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Modulacija funkcije humanih dendritskih éelija kombinovanom primenom agonista
endozomnih toll-sli¢nih receptora, dektin-1 receptora i proinflamatornih citokina

Rezime

Uvod/cilj. Dendritske éelije (DC), najpotentnije antigen-prezentujuée Celije
(APC), integridu signale koje primaju sa razli¢itih receptora u jedinstveni odgovor.
Kljuéni znacaj u ostvarivanju funkcija DC imaju receptori za prepoznavanje
konzervisanih struktura, tzv. molekularnih obrazaca patogena (engl. Pattern
Recognition Receptor, PRR). Aktivacija pojedinaénih PRR, posebno Toll-sli¢nih
receptora (engl. Toll-like receptor, TLR) ili lektinskih receptora C-tipa poput dektina-1,
dovodi do sazrevanja DC, dok je za razvoj efikasnog imunskog odgovora neophodna
kooperacija viSe receptora.

Agonisti PRR, posebno TLR agonisti, imaju veliku primenu u modulaciji funkcija
DC u eksperimentalnim i klini¢kim ispitivanjima u oblasti imunoterapije tumora. U
fokusu aktuelnih istraZivanja pripreme anti-tumorskih vakcina je primena Poly (I:C),
sintetskog analoga dvolanane RNK (TLR3 agonist). Kultivacija MoDC u prisustvu Poly
(I:C) dovodi do njihovog fenotipskog i funkcionalnog sazrevanja, pa su tako
pripremljene Celije efikasne u pokretanju imunskog odgovora. TLR3 zajedno sa TLR7-9
predstavlja subfamiliju TLR specificnih za nukleinske kiseline lokalizovanih na
membrani endozoma. Uprkos ohrabrujuéim rezultatima, biologki potencijal DC za in
vivo stimulaciju anti-tumorskog odgovora jo$ uvek nije maksimalno iskori$éen. U te
svrhe se kombinovanom primenom veéeg broja TLR agonista ispituje potencijal MoDC
da integrisu signale sa razliitih receptora. Stoga je jedan od ciljeva nase studije bio da
se ispita efekat kombinovane primene Poly (I:C) i loksoribina, selektivnog TLR7
agoniste na funkcionalne i fenotipske karakteristike MoDC.

Dektin-1 receptor je, pored TLR, jedini receptor urodenog imuniteta Cija
aktivacija samostalno indukuje signalnu kaskadu koja dovodi do sazrevanja MoDC sa
sposobnos¢u indukcije Th1 i Th17 odgovora. Imajuéi navedno u vidu, sledeéi cilj ovog
istraZivanja je bio da se ispita efekat kombinovane primene Poly (I:C) i kurdlana,
agonista dektin-1 receptora, na funkcionalne i fenotipske karakteristike MoDC.

Za modulaciju sazrevanja i funkcija DC, pored stimulacije PRR, znac¢ajnu ulogu
imaju i citokini prirodnog imuniteta koji se produkuju prilikom infekcije. Najnovija
istrazivanja ukazuju na ulogu TNF-a, jednog od najznacajnijih proinflamatornih
citokina, u sazrevanju DC u ranim fazama infekcije kao i razvoju antigen-specifi¢nog
odgovora. Naredni cilj naSeg istraZivanja bio je ispitivanje dozno- i vremenski-
zavisnog efekta kombinovane primene TNF-a i Poly (I:C) na funkcionalne i fenotipske
karakteristike MoDC.



Poslednji deo istraZivanja se odnosio na ispitivanje uticaja signala steenog
imuniteta koje DC dobijaju tokom interakcije sa T-limfocitima, ukljuéujuéi signalizaciju
preko CD40 receptora i receptora za IFN-y na njihove karakteristike.

Metode. Nezrele MoDC, dobijene kultivacijom humanih monocita, su
stimulisane samim Poly (I:C) ili njegovom kombinacijom sa loksoribinom, kurdlanom
ili TNF-a tokom 48h. Da bi ispitali uticaj signala ste¢enog imuniteta, MoDC stimulisane
samim Poly (I:C) ili u kombinaciji sa TNF-a dalje su kultivisane u prisustvu Celija J558
transfektovanim ligandom za CD40, solubilnog CD40L ili IFN-y. U cilju ispitivanja
uticaja kinetike aktivacije na kapacitet MoDC da polarizuju imunski odgovor, MoDC su
stimulisane kombinacijama razli¢itih koncentracija Poly (I:C) i TNF-a tokom 24h i 48h.
Protoénom citofluorimetrijom su analizirane fenotipske karakteristike MoDC.
Alostimulatorna sposobnost MoDC je odredena testom me3ane leukocitne reakcije.
Produkcija citokina je odredena ELISA metodom i testom za detekciju citokina pomocu
imunofluorescentnih kuglica.

Rezultati, U preliminarnim eksperimentima nezrele MoDC su stimulisane
razli¢itim koncentracijama Poly (I:C) (5 pg/ml, 10 ug/ml, 25 pug/ml i 50 ug/ml),
loksoribina (34 pg/ml i 85 pg/ml) i kurdlana (10 pg/ml , 50 pg/ml, 100 pg/ml i 200
ug/ml). Na osnovu fenotipskih i funkcionalnih karakteristika MoDC procenjeno je da je
optimalna koncentracija za aktivaciju MoDC za Poly (I:C) 25 pg/ml, za loksoribin 85
ug/ml i za kurdlan 100 pg/ml, dok je koncentracija Poly (I:C) od 10 pg/ml i loksoribina
od 34 pg/ml suboptimalna. Optimalne i suboptimalne koncentracije agonista su dalje
kori$¢éene za stimulaciju nezrelih MoDC u ovom istraZivanju.

Stimulacija MoDC optimalnom koncentracijom Poly (I:C) dovela je do poveéanja
ekspresije HLA-DR, CD86, CD40, CD54, CD83 i CCR7 molekula, poveéanja produkcije IL-
12, umerene produkcije IL-23 i niske produkcije IL-10. Ovako stimulisane MoDC dovode
do povecéane produkcije IFN-y i umerene produkcije IL-17 tokom kokultivacije sa CD4"
T limfocitima.

MoDC kultivisane u prisustvu suboptimalnih koncentracija agonista TLR3 i
TLR7 povelano su eksprimirale HLA-DR, CD86, CD83, CD54 i CD40 molekule i
produkovale su vele nivoe IL-27, IL-23 i IL-10, u poredenju sa Celijama tretiranim

pojedinaénim agonistima. Ovako pripremljene MoDC su dovele do poveéanja
produkcije IFN-y i IL-17 u kokulturi sa alogenim CD4" T limfocitima. Tretman MoDC

suboptimalnom koncentracijom Poly (I:C) i optimalnom koncentracijom loksoribina u
poredenju sa efektima pojedinacnih agonista, doveo je do poveéanja ekspresija CD86,

smanjenja HLA-DR, poveéanja produkcije IL-12 i IL-23 i smanjenja produkcije IL-10 i IL-



27. MoDC diferencirane na ovaj nacin u kokulturi sa CD4" T éelijama su indukovale
poveéanje produkcije IFN-y i smanjenje produkcije IL-4 i IL-10. Stimulacija MoDC
optimalnim koncentracijama oba TLR agonista dovela je do smanjenja ekspresije HLA-
DR, CD83 i CD40 molekula, kao i poveéanja produkcije IL-12, IL-27 i IL-10, dok je nivo

IL-23 bio znalajno smanjen, u poredenju sa efektima pojedina¢nih TLR agonista. MoDC
stimulisane na ovaj nadin su u kokulturi sa CD4" T limfocitima dovele do poveéanja
produkcije IFN-y i smanjenje produkcije IL-4, IL-10 i IL-17.

Stimulacija MoDC kurdlanom dovela je do poveéanja produkcije IL-23 koji je
tokom kokultivacije sa CD4" T limfocitima usmerio odgovor T limfocita u Th17 pravcu
uz manje izraZen Th1 odgovor. MoDC kultivisane u prisustvu Poly (I:C) i kurdlana su
ispoljile fenotip zrelih éelija i stimulisale su proliferaciju alogenih CD4" T limfocita.

Kostimulacija TLR3 i dektina-1 na MoDC je dodatno povecala produkciju IL-12, IL-23 i
IL-10 u poredenju sa efektima angaZovanja pojedina¢nih receptora. Ovi rezultati su u

korelaciji sa indukcijom snaznijeg Thl i Th17 imunskog odgovora, procenjivanog na

osnovu produkcije IFN-y od strane naivnih (CD45RA") CD4" T limfocita, odnosno IL-17

od strane memorijskih (CD45R0") CD4" T limfocita.

MoDC stimulisane optimalnom koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a ispoljile su

povecane nivoe CD80, CD86 i CD54 molekula i smanjile produkciju IL-12, $to je uticalo
na smanjenje proliferacije T limfocita i produkcije IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4"

T éelijama, u poredenju sa efektom MoDC tretiranih samim Poly (I:C). Dozno-zavisni
efekti Poly (I:C) i TNF-o. na funkciju MoDC su izraZeniji nakon 24h kultivacije u

poredenju sa 48h, $to je procenjeno na osnovu smanjenja produkcije IL-12 i IL-23 od
strane MoDC i smanjenog nivoa IFN-y i IL-17 u kokulturi sa CD4" T éelijama. Uticaj

interakcije CD40 i CD40L je najizraZeniji u slu€aju produkcije IL-12 od strane MoDC
tretiranih najve¢om koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a. Smanjenje produkcije IL-12 od

strane MoDC stimulisanih ovom kombinacijom je dovelo do smanjenja produkcije IFN-
vy u kokulturi sa CD4" T Celijama. Povezivanje CD40 molekula na MoDC stimulisanim
najveéom koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a je dovelo do smanjenja produkcije IL-23 i
povecanja IL-10. Stoga su ovako pripremljene MoDC u kokulturi sa CD4" T éelijama

dovele do smanjenja produkcije IL-17, a poveéanja IL-10.
Povezivanje CD40 molekula ili tretiranje sa IFN-y nezrelih i MoDC

diferenciranih u prisustvu Poly (I:C) znadajno je povelalo njihov alostimulatorni



potencijal. Povezivanje CD40 molekula na nezrelim MoDC dovelo je do poveéanja
produkcije IL-12 i IL-23, $to je praleno povelanjem produkcije IFN-y tokom
kokultivacije ovako stimulisanih ¢elija i CD4" T limfocita. Medutim, povezivanje CD40

molekula na MoDC pretretiranim sa Poly (I:C) dovelo je do poveéanja produkcije IL-12,
IL-23 i IL-10. Ovako stimulisane Celije u kokulturi sa CD4" T (elijama dovele su do

poveéanja produkcije IL-17, a smanjenja produkcije IFN-y i IL-10. Nezrele MoDC
stimulisane sa IFN-y produkovale su veéi nivo IL-12, a u kokulturi sa CD4 T limfocitima

su dovele do smanjenja produkcije IL-5 i IL-17. Suprotno tome, tretman sa IFN-y je
doveo do smanjenja produkcije IL-12, a poveéanja produkcije IL-10 od strane MoDC
prethodno stimulisanih sa Poly (1:C). MoDC pripremljene na ovaj nacin su tokom
kokultivacije sa T limfocitima dovele do smanjenja IFN-y a poveanja nivoa IL-10.
Zakljucak. Poly (I:C) dovodi do sazrevanja MoDC i stimulacije Th1l i Th17
imunskog odgovora. Primena vele koncentracije Poly (I:C) u kombinaciji sa
loksoribinom uti¢e na karakteristike MoDC za polarizaciju Th1 imunskog odgovora.
Kostimulacija MoDC sa Poly (I:C) i kurdlanom potencira efekte pojedinaénih agonista
pa tako stimulisane MoDC indukuju snaZniji Th1 i Th17 odgovor, u poredenju sa
efektima pojedinanih agonista. Pove¢anjem koncentracije Poly (I:C) u kombinaciji sa
TNF-o. modulise se Th polarizujuéi potencijal MoDC od Th17 ka imunoregulatornom.
IFN-y i povezivanje CD40 molekula su aktivatori sazrevanja MoDC koje stimuli§u razvoj
Thl odgovora. Ligacija CD40 molekula na MoDC aktiviranim Poly (I:C) usmerava
sposobnost ovih Celija da stimuliSu Th17, a inhibiraju Th1 odgovor. U istom modelu
IFN-y inhibira Th1l odgovor, a stimuliSe imunoregulatorne mehanizme. Dobijeni
rezultati pokazuju veliku plasti¢nost u funkcionalnom odgovoru MoDC. Znacajna
imunogena svojstva Poly (I:C) koja su do sada iskoriSéena u pripremi MoDC kao
tumorskih vakcina se mogu dodatno pospesiti primenom stimulatora dektinskih
receptora i TNF-o. Ipak neki od povoljnih efekata mogu biti umanjeni ili usmereni u
suprotnom pravcu dodavanjem solubilnog CD40L i IFN-y. Ovi rezultati mogu pomodi u

boljem razumevanju bioloskog ponasanja MoDC nakon transfera in vivo.
Kljucne reci: CD40, CD4 T-Celijski odgovor, Dektin-1 receptor, humane

dendritske éelije monocitnog porekla, imunoterapija tumora, IFN-y, TNF-a, Toll-sli¢an
receptor 3, Toll-sli¢an receptor 7
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Modulation of the function of human monocyte derived dendritic cells by
combined use of the endosomal Toll-like receptors, dectin-1 receptor agonists and
proinflammatory cytokines

Abstract

Background/aim. Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen presenting

cells (APCs) which receive and integrate multiple signals to initiate and direct a
response appropriate to extracellular milleu. These APCs perform these functions
mostly due to the expression of a wide variety of pattern recognition receptors (PRRs).
PRRs discriminate self-tissues from infectious non-self tissues through molecular
pattern (MPs) recognition. Although triggering of a single pattern recognition
receptor (PRR), especially Toll-like receptors (TLRs) or C-type lectins, results in
phenotypic changes in DCs, for functional maturation cooperativity between multiple
PRRs is needed in order to achieve an effective immune response.

Immune modulating strategies based on use of TLR-specific agonists are in the
focus of current investigations in the field of tumor immunotherapy. There is
currently much interest in the use of TLR3 agonist, Polyinosinic-polycytidylic acid
(Poly (I:C)), in vaccine developement. Poly (I:C), a synthetic analogue of double
stranded (ds)RNA, may be an appropriate activation agent for obtaining mature MoDCs
competent to prime effective immune responses. TLR3 together with TLR7-9
represents a group of TLRs localized within an endosome specialised for recognition of
nucleic acids. Cooperation of different TLR signals in the induction of immune
responses is an emerging field in innate immune research. Therefore, we wanted to
evaluate whether combined effect of Poly (I:C) and loxoribine, a selective TLR7 agonist,
could be more advantageous over the use of single agonists for the maturation of
MoDCs.

Recent studies have shown that the ligation of Dectin-1, C-type lectin receptor,
on MoDCs elicits their maturation. Dectin-1, a DC-associated C-type lectin, is the first
of many PRRs which mediate their own signaling and induces the maturation of DCs
capable of eliciting the generation of different T helper (Th) effectors. The next aim of
this work was to study the response of MoDCs to the combined effect of Poly (I:C) and
curdlan, selective Dectin-1 agonists.

Tumor necrosis factor (TNF)-a is important for early DC maturation and as a
bridge between initiation of the inflammatory cascade and generation of the antigen-

specific response. To gain insight into this scientific problem we investigated the



kinetics of maturation and the length of exposure of MoDCs to a pathogen (mimicked
by Poly (I:C) in our study) in an inflamed tissue (mimicked by TNF-a) on phenotypic
and functional characteristics of MoDCs.

Finally, little is known about how subsequent interaction of MoDCs with T cell-
derived stimuli, such as CD40 or interferon-y (IFN-y), modulates MoDC functions.
Therefore, this problem was the last objective of this study.

Methods. Immature MoDCs (iMoDCs), generated from human monocytes, were
treated with Poly (I:C) alone or in combination with loxoribine, curdlan or TNF-a for
48h. To investigate the influence of T-cell derived stimuli, MoDCs cultivated for 24h
with Poly (I:C) alone or in combination with TNF-a were incubated either with CD40
ligand (L)-transfected J558 cells, soluble CD40L or IFN-y for additional 24h. To examine
the influence of kinetics of activation on the Th polarizing capability of MoDCs, we
stimulated MoDCs with different doses of Poly (I:C) in combination with TNF-a for 24h
and 48h. Phenotypic characteristics of MoDCs were determined by flow cytometry.
Allostimulatory capability of MoDCs was tested using a mixed leukocyte reaction
assay. Cytokine production was measured by ELISA and FlowCytomix.

Results. In preliminary experiments iMoDCs were treated with Poly (I:C) (5
ug/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml and 50 pg/ml), loxoribine (34 pg/ml and 85 pg/ml) or
curdlan (10 pg/ml , 50 pg/ml, 100 pg/ml and 200 pg/ml). Based on phenotypic
characteristics and functional capabilities of MoDCs, the concentrations of Poly (I:C)
(25 pg/ml), loxoribine (85 pg/ml) and curdlan (100 pg/ml) were found to be optimal
for activation of MoDCs, while the concentrations of Poly (I:C) (10 pg/ml) and
loxoribine (34 ug/ml) were found to be suboptimal. For stimulation of iMoDCs we used
these concentrations of the agonists.

Optimal concentration of Poly (I:C) stimulated the maturation of MoDCs as
judged by the up-regulation of HLA-DR, CD86, CD40, CD54, CD83 and CCR7 expression.
Poly (I:C)-treated MoDCs were potent producers of interleukin (IL)-12, moderate
producers of IL-23 and weak producers of IL-10, which was followed by high

production of IFN-y and moderate production of IL-17 by allogeneic CD4" T cells.

The combined treatment of MoDCs with suboptimal concentrations of TLR3 and
TLR7 agonists resulted in slight potentiation of HLA-DR, CD86, CD83, CD54 and CD40
molecules and stimulation of IL-27, IL-23 and IL-10 secretion, compared to effects of

single agonists. This was followed by up-regulated secretion of IFN-y and IL-17 in the



co-culture with allogeneic CD4" T cells. When the suboptimal concentration of Poly

(I:C) was combined with the optimal concentration of loxoribine, MoDCs down-
regulated HLA-DR and up-regulated CD86 expression, enhanced the production of IL-
12 and IL-23 and down-regulated the levels of IL-10 and IL-27, compared to the effects

of single agonists. MoDCs pretreated in this way stimulated the production of IFN-y
and lowered the levels of IL-4 and IL-10 by CD4" T cells. The treatment of MoDCs with

optimal concentrations of both TLR agonists was followed by down-regulation of HLA-
DR, CD83 and CD40 expression and augmented the production of IL-12, IL-27 and IL-10,
whereas the level of IL-23 was significantly lower, compared to relevant controls.
These MoDCs promoted the production of IFN-y and inhibited the production of IL-4,
IL-10 and IL-17 in co-culture, compared to the effect of corresponding controls.

The combination of Poly (I:C) and curdlan induced phenotypic maturation of
MoDCs with the capability to stimulate alloreactive response. Such treated MoDCs up-
regulated the production IL-12, IL-23 and IL-10, compared to the effect of Poly (I:C),

alone. The opposite effect was observed for IFN-y production. When combined, these

agonists primed MoDCs to further increase the production of IFN-y by CD4" T cells in
co-culture, especially those of naive (CD45RA") phenotype, and IL-17 by memory

(CD45R0O") CD4 T cells.

MoDCs stimulated with optimal concentration of Poly (I:C) and TNF-a up-
regulated the expression of CD80, CD86 and CD54 molecules and lowered the

production of IL-12 which was followed with inhibition of cellular proliferation and
IFN-y production in co-culture with allogeneic CD4" T cells, compared to the effect of

Poly (I:C)-treated MoDCs. Dose- and time- dependent effect of Poly (I:C) and TNF-a. on
the functions of MoDCs were more pronounced after 24h than 48h of stimulation, as

judged by down-regulation of IL-12 and IL-23 production by this cells and reduced
levels of IFN-y and IL-17 in co-cultures with CD4" T cells. The influence of CD40:CD40L
interaction was most prominent in the case of production of IL-12 when MoDCs were
pretreated with the highest dose of Poly (I:C) and TNF-a. This effect was reflected on
reduced production of IFN-y by allogeneic CD4" T cells co-cultured with MoDCs treated

with this combination. The addition of CD40L lessen the levels of IL-23 and increased
the production of IL-10 in cultures of MoDCs stimulated with the highest dose of Poly



(I:C) and TNF-a which was reflected on significant reduction of the levels of IL-17 and
up-regulation of IL-10 produced by allogeneic CD4" T cells.

Ligation of CD40 or treatment with IFN-y of iMoDCs or Poly (I:C)-treated MoDCs
significantly up-regulated their allostimulatory activity. Ligation of CD40 on iMoDCs
up-regulated the production of IL-12 and IL-23 which was accompanied by increased
secretion of IFN-y in co-culture. Stimulation of CD40 on Poly (I:C)-treated MoDCs
significantly enhanced the production of IL-12, IL-23 and IL-10. However, such treated
MoDCs decreased the production of IFN-y and IL-10 and up-regulated the secretion of
IL-17. iMoDCs treated with IFN-y up-regulated IL-12 production, but lowered the

production of IL-5 and IL-17 by CD4" T cells. Treatment of Poly (I:C)-activated MoDCs

with IFN-y down-regulated the production of IL-12 and up-regulated IL-10 by these

cells and increased/decreased the levels of IL-10/ IFN-y, respectively, in co-culture
with CD4" T cells.

Conclusions, Higher concentrations of Poly (I:C) combined with loxoribine
divert Th polarizing capabilities of MoDCs from Thl and Th17 towards Thil. Co-
stimulation of MoDCs with Poly (I:C) and curdlan induces superior Thl and Th17
immune responses, compared to effects of single agonists. Higher concentrations of
Poly (I:C) combined with TNF-a redirect Th polarizing capabilities of MoDCs from
Th17-promoting to immunoregulatory influence. Ligation of CD40 on iMoDCs induces
their maturation into a phenotype that supports Thl response, while on Poly (I:C)-
treated MoDCs the immune response shifts towards Th17. Treatment of iMoDCs with
IFN-y down-regulated Th2 and Th17 responses, while adding IFN-y to Poly (I:C)-
activated MoDCs down-regulated Thl response and promoted T-regulatory
mechanisms. Each of these findings may have therapeutic implications for the use of
MoDCs in immunotherapy.

Key words: CD40, Dectin-1 receptor, human monocyte-derived dendritic cells,
IFN-y, TNF-a, T helper immune response, Toll-like receptor 3, Toll-like receptor 7,
tumor immunotherapy
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Uvod

Imunski sistem je evoluirao sa ciljem da odrZzi homeostazu u organizmu
Stite¢i ga od Sirokog spektra patogena spoljasnje sredine. Komponente ovog
jedinstvenog sistema odbrane, urodeni i steCeni imunitet, udruZuju svoje
efektorske mehanizme u cilju $to efikasnije eliminacije patogena. Urodeni imunski
sistem predstavlja prvu liniju odbrane i ima klju¢nu ulogu u kontroli infekcije
tokom vremenskog perioda neophodnog za pokretanje efektorskih mehanizama
steCenog imuniteta (Janeway i Medzhitov, 2002). Stefeni imunitet je evoluirao
kasnije u odnosu na urodeni i zasniva se na specifi¢cnom prepoznavanju antigena od
strane receptora na T limfocitima i antitela. Pretpostavka o prefinjenoj ulozi
urodene imunosti kao sistema koji precizno detektuje tip patogena koji narusava
homeostazu organizma (Janeway, 1992) potvrdena je nakon identifikacije receptora
koji prepoznaju evolutivno konzervirane strukture patogena (tzv. molekularne
obrasce karakteristicne za patogene (engl. Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMP) (Medzhitov i sar., 1997; Medzhitov i Janeway, 1997). Dendritske
¢elije imaju kljuénu ulogu u aktivaciji, regulaciji i povezivanju ove dve grane
imunskog sistema zahvaljujuéi svojim jedinstvenim morfoloskim, fenotipskim i

funkcionalnim karakteristikama (Banchereau i Steinman, 1998).
1.1. Karakteristike dendritskih éelija

Dendritske ¢éelije (DC) predstavljaju sistem antigen-prezentujuéih (Celija
(APC) koje efikasno stimulisu komponente urodenog i steenog imuniteta
integriSudi njihove efektorske mehanizme u jedinstveni imunski odgovor. Jedan od
podtipova DC, Langerhansove ¢elije (LC), kao zasebna populacija ¢elija opisane su
jo§ 1868. godine (Langerhans, 1868). Nova vrsta Celija, identifikovana u slezini misa,
je na osnovu jedinstvenih morfoloskih karakteristika, izraZenih duzih i kraéih
citoplazmatskih nastavaka, nazvana dendritskim ¢éelijama 1973. godine (Steinman i
Cohn, 1973). Potencijal ovih éelija da stimuli$u T-¢elijski imunski odgovor pokazan
je pet godina kasnije u mesanoj leukocitnoj kulturi (Steinman i Witmer, 1978) i

potvrden u brojnim studijama koje su usledile.
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Slika 1. Funkcije dendritskih celija u celijskom imunskom odgovoru

U poredenju sa drugim APC, makrofagama i B limfocitima, ove éelije se izdvajaju

kao najznacajnije APC zbog svoje jedinstvene sposobnosti da aktiviraju naivne CD4"

i cD8" T limfocite i obezbede signale neophodne za njihovu potpunu aktivaciju

(Banchereau i Steinman, 1998; Steinman i Hemmi, 2006) (Slika 1). Pored ove klju¢ne
uloge u éelijskom imunskom odgovoru, DC su va¥ne za pokretanje humoralne
imunosti aktiviranjem B limfocita (Jego i sar., 2005; Qi i sar., 2006), dok u okviru
urodene imunosti aktiviraju éelije prirodne ubice (engl. natural killer, NK) (Lucas i

ar., 2007) i NKT ¢elije (Fujii i sar., 2002). Takode, DC imaju centralnu ulogu u
uspostavljanju imunoloske tolerancije u timusu i perifernim organima (Steinman i

sar., 2003).

Za obavljanje pomenutih brojnih, festo i medusobno suprotstavljenih,
funkcija neophodna je uska specijalizacija subpopulacija u okviru ovog heterogenog

sistema APC.



Uvod

DC se morfoloski karakteriu prisustvom brojnih dendritskih nastavaka
pomocu kojih stupaju u blizak kontakt sa ostalim {elijama imunskog sistema. U
zavisnosti od svog porekla, stepena zrelosti i funkcionalnog statusa, DC se mogu
fenotipski karakterisati razli¢itim nivoom ekspresije molekula glavnog kompleksa

histokompatibilnosti klase I i II (engl. major histocompatibility complex, MHC);
CD1(a'e) molekula koji prezentuju lipidne i glikolipidne antigene endogenog i

egzogenog porekla; kostimulatornih molekula: B7 familije, B7.1 (CD80) i B7.2
(CD86), i CD40 molekula; adhezivnih molekula koji pripadaju klasi integrina ili
receptora za integrine: molekula CD11 familije (CD11a, CD11b i CD11c), CD54
(intracelijski adhezivni molekul-1, engl. intracellular adhesion molecule, ICAM-1),
familije antigena asociranih sa funkcijom leukocita (engl. leukocyte function-
associated antigen, LFA) i markera zrelih DC, CD83 molekula (Banchereau i sar.,

2000; Liu i sar., 2001; Wu i Dakic, 2004; Steinman i Hemmi, 2006).

Prema tradicionalnom stanovistu, DC su strate$ki pozicionirane tako da se
nalaze na mestima kontakta sa spoljasnjom sredinom, ukljuc¢ujuéi kozu, creva i
pluéa (Nelson i Loffert, 1994; Nestle i sar., 1993; Sertl i sar., 1986), gde imaju ulogu
nadzornika koji detektuje “opasne” signale, pa regrutuje i aktivira ostale Celije
imunskog sistema (Fernandez i sar., 1999; Foti i sar., 1999; Rescigno i sar., 1998).
Fenotipski i funkcionalno nezrele DC se odlikuju izraZenim svojstvima
internalizacije i proteoliticke obrade antigena (Banchereau i Steinman, 1998).
Nezrele DC ispoljavaju nizak nivo MHC molekula klase II kao i kostimulatornih i
adhezivih molekula CD40, CD54, CD80 i CD86 (Sallusto i Lanzavecchia, 1994). DC
mogu biti aktivirane brojnim signalima, medu koje spadaju patogeni, apoptoti¢ne
éelije, produkti inflamacije, kao i ostale ¢elije imunskog sistema. DC se odlikuju
izuzetnom plasti¢no$éu i sposobnoséu prilagodavanja svog odgovora u zavisnosti
od tipa stimulusa kome su izloZene. Na primer, ove ¢elije su sposobne da naprave
razliku izmedu pristustva infekcije i inflamacije. In vitro studije su pokazale da su
proinflamatorni medijatori manje efikasni od patogena u pogledu aktivacije DC. DC

izlozene dejstvu proinflamatornih medijatora su efikasne u stimulisanju
proliferacije T limfocita, ali ne i stvaranju efektorskih CD4" T limfocita. Sa druge

strane, izlaganje DC patogenima dovodi do kompletne aktivacije DC koje pokreéu
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odgovarajuéi CD4" T-Celijski odgovor (Sporri i Reis e Sousa, 2005). Dakle, priroda

signala koje DC detektuju u svojoj mikrosredini uti¢e na karakteristike steenog
imunskog odgovora koji ée one pokrenuti. Nakon aktivacije, DC menjaju
morfologiju koja se ogleda u reorganizaciji citoskeleta, gubitku adhezivnih
struktura i poveéanju pokretljivosti Celija. Aktivirane DC ispoljavaju hemokinski
receptor 7 (engl. chemokine receptor 7, CCR7) zahvaljujuéi kome migriraju u
sekundarne limfne organe i na taj nalin povezuju mesta inicijacije imunskog
odgovora sa perifernim inficiranim tkivima. Naime, blizak kontakt izmedu
aktiviranih DC i T limfocita je prvi korak u efikasnom pokretanju imunskog
odgovora. Migracija je pralena sazrevanjem koje se ogleda u smanjenju kapaciteta
obrade antigena i poveéanju sposobnosti njihove prezentacije, poveéanju ekspresije
kostimulatornih molekula i produkcijom citokina (Banchereau i Steinman, 1998).
Fenomen sazrevanja DC je pokazan u in vitroi in vivo eksperimentima. Najpre je u
in vitro studijama pokazano da LC nakon 2-3 dana kultivacije efikasnije stimuli$u
proliferaciju T limfocita u odnosu na proliferativni odgovor indukovan sveZe
izolovanim LC koje su, sa druge strane, efikasnije u prezentaciji peptidnih antigena
(Schuler i Steinman, 1985; Romani i sar., 1989). Sekvencijalno smenjivanje funkcija
DC tokom njihove migracije potvrdeno je i in wvivo. Nakon stimulacije
lipopolisaharidom (engl. lipopolysaccharide, LPS) ili ekstratkom Toxoplasma
gondii, dolazi do redistribucije DC slezine iz marginalne zone i crvene pulpe, gde
obraduju antigene, u belu pulpu, u kojoj su lokalizovane T ¢elije kojima prezentuju
antigene (De Smedt i sar., 1996; Reis e Sousa i sar., 1997). Razvojni put, tzv.
“paradigma Langerhansovih ¢elija”, predstavlja prototip Zivotnog ciklusa DC

(villadangos i Heath, 2005) (Slika 2).
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Slika 2. Aktivacija i sazrevanje dendritskih Celija

DC imaju sposobnost da detektuju patogene zahvaljujuéi receptorima za
prepoznavanje molekularnih obrazaca patogena (engl. pattern recognition
receptors, PRR) (Akira, 2009). Odredeni tip patogena se odlikuje jedinstvenom
kombinacijom PAMP. PRR je velika familija receptora medu kojima su do sad
najbolje okarakterisane subfamilije Toll-sli¢nih receptora (engl. Toll like receptors,

TLR) i lektinskih receptora C-tipa (engl. C-type lectin receptors, CLR).
1.1.1. Toll-sli¢ni receptori

TLR su najvela familija receptora urodene imunosti koja je do sada
identifikovana. Njihovo otkrile je vezano za eksperimente koji su pokazali da su
mutanti za Toll protein Drosophila melanogaster vrlo podlozni gljivi¢nim
infekcijama. Tokom embriogeneze vinske musice Toll protein je neophodan za
uspostavljanje dorzo-ventralne ose, dok kod odraslih musica ima ulogu u razvi¢u
imunosti na gljivice. Homologni sistem receptora je na osnovu homologije sa Toll
proteinom identifikovan i kod sisara (Hoffmann i sar., 1996; Lemaitre i sar., 1996;

Medzhitov i sar., 1997). Otkriée TLR je bilo od sustinskog znacaja, sli¢no kao i

6
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otkri¢e receptora na limfocitima, za razumevanje kompleksnosti urodenog
imunskog odgovora i mehanizama kojima se uspostavlja balans izmedu zastitnog

imunskog odgovora i imunopatologije.

