajHa KapaKTepUCTUKAa MAaTUIHUX hernrja Kako
TOKOM Tiepro/ia pa3Buha, Tako U 3a 00HaBJbAE U PereHepalujy oapacior opranusma. (Muller
u cap., 2014). Ctynuje Ha uHCeKTy U3 opoauiie Drosophila cy nmokasane na ce oOHOBa TKHBa
0JIBUja ITyT€M aCUMETPUYHHX Jeoba KojuMa ce henmjcku caapikaj pacropelyje HejenHaKo y
khepke hemmje. [lputom, HacTajy jemna HemamdepeHTOBaHa henmja ca BUIIKOM MaTHYHHUX
¢axTopa u apyra henuja y kojoj ce nokpehe nmporpam audepenroBama ka opehenoj hemujckoj

muaMju. Ha oBaj HaunH, oOHaBJba ce momylaluja MaTUYHUX henuja y3 oapkaBambe TKUBHE



xomeoctase (Fuchsa u cap., 2013; Sada u cap., 2013). lunamuka oBOT IpoI1ieca je peryiarucaHa
Ha TeHCKOM HHMBOY. Y CBAaKOM IIEPHOJIY Pa3B0Oja aKTUBAH je oJpeheHu ceT peryiaTopHHuX reHa,
MakKo ce o]l anynTHe MatuyHe henuje 10 pyHKuoHaHe henuje yKymHa KOTHYnHA TeHETHIKOT
MaTtepujasia He Mema. denHorun audepeHToBaHMX henuja je peryiaucaH YHYTpPaIlIbUM
hemujckum dakropuma u pakToprMa CpeIMHE KOjU YTUUY Ha PETyJIalHjy TeHCKE eKCIpecHje

(Ralston u cap., 2008).

Jom jenHa BaskHA KapakTepUCTHKA MaTHUHUX henuja je cnocoOHocT camooOHOoBe. Mako
ce mMaruyHe henuje NEIMMUYHO CaMOOOHABJbajy M ACHMETPUYHUM Jeo0aMa, CUMETpHUYHE
neobe cy KJby4HE Y OKOJTHOCTHMA KOje 3axTeBajy noehame 6poja henuja, kao mTo cy nepuosa
pa3Boja mim noBpena TkuBa. CumerpudHuM aeobama poauTesbcka henuja ce nenu Ha nBe
uaentuuHe khepke henuje y mporecy Koju je CTporo KOHTPOJHMCaH Yy (PU3HOJIONIKAM YCIOBUMA
(Fuchsa u cap., 2013; Sada u cap., 2013). Hekonuko curnamaux myresa, monyt Notch, Wnt,
Hedgehog u Polycomb, wumajy 3HauajHy yjory y mnpoiudepaidju u Oap)KaBarby

Hean(EepEeHTOBAaHOT CTalkba MyTeM cuMeTpuyHux aeoda (Molofsky u cap., 2004).

PaBHOTE)Ka M PuHA perynanuja mporeca neode u qudepeHnnjanmje ¢y KJbYIHH 32
MpaBWIHO (PYHKIHOHUCAke MaTH4HUX henuja. CTynuje HAa MHTECTUHAIHUM CMUTEITHUM
henujama cBemoye O WHUXOBOj (GIIEKCMOUITHOCTH W JAMHAMUYHO] mpupoau. [Ipminkom
omrehema TKHMBA Yy3POKOBAaHMM XEMMJCKMM areHcuMma WJd pajadjaldjoM, OBe henuje
aKTUBHUPAJy pa3IMYNTE pETyJaToOpHEe MeXaHW3MEe KOjH [IOBOAE [0 CHMETPUYHE WIH
acUMeTpu4yHe camMooOHOBe, aAenudepeHuMjaurje win audepeHuyjanmje ka oxpeheHoj
hemmjckoj nuanju (Sada u cap., 2013). XomeocTaza MaTUYHUX henuja 3aBHCH O] HEHOT
OKpY’K€Ha, TAaKO3BaHE HUIIIE, KOJy YHHE CTPOMAaJIHE W enuTejouiHe henuje, kao u paxropu
pacTta ¥ IIUTOKWHU MPOIYKOBAHU O] cTpaHe cycenuux hemuja (He u cap., 2014; Sada u cap.,
2013).

1.2. THUINOBU MATUYHUX REJINJA

Jenna on kmacudukanuja MaTUYHMX henuja 3acHMBA Ce HA HUXOBOM MOPEKIY.
Paznukyjemo emOpHoHanHe MaTuuyHe henuje, KOje ce€ MOry H30J0BaTH Yy CTaJAujyMy
OyacTouucTe U aayaTHe MaTuuHe henuje, koje ce Mory HahM y CKOpO CBUM OpTraHKHMa O/1pacyior
opranusMma (Los u cap., 2019). Jom jeman Tum cy MHIYKOBaHE IUTYpPUIIOTEHTHE MaTHUYHE
henuje, koje HacTajy penporpamupameM aiayiaTHUX henuja, a uMajy KapaKTepHCTUKE

emOproHanHux MaTuaHuX hemuja (Gutierrez-Aranda u cap., 2010).



EM6puonanue marnane henuje mocenyjy OeckoHauaH MOTSHUIIH]aJI CAMOOOHOBE KOJH
je omoryheH jeAMHCTBEHMM MEXaHHU3MOM peryJianuje NeNnjcKOT IMKIyca W KOHTPOJIOM
eKCIIpecHje TeHa 3HAYajHUX 3a IUTYPUTIOTCHIIN]Y. Nenujcku NUKITyc ce outnKyje KpaTkoM Gi
da3om ycnen cMamene aktuBHocTH Rb (enr. retinoblastoma) nporernna (Burdon u cap., 2002)
Y KOHCTHUTYTHBHOM aKTHBAIlMjOM IHUKIMH A/IMKIUH E- 3aBHCHHX KWHA3a Koje oMoryhaBajy
Op3y Tpamsunujy u3z G1y S ¢asy (Savatier u cap., 1996). Tpanckpunuuonu ¢akxropu Octd,
Sox2 m Nanog wumajy mpecyaHy yJIOry y HHXUOWIHMjH TeHa 3a audepeHunujanujy I0K
CTUMYJIMIIY €KCIIPECH]y TeHa 3Ha4ajHUX 3a mrypurnoreHTHocT (Niwa u cap., 2000; Masui u
cap., 2007). 36or cBor mposmdepaTHBHOT KalmaluTeTa U CIOoCOOHOCTH nudepeHIujamnmje y
Owio koju Tun henuja, emOpuonanHe henuje MMajy HOTEHUUjanHy IN VItr0 mpumeHy y
UCIUTHBaky IIMTOTOKCUYHOCTH JIEKOBAa, a Takohe MOTy ce KOPHCTUTH 3a pa3Boj Mojena
reHeTuukux nopemehaja momyr nuctuune ¢pudposze. EmMOpuonanne matuune henuje koje ce
KOPHCTEe y HCTPaXUBA4YKe CBpXe, I00Hjajy ce o1 eMOproHa KOju Cy IUIAaHWpaHU 3a
0J0aIMBakbe, OJHOCHO HHUCY IUIAHUPAHU 32 KOpUIINCHE Y JIeYehy CTEPUIIMTETa HAKOH 1N VItro
dbeprunuzanuje (Bremer u cap., 2004; Damdimopoulou u cap., 2016). Knunuuke cryauje koje
olewyjy mpuMeHy oBux henuja y nmopemehajuma nomyt [lapkuncoHoBe Oonectu, moBpene
KHUMEHE MOXJWHEe, nujadereca Tum 1, Temke cpyaHe wHCydunuje mmajy obehapajyhe
pesyarare (Golchin u cap., 2020). ¥ xIMHHYKO] MPUMEHU OBHX henmja, MOryhHOCT HacTaHKa
TyMOpa Mopa OUTH CBe/IeHAa Ha MMHHUMYM, T€ je HEOIXOAHO J1a oBe henuje Oyay TepMUHAITHO
nudepeHrpane a CBe eBEHTYaJIHO IIpeocTale MTypunoTeHTHe henuje Mopajy OUTH yKIIOHheHe

(Damdimopoulou u cap., 2016).

ETnuka onpaBnaHocT npuMeHe eMOpHOHATIHUX MaTHYHUX hemnuja je mpeameT OpojHUX
KOHTpPOBEp3U Koje Ou Moryie O6MTH mpeBa3uleHe NPUMEHOM MHAYKOBAHUX IUTyPUIIOTEHTHUX
MaTuyHuX henuja. Jamancku Hayynunu Kjoro VYauBepsurera 2006. roaumHe cCy
UJIEHTU(DUKOBAIH YCIOBE Y KOJUMa C€ CIIelfjain30Bane, JudepeHToBane hemuje TKiuBa, MOTy
TEeHETUYKU perporpaMupamMupaTtd 1o MaTH4yHux henmmja.  OBa npenudepHuMjanuja je
omoryheHa yBoljelbeM HEKONMKO Te€Ha, HOCHOIA €CEHIMjaJHUX KapaKTepHCTUKa
eMOpHoHaATHUX MaTH4HUX henuja, monyT Oct3/4, Sox2 u c-Myc, y anynTHe nudepeHToBaHe
henuje Be3UBHOI TKMBAa YUME Cy J0OHMjeHE WHAYKOBaHE IUTYpUIIOTEHTHE MaTu4yHe hemnuje
(Takahashi u cap., 2006). TTopen 3Hauaja y GpyHIaMEHTATHHUM HCTpakMBamUMa, oBe henmuje
¥Majy MOTEHIMjalHy NIPUMEHY Yy pPEereHepaTuBHO] MEIHUIIMHY, a MOCeOHO je 3HaYajHO Ja Cy
TKHBa J100MjeHa Ha OBaj HAUMH ayTOJIOTa, Tj. HOTUYY OJ PELMIINjEHTa, IITO 3HaYajHO CMambyje

MOTyhHOCT HMMYHCKOI OArOBOpa Ha TPAHCIUIAHTOBAaHO TKUBO Kao U  peakuujy



TpaHCIUTAHTHUPAHOT TKMBa Ha gomahuna (enr. graft versus host disease, GVDH). Mehyrum,
Kao M y CJIy4ajy eMOPHOHAIHMX MAaTHYHHMX hedja U KO KIMHWYKE NMPHUMEHE MHIYKOBAaHUX

IUTYpUIIOTEHTHHX hennja mocToju pusuk ox pasButka kaniepa (Afify u cap., 2020).

AnyntHe matudHe henwje cy MYJITHIIOTEHTHE, MMajy CIOCOOHOCT CaMOOOHOBE H
MpeJICTaBJbajy 3HauajaH pecypc 3a OOHOBY TKMBA U3 Kor nmotudy. OBe henuje Mory gatu Buiie
pasnuunTux henuja jeAHOT TKUBA U FBUXOBA yJIOra je J1a 4YyBajy UHTETPUTET TKUBA MEHajyhu
omrehene hemuje (Atala u cap., 2008; Caglayan u cap., 2019; Los u cap., 2019). Anynrae
MaTuyHe henuje ce Mory HahM y roTOBO CBHM TKHBHMa OJPAaciiOl OpraHu3Ma Kao IITO CY
KOCTHA CpK, MO3aK, CpIle, jeTpa, racTpouHTecTuHaIHU TPpakT (Caglayan u cap., 2019). MHore
oIl oBuX henuja mmajy crrocoOHOCT qudepeHnujanyje y hemuje 1pyrux TKuBa, a He caMo OHUX
U3 Kojux motuuy. Tako ce Ha mpumep MaThuHe henmje KOCTHE cpiku Mory TUEpeHIUpPaTH Y
enuTenHe henuje jerpe, rmiyha uin Koxe MpU MPOMEHU JIOKAIlMje WU yCJIOBa rajema OBUX
henuja (Krause u cap 2001; Herzog u cap 2003). OBa kapakTepuCTUKa a{yJITHUX MAaTHYHUX
henuja ce Ha3MBa MJIACTHYHOCT | JOIII YBEK HEMa JJOBOJHHO JIOKA3a J1a ce pagu O (PU3HOJIOMIKOM
¢denomeny. Takole, BEUXOB KamamnuTeT 3a TU(EPeHIINjalH]y ¥ pereHepaTUBHU TIOTEHITH]al Cce
CMamYyje ca CTapemheM OpraHu3Ma. AKymyJiaiyja TOKCHYHUX METa00JIuTa, PEaKTHBHUX BPCTa
KuceoHuka (er. reactive oxigen species, ROS), IHK omrehema ka0 ¥ MHUTOXOHIPH]jaaHA
nucyHKIIHMja Cy IPOIIECH KOJU CE TIOBE3Y]Y Ca CTapeeM U JJOBOJIE /10 opemMehaja akTHBHOCTH

MatuuHux henuja u wuxose Hume (Ahmed u cap., 2017; Oh u cap., 2014).

1.2.1. Xemaronorcke matudHe heauje

AnyntHe MatuyHe henuje Koje cy Hajuemrhe NpuMEmUBaHE, a yjeIHO M HaloJbe
uctpaxene cy xematonoercke maruyhe henuje (XMh) (Caglayan u cap., 2019). I'naBuu
M3BOpHU OBHX henuja cy eranHa TKUBa, MyMTYaHa BPIIA, KOCTHA CPK a y MajioM Opojy oHe ce
Hanase u 'y kpBoToky (Haspel u cap., 2008). 3pene, nudepentoBane henuje kKpBu (€pUTPOLIUTH,
TPOMOOLIMTU U JIEYKOLIUTH) MMajy KpaTak XMBOTHHM BEK M HEONXOJHA je HHXOBa CTalHa
00HOBa paau HOpMaTHOT (PyHKIIMOHUCamka opranusMma. [Ipouec y kojem on XMh npeko Huza
pOreHuTOpHUX henuja Hacrtajy 3perne henuje KpBu ce Ha3uBa xemaromnoesa (Ivanova u cap.,
2002; Novershtern u cap., 2011). XMh cy nnypunorentHe henuje koje mnomohy
aCUMETPUYHHX J1e00a OJpkaBajy paBHOTEXKY usMmel)y mudepenmujammje u camMoOOHOBE.
BuxoBu moromuu, MUjeIOUIHA U TUMGOUTHHU MIPOrCHUTOPH ce AudepeHInpajy Ka 3penum

KpBHUM henijama aju He mocenyjy crnocooHoct camooOHoBe (Morrison u cap., 2006; Kearney



u cap., 1994). IlponudepatuBau craryc n qudepenunjanuja XMRA 3aBruce o1 MUKpOCpEIUHE
KOCTHE CP>KH KOJy YUHE OCTe001acTH, OCTEOKIIACTH, €HJIOTeNIHE, U Me3eHXUMalHe henuje, kao
U O] IPOAYKIIMjEe XeMaTOMmoeTCKuX ¢akropa pacta (Moore u cap., 2014). Y KocTHO] Cpxu
nonynauja XM je jako mana, ma mUXOBa MpaBWIIHA HISHTU(UKALIMjAa U U30JIAIja MOXKE
OuTH M3a30B. Y Ty CBPXY C€ MOTY KOPHCTHUTH €Ceju Kojuma ce In Vitro motBhyje muxoB
nponudepaTiBHU TOTEHIMjaa Kao mto je colony-forming assay winu ce wuaeHTHPHKY]Y
HUXOBU NOBPIIMHCKY MapkepH. Haj3nauajuuju noBpumacku mapkepu XMR, koju ce kopucre
3a BuXxoBy n3onanujy cy CD34, CD90, CDA45, c-Kit u CD49f, nako muxoBa eKcrpecuja Moxe
Ja Bapupa y 3aBUCHOCTH oJ pa3BojHor cramujyma (Caglayan u cap., 2019; Jagannathan-
Bogdan u cap., 2013). 360r cBojux kapakTepucTHKa, oBe henuje ce Beh Tpu aeneHuje Kopucre
y TepaInuju MAIUTHAX U ayTOUMYHCKUX Oosectu. Y Ty cBpXy, henmje ce Mory npuKymbpaTi u3
nepudepHe KpBH HAKOH MOOMIIM3AlMje MOMONY MUTOKMHA Kao MTO je (aKTop CTHMYJIAIHje
rpaHyIonUTHUX Kostonwuja (eHr. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), wiu ce mory
nobujatu aupekTHo u3 koctHe cpxku (Korbling u cap., 1986; Kobbe u cap., 2002). Ayronora
TpancruianTanja XMA omoryhaBa 00HOBY XeMaToroe3e HaKOH IIATOTOKCHYHUX TPETMaHa y
Jiederby MYJITHIUIOT MHjeIoMa, HOH-XOYKMH M XOUYKWH JuM¢poMa, KapuuHoMa ruryha uim
nojke. C apyre crpaHe, ajloreHa TpaHCIUIAHTalldja Mpe/ICTaB/ba MOTEHIMjaTHH KypaTHBHU
TpPEeTMaH y T€panuju aKyTHUX U XPOHUUYHUX MU]JEJIOUTHUX JCYKEeMHU]ja, MU)EIOAUCILIACTHUHUX
CUHJIpOMA U alUTACTHYHUX aHEMH]a, a UICTPaXyje CE U IbUXOBa TEPAINH]CKa TPUMEHA Y JICUCHY
HEXEMaTOJIOMIKUX 000JbeHa, MonyT uHpapkTa Muokapya (Steidel u cap., 2003; Orlic u cap.,
2001).

1.2.2. Me3enxumaiine ctpomajne heanje

Jom jeman 3HauajaH THUI agyATHUX MAaTUYHHUX heiuja cy Me3eHXMMAaJHE CTpOMallHe
henmuje (MCHh), mynarunoreHtHe henuje, koje cy 300T CBOje AOCTYNMHOCTH, CHOCOOHOCT
nudepeHnrjanuje 1 MIMyHOMOTYJIaTOPHUX KapaKTePUCTHKA MPEIMET OpOjHUX UCTPaKHUBamba.
MCh cy wmyntunorente henuje Me3oAepMalHOT TMOpEKiIa Kojeé HMMajy CHOCOOHOCT
nudepeHIjanmje y aaunomnuTe, Xouapouure u octeonute (Wang u cap., 2014). Ose henuje
Cy TIPBH TyT M30JI0BaHE M3 aclypara KOCTHE CP)KM MUIIA, a HA OCHOBY CBOj€ KapaKTEPUCTUKE
Ja aaxepupajy 3a IUIaCTUKY, HICHTU(UKOBaHE Cy Kao henuje MOpP(OJIOMIKH CIUYHE

¢udpodmactuma - CFU-F (enr. Colony forming unit fibroblast). Hbuxosa cmocoOHoCT



nudepeHnyjanmje npeu nyT je onucana 1992 ronune (Haynesworth u cap., 1992) nok cy tpu
roJIMHE KacHHWje OBe henuje mpBU MyT yOpu3raHe OOJICCHHIIMMA Ca XEMaTOJOIIKUM
MaJMTHUTETHMA Y cBpxy Jjeuema (Lazarus wm cap, 1995). V OpojHuM KacHUjUM
UCTpaXHMBambuMa OBe henuje ce Ha3WBajy ME3CHXHMAaJHEe MaTH4HEe henuje yciea BETHKOT
mudepeHIInjallMoHOT TOTEHIMjajla Ka MHjeo0jJacTiMa, OCTeo0JacTuMa, aauIoIUTHMA,
raaTkuM mumrhauM henujama u xouapouutuma (Bianco u cap., 2001; Jaiswal u cap., 2000).
KomuTteT 3a Me3enxumanne matndde henuje Melynapoaror npymrea 3a henujcky Tepanujy
(Dominici u cap., 2006) je mpenokuo KpuTepujyme 3a uaeHTuuKanujy oBux henrja a To cy
aJIXepPEHTHOCT 32 TUIACTHKY, CKCIPECHja aHTHIeHa KapaKTepUCTHYHKX 3a CTpoMaiHe henuje u
crocoOHOCT MynTunoTeHTtHe Audepenuujanyuje. [Ipenopyka Komurera je m ma ce oBako
M30J10BaHe henuje Ha3MBajy Me3eHXUMaJIHE CTpoMaliHe henmje a 1a ce U3 BUXOBOT HACIOBA
WCKJbYYH TEPMHUH ,,MaTHYHE" jep HeMa JOBOJHHO J0Ka3a Ja XeTeporeHa nomynamuja hemuja,

H30JI0BaHa Ha OBaj Ha4WH, 3aapiKaBa CBC KAPAKTCPUCTUKEC MATUIHUX heHI/Ija.

1.2.2.1. 3Bopu U H30J10Bab€ Me3eHXHUMAJTHUX CTPOMAJIHUX heuja

HNako MCh mory OuTH M305I0BaHE M3 CKOpO cBakor xymaHor TkuBa (Camka 1.),
M0CTOje TPAaKTUYHA OTpaHHYCHAa IHMXOBE YIOTpeOe Koja ce OJHOCE Ha HMHBA3HBHOCT
nporenype n1o0ujama TkUBa 3a u3onanujy. Takohe, MChH n3onoBaHe u3 pa3InyUTUX TKHUBA
nokasyjy Apyrauvju audepeHUualvoHd MOTEHIMjal, a pas3iiuKyjy ce U Mo Mpopuiry
excripumupanux reHa (Wagner u cap., 2005). MCh koctHe cpxu (KC MCH), npu nyt
omucane of ctpane Friedenstein-a u cap., cmarpajy ce Hajuctpakenujum tunioM MChH u kao

TakBe NpezcTaBibajy 3naTHu ctangapz 3a MCh (Friedenstein u cap., 1976).

KC-MCH ce uzonyjy u3 acnupaTta kocTHe cpxku. KocTHa cpx je cpeamHa Oorara
paznuuutuM henujckum TUnoBuMa of kojux cy ceera 0,01-0,001% MCHh a npunoc henuja u
KamamureT 3a audepeHijaimjy ce cmamyjy ca ctapemeM (Berebichez-Fridman u cap., 2017,
Cheng u cap., 2014). KC MCHh ce u3oiyjy U3 acrnupara KOCTHE CP>KM Ha OCHOBY CBOj€
KapaKTepUCTHKE J1a a/IXepupajy 3a miactuky. Takole, oBe henuje ce Mory n3010BaTu 1 HAaKOH
HeHTpu(dyrupama Ha OCHOBY I'paJiijeHTa 'YyCTHHE aJIli Ce cMaTpa Jla ce Ha OBaj HauUMH henujcka
nonynaurja MCh He npounnthaBa y nmotnyHocTH on xemaTornoerckux henuja (Pittenger u
cap., 1999). Hajmperusuuju meroa aobujama umcre mnomynamuje KC-MCHh je uzonamuja
noMmohy cnenM@UUHUX TMOBPIIMHCKUX heNujcKkuX Mapkepa MPUMEHOM MOHOKJIOHCKHX

anTutena u hemujckor coptupama (Gronthos u cap., 2007).



WHBazuBHOCT mpolleaype acmupaiyje KOCTHE Cp)KH JIOBella je JI0 Tparama 3a
anrepHaruBHuM u3BopumMa MCH. MCHh mnepudepne kpu (IIK MCH) ce wuzonyjy us
nomynamuje MoHoHykieapuux hemuja (MHR), Ha OCHOBY rpaaujeHTa T'YCTHMHE a HAaKOH
nerpudyrupama ca oarorapajyhum meaujymom. Mako ce oBe henmje uzonyjy uz nepudepre
KpBH, CMaTpa Ce Jia je HhHXOB MPUHOC HU3AK, a Jia ce moBehaBa HAKOH MOBpeie TKHUBA Kaja ce
MChH mo6unHITy U3 KOCTHE CpkH Aa O Tomorie y pernapanuju Tkuba (Roufosse u cap., 2004).
Wmutupajyhu oBaj mpuHINI, UCTpaXUBa4yH cy ycnenu jna nosehajy nomynamujy [IK MCh
XHIepcTuMyanujom koctae cpxu nomohy G-CSF. Ha oBaj HauuH ce He moBehaBa MOOMITHOCT
uck/byunBo MCHh, nero u XMh u apyrux nporenurtopa (Berebichez-Fridman u cap., 2017;
Yang u cap., 1998).

I'maBHa mpemHocT kKopuimhema aguno3Hor TkuBa kao u3Bopa MCH je moctymHOCT
TkuBa. OBaj OMOJIOIIKK MaTepujall ce Hajuenrhe Jo0Mja JTUIMOCYKIINjOM, JTHITOTUIACTUKOM WA
JMIIEKTOMH]OM, IpoLieAypamMa y KOjuMa je MacHO TKHBO HexeJbeHU mpoaykT. MCh macHor
TKHBa ce J100Mjajy €H3UMCKOM JIMTeCTHjOM TKHBa MOMOhy eH3MMa KojareHasa, a MmoToM

uentpudyrupameM u ucnupamem (Kuhbier u cap., 2010).

[Topen anynTaux TKMBa, MCh MOTY OMTH W30J10BaHE M U3 IIEPUHATATHAX TKUBA TIOITYT
IJIalleHTe, aMHUOHCKE TEYHOCTH, IylYaHe BpIile, BapToHOBe Cily3u M KpBH IyMYaHHKA.
IIpennoct nobujama MCH Ha oBaj HauMH je BeJUMKM IpuHOC henuja, a ¢ 003upom 1a ce
NepuHaTajlHa TKWBAa HakKoH Tmopohaja Hajuemhe ondaiyjy, METOA €€ MOXKE CMaTpaTu
HeunBaszuBHuM (Hass u cap., 2011). Ipyra tkuBa u3 kojux MCh mory Outu u3ojioBaHe Cy
JIeHTallHA TKWBA, KOXa, MUIIUNH, €eHJOMETPHjyM, CHHOBH]a, CHHOBHjaJlHA TEUHOCT U 3r7I00Ha

xpckasuiia (Berebichez-Fridman u cap., 2017).

VY KkocTHOj cpxH, kKao u 'y apyrum Tkusuma MCH noctoje y manom Opojy (Caplan u
cap., 2009), ma je 3a KIMHMYKY NpPUMEHY, KaO0 M 3a MNPUMEHY Yy (QYyHAaMEHTATHOM
UCTpaXMBamwy, HEONXoJHa IN Vitro ekcnansuja oBux henwmja. Ilpomudeparmja y ex Vivo
yCIIOBHMa Merha (DEHOTHUTICKE KapaKTePHCTUKE, 1A je y eKCIIEPUMEHTHMa BaYKHO KOPUCTUTH
MCHh Tokom mTo paHujux nacaxa. OBaj mpoOieMm Moke OMTH npeBazubheH Kopuihemem
henujckux nunuja. Y ucrpaxusamy bornanosuha u cap., cy kopuiiheHe He3pene MUjeI0UIHE
henuje ca kapakTepucTHMKaMa MAaTHYHUX heluja M30JI0BaHE U3 KOCTHE CPXKH MAaIMjeHTa ca
MUjeoucIuiasauM  cuaApoMoM. OBe henmje cy osnadene kao PC-MDS wm mokasyjy
MO3UTHUBHY eKkcrpecHjy Mapkepa CD13, CD15, CD30, CD33 u CD45 (Bogdanovi¢, Jurisi¢ u
cap., 2007; Bogdanovi¢, Jakumos u cap., 2007).



1.2.2.2. KapakTepu3anuja Me3eHXHMAJIHUX cTpoMaHuX henuja

C 003upoM Ha TO J1a HE MOCTOjU cneuuduyan antureH 3a uaentudukammjy MCH,
HEKOJIMKO MOBPIIMHCKUX aHTUTEHA CE KOPHUCTH 32 PAa3JIMKOBambe OBUX 011 ocTanux hemmja. OBa
nonyJaiyja hemvja je mo3uTuBHA Ha cTpoManHe aHturene: CD73 (ekto-5’-HykieoTuaasa),
CD90 (rmukodocharuaununosuron), CD105 (emmornun), CD44 (penentop XujaaypoHCKE
kucenune) 1 CD166 (JeykoMTHY aaxe3uBHU MOJIEKYH), a HeratuBHa Ha CD45 (3ajeqHHuKH
neykorutHu aHtureH), CDI11b (unterpun), HLA-DR, CD34 (mapkep XeMaTOMOETCKHUX
hemmja), CD19 u CD79a (mapkepu b numdonuta) (Friedenstein u cap., 1976; Pittenger u cap.,
1999; Dominici u cap., 2006). Ilpema kpurepujymuma Komutera (Dominici u cap., 2006)
MCTH je nomymnanuja ca >95% henuja nosuruanx Ha: CD73, CD90 u CD105 u Bumie o >95%
neratuBaux Ha: CD45, CD11b, HLA-DR, CD34, CD19 u CD79a. OBaj nanen mapkepa HUje
cneuupugan 3a MCH, Moke OUTH TPaH3UTOPHO EKCIPUMHUPAH M HA JAPYTHM MOITyJIalijamMma u
Ha Iera yrudy in Vitro yciioBu rajema, rna ce MyJTHIIOTEHTHOCT OBHX hennja Mopa jJ0Ka3aTu
U TecTOBUMA KOju MOTBphyjy muxoB kamauuteT nudepenuujauuje (Whitney u cap., 2009)

(Cauka 1.).

MHore ucTpaxuBauke rpymne cy nokaszane nudpepenuujanujy MChH ka ocreoreHoj,
XOHJPOTeHOoj U aaunoreHoj tuHuju (Bianco u cap., 2001). Y nocebHuM ycinoBuma rajema, OBe
henmuje ce mory audepenuuparu u y xemarouure (Bandi u cap., 2019), mankpeatouute
(Manaph u cap., 2019), kapauomuormre (Golpanian u cap., 2016), eHIOTEIHE U EMUTEIHE
henuje (Berebichez-Fridman u cap., 2017). Takohe, moctoje jgoka3u aa ce oBe henuje mory
mudepeHnupaTy Uy HEypoHe, a HEYpOHOTEHe3a je WHAYKOBaHa IPOMEHOM Yy TEHCKO]
excnpecuju (Hernandez u cap., 2020). Audepenunjanuja oBux henmja ka HeMe301€pMaIHO]
JIMHU]HU j€ jOoIlI yBEK KOHTPOBEP3HA U MOTpeOHa Cy Jlajba UCTpaKuBamba Jla Ou ce yTBpAWIO J1a

mu MCh 3anprxaBajy oBo cBojcTBo in Vivo (Pittenger u cap., 2019).
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Cauka 1. M3on0Bame MCh u kputepujymu 3a iuxoBy Audepenuujanujy. Ipukaszana cy
aJIyJITHA U TIepUHATaIHa TKUBA U3 KOjuX ce Mory u3onosati MCH. Hakon ekcriaH3uje BpIIv ce lUX0Ba
KapakTepu3anuja npema kpurepujymnma Komurera 3a Mesenxumanie maruaHe hemje MehynapoaHor
npymrTa 3a henmjcky tepanujy (Dominici u cap., 2006).

1.2.2.3. AmyHoMoayJIaTOpPHA yJIOra Me3eHXMMAJTHUX cTpoManux henuja

Jeman on mpBHX I0Ka3a MMYHOMOYJIAaTOpHUX Kapaktepuctuka MCH mamu cy Di
Nicola u capaguuim, koju cy nmokasanu ga MCh uaxubupajy nponmudepanujy T mumdorura
y peakiiju nomernranux aumorura (ear. mixed lymphocyte reaction, MLR) (Di Nicola u cap.,
2002). On tajna je HUXOBa UMYHOCYNPECHBHA YJOra MHTEH3MBHO MpoydyaBaHa, Tako Ja je
na"ac no3Haro 1a MCHR y 3aBUCHOCTH OJf MUKPOCpPEIMHE MOTY Ja MHXHOUpajy WU Yak
crumynuily npoiudepannjy aumdoruta (Vladimirovna u cap., 2016). 3aHUMIBUBO je U Aa CY
oBe henuje 3amTuheHe o UMYHOJIOIIKHUX MeXaMH3aMa COTICTBEHOT OpraHu3Ma M CMaTpajy ce
MMYHCKHU TIpUBHJIETOBaHUMA. [ TaBHU pa3iior BUXOBE XUITOMMYHOT€HOCTH JICKH Y UNECHHUIIN
Ja OHe cJ1abo excrpumupajy koctumynatope T nmumdonura 1 MHC monekyn Il kimace (van
Megen u cap., 2019). OBe kapaktepuctuke unHe amorene MCH Beoma arpakTMBHHUMa 3a

TepanujcKy NpuMeHy.



Nmynomonynatopna aktuBHoctT MCH, kao W HBUXOBE JIpyre yiore, pact u
mudepeHnmjanuja, TMPEeKTHO 3aBUCE O] HBHXOBE MHUKpocpenuHe. [IpoMeHe y Crospalimoj
CpenuHu ce peIIeKTyjy Ha MUKPOCPEANHY KOja U3MEHOM y CBOM CacTaBy JUPEKTHO YTHUE HA
aktuBHOCT MCh (Fuchs u cap., 2004). ¥V cnydajy moBpene Kojy mpatu uH(pIaMaTopHA
peaknuja, MCh koje ce 3aTekHY y HEITOCPEIHO] OJIM3UHU, IIOYUEY CBOjY MUTPAIIH]y Ka MECTY
noBpehuBama. Cenzubunuzanrja MChH HacTaje HAKOH MPOAYKIIM]e XEMOKHHA M IUTOKUHA Y
TaKO3BaHO] MHMTOKMHCKO] ONyju Mehy kojuma Haj3HavajHujy yiaory umajy IFN-y (eHr.
interferon gamma), TNF-o (enr. tumor necrosis factor-alpha) u IL-1. YmapaBo oBu
MPOUH(IAMATOPHHU ITUTOKUHH, UMa]y TJIaBHY YJIOTY Y CTUMYJIAIM]jH UMYyHOCYIIPECUBHE YIIOTE
MCHh u omoryhagajy mporiec penapanuje Tkuba (Segers u cap., 2006; Rawat u cap., 2019).
Edekar nadnamanuje Ha umynomoynatopay Gyaknujy MCHh je jako 3HauajaH y pa3marpamy

tepanujcke npumene MCHh.

I'maBau mexanusmu kojumMa MCTH yruuy Ha umyHcke henuje ykipydyjy henujcku
KOHTaKT ¥ MPOAYKIHjy conyomnHux (akropa (Ciamka 2.). [a je 3a cHaxHy cynpecujy T
nuMponuTa moTpedan aupekrad koutakT ca MCh nemoncrpupanu cy Di Nicola u capagauim
(D1 Nicola u cap., 2002). Onu cy nokazanu 1a je cynpecuja npoiudepaunje T numdporuta
Ouna jaya y yclOBUMa KyJITHBAlMje KOjU J03BOJbaBajy aupekraH koHTakT MCh u T
mumbonuTa y nopehemy ca ycinoBuma 0e3 AMpPEKTHOT henujckor KoHTakTa. BesuBame
mumoonura 1 MCh BHCOKMM apUHUTETOM je OoMOryheHo yciell eKCIpecuje HMHTETPHHA,
uHTpanenyiapHux anxesuBHux Mmoisekyna (ICAM-1, ICAM-2), BackymapHMX agXe3MBHUX
monekyna (VCAM-1), CD72, CD58, CD274 u ranektuna-1 (Gao u cap., 2016; Majumdar u
cap., 2003). [To3Hato je HekonMKO JeceThHa (paxkTopa Koju nocpenyjy y MCh nocpenoBanom
edexTy Ha uMyHCKe hennje Mel)y kojuma cy Haj3Ha4YajHUJU UHI0JIaMHH 2 3-THOKCUTeHa3a (EHT.
indoleamine 2 3-dioxygenase, IDO) (Takikawa u cap., 1988), IL-10 (Matsuda u cap., 1994),
tpanchopmuinyhu dakrop pacra Bl (enr. transforming growth factor beta 1, TGF-p1) (Moore
u cap., 2000), dakrop pacra xenarorura (eHr. hepatocyte growth factor, HGF), Backymnapuu
enporeanu daktop pacra (enr. vascular endothelial growth factor, VEGF), uncynuny cinuan
daxrop pacra 1 (enr. insulin-like growth factor 1, IGF-1), meranonporennase, npocTariaHanH
E2 (Hata u cap., 2004; Rawat u cap., 2019), a3ot morokcu (exr. nitric oxide, NO) (Bogdan u
cap., 2004), xem oxcurenaza 1 (enr. heme oxygenase 1, HO-1 ) (Maines u cap., 1988),
uHxubuTopHu (akrop sneykemuje 1 (enr. leukemia inhibitory factor 1, LIF-1), ranextuau

(Rawat u cap., 2019) u npyru.
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bpojna ucrpaxuama cy nokasana 1a MCh yruuy u Ha T u b henujcku ogrosop. MCh
uHxubKpajy nponudepanujy kako nomohumukux (CD4Y) tako u nurorokcuunux (CD8Y) T
mumdorura (Duffy u cap., 2011). Takohe, MCh memajy paBaotexxy mu3mely Thl u Th2
cyomonynanuje mnomohHmukux T smmdounuta y Kopuct antuumHgpiramatopae Th2
cyononynanuje (Bai u cap., 2009). Uaxubunmja T mumdonura o crpane MCH HacTaje kao
rocyieIuIa AUPEeKTHOT henujckor KOoHTakTa Koju Boau T mumdormte y GYHKIHOHATHY
nHaKTHBanujy u 3actoj y Go asu henujckor mukiyca (Glennie u cap., 2005). Takohe, MCh
npoaykyjy opojue comyounne gaxrtope nonytr TGF-B1 xojuma nnxubupajy T mumdonuTe.
[Topen qupextHoTr cynpumupama T henujckor onroopa, MCh umajy yiory u y HHIUPEKTHO]
UMYHOCYNIPECHjU TpeKo cTumynanuje peryinaropuux T henuja. Haj6osse mpoyuene
peryiaropue T hemuje cy CD4"CD25'FoxP3" u 3nauajHe cy 3a MMYHCKY XOMEOCTasy W
MIPEBEHIN]y ayTOUMYHCKHX nopemehaja (Aggarwal u cap., 2005; Marson u cap., 2007). MCh
noBehaBajy momynanujy peryiaropaux T henuja Tako mTo CTUMYJMINY HactaHak de Nnovo
umyHocynpecuBHux henuja ox mocrojehux T numdorura (Engela u cap., 2013). Ilopen
yrunaja Ha T mumdonure, MCh nmajy yrunaj u Ha b henujcku oarosop. One nHxuOupajy
nponudepanujy u mudpepennujanujy b mumdonura, a 3HaYajHO je W Ja CMambyjy HBUXOBY
edeKkTopcKy QpyHKIMjy TaKO ITO PEAYKY]Yy KOJUYMHY MIPOJYKOBAHHX aHTUTeNa oJ crpane b
mumdonura (Corcione u cap., 2006). Takohe, oBe henuje cTUMyNIMIIY HTPOAYKLHU]Y
perynaropuux b henuja (Franquesa u cap., 2015). Umynomonynatopna ynora MCh ce ornena
U y MTHXUOUIMJU aKTUBallM]je, MaTypalyje U Ipe3eHTallje aHTUIeHa O] CTPaHe JE€HAPUTCKUX
henuja, kao U y HHXUOUIMjU akTUBanHUje ypohenoyounaukux (enr. natural kiler, NK) henuja
(Yen u cap., 2009). [lokazano je u 17a MCh crumynuiy nosiapusanujy MoHouuTa ka M2,

antuuHpramaropaom penorumny (Jiang u cap., 2005).

O epexty MCh Ha nonynauujy mujenoninux cynpecopnux henuja (MCyh) ce He 3Ha
noBosbHO. MCyR cy xereporeHa mnomyjianuja He3penux henuja Koje BOJAE MOPEKIO O]
3ajeJHUYKOT MHjeJIONTHOT TPOTeHUTOpa, a CacToje ce OJ MpeKypcopa TIpaHyJIOLUTa,
Makpodara u JAeHIpUTCKUX henuja. HbuxoBa xeTeporeHocT je mociueAuiia JAeoBamba
nH(pIamMaTopHUX (PaKTOpa, Kao IITO Cy IPaHYJIOUUTHO MakpodarHu ¢GakTop CTUMYJAIUje
kosnonuja (enr. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), daktop
marnunux henuja (enr. stem cell factor, SCF), TGF-B1 u unrepneykunu IL-1p, IL-6 u IL-10
(Parker KH u cap., 2015). V xymanoj nomynauuju (eHOTUIH3ALNU]OM Cy HU3]BOjEeHE IBE
cyormonmynamje MCyh Ha OCHOBY ekcmpecHje TOBPIIMHCKMX Mapkepa H  TO:

nomumopdonykieapua, I[IMH-MCyh  (Lin®  HLA-DR/CD33* wmu  Lin HLA-
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DR /CD11b*CD14 CD15'CD33") u monouuraa, M-MCyh (CD14"HLA-DR" wiu Lin HLA-
DR'CD11b*CD14"CD15"). Jenna on Haj3HauajHUjUX OCOOMHA MUjEIOMIHUX CYIIPECOPHUX
hemuja je cmocoOHoct wuuxubunmje T hemmjckor oaroBopa. MexaHu3MH KojuMa je
MocpeI0BaHa HHXUOUIIHM]a 00yXBaTajy: eKCIPECcHjy UHAYIIUOMIIHE CHHTETa3¢e a30T MOHOKCHU/IA,
ekcripecujy apruHase 1 koja pasrpahyje JI-apruaun u npoaykuuja ROS. ITopen Tora, MCyh
npoaykyjy TGF-B1 koju crumynuiie HactaHak peryinatopaux T hemwja u cynpumupa NK

hemuje (Parker u cap., 2015; Santibanez u cap., 2017).

B-numdouur

o IDO
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0 Wo¥ IL10, “Us. Oy, S 0
L8, K '
TGF-B, MCyh
T-perynatopHe
henuje
MoHouur

Cimka 2. Umynomoayaaropua yjaora MCHh. MCHhH npoaykyjy coiybunne daktope kKojuma
YTHUY Ha [1€0 CTeKTap uMyHosomkux henuja ykpyayjyhu T u b mumdornure, perynaropue T henmje,
monornute, NK hemnuje

1.2.2.4. Yaora Me3eHXUMAJIHUX cTpoMaJiHuX hennja y Tymoporenesu

Tymopcku pacT u mporpecuja je mpouec Koju je BoheH reHeTCKUM anTepanyjama ajiu
Ha OBaj MPOIEC BEJIMKU YTHIA] UMaJy W He-TyMOopcke henumje Koje cy JAe0 MHUKPOCpEearnHE
TymMopa. TyMOpCKy MHUKpPOCpPEIMHY, IMOPE MaTUTHUX herja YyuHe ¥ MHOTH JIpyru hemujcKku
€JIEMEHTHU TOMYT €HAOTEeTHUX M uMyHux hemmja, ¢pubpodnacta u MCHhH (Ye u cap., 2014).

Tymopcku pact nokpehe XpoHHMUHY MH(DIaMalyjy 1Ma ce TyMOp, Y UMYHOJIOIIKOM CMHCIY,
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MOXXe TIocMaTpaTH Kao paHa koja He 3apacta (Dvorak u cap., 1986; Galland u cap., 2020).
HcTtpaxkuBama Ha )KMBOTHIbAMA Y KOJUMA j€ eKCIIEPUMEHTAIHO pa3BUjeH TyMOp, Cy OTKpUia
na yopuszrane MCh uMajy TEeHICHIHM]Y HAKyIlJbakba y TyMOpckoM TKuBY (Studeny u cap.,
2004). Iponec murpamnuje MCH 10 Mecta TyMOpCKOT pacta mocpeoBaH je nHpIaMaTOpHUM
LIUTOKMHUMA U MpeaMeT je OpojHux uctpaxuBama. MCH ce perpyTyjy U3 KOCTHE CpXKU Y
OJIrOBOPY Ha XeMOKHHE U (hakTope, monyT (udbpobractHor (akropa pacra (enr. fibroblast
growth factor, FGF), VEGF u IL-6, npoaykoBanux on crpane Tymopckux henmja (Ritter u
cap., 2008; Rattigan u cap., 2010). Murpamuja (homing) y TyMOpCKO TKHBO BPIIHU C€ MPEKO
EH/JIOTEJIHUX BacCKyJlapHUX henuja a TMOCpeJoBaHa je aAXE3UBHUM MOJEKYJIHMa H
MOBPIIMHCKUM PEIenTOpUMa, MONyT eHaoTenaHor I1 cenekTrHa Koju cTyna y HHTepakuujy ca
CD44 monexynom Ha noBpmimau MCH (Rister u cap., 2006). Y oaroBopy Ha cTpecoreHe
¢akTope mojayaBa ce U ekcrpecuja peunenrtopa 3a nutokune nomyr CXCLS a mojauano ce
IPOAYKY]jY U KomrnoHeHTe kommuiemenTa (C3a u C5a), mro Hajasbe oMoryhaBa ekcTpaBazaiujy
MCH (Schraufstatter u cap., 2009). ITo npucTtu3zamy 10 MecTa TYMOPCKOT PacTa, y 3aBUCHOCTH
0]l TYMOPCKOT MHKPOOKpYyxkema, MCh Mory HactaButh na nocroje kao MCh wnm ce mory
mudepeHnupatu ka Tymop-aconupanuM ¢udpodmactuma (TAD). Komynukanuja MCh ca
TymMOopcKuM henmjama oaBuja ce momohy henujckux Besa (kao IITO je MpOIycHa Be3a, eHr. gap
junctions), amu u myTeM MPOAYKIMje CONYOMJIHUX (haKkTOpa, IUTOKHMHA, (hAaKTOpa pacTa,

MeTa0oauTa U IMPOTCOJIMTUYKUX CH3UMA.