TLR su transmembranski proteini tipa I izgradeni od ekstralelijskog domena
koji prepoznaje ligande i sadrzi ponovke bogate leucinom, transmembranskog
regiona i intracelijskog domena homologog receptoru za IL-1 koji je neophodan za
prenos signala u Celiju (engl. Toll-interleukin 1 receptor domain, TIR) (Medzhitov i
sar., 1997). Do sada je identifikovano 10 humanih i 12 TLR u mi$jem sistemu. TLR1-9
su konzervisane strukture u oba sistema. TLR10 je funkcionalan kod ljudi, dok je
kod miSeva njegova funkcija poremecena insercijom endogenog retrovirusa. Ligand
za TLR10 jo$ uvek nije poznat. TLR 11-13 nisu prisutni u humanom genomu (Kawai i
Akira, 2010). Funkcionalne analize pojedinacnih TLR receptora su pokazale da svaki
¢lan prepoznaje razli¢ite molekulske obrasce mikroorganizama i to u okviru plazma
membrane, endozoma, lizozoma i endolizozoma (Akira i sar., 2006). Receptori su
pozicionirani tako da se osigura kolokalizacija sa odgovarajué¢im ligandima, ali i da
se spreci interakcija sa ,sopstvenim* molekulima i odrZi imunoloska tolerancija.
Sve viSe podataka ide u prilog tome da se u odredenim patoloskim stanjima za TLR
vezuju i endogeni molekuli $to moZe biti povezano sa razvojem autoimunskih

bolesti (Kawai i Akira, 2010).

TLR su klasifikovani u dve grupe u zavisnosti od lokalizacije i odgovarajuéih
liganada. U prvu grupu su svrstani TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR11 koji su
ispoljeni na plazma membrani i prepoznaju komponente membrana patogena,

ukljucujudi lipide, lipoproteine i proteine.

Prvi sisarski homolog Toll proteina, TLR4, identifikovan je 1998. godine kao
receptor za LPS kodiran Lps lokusom (Poltorak i sar., 1998). LPS je komponenta
membrane Gram-negativnih bakterija i uzroCnik je septickog Soka. TLR4 i
mijeloidni faktor diferencijacije 2 (engl. myeloid differentiation factor 2, MD2)
formiraju kompleks za koji se vezuje LPS (Park i sar., 2009; Akashi-Takamura i
Miyake, 2008). TLR2 prepoznaje Sirok spektar PAPM poreklom od bakterija, virusa,
mikoplazme i gljivica (Akira i sar., 2006). Ligandi za TLR2 su lipoproteini bakterija,

peptidoglikan i lipotejhnoi¢na  kiselina =~ Gram-pozitivnih  bakterija,



Uvod

lipoarabinomanan mikoplazme, zimozan gljivica i hemaglutinin virusa iz
Paramyxovirus familije. TLR2 formira heterodimere sa TLR1 ili sa TLR6. TLR1/TLR2
kompleks prepoznaje triacil lipopeptide Gram-negativnih bakterija i mikoplazme, a
TLR2/TLR6 kompleks vezuje diacil lipopeptide Gram-pozitivnih bakterija i
mikoplazme (Jin i sar., 2007; Kawai i Akira, 2010). TLR5 je najviSe ispoljen na DC
lamina propriau tankom crevu gde prepoznaje flagelin, protein bakterijskih flagela
(Akira i sar., 2006). TLR11 je prisutan kod miSeva u bubrezima i beSici gde
prepoznaje uropatogene bakterije. Njegov homolog u humanom sistemu je TLR5

(zhang i sar., 2004; Yarovinsky i sar., 2005).

Drugu grupu ovih receptora ¢ine TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 koji se iskljucivo
nalaze u intralelijskim vezikulama, uklju¢ujuéi endoplazmatski retikulum (ER),
endozome, lizozome i endolizozome gde prepoznaju nukleinske kiseline (Akira i
sar., 2006; Kawai i Akira, 2010). TLR3 prepoznaje dvolanéanu RNK poreklom od
virusa i njen sintetski analog, poliinozinsku:policitidilinsku kiselinu (engl.
polyinosinic:polycytidylic acid, Poly (1:C)) (Akira i sar., 2006). TLR3 prepoznaje i
genomsku RNK reovirusa, dvolancanu RNK koja nastaje tokom replikacije virusa
koji imaju jednolanéanu RNK i pojedine male interferiraju¢e RNK (Kawai i Akira,
2010). TLR7 je najpre okarakterisan kao receptor koji prepoznaje derivate
imidazokvinolina (imikvimod i rezikvimod) i analoge guanina (loksoribin). Pored
ovih analoga purina, mi§ji TLR7/8 i humani TLR7 vezuju virusnu jednolan¢anu RNK
i male interferiraju¢e RNK (Hornung i sar., 2005; Akira i sar., 2006). Humani TLR8
prepoznaje jednolanéanu RNK i jedinjenje rezikvimod (Akira i sar., 2006). Ligandi za
TLR9 su nemetilovana DNK sa CpG motivima poreklom od bakterija i virusa (Haas i
sar., 2008) i nerastvorljivi kristal hemozin koji predstavlja nusprodukt digestije
hemoglobina od strane parazita Plasmodium falciparum (Coban i sar., 2010). TLR3,
TLR7 i TLRY se nalaze u ER i nakon stimulacije se transportuju u endolizozome.
SpreCavanje acidifikacije = endolizozoma dovodi do izostanka efekata
karakteristi¢cnih za stimulaciju ovih receptora $to ukazuje na to da se u
endolizozomima odvija interakcija liganada sa ovim receptorima (Kim i sar., 2008).
Translokacija receptora se nalazi pod kontrolom proteina ER, UNC93B1. UNC93B1
se specifitno vezuje za transmembranske regione TLR3, TLR7 i TLR9 u ER

(Brinkmann i sar., 2007). Kod miSeva koji su mutanti za ovaj protein javljaju se
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poremecaji u produkciji citokina i ekspresiji kostimulatornih molekula, kao i
poveéana podlozZnost infekcijama od strane bakterija i virusa ¢iji su PAMP ligandi

za TLR3, TLR7 i TLR9 (Tabeta i sar., 2006).
1.1.2. Lektinski receptori C-tipa

Lektinski receptori C-tipa (engl. C-type lectin receptor, CLR) prepoznaju
antigene koji su po strukturi ugljeni hidrati, prisutni kod Sirokog spektra patogena
(Figdor i sar., 2002; Geijtenbeek i sar., 2004). Ekspresija CLR je specifitna za
odredene subpopulacije DC, pa je tako BDCA-2 karakteristi¢an za plazmacitoidne DC
(Dzionek i sar., 2001), langerin (CD207) za LC (Valladeau i sar., 2000), a DC-SIGN
(engl. DC-specific intercellular adhesion molecule-3 (ICAM-3)-grabbing non-
integrin, CD209) je specifitan za intersticijalne DC (Geijtenbeek i sar., 2000a;
Geijtenbeek i sar., 2000b). Poznato je da CLR imaju brojne funkcije. DC-SIGN stupa u
interakcije sa: CD11b/CD18 i CEACAM 1 (engl. carcinoembryonic antigen (CEA)-
related cellular adhesion molecule 1) ispoljenim na neutrofilima i time posreduje u
aktivaciji DC od strane neutrofila (van Gisbergen i sar., 2005); ICAM-2 ispoljenim na
¢elijama endotela ¢ime se omoguéava migracija DC iz krvnih i limfnih sudova u
periferna tkiva i ICAM-3 koji je ispoljen na T limfocitima ¢ime se olakSava njihova
aktivacija od strane DC (Geijtenbeek i sar., 2000a). Neki od CLR, poput DC-SIGN i
dektina-1, u citoplazmatskom domenu poseduju imunoreceptor tirozinske
aktivacione sekvence (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif,
ITAM) putem kojih prenose aktivacione signale DC (Geijtenbeek i sar., 2000a;
Ariizumi i sar., 2000; Brown, 2006). Sa druge strane, DCIR (engl. dendritic cell
immunoreceptor) i MICL (engl. myeloid inhibitory C-type lectin receptor) u
citoplazmatskom domenu imaju imunoreceptor tirozinske inhibitorne sekvence
(engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM) ¢ija funkcija nije u

potpunosti ispitana (Bates i sar., 1999; Marshall i sar., 2004).

1.1.2.1. Imunomodulacija fenotipa i funkcija dendritskih éelija aktivacijom dektin-1

receptora

Imunomodulatori su jedinjenja koja pri interakciji sa imunskim sistemom

menjaju karakteristike imunskog odgovora pospesujudi ili smanjujuéi neka njegova
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svojstva. Primena imunomodulatora ima za cilj manipulisanje imunskim sistemom
u cilju njegove kontrole, posebno razvoja efikasnijeg imunskog odgovora,

ukljucujudi i pospesivanje anti-tumorskog imunskog odgovora (Tzianabos, 2000).

Polisaharidi su jedna od klasa imunomodulatora a medu njima su
najznacajniji B glukani. B-glukani su polimeri glukoze koji se sastoje od B(1—3)
skeleta za koji su vezane B-D-glukoporanozil jedinice sa p(1—4) ili p(1—6) bo¢nim
lancima varijabilne duZine. B-glukani su komponente C(elijskog zida gljivica,
kvasaca i bakterija, a sadrze ih i ovas i jeCam. Ova jedinjenja se ne nalaze kod
Zivotinja i predstavljaju molekulske obrasce koji pokre¢u mehanizme urodene i
adaptivne imunosti (Brown i Gordon, 2001; Brown i Gordon, 2005). Efekti koje -
glukani imaju na komponente imunskog sistema zavise od njihove molekulske
mase, konformacije, duzine boc¢nih lanaca, stepena grananja i rastvorljivosti
(zekovic i sar., 2005). B-glukani velike molekulske mase (100 kDa), poput
zimozana, pokrecu fagocitne i antimikrobne aktivnosti makrofaga kao i produkciju
proinflamatornih citokina i hemokina (Fadok i sar., 2000; Brown, 2006; Czop, 1986).
B-glukani srednje i male molekulske mase (5-10 kDa) sa niskim stepenom grananja
su bioloski neaktivni (Zekovic i sar., 2005; Miyazaki i sar., 1979). B-glukani
rastvorljivi u vodi su snaZzniji imunomodulatori od nerastvorljivih (Xiao i sar.,
2004). Konformacija je jo$ jedan od klju¢nih faktora koji uti¢u na biolosku aktivnost
B- glukana. Naime, B-glukani mogu imati tri konformacije: trostruki heliks,
jednostruki heliks ili nasumi¢nu spiralu. U literaturi postoje kontradiktorni
rezultati u pogledu bioloske aktivnosti B-glukana zavisno od konformacije. Prema
jednoj grupi autora B-glukani su najaktivniji kada imaju konformaciju jednostrukog
heliksa (Aketagawa i sar., 1993) dok je prema drugima bioloski najaktivnija
konformacija trostrukog heliksa (Falch i sar., 2000; Ohno i sar., 1987). Ova
jedinjenja su u in vivo uslovima snazni stimulatori imunskog odgovora usmerenog
protiv razvoja tumora, kao i infekcija izazvanih gljivicama, virusima i bakterijama
(Brown i Gordon, 2003). Pored imunomodulatorne uloge B-glukani kao molekulski
obrasci predstavljaju ligande za brojne receptore Celija imunskog sistema.
Laktozilceramid je glikofosfolipid na plazma membrani neutrofila i endotelnih
Celija koji prepoznaje B(1—3) glukane iz gljivica (Zimmerman i sar., 1998).

Komplement receptor 3 (engl. complement receptor 3, CR3), heterodimer koji se
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sastoji od CD11b i CD18, prepoznaje PB-glukane i ispoljen je na NK Celijama,
neutrofilima i monocitima (Ross, 2000). Receptori Cistadi (engl. scavenger
receptors) koji su ispoljeni na mijeloidnim i endotelnim ¢elijama takode interaguju

sa B-glukanima (Rice i sar., 2002).

Dektin-1, receptor CLR familije, je nedavno identifikovan kao glavni
receptor koji posreduje u efektima B-glukana (Brown i Gordon, 2001). Najpre je
identifikovan kao receptor na DC koji prepoznaje tada jo§ uvek neidentifikovan
ligand na T Celijama (Ariizumi i sar., 2000) i prvobitno je nazvan lektin-1 tipa C na
DC. Kasnije je utvrdeno da je ispoljen i na drugim tipovima éelija kao $to su
neutrofili, makrofage, monociti i podtipu T Celija (Taylor i sar., 2002). Kod ljudi
ispoljen je i na B Celijama i eozinofilima (Willment i sar., 2005). Dektin-1 je
transmembranski receptor sa ekstracelijskim domenom koji prepoznaje ugljene
hidrate (engl. carbohydrate recognition domain, CRD) i intraéelijskim domenom
koji sadrZi ITAM preko koje se odvija signalizacija. Dektin-1 prepoznaje f(1—3) i
B(1—+6) glukane (Brown i Gordon, 2001). Takode prepoznaje i zimozan koji pored -
glukana sadrzi hitin, manan, proteine i lipide (Brown, 2006). Dektin-1 receptor je
jedini, pored TLR, koji pokrele signalnu kaskadu. Signalna komponenta dektin-1
receptora je ITAM sekvenca koja je takode prisutna kod receptora na B i T
limfocitima kao i Fcy receptoru. Veliki broj studija je proucavao efekat zimozana
koji pored dektin-1 receptora aktivira i TLR2. Ispitivanja na makrofagama i DC
kori§éenjem zimozana su pokazala da dektin-1 zajedno sa TLR2 dovodi do
produkcije TNF-a, IL-2, IL-10 (Brown i Gordon, 2003; Gantner i sar., 2003), indukcije
respiratornog praska (Gantner i sar., 2003; Underhill i sar., 2005), kao i fagocitoze
(Herre i sar., 2004; Underhill i sar., 2005). Ispitivanja na migjim i humanim DC su
pokazala da stimulacija dektin-1 receptora dovodi do fenotipskog sazrevanja ovih
¢elija i polarizacije imunskog odgovora u Th1 i Th17 pravcu (LeibundGut-Landmann

i sar., 2007; Skrzypek i sar., 2009; Gringhuis i sar., 2009; Ferwerda i sar., 2008).
1.2. Poreklo dendritskih ¢éelija

U cilju odrZavanja homeostaze populacija DC se mora kontinuirano

osveZavati novim DC koje se razvijaju iz prekursora. Poput ostalih ¢elija
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hematopoetskog porekla, DC nastaju diferencijacijom mati¢nih éelija kostne srzi
koje integriSu signale iz svoje mikrosredine i usmeravaju svoj dalji razvoj ka
mijeloidnoj ili limfoidnoj liniji (Manz i sar., 2001; Kondo i sar., 2003). Shodno tome,
a u skladu sa markerima ispoljenim na povr$ini DC, poreklo DC moZe biti

mijeloidno odnosno limfoidno (Shortman i Naik, 2007).

Najpre se smatralo da su sve DC mijeloidnog porekla. Najranija istraZivanja
su pokazala da se u prisustvu faktora stimulacije rasta kolonija granulocita i
makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)

mijeloidni prekursori iz kostne srzi misa razvijaju u makrofage, granulocite i DC

(Inaba i sar., 1993). Takode, humane CD34" Celije kultivisane u prisustvu GM-CSF i

TNF-o su se diferencirale u CD1a” monocite, prekursore granulocita i DC, odnosno u

makrofage, u prisustvu faktora stimulacije rasta kolonija makrofaga (engl.
macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) (Reid i sar., 1992; Szabolcs i sar.,
1996; Caux i sar., 1996). Direktna potvrda mijeloidnog porekla DC usledila je nakon
detektovanog obnavljanja populacia DC u slezini i timusu miSeva posle
transplantacije zajedni¢kih mijeloidnih progenitora (ZMP) iz kostne srzi u
radioaktivno ozrafene primaoce (Traver i sar., 2000; Wu i sar., 2001; Manz i sar.,

2001).

Ispitivanjem membranskih markera na DC timusa, slezine i limfnih &vorova
pokazano je da su neki od njih (CD8a, CD4, CD2, BP1 i CD25) karakteristi¢ni za Celije
limfoidnog porekla (Vremec i sar., 1992). 1z ove studije je proistekla pretpostavka o
low

limfoidnom poreklu DC koja je potvrdena u eksperimentima sa transferom CD4

timusnih limfoidnih prekursora u timus ozracenih primalaca od kojih su nastali T

limfociti i CD8" timusne DC (Wu i sar., 1995; Ardavin i sar., 1993). Ovi prekursori su

imali potencijal diferenciranja i u CD8" i CD8" DC slezine (Wu i sar., 2001; Martin i

sar., 2000). Takode je pokazano da zajednicki limfoidni progenitori (ZLP) u miSjem
sistemu imaju sposobnost da se diferenciraju u DC i in vivo i in vitro (Wu i sar.,

2001; Manz i sar., 2001; Izon i sar., 2001).
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Kada je pokazano da i mijeloidni i limfoidni progenitori mogu da se razviju u
CD8a" i CD11b" DC (Wu i sar., 2001), kao i u plazmacitoidne D (Karsunky i sar.,

2005) postavilo se pitanje bioloskog znalaja viSestrukih razvojnih puteva DC
(Schmid i sar., 2010). Smatra se da je znacaj multilinijskog razvojnog programa DC
osiguravanje efikasne selekcije funkcionalnih B i T limfocita koji nisu autoreaktivni
(Rolink i sar., 2001; Goldrath i Bevan, 1999). U prilog ovoj hipotezi ide podatak da su
u timusu najzastupljenije DC limfoidnog porekla, dok u svim ostalim organima
dominiraju DC mijeloidnog porekla (Ardavin i sar., 1993; Wu i sar., 1996; Merad i
Manz, 2009).

DC se mogu razviti direktno, od ZMP i ZLP, ili indirektno, od delimiéno ili
potpuno diferenciranih éelija mijeloidne i limfoidne linije. ZLP i ZMP od kojih ¢e
nastati DC eksprimiraju Flt-3 molekul (engl. FMS-related tyrosine kinase 3, Flt)
(Shortman i Naik, 2007) koji je receptor za Flt-3 ligand, najznacajniji faktor za
diferencijaciju DC in vivo (Waskow i sar., 2008). Flt-3 molekul je tirozin kinaza
kontinuirano eksprimirana od stadijuma progenitora do potpuno diferenciranih DC
(Dong i sar., 2002) i predstavlja obeleje ovog razvojnog puta DC. DC se indirektno
mogu razviti od monocita, granulocitno-monocitnih prekursora u okviru
mijeloidnog puta, odnosno od timusnih limfoidnih prekursora u okviru limfoidnog
puta (D'Amico i Wu, 2003; Traver i sar., 2000; Manz i sar., 2001; Wu i sar., 2001;

Karsunky i sar., 2005).

Monociti imaju zna&ajnu ulogu kao prekursori DC (Cella i sar., 1997). Ove
¢elije imaju sposobnost da se diferenciraju u razli¢ite subpopulacije fagocita u
zavisnosti od lokalnih faktora kojima su izloZene u tkivu u kome se nalaze.
Monociti eksprimiraju CD11b, CD11c, CD13, CD14 i CD33 (Liu i sar., 2001), manozni
receptor kao i CDla, b, c i d. Monociti se u prisustvu M-CSF diferenciraju u
makrofage, dok se pri kultivaciji sa GM-CSF i IL-4 diferenciraju u nezrele DC. Ove
nezrele DC poreklom od monocita (MoDC) su nalik intersticijalnim DC i mogu se
aktivirati i sazreti pod uticajem proinflamatornih citokina, produkata patogena ili
signalima poreklom od T (Celija (CD40L) (Cella i sar., 1996). Dodavanje TGF-p u
kulturu monocita u prisustvu GM-CSF i IL-4 usmerava diferencijaciju monocita ka

LC (Geissmann i sar., 1998). Moguénost diferenciranja monocita u DC je potvrdena i
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in vivo i praéena je migracijom ovih DC u T éelijske oblasti regionalnih limfnih

¢vorova (Randolph i sar., 1999).
1.3. Klasifikacija dendritskih Celija

DC su heterogena populacija éelija ¢ije su razlike u fenotipskim i
funkcionalnim svojstvima rezultat brojnih faktora kao $to su stadijumi ontogeneze,
putevi migracije, tkivna distribucija i uticaj faktora mikrosredine (Shortman i Naik,
2007). Potreba za podelom DC na podtipove se javila sedamdesetih godina proslog
veka kad je ustanovljeno da se LC razlikuju od DC slezine kod misa. U to vreme se
ovaj fenomen pripisivao razli¢itim stupnjevima u razvoju DC i smatralo se da su DC
slezine kasniji stupanj razvoja LC. Konacan dokaz o postojanju razli¢itih podvrsta

DC usledio je identifikacijom DC slezine mi3a koje su se medusobno razlikovale po
ekspresiji CD8 molekula (CD8o” i CD8a DC) (Vremec i sar., 1992). Paralelno sa

studijama na misjem sistemu ispitivane su humane DC i izvriena je klasifikacija na
mijeloidne DC (mDC), limfoidne i plazmacitoidne DC (pDC) (Grouard i sar., 1997).
Ovakva podela je primenjena i na DC u misjem sistemu (Asselin-Paturel i sar., 2001;
O'Keeffe i sar., 2002). Aktuelna klasifikacija zanemaruje ontogenetsko poreklo DC
usled izrazite plasti¢nosti fenotipskih i funkcionalnih karakteristika ovih ¢elija i

prema njoj DC se dele na konvencionalne DC (kDC) i pDC (Shortman i Naik, 2007).
1.3.1. Konvencionalne dendritske Celije

Podela kDC na subpopulacije u mi$jem sistemu se zasniva na ekspresiji CD4,

CD8, CD205, CD11b i langerina. DC slezine se dele na tri podvrste ukljucujuéi
CD4'CD80 CD11b'CD205°, CD4 CD8a'CD11b CD205 i CD4 CD8a CD11b'CD205 DC

(Vremec i sar., 2000). Ove DC vode poreklo od prekursora koji su se razvili u slezini
(Naik i sar., 2006; Diao i sar., 2006). DC slezine su fenotipski i funkcionalno nezrele

(Wilson i O'Neill, 2003) i imaju ulogu u detektovanju patogena prisutnih u krvi
(Lundie i sar., 2008; Sponaas i sar., 2006). CD8a DC su zastupljene u marginalnoj
zoni slezine, subkapsularnim sinusima limfnih ¢vorova i subepitelnom regionu

Pajerovih ploda, dok su CD8a" DC prisutne u T-¢elijskim zonama limfoidnih organa
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(Pulendran i sar., 1997; Shortman i Liu, 2002). CD8a" DC mogu da migriraju u T-
Celijske zone nakon stimulacije (De Smedt i sar., 1996). U timusu mi$a prisutne su
dve subpopulacije D koje su CD4 CD11b CD205" i medusobno se razlikuju po nivou
ekspresije CD8a molekula (Vremec i sar., 2000). U limfnim ¢vorovima su prisutne
dve subpopulacije CD4'CD11b'CD205" koje se razlikuju po intenzitetu ekspresije
CD8a molekula i prisustvu odnosno odsustvu ekspresije langerina (Henri i sar.,
2001). U koZi su identifikovane tri razli¢ite subpopulacije DC: LC, dermalne DC i

langerin’CD11b CD103" DC (Heath i Carbone, 2009).

U humanom sistemu najbolje su okarakterisane DC prisutne u koZi i krvi (Slika 3).

, . Patogen

-
. i
[
-

T Epidermis {CDla*lang*CDw*CCRG*LC
| ]

N
@ CDlaCD14DC
\ Dermis 4 CD1aCD14'DC
I | CD1aCD14 DC

CD1cCD16'DE
CD1cCD1b/cDE : i
. ¢ Limfni sud
Krvnisud € cp1cBDCA3 DC ¥
CD1cCD123DE
CD1cCD34'DCE ‘g..

Slika 3. Tipovi dendritskih cCelija u humanom sistemu

U epidermisu koZe se nalaze LC, dok su u dermisu prisutne 3 podvrste tzv.
intersticijalnih DC ukljuéujuéi CD1a’CD14", CD1a'CD14 i CD1a CD14 DC (Nestle i

sar., 1993; Angel i sar., 2006). LC eksprimiraju CD1a, langerin, E-kadherin,
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Birbekove granule, CD39 i CCR6. CCR6 se specifi¢no se ispoljava na LC i omoguéava
migraciju nezrelih LC u epidermis, vezujuéi se za MIP-3a, koji se isklju&ivo ispoljava
na epitelu (Romani i sar., 2003; Santegoets i sar., 2008). Dermalne cD14" DC
ispoljavaju receptore iz CLR familije (DC-SIGN, DEC -205, LOX-1, CLEC-6, Dektin-1 i
DCIR). CD1a" D¢ eksprimiraju manozni receptor, DC-SIGN, CD36, faktor XIIla i CCR5.
LC i DC koje eksprimiraju CDla se medusobno razlikuju po fenotipskim i
funkcionalnim svojstvima. CD1a” DC su aktivirane, migratorne DC koje eksprimiraju

visoke nivoe kostimulatornih, adhezivnih molekula, hemokina i hemokinskih

receptora (CCL22, MIP-1a, MIP-1B, CCR7 i CXCR4) i sekretuju proinflamatorne
citokine u odsustvu stimulusa. Sa druge strane, CD1a" LC se odlikuju niskom

ekspresijom kostimulatornih molekula i slabom produkcijom proinflamatornih
citokina (Santegoets i sar., 2008). Prema novim nalazima, LC se smatraju
transporterima antigena koje prenose iz koZe u regionalne limfne ¢vorove i predaju

rezidentnim DC koje imaju ulogu u stimulaciji T-éelija (Allan i sar., 2006).

U perifernoj krvi ljudi prisutno je 5 podtipova DC. U okviru CD11c’
subpopulacije DC podela je izvrSena na osnovu ekspresije CD16, CD1b/c i BDCA-3
(engl. blood dendritic cell antigen, BDCA). Najbrojnije su CD1c'CD16" DC koje imaju
nisku ekspresiju CD14 i CD33, HLA-DR i ne ispoljavaju kutani limfocitni antigen

(engl. cutaneous lymphocyte antigen, CLA). CD1c'CD16 DC ispoljavaju visoke nivoe
kostimulatornih molekula, CD86 i CD40. CD11c'CD1b/c’ DC eksprimiraju CD33, HLA-
DR i vrlo niske nivoe CD14. Najmanje brojna subpopulacija CD11c¢’ DC u krvi su

BDCA-3" DC koje ispoljavaju niske nivoe CD11c i ne eksprimiraju CD14. BDCA-3" DC
imaju najniZzu ekspresiju CD86 i najveu ekspresiju CD40 i DEC-205 u poredenju sa

ostalim podtipovima DC u krvi. CD11c” DC se prema ekspresiji CD123 i CD34 mogu
podeliti na dve subpopulacije, CD123" DC i CD34" DC. CD11c¢ €D123" DC imaju slabu

ekspresiju CD86 molekula i umerenu ekspresiju CD86, dok CD11c'CD34" DC ne

eksprimiraju CD86 i umereno ispoljavaju HLA-DR (MacDonald i sar., 2002).
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1.3.2. Plazmacitoidne dendritske Celije

Lennert i Remmele su 1958. godine opisali Celije prisutne u T-¢elijskoj zoni
limfoidnog tkiva ljudi koje po morfologiji podselaju na plazma Ccelije, ali ne
ispoljavaju markere B ¢elija i plazma Celija. Ove Celije su nazvane plazmacitoidne T
¢elije. Dvadeset godina kasnije pokazano je da nakon izlaganja leukocita periferne
krvi virusima ili virusom inficiranim {elijama jedan mali broj Celija produkuje
interferone tipa I (IFN-o i IFN-B) koji stimuliSu citotoksi¢ne funkcije NK (elija
(Trinchieri, 1978). Ove IFN tip I- produkujule Celije nisu imale karakteristike T
limfocita, B limfocita, NK ¢elija niti monocita, a ispoljavale su MHC molekule klase
11 i niskoafinitetne Fcy receptore (Trinchieri, 1978; Abb i sar., 1983; Ronnblom i sar.,

1983; Perussia i sar., 1985). Deset godina kasnije u perifernoj krvi ljudi
identifikovane su CD11c nezrele DC sa niskom ekspresijom MHC molekula klase II i

slabom sposobno$éu stimulacije proliferacije T limfocita (O'Doherty i sar., 1994).

Nakon kultivacije u kondicioniranom medijumu ove Celije su povelale ekspresiju

MHC molekula klase II. Potom su iz tonzila izolovane CD11c CD4 CD45RA" Celije sa

gotovo identi¢nim karakteristikama kao i CD11c (elije periferne krvi. Ove Celije su

opstajale u kulturi samo u prisustvu IL-3 i CD40L pod Cijim uticajem su se
diferencirale u éelije sa morfologijom DC (Grouard i sar., 1997). Uticaj IL-3 na
prezivljavanje ovih Celija se bazirao na visokom nivou ekspresije o-lanca IL-3
receptora (IL-3Ra, CD123). Krajem XX veka je definitivno potvrdeno da se radi o
posebnom podtipu DC koje su prisutne u perifernoj krvi i sekundarnim limfoidnim
organima i nakon stimulacije virusima produkuju IFN tipa I (Siegal i sar., 1999;

Cella i sar., 1999a).
U krvi, kostnoj srzi i sekundarnim limfoidnim organima miSa nalaze se
CD11c¢ CD45RA'CD19°Gr1" pDC (Nikolic i sar., 2002). Humane pDC su fenotipski

okarakterisane kao CD4 CD45RA’CD123 ILT3'ILT1 CD11c Celije. Niskoafinitetni Fcy

receptor identifikovan u ranijim studijama je FcyRIla (CD32) koji modulise
produkciju IFN tipa I od strane pDC (Bave i sar., 2003). pDC prisutne u krvi i kostnoj
srzi ispoljavaju i dva specificna markera, BDCA-2 i BDCA-4. BDCA-2 je
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transmembranski glikoprotein koji pripada CLR familiji receptora sa svojstvima
internalizacije antigena u cilju prezentacije T limfocitima. Primena antitela
specifi¢nih za BDCA-2 inhibira produkciju IFN tipa I od strane pDC (Dzionek i sar.,
2001). BDCA-4 je identi¢an neuropilinu-1, neuronalnom receptoru za klasu 3
semaforinske subfamilije i koreceptor je za vaskularni endotelni faktor rasta
prisutan na endotelnim i tumorskim Celijama. Primena antitela specifi¢nih za
BDCA-4 nema uticaj na funkciju pDC i mogu se koristiti za izolaciju ovih éelija

pozitivnom selekcijom (Dzionek i sar., 2002).

Poreklo pDC je predmet brojnih debata i istra¥ivanja. Za diferencijaciju pDC
od hematopoetskih mati¢nih Celija i kod ¢oveka i kod misa je klju¢an Flt3-ligand
(Blom i sar., 2000; Karsunky i sar., 2003), a za njihovu migraciju iz kostne srzi faktor
stimulacije rasta kolonija granulocita (engl. Granuclocyte colony-stimulating
factor, G-CSF) (Pulendran i sar., 2000; Arpinati i sar., 2000). Prisustvo transkripta za
pre-T-Celijski receptor a (pre-Ta), A5 i spi-B je i$lo u prilog hipotezi o limfoidnom
poreklu pDC (Rissoan i sar., 2002; Corcoran i sar., 2003) dok nije pokazano da se
FIt3" éelije mogu diferencirati i u mDC i u pDC (Karsunky i sar., 2003; D'Amico i Wu,
2003). Intrigantni su rezultati istraZivanja sprovedenih od strane dve istrazivacke
grupe koji su ukazali na moguée postojanje zajedni¢kog prekursora pDC i kDC u
miSjem sistemu. U kostnoj srzi misa identifikovane su Celije koje su okarakterisane

kao CD11c’ MHC II Lin FIt3'M-CSFRc-Kit™ koje se nakon tranfera u slezinu i limfni

¢vor misa diferenciraju u CD8" DC, CD8™ DC i pDC. Ove Celije se in vitro diferenciraju
u kDC i pDC u prisustvu Flt-3L. Razviéu u kDC, za razliku od pDC, prethodi stupanj

CD11c MHC II" pre-DC (Onai i sar., 2007; Naik i sar., 2007) (Slika 4).
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Slika 4. Hipoteticki model diferencijacije DC od jedinstvenog DC prekursora

pDC u krvi ispoljavaju i L-selektin (Cella i sar., 1999a) &ija se ekspresija
smanjuje u limfoidnim organima u kojima su pDC prisutne u blizini visokih
endotelnih venula (Grouard i sar., 1997; Facchetti i sar., 2003). Aktivacija pDC je
pratena morfoloskim promenama i poveéanjem ekspresije MHC molekula klase I i
11, kostimulatornih molekula (CD40, CD80 i CD86) kao i produkcijom IFN tipa I.
Uprkos opisanim fenotipskim i funkcionalnim promenama pDC su manje efikasne

APC od kDC (Asselin-Paturel i sar., 2001).
1.4. In vitro priprema dendritskih Celija

DC &ine svega 0.1-1% ukupnog broja ¢elija u organizmu i odlikuju se Sirokom
tkivnom distribucijom i heterogeno$éu. Znacajan napredak u istra¥ivanju DC je
usledio tek dve decenije od njihove identifikacije, kada su razvijene metode za
njihovu in vitro pripremu (Inaba i sar., 1992; Talmor i sar., 1998; Lutz i sar., 1999).

Kako je priprema DC iz kostne srZi misa bila najefikasniji i najzastupljeniji metod
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veéina studija je izvodena upravo na ovom tipu DC. U pocetku je koridéen koktel
antitela (antitela specifi¢na za CD4, CD8, B220) u cilju eliminacije limfocita i GM-CSF
kao jedini faktor za stvaranje DC od progenitora. Nakon nedelju dana kultivacije
dobijao se dovoljan broj DC, ali je postojala kontaminacija sa granulocitima i
makrofagima (Inaba i sar., 1992). Kasnije su modifikovani protokoli produZenjem
vremena kultivacije, smanjenjem koncentracije GM-CSF i uvodenjem IL-4 (Lutz i
sar., 1999; Garrigan i sar., 1996). DC dobijene kultivisanjem progenitora iz kostne
srzi mi$a u prisustvu GM-CSF i IL-4 su fenotipski i funkcionalno nalik MoDC, ali
razlike ipak postoje. Sallusto i Lanzavecchia su prvi kultivisali humane monocite iz
periferne krvi u prisustvu IL-4 i GM-CSF u cilju dobijanja MoDC (Sallusto i
Lanzavecchia, 1994) (Slika 5).