HNocanamma wuckyctBa cyrepuiny na MCHH, y 3aBUCHOCTH 0 TIOpeKJia H
KapaKTepUCTHKA, MOTY UMAaTH yJIOTY M y CTUMYJIALUjU U UHXUOUIUjU pacTa Tymopa. IL-6 u
IL-8, mpoaykoBanu oj crtpane MCH, cTumynumly TyMOpPOreHe3y y MHOTUM COJIMAHUM
TyMOpHMa MOIYT KOJIOPEKTATHUX TyMopa U Tymopa 1ojke (Tsai u cap., 2011; Liu u cap., 2011).
Taxohe, MCh cTumynuily 1 HEOaHTHOTEHE3y TaKo LITO MPOAYyKy]y aHrnonoeruH, EGF (eHr.
endothelial growth factor), ranexrun-1, IGF-1 (enr. insulin like growth factor-1) u VEGF, a
HOBE CTyAM]je cyrepuily u cnocodHoct nudepennujaunje MCh y ennorenne henyje, mro cse
3ajeJHO yTUYe Ha TojadyaHy Backynapuzanujy tymopa (Chen u cap., 2008; Oswald u cap.,
2004). UmynocynpecuBaa aktTuBHOCT MCR (haBOpr3yje TyMOPCKY MPOTPECU]Y U TUPEKTHO j&
npornopuroHanHa creneHy nHdnamanuje. Mudraamaropuu nurokunu nonyt IFN-y, TNF-o u
IL-1B axtuBupajy MCHh, 10K UX XEMOKHHU MpHUBIaye A0 MeCcTa TyMOpcKor pacta (Jia u cap,
2016). AxtuBupane MCHh cekperyjy antunHdnamatopau IL-10 koju MHIyKYje eKCcIpecHjy
PD-1 na peryaaropaum T CD4" CD25" numdonuntnma mro 10Boau 10 nosehama mHUXOBOT

uMyHocymnpecuBHoOr kanamutera (Yan u cap., 2014). Hakon nudepenuupama MCh y TAD,
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CTUMYyJIallija TYMOPCKOT pacTa ce ojaBHja momohy OpojHMX MexaHuW3ama YKJbydyjyhu
WHXUOUIM]Y arornTo3e TyMopckux henuja, ctumynanuje nponudepaiuje Tymopckux hemmja
wi cekpenujoMm (akropa anruoreHese. TAD cexperyjy BETHKH Opoj LUTOKMHA, OF KOJHX
Heku, nonyt TGF-B1 uaxubupajy undmnamatopau oarosop nocpeaoad NK henmjama u T

mumormtuma (Ostman u cap., 2009; Orimo u cap., 2005).

Ca apyre ctpane, 6pojHe cryauje nokasyjy 1a MCh mory uHXuOupaT TyMOPCKH pacT
pa3IMuuTHM MexaHu3MmuMa. MctpakuBama In Vitro, ¢okycupana Ha Tymope MmaHKpeaca Cy
nokazasa 1a MCh cynpumupajy pacT TyMopa Tako HITO 3aCTaBJbajy 100y MaIurHux hemuja
y G1 ¢da3m hemujckor muknyca. Yopuszrane MCH nopekia agumno3Hor TKMBa y KCeHorpadT
MOJIeT KaplMHOMa TaHKpeaca HHXHOHpaiie ¢y TyMopcku pact in vivo (Cousin u cap., 2009).
Taxohe, MCh nuxubupajy nponudepaiujy seykemujckux hemmja Tako mro cexperyjy DKK-
1, mporenH ca TyMmMOp CYIPECOPHOM akTHBHOMIINY, dYHWja je eKCIpecuja peryiaucaHa
TpaHckpunuuoHuM (axtopom matuunux henuja NANOG (Zhu u cap., 2009). Ctyauje cy
nokaszaiie u ia MCh nopekiia myrndase BpIie HHXUOUPajy MPOrpecHjy KapImHOMa JIOjKE TaKO
IITO JTOBOJIE IO CMPTH TYMOPCKHUX henuja arnmonTo3oM U CypUMHUPajy TYMOPCKY aHTHOTEHE3Y
(Leng u cap., 2014). Y tymopuma ca u3pakeHOM HH(MIAMAIMjOM ¥ aHTHOTCHE30M, TOIYT

Kanomm capxoma, MCh cy noka3zane uzpaxeny antutrymopcky akruBHocT (Khakoo u cap.,

2006).

OBa wucTpaxkuBama MOTBphYjy Bpio 3HauajHy yinory MCH y tymopckom pacty,
MPOTPecHju, aHTHOTeHEe3W U MMYHCKOM OAroBopy Ha Tymop. Edexatr MCHh Ha Tymopcke
henuje 3aBUCH 0]l BLUXOBOT OKPYXeHa, BpcTe Tymopa kao u uzBopa MCHh koje ce kopucre y

HCTPa)KUBaY U JOII YBEK J€ HEJOBOJbHO pa3jalllikheH.

1.2.2.5. Yiora me3eHXuMaJHUX cTpoMaaHux heiauja y pudposu

®dubpo3a ce jaBjba Kao KpajibH CTaI1]yM MHOTHX 0oJiecTi. TOKOM mpolieca penapaiimje
omreheHor TKMBa, KOJIareHa BIIaKHA WHUIM]AJTHO NPY’Kajy MOTIOPY Ak YKOJIHUKO Ce KoJlareH
eKCTEH3MBHO M MPOJIOHTMPAHO CUHTETHILE, OBAj POIIEC [T0CTaje NpeBEp3UOMIaH U yrpoxkaBa
perenepanujy engorenux henuja tkua (Prockop u cap., 2016). Muoru opranu, nomyT cplua,
mayha, jerpe, KoKe M KOCTHE CpXH, Cy TMOMIOKHU (PuOpo3M HAKOH TYyroTpajHOT JejCTBA
crpecopa (Nishikimi u cap 1992; Cochrane u cap. 2005; Fleck u cap 2006). ®ubdpo3a uecto
BOAM y HHCy(uumjeHIMjy 3axBaheHOr opraHa W 3HA4YajHO JONPUHOCH MOPTAIHUTETY.

dubpomnponudepaTnBHe OOJECTH MOTYy OWTH UIUOMATCKE WJIM MOTY HMaTH TO3HATY
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€THOJIOTH]y KOja C€ THYE KMBOTHOT CTHJIA, TCHETCKE MPEIUCIIO3HIIN]e, MHPEKIIH]a, 3padcHha
WM MOTy OWTH €BOJIYyTUBHM HacTaBak cucTeMckux Oonectu (Friedman wu cap 2013).
Jlocaynamma UCTpaXkMBama Cy HMCTakia 3Hayaj MHGIaMalyje, XUIMOKCHje U OKCUIATUBHOT
cTpeca Koje KOHCeKYTHUBHO Boze ka aktuBauuju TGF-f1 curnamHor myTta y maToreHesu OBUX
oonectu (Ciamka 3.) (Barcellos-Hoff u cap., 1996; Ehrhart u cap., 1997). TGF-B1 y najsehoj
MEpHU CHHTETUIIY aKTUBHpaHU T JIUMQOUUTH M MOHOIMUTH U TO y WHAKTUBHO] hopmu, y
KomIuiekcy ca nmporernnuma LAP (enr. latency associated peptide) u LTBP (enr. latent TGF-
beta binding protein). TGF-B1 ce ociobdaha u3z xommiekca ca LAP u LTBP nox nejcrBom
nmpoTea3a HaKOH yera ce aktuBupa u Besyje 3a perentope TGF-BR1 u TGF-BR2. Hakon
BesuBama TGF-B1 3a perenrope monasu 10 aktuBanuje curdaador myra SMAD (enr. small
mothers against decapentaplegic homolog) koju akTHBHpa TPAHCKPHIILIK]Y PA3THYUTHX I'CHA,
YKJbY4yjyhu U reHe Koju KOJupajy MpOTEeHHE SKCTpaleTyJIapHOT MaTpUKca, MOMYT KoJjlareHa
(Wynn u cap., 2007; Khalil u cap., 1999). V npouecy ¢pudpose 3Ha4ajHa je U aKkymyanuja
Muodpubdbpobnacra, henuja koje npoaykyjy ekcrpauenynapau Mmatpukc (Hinz u cap, 2012).

o OKCHIATHBHH CTpec
LAP L£O IIPOTEA3E < XHnoKcHja

7 4 7 HudramManuja
LTBP ' ‘(X) TGE-p1 Anmaarer

\ T z (& ()
JlatenTHH TGF-p1

‘-
Gmadd) —

IR IR G| GENED GENED GENED GRS emmmn
o o= =0 e emmm
—— e— S

EnnreseTHIKa
MoAH(pHKANHja
(JHK MeTHIANHjA H
MapKHpaBke XHCTOHA)

TIpopuoporauxka HPHK J

AntadudporHuka HPHK ]

Kouaren, pnopoHeKTHH,
aSMA

AKTHBanHja MEOQHOPOGIACTA H
AeNo3HNHja MATPHKCA

Cauka 3. Yaora TGFB/SMAD curnajHor myta y HacTanky ¢puoépo3se. Moaudukosato 1o
Meng XM u cap., 2016. AxtuBaija TGF-B1 koju menyje Ha cBoje perenTope U BOIU Y
dbochopmwranmjy u aktuaiujy SMAD curnanHux myresa, qosojehu 1o pudpose.
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Jleuewe QubponponudepaTUBHUX OOJECTH je& YECTO HEYCHEeNTHO a Hajuemnihe ce
ocllalba Ha TMpUMEHYy aHTuuH(pIamatopHuX areHaca. Mehyrum, oOehaBajyhy ymory y
TpeTMaHy oBux Oosiectu moriie 6u umatu MCHR. ¥V Toky cy OpojHa MPEeKTNHUYKA U KIIMHUYKA
UCTpaXKUBama Koja ce ociamajy Ha MCh y henujckoj Tepanuju crama monyt Gpudpose HacTame
Kao TOCJICIMIIA 3pavyHe Tepamuje, ayTOMMYHHX OOJIECTH, JIEreHEepaTUBHUX 000JbCHa U P
(Chapel u cap., 2013; Schwarz u cap., 2010). Aatududpornunu yrumaj MCh ce oasuja kpo3
pa3nuynTe MEXaHW3Me: MMYHOJOWIKY cymnpecHjy, maxubunujy TGF-Bl1 curnamxor myra,
pEeAyKIIHjy OKCHIATHBHOT cTpeca u xurmokcuje. Cmarpa ce 1a MCh cmamyjy cekperujy u
kourenrpanujy TGF-B1 (Usunier u cap., 2014). In vitro ko-xkyarypa MCh u HK2 henuja xoje
cy nperperupane ca TGF-B1, penykyjy ekcrpecujy muopudpodmacTHor mapkepa o-SMA
(enr. a-smooth muscle actin) y osum henujama (Alfarano u cap., 2012). [To3naro je u 1a MCh
MHIYKY]Y €KCIIpeCH]y eH3uMa 3Ha4ajHUX 3a 3apo0JbaBame ci1000aHuX paaukana momyT NQO1
(ear. NADPH quinone oxidoreductase 1), rnyratuon-peaykrase u HO-1 (Francois u cap.,
2013). IlpexnuHuuka ucnuTuBawma yrunaja MCH Ha MynTuoprancky ¢uOpo3y MHIIMjer
MoJiesia CUCTEMCKE CKJIepo3e Cy Tokasaia na je antuduodpornyna ynora MCh mocpenoBana
IBUXOBUM aHTHUHH(IAMATOPHUM W aHTHOKCHIAHTHUM cBojcTBuMa (Maria u cap., 2015).
Takohe, MCh wumajy noreHuujan na peaykyjy ¢uOposy miyha HakoH ekcro3unuje
joHusyjyhem 3pauemy crpedaBajyhu emutenHo-me3eHXuMaiHy Tpansuuujy (Dong u cap.,
2015). V Toky je 59 xnuHMUKUX cTynuja koje kopucte MCh y Tpermany mupose u ¢pudpose
jerpe (Cao u cap., 2020). Mako muxoBa npuMeHa y Jjeudewy (udponponandepaTuBHUX
oboJbewa nsrinena ooehasajyhe, Tpedba umMatu y BUy J1a cy ojeJJMHE CTyMje MoKa3aie v Ipo-
¢ubporuuny ynory MCH, 6miio myrem napakpuHe CTUMYIalyje HHpIaMalje nik AMPeKTHO

yTeM buxoBe TpaHcopmanuje y muopudpobdnacre (Mackinnon u cap., 2013).

1.2.2.6. Tepanujcka y;iora Me3eHXUMAJHUX cTpoMaaHuXx heanja

Y TOKy cy MHOTa HCTpaXuBama ca (OKYCOM Ha HCIHTHBAmkYy O€30€THOCTH H
epukacHoctu npumene MCH y henujckoj Tepanuju pa3iInyuTUX OosiecTH. AKTyelnHa
MPEeKIMHUYKA W KIMHUYKA WCIHTHBAaKka C€ 3aCHUBA)y Ha KOpUIIhewmYy HEKUX O]
HAjIIPOMUHEHTHUjUX KapakTepuctuka MCH, momyt wwurpamnuje y omreheHa TKuBa,
MMYHOMOyJIaIHje, MPOAYKIIHje IUTOKNHA, TudepeHinjanmje ka Bulle henujckux JInHuja, y
TpEeTMaHy CTama TOIYT HEYPOJOIIKUX, CpUaHuX mopemehaja, aujadbereca, OOJIECTH jeTpe,

OyOpera, kocTujy u Xpckasuiie (Si u cap., 2012; Song u cap., 2004).
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MCTH ce ycnemHo npuMemyjy y perenepanuju koctu on 1951 rommne. Hexu on
nopemehaja y kojuma ce y tepanuju kopucre MCh cy osteogenesis imperfecta, ocreonekposa
riaBe pemypa MHAYKOBaHA CTEpOUAMMA, pernapaiuja ¢hpakrypa, xumnodpocdarasuja u apyru
(Griffin u cap., 2011). UnTerpanuja MCH y MOX/1aHO TKUBO M y TKHUBO KHUMEHE MOKIHHE j&
KapaKTEepUCTHKA KOja Ce MOXKE MCKOPHCTHTHU y TPETMaHy HEYpoOJereHepaTuBHUX OoiecTH. Y
TOKY Cy KIMHUYKA HCTPAKUBamba y KOjuMa ce kopucte yopusrane ayronore MCh y Tpermany
amMuoTpodrUHe JIaTepaiHe CKJIEpPO3e ca IIUJbeM ycropaBama mporpecuje 6onectu (Volkman u
cap., 2017). MCHh ce mory nudepeHIUpaTd U y KapJIUOMHOILIUTE, T€ C& MOTY KOPUCTUTH y
pernapanujyu CpyaHor TKMBA HaKOH MH(]apkTa Muokapaa. OBaj mpouec Moke OUTH OJaKIIaH
yrnotpeOoM HaHO-OMOMaTepHjalia Koju Ipykajy MmoTnopy, omoryhasajy 60Jby UHTErpalujy y
TKHBO W mocnemyjy audepennujanujy MCh (White u cap., 2016; Chen u cap., 2004).
CriocobHOocT nudepeHnmjanmje y pazauuute henmjcke TUNOBE Ka0 W MMYHOMOJYJaTOpHA
yinora MCH, cy cBojcTBa oBuX henuja koja Mory 6utu uckopuinheHna y tepanuju mehepne
6onectn. Haume, nudepenumjanmja MCh y henuje koje npoaykyjy HHCYIUH je 100po
npoydeHa in Vitro. AHtuaujabeTHyku edexkar oBMX henuja ce 3acHHMBA M Ha HUXOBO)
KapakTepUCTULIM Jla MEHhajy UMYHH OJIrOBOP Kao M TMAaHKpPEacHy MHUKPOCPEINHY, HajBehum
Je7I0M MPOMEHOM IUTOKHHCKOT Mpoduia oJ MPOUH(IAMAaTOPHOT Ka aHTHHH(IaMaTOPHOM
(Yu u cap., 2007; Ho u cap., 2012). Takohe MCh cy cnocobne na ce audepeHuupajy ka
henmjama CIMYHUM XEMaTOUUTHMA INTO CE MOXKE MCKOPHCTUTH y TPETMaHy aJKOXOIHHUX U
HeankoxoylHuX omTehewa jerpe. Y eKcnepuMEHTUMa KOJU KOPHCTE€ MHILIHjEe MOjeNe
xenatuyHor omrehema, 0b6a Tuna henuja, MCh u xenarouutu koje Boje nopekio ox MCH,
Cy Ce HaKOH HUHTpaBeHCKe MNpuMeHe ycahuBanma y jeTpy M chpeudaBana (ubpo3y u
nHcybunujeHujy jerpe (Stock u cap., 2010; Hwang u cap., 2012). V KIMHHYKUM CTyaAHjamMa
XpoHuuHe OyOpexxHe mHcyuuujenuuje, yopusrane MCh cy Boawie ka CHMXKEHE HHBOA
CepyMCKOTI' KpeaTHHUHA U noBehame KiIMpeHca KpeaTHHUHA y nepuoay oa 1, 3 u 6 mecenu
HakoH yOpusraBama (Wise u cap., 2012; Humphreys u cap., 2008). IToceOHo je 3aHuMIbMBa U
KoHTpoBep3Ha yiaora MCHh y tepanuju tymopa. Cnocobnoct murpanuje MCh y tymopcko
MHUKPOOKpPYKEHE MOKe OMUTH HCKopuitheHa 3a TpaHCIOPT IUTOKWHA, XEMHOTEpAreyTHKa,
reHa KOjU KOAMpajy €H3MMe 3HayajHe 3a aKTHBALM]y JIEKOBAa WJIM OHKOJUTHYKUX BHpYca
cneruduuno 1o mecta tymopa (Klopp u cap., 2011; Studeny u cap., 2002; Studeny u cap.,
2004; Uchibori u cap 2009).

CBe oBe KapakTEepUCTHKE, Y3 OJICYCTBO O30MJbHHX HEXEJheHUX edekaTa KOju mpare

BUXOBY Jocafanimby npuMmeny, ynHe MCH Bpio aTpakTuBHUM 3a ynoTpeOy y hemujckoj
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tepanuju. [IpobreMu y Tepanujckoj IpUMEHH Cy MPEIU3HO JAehUHHUCAmE KPUTEPHjyMa 3a
KapakTepuzanujy u usonanujy MCH, HeomxomHocT in Vitro ymHOkaBame henuja Koje
MPETXO/IM MPUMEHH U XETePOTeHOCT OBaKO nobujene momynanwuje, nsBopu MCH, auneme y
onpehuBamy anexkBarHe konmnynHne MCH, kao u nmuTama caMor HauWHA MPUMEHE, KOjU MOXKe
OWTH jeTHOKPATHU WJIM BUIICKPATHH, JIOKAJTHW WJIM CHCTEMCKH. 3a Jlajbe HAIpEI0BAmE O]
NpuMeHe y 0a3MYHHM HCTPaKMBamHMa Ka MAaCOBHM]O] KIIMHMYKO] YHOTpeOu moTpeOHa cy
JeTajbHa MUCTPAXKHUBAkHa HUXOBUX KapaKTEPUCTHUKA, KOHTPOJIA W CTaHAAapAM3allija MOCTYIKa
u30JIalyje, KyJITUBUCAkha M EKCIAH3Wje Ca LUJBEM JIOCIEIHOCTH U PEHnpOAyLHOMIHOCTH

LECJIOKYITHOI ITpo1eca.

1.3. XUAPOKCHUYPEA
1.3.1. MexaHu3aM Ae10Bamba

Xuapokcuypea (XVY) win XuapokcukapOaMu/ peIcTaBba XUIPOKCUIOBAHU JepUBaT
ypee cunterucan 1869. ronune (Cauka 4.) (Dresler u cap., 1869). [lutoctaTcko nenoBame
XY yrBpheHo je Tek jemaH BEK KacHHUje, TaKo Ja JaHac OBaj areHc yOpajamo y rpymy
aHTHHeOIIacCTHUHKX JiekoBa (Young u cap., 1967). V in vivo ycioBuma XV ce KOHBEPTYje Y
NO koju aupyHayje y henuje u MHaKTHUBUpaA €H3UM pUOOHYKIeo3ua-nudocdar peaykrasy.
PuGonykneosua-nudocdar peaykraza je €H3UM KOJjU YYECTBYje Yy TIPOIECY CHHTE3E
NEe30KCUpUOOHYKIIEOTH]a  Tako  IITO  KOHBepTyje  pubOoHykieozuia-gudocdar y
Ne30KcUpHOOHyKIeo3ua-MoHOGochaT. VHakTHBalMja OBOT €H3UMa YCJIOBJbEHA j€
JECTPYKLUJOM THUPO3WJ paJuKaia, €CeHLUjaIHUX 32 €H3UMCKY akTUBHOCT (Young u cap.,
1967, Varagi¢ u cap., 2009; PubChem, 2021). Ea3uMcka WHaKTHBAIHja 3ayCTaB/ba CHHTE3Y
JTHK u Bomu ka 3actojy henmjckor mukinyca y G1/S ¢asu. Takohe, nuxuOHIMja OBOT CH3MMA
onemoryhasa nporec nonpaske JIHK (Varagi¢ u cap., 2009). YnpaBo oBaj MexaHu3aM KOjU
nosoau no uaxuounuje JIHK nonpaBke u 3acroja y henujckoj 1eobu, je 0roBopas 3a joun
jenan edekar XV, a To je pagunoceHsuTuzanuja henmuja. Muore in Vvitro u in vivo cryauje cy
JIEMOHCTpHpaie CHHEPrUCTHYKO JieJoBakbe XY U joHusyjyher 3paduema y TpeTMaHy
KapluHoMma rpiuha marepuie, Mmokpahue 6emuke u ap. (Kuo u cap., 199; Kuo u cap., 1995;

Chapman u cap, 2012).
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Cauka 4. CTpykrypa Xxuapoxcuypee. Xuapokcuypea (xemujcka (opmymra CH4AN202)
(PubChem, 2021).

XY wWHIOyKyje TpOoAYKIH])y QeramHor XeMorioOuHa, KOjU TMPEACTaBlba THII
xemoryioouna ca ehum aguauTeToM npema kuceoHuky. Cmarpa ce 1a je nosehame eranHor
xemoryiobuna nocpenoBano NO u nurpoBazoauiararopuma (Cokic u cap., 2003). ITokazano
je ma ce moBehana cuHTe3a (eTaTHOT XeMOTJIOOMHA OJIBHja IYTeM pPEIyKIHje aJcHO3WHA,
HajBEpOBaTHU]E MpeKo rnopehama akKTUBHOCTH aJIeHO3MH feamuHase (Silva-Pinto u cap., 2014).
Jlokazano je u ga XY cMamyje HUBO JI€OKCH-XEMOIJIOOMHA y CPIAcTO] aHEMHUJU TaKO ILTO
tpancnoptyje NO u3 NHOH rpyme xunpokcuypee u GopMupa HUTPO3UIOBAHH XEMOTJIOOUH.
[ToBospan epexat XY Ha CMambemHe YIECTAIOCTH Ba30-OKIY3UBHUX KPH3a Y CPIIACTO] aHEMU]jU
ce TIOCTHXKE W CMamemeM ekcrpecHuje (ocharuann-cepuna, aaxe3uBHOT MOJIEKyJa Ha
MOBPIIMHU €PUTPOLIUTA, KOJU oMoryhaBa agxe3ujy HMpKyIMIIyhUX epuTpoluTa Ha OBPILUHY

engotennux hemuja (Cokic u cap., 2003; Silva-Pinto u cap., 2014).

1.3.2. Ytunaj xuapoxcuypee Ha heiujcku nukiIyc

ITosnaro na XY uMa HeraTHMBaH YTUIA] HAa NPEXKHUBIbABAKE IUTYPUIOTEHTHUX
MartnuHux hennja (Petrova u cap., 2016). Ha aejcTBo xuapokcuypee, HajoceT/buBHje cy henuje
Koje ce Hanase y kacHoj G1 v panoj S (a3u henmujckor mukiTyca JOK lUX0Ba OCET/HUBOCT OIajia
kako henuje Hampenyjy namse kpo3 S ¢daszy. henuje koje HE yMHUpPY armonTo30M OCTajy
3aycraBibeHe Yy Gi1/S dasu (NeCas u cap., 1982). OBu edektu cy mnocperaoBanu XY
WHJYKOBAaHUM PEIUIMKAMOHUM CTPECOM W MHXHUOWIIMjOM CHHTE3€ JICOKCHPHOOHYKICOTHIIA
300r npekuna neoctpykor JJHK xenukca y 6nu3nnu perumkanuone susbymike (Petrova u cap.,
2016). Unak, Tauan MexaHHM3aM KojuM ce henuja ompenesbyje 3a amomnTo3y WM 3acToj y
henujckoM HUKIYyCy Moja yTuuajeM XY HHMje Y HNOTIYHOCTH pasjallmbeH. McnuTuBama Ha

eMOpHOHATHUM MHIIUJUM MaTHYHUM henujama cy Mokaszaja jJa oBe henmje oaronapajy
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amonTo30M Ha TpeTMaH XV ycnen nmosehane ynyraphenujcke npousoime NO Koja akTHBUPA
p53 u p38 curHanmHe myTeBe KOju yBoje henujy y kKacma3zama nocpeaoBany anontosy (Heo u
cap., 2014). Ipyra cryauja cripoBeqieHa Ha henujckoj uanuju McA-RH7777 je mokasana nia je
TpermMan oBux henmja XY moeo m0 3actoja y Gi dasm kojeMm je mperxoamia cCMameHa
bochopunanuja MAPK (eur. mitogen-activated protein kinases), momyr ERK (emnr.
extracellular-signal-regulated kinase), JNK (eur. Jun N-terminus kinase) u p38 (Hong u cap.,
2004). OBu edextu cy Hajuemrthe 103HO 3aBHCHH. IN VItro cymuja Ha XeMaTOMOETCKUM
MaTuyHUM henujama je mokazana ga XY 10Bojau 10 3acToja oBux henuja y G1 ¢as3u u 1a Ha Taj
HAYMH yTHYE Ha BUXOBY npoiudepannjy u audepeHnujannony kanamurer (Muiiz-Rivera-

Cambas u cap., 2018).

1.3.3. IIpuMeHa ¥ TOKCHYHOCT XHIPOKCHYpee

300r CBOjCTBa J]a MHIYKYje CUHTE3Yy (heTATHOT XEeMOIJIOOMHA, MOCISABUX 25 roauHa
XV mnpencraBiba Tepanujy u3dopa 3a cpracty aHemujy. Cprmacra aHemuja cnaja y rpymy
XeMOIIOOMHOMNAaTHja Koja ce OMJIMKYje CPHacTUM OOJHMKOM €pUTPOIUTA KOjU CY HOJJIONKHU
XEMOJIM3H, BaCKyJIapHUM OKJIy3HMjaMa U XpOHMYHMM oulTehememM opraHa koje ce jaBjba Kao
nocyeAuiia XUMoKcuje U Backyjaonaruja. XY je JeUHH areHc Koju je oJ0OpeH 3a Tepamnujy
cprnacte anemuje oj ctpane US FDA (enr. US Food and Drug Administration) (Ware u cap.,
2009). Cmatpa ce noceOHO e(hUKacCHOM Y clipeyaBamby Ba30-OKIY3UBHUX KpH3a KOje JT0BOE
70 0oyia y TPyIHOM KOITy U abJOMeHY. Y TOKY je KIMHHYKA CTyauja o epukacHocTd XY y
Jedery KOMIUIMKAallMja cpriacTe aHeMuje MonyT OyOpekHe HHCypulIujeHIuje, Kao U O
6e30eaHocTH mpuMeHe XY y Tepanuju CpracTe aHeMHje Yy MeAWjaTpujCcKoj MOomyJianuju
(DrugBank, 2021). ITopen Tora, KIMHUYKE CTYAM]€ UCTPaAXKY]y YTHIIa] KOMOMHOBaHE Teparnuje
XYV u JI-kapHUTHHA y Jieuewy OeTa TajgecemMuje, 00JIECTH KOja Ce€ KapaKTEePHUIIIe CMAEHEM HITH

MOTIIYHUM OJICYCTBOM CHHTe3e Oerta saHara xemoriioonna (PubChem, 2021).

Y komOuHanuju ca paaworepanujoM, XY TMpeAcTaB/ba TEPaANUjCKy OIIH]Y 3a
y3HaINpeIoBajld MeJNaHOM M CKBaMOLENTYJapHM KapIMHOM TjaBe M BpaTa. MeTacTaTcku,
WHOMEepaOMIIHM KapUMHOM OBapHjyMa, KapUWOHOM rpinha wmaTepulle, TJIMOMH Kao U
WHOTIEpaOMIIHUA KapIIMHOM je/iibaka ce Mory Tpetupatu XY (Madaan u cap., 2012). Takohe, y
TOKY Cy KJIMHUYKE CTY/IM]j€ KOj€ UCITUTY]y aHTUTYMOPCKH edekaT XY y Tepanuju peKypeHTHOT

menuHreoma (PubChem, 2021).
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XYV je, no orkuha maxubutopa JAK2, Ouna jenuHa Tepanujcka OIIMja y TpETMaHy
JAK2 mnosutuBHuUX wMujenonpoiudepatnBanx Heoruiazmu (MIIH), koju moapasymeBajy
€CCHIIHjaJTHY TPOMOOIIUTEMH]Y, MTOJIMIIUTEMHU]Y BEPY U IpUMapHy Mujenopuodpo3y. OBaj areHc
je m nasbe Hajuemhe MpomMcHBaHa Tepamdja 3a XuIeprpoiudepaTuBHe MaHH]ecTaIH]je
MHUjenonpoaudepaTuBHUX 000JbEHha MOMYT CIUICHOMETalHje, 00JI0Ba y KOCTHUMA, IIPypUTYca,
okny3uje kpBHUX cynoBa (Choi u cap., 2015). I npyru XxemaTOJIOIIKHA MaJTUTHUTETH, ITOMYT
XPOHUYHE MH]jEJIOUIHE JIEYyKEMHU]je PE3UCTEHTHE Ha CTaHIap/IHE TepaIrtjcKe MOAATUTETEe, MOTY
outu Tpetupanu XY (Madaan u cap., 2012). V Haj3Havajauje xemaTojomke epekre yopajajy
ce: yTuiaj Ha MopdoJIoTH]y U JAePOpMaOUITHOCT EPUTPOLINTA, CMAKEHEe Opoja JICYKOIHTA,
HEyTpopwmia, TPOMOOIUTA, PETHKYJIOIUTA, HUBOA JIAKTAT JEXHIporeHa3e u mobehame
KOHIICHTpallMje XeMorinoouHa nmo epurporury kao u MCV (enr. mean corpuscular volume)
(Ware u cap., 2009).

AntunponmudepatuBan  edpekar XV je wuckopuimheH y Tepanuju Icopujaze, a
3aHUMJBHBO j€ JIa C€ OBAj areHC HAJIa3U U Y TEPAITUjCKUM MIPOTOKOJIMMA 33 CIIMHAIHY MUIITUhHY
aTpodujy jep ce cmarpa aa nosehaBa excrpecrujy SMN2 rena. Takohe, y TOKy Cy U MHOTE
KIIMHUYKE CTyJHje, O]l KOJHUX Cy HEeKe Yy 4eTBPTOj (ha3u MCIUTHBaMKa, KOoja ce 0a3upajy Ha
AHTUBUPYCHOM e(ekTy Jieka y TpermaHy uHQpekuuje XMB Bupycom (BHpycoM XymaHe
umyHo epuIMjeHLuje), 30or gokazaHe XY mnocpenoBaHe MHxuOumje perukanuje XMB

Bupyca in vitro (Ware u cap., 2009; PubChem, 2021).

Crannmapana tepamnujcka npuMena XY Huje 0e3 HexesbeHHX edekarta. Hajuenthu u
NIPEBUIJbUB HEXEJbEHU e(eKaT je MUjeJIOTOKCHYHOCT KOja ce MPe3eHTYyje Kao JIeyKoIleHH]a,
HEeyTponeHuja, pehe anemuja 1 TPOMOOIMTONEHHU]a, 3aTUM T'aCTPOMHTECTUHAIHU CUMIITOMH,
XEMaTOTOKCHYHOCT, MyKO3UTHUCH, KOKHE TTPOMEHE YKJbYdyjyhu yireparuje eKCTpeMHUTeTa U
ciuuno. Behnna oBux edekarta je M03HO 3aBUCHA W TI0 3aBPIIETKY Teparvje c€ MOTIIYHO
noBnayu (Varagi¢ u cap., 2009; Ware u cap., 2009; PubChem, 2021). Hajsehy 3a06punyrocT
M3a3MBa TOTEHLHMjaJIHA KaHILEpOreHoCcT areHca. Kox JIyropoyHe NpUMEHEe OBOT
XeMOTeparneyTHKa y Jieuewhy MHUjeJIonpoiudepaTuBHUX 000Jbemha 3a0€IeKeHN Cy CIIy4yajeBu
cekynaapaux ygeykemuja (Randi u cap., 2005). Jomr jegan pasnor 3a Ayropo4Hy KOHTPOIY
nalyjeHaTa Ha JyroroJuIlb0oj Tepamnuju je nojasa kapuunoma koxe (Liozon u cap., 2007). XY
ce cMarpa eMOpro U (PETOTOKCMYHHM areHcoM. PemnpojyKTHBHE CTy/Hje Ha MHIIEBUMA CY
nokasaje TepaToreHu edexaT M HEraTMBHM yTHIa] Ha crepmatoreHesy (Shelby, 2005).

Taxohe, mcnutuBame ayropouHux edekara tepanuje XY KoJ OoJIeCHUKAa ca CpPIacTOM
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aHEMH]JOM, OTKPWJIO j€ Ja je TMPUMEHa OBOT XEMOTepareyThKa JIOBOJAM JIO HAaCcTaHKa
MHUKPOHYKJIEYCa Y epUTPOOJIACTIMA, T€ CE areHC MOXKe cMaTpaT reHoTokcudHuM (Flanagan u
cap., 2010). Jlaspa ucTpakuBama Cy nmoTpedHa aa 6u ce modosbmana eQpUKacCHOCT a CMambuia

TOKCHUYHOCT XVY.

OBa ucTpakuBama JI0BOJE /10 3aKJbydyKa Ja je XHIPOKCHypea CHaXaH WHXHOUTOP
henmujckor mukiyca amy OCTaje HEMO3HAHWIA JIa JIW Cy OBE MPOMEHE PEBEP3UOWIIHE HITU
upeBep3ubunHe. Jlo caga Huje ucnutuBaH edekar xuapokcuypee Ha MCTH, ®Buxos
TQepeHIMjalliOHN TIOTCHIIjal, UMYHOMOJYJIATOPHY YJIOTY, YJIOTY Y TYMOPOTCHE3H W
¢ubpo3u. Nmajyhm y Buay nocrymuoct u 3Hauaj MCH, muxoB pactyhum Tepamujcku
MOTEHIIMjaJl OCTaje Ja Ce BUJAM Yy KOjO] MEpPH CE€ FHHXOBa CBOJCTBA MEHA]y IO yTHIAjeM

xemuorepanuje XY.

1.4. CEHECHEHIHAJA

Crapeme je HEMHMHOBaH IpOLEC KapaKTEpUCTHYaH 3a CBa jkuBa Ouha, yciIOBJbEH
CMOJBAIJBUM ¥ YHYTpalllbUM ()akToOpuMa KOjU BOJE Ka IIOCTEIICHOM CMambeHmhy
(hYHKIIMOHATTHOCTH, a jaBJhba C€ Kao OJTOBOP Ha HEM30EKHO MpOTHUIamke BpeMmeHa (Strehler,
2000; Stephens, 2005). Opranuzam y LeIOCTH, TKMBa M OpraHd, OM HpeTpIreny TemiKa
omrehema y KpaTKOM BPEMEHCKOM TEpHO/Ty, 1a y Hallly KOPUCT He pajie OpojHH penapaluoHu
MexaHu3Mu. Mmak, oBU MEXaHU3MHU HUCY WACATHH M TOKOM JKHBOTA JI0JIa3u 0 aKyMyJlaluje
LITETHUX MPOJIyKaTa KOJU HAcTajy Kao mocieaniia lbUXoBor 3arajema (Strehler, 2000; da Silva
u cap., 2019). Teopuja pacronoxuse coMme o0jarimbaBa Jja y TOKY )KUBOTHOT BeKa OpraHu3am
uMa orpaHMyeHe pecypce 3a pact, pernpoaykuujy u JIHK mnompaBky. TokoMm xuBOTa,
opraHuszam Oupa Ja MeTabOJMYKe pecypce ylake y pacT M PEenpoAyKI]y, puU3uKyjyhu
HaKyIJbame omrehema, Koja Hac HermoBpaTHO Bojie y ctapewe (Kirkwood u cap.,1977; da Silva
u cap., 2019).

Crapeme ce 0/]BMja Ha HUBOY LIE€JIOT OpraHu3Ma, OpraHCKOM anu U helnjckoM HHUBOY.
Kao oaroBop Ha cTpec, a y 3aBUCHOCTH O/ MHTE3UTETa CTpeca Kao M THMa henuje Ha KOjy
cTpecop Jnienyje, henrja MoXe yMpPEeTH aronTo30M, MOKe KPEHYTH y Ipolec ayrodaruje win
MOKE€ OTpPaHHYMTU CBOj€ JIENIOBal€ IyTEM CEHECIeHLUje. Nenmujcko crapeme, OJHOCHO
CEHECIICHIIN]a (JIaT. senéscere, CTapeme) je NPEBEP3UOUITHH 3aCcTOj Y helnjcKkoM ITUKITYCY, KOje

Cce jaBJba Kao MOCIIeIMIIa akyMyJtaiyje omrehema Koja He 1oBoje 10 henujcke cmptu (Ciauka
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5.) (Kirkwood u cap., 1991; Hooten u cap., 2017). CBu TunoBu hennja, ykpyuyjyhu u
MaJIUTHO TpaHcopMucane henuje moIexxy CeHECIICHIIMJH a OJ1 HEIaBHO j€ MO3HATO J1a CYy U
,oecmprtHe MaTnuHe henuje ckinoHe akymynanuju omrehema u henjckom crapemy (Schultz
u cap., 2016). Ha oBaj HaumH cTape U jeAHONETHNjCKH MHUKPOOPTaHU3MH, IITO j& MoKa3aia
cryauja Ha Oaxtepuju Escherichia coli (Fredriksson u cap., 2006). CmaTpa ce aa je 0OBaj
MEXaHW3aM TPOTEKTHBaH jep oOHeMoryhaBa MainurHy TpaHcpopManujy hemnuje Kpo3
orpannueme meHe aeode (Vicencio u cap., 2014). Nnak, ceHecuentHe henuje ocrajy
MeTabOIMYKK aKTUBHE T1a C€ y ’hiMa U JaJb€ OJIBHja MUTOXOH/IPHjaJIHA aKTUBHOCT U henmjcka
pecrniupanyja, TIMKOoIN3a, Jerpajanrja mpoTeuHa U cinyHu npoiecu (Schultz u cap., 2016).
Taxole, oBe henuje HacTaBsbajy HHTEPAKIIH]Y ca CyceAHUM hennjama, JUPEKTHUM KOHTAaKTOM
WIH WHAUPEKTHO ToMohy mH(maMaTOpHHX (akTopa, MO3HATUX IO HA3WBOM CEKPETOPHU
¢deHotun moBe3aH ca ceHecrennujom win SASP (enr. Senescence associated secretory
phenotype) (Petrova u cap., 2016). ®deHoMeH akyMmyJainuje CEHECIIEHTHHX henuja, Koje
cekpetyjy SASP u nonpuHoce XpoHHMYHO] MH(IAMalM]jH, j€ 3HauajaH y OpojHUM OoJsecTrMa
MOBE3aHUM Ca CTapemeM TakKo Jla OW MHXOBa MpEIU3HA JETeKIHja W CIUMUHAIM]a
CCHOJIMTHYKHM areHCcHMMa, OWJIa jeIaH o] MOTCHIMjalTHUX Tepanujckux npuctyna (Watanabe
u cap., 2017). Ca opyre ctpane, ceHecrieHnuja u SASP umajy u 1oxkazane mo3uTHUBHE eeKTe.
[To3nato je na cy ceHeciieHTHe henuje MpUCYTHE U TOKOM eMOPHOHAIHOT pa3Boja KOCTH]Y U
XpCKaBHIla ca YJIOTOM Yy CTHUMYJALMJH pemnapamuje u pemojenanuje Tkua. CeHecleHTHE
henuje cy cnocoOHe U 3a cTBapame MAaTPUKCHUX METAJIONPOTEHMHAa3a U MOTY UMaTu yJory y
npeBeHIju (Hubpo3e a Mpolec CEHECIEHIUje ce MOXKE CMaTpaTd U TyMOpP-CYNPECOPCKUM
Mexaau3zmoMm (Liu u cap., 2019). 3a 60sbe carienaBame NO3UTHBHUX M HETATUBHHX edeKaTa
CEHECIIEHIIN]€ U TTOCTU3amke 00Jbe KOHTPOJIE CaMoT Tpolieca, MOTPEOHO j€ pa3yMeBambe yClIoBa

y KOjUMa CEHECIICHIIM]a HacTaje, Kao U mpenu3Ho npoduaucame SASP.

1.4.1. ®axkTopu KOju 10BO/IE 10 CeHECIeHIHje

dakTopy KOju JIOBOJIE 10 CEHECIICHIINjE Cy OKCUAATUBHU CTpeC, ckpaheme Temomepa,
omrehewe JJHK, nuchynkimja MuUToXoHIpHja, akTUBaIMja oHKOoreHa 1 nH(pnamanyja (Cauka
5.).

Paznuuurtu ctpecopu, ykibydyjyhu 1 OKCHIATUBHUA MOTY BOJIUTH y CEHECIIEHIIN]Y, KOja
ce Ha3MBa M CTpecoM MHAyKoBaHa ceHecueHlMja (Petrova u cap., 2016). ROS cy mpoaykt
OKCHJATHBHOI MeTa0oJlM3Ma U HEroBa akyMmyjaluja BOAM Ka omTehemy MakpoMoJeKkyia

IoImyT, IMPpOTCHUHA, JIUIINAAa U I[HK HaKyrmpaH;e OBAaKBHX, omreheHux MaKpOMOJICKYJIa BOAU
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ka crapemy hemuje (Dodig m cap., 2019). Hycnpoayktun okcHaaTHBHOT MeTabOIM3Ma ce
3a/IpXKaBajy Ha MECTy CBOI' HAacTaHKa, MHUTOXOHJpHjaMa MW YIpaBo je AUCHYHKIH]ja
MUTOXOHJIpHja MEXaHW3aM KOjU Ce JIOBOJH Y Be3y ca ceHecuenujom (Ziegler u cap., 2015).
Taxohe, ROS Boau y akTuBaImjy TyMOPCYIPECOPCKUX MPOTEHHA Ka0 U MPOTEUHA PEryiaTopa
henujckor nukiayca momyt p53, p21 u peruno6macroma (exr. retinoblastoma, Rb) mporenna
(Pole u cap., 2016). AktuBanuja oBuX (akTopa BOAM Yy 3acToj hemujckor mukKiyca u
CEHECHCHIIN]Y Y3 Mpou3BoAmY SASP KOju NO3UTUBHOM IOBPATHOM CIIPETOM HWHIYKY]Y
noBehame ROS u gompuHOce crapemy. PasnmuyuTi aHTHOKCHIAHCH KOJU CMamby]y CTEIeH
okcuaatuBHor crpeca, momyt NAC (enr. N-acetyl cysteine), ce mory mocmarpatd ¥ Kao
MHXHOUTOPU CeHeclIeHIr]je U (aKTopu KOoju AOMpUHOCE ouyBamy henujcke pynkuuje (Liao u

cap., 2019).

CrtpecoM MHIYKOBaHA CEHECICHIIM]a MOKE OMTH y3pOKOBaHA M OApel)eHuM areHcuMa
oyt OpOMICOKCUYPUINHA, XUIPOKCHYpee, IUCIUIATHHE, JOKCOPYOUIIMHA, THMHIMHA U AP
(Petrova u cap., 2016). JIekoBu KOju MHAYKY]y CEHECLEHIIM]y MOTY JIOBECTH A0 omrehema
JIHK, akTuBanuje TormonsomMepasa, Ieiyjy U Ka0 HHXUOUTOPU LUKJIMH 3aBUCHUX KWHA3a WIN
WHAYKY]y mpoaykinjy ROS. XemuorepanujoM WHIYKOBaHA CEHECIICHIIM]A CE OJIBHja ITyTEM
aKTHBaIje cTpec curHanmHux myreBa nomyTt p38 m MAPK. Xwuapokcuypea noBomu 10
ceHecleHIIMje Tako mTo noBehasa HuBo ROS y henujckum nuuujama nomyt K562 u MCF10A

(Ewald u cap., 2010; Petrova u cap., 2016).

[IpaBu moKasaresb pPEIIMKAaTHBHE CIIOCOOHOCTH je IyKWHa Teromepa. Teromepe cy
KpajibH JEJOBH XPOMO30Ma KOJU C€ CacToje O]l HEKOJMKO Kuiio0a3za Koje ce MOHaBsbajy
(TTAGGG). BbuxoBa rnaBHa yiora je cripedaBame Jerpajalnje XpoMo30Ma 1 XpOMO30MCKHUX
dy3uja. (Victorelli u cap., 2017; Siderakis u cap., 2007). henuje ce He Mory OECKOHAYHO
JIEIUTH U3 pas3jiora MITO ce TeJoMepe ckpahyjy rpu cBakoj henujckoj 1eo0u a 1eo mporec je
CTPOro KOHTpPOJIUCAH €H3MMOM TenoMepasza. Cmarpa ce Ja je OBO TyMOp HPOTEKTHBHHU
MexanuzaMm. CTpecopu MOIyT OKCHJIATHBHOI yOp3aBajy ckpaheme Tenmomepa M Bojae y
TaKO3BaHy peruIMKaTUBHY win hemujcky cenecuennujy (Victorelli u cap., 2017). MCh cy
MOJIOHE PETUTMKATHBHO] CEHECIICHITN]Y HAKOH MPOIYyKeHE KYJITHUBAIIN]€, Ka0 U IPEBPEMEHO]
CEHECIEHIIM]H UHYKOBaHO] CTPECOM HAKOH M3JIOKEHOCTH CTpecopuMa Kao IITO CYy BOJOHHMK

MIEPOKCHUJI U XeMHuoTepanujcku arercu (Petrova u cap., 2016).