IL-4 Faktori
@ GM-CSF sazrevania
Monocit NezrelaMoDC ZrelaMoDC

Slika 5. In vitro priprema DC

Postoji jo$ jedan nacin za pripremu DC iz krvi i to je kultivacija preko noéi
sortiranih mononuklearnih ¢elija u RPMI 1640 medijumu sa AB serumom kojom se

dobijaju CD11c” DC. Ove ¢elije eksprimiraju CD86 i u manjoj meri HLA-DR. Razlika

izmedu CD11c” DC i MoDC je u tome $to CD11c’ DC ne eksprimiraju DC-SIGN, manje
su efikasne u prezentaciji antigena i indukuju ja¢i Th1 odgovor (Osugi i sar., 2002).

Za pripremu DC kori$éeni su i CD34" hematopoetske progenitorske éelije iz kostne

srzi i periferne krvi (Bernhard i sar., 1995) i CD14" monociti dobijeni metodom

imunomagnetnog sortiranja mononukleara periferne krvi (Babatz i sar., 2003).

Postoji jo§ jedan tip kratkotrajnih kultura u kojima DC dobijaju kultivacijom

humanih CD14" monocita tokom prvih 24h u prisustvu GM-CSF i IL-4 i tokom
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sledeé¢ih 24h u prisustvu proinflamatornih medijatora (TNF-o, IL-1B, IL-6, PGE2)
(Dauer i sar., 2003).

1.5. Uloga dendritskih éelija u polarizaciji imunskog odgovora

DC oblikuju CD4" T-éelijski odgovor u skladu sa prirodom patogena koji su

prepoznali a koji ugrozava homeostazu organizma (Lafaille, 1998). Stimulusi koji
aktiviraju DC i dovode do njihovog sazrevanja povelavaju efikasnost obrade
antigena i produzavaju ispoljavanje kompleksa antigen-MHC molekul klase II na

povrsini DC (Cella i sar., 1997).

Kada dode do interakcije T-Celijskog receptora sa antigenom u sklopu MHC
molekula II klase na DC i kada T-éelije uspostave stabilan kontakt sa DC dolazi do
formiranja imunoloske sinapse (Al-Alwan i sar., 2001). Prepoznavanje antigena je
praéeno aktivacijom intradelijskih signalnih molekula ukljuc¢ujuéi protein kinazu C
(PKC), jone kalcijuma i nuklearni faktor kB (engl. nuclear factor kappa-B, NF-kB)
(Constant i Bottomly, 1997; Noble i sar., 2000; Rogers i Croft, 2000). Kostimulatori
ispoljeni na DC (CD40, CD80, CD86, PD-L1 (engl. programmed death-1 ligand), PD-L2
i ICOS-L (engl. inducible costimulator ligand) se vezuju za odgovarajuée molekule
na T éelijama (CD40L, CD28/CTLA-4, PD-1 i ICOS) (Van Gool i sar., 1996; Greenwald i
sar., 2005). Za odgovarajuéu diferencijaciju aktiviranih naivnih T éelija neophodni
su citokini. Optimalno vreme za sekreciju citokina je nakon uspostavljanja kontakta

DC i T éelija i uspostavljanja interakcije CD40:CD40L. Dakle, fenotip polarizovanih
T-¢éelija koje se diferenciraju od naivnih CD4" T limfocita je rezultat kompleksnih

interakcija sa DC uz ule$ée citokina, kostimulatornih molekula i polarizujuéih

faktora. Ovi faktori aktiviraju intralelijske signalne puteve i ekspresiju gena
specifi¢nih za odredeni podtip CD4" T (Celija. Aktivacija je pradena klonalnom

ekspanzijom antigen-specificnih efektorskih Celija koje se mogu diferencirati u

Thi, Th2, Th17 ili Treg fenotip (Slika 6).
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Slika 6, Uticaj DC na polarizaciju Th Celijskog odgovora

Razvoj Thl imunskog odgovora stimulisan je u prisustvu IL-12, IL-18, IFN-a. i
IFN-B. Ove citokine oslobadaju makrofage i DC nakon aktivacije intraéelijskim
patogenima (Farrar i sar., 2002). IL-12 stimuliSe produkciju IFN-y od strane APC
uspostavljajuéi pozitivnu povratnu spregu koja dovodi do dodatne produkcije IL-12.
Sa druge strane, IFN-y deluje inhibitorno na razvoj Th2 ¢elija (Murphy i sar., 2000).
IFN-y u naivnim T ¢elijama dovodi do aktivacije transkripcionog faktora STAT-1
(engl. signal transducer and activator of transcription 1) koji potom pokreée
aktivaciju transkripcionog faktora T-bet. T-bet dovodi do remodelovanja genskog
lokusa za IFN-y, produkcije IFN-y i ekspresije receptora za IL-12 (Mullen i sar.,
2001). IL-12 se potom vezuje za svoj receptor ispoljen na Thl Celijama i signalna
kaskada pokrenuta ovim receptorom aktivira transkripcione faktore STAT-3, STAT-
4 i NF-kB Cime se stabilizuje produkcija citokina koji su karakteristi¢ni za Thi
fenotip (Afkarian i sar., 2002). Th1 ¢elije su efikasne u zastiti od intraéelijskih

patogena kao i eliminaciji tumorskih ¢elija (Kidd, 2003).
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Th2 ¢elije se razvijaju pod uticajem IL-2 IL-4, IL-6, IL-10 i IL-11 (Swain i sar.,
1990; Curti i sar., 2001; Laouini i sar., 2003; Cote-Sierra i sar., 2004; Krishnamoorthy
i sar., 2007). DC ne produkuju IL-4 i smatra se da ovaj citokin produkuju NKT ¢éelije,
eozinofili ili mast Celije (Wang i sar., 2006). IL-4 aktivira transkripcioni faktor
STAT-6 u naivnim T Celijama Sto je pradeno aktivacijom transkripcionog faktora
GATA-3 (Kaplan i sar., 1996; Ouyang i sar., 1998). GATA-3 i T-bet deluju
antagonisticki. Kada su prisutne visoke koncentracije IFN-vy, IL-12 i T-bet, inhibira
se GATA-3, a visok nivo produkcije GATA-3 i IL-4 je pralen supresijom T-bet
(Mullen i sar., 2001; Ouyang i sar., 1998). GATA-3 je odgovoran za produkciju
citokina karakteristi¢nih za Th2 fenotip, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 i IL-13 (Farrar i sar.,
2002). c-MAF je jos jedan transkripcioni faktor specifi¢an za Th2 éelije odgovoran je
za regulaciju sinteze IL-4 (Ho i sar., 1996). Th2 ¢elije produkuju sve vece koli¢ine IL-
4 i uspostavlja se pozitivna povratna sprega kojom se odrZzava Th2 fenotip (Kidd,

2003).

Tokom ranog Th2 imunskog odgovora produkuje se IL-6 koji povelava
produkciju IL-4 i inhibira fosforilaciju STAT-1 (Dodge i sar., 2003; Detournay i sar.,
2005). Sa druge strane, IL-11 deluje direktno na T éelije stimuliSuéi sintezu IL-4 i IL-
5 a istovremeno inhibira produkciju IFN-y. Takode, IL-11 suprimira sekreciju IL-12
od strane makrofaga (Curti i sar., 2001). IL-10 smanjuje ekspresiju IL-12Rf2
receptora (Romano i sar., 2005) ¢ime smanjuje usmeravanje ka Thl. Za razliku od
Th1l (elija koje posreduju u Celijskom, Th2 Celije posreduju u humoralnom
imunskom odgovoru. Tako je IL-4 neophodan za produkciju IgE, IL-5 za aktivaciju

eozinofila, dok IL-4 i IL-13 stimuli$u proliferaciju i degranulaciju mast ¢elija.

Th17 Celije eksprimiraju transkripcioni faktor RORyt i produkuju IL-17A, IL-
17F, IL-21 i IL-22. Osnovna uloga Th17 ¢elija je zaStita od ekstralelijskih patogena,
ukljuCujuéi i gljivice. IL-17A je ukljucen i u regrutovanje, aktivaciju i migraciju
neutrofila (Dubin i Kolls, 2008). Kod mi$a Th17 ¢elije se razvijaju od naivnih T éelija
pod uticajem IL-6 i TGF-B dok su IL-21 i IL-23 neophodni za odrZavanje Th17
fenotipa (Mangan i sar., 2006; Veldhoen i sar., 2006; Huber i sar., 2008). Za
diferencijaciju Th17 ¢elija kod ljudi neophodni su IL-1, IL-6 i TGF-B (Benwell i Lee,

2010). Specifi¢no je da se Th17 ¢elije ljudi odlikuju izaZzenom plasti¢no$éu. Naime,
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ustanovljeno je postojanje Th1/Th17 ¢elija koje sekretuju kako IL-17 tako i IFN-y
ispoljavaju istovremeno IL-23R, IL-12RB2 i transkripcione faktore RORC i T-bet
(Annunziato i sar., 2007). Takode su kod ljudi i miSa identifikovane Th2/Th17 ¢elije
koje koeksprimiraju transkripcione faktore GATA3 i RORyt i pored Th2 citokina

produkuju IL-17 i IL-22, a imaju ulogu razvoju astme (Wang i sar., 2010).

Funkcije efektorskih Thi, Th2 i Th17 {elija se nalaze pod kontrolom
CD4'CD25" T regulatornih éelija (Treg). Treg Celije su neophodne za uspostavljanje
imunoloske tolerance i regulaciju imunskog odgovora. Ove (elije inhibiraju
proliferaciju i produkciju citokina od strane CD4 i CD8' T limfocita, produkciju

imunoglobulina od strane B limfocita, citotoksi¢nu aktivnost NK {elija kao i
sazrevanje DC. Za diferencijaciju ovih éelija kljuéni transkripcioni faktor je Foxp3
(engl. Forkhead box P3, FoxP3) (Sakaguchi, 2005; Akbar i sar., 2007). Kao i u slu¢aju
Th17 (elija, za razvoj Treg neophodan je TGF-B. Kada su DC aktivirane
mikroorganizmima koji dovode do produkcije proinflamatornih citokina IL-1 i IL-6,
prisustvo TGF-B ih usmerava ka Th17 fenotipu. Sa druge strane, izostanak
proinflamatornih citokina dovodi do razvoja Treg (Celija. Regulatorne T C(elije
sekretuju IL-10, IL-35 TGF- i imaju imunosupresorsku ulogu (0'Garra i sar., 2004;

Vignali i sar., 2008; Collison i sar., 2010).
1.6. Struktura TNF-a, receptori za TNF-a i biolo$ki efekti TNF-a,

Sposobnost imunskog sistema da razvije anti-tumorski imunski odgovor
uocena je pre viSe od 100 godina zahvaljujuéi hirurgu William Coley-u koji je uocio
regresiju tumora nakon bakterijske infekcije pacijenta obolelog od sarkoma (Coley,
1906). U istrazivanjima koja su usledila identifikovan je faktor koji ispoljava
citotoksiCan efekat na tumorske Celije i dovodi do nekroze tumora kod animalnih
modela kancera (Shear i sar., 1943; Shear, 1944; O'malley i sar., 1962). Izolovana su
dva razlidita proteina sa slicnim sekvencama: faktor nekroze tumora alfa (engl.
tumor necrosis factor, TNF-a) i limfotoksin beta (danas poznatiji pod imenom TNF-
B) (Aggarwal i sar., 1985; Aggarwal i sar., 1984). Otkri¢e da se TNF-o i TNF-B vezuju

za isti receptor (Aggarwal i sar., 1985) je bilo prva indikacija o postojanju
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superfamilije za koju se danas zna da se sastoji od 19 liganada i 30 receptora
ukljucenih u regulaciju funkcija imunskog sistema (Croft, 2009; Sabbagh i sar., 2007;
Hehlgans i Pfeffer, 2005).

TNF-a se primarno sintetiSe kao transmembranski protein tipa II u vidu
homotrimera (Kriegler i sar., 1988; Tang i sar., 1996). Od ove membranske forme
proteolitickom delovanjem metaloproteaze TNF-a konvertujuceg enzima (engl. TNF
alpha coverting enzyme, TACE) oslobada se citokin u vidu solubilnog heterotrimera
(Black i sar., 1997). TNF-a se vezuje za dva razliita tipa receptora: TNF receptor
tipa 1 (TNFR1; p55; CD120a) i TNF receptor tipa 2 (engl. TNF receptor type, TNFR2;
p75; CD120b) (Vandenabeele i sar., 1995). Ovi receptori se medusobno razlikuju po
tipu Celija na kojima se eksprimiraju, stabilnosti, afinitetu za vezivanje liganda,
duzini poluzivota kompleksa ligand-receptor, kao i signalnim putevima koje
pokreéu (Beutler i Cerami, 1989; McCoy i Tansey, 2008). TNFR1 je konstitutivno
eksprimiran na svim Celijama izuzev eritrocita, dok je ekspresija TNFR2 regulisana i
ograniCena na Celije imunskog sistema, endotelne Celije i pojedine populacije
neurona. Smatra se da TNF-a velinu svoju funkcija ispoljava vezivanjem za TNFR1
za koji se vezuje solubilna forma TNF-a, dok se za TNFR2 vezuje membranska forma
TNF-a (Grell i sar., 1995; Grell i sar., 1998). Ekstradelijski domeni ovih receptora su
podlozni proteolitickoj obradi ¢ime se oslobadaju solubilni fragmenti receptora koji
imaju neutraliSuce efekte (Wallach i sar., 1991). TNFR2 se proteoliticki obraduje
TACE enzimom (Solomon i sar., 1999), dok enzim odgovoran za proteolizu TNFR1
jo$ uvek nije identifikovan. Intralelijski domen TRAF1 sadrZi tzv. domen smrti
(engl. death domain, DD). U signalnoj kaskadi koju pokrele aktivacija TNFR1
ulestvuju i Clanovi iz familije faktora asociranih sa TNF receptorom (engl. TNF
receptor-associated factor, TRAF). Finalno dolazi do aktivacije NF-xB i produkcije
proinflamatornih i antiapoptotskih proteina ili do apoptoze putem aktivacije
kaspaza 3 i 8 (Tracey i sar., 2008). Signalizacija preko TNFR2 dovodi do produkcije
proinflamatornih medijatora aktivacijom NF-«kB (Yang i sar., 2002). Ovaj receptor
ne poseduje DD tako da moze biti uklju¢en u apoptozu samo indirektno putem
kooperacije sa TNFR1 (Tartaglia i sar., 1993) ili na nivou intracelijskih signalnih

puteva amplifikacijom signala poreklom od TNFR1 (Fotin-Mleczek i sar., 2002).
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TNF-a je zajedno sa IL-1 klju¢ni citokin u modelima za uspostavljanje
hroni¢ne inflamacije u mi$jem sistemu, poput reumatoidnog artritisa (Williams i
sar., 2000). Sve je viSe dokaza koji idu u prilog tome da hroni¢na inflamacija
prethodi razvoju kancera i da, pored anti-tumorskih efekata, TNF-a ima i
protumorska svojstva (Szlosarek i sar., 2006). Ovaj citokin, izmedu ostalog, dovodi
do apoptoze T limfocita koji se infiltriraju u tumore (Mocellin i sar., 2005) i
doprinosi neoplasti¢noj transformaciji stimulacijom produkcije reaktivnih

kiseoni¢nih intermedijera i azot oksida (Szlosarek i sar., 2006).

Stimulacija DC sa TNF-a dovodi do njihovog fenotipskog sazrevanja koje se
ogleda u povecanju ekspresije MHC molekula klase II i kostimulatornih molekula.
Medutim, ovaj citokin je slab stimulus i DC koje se diferenciraju u njegovom
prisustvu produkuju niske nivoe proinflamatornih citokina (Lutz i Schuler, 2002;
Repnik i sar., 2008). Sa druge strane, TNF-a ispoljava svoju regulatornu ulogu
uspostavljajudi balans u produkciji proinflamatornih i anti-inflamatornih citokina
od strane DC u prisustvu liganada TLR. Pokazano je da u mi$jem sistemu, TNF-o,
pojacava produkciju anti-inflamatornog citokina IL-10 od strane DC poreklom iz
kostne srzi (Hirata i sar., 2011) dok u humanom sistemu dovodi do povelanja
produkcije IL-12 od strane MoDC stimulisanih ligandom za TLR3 (Spisek i sar.,
2001). Kako je balans u produkciji proinflamatornih i anti-inflamatornih citokina
od kljuénog znacaja za uspostavljanje homeostaze i spreCavanja razvoja
imunopatologija, ispitivanje imunoregulatorne uloge TNF-a je predmet aktuelnih

istraZivanja pogotovo zbog mogude primene u imunoterapiji.
1.7. Struktura, receptori i bioloski efekti IFN-y

Interferoni su otkriveni u eksperimentima sa horioalantoinskom
membranom pileta kao faktori prisutni u fluidu nakon dodavanja virusa influence
na osnovu svoje sposobnosti da sprece replikaciju virusa (Isaacs i Lindenmann,
1957). Najpre su klasifikovani prema tipu Celija koji ih sekretuje, dok se prema
aktuelnoj klasifikaciji dele na tip I i tip II. IFN tipa I su IFN-a, IFN-f i IFN-o koji se
sekretuju od strane leukocita i fibroblasta nakon virusne infekcije (Adolf, 1995).

IFN-v je INF tipa II koji se po strukturi i receptorima razlikuje od IFN tipa I.
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Najpre se smatralo da IFN-y produkuju iskljuéivo Th1 éelije, CD8" T limfociti

i NK éelije (Bach i sar., 1997). Kasnije je pokazano da ga sekretuju i B limfociti, NKT
¢elije i APC (Gessani i Belardelli, 1998; Yoshimoto i sar., 1998; Carnaud i sar., 1999;
Frucht i sar., 2001). Produkcija IFN-y se nalazi pod kontrolom citokina IL-12 i IL-18
koje sekretuju APC (Otani i sar., 1999; Munder i sar., 2001). Negativni regulatori
produkcije IFN-y su IL-4, IL-10 i TGF-f (Schindler i sar., 2001; Hochrein i sar., 2001).

IFN-v je bioloski aktivan u formi homodimera (Boehm i sar., 1997). Receptor
za IFN-y (IFNGR) je heterotetramer koji se sastoji od dva IFNGR1 lanca, koji vezuju
ligand, i dva IFNGR2 lanca, koji posreduju u prenosu signala. IFNGR1 i IFNGR2 su
Clanovi klase 11 familije citokinskih receptora (Bazan, 1990; Thoreau i sar., 1991).
Oba lanca se konstitutivno eksprimiraju sa tom razlikom S$to je IFNGR1 lanac
prisutan u visku, dok je nivo ekspresije IFNGR2 lanca vrlo nizak. Ekspresija IFNGR2
se nalazi pod striktnom kontrolom i ova subjedinica IFNGR predstavlja
ogranicavajuéi faktor u prenosu signala poreklom od IFN-y (Bach i sar., 1997;
Bernabei i sar., 2001). Intralelijski domen IFNGR1 sadrzi sekvencu za koju se vezuje
Jak1 (engl. janus tyrosine kinase 1) i STAT-1 koji fosforili$u receptor i neophodni su
za dalji prenos signala i ispoljavanje bioloskih efekata IFN-y (Farrar MA, i sar., 1991;
Kaplan i sar., 1996; Greenlund i sar., 1994). Intralelijski domen IFNGR2 sadrZi

sekvencu za koju se vezuje Jak2 (Kotenko i sar., 1995).

IFN-y je multifunkcionalan citokin ¢iji su plejotropni efekti rezultat
modulacije funkcije velikog broja gena pod uticajem ovog citokina. Nakon vezivanja
liganda za IFNGR, Jak1 i Jak2 fosforiliSu STAT-1 $to dovodi do formiranja STAT-1
homodimera, poznatog i kao faktor aktiviran gamom (engl. gamma activated
factor, GAF). GAF se translocira u nukleus gde se vezuje za GAS sekvencu (engl.
gamma activated site) i pokreée transkripciju nekoliko transkripcionih faktora
(Boehm i sar., 1997). IFN-y aktivira i fosfatidil-inozitol kinazu 3 (engl.
phosphatidylinsositol-3-kinase, PI3K) §to dalje dovodi do aktiviranja protein kinaze
Ce, protein kinaze aktivirane mitogenom (engl. mitogen activated protein kinase
MAPK) i aktivacije STAT-1 (Choudhury, 2004). Clanovi familije faktora koje regulisu
interferoni (engl. interferon regulation factors, IRF) IRF-1, IRF-2 i IRF-9, su takode
aktivirani sa IFN-y (Mahboubi i Pober, 2002; Rouyez i sar., 2005). IFN-y pokrele
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brojne MAPK signalne puteve ukljucene u regulaciju proliferacije, diferencijacije i
apoptoze Celija. Kod makrofaga iz kostne srZi IFN-y aktivira p38 MAPK i pokrele
ekspresiju gena uklju¢enih u hemotaksu i inflamaciju uklju¢ujuéi CXCL10, TNF-a i
iNOS. IFN-y moduli$e funkcije makrofaga selektivnom aktivacijom ERK (engl.
extracellular signal-regulated kinases) i JNK (engl. c-Jun N-terminal kinases)
kinaza. Naime, ERK signalni put posreduje u ekspresiji proinflamatornih gena, dok
JNK signalni put posreduje u ekspresiji gena ukljuenih u prezentaciju antigena
(valledor i sar., 2008). Negativni regulatori Jak/STAT signalnog puta pokrenutog
vezivanjem IFN-y za svoj receptor su SOCS (engl. suppressor of cytokine signaling)
proteini koji inhibiraju aktivnost Jak (Hilton i sar., 1998; Krebs i Hilton, 2001), kao i
fosfataza SHP2 (engl. SH2 domain-containing tyrosine phosphatase) (David i sar.,
1995). IFN-y je ukljufen u pokretanje odgovora na virusnu infekciju poveéanjem
ekspresije brojnih molekula koji su ukljueni u obradu i prezentaciju antigena,
adhezivnih molekula i hemokina (Schroder i sar., 2004). Takode, IFN-y reguliSe i
inflamatorne procese, produkciju reaktivnih kiseoni¢nih intermedijera i azot
oksida (Brewington i sar., 2001; Malu i sar., 2003; Prasanna i sar., 2007). NK Celije
produkuju IFN-y u cilju uspostavljanja kontrole nad bakterijskim i virusnim
infekcijama (Biron i sar., 1999). Za razvoj optimalnog anti-tumorskog imunskog

odgovora neophodna je kooperacija u produkciji IFN-y od strane NK C(elija,
makrofaga i CD4™ T ¢éelija (Li i sar., 2007). Pored navedenog, IFN-y ima zna&ajnu

ulogu i u humoralnom imunskom odgovoru i razvoju autoimunosti (Saha i sar.,

2010).
1.8. Znacaj CD40:CD40L interakcije u éelijskom imunskom odgovoru

CD40 molekul je transmembranski protein tipa I koji pripada superfamiliji
TNF receptora (Stamenkovic i sar., 1989). CD40 je najpre opisan kao molekul
ispoljen na B limfocitima C¢ija aktivacija dovodi do proliferacije ovih ¢elija
(Ledbetter i sar., 1987). IstraZivanja koja su usledila su pokazala da je CD40 molekul
prisutan i na drugim éelijama uklju¢ujuéi monocite, DC, endotelne éelije i epitelne
Celije (Clark, 1990) (Hart i McKenzie, 1988; Romani i sar., 1989). Ligand za CD40
molekul (poznat kao CD40L, CD154, gp39, T-BAM ili TRAP) je integralni membranski
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protein tipa II ispoljen na aktiviranim CD4" i CD8" T limfocitima, aktiviranim B
limfocitima, trombocitima, glatkim miSi¢nim ¢elijama i drugim tipovima (Celija
(Banchereau i sar., 1994; Grewal i Flavell, 1996; Mach, i sar., 1997; Henn i sar., 1998).
CD40L postoji i u solubilnoj formi i ima iste bioloske funkcije kao i membranska

forma (Ludewig i sar., 1996).

Nizak nivo CD40 je konstitutivno eksprimiran na nezrelim DC (Banchereau i
sar., 1994), a nakon aktivacije ovih ¢éelija njegova ekspresija se poveéava (Kawai i
Akira, 2007). CD40L se ispoljava na T limfocitima nakon aktiviranja T Celijskog
receptora i koreceptora (CD80 i CD86) (Cella i sar., 1996; Koch i sar., 1996).
Interakcija CD40:CD40L je bidirekciona pa sa jedne stane ima vaZnu ulogu u
kompletiranju procesa sazrevanja DC, dok je sa druge strane neophodna za
diferencijaciju i sticanje efektorskih funkcija T Celija. Naime, aktivacija CD40
molekula na DC dovodi do poveéanja ekspresije kostimulatornih i adhezivnih
molekula i produkcije IL-12 (VanKooten i Banchereau, 2000; Walzer i sar., 2005).
Krajnji ishod ove interakcije je pospeSivanje antigen-prezentujuéih svojstava DC,

polarizacija T éelijskog odgovora ka Th1 tipu i aktivacija CTL (Bennett i sar., 1998).
1.9. Terapeutski potencijal dendritskih ¢elija

Usavr$avanjem postupaka za izolaciju DC i njihovog stvaranja u in vitro
uslovima od prekursora otvorene su brojne moguénosti za primenu ovih ¢elija. DC
danas predstavljaju jedno od najznacajnijih savremenih oruda u imunoterapiji

tumora i infektivnih bolesti (van Duivenvoorde i sar., 2006; Gilboa, 2007).

Pored uloge u odbrani od patogena, DC imaju zna&ajnu ulogu i u razvoju
anti-tumorskog imunskog odgovora. U tome su najefikasnije DC koje produkuju
visok nivo IL-12 (Zheng i sar., 2008). Naime, IL-12 je neophodan u imunoterapiji
tumora kao treéi signal (Valenzuela i sar., 2002), pored prvog signala (antigen) i
drugog signala (kostimulatorni molekuli) za usmeravanje imunskog odgovora ka
Th1 tipu i aktivaciju tumor specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita (Xu i sar., 2003).
Pored jasno dokazanog povoljnog efekta Th1l odgovora u odbacivanju tumora,

znacajnu ulogu ima i Th17 imunski odgovor. Terapeutski potencijal Th17 odgovora
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je predmet aktuelnih istrazivanja (Muranski i sar., 2008; Martin-Orozco i sar., 2009).
Sa obzirom da je kod obolelih od tumora imunski odgovor suprimiran istrazivanja
iz oblasti imunoterapije tumora su usmerena ka rekonstituciji anti-tumorskog
odgovora. Naime, tumori brojnim mehanizmima izbegavaju efektorske funkcije
imunskog sistema i usmeravaju razvoj DC u pravcu tolerogenih éelija koje nemaju
sposobnost aktivacije CD8" T limfocita (Gilboa, 2007). Dosada$nja istraZivanja su
pokazala da zrele DC efikasno stimuli$u anti-tumorski odgovor i zbog toga je
znacdajan cilj imunoterapije tumora pobolj$anje protokola za stimulaciju DC radi
obrazovanja dovoljnog broja imunogenih DC. Smatra se da se ,,zlatni standard* za
pripremu DC u cilju imunoterapije kancera sastoji od koktela proinflamatornih
citokina TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE, (Jonuleit i sar., 1997). Medutim, DC stimulisane
ovim koktelom slabo produkuju IL-12 i samim tim nisu efikasne u pokretanju
efikasnog Th1l imunskog odgovora (Pedersen i sar., 2006). Agonisti PRR, pogotovo
TLR, imaju veliku primenu u modulaciji funkcija DC u eksperimentalnim i klini¢ckim
studijama iz oblasti imunoterapije tumora (Cella i sar., 1999; Verdijk i sar., 1999;
Rouas i sar., 2004; Gilboa, 2007). Uprkos brojnim studijama, biolo3ki potencijal DC
za in vivo stimulaciju anti-tumorskog imunskog odgovora jos§ uvek nije maksimalno
iskoriséen. U fokusu aktuelnih istraZivanja je priprema zrelih DC kombinovanom
primenom razli¢itih agonista PRR i citokina koja se zasniva na sposobnosti DC da

integriSu signale sa razli¢itih receptora u jedinstven odgovor.

Sa druge strane, uprkos efikasnoj supresiji replikacije HIV-1 i rekonstituciji
CD4" T C(elijske populacije, kombinovana antiretroviralna terapija ne nudi
mogucénost eradikacije HIV-1 i razvoja HIV-1 specificnog Celijskog imunskog

odgovora (Plana i sar., 1998; Ogg, i sar., 1998; Carcelain i sar., 2001; Blankson i sar.,

2002). Za kontrolu replikacije HIV-1 virusa neophodna je aktivacija specifi¢nih

citotoksi¢nih limfocita uz pomoé CD4" T limfocita (Ostrowski i sar., 2000; Letvin i
Walker, 2003; Day i Walker, 2003). HIV-1 specifitni CD4" i CD8" T limfociti
produkuju IFN-y, ali ne dolazi do replikacije CD4" T ¢elija i citoliticka aktivnost
CD8" T limfocita je naru$ena (Pitcher i sar., 1999; Garcia i sar., 1999; Seder i Ahmed,

2003; Yokomaku i sar., 2004). Disfunkciji ¢elijskog odgovora kod inficiranih sa HIV-
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1 doprinose i imunosupresivni efekti DC tako da tolerogene DC ne samo da sluZe
kao ,,rezervoar* HIV-1 virusa ve¢ i indukuju tolerancu na HIV-1 (Chehimi i sar.,
2002; Steinman i Nussenzweig, 2002; Kawamura i sar., 2003). Kao mogudi
terapeutski pristup koji bi imao za cilj prevazilazenje navedenih problema
predloZena je primena ex vivo pripremljenih DC. Ispitivanja na animalnim
modelima su pokazala da DC pretretirane sa lizatom HIV-1, glikoproteinima
omotaca, inaktivisanim virusom ili nanolesticama imaju potencijal da pokrenu
snaZan imunski odgovor usmeren protiv HIV-1 (Lapenta i sar., 2003; Yoshida i sar.,
2003; Aline i sar., 2007). U do sada publikovanim rezultatima klini¢kih studija
pokazano je da imunoterapija HIV-1 sa DC do izvesnog stepena dovodi do razvoja
HIV-1 specifichog imunskog odgovora, ali su rezultati istraZivanja veoma

varijabilni zbog razli¢itog i nest iardizovanog dizajna studija (Garcia i sar., 2011).

Funkcionalna plasti¢nost DC nudi brojne moguénosti za primenu ovih éelija
u razli¢ite terapeutske svrhe. DC mogu imati primenu i u transplantacionoj
imunologiji i kod autoimunskih bolesti. Terapijski pristup kod ovih stanja se
zasniva na primeni lekova koji nespecifi¢no blokiraju imunski sistem $to pacijente
¢ini podloZnim infekcijama (Penn, 2000a; Penn, 2000b). Za razliku od imunoterapije
kancera, u transplantaciji i kod autoimunskih bolesti cilj je indukcija antigen-
specificne supresije imunskog odgovora ¢ime bi se izbegli neZeljeni efekti
generalne nespecifi¢ne supresije. DC imunosupresivnih karakteristika se mogu
dobiti 7in vitro primenom bioloskog, farmakoloskog i genetskog pristupa (Ehser i

sar., 2008).
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Zahvaljujudéi specijalizaciji za prepoznavanje specifi¢nih struktura patogena
od strane PRR, pogotovo TLR, DC vr$e diskriminaciju vrste patogena koja ugroZava
homeostazu organizma i u skladu sa primljenim informacijama aktiviraju i
usmeravaju imunski odgovor. Tokom infekcije razli¢ite komponente patogena
istovremeno aktiviraju veéi broj PRR, a interakcija izmedu signalnih puteva
pokrenutih nakon aktivacije ovih receptora ima klju¢ni uticaj na krajni ishod
imunskog odgovora. Dakle, iako aktivacija pojedinatnog receptora dovodi do
fenotipskih i funkcionalnih promena DC, za pokretanje efikasnog imunskog
odgovora neophodna je kooperacija izmedu viSe receptora (Roelofs i sar., 2005;
Trinchieri i Sher, 2007; Bagchi i sar., 2007; Ouyang i sar., 2007). Za modulaciju
funkcija DC, pored stimulacije PRR, znaajnu ulogu imaju i citokini prirodnog
imuniteta koji se produkuju tokom infekcije, kao i signali steCenog imuniteta koje

DC dobijaju tokom njihove interakcije sa T limfocitima.