Tenomepuuna u Hetenmomepuyna [IHK omrehewma Bome aktuBamujum wHXHOUTOpPA

LUKJIMH 3aBUCHHUX KMHAa3a U TyMmopcytpecopa pl6, p5S3, p21 u pl15 u noBoze 10 ceHecueHIyje.
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VY da3u knmuHmYKor ucnutuBama ¢y CDK4 nHXHOUTOpH KOjU HHAYKY]Y CEHECIICHITN]Y U CBOJY

npuMeHy Ou Moryii Hahu y Tepanuju kapuuHoMa fojke (Finn u cap., 2015).

1.4.2. buomapkepu ceHeclleHTHUX hesanja

CenecrienTHe henmje mokasyjy youbuBe (EHOTHUIICKE MPOMEHE Kao IITO Cy: yBehame
henuja u BLUXOBUX jenapa, GopMHUpamke XeTePOXPOMATUHCKUX (oKyca, moBehaHa ekcrpecuja
1 aKTHBHOCT CEHECIICHTHE OeTa rajakTo3mjase, (eHr. Senescence-associated f-galactosidase,
SA-B-gal), ekcripecuja HUKIMH-3aBUCHUX KHHA3HUX HHXHOHMTOpa (pl6, p21) M HMCIOJbEHOCT
nHpaamaropror Genoruna no3Haror kao SASP (Singh u cap., 2016). Hajsaxxauju mapkepu

CEHECIICHIIM]je Ce MOTY moeuTH Ha uHTpahenujcke u ekcrpahenujcke (Canka 5.).

1.4.2.1. UuTpaheanjcku Mapkepu ceHeclieHIIHje

Jenan ox1 Haj3HAYAjHUjUX MapKepa ceHeclieHTHHX henuja je en3um SA-B-gal, m3odpopma
eH3uMa OeTa TajakTo3uia3e Koju pasiaxke Oera ramakto3uie. OBaj €H3UM ce Haja3w y
JIM3030MHUMa CEeHeCleHTHUX henmuja u merora nmoBehaHa akTHBHOCT je jemaH O] Mapkepa
ceHeclieHuyje. bera ramakro3unasa je aktuBHa npu pH 4, 1ok je SA-B-gal y cenecrieHTHUM
hemnjama axktuBHa 1pu pH 6. SA-B-gal moxke OWUTH JeTEKTOBaHa XHCTOXEMH]CKH,
MMYHOXHUCTOXEMHJCKH a OJf HEJABHO M MPOTOYHOM muToMeTpujoM (Yanagi u cap., 2017). C
o03upom na SA-B-gal HHje mpUCyTaH HCKJBYYMBO y CCHECLUEHTHMM hejHjama Hero u y
npeceHeclieHTHUM henujama u henujama koje ce Hanase y ¢a3u MUpOBamba, OBaj €H3UM HHje
JIOBOJhaH OMOMapkep 1 Mopa ce komOuHoBaTu ca npyruma (Passos, 2018). Ciinuan mapkep, o-
(bayko3uasa je y CKkopuje BpeMe ONHcaH Kao MapKep CeHecUeHTHX helnuja, alu ce 0 BeroBoj

cnenupUIHOCTH joI yBeK He 3Ha AoBoJbHO (Hildebrand u cap., 2013).

Mapkepu JIHK omrehewa, momyr YH2AX, 53BPI foci, Radl7 u apyrux, mory ce
cMaTpaTH CEHECLEHTHUM Mapkepuma. Mapkep koju neTektyje nmpekuna asonanyaHor JJHK
xemukca je YH2AX, nporenn u3 nopoauie xucrona H2A, moxe nerekroBaru npekua JJHK
KOjU HacTaje Kao mocieauna jouusyjyher 3pauema M HUje KapaKTepUCTUYaH MCKJbYUHMBO 32
ceHecueHnujy. OBaj XHCTOH C€ MOXE€ JIeTEKTOBaTHU HMYHOXHUCTOXEMHUJCKH U

umyHogpayopecuentHo (Chapman u cap., 2012) .

PermnmukaTiBHA ceHeCIIeHIIMja ce MOKE JI0Ka3aTH M JIETEKIUjoM CKpahema Teromepa.

Eceju 3a BUXOBY JI€TEKIH]y jOII HUCY Mpenu3HOo NeduHUCaHU, anu KBaHTUTaTUBHU PCR 1
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¢bnyopecuentna in Situ xubpummsammja (enr. fluorescence in situ hybridization -FISH)

(Cawthon, 2002) mory OUTH KOPUCHH Y Mepewy ayxune tenomepa. (O’Sullivan u cap., 2005).

[To3Haro je W Ja mpoTea3oMu, OJrOBOPHHU 3a pa3rpaiamy omrTeheHux NpoTenHa,
nokasyjy noBehany akTMBHOCT y ceHeclieHTHUM henujama, (Chondrogianni u cap., 2003). Ca
crapemeM ce moBehaBa HMBO ROS m okcumatuBHHM ctpec, Te ce ROS kao wHAMpPEKTaH

rmapameTap Takohje Moxe KOPHCTUTH 3a J0Ka3uBame cenecrennuje (Liochev, 2013).

Haj3nauajHuja kapakTepUCTHKA CCHECIIEHTHUX hemnuja je 3acToj y hemnjcKkoM IUKITyCy.
TokoMm 3actoja pacra u aeo0e, MOJ yTUIIAjeM CTpecopa, J0Ja3u 0 aKTHBAIMje peryjaaropa
hemmjckor mukinyca nomyt p53, p21¢P, p16'NK4a p15INK4 527 p21¢P! porenn cnana y
rpyly WHXUOMTOpa LMKIWH 3aBUCHMX KHHAa3a, KOJU je 3HayajaH uHxuOutop hemmjcke
nponudepanuje u pykoBoau nporpecujom henmjckor nukinyca u3 Gi1y S dazy a npekomepHo
je excripumupaH y ceHecrieHTHHM henujama (Campisi, 2005). 3a mepmMaHeHTaH 3acToj Y
henujckom nukitycy norpebuu cy p53 u pl6™NK4 p53  perymarop henmjckor nuxmyca, y
HOpMaHOj henuju je MHAKTUBHUCAH a Kajia ce aTUBUPA JOBOIM JI0 3acTOja heujcKor uKiIyca.
OBaj mpoTewH HUje crenuduYaH MapKep CCHECIeHIHWje, henwje Koje Cy aronTOTHYHE H
TyMOpCKe MOTY eKcrpuMupatu osaj mportend. pl6™NK* Taxohe mpumana mmaxuburopuma
IIUKJIMH 3aBUCHUX KMHA3a 33/1y’KeHUX 32 (OCHOPHIN3ALIjy U aKTHBALU]Y TYMOP CYIIPECOPHOT
npotenHa Rb koju Boau 110 3acroja y Gi1 ¢hazu. CeHecrieH1iMja HacTaje Kaia 300r HHAaKTUBAIKje
CYTpEecOpHHUX TpoTenHa HacTaHe mobehana excrpecuja mpotenna pl6'NK4 (Campisi, 2005;
Krishnamurthy u cap.,2004). Excripecrja oBux Mapkepa ce MOXe JA0Ka3aTH XUCTOXEMHUJCKU U

UMYHOXHUCTOXEMH]CKH.

1.4.2.2. Excrpahesnjckn Mmapkepu ceHeclieHIUje

CenecnientHe henuje npoaykyjy ¢akrope pacta, IUTOKUHE, HMYHOMOIYJIATOPE KOjH
Mory Outu anTHMH(MIamaTtopHu u 1npopubpornynu (nonyt TGF-B) wmm cymportHO
npouHduamaropau ¥ antuguoOpornunu (momyr IL-1B, IL-6 u IL-8) (Ito u cap., 2017).
Hajuemthu dakTopu crBopenu oj ctpaHe cenectieHTHux henmja cy IL-1B, IL-8 u IL-6, ¢ Tm
LITO Ha TUI U KOJIMYUHY (aKkTopa KOju ce cTBapajy y okBupy SASP, yruuy okpyxeme, THUI
henuja koje mocrajy cenecrienTHe, uHUIMpajyhu gaxropu u apyro (Chien u cap., 2011; Hodes

u cap., 2016). Tako Ha mpumep, ceHecueHTHe T henmje ctBapajy TNF-a xoju uma ynory y
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MIPOMOIIHjH OcTeonieHrje TokoM crapema (Effros, 2004), mok ceHecrieHTHE TiIaTKe MUIIMhHE
hemuje cTBapajy npouHQIaMaTopHe MUTOKUHE KOJU CTUMYJIUITY arepockieposy (Minamino u
cap., 2003). Cenecuentne henuje Takohe mory mojagano ga excrpumupajy IL-6 xoju ce
oBe3yje ca XurnepuHcyinHemujoM u mwiyhaom xuneprensujom (Franckhauser u cap., 2008).
HcnutuBamyuMa Ha MUIIMJUM MojeinuMma yTBheHo je ga crtpomainHu SASP  ¢akropw,
npBeHcTBeHO IL-6, ycmoctaBibajy xpoHuuHy wH(pIamanujy u m3mely ocramor ytudy Ha

mudepennujanujy MCyh (Ruhland u cap., 2016).

3aHUMIBHUBO je 1a ceHecueHuja 1 SASP Mory nMaTH Kako po- TaKo U aHTU-TYMOPCKY
yiory. In vitro, kao u UcTpakMBama Koja MoaApa3yMeBajy KOpuiihemhe MUIIMjUX MOJEa Cy
nokazasna ga SASP (axkTopu cekpeToBaHM O]l CTpaHE CEHECLEHTHMX MaTHYHUX henuja
ctumynuiny nponudepanujy hemmja xkaprnuHoma pojke (Turinetto m cap., 2016). Taxobhe,
CIIMYHAa WCTpPaKMBamba KapIHOMa KOXE Cy JOBela J0 3aK/bydka Jia CEHECIICHTHHU
¢bubpobmacTH  KOXKe  CTUMyIUIly mnpoiudepanujy OpeKaHIepCKUX W MaJHrHO
tpancopmucanux hemuja (Coppé u cap., 2008). Ca nqpyre crpane, ceHECIISHII]a MOKe UMaTH
U AHTUTYMOPCKY yJory. TepanmujoM-MHAYKOBaHA CCHECICHIIMja MOXE aKTHBHPATU
mutotokenyne CD8+ T nmumdonute u NK henmje xoje ucrnospaBajy 3Ha4ajHy aHTUTYMOPCKY
aKTUBHOCT y KaplIMHOMUMa naHkpeaca u rryha (Ruscetti u cap., 2018; Ruscetti u cap., 2020).
Jlpyra ucTpaxkuBamba Ha MHUIIUJUM MOJEIMMa XENaTOLEeIyJIapHOT KaplMHOMa JIOBEIa Cy 10
orknha na SASP mpousBeneH of crpaHe ceHecleHTHMX henuja Boau y aktuBauujy CD4+
HMMYHCKOT OJroBopa Koju enumunuiie tymopcke henuje (Iannello u cap., 2013). Lluroknnuma
akTUBUpaHu curHanHu mytesu nonyt NF-kB, JAK/STAT (ewr. janus kinasis/signal transducer
and activator of transcription) ce ucrpaxyjy Kao myTeBH KOjU JOMPUHOCE CEHECUCHIM]H U
SASP. Takohe, norpeOHO je MCHHUTATHU YTHIQ] CUTHAIHUX IyTE€BAa KOJU Cy aKTUBHUPAHU Y
MaJUrHUM OoJjiecTuMa W WH(IIaMaluju, a 3Ha4ajHU Cy 3a KOHTPOJY henmjckor pacra u
npoiudpepanuje monyr MAPK (ERK, JNK u p38) u mTOR (enr. mammalian target of
rapamycin) (Kandhaya-Pillai u cap., 2017). 300r paznu4uutix edekra CeHeCleHTHHX henuja
HEONXOIHO je mpenu3Ho npodunucame SASP ¢dakTopa Kao M CUTHAIHUX TyTeBa KOjU CY

aKTUBHUpaHH y OBUM hennjama.
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Cauka 5. Cenecuennuja. dakTopy KOju BOAE y CEHECLEHIHU]Y U KapaKTEPUCTHKE
CeHeclleHTHUX henuja

Jom yBek He mocToju cTaHIapAn30BaHu OuoMapkep (,,3J1aTHU CTaHAAp ‘) 3a ICTEKIN]Y
ceHecuennuje. Jla 6m ce mocturia 3agoBosbaBajyha crnenuUYHOCT HUjEeAaH O] OBHUX
NojeIMHaYHUX MapKepa HHje 1oBoJbaH. Hajoosba npakca je kopuirhene KoMOuHaIMje MapKepa
nia OM ce 1ITo TauHU]e AeTeKToBaje ceHeclieHTHe henuje. C 003MpoM Ha KOMITJIEKCHY TPUPOY
CCHECICHIIMje M y CKJIaJly ca HaueluMa Tperu3He MEIUIMHE, O]l CYHITHHCKOT je 3Hadaja

Pa3yMEBaLC HETYJIAPHUX U MOJICKYJIIApHUX MEXaHW3aMa IIPoLeca.
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2.

IHN/BEBU HCTPA’KUBAIBA

Hcnuratu GeHOTUTICKE KapaKTEPUCTUKE U criocoOHOCT nudepennujanuje MChH u3
KOCTHE CpXXH U TiepudepHe KPBU 3paBUX JaBajiala.

Wcnuratu in vitro yrunaj XY Ha uHayknujy cenecuenudje MChH anamuzom
¢deHoTuIa, aKTUBHOCTU CEHECLEHTHE [-TalakTo3uAa3e, eKCIPEecHje CEHECIICHTHUX
Mmapkepa (p16INK4, p21Cip) u mapkepa JJHK omrehema (YH2A.X).

HUcnuratn umyHOMopaynaTopHu yrtunaj ceHecuennuje MCR  uHayKoBaHe
XUIpoKcuypeoM Ha mnponudepanujy T numdonuta u usaykuugjy MCyh y
NOITyJIAIMj 1 MOHOHYKJIeapHuX henuja 3apaBux naBanaina nepudepHe KpBH.
Anammsuparu edekar ceHecuenuuje MCR unaykoBane XY Ha nponudepanujy
manuraux JAK2-V617F nozutusaux henauja u ynory ROS u TGF-B y oBom niporiecy.
Anammuparu edexar XY Ha TGF-B1 mHaykoBaHy excripecujy mpo-puOpoTHIHOT

¢enoruna MSC.
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3. MATEPUJAJ U METOJE

OBa nokTopcka maucepranuja je y uenuau ypahena y JlaGopartopuju 3a MoneKynapHy
oHKoJIOTHjy, MTHCTHTYTA 32 METUIIMHCKA UCTPaKUBamba, Y HUBep3uTeTa y beorpany, y okBupy
npojekta MuHHUCTApCTBa MPOCBETE, HAYKE W TEXHOJOMIKOT pa3Boja Penybmuke CpOuje Op.
OM175053 "HcTpaxuBame NaTOreHE3e XEMATOIONIKUX MATUTHATETA™, YMjH j& PYKOBOIMIIAI

Hay4yHU caBeTHMK Ap Bnanan Yokuh

3.1. MATEPHUJAJI

3.1.1. Buoaomku MmaTtepujaa

Kao Guonomku matepujan 3a uzonoBate MHR kopumrihena je nepudepna kpB nodujeHa
BEeHEMyHKIUjoM oA 20 1oOpoBOJPHUX 3/IpaBuX JaBaoua. Enudusnu aenoBu OyTHE KOCTH CY
noOujeHu o 2 Mymka u 1 KEHCKOT JlaBaolla MpocedHe crapoctu 75 roguHa (o 64 mo 84
rOAMHE) KOjUMa je OomnepaTHMBHMM IyTeM yrpaheH BemTauku Kyk. [lucmeHa carjmacHocT je
no0ujeHa o] CBaKOT yYECHUKA y CTY/IMjU HAKOH HUXOBOT MHPOPMHUCAA O CBPCH CaKYIJbamba
OuoJI0IIKOT MaTepujaia. EkciepuMeHTallHU MPOTOKOI je 0A00peH of ctpane ETuukor ogdopa

Kinuanuko 60mHIYKOT HIeHTpa-3eMyH U Menunuackor gakynrera, Y HuBep3urtera y beorpany.

3.1.1.1. heanjcke JuHUje

Y oBom pany xopumihere cy hemmjcke ymanje HEL 92.1.7, K562, HS5, MCF7 u MDA-
MB-231. HEL 92.1.7 mpezacraBibajy XyMaHy epUTpPOJIEYyKeMHUjCKY henujcky JTUHH]Y Koje
nocenyjy xomo3urotny JAK2-V617F myranujy. Oe henuje cy nodujene 3axpanHouhy npod.
ap Cunsu Xepmoyt (Laboratoired'Hématologie, Centre Hospitalier Universitaire, Université
de Nantes, France). K562 (ATCC, USA) je henujcka TuHHja XpOHHYHE MHU)EIOUTHE JIEYKEMHU]E
koja nocexayje Ber/Abl @py3uonu ren. O6e henujcke nuHuje cy rajene y komruieTHom RPMI-
1640 menujymy (Biowest, France) y BiaxxHoj atmocdepu Ha 37°C ca 5% CO2. henuje cy
nacaxupaHe Ha 2-3 JlaHa Tako J1a IoYeTHa KOHLeHTpaiuja henuja usnocu 2-4x10%ml. Renuje
ctpomanue henmujcke nmunanje, HSS (ATCC, USA), kao u henujcke nuHM]E KapImHOMA JI0jKE
(MCF7 u MDA-MB-231, ATCC, USA) cy rajese y kometHoM a-MEM menujymy (Minimum
Essential Medium Eagle - Alpha Modification) (eMEM, Biowest, France) ca nomatkom 10%

derannor roseher cepyma (FBS enr. Fetal Bovine Serum, Biowest, France) u komOuHaImjom
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aHTHOMOTHKA (TIEHUIMIMH/cTpenToMunnH, Biowest, France), koju je Meman Ha 2-3 naHa.

Bujabwinoct u 6poj henuja cy ogpehenu 6ojemem Tpumnan rraBum.

3.1.2. Pearencu

KapakTepuctuke mnpuMapHUX | CEKyHIAapHUX aHTUTENa Koja cy KopumheHa Yy

excrepuMeHTrMa cy npukaszade y Tadesan 1. u Tabean 2. UHxubutopy curHajgiHux 1yTeBa v

IBUXOBE KapakTepucTuke mnpukazanu cy y Tabeam 3. Ilpajmepu 3a PCR xopumhenu y

eKCIIEpUMEHTHMA TNpuKazaHu cy y Tabemnu 4.

Tabena 1. Ilpumapua antutena. (PE-¢puxoepurpun; FITC-diyopecuenn usortuormjanat; APC-
anopukonujanus; I[Il[-nporouna nuromerpuja; HMd-umyHodyopeciieHTHO obenexkaBame; WB-

Western blot).

USA

AHTUTEJIO I[TPON3BOHAY I[IOPEKJIO | TTPUMEHA
CD90-PE xomyroBano BioLegend, California, USA MUIIT IT1L]
CD44-FITC xomyroBaHo BioLegend, California, USA MUIIT IT1L]
CD73- APC komyroBaHo BioLegend, California, USA MU ITILT
CD105-PE komyroBano Invitrogen, USA MUIIT IT1L]
CD45-FITC xomyroBaHo R&D, USA MHUII IT1T,
CD11b-FITC komyroBano eBioscience, California, USA MUIIT IT1L]
CDKN2A/p16INK4a Abcam, UK MHIII Nd
p21Cip DakoCytomation A/S, DK MHUII o
yH2A. X R&D System, USA MHII Nd
HLA-DR APC kowyrosano | BioLegend, CA, USA MUII I11],
CD33-PE komwyroBano BioLegend, CA, USA MHUIII IT1],
CD14-FITC xomyroBaHo BioLegend, CA, USA MMUIII I11]
CD15-PerCP komyrosano BioLegend, CA, USA MUTIT TT1L]
pmTOR Cell signaling Technology, 3e11 WB

USA
mTOR Cell signaling Technology, 3e1l WB
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KO YTOBAaHO

pERK1/2 Abcam, UK 3e11 WB

ERK1/2 Abcam, UK MHII WB

pp38 R&D System, USA 3e1l WB

p38 R&D System, USA 3e1l WB

pSTAT3 Abcam, UK 3el1 WB

STAT3 Abcam, UK 3en WB

JAK1 Santa Cruz Biotechnology, 3el1 WB
USA

TGF-f peuentop 1 Santa Cruz Biotechnology, MHIII WB
USA

TGF-f peuenrop 2 Santa Cruz Biotechnology, MHIII WB
USA

pSMAD3 Santa Cruz Biotechnology, MUII WB
USA

SMAD3 Santa Cruz Biotechnology, MUII WB
USA

B akTHH R&D System, USA MUII WB

aSMA Abcam, UK MHUII % (0]

BrdU u BrdU -FITC Abcam, UK MU ITILT

Tadena 2. Cexynnapua anturena (HRP-nepokcumasa pena, enr. horse radish peroxidase; FITC-
¢nyopecuenn u3otuonujanar; WB-Western blot; Ud-umyHodayopeciieHTHO o0eexaBame)

AHTUTEJIO ITPOU3BOHAY ITOPEKJIO | TTPUMEHA
HRP komyroBaHo antu- Pierce, USA KO3a WB
MHUIITje
HRP xomyrosano antu-3eqje | Santa Cruz Biotechnology, K032 WB
USA
FITC xomyrosano antu-mungje | Sigma-Aldrich, USA K03a no
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Taoesa 3. [lutokuHM U HXUOUTOPU CUTHATHUX MTyTEBa

CVIICTAHIIA

JIEJCTBO

[NPOMN3BOHAY

Apocinin

Nuxubutop NADPH okcunasze
(NOXs)

Sigma-Aldrich, USA

N-Acetyl Cysteine (NAC)

Cakyrmbau ROS-a

Sigma-Aldrich, USA

Rac1 naxuburtop NSC23766

NOX 1 u 3 uaxudburop

Sigma-Aldrich, USA

TBRi SB525334

CenextuBuu naxuoutop TGF-
B pemenropa tum 1

Sigma-Aldrich, USA

Recombinant Human LAP

[lenTua xoju Be3yje u
nHaktuupa TGF-B1

R&D System, USA

Xymanu pexkomOunantau TGF-B1 | Tpanchopmumryhu daxrop R&D System, USA
pacra
Taoesa 4. IIpajmepu 3a PCR
I'en Ceksena 5°-3’ Benuuunna [TpouszBohau
NPOJYKTa | Be3MBamba
(bp) npajMepa
F.:GGGACTATCCACCTGCAAGA _
TGF-B1 | RiCCTCCTTGGCGTAGTAGTCG 239 51°C Invitrogen,
USA
F: ACCACAGTCCATGCCATCAC _
GAPDH | R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452 52°C Invitrogen,
USA
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3.2. METOJE

3.2.1. HM3oaaumja MmoHOHYKJIeapHuX henuja

Bencka kpB 3npaBux naBaorna (30 ml) je mpukymubaHa y enpyBeTama ca aHTUKOAryJIaHCOM
K2EDTA. V3opuu cy pazbnaxuBanu ca crepuwiHuM ¢docdatanm mydepom (PBS emnr.
Phosphate buffered saline, pH=7.2) kojem je momat 2mM EDTA, y oanocy 1:1,2. 35 ml
pasz0nakeHe KPBH je MaKJPMBO HaHOIIEHO Ha 15 ml nuMdonuTHOT cemapanuoHor Meaujyma
rpaaujenta ryctude 1,077 g/l (Lymphocytes separation medium, Capricorn Scientific GmbH,
Germany) a onmax notom nearpudyrupano Ha 1400 rpm, 30 munyTa, Ha COOHOj TEMIIEpaTypH,
0e3 xoununa. HakoH neHTpudyrupama ropmH ClI0j TUIa3Me ca TPOMOOIIUTAMA j€ acIIUpUpaH
U yKJIomeH, a Mehyciioj ca MHR je makspuBO cakyIbeH y HOBY enpyBery. hienuje cy ucnpane
nBa nyra y PBS, memane ca 0,4% pactBopom Tpuman miaBor (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, USA) y oaHocy 1:9, a 3atum je henmjcku pactBop HanomieH Ha Blrker-Turk
TUIOYUITY ca YTpaBUPAHOM MPEKHUIIOM 3a Opojame henmja. )Kuse henwmje cy npedpojane momohy
HMHBEPTHOT cBeTJIOCHOT MuKpockomna (Olympus, Jaman) a 6poj henuja y Mumuinutpy Meaujyma

je pauyHar no Gpopmyiu:

op. henuja y nomuma
op. orcusux henuja/ml = X kopuiheno pasbnasicerve henuja y 60ju X 10
op. nomwa

3.2.2. H3oaanmja Me3eHXUMAJHUX cTpoMaaHux heamja nepudepHe kpsu

[TK MCh cy u3osnoBaHe 1o npeaxoaHo onucanoM mnporokoiny (Trivanovi¢ u cap., 2013).
MHR, u3onoBaHe Ha TIPEAXOAHO OMMCAH HA4HH, Cy 3acejaBaHe y 6pojy 2x10° mo cm? T-25
cyna (25 cm?) 3a henujcky KynTypy y KOMILIETHOM XpamKuBoM Menujymy oMEM y BiaxHOj
atMocepu Ha 37°C ca 5% CO». [TIK MCh cy u3iBojeHEe HAa OCHOBHY CBOj€ CIIOCOOHOCTH Ja
aZxepupajy 3a IJIACTHKY, a HeaJXxepeHTHe henrje cy MOCTENeHO eIMMHUHHUCAHE U3 KYNIType
MemameM Meanjyma cBaka 3 o 4 gana. IIK MCHh cy rajeHe oko 2 Heziesbe /10 MOCTH3amba
cynkoH(pyeHTHOCTH (80% KOH(IYEeHTHOCTH) U youaBama KOJIOHM]ja aIXepeHTHUX henuja ca
¢ubpobracTHOM Mopdoorujom. OmiensbuBame henuja je paheno nomohy 0,25% Tpuncuna
ca EDTA (Capricorn Scientific GmbH, Germany), a morom cy henwuje onet 3acahuane y 6pojy

1,5-3x10% mo cm? cyna. Cpaka HapenHa Tacaxa je paljeHa y HCTHM YCIOBHMA, a HAKOH Tpehe
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nacaxke mooujeHa je xomorena hemujcka kynrypa (Camka 6.). On 3acahenux 20 yzopaka MHh

nepudepHe KpBu 31apaBux aasaona, PB MCHh cy ycnemno uzonoBane u3 3 y3opka.

3.2.3. H3oaanmja Me3eHXUMAJHUX CTPOMATHUX hesnja KocTHe cp:ku

KC MCHh cy u3onoBane u3 JieJioBa KOCTH 3 JaBaolia, MPOCEYHE CapOoCTU OJ1 75 TOJMHA,
KOjUMa je OTIepaTUBHO 3aMEmEH 311100 Kyka. Enudusnu aenosu OyTHe KOCTH Cy OUMITheHu 011
320CTaJIMX JIeI0OBA MEKUX TKMBA U CTaBJbAHU y TOCYy ca KOMIUIeTHUM a-MEM menujymom.
KocTtHa cpix je u3/1B0jeHa BUILIECTPYKUM HCIIHPabeM TpabeKysia KOCTH MeujyMoM U henujcka
cycneHsuja je neHtpudyrupana Ha 1600 rpm, 6 MuHyTa Ha coOHOj Temmneparypu. Hakon
HEeHTpU(YTrupama, CyepHaTaHT ca MaCHUM KaIlUbHIIaMa je OJUIMBEH, a heimje y Tajory cy
UCTIHpaHe KOMIUIETHUM MeIujyMoM jom 3 myta. Jla Ou ce ykinonwnu aenuhu kocty, henmje cy
pecycrieHnoBane u ¢uiarpupane mnomohy 70um henumjckor ¢unrepa, a 3aTUM IMTOHOBO
nenTpudyrupane. Hakon npebpojaBama, hemmje cy 3acahene y 6pojy 2x10° mo cm? cyza 3a
hemmjcky KynTypy. [lasbe rajeme U KylITHBHCAHkE je OUI0 MIEHTUYHO ycioBuMa rajema 11K
MCHh (Cauka 6.) KC MCHh cy ycnemHo u3010BaHe U3 JiejoBa OyTHE KOCTH cBa 3 1aBaolia.

Haxon nzonamuje KC MCh u I1IK MCh cy kopumiheHe y ekcriepuMeHTHMa WiId 3aneleHe
Ha -70°C, a IoToM cy 4yBaHe y TedHoM a30Ty. 1x10° henuja/ml cy 3amp3aBaHe y Mequjymy

koju ce cacroju o1 10% DMSO u 90% FBS.

Uentpudyruparse

NepudepHa Kps

Pasnnunti ussopm
XymaHux MSC

Apxepupatbe 3sa
NNACTUKY

Cauka 6. [Tocrynak nobujama xymannx MCh u3 nepudepHe KpBu 1 KOCTHE CpKH JjaBaolia
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3.2.4. Kapakrepu3aumja Me3eHXMMAJHHUX CTPOMAJIHUX hesuja

Haxon tpehe nacaxxe MCR, BpIieHa je lbUXOBa KapakTepu3aliija Ha OCHOBY KpUTEpHjyMa
Komurera 3a mesenxumanne Matuune henuje Mehynapoanor apymrsa 3a henujcky Tepanujy
(Dominici u cap., 2006) a TO Cy aaXepEeHTHOCT 3a IUIACTHKY, MPHCYCTBO (eHOTUIA
kapakrepuctuuHor 32 MCH u crnocoOHOCT AudepeHrjanuje Ka Bulle helnjcKux JIMHU]A.
Takohe, ananmu3upad je u epekat XxeMroTepaneyrckor arenca, XY (Sigma-Aldrich, USA), na

HaBejeHe kapakrtepuctruke MCHh.

3.2.4.1. UmyHo(eHOTHNIN3ALHja Me3eHXHMATHUX cTpoMainux henuja

Excrpecrja moBpIIMHCKUX MapKepa aHaJIu3upaHa je METOJOM IPOTOYHE LIUTOMETPH]E.
Hakon rajema y crapmapaaum ycioBuma MCH cy omnerspuBane nomohy 2mM EDTA u
onpane PBS-om. 2x10° MCTh cy unky6upane ca 0,5% BSA, (enr. Bovine serum albumine)
(Sigma-Aldrich, USA) y PBS-y 10 munyta paau OJOKHparma HECHEIU(PUYHOI BE3MBaba
MpOTErHA, a 3aTUM je nonaBaHo 4ul cnenmduanor anututena. [IpUCycTBO MOBPIIMHCKHAX
Mapkepa kapakrepuctuaaux 3a MCh: CD90, CD44 u CD73 kao 1 0CyCTBO XEMaTOIOETCKUX
noBpmMHcKuX Mapkepa: CD45 u CDI11b, ucnutuBano je kopumhemeMm crerupuuHUX
antutena (Tabena 1.). Hakon 30 munyTtHor 60jema Ha 4°C y mpaky, henuje cy onpane PBS-
oM U ¢ukcupane 2% ¢opmangexunom. Excrpecrja MOBpIIMHCKUX aHTUTEHA j€ aHaJTU3UpaHa
nomohy nporounor nmuromerpa BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego, CA, USA), a

nojanu cy oopahenn nomohy FCS express 5 codraepa.

3.2.4.2. Nndepennujanmja Mme3eHXUMAJTHUX cTpoMaaHux heanja

hemuje cy 3acaljene y TpuIumkary y miioud ca 24 moJjpa W rajeHe y CTaHIapIHUM
ycaoBuMa 10 80% KoHGuyeHTHOCTH. 3aTuM, Ja OM ce ycMepuie Ka OCTEOreHO]
mudepeHnujauju, henuje cy rajeHe y KoMIuieTHoM Meaujymy ca 10mM B-raunepodocdarom,
10nm nexcamerazoHoM (Applichem,Germany) u 50pg/ml ackop6uHcKkoM KucenrHoM (Sigma-
Aldrich, USA), Tokom 21 nana. Anumnoresesa je uHIyKoBaHa MeaujymoMm ca 0.5 mM u300yTui-

metmikcanTuaoM (IKCX, ewnr. isobutyl-methylxanthine, Applichem, Germany), 125nM

36



HHAOMETauMHOM, SuM paekcamerazoHoMm, 850nM wuHCynmuHOM M 1puM pO3UTIMTAa30HOM
(Sigma-Aldrich, USA), y kom cy henuje rajene 21 gan. Meaujymu cy MemaHH CBaka 2-3 J1aHa,
a HakoH 3aBpiieHe nudepeHnujanmje henwje cy duxcupane 4% dopmananaexumaom.
Edukacuoct mudepenumjanmje oxapehena je Oojemuma Oil Red O, paam mokasusarma
munuaaux Kamu y hemuju u Alizarin Red S (Merch Chemicals, Germany), kojum cy 00jeHH

Jernou Kannujyma. AHanuza henuja je BpII€HAa HHBEPTHUM CBETJIIOCHUM MHKPOCKOIIOM

(Olympus BX51, Olympus DP25, Japan).

3.2.5. Anaau3za BujaduwiaHoctu hesmja MTT Tecrom

[Mpomudepannja u Bujadbunaoct MCh u HEL henwmja cy anamusupane 3-(4,5-
Jumernntuazon-2-un)-2,5-nupenunrerpazommjym  opomun (MTT) tectom kao mTo je
ormucano panuje (Krsti¢ u cap., 2015). ¥V cBpxy anamuze epexkra ROS u NO henmje cy
tpetupane H»O» (Santa Cruz Biotechnology, USA), AAPH (eur. 2,2’-azobis 2
amidinopropane dihydrochloride)-renepatop ROS u DEA (enr. Diethylamine nonoate, nonop
NO) (Sigma-Aldrich, USA). henuje cy 3acejaBade y miouu ca 96 mosba y KOHIICHTPALIUJU O
10* o noswy. Hakon oxrosapajyhux tpermana, MTT (Sigma-Aldrich, USA) je nozmat y cBako
10Jb€ TaKo Jia pUHaIHA KOHLeHTpaluja Oyne 0,5mg/ml a notom cy henuje nukyOupane 2 cara
na 37°C. Thenuje koje cy MeTaOOIMYKM aKTUBHE DPEAYKY]y TETpa3oidujyMcKy O00jy y
HepacTBOpJbMBH (popmazaH, jbyouuacte 60je. HakoH mHKyOauuje, MeIujyM je YKIOHEH a
NpEeLUIUTHPaHN KpucTanu ¢opmaszaHa cy pactBapanu y 100ul uzonponanona:DMSO (3:2).
Arnicop6annia je untana Ha 540nm Ha aytomarckoM ELISA ynrauy 3a Mukporurapcke mnioye

(Labsystems Multiskan PLUS, Finland).

3.2.5.1. Bujaouanoct HEL hesuja y KoKyJTYpH ca Me3eHXMMAJIHUM
crpomMajiHuM heanjama

VYtunaj MCh tpetupanux XY Ha Bujabunnoct HEL henuja ucnutuBan je y Ko-
KyITypH, a HakoH nopehema ca Bujadbunnomthy HEL henuja y ko-KynTypu ca HETpeTUpaHUM
MCh u camocranno nponudepuimryhum HEL henujama. henuje cy rajene Tokom 3 1aHa HakKOH

yera je paher MTT rtect a Bujabunnoct HEL henuja je pauynara npema cienehoj popmynu:
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Ancopbanya HEL heauja = (MCH (+/-XY) + HEL ancopbanya) - MCh (+/-XV) ancopbanya

Tect je uzBohen mox mpernocraBkoMm na HEL henuje y Ko-KyaTypu He Memajy 3HAYajHO

nponudpepannjy MCH.

3.2.6. AHaJmu3a XHIAPOKCHYPeOM MHIYKOBaHe CeHeCIleHI[Hje Me3eHXUMATHUX
cTpomajHux heiuja

3a ananuzy yrunaja XY Ha uHaykuujy cenecuenuuje (Cauka 7.), MCh cy tperupane
pasznuuutuM KoHueHTpanujama XY (0-600uM) y paznuuutum BpeMeHCKUM nepuoauma (0-6
nana). /la 6u ce yrBpauia cTabUITHOCT CEHECLIEHTHOT peHoTuMa, henuje Tpetupane XY TOKOM
3 naHa cy rajeHe nonaTHa 3 1aHa y KOMIUIETHOM Meujymy 6e3 Tpetmana. Takole, ncnutuBan
je u yrunaj naxuobutopa curHannux nyresa (Tabena 3.) Ha XY uHAYKOBaHY CEHECIICHIIU)Y

MCh (XY-C-MCH).

s
SeEmGe Sty
AT e —_—s e Z
W\ XUOPOKCUYPEOM 71/\/\/\&
Urepakuyumja ca WHAOYKOBAHA
CEHECLIEHLIMIA MNpomene y hennjckoj
mopdonorunju

WMYHUM W
manurHum henvjama

§“J\A.;Z¢,'.: / \ N
> @ %< e . =
LV\/\K} ; .. 7:£

Ca ceHecueHuujom IM
acoyupaH ceKkpeTopH1

deHoTun B-ranakTosupasHa
aKTMBHOCT

s “7 a2
-l =
G0 . M 3

DNK owTteherse

3actoj y henujckom
(yH2A.X)

uukaycy (pl6, p21)

Cummka 7. Kapakrepuctuke XVY-C-MCh
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3.2.6.1. Ilpomene y hesujckoj Mopo10ruju HAKOH TpeTMaHa
XHIPOKCHYPEOM

3a ananu3y npomeHa y hemujckoj Mmopdomnoruju tperupane u Herperupane MCHh cy
0ojeHe kpucran BHojeT O0ojoMm. Hakon oarosapajyher tpermana, hemuje y MOHOCIOjY CY
ompane 2 myta pactBopoM PBS a morom cy ¢pukcupane xjagHuM METAaHOJIOM TOKOM 2 MUHYTA.
dukcupane henuje cy 6ojene 0,1% pacrBopom kpuctan Buojer 6oje (eur. Cristal violet,
Sigma-Aldrich, USA) Ha cobHoj TemnepaTypu u uHKyoupane 10 muHyTa 3a 00jehe HyKIeyca
nmu 20 MmuHyTa 32 60jeme mene henuje. HakoH ncnmpama 1ecTUI0BaHOM BOJOM henwje cy

aHanusupane u Gororpaducane MHBEPTHOM CBETIIOCHOM MUKPOCKOIIH]OM.

3.2.6.2. AKTHBHOCT eH3UMAa [-rajlaKkTo3u1a3e

[-ramakro3umazHa aKTUBHOCT j€ aHaIM3MpaHa y3 TMOMOh KHTa 3a XHCTOXEMH)CKO
0ojeme cenecrentHux henuja (enr. Senescence Cells Histochemical Staining Kit, Sigma-
Aldrich, USA) npema ynyctBy npoussolhaua. [Tomohy oBOr KuTa, IETEKTY]y Ce MPEIUITUTATH
wiaBe 00je HacTald pasrpaamboM XpoMmoreHor jemumema X-gal (5-6pomo-4-xs0po-3-
uHaonni-f-D-ranakronupanos3un), momohy eH3uMa [(-rajJakTo3uja3e KOoju ce aKkyMmyiupa y
nu3030MuMa cueHecueHTHUX henmja (Kurz u cap, 2000). Hakon tpermana XY, MCHhH cy
onpaHe PBS-om a motom ¢ukcupane pactBopom 3a ¢ukcauujy Tokom 10 mMunyra. Hakon
bukcupama, hemuje cy obojere pactsopoMm koju caapxu X-gal (X-gal, 5-6pomo-4-xmopo-3-
uaomui-B-D-ranakronupano3ua) Ha 37°C npeko Hohu, y ycmoBuma 6e3 COz. Hajmame 5
HaCyMHUYHO 0J1a0paHuX MoJjba Mo Y30pKy je hoTorpaducano u mpedpojaHe cy -rajakro3uaasza
MO3UTHUBHE TIJIaBO-3€JIeHO0 o0OojeHe henuje. Y ekcrepuMeHTy y KOM je yTBphuBaH edexar
uaxubunrje mTOR ynopeno ca XY tpermanom KC MCH cy Ttperupane mTOR
uHxubuTOopoM, eBeponumycom (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) y koHIeHTpamju
ox 100 nM a moToM je aHaM3upaHa P-rasakro3uiasHa akTiBHOCT. AHaNMU3UpaH je u 6poj AVO
(enr. acidic vesicular organelle) nakon oxpuaun opamk (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Germany) 60jema. AKpUIMH OpaHX je mepMmeabmiHa 60ja Koja y Be3UKyJlaMa Koje caJpike
KHCEJIMHY Kao IITO Cy JM3030MH, €MUTYje HapaHacTy (hIyopecleHIly Koja je JeTeKTOBaHa

enu-QyopeciieHTHUM MuKpockornom (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Hemauka).
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3.2.6.3. AHaqu3a ekcnpecuje HHXHOUTOPA NMKJIMH 3aBHCHUX KuHa3a (P16,
p21) u mapkepa JHK omrehema (YH2A.X)

pl6, p21 u yH2A.X (enr. y-histone family member X) cy nerexroBanu
UMYHO(ITyOpeCcIeHTHUM OojemeM. pl6 1 p21 cy MHHXUOUTOPH IUKJINH 3aBUCHUX KMHA3a KOje
henmnja kopucTH Aa 3aycTaBu heNnMjCKM IUKIYC M 3HAYajJHH Cy MapKepHU CEHECICHIIH]jE
(Hernandez-Segura u cap., 2018). Axymynamnuja YH2A.X, mapkepa [IHK omrehema, je
3HauajHa y ofipkaBamy cenecnennuje (Ishaq u cap., 2018). 10° henuja je mocalheHo Ha Okpyrie
CTaKJICHE JbYCIHIIE Y 104U ca 24 mosba U rajeHe cy a0 noctuzama 50% KOHQIyeHTHOCTH.
Haxon tpermana XV, henuje cy ¢pukcupane 4% napadopmangexugioMm 3 MHUHYTa a 3aTUM CY
nepmeadbunn3oBane mnomohy 0.2% Triton X-100 5 wmwmnuyra. Jla Oum ce Onokupaio
Hecrenn(UIHO Be3UBamke NpoTenHa, henuje cy nnkyoupane ca 3% BSA y PBS-y 30 munyTa.
Hakon Onokupama, henuje cy mHkyOupane ca oAroBapajyhum pazonaxemuma MpUMapHUX
antutena (Tabena 1.) 30 MmuHyTa, a 3aTUM U ca OAroBapajyhum pazdnaxemuMa CeKyHIapHUX
antutena (Tadema 2.) u DAPI 6ojom (enr. Diamidine-20 -phenylindole dihydrochloride,
Sigma-Aldrich, USA) y konuentpaumju on lug/ml nogataux 30 munyra. Busyanu3zauuja
jemapa je omoryhena DAPI 6ojemem. Hakon ucrimpama PBS-om spycniune ca henujama cy
¢bukcupane Ha MUKpocKoricke iouuniie momohy DABCO-Mowiol menujyma (Sigma-Aldrich,
USA) u ananmsupane enu-QayopeciieHTHUM Mukpockornom (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss,

Hemauka).

3.2.7. Anaam3a heamjckor nukiyca u anonrose

Amnanuza henujckor nukiyca je paheHa IPOTOYHOM IIUTOMETPHjOM HAaKOH Oojema
nponuaujyMm joaunom. Ilponuaujym joauna je QuyopecueHTHa 0oja Koja HpoJiazd Kpo3
MeMOpaHy nepMmeadunn3oBaHux heiuja u Be3yje ce 3a HyKJIeHHCKe KucelnHe oMmoryhasajyhu
onpehuBame (aza henmujckor nukimyca Ha ocHoBy kosmunHe JIHK. Hakon kynruBamnuje u
oarosapajyhux TpermMana y rouu ca 6 nossa, heiuje cy oaenbeHe TPUIICUHOM U (PuKCcUpaHe
nenenuMm 70% eranonom 30 munyra Ha 4°C. henmnje cy morom ompane PBS-om u
uentpudyrupane Ha 1600 rpm § munyta. J[a 6u ce enmumunncano 6ojeme PHK monexyna,
henujcku Tanor je pecycnenmoBan ca S0ul pacteopa RNase A (Sigma-Aldrich, USA) y PBS-y

(bunamne xonmentpanuje 100 pg/ml). Hakon Tora, y y3opak je momato 400ul pactBopa
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nponuaujyM joauaa (Molecular Probes, Life Technologies, USA) ¢dunanne koHIEHTpauje
S0pg/ml a motom cy henmje mukyOupane 30 MuHyTa y Mpaky Ha COOHOj TemIeparypu.
HNHutensuter QuryopeciieHTHe 00j€ TPONMUIUJYM JOAWA j€ KBAaHTH(UKOBAH MPOTOYHUM
nutomerpom BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Kommmuuna /ITHK u
cBpcTaBame 1o (pasama henujckor nukiyca je ananmusupano nomohy ModFit LT 5 codrsepa
(Verity Software House, USA).