Sposobnost DC da primaju signale sa razli¢itih receptora koje integridu u
jedinstveni odgovor se sve viSe koristi za generisanje zrelih DC kombinovanom
primenom razli¢itih agonista PRR i citokina. Na osnovu rezultata dosada$njih
istrazivanja, postavljena je radna hipoteza: kombinovana primena TLR3 agonista sa
TLR7 agonistom, agonistom dektin-1 receptora, citokinom urodenog imuniteta i
signalima steCenog imuniteta poboljSava fenotipske i funkcionalne karakteristike

humanih MoDC in vitrou odnosu na tretman pojedina¢nim stimulatorima.
U cilju provere radne hipoteze postavljeni su slede(i ciljevi istraZivanja:

e Ispitati fenotipske i funkcionalne karakteristike humanih MoDC

stimulisanih TLR3 agonistom, Poly (I:C);

e Ispitati efekat kombinovane primene selektivnih TLR3 i TLR7 agonista
(Poly (I:C) i loksoribina) na fenotipske i funkcionalne karakteristike

humanih MoDC(;

e Ispitati modulatorni efekat ko-aktivacije dektin-1 receptora i TLR3 na

fenotipske i funkcionalne karakteristike humanih MoDC;
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Ispitati dozno- i vremensku- zavisnost modulatornog efekta
kombinovane primene Poly (I:C) i citokina prirodnog imuniteta, TNF-

0, na fenotipska i funkcionalna svojstva humanih MoDC;

Ispitati uticaj signala stelenog imuniteta koje DC dobijaju tokom
njihove interakcije sa T ¢elijama, ukljucujudi signalizaciju preko CD40
molekula i receptora za IFN-y na funkcionalne karakteristike

humanih MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C).
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3.1. Medijumi, hemikalije, supstance

3.1.1. Medijumi

3.1.1.1. RPMI 1640

Kao osnovni medijum za izolaciju i kultivisanje éelija koriS¢en je RPMI 1640
medijum (ICN Flow, SAD) kome je dodato 1% L-glutamina (ICN Flow, SAD), 1%
gentamicina (ICN-Galenika, Beograd) i 7.5% NaHCO, (Apoteka VMA, Beograd) kao

pufer.

Za izolaciju mononuklearnih éelija periferne krvi (MNC) kori3éen je osnovni

medijum kome je dodato 0.02% NaEDTA (Apoteka VMA, Beograd).

Za ispiranje MNC kori$éen je osnovni medijum kome je dodato 2% fetalnog

teleCeg seruma (Fetal calf serum, FCS, ICN Flow, SAD).

Za kultivaciju ¢elija kori$¢en je kompletni medijum koji predstavlja osnovni
medijum u koji je dodato 10% fetalnog teleleg seruma, 50uM 2-merkaptoetanola (2-

ME), 50 i.j/ml penicilina, 50 mg/ml streptomicina. (0.1% penicilina i streptomicina)
3.1.1.2. PBS (Phosphate Buffered Saline)

Fiziolo$ki rastvor puferovan fosfatnim puferom (Phosphate Buffered Saline,

PBS) pravljen je u dejonizovanoj vodi po sledecoj recepturi:
14 ml 0.2M NaH,PO, (Serva, Nemacka)
36 ml 0.2M Ha,HPO, (Serva, Nemacka)
50 ml 16% NaCl (Zorka, Sabac)
900 ml destilovane vode

Modifikovani puferi za pripremu {lelija za fenotipsku analizu metodom
protocne citofluorimetrije su pravljeni dodavanjem natrijum-azida (NaN,) i

fetalnog tele¢eg seruma u PBS i to:
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PBS1: PBS +0.01% NaN, (Apoteka VMA, Beograd)

PBS2: PBS + 0.01% NaN, + 2% FCS
3.1.1.3. Pufer za magnetno sortiranje

Pufer za magnetno sortiranje se priprema dodavanjem 2 mM EDTA i 0.5%

govedeg serum-albumina ( Sigma-Aldrich, Nemacka) u PBS.
3.1.1.4. K-PBS

K-PBS je kori$éen za pripremu pufera za ispiranje plo¢a u ELISA testovima, a
sastojao se od 137 mM NaCl (Zorka, Sabac), 2.7 mM KCl (Serva, Nemacka), 8.1 mM
Na,HPO, (Serva, Nemacka) i 1.5 mM KH,PO, (Serva, Nemacka) sa podeSenim pH na
7.2 -17.4.

3.1.2. Citokini

3.1.2.1. Rekombinantni humani GM-CSF (rhGM-CSF)

Rekombinantni humani GM-CSF (Leucomax, specificne aktivnosti 4.44x10°
IU) je nabavljen od Sandoz-Schering Plough, Svajcarska. Rastvoren je pod sterilnim
uslovima u destilovanoj vodi i RPMI 1640 medijumu do koncentracije od 100 pg/ml i
tako Cuvan do upotrebe na -80°C. U eksperimentu je rhGM-CSF kori$¢en u finalnoj

koncentraciji od 100 ng/ml.
3.1.2.2. Rekombinantni humani IL-4 (rhIL-4)

Rekombinantni humani IL-4 nabavljen je od Roche Diagnostics GmbH,
Nemacka. Rastvoren je pod sterilnim uslovima u PBS-u obogadenom sa 0.1%
govedim serum-albuminom do koncentracije od 25 pg/ml i tako ¢uvan do upotrebe

na -80°C. U eksperimentu je rhiL-4 kori$éen u finalnoj koncentraciji od 20 ng/ml.
3.1.2.3. Rekombinantni humani (rhTNF-o)

Rekombinantni humani TNF-a nabavljen je od Roche Diagnostics

GmbH, Nemacka. Rastvoren je pod sterilnim uslovima u PBS-u obogaenom sa 0.1%
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govedim serum-albuminom do koncentracije od 100 pg/ml i tako ¢uvan do
upotrebe na -80°C. rhTNF-a je u eksperimentu koris¢en u finalnoj koncentraciji od

10 ng/ml.
3.1.2.4. Rekombinantni humani (rhIFN-y)

Rekombinantni humani IFN-y nabavljen je od Roche Diagnostics GmbH,
Nemacka. Rastvoren je pod sterilnim uslovima u PBS-u obogadenom sa 0.1%
govedim serum-albuminom do koncentracije od 100 pg/ml i tako ¢uvan do
upotrebe na -80°C. rhIFN-y je u eksperimentu kori$éen u finalnoj koncentraciji od 5

ng/ml.

3.1.3. Imunomodulatorne i druge supstance

3.1.3.1. Poliinosinsko-policitidilinska kiselina (Poly (I:C))

Poly (I:C) ( Sigma-Aldrich-Aldrich, Nemacka) rastvoren je u RPMI 1640
medijumu do koncentracije od 10 mg/ml i ¢uvan do upotrebe na -20°C. Poly (I:C) je

u eksperimentu kori$éen u koncentraciji od 5 ug/ml, 25 pg/ml i 50 pg/ml.
3.1.3.2. Loksoribin (Loxoribine)

Loksoribin (InvivoGen, SAD) rastvoren je u RPMI 1640 medijumu do
koncentracije od 2 mg/ml i Cuvan do upotrebe na -20°C. Loksoribin je u

eksperimentu kori$¢en u koncentracijama od 100 ug/ml i 250 pug/ml.
3.1.3.3. Kurdlan (Curdlan)

Kurdlan ( Sigma-Aldrich-Aldrich, Nemacka) je rastvoren do koncentracije od
30 mg/ml, najpre u destilovanoj vodi i potom je dodat 3N NaOH, i ¢uvan do
upotrebe na +4°C. Kurdlan je u eksperimentu kori§¢en u koncentracijama od 10

ug/ml i 1000 pg/ml.
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3.1.3.4. Rekombinantni humani ligand za CD40 molekul (CD40 ligand, CD40L)

Rekombinantni humani CD40L nabavljen je od InvivoGen, SAD. Rastvoren je
pod sterilnim uslovima u PBS-u obogadenom sa 0.1% govedim serum-albuminom do
koncentracije od 100 pg/ml i tako ¢uvan do upotrebe na -80°C. rhIFN-y je u

eksperimentu kori$¢en u finalnoj koncentraciji od 10 pg/ml.
3.1.3.5. 2-merkaptoetanol (2-ME)

2-merkaptoetanol (Fluka, Nemacka) je rastvoren u medijumu za kultivaciju
do koncentracije od 50 mM i ¢uvan do upotrebe na +4°C, zasti¢en od svetlosti. U

eksperiementu je 2-ME kori$éen u koncentraciji od 50 uM.

3.1.3.6. Radioaktivno obeleZen timidin

Timidin obeleZen tricijumom ([’H]-timidin; Amersham International, Velika
Britanija), specificne aktivnosti 5uCi/mM, u eksperimentu je koriSéen u

koncentraciji od 1 pCi po bazenu ploce od 96 mesta (Sarstedt, Nemacka).

3.1.3.7. Limfoprep gradijent za izdvajanje humanih mononuklearnih Celjja
(Lymphoprep)

Limfoprep (PAA Laboratories GmbH, Austrija) je gradijent gustine 1.077 g/ml

i koriséen je za izolovanje mononuklearnih éelija iz humane periferne krvi.
3.1.3.8. Monenzin (monensin sodium)

Monenzin (Sigma-Aldrich-Aldrich, Nemacka) je rastvoren u
dimetilsulfoksidu do koncentracije od é6mM i ¢uvan do upotrebe na -20°C. U

eksperimentu je kori$éen u koncentraciji od 3uM.
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3.2. Izolacija i kultivacija humanih mononukelarnih éelija iz periferne

krvi
3.2.1. Izolacija humanih mononuklearnih éelija iz periferne krvi

Mononuklearne ¢elije su izolovane iz ,buffy coat“-a (sloj leukocita dobijen
centrifugiranjem pune krvi u postupku pripremanja krvnih derivata-plazme,
eritrocita, trombocita) koji je dobijen iz Instituta za transfuziologiju
Vojnomedicinske akademije uz pismenu saglasnost davalaca. ,,Buffy coat” je prvo
razblaen u medijumu za izolaciju MNC u odnosu 1:4. Razbla¥ena C¢elijska
suspenzija je u zapremini od 7 ml pipetom pazljivo nanoSena na 3 ml Limfoprep
gradijenta. U tako dobijenoj dvofaznoj suspenziji se posle centrifugiranja na 800xg
obrtaja tokom 20 minuta na sobnoj temperaturi izdvojio prsten MNC u interfazi.
Gornji sloj razblaZene plazme je uklonjen, a MNC su paZljivo sakupljane i potom
resuspendovane u medijumu sa 0.02% NaEDTA i ispirane od gradijenta
centrifugiranjem na 2500 obrtaja tokom 15 min na sobnoj temperaturi. U cilju
uklanjanja trombocita MNC su resuspendovane u medijumu za ispiranje i
centrifugirane na malim brzinama (1000 obrtaja tokom 10 minuta na sobnoj

temperaturi). Talog je resuspendovan u medijumu za kultivaciju.

Ovako dobijene Celije su koriséene za dalju izolaciju monocita i CD4" T

limfocita.
3.2.2. Izolacija monocita periferne krvi

Monociti su izolovani iz MNC adherencijom za plastiku flaskova za éelijske
kulture (Flow, Skotska). U svaki flask je na adherencu zasejano po 30-40x10° éelija u
5 ml medijuma. Nakon inkubacije u trajanju od 1,5 sata na 37°C u atmosferi
zasienoj vodenom parom sa 5% CO, flaskovi su ispirani toplim medijumom u cilju
uklanjanja neadherentnih Celija. Adherentni monociti su dalje kultivisani prema

potrebama eksperimenta.
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3.2.3. Dobijanje i kultivacija dendritskih éelija monocitnog porekla (MoDC)

Monociti dobijeni adherencom MNC za plastiku su kultivisani narednih 5-7
dana na 37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom parom sa 5% CO, u medijumu za
kultivaciju ¢elija kome su dodati GM-CSF u koncentraciji od 100 ng/ml i IL-4 u
koncentraciji od 20 ng/ml. Nakon 5-7 dana kultivacije sakupljene su neadherentne
éelije, koje su predstavljale nezrele MoDC, i koje su kao takve kori$é¢ene u daljim
testovima. Sazrevanje nezrelih MoDC je izazvano stimulisanjem ovih ¢elija
agonistima receptora koji su dodavani u éelijske kulture i to Poly (I:C) (5 pg/ml, 25
ug/ml i 50 ug/ml), loksoribin (100 pg/ml i 250 ug/ml) i kurdlan (10 pg/ml i 100
ug/ml). Efekti citokina TNF-a (10 ng/ml) i IFN-y (5 ng/ml), kao i liganda za CD40 (10
ug/ml), na Celije u kulturama ispitivani su njihovim dodavanjem ponaosob
istovremeno sa agonistima receptora ili posle 24h kultivacije ¢elija. Celije su nakon
stimulacije u trajanju od 24h ili 48h isprane dva puta u ¢istom medijumu, u cilju
oslobadanja od egzogenih i endogenih citokina, i kao takve koris¢ene u daljim
testovima. Supernatanti iz svih bazena u kojima su Celije bile kultivisane su
pokupljeni i zamrznuti na -20°C radi kasnijeg odredivanja nivoa produkovanih

citokina.

3.2.4. Izolacija alogenih CD4" T limfocita tehnikom magnetnog sortiranja

Za postavljanje kulture meSane leukocitne reakcije (engl. mixed leukocyte
reaction, MLR), kao i za utvrdivanje Th citokinskog profila, kori$éene su CD4" éelije

koje su dobijene kao negativna frakcija iz MNC primenom tehnike magnetnog

sortiranja. Naime, od alogenih MNC, dobijenih prethodno opisanim postupkom, je

odvojeno 1x10° éelija i izvedena je procedura imunomagnetnog sortiranja CD4" T

limfocita, kori§éenjem CD4" kita za izolaciju, a prema protokolu proizvodada (CD4"

T Cell Isolation Kit II, MACS, Myltenyi Biotec, Nemacka). Ukratko, Celije su
inkubirane 15 minuta na hladnom u puferu za magnetno sortiranje sa koktelom
antitela konjugovanih sa biotinom, u razblazenju 1:5. Koktel je sadrzao antitela na

sledete antigene: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR v/§ i CD235a.
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Nakon inkubacije, Celije su dva puta isprane u puferu za sortiranje Celija i
inkubirane 15 minuta na hladnom sa anti-biotin magnetnim partikulama u
finalnom razblaZenju 1:5. Magnetnim partikulama obeleZena Celijska suspenzija je
nakon inkubacije isprana dva puta u puferu za sortiranje, resuspendovana u 500 pl
istog pufera i potom naneta na separacionu kolonu (LS Columns, MACS, Myltenyi
Biotec, Nemacka) postavljenu u magnetnom polju (Midi MACS Magnet, Myltenyi
Biotec, Nemacka). Nakon jednog ciklusa magnetne deplecije na koloni su se

izdvojile imunomagnetno obeleZene Celije, dok su u eluatu sakupljene preciséene
CD4" T ¢elije. Cistoca izolovanih CD4" Celija je bila preko 95%, $to je potvrdeno

proto¢nom citofluorimetrijom kori§éenjem anti-CD4-FITC i anti-CD3-PE antitela.

3.2.5. Izolacija alogenih naivnih (CD45RA") i memorijskih (CD45RO") T limfocita

imunomagnetnim sortiranjem ukupnih CD4" T limfocita

Naivni i memorijski CD4" T limfociti su, kao pozitivna i negativna frakcija,

izolovani iz prethodno sortiranih CD4" T limfocita prema ekspresiji CD45RA

molekula kori§éenjem magnetnih partikula konjugovanih sa misjim anti-humanim

CD45RA monoklonskim antitelom (CD45RA MicroBeads, MACS, Myltenyi Biotec,
Nemacka). Usledila je inkubacija CD4" T ¢elija magnetnim partikulama, u trajanju

od 15 minuta, na hladnom. Posle toga suspenzija ¢elija je isprana dva puta u puferu
za sortiranje i resuspendovana u 500 pl istog pufera i naneta na separacionu kolonu
(LS Columns, MACS, Myltenyi Biotec, Nemacka) postavljenu u magnetnom polju
(Midi MACS Magnet, Myltenyi Biotec, Nemacka). Nakon jednog ciklusa magnetne
deplecije na koloni su se izdvojile CD45RA imunomagnetno obeleZene Celije, dok su
u eluatu kao negativna frakcija dobijene CD45RO ¢éelije. Cistoéa izolovanih celija je
bila preko 90%, $to je potvrdeno proto¢nom citofluorimetrijom koriséenjem anti-
CD4-FITC, anti-CD3-PE, anti-CD45RA-PE (Serotec, V. Britanija) i anti-CD45RO-PE

antitela (Immunotools, Nemacka).
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3.3. Fenotipske karakteristike MoDC

3.3.1. Monoklonska antitela

Diferencijacija i sazrevanje MoDC pralena je fenotipskom analizom
diferencijalno eksprimiranih markera na povrsini ¢elija. U tu svrhu kori$éenja su

monoklonska antitela u odredenim razblazenjima, kao $to je navedeno:

Monoklonsko antitelo RazblaZenje Proizvodac

Misije anti-humano CD40 (FITC) 1:5 BD Biosciences, SAD
Misije anti-humano HLA-DR (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CD54 (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CD83 (FITC) 1:5 BD Biosciences, SAD
Misije anti-humano CD86 (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CCR7 (FITC) 1:10 R&D Systems, SAD
Misije anti-humano CD80 (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija

3.3.2. Protocna citofluorimetrija

Nezrele MoDC kao i MoDC stimulisane sa Poly (I:C), loksoribinom,
kurdlanom, CD40L, TNF-a i IFN-y, su isprane u hladnom PBS1 na 1800 rpm tokom 8
minuta na +4°C. Nakon ispiranja, ¢elije su resuspendovane u PBS1 do koncentracije
od 1x10° éelija u 50ul po epruveti za proto¢nu citofluorimetriju. U suspenziju celija
su dodavna monoklonska antitela u prethodno prikazanim finalnim razblazenjima.
Celije su potom inkubirane 30 minuta na +4°C. I potom isprane centrifugiranjem na
1800 rpm, na hladnom, tokom 8 minuta i fiksirane u 4% formalinu. Kontrola se

sastojala od uzoraka sa adekvatnim irelevantnim misijim monoklonskim antitelima
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specifi¢im za pacovske antigena konjugovanim sa odgovaraju¢om fluorescentnom

bojom.

Fenotip obeleZenih C(elija je analiziran na EPICS XL-MCS protoénom
citofluorimetru (Coulter, Krefeld, Nemacka) kori§¢enjem programa SZSTEMTM II
software. U ovom aparatu kao izvor svetlosti kori$éen je argonski laser sa emisijom
ekscitirajue svetlosti u opsegu talasne duZine 450-530nm. Rezultati su
predstavljeni kao numericke vrednosti procenta pozitivnih ¢elija i srednje
vrednosti intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, mfi).
Procenat pozitivnih Celija je odredivan postavljenjem grani¢nika na histogramu
fluorescencije na osnovu kontrole. Srednji intenzitet fluerescencije predstavlja
aritmeticku sredinu intenziteta fluerscencije pojedinaénih dogadaja (éelija)
izraZenu u relativnim brojevima kanala fluorescencije (0-1024). Analizirano je

najmanje 5000 Celija po uzorku.
3.4. Funkcionalne karakteristike MoDC

Alostimulatorni potencijal MoDC i sposobnost usmeravanja T ¢elijskog
odgovora ka Th1, Th2, Th17 ili Treg odgovoru su ispitivani kori§éenjem sledeéih

testova:
Test alogene meSane leukocitne reakcije - MLR
ELISA test za utvrdivanje produkovanih citokina u kulturama MoDC

ELISA test za utvrdivanje produkovanih citokina u od strane T limfocita

kokulturama - Th profil
3.4.1. Alostimulatorni potencijal MoDC

Alostimulatorni potencijal MoDC je ispitivan MLR testom u kome su nezrele i
stimulisane MoDC kori$éene kao stimulatori, dok su kao responderi koriséeni CD4"

T limfociti od alogenog davaoca. U plocu od 96 mesta sa ,U“- dnom (Sarstedt,

Nemacka) su dodati stimulatori kao triplikati dvostruko opadajuéih razblaZenja (od
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1x10* do 0.125x10* MoDC po bazenu) i konstantan broj (1x10°) CD4" T éelija u

ukupnoj zapremini od 200ul po bazenu. Celije su kultivisane 6 dana u kompletnom
medijumu u termostatu na 37°C i 5% CO,. Osamnaest sati pre isteka kultivacije
dodat je radioaktivno obeleZeni timidin [’H] u koncentraciji 1 puCi po bazenciéu.
Nakon isteka kulture éelije su pokupljene automatskim skida¢em kulture (Titertec
Cell Harvester, ICN Flow, SAD). Ugradanja [*H] timidina izmerena je scintilacionim
B-brojatem (LKB-1219 Rackbeta, Finska) i izraZena je kao broj otkucaja u minuti

(engl. counts per minute, cpm).
3.4.2. Odredivanje produkovanih citokina od strane kultivisanih MoDC

U supernatantima kultura nezrelih i stimulisanih MoDC odredena je
koncentracija citokina IL-12p70, IL-23, IL-27, IL-10, IL-6 i TNF-o koriS¢enjem
komercijalnih ELISA testova.

3.4.2.1. IL-12p70

Koncentracija IL-12p70 u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca (R&D Systems, SAD). U
ovom testu, mikroplofe od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene misijim monoklonskim antitelima specifi¢nim
za humani IL-12p70, dok je za sekundarno poliklonsko kozje anti-humano antitelo
bilo konjugovano biotinom. Kao supstrat za ovaj enzim je je koriS¢en vodonik
peroksid (H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao standard u testu koris$éen

rekombinantni humani IL-12p70.
Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije ploca
je isprana 3 puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i
blokirana dodavanjem 300 pl rastvora koji sadrzi K-PBS i govedi serum albumin
(reagent diluent). Posle inkubacije u trajanju od 1 sata ploc¢a je isprana 3 puta i

dodato je po 100 pl standarda u duplikatima dvostrukih opadajuéih koncentracija

45



Materijali i metode

(2000 pg/ml - 0 pg/ml) i u odgovarajuée bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo
Zeleli da odredimo koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata
i ispiranja ploce, dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i
ploca je inkubirana 2 sata. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po
100 pl streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle inkubacije u
trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje
je dodato po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 20 min u
mraku. Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije.
Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm talasne duZine, a traZzena
koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena na osnovu standardne

krive.
3.4.22 IL-27

Koncentracija IL-27 u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca (R&D Systems, SAD). U
ovom testu, mikroplofe od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene misijim monoklonskim antitelima specifi¢nim
za humani IL-27, dok je za sekundarno poliklonsko kozje anti-humano antitelo bilo
konjugovano biotinom. Kao supstrat za ovaj enzim je je kori§éen vodonik peroksid
(H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao standard u testu kori$¢en rekombinantni

humani IL-27.
Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije ploca
je isprana 3 puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i
blokirana dodavanjem 300 pul rastvora koji sadrzi K-PBS i govedi serum albumin
(reagent diluent). Posle inkubacije u trajanju od 1 h ploca je isprana 3 puta i dodato
je po 100 ul standarda u duplikatima dvostrukih opadajucih koncentracija (10000
pg/ml - 0 pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da
odredimo koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i

ispiranja ploce, dodato je 100 pul po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i
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ploca je inkubirana 2 sata. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po
100 pl streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle inkubacije u
trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje
je dodato po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 20 min u
mraku. Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije.
Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm talasne duZine, a traZzena
koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena na osnovu standardne

krive.
3.4.2.3. IL-23

Koncentracija IL-23 u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodada (eBioscience, SAD). U
ovom testu, mikroplofe od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za humani I1L-23, dok je
sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom. Enzim peroksidaza
rena je bio konjugovan streptavidinom, $to je omogudilo specificno prepoznavanje i
vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo. Kao supstrat za ovaj enzim je
je kori$éen vodonik peroksid (H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao standard u

testu kori$éen rekombinantni humani IL-23. Senzitivnost metode je 15 pg/ml.
Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata plo¢a je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajuéih koncentracija (2000 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl

streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
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inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.
3.4.24. IL-10

Koncentracija IL-10 u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca (eBioscience, SAD). U
ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za humani IL-10, dok je
sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom. Enzim peroksidaza
rena je bio konjugovan sa streptavidinom, S$to je omogudéilo specifi¢no
prepoznavanje i vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo. Kao supstrat
za ovaj enzim je je kori§¢en vodonik peroksid (H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao
standard u testu kori$éen rekombinantni humani IL-10. Senzitivnost metode je 2

pg/ml.

Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata ploCa je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadaju¢ih koncentracija (300 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne

inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
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po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.
3.4.2.5, IL-6

Koncentracija IL-6 u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca (eBioscience, SAD). U
ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za humani IL-6, dok je
sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom. Enzim peroksidaza
rena je bio konjugovan sa streptavidinom, Sto je omogudlilo specifi¢no
prepoznavanje i vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo. Kao supstrat
za ovaj enzim je je kori§¢en vodonik peroksid (H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao
standard u testu kori$¢en rekombinantni humani IL-6. Senzitivnost metode je 2

pg/ml.

Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata ploCa je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajué¢ih koncentracija (200 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato

po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
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Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.
3.4.2.6. TNF-a

Koncentracija TNF-o. u supernatantima kultura MoDC odredivana je
komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca (eBioscience, SAD). U
ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA plate, Sigma-
Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specificnim za humani TNF-a, dok je
sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom. Enzim peroksidaza
rena je bio konjugovan streptavidinom, $to je omogudilo specificno prepoznavanje i
vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo. Kao supstrat za ovaj enzim je
je kori$¢en vodonik peroksid (H,0,) i tetrametilbenzidin, dok je kao standard u

testu kori$éen rekombinantni humani TNF-a. Senzitivnost metode je 4 pg/ml.
Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata plo¢a je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajué¢ih koncentracija (500 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 ul po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 ul rastvora za zaustavljanje reakcije (stop

solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
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talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.

3.4.3. Odredivanje citokina produkovanih od strane T limfocita u kokulturi sa MoDC

U supernatantima kultura CD4" T limfocita i MoDC odredena je koncentracija

citokina IFN-y, IL-17, IL-5, IL-2 i IL-10 primenom komercijalnih ELISA testova i
metodom za detekciju citokina pomocéu imunofluorescentnih kuglica i protoc¢ne
citofluorimetrije (Th1/Th2 11plex Kit, Bender MedSystems, Vienna, Austrija),

prema uputstvu proizvodaca.

U bazene ploce sa 96 mesta sa ,,U“-dnom (Sarstedt, Nemacka) dodato je po

1x10* nezrelih i stimulisanih MoDC. U iste bazene dodati su i sortirani CD4" T

limfociti, kao i naivne i memorijske podvrste CD4" T limfocita, i to 1x10° po bazenu

i to u zapremini od 200 pl medijuma za kultivaciju Celija po bazenu. Nakon
petodnevne inkubacije u svaki bazen su dodati forbol-12-miristat-13-acetat (engl.
phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma-Aldrich, Nemacka) u koncentraciji od
20 ng/ml i jonomicin ( Sigma-Aldrich, Nemacka) u koncentraciji od 500 ng/ml.
Celije su inkubirane jo§ 24h, a zatim su u supernatantima svakog bazena

odredivane koncentracije citokina.

3431 IL-17

Koncentracija IL-17 u supernatantima kokultura MoDC i CD4" T limfocita

odredivana je komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca
(eBioscience, SAD). U ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018
ELISA plate, Sigma-Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za
humani IL-17, dok je sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom.
Enzim peroksidaza rena je bio konjugovan streptavidinom, $to je omogudilo
specifi¢no prepoznavanje i vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo.
Kao supstrat za ovaj enzim je je koris¢en vodonik peroksid (H,0,) i
tetrametilbenzidin, dok je kao standard u testu kori$§¢en rekombinantni humani IL-

17.
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Procedura testa je sledeca:

U svaki bunar plo¢e dodato je 100 ul antitela za oblaganje ploCe (coating
antibody) i inkubirano preko noéi na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata ploCa je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajuéih koncentracija (1000 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuce bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 pl rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.

3.4.3.2. IL-5

Koncentracija IL-5 u supernatantima kokultura MoDC i CD4" T limfocita

odredivana je komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca
(eBioscience, SAD). U ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018
ELISA plate, Sigma-Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za
humani IL-5, dok je sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom.
Enzim peroksidaza rena je bio konjugovan streptavidinom, $to je omogudilo
specifi¢no prepoznavanje i vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo.
Kao supstrat za ovaj enzim je je koris¢en vodonik peroksid (H,0,) i
tetrametilbenzidin, dok je kao standard u testu koris§¢en rekombinantni humani IL-

5. Senzitivnost metode je 4 pg/ml.

Procedura testa je sledeca:
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U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata plo¢a je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajué¢ih koncentracija (500 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuée bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 ul rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.

3.4.3.3. IL-10

Koncentracija IL-10 u supernatantima kokultura MoDC i CD4" T limfocita

odredivana je komercijalnim ELISA testom, sledeéi uputstva proizvodaca
(eBioscience, SAD). U ovom testu, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018
ELISA plate, Sigma-Aldrich, Nemacka) su bile obloZene antitelima specifi¢nim za
humani IL-10, dok je sekundarno anti-humano antitelo bilo konjugovano biotinom.
Enzim peroksidaza rena je bio konjugovan streptavidinom, $to je omogudilo
specifi¢no prepoznavanje i vezivanje za biotinom obeleZeno sekundarno antitelo.
Kao supstrat za ovaj enzim je je koris¢en vodonik peroksid (H,0,) i
tetrametilbenzidin, dok je kao standard u testu kori$§¢en rekombinantni humani IL-

10. Senzitivnost metode je 2 pg/ml.

Procedura testa je sledeca:
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U svaki bunar plo¢e dodato je 100 pl antitela za oblaganje ploce (coating
antibody) i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Po isteku inkubacije ploca je isprana 5
puta sa puferom za ispiranje (wash buffer, K-PBS sa 0.05% Tween 20) i blokirana
dodavanjem 200 pl rastvora koji sadrzi PBS i govedi serum (assay buffer). Posle
inkubacije u trajanju od 1 sata plo¢a je isprana 5 puta i dodato je po 100 pl
standarda u duplikatima dvostrukih opadajué¢ih koncentracija (300 pg/ml - 0
pg/ml) i u odgovarajuée bazene po 100 pl uzoraka u kojima smo Zeleli da odredimo
koncentraciju citokina. Po isteku inkubacije u trajanju od 2 sata i ispiranja ploce,
dodato je 100 pl po bazenu biotiniziranog sekundarnog antitela i ploca je
inkubirana 1 sat. Nakon toga, ploca je isprana i u svaki bazen je dodato po 100 pl
streptavidinom konjugovanog enzima peroksidaze rena. Posle tridesetominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi i ponovljenog ispiranja, u svako polje je dodato
po 100 pl rastvora supstrata i usledila je inkubacija u trajanju od 15 min u mraku.
Kao finalni korak dodato je po 50 ul rastvora za zaustavljanje reakcije (stop
solution, 2N H,SO,). Intenzitet boje je meren na spektrofotometru na 450 nm
talasne duZine, a traZena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena

na osnovu standardne krive.

3.4.3.4. [FN%y i IL-2

IFN-y i IL-2 su odredeni u supernatantima kokultura MoDC i CD4" T limfocita

koriS¢éenjem humanog Th1/Th2 11plex-a. Prvo su pripremljeni svi reagensi
neophodni za izvodenje testa. Esej pufer (assay buffer) je pripremljen rastvaranjem
koncentrata sa destilovanom vodom u odnosu 1:10 i stavljen je u frizider do
pocCetka izvodenja testa. Liofizirani standardi su rekonstituisani dodavanjem
destilovane vode do oznake naznalene na bolici standarda ime je dobijena
koncentracija 400 ng/ml i za IL-2 i IFN-y. BoCice su ostavljene desetak minuta,
centrifugirane i po 10 pl svakog rekonstituisanog standarda je dodato u epruvetu
oznacenu kao ,standard 1“ i dopunjeno esej puferom do 200 pl finalne zapremine.
U epruvete oznacene kao ,standard 2“-, standard-7* dodato je po 100 pul esej pufera.
Potom je usledilo serijsko razblaZenje standarda prebacivanjem po 50 pul standarda
1 u epruvetu 2, sadrZaj je vorteksiran, pa je zatim 50 pl standarda 2 prebaceno u

epruvetu 3 i postupak je nastavljen do sedme epruvete. Nakon pripreme standarda
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pripremljena je meSavina kuglica(bead mixture). Za analizu svakog citokina
koriséena je odredena vrsta kuglica obloZena odgovaraju¢im antitelom. MeSavina
kuglica je pripremljena tako da ukupni volumen bude bude jednak proizvodu 25 pl
kuglica i ukupnog broja testova. BocCice sa kuglicama su vorteksirane 5 sekundi i iz
svake je uzeto po 1/20 ukupnog volumena koji je dodat u novu epruvetu. Epruveta
je dopunjena sa puferom za razredivanje (reagent dilution puffer) i centrifugirana
na 3000xg tokom 5 minuta. Tecnost je pazljivo odlivena tako da u epruveti ostane
oko 50 pl teCnosti. Nakon toga je u epruvetu ponovo dodat pufer za razredivanje i
epruveta je centrifugirana 5 sekundi. Me$avina sekundarnih antitela konjugovanih
biotinom (biotin-conjugate mixture) je pripremljena na sli¢an naéin kao i meSavina
kuglica. Ukupni volumen je dobijen mnoZenjem broja testova sa 50 pl smese
biotinom-konjugovanih sekundarnih antitela. Uzeto je po 1/20 ukupnog volumena i
prebaceno u novu epruvetu koja je dopunjena sa puferom za razredivanje. Rastvor
sa streptavidin-fikoeritrinom (streptavidin-phycoerythrin solution), koji se vezuje
za biotinom-konjugovana sekundarna antitela, pripremljen je rastvaranjem u esej
puferu prema proporciji: za 96 testova potrebno je 176 pl strepravidin-fikoeritrin
rastvora i 5324 pl esej diluenta. Na osnovu ove proporcije odredene su zapremine
prema broju testova u naSem eksperimentu. Kada su svi reagensi pripremljeni u
plo¢u od 96 mesta sa ,,V“-dnom (Sardstedt, Nemacka) dodato je po 25 pul esej pufera
u bunare za blank, po 25 ul standarda u odgovarajuée bunare (opseg koncentracija
standarda je 27-20000 pg/ml, a senzitivnost testa je za IL-2 16.4 pg/ml, a za IFN-y
1.6 pg/ml) i po 25 pl uzorka. Nakon toga dodato je po 25 ul mesavine kuglica i po 50
ul meSavine sekundarnih antitela konjugovanih biotinom. Usledila je inkubacija u
trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi na mesalici. Po isteku inkubacije, dodato je
po 100 pul esej pufera u svaki bunarié¢ i ploca je centrifugirana 5 minuta na 200xg.
Nakon toga iz svakog bunara je uzeto po 150 pl teCnosti. Potom je dodato po 150 pl
esej pufera i ploca je ponovo centrifugirana tokom 5 minuta na 200xg. Nakon
uzimanja po 150 pl tecnosti iz svakog bunara dodato je po 50 ul rastvora sa
streptavidin-fikoeritrinom i ploca je inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi na
mesalici. Po isteku inkubacije ponovljen je prethodno opisan postupak ispiranja i
sadrzaj svakog bunariéa je prebafen u epruvete za proto¢nu citofluorimetriju i

svaka je dopunjena sa po 500 pl esej pufera. Uzorci su analizirani na proto¢nom
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citofluorimetru (EPICS XL-MCS, Coulter, Krefeld, Nemacka), a rezultati su obradeni

softverom koji je dobijen uz kit (FlowCytomix Pro Software).
3.4.3.5. Intracitoplazmatska detekcija citokina aktivisanih T limfocita

Procena Th polarizujuée aktivnosti MoDC je dodatno izvr§ena odredivanjem
produkcije IL-17 i IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T éelijama. Purifikovane CD4"

T Celije (1x10° éelija po bunariéu) su kultivisane u prisustvu alogenih MoDC (1x10*
¢elija po bunariéu) tokom 5 dana u kompletnom medijumu u plo¢i od 96 mesta sa
,U“- dnom (Sarstedt, Nemacka). Nakon toga su Celije sakupljene i inkubirane sa
monenzinom (3 uM) tokom 6h. Potom je usledila inkubacija u prisustvu anti-IFN-y-
FITC (R&D Systems; SAD) i anti-IL-17-PE (BD Biosciences Pharmingen; SAD) uz
primenu FIX & PERM® Cell Fixation & Cell Permeabilization Kit (Invitrogen, SAD)
prateéi uputstva proizvodaca. Celijska fluorescence je analizirana na EPICS XL-MCS
protoénom citofluorimetru (Coulter, Krefeld, Nemacka) kori$¢enjem programa

SZSTEMTM II software.
3.5. StatistiCka obrada podataka

Podaci su statisticki obradeni kori§¢enjem Studentovog T-testa u okviru

softverskog programa PRIMER.
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Rezultati

Poglavlje Rezultati je podeljeno u pet delova, tako da je u prvom delu
prikazan efekat Poly (1:C) na funkcionalna i fenotipska svojstva MoDC, a u narednim
efekti drugih modulatora i njihovih kombinacija sa Poly (I:C). U drugom delu
prikazani su efekti loksoribina i njegove kombinacije sa Poly (I:C), u tre¢em delu
efekti kurdlana i njegove kombinacije sa Poly (I:C), u ¢etvrtom delu efekti citokina
IFN-y i liganda za CD40 molekul i njihove kombinacije sa Poly (I:C) i u petom delu
efekti TNF-a i njegove kombinacije sa Poly (I:C). U razli¢itim delovima istraZivanja

kori$éene su MoDC dobijene od razli¢itih zdravih donora.
4.1. Uticaj Poly (I:C) na diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

Prvi cilj ovog istraZivanja je bio da se ispita efekat dejstva Poly (I:C) na
diferencijaciju nezrelih humanih MoDC. U preliminarnim eksperimentima nezrele
MoDC smo kultivisali u prisustvu razli¢itih koncentracija Poly (I:C) (5 pg/ml, 25
ug/ml i 50 pg/ml). Na osnovu fenotipskih i funkcionalnih karakteristika MoDC
stimulisanih na ovaj nacin, procenjeno je da je optimalna koncentracija Poly (I:C) za
aktivaciju nezrelih humanih MoDC 25 pg/ml. U narednim eksperimentima su
nezrele MoDC tokom 48h kultivisane u prisustvu optimalne koncentracije Poly (I:C),
dok su kontrolnu grupu predstavljale MoDC diferencirane pod istovetnim uslovima

u medijumu koji nije sadrzao Poly (I:C).
4.1.1. Uticaj Poly (I:C) na morfoloske i fenotipske karakteristike MoDC

Morfoloskom analizom citospin preparata obojenih MGG metodom
ustanovljeno je da se MoDC stimulisane sa optimalnom koncentracijom Poly (I:C)

odlikuju izraZenim citoplazmatskim nastavcima 3to je odlika zrelih MoDC (Slika 7).
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Slika 7. Morfoloske karakteristike
MoDC diferenciranih u prisustvu
Poly (I€)

Prikazane su slike citospin preparata MoDC
kultivisanih u kontrolnom medijumu (A) i u
prisustvu Poly (I:C) (B) koji su obojeni po
MGG

Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)
analizirane su metodom proto¢ne citometrije kori§¢enjem specificne kombinacije
monoklonskih antitela, postupkom koji je detaljno opisan u poglavlju Materijal i
metode. Rezultati su prikazani kao procenat pozitivnih éelija i srednja vrednost

intenziteta fluorescence (7abela I1).

Tabela 1. Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)

Kontrola Poly (I:C)
% 8.0+ 1.6 0+0.6
HLA-DR b 28.8 £4.3 629-2 £ 9.5%H
% 75.4 + 10. 6.5 + 1.4%**
CD86 i 13.6 + 2.09 27.6 +5,6%%%
% 2.8+53 75+1.1
CD40 i 25.0 +1.8 419.6 +5,0%%*
% 83.9 +13.2 4.2+3.3
CD54 mff 23.95 £35 559-9 + 8,474
% 33.2 5,0 75.9 + 11.4**
CD83 m‘},- 3.4%0.5 69.4 +1.0*
% 2.7+0.4 11.3 + 1.6™**
CCR7 m‘},- 2.6+0.4 2.9:0.5

MoDC su dobijene iz humanih monocita nakon $estodnevne kultivacije u prisustvu GM-CSF (100 ng/ml) i
IL-4 (20 ng/ml) i stimulacije sa Poly (I:C) tokom 48h. Neadherentne Celije su skupljene i obeleZene
antitelima specifi¢nim za klju¢ne markere DC (anti-HLA-DR-PE, anti-CD86-PE, CD83-FITC, anti-CD40-
FITC, anti-CD54-PE i anti-CCR7-FITC), a potom analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati iz
jednog reprezentativnog eksperimenta su predstavljeni kao procenat pozitivnih éelija (% + SD) i kao
srednja vrednost intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, mfi + SD).

* p <0.05; *** p<0.005 u odnosu na kontrolne MoDC

Rezultati fenotipske analize kontrolnih MoDC pokazali su da su na
znacajnom procentu ovih Celija bili ispoljeni molekuli HLA-DR, CD40, CD54 i CD86,

dok je procenat CD83 pozitivnih ¢elija bio manji. Procenat éelija koje ispoljavaju
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CCR7 je bio izuzetno nizak. Najvele srednje vredosti intenziteta fluorescence su bile

za HLA-DR i CD54 molekul, dvostruko niZe za CD40 i CD86 i niske za CD83 i CCR7.

Fenotipskom analizom MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)
ustanovljeno je statisticki znacajno povecéanje procenta ¢elija koje ispoljavaju CD86,
CD83 i CCR7 molekule, u poredenju sa kontrolnim MoDC. Takode, u poredenju sa
kontrolnim MoDC, stimulacija MoDC sa Poly (I:C) je dovela do poveéanja srednje

vrednosti intenziteta fluorescence za HLA-DR, CD86, CD40, CD54 i CD83.
4.1.2. Alostimulatorna aktivnost MoDC stimulisanih sa Poly (I:C)

U cilju daljeg proulavanja uticaja Poly (I:C) na diferencijaciju MoDC
ispitivane su funkcionalne karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly

(I:C). Jedna od funkcionalnih karakteristika MoDC je sposobnost da stimuli$u

proliferaciju alogenih CD4" T limfocita u me$anoj kulturi leukocita, postupkom koji

je detaljno opisan u poglavlju Materijal i metode. Proliferativni odgovor CD4" T

limfocita u kokulturi sa kontrolnim i MoDC stimulisanim Poly (I:C) je prikazan na

Grafikonu 1.
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Grafikon 1. Alostimulatorni kapacitet MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C) u
kokulturi sa alogenim CD4 T limfocitima

Na grafikonu je prikazan alostimulatorni potencijal MoDC diferenciranih u kontrolnom medijumu
(kontrolne MoDC) ili u prisustvu Poly (I:C). MoDC su kultivisane su u opadajuéim dvostrukim

razblaZenjima (1x10%-0.125x10%) sa alogenim CD4" T limfocitima (1x10°) u toku 5 dana u 200 ul
kompletnog medijuma. U medijum za kultivaciju éelija 18h pre merenja proliferativnog odgovora je

dodat [H’] timidin. Proliferativan odgovor je izraZen kao broj otkucaja u minuti (engl. counts per
minute, cpm). Na grafiku su prikazani rezultati jednog reprezentativnog od Sest sli¢nih eksperimenata
kao srednja vrednost cpm triplikata kulture + SD.

* p <0.05; ** p<0.01 u odnosu na kontrolne MoDC

Kontrolne MoDC su pokazale umeren potencijal za stimulaciju proliferacije

alogenih CD4" T limfocita. MoDC kultivisane u prisustvu Poly (I:C) imale su poveéan

alostimulatorni kapacitet i to pri niZim odnosima MoDC i alogenih CD4" T limfocita

(1:40 i 1:80), dok pri ostalim odnosima nije do$lo do statisticki znacajne promene

alostimulatornog kapaciteta.
4.1.3. Produkcija citokina od strane MoDC stimulisanih sa Poly (I:C)

Slede¢i korak u ispitivanju funkcionalnih karakteristika MoDC
diferenciranih u prisustvu Poly (I:C) ili u kontrolnom medijumu bio je odredivanje
produkcije citokina u supernatantima kultura MoDC primenom ELISA metode, kao
$to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su standardizovani za 1x10°
MoDC/ml kulture i prikazani su kao srednje vrednosti koncentracija, izraZenih u

ng/ml, iz tri reprezentativna eksperimenta (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Produkcija citokina od strane MoDC diferenciranih bez i u prisustvu Poly
(0

Koncentracije IL-12, IL-23, IL-27, IL-6, TNF-a i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima
kultura MoDC diferenciranih bez i u prisustvu Poly (I:C) tokom 2 dana. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima # SD.

* p <0.05; *** p<0.005 u odnosu na kontrolne MoDC

Kontrolne nezrele MoDC su produkovale niske nivoe IL-10 i IL-27, dok su
nivoi IL-12, IL-23, TNF-a i IL-6 bili nedetektabilni. MoDC stimulisane u prisustvu
Poly (I:C) pokazale su statisticki znacajno povecanje produkcije IL-12, IL-27, TNF-a i
IL-6, umereno povecanje nivoa IL-23, dok je produkcija IL-10 bila nepromenjena, u

poredenju sa kontrolnim MoDC.

4.1.4. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4" T limfocita i MoDC stimulisanih

u prisustvu Poly (I:C)

Uticaj Poly (I:C) na sposobnost MoDC da usmere CD4 T Celijski imunski

odgovor procenjen je na osnovu produkcije citokina IFN-y, IL-17, IL-5, IL-2 i IL-10 u
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kokulturi alogenih CD4" T limfocita i MoDC postupkom koji je detaljno opisan u

poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
koncentracija, izraZenih u ng/ml, iz $est reprezentativnih eksperimenata (Grafikon

3).

ng/ml IFN—"‘;" ng/ml IL-17 ngml JL-2
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Grafikon 3. Citokinski profil CD4" T limfocita stimulisanih sa MoDC koje su diferencirane
u prisustvu Poly (I:C)

Nezrele MoDC (1x10%), kultivisane 2 dana u prisustvu Poly (I:C) ili u kontrolnom medijumu, su potom

kultivisane sa CD4" sortiranim alogenim T limfocitima (1x10°) tokom 5 dana, u 200 ul kompletnog
medijuma. Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su dodati 8h pre isteka
kulture. Koncentracija citokina merena je ELISA testovima i metodom za detekciju citokina pomoéu
imunofluorescentnih kuglica i prototne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD.

* p <0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u odnosu na kontrolne MoDC

Prikazani rezultati pokazuju da alogeni CD4 T limfociti stimulisani sa
kontrolnim MoDC produkuju izvesne nivoe svih ispitivanih citokina. MoDC koje su

stimulisane sa Poly (I:C) u kokulturi sa CD4" T limfocitima dovode do poveéanja
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produkcije IFN-vy i IL-17, odnosno do smanjenja produkcije IL-5 i IL-10, u poredenju

sa produkcijom ovih citokina u kokulturi sa kontrolnim MoDC.

4.2. Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i loksoribina na

diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

U preliminarnim eksperimentima nezrele MoDC su kultivisane u prisustvu
razli¢itih kombinacija suboptimalnih (10 pg/ml) i optimalnih (25 pg/ml)
koncentracija Poly (I:C) i suboptimalnih (34 pg/ml) i optimalnih (85 pg/ml)
koncentracija loksoribina. Na osnovu fenotipskih i funkcionalnih karakteristika
MoDC stimulisanih na ovaj nacin procenjeno je da su efekti kombinovane primene
optimalne koncentracije Poly (I:C) i suboptimalne koncentracije loksoribina sli¢ni
efektima primene optimalne koncentracije samog Poly (I:C). Iz tog razloga, u
narednim eksperimentima smo koristili obe suboptimalne, obe optimalne i
kombinaciju suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i optimalne koncentracije

loksoribina.
4.2.1. Efekti kombinacije Poly (I:C) i loksoribina na fenotipske karakteristike MoDC

Fenotipske karakteristike MoDC stimulisanih kombinacijom Poly (I:C) i
loksoribina analizirane su metodom protocne citometrije koriS¢enjem specificne
kombinacije monoklonskih antitela, postupkom koji je detaljno opisan u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao procenat pozitivnih Celija i srednja

vrednost intenziteta fluorescence (7abela 2).
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Tabela 2. Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C),
loksoribina i njhovih kombinacija

Kontrola Poly (I:C) Loksoribin Poly (I:C)/Loksoribin
(ug/ml) (ug/ml)
10 25 34 85 10/34 10/85 25/85
% | 96.2+2 98.4+1  97.1+1 |97.0+1 80.4:3* | 98.6:x0 91.0+1* 90.2+1""
HLA-DR
mfi| 15.0%1 20.6+1* 20.8+2* | 14.3+1. 7.31x1%*| 21.7+2 9.95+1 10.0%1
% | 70.8+4 | 84.2:5% 925+3% | 702+4 72.8+3 | 89.2+1 93.0+1*° 857%1
CD86
mfi| 5.6+0.4 |14.31** 153 +1%*| 51z+1 84+1 2032 26622 1412
% | 14.2+£3.6 | 52.0 + 4%** 58.6+5%* 216+1% 27.2:1% 88.1+2% 476+4 38+2"
CD83
mfil 2.0£0.3 [4.6+0.4*** 411+0.9%2.420.8 2.520.6 [6.420.5* 52:1.0 6.3920.7
% | 88.1+4.2 | 91.4+3.6 94.5%2.4 |90.2+3.0 75.9+4.6%(95.1+1.6 90.4+1.7 90.7+1.9
CD54
mfi 14.9+1.0 | 28.1+2.1* 21.1+2.4* 16.9+2.2 10.6+1.6 |34.11.6* 25.0£3.9 29.0+1.6 "
% | 98204 | 97.1:1.0 97.9:0.6 96.6+1.0 94.5+1.4 98.8:0.4 954:1.0 72.7+1"*
CD40 #h#
mfi] 10.8+1.0 |30.5+2*%* 209+3*% |151+2% 145+2.0[37.7+4.6 28.6+1.9 8.4+1

U tabeli su prikazane fenotipske karakteristike kontrolnih MoDC i MoDC stimulisanih u prisustvu Poly
(1:C), loksoribina ili njihovih kombinacija obeleZenih antitelima specifi¢nim za klju¢ne markere DC (anti-
HLA-DR-PE, anti-CD86-PE, anti-CD83-FITC, anti-CD40-FITC i anti-CD54-PE), a potom analizirane na
protonom citofluorimetru. Rezultati jednog reprezentativnog eksperimenta su predstavljeni kao
procenat pozitivnih éelija (% + SD) i kao srednja vrednost intenziteta fluorescence (engl. mean
fluorescence intensity, mfi + SD).

* p <0.05; ** p<0.01 ; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p < 0.05; an p<0.01; ARA p < 0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim Poly (I:C) 10 ug/ml

# p<0.01; " p < 0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim Poly (I:C) 25 ug/ml

Stimulacija MoDC suboptimalnim i optimalnim koncentracijama Poly (I:C) je

dovela do povelanja ekspresije HLA-DR, CD40, CD54, CD83 i CD86 molekula.

Kultivacija MoDC u prisustvu suboptimalne koncentracije loksoribina
stimulisala je povelanje ekspresije CD40 i CD83 molekula, u poredenju sa
ekspresijom na kontrolnim MoDC. Sa druge strane, kod MoDC tretiranih
optimalnom koncentracijom loksoribina uofeno je povelanje ekspresije CD83

molekula i znac¢ajno smanjeno ispoljavanje HLA-DR i CD54 molekula.

Kultivacija MoDC u prisustvu suboptimalnih koncentracija Poly (I:C) i
loksoribina dovela je do blagog povelanja ekspresije svih ispitivanih markera u
poredenju sa odgovarajuéim kontrolama. Stimulacija MoDC suboptimalnom

koncentracijom Poly (I:C) i optimalnom koncentracijom loksoribina dovela je do
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poveéanja ekspresije CD86 i smanjenja ekspresije HLA-DR. Tretman MoDC
optimalnim koncentracijama oba TLR agonista rezultirao je smanjenjem ekspresije

HLA-DR, CD83 i CD40 molekula u poredenju sa odgovarajué¢im kontrolama.

4.2.2. Efekat kombinovane primene Poly (I:C) i loksoribina na produkciju citokina

od strane MoDC

Na Grafikonu 4 je prikazana produkcija IL-12, IL-23, IL-27 i IL-10 u
supernatantima kultura MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C) i loksoribina
odredena ELISA metodom. Rezultati su standardizovani za 1x10° MoDC/ml kulture i
prikazani kao srednje vrednosti koncentracija, izrazenih u ng/ml, iz Sest

reprezentativnih eksperimenata.
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Grafikon 4. Produkcija citokina od strane MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C),

loksoribina i njhovih kombinacija

Koncentracije IL-12, IL-23, IL-27 i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima kultura MoDC
diferenciranih u prisustvu Poly (1:C), loksoribina i njihovih kombinacija, kao i u kontrolnom medijumu
tokom 2 dana. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa

razli¢itim donorima * SD.

* p <0.05; *** p<0.005 u odnosu na odgovarajuce kontrole

MoDC kultivisane u prisustvu obe ispitivane koncentracije Poly (I:C) imaju

poveéanu produkciju IL-12, IL-23, IL-27 i IL-10. Uocene razlike u efektima razlic¢itih

koncentracija Poly (I:C) su se ogledale u tome da je tretman MoDC suboptimalnom
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koncentracijom stimulisao produkciju IL-12 i IL-27, dok je tretman opimalnom

koncentracijom doveo do znacajnijeg povecanja produkcije IL-23 i IL-10.

MoDC kultivisane u prisustvu obe koncentracije loksoribina nisu
produkovale IL-12. Dozno-zavisan efekat loksoribina se ogledao u povelanju
produkcije IL-10 i IL-27 kada je primenjena suboptimalna koncentracija, odnosno
poveéanju produkcije IL-23 od strane MoDC stimulisanih sa optimalnom

koncentracijom.

Efekat kombinovane primene suboptimalnih koncentracija ova dva
ispitivana TLR agonista se ogledao u poveéanoj produkciji IL-27, IL-23 i IL-10. Sa
druge strane, istovremena primena suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i
optimalne koncentracije loksoribina uticala je na povelanje produkcije IL-12 i IL-23
i smanjenje nivoa IL-10 i IL-27. Stimulacija MoDC sa optimalnim koncentracijama
oba TLR agonista pospesila je produkciju IL-12, IL-27 i IL-10 u poredenju sa
odgovarajuéim kontrolama. Ovaj tretman je doveo do znacajnog sniZenja nivoa IL-
23 u poredenju sa produkcijom ovog citokina od strane MoDC stimulisanih

optimalnom koncentracijom Poly (I:C).

Kultivacija MoDC u prisustvu svih ispitivanih kombinacija Poly (I:C) i
loksoribina je dovela do smanjenja produkcije IL-12 u poredenju sa efektom
suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i optimalne koncentracije loksoribina.

Suprotan efekat je uo¢en u pogledu produkcije IL-10.

4.2.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4" T limfocita i MoDC stimulisanih

kombinacijom Poly (I:C) i loksoribina

Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i loksoribina na sposobnost MoDC da

usmere imunski odgovor procenjen je na osnovu produkcije citokina IFN-y, IL-17,
IL-4 i IL-10 u kokulturama alogenih CD4" T limfocita i MoDC. Rezultati su

predstavljeni na Grafikonu 5 kao srednje vrednosti koncentracija, izraZenih u

ng/ml, iz $est reprezentativnih eksperimenata.
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Grafikon 5, Citokinski profil u kokulturi CD4" T limfocita i MoDC diferenciranih u
prisustvu Poly (I:C), loksoribina i njhovih kombinacija

Nezrele MoDC (1x10°), kultivisane 2 dana u prisustvu Poly (I:C), loksoribina i njihovih kombinacija, ili u

kontrolnom medijumu, su potom kultivisane sa cp4” alogenim T limfocitima (1x10°) tokom 5 dana, u

200 ul kompletnog medijuma. Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su
dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracija citokina merena je ELISA testovima i metodom za detekciju
citokina pomo¢u imunofluorescentnih kuglica i protocne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima + SD.

** p<0.01 ; *** p<0.005 u odnosu na odgovarajuce kontrole

Stimulacija MoDC u prisustvu obe ispitivane koncentracije Poly (I:C)

pokazala je dozno-zavisan stimulatorni efekat na produkciju IFN-y i IL-17 u
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kokulturi sa alogenim CD4" T limfocitima, Suboptimalna koncentracija Poly (I:C) je

indukovala veéu produkciju IL-4 u poredenju sa MoDC stimulisanim optimalnom

koncentracijom. Suprotan efekat je uocen u pogledu produkcije IL-10.

MoDC stimulisane sa suboptimalnom koncentracijom loksoribina su
stimulisale povecéanje produkcije IL-4 i IL-17 od strane alogenih CD4" T limfocita,

dok se efekat optimalne koncentracije ogledao u poveéanju produkcije IFN-vy i IL-10

u alogenoj kulturi.

MoDC kultivisane u prisustvu suboptimalnih koncentracija oba TLR agonista
su dovele do poveéanja produkcije IFN-y i IL-17 u alogenoj kulturi, u poredenju sa
relevantnim kontrolama. Sa druge strane, nivoi IL-4 i IL-10 u supernatantima ovih

kultura su bili znatno niZi u poredenju sa vrednostima u supernatantima kokultura

alogenih CD4" T limfocita i MoDC tretiranih pojedina¢nim agonistima.

Efekat kombinovane primene suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i
optimalne koncentracije loksoribina se ogledao u poveéanju produkcije IFN-y, za

razliku od IL-4 i IL-10 ¢iji su nivoi znatno niZi, u poredenju sa nivoom u kokulturi

kontrolnih MoDC i CD4" T limfocita.

Stimulacija MoDC optimalnim koncentracijama oba TLR agonista ispoljila je
povoljan efekat na produkciju IFN-y i negativan na produkciju IL-4, IL-10 i IL-17 u
kokulturi u poredenju sa efektom MoDC tretiranih optimalnim koncentracijama

pojedina¢no primenjenih agonista.

4.3. Uticaj kurdlana i njegove kombinacije sa Poly (I:C) na

diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

U preliminarnim eksperimentima nezrele MoDC su kultivisane u prisustvu
razli¢itih koncentracija Poly (I:C) (5 ug/ml, 25 ug/ml i 50 pg/ml) odnosno kurdlana
(10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml i 200 pg/ml). Na osnovu fenotipskih i funkcionalnih
karakteristika MoDC stimulisanih na ovaj nacin, procenjeno je da je optimalna

koncentracija Poly (I:C) za aktivaciju MoDC 25 pg/ml, a kurdlana 100 pg/ml.
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Optimalne koncentracije agonista su koriS¢ene za stimulaciju MoDC u svim

narednim eksperimentima.

4.3.1. Efekat kurdlana i njegove kombinacije sa optimalnom koncentracijom Poly

(I:C) na fenotipske karakteristike MoDC

Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u pristustvu Poly (I:C) i

kurdlana analizirane su metodom proto¢ne citometrije. Rezultati su prikazani u

Tabeli 3 i na Grafikonu 6 kao procenat pozitivnih Celija i srednja vrednost

intenziteta fluorescence.

Tabela 3. Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu optimalnih
koncentracija Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije

Kontrola Poly (I:C) Kurdlan Poly (I:C)+
kurdlan
% 98.0+ 1.6 99.0 £ 0.6 99.1+0.8 99.6 £ 0.2
HLA-D ,
R mfi 28.8£4.3 62.9 + 9 5%F* 61.2 £ 9,2%** 75.7 + 11.4%**
CDS6 % 75.4 £10.9 96.5 + 1.4%** 95.4 + 2,0%** 92.4 + 3.0%F*
mfi 13.6 £ 2.0 37.6 £ 5.6%** 21.6 £ 3.2% 36.5 £ 5.5+
CD40 % 92.8 +5.3 97.5+1.1 98.6 £ 0.9 97.8+1.4
mfi 15.0+ 1.8 41.6 + 5.0%** 22.6 £ 2.7%* 44,0 + 5.3%%*
CD54 % 83.9 +13.2 94.2+3.3 83.2+8.4 93.6+3.4
mfi 23.5+3.5 55.9 + 8.4%** 24.5+3.7 59.5 + 9,0%**
CD33 % 33.2%5.0 75.9 £ 11.4%%* | 56,9 + 8 5%** 70.9 £ 10.6™**
mfi 3.4+0.5 6.4 +1.0* 4.7+0.7 6.2 £ 0.8**
CCR7 % 2.7+0.4 11.3 + 1.6*** 4.0 +0.6* 18.5 = 2.9%%*% A
mfi 2.6 +0.4 2.9+0.5 2.2+0.4 5.2 2 0.6%** AA

MoDC su dobijene iz humanih monocita nakon $estodnevne kultivacije u prisustvu GM-CSF (100 ng/ml) i
IL-4 (20 ng/ml) i stimulisane optimalnim koncentracijama Poly (I:C), kurdlana i njihovom kombinacijom
tokom 48h. Neadherentne éelije su skupljene i obeleZene antitelima specifi¢nim za kljuéne markere DC
(anti-HLA-DR-PE, anti-CD86-PE, anti-CD83-FITC, anti-CD40-FITC, anti-CD54-PE i anti-CCR7-FITC), a
potom analizirane na proto¢nom citofluorometru. Rezultati iz jednog reprezentativnog eksperimenta su
predstavljeni kao procenat pozitivnih éelija (% * SD) i kao srednja vrednost intenziteta fluorescence
(engl. mean fluorescence intensity, mfi + SD).

* p <0.05; *** p<0.005 u odnosu na kontrolne MoDC

A p <0.05; Ab p<0.01 u odnosu na MoDC stimulisane sa Poly (I:C)
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Rezultati
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Grafikon 6. Fenotipske karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu optimalnih
koncentracija Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije

MoDC su dobijene iz humanih monocita nakon $estodnevne kultivacije u prisustvu GM-CSF (100 ng/ml) i
IL-4 (20 ng/ml) i stimulisane sa optimalnim koncentracijama Poly (I:C), kurdlana i njihovom
kombinacijom tokom 48h. Neadherentne Celije su skupljene i obeleZene antitelima specifi¢nim za
klju¢ne markere DC (anti-HLA-DR-PE, anti-CD86-PE, anti-CD83-FITC, anti-CD40-FITC, anti-CD54-PE i
anti-CCR7-FITC), a potom analizirane na protolnom citofluorometru. Prikazani su rezultati jednog
reprezentativnog od Sest eksperimenata.

Fenotipskom analizom MoDC stimulisanih optimalnom koncentracijom Poly
(I:C) ustanovljeno je povelanje ekspresije HLA-DR, CD86, CD40, CD54, CD83 i CCR7
molekula u poredenju sa kontrolnim MoDC. MoDC diferencirane u prisustvu
optimalne koncentracije kurdlana su imale povelanu ekspresiju HLA-DR, CD86,
CD83, CD40 i CCR7 molekula u poredenju sa MoDC koje su kultivisane samo u
medijumu, ali je efekat kurdlana bio slabiji u poredenju sa efektom Poly (I:C).
Istovremena stimulacija MoDC optimalnim koncentracijama oba agonista dovela je

do povelanja ekspresije CCR7 molekula u poredenju sa MoDC diferenciranim u

prisustvu Poly (I:C).
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Rezultati

4.3.2. Alostimulatorni potencijal MoDC stimulisanih kurdlanom i njegovom

kombinacijom sa Poly (I:C)

Na Grafikonu 7 prikazana je proliferacija alogenih CD4" T limfocita u

kokulturi sa MoDC prethodno stimulisanih kurdlanom i njegovom kombinacijom sa

optimalnom koncentracijom Poly (I:C). MoDC direrencirane u prisustvu optimalne

koncentracije Poly (I:C) odnosno kurdlana su stimulisale proliferaciju alogenih CD4"
T limfocita pri niZim odnosima MoDC/CD4" T limfocita (1:40 i 1:80). MoDC

stimulisane sa oba agonista su inhibirale proliferaciju alogenih CD4" T limfocita pri

najviSem odnosu (1:10), dok su najveéi alostimulatorni potencijal imale pri
najnizem odnosu (1:80), u poredenju sa alostimulatornim potencijalom MoDC

stimulisanih samo sa Poly (I:C).
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1- Kontrola; 2-Poly (I:C); 3-Kurdlan: 4-Poly (I:C)+Kurdlan

Grafikon 7, Alostimulatorni kapacitet MoDC diferenciranih u prisustvu optimalnih

koncentracija Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije u kokulturi sa alogenim CD4' T
limfocitima

Na grafikonu je prikazan alostimulatorni potencijal MoDC diferenciranih u kontrolnom medijumu
(kontrolne MoDC) ili u prisustvu Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije. MoDC su kultivisane su u
opadajué¢im dvostrukim razblaZenjima (1x10%-0.125x10") sa alogenim CD4" T limfocitima (1x10°) u toku 5
dana u 200 pl kompletnog medijuma. U medijum za kultivaciju éelija 18h pre merenja proliferativnog
odgovora je dodat [H’] timidin. Proliferativan odgovor je izraZen kao broj otkucaja u minuti (engl.
counts per minute, cpm). Na grafiku su prikazani rezultati jednog reprezentativnog od 3est sli¢nih
eksperimenata kao srednja vrednost cpm triplikata kulture + SD.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u odnosu na kontrolne MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)
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Rezultati

4.3.3. Kombinovani efekat Poly (I:C) i kurdlana na produkciju citokina od strane
MoDC

Koncentracije IL-12, IL-23, IL-27, IL-6, TNF-a i IL-10 odredivane su ELISA
testovima u superantantima kultura MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C),
kurdlana i njihove kombinacije. Rezultati su predstavljeni na Grafikonu 8 kao
srednja vrednost koncentracija, izraZenih u ng/ml, iz Sest reprezentativna

eksperimenta sa razli¢itim donorima.
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Grafikon 8. Produkcija citokina od strane MoDC diferenciranih u prisustvu optimalnih
koncentracija Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije

Koncentracije IL-12, IL-23, IL-27, IL-6, TNF-a i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima
kultura MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije kao i u kontrolnom
medijumu tokom 2 dana. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest
eksperimenata sa razli¢itim donorima + SD.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05; an p<0.01; AAA p<0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

# p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa kurdlanom
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Rezultati

Kontrolne MoDC su produkovale niske nivoe IL-10 i IL-27, dok su nivoi IL-12,
IL-23, TNF-a i IL-6 bili gotovo nedetektabilni. Stimulacija MoDC optimalnom
koncentracijom Poly (I:C) dovela je do znadajnog povelanja produkcije IL-12, IL-27,
TNF-a i IL-6, umerenog povecanja produkcije IL-23 dok je nivo produkcije IL-10 bio
nepromenjen u poredenju sa kontrolnim MoDC. MoDC kultivisane u prisustvu
kurdlana produkovale su poveéane nivoe IL-23 i IL-27 i smanjen nivo IL-10 u
poredenju sa kontrolnim MoDC. Stimulacija MoDC sa kombinacijom TLR3 i dektin-1
agonista je dovela do sinergisti¢kog poveéanja produkcije IL-12, IL-23 i IL-10, dok su
nivoi IL-6 i IL-27 bili sniZeni u poredenju sa produkcijom citokina od strane MoDC

stimulisanih samo sa Poly (I:C).