Amnornro3a je ananusupana anekcuH V—dayopectenn uzotrorjanatr (BD Pharmingen,
San Diego, CA, USA) u npornuujym joau 1 60jemeM mpemMa yycTBY Mpou3Bohaya v Kao IITo
je panuje omucano kox Jurisi¢ u cap. (Juri§i¢ u cap., 2004). Hakon Oojema peakigja je
OpeKrHyTa JojaBameM aHekcuH V Besyjyher mydepa (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Germany). Kourponne henuje cy 6une henuje 60jeHe camMo aHEKCHMH V WIHM IPONHUIUjyM
jomunom. henmje cy anammsupane nporouraumM uTomerpoM BD FACS Calibur u Cell Quest
coprBepom (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). AnekcuH V ce Be3yje 3a
dochaTtuauiaceprt, Koju ce y paHOj amomnTo3W MpEeMENITa Ca YHYTpAlllkhe Ha CHOJbAlIbY
cTpany henujcke memOpane. Crtora, paHo amonToTUyHe henuje MpeacTaBibajy aHEKCHH V
no3utuBHe hemmje. Ca apyre crpaHe KacHO amonToTuuHe henmuje Ou Owmile JBOCTPYKO
Mo3uTHUBHE (AHEKCHH V-+/TIponuaujyM joaua+), jep 300r HApyImIEHOCTH TNepMeadWInTeTa

henujcke MeMOpane mponuaujyM joaun yiasu y henujy u Besyje ce 3a JHK.

3.2.7.1. BpoMo-1eokcuypuanH 6ojere

Bpomo-neokcuypuaun (BrdU, enr. bromo-deoxyuridine) ecejem cy ananusupane henuje
y S ¢a3u hemmjckor mukmnyca. Hakon kyntuBanuje y miouu ca 6 nojba u XY TpermMaHa y
Tpajaky of 2 U 5 naHa, Tpetupane u Hetperupane MCHh cy unkybupane ca 10uM BrdU
(Tabena 1.) 1 ocraBibeHe y KyaTypH jorr 24h. [Torom cy henuje TpUIICHHU30BaHE U TPETUPAHE
2M HCI toxom 30 muH panu nenarypauuje JJHK. Heyrpanuszanuja je uzBpuiena nomohy 0,1
M Oopaxkca a notoMm cy henuje onpane pactBopom PBS. Hakon npama henuja usBpiieHo je
60jemwe ca 5Sul BrdU antutenom (Tadena 1.) Tokom 30 MUH y Mpaky, T1a je U3BpIIEHO 00jemhe

MPOMUINYM JOAUIOM U aHaM3a henujckor MUKiIyca Kako je HaBeneHo y 3.2.3.4.
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3.2.8. Ananam3a excnpecuje nporenna Western blot merogom

Huo excrnpecuje nmporemna ERK1/2, p38, STAT3, STATS, SMAD3, TGFB 1 u 2
peuentopA, mTOR, kao u muxoBUx Gocopuincanux hopmu, cy ananusupanu Western blot

METOJIOM Kao IITO je paHuje onucano y O6pamosuh, 2019.
3.2.8.1. U3onanuja npoTrenHa

MCH u HS5 hennje cy Tperupane 200uM XV y mioun ca 6 moska, ryctuae ox 10°
hemuja o mosey. Hakon 3 nana henuje cy onpane PBS-om u muzupane RIPA nmydepom (2mM
EDTA, 50mM Tris-HCI pH 7.6, 0.1% SDS, 150mM NaCl, 1% Na-aeokcuxomnar, 1% Tputon
X-100, 50mM NaF) xojem cy nogatu 1mM Na-opToBaHaaar u KOKTeJI HHHOUTOpa MpoTeasa
(Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA), Tokom 30 MuHyTa Ha Jieny. YKynHU henujcku Tu3ati
cy nearpudyrupann Ha 12.000 rpm, 15 munyTa Ha 4°C u yyBanu Ha -80°C no ymorpede. BCA
(eur. Bicinchoninic acid, Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA) tecr, koju ce 3acHuBa Ha
MepemYy arcopOaHIle y30pka HaKoH joaaBama BCA pearenca u nmopehemem ca oarosapajyhum
CTaHJapAMMa II03HATE€ KOHLEHTpaluje, je KopumheH 3a oapehuBame KOHIICHTpALHUje

IIpOTCHUHA.

3.2.8.2. Enextpodope3a u TpaHchep nporenHa HAa MeMOpPaHy

Onpehena koHIEHTpalMja YKYMHOT heaujcKor Jn3aTta je MemaHa ca mydepoMm 3a
penykuujy (250mM Tris pH 6,8, 30% rmunepon, 10% SDS, 20% rmmmepon, 5% pB-
Mepkanroeranon u 0,02% Opomdenon miaBo) y oxnocy S:1. Y3opuu ca penyKIHOHHM
nypepom cy uHKyOupanu 7 muHyra Ha 95°C a 3arum cy HasomeHu Ha 8% wumm 10%
NOJMAaKPUIAMUIHU el aedsbuHe 1 mim 1,5 mm u pazasajanu SDS nonmakpuiaMuaHOM reln
enektpodopesom (SDS-PAGE, engl. Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis) mpu koncrantHoj ctpyju ox 110 V tokom 1,5 cara. Ha rem cy takohe
HAHOIIIEHW W MPOTEHHM IMO3HATHX MoJyieKyickux Maca PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder, 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, Lithuania). Hakon cemapaiije xomorenara
henuja BpuieH je moiycyBH TpaHcdep Ha NONMMBHHMWIMACH ¢uyopunny memOpany (GE
Healthcare, USA) na 110mA Ttokowm 1,5 cara na anapary PeqLAB (VWR International Ldt,
UK).
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3.2.8.3. Jlerekuuja nporenna nomohy cnenuduynux anturesa

Jla 6u ce G6iokupano Hecnenu@UIHO Be3UBamke MPOTEHHA, MEMOpaHe Cy MHKYOHpaHe
y 4% pactBopy mieka y 0,5% Tween-20 y PBS-y (PBST) tokom 60 MuHyTa Ha COOHO]
TEeMIIepaTypH, HAKOH Yera cy MmemOpane ucnupane y PBST u unkyOupane ca pazonaxemuma
oarosapajyhux npumapuux antutena (Tadena 1.) npexo Hohu Ha 4°C. IlpumapHa anTHUTeNa
cy pa3bnaxkeHa mpema ymycTtBy npousBohaua y 4% wmneky y PBST. Hakon unkybGaumje
MeMOpaHa ca TpUMapHUM aHTHTENIoM, MeOpaHe cy ucnupane PBST u umHkyOupane ca
pa3bnaxxeHuM ceKyHaapHuM anturenuma (Tabesa 2.) KOlbyroBaHuM Meokcuaa3oM peHa y 4%
MJICKY TOKOM 2 cara Ha coOHOj TemmepaTypu. [lorom, memOpane cy ucnmpane PBST-om u
3aBpiurHO PBS-om Tokom 30 munyta. ObenexeHu NpoTenHy Ha MeMOpaHaMa BU3yaJIn30BaHU
cy kopumihemem xemuiaymucieHntHux pearenaca (ECL, enr. enhanced chemiluminescence
reagent system; GE Healthcare, UK). [Iporennu cy nerekropanu nomohy ChemiDoc Imaging
System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) a uHTeH3uTeT Tpaka je yTBphuBaH
nomohy nensuromeTpujcke obpame Image Lab codrBepom (Bio-Rad Laboratories, Inc.

Version 6.0.0.25) a HakoH HOpManH3aIyje ca B-aKTHHOM.

3.2.9. ELISATGF-B1

CexperoBanu TGF-B1 y henujckom cynepHaranty je kBaHTuukoBan nomohy TGF-
B1 ELISA (enr. enzyme-linked immunosorbent assay) kuta (Abcam, Cambridge, UK) a mo
ynyctBy npousBohaya. Konrponrae MChH, MCh tpetupane 200uM XV u MCHhH Tpetupane
200uM XV u 100uM anonuuurom (Sigma-Aldrich, USA) cy rajene tokom 3 maxa. Hakon
3aBpIIeHe HHKyOanuje, henuje cy onpane PBS-om 3 nmyra u rajene y meaujymy 0e3 cepyma
HapeaHa 2 naHa. MenujyM je cakymubeH U neHTpudyrupad Ha 1200 rpm u uyBas Ha -20°C 110
ELISA ananuse. henuje cy nusupane RIPA nydepom u usmepena je KOHIIEHTpaluja mpoTerHa
paau HopMaau3aIuje yCiIoBa.

100ul cBakor y3opka WM cTaHaapla Mo3HaTe KoHIEeHTpauuje je nonato y ELISA
o4y ca 96 mosba U MHKYOUpPaHO 2 U 1O caTa Ha COOHO)] TeMIEpaTypu Kako OU ce U3BPIIHIIO
BE3MBaE AaHTUIeHA M3 y30pKa Ha MOBpLIMHY Iuiode. [To 3aBpiieHoj MHKyOaIuju, nojba cy
ucnupana 4 myra pactBopoM 3a ucnupamwe. [lotom, 100ul pacrBopa TGF-B1 antutena je

JI07IaTO y CBAKO 0Jbe M HHKYOupaHo 1 cat Ha coOHOj Temrniepatypu. Hakon nnky6Oanuje cBako
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oJbe je onpano 3 myrta mydepoM 3a UCHHUPAE a 3aTHUM je Y CBaKO Mmosbe cumano mo 100l
crpenraBuauH-HRP (enr. horse radish peroxidase) pactBopa ca KojuM Cy y30pIid OCTaB/bEHU
TOKOM 45 MHuHYyTa Ha COOHOj Temrieparypu. Y3opuuMma je gogato 100ul TMB (enr. 3,3%5,5"-
Tetramethylbenzidine) xpomorenor cymncrpara 3a HRP u unky0Oanuja je HactaB/beHa jomr 30
MHUHYTa Y MpaKy Ha coOHoj Temmeparypu. Okcuaannja TMB noBonu 1o mojaBe miaaBe 6oje
pacTBopa, IpH YeMy je UHTCH3UTET 00je TUPEKTHO MPOMOPIIMOHATAaH KOJMYUHN aHTHTEHA Y
y30pKy. Jla Ou ce peakiuja 3aycrasmia, SOul CTOII pactBopa je 1oaaTo y CBako MoJbe a IOTOM
je ancopOaniia untana Ha 450nm Ha ayromatckoM ELISA untauyy 3a MUKpOTHTapCKe IJIoYe.

Konnenrpanuja TGF-B1 y y3opunma je ogpehBana Ha OCHOBY CTaHIapIHE KPHUBE.

3.2.10. Anasam3a rencke ekcnpecuje Ha HUBoy uHpopmanuone PHK
3.2.10.1. PeBep3Ha TpPaHCKPUNLHja U peaKkUHja JaHUYAHe MOJUMepU3alUje

Panu onpehuBama ekcnpecuje tpanckpunrta TGF-B1 rena y MCh HakoH TperMaHa
XYV, u3 hemujckor tanora je uzonoBana ykynmHa PHK. Peakiujom peBep3He TpaHCKpUIIje
nobujena je komuementrapHa JIHK ox ykynume PHK wu3 y3opka. Ekcmpecnja TGF-B1
TpPaHCKPHIITA opeljeHa je myTeM JaH4yaHe peakuuje monumepusanuje (eur. Polymerase Chain
Reaction - PCR) kopumnihemem mpajmepa npukazanux y Tadeam 4. ka0 1ITO je MPETXOHO

orucano (Trivanovi¢ u cap., 2016).
3.2.10.2. PHK u3onaunuja

MCTH cy 3acejaHe y Tmioue ca IIecT 1ojba Y KOHIEHTpamuju o 2x10° hemmja 1o mosky.
Hakon noctusama cynkoHguyeHTHocTH, henmmje cy tperupane 200uM XV u 100uM
arOIMHMHOM 3 J1aHa a 3aTUM Cy JIn3upane goaaBameM 1ml xmagnor TRIzol-a (Ambion Life
Technology, USA) no nosby. henuje cy au3upaHe TOKOM 5 MHUHYTa a MOTOM Cy Y30pLU
npebadenn y enennopduite ca 200ul xmopodopma. Ilocne 3 Munyra mHKyOarMje Ha COOHO]
TeMIepaTypH, Ju3ar je CHaxHO npomyhkaH, a 3atuMm 1eHTpudyrupan Ha 12.000 rpm, 4°C
TokoM 15 muHyta. Ha oBaj HauuH, y Ju3aTy cy u3[BojeHe TpH ¢a3ze: Ioma, IpBeHe 0oje,
¢benon-xnopodopm Pasa ca nporemHuMa; uaTepdasza, 6ene 6oje ca JJHK; u ropma, 6e360jHa
¢a3za ca PHK. 'opmwa ¢a3za je naxspuBo cakymjbeHa y enengopduie ca 500 pl uonponanona
U y30puu cy nHkyoupanu 10 MuHyTa Ha COOHOj Temmeparypu. Y30piu Cy HeHTpudyrupanu

Ha 12.000 rpm, 4°C toxom 15 munyta. HakoH onnmBama cynepHaTaHTa y enesaopduiama je
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octao Oemnu Tanor ca PHK koju je onpan 70% eranonom u uentpudyrupas Ha 12.000 rpm,
4°C, 5 munyra. HakoH neHtpudyrupama, Talor je ocymieH Ha coOHoj Temmeparypu 10
MUHYTa, a 3aTUM jeé pacTBOpPEH Yy [EeCTUJIOBaHO] BOAM mpeuniiheHoj oa Hykieasa.
Konnenrpanuja u uncroha PHK je m3mepena nomohy cnekrpodoromerpa NanoDrop (Implen,

Germany) a y3op1u cy 10 yrnorpede yyBanu Ha -80°C.

3.2.10.3. PeBep3Ha TpaHcKpuniuja

Toranma PHK wu3onmoBana Ha NpeTXOJHO OMKMCAH HA4YMH, je CIYKWIa 3a J00Hujame
kommuiementapae JIHK mnpema ymyctBy mnpomsBohaua y3 momoh KuTa 3a peBep3HY
tpauckpunmujy High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA).
2ng PHK je nmomaro y cmemy koja ce cactojana on lul peBep3ne Tpanckpumrase, 2ul
NeoKcuHyKIeoTruaa, 1 ul mpajmepa, 0,51l puboHykIea3HUX HHXHUOUTOPA U IECTHIIOBAHE BOJIE
0e3 HykJea3a Koja je moaara jo ykymHe 3ampemune o 20ul. PeBep3ne TpaHckpurmiyja je
BplIeHa Yy TepMmoOioky amapara MultiGene optimax (Labnet, USA) mpema cnenehem
nporpamy: 25°C 10 munyta, 37°C 120 munyta u 85°C 5 munyra. JIHK nobujena Ha oBaj
HauuH je kopuiihena y cemukBanTutatuBHoM PCR-y y peannom Bpemeny (RT- PCR, ewr. real

time polymerase chain reaction).

3.2104. RT-PCR

Peaknmona cmema ce cacrojama ox lul cDNA, mpajmepa (10uM), pactBopa
neokcunykieoruaa (500 uM), MgCl (2mM), Taq DNK nonaumepase (50 U/ml) (PCR Master
Mix, Thermo Fisher Scientific, USA) u nectunoBane Boje npeuuitheHe oj Hykieas3a 10
¢dunanue 3anpemune on 25ul. AMmmudukaiuja ce Bpimsia mo mporpamy Koju ce cacTtojao oj
MHULMjaJHE JieHaTypanuje, 5 MuHyTta Ha 94°C; 33 muxiyca: neHarypanuje, 45 ceKyHaAu Ha
94°C, BeszuBama npajmepa, 30 cekyHau Ha 52-54°C u enonranuje 90 cekynau Ha 72°C;
tepMmuHanHe enoHranuje 10 munyra Ha 72°C u xnahemwe Ha §°C 1o ynotpebe. 3a AeTekuujy
excripecuje TGF-B1 xopunthenu cy npajmepu npukazanu y Tabenau 4. 3a HOpManu3anujy
konnunHe komiuieMeHTapHe JIHK y cBakom y3opky kopuithen je raunepangexus 3-¢ocdar

nexuaporenasa (GAPDH, enr. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
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3.2.10.5. Pa3aBajame mpoaykata ejekTpodgope3om

IIponykt PCR cy pasmBajanu Ha 1,5% araposnom remy ca 0,4ug/ml ertuaujym-
opomuzaom (Sigma-Aldrich , USA) y Tpuc auneratHom-EDTA nydepy Tokom 50 MunyTa Ha
100 V u 400 mA. Tpake cy BuzyanuzopaHe y3 nomoh UV cBetiioctu y mporpamy BioDoc
Analyze (Analytik Jena Group, Germany). HTeH3uTeT Tpaka je KBaHTH(HKOBAH momohy
Image Master total lab u NIH-Image J codrBepa m wmnTensurer exmnpecuje TGF-B1 je

HOpPMaJIU30BaH y ojJHOCY Ha excripecujy GAPDH.
3.2.11. lerexkuuja untpaheaujckor ROS

VYuyrpahenujcka akymynammja ROS je mnpomewmuBana momohy Ooje  2'.7'-
nuxnopodyopectiens auanerata (DCFDA, enr. 2',7' —dichlorofluorescin diacetate, Sigma—
Aldrich, USA) koja ce uHTpalieay1apHO KOHBEpTYje moMony eH3uMa ecTepase, y IPUCYCTBY
ROS, y dnyopecuentny cyncranny 2'.7' —muxmopoduyopecuenn (DCF, enr. 27" —
dichlorofluorescin). 2x10* henmja o mosky je mocejano y mnouy ca 96 mosba u TpeTupano XY
y pacryhoj konnentpanuju (0-400uM) toxom 0-4 nana. Hakon tora henmje cy onpane PBS-
oM u uHkyoupane ca 5 uM DCFDA y PBS-y Tokom 20 munyta, a motom cy nusupane 0,1 M
NaOH. henujcku nuzatu cy npebadeHn y TamMHy MU0y ca 96 moseka u (ayopecieHna je
JIeTeKTOBaHa MoMohy (IyopeclieHTHOT YhTaya MUKpOTUTapckux ruioda Chameleon tm, 425-

104 multilabel counter (Bioscan, Washington, USA).

3.2.12. lerexkuuja untpaheaujckor NO

VYuyraphenujcku NO ce netektyje momohy DAF (enr. diacetate 4-amin-5-methylamino-
2’, 7’-difluoroscein diacetate) xoju ce y mpucyctBy NO koHBepTyje y (iayopecleHTHH
6enzorpuazon, DAF2. 10° MCh 1o nosby je nocejano y miody ca 24 mojba U TpeTHpaHo XY
y konmeHTpanuju ox 200 uM tokom 3 mana. Hakon Tora hemuje cy ompane PBS-om u
nakyoupane ca 5 uM DAF tokom 20 munyTa, a motoMm je (ryopeclieHIa je neTeKToBaHa

MMpOTOYHOM I_II/ITOMCTpI/IjOM.

3.2.13. Anaiam3a heaujcke agxe3mje

Ja 6ucmo ucnurtanu kako cenecrenuuja MCh yruue Ha agxepentnoct HEL henmja y

ko-kynTypH, 10° MCh je mocalieno Ha okpyrie cTakjieHe JbyCHHUIE y ILIOYM ca 24 10Jba 1
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WHKyOWpaHe MPEeKO HOhM y CTaHJapJHUM YCJIOBUMA. Nenuje Cy 3aTUM TpeTUpaHe TOKOM 3
nana ca 200 uM XV panu unaykuuje ceHecuennuje. Herperupane henuje ciyxxumie cy Kao
koHTposa. Hakon Tora, jenpa MCh cy 60ojena y mimaBo Hoechst 33342 tpuxuapoxiopun 60jom
(Sigma—Aldrich, USA) y xonuentpamuju ox 5 pg/ml Tokom 15 MuHyTa Ha COOHO]
temreparypu a norom cy MCh onpane nsa nmyra PBS-om. HEL henuje cy, o6ojene 3eneHo
nomohy CFSE (enr. carboxyfluorescein succinimidyl ester, Sigma—Aldrich, USA) 6oje y
KoHIleHTpanuju o1 1M Tokom 10 MuHyTa, Ha COOHO] TemnepaTypu. 3atuMm je 10° 06ojenux
HEL henuja cy noxare y cBako mosbe ca TpeTupanuM u HerpetupanuM MCh u nakyOanuja je
HacTaBjbeHa jom 3 gaHa Ha 37°C ca 5% CO: y BinaxHo] armocdepu. Ilo 3aBpuieTky
nHKyOanumje Jpycnuile ca henrjama cy onpane aBa nyra PBS-om na ce ykione Heagxepupane
HEL henuje u ¢ukcupane 4% ¢opMangexugioMm a MOTOM Cy JISIJBEHE 32 MHKPOCKOIICKE
wiounrie nomohy DABCO-Mowiol meanjyma u Qororpaducane enu-(payopecieHTHUM
MukpockornoM. OcamM [0 JeceT HAacyMHYHO OJa0paHMX II0Jba Ca CBaKe JbYCIHIE je

dotorpaducano u 3enene henmje cy npedpojane momohy Imagel coprrepa.

3.2.14. Kokyarypa me3eHxumMaanux crpomajnux heauja u HEL henuja 3a
anasau3y bystander egexra

Wunupextau, bystander edekar je Ouosnomku edekat tperupanux henuja Ha cyceaHe
HeTpeTupaHe henuje Koju ce He MOXe OOJaCHUTH JUPEKTHUM YTHULaJeM KOMIIOHEHTE
kopurithene 3a Tperman (Asur RS wu cap., 2009). 3a mporeny bystander edexra XV
uHaykoBaHux ceHecrieHTHUX MCH na HEL henuje, ananusupana je nponudepanuja u
hemmjckn nukinyc HEL henuja HakoH ko-kyatype ca XY HMHIYKOBaHMM CEHECLIEHTHUM U

kouTposinuM MCh (Canka 8.).
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joanpom

Cauka 8. Bystander edexar XV unaykoBane cerectierije MCh na manurae HEL henuje

3.2.14.1. Ananuza npoaudepauuje HEL heauja y koxkyarypu

MCH cy tpetupane 200uM XV TokOM Tpu JaHa Ja Ou ce MHAYKOBaIa CEHECIEHIIH]E.
Herperupane MCH cy rajeHe y crangaplHOM MeAMjyMy TOKOM MCTOT mepuona. /la 6u Ha
Kpajy TpeTMaHa UMaJIi IpuOIMKHO UCTH Opoj XY TpeTHpaHHUX U HeTpeTHpaHux henuja, a 36or
nUTOpeNyKTUBHOT edekta XV, Tpetupanux henuja je 3acaheno 0,15 x10°, a nerpetupanux 0,1
x10° mo momy. OBaj omHoc je n06HMjeH mpeTxogHuM OpojameM XY TpPETHPaHUX U
HeTpeTUpaHux henuja 1Mo WCTEeKy HMHKyOanmuoHor mepuwoja oa 3 nana. [lo 3aBpuieTky
nHKyOanuoHor nepuoaa, XY tperupane MCH cy onpane 3 myra MeaujyMoM J1a c€ YKJIOHE
ocraii XY, a HeTpeTHpaHUM henujamMa je 3aMEmEeH MEIUjyM CBEXHMM CTaHAApAHUM
ME/INjyMOM.

10° HEL henuja cy pactBopene y 1ml PBS kojem je nomaro 0,1 % FBS u CFSE (enr.
carboxyfluorescein succinimidyl ester) 6o0ja y kouuentpauuju 1pM. hemmje cy 6ojene
nHKyOupameMm 10 MunyTa Ha cOOHO] Temmneparypu. Jla Ou ce 3aycTaBuia peakiuja, A0JaT je
Iml FBS u henuje cy unkyoupane jom goaatHux 10 MMHYyTa a MOTOM OIpaHe TpH IyTa ca
PBS-om. TTotom, 0,3x10° HEL (bystander) henuja je nonasano mo mosby ca XY TpeTupaHuM
u HeTpetuparum MCh u unKy6arnuja je HactassbeHa jom 3 maHa. Jomatanx 0,3x10° CFSE
o6ojennx HEL henuja cy camocTtanHo mponudepucane y KyaTypd TOKOM 3 J1aHa U CITY)KHJIe

cy kao kontposnne hemuje. HEL hemuje xoje cy onmax HakoH CFSE Oojewma Tperupane

48



Mutomunuaom (40 pg/ml) 30 munyta, Kako Ou ce 3aycraBwia mponudepaiuja, a IOTOM
¢bukcupane, cy kopumheHe 3a mepeme noderne koiamuuHe CFSE Ooje m o3HavyeHe cy kao
hemuje 0 BpemeHa.

3a anamm3y mnponudepanuje HEL henmja, mo 3aBpmieHoj wHKyOamuju, hemujcka
cycreH3mja je cakymbeHa u hemmje cy duxcupane 2% dopmanaexuaom y PBS-y. CFSE
pasbiaxkeme je aHalIM3MpaHo HMPOTOYHOM mutoMerpujom momohy BD FACS Calibur (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA). bpoj henujckux neoba u mpoaudepaioHd HHICKCH CY
ananmusupanu nomohy FCS express 5 codreepa (De Novo Software, Los Angeles, CA).
[Mponudepannonn WHACKC, TpocedyaH Opoj meoda koje cy henwje mMane oJ MOYeTKA
KYJITUBHCaWba, je paduyHaT Kao 30up hemuja y cBUM TreHepalnujama MoJe/beH ca OpojemM

OpUTHHANTHUX, poauTesbckux henuja (Roederer u cap., 2011).

3.2.14.2. Anaam3a heaujcxor nukiayca HEL heanja y kokyarypu

MCTH cy rajeHe Ha UCTH Ha49HMH Kao IITO j€ OMMCAHO Yy oAesbKy 3.2.9.1. Y cBako mosse ca
XY tpetupanum u Herpetupanum MCH noxaro je 0,3x10° HEL henmja u rajene cy jomr 3
nana. 0,3x10° HEL henuja je camoctamso mponmdepucano y KyATypu U ose hemmje cy
o3HaueHe kao KoHTpousHe. [1o 3aBpmieTky nnkybanuje konrponne HEL henuje u cycnensuja
ca HEL henujama koje Hucy aaxepupaie 3a MCh cy cakynssene, puxcupane genenuMm 70%
eranosnioM 30 muHyTa Ha 4°C u 60jeHe MPOMMIUjyM jOIAMIOM 3a aHaiuu3y ¢asza hemujckor
nukiyca. [locrynak 60jema nponuanjyM joAUI0OM U aHaiu3a heiaujckor HUKIyca Cy OMUCaHu

y onesbky 3.2.3.4.

3.2.15. UMyHOMOY/IaTOPHH YTHIIA] XUAPOKCHYPEOM HHIYKOBAHUX CEHECIEHTHUX
Me3eHXMMAJIHUX cTpoMaanux heanja

Nmynomonynaropun edexar XY wunHaykoBanux cenecueHTHUX MCH je ucnurtan
aHanm3oM ynore oBux hemmja y uHaykumju MCYh w3 MHB nepudepne kpBu u

nponudepannju T-mumdonnTa HAKOH CTUMYAIH]E.

3.2.15.1. Mpoaudepanuja T aumdpouuTta y KOKyJITypH

Ja 6u ce ucnutao yrunaj XY uHaykoBanux ceHecuieHTHHX MCTH Ha nponudepanyjy
T mumdonmra y ykynuoj noynanuju MNC, oBe henwje cy rajeHe y KO-KyATypy TOKOM 3 JaHa.

MCH cy Tpetupane XV kao 1mTo je onucano y oaesbky 3.2.9.1. MHh cy n3zosnoBane u3 BeHCKe
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KPBH 3/IpaBHX JIaBaolla Kao MmITo je onrcaHo y oaesbKy 3.1.2.1. u 6ojene CFSE 60joM o uctom
npuniuny kao u HEL hemuje (omemmak 3.2.9.1.). Ilpomudepanmja T numdonura je
ctumynucana antu-CD3/CD28 anturenom (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) mo
ynycTtBy npousBohada. 25ul/ml CD3/CD28 T henujckor akTuBaropa je 10/1aT0 y CyCIICH3HU]y
ca 10° MNC. 0,3x10° axruBupanmx u CFSE o6ojenmx MHT je momato mo mosby ca
TpetupanuM u HerperupanuM MCH. Takohe, kao koHTposiHe henmje kopumiheHe cy
CD3/CD28 aktuBupane u HeaktuBupane CFSE o6ojene MHH, koje cy rajene 6e3 MCHh.
[Tpomudepanunja T numdponura mporemeHa je Ha ocHOBY creneHa pasbnaxema CFSE 6oje

MIPOTOYHOM IIUTOMETPHU]OM.

3.2.15.2.  Invitro mHAYKIMja MUjeJIOMIHUX cynpecopHux henmja

MHH cy rajene ca MCh na 6u ce ucnurao »ux0B yTuiiaj Ha Moaynanujy MCyh tokom
3 nana. Kao xontponne henuje ciyxuine cy MHR koje cy rajeHe y craHaapIHOM MeIUjyMy
TOKOM HcToT nepuonia. HakoH rajema, henuje cy aHanm3upane Ha €KCIIPECH)y MTOBPITUHCKIX
mapkepa 3a MCyh Tako mto cy nnkyoupanu 30 munyra Ha 4°C y mpaky ca 4ul antu-CD33,
antu-HLA DR, antu-CD14 u antu-CD15 antutena (Tadesa 1.). 1o 3aBpuieHoj nHKyOanuju
henmuje cy ompane ox Bumka anturena PBS-om u dukcupane 2% dopMangexumaomMm a moToMm

AHAJIIU3UPAHE TPOTOYHOM I_II/ITOMeTpI/Ij OM.

3.2.16. Anaau3za ¢pudpo3e

Ha ou ce yrBpauo yrunaj TGF-B1 na ucnossenoct npodudbpornynor ¢genoruna, KC
MCHh cy tperupane TGF-B1 (Tabemna 1.) y pactyhum konnenrpanujama (2,5, 5 u 10 ng/ml)
a TOTOM je WCIuUTaHa ekchpecuja ¢uopoomactHor oSMA wmapkepa (Tabena 1.)
umyHopayopecreHTHOM MeTofoM. Edexar XVY-C-MCh Ha npodubGpornunu deHotun je
ucnuTal HakoH KoTpetMana XY (200uM) u TGF-B1 (5 ng/ml) Ha ocHoBY ekcripecuje aSMA

Mapkepa. ImyHoduryopeciieHTHO 00jere BPILIEHO je Kao IITO je OMUCAaHOo Y ofesbKy 3.2.3.3.

3.2.17. CrarucTH4Ka aHAJIU3a

CBu pe3ynTaTu Cy NMpeACTaBJbEHH Y BUIY ClMKa, rpadMKoHa U Tabena. 3a oOpany u

rpaduuKy npe3eHTanujy nojgaraka kopuuthenu cy craructuuku nporpamu SPSS (Statistical
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Package for the Social Sciences for Windows, SPSS Inc. USA) u GraphPad Prism (San Diego,
Kalifornija, USA).

ExcriepuMeHTH Cy TOHOBJBCHH HajMabe 3 MyTa W PE3YJITaTH Cy MPHKa3aHH Kao CPEIbe
BPEIHOCTH +/- cTaHAapJHa Tpelika cpenme BpenHocTH. CraTucTudka oOpaja pesynrarta
BplIeHa je TpuMeHOM mapaMeTpujckux (CTyIeHTOB T-TECT M jeAHO(AKTOpCKa aHayM3a
Bapujance (one way ANOVA) u nemapamerpujckux (Mann Whitney) tecroBa. CBu

CTaTUCTHYKU TECTOBH Cy TOCMaTpaHU Ha HUBOY 3Ha4ajHOCTH HynTe xunoresze P<0,05.
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4. PE3VJIITATHU

4.1. KAPAKTEPUCTUKE ME3EHXNMAJIHUX CTPOMAJIHUX REJINJA

4.1.1. MopdoJioruja me3eHXMMAJHUX CTPpOMaTHUX hesnja U cmoco0HOCT aaxepupama
3a IJIACTUKY

Mopdomnomnixe kapakrepuctuke MCh n3onoBanux u3 nepudepHe KpBU U KOCTHE CPIKH
npoy4yaBane cy mnomohy HHBEp3HOT (Pa3HO-KOHTPACTHOT MHKPOCKONA TOKOM Tajema Y
henmujckoj KynTypu. Y NpBUM JJaHUMa HAKOH U30JIalnje, TpuMeheHe Cy KOJIOHH]E XeTePOreHOT
u3riena, Koje cy mopei Ayraykux, BPeTeHAcTHUX henuja 4BpCTO aJXepHpaHUX 3a IMOJUIOTY,
YUHWIE W HEWITO Mame henmuje MONMMroHaJHOT H3Iieda, ciaaduje amxepeHTHocTu. Hakon
JIBOHEIEJHHOT KyJITHBHCAmka henuja, BEhMHCKY MOIyaujy cy YNHIIIE Tyradke ¥ BPeTeHACTe,
anxepeatne MCh ¢ubpobnactae Mopdosoruje, A0K je momynanija ciabuje aaxepeHTHUX
nojuroHanHux henmuja peaykoBaHa ucnupameM U mpoMeHoM Meaujyma. Oxo 20. naHa rajema
henuja, kononuje MCH cy usrienaie XoMoreHo u joctusaie cy cynkondiayentaoct (80-90%
ucnymeHocTy mnopinHe ¢nacka) (Cauka 9. A m B), Te cy Hajgase OJIeNJbUBAaHE U
nacaxxupane. hemuje cy onmpkaBaHe y KyaTypw Ao 12. macaxke, 0 Koje Cy 3aJpkaBae

yHu(popMaH u3rien u GpudpodracTHy MOpOIOTH]Y.

A — b

Camka 9. Mopdosrornja MCh. Mopodornomike kapakrepuctuke MCh n3onoBanux u3 nepudepne
KpBU A) U KOCTHE Cpku B) HakoH 3. macake. AHATM3UPAHO HHBEPTHOM CBETJIOCHOM MHUKPOCKOIIH)jOM
(yBenmmuame 10x).
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4.1.2. ludepeHnujaniony NOTEHIHjal Me3eHXHMAJTHUX cTpoMaHuX heanja

CnocoOHoct mudepeHnyjaldje y pa3iuuute heiaujcke J103e jeaHa je Of TIaBHUX
kapakrepuctuka MCH. Panu ananmuse muxoBor nudepeHnujanrHor norenuujaia, MCh cy
rajene TokoMm 14 nana 3a ocreoreny u 21 gan 3a aaunoreHy AudepeHuujaujy y IpucycTBy u
oJCcycTBY cneuupuuHux menujyma 3a audepenumjauujy (Camka 10.). Ilo 3aBpiieHoj
kyntuBaiju [TIK-MCH u KC-MCHh, Oil Red O 6ojemem, kojum cy 60jere yHyTaphenujcke
JTUTNUJIHE Karu, yTBpheHa je cnocobHocT nudepenmnujamnmje opux henuja y agunonure. [Topen
tora, [IK-MCHh u KC-MCHh cy ce mudepennupane u y ocreodrnacre, ITO je JOKa3aHO
nerekuujoM muxoBe aktuBHocTH Alizarin Red S Gojemem, kojuM cy OojeHn Banhenmujckux

KaJILIM] YMCKH JETIO3UTH.

IIK MCh KC MCh

CTAHJIAPJHU MEJUIVM 3A
JVSEPEHITUIAITATY

Oil Red O

"-'4"

T W o) A
& oS R

Alizarin Red S

Cauka 10. Axunorena u ocreorena nudepennujauuja MCHh. IIK-MCh u KC-MCH cy rajene
y CTaHAApAHUM WU AU(EpeHINjalluOHIM MEINjyMUMa paad yTBphHBama aAuloreHor U 0CTEOreHor
JmudepeHnyjaHor noTeHnrjana. EdukacHoct mudepennyjanmje je nporemena Hha3Ho-KOHTPACTHOM
mukpockonujom, a HakoH Oil Red O Gojema kojuma cy 6ojene nunuaHe karnu win Alizarin Red S
0ojema KojuMa cy OojeHu jeron Kanujyma (yBenmdame 40x).
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4.1.3. UmyHodenoTunn3amnuja

Pagu notBpae wmeszenxumanne npupoae KC MCh u IIK MCH, nporounom

UTOMETPHUjOM je aHaM3UpaHa eKCIIpecrja MOBPUIMHCKUX aHTHICHAa KApaKTEPUCTHYHHX 3a

MCHh (CD44, CD90 u CD73) u oacycTBo ekcmpecuje JeykonuTHux aHturena (CD45 u
CD11b). Bumie on 96% ananuzupanux [TIK MCh je 6uno nosutusHo Ha CD44, CD90 u CD73,

JoK je Mamwe o 5% henuja 6mino nosutuBHO Ha CD45 u CD11b (Cauka 11. A). Cniuunu

pesynratu cy nobujenu u ca KC MCHh (Cauka 11. B) xox kojux je Bumie ox 95% henuja

excnpumupano CD44, CD90 u CD73, a mamwe ox 10% CD45 u CD11b.
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Ciauxka 11. Umynopenorun MCHh. TTIK MCh A) u KC MCh B) cy ananusupane Ha MpUCYCTBO
meseaxuManHux (CD44, CD90 u CD73) (po3e xucTorpam) U JEYKOIUTHUX IMOBPIIMHCKAX aHTHUTEHA

(CD11b u CD45) (m1aBu XucTorpam) IMPOTOYHOM IUTOMETpUjoM. Y mopehemy ca H30THIICKOM

KOHTPOJIOM (3€JIEHU XUCTOTPaMm).



4.2. EOEKTU U MEXAHU3MMU JEJTOBABA XU/IPOKCUYPEE HA
ME3EHXNUMAJIHE CTPOMAJIHE REJINJE

4.2.1. YTuuaj xuapoxkcuypee Ha Mop(}oJio1iKe KApaKTePUCTHKE Me3eHXUMAJTHUX
crpomajiHux heamja

KC-MCHh cy nocimyxuiie ka0 MOJEN 3a MCIUTHBaWke yTHuaja XY Ha MOpQoIomKe
ocobune MCHh. henuje cy Tpetupane XV y koHueHTpaunju og 200uM Tokom 3 nana. dazHo-
KOHTPAaCTHOM MHKPOCKOINMjOM aHajuu3upaHa je Mopdonoruja XY TpeTHpaHUX U
Herperupanux henmja. TpeTmad je 10Beo 10 cMamema YKynmHor Opoja henwja a youeHe cy u
npoMeHne y Mop(hoJioruju u pacrnopeny hemuja, oJl KapaKTEPUCTHYHOT TAHKOT U BPETEHACTOT
obnuka MCh koje cy ¢popmupaine yHupopmHe KojoHuje, ka henujama ca BehoM KOJIMUYUHOM

LUTOIUIA3ME U HenpaBUIIHUM pacnopeaoM (Canka 12.).

Cauka 12. Yruuaj XY na mopdoaorujy MCh. Mopdornorike kKapakTepucTHKe HETPETHPAHUX
A) n XY tperupanux (200uM, 3 nana) KC MCH b). Crpenunama cy HazHaueHe U3MemeHe hemnmje.
JlerekToBaHO ()a3HO-KOHTPACTHOM MUKPOCKOMHjoM (yBenndame 20X).

4.2.2. T'enoTokcn4yHM edeKkaT XHIPOKCHYpee HA Me3eHXMMalHe cTpomaJiHe heauje

Ha 6u ce ycranoBwio aa i XY aosoau 10 JJHK omrehema, [IK-MCh cy Tpetupane
200uM XV TokoM 3 W 6 JaHa a MOTOM je HMMYHO(MIYOPECIEHTHOM MHKPOCKOITHjOM
aHanu3upaHa excrpecuja ¢Gochopunucane mzopopme xucrtona H2AX (YH2AX), mapkepa
neoctpykor npekuaa JJHK. Hakon tpermana XV y o6a BpeMeHcKka HHTEpBaia, pEruCTPOBAHO
je craructuuku 3HauvajHo moBehane excmpecwje YH2AX (Camka 13. A u B). Takobe,
npumehero je GopMupame MUKpOHYKJIeyca y Oau3uHu Benukux henmujckux jeaapa (Cimka

13. B), KOju npeicTaBsbajy XpOMO30MCKe ()parMeHTe UM YUTaBE XPOMO30ME 3a0CTalle HAKOH
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neobe henmuja ca xpomo3oMckuM omrehemnma. OBU pe3ysTaTy Cyrepuiry aa je epekar XY Ha

MCh resoTokcryag.
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Camka 13. XY-unaykoBanu reHorokcudnu epexatr Ha MCHh. A) NmyHodayopecueHTHa
ananm3a ekcrpecuje YH2AX (3eneno) nakon termana [IK-MCh 200uM XV Tokom 3 u 6 nana. Jenpa
cy nerekroBana DAPI Gojemem (mnaBo) (yBenmuame 100X, ckama 20pum). B) Cry6uhu nokasyjy
nponieHat YH2AX nmo3utuBHUX henuja y ekcriepuMeHTaIHUM YCIIOBHMa HaBeJeHUM y A. Pesynratu
MpeCTaBbajy Cpelmbe BpelHOCTH 3 He3aBHcHA ekcrniepuMeHTa = SEM (**p < 0,01 y mopehemy ca
HeTpeTupanuM henujama). B) [lerekuunja mukponykieyca HakoH TpetMmaHa [IK-MCH kao mTo je
HaBeneHO y A. MuUKpOHYKIEyCH cy obenexenu crpenuiiama (yBenudame 40x, ckama 50um).
[pukasane cy penpeseHratuBHe GpoTtorpaduje 3 He3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

4.2.3. YTHUaj XuApPOKCcHYypee HA BUjAa0OMITHOCT Me3eHXUMAJIHUX CTPOMAJTHHUX
heauja

VY mwpy ucnutuBawa nurorokcnuyHoctu XY, [IK-MCHh cy uznoxkeHe pa3induTuM
KOHIIeHTpalnMjamMa oBor areHca (25, 50, 100, 200, 400 u 600uM) TOKOM pa3TUIUTOT
BpeMeHckor niepuoaa (1, 3 u 6 nana). [lo ucreky makybanronor nepuosa, BujadbriHocT [1K-

MCHhH je anammsupana MTT Tecrtom. Pesynratu ykazyjy Ha J03HO-3aBUCHO CMambCHE
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BHjabmHOCTH henmuja HakoH 3. m 6. maHa XY TpeTMaHa, JOK jJeTHOJAHEBHU TPETMaH HHje
3Ha4ajHO yTumao Ha BujabmiHocT henmja (Cauka 14. A). TpomneBHm TpetmaH XY y
KoHUeHTpauuju o1 100uM je cmamuo BujabmitHOCT 3a 25%, a y koHueHTpauuju oa 600uM 3a
33% y nopehemy ca HeTpetupannm henujama. TpeTrman y Tpajamy o1 6 JaHA je ©Mao CIIMYaH,
JI03HO 3aBUCHU edekar Te je KoHneHTpanuja XY ox 100uM peaykoBana mposudepanujy 3a

37%, a 600uM 3a 42% (Cauxa 14. A).

Ha nctu nHaumn ucnutuBaH je edekar pactyhmx konuentpamuja XY na KC-MCh
TOKOM TpoJHeBHOT TpeTMaHa. Tperman XY y kornentpanuju ox 200, 400 u 600uM je noeo

710 CTAaTUCTHYKH 3Ha4YajHOT cMamema nposudepanuje KC-MCh (Ciuka 14. B).
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Cauka 14. Edexar XY na npomudpepannjy MCh. A) MTT tect Bujadunnoctu IIK-MCh
HaKOH TpeTMaHa pacTyhiuM KoHIeHTpanujama xuapokcuypee (25uM, 50uM, 100uM, 200uM, 400uM
u 600uM) tokom | nmana (miaBa JuHHUja), 3 naHa (JbyOWuacrta JHHHja) U 6 naHa (3e/eHa JuHUja). A)
MTT Ttect BujabmnHoctn KC-MCH HakoH Tpetrmana XY (25uM, 50uM,100uM, 200puM, 400puM un
600uM) 3 nana (wiaBa JiMHUWja). PesynraTu mnpencraBibajy Cpellibe BPEIHOCTH 3 HE3aBHCHA

excriepuMenTa = SEM. CraTrcTrdka 3Ha4ajHOCT Y OJTHOCY Ha HeTpeTupane henuje qooujeHa t rectom:
*p <0,05 u **p < 0,01.