4.3.4. Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i kurdlana na potencijal MoDC da

usmere efektorske funkcije CD4" T limfocita

U prvom delu ispitivanja efekta kombinovane primene Poly (1:C) i kurdlana
na potencijal MoDC da usmere efektorske funkcije CD4" T limfocita odredena je
produkcija citokina u supernatantima i intracitoplazmatska ekspresija citokina kod

CD4" T limfocita u kokulturama diferenciranih MoDC i alogenih CD4" T limfocita.

Rezultati produkcije citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4" T

limfocita i MoDC stimulisanih sa Poly (I:C) i kurdlanom prikazani su na Grafikonu

9A.
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Grafikon 9. Citokinski profil CD4 T limfocita stimulisanih sa MoDC koje su diferencirane
u prisustvu Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije

Nezrele MoDC (1x104), kultivisane 2 dana u prisustvu Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije, ili u

kontrolnom medijumu, su potom kultivisane sa alogenim cD4" T limfocitima (1x105) tokom 5 dana, u
200 ul kompletnog medijuma. A) Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml)
su dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracija IFN-y, IL-17, IL-2, IL-10 i IL-5 u supernatantima kokultura
merena je ELISA testovima i metodom za detekciju citokina pomocéu imunofluorescentnih kuglica i
protocne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest
eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD. B) Radi procene intracitoplazmatske ekspresije citokina
sakupljene su Celije iz CD4" T/MoDC kokultura, postavljenih na identi¢an natin kao za odredivanje nivoa
produkcije citokina u supernatantima, i inkubirane sa monenzinom tokom 6h. Celije su potom
inkubirane sa anti-IFN-y-FITC i anti-IL-17-PE i analizirane na proto¢nom citofluorometru. Rezultati
dvostruke imunofenotipske analize su predstavljeni histogramima. Procenti jednostruko i dvostruko
pozitivnih Celija su prikazani na histogramima (jedan reprezentativni eksperiment od tri sa sli¢nim
rezultatima).

1-kontrola; 2-Poly (I:C); 3-kurdlan; 4-Poly (I:C)+kurdlan

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

### p<0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim sa kurdlanom

MoDC kultivisane u prisustvu Poly (I:C) su stimulisale produkciju IFN-y i IL-

17 i smanjile produkciju IL-10 i IL-5 od strane alogenih CD4" T limfocita, u

poredenju sa kontrolnim MoDC. CD4" T Celije u kokulturi sa MoDC tretiranim

kurdlanom su produkovale visoke nivoe IFN-y, IL-17 i IL-2 i niske nivoe IL-5, u

poredenju sa nivoima u kokulturama sa kontrolnim MoDC. Stimulatorni efekat
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Rezultati

MoDC tretiranih kurdlanom na produkciju IL-17 od strane alogenih CD4" T ¢elija je
bio veéi u poredenju sa efektom MoDC tretiranih sa Poly (I:C), dok je obratno
zapaZeno u slu¢aju produkcije IFN-y. U kokulturi CD4" T éelija sa MoDC stimulisanih

optimalnim koncentracijama oba agonista u optimalnim koncentracijama

detektovani su poviSeni nivoi IFN-y i IL-10, trend povecanja produkcije IL-17, kao i
snizenje produkcije IL-2 od strane CD4 T Celija, u poredenju sa efektom

pojedina¢nih agonista.

Rezultati analize intracitoplazmatske ekspresije IFN-y i IL-17 kod CD4™ T

limfocita u kokulturama pretretiranih MoDC i alogenih CD4" T limfocita prikazani

su na Grafikonu 9B. MoDC stimulisane sa kombinacijom Poly (I:C) i kurdlana

stimulisale su ekspanziju i jednostruko i dvostruko IFN-y i IL-17 pozitivnih alogenih
CD4" T limfocita. Nasuprot tome, MoDC tretirane pojedinatnim agonistima su
stimulisale ekspanziju jednostruko pozitivnih efektorskih IFN-y" ili IL-17° T
limfocita.

Naredni cilj naSeg istraZivanja bilo je ispitivanje uticaja kombinovane
primene Poly (I:C) i kurdlana na produkciju citokina, procentualnu zastupljenost i
proliferaciju CD4 CD45RA" i CD4'CD45RO° T limfocita u kokulturi sa MoDC

diferenciranim u prisustvu agonista.

Produkcija IFN-y i IL-17, odredenih u supernatantima kokultura
pretretiranih MoDC i naivnih i memorijskih (CD4'CD45RA" i CD4'CD45R0") CD4" T

limfocita, se razlikovala (Grafikon 104).
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Grafikon 10. Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i kurdlana na potencijal MoDC da
uti¢u na produkciju citokina (A), procentualnu zastupljenost (B) i proliferaciju (C)

CD4 CD45RA” i CD4 CD45RO” T limfocita u kokulturi

Nezrele MoDC (1x10%), kultivisane 2 dana u prisustvu Poly (I:C), kurdlana i njihove kombinacije ili u
kontrolnom medijumu, su potom kultivisane sa sortiranim alogenim CD4 CD45RA" i CD4 CD45RO™ T

limfocitima (1x10°) tokom 5 dana, u 200 pl kompletnog medijuma. A) Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA)
(20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracije IFN-y i IL-17 u
supernatantima kokultura merene su ELISA testom i metodom za detekciju citokina pomocu
imunofluorescentnih kuglica. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest

eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD. B) Procenat CD4 CD45RA" i CD4'CD45RO" T limfocita u
kokulturama sa ukupnim CD4" T limfocitima je odreden pre i 5 dana nakon kokultivacije sa MoDC
diferenciranim u prisustvu agonista primenom anti-CD45RA-FITC i anti-CD45RO-PE monoklonskih

antitela. Celijska fluorescenca je analizirana na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost procenta pozitivnih Celija + SD iz tri eksperimenta. C) U cilju odredivanja stope

proliferacije naivnih i memorijskih CD4" T limfocita, purifikovani alogeni CD45RA” i CD4'CD45RO" T
limfociti (1x10°) su kokultivisani sa MoDC pretretiranim sa agonistima pri razli¢itim odnosima
MoDC/CD4" T limfocita (1:10 i 1:80) tokom 5 dana. U medijum za kultivaciju Celija 18h pre merenja

proliferativnog odgovora je dodat [H’] timidin. Proliferativan odgovor je izmeren kao broj otkucaja u
minuti (engl. counts per minute, cpm). Na grafiku su prikazani rezultati jednog reprezentativnog od tri
sli¢na eksperimenata kao indeks proliferacije + SD.

- pre kultivacije; 1-kontrola; 2-Poly (I:C); 3-kurdlan; 4-Poly (1:C)+kurdlan

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

# p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa kurdlanom
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Rezultati

MoDC tretirane sa Poly (I:C) su stimulisale produkciju IFN-y od strane
naivnih i memorijskih CD4" T limfocita, ali je odgovor naivnih CD4" T éelija bio jaéi.
Nasuprot tome, MoDC tretirane kurdlanom su stimulisale produkciju IFN-y samo od
strane memorijskih CD4" T limfocita. MoDC stimulisane sa Poly (I:C) podstakle su
produkciju IL-17 od strane memorijskih CD4" T limfocita. MoDC tretirane

kurdlanom su stimulisale produkciju IL-17 od strane obe podvrste CD4" T éelija, ali
je efekat na memorijske CD4™ T ¢elije bio izraZeniji. MoDC kultivisane u prisustvu
oba agonista su dovele do povelanja produkcije IFN-y od strane naivnih i
memorijskih CD4" T éelija i IL-17 od strane memorijskih CD4" T ¢elija. Uticaj MoDC
stimulisanih kombinacijom Poly (I:C) i kurdlana na efektorske fukcnije CD4" T
limfocita nije bio rezultat promene procentualne zastupljenosti CD4 CD45RA" i
CD4'CD45RO" T limfocita (Grafikon 10B) kao ni razlilite stope proliferacije ove dve

podvrste (Grafikon 10C) CD4" T limfocita.

4.4. Efekat kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-o na diferencijaciju

MoDC

Kombinacija Poly (I:C) i TNF-a je kori$éena za pripremu DC anti-tumorskih
vakcina jer dovodi do snazne indukcije Thl odgovora. Medutim, funkcionalne
karakteristike MoDC stimulisanih na ovaj nalin nisu detaljno ispitane niti
uporedene sa efektima pojedinacnih stimulatora. Stoga je jedan od ciljeva ovog
istraZivanja bio ispitivanje fenotipskih i funkcionalnih karakteristika MoDC

tretiranih kombinacijom Poly (I:C) i TNF-a.

4.4.1. Efekat kombinovane primene optimalne koncentracije Poly (I:C) i TNF-a na

fenotipska svojstva MoDC

Fenotipske karakteristike MoDC stimulisanih kombinacijom Poly (I:C) i TNF-

o analizirane su metodom proto¢ne citometrije, a rezultati su prikazani kao
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Rezultati

procenat pozitivnih Celija i srednja vrednost intenziteta fluorescence na Grafikonu

11.
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Grafikon 11. Fenotipske karakteristike MoDC stimulisanih optimalnom koncentracijom
Poly (I:C), TNF-a i njihovom kombinacijom

MoDC su dobijene iz humanih monocita nakon $estodnevne kultivacije u prisustvu GM-CSF (100 ng/ml) i
IL-4 (20 ng/ml) i stimulacije optimalnom koncentracijom Poly (I:C), TNF-a i njihovom kombinacijom
tokom 48h. Neadherentne éelije su skupljene i obeleZene antitelima specifi¢nim za klju¢ne markere DC
(anti-HLA-DR-PE, anti-CD86-PE, anti-CD80-FITC, anti-CD83-FITC, anti-CD40-FITC, anti-CD54-PE i anti-
CCR7-FITC), a potom analizirane na protoénom citofluorometru. Rezultati iz jednog reprezentativnog
eksperimenta od $est sa sli¢nim rezultatima su predstavljeni kao procenat pozitivnih éelija (% + SD) i kao
srednja vrednost intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, mfi + SD).

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)
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Rezultati

Stimulacija MoDC sa Poly (1:C) dovela do poveéanja ekspresije HLA-DR, CD80,
CD86, CD83, CD40 i CD54. Fenotipskom analizom MoDC tretiranih sa TNF-a
utvrdeno je da je stimulacija MoDC samo sa ovim citokinom dovela do umerenog
povelanja ekspresije CD83 i CD86, dok je TNF-o u prisustvu Poly (I:C) doveo do
dodatnog povecanja ekspresije CD80, CD86 i CD54.

4.4.2. Alostimulatorni potencijal MoDC stimulisanih kombinacijom optimalne

koncentracije Poly (1:C) i TNF-a

Proliferativni odgovor alogenih CD4" T limfocita u me$anoj kulturi leukocita

sa MoDC stimulisanih kombinacijom Poly (I:C) i TNF-a prikazan je na Grafikonu 12.
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0 : : .
1:10 1:20 1:40 1:80
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[l Kontrola [] Poly(I:C [ TNF-u B Poly (I:C)+TNF-u

Grafikon 12. Alostimulatorni kapacitet MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), TNF-u
1 njihove kombinacije u kokulturi sa alogenim CD4" T limfocitima

Na grafikonu je prikazan alostimulatorni potencijal MoDC diferenciranih u kontrolnom medijumu
(kontrolne MoDC) ili u prisustvu Poly (I:C), TNF-o. i njihove kombinacije. MoDC su kultivisane su u
opadajué¢im dvostrukim razblaZenjima (1x10%-0.125x10") sa alogenim cD4" T limfocitima (1x10°) u toku 5
dana u 200 pl kompletnog medijuma. U medijum za kultivaciju éelija 18h pre merenja proliferativnog
odgovora je dodat [H’] timidin. Proliferativan odgovor je izraZen kao broj otkucaja u minuti (engl.
counts per minute, cpm).

Na grafiku su prikazani rezultati jednog reprezentativnog od Sest sli¢nih eksperimenata kao srednja
vrednost cpm triplikata kulture + SD.

* p<0.05; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)
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Rezultati

MoDC kultivisane u prisustvu Poly (I:C) su stimulisale proliferaciju alogenih
CD4" T limfocita. Sa druge strane, MoDC koje su kultivisane u prisustvu TNF-o su
imale slab alostimulatorni potencijal. MoDC tretirane kombinacijom Poly (I:C) i

TNF-a su inhibirale proliferaciju alogenih CD4" T limfocita, pogotovo pri vi$im

odnosima (1:10, 1:20 i 1:40) MoDC i CD4" T limfocita, u poredenju sa efektom Poly

(1:C).

4.4.3. Produkcija citokina od strane MoDC stimulisanih kombinacijom optimalne

koncentracije Poly (I:C) i TNF-a

Produkcija IL-12, IL-23 i IL-10 u kulturama MoDC stimulisanih
kombinacijom optimalne koncentracije Poly (1:C) i TNF-a prikazana je na Grafikonu
13A. Stimulacija MoDC sa Poly (I:C) pospesila je produkciju IL-12, IL-23 i IL-10.
Tretman MoDC sa TNF-a je stimulisao produkciju IL-23 i IL-10. Kombinovani efekat
Poly (I:C) i TNF-a na produkciju citokina od strane MoDC se nije znalajnije
razlikovao od efekta samog Poly (I:C) sem u pogledu produkcije IL-12 koja je bila

smanjena.

Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-o. na sposobnost MoDC da

usmere imunski odgovor procenjen je na osnovu produkcije citokina IFN-y, IL-5, IL-
10 i IL-17 u kokulturama alogenih CD4" T limfocita i MoDC. Rezultati su

predstavljeni na Grafikonu 13B kao srednje vrednosti koncentracija, izraZzenih u

ng/ml. MoDC stimulisane sa TNF-a stimulisale su poveéanje produkcije IFN-y i IL-17
i smanjenje produkcije IL-10 od strane CD4 T Celija u alogenoj kulturi. Efekat

kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-o. na Th polarizujuéi potencija MoDC se
ogledao u smanjenju produkcije svih ispitivanih citokina, pri ¢emu je inhibitorni

uticaj bio najizraZeniji u pogledu produkcije IFN-y.
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Rezultati

A
pg/ml I1.-12 pg/ml I]__J—l[l pg/ml 11.-23
4000 - Z 500 - * = 1000 - = I,
= 'Y & : = *
3000 - = 4001 500 - :
> 300 - . 600 -
2000 - 200 * 00 -
1000 - 100 - 200 -
0 - 0 - 0 -
B
IFN- IL-17 I1.-5
pgmi TN pg/ml pgml
40000 - : . 2000 - Do 150 - x
30000 - = 1500 - 100
20000 - 1000 -
30 -
10000 - 500 -
0 0 - 0 -
pg/ml [] Kontrola
1500 - [] Poly(I1:C)
B TNF-u
1000 - * B Poly(I:C)*TNF-uv
300 -
D 4

Grafikon 13. Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-a na produkciju citokina i Th
polarizujudi kapacitet MoDC

MoDC su dobijene iz humanih monocita nakon $estodnevne kultivacije u prisustvu GM-CSF (100 ng/ml) i
IL-4 (20 ng/ml) i stimulacije sa optimalnom koncentracijom Poly (I:C), TNF-a i njihovom kombinacijom
tokom 48h. A)Koncentracije IL-12, IL-23 i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima kultura
MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), TNF-a i njihove kombinacije, kao i u kontrolnom medijumu
tokom 2 dana. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa
razli¢itim donorima *SD. B)Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su
dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracije IFN-y, IL-5, IL-10 i IL-17 u supernatantima kokultura merene
su ELISA testovima i metodom za detekciju citokina pomoéu imunofluorescentnih kuglica. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

A p<0.05 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)
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Rezultati

4.4.4. Dozno- i vremenski- zavisan efekat kombinacije Poly (I:C) i TNF-a na

produkciju citokina od strane MoDC

Slededi cilj istrazivanja bilo je ispitivanje dozno- i vremenski-zavisnog efekta
Poly (I:C) primenjenog u tri koncentracije (5 pg/ml, 25 pg/ml i 50 pg/ml), TNF-o i
njihove kombinacije na produkciju citokina od strane MoDC. Rezultati su prikazani

na Grafikonu 14.
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Rezultati
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Grafikon 14, Produkcija citokina od strane MoDC diferenciranih u prisustvu razlicitih

koncentracija Poly (I:C), TNF-a i njihovih kombinacija

Koncentracije IL-12, IL-23 i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima kultura MoDC
diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), TNF-a i njihovih kombinacija, kao i u kontrolnom medijumu tokom
2 dana. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim
donorima +SD.
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Rezultati

Poly (I:C) je ispoljio dozno-zavisni efekat na produkciju IL-12 posle
stimulacije MoDC u toku 24h. Nakon prolongirane stimulacije MoDC sa Poly (I:C) u
trajanju od 48h doslo je do smanjenja produkcije IL-12 i dozno-zavisni efekat vise
nije bio toliko izra¥en. Dodatak TNF-a tokom kultivacije MoDC stimulisanih sa Poly
(I:C) je ispoljio inhibitorni efekat na produkciju IL-12, pogotovo kada su MoDC

stimulisane vi$§im koncentracijama Poly (I:C) (25 pg/ml i 50 pg/ml).

Poly (I:C) je takode stimulisao poveéanje produkcije IL-23 od strane MoDC.
Ovaj efekat je bio izraZeniji nakon 24h stimulacije MoDC sa Poly (I:C), a maksimum
stimulacije je postignut u prisustvu koncentracije 25 pg/ml. Stimulacija MoDC
kombinacijom Poly (I:C) i TNF-a je dovela do smanjenja produkcije IL-23 nakon 24h
i 48h kultivacije sa tim da je efekat bio izraZeniji ukoliko su primenjene vise

koncentracije Poly (I:C).

Kultivacija MoDC u prisustvu Poly (I:C) i TNF-a je dovela do poveéanja
produkcije IL-10 bez znalajne razlike nakon 24h i 48h kultivacije. Vise
koncentracije Poly (I:C) (25 pg/ml i 50 ug/ml) su se pokazale kao snaZniji
stimulatori produkcije IL-10 od strane MoDC.

4.4.5. Dozno- i vremenski- zavisan efekat kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-a

na Th polarizacionu aktivnost MoDC

Dozno- i vremenski- zavisan efekat kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-a

na sposobnost MoDC da usmere imunski odgovor procenjen je na osnovu nivoa
citokina IFN-y, IL-17 i IL-10 u supernatantima kultura alogenih CD4" T limfocita i

MoDC postupkom koji je detaljno opisan u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su
prikazani na Grafikonu 15 kao srednje vrednosti koncentracija, izraZzenih u pg/ml,

iz Sest reprezentnativnih eksperimenta.
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Rezultati
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Grafikon 15. Citokinski profil CD4" T limfocita stimulisanih sa MoDC diferenciranim u
prisustvu razlicitih koncentracija Poly (I:C), TNF-u i njihovih kombinacija

Nezrele MoDC (1x10%) su kultivisane 24h u kontrolnom medijumu ili u prisustvu Poly (I:C), TNF-o ili
njihovih kombinacija tokom narednih 24h ili 48h. Nakon 2 dana kultivacije MoDC tretirane na opisan

nacin su potom kultivisane sa sortiranim alogenim cD4" T limfocitima (1x10°) tokom 5 dana, u 200 ul
kompletnog medijuma. Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su dodati
8h pre isteka kulture. Koncentracija citokina merena je ELISA testovima i metodom za detekciju citokina
pomocu imunofluorescentnih kuglica i proto¢ne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD.

* p<0.05 ; *** p<0.005 u odnosu na odgovarajuce kontrole
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Rezultati

MoDC koje su stimulisane niZim koncentracijama Poly (I:C) (5 pg/ml i 25
ng/ml) tokom 24h su snaZnije stimulisale produkciju IFN-y od strane alogenih CD4"

T limfocita u poredenju sa najviSom koncentracijom Poly (I1:C) (50 pg/ml). Ove
razlike nisu uoéene nakon stimulacije MoDC sa Poly (I:C) tokom 48h. Kada su MoDC
stimulisane sa TNF-o i Poly (I:C) tokom 24h uoleno je znalajno smanjenje
produkcije IFN-y u kokulturama sa 25 pg/ml i 50 pg/ml Poly (1:C). U kokulturama u
kojima su MoDC stimulisane u prisustvu oba agonista tokom 48h nisu uolene
statisti¢ki znalajne razlike u pogledu produkcije IFN-y kod svih primenjenih

koncentracija Poly (I:C).

MoDC kultivisane u prisustvu TNF-a tokom 24h su bile bolji stimulatori
produkcije IL-17 u kokulturi, u poredenju sa MoDC tretiranim svim ispitivanim
koncentracijama Poly (I:C). MoDC stimulisane najviSom koncentracijom Poly (I:C) u

kombinaciji sa TNF-o tokom 24h su dovele do gotovo kompletnog sniZenja

produkcije IL-17 od strane alogenih CD4" T limfocita.

Produkcija IL-10 u kokulturama je pratila isti trend kao i produkcija IFN-y,
ukljuéujuéi i uticaj MoDC stimulisanih najviSom koncentracijom Poly (1:C) (50
ug/ml) u kombinaciji sa TNF-o tokom 24h na smanjenje produkcije IL-10. Sa druge
strane, MoDC tretirane svim ispitivanim koncentracijama Poly (I:C) i TNF-a i

njihovim kombinacijama tokom 48h nisu ispoljile ovakav efekat na nivo

produkovanog IL-10 od strane alogenih CD4" T limfocita.

4.4.6. Efekat povezivanja CD40 molekula na produkciju citokina i Th polarizacionu

aktivnost MoDC pretretiranih kombinacijom Poly (I:C) i TNF-a

Sledeéi korak u nasem istraZivanju je bio ispitivanje modulacije funkcije
MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (1:C), TNF-a i njihovih kombinacija tokom
interakcije sa T limfocitima posredovanoj CD40 molekulom. MoDC kultivisane u
prisustvu Poly (I:C), TNF-o i njihovih kombinacija tokom 24h su stimulisane
solubilnim CD40L tokom naredna 24h, postupkom koji je detaljno opisan u

poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani na Grafikonu 16.
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Rezultati
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Grafikon 16, Uticaj povezivanja CD40 molekula na produkciju citokina od strane MoDC
diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), TNF-a. i njihovih kombinacija

Koncentracije IL-12, IL-23 i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima kultura MoDC
diferenciranih u prisustvu Poly (I:C), TNF-a, njihovih kombinacija i sCD40L, kao i u kontrolnom
medijumu postupkom koji je detaljno opisan u poglavlju Materijali i metode. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima + SD.

* p<0.05; *** p<0,005 u odnosu na odgovarajuce kontrole
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Rezultati

Uticaj interakcije CD40:CD40L na produkciju citokina od strane MoDC
pretretiranih sa Poly (I:C), TNF-a i njihovom kombinacijom je bio najizrazeniji u
slu¢aju produkcije IL-12. Naime, nivoi IL-12 su bili poviSeni u kulturama MoDC

tretiranih sa sve tri primenjene koncentracije Poly (I:C) i samo sa TNF-a. Medutim,
do poveéanja produkcije IFN-y je do$lo samo u kokulturama alogenih CD4" T

limfocita i MoDC stimulisanih optimalnom koncentracijom Poly (1:C) (25 ug/ml)
(Grafikon 17). Kombinacija TNF-a i najviSe koncentracije Poly (I:C) je dovela do

znafajnog smanjenja produkcije IL-12 §to se odrazilo na smanjenje produkcije IFN-y
od strane alogenih CD4" T limfocita kokultivisanih sa MoDC tretiranim ovom

kombinacijom.

Povezivanje CD40 molekula na MoDC dovelo je do poveéanja produkcije IL-23
u kulturama nezrelih kao i MoDC stimulisanih suboptimalnom koncentracijom Poly
(I:C) (5ug/ml). stimulacija MoDC samo sa optimalnom koncentracijom Poly (I:C) i

samo sa TNF-a nije dovela do promene u produkciji IL-23, ali je u kokulturi ovih
éelija sa CD4" T limfocitima do$lo do poveéanja produkcije IL-17. Interakcija CD40 i
CD40L je pospeSila produkciju IL-23 od strane MoDC diferenciranih u prisustvu
najnizZe ispitivane koncentracije Poly (I:C) i TNF-a $to je bilo prateno povelanjem
produkcije IL-17 u kokulturi sa CD4" T limfocitima. Povezivanje CD40 molekula na

MoDC pretretiranim najviSom ispitivanom koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a je

dovelo do smanjenja produkcije IL-23 $to se odrazilo na znadajno smanjenje
produkcije IL-17 u kokulturi MoDC stimulisanih na ovaj nacin i alogenih CD4" T

limfocita.

Povezivanje CD40 molekula na MoDC nije dovelo do znafajne promene u
pogledu produkcije IL-10 sa izuzetkom MoDC pretretiranih najviSom ispitivanom
koncentracijom Poly (I:C) i TNF-o. Naime, u ovim kulturama je detektovano

znacajno povecanje nivoa IL-10. Ovaj efekat se ispoljio i u kokulturi ovih ¢éelija sa
alogenim CD4" T limfocitima. Poveéanje produkcije IL-10 je uoteno i u alogenoj

kulturi MoDC stimulisanih srednjom ispitivanom koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a.
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Grafikon 17, Citokinski profil u kokulturi CD4" T limfocita i MoDC diferenciranih u
prisustvu Poly (I:C), TNF-a, njihovih kombinacija i sSCD40L

Nezrele MoDC (1x10%) su kultivisane 24h u kontrolnom medijumu ili u prisustvu Poly (I:C), TNF-a ili
njihove kombinacije i tokom naredna 24h u prisustvu solubilnog CD40L. Nakon 2 dana kultivacije MoDC

tretirane na opisan nacin su potom kultivisane sa sortiranim alogenim CD4" T limfocitima (1x10°) tokom
5 dana, u 200 pl kompletnog medijuma. Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500
ng/ml) su dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracija citokina merena je ELISA testovima i metodom za
detekciju citokina pomoc¢u imunofluorescentnih kuglica i protocne citofluorimetrije. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima +SD.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005 u odnosu na odgovarajuée kontrole
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Rezultati

4,5. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na funkcionalne
karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)

Ispitivanje modulacije funkcije MoDC tokom interakcije sa T limfocitima
posredovanoj CD40 molekulom i IFN-vy je bio slede(i cilj naSeg istrazivanja. Nezrele
MoDC i MoDC koje su stimulisane optimalnom koncentracijom Poly (I:C) tokom 24h
su kultivisane naredna 24h u prisustvu J558 Celija transfektovanim sa CD40L,

odnosno u prisustvu IFN-y.

4.5.1, Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na produkciju citokina od strane
MoDC stimulisanih sa Poly (I:C)

U supernatantima kultura MoDC diferenciranih u prisustvu optimalne
koncentracije Poly (I:C) ili u medijumu, sa ili bez J558 Celija odnosno IFN-y, su
odredeni nivoi IL-10, IL-12 i IL-23. Rezultati prikazani na Grafikonu 18 pokazuju da
su nezrele MoDC produkovale veoma niske nivoe sva tri ispitivana citokina. MoDC
diferencirane u prissustvu Poly (I:C) su u poredenju sa nezrelim MoDC produkovale
povelane nivoe IL-10 i IL-12, dok je nivo IL-23 bio nepromenjen. Povezivanje CD40
molekula na nezrelim MoDC je bilo praéeno poveéanjem produkcije IL-12 i IL-23.
Nasuprot tome, aktivacija CD40 molekula na MoDC pretretiranim sa Poly (I:C) je
dovela do dvostrukog povelanja produkcije IL-12, dvadesetostrukog povelanja
produkcije IL-23 i trostrukog poveéanja produkcije IL-10. Kultivacija nezrelih MoDC
u prisustvu IFN-y je stimulisala produkciju IFN-y na isti nacin kao i tretman MoDC
sa Poly (I:C), a nivoi IL-23 i IL-10 su ostali nepromenjeni. Dodatak IFN-y kulturama
MoDC pretretiranih sa Poly (I:C) je doveo do smanjenja produkcije IL-12 i

sedmostrukog povecanja produkcije IL-10.
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IL-12 IL-23 I1.-10
ngml N ngml ng/ml
30 - A 5 25
A A A
A A
2.5 J: 4 I
4 - l 2.0 J:
2.0 A
3 - 1.5
1.5
2 1.0 - A
1.0 I3 I
+* +* 1
H A il z
05| & U B 05 1
i *
0.0 T —L| n 1 T g i i
1 13 113 12 3 1 3 12 3 1223
[] Kontrolne MoDC = MoDC stimulisane sa
Polv (1:C)

Grafikon 18. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na produkciju citokina od strane
MoDC diferenciranih bez i u prisustvu Poly (I:C)

Koncentracije IL-12, IL-23 i IL-10 odredivane su ELISA testovima u superantantima kultura MoDC
diferenciranih u prisustvu optimalne koncentracije Poly (I:C) ili u medijumu, sa ili bez J558 Celija
odnosno IFN-y (5 ng/ml), kao i u kontrolnom medijumu tokom 2 dana. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima * SD.

1-kontrola; 2-CD40L; 3- IFN-y

* p<0.05; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

ARA p<0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

4.5.2. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na alostimulatornu aktivnost MoDC

diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)

Proliferativan odgovor alogenih CD4" T limfocita u kokulturama sa MoDC

diferenciranih u prisustvu optimalne koncentracije Poly (I:C) ili u medijumu, sa ili

bez J558 Celija odnosno IFN-y prikazan je na Grafikonu 19.
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Grafikon 19. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na alostimulatorni kapacitet
MoDC diferenciranih bez i u prisustvu Poly (I:C)

Na grafikonu je prikazan alostimulatorni potencijal MoDC diferenciranih u medijumu (kontrolne MoDC)
ili u prisustvu Poly (I:C), sa ili bez J558 éelija odnosno IFN-y. MoDC su kultivisane su u opadajuéim

dvostrukim razblaZenjima (1x104-0.125x104) sa alogenim cD4" T limfocitima (1x105) u toku 5 dana u 200
ul kompletnog medijuma. U medijum za kultivaciju éelija 18h pre merenja proliferativnog odgovora je
dodat [H’] timidin. Proliferativan odgovor je izraZen kao broj otkucaja u minuti (engl. counts per
minute, cpm). Na grafiku su prikazani rezultati jednog reprezentativnog od Sest sli¢nih eksperimenata
kao srednja vrednost cpm triplikata kulture + SD.

a-1:10; b-1:20; c-1:40; d-1:80

* p<0.05; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

Ap<0.05; ARA p<0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

Nezrele MoDC su pokazale umereni potencijal za stimulaciju proliferacije

alogenih CD4" T limfocita koji je progresivno opadao sa poveanjem odnosa
MoDC/CD4" T limfocita. MoDC diferencirane u prisustvu Poly (I:C) su imale najvi$u

alostimulatornu aktivnost pri najveem odnosu MoDC/CD4" T limfocita.

Povezivanje CD40 molekula na nezrelim MoDC ili tretman MoDC sa IFN-y je doveo
do znacajnog povelanja njihovog alostimulatornog potencijala. Aktivacija CD40

molekula na MoDC kultivisanih u prisustvu Poly (I:C) odnosno dodatak IFN-y ovim

kulturama su doveli do dodatnog poveéanja proliferacije alogenih CD4" T limfocita.
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4.5.3. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na Th polarizacionu aktivnost MoDC

diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)

Efekti povezivanja CD40 molekula i IFN-y na Th polarizacionu
aktivnost kontrolnih i MoDC tretiranih optimalnom koncentracijom Poly (I:C)

prikazani su na Grafikonu 20.
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Grafikon 20. Uticaj IFN-y i povezivanja CD40 molekula na Th polarizacionu aktivnost
MoDC diferenciranih bez i u prisustvu Poly (I:C)

Nezrele MoDC (1x10%), kultivisane 2 dana u prisustvu Poly (I:C) ili u medijumu, sa ili bez J558 Celija

odnosno IFN-y, su potom kultivisane sa CD4" sortiranim alogenim T limfocitima (1x10°) tokom 5 dana, u

200 pl kompletnog medijuma. Forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) su
dodati 8h pre isteka kulture. Koncentracija citokina merena je ELISA testovima i metodom za detekciju
citokina pomoc¢u imunofluorescentnih kuglica i proto¢ne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost koncentracija iz Sest eksperimenata sa razli¢itim donorima +SD.

*p<0.05; *** p<0.005 u poredenju sa kontrolnim MoDC

ARA p<0.005 u poredenju sa MoDC tretiranim sa Poly (I:C)

Stimulacija MoDC optimalnom koncentracijom Poly (I:C) je dovela do
povelanja produkcije IFN-y i smanjenja produkcije IL-5, dok su nivoi IL-17 i IL-10
ostali nepromenjeni. Aktivacija CD40 molekula na nezrelim MoDC je ispoljila sli¢an
efekat kao tretman sa Poly (I:C), sa tim da nije doS$lo do promene nivoa IL-5.

Nasuprot tome, aktivacija CD40 molekula na MoDC koje su pretretirane sa Poly (I:C)
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dovela je do povelanja produkcije IL-17 kao i sniZenja nivoa IFN-y i IL-10. Prisustvo
IFN-y u kulturama nezrelih MoDC je dovelo do smanjenja produkcije IL-17 i IL-5 i
nije uticalo na produkciju IFN-y od strane ovih ¢elija. Dodatna stimulacija sa IFN-y
MoDC pretretiranih sa Poly (I:C) je dovela do znacajnog poveéanja produkcije IL-10

i smanjenja nivoa IFN-y dok su nivoi IL-17 i IL-5 ostali nepromenjeni.
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Zahvaljujuéi svojoj jedinstvenoj ulozi u stimulaciji specificnog imuniteta,
ukljuéujuéi i razvoj anti-tumorskog imunskog odgovora, DC predstavljaju jedno od
najznacajnijih savremenih oruda u imunoterapiji tumora. Uprkos tome $to je
sproveden veliki broj studija u kojima je opisano kori$éenje DC za terapiju razli¢itih
vrsta malignih tumora jo§ uvek nisu standardizovani protokoli za pripremu DC za
klini¢ku upotrebu. Za poboljdanje protokola imunoterapije tumora primenom DC
neophodna su dalja temeljna proulavanja imunobiologije DC, postupaka za

produkciju ovih éelija, kao i protokola za njihovu stimulaciju.

Kako je procenat DC u perifernoj krvi veoma mali (oko 0,5% od ukupnih
mononuklearnih éelija) usavr$avanjem postupaka za izolaciju DC i njihovo
nastajanje u 7in vitro uslovima od prekursora razvijeni su razliiti nacini pripreme
ovih éelija. Najpogodniji metod u pogledu jednostavnosti i velikog prinosa DC u
humanom sistemu je dobijanje DC monocitnog porekla kultivacijom adherentne
frakcije mononuklearnih Celija iz buffy coat-a u prisustvu GM-CSF i IL-4 (Sallusto i
Lanzavecchia, 1994). Ovaj metod predstavlja pogodan model za ispitivanje uticaja
razli¢itih faktora na diferencijaciju i maturaciju DC u in vivo uslovima (Zou i Tam,
2002). Stoga smo ovaj metod koristili u na$im istraZivanjima. U prethodnoj studiji
nase istrazivacke grupe (Colic i sar., 2003) kao i u brojnim publikacijama (Verdijk i
sar., 1999; Lapointe i sar., 2000; Rouas i sar., 2004; Roses i sar., 2008) je pokazano da

su MoDC dobijene na ovaj nadin nezrele, sa umerenim potencijalom da stimuli$u
proliferaciju alogenih CD4" T limfocita u me$anoj lekocitnoj kulturi i polarizuju

imunski odgovor ka Th1l i Th17 pravcu. Ove karakteristike in vitro dobijenih
nezrelih MoDC su u skladu sa saznanjima da nezrele MoDC imaju slab potencijal da
stimuliSu imunski odgovor $to ogranicava njihovu primenu u klinickim

ispitivanjima, pogotovo kao anti-tumorskih vakcina (Mcllroy i Gregoire, 2003) .

Bioloski potencijal DC za in vivo stimulaciju anti-tumorskog imunskog
odgovora jo$ uvek nije maksimalno iskoriséen. Zbog toga je znacajan cilj
imunoterapije tumora poboljSanje protokola za stimulaciju DC u cilju stvaranja
dovoljnog broja imunogenih DC stabilnih fenotipskih karakteristika koje produkuju
visok nivo IL-12, klju¢nog citokina za stimulaciju efikasnog Th1l odgovora i

nastanak citotoksi¢nih T limfocita koji su od presudnog znalaja za efikasnu
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imunoterapiju tumora (Ikeda i sar., 2002; DeVries i sar., 2003). DC se odlikuju
izuzetnom funkcionalnom plasticnoséu koja zavisi od velikog broja faktora
ukljuCujuéi vrstu patogena sa kojima se srefu, receptora za prepoznavanje
molekulskih obrazaca patogena koji se aktiviraju, subpopulaciju DC, mikrosredinu
u kojoj se DC nalaze, ka i povratne signale poreklom od T éelija (Banchereau i sar.,
2000). U tom kontekstu, sposobnost DC da primaju signale sa razli¢itih receptora
koje potom integriSu i realizuju kroz jedinstveni odgovor se sve viSe koristi za
generisanje zrelih DC kombinovanom primenom razli¢itih agonista PRR i citokina,
§to je i bio predmet ovog istrazivanja. U ovom radu su ispitivane fenotipske i
funkcionalne karakteristike humanih DC monocitnog porekla stimulisanih sa
agonistima endozomnih TLR i to preteZzno TLR3. Pored detaljnog proucavanja
modulatornog svojstva TLR3 agoniste, ispitivani su i modulatorni efekti
kombinacije TLR3 i TLR7 agonista, kombinacija agonista TLR3 i dektin-1 receptora
kao i kombinacija TLR3 agoniste, liganda za CD40 molekula i citokina (TNF-a i IFN-

7).

5.1. Uticaj Poly (I:C) na diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

Prvi korak u ovom istraZivanju bilo je detaljno ispitivanje modulatornog
efekta Poly (I:C) na fenotipska i i funkcionalna svojsta MoDC. Poly (I:C) je sintetski
analog dvolancane RNK koji se vezuje za TLR3, PRR koji je znacajno ispoljen na
nezrelim MoDC (Muzio i sar., 2000). Ovaj TLR3 agonist opona$a molekulski obrazac
patogena i po vezivanju za receptor signalizira prisustvo infektivnog agensa $to je
praéeno aktivacijom DC i pokretanjem mehanizama za zastitu od virusne infekcije

(Cellai sar., 1999b).

Poznato je da Poly (I:C) dovodi do fenotipskog sazrevanja MoDC koje se
ogleda u poveéanju ekspresije HLA-DR molekula, kostimulatornih (CD80, CD86 i
CD40) i adhezivnih molekula (CD54) kao i markera maturacije (CD83) (Cella i sar.,
1999b; Rouas i sar., 2004), $to smo pokazali i u naSem istraZivanju. Navedeni
molekuli koji se poveéano eksprimiraju uéestvuju u formiranju imunoloske sinapse
izmedu DC i T limfocita preko koje se integriu svi signali i obezbeduje adekvatan

imunski odgovor posredovan efektorskim T limfocitima (Grakoui i sar., 1999; Dustin
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i sar., 2006). HLA-DR molekul zajedno sa kostimulatornim i adhezivnim molekulima

ulestvuje u prezentaciji antigena, prenosu aktivacionih signala i stabilizaciji
interakcije DC i CD4" T limfocita (Dubey i sar., 1995; Vremec i Shortman, 1997;
Banchereau i Steinman, 1998; Banchereau i sar., 2000; Lipscomb i Masten, 2002).
HLA-DR prezentuju antigene CD4 T limfocitima, obezbedujuéi antigensku

specificnost Celijskog imunskog odgovora i prenose signal 1 za aktivaciju T
limfocita. Za aktivaciju T limfocita neophodan je i kostimulatorni signal, signal 2,
koga obezbeduju CD80 i CD86. Stepen ekspresije CD80 i CD86 zavisi od stadijuma
zrelosti DC i poveéava se stepenom njihove zrelosti (Lutz i Schuler, 2002). Vezivanje
CD80 i CD86 za odgovarajule receptore na T limfocitima, CD28 ili CTLA-4 (CD152), je
od klju¢nog znacaja za aktivaciju ili regulaciju T Celijskog imunskog odgovora, ali
ostvaruje i povratne efekte na DC (Logue i Sha, 2004; Bhatia i sar., 2006). CD40 se
konstitutivno eksprimira na povrsini DC, ali se njegova ekspresija veoma poveéava
po aktivaciji ¢elija (Steinman i Hemmi, 2006). CD54 doprinosi povezivanju DC i T
limfocita i obezbeduje stabilan kontakt izmedu T-Celijskog receptora i MHC-peptid
kompleksa (Hart i Prickett, 1993). Takode, u ovom istraZivanju smo pokazali da Poly
(1:C) dovodi do poveéanja ekspresije CCR7 na MoDC, $to je jo§ jedna odlika zrelih DC
prethodno pokazana od strane Sallusto i saradnika (Sallusto i sar., 1998). Specifi¢ni
ligandi CCR7 molekula, CCL19 i CCL21, eksprimirani su od strane endotelnih Celija
limfnih venula, u postkapilarnim venulama sa visokim endotelom u limfnim
¢vorovima i T Celijskim zonama limfoidnih organa (Gunn i sar., 1998; Willimann i
sar., 1998; Luther i sar., 2000). Dakle, CCL19 i CCL21 usmeravaju migraciju zrelih DC
koje ispoljavaju CCR7 ka perifernim limfoidnim organima u kojima dolazi do
njihove interakcije sa antigen specifi¢nim, naivnim ili memorijskim T lifocitima

(Sozzani, 2005; Alvarez i sar., 2008; Lukacs-Kornek i sar., 2008; Forster i sar., 2008).
U cilju daljeg proulavanja uticaja Poly (I:C) na diferencijaciju MoDC

ispitivana je njihova sposobnost da stimuli$u proliferaciju alogenih CD4" T limfocita

u MLR. Aloreaktivnost se zasniva na prepoznavanju alogenih epitopa peptid-MHC
kompleksa na povrsini DC od strane T-éelijskog receptora T limfocita genetski
razliditih jedinki iste vrste. Usled velike polimorfnosti MHC gena aloreaktivnost

predstavlja jednu od najjacih imunskih reakcija. Stoga se alogena MLR koristi za
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ispitivanje stimulatornog potencijala DC (Jeras i sar., 2005). Tokom MLR, DC i CD4' T

limfociti stupaju u medusobne interakcije posredovane membranskim i solubilnim
molekulima, $to rezultuje odgovarajuéim proliferativnim odgovorom T limfocita. T
limfociti integri$u signale koji im omogucéavaju aktivaciju sa T-¢elijskog receptora,
kostimulatornih molekula i citokinskih receptora. U zavisnosti od ja¢ine ukupnog
signala, koji zavisi od broja DC, koncentracije antigena, aviditeta T-éelijskog
receptora za odgovarajuéi peptid-MHC kompleks i trajanja interakcije DC i T
limfocita, T limfociti sukcesivno prolaze kroz procese proliferacije, diferencijacije i
¢elijske smrti. Slab signal dovodi do proliferacije naivnih T limfocita koji se ne
diferenciraju u efektorske Celije, dok previSe jak signal dovodi do aktivacijom
indukovane Celijske smrti (Langenkamp i sar., 2002; Sallusto i Lanzavecchia, 2002).

Na$i rezultati ukazuju na to da kontrolne, netretirane, MoDC imaju umeren
potencijal za stimulaciju proliferacije alogenih CD4" T limfocita. Stimulacija MoDC
sa Poly (I:C) je dovela do poveéanja alostimulatornog kapaciteta MoDC i to pri niZim
odnosima MoDC i alogenih CD4" T limfocita (1:40 i 1:80). Pri ostalim odnosima nije

doslo do statisticki znacajne promene alostimulatornog kapaciteta. Poveclani
alostimulatorni potencijal MoDC stimulisanih sa Poly (I:C) je odraz opisanih

fenotipskih karakteristika MoDC.

Rezultati dosada$njih istra¥ivanja su pokazali da MoDC kultivisane u
prisustvu Poly (I:C) produkuju poviSen nivo IL-12 i tako usmeravaju imunski
odgovor u Th1 pravcu, kako in vitro (Verdijk i sar., 1999) tako i in vivo (Rouas i sar.,

2004). Sa druge strane, produkuju nizak nivo IL-10, anti-inflamatornog citokina koji
usmerava efektorske funkcije CD4" T limfocita ka Th2 (Taga i Tosato, 1992) i

imunoregulatornom profilu (Smits i sar., 2005). Rezultati naSeg istraZivanja su
saglasni sa prethodno publikovanim i dodatno je pokazano da MoDC stimulisane u
prisustvu Poly (I:C) produkuju visoke nivoe IL-23 i IL-27, ¢lanova IL-12 familije, kao
i proinflamatornih citokina, TNF-o i IL-6. Pored izrazite strukturne homologije
¢lanova IL-12 familije, svaki od ovih citokina ima sebi svojstvene funkcionalne
karakteristike (Hunter, 2005). StimuliSuéi produkciju IFN-y i pospe$ujudi citoliticku
aktivnost NK (elija, IL-12 ima klju¢nu ulogu u aktivaciji ranog urodenog imunskog

odgovora protiv intracelularnih patogena i predstavlja klju¢ni faktor aktivacije
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éelijskog imunskog odgovora pospesivanjem diferencijacije CD4" T limfocita u Thi

limfocite (Steinman i Hemmi, 2006). Pored toga, IL-12 je od klju¢nog znaclaja za
anti-tumorski imunski odgovor kao signal 3 za aktivaciju T limfocita (Valenzuela i

sar., 2002) jer zajedno sa signalom 1 i signalom 2 omogudcava polarizaciju imunskog
odgovora u Th1 pravcu i razvoj tumor-specifi¢nih CD8" T limfocita sa citotoksi¢nim

svojstvima (Xu i sar., 2003). IL-27 ima ulogu u potenciranju efekta IL-12 koju
ostvaruje direktno, poveéanjem ekspresije IL-12RB2 na povrSini ovih éelija (Lucas i
sar., 2003; Kamiya i sar., 2004) i indirektno, poveéanjem ekspresije IL-18 od strane
aktiviranih monocita, koji deluje sinergisticki sa IL-12 u indukciji diferencijacije
Th1 (lelija (Pflanz i sar., 2004). Sa druge strane, IL-23 indukuje proliferaciju
memorijskih i efektorskih Th17 limfocita (McKenzie i sar., 2005; Sallusto i
Lanzavecchia, 2009; Yu i sar., 2010). Postoje indikacije da IL-23, pored IL-12, moZe

ispoljiti povoljne efekte u imunoterapiji tumora (Zheng i sar., 2008).

U skladu sa profilom produkovanih citokina MoDC tretirane sa Poly (I:C) su

stimulisale Th1 i Th17 imunski odgovor, a inhibirale Th2 odgovor, $to je procenjeno
na osnovu produkcije IFN-y, IL-17 i IL-5 u kokulturi sa alogenim CD4" T limfocitima.

Ovi nalazi su u skladu sa konceptom reciproéne regulacije Th1/Th2 odgovora
(Glimcher i Murphy, 2000) i prethodno publikovanim rezultatima o uticaju
dvolan¢ane RNK na odnos Th1/Th2 odgovora (Benwell i sar., 2010). Funkcionalni
znacaj Th17 odgovora stimulisanog usled prisustva TLR3 agonista predstavlja novi

fenomen koji bi trebalo dalje ispitivati.

5.2. Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i loksoribina na

diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

Sinergisticki efekat kombinovane primene TLR agonista je predmet brojnih
eksperimentalnih i klinickih studija u kojima se traga za najboljim protokolima za
produkciju DC vakcina u terapiji razli¢itih tipova malignih tumora. Sprovedena su
brojna istrazivanja u cilju ispitivanja funkcionalnih i fenotipskih karakteristika
MoDC nakon istovremene aktivacije veéeg broja TLR (Napolitani i sar., 2005;

Gautier, i sar., 2005; Warger i sar., 2006; Mdkeld i sar., 2009). Pokazano je da
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kooperacija TLR kod DC stimuliSe poveéanje ekspresije gena za TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-23 i ciklooksigenaze 2 (engl. cyclooxygenase-2, COX2) kao i njihovu
sintezu i oslobadanje, u poredenju sa efektima pojedina¢nih agonista (Gautier i sar.,
2005; Napolitani i sar., 2005; Trinchieri i Sher, 2007). Napolitani i saradnici su medu
prvima opisali snaZan sinergisticki efekat kombinovane primene TLR agonista na
produkciju citokina od strane MoDC. Rezultati njihovog istra¥ivanja su pokazali
sinergisti¢ki efekat kombinovane primene TLR3 i TLR4 agonista sa TLR7/8
agonistom u produkciji IL-12 i IL-23 od strane humanih MoDC koje su ispoljavale
izrazeniji Th1l polarizujuéi potencijal od MoDC stimulisanih sa pojedinaénim

agonistima (Napolitani i sar., 2005).

TLR3, zajedno sa TLR7, TLR8 i TLR9 Cine TLR9 subfamiliju receptora koja
predstavlja endozomne TLR specificne za nukleinske kiseline. TLR7 i TLRS,
receptori za koje se vezuje jednolan¢ana RNK i odredene male interferirajue RNK,
zajedno sa TLR3 aktiviraju urodeni imunski odgovor nakon infekcije virusima
(Diebold i sar., 2004) (Heil i sar., 2003). Pored jednolanane RNK i pojedina sintetska
jedinjenja, poput rezikvimoda, CL075 i CL097 predstavljaju TLR7/8 agoniste (Lee i
sar., 2003). MoDC stimulisane ovim jedinjenjima se diferenciraju u zrele éelije koje

polarizuju imunski odgovor u Th1 pravcu (Duraisingham i sar., 2009).

U cilju razgraniCavanja efekata aktivacije TLR7 i TLR8 receptora bilo je
neophodno ispitati efekte primene selektivnih TLR7 i TLR8 agonista. Do sada su
identifikovane dve grupe selektivnih TLR7 agonista, imidazokvinolini (imikvimod i
gardikvimod) i derivati guanozina (7-alil-7,8-dihidro-8-okso-guanozin (loksoribin) i
7-tia-8-okso-guanozin (7-TOG)) (Lee i sar., 2003; Heil i sar., 2003). Podaci koji se
odnose na efekte ovih agonista na MoDC su kontraverzni kao i pitanje ekspresije
TLR7 u MoDC. Naime, ekspresija TLR7 je visoka u pDC (Gorden i sar., 2005), ali su
nivoi ekspresije ovog receptora u MoDC niski ili nedetektabilni (Jarrossay i sar.,
2001; Kadowaki i sar., 2001). Takode, pokazano je da selektivni TLR7 ligandi mogu
da stimuli$u samo preaktivirane MoDC (Severa i sar., 2007; Lombardi i sar., 2009).
Rezultati naSih istraZivanja u kojima smo koristili selektivni TLR7 agonist,
loksoribin, su pokazali da primena loksoribina dovodi do diferencijacije, sazrevanja

i stimulacije alostimulatorne sposobnosti MoDC uz polarizaciju ka Thi i Thi7
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imunskom odgovoru, pri ¢emu su ovi efekti delom rezultat poveéanja ekspresije

TLR7 u tako tretiranim MoDC (Dzopalic i sar., 2010).

Imajudi u vidu rezultate istraZivanja Napolitani i saradnika (Napolitani i sar.,
2005) Zeleli smo da primenom selektivnih agonista detaljno ispitamo na koji nacin
koaktivacija TLR3 i TLR7 moduliSe fenotipske karakteristike, produkciju citokina i
Th polarizujuéi potencijal MoDC. MoDC su stimulisane sa kombinacijama
suboptimalne (10 pg/ml) i optimalne (25 ug/ml) koncentracije Poly (I:C) i
suboptimalne (34 ug/ml) i optimalne (85 ug/ml) koncentracije loksoribina.

Stimulisanje MoDC suboptimalnim koncentracijama Poly (I:C) i loksoribina je
dovelo do njihovog diferenciranja u fenotipski zrele Celije koje polarizuju imunski

odgovor ka Th1 pravcu $to je procenjeno na osnovu poveéane produkcije IFN-y u
kokulturi ovako tretiranih MoDC i alogenih CD4" T éelija. Poveéanje produkcije IFN-

v u kokulturi se mozZe objasniti pove¢anom produkcijom IL-27 i IL-12 od strane
samih tretiranih MoDC, za koje je pokazano udruZeno dejstvo u ekspanziji i
prezivljavanju Thi ¢elija (Lucas i sar., 2003; Kamiya i sar., 2004; Pflanz i sar., 2004;

Owaki i sar., 2006). Ovako pripremljene MoDC su indukovale i poveéanu produkciju
IL-17 od strane CD4 " T éelija, $to je u skladu sa detektovanim zna&ajnim poveéanjem

produkcije IL-23 od strane MoDC stimulisanih sa kombinacijom suboptimalnih
koncentracija oba agonista u poredenju sa vrednostima IL-23 koji su produkovale
MoDC stimulisane pojedinanim agonistima. Naime, poznato je da je IL-23
neophodan za odrzanje Th17 ¢elija (McKenzie i sar., 2005; Sallusto i Lanzavecchia,

2009; Yu i sar., 2010).

MoDC diferencirane u prisustvu optimalnih koncentracija Poly (I:C) i

loksoribina usmeravale su imunski odgovor ka Th1 pravcu indukujuéi produkciju

znacajne koli¢ine IFN-y od strane alogenih CD4 T (elija. Takode, na ovaj nacin

stimulisane MoDC pokazale su smanjen potencijal za usmeravanje CD4" T limfocita

ka Th2 i Th17 pravcu, u poredenju sa efektom pojedinacnih agonista. Pokazani
efekti kombinovane primene optimalnih koncentracija Poly (I:C) i loksoribina na Th
polarizacioni potencijal MoDC su u skladu sa poveéanom produkcijom IL-12 i IL-27 i

smanjenom produkcijom IL-23 od strane MoDC tretiranih na ovaj nacdin. Pored
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pokazane uloge IL-27 u potenciranju uticaja IL-12 na usmeravanje CD4 T limfocita

ka Th1 profilu (Lucas i sar., 2003; Kamiya i sar., 2004; Pflanz i sar., 2004; Owaki, i
sar., 2006; Molle i sar., 2007), visok nivo IL-27 uti¢e na smanjenje produkcije IL-4, a
time i diferencijaciju Th2 Celija (Lucas i sar., 2003). Takode, povetan nivo IL-27

uti¢e na smanjenje produkcije IL-23, a samim tim i smanjenja potencijala MoDC za
usmeravanje CD4 T limfocita ka Th17 pravcu (Yoshimura i sar., 2006). Sa druge

strane, efekat kombinovane primene optimalnih koncentracija Poly (I:C) i
loksoribina na fenotip MoDC se ogledao u smanjenju ekspresije HLA-DR i
kostimulatornih molekula, u poredenju sa efektima pojedinatnih agonista. Slican
efekat su opisali Napolitani i saradnici koji su ukazali na moguéu ulogu koligacije
kao “sigurnosne Sifre” koja moduliSe antigen-prezentujuéi potencijal MoDC i
dovodi do razvoja efektorskih T limfocita samo samo u slucaju prisustva patogena

(Napolitani i sar., 2005).

MoDC diferencirane u prisustvu suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i
optimalne koncentracije loksoribina su ispoljile najizrazeniji Thl polarizujuéi
potencijal §to je u skladu sa detektovanim poveéanjem produkcije IL-12 od strane
ovako stimulisanih MoDC. Ovi rezultati potvrduju da MoDC imaju veliki potencijal
za produkciju IL-12 koji se ispoljava samo kao odgovor na viSestuke stimuluse koji

deluju istovremeno (Napolitani i sar., 2005).

Smatra se da je sinergisti¢ki efekat koaktivacije TLR3 i TLR7 ostvaren na
nivou signalnih puteva. Naime, stimulacija TLR na DC, sa izuzetkom TLR3, dovodi
do konformacionih promena receptora, angazovanja adaptorskog proteina MyD88
(engl. myeloid differentiation primary response gene 88) i pokretanja signalne
kaskade koja rezultuje aktivacijom transkripcionih faktora NF-«B i regulatora
transkripcije interferona (engl. IFN regulatory factor 5, IRF5). Alternativni signalni
put se pokrece aktivacijom TLR-7,-8 i -9, koji takode angaZzuju MyD88, ali pored NF-
kB aktiviraju i IRF7. Sa druge strane, aktivacija TLR3 pokrece signalni put nezavisan
od MyD88 u kome se umesto ovog molekula angaZuje adaptor koji sadrzi Toll/IL-1R
domen (engl. Toll/IL-1R domain-containing adaptor, TICAM-1; TRIF). U MyD88-
nezavisnom putu dolazi do aktivacije NF-«B, aktivacionog proteina-1 (engl.

activator protein, 1 AP-1), IRF3 i ekspresije IFN- i IFN-inducibilnih gena (Gautier i
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sar., 2005; Honda i sar., 2005; Beutler i sar., 2006; Matsumoto i Seya, 2008; Mdkel4 i
sar., 2009; Kawai i Akira, 2010). Znacaju ulogu u kooperaciji TLR receptora mogu
imati IFN tipa I koji delovanjem na autokrini, odnosno parakrini nacin pojacavaju
efekte koaktivacije TLR (Slika 8). Naime, sinteza IFN-B zavisna od aktivacije TLR3
indukuje sintezu IRF7. IRF7 se aktivira nakon stimulacije TLR7 i pospeSuje dalju
produkciju IFN tipa I ¢ime se uspostavlja pozitivna povratna sprega i uspostavlja

stabilna, pojac¢ana produkcija ovih citokina (Gautier i sar., 2005; Malissen i Ewbank,

2005).
receptor IFNtipal
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Slika 8. FN tipa I delovanjem na autokrini, odnosno parakrini nacin pojacavaju efekte
koaktivacije TLR

Dakle, MyD88-nezavisni put pospe$uje MyD88-zavisne funkcija DC i
aktivaciju T Celija. Naime, signalni put nezavisan od MyD88 odgovara signalu 2
neophodnom za aktivaciju T ¢elija, dok signalni put zavisan od MyD88 predstavlja

signal 3 koji odreduje tip T ¢elijskog odgovora (Zhu i sar., 2008). Pretpostavlja se da
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je ova interakcija uspostavljena da bi se izbegla nepotrebna aktivacija imunskog

odgovora, ali da se u isto vreme moZe uspostaviti anti-tumorski imunski odgovor.

5.3. Uticaj kurdlana i njegove kombinacije sa Poly (I:C) na

diferencijaciju nezrelih humanih MoDC

U sklopu ovog istrazivanja ispitivan je i uticaj koaktivacije TLR3 i dektin-1
receptora primenom odgovarajuéih agonista, Poly (I:C) i kurdlana. Primena ove
kombinacije agonista PRR ima prevashodno imunoterapeutski znacaj jer do sada

nije detektovan patogen koji ispoljava ligande za ova dva PRR.

Transmembranski receptor dektin-1 prepoznaje B-glukane (Ariizumi i sar.,
2000; Taylor i sar., 2002) od kojih je izgradeno oko 50% Celijskog zida gljivica. Uloga
dektina-1 u modulaciji bioloskih funkcija humanih DC je publikovana u svega
nekoliko studija do sada (Skrzypek i sar., 2009; Agrawal i sar., 2010; Higashi i sar.,
2010). Pokazano je da miSje i humane DC stimulisane kurdlanom poveéavaju
ekspresiju kostimulatornih molekula i produkuju brojne proinflamatorne (IL-1p, IL-
6, IL-12, IL-23) i anti-inflamatorne (IL-10) citokine (LeibundGut-Landmann i sar.,
2007; Gringhuis i sar., 2009; Skrzypek i sar., 2009; Agrawal i sar., 2010; Higashi i sar.,
2010).

Aktivacija dektin-1 receptora primenom kurdlana dovodi do sazrevanja
MoDC u éelije koje produkuju poveéane nivoe IL-23 i IL-27 i smanjen nivo IL-10.
Razlike izmedu literaturnih i nasih rezultata se mogu objasniti primenom razlicitih
koncentracija kurdlana i razli¢itim nalinima njegove pripreme, kako od strane
proizvodaca tako i u laboratoriji (Stopinsek i sar., 2011). Uprkos tome $to je nivo IL-
12 bio nedetektabilan u kulturama MoDC stimulisanih kurdlanom, MoDC tretirane

na ovaj nacin usmeravale su imunski odgovor ka Th1l pravcu u kokulturi sa
alogenim CD4" T limfocitima. Ovaj efekat se moZe objasniti dodatnom kontaktnom
stimulacijom produkcije IL-12 usled interakcije CD40 na MoDC sa CD40 ligandom na
CD4" T limfocitima u alogenoj kulturi (Snijders i sar., 1998). MoDC stimulisane
kurdlanom su produkovale znadajno vele koli¢ine IL-23 i usmeravale imunski

odgovor i u Th17 pravcu, §to je ve¢ opisan fenomen (Agrawal i sar., 2010).
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Istovremena aktivacija TLR3 i dektin-1 receptora na MoDC u na$im
istrazivanjima je dovela do povelanja produkcije IL-12, IL-23 i IL-10, dok je
produkcija IL-27 i IL-6 bila smanjena. MoDC stimulisane na ovaj na¢in su indukovale
znacajno vecu produkciju IFN-y i IL-17 u alogenoj kokulturi, u poredenju sa efektom
pojedinaénih agonista. Ovaj efekat je bio izraZeniji kada su za kokultivaciju sa

MoDC koriSéeni purifikovani naivni (snaZnije produkuju IFN-y) i memorijski

(snaZnije produkuju IL-17) CD4" T limfociti, a nije bio rezultat promene odnosa

CD4'CD45RA”/ CD4'CD45RO" podtipova niti je pokazano da ova dva podtipa imaju

razliite stope proliferacije.

Poveclanje produkcije citokina se moZe objasniti ekspanzijom jednostruko
pozitivnih IFN-y" i IL-17° CD4" T éelija, ali i dvostruko pozitivnih IFN-y /IL-17" CD4"
T éelija. Poznato je da se brojnost IFN-y'/IL-17" dvostruko pozitivnih éelija se
poveéava u tkivima pod inflamacijom ili u krvi pacijenata sa hroni¢nim
inflamatornim bolestima. Ove (Celije su fenotipski nestabilne u kulturi i mogu
postati ili IFN-y ili IL-17 produkujuce CD4" T ¢elije (Boniface i sar., 2010). Na osnovu
rezultata naSih istraZivanja pretpostavili smo da citokini IL-12 familije koje

sintetiSu MoDC nakon istovremene aktivacije TLR3 i dektina-1, utiu na polarizaciju

imunskog odgovora, makar jednim delom, stimulacijom diferencijacije dvostruko

pozitivnih IFN-y'/IL-17" CD4" T éelija.

Uticaj kombinovane primene Poly (I:C) i kurdlan na MoDC nije jo§ uvek
ispitan, ali su brojne dosada$nje studije pokazale da efekti modulacije funkcije
MoDC primenom liganada dektin-1 receptora u kombinaciji sa TLR agonistima
zavise od vrste, tipa receptora modelskog prepoznavanja i uslova kultivacije
(Gerosa i sar., 2008; Dennehy i sar., 2009; Gringhuis i sar., 2009; Stopinsek i sar.,
2011).
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Molekuli uklju¢eni u signalnu kaskadu mogu biti u osnovi uticaja
kombinovane primene agonista TLR3 i dektin-1 receptora na poveéanje produkcije

citokina od strane MoDC (Slika 9).
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Slika 9. Signalna kaskada pokrenuta aktivacijom dektin-1 receptora na DC
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Jedan od njih, adaptorski protein CARD9 (engl. caspase recruitment domain-
containing protein 9) se aktivira nakon stimulacije produktima mikroba, kao i
primenom Poly (I:C) (Hsu i sar., 2007) i agonista dektin-1 receptora (Gross i sar.,

2006) (Slika 10).

A R TR WY TR T W Wy Ty

NF-xB

Slika 10. Potencijalna uloga adaptornog proteina CARD9 u kooperaciji TLR3 i dektin-1
receptora

Aktivacija MAP kinaze i NF-kB od strane CARD9 modifikuje gensku
ekspresiju i fino podeSava citokinski profil, uklju¢ujuéi dodatnu produkciju p40
subjedinice (Colonna, 2007) koja je zajedniCka za IL-12 i IL-23 (McKenzie i sar.,
2005). Za sada je nepoznato i ostaje da se ispita da li su jo§ neki mehanizmi
ukljuCeni i u kojoj meri signalna kaskada pokrenuta aktivacijom pojedinacnog

receptora modifikuje ekspresiju drugog receptora (Weck i sar., 2008).

Stimulacija MoDC kombinacijom Poly (I:C) i kudlana dovodi do poveéanja

produkcije IL-10 i smanjenja produkcije IL-27 od strane MoDC. IL-27 podstice
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usmeravanje imunskog odgovora ka Th1l pravcu (Pflanz i sar., 2002). Pojedini

rezultati ukazuju na inhibitorni uticaj IL-27 na produkciju IL-23 od strane MoDC
kao i IL-17 od strane CD4" T éelija (Diveu i sar., 2009). Balans u produkciji IL-23 i IL-
27 reguliSe Th17 imunski odgovor. Smatra se da je odnos IL-23 i IL-27 znacajan za
diferencijaciju Th17 CD4" T ¢elija u istoj meri u kojoj je Th1/Th2 diferencijacija
odredena odnosom nivoa IL-12 i IL-4 citokina (Yoshimura i sar., 2006). Stoga, nasi

rezultati eksperimenata ukazuju da je smanjena produkcija IL-27 znadajna za

dodatno potenciranje Th17 odgovora.

Sa druge strane, IL-10, snazan anti-inflamatorni i imunosupresivni citokin,
ima znacajnu ulogu u ogranicavanju Th1l i Th17 odgovora u cilju sprecavanja
nastanka imunopatolo$kih stanja kada su prisutni snaZni inflamatorni stimulusi
(Jankovic i Trinchieri, 2007; Saraiva i sar., 2009). U skladu sa ovim konceptom,
poveéana produkcija IL-10 u naSoj studiji nakon stimulacije MoDC kombinacijom
agonista TLR3 i dektin-1 receptora se moZe smatrati zna¢ajnim mehanizmom za
vraanje imunskog odgovora u stanje homeostaze. Takode, smanjenje aloreaktivne
sposobnosti MoDC se moZe objasniti poveéanom produkcijom IL-10. Naime, uprkos

visokoj ekspresiji adhezivnih i kostimulatornih molekula kao i visokoj produkciji

stimulatornih citokina (IL-12 i IL-23) od strane MoDC, proliferacija CD4" T Celija u
alogenoj kulturi je bila niska pri vi$im odnosima MoDC/CD T limfocita. Poveéanje

proliferativnog odgovora pri najnizem odnosu MoDC/CD" T limfocita (1:80) se moZe

objasniti prevagom stimulatornih solubilnih faktora, imajuéi u vidu da nije doslo do
dodatnog poveéanja ekspresije kostimulatornih molekula na MoDC. MoDC
stimulisane kombinacijom agonista TLR3 i dektin-1 receptora su poveclavale
ekspresiju CCR7 molekula $to ukazuje na to da interakcija ova dva PRR stimulise

fenotipsko sazrevanje MoDC sa pobolj$anim migratornim sposobnostima.