Hanmamme je y excrmepumentuma kopumheHa 200uM konmentpamuja XY, Koja
Mpe/icTaB/ba KOHIICHTPAIMjy OBOT areHca y KpBH TMAaljeHaTa HAaKOH OpallHE TeparujcKe
npumene (Marusyk u cap., 2007). [lopen Tora mToO je OBa KOHIIEHTpaIHja TEPAIHjCKH

3HauyajHa, oHa UMa uurocrarcku edpexkatr Ha MChH anu HUje HIMTOTOKCUYHA.
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4.2.4. YTnnaj xugpoxkcuypee Ha helujckyu MUKIIYC M aNIONTO3y Me3eHXHMAJTHHUX
crpoMasiHux heauja

VY cnenehem kopaky ucnutas je yrunaj XY Ha pacrnozeny henuja o ¢azama hemujckor
[UKJITyca MPOTOYHOM IIMTOMETPHJOM a HAKOH Oojera MPONUAMjYM JOIUIOM. 3a aHAIHU3Y
hemmjckor mukiyca IIK-MCHh cy Ttpetnpane pasnmuuutuM KoHueHTpamujama XY (100uM,
200puM u 400uM) Toxom 3 nana, kao u XV y koHueHTpanuju o 200uM y Tpajamy o 6 naHa.
Tponuesau Tperman [IK-MCh XV y konnentparuju og 100uM noBeo je mo nmosehama 6poja
hemuja y S ¢a3u anmu To moBehame HUje OWIIO CTATUCTHYKHM 3HA4ajHO. TpermMaH Behum
koHIeHTpanrjama XY (200uM u 400uM) y Tpajamy ox 3 maHa je JOBEO JO CTATHCTUYKH
3HavajHOr moBehama Opoja henuja y S dasu, nok je 6poj hemuja y Go/G1 u G2/M dasu 6uo
3HAa4YajHO MamM y oJHOCY Ha KoHTponHe hemmje. [Ipoxyxenn Tperman 200uM XV Tokom 6
JaHa JI0BEO je 70 3acToja hemujckor mukiyca y S (a3 Ha pauyH 3Ha4ajHOT CMamema Opoja
henuja y GO/G1 u G2/M ¢a3u y nmopehery ca KOHTPOIIHOM TPYIIOM, ajlk HUje OWII0 3HaYajHE

pasiiuKe y 0JIHOCY Ha TPOJHEBHHU TPETMaH UCTOM KoHIeHTpanujoM (Caunka 15.).
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Cauka 15. Edexar XY na heaujcku nukiayc [IK-MCHR. Ananusa hemujckor muknyca TTK-
MCHh HakoH Tpermana XY (100uM, 200uM u 400uM) 3 nana u 200uM XV 6 nmana u Oojerma
nponuanjyM jomuaom. A) Ctyouhin npenacraBsbajy nporeHar henuja y paznuuntum ¢asama henmjckor
uKyca, nupsenu cy hemmje y GO/G1, mpadupanu y S, a wiasu y G2/M dasu. b) PenpesenraruBau
XUCTOrpaMHu KOju Mokasyjy ¢ase henujckor mukiyca Ha ocHoBy caapxkaja JIHK. a, 6, B, r u &
NpeJICTaBIbajy eKCIIEPUMEHTAIIHE YCIIOBE HaBeeHe Y A. Pe3yiraTu npecTaBibajy Cpemhe BPeIHOCTH
3 neszaBucHa excrniepumenta + SEM. CrarucThuka 3Ha4ajHOCT y OJHOCY Ha HeTpeTHpaHe hemmje
nobujena t rectom: *p <0,05 u **p < 0,01.

Bpomo-neokcnypuans je Hykiaeo3ugHu aHanor koju ce y IHK yrpabyje Tokom S ¢asze.
OgBa aHanM3a /103B0JbaBa Jia ce uaeHTuduKyje u kBautugukyje 3actoj y JJHK cunresu, xao u
y koM meny S ¢dasze ce 3acroj aemasa (Capella u cap., 2011). Kako je ekcmepuMeHT ca
MIPOIMIM)yM JOAMIOM TI0Ka3a0 Jia TpeTMaH ca XY 1oBoau Ao nosehama 6poja henuja y S dpasu
henujckor ukiTyca, JKexeau cMo JIa YTBPIMMO Ja JIH je TO oBehame pe3ynTar 3acToja y paHoj
i kacHoj S ¢aszu. Crora cy XV tperupane (200uM XV 3 u 6 nana) u Herpetupane henuje
o0enexxeHe Opomo-neokcnypuanaoM. Hakon Tora henmje cy 0ojeHe aHTUTEIOM crielUpUIHUM
32 OpPOMO-IICOKCHYPUANH U TPOTHIN]YM JOAUIOM W aHAJTH3UpPaHe MPOTOYHUM IIUTOMETPOM.
ITponenar nerperupanux MCHh y G1 ¢asu je usnocuo 48.4%, y panoj S ¢dazu 14.33%, y
KacHO] S dazu 24.45% n 'y G2 daszu 9.64%. Ca npyre crpane HakoH TpetMaHa XY 3 naHa y
G1 dasm je omno 10.1% hemumja, y panoj S dpazu 81.1%, y kacHoj S dazum 0.22% a 'y G2 daszu
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1.1%, a cnuvHU pe3yntaTH Cy MOOMjeHM M HAKOH miectogHeBHOr TpermaHa (Cauka 16.).
Pesynratu ynyhyjy na XV noBoau no 6mokane henujckor nuknyca 'y S gasu y3 aykymynamujy

MCH y paHnoj S ¢a3u u cMameme Jajke nporpecuje nukiryca ka G2 dasu.

K XY 34 XY 6

WG0/G1 OS @G2/M

Bpoj
Bpoj
Bpoj

X Pana § Kacxa §
10’ dasza % (= dasza %
10’ SEM) (+SEM)

Late S K 1433 24.45
0.00% (4.1) 33)

e XY 3 8118 | 022(21"
g8 27

Brdu
BrdU

Xyen 79.41 0.0
(3.6) (1.49)

Pl Pl

Cauka 16. XY y3poxonan 3actoj [IK-MCHh y S ¢a3u heaujckor nukiayca. [Iporournom
nuToMeTpujoM aHamzupane ¢y Herperupane [IK-MCh (K), henuje Tperupane XY 200uM 3 nana (XV
3n) u 6 nana (XY 61) a HakoH Oojera OpomaeokcuypuauaoM (BrdU) u nponuaujym joaumom (PI). A)
XucTorpaMu MpeIcTaBibajy pactnopes henuja y pazmumuntum dazama henujckor muxiryca. b) [Iponenar
henuja y panoj (JbyOMYacTH KBajipaT) ¥ KacHo]j (TutaBu KBaapar) S ¢asu hienujckor nmukiyca Ha OCHOBY
BrdU u PI nmosutuBHOCTH. Tperman XY noBonu no akymynaundje henuja y panHoj S dasu henujckor
nukiyca. Pesynratu npencrasipajy cpefmbe BpeHoCTH 3 He3aBuCcHa ekcriepuMenTa = SEM (**p < 0,01
y nopehemy ca HeTpeTupanuM henujama)

Takxohe cy u KC-MCHh nokazane XY y3pokoBano mosehame Opoja henmuja y S dasu
henumjckor nukiIyca Ha pauyH cMamerma Opoja hemmja y Go/Gi dasu a HAKOH TPOJAHEBHOT
teptMana 200uM XV (Camka 17. A). C o03upom na je MTT nokazao cMameHy BUjaOUITHOCT
henuja, a ananu3a henujckor IUKIIyca je Mokaszaia 3acToj y helujcKkoM IUKITyCy, Haaasbe je
aHAJIM3MPaHO Ja JIU Cy OBE NMPOMEHEe y3pokoBaHe noBehameM Opoja amonToTuyHuX hemnuja
HakoH XY TperMana (200uM XV 3 nana). Pano anonrotuune henuje cy aHekCuH V MO3UTUBHE
henmje, a KacHO amMONTOTHYHE WJIM PaHO HEKPOTHYHE henuje Cy JABOCTPYKO TO3HTHUBHE Ha
aHekcuH V u nponuaujym joaun. Mako ce HakoH XY TpeTMaHa, aHEKCUH V/IIPONIUIN)yM jOTUA

ecejeM peructpyje Omaru Tpena nosehama kako paHo anonToTuyHuX (ca 5.2% Ha 7.3%) Tako
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u kacHo anontoruyHux MCHh (ca 1.9% Hna 3.9%), To noBehawe Huje OMIO CTATHUCTUYKU

3navajuo (Cauka 17. B).
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Cauka 17. Edexar XY na heanjcku mukiayc n Bujaduianoctr KC-MCh. KC-MCHh cy
teprupane XY (200uM) 3 nana a HOTOM je MPOTOYHOM IIUTOMETPHUjOM aHaTH3UpaH helujCKH UKITYC
u BujabmuiHoCT henuja HakoH Oojema mpormuaujyM jogunom (PI) u anekcuunom V. A) Xwucrorpamu
nokasyjy ¢ase henujckor nukinyca Ha ocHOBY caapxkaja JIHK, a cTyOouhu mokasyjy mporeHTyaiHy
3acTynmbeHocT henuja no ¢azama henujckor nukinyca. XY goBoau 10 3HauajHor nosehama henmja 'y S
¢a3u. b) Ananu3a BHjaOMIIHOCTH U MIPOIEHTA aloNTOTHYHUX heluja HUje ToKasana pa3iuky uzMelhy
XY TpermpaHux W HerpetupaHux henuja. B-sujaOwinne henmje; PA-pana amonrosza; KA-kacha
aronito3a. Pe3ynratu mpencraBibajy Cpedme BPEJHOCTH 3 He3aBUCHA ekcrmepumeHta + SEM.
CrarucTruka 3Ha4ajHOCT Y OJHOCY Ha HeTpeTupaHe henuje nodujena t recrom: *p <0,05 u **p < 0,01.

4.2.5. AHanu3a XUIPOKCHYPEOM HHIYKOBaHe CeHeCHeHIje Me3eHXUMAJTHHUX
crpomajiHux heiamja

Crabunan 3actoj y henujckomM mukiIycy koju Huje npaheH mnosehamem y Opojy
aroNTOTHYHUX henuja BOAM Yy CEHECUEHIH]y, CTamke KapaKTepHCAaHO CIeUUu(PUIHUM
Mopdonomkum u metabonnukuM npomeHama. [IK-MCHh cy tpetupane XV y KoHIIeHTpaluju

on 200uM tokom 12 catu, 1, 2, 3 wim 6 gaHa a MOTOM j€ CEHECLEHIWja aHaTU3upaHa
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rmocMaTpameM mpoMeHa y Mopdosioriju hemuja HakKOH KPUCTal BHOJET 00jeHma, aHAIU30M
eKcIIpecHje MapKepa ceHeclieHIuje P-ranakosuaase, pl16™4 u p21¢™! Hakon 3. u 6. nana
TpeTrMaHa, XY je nmoBena 0 MOp(]oJIOmKuX MpoMeHa Koje ¢y ce MaHudecToBaie Kao yBehame
u 3apaBmee henmuja (Cauka 18., npBu pexn). Takohe, B-ranako3nmasza nosutuBHe henwmje cy
Owsie youbHMBE HAKOH 3. JJaHa TPETMaHa, a lUXOB Opoj je 3HauajHO moBehaH HAKOH 6. JaHa
tpermana (Camka 18., npyru pen). AHanm3a eKCIpecHje WHXUOUTOpA IUKIMH 3aBHUCHUX

kunaza p21¢P!

je mokazaia na MCh noka3syjy cmaly excripecujy ox 3. nana rpermana (Canka
18., Tpehu per). AHATM3UPAH je jOII jeilaH MHXHOUTOP IUKIIMH 3aBUCHNX KMHAa3a, P16 xoju
j€ ToKa3ao 1mojadyaHy eKCIPECHjy HAKOH j€THOJTHEBHOT TPEeTMaHa, a Opoj MO3WTUBHKX hemnuja
ce nosehaBao ca mponyxeweM TpermaHa (Caumka 18., yerBptu pen). [a Ou ce yrBpauna
crabunHoct ceHecrieHTHOT perotuna, [IK-MCh cy HakOH TPOJTHEBHOT TPETMaHA OCTaBJbEHE
0e3 TpeTMaHa y cTaHgapAHoM Meaujymy jomr 3 nana (Camka 18., 3+3), a morom cy
aHAIM3MpaHu MapkepH ceHecrenumje. Excrpecwja p21¢™! je 6uma nerexrabmmma maxo

CMameHa, 0K ¢y B-razakosuaasa u pl6™* Guim excrpuMMUpaHH M HAKOH IITO Cy TPH JaHA

rajeHe 0e3 TpeTMaHa, IITO YKa3yje Ha CTAOMIIHOCT MPOMEHa.
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Cauka 18. X¥Y-unaykoBana cenecuenumnja [IK-MCHh. A) I[TK-MCHh cy tpetupane 200uM XY
y Ha3HaYeHUM BPEMEHCKMM HMHTEpBaJIMMa, a TOTOM je aHanu3upana mopdornoruja henmja, HakoH
0ojema kpucrtan BuoseroM (eur. cristal violet, CV) (Jby0nyacTto), HHBEpTHOM MHUKPOCKOITH]jOM (IIPBU
pen) u B-ranakTo3uIHa aKTUBHOCT (3€JIEHO) XUCTOXEMH]CKHM 0ojemeM (Ipyru pex). Ypenuuame 20X,
ckana S0um. UmyHodmyopeciieHTHIM 00jermheM aHalM3UpaHa je eKCIpecHja p16ink4 (3eneno) (tpehn
pen) u p21CIPl (3eneHo) (ueTBpTH pen), yBenndame 20X, ckana 100um. b) CryOuhu npencrasssajy 6poj
CEHECIICHTHHX, [3-TallakTo3WAa3a MO3WTHBHUX henwja, HakoH TperMmaHa 200uM XV y HaBeieHUM
BPEMEHCKUM HHTEepBAIMMa. Pe3yiTaT npelcTaBibajy cpeimhe BPeIHOCTH 3 He3aBUCHA EKCIIEpUMEHTA
+ SEM (**p < 0,01 y nopehemwy ca HeTpeTrpannuM henujama)
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Kpantuuxamuja p16™ nosutusaux KC-MHR notsauna je ga Tperman XY (200uM,

3 nmana) goBomu o TosehaHe ekcrpecuje ceHeCEHTHOr Mapkepa pl6nkde

y OJHOCY Ha
merpetupade hemuje (Ciamxa 19. A). Kao HeraruBHa W TIO3MTHBHA KOHTPOJA 3a
HUMyHO(IyopeciieHTHO Gojere P16™K4 cy ananusupane u henujcke THHMje KapLIUHOMA HOjKE
MCF7-p16™* nepumujentna 1 MDA-MB-231-koja excipumupa pl6™42, Ca gpyre crpane
XY tperupane KC-MChH cy Takohe cmabo excnpumupane p21¢™l mro je morspheno
UMYHO(ITYOPECIEHTHOM aHAJIM30M, a Kao MO3MTHMBHA KOHTpOJIA Cy aHanu3upaHe u hemnwmje
tpetupane nqokcopyourmaom (100nM) (Cauxka 19. B). [To3Hato je aa je noBehana ekcrpecuja
[-ramako3umaze moBe3aHa ca moBehameM Opoja W BenmWYMHE YHyTaphenwjcKux opraHena
mu3o3oma (Gorgoulis u cap., 2019). Ananu3za npucyctBa AVO HakoH akpuAHH OpaHk 0ojema,

mokasaia je moBehan Opoj oBHX opraHena HakoH jaBogHeBHOr TpetmMaHa KC-MCHh XV koju

KOMHIIMIMpa ca moBehameM excrpecuje B-ramakrosugase (Cauka 19. B).
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Cinka 19. XY-unaykoBana ceHecueniuja KC-MCHR. Ksantudukanuja pl6™4 nosurnsanx
KC-MCHh serperupanux wiu tpetupanux 200uM XV 3 nana. Kao HeraTuBHa U MO3UTUBHA KOHTPOJA
anamusupane cy MCF7 u MDA-MB-23 1henuje. Cty6uhu npejctapibajy npouenat pl6™* mosurusux
henunja. B) Anamusa excrpecuje p21¢'™! (seneno) y3 mosutusHy kontpoiny (KC-MCH Tperupane
nokcopyourmmaom (JJOKCO), 100nM, 3 nana). Yeemmuame 20x, ckama 100um. B) WuBepTHOM
MHUKPOCKOITMjOM aHAJIM3UpaHa je [B-TaJlakTo3WJHa aKTUBHOCT (3€JIEHO) XHCTOXEMHjCKUM 00jeHheM.
Venmuuame 20X, ckaina 80um. Ananusupad je u 6poj AVO (enr. acidic vesicular organelle) nakon
nsogueBHor TpetMaHa KC-MCh XY akpuaun opanx OojemeM (HapaHyacTo). YBenuyame 20X, ckana
100pum. Pe3ynraTu mpenctaBibajy Cpenbe BpeIHOCTH 3 He3aBHCHA ekcriepuMenTa = SEM (**p < 0,01
y nopehemy ca HeTpeTupanum henmjama)

4.2.6. Mosieky/JJapHM MEXaHU3MH YK/bY4YeHH Y XHIPOKCHYPEOM HHAYKOBaHY
CeHeCLeHIUjy Me3eHXMMAJHUX cTpoMaanux heauja

Nuxubunuja henujcke mposudepanyje Moxke HAcTaTH Kao IOCIEAHIA JelI0Bamba
eKCTpanenyJapHuX WIM WHTpaleTyJapHUX CHUTHaJa KOJH JOBOJE J0 3acToja y hemujckom
nukinycy u cenecuernnuje (Pennycook u cap., 2020). la 6ucmo ucnuranu epexkatr XY Ha
aKTUBalHW]y pa3nuuutux curaiaux nyresa y MCh, [IK-MCHh cy tpetupane XV (200uM) y

BPEMEHCKOM MHTepBaiy 1o 72 cata (4h, 6h, 24h, 48h, 72h) a motom je anHanu3upaHa
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excripecrja ykynHux u pochopunucanux popmu ensuma mTOR, ERK1/2, p38 u STAT3, kao

u exkcrpecuja JAK].

OBaj TpeTMaH je J0BeO 10 cMmamema y Qochopmnanuju u axtuBanuju mTOR
MpoTenHa, a edekar je Ouo u3pakeHUuju mMTO je nHKyOanuja Ouna myxa (48-72 cara) (Cauka
20. A). Unxubunuja nponudeparusHor mTOR curnamHor myra je masbe morBpheHa XY

tperManoM (200uM, 3 nana) KC-MCHh u HSS, henujcke nunuje crpomannux henvja KocTHe

cpxu (Cauka 20. b u II).
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Cauka 20. XY mnocpenosana muxuOunuja mTOR axruBammje y MCHR. Ananmza
dbochopunarmje mTOR nporenna Western blot meromom Hakon Tpermana A) I[TIK-MChH XV (200uM)
y Ha3HaueHUM BpeMeHckuM nepuoauma, KC-MCh b) u HSS B) nakon tpetmana XV (200uM, 3 nana)
CryOuhu ucroJ ciuka roka3syjy pejaTuBHE IEH3UTOMETPH]CKE BPEIHOCTH JOOMjEHOT CUrHaia. AKTHH
je xopumheH Kao KOHTpOJIa 3a KOJIMYHMHY NpoTenHa. llpukazaHu cy penpe3eHTaTUBHHU TEJIOBH,
MOJIEKYJICKEe MPOTEHHCKe Mace Cy m3pakeHe y kDa. Pesynratu npencraBibajy cpeame BpegIHOCTH 3
He3aBUcHa ekcriepuMenTa £ SEM (¥*p < 0,01 y nmopehemy ca HerperupanuM henmjama)

Kako OucMo ucnurtanu na nu je cMmameme aktuBanvje mTOR curHamHor myra
TO0BOJHHO N1a mHAYKYje ceHecuiennnjy KC-MCHh, henuje cmo tpetuparn mTOR naxubuTopom

(EBeponumyc) y konnentpauuju oa 100 nM u Tpajamy o 3 AaHa U MOCMaTpPaId €CKIIPECH]Y
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B-ranakro3unaze. Maxubunuja mTOR curnamHor myra Huje 10oBefa 1M0jaBe CEHECIIEHTHUX [3-
ranakTosuaasa no3utuBHuX KC-MCh (Cimmka 21.) mro ykasyje Ha Yni-CHHITY 1a HHXHOUIH]a

mTOR curnamHor nmyTa HUje 10BOJbHA Ja n3azoe XY-C-MCHh.

3% (+2) 71% (+6) 4.5 (+4)

XY - + -

EBE - B +

Cimka 21. mTOR curnaanu myt y X¥Y-C-MCh. KC-MCHh cy tpetupatre XV (200uM, 3 naHa)
i mTOR unaxubutopom Eseponmmmycom (EBE) (100nm, 3 nmana) a moTom je aHamu3upaHa [3-
raJlakTO3UIHa aKTUBHOCT (3€JICHO) XMCTOXEMU|CKUM O0jemeM. YBenuyame 20x, ckama SOum.

Ca gpyre ctpaHe, TpOJHEBHH TpeTMaH XY HHUje y 3HA4ajHH]Oj MEepH MOAM(DHUKOBAO
dbocpopunanujy ERK 1/2 mporemna y KC-MCH, nok je oBaj TpeTMaH HpOy3pOKOBAO
penyknujy pocdopunammje p38 mporeuna, ynyhyjyhu na norennujanny ynory ERK/MAPK y
XV nocpenoBanoj naxuoduimju npoiudepanuje MCh (Cauka 22. A u B).

A b
KC-MCh KC-MCh
50kDa —“ PERK 37 kDo _’--- pp38
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S~ —— ERK L S . ——
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v [ - [+ ] E I

15 1.5
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K Xy K Xy
Cauka 22. Ytunaj XY sa ERK/MAPK y KC-MCHh. KC MCHh cy tperupane XY (200uM, 3
JaHa) a moToM je aHanmsupana pocopmianmja ERK A) u p38 b) nporenna Western blot meromgom.
CryOouhu wmcmosp ciuka MOKa3yjy pelaTHBHE JIEH3UTOMETPHjCKE BPEIHOCTH JOOMjEHOT CHTHaja.
[Ipukazanu cy penpe3eHTaTUBHH TeJOBU, MOJEKYJICKE MNpOTEMHCKe Mace cy uspaxkene y kDa.

Pesynratn mpezcraBipajy cpelme BpemHOCTH 3 He3aBucHa ekcrepuMeHta = SEM (*p <0,05 y
nopehemy ca HeTpeTupanuM henmjama; ns-06e3 CTaTUCTHYKE 3HAYAJHOCTH)

p-p38 HuBO

p-ERK HuBO

67



Ha oucmo ucnurtanu yruna] XY Ha JAK/STAT curnamau nyr, HSS hemuje cmo
tpetupanu 4, 6, 24, 48 wnm 72h ca 200uM XV a mOTOM CMO I€TEKTOBAIH €KCIIPECH]Y YKYITHOT
u ¢pochopumucanor STAT3 mporeuna Western blot metomom, mox cmo ekcrpecujy JAKI
aHanu3upanu HakoH 3 maHa XY Ttpermana ca 200uM XV. Tperman XV cMamyje eKCIpecHjy
aktuBHe pochopmmcane popme STAT3 nporenHa ca MakcUMamTHUM eeKToM HAKOH 2 u 3

nana Tpermana. Tperman XY peaykosao je excrnpecujy JAKL (Cauka 23. A u B).
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Camka 23. XY nocpenoBana unxudunuja JAK/STAT y MCR. A) Ananusa dpocdopraiimje
STAT3 curnansor myta Western blot merogom HakoH Tpetmana HSS5 XV (200uM) y HazHaueHUM
BpemeHckuM niepuoanma. b) Exciipecuja JAK1 curnansor nmyra Hakon Tpermana XY (200uM, 3 nana)
HS5 henuja ananmuzupano Western blot Mmeromom. AKTHH je kopuinfieH Ka0 KOHTPOJIa 38 KOJIUYHHY
nporenHa. [Ipukasanu Cy penpe3eHTaTUBHHU I'eJIOBH, MOJEKYJICKE IPOTEHHCKE Mace Cy HU3PaKeHEe Y
kDa.

OBu pe3ynTaTH Mokasyjy Aa TpetMad XY JI0BOJHU J0 3HA4YaJHOT CMambEeha aKTUBAlM]je

nponupepatuBHux mTOR, MAPK u JAK/STAT curHainHux myreBa, IITO je y CKIaay ca

MOKa3aHUM IUTOCTaTHYKUM epexkrtoM XY Ha MCHh.

4.2.7. Yaora ROS y xugpokcunypea HHIYKOBAHOj CeHeCHIEHIMjH Me3eHXUMATHUX
crpomaJHux hennja

[To3naro je na je henujcka ceHecleHIIM]ja yapyKeHa ca moBehaHuM yHyTapheianjcKum
uuBooMm ROS (Korovila I u cap., 2017). [la Gucmo yrBpawnmu aa i TpetMaH XY JOBOJIU 10
nosehama ROS, [IK-MCh cy tperupane ca 200uM 3 nana, a 3atum 60jene DCFDA arencom
koju ce y mnpucyctBy ROS xonBepryje y ¢ayopecuentnu DCF, Te je wuHTEeH3UTET

dbayopecnienmmje 6uo nuaukarop ynyraphemujckor ROS. Tperman XV [NIK-MCh goBoau 1o
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N03HO-3aBHCHOT moBehama yHyraphenujckor ROS (Camka 24. A). [Ipumeheno je na 200uM
XV noBogu o Tpoctpykor nmoBehama ROS y IIK-MChH HakoH jeTHOJHEBHOT TpeTMaHa, a

CIIMYHU PE3YJITAaTH Cy JOOHjCHH HAKOH TpeTMaHa y Tpajamy o1 2, 3 u 4 nana (Cauka 24. B).
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Cauxka 24. XY-unuaykoBad ROS y IIK-MCR. Ilnasa nunuja penpesenryje uuso ROS y TTK-
MCHh nakoHn Tpetmana XY y koHnenTpanuju of 100, 200 1 400uM Tokom 3 nana A) 1 HAKOH TpeTMaHa
200uM XY y tpajamy o 12 carty, 1, 2 win 4 nana b). PesyntaTu npencrasibajy cpelitbe BPeIHOCTH 3
He3aBHCcHa excniepuMenTa = SEM (*p < 0,05 u **p < 0,01 y nopehemy ca mHerperupanum henujama).

VY mwby yTBphuBama yjore paziMuMTHX MexaHu3ama reHepucama ROS y XV-C-
MCH, I1IK MCHh cy korpetupane 200uM XV u 100uM anonmaunom, naxudburopom NADPH
okcugaze (NOXs), umu 25nM NAC, cakymspauem ROS, Tokom 3 nana. Korpermanu XY u
ATIO nmn NAC unxubupanu cy XY HHIYKOBaHY €KCIIPECH]y CEHECLIEHTHHX Mapkepa [3-
rajakto3ujase u pl6 (Camka 25. A u b), o yka3zyje Ha 3HauajHy ynory ROS-a y unykuuju
cenecrennje. I[lo3naro je na je y akruBanuju NOX 1 u 3 3HauajHa ynora Racl mporenna
(Skonieczna M u cap, 2017), te cy XVY-C-IIK MCHh ko-tpetupane u Racl muxubutropom
NSC23766 (25uM) Tokom 3 nana. [TpucycTBO OBOT HHXHOHMTOpA HHjE YTHIIA0 HA CIOCOOHOCT
XV na uHaykyje excrpecujy [-ramakro3ugaze u pl6 mapkepa (Cauka 25. A u B), mro
nMiornupa jga reHepucame ROS y XVY-C-IIK MCHh nuje mocpenoBano Racl 3aBucHuUM

emsumuma NOX 1 u 3.
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Cauka 25. Yaora ROS y XY-C-IIK MCHh. A) I[IK-MCHh cy tperupane 200uM XV 3 nana
camocTainHO M y npucyctBy 100uM anmoumnuna (AIIO), 5nM NAC wmum 25uM Racl naxuburopa
NSC23766 (Raclu) pagu ananuse cenecuenuuje. Ko-tperman AIIO u NAC-oMm je naxubupao XV-
WHAYKOBaHYy eKCIpecHjy [-ramakro3uaase (3emneHo) (ropwmu pen) u plo mapkepa (3eneHo) (cpeamu
pen). Jeapa cy BuszyanuzoBana DAPI 6ojemem (mnaBo)(nowu pen). Ilpukasane cy penpeseHTaTuBHE
¢dororpaduje 3 He3aBHCHA EKCIEPHMEHTa AHAIM3UPAHO MMYHOXHCTOXEMHjCKOM (yBenmmuame 20X,
ckaia 40um) u umyHodyopectenTHOM (yBenn4damwe 20X, ckana 100um) merogonorujom. b) Cryoutin
MPUKa3yjy MpOIeHaT (-ranakTo3ujia3a MO3UTHBHHUX hienHja HAKOH HaBeJAGHUX TpeTMaHa. Pesynrtatu
MpeaCcTaBbajy Cpelbe BpelTHOCTH 3 He3aBHcHa ekcrniepuMeHTa = SEM (**p < 0,01 y nopehemy ca
HeTpeTHpaHuM henujama).

JlaJby eKCTIEpUMEHTH Cy CIPOBEICHU Ca IMJbEM HCIUTHBAMmA YJIOre OKCHIATHBHOT
ctpeca y XV nocpenoanoj naxuodbunuju nponudepanuje [IIK-MCHhH. V Ty cepxy IIK MCHh cy
korperupane AIIO y konuentpaumju onx 100uM mimm NAC 5nM a moTtom je mHUXOBa
nponudepanrja ucnurana MTT tectom. Muxubunuja npoaykuuje ROS npomohy AIIO nnu
NAC cnpeuaBa XV unaykoBany uuxubunujy nponudepanuje [IK-MCH, nok camoctamHu
tpermanu ca AIIO u NAC nucy yrunanu Ha npoiudeparujy [IK-MCHh (Canka 26.).
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Cauka 26. Edexkar AIIO nu NAC na npoaundepanujy XY-C-IIK MCh. MTT ananusa
npomudepanuje [IK-MCh tpetupanux XY (200uM) u ko-tperupanum AITO (100uM) u NAC (5nM)
TOoKOM 3 naHa. Pe3ynrtaTu ipeficTaBibajy Cpeli-e BpeTHOCTH 3 He3aBHcHA ekcniepuMmenTta + SEM (t tect
*p < 0,05 y nopehemy ca Herpetupanum henujama).

Amnanu3za henujcKor NUKIyca MPOTOYHOM ITUTOMETPHjOM HAKOH 0Ojerha MPOIMUAN]jyM
jomunoMm je nokasana na AITO y ko-tpermany ca XY nosehasa 6poj [IK-MCHh y Go/G1 da3u
70 HUBOA KOHTpOJIE U crpedaBa XY HMHIyKOBaHY akymynanujy hemwja y S dasu nukimyca
(Cauka 27. A u B). Korperman XV u NAC Takohe noBoau a0 nosehanor 6poja henuja y
Go/G1 u cmamenor Opoja henuja y S dasu y ognocy Ha XY TpeTMaH, Majia y HEIITO Mam0j

mepu Hero ATTO (Cimka 27. A u B).
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Cauka 27. E¢pexat AIIO u NAC Ha XY-unaykoBad 3actoj heaujckor nukiaycay S gpasu.
ITK-MC cy tpetupane XY (200uM), camocrtanHo uiu komouHoBano ca AITIO (100uM) u NAC (5nM)
3 maHa, a TIOTOM je aHaNM3UpaH NeNujCKH MHKIYC HAKOH MpOMHAujyM jomua Oojema. Ctyomhnm
MpeICTaB/bajy npoieHaT henuja y pasauuuTuM ¢aszama henujckor nukiyca, IpBeHU cy henuje y
GO0/G1, mpadupanu y S, a nasu y G2/M dazu. b) PenpeseHTaTHBHN XHCTOTpaMH KOjH MOKa3zyjy dase
henujckor nukiyca Ha ocHOBY cazipxaja JIHK. a, 0, B y r nmpenctaribajy eKCIEpUMEHTATHE YCIOBE
HaBeZieHe y A. Pesynratu mpencraBibajy Cpellbe BPEAHOCTH 3 He3aBUCHA ekcrepumenta = SEM.
CraTucTHYKa 3HA4YajHOCT y OJIHOCY Ha HeTpeTupane henuje nodujena t recrom: *p <0,05 u **p <0,01.

OBu pesynratu ynyhyjy Ha 3Hauajuy yimory ROS y XV-C-IIK MCHh u waXuOunuju
nponudepannje [IK-MCHh.

4.3. YTUIHAJ XUJAPOKCHUYPEE HA ®YHKIIMOHAJIHA CBOJCTBA
ME3EHXUMAJIHUX CTPOMAJIHUX REJIMJA

MCHh nopekia koctHe cpxku 1 upkynuimryhe MCh npencrassbajy henuje xoje cy y
CTAJTHO] KOMYHHMKAIMjH Ca CBOJOM OKOJHMHOM IIyTeM MPOJYKIHje CONyOMIHHUX (aKTopa.
buxoBa aktuBHOCT, YKJByuyjyhu crocoOHOCT mudepeHnrjanmje, UMYHOMOAYJAIU]Ee H

crumynanuje ¢pubpose, 3aBuce 0 NpoMeHa y mHXxoBoj Mukpocpeaunu (Fuchs u cap., 2004;
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Mackinnon u cap., 2013). Kao neo MukpocpeanHe Tymopa, oBe henuje ce Hajmaze u 'y CTaiIHO]
KOMYHHUKAIIMjU ca TyMOPCKHM henrjamMa KojuMa MOTY NPYXKUTH MOAPIIKY UM WHXUOUPATH
mwuxoBa pact (Tsai u cap., 2011). Crora, y gajbem Toky cMo uctpaxuaimum ga i XY-C-MCh
Mema (pyaknuoHanHe kapakrtepuctuke MCH ykmpydyjyhu crocobHOCT maudepeHnujamnuje,
HMHTEpaKIIHMje ca TYMOPCKHUM W UMYHCKHUM henrjama, Kao U Ha UCIOJBEHOCT MpouOpOTHIHOT

(dheHoTumA.

4.3.1. YTuuaj xuapoxcuypee Ha qudepeHuujanujy Me3eHXUMAJIHUX CTPOMaJHUX heaunja

Hakon tpogaeBHor TpetMana 200uM XV ucnurana je criocoOHOCT audepeHimjamnmje
KC MCHh y anunouute rajemeM henuja y Meaujymy 3a audepeHIMjalnjy U HAaKOH Tora
oojewem smnuaaux kamu Oil Red O 6ojom. Murensurer Oil Red O je xBanTH(uMKOBaH
criekTpodoTomeTpujku HakoH ju3e henuja. Y1BpheH je mamu untensuter Oil Red O Oojema
y mopehemy ca HeTpeTHpaHUM henMjamMa KOjH Cyrepullleé CMambeH KarmanuTeT hemnuja
TpeTupanux ca XY na ce mudepeHuupajy y amunonure. CIMYHH pe3yaTaTtd T00HjeHU Ccy U
ucnuTuBameM edpexta XY Ha ocreoreHy audepeHuujanujy 00jemeM KallMjyMCKHX JIenoa
nomohy Alizarin Red S 6ojemem. XV tperman KC-MChH noBeo je 10 3HaYajHOr CMamerba
octeoreHe audepeHIujauje y oaqHOCy Ha HeTpeTupane koHTposHe henuje (Camka 28. A).
JlonatHo moka3aHO je Aa TpeTMaH XY HHUje OMTHO YTHIIa0 Ha MATUYHOCT U EKCIPECH]y
ME3CHXMMAIHUX M JICYKOIMTHUX IMOBPUIMHCKMX Mapkepa y mopeljemy ca HeTpeTHpaHuM

henujama (Ciimka 28. B).
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Cauka 28. Yrunaj XY Ha ekcrnpecujy NOBPIIMHCKMX Mapkepa M AudepeHUjalioHu
norennujaa MCH. A) KC-MCHh cy tpetupane XY (200uM, 3 nana) u rajere y cranmapaaum (K)
win audepeHnyjannonnm Menujymuma (JIIM) paau yrBphuBama octeoreHor (0CT€0) M aJUIoOreHOr
(amumno) nudepeHumjanuoHor noreHnyjana. EfukacHoCT qudepeHimjaiiuje je nporiemheHa HHBEPTHOM
cBeTJIOCHOM MuKpockorujoM, a HakoH Oil Red O mim Alizarin Red S 6ojema kojuma cy 60jeHH aernon
kanujyma (yBenuuame 40x). YV tabenu je nprka3aHa KBaHTU(UKAIU]ja cTerieHa AudepeHIjanmje y
nopehemy ca HEeTpeTHpaHOM KOHTpoJoM (BpemHocT=1). Po3ze xmcTorpamu mpHKasyjy eKCHpecujy
noBpmmHCKuUX Mapkepa CD73, CD90 u CD44 KC MCHh 6e3 teptmana b) u nakon XY Tpermana B).
3elieHH XUCTOTPaMU Cy M30THUIICKE KOHTPOJE. Y Tabelu je MpuKa3aH MPOICHAT MO3UTHBHUX hemuja.
[MpukaszaHu Cy penpe3eHTAaTHBHH pe3yNTaTd 3 He3aBHUCHA eKCIepUMEHTa. Pe3ynraTu mpeacraBibajy
cpeame BpeAHOCTH 3 HezaBucHa ekcnepumenta = SEM. CraTucTHdka 3HAYajHOCT y OJHOCY Ha
Hetperupane hienuje nodujena t recrom: *p <0,05 u **p < 0,01.

4.3.2. YTunaj XuipoKCHypeoM MHIYKOBAHE CeHeCleHI[Hje Me3eHXHMATHUX CTPOMATHUX
hesuja Ha npoaudepaunjy tymopckux heauja

Ha 6u ce ucnutao yrunaj XVY-C-IIK MCh na nponudepannjy manuraux henmja, I1K-
MCH cy tperupane 200uM XV Tokom 3 unu 6 naHa paau HHAYKIM]j€ CEHECIIEHIIH]€ a TIOTOM

Cy OB€ CEHeCLIeHTHe henmje rajeHe y KOKyITypu ca MalTurHum henujama jomr 3 gaHa.
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4.3.2.1. E¢exat XuipoKkcuypeoM HHAYKOBAaHEe CeHeCHeHIHje Me3eHXHMATHUX
crpomasinux heauja na npoaudepauunjy HEL heanja

VY oBoM ekcrnepuMmeHTy aHanusupa je yrumnaj XY-C-IIK MCHh na nponudepanujy
bystander HEL henuja koje cy obenesxxene CFSE 0ojom u rajeHe y KOkyiaTypu jour 3 naHa
(Cauka 29. B, xuctorpam 0). Kao xourpoia, nerperupane [IK-MCHh rajene cy y KOKyaTypu
ca HEL hemujama o6enexxene CFSE 60jom (Ciuka 29. B, xuctorpam a) y KCTOM BpEeMEHCKOM
nepuony. Jla 6u ce ogpeauia moueTHa HepazOnakeHa KOHIIeHTpaiyja 6oje, jenna rpyrma HEL
henuja je Tperupana mutomuraoM (40 g/ml, 30 munyra) Henocpenno HakoH CFSE 60jema,
ca IMJbEM 3aycTaBJbama npoiudeparyje u te henuje cy Hazpane henuje 0 Bpemena (Ciauka
29. b, iaBu xucrorpam). Heo6ojene HEL henuje cy xopunihene kao KOHTpolia 3a Kpajiby
KOHIIGHTpauujy ©Ooje HakoH mponudepanuje, ¢ 003MpOM Ja HHTEH3UTET Oo0je ca
nponudepanujom hemuja cnabu (Camka 29. B, 3enenn xucrorpam). Ha ocHOBY pasnuke y
untensurery CFSE Goje Heo6ojenux henuja (3enenu xucrorpam) u henuja xoje mocenyjy
Hajsehu unrensurer CFSE 0oje jep um je nponudepannja nuxuOupana (MIaBu XUCTOTPam),
oJpearsii cMo monyiandjy npoiaudepuinyhux henuja (Camka 29. B, npBeHu xucrorpam).
Bystander HEL henuje, xoje cy TokoMm 3 nmaHa rajede y kokynrypu ca XY-C-IIK-MCHh, cy
cMameHo ponudepucane y nopehemy ca henmjama rajenum ca Herpetupanum [IK-MC, mro
je nokazaHo MepermeM npoaudeparnonor uaaekca (Caunka 29. A). I[Tponudepannonu HHICKC,
npocedaH 0poj 1eo0a koje cy henuje umane ox nouetka Kyntubucawa HEL henuje rajenux ca
HerperupanrnM MCh je Beoma Bucok nznocu 93.4+2.1 (Cauka 29. A u b, nanen a). Bystander
HEL henuje, koje cy TokoMm 3 nana rajene ca XY-C-IIK-MCHh, umajy nponudepannonu
unaekc 52.8+14.4 (Cnuka 29. A u b, manen 0). J{yxxuna tpermana MCh XV Huje noBena 1o
3HayYajHe pasiiuke y creneHy uuxuouiyje nponudepamnuje HEL hennja, ¢ 063upom na cy HEL
hemuje nnkyoupane ca XY tperupanum [IK-MCh tokom 6 nana umane npoiudeparnoHu

unaekc 58.2+10.9 (Ciauka 29. A u b, naunen B).
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Cauka 29. Unxuduumja npoaudepanuje HEL hesmja momohy XY-C-IIK MCHh. A)
Cry6uhu npeacrassbajy nponudeparusau unjaexc CFSE o6ojenux HEL henuja HakoH KynTHBHCAmba
ca HerperupanuM [IK-MCHh u XV-C-IIK-MCHh (XY 200uM, 3 u 6 nana). b) Xucrorpam npukasyje
npomudepanyjy CFSE o6ojennx HEL henmja y ko-kyntypu ca [IK-MCHh y uctum ycnoBnuma kao y A.
3enenu xuctorpam uHTeH3uTeT CFSE 060je Heobojennx HEL henmja, mmaBm xuctorpaM MHTEH3UTET
CFSE o06oje nenpomudepumyhimx HEL henmja 0 BpemeHa TpeTHpaHMX MHTOMHUIIMHOM, IPBEHH
xucrorpam nponudepuinyhe HEL henuje. bpaon nuHujoM je o3HaueH npoaud)epallioOHd HHACKC KOjU
npencrasjba npoueHar npoiudepumyhnx hemmja ca pasbnaxxenum wuntensuterom CFSE 6oje
jennakom pazmuiu uHTeHsutera CFSE 6oje nenpomudepumyhux u neobojenux henuja. a, 6 u B
NpeacTaBbajy YCJIOBe ekcnepuMeHta kao y A. llpukaszaHu cy penpe3eHTaTuBHM pe3ynraTd 3
HE3aBHCHA EKCIIEpUMeHTa Kao cpedme BpemHoctd = SEM (t tect *p < 0,05 y mopehemy ca
HeTpeTupanuM henujama).

Ha I[IK-MCh henuje nperperupane XV (200uM, 3 win 6 naHa) nojjeHako cMambyjy
nponudepanujy HEL henuja notepheno je u MTT ecejem (Cauka 30.).

Bujabunnoct HEL henuja HakoH xo-kyntype ca XY tpetupanum [IK-MCh npahena
je MTT ecejem. [IK-MCHh henuje cy tpetupane 200uM XV y Tpajamy on 3 wiu 6 naHa, a
3atuM nnkyoupane ca HEL henujama. Kao kontpona kopunthene cy HEL henuje nunkyoupane
ca HerpetupanuM [IK-MCh u HEL henuje y MoHOKynTypH. Pe3ynrar je nmokasao cmameme
ancop6antie HEL henmja rajernx y kokyntypu ca XY-C-MCHh y nopehemy ca HeTpeTHpanum
MCTH, mro ykazyje na XY-C-MCHh umajy uutocrarcku edexar na HEL henuja u norsphyje

pesynrate 1001jeHe MTPOTOUYHOM IIUTOMETPH]OM.
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Cauka 30. Ananusza Bujaduianoctn HEL heamja y xo-kyarypu ca XY-C-IIK MCHA.
BujadbuHoct HEL henuja HakoH TpoJHEBHOT rajema y Meanjymy, ca Herpetupanum [IK-MCh u XVY-
C-IIK-MCHh (XY 200uM, 3 u 6 nana) ananuzupana MTT Tectom. [Ipukazanu cy penpe3eHTaTUBHU
pe3yiaTaTH 3 He3aBUCHA eKCIIEpUMEHTa Kao cpenme Bpeanoctu = SEM (t tect *p < 0,05 y nopehemy
ca HeTpeTHpaHuM henujama).

4.3.2.1.1. Yaora ROS u TGFp y nnxuounuju npoaudepanuje HEL hennja nomohy
XHAPOKCHYPEOM HHAYKOBAHMX CeHeCHeHTHUX Me3eHXMMAJHUX cTpoMaanux heanja

Tectupanu cMo aBa noteHuujaiHa Mexann3ma kojuma XY -C-IIK-MCh unxubupajy
nponudepaunjy HEL henuja. IIpema monmamuma u3 mureparype (Alexandre u cap., 2007;
Schelker u cap., 2018) MexaHW3MH KOJU Cy YKJBYYEHH Yy peryjianujy mponudepaluje
TymMopckux henmwja on cTpaHe ceHeclieHTHMX henuja cy moBehana mpoaykiuja ROS u
npoaykiuja TGF-B1 kao jennor ox dakropa SASP. V cBpxy HeyTpanmucama epexra TGF-B1
y HapeaHuUM ekcrepuMmeHTHMa Kopuinhenu cy LAP koju Besyje u unaktusuie TGF-B1 u
cenektuBHU nHXuOUTOp TGF-B1 peuentopa tum 1 (ewr. inhibitor of transforming growth
factor-b type | receptor, TBRi), SB525334. Takohe, mpoaykimja ROS moxe na wuma
cruMmynaTuBHM edekat Ha nponykuujy TGF-B1 (Schelker u cap.,2018), na cmo ucnuranu
epexar ROS 3aBucue npoaykuuje TGF-B1 nHa nponudepanunjy HEL henuja, xopumhemem

anormmauHA Kao NOX 3aBucHor ROS naxubutopa.

Ja 6ucmo yrBpauwin yrunaj ROS na Bujadbunnoct HEL henuja, HEL henuje cy rajene
ca H202 u AAPH (renepatop ROS) Toxom 3 naHa na je mMX0Ba BHjaOUIHOCT aHATU3UpaHa
MTT rtecrom. Pesynrartu cyrepumry na tpetmanu H202 u AAPH noBoau 10 103HO-3aBUCHOT

cMamema BijabmiHoct HEL henuja (Camka 31.).
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Cauxka 31. E¢pexar H202 u AAPH na Bujadunnoct HEL heanja. HEL henuje cy tpetupane
pactyhum xoHmentpanujama H202 tokom 3 mana A) u pactyhum konnentpamujama AAPH (ROS
npousBohay) TokoM 3 nana b) a motom je ananusupana mruxosa BujadbuiHocT MTT tectom. [Iprkazanu
CYy penpe3eHTaTHBHU PE3Y/ITaTh 3 HE3aBHCHA CKCIICPUMEHTA Kao cpeibe Bpennoctu £ SEM (t Tect *p
< 0,05 u **p < 0.005.y nopehemy ca HerpeTupanum henujama).

VY cBpxy ucnutuBama yrunaja TGF-f1 na npomudepanujy HEL henuja, henuje cy
tpetupane pacryhum konuenrpanujama TGF-B1 (5, 10, 20ng/ml) TokoM 3 maHa a moTom je
BujabuiHocT ananu3upana MTT tecrom. HEL henuje cy moka3zane 103HO-3aBUCHO CMabeHbhe
aricopbaniie HakoH TperMmana ca TGF-Bl (Ciamka 32. A) y nopehemy ca HeTpeTHpaHUM
hemmjama. Ca npyre ctpane, MepemeM aricopOaniie Tpetupannx u Herpetupanux HEL henmja,
3aKkJpy4yeHo je Aa Ha BujabuinHocT HEL henuja Hucy umanu edekar TpeTMaHU allOLIMHUHOM

(100uM), LAP (4pug/ml) u TBRi (0,1uM) (Cauxa 32. B) .

A b
14

1.2

0.8
0.6

04

heanjcka npoangepanuja
(llD]]\III..'IM]DIL'IllD npeMa KDIIT')O..'I'A)]:]}

0.2

0 5 0 15 I~ K LAP  TBRi ATO

TGF-B (ng/ml)

Cauka 32. E¢pexatr TGF-B, LAP, TBRi nu AIIO na Bujaéuanocr HEL henmja. A) HEL
henuje cy tperupane pactyhum xonnentpanujama TGF-f3 tokom 3 nana A) u LAP (4ug/ml), TBRi
(0,1uM) u AIIO (anoumuuH) (100pM) Tokom 3 nana b) a moToM je aHaM3UpaHa BHUXOBA BUjaOMITHOCT
MTT Ttecrom. Ilpukazanu cy penpe3eHTaTUBHM PE3YJITAaTH 3 HE3aBHCHA €KCIIEPUMEHTa Kao Cpelibe
BpenHocTH = SEM (t Tect *p < 0,05 u **p < 0.005 y nopehemy ca Herperupanum henujama).
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C o63upom ma HEL henwmje nokasyjy cmameHy BUjaOuiIHOCT HakKoH TpetMana TGF-1
y MOHOKYITYpH, Yy JajbeM TOKy cMmo wucnutanu ekcrpecujy TGF-B1 tpanckpunra wu
npoaykijy TGF-B1 ox crpane XVY-C-IIK MCHh y nopehewy ca merperupanum I1IK MCH.
Takohe, ananu3zupanu cmo na au je npoaykiuja TGF- ox ctpane XV-C-I1IK MCH, 3aBucHa
on npoaykuuje ROS kopunthemem anonuauHa. Hakon tpermana [IK-MCh XV (200uM, 3
JaHa) 1 KoMOMHOBaHOT TpeTMaHa XY u anouuHuHOM (100uM, 3 nana) aHaiM3upaHa je TeHCKa
excrpecrja TGF-B1 RT-PCR meronom u npoaykuuja coxyounnor TGF-B1 ELISA meromom.
3akspydyeno je ga tperman XY mosehaBa ekcrpecujy TGF-Bl rena, kao u mpomyKuujy
conyommnor TGF-B1 ox crpane IIK-MCHh. Ca apyre crpaHe, TpeTMaH ca armoOUMHHUHOM

noHumrasa XY MHAyKoBaHy nosehany npoaykuujy u reHcky excrpecujy TGF-B1 on crpane

[MK-MCHh (Cauxa 33. Au B).

A b ELISA
4 - as i
RTPCR
4 * %k
%

3 -

E ]

% 2

- 4
1 - T
.l l
Xy - + +

ANO - - +

Cauxa 33. XY unaykoBana mnpoaykuuja TGF-B1 je mocpeaeoBana uMHXHOMIMjOM
npoayknuje ROS. TIK-MCHh cy tperupane XY (200uM, 3 nana) y npucycrBy/oacyctsy AIIO
(100uM, 3 nmana) na je anammsupana ekcnpecuja mRNA TGF-B1 RT PCR meromom A) mim je
anammupana npoaykuuja TGF-B1 ELISA meronom B). Kao housekeeper rew je kopuiihen GAPDH.
[MpukasaHu Cy penpe3eHTATHBHH pe3yNTaTd 3 He3aBUCHA EKCIIEPUMEHTa Kao CPEeIe BPEIHOCTH +
SEM (t Tect *p < 0,05 u **p < 0.005 y nopehemwy ca HeTpeTupanum henujama).

Ho caga cmo nmokazanu ga XY-C-IIK MCh nponykyjy ROS u TGF-f1 u na oBu
¢dakxTopu Mory na yruuy Ha nponudepanujy HEL henuja y monokyntypu. ¥V cnenehem kopaky
ucnutana je ynora ROS u TGF-fl1 y XV-C-IIK-MCh nocpenoBaHo] WHXUOUIUJU
nponudepanuje bystander HEL henuja y ycmoBuma ko-kyatype. Y Ty cBpxy IIK MCHh cy
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tpetupane XY (200uM, 3 nana) u korperupane moayiaropuma npoaykije ROS u TGF-B1,
anoruHUHOM LAP (4pug/ml, 3 nana) wim TBRi (0,1uM, 3 nana), a 3aTuM rajeHe y KOKyiITypu
ca HEL hemujama oGenexenum CFSE 6ojom. Ilpomudepanuja HEL hemmja je mpahena
MIPOTOYHOM IIUTOMETPHJOM Ha OCHOBY Mpoin(epaTHBHIX WHACKCA HA UCTH HAYWH Ko MITO je
orucaHo y ofesbky 4.3.2.1. Ha ocrHoBy nponudepatuBHor nHaekca u pazdnaxema CFSE 6oje
JI0JIA3MMO J1a 3aKJbydKa Ja HeMa 3HadajHe pasnuke y nponmdepanuju HEL henuwja koje cy
rajene camoctanHo u HEL henuja rajenux ca nerperupanum IIK-MCHh. Ca npyre crpane,
HEL henmje cy cmameno mnponudepucane y ko-kyatypu ca XY-C-IIK-MCHh, nok cy
anoruanH, LAP u TBRi 3amrrutunu bystander HEL henuje ox uaxuOutopHor yruiaja XV -
C-TIK-MCh (Cnuka 34.).
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Cauka 34. Uuxuomumja npoaudepanuje HEL heamja momohy XVY-C-IIK-MCh
nocpeaoBana okcugaTuBHuM crpecoM u TGF-B1. Cry6uhin npeacrasibajy nponudepairnonn
nnaexc CFSE-o60jennx HEL henuja HakoH TpogHeBHE posindepaliyje caMOCTaIHO WIIH Y KO-KYJITYpH
ca [IK-MCHh, ca XVY-C-IIK MCh y npucyctBy u oacycrsy AIIO, LAP u TBRi A). Xucrorpamu
npukasyjy nponudepanujy CFSE o6ojernx HEL henuja y ko-kyntypu ca IIK-MCHh y nctum ycnosuma
kao y A. 3enenn xucrorpam uHteHsurer CFSE 6oje neobojennx HEL henwja, minaBu xucrorpam
unrensuter CFSE Goje nenpomudepumyhnx HEL henuja 0 BpemeHa TpeTHpaHWX MUTOMHIIMHOM,
upBenn xwucrorpam npomudepumyhe HEL hemuje. bpaon nmuHujoM je o3HadyeH mporeHaT
npoaudepurnyhnx henuja nodujen Ha ocHoBy pazdiaxema CFSE 6oje. henuje 0 Bpemena cy HEL
henmje Tperupane Mutomunuaom (40 pg/ml, 30 MuHyTa) HEmocpeaHO HaKoH Oojema. [lpukazanu cy
penpe3eHTaTUBHY PE3YJITaTH 3 HE3aBHCHA EKCIIEPUMEHTa Kao cpelmbe BpenHocTH + SEM (t tect *p <
0,05 y mopehemy ca HeTpeTrpanum henujama).
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VYV HCTHM eKCTIepUMEHTATHUM YyCiIoBUMa je aHanu3upad henujcku ukinyc HEL hemmja
MMPOTOYHUM IIMTOMETPOM HAaKOH Oojera nponuaujyM jonunom (Cauka 35.). Y nopehemy ca
HEL henujama rajenum ca nerperupanum [IK-MCH, HEL henuje rajene ca XVY-C-IIK-MCh
cy nokasaie 3acto] y Go/G:1 dasu henujckor nukiayca Ha padyH cMamerma Opoja henuja y S
¢da3u. Ca opyre crpane, HEL henuje xoje cy nponudepucane y ko-kyatypu ca XY - [IK-MCh
KO-TpeTupanuM ca anouruHuHOM, LAP nnu TBRi umane cy cauuny quctpudyiujy mo ¢gazama
hemmjckor mukiyca kao HEL henuje koje cy nponudepucane ca nerperupanum [TK-MCHh.
Naxo cy HEL henuje y xo-kyntypu ca XY-C-IIK-MCHh nokazane cMambeHy JUCTpHOYLU]Y Y

G2/M (a3u, oBa pasinuka HHje OHMIa CTATHCTHYKK 3HAYajHA.
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Cauka 35. Unxubuunmja mnpoaykumje oxcugatuBHor crpeca u TGF-B1  wmrure
npoaudepanujy HEL heaunja onq maxudouropHor egpexra XY-C-MCH. (A) Anouunns, LAP
TBRi cnpeuaajy naxubunyjy nponudepanuje HEL henuja on XVY-C-MCHh. CryOuhu npeacrassbajy
nporieHaT henuja y pasznmuntuM (azama henujckor mmkiyca A), JOK XUCTOTpaM IoKasyje Qase
henmjckor nukiyca Ha ocHoBy cazapxkaja JIHK B), a, 6, B, T, 1 u ) penpeseHTyjy eKcriepuMeHTalTHE
ycioBe HaBezeHe y A. [Ipuka3zaHu Cy pernpe3eHTaTHBHHU pPe3yNTaTd 3 He3aBHCHA EKCIIEPHMEHTa Kao
cpeame Bpeanoctu + SEM (t tect *p < 0,05, **p<0,01 y nopehemy ca HerpeTupanuM henujama).

OBHU pe3ynTaTH, OTKPHBAjy MOJIEKyJIapHU MexaHu3am jenoBama XY -C- I[IK-MCh na

npomudepaunjy HEL henuja. XV noBonum no mosehane nponykuuje ROS u mosehane
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cekperuje TGF-B1 ox crtpane ITIK-MCHh henuja, koju oOHIa [0BOAE [0 CMambEHE
npomudepannje mamuraux HEL hemwmja. MaxubOunwmja npoaykuwje ROS wmmm TGF-B1
CHUTHAJIHOT TyTa JIOBOJbHA je Ja crhpeud uHXuOuropHo nenoBame XY-C-MCh Ha

nponudepanujy HEL henuja u 3actoj henujckor mukiyca y y Go/G1 dasu.

4.3.2.1.2. Yaora NO y unxubuuuju nposaudepaunje HEL heauja nocpenoBanoj
XHUAPOKCHYPEOM MHAYKOBAHUM CeHeCHeHTHUM Me3eHXMMAJIHUM cTpoMaJHuM henujama

300r nureparypHux nojaraka na npoayknuja NO ox ctpane MCh moxe yrunaté Ha
nponudepannjy maauraux hemuja (Cassetta u cap., 2018), ucnurana je npoaykimja NO of
crpane XY-C-MCH, kao u yruuaj NO Ha Bujabunnoct HEL henuja. [IK MCH cy tperupane
XY (200uM, 3 nana) a motom je y mopehemy ca Herpetupanum [IK MCH nporounom
IUTOMETPHjOM TporiereHa npoayknrja NO nmomohy manukatopa DAF koju ce y npucycBy
NO nperBapa y pyopecuentuu nepuat DAF2. [Ipouenar henuja koje cy mozutusHe Ha DAF2
je mpubmkHO jenHak kox Herpetupanux u XY-C-MCHh, u uznocu 93.93% 3a Herpetupane
(Cauka 36. A), omHocHo 92.58% 3a XV-C-MCHh (Cnuka 36. B). 3akbyuero je na MCh

Mpou3Bo/Ie BUcOke KoHIleHTpanuje NO, anu aa TpetMan XY He yTuue Ha npoaykuujy NO.

A b

100 100

M1
92.58% ] M1
93.93%

Epoj hemnja
g &
i i
Bpoj henmja
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w
L
@

ﬁAF DA.F'
Cuauxka 36. [Ipoaykuuja NO ox crpane XY-C-MCHh. I[IK-MCH cy tperupane XY (200uM, 3

nana) b) a morom cy 3ajeano ca HerperupanuM henujama A) 6ojene ca DAF-FM u untpauenynapsa
¢yopecueHna je aHanu3upaHa paau yrephusama HuBoa NO. M1- DAF-FM nosutusHe henyje.
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Ucnuryjyhu edekar pasnuuntux Konnentpaiuja DEA (reaeparop NO) (10, 20, 40, 80
uM) Ha Bujadunaoct HEL henuja, mepehu ancopOaHity TpeTupaHux U HETpEeTUpaHuX henuja

nokazayim cmo ja NO Hema ytuliaja Ha BijabmiHOCT oBux henuja (Coamka 37.).

Feanjcka npoavdepaumja
[HOPMAAKIOBAHO NPEMA KOHTPOAK)

DEA (nM)

Cimka 37. Edexar NO na Bujadunnoct HEL hesamja. HEL henuje cy tpetupane pactyhum
koHneHTpamjama DEA (10, 20, 40, 80 pM) TokoMm 3 maHa a TIOTOM je aHAIM3WpaHA FHHXOBA
BujadbuiaocT MTT Tectom.

4.3.2.1.3. IloBehana anxe3suja HEL heauja Ha Xxuapokcuypea HHIYKOBAaHe CeHeCLIEHTHe
Me3eHXHMaJIHe cTpoMasHe henuje

[To3HaTo je na ceHecueHja MoaAUPHKYje ciocoOHOCT henrja 1a anxepupajy Ha Jpyre
hemje (Lunyak wu cap., 2017). 13 Tor pasnora crnpoBeAeH j€ E€KCIEPHUMEHT Ca IHJbEM
yrBphuBama crnocoonoctn HEL henuja ma aaxepupajy 3a XV-C-IIK MChH (XY 200uM, 3
naHa) U KOHTpoJiHe, HeTpeTtupane henuje. Hakon 3 nana, tpetupane u nerperupane [IK MCh
cy paau Buzyanuzanuje 6ojene Hoechst 33342 a motom cy jom jeman man rajeHe ca CFSE
6ojenum HEL henujama. o 3aBprienoj unkyOanuju henuje cy onpasne fa Ou ce yKJIOHHIIE
Heaaxepupane HEL henuje n nocmarpane enu-¢ayopeclieHTHUM MUKPOCKOIIOM. 3HaYajHUJU
npoueHaT HEL henuja anxepupao je 3a XY-C-MCh HakoH jeJHOJHEBHOT 3aj€THUYKOT rajemna
oBux henmuja y nopehemy ca kontposiom. Ilputom, Huje GOm0 mpomeHa y Mop(hoJIOoTHju

anxepupanux HEL henmja (Camka 38.).

84



K Xy

Ciauxka 38. Anxepupamwe HEL henuja na XY-C-IIK MCH. A) Kourponue ITIK-MCH (K) u
tpetupane [IK-MCh (XY 200uM 3 nana) (mmaBo) cy rajeHe 1 man ca HEL henujama (3eneno). C-
cnojene ciuke. [Ipukaszane cy penpe3eHraruBHe poTorpaduje 3 He3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA (YBEITUYAE
20x, ckara 100pm). b) Cty6uhn mokasyjy craTUCTHYKY 3Ha4YajHy pa3nuky y cnocoonoctu HEL henmja
na angxepupajy Ha Tpetupane u Herpetupane MCH. [lpuka3zanu cy penpe3eHTaTHBHU pe3ynTaT 3

HE3aBHCHA eKCIIEpHMEHTa Kao cpeame BpemHoctn = SEM (t tect **p<0,01 y mopehemy ca
HeTpeTupanuM hemnmjama).

4.3.2.2. E¢exatr XuApoOKCHypeOM HHAYKOBAHHUX CEHECHEHTHUX Me3eHXMMAJIHHUX
crpomajinux heauja na npoaudepanujy K562 heauja

Ha ou ucnuramu epexat XY-C-IIK MCh na nponudepanujy K562 henuja, XY -C-I1K-
MCH u merperupane IIK-MCh cy rajene ca CFSE o0enexennm K562 henujama 3 nana. Jenna
rpyna K562 hemmuja je tpetupana muromunmHoM oamax no CFSE Oojemy, ca mubem
3aycraBjbama mpoiudepanuje u Te henuje cy HazBane hemmje 0 Bpemena. Hakon 3 gana
METOIOM IPOTOYHE IMTOMEeTpHje aHanuzupad je yrunaj XY-C-IIK MCh u Herpetupanux
I[IK-MCHh na npomudepaunjy K562 henmja. IIponmudepaunja K562 henuja je npahena na
OCHOBY TpoyinepaTUBHUX MHAEKCAa Ha UCTU HAYMH Kao IITO j€é OMHCAaHO y ojaesbKy 4.3.2.1.
Pesynrtatu cy nmokazanu ga Huje Ouso paznuke y mpoiudepanuju opux hemuja mro je mokazaHo

Ha OCHOBY Mepema nponudepanuoHor nHaekca u crernena pasonaxema CFSE 60je (Canka

39.).
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Cauka 39. Ipoaudepanuja K562 y ko-xkyarypu ca XY-C-IIK MCHh. A) Cry6uhn
npencrasibajy mnponudeparuBau uHAekc CFSE obOenexxenmx K562 henmja HakoH rajema ca
HerperupanuM [IK-MCh u XVY-C-[IK-MCh (XY 200uM, 3 nana). b) Xucrorpamu mnpukasyjy
nponudepanujy CFSE o6ojenux K562 henuja y ko-kyntypu ca IIK-MCHh y uctum ycnoBuma kao y A.
Bpaon nunujoM je o3HaveH npouenat nponudepuiryhux henuja y ase renepanuje (M1 u M2) nobujen
Ha ocHoBY pazonaxema CFSE 60je. Tienuje 0 Bpemena cy HEL henuje tpetnpane Mutomunuaom (40
pg/ml, 30 MuHYTa) HEMOCpeTHO HAaKOH Oojera. a ¥ O Mpe/ICTaBIbajy YCIOBE EKCIEPUMEHTa Kao y A.

Meronom Western blot ananusupana je ekcnpecuja TGF-B1 peuentopa 2 va HEL u
K562 henmjama. Kao nmosutuBHa koHTpona cy nmociyxmie THP1 henuje 3a xoje je mo3narto na
eKCIpUMUpPajy 0Baj perentop. Pesynraru nmokazyjy na K562 henmje ne excnpumupajy TGF-3

peuentop 2, nok HEL u THP1 henuje excripumupajy oBaj petentop (Canka 40.).

TGEFp peuentop 2

43kDa — B AxTuH

K562 HEL THP1

Cauka 40. Excnpecuja TGF-p peuentopa 2 xoa hesmjckux gunuja. Excnpecuja TGF-f
peuenropa 2 anammsupana je Western blot merogom kox K562, HEL u THP1 henuja. Axtun je
kopuilheH Kao KOHTpOJa 3a KONMYMHY OpOTeHHa. [IpHKa3aHH Cy pPENpe3eHTATUBHU TEJIOBH,
MOJICKYJICKE TIPOTEHHCKE Mace ¢y uspaxene y kDa.
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4.3.3. UmyHoMoOay1aTOPHH epeKAT XHUAPOKCUYPEOM MHIYKOBAHUX CEHECLHEHTHUX
Me3eHXHUMAJIHUX CTPOMAaJHMX heaunja

Nmynomonynaropuu yrunaj XY-C-MCH je mpouemeH Ha ocHOBY edekTa oBux henuja

Ha niposudepanujy T mumdonura u nuaaykuujy MCyRh.

4.3.3.1. Uuxuduuuja npoaudepanuje T numpouuTa nocperoBana XuapoKCHypeoM
HHIYKOBAHUM CEHECLHEHTHUM Me3eHXMMAJTHUM CTPOoMaJIHUM heiaujama

Jenna ox Haj3HauajHujux Kapaktepuctuka KC-MCHh je muxoBa cnocoOHOCT
penykuuje nponudepanuje u akruBanuje T hemmja (Skonieczna m cap., 2017). Jla 6ucmo
ucnutanu oBaj edekar XY tperupane (200uM, 3 nana) u Herperupane KC-MCH, xao u
henmmje crpomanue henmmjcke nmuauje HSS, cy rajene y koxkynrypu ca IIK MHR jomr 3 nana. ¥
rpynu [TK MHR nponudepanuja T henuja je akruBupana y3 nomoh oCD3/CD28 micro-beads
npe Kokynatype. O6a tuna Herperupanux hemmja, KC-MCh u HS5 cy cmamumie
nponmudepannjy oCD3/CD28 aktuBupanux T numdonurta Ha 65.5% omuHocHo 58.4% vy
nopehemy ca camocTaaHOM npoiudeparyjom ctumynucanux T mumdormTa y MOHOKYITYPH,
Koja je o3HaueHa je ca 100% (Cauxa 41. A u B). [Ipentperman XV y Tpajamy o 3 naHa je
noBehao crnocoonoctr MCh pa unxubupajy T henujcky npomudepanujy, peaykyjyhu
nponudepannjy T henuja va 29.8% y kokynrypu ca XY-C-KC MCh u 28.6% y kokynTypu ca
XV-C- HSS. Tperman XV je nymiaupao uMmyHocymnpecopau noreHuujai MCh (Canka 41. A
ub).
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Cauka 41. XY norenuupad unxudutopuu egpexatr MCH na T heamjeky nposmdepanujy.
A) Crybuhu npezncraipajy npoueHar nposudepuinyhux henmja noOujeH Ha OCHOBY pasOiiakema
CFSE 6oje. KC-MCh u HS5 henuje cy tpetupane XV (200uM, 3 nana) a motom cy rajese 5 naHa ca
ITK MHTh o6ojenum CFSE 6ojom u Tperupanum ca aCD3/CD28 micro-beads paxu crumynamuje T
henmmjcke nponmdepanuje. Excnepumenrtanna konrtpona cy [IK-MCHh nectumymucane (HC) u
crumynucane (C) ca aCD3/CD28. B) Xucrorpam npukasyje nponudepannjy CFSE o6ojennx K-
MHR y uctum ycnoBuma kao y A. IlpukazaHu cy penpe3eHTaTUBHH pE3yJTaTh 3 HE3aBHCHA
EKCIIepUMEHTa Kao cpeame BpeaHoctd = SEM (t Ttect **p<0,01 y mopehemy ca HeTpeTHpaHUM
henujama).

4.3.3.2. Uupykuuja MCyh nocpenoBana XuJpoKCHYPeOM HHAYKOBAHUM CeHECHeHTHUM
Me3eHXHMAJHUM cTpoMaaHuM heamnjama

Jom jenan HaumH Ha koju MCh mMoaynupajy UMyHH OATOBOp je€ IMyTeM UHIYKIHje U
eKcllaH3uje uMyHocyrnpecuBHuX henuja kao mto cy MCyh (Wu u cap., 2020). la 6u ce
ucnurtao edexar XY Ha cnocooHoct unaykuuje MCyh ox crpane MCH, IIK-MHh 31paBux

WCMUTAaHWKA Cy TajeHe TOKOM 5 JlaHa CaMOCTaJHO y MEAHMjyMy, Kao M Y KOKYITypH ca
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HerpetupanuM u XY tperupanum (200uM, 3 pgana) KC-MCh. Hakon 5 nana MHh cy
aHaJIM3UpaHe MPOTOYHOM HMHUTOMETpHjoM Ha ekcrnpecujy MCyh mapkepa (CD33, HLA DR,
CD14 u CDI15) (Cauka 42. A). Ha ocHOBY aHanu3e ekcrpecuje Mapkepa ykynmaux MCyh
(CD33+/HLA DR-) u M-MCyh (CD33+/HLA DR-, CD14+/CD15-) noka3zano je aa je
nnkyoammja [IK MHH ca KC MCHh nosena no noehane muayknmje u ykynaux MCyh
(Cauka 42. b, mnaBu cryouhn) u M-MCyh (Cauka 42. b, napanygactu cryouhn), y
nopehemwy ca [IK MHG koje cy rajene y Mmonokyntypu. Ca apyre cTpaHe, HAje OWjIo 3Ha4ajHe
paznuke y 6pojy akymynupanux M-MCyh Tokom rajema ca XY TpeTUpaHUM U HETPETUPAHUM

KC-MCHh (Cnuka 42.). Ciuunu pesynratu cy aooujenu kaaa cy [IIK-MHh rajene ca HS5.

HLA-DR APC

K 10
X 0 1 EHLADR-CD33+ @HLADR-CD33+C014+
r iy o T i
ot 10t W

w o g MHE ¥ + + 5

CD14 FITC MCF - XY R R +

MHR + + + +

MCR + XY - R - +

MCF - XY . R ¥

Aanm 0 5

MCF + XY N R R +

Daim 0 5

Cauxka 42. Yrunaj KC-MCHh na uaaykuujy M-MCyR. A) KC MCH cy tpernpane
XV (200uM, 3 nana) a motom cy rajere 5 nana ca [IK MHh 3npaBux nonopa. Konrponna rpyma K-
MHT je rajena y MOHOKYITYpH y cTOM BpemeHckoM niepuosy. [IK MHh cy ananusnpane mpoTouHOM
UTOMETPH]jOM Ha MPHUCYCTBO MOBpIIMHCKUX Mapkepa 3a MCyh. Kantudukosane cy henuje o3HaueHe
upBeHUM KkBaapaTtuhem u ozHaueHe kao MCyh (HLADR-, CD33+) u M-MCyh (HLADR-, CD33+,
CD14+, CD15-). b) Cry6uhn nokasyjy kBantupukosane MCyh (rumaBu crybuhn) u M-MCyh
(mapanyactu ctyouhu). [Ipukasanu cy penpe3eHTaTUBHH pe3yATaTd 3 He3aBHCHA €KCIIEpUMEHTa Kao
cpeame Bpeanoctd = SEM (t tect *p < 0,05 y nopehemy ca HeTpeTupanum henujama).

OBu pesynraru, kao u pesynratu y 4.3.3.1. ynyhyjy Ha 3nauajny cocoonoct MCh ma
BpIIM MMYHOJIOIIKY CyIpecujy myreM HHXxubumnuje nponudepanuje T henuja u excnansuje
umyHocynpecuBHux MCyh. XV je mnorenumpara MCH mnocpenoBany cympecujy T

TUMQOIUTA 0K HUje UMalia eeKkaT Ha eKCIaH3Mjy YKYMHUX U MoHonMTHUX MCyHh.

89



4.3.4. Edpexat xuapoKkcuypeoM HHIYKOBAHMX CEHECHIEHTHUX Me3eHXUMAJTHUX
crpoMasiHux henuja Ha ncnosbaBame NPOPUOPOTUIHOT PeHOTHIIA

ITo3naro je nma ceHecuieHTHe henuje orpaHudvaBajy mporec (ubpose crnpedanajyhu
tpanchopmannjy MCHh y wmmopubpodmacte (Meng u cap., 2020). 3a mortpebe oBor
uctpaxuBama (popmupan je TGF-B1 3aBucuu moxmen ¢ubpoze. KC MCH cy tperupane
pactyhum xonnentpamujama TGF-B1 (2.5, 5 u 10ng/ml) Tokom 2 naHa, a MOTOM je
nMyHOQITyopeclieHTHOM MeToaoM TipaheHa ekcnpecuja MuopudpodaacTHOr Mapkepa oSMA
u pocopmwranuja SMAD3 nporenna Western blot meromom. OBaj TpeTmaH je J0Beo 0
N03HO-3aBHCHOT nIoBehama excrpecuje aSMA (Cauka 43. A) u nosehama ¢ocdopunanuje u

aktuBaije SMAD3 nporenna (48-72 cara) (Ciimka 43. B).
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B -
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HpSMAD3

Cauxa 43. TGFB1 no3Ho 3aBucHa mHaAyKnMja npopuoéporuyHor ¢penoruna MCHh. KC
MCTH cy tperupane pactyhum xonuenrpauujama TGF-B1 (2.5, 5 u 10ng/ml) Tokom 2 nana. A)
Umynodayopecuentna ananmza aSMA no3utuBHuX henuja (3eneHo). Jeapa cy BusyanuzoBana DAPI
0ojemeM (rmaBo). Ilpukasane cy penpesenraTuBHe QoTorpaduje 3 He3aBUCHA EKCHEPUMEHTa
(yBemmuame 20x, ckana 100pum). b) ®ochopunanuja SMAD3 nakon tpermana XY (200uM, 3 nana)
KC-MCh anamusupano Western blot meromom. Tabena mokasyje pelaTWBHE IEH3UTOMETPH]jCKE
BPEIHOCTH A0OWjeHOr CHUTHajia. [3 akTWH je KopumheH Kao KOHTpoJa 3a KOJMYKMHY MPOTEHHA.
[Ipukazanu cy penpe3eHTaTUBHH TeJOBU, MOJEKYJICKE NpOTEMHCKe Mace cy uzpaxkene y kDa.
[Ipukazanu cy penpe3eHTaTUBHM pe3yiTaTH 3 HE3aBHCHA EKCIEPHUMEHTa Kao Cpele BPEJHOCTH +
SEM (t Tect *p <0.05 u **p<0,01 y nopehewy ca Herpetupanum henujama).
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VY nmaseem TOKy, ca mubeM ucnuTHBama yruiaja XY-C-MCh Ha npodubpoTrnyHu
epexar TGF-B1, XV tperupane (200uM, 3 nana) u Herpetupane KC MCh cy unkyOupane y
npucyctsy TGF-B1 y xoHuentpammju ox Sng/ml jom 2 pama, a moToM je
UMYHO(ITYOPECIIEHTHOM MHUKPOCKOIIH]jOM aHaJM3MpaHa MO3UTHBHOCT HA HMHTpPALEITyJIapHU
mapkep muopuopodiaacra aSMA (Cimka 44. A). Ha ocnoBy kBaHTH(uKaiuje oaSMA
nosutuBHUX henuja (Caumka 44. B) 3akpyueno je je ma cy XY-C-MCh Oune otnopHe Ha

npodudbpotnynu epexat TGF-B1 koju ce ornena y vHIyKIMju MuOGUOpOOIacTHOT (DEHOTHTIA.

A
TGFB TGFB+XY
- - -
B 100

% o SMA nosutusHux henmja
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0

Xy

TGFB TGFB +XY

Cauka 44. Yrunaj XY-C-MCHR na ucnosaBamwe TGF-f 3aBucHor npogudéporuunor
¢penornna KC-MCHh. KC-MCHh cy tperupane TGF-f (Sng/ml, 2 naHa) nojequHa4vHO WA y
koMOuHanuju ca XY (200uM, 2 nmaHa) a MOTOM je MMYHO(IYOPECIEHTHOM MHKPOCKOIIH]jOM
HCIMTUBAaHA UCTIOJbeHOCT MUOGuOpodaacTHOr heHoTHIA (00 SMA no3utusHe henumje) (3eneno). Jeapa
cy BusyanusoBana DAPI 6ojemem (m1aro). [Ipukazane cy penpesenratusHe Gpororpaduje 3 He3aBUCHA
excriepuMenTa (yBenndamwe 20x, ckama 100um). B) Cryouhun mnokasyjy CTaTHCTHUKHM 3HA4YajHO
cmamewe TGFB wunnykoBane oSMA mo3uTuBHOCTM HakoH TpermaHa XY. Ilpukazanm cy
penpe3eHTaTUBHN PE3yNTaTH 3 HE3aBHCHA EKCIepHMEHTa Kao cpeame BpeaHoctu = SEM (t Tect
*#p<0,01 y nopehemy ca HerpeTupanum henmjama).
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Ja 6u cMo yrBpauiau mexanuzam kojuMm XY -C-MCh noka3yjy cMameHy OCeTJbUBOCT
Ha npopudpoTrunu epexar TGF-B, KC MCHh cy tperupane XV (200uM, 3 nana) a motom je
y oBuM henmjama Western blot anmanmsom ucnmrana excrnpecuja peuenrtopa 3a TGF-Bl u
dochopmnanuja SMAD3 mporenHa. YHopeno Cy Kao KOHTpOJia aHAIM3UpPaHE HETPETUPaHEe
KC MCHh. Pesynararu cy mokazanu na je TpetMaH XY JTOBEO JO CTaTUCTHUYKHU 3HAYAJHOT
cHIXKema ekcrpecuje perenropa 1 u 2 3a TGF-f1 (Ciuka 45. A). Ilopen Tora, oBaj TpeTMaH
je cmamuo dochopmiannjy TGF-Bl1-3aBucHor mporemna SMAD3 (Cauka 45. B). OBu
pesynratu  ymyhyjy Ha 3akydak ga y XY-C-MCHh mnocroju cmameHa akTUBalldja

TGFB/SMAD3 curnansor myra.
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Cauka 45. Yrunaj XY Ha ekcnpecujy peuentopa 3a TGF-f1 u SMAD3 y KC-MCHh. A)
Amnannza excriipecuje peaenrtopa3a TGFB1 1 u2 Western blot merogom Hakon Tpermana KC-MChH XY
(200uM) 3 mama. B) Dochopunanuja SMAD3 nakon tpermana XY (200uM, 3 mana) KC-MCHh
ananm3upaHo Western blot merogom. CtyOuhu nmopen cimka mokasyjy pelaTuBHE JEH3UTOMETPHjCKeE
BPETHOCTH JOOWjEHOT CUTHasa. [(-akTHH je KOpHWINNEeH Kao KOHTpoJia 3a KOJWUYMHY TPOTEHHA.
[Mpuka3anu Ccy pemnpe3eHTaTHBHU TEJIOBH, MOJEKYJICKE MPOTEHMHCKe Mace cy m3paxene y kDa.
[Mpuka3aHu Cy perpe3eHTaTHBHH pPe3yJTaTd 3 He3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA Kao CpPEeibe BPEIHOCTH +
SEM (t Tect *p <0.05 u **p<0,01 y nopehemy ca HeTperupanuM henujama).

[Ipema namum pesynararuma XY-C-MCHh cy ornopHe Ha npoduOpotuyHu edexat
TGF-B1 koju ce ornena y cMmamweHoj HHAYKIHjH a.SMA nmo3utuBHuX MUo(puOpoOiacra, ycuen
cMmameHe ekcrpecuje peuentopa 3a TGF-Bfl u cmamene aktuBamgje TGF-B/SMAD3

curHaisor nyra y XVY-C-MCHh.
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5. JTUCKYCHJA

Renujcke xkynrype Beh nenieHMjama MpeCTaBibajy jelaH O]l Haj3HAYAJHUJUX MOJIEIT
CUCTEMa 32 M3y4yaBame (PU3MOIOMKUX U OMOXEMHUJCKUX NenujcKux mpoleca, MOJEKyIapHUX
OCHOBa OOJIECTH, a TPEACTaBJbajy W OJUIMYHY TUIATHOpMY 32 HCIUTHBAKRE MEXaHH3aMma
JIeNIOBama Tepanujckux arenaca. [Ipumapne henmje penpeseHtyjy TKHBa U3 KOjUX MOTHYY U
MPEACTaBIbajy TEPMHUHATHO aAudepeHnupane hemuje ca OrpaHMYCHUM NPOIUdEepPaTUBHUM
KarnaiuTeTOM, a M3y3eTak cy HenudepeHTtoBaHe, MatuuHe hemuje. Martuune henuje mmajy
KalmamuTeT pereHepanyje u audepeHiujanyje y crenyjain3oBade henmje TKuBa U opraHa u
Ka0 TaKBe, MPEACTaBJbajy 3HaYajHO CPEICTBO Yy NenmjcKoj Tepanuju, TKUBHOM HHKCHEPHHTY
u pereHeparuBHoj menuunuu (Atala u cap., 2008; Caglayan u cap., 2019). bpojue ernuke
JHIIEME KOje IpaTe MPUMEHY TUTYPUTIOTEHTHUX eMOPHOHAIIHUX MAaTUYHUX hellija HUCY Be3aHe
3a TIPUMEHY aJyJITHUX MYJITHIIOTCHTHHX MaTtuuHuX henwja. Anynrae MCHhH npencraBibajy
O/UTMYaH €KCIIEPUMEHTAIHN MOJEN U MMajy BEIUKY NMPUMEHY KaKoO y KIMHUYKHM Tako H Y
(byHIaMEHTAIHUM HCTpaXHBambUMa 300T CBOjUX MOBOJPHHX KapakTepuctuka. OHe Cy 1Mo
CB0jOj IPUPOJIU aTXEPEHTHE, PACTy peJaTUBHO OpP30, MMajy COCOOHOCT AudepeHirjanmje a
300T CBOje XUIIOMMYHOI'CHOCTH TPEICTaBJbajy U 3HAYajHO CPEICTBO 3a IUJbaHY HCIOPYKY
JeKoBa U xemuoTeparneytuka y TkuBa (Pittenger u cap., 2019). Ilocroju Bume ox 1050
KJIMHUYKUX CTYyJIMja KOje cBepode 0 6e30e1HOCTH U e(hUKACHOCTH BUXOBE IPUMEHE, TOCEOHO

y obnactu perenepatuBHe menuiuue (Levy u cap., 2020).

VY ucrpaxupamwy 6nonoukux kapakrepucruka MCH, Hajuenthe u Hajayxe kopuitheHe
MCT cy nopekiia KocTHe cpH. [ 1aBHU n3a30B y ynoTpeOu oBHX hemuja je bUXoBa peJaTiBHA
ManoOpojHocT y KocTHOj cpxu. One uuHe cBera (0,001-0,01% onx ykymHUX MOHOHYyKJeapa
KOCTHE CPYKH T je 33 IbHXOBY KJIMHUYKY WM CKCIIEPUMEHTAIHY IIPUMEHY HEONXO Ha IN VItro
excransuja (Berebichez-Fridman u cap., 2017). Ipyru npo6iiemMu Be3aHu 3a (bHXOBY yIIOTPeOy
Cy MHBAa3WBHOCT MPOIEAYpE 3a 100Hjamke OBUX henuja, XeTeporeHoCT T00ujeHe Momyaluje,
BEJIMKE BapHjallije y MIPUHOCY, Tu(EepeHINjalluOHOM U TIposindepaTuBHOM NoTeHnujary. OBe
pasnuke y kBanutery KC MCH ce Mory o0jacHUTH pa3HOBPCHHM MeTOJaMa H30Jaluje u
rajelba henwja o CTpaHe pa3IMUUTUX JlabopaTtopuja, ajld U  HHIWBUIYaTHUM
KapakTepucTHKaMa JoHopa Mel)y Kojuma je Haj3HadajHHja ctapocT qoHopa (Bhat u cap., 2021;
Cheng u cap., 2014). ¥V crynuju u3BeaeHoj y okBupy oe aucepranuje MCh cy nobujene u3

(bparMeHaTa KOCTHU CBHUX JaBaolad, HMAaKO CC€ paaujio O CTapI/IjI/IM 60.IICCHI/II_[I/IMa IMPOCCUHC
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CTapocTu of] 75 roawHa. Y30pIH Cy JOOUJEHU Y CTCPUIIHUM U aCENITHYHUM YCJIOBHUMA, a Y
naboparopuju cy obpaljuBanu cBera HEKOJIMKO CaTH O] CIPOBEJCHE ONepaTUBHE MPOLEAYPE.
Nnak 3a gaspy mpolieHy YCHEIIHOCTH M30Jalrje MmoTpedHa je OTNcekHrja aHann3a Ha Behem

Opojy y3opaxa.

300r naBenenux kapakrepuctuka KC MCH, uctpakuBaum Cy Tparaiu 3a APYTHM,
antepHatuBHUM n3BopuMa MCTH. Mako ce oBe henuje Mory nM30510BaTH U3 TOTOBO CBaKOT
TKHBa YOBEKOBOI OpraHU3Ma, KapaKTepUCTUKE UICATHOT U3BOpa HE UCIyHaBa HHU JETHO O
noctynuux TkuBa. Onrtumanad u3zBop MCH je 6orar mporeHMTOpHMA, JIAKO AOCTYIaH, Y3
HEWHBA3MBHOCT Mpoiieaype nobujama henmja, a cam mocrynak gooujama MCh 6u Tpebao
outn 6e3 Behux nocrmponeayparnux pusuka. [lepudepra kpB ce cMarpa 3Ha4ajHUM H JIAKO
noctynauM u3Bopom MCH a wmeromonoruja HBUXOBOr Jo0Hjamba Ce€ MOXKE CMaTpaTh
MUHUMAIHO WHBa3UBHOM. [IpoGiiem je mTo y (HhU3MOIO0MIKOM CTamby OopraHu3Ma oBe henuje
mupKkyaumy y maaoMm 6pojy (Roufosse u cap., 2004). ¥V wamoj naboparopuju MCHhH cy
yCTEImHO HW30J0BaHe M3 mepudepHe KpBU 3 maBaona ox ykymHo 20, MTO je y CKiIagy ca
nocanammbuM uckyctsuma (Trivanovic u cap., 2013). Temkohe nodujama oBux henuja Hacrajy
13 BUllIe pasnora. Heku uctpaxuBauu cMaTpajy J1a ce cMambyje BbUX0Ba aAXEPEHCTHOCT HAKOH
MobOunu3anyje y uupkynanujy. Ilopen tora, mpoToKosiu 3a BUXOBY HU30JAIH]y HUCY AOOpO
nepuHucanu U ctanaapausosanu. [la 6u nosehanu moounuzauunjy IIK MCh u3 koctHe cpxu
Heke yaboparopuje kopucte G-CSF. CmaTpa ce na oBaj METOJl HHjEe TIOBOJbAH jE€p OBAKO
nobujene henuje mopen cranpapaHe ¢(udpoOractHe Mopdosoruje mnokasyjy mnosehany
eKCIPEecHjy XeMaTONOETCKUX MapKepa, Te He HCIYyHaBajy CBEe MPONHUCAHE KPUTEpUjyMe 3a

MC (Berebichez-Fridman u cap., 2017; Dabiri u cap., 2018).

MCHh kocTHe cpku U nepudepHe KpBH, KopuiheHe y OBOM pajly Cy OKapakTepucaHe
npeMa  cBOjUM  MopdosiomKkuM — ocoOWHama, CIOCOOHOCTH  audepeHIMjanuje U
uMyHopeHnotuny npema kputepujymuma Komurtera 3a MCh MehynapoaHor npymrsa 3a
hemjcky Tepanujy (Dominici M u cap., 2006). I'ajene y cranmapaHoM Menujymy u 0e3
nogatHux ¢akropa, MCh cy nemoncTpupane TtunuuHy ¢udbpobiactHy Mopdoiorujy,
aIXepEeHTHOCT 3a IJIACTUKY M pacT y KOJOHHWjama. Y TMpolecy Hacaxupama, hemuje cy
oJierubuBaHe pactBopoM TpuricuHa U EDTA u npumeheHo je n1a ce y panum nacaxama ryoe
CUTHH]E TOJUTOHAJTHE henmje Koje Cy YBPCTO aaxepupalie 3a MOJIOTY M TOKaszalie Mamby
OCETJBMBOCT Ha TpHUIICHH. Takohe, HEMOCpeHO MO OAJIEIUbHBAKY a HAKOH 00jema ca TPHUIIaH
IUTaBUM, TIOKa3aHO j€ Jla CMO pacloyiarajy ca BEeJIHKUX OpojeM xuBHX henmja (>96%). OBa

3amakama yKa3yjy Ja CMO Ha OBaj HauWH jo0unu xomoreHy mnomynanujy MCH Bucoke
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BHjaOMIIHOCTH Koja je kopuithena g0 15. macaxe, a na cy henuje koje cy oACTpambeHe TOKOM
nacaKupama MOHOIIUTH U Makpo(daru IITo je y CKIIajay ca pe3yliTaTuMa JIpyrux jabopatopuja
(Heng u cap., 2009; Sun u cap., 2003). O6a tuna MCh, nopekiia KOCTHe CpxH U niepudepHe
KpBU Cy TOKa3zaje ClIW4aH HMMYHO(EHOTHUIICKM MNpodwi, y CKIagy ca MHHUMaJIHUM
kputepujymuma Komutera. Bume ox 95% henuja je Ouiio mo3uTUBHO Ha ME3E€HXHMATIHE
MapKepe 0K je MEHuMaaH 6poj henuja ekcipumupao xemaronoercke mapkepe (Friedenstein
u cap., 1976; Pittenger u cap., 1999; Dominici u cap., 2006). CtocoOHOCT BHILICTHHI]CKE
mudepennujanuje IIK MCh u KC MCHh je norBpheHa HaKoH rajema y JudepeHIHjanioHuM
MEIMjyMHUMa 3a OCTEOreHy W aaurnoreHy audepennujamujy. OnucaHuM MeTolama je
NOTBphEHO Ja CMO y OKBHPY OBOT HCTPaXKHMBamba KOPUCTUJIM XOMOTEHY M IpedyulnheHy
normynanyjy hemnvja, Me3eHXUMaTHOT (PEHOTHUIIA Ca BUCOKUM MOTEHIIH]ajIoM Iu(epeHIrjamnmje

Ka M@30JICpMaTHO] JIMHH]H.

XV mpenacraBjba  aHTUHEOIUIACTUYHU areHC KOJU Ce€ KOPUCTH y Tepamnuju
MUjenonpoaudepaTUBHUX HEOIUIa3MH, aHEMHUjU cpracTux henmwja uw mcopujasu. XY ce
KOPUCTH U Ka0 UTOPEIYKTUBHA IajijaTHBHA Tepanuja KOJ aKyTHE MHU]jEIOUIHE JIEyKeMHUje
crapujux ocoba. Y ckjaly ca IpeHaMEHOM IpUMEHe Jieka, XY Hajlla3u U HOBE MHJMKALHje
[oNyT chnuHanHe MunuhHe arpoduje, a KOPUCTH ce W Kao jeJjaH O] areHaca y Jiedewy
nHpekuuje uzazpane BupycoM XMUB (Ware u cap., 2009; PubChem, 2021). 300r cBojux
MOBOJHHUX KapaKTEPUCTHKA, TOMYT Tepanujcke epuxkacHoCTH U 6e30enHocTH, XY je o1 cCTpaHe
CBetcke 3/IpaBCTBEHE OpraHM3allMje CBPCTaHa y Tpymy eceHuujanHux jexkosa (WHO, 2015).
VY Jeyermy XeMaTOJOUIKMX MaJMTHUTETAa, OBAj XEMUOTEpANeyTUK MMa pPeIaTUBHO HEMO3HAT
YTHIAj HA MUKPOCPEANHY KOCTHE cpku. CTora, HCTpaKUBama Y OKBUPY OBE JUCEpTAIHje Cy
CIpoBEJeHa ca Iu/beM HcnuTHBama edekta XY Ha Mopdosnornjy u (¢yHKIHMOHATHE
kapaktepuctuke MCH. Iloxg yrumajem XY, MCh cy usMmenune cBojy ¢uOpoOiacTHy
MopdoJIoTH]jy, T€ Cy HaKOH TpeTMaHa u3riezaine yehaHo u 3apaBmeHo. Takole, oBe mpomeHe
cy npahene peaykuujoM y 6pojy henuja. O panuje je mo3HAT aHTUIIPOIUPEPATUBHU eekaT
XYV Ha xemaromnoercke marnure henuje (Muiiiz-Rivera-Cambas u cap., 2018) a mano6pojHa
UCTPaXXMBama Cy JEMOHCTpUpaia Ja Tepalnujcke KOHIIEHTPALKje OBOT JieKa cMamyjy U Opoj
xymauux MCHhH (Li u cap., 2010). [Ipoceuna koHIeHTpalMja jeKa y KPBH HAKOH OpajlHe
anmuauctpanuje uzHocu 100-200uM  (Kithr u cap., 2003), Te cy oBe Tepamujcke
KOHIICHTpalMje Jieka KopuiheHe y oBoj CTyauju 3a in vitro tperman MCH. YV ckiany ca

,2106I/IjeHI/IM pe3yiaTaTuMa Kao U NMPETXOJHUM HCTpaXUBambMa Y HAPECAHUM CKCIICPUMCHTHMA
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je mpen XY tperman 3acahuBano Tpu nyta Bume MCTH na 6 HakOH TpeTMaHa pacroJiarain

ca jeqHaKuM OpojeM TpeTUpaHuX U HeTpeTupaHux henwuja.

[utopenykTuBHO nejcTBO XY 3aCHHMBA CE HA HHXUOHMIHMJU PUOOHYKIIC03UI-arudochaT
penykrase, ensuma 3HadajHor 3a JIHK cunTtesy (Young um cap., 1967). XV kao MHIYKTOD
PEIUIMKATHBHOT CTpeca JOBOIU 10 mpekuaa asoctpykor xenukca JIHK, Bogehm y 3acrtoj
henmujckor mukmnyca (Petrova u cap., 2016). Ilo3Haro je na oBaj edekar 3aBUCU Ol TyKUHE
TpeTMaHa, na ¢y y Hamum ekcriepumentuma [IK MCHhH tpetupane XV y Tpajamy ox 3 u 6
nana. JIHK omrehewe ce manudecryje ka0 MpHUCYCTBO XETEPOXPOMATUHCKHUX >KapHIITA,
tako3Banux JIHK oxxmipaka, xoju ce mory aerekroBatu YH2AX Gojemem. Y ckiamy ca
MpeTXoAHUM ucTpakuBamuma, TpetMan [IK-MCh XV y 06a HaBeieHa BpeMeHCKa MHTepBaa,
pe3yntupao je moBehaHom ekcrpecujoM Mapkepa mnpekuna asonandane JJHK-yH2AX, a
npumMeheno je u popMupame MUKPOHYKIIEyca ITO NOTBphyje Aa kao oaroBop Ha XY ponasu
no JIHK omrehewa. Ha ocHOBY mpeTxoJHHX HCTpakuBama CIIPOBEICHHUX YIJIABHOM Ha
henujckuM JIMHMjaMa MOKE C€ MIPENOCTABUTH Ja jé TEHOTOKCUYHU epeKaT OBOT IIUTOCTATHKA
peBep3ubunan (Santos u cap., 2011) a ucnutuBama Ha OOJIECHUIIMMA Ca AHEMHJOM CPIIACTHX
henuja cyrepuiy 1a je KaHIIEPOTCHW W MyTareHd MOTEHIHja IN ViVvo Tpermana XY HH3aK

(Hanft u cap., 2000).

ITopen Tymopckux henuja u apyre, HeTpanchopMmucane henmje Kao 1€0 TyMOpPCKe
MUKPOCPEIMHE TOIOKHE Cy yTHiajy xemuorepanuje (Eckert u cap., 2021; Maddika u cap.,
2006). Tlpema crnposeneroj MTT ananu3u u ananusu henmjckor mukiyca, XY uxubupa
nponudepannjy ITIK MCh. OBaj Tpetman je noBeo 10 noBehama 6poja henuja koje cy y S pasu
henujckor uukiyca HajBehnuM enoM Ha padyH cMamera Opoja hennja y Go/G1 dasu. [TozHarto
je naje oBaj epexat 103HO U BpeMeHcku 3aBucTaH (Yarbro u cap.,1992), re cy MCh tpetupane
pactyhum konrmeHTpanujama XY TokoMm 3 W 6 naHa, a MakcuMallaH e(ekar je MOCTUTHYT
TepanjCKUM KOHIeHTpauujama Jieka. Mako mperxonHo HHje ucnuThBaH edexkar XY Ha
hemnjckn muxiye MCTH, oBaj yrtumaj je 1o0po mpoydeH HCIUTHBamuUMa Ha henujckum
muarjamMa. XY JI0BoaM JI0 3acroja mponmdepumyhux henwja y S dasu 300r cmamema
KOJIMYMHE PaACIOJIOKUBUX JI€30KCUPUOOHYKIICOTH 1A, KOje Haja/ke ycrmopasa kperame JIHK
noiMMepase  AyX  persiukandoHe — Busbymke. CwmameHo — hemmjcko  cHaOneBame
JI€30KCUPHOOHYKIIEOTUIMMAa HAKOH TpeTMaHa ce XY OfBHja NpPeKo HHXHOuIMje
PUOOHYKJICOTH I-pEAYKTa3€e, €H3MMA KOjU MOKa3yje MaKCUMalIHy akTUBHOCT y S ¢asu (Singh u
cap., 2016; Petrova u cap., 2016). 3acToj y S }a3u jg0BoM 10 aKTHBAIHM]e KOHTPOJHE TauKe S

(haze, HHTpareTyIapHOT MpoIeca KOju ce jaBsba kao oarosop Ha JJHK omreheme ca mumbem
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OJlp)KaBamba TEHETCKE CTAOMIHOCTH y TOKY PEIUIMKAIMOHOT CTpeca. Yciel aKTHBAIHWje
KOHTpOJIHE Tauke S ¢aze moj yrumajeM XY 10i1a3u 10 criope mporpecuje henmja Kpo3 oBy
a3y u 3actoja y henmjckom HHUKITYCy, HE J03BOJbaBajyhu Masbu TOK henujckor mukiyca kKa
muTo3u (Alvino u cap., 2007; Marusyk u cap., 2007). [Ipema Hammum pe3yataTuma a Ha OCHOBY
opoja BrdU nmosutuBaux henuja, XY mosoau no akymynamuje MCh ynpaBo y oBoj, paHoj S
¢da3m henujckor nukiyca. Takohe, mpumehen je u cmamen 6poj hemuja y Go/M dasu. Mako
HeMa o0jalmbera 3a oBaj henomen, moryhe je na henwuje koje ocrajy y Go/M dasm, HezaBHCHO
ol akymynupanux henuja y S dhasu, 1ajpe mporpeaupajy kpo3 hemmjcku ukinyc, anu kaaa yhy
y caenaehu nukmyc nmon yrumajem XY ce akymynupajy y S ¢asu u He nposasze nasbe y Go/M
¢a3y. Pesynratu nobujenn nHa KC MCHh cy y ckiiany ca nutoctatckoM npupoaom XY (Singh
u cap., 2016; Nazha u cap., 2016). XV y Tepanujckoj KOHIICHTPAIIH]H, JOBOJIHN JIO aKyMYyJIaIuje
KC-MCHh y S ¢asu, y3 penykiujy 6poja henuja y Go/G1 koje Huje mpaheHO CTaTUCTHUKA

3HauajHUM noBehamem Opoja paHO U KacHO anmoNTOTHYHUX henuja.

Kao mocnemuma crabunmHor 3actoja y hemmjckoM HUKIyCy Hactaje henmjcka
CCHECICHIIN]ja, CTame KOje C€ KapaKTEepHIIe CEKPETOPHUM (EHOTHIIOM KOjU JONPUHOCH
cTapemwy U 6onectuMa y Besu ca crapemeM (Childs u cap., 2015). XV, xemuorepaneyTuk u3
KJlace aHTuMeradonura, goBoau a0 JJHK omrehema koju Bou y npeBpeMeHy CEHECIICHITH]Y
TpaHcpopMHUCaHUX U HeTpaHCPopMucaHUX henuja y mpoliecy o3HaToM Kao XeMOTeparnujoM
unykoBana cenecrennuja (Bahl u cap., 2009). Hacrano JIHK omrehewme mox yrunajem
WHIYKTOpa CEHECIEHIMje MpecTaB/ba jeJlaH O] MapKepa CEHECLEHTHOT CTamba M MOXE Ce
nerekroBatn YH2AX u 53BP1 6ojemem (Rodier u cap., 2011). Cenecriennuja u 3actoj y
henujckoM HMKIyCy HacTaje MyTeM aKTUBalldje JBa IIaBHA MPOTEKTHBHA CUTHAIIHA IyTa
p53/p21°"™! i p16'NK4/Rb, 3nauajra y konTporm HanpenoBama hemmjckor mukayca n3 GO/G1
y S ¢aszy (Campisi u cap., 2005). Hujeman mapkep HHje aIrCOJIyTHO CHeIH(pUYaH 32
CEHECIICHIIN]Y, TIa j€ 3a JIETEeKIIN]y CEeHECIEHIIEHTHUX henuja mpeaoxeH manen OuoMapkepa
xoju obyxsarajy B-gal, p16M™4 p21¢Pl y SAPS (Dodig u cap., 2019). IIpema Hammm
pesynaratuma XY goBomu no ceHecrennuje [TK MCH koja ce kapakTepuiine THUITHYHOM
Mopdosorujom henmrja u moBehaHoM €KCIIPECHjOM CEHECIICHTHUX MapKepa [-Tajako3mumase

HaKoH 3 naHa u pl6™*

HAKOH J€/THOJIHEBHOI' TPETMaHa TeparujCKUM KOHIIEHTpalljaMa OBOT
xemuotepaneyTtuka. [Ipumehen je n ymepenn nopact excripecuje p21°P! makon tponresHOr
Tpetmana XY. C 003upoM Ja ce TunmuuHa Mop(oJioTHja U eKCIpecrja CeHECIICHTHIX MapKepa
oJpkasa M 3 JaHa Mo yKHJamby TPETMaHa MOXE Ce MPETIIOCTaBUTH J1a je ceHecueHnuja [1K

MCHh crabunan mporec. Cmarpa ce 1a XY T0BOJM 10 CEHECIIEHIIM]E U 3acToja y hemujckom
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mmkaycy MCh MeXaHH3MOM KOjH je He3aBHcaH of] akTuBarmje p53/p21¢Pt

CHUTHAQJTHOT ITyTa.
[IperxoaHa ucTpakuBama Ha henujckuM JIMHUjamMa Cy TOKa3ala Jla aHTUMETAOOIUTH TOIYT
XY, Koju J0BOJIE 10 CMamema PACIOJIOKUBOCTH JACOKCHPUOOHYKIICOTHAa, oMmoryhaBajy
nporpecujy u3 GO/G1l y S a3y u 3aycraBbame nuKIyca y panoj S $ha3u, MEXaHU3MOM KOjH
He 3aKTeBa akTHBaIHjy p53/p21¢'™! (Marusyk u cap., 2007; Linke u cap., 1996). Ca npyre
CTpaHe, MOCTOje KOHTPaIHKTOPHH HOJALM KOjU MOKa3yjy aa excrpecuja pl6M™*, moxe 6urn
noBehaHa WM CHI)KEHA HAaKOH TpeTMaHa XY, IITO yriIaBHOM 3aBUCH o1 Tura henuja (Petrova
u cap., 2016; Yeo u cap, 2000). 3aHUMIBHBO j€ [a KO EPUTPOICYKEMH|CKE P53-aehuIIrjeHTHE
K562 hemujcke nuauje, XV 10BOAM 10 CeHecIeHIMje myTeM nosehaHe akTuBanmje P16kt

(Petrova u cap., 2016). IIpema pe3yntaTuma HalIux eKcriepuMeHara riaaBau epekar XY Ha [TK

ink4 1CIP1

MCHh je nosehana ekcnpecuja P16 ok mnoBehame ekcrpecuje P2 HUje Ouio

CTaTUCTHYKH 3Ha4ajHO. Y panoj ¢a3u JJHK omrehema, mpBu Mexanu3am Koju ce aKTUBHpA j€

nosehana ekcrpecuje P16

yUMe Ce CIpeyaBa Jaba akymyiamnuja omirehema u
npoaudepannja OBaKBUX henuja mpe myHOT pa3Boja perumukatuBHe ceHecteHmnuje (Coppé u
cap., 2011). Ca apyre crpane, JJHK omreheme koje je mpaheHo 3actojem hemujckor mukiryca

y S tasu Huje npaheno nosehamem y excrpecuju p21°** (Borel u cap., 2002).

Camunm pesynrartu cy nooujenu u Hakon ucror tpetMana KC MCHh koje cy nmoBehano
eKCIIpUMHpae JH3030MATHH €H3UM [-ramakosupasy u pl6™4 a ca mopehamem -
rajako3unaze npumeheHo je u mosehame y Opojy nm3zo3zoma. Akymynanuja u mnosehaHa
MpOAyKIIMja JIN3030Ma Y CEHECIEHTHHM henujama ce nemaBa 300r mokymiaja hemwje aa
KOMIICH3Y]€ HaroMmiaBama J1e(PEeKTHUX JIM3030Ma U MOBE3aHa je ca MOCIEIUYHUM TTOPaCTOM
ROS (Gorgoulis u cap., 2019). OBu pe3yinTaTi CyrepHily Jia Cy MeXaHu3Mu yKibydeHu y XY
MHAYKOBaHY CEHECLEHIIM]y 3aBUCHM Off THUMa henuja, Ka0 M BpeMEHa EKCIO3MIHje U

KOHI_IGHTpaI_[I/Ije JICKA.

Panu pasymeBama MexaHM3Ma YKJbYUEHOT Y MHIYKIIM]Y CEHECLIEHIIMje 0] cTpaHe XY,
aHAJM3UpPAIN cMO yTHUla] XY Ha MpoMeHe y penokc xomeocTasu. [loznaro je na ROS, xao
perynaropu henujcke mnponudepannje, uMa 3HA4ajHy YJIOTYy y HACTaHKY IIpeBpeMeHe
cenecrienniuje MCh (Brandl u cap., 2011; Burova u cap., 2013). Ilopehan HUBO BOJZOHHK
MEPOKCH/IA, XMITOXJIOPHE KHCEIMHE, CYNIEPOKCH/I aHjoHa, Kao pe3yaTar nopemehaja y peaokc
PaBHOTEXH, AOBOAU 10 omTehemwa npotenna, munuaa u JJHK nonpunocehu 6onectuma koje
cy moBe3ane ca crapemeM (Borodkina u cap., 2014). In vitro tpermar MCh ca XV noBeo je

710 103HO 3aBHCHOT nosehama HUBoa ROS. [la je okcuaaTHUBHU CTpec 3HauajaH MeXaHHu3aM y
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XVY-C-MCHh, mnoka3aHo je HaKOH KO-TpeTMaHa aHTHOKCHIAHCHMA, AalOIUHUHOM-
naxuoutTopom NADPH okcunaze (NOX) u cakymbauem ROS-NAC, koju cy 3amtutuian MCh
oIl mpoceHecieHTHOT yruiiaja XY. [lo3HaTo je M &1a anmoIWHHH, KOjU C€ MOXKE CMaTpaTH
cenosutukoMm, mtutd MCHh o cenecuienije oy yruajem HoO2 (Sun u cap., 2015). Takobhe,
OBHW aHTHOKCHJIAHCH Cy 3amTuTiin npoiudepanujy MCh ox naxubutopHor yrumaja XY y3
penykijy Opoja henuja xoje cy ce Hanwie y S ¢a3u hemujckor mukiyca, 0K MOjeIMHAYHN
TpeTMaHu ca anonuHuHOM 1 NAC HUCY nManu yTrnaj Ha henujcku nukiyc u npoiaudepanyjy.
[Tpema uctpaxuBamuma Yu u cap. (Yu u cap., 2015) ROS y6p3aajy tpansunujy u3 G1 y S
(hazy ma je moryhe pazmarpatu yinory ROS y G1-S TpaH3ulidju v IOCIESIUYHO] aKyMYyJIallljH

hemnja y S gasu y IIK MCh henujama tpetupanum XV.

Mexanu3mu kojuma XY HHIYKYje OKCHAATUBHHU CTPEC HUCY JOBOJFHO MPOYYEHH.
Ckopamme ctyauje cy mokaszaie ga XY nosehaBa HuBo yHyraphemujckux ROS myrem
WHXUOWIIN]jE SH3UMa CYMEePOKCUI-TUCMYTa3e 2 1 MUTOXOHApHUjaiiHe-neareruiasze Sirt-3 (Zhai
u cap., 2017; Dong u cap., 2014). Takohe, XY moBoaehu 10 KoJarnca perinKamuoHe BHJBbYIIIKE
Moske mpoy3pokoBaru noBehan HuBo ROS (Singh u cap., 2016). 3nauajuo je u na XY mnpeko
ctumynanuje npoaykmuje ROS, moce6Ho nmyrem mosehama HuBoa H202 Moxke moBectu 110
JIHK omrehema (Sakano u cap., 2001). OBu edexkTn cy youeHM Ha KBacHUIAMa U
OakTepujama, a moTpeOHa Cy J1ajba UCTPAKUBaKa Ja MOTBpe 0Baj edekat Ha hemujama cucapa
(Ziegler-Slylakakis u cap., 1985). 3aHuMIBHBO je Aa ce GopMupame CI000JHOT pajuKaia
CyIepoKcH]I aHjoHa, ofBuja y3 ydemhe NADPH okcunase koja uma 5 nuzodopmu, o Kojux cy
NOX1 u NOX2 3aBucuu on GTPaze-Racl, nok NOX4 u NOXS5 pyHKIMOHHUIITY HE3aBUCHO O]1
Racl (Altenhofer u cap., 2015). Haira mpeTxo/iHa HCTpaXkHBamba ca YKJbydHBambEeM allOIMHUHA
7103BOJbaBajy HaMm jaa pasmarpamo yinory NOX y crBapamwy ROS nox yrumajem XV (Stefanska
u cap., 2008). ¥V mokyiajy 1a ycTaHOBUMO TauaH MexaHu3aM y rerepucamy ROS y XV-C-
MCHh y Hamie eKkciepuMeHTe cMO YKJbYYHIU M Racl MHXUOUTOp KOjU HUje MMAo yTUIA] Ha
uHaykiujy cenectennrje MCh nox yrunajem XVY. OBu pe3ynraty ynyhyjy Ha 3ak/bydak Jia
y XV crumynucanoj npoaykuuju ROS y MCR, ka0 MexaHu3My KOjH j€ OATOBOPAH 32 HACTaHAK
CeHecIIeHIIr]je, 3HauajHy ynory umajy Racl nezaBucHu NOX4 u NOXS. V monekynapHOM
MexaHu3My kojuM XY moomu 1o moBehama ROS y ckopuje Bpeme je pasmarpaHa yrora
MHXHOUIM]je CYMEepOKCHJ IUCMyTa3e, KOja HacTaje 300r eNMMreHeTCKUX MoAuQHKanuja u
yuemha curHanaux myreBa nmonyT MAPK, PKG u PKA (Hodge u cap., 2005; Pule u cap.,
2015).
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Kibyuny ynory y ycrnocTtaBibamky CEHECLEHIM)e IMa CEPUH/TPEOHHH NMPOTENH KUHA3a,

mTOR. Hakon 3aycraBibama henujckor mukityca y3 ydemhe MHXUOUTOPA IIUKINH 3aBUCHUX

6ink4 1CIP1

KuHaza pl u p2 , 32 HACTaHAK CEHECIEHIMje Yy MpOoIecy MO3HATOM IOJ HAa3WBOM
repokonBep3uja, BakHa je aktuBanmuja MTOR um ERK/MAPK curHamaux myreBa
(Blagosklonny u cap., 2018). Crora, u3riena Jia je 3a yCrocTaBjbame heujcke CeHECICHIIN]e
norpebHa aktuBanja mTOR u kao TakBa, renHokonBep3uja Bohena mTOR, moxe Outn
cynpumupana mTOR wuaxuburopuma (pamanoszuma) (Liu u cap., 2020; Saoudaoui u cap.,
2021). CynpoTHO oj TOTa, HAIllA pe3yaTaTh nokasyjy na je y XY-C-MCh aktuBannja mTOR
cMameHa. XY je JoBelna J0 CMamkeHOr CTENeHa akKTUBAaIMje HU3paKeHe Kao OJHOC
dbochopmmmcane u ykymHo ekcnpumupane popme mTOR y o6a tuma hemmja, [TIK 1 KC MCh
ca MakCHUMaJIHUM e(eKTOM HaKOH JBOJAHEBHOT M TPOJHEBHOT TpeTMmaHa. JlomaTHo, O6mokana
mTOR Eeponumycom Huje nosena go unaykuuje cenecuenuuje KC MCH, mro ynyhyje Ha
3akJpydak Ja mTOR uHxuOuIMja, MaKO ce MOXKE CMaTpaTd 3HAYajHUM MEXaHHU3MOM HUje
J0BOJbHA J1a Ipoy3pokyje cenecrennrjy KC MCHhH y HammM eKCriepuMeHTaTHUM YCIIOBHMA.
3ampaBo, mTOR uaxubumMja pananozuma nomyt EBeponnMyca mmMa CeHONMTHYKA eekar u
Mpojy’kaBa >kuBOTHU Bek henuja (Blagosklonny u cap., 2017). Mnak, HoBUja HcTpakuBama Ha
KC MCHh noka3yjy na Hucy cBe henuje mojjjeiHakO OCET/bUBE Ha CEHOJUTHUKU edekar
pananora, a moryhe o6jammmeme JeKH Yy Pa3sIMunTO] MHMIMjANHOj ekcrpecuju Plenkt
(Antonioli u cap., 2019). [Toznaro je 7a mTOR nHXUOHIIMja CENEKTUBHO CMambyje TpaHCIaIU]y
mRNA npouHdramMaTopHUX HUTOKWHA U CTUMYJHILIE ayTodarujy HITO Cy JBa MEXaHHU3Ma
3HaYajHa 3a CCHECIECHIIM]Y U MOTY uMmartu yiory y perynamuju SASP (Laberge u cap., 2015;
Jung u cap., 2009). Umak najpu €eKCEPUMEHTH Cy HEOMXOJHM Ja OM Ce YyCTaHOBHO TadaH

MexaHu3zam uHxuOunmje mTOR u 3Ha4ya] OBOr CUTHAJIHOI MyTa Yy NPECEHECUEHTHUM U

ce”HecuieHTUM ctabuma MCh y3pokoBanum XY TpeTMaHOM.

Tayan MonekynapHH MeXaHU3aM YKJbYYEH Yy peryianujy yHyrtaphenujcke
CUTHAJIM3allije HAaKOH TpeTMaHa XY HMje I0BOJbHO pa3zjalimeH. Jlocaaaiima nCTpaXkBamba Ha
epUTPOJICYKeMHjCKIM herjaMa cy rmoKasaia Jja y o1roBopy Ha XY 10J1a3u 10 MoauduKaIija
curHaia MAPK ykmwyuyjyhu ERK, p38 u JNK, mto cy MexaHusMu kojuma ce peryuiie
npon3Bomka GetanHor xemornoouna (Walker u cap., 2011; Pule u cap., 2015). YV nassem Toxy
ucnutaHa je ynora curHanHux nyreBa MAPK u JAK/STAT, 3nauajuux 3a henujcky
nponudepannjy y XY-C-MCHh. Hako XV nuje umana yrunaj Ha ERK1/2 curnanuau myr,
y3poKoBaja je cMameHy aktuBarujy p38 y MCh. AktuBaruja p38 y oAroBOpy Ha cTpecope ce

MoBe3yje ca armonto3oM henuja, a y henmjckoj CeHeCIICHITN]U aKTUBAIIMja OBOT CUTHATHOT ITyTa
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j€ 3HavajHa 3a MPOAYKIH]Y TpouH(IamMatopHuxX mutokuHa momyT IL-6 y oxBupy SASP
(Debacg-Chainiaux u cap., 2010; Alimbetov u cap., 2016). Jorir jeraH CUrHAIHU YT CE€ JOBOIN
y Be3y ca ceHecrieHIjoM u nporHdramatopaum SASP, a To je JAK/STAT (Xu u cap., 2016).
TponueBHu Tperman XY noBeo je 1o cmamene aktuBanuje JAK1 u STAT3 y MCh. Hogatna
HCTpakKMBama Cy MoTpedHa Ja O ce pazyMesio J1a Jid je MHXUOMIMja OBUX CUTHATHUX ITyTeBa

MOBE3aHa ca CEHECIICHIINjOM | peryiaiujoM mpoduna SASP.

[Topen ynore y hemmjckoj mpommdepanuju, mTOR, MAPK u JAK/STAT wumajy
3HavajHy ynory u y audepenumjarju MCh. AktuBannja mTOR y MCH je 3HauajHa 3a
aJIMIoreHe3y a panano3uma je moryhe naxubuparu nudepenuujannjy MCh xa agumonuruma
(Xiang u cap., 2011; Cho u cap., 2004). [Tpema noganuma u3 sureparype mTOR uma 3Hauajuy
yiory y nponudepanuju u nudepeHnujanuju octeodacra, ¢ TuM mrto naxuoummja mTOR
MOJKE JOBECTH M JI0 CTUMYJIAllMje U MHXHOUIMje octeorenese (Xiang u cap., 2011). Ca npyre
crpaHe, 3a mudepennujanujy MCH ka octeobimacTiMa W TPOIEC PEMOJIEIOBamba KOCTH
KJbyuHa je aktuBaiuja p38 u JAK/STAT (Rodriguez-Carballo u cap., 2016; Sanpaolo u cap.,
2020). Crora, moryhe je na mHxuOuIMja oBUX curHaaHux nyreBa y XY-C-MCh yruue Ha

mudepenurjaunonu norenuujan MCH.

300r cBoje criocoOHOCTH AudepeHirjanyje ka Bume henujckux tunosa, MCh umajy
KJbYUHY YyJIOTYy Yy pereHepanuju TkuBa (Visweswaran u cap., 2015). Ca apyre ctpaHe oBaj
nporec Moke OUTH HapyllleH cTapemeM na ceneclieHTHe MCh, 300r mpomeHa y NpoTEenHCKO]
eKCIIpeCjU UM XPOMO3OMCKOj CTPYKTYpH, MOTY TIOKa3aTH JUCPYHKIMOHATHOCT Yy
mudepennyjaunju. Merpaxkrnpama Mokas3yjy HapyleHOCT OCTEOreHe, XOHPOr€eHe U MUOTEHe
nudepeHirjalrje TOKOM CTapema y3 Hajay Ky O4yBaHOCT aJUIOreHor noreHuujaia (Zhou u
cap., 2020; Yang u cap., 2018). Hamu pe3ynratu noka3zyjy na XVY-C-MCHh umajy cMameHy
CMOCOOHOCT OCTEOreHe M aJunoreHe audepeHunujanyje a Jga ce MPUTOM eKcIlpecuja
ME3EHXMMAIHUX TOBPIIMHCKUX Mapkepa He Mema. Jlakiie CeHecleHIMja WHAIYKOBaHa
xemuoTepanujoM XY JOBOJU J0 CMamemha MYITHWIHMHHJCKE TUdEpeHIrjalije y3 O4yBambe
matnyHocTH MCHR. OBO je y ckiany ca pesyiaraTMMa JApPYrMX HCTpaxkuBauda rae je XY
penykoBaia npoiudepanujy Kao U agurnoreny, XOHAPOreHy U OCTeOreHy AudepeHnnjanujy
MCHh nenranue nynne (Zhai u cap., 2017). Ca apyre ctpane, TpeTMaH ca aHTUMETa00TUTIMA,
monyt S-ayopypanmia U TeMIuTabuHAa HHUje JOBEO JI0 CMAamEeHOT TU(epeHIInjaroHOT
MOTEHIMjajla MaJia y OBOj CTyAMju HMje aHanu3upana ceHecuennuja KC-MCH (Perez u cap.,
2019). C 003upoM Ha 0] paHHje MMO3HAT MO3UTHBAH e(eKaT KOju aHTHOKCHUIAHCU UMajy Ha

peBep3Hjy CEHECIIEHIIHN]€ U TIOHOBHO YCIIOCTaBJhakhe OCTEOTeHE audepenijanuje (Sun u cap.,
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2015), moryhe je monemucatu o yino3u ROS y cmamenoj audepernnjanuju y XY HHAYKOBAHO]
ceHecleHIMjU. [lajba WCTpakuBama Cy MOTpeOHHM Ja OW ce YTBPAWIO yJora CMarmbCHE
aktuBanje mTOR, MAPK u JAK/STAT kao u nojauane npoxaykuuje ROS y uaxubunuju

ocreoreHe u agumnorene audepeniyujanuje XY-C-MCh.

On panuje je mo3Hata cnocoOHOCT XY Ja MHAYKYje CEHECIICHIIH]Y BHIIE PA3IHYUTUX
henmjckux  Tunosa, ykibydyjyhm  hemuje  henmjckux — nmHHja  HeypoOiacToma,
XEMaTOoIETYJIApHOT KapIMHOMAa W €pUTPOJICYKEMU]CKUX henrja, aiu U mpuMapHuxX henuja
nonyt ¢pubpodnactu ¥ MCh nenranue mynne (Park u cap., 2000; Hong u cap., 2004; Yeo u
cap., 2000; Zhai u cap., 2017). YV oBoj cryauju je motBpheHo qa XY 10BOIM 10 CEHECIICHIN]E
MCHh mopekna KocTHe cpxu W nepudepHe kpBu. Jlo cama HUje ucnUTaH edekar OBUX
ceHeclleHTHUX henuja Ha mmpkynuinyhe Tymopcke henmje kao HM Ha henuje y OKBHPY
TYMOPCKOT MUKPOOKpYKema. Vlako ceHeclieHIija peicTaB/ba CTaOWIHU 3acTOj y hemujckoM
LUKIIYCY, CeHecleHTHe henuje octajy MeTabOIMYKM aKTMBHE MU KOMYHULUPAJy ca OCTaJUM
henmjama y Mukpookpyxemwy myrem npoxaykmuje NO, ROS, undnamaropuux daxropa,
¢akrTopa pacta kao mwro cy TNF-a, TGF- u npyrux monekyna koju cy aeo SASP (Sawal u
cap., 2017). SASP moxe umMaTu IpOTYMOPCKY HJIM aHTUTYMOPCKY YJIOTY, YIJIaBHOM J1einyjyhu
MOCPEHO Ha aKTUBAIIHM]y Ui nHXHOUIM]y henuja umyHckor cuctema. Hama xunoresa je 6una
na uHpaamatopHu ¢GakTopu M (aKTOPH OKCHUAATUBHOI CTpeca IMPOU3BEJNCHHM OJ CTpaHe
CEHECILIEHTHUX henuja nMajy mapakpyHU yTHIIa) Ha TyMOpcke henuje y okpyxemwy, ITo 0u 61o
edekar cnuuad kmacuaHoM bystander edexty nnmykoBaHuM jouu3syjyhum 3pauermeM (Prise u
cap., 2009). Ilox repmunom bystander edekat ce mogpasymeBa oAroBop Heo3paueHux henuja
Ha CUTHaJIe IPOU3BEJICHE O] CTpaHe CyCeTHMX, 03paueHux henuja, a JaHac ce ONucyje U Kao
peKlrja Ha yATpajbyOUuacTo 3padewe, TOIIIOTY U XeMHuoTepanujcke arence (Bagdonas u cap.,
1999). XV je antunponudepaTuBHE areHc Koju ce kopuctu y tpetmany MITH (Singh u cap.,
2016) Te cy 3a ucnuTuBame oBor edekra y ekciepumentuma cy kopumthene HEL u K562 kao
bystander henuje. HEL npencraBibajy penpesenratusay MITH henujcky nuHHMjy, KOjy YnHe
henuje Ha HUBOY MerakapHoOUUTHOr nporeHuTopa u Hocuouu cy JAK2-VO617F myranuje

(Kobayashi u cap., 2016).

Hamu pesynraru nokasyjy 1a MCR, nperxoHo Tpetupane XY TokoM 3 1 6 1aHa paau
WHJIYKIIM]€ CeHeCIeHITH]e, nuxnoupajy nponudepanujy HEL hemmnja. C 063upom ga cy MCh
oune npetperupane XY, a nmotoM rajeHe ca HEL jacHo je ga oBaj edekar HUje TUpEKTHA
nocieanua nejerea XY. Y mokymiajy pacBeTibaBamba Menujaropa Koju nocpenyjy y bystander

epexry, ucnuraHa je ocersbuBocT HEL henmja na oxcuparuBau crtpec u TGF-Bl.
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OKCcHIaTUBHU areHCH MpUMemeHH Y 0Boj cTyauju cy H2O2 m AAPH-niponsBohau ROS koju ce
KOHCTaHTHO paziaxe Ha nepokcun pagukaie (ROO"). TecroBu mponudepaiuje cy nokazaiu
J03HO 3aBUCHO cMameme nponudepanuje HEL henwja HakoH TpOJHEBHOT TpEeTMaHA OBUM
OKCHUJATUBHUM cpenctBuma. Takohe, mosnaro je nma je TGF-B1 nHeratuBan perynarop
METaKapHOIUTONOe3e U MMa MHXUOWTOPHH YTHIQ] Ha Hposudepanujy MerakapuoIUTHUX
nporenutopa (Kobayashi u cap., 2016). Y cknaay 1a npeTXoQHUM CTyIMjaMa HaIllK PE3YJITaTH

cy notBpauiu aa tpermad TGF-B1 cmamyje nponudepanunjy HEL henuja.

JlogaTHu eKCIEpUMEHTH, IipeMa KojuMa ¢y kotpermanu uaxuoutopuma ROS u TGF-
B1 ycnenu na nonumrte HeratuBaH edekat XY-C-MCHh nHa nponudepaunjy HEL, ykazyjy Ha
3Haya] ynore okcupatuBHor ctpeca U TGF-Bl1 y XV-C-MCHh nocpenoBaHo] MHXUOUIMjU
npomudepanuje HEL. V nocamammum ctynujama nokasano je 1a ROS umajy mmpok criekrap
yrunaja Ha npoiudepanujy henmja. Mako y Hekum cneuuduyanMm curyanujama ROS mory
ctumynucatu henujcky mnponudepaunjy (Burdon u cap., 1989), najuemhe nenyjy kao
LIUTOCTATUYHHU/IIUTOTOKCUYHHM areHc. 3ampaBo BehnHa aHTUTYMOPCKUX JIEKOBAa CMambyje
nponudepanujy Tymopckux hemuja y3pokyjyhu nosehany nponykiujy ROS yryrap henmja
(Sawal u cap., 2017; Laurent u cap., 2005). Mehy Bpctama ROS y uaxubunuju nponudeparuje
TyMopckux henuja 3HauajHa je yaora H202 u cynepokcuanor anjona (O2°7), a iwuxoB edekar
MoO>ke OMTH MOHMIITEH Jl0JaBambeM Karajase y henujcky kyntypy. [lopen nupexktHor edekra
H202 na henmjcky mnponudepanujy nmocroju M UHAUPEKTHH e(deKaT MPEeKo XUIPOKCHI
pamukana (OH') koju nHacraje om H2O, denToHHMjeBOM peakimujoM U Takohe wmHXHOMUpa
TymMopcky mnponudepanujy (Laurent u cap., 2005). Ilo3Hato je na je mNakIUTaKcell,
aHTHHEOIJIACTUYHU JIEK, CBO] aHTUTYMOPCKH edekat ocTBapyje nmyrem ctumynanuje NADPH
okcugaze (NOX) u nocneauuHor nosehamwa npoaykuuje H202. Takohe, oBaj nek nmoBehasa
eKcTparenyaapuy npoaykiijy ROS u tume naxubupa nponudeparujy bystander rymopckux
henuja xoje HUCY M3TOKEHE NUPEKTHOM yTHIA]y makiauTtakcena (Alexandre u cap., 2007;
DeVeaux u cap., 2006). Hamm pe3ynraTu ca anolqMHUHOM-HECIEHU(UIHUM HHXUOUTOPOM
NADPH okcunaze (NOX) uay y mpusior npernoctasuu 1a H2O2 nocpenyje y MHXUOULIUjU
nponudepannje HEL henuja ox crpane XVY-C-MCh anu 61 cBakako A0JaTHA UCITUTHBAba ca
AHTHOKCUJIATUBHUM €H3MMHUMa M CeleKTHBHUM mHXuOuTopmMma NOX Omia KopucHa paau

Ne(UHUTHBHE TOTBPJIC.

TGF-B1 xao 3HauajaH MOIyJaTop ypoheHOr M CTEYEHOI MMYHMTETa, MpeMa HalIuM

pesyaTaTuMa mojadaHo ce mpoaykyje ox crpane XY-C-MCHh u moryhu je menujatop y
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cMameHoj nposmdepanuje Tymopckunx HEL henuja mon yrumnajem XVY-C-MCHh. Nako Hucmo
JIETaJbHO TIPOYyYaBaIl MEXaHU3aM OBE MHXUOMIIH]E, PE3YJITaTH MPETXOAHUX CTyAHja ynyhyjy
Ha 3Hauya] aktuBanuje TGF-B1/SMAD3 curHamHor myra y MUJETOMJIHHM JICYKEMH]CKUM
henmujama y mocnenumuHoMm 3actojy hemujckor mmkiayca y Gl ¢asu u 3aycraBibamy
nponudepanuje (Tu u cap., 2014; Chen u cap., 2017). [pyra crynuja, y K0joj Cy MUjeIOUTHE
neykemujcke henuje rajere ca KC MCh y kokynTypw, mokaszana je aa 010kaaa mpoayKInje
TGF-B1 ox crpane MCh, ctumynuiie nponudepann)jy neykemujckux hemuja (Schelker u cap.,
2018). U3Becno je u ma moctoju oapehen cremen cuneprusma usmely TGF-f1 u ROS.
OxcumatuBHE ctpec nmoBehasa rencky ekcrpecujy TGF-B1, nok TGF-B1 y circulus vitiosus
nosehasa npoxykiujy ROS crumynumryhun NOX, mto je edekar mocpenoBan Hajsehum genom
nyrem SMAD3 (Liu u cap., 2015). V ckinany ca oBUM UCTpaKMBamUMa Cy U PE3yNITaTH
NOOWjeHU y OKBUPY OBE€ CTyAHj€ MO KOjUMa afolUMHUH CMambyje TEeHCKY eKCIpEecHjy H

npoaykuujy TGF-B1 ox ctpane XY-C-MCHh.

CenecnienTHe henmje y okBupy SASP mory na npoaykyjy u NO, kao pe3ynrar nojadase
aKTUBHOCTH a30T MOKOKCHA-cuHTeTa3e (Sato u cap., 1993). OBaj pakTop MMa MOTEHIUjATHO
cTUMYJaTUBHH eekaT Ha nponudepaunnjy Tymopckux henuja (Cassetta u cap., 2018). [Ipema
HammM pesyiaTtaruma XY HUje y 3HadajHO] Mepu MoaudukoBaia npoayknujy NO of ctpaHe
[NK MCHh. Unak namie MCh cy naunujanHo ucnosbuie Bucok HuBo NO LITO ce MOXKe 10BECTH
y B3y ca HBMXOBUM 3HA4ajHUM UMYHOCYNPECUBHUM NoTeHuujanom (Mabrouk u cap., 2020).
Taxohe, HEL henuje HuCY noka3ane ceH3UTUBHOCT Ha pactyhe koHueHnTpanuje NO, a HaKoH
tpermana ca NO nornopom DEA: OBu pesynratu ykasyjy na naxuouiuja nponudepannje HEL

henuja ox ctpane XVY-C-MCHh nuje nocpenoana NO.

Jom jemHa KapakTepUCTHKA CEHECLUEHTHHX henMja je MpoMeHa Yy CTPYKTYpH H
eKCIIpecuju MEMOpaHCKUX MTPOTENHA 3HaYajHUX 3a henujcky aaxesunjy, HomyT INIMKOIPOTEHHa.
®ubpobiacTHe ceHeclieHTHE hennje noka3yjy nosehany excnpecujy rinykozamuaa u [CAM-
1, ma ce mpoMeHe y BapujaHTaMa U CTENeHYy eKCIIPecHje OBUX MOBPLUIMHCKUX MOJIEKYIa MOTY
CMaTpaTu U aTpaKTUBHUM MapKepHMa CEHECLEHIIH]je, yclea MOIryNHOCTH HBHXOBE JETEKIU)e
0e3 nmectpykije hemujckor uarerputeta (Matjusaitis u cap., 2016; Schnabl u cap., 2003).
[Ipema nammm pezynratuma HEL henuje cy nemoncrpupane nosehan crenen aaxesuje 3a XY -
C-MCh. Maga HHUCMO HCHOUTHBAJIM MEXaHM3aM aJXE3MBHOCTH, IIpeMa pe3yJaTaThuMa
NPETXOJAHUX CTyauja BepoBaTHO je na ceHecueHTHe MCTH Hakon XY TpeTrmaHa mojayaHo

ecpuMupajy aaxesuBHe Mosiekyie. Kao onroBop Ha ctpecope koju noBoje A0 mosehama H202
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nosehara ce ekcrpecuja ICAM-1 (Roebuck u cap., 1995). ICAM-1 uma 3Ha4ajHy yjIoOry y
Mehyhenujckoj anxe3uju, kao U y helnjckoj aaxe3uju 3a eKCTpaIelyJIapHd MaTPUKC ITyTeM
WHTepaknuje ca B2 nuarerpuauMa. OBaj MOJICKYJI j€ MEANjaTop Y aIXE3UjH MOHOIIMTHHX hemnuja

3a KC MCHh (Roebuck u cap., 1999).

CynpoTHO HallUM pe3ysTaTuMa, MOjeAMHE CTyAHje Cy IOKa3aje Ja CEHECLIEHTHE
henuje Mory um na mpomMoBuIly TymoporeHe3dy. Mako ce ceHecreHuuja TpagullMOHAIHO
JOXHBJbaBa Ka0 TYMOp MPOTEKTHUBHH MeXaHu3aM, (PakTopu NpPOAYKOBAHU O] CTpaHe
CEHECIICHTHUX ENUTENOuAHUX U ¢pubponactaux henmja y oxBupy SASP, nomyr IL-1 u IL-6
MOTY J1a HHAYKYjy Tymoporenesy cyceanux bystander henuja (Coppé u cap., 2010). [Tokazano
jé M Ja Cy peIUIMKAaTUBHO CEHECUEHTHH (uOpoOIacTH MMaau CTUMYJIATUBHU edekar Ha
nponudepanujy enutenonaaux Tymopckux hemmja (Krtolica u cap., 2001). OBu xeteporenu
pe3yaratu o eQeKTy CeHEeCHeHTHHX henmuja Ha TyMmopcke henmje Mory ce oOjacHUTH
paznuuuTHM TUOOBMMa bystander tymopckux henuja kopumiheHuM y cTyaujama, MOTOM
Pa3sHOBPCHUM hesMjcKUM THIIOBUMA y KOJUMa j€ HHAYKOBaHA CEHECLCHIIN]a, ajli U pa3iuKaMa
y THITy CE€HECUEHIMje Kao INTO je PEIUTMKATHBHA WJIM CTPECOM HHJIYKOBAaHA CEHECLEHIIH]a.
[TocmaTpaHo Ha Taj HauWH, orpaHuyaBajyhu (akTop Hame cTyauje Moke OuTH ymorpeba
henujcke nunuje mujenonaHux henuja Hocuora JAK2-V617F myranuje 3a nporieny bystander
edpexta. JAK2-V617F myranuja npencrassba 3Hauajad (pakTop 3a IPOrHO3Y U MPOLEHY PU3UKa
3a jeykeMujcky tpanchopmarnjy MITH (Jurisic u cap., 2013), a masa ucCTpakuBama ca
IpyruM henujckuM TUTIOBUMA KOje Cy HOCHOIIM OBE MyTalldje Cy MoTpeOHa /1a ce yTBPIU J1a
mm je JAK2-V617F myranuja npenucnonupajyhu gaxtop 3a ceHsutuBHocT henuja Ha XVY-C-
MCH. logatHo, cripoBezieHa je 1 aHanu3a ca K562 henujama, epurposieykeMujckum henmjama
XpOHUYHE MHUjenoujHe jeykemuje mno3utuBHUM Ha BCR/ABL ¢y3uonu ren. XpoHnuyHa
MUjeJIorHa JIEyKeMMja clafia y Tpyny MujenonpoindepaTuBHUX HEOIUIa3MU Koje ce
KapakTepuily npucuctsom @unanenduja xpomozoma (Mughal u cap., 2016). I[Ipema Hamum
pesyaratuma XY-C-MCHh Hucy umane yrunaj Ha mnpoiudepanujy K562 henumja. OBu
pe3yaTaTu ce MOry 00jaCHUTH HUCKOM ekcrpecujoM perentopa 2 3a TGF-B ox crpane K562
henmnja macynpor HEL henujama koje mmajy moBehaHy ekcipecujy OBOT pelenTtopa Te
noka3yjy Behy censuruBnoct Ha TGF-B1 (Wu u cap., 2017; Marone u cap., 2002) mTo je
MOTBpPhEHO U y OKBUPY OBe cTynuje. Mmak, qajbuM UCTpakuBambUMa OTPEOHO j€ TPOLICHUTH
ma mu XY-C-MCh wumajy mnoTeHHMjaln y Tepamnuju JAK2-V617F no3uTnBHUX

MHUjeJIONpOoauepaTUBHUX HEOIJIA3MHU.
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Jenna on Haj3HavajHUjux Kapaktepucthka MCTH koja uX 4YHHM aTPaKTHUBHUM
KaHAUIaToM 32 hellnjcKy Tepanujy je ’BbHUX0oBa CIOCOOHOCT MMyHOMoayIamuje. [1pe kimmanuke
NpPUMEHE 4YecTo je NOoTpeOHa ayroTpajHa in Vitr0 ekcnaH3wja Koja ce oJpakaBa Ha
(byHKIMOHATHE KapakTepucThuke oBux henuja. Crora, mojeqMHM HAayYHUIM Tpe ymnotpebe
MCHh, npeanaxy TperMaH (akTopuma MomyT cyrncranie [ kojuma ce oapkaBa HUXOB
MMYHOCYIPECHBHH MOTEHLUjal Kpo3 ctumynanyjy npoaykuuje TGF-B1 (Jin u cap., 2015;
Najar u cap., 2016). TGF-B1 je riiaBHu MeaujaTop y peryjanuju MMyHCKuX henmuja ox crpane
MCHh (Thomas u cap., 2005), a Takohe je y Hamioj CTyAuju UACHTU(DUKOBAH KAO OCHOBHU
IUTOKUH Koju mpoayKyjy XY-C-MCHh. Tpeba umatu y BuAy ¥ Ja UMYHOMOIYJATOpHA
npupoaa oBuUx henmuja 3aBucH ol uH(pIamanuje u npoduna uHOIAMATOPHUX LUTOKHUHA
MIPOU3BEICHUX OJ] CTpaHe OKOJIHUX henuja. PaznuunTu yciioBu rajema u excnansuje MCh, kao
Y M3BOPH M3 KOjUX ce J00Wjajy, yTHUy Ha Pa3HOIMKO HCIOJbaBamke edekara oBux henmja Ha
umyHcke henmje, koju cy pesynrar npomena y SASP (Najar u cap., 2016; Wang u cap., 2014).
Ha cekpenujy wH(IAMaTOpHUX IUTOKMHA MOTY YTHIIATH M (DAKTOpU KOjHU JOBOAE MO
CCHECIICHIIMjE TOMYT YCJIOBA Tajea, OHKOICHE aKTUBAIMje M CTpecopa KOjU YTUYYy Ha
6uonomke kapakrepuctuke MCh (Capasso u cap., 2015; Gaur u cap., 2017). Tako Ha npumep
CTpECOM MHIYKOBaHA CEHECICHIMja U perumkatuBHa ceHecrennrja MCh mopekia KoctHe
Cp’KM M MAacHOT TKHWBA, JIOBOJH JIO MPOMEHA y CeKpeTopHOM mpodmry oBux hemmja koje
pe3yaTupajy npoayKiujoM (akropa Koju Koju nosehaBajy MHUrpalnujy JE€yKOIUTa Ka MECTY

nospene uiu uapekuuje (Ozcan u cap., 2016).

Jenna ox kapakrepuctuka MCRA koja ce MOXe€ HCKOPUCTUTH Yy TpeTMaHy
MH(]IIAMAaTOPHUX U ayTOMMYHCKHX OOJIECTH j€ CIOCOOHOCT MHXHMOHUIMje mposudepaluje u
aktuBanje CD4" u CD8" T numdonura, kao 1 MCH mocpenoBaHa nmpoMeHa paBHOTEKE
Th1/Th2 cy6bnonynauuje y kopuct antunHpaamaropue Th2 cyononynanuje (Gieseke u cap.,
2010; Duffy u cap., 2011). ¥V oBoj crynuju, nponudepanuja CD3/CD28 ctumynucanux T
mumoonura je ucnurana Mmerogom CFSE nunynuje a HakoH MHKyOaluje ca HeTpeTUpaHUM U
XV tperupanum MCH. [Ipema pesynratuma oe cryauje, XY-C-MCh umajy Behu kanamurer
uaxubunuje T mumdormra y nopehewy ca HerperupanuM MCH. Jenno ox moryhux
o0janmera JIeKH y Tojadanoj npoayknuju 1TGF-B1, koju je v paHuje HISHTH(PUKOBAH Kao
SASP ¢akrop koju cynpumupa T henujcky akruBanujy u pynkuujy (Thomas u cap., 2005; Oh
u cap., 2013). Hamm pe3ynraru o kojuma XY-C-MCh nosehano ekcipumupajy res 3a TGF-
B1 u moBehano mpoaykyjy oBaj ¢akTop AeTUMHUYHO Mory oOjacHuTu noBehanu T henujcku

naxuouTopHU Kamamuret XY-C-MCh. Maso tora ce 31a 0 mexanuzmy T henmjcke cympecuje
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nocpenctBoM TGF-B1, a crynuje ca SMAD3 neduninjeHTHEM MUIIIEBUMA Y KOJUMA JOJIa3H 710
aktuBanuje T mumdornura yrnpkoc Tpermany TGF-B1, Harosemrasajy 3Ha4aj OBOT CUTHAJIHOT
nyta (McKarns u cap., 2004). Jlpyru MexaHu3MH KOjU c€ J0BOJie Y Be3y ca T hemujckom
naxuoumjom ox ctpane MCh cy nojauana npoaykinuja ROS u NO (Xu u cap., 2013; Nelson
u cap., 2018). Pesynraru ynyhyjy na y XY-C-MCh =e nonasu 1o nosehane npoaykmuje NO,
anu je moBehana npousBoama ROS. JlogatHa uctapkuBama Koja ykjbyuayjy uaxuoutope ROS
cy HeomxojaHa na 6u ce yrBpamia yimora ROS y XVY-C-MCHh nocpenoBanoj uaxubunuju T
mumdoruta. Haname, cynpumupamem mTOR curnanxor myra nmoBehaBa ce MHXUOUTOPHU
yrunaj KC MCH, mTo cy aeMmoHCTpupaie npeTxoaHe cryauje ca panamuauaoM (Girdlestone
u cap., 2015). XV nosoau no cmamene aktuBanuje mTOR curnanaor myra y MCHh, na je
crora Mmoryhe pa3MOTPUTH YJIOTY OBOT CHTHAITHOT ITyTa y MOOO0JBIIAHO] MMYHOMO Ty IAIHjH OJT
crpane XY-C-MCHh mo je moTpeOHO MOTBPAUTH JOAATHUM EKCIIEPUMEHTHMA KOjU YKIbYUY]y

pamajore.

MCh Monynupajy IMyHCKH OJrOBOP M IPEKO MHIYKIIM]€ UMYHOperynaTopHux henuja.
I'panynonurhe u MmoHouutHe MCyh cy xeTeporena nomysanuja MUjeIOUIHUX TPEKYCOPCKUX
henmja ca IMyHOCYIIPECOPHUM KapaKTepHCTUKaMa YHja eKCIIaH31ja MOXKe OMTH MOIpKaHa O]l
ctpane MCh (Cheung u cap., 2018; Lee u cap 2020). Ca crapemem jgoia3u 10 noehane
nHpamanuje u aMrInpuKaImje CCeHeCIIEHTHUX helija Koje MOTy OUTH MOJpIIKA 32 CTBApabe
MCyh (Xu u cap., 2015). Ckopaurma uUCTpaxkuBama ynyhyjy Ha 3akjbydak Ja MUIIH]je
cTpoMaiHe ceHeclieHTHe henuje y okBupy SASP ctBapajy IL-6 koju cTuMynHIle eKCIaH3mujy
MCyh ycnocraBibajyhn HMMYyHOCYNPECUBHO OKpPYXKEHE KOj€ CTHUMYIMILE TyMOPOI€HE3Y
(Ruhland u cap., 2016). C o6G3upom na je XY areHc KOju c€ KOPUCTU Yy Tepamuju
MHUjesIonpoaudepaTUBHUX HEOIJIa3MH Yy KOjuUMa IOCTOjU JMCperyianyija UIMyHCKUX henuja
Koje yKJbydyjy u MoHomurte/Makpodare 1 MCyh (Barosi u cap., 2014), uctpaxuBaiua cMo
yruna) XY-C-MCh na wunaykumjy M-MCyh. Hamm exkciepuMeHTH HHUCY IOKa3alu
CTaTUCTUYKHU 3Ha4ajHy pa3iuky y 6pojy MCyh unnykoBanux on crpane XY TpeTHUpaHUX U
HeTpeTHpaHux henuja, cyrepuinyhu na mUXOB KamanuTeT MOApIIke henawjama MujernouaHe
703€ HUje HapylleH TpeTMaHoM X Y. 3aHUMIbUBO je f1a cnocoonoct MCh na moapxe MCyh
JIOBOJIM /IO CTaOWIM3aIlMje aHTU-UH(IAMAaTOPHOT OKPYXKEHa, KOj€ Yy 3aBUCHOCTH O] THIA
00J1ecTH MOXKe CMabUTH €PEKTUBHOCT TPETMaHa Kao IIITO je y cllydajy Tepamnuje KaHiepa, J0K

y Clly4yajy ayTOUMYHCKHX 00JIeCTH MoKe uMatu Tepanujcku 0enedur (Consonni u cap., 2019).

[To cxopammuM cazHamUMa jeaH O TIaBHUX (haKTopa KOJU JTOMPHUHOCH OPTAHCKO]

¢budposu cy muopubdbpodractu nopexina nepuackynapaux MCh u MCh koctae cpxu (El
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Agha u cap., 2017). Muodubpobmactu cy oSMA mnoszutuBHu (pubpodmacTu kKoju ce
aKyMyIupajy y npeuOpoTHYHUM CTalbMUMa U IMyTeM €KCIIECHBHE MPOIYKIIMje KOMIOHEHTH
EKCTpaIeyJapHOT MaTpHKCa, MOMYT PETUKYJIMHCKUX W KOJIArGHUX BJIaKaHa, /1ajy CBOj
nonpuHoc (GubpoTHyHUM TopeMehajuma kao mTo ¢y mujenodpudbposa, miyhHa ¢ubdpo3sa,
WHTEPCTUIIMOHATTHA cpuaHa Gubposa nim ¢puodposa jerpe (El Agha u cap., 2017; Hoyles u cap.,
2011; Kanzler u cap., 1999; Kim u cap., 2006). Y 6pojuum in Vitro u in vivo cryaujama Kao
riaBHu perynarop tpanchopmaije MCh y muodubpodnacre unentudukonan je TGF-f1
(Hoyles u cap., 2011; Kanzler u cap., 1999) mro je moTBpheHO U HCTPAKUBAKHEM Y OKBUPY
oBe muceprauuje. Hakon tpermana KC MCH ca TGF-B1, peructpyje ce D03HO 3aBUCHO
nosehame Opoja aSMA mno3utuBHUX henmja y3 moBehame aktuBanmje SMAD3 curnamxor
nyra y KC MCHh. I'naau meaujarop aktuBHocTH TGF-B1 je SMAD3 unjom akTuBanujom
nona3u jo noehaHe ekcrpecHje reHa 3a KOJareH M JApYyre MPOTEHHE EKCTparelyJapHOr
matpukca (Wynn u cap., 2007). AreHcu kKoju nnJbaHo nenyjy Ha 6inokany TGF-f1/SMAD3 cy
IpeaMeT HCTpaKuBamba OpOJHHUX CTyaHja Koju ce 0aBe TpeTMaHoM (ubpoTmyHHX OoyecTu

(Flanders u cap., 2004).

[To3nato je na 6poj ceHeclieHTHUX hennja y opranu3My pacrte ca CTapeheM OpraHu3mMa
nonpuHocehr HACTaHKY XPOHHYHHUX OOOmema momyT ¢udpornynux Oonectu. [Ipobiem
HacTaje y Hea/IeKBaTHOM yKJlamaky CEHECLIEHTHUX hemuja o1 cTpaHe UMYHCKOT cucTema, 300r
0Ca0Jb€HOI MMYHOJIOLIKOT HaJg30pa ca CTapemeM U TaKO3BaHE HMYHOCEHECIICHIIH]e
(Blokland u cap., 2020; Ventura u cap., 2017). Jeqan ox MexaHH3aMa KOjHM CEHECIICHTHE
hemuje nonpunoce pudpo3u moxe outu myrem npoaykuuje TGF-B1 y okBupy SASP kojum ce
uHIyKyje MuodubpobimactHa Tpanchopmaimja cycennux henmja (Acosta u cap., 2013). Ca
JpyTe CTpaHe CKOpalllkbe CTyIUje cy MoKa3aie Aa HHAYKIMja ceHeclieHIje Muodubpobdacra
orpaHu4aBa MUokapAHy ¢pudpo3y, Hupo3y jerpe u mayhny ¢pudposy (Meng u cap., 2020). Taxo
Ha TpUMep HaKOH WH(papKTa MHUOKapAa Jo0Jia3u N0 akTuBamuje muoduoOpodiacra, Koju
MIPOAYKITHjOM EKCTpareayIapHOT MaTpuKca OJp)KaBajy HOpPMalHy apXHTEKTypy cpla, a
HUXOBA MPOJIOHTHpaHa aKTHUBAlLlMja JOBOJMU J0 HACTaHKAa OXKHUJBHOI TKHMBA. McTpakuBama
MoKa3yjy Jia ce MHIAYKIHJOM ceHecleHlmje y Mmuopuodpodractuma nmyrem CCN1 akTuBamuje
cMmamyje nepuBacKyinapHy (puOposy u crBapame ¢pubdposHor tkusa (Haigney u cap., 2004).
Takohe, kox pl16™K*_gokayT MumreBa nomasm 10 mojauane MHOGUOPOOIACTHE AKTHBAIH]E U
JIeTIO3UIIje MaTpHKca Koja BOAM Ka OyOpeskHo] puOpo3u, MITO Cyrepuile Ha 3HAYajHy yJIory
p16'NK4 axruBanuje (Wolstein u cap., 2010) koja je u 3Hauajan (axtop y XY HHIYKOBAHO]

cenecriennju MCh. Mmajyhu y Bunmy ma je ¢uOpos3a KOCTHE Cp)KH jeJHA O] TJIABHUX
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KapaKTEePHUCTHKA MHU]jeTonponudepaTUBHUX HEOIJIa3MH 3a KOj€ Ce Y TPeTMaHy KOpPUCTH XV,
3aHUMaNlo Hac je aa Jim ceHecueHimja MCH y3pokoBaHa OBMM areHCOM MMa yTHIQ] Ha
UCIIOJBEHOCT PubpoTuyHOr QeHoruna. [Ipema Hamem momeny cenecuennuje, XY-C-MCh
okasyjy cMameHy cen3utuBHoCT Ha TGF-B1 mocpenoBany tpanchopmanujy MCh y aSMA
no3utuBHe Muopuodpodnacre. [Iparehu oBe pe3ynrare Haa/be CMO HCIIUTUBAIN AKTHBAIIH]Y
TGF-B1/SMAD3 y X¥Y-C-MCHh. IIpema nammm pesynraruma XY -C-MCh noka3zyjy cMmameHy
ocersbuBOCT Ha TGF-B1 ycren cmamene ekcnpecuje perentopa 1 u 2 3a TGF-f1 u cmamene
aktuBanuje SMAD3 curnansor nyra. C 003upom 1a je ox panuje moznato u ga cam TGF-$1
unaykyje ceHecuenjy KC CMA nyrem nosehane npoaykuuje ROS y MCh (Wu u cap.,
2014) Ha ocHOBY Hammx pesynrata mMoxe ce mpernoctaButd aa TGF-B1 Huje mompuneo
CEHECLICHIIN]U, MaKO y OKBUPY OBE CTyAM]j€ HUje ucuThuBaH aauTuBHU ytuiaj XY u TGF-B1

Ha WHIYKIIN]Y CEHECIICHITH]e.

KonTtpoBep3uu pe3yiratu y 0Boj 0071acTi ce MOTY 00jaCHUTH Pa3IMUUTHM MOJEITUMAa
CEHECIIEHIIH]e, TPBEHCTBEHO y pasiiKaMa u3Mel)y ceHeclieHIInje TPOy3pOKOBaHEe CTapeHEM U
cTpecoM HMHIyKoBaHe ceHecueHuje. C 003UpoM Ha pe3ynrare MO KOjUMa CEHECLEHIIH)a
cnpeyaBa Gopmupame pudpodiacta nonpunocehu antududposn, y n1amemM TOKY je KIbydHA
aKTHBaIlMja UMYHCKOT CHCTEMa paJy yKjamarma oBUX henmja mpe ucnosbeHocTH SASP koju
¥Ma IyTOPOYHM MOTEHIIU]all J1a HCIIOJBH MPOMH(IAMaTOPHO OKPYKEHE KOje He UIe y MPUIIOT
¢ubpo3u. JenaHn oJ MOTEHIMjATHUX MEXaHU3aMa KOjU je MOTPEeOHO UCTPAKUTH y Teparuju
MujenopudOpoze 6m Oumna ynoTpeba CEHONWTHKA HAKOH TpeTMaHa XY paiu yKilambamba

ceHecreHTHUX henuja.

V 3akbyuKy, 3a HCTPAXHBAKA Y OKBHPY OBE AMCEPTAlHje YCIIEIIHO CY N30JIOBAHE U
OKapaKkTepucaHe XyMaHe Me3eHXuMallHe cTpomaniHe henuje u3 nepudepHe KpBU U KOCTHE
cpxu. XY kao unnykrop JJHK pemnukatuHor crpeca gosoau 1o 3acroja MCh y S ¢dasu
henujckor HuKIyca M MOCIEIUYHE CEHECIEHIIM]je MEXaHM3MOM KOju YKJbydyje mnosehany
yaytaphenujcky npoaykuujy ROS. Cenecuenninja MCh y3pokoBaHa xemuotepanujom XY He
Mema UMyHo(heHoTun oBux henuja anu je npahena nopemehajeM y BUX0B0j 1upepeHujanuju
HajBepoBaTHUje myTeM cmameHe akTuBanvje mTOR, MAPK u JAK/STAT3 curnamaux
nyteBa. [lopen nupektHOT utoctaTckor edexkra XY Ha manurae henwuje (Young u cap., 1967),
OBa JMcepTalMja Mpyka YBUJA Yy JOII jelaH UHIUPEKTHH aHTUTYMOPCKH MEXaHHM3aM a To je
nnxubumja nponudepanuje bystander HEL hemuja mocpemoBana XY WHIyKOBaHUM

cenecrientiuM MCh. OBaj bystander mexanmsam je mocpemoBan TGF-B1 u ROS a nama
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HCTpakMBama Cy MOTpeOHa aa Ou ce yTBpAWIO Ja JIM je mpeaucrioHupajyhu dakrop 3a
ocetsbuUBOCT Ha XY-C-MCHh, myranmja y V617F erzony JAK2 rena xojy noce HEL henwje.
ITopen antutrymopckor, XVY-C-MCHh cy nemoHcTpupane U noBehaH HMMyHOCYIPECHUBHU
KarmaureT cMamyjyhu nponudepanujy T numdonnTa, mMTO ce MOKe 00jaCHUTH MPOLYKIH]OM
TGF-B1 u maxubuuumjom mTOR. Jdonmatao, XY-C-MCHh mnpencraBpajy ¥ MOTEHIUjaIHY
CTPATETH]y Y CMambEHhY UCIOJbEHOCTH NTpodudpoTudHOr (heHorumna myreM naxuounuje TGF-
B1/SMAD3 mnocpenoBane tpanchopmanuje MCHh y oSMA mno3utuBHe ¢ubpobdiacTu.
JloOujern mojanyd TPYykKajy VYBUIA Y XEMHOTEpaldjoM HWHIYKOBaHE HW3MEHE Y
¢byakuronamHoctt MCh u nocneauuaoM edekTy Ha henuje y BUXOBOj OKOJIMHH, Koje Ou
Tpebasio UMaTH Ha yMy 3a pa3yMeBame cropequux edekara repamnuje XY. C o63upom 1a ce
MIIH xapakrepumry npucyctBoM JAK2 myramyje u pa3nuauTum crerneHoM (Gpudpo3e KOocTHe
cpxu, XY-C-MCh 6u mMorie uMaTH MOTEHIMjAIHY IPUMEHY Y TepaIiji OBUX MaJUTHUTETA.
Tperman XV mnotenuupa umyHocynpecuBHe crocooHoctd MChH mro je ocobuHa koja 6u
MorJIa OMTH OJ1 KOPUCTH Y Tepanuju 000Jbeha Koja Cy y Be3H ca XpOHUYHOM HH(pIamManujom,
MOITYT OPOJHUX MAJUTHUX 00JecTH. YBUJ Y KIMHUYKY PEJICBAHTHOCT OBHX pe3yiTara ou O0uo
Moryh Tek HaKOH JOAATHUX HMCHUTHBamba KOjuMa Ou ce JerasbHuje yTBpauo yruuaj XVY-C-
MCh Ha nojetuHe KOMITAPTMEHTE UMYHCKOT CHCTEMA U MOTBP/IMJIA IbHX0Ba aHTU(HUOPOTHYHA

yJiora y3 HOTIIYHO pa3yMeBame U HEXKEHEHUX e)eKkaTa OBAKBOI TPETMaHa.

[Topen yBuaa y neralbHu MexaHu3aMm jenoBamba XY Ha MCTH npBeHCTBEHO Ha
MHAYKIH]Y CEHECIIEHIIM]e, OBa UCTPAKMBaba OTBApPajy U MOTEHLUjaJIHU ITyT 32 IPUMEHY OBUX
henuja y Tepanuju XeMaTONOMIKUX MaJIUTHUTETa, ayTOUMYHCKUX U MPO(YUOPOTUYHHX CTamba
Qi TEK HAKOH TOTYHOT pa3yMeBama MEXaHHW3aMa MHHXOBE (QYHKIHWjE Y pa3IMuUTHM

OKpYKEHBHMA.
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6. 3AK/bYUYLIU

V ckiaay ca HOCTaBJbEHUM IIMJbEBUMA, a IIPeMa JOOUjeHUM Pe3yITaTHMa OBE JTOKTOPCKE

JUcepTaIyje u3BeaeHH ¢y cieachu 3akpydim:

1. MCHh cy ycnemHo H3010BaHe M3 NepU(epHe KPBU U KOCTHE CPXKH 3IIPABHX
JlaBaola, a HUXOBAa ME3EHXMMAJIHA MPHUPOJA je JOKa3aHa Ha OCHOBY THUIIMYHE
MOpPQOJIOTH]e U aAXEPEHTHOCTH 3a IUIACTHUKY, CIIOCOOHOCTH audepeHIrjanmje y
octreobnactu u anunonure u ekcrnpecuje CD44, CD90 u CD73 me3eHXUMaTHHUX
Mapkepa.

2. HcnutuBamem edexra XY Ha reHepucame npexuaa nsonandane JIHK mokazano je
naje epexar XY nHa MCh reHoTokcHuaH, 10K je UCIUTUBambeM Brjabuinoct MCh
3aKmby4YeHo Aa je XY umaina nurocrarcku edexkar na MCH.

3. XV je unxubupana npomudepanujy MCH myrem 3actoja y S dasu hemmjckor
[UKJTyca a Jia TIpYU TOM HHj€ y3pOKOBaja CTAaTHCTHUYKH 3Ha4ajHO moBehame Opoja
anonToTHYHUX henuja.

4. Ha OCHOBY HMCIOJbEHOCTH KapaKTepUCTHUHE MOp(oiioruje, rnojayaHe akTHBHOCTH
[B-ramakTo3uyaze M EKCIpecHje CEHECICHTHUX Mapkepa, MokazaHo je na je XY
nosena 1o ceHecueHuuje MCR NOMUHAHTHO MyTeM akTUBalMj€ MPOTEKTUBHOT
curnansor myta pl6™K4/Rb,

5. Cenecuennuja MCHh y3okoBana XV je npaheHa cmamemeM TUpEpeHIN]alHOHOT
MOTEHIMjaja Ka ocTeo0sacTiMa W aJUIONUTHMA, Y3 OUYYBAHOCT EKCIIPECH]e

MapKepa MEe3eHXMMAaJIHUX CTpoMalHux henuja.

6. 3acroj MCh y henujckoM nukiaycy W mnocienuuHa ceHecueHnuja MCHh non
yrunajeM XY ce onBuja myrem nosehama yHyraphenujcke npoaykuuje ROS.

7. CenecuentHe MCH mnosehano mnpoaykyjy ROS u TGF-f1 y omnocy Ha
Herperupane MCHh. OBu daktopu cmamyjy nponudepannjy manuraux HEL
hemmja noBoaehu nmo 3acroja y Go/Gi ¢asu hemmjckor nukmyca. McroBpemeHo
ceHecuuieHTHe MCh Hucy umane yrunaj Ha nponudepanujy mManuraux K562
henumja, mTo ce Moxe 00jacHUTH HeAOCTaTKOM perenrtopa 3a TGF-B1 kox oBux
henuja y nopehewy ca HEL henujama koje excnpumupajy oBaj peuenrtop. Huso

npoaykiuje NO Huje npomemeH HakoH TpetMana MCH XV te ce NO He Moxe
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10.

cMaTpaTH OATOBOPHUM (aKTOPOM 3a CMameHY Npoiudepalnjy Maruraux henmja
nox yrunajem XY-C-MCh

HNmynomonynatopuu epexat XY va MCH ce oriena y noTeHuupamy HHXUOHUILIN]E
nposmdpepanuje T henmja mox yrunajem MCHhH, 10k 0Baj TpeTMaH HHje YTHIIA0 Ha
noteHjaat MCh na ekcmanaupajy ykymnae u Mmonorutae MCyh.

XVY-C-MCHh mnokasyjy u cmameny aktuBaiujy mTOR, MAPK u JAK/STAT
CHUTHAJIHUX ITyT€BAa KOjUMa C€ MOXeE O0jaCHUTH CMameme TU(epeHIINjalluOHOT
noTeHIMjajna u nopehame IMYHOMOYJIATOPHOT KananuTera Tpetupannx MCh
XY tperupane MCh cy ucnospuie cMameHy OCET/BMBOCT Ha MpOoUOPOTUYHU
epexkar TGF-fl xoju ce ommema y wuHAYKOHjE OSMA  TNO3UTHBHUX
muodubpobiacra, ycnen cMameHne ekcrpecuje peuenrtopa 3a TGFB1 u cmamene
aktuBanje TGFB/SMAD curnansor myra y mnopehemy ca HeTpeTHpaHUM

henujama
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Hpuaor-Cnmncak ckpahenunna

a-MEM- Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification

AAPH (enr. 2,2 -azobis 2 amidinopropane dihydrochloride)-reaeparop ROS
AVO (enr. acidic vesicular organelle)-kucene Be3ukysie

BCA (enr. Bicinchoninic acid)-onnuuxoHrdHa KKCeIHMHA

BrdU (enr. bromo-deoxyuridine) 6pomo 1eoKCHypUIHH

CFSE (ewr. carboxyfluorescein succinimidyl ester)- kapOOKCU(PIYOPOCICHH CYKITHHUMHIAIT
ecrap

CFU-F (enr. Colony forming unit fibroblast)-maruune henuje npexypcopu pudbpobiacra
CV (enr. cristal violet)- kpucran Broser

DAF (enr. diacetate 4-amin-5-methylamino-2’, 7’ -difluoroscein diacetate)-quamnerar 4-
aMUHO-SMeTUIaMUHO-2",7" AuQIIyOpOCLIeUH AUaleTaT

DAPI (enr. Diamidine-20 -phenylindole dihydrochloride)-muamuaun 20 denunmuamon
JMXJIOPH]T

DCF (enr. 2',7" —dichlorofluorescin)- 2',7'-nuxinopodayopeciiens
DCFDA (enr. 2',7' —dichlorofluorescin diacetate)- 2',7'-quxopodiyopeciient auarerara

ECL (enr. enhanced chemiluminescence reagent system)-xeMiuIyMHCIIEHTHH peareHCH 3a
10jayaBam€ CUTHAJIA

EGF (enrn. endothelial growth factor)- ennorenau daktop pacra
ELISA (enr. enzyme-linked immunosorbent assay)-eH3uMcKr UMyHOECE]

ERK (enru. extracellular-signal-regulated kinase)-ekcrpatenynapHiuM CUTHAIOM
peryiicana KuHasa

FBS (enr. Fetal Bovine Serum)- ¢eranuu rosehu cepym
FGF (enru. fibroblast growth factor)- ¢pubdpobmactau dakrop pacra
FISH (enrn. fluorescence in situ hybridization)- ¢ayopecuentna in situ xubpuanzammja

GAPDH (enr. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)-rnunepannexun 3 gpocdar
JIeXuIporesasa

G-CSF (enrmn. granulocyte colony-stimulating factor)-cdakrop cTuMynanuje rpaHyIOIUTHHX
KOJIOHH]a

GVDH (enr. graft versus host disease)- 6onectu rpadT npotus fomahuHa



GM-CSF (enra. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)-dakrop crumynaruje
IpaHyJIOMUTHUX/MAaKpO(arHux KOJIOHHU]a

HEL 92.1.7- xymana eputpoiieykeMujcka henujcka quauja 92.1.7

HGF (enru. hepatocyte growth factor)-gaxrop pacra xenarorura

HO-1 (enrn. heme oxygenase 1)- xem-okcureHasa 1

HRP (enr. horse radish peroxidase)-nepokcunasa pena

IDO (enri. indoleamine 2 3-dioxygenase)-unoiamMuH -2,3-THOKCUTCHA3a

IFNYy (enru. interferon gamma)-uurtepdepoH rama

IGF-1 (enrm. insulin like growth factorl)- uacynuny ciauuan dakrop pacra 1

IGF-1 (enru. insulin-like growth factor 1)-uncynuny cnuuan dakrop pacra 1

IKCX (enr. isobutyl-methylxanthine)- u300yTuia-mMeTUIKCAHTHH

JNK (enrsa. Jun N-terminus kinase)- Jun N TepMuHyCHa KMHa3a

LAP (eurn. latency associated peptide) — mporenn acorupan ca gareHTHOIINY

LIF-1 (eurn. leukemia inhibitory factor) - neykemuja uaxuburopau paxtop 1

LTBP (eura. latent TGF-beta binding protein)- narentnu npoteun koju Besyje TGF-f
MAPK (enrn. mitogen-activated protein kinases)- MuToreHoM akTHBHpaHa IPOTEUH KHHA3a
MCYV (enri. mean corpuscular volume)- npoceuad BOJIyMEH €pUTPOIMTA

MLR- (enrs. mixed lymphocyte reaction) peakuuju nomerianux sumdormra

MTOR (enr. mammalian target of rapamycin)-taprer MoJeKkys panaMUIlHHA
MTT-3-(4,5- JumeTtrntrazon-2-un)-2,5- 1npeHUITETPA30IHj yM OPOMUJT TECT

NAC (enrn. N-acetyl cysteine)- H aretwn riucrent

NK- (enrn. natural kiler) ypohenoyounauke henmje

NO (enr. nitric oxide)- a30T MOHOKCH]T

NOX- NADPH oxkcunaze

NQO1 (eura. NADPH quinone oxidoreductase 1)- NADPH kBuHOH okcupeaykTasa |
PBS (enr. Phosphate buffered saline)- cianu dhocharau mydep

PCR (enr. Polymerase Chain Reaction)-peakuuja 1aH4ane moJuMepu3ariije
Pl-iponiuaujym joaun

Rb (enrm. retinoblastoma) — peruno01acTom

ROS (enru. reactive oxigen species)-peakTHBHE KHCEOHUYHE BPCTE



RT- PCR (eHr. real time polymerase chain reaction)- peaxiiyja JaH4aHe MOJTUMEPH3AIIIjE Y
peasHOM BpeMeHY

SASP (enri. Senescence associated secretory phenotype)- ca ceHecIieHIInjoM acolupaHu
CEKpETOpHH (PEHOTHIT

SA-B-gal (enrn. senescence-associated [-galactosidase)- ceneciientHa OeTa rajakTo3uasa
SCF (enru. stem cell factor)-daxrop crem henuja

SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)-
HaTPHU]jyM JIOACIHII CyidaT MoJIUaKpHIaMHU/l Tell eleKTpodopesa

SMAD (enran. small mothers against decapentaplegic homolog) — curnanau nyt

TBRI (enr. inhibitor of transforming growth factor-b type | receptor)- cenekruBHu
unxuburop TGF-B1 peuentopa tum 1

TGF-B (enr. transforming growth factor beta)-tpanchopmuniyhu dakrop 6era

TMB (ewnr. 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine)-terpa meTunbeH3uaNH

TNFa (enra. tumor necrosis factor-alpha)-tymop sHekposuc daxrop anda

US FDA (enrn. US Food and Drug Administration)-Amepuuka areHiyja 3a XpaHy U JICKOBE
VEGF (enru. vascular endothelial growth factor)- Backynapau enmgorennu dakrop pacra
X-gal -5-6pomo-4-x10po-3-unaonui-f-D-ranakTonupano3ua

a-SMA (enra. a-smooth muscle actin)- rmarkomumnhau akTHH anda

YH2A.X (enr. y-histone family member X)- y xucron wian pammnuje X

ATTIO-anonuHuH

JNOKCO- nokcopyOuix

EBE-eBeponumyc

JAK/STAT (enr. janus kinasis/signal transducer and activator of transcription)-janyc
KMHAa3a/CUTHAIHU TPaHC/Ijycep U aKTUBATOP TPAHCKPUIIIUje

KC MCh- me3enxumMaite ctpoMaide hennje KocTHE CpKU
MHR- moHoHyKII€apHe henuje

MITH- mujenomnponudepaTuBHe HEOMIa3Me

MCh- Me3eHxMMaIHe cTpoMaiHe henuje

MCyh -mujenougae cynpecopse hemmje

K MCh- me3enxumainse crpoMaite henuje nepudepHe KpBu
TA®- Tymop-acouupanu pubpodiactu

XHUB- Bupyc xymane uMyHoie(uLIjeHIII]e



XMh- xemaromnoercke MatuyHe henmje
XY -xunpokcuypea

X¥Y-C-MCHh- xunpokcuypeom nHayKkoBaHa cenectieniimja MCh



buorpadgmuja ayropa

Cynunnia M. bjenmma (Kamop) je pohena 1988. rommne y CapajeBy, bocHa wu
XepueropuHa. OCHOBHY M cpeiby 3yOOTEXHHUKY IIKOTY 3aBpiiwia je y beorpany. Janyapa
2015. ronune quriomupaia je Ha MenunuackoM (akynrery, YHuBep3utera y beorpany ca
npoceyroM oreHoM 9.11/10.0, a cenremOpa 2015. monoxuia je CTpYYHH HUCIUT 32 JOKTOpa
meaunuHe. JlokTopcke cryamje ynucana je mkoiicke 2015. romuHe Ha MeEIUIIMHCKOM
bakynTery, CTyaAujcku IporpaM MolekynapHa MeIUIMHA U TIPU TOM IOJIOKHUIIA IPOrPaMOM
npensuhene ucnure. Ox mapta 2016. paau Ha u3paau JOKTOPCKE AMCEpTAIUje Yy OKBUPY
uctpaxkuBauke rpyne MonekymnapHa Onkonoruja, HCTUTYTa 32 METUIIMHCKA UCTPAKUBaIba,
WMucTuTyTa 0/1 HAIIMOHATHOT 3HaYaja, Y HuBep3urera y beorpamy. On centem6Opa 2016. ronuae
no mapra 2020. roguae, Cynunia bjenuna je Ouia aHra)xoBaHa Ha HAyYHOHCTPAKUBAYKOM
npojekty OWM175053 (pykoBoaunany nap Bmaman Yokwuh) ,McnuTuBame naTtoreHese
XEMAaTOJIONIKUX MallMTHUTeTa™, KOoju (uHaHcupa MMHHCTAPCTBO MPOCBETE, HAyKE U
TEeXHOJOmKOT pa3Boja Pemybmmke CpoOuje. Oxtobpa 2019. m3abapana je y HaAydyHO 3Bambe
ucTpaxkuBad capanuHuk. Crenujanuzanujy W3 HWHTEpHE MeAWIuHE Ha MeIuIuHCKOM
¢bakyntery, ynucana je maja 2019. romgune. Ox mapra 2020. roauHe 3amocieHa je Kao
KIMHUYKY Jekap Ha Opesbemy xematornoruje y KBLI ,,Jlp Hdparuma Mumosuh-/lennme*,

Yuusepsutera y beorpany.

Ca nuspeM ycaBplllaBama U CTaHAapAu3allije MPOTOKOJIA 3a U30JIAI]y MUjEIOUIHUX
cynpecopHux henuja u yTBphuBama OKCHAATUBHOT cTpeca y oBUM henujama, OopaBuiia je Ha
VuuBep3utercko] kiauHunM y Eceny, Hemauka, Toxom janyapa 2017. romune, Ha
XeMaToJIoIKOM Ofiebely, YHHBep3uTercke Oomnuie y Kpury, ['puka, Tokom jyna 2018.
roauHe U Ha Ofesbewy 3a henujcky Ouosnorujy u paauoinorujy, Mactutyra 3a buopusuky
Yemke akanemuja Hayka y bpHy TokoMm centem6pa 2018. roa. Tokom jyna u aBrycra 2018. u
2019. romuue y yno3u IMpenaBaya M3 O0JAacTH MEIUMIMHCKUX Hayka OopaBuia je Ha
Meauuunckum daxynreruma y Oxcdopay, KemOpuny u Cent Ennpjy3sy, Enrnecka, Ha no3us
nokropa Puyapna Majkiica, nupexkropa OKcOpHUIl akaIeMCKOT Iporpama. Y by Ipoy4aBama
MHTEepHATM3alMje HaHomapTHKyiaa y henuje kanuepa OopaBwia je Ha Opeibemy 3a
HeypoJorujy, Menuuunckor ¢akynrera, Kactuspa Jla Manua YHuBep3uteta y Anbacerey,
[Imannja Tokom mapta 2019. rogune. ABrycra 2021. roguHe ca MMJBEM CTaHIApAN3aIIN]je

MIPOTOKOJIA TUjarHOCTUKE HEYTPOIIEHUYHUX NalMjeHaTa 6opaBuia y Y HUBEp3UTETCKO] I€UH])0]



Ooomuunin ‘bujanuna [acnuuu, DBenoa, Hrtanmja y ckmony waunumjatue COST-EuNet

Innochron yuju je akTUBHU YJIaH.

VY ToKy pocananimer HaydHOUCTpakuBaukor paaa, Cynuuna bjenuna je o6jaBuna 17
nyOiukanyja y MehyHapoJHIM 4yacolucruMa U TO J1Ba paja y kareropuju M21a, et pajgoBa y
kareropuju M21, Tpu pana y kareropuju M22, cenam panoBa y kareropuju M23. O6jaBuia je
1 5 pajioBa CaoNIITEHUX HA CKyNoBMMa Mel)yHapoIHOT 3Hadaja mrammanux y usony (M34).
VY uwetupu pana kareropuje M21 Cynuuna bjenuna je npsu ayrop. JloOuTHuna je Harpazae 3a
Hay4YHO MCTpaXuBauyku pan ,,Jlp JoBan Byuo* 3a 2019. roguny 3a myOyimkaiujy 006jaB/beHy y

yacornucy FEBS Journal.



Ipwuaor 1.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

HmMme v nipe3srMe ayTopa CyHuuna M. bjesimna

Bbpoj ungexkca MM 18/15

HU3jaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa JucepTanuja noJ HacI0BOM

UcnutuBame Moy ianyje cCeHeCleHIMje HHAYKOBaHe XHUAPOKCHYPeOM Ha MO/ eJl

CUCTEMY XYMAHUX ME€3C€HXUMA/ITHUX CTPOMAJTHUX heija

* pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Pasia;

* la flucepTalyja y LeJIMHU HU y JleJI0BUMA HUje 6uJia npeJjiodKeHa 3a CTULambe Jpyre
JIMIJIOMe ITpeMa CTYAHjCKUM MTporpaMyuMa JJPyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

* 1a Cy pe3y/ITaTh KOPEKTHO HaBeJleH! U

* la HUCAM KPIIHO/JIa ayTOpCKa MMpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEJIEKTYa/IHy CBOjUHY JIPYyTHX

JIMLIA.

IHoTnuc ayropa

Y Beorpany,




Ipuior 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTHU IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Uje TOKTOPCKOT

pana

Wme u npesume aytopa Cynuyuna M. Bjesiuna

Bbpoj ungekca MM 18/15

Ctyaujcku nporpaMm MoJieKyJlapHa MeJULMHA

HacsioB pasia UcnuTHBamwe MoAyjianyje ceHeClleHIMje HHAYKOBaHe
XMAPOKCUYPEOM Ha MOJeEJI CUCTEMY XyMaHUX Me3eHXUMa/IHUX CTPOMATHUX
hesmja

MeHnTOpHM IIpo¢.ap Mummna PagojkoBuh, Banpeauu npodecop

MeaunuHcKor ¢pakyareTa, YHUBep3uTeT y beorpaay

Ap cuu. XyaH ® CaHTH6Game3, HAyYHU CapaJHUK, UHCTUTYT 3a

MeAUIMHCKAa UCTPaXKBamha, YHUBep3uTeT y beorpaay

M3jaBsbyjeM [Ja je ITaMIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paZia UCTOBETHA eJIEKTPOHCKO)]
BepP3UjU KOjy caM NpeJiao/ja paju nNoxpawrBawa y JIMrMTaIHOM Peno3UTOPUjyMy
YHuusBepsutera y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jja ce 06jaBe MOjU JIMYHU [10JjallM Be3aHU 3a J00Ujarbe aKaleMCKOT
Ha3MBa JJOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MUMe U IIpe3uMe, FOJMHA ¥ MeCTO pohemwa U JaTyM
oZi6paHe paja.

OBM JIMYHHU NIOJALU MOTY Ce 00jaBUTHU Ha MPEXHUM CTpaHHULlaMa JUTUTalIHe
6ub6/IM0TeKe, Y eJIEKTPOHCKOM KaTaJsIory U y Nyb/iMKalnuvjaMa YHUBep3uTeTa y

Beorpapy.

Iornuc ayropa

Y Beorpapny,




Ipuior 3.

N3jaBa o kopumhemy

Opsamhyjem YHUBep3uTeTCcKy 61MbanoTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh” fay JlurutanHu
peno3suTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpaly yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTALUjY MOJ
HaCJOBOM:

UcnutuBame Moy ianyje ceHeCleHIje HHAYKOBaHe XHPOKCUYPeoOM Ha Mo el
CHCTeMY XyMaHHMX Me3eHXUMa/JTHUX CTpoMaTHuX hesnja

KOja je Moje ayTOPCKO [IeJio.

JlvucepTanyjy ca CBUM PUJI03MMa NpeJiao/aa caM y eJleKTPOHCKOM ¢popMaTy NOroJHOM
3a TPajHO apXHUBUpALE.

Mojy JOKTOpCKY AucepTanujy noxpamweHy y JIMTUTaTHOM Perno3uTOpUjyMy
YHuBeps3uTeTra y beorpazy ¥ 0CTYIIHY y OTBOPEHOM IIPUCTYIYy MOT'Y Z1a KOPUCTE CBU
KOjU MOUITYjy o/ipe/0e caspkaHe y ofabpaHoM Tuny JuleHle KpeaTuBHe 3ajejHuLe
(Creative Commons) 3a Kojy caM ce oAJy4uo/a.

1. Aytopctgo (CC BY)
2. AytopcTtBo - HekoMepi1iyjasaHo (CC BY-NC)
AyTOpCTBO - HeKOMepIMjaaHo - 6e3 npepaja (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaJHO — AeJUTU oA uctuM ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)
6. AyTOpCTBO - fleIuTH noA uctuM ycaoBruma (CC BY-SA)

IHoTnuc ayropa

Y Beorpany,