U zakljucku, efekat istovremene aktivacije TLR3 i dektin-1 receptora na
MoDC se ogleda u pospesivanju njihove sposobnosti da stimuli$u diferencijaciju Thi1
i Th17 ¢elija in vitro. Predmet bududéih istraZivanja Ce biti ispitivanje prisustva ovog

efekta i u in vivo uslovima i na koji nacin utice na imunski odgovor u celini.
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5.4. Efekat kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-a na diferencijaciju

MoDC

Za modulaciju funkcija DC pored stimulacije PRR znacajnu ulogu imaju i
citokini prirodnog imuniteta koji se produkuju prilikom infekcije. Kinetika
sazrevanja MoDC i duZina izlaganja patogenu (Poly (I:C) u naSoj studiji) u tkivu
zahvadenom inflamacijom (TNF-a u na$oj studiji) su znacajni faktori koji odreduju
finalni ishod imunskog odgovora (Spisek i sar., 2003). Brojne studije su ukazale na
uticaj duZine stimulacije na produkciju citokina od strane MoDC (Kaliniski i sar.,

1999; Langenkamp i sar., 2000; Langenkamp i sar., 2002).

MoDC izloZene stimulusu tokom 24h su nazvane “aktivnim” MoDC, koje
sintetiSu znalajne nivoe citokina, dok su MoDC stimulisane tokom vremenskog
perioda du¥eg od 24h nazvane “iscrpljenim” MoDC, koje su izgubile kapacitet
produkcije citokina (Langenkamp i sar., 2000), ali imaju visoku ekspresiju
kostimulatornih molekula (Repnik i sar., 2008). Pretpostavlja se da TNF-a ima
klju¢nu ulogu u uspostavljanju balansa izmedu pro- i anti-inflamatornih citokina
produkovanih od strane MoDC (Hirata i sar., 2011). Kako je ovaj balans presudan za
uspostavljanje homeostaze imunskog odgovora, detaljno ispitivanje regulatorne

uloge TNF-a moze biti od znacaja za terapiju patoloskih stanja imunskog sistema.

U cilju razja$njenja ovih problema, ispitivali smo uticaj kombinovane
primene razli¢itih doza agonista TLR3, Poly (I:C) i proinflamatornog citokina TNF-a
tokom razli¢itih vremenskih perioda na fenotipska i funkcionalna svojstva MoDC. U
sledeéem koraku smo za stimulaciju MoDC koristili solubilni ligand za CD40
molekul i time simulirali interakciju MoDC sa T {elijama posredovanu CD40

molekulom i CD40 ligandom.

U klini¢kim studijama kao jedan od prvih agenasa za stimulaciju MoDC za
stimulaciju DC kori$éen je TNF-o (Bremers i sar., 2000). Najveéi broj literaturnih
podataka se odnosi na primenu ovog citokina u protokolima za imunoterapiju.
Kasnije je pokazano da ovaj proinflamatorni citokin dovodi do nepotpunog
sazrevanja MoDC koje se karakteri$e poveéanjem ekspresije molekula MHC klase II i

kostimulatornih molekula, niskom ekspresijom proinflamatornih citokina i slabim
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alostimulatornim potencijalom (Lutz i Schuler, 2002; Decker i sar., 2008).
Karakteristike MoDC kultivisanih u prisustvu TNF-a. u naSem istraZivanju su u
saglasnosti sa ovim podacima iz literature. Medutim, uprkos nedetektabilnom

nivou IL-12 produkovanom od strane MoDC stimulisanih sa TNF-a, ovako tretirane
MoDC su u kokulturi usmeravale odgovor alogenih CD4" T limfocita ka Th1 pravcu.

Pored toga, MoDC tretirane sa TNF-o su sekretovale poveéan nivo Th17
polarizujuéeg citokina, IL-23 (McKenzie i sar., 2005; Sallusto i Lanzavecchia, 2009;

Yu i sar., 2010), i najverovatnije tako stimulisale produkciju IL-17 u kokulturi sa

alogenim CD4" T éelijama.

Efekat kombinovane primene Poly (I:C) i TNF-a na fenotipske karakteristike
MoDC u naSoj studiji se ogledao u poveéanju ekspresije kostimulatornih i
adhezivnih molekula uz statistic¢ki znacajno povelanje ekspresije CD80, CD86 i CD54
molekula. Povelano ispoljavanje ovih povrSinskih markera, posredstvom kojih
MoDC interaguju sa T ¢éelijama i aktiviraju ih, ukazuje na fenotipsku zrelost MoDC
§to je u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima (Spisek i sar., 2001; Spisek i

sar., 2003).

Uprkos tome, MoDC diferencirane u prisustvu TNF-a i Poly (I:C) su imale
smanjen alostimulatorni kapacitet i sniZenu produkciju IL-12, u poredenju sa MoDC
stimulisanim samo sa Poly (I:C). Smanjenje produkcije IL-12 od strane MoDC

diferenciranih u prisustvu TNF- o i Poly (I:C) se odrazilo na smanjenje produkcije
IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T éelijama, u poredenju sa nivoom ovog citokina
u alogenoj kulturi sa MoDC tretiranim samo sa Poly (I:C). Nasuprot rezultatima nase
stuije, podaci iz literature pokazuju da MoDC stimulisane sa Poly (I:C) i TNF-a
produkuju znalajan nivo IL-12 i efikasno usmeravaju CD4 T limfocite ka Thi

pravcu (Spisek, i sar., 2001).

Nesklad izmedu rezultata naSe studije i literaturnih podataka se moze
objasniti time $to smo u na$oj studiji uporedivali produkciju IL-12 izmedu MoDC
stimulisanih kombinacijom TNF-a i Poly (I:C) i MoDC stimulisanih samo sa Poly
(I:C), dok je u pomenutoj studiji poredenje vrSeno sa produkcijom citokina od

strane MoDC stimulisanih koktelom citokina. Naime, koktel citokina, tzv. “zlatni
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standard”, za stimulaciju DC za njihovu primenu kao vakcina u le€¢enju humanih
malignih tumora predstavlja koktel citokina koji se sastoji od TNF-a, IL-1f, IL-6 i
PGE, (Jonuleit i sar., 1997). Nedostatak DC dobijenih na ovaj nalin se ogleda u
izuzetno niskoj produkciji IL-12 (Pedersen i sar., 2006), dok je Poly (I:C) snaZan
stimulator produkcije IL-12 od strane MoDC (Cella i sar., 1999b; Verdijk RM, i sar.,
1999; Rouas R, i sar., 2004). Rezultati nase studije ukazuju na to da se kombinovani
efekat TNF-a i Poly (I:C) tokom diferencijacije MoDC ogleda u smanjenju njihove

imunogenosti i funkcionalnosti, u poredenju sa efektom samog Poly (I:C).
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Mehanizmi kooperacije signala pokrenutih aktivacijom Poly (I:C) i TNF-a
nisu jo§ uvek razja$njeni. Aktivacija TLR3, nakon angaZovanja TRIF adaptorskog
proteina, pokrece signalni put koji se sastoji iz tri glavna modula u okviru kojih

dolazi do aktivacije transkripcionih faktora: IRF3, NF-xB i AP-1 (Slika 11).
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Slika 11. Signalna kaskada pokrenuta aktivacijom TLR3 od strane dvolancane RNK u DC
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Ovi moduli su medusobno povezani i delimi¢no se preklapaju (Kawai i Akira,
2010). Adaptor TRAF3 predstavlja klju¢nu vezu izmedu TRIF i kompleksa kinaza
koje fosforilisu IRF3. Aktivacija transkripcionih faktora posredovana sa IRF3 dovodi
do ekspresije IL-12p35 subjedinice (Goriely i sar., 2005). U aktivaciji NF-«B
ulestvuju dva nezavisna puta koji se preklapaju na nivou IKK kompleksa: receptor
interagujuli protein 1 (engl. receptor interacting protein 1, RIP1) i TRAF6. Oba
TRIF-RIP1 i TRIF-TRAF6 signalna puta konvergiraju u IKK kompleksu koji se sastoji
od katalitickih subjedinica, IKKa i IKKp, i regulatorne subjedinice, IKKy. Protein
kinaza transformiSuéeg faktora rasta 1 (engl. Transforming growth factor activated
protein kinase 1, TAK1) biva aktivirana u nakon tretiranja MoDC sa Poly (I:C) i
fosforiliSe IKKa i IKKa nakon ¢ega oni fosforiliSu inhibitor NF-«B, IkB. Translokacija
NF-kB u nukleus i vezivanje za DNK indukuju ekspresiju IFN-y i drugih citokina i
hemokina (IL-6, TNF-a, CCL3, IL-12). Aktivirani transkripcioni faktor AP-1 indukuje
citokine i hemokine, poput IL-6, TNF-a. i CCL3 (Cusson-Hermance i sar., 2005;
Matsumoto i Seya, 2008).

TNF-a se vezuje za dva razli¢ita receptora: TNF receptor tip 1 (TNFRI;
CD120a) i TNF receptor tip 2 (TNFR1; CD120b) (Vandenabeele i sar., 1995). Veinu
funkcija TNF-a ostvaruje posredstvom TNFR1 (Slika 12), koji se konstituitivno
eksprimira u velini tkiva. TNFR1 regrutuje proteine domena smrti asocirane sa
TNFR1 (engl. death-domain proteins including TNFR1-associated death domain
protein, TRADD) i proteine domena smrti asocirane sa Fas (engl. Fas-associated
death domain proteins, FADD) (Baud i Karin, 2001). TRADD aktivira FADD, RIP1 i
TRAF2. TRAF 2 i RIP1 aktiviraju MAP kinaze (Wajant i sar., 2001; Wajant i Scheurich,
2001; Balkwill, 2009).
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Slika 12. Signalna kaskada pokrenuta aktivacijom TNFR1 solubilnim TNF-a

Dakle, oba signalna puta pokrenuta aktivacijom TNF-a i TLR3 aktiviraju RIP-
1. RIP1 je vaZan za aktivaciju NF-kB u kasnijim fazama imunskog odgovora kada je
TNF-a aktivan, ali i u ranim fazama imunskog odgvora kada se pokrele antivirusni

imunski odgovor nakon aktivacije TLR3 (Meylan i sar., 2004).
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U cilju ispitivanja uticaja kinetike aktivacije MoDC na njihov potencijal da
usmere efektorske funkcije T limfocita, MoDC smo stimulisali sa razli¢itim
koncentracijama Poly (I:C), TNF-o i njihovim kombinacijama tokom 24h i 48h.
ProduZena stimulacija MoDC je dovela do razvoja MoDC koje su iscrpele potencijal
za produkciju IL-12. Naime, poznato je da je produkcija IL-12 ogranifena na
relativno kratak vremenski period (12-24h) nakon izlaganja MoDC kombinaciji Poly
(I:C) i TNF-o (Spisek i sar., 2003) i da nakon dostizanja platoa za produkciju IL-12,
MoDC ulaze u “iscrpljeno” stanje koje se karakteriSe izmenjenim potencijalom za
stimulaciju T limfocita (Langenkamp i sar., 2000). Produkcija IL-23 je imala isti
obrazac kao i produkcija IL-12. Sa druge strane, IL-10 je produkovan kontinualno u
skladu sa sopstvenom ulogom u spreCavanju razvoja patoloskog imunskog
odgovora (Spisek i sar., 2003) i rezultati naSe studije su u skladu sa ovim
rezultatima. Takode smo uodili dozno-zavisan uticaj Poly (1:C) na produkciju IL-12
nakon 24h stimulacije koji je bio praen povelanjem produkcije IL-10. Nasuprot
publikovanim rezultatima (Spisek i sar., 2003) produZena stimulacija MoDC sa TNF-
o u kombinaciji sa svim ispitivanim koncentracijama Poly (I:C) u nasoj studiji nije
dovela do znaclajnog porasta produkcije IL-12, kao ni polarizacije imunskog
odgovora ka Th1 pravcu. Nasuprot tome, uoceno je smanjenje Thl i Th17 odgovora
pogotovo kada su primenjene viSe koncentracije Poly (I:C) i TNF-a, u poredenju sa

MoDC stimulisanih samo sa Poly (I:C).

Sledeéi cilj ovog istraZivanja bio je ispitivanje modulatornog efekta
interakcije CD40 molekula sa CD40 ligandom znadajne za finalnu maturaciju MoDC
(Mackey i sar., 1998) na funkcionalne karakteristike MoDC stimulisanih
kombinacijom Poly (I:C) i TNF-a. MoDC tretirane tokom 24h sa TNF-q, razli¢itim
koncentracijama Poly (I:C) i njihovim kombinacijama su stimulisane dodatna 24h
solubilnim ligandom za CD40 molekul. Prisustvo CD40L je pospeSilo produkciju IL-
12 od strane MoDC stimulisanih svim ispitivanim koncentracijama Poly (I:C).
Stimulatorni efekat CD40L na produkciju IL-12 je bio najizraZeniji kada su MoDC
stimulisane optimalnom koncentracijom Poly (I:C) i u alogenoj kulturi ove MoDC su
dovele do poveéanja produkcije IFN-y. U kulturama MoDC pretretiranih sa TNF-o. je
doslo do povelanja produkcije IL-12 $to je bilo neolekivano imajuéi u vidu

prethodno publikovane rezultate (Decker i sar., 2008), ali ovaj porast nije bio
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dovoljan da polarizuje imunski odgovor u Thi pravcu. Aktivacija CD40 na MoDC
pretretiranim najniZom koncentracijom Poly (I:C) dovela je do poveéanja
produkcije IL-23 koja je bila pospeSena dodavanjem TNF-a i dovoljna da polarizuje
imunski odgovor u Th17 pravcu. NajizraZeniji efekat CD40:CD40L interakcije je bilo
stimulisanje imunoregulatornog odgovora posredovanog sa IL-10 od strane MoDC
pretretiranih najveéom koncentracijom Poly (I:C) i TNF-a kada je smanjena

produkcija IL-12 i IL-23 indukovala smanjenje Th1 i Th17 odgovora.

Dakle, povecanjem koncentracije Poly (I:C) u kombinaciji sa TNF-a moZe se

modulisati Th polarizaciona sposobnost MoDC od Th17 ka imunoregulatornoj.

5.5. Uticaj povezivanja CD40 molekula i IFN-y na funkcionalne
karakteristike MoDC diferenciranih u prisustvu Poly (I:C)

Poslednji deo istraZivanja se odnosio na ispitivanje uticaja signala ste¢enog
imuniteta koje DC dobijaju tokom njihove interakcije sa T éelijama, ukljuujuéi

signalizaciju preko CD40 molekula i receptora za IFN-y.

Aktivacija CD40 molekula na DC je va¥an korak u sazrevanju ovih éelija. U
nasim eksperimentima koristili smo ¢elijsku liniju transfektovanu za CD40 ligand
radi simuliranja CD40:CD40L interakcija izmedu DC i T éelija kojima se ostvaruje
recipro¢na regulacija izmedu T limfocita i DC (Mackey i sar., 1998; Rissoan i sar.,
1999). Aktivacija CD40 molekula na nezrelim i MoDC stimulisanim sa Poly (I:C) u
na$oj studiji je znacCajno pospesila njihov alostimulatorni potencijal, najverovatnije
posredstvom povelane ekspresije kostimulatornih molekula, poput ICAM-1, HLA-
DQ, CD80 i CD86 (Cella i sar., 1996). Poznato je da aktivacija CD40 na nezrelim MoDC
stimuliSe znalajnu produkciju IL-12 (Snijders i sar., 1998) koji kasnije indukuje
produkciju IFN-y od strane T limfocita. Rezultati naseg istrazivanja su ukazali na
fenomen koji nije publikovan do sad. Po prvi put pokazano je da aktivacija CD40 na
nezrelim MoDC pospes$uje produkciju IL-23 §to je praéeno poveéanjem produkcije
IL-17 od strane CD4 T limfocita u alogenoj kulturi. Produkcija IL-17 je dodatno

pospeSena aktivacijom CD40 na MoDC koje su stimulisane sa Poly (I:C). Stimulacija

Th17 odgovora nakon aktivacije CD40 molekula na MoDC tretiranim sa Poly (I:C) je
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pradena smanjenjem Th1 odgovora. Poznato je da nekontrolisan Th1l odgovor moZze
biti Stetan (Liblau i sar., 1995) pa stoga signalizacija preko CD40 molekula moze

imati protektivnu i imunomodulatornu ulogu.

IFN-y je klasifikovan kao interferon tipa II IFN u skladu sa specificnos$éu
receptora i homologijom sekvence (Schroder i sar., 2004). Interferoni su najpre bili
opisani kao faktori koji interferiraju sa replikacijom virusa (Isaacs i Lindenmann,
1957). IFN-y produkuju NK ¢éelije i postoji pretpostavka da ga produkuju i APC u
prvim stadijumima infekcije, a glavni izvor ovog citokina su T limfociti u ste¢enom
imunskom odgovoru (Frucht i sar., 2001). IFN-y pospeSuje obradu i prezentaciju
antigena, kao i ekspresiju kostimulatornih molekula na APC (Schroder i sar., 2004).
U naSem istra¥ivanju smo pokazali da tretman sa IFN-y nezrelih i MoDC

stimulisanih sa Poly (I:C) stimuliSe alostimulatorni potencijal MoDC u kokulturi sa

alogenim CD4" T C(elijama. Alostimulatorna sposobnost MoDC je opadala sa

smanjenjem odnosa MoDC/CD4" T ¢éelija. Pri vi§im odnosima MoDC/CD4" T éelija

alostimulatorni potencijal MoDC je bio niZi. Ovaj efekat se moZe objasniti
smanjenim uticajem kostimulatornih i adhezivnih molekula kao i IL-12 usled

manjeg broja MoDC.

Znadajan nalaz ovog istrazivanja je dvostruka uloga IFN-y na produkciju IL-
12: stimulacija produkcije IL-12 od strane nezrelih MoDC i supresija produkcije IL-
12 od strane MoDC pretretiranih sa Poly (I:C) nakon kultivisanja sa IFN-y. Poveéanje
produkcije IL-12 je stimulisalo poveéanje produkcije IFN-y i smanjenje produkcije
IL-5 i IL-17 od strane alogenih CD4" T Celija u kokulturi sa nezrelim MoDC.

Povelanje produkcije IL-12 od strane nezrelih MoDC je u skladu sa prethodno
publikovanim rezultatima (Boullart i sar., 2008). IL-12 stimuliSe T ¢elije i NK Celije
da sintetiSu IFN-y (Walzer i sar., 2005) koji, sa druge strane, stimuliSe produkciju IL-
12 ¢ime se formira pozitivna povratna sprega. Smanjenje produkcije IL-5 je u
skladu sa konceptom recipro¢ne regulacije Th1 i Th2 odgovora (Glimcher i Murphy,
2000) i direktnim inhibitornim efektom IFN-y na razvoj Th2 ¢elija (Schroder i sar.,
2004). Produkcija IL-23 od strane MoDC stimulisanih sa IFN-y se nije znacajno

promenila, ali su uprkos tome ove MoDC inhibirale produkciju IL-17 u alogenoj
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kulturi. Naime, poznato je da IL-23 preteZno deluje na ve¢ diferencirane Th17 éelije

(Sallusto i Lanzavecchia, 2009), pa se moZe pretpostaviti da su MoDC tretirane sa
IFN-y inhibirale diferencijaciju Th17" éelija modulisanjem produkcije citokina koji

su neophodni za diferencijaciju Th17 ¢elija, poput TGF-pB, IL-1B, IL-6 i IL-21 (Korn i

sar., 2009). Ova pretpostavka Ce biti ispitana u predstojeéim istraZivanjima.

Jedan od klju¢nih nalaza ovog istraZivanja je uticaj kombinovane primene
IFN-y i Poly (I:C) na smanjenje produkcije IL-12 i povecanja produkcije IL-10 od
strane MoDC koje u alogenoj kulturi smanjuju Thl odgovor i stimulisu
imunoregulatorni milje posredovan IL-10. Nije u potpunosti razja$njeno da li IFN-y
deluje primarno na smanjenje produkcije IL-12 od strane MoDC tretiranih u
prisustvu Poly (I:C) ili stimuliSe produkciju IL-10. Kao S$to je poznato, IL-10 je snazni
anti-inflamatorni i imunosupresivni citokin koji inhibira produkciju IL-12 od strane
MoDC (Buelens i sar., 1997) &ime se sprecava razvoj patoloskog Thl odgovora u
uslovima u kojima je prisutan snaZan inflamatorni stimulus (Jankovic i Trinchieri,

2007; Saraiva, i sar., 2009).

Nedavno je pokazano da IFN-y, pored uloge u stimulaciji produkcije
proinflamatornih citokina tokom aktivacije DC, takode aktivira imunosupresivni

enzim IDO (engl. indoleamine 2,3-dioxygenase) u DC (Jurgens i sar., 2009). MoDC
koje su IDO" ispoljavaju imunoregulatorni potencijal koji je neophodan za

ograniCavanje imunskog odgovora (Munn i sar., 2002). Pored toga, IFN-y stimuli$e
razvoj adaptivnih regulatornih T (lelija (Jurgens i sar., 2009). Na$i rezultati
podrzavaju koncept da IFN-y, kao dominantni efektorski citokin Th1 (Celija, pored
proinflamatornih karakteristika ispoljava znafajnu ulogu u ogranifavanju
preteranog i potencijalno Stetnog imunskog odgovora i odrzavanju homeostaze, a

na taj nacin iskazuje jo$ veli znacaj u imunskom odgovoru.

MoDC tretirane sa ligandom za CD40 molekul polarizuju imunski odgovor u
Th1 pravcu. Aktivacija CD40 molekula na MoDC tretiranim sa Poly (I:C) usmerava
imunski odgovor ka Th17 pravcu. Stimulacija nezrelih MoDC sa IFN-y smanjuje Th2
i Th17 odgovore, dok se efekat ovog citokina na MoDC stimulisanim sa Poly (I:C)

ogledao u smanjenju Thl odgovora i stimulaciji imunoregulatornih mehanizama
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pospeSivanjem produkcije IL-10 od strane alogenih CD4" T limfocita tokom

kokultivacije.

5.6. Terapeutski potencijal DC diferenciranih u prisustvu agonista
endozomnih  toll-slicnih  receptora, dektin-1  receptora i

proinflamatornih citokina

Aktuelni protokoli za stimulaciju DC za primenu u imunoterapiji tumora se
zasnivaju na dobijanju imunogenih DC koje usmeravaju imunski odgovor u Thi

pravcu (Ikeda H, i sar., 2002). Th1 éelije su smatrane najznacajnijim efektorskim

CD4" T éelijama u anti-tumorskom imunskom odgovoru zbog svog potencijala da

stimuli$u citotoksi¢ne funkcije CD8" T limfocita. Sa druge strane, karakteristike

Th17 (elija, poput stimulacije zapaljenskih procesa, pospeSivanja antigen-

prezentujuéih funkcija DC, usmeravanja migracije leukocita ka tumorima i
olak$avanja aktivacije i diferencijacije CD8" T ¢éelija ukazuju na njihovu moguéu

primenu u imunoterapiji tumora (Muranski P, i sar., 2008; Martin-Orozco N, i sar.,
2009). Konkretna uloga Th17 éelija u anti-tumorskoj imunosti je i dalje predmet
istrazivanja i debata jer su pokazane i pro-tumorske (Miyahara Y, i sar., 2008;
Kryczek 1, i sar., 2009) i anti-tumorske funkcije IL-17 (Alshaker HA i Matalka KZ,
2011). Donedavno se smatralo da je, usled konverzije Th17 u Th1 éelije, uticaj Th17
Celija zavisan od IFN-y (Muranski P, i sar., 2008), ali je potvrdena protektivna uloga
Th17 (elija neizmenjenog citokinskog profila u anti-tumorskom imunskom

odgovoru (Martin-Orozco N, i sar., 2009).

Cilj naseg istraZivanja je bio ispitivanje modulacije funkcije humanih MoDC
kombinovanom primenom agonista endozomnih TLR, dektin-1 receptora i
proinflamatornih citokina radi razvoja protokola za dobijanje zrelih DC koje
dovode do proliferacije T limfocita i stimulacije optimalnih Th1 i Th17 odgovora, a
samim tim i efikasnog anti-tumorskog odgovora. Opisane karakteristike su u naSem
istraZivanju ispoljile MoDC stimulisane optimalnom koncentracijom Poly (I:C),

kombinacijom suboptimalnih koncentracija Poly (1:C) i loksoribina i kombinacijom
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optimalnih koncentracija Poly (I:C) i kurdlana. Cilj predstojeéih istrazivanja ée biti

ispitivanje ovih efekata u in vivo uslovima.
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Na osnovu obavljenih istraZivanja i dobijenih rezultata mogu se se izvesti

slededi zakljuéci:

Optimalna koncentracija Poly (I:C) stimuliSe sazrevanje MoDC koje
pokazuju znacajni alostimulatorni kapacitet, stimuliSu Th1 i Th17

imunski odgovor, a inhibiraju Th2 odgovor tokom kokultivacije sa

alogenim CD4" T limfocitima;

Stimulacija MoDC suboptimalnim koncentracijama Poly (I:C) i
loksoribina dovodi do blagog povelanja ekspresije HLA-DR, CD86,
CD83, CD54 i CD40 u poredenju sa ekspresijom na MoDC tretiranim
pojedinaénim agonistima. MoDC pripremljene na ovaj nadin indukuju
Th1 i Th17 odgovor CD4" T limfocita. Kultivacija MoDC u prisustvu

optimalnih koncentracija Poly (I:C) i loksoribina dovodi do smanjenja
ekspresije HLA-DR i kostimulatornih molekula, u poredenju sa MoDC
stimulisanim  pojedinaénim  agonistima. ~MoDC  stimulisane
optimalnim koncentracija oba agonista usmeravaju imunski odgovor
ka Thl pravcu. Primena suboptimalne koncentracije Poly (I:C) i
optimalne koncentracije loksoribina dovodi do poveéanja ekspresije
CD86 i smanjenja HLA-DR molekula na MoDC. MoDC pripremljene na

ovaj nacin pokazuju najizraZeniji potencijal za usmeravanje odgovora

CD4" T limfocita ka Th1 pravcu;

Kooperacija TLR3 i dektin-1 receptora stimuliSe fenotipsko sazrevanje
MoDC i ekspresiju CCR7 molekula koji im omoguéava bolji migratorni
potencijal ka perifernim limfoidnim organima. Ovaj nacin stimulacije

MoDC poboljSava njihovu sposobnost indukcije Th1 i Th17 odgovora

alogenih CD4" T limfocita;

Diferencijacija MoDC u prisustvu TNF-o i optimalne koncentracije
Poly (I:C) povelava ekspresiju CD80, CD86 i CD54 molekula, u
poredenju sa efekatom samog Poly (I:C). Sa druge strane, MoDC

pripremljene na ovaj nadin imaju manji alostimulatorni potencijal i
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smanjenu sposobnost indukcije Thl odgovora T limfocita, u
poredenju sa MoDC diferenciranim u prisustvu Poly (I:C). Ispitivanjem
dozno- i vremenski- zavisnog efekta kombinovane primene TNF-a i
Poly (I:C) ustanovljeno je da dozno-zavisni efekti izraZeni nakon 24h
nisu prisutni nakon 48h stimulacije. Dozno-zavisni efekti nakon 24h
stimulacije su se ogledali u smanjenju Thl i Th17 polarizacione
sposobnosti MoDC, posebno kada je u kombinaciji sa TNF-a
primenjena najviSa koncentracija Poly (I:C). Ispitivanjem uticaja
interakcije CD40:CD40L na funkcionalne karakteristike MoDC
diferenciranih u prisustvu TNF-a i razli¢itih koncentracija Poly (1:C)
ustanovljen je najizraZeniji efekat tokom primene najvise
koncentracije Poly (I:C). Ovako stimulisane MoDC ispoljile su smanjen

Th1 i Th17 polarizujuéi kapacitet u korist imunoregulatornog u

kokulturi sa alogenim CD4" T limfocitima;

Nezrele MoDC na kojima je aktiviran CD40 molekul imaju znadajan
potencijal za usmeravanje imunskog odgovora ka Th1 pravcu, dok
MoDC pretretirane sa Poly (I:C) kojima je potom aktiviran CD40
molekul polarizuju imunski odgovor ka Th17 pravcu. Nezrele MoDC
stimulisane IFN-y imaju manji potencijal za usmeravanje ka Th2 i
Th17 odgovoru, dok se efekat ovog citokina na MoDC pretretiranim sa
Poly (I:C) ogleda u smanjenju sposobnosti MoDC da indukuju Thi

odgovora i povelanju produkcije IL-10 (imunoregulatorni mehanizmi)

od strane alogenih CD4" T limfocita.

Svi dobijeni rezultati pokazuju veliku plasti¢nost u funkcionalnom odgovoru

MoDC. Znaajna imunogena svojstva Poly (I:C) koja su do sada iskori$éena u

pripremi MoDC kao tumorskih vakcina se mogu dodatno pospesiti primenom

stimulatora dektinskih receptora i TNF-a. Ipak neki od povoljnih efekata mogu biti

umanjeni ili usmereni u suprotnom pravcu dodavanjem solubilnog CD40L i IFN-y.

Ovi rezultati mogu pomoéi u boljem razumevanju biolo§kog pona$anja MoDC nakon

transfera in vivo.
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The influence of CD40 ligation and interferon-y on functional
properties of human monocyte-derived dendritic cells activated with

polyinosinic-polycytidylic acid

Uticaj povezivanja CD40 molckula i interferona-y na funkcionalna svojstva
dendritiénih éelija monocitnog porekla aktivisanih poliinosinsko-

policitidilinskom kisclinom

Ana Dragitevié®, Tanja D¥opalic!, Sa¥a Vasiliji¢*, Dragana Vugevié*,
Biljana Bo¥ié*, Ivana Majstorovié®, Bela BalintT, Miodrag Colie!

Military Medical Academy, *Institute for Medical Research, "The Transfusiol ogy Institute,
Belgrade, Serbia; §U11iversity of Ni§, School of Medicine, Ni§, Serbia

Abstract

Background/Aim. Ligation of a Toll-like recepror (TLE) by
specific TLR agonists is a powerful tool for maturation in-
duction of monocyte-derived dendritic cells (MoDCs). Stud-
ies so far have shown that the treatment of dendritic cells
{DCs) with a TLE3 ligand, polyinosinic-polycytidylic acid
[Poly(:C)], may be an appropriate activation agent for ob-
taining mature MoDCs, competent to prime effective im-
mune responses. Howrever, little is known about how subse-
quent interaction of Mal3Cs with T cell-derived stimuli, such
as CD40 or interferonsy (IFMN-y), modulates MoDDC func-
tions. ‘Therefore, this problem was the main objective of this
study. Methods, Immature Mol'Cs were prepared by culd-
wation of monocytes from peripheral blood mononuclear
cells with granulocyte macrophage-colony stimulating factor
(GM-CSF) and interleukin (IL)4 for 5 days. After that, mam-
ration was induced by the treatment of these cells with
Poly(l:C) for 2 days. At day 6, immature MoDCs and
Poly(l:C)-activated MoDCs were incubated either with CD40
ligand (L)-transfected J558 cells or IFN-y for additional 24
hours. Cytokine production wwas measured by ELISA and
FlowCytomiz Human T helper Thl/Th2 11plex. Allostinm-
latory capability of McD(Cs was tested using an allogeneic
mixed lenkocyte reaction (WLE) aseay. Results, Immature
MoDCs showed a moderate potential for stimulation of pro-
liferation of CD4* T cells, which was enhanced by the treat-
ment with Poly(l:C). Ligation of CI40 or treatment with
IFN=y of immature or Poly(I:C)-treated MoDCs significantly
up-regulated their allostimulatory activity. MoDCs matured in

Apstrakt

Uvod/Cilj. Poliinosinsko-policitidilinska kiselina
[Polyimosinic-polyeytidyhic arsd — Poli (1:2)] stimulife funkcional-

the presence of Poly(I:C} upregulated the production of IL-
12 and IL-10, swhich wwas followed by increased levels of IFIN-
v and decreased levels of IL-3 in co-cultures with allogeneic
CD4+ T cells. Ligation of CD40 on immature MoDCs up-
regulated the production of IL-12 and IL-23 which was ac-
companied by increased secretion of IFN-y in co-culmre.
Stimulation of CD40 on Peoly(l:C)-treated MoDDCs signifi-
cantly enhanced the production of IL-12, IL-23 and IL-10.
However, such treated Mcl2Cs decreased the production of
IFIN-y and IL-10 and up-regulated the secretion of IL-17.
Immature MoDCs treated with IFIN-y up-regulated IL-12,
but lowered the production of IL-5 and IL-17 by CD4+ T
celle. Treatment of Poly(l:C)-activated MoDXCs with [FIN-y
down-regulated the production of IL-12 and up-regulated IL-
10 by these cells and increased /decreased the levels of IL-10/
IFM-y, respectively, in co-culture with CD4* T cells. Conclu-
sion. Treatment with Poly(T:Z) or lgation of C40 on im-
mature MoDCs induces maturation of these cells into a phe-
notype that supports Thl response. fctivation of CL40 on
Poly(l:C)-treated McDCs shifts the immune response to-
wards Thl7. Treatment of immamre MoDCs with [FI-y
down-regulated Th2 and Thl7 responses. However, addition
of IFIN-y ta Poly{l:C)-activated Mcl?Cs down-regulated Thl
response and promote T regulatory mechanisme. Bach of
these results may have functional and therapeutic implica-
tions.

Key words:
dendritic cells; CD40 ligand; interferon-gamm a;
poly I-C.

no i fenotipsko sazrevanje dendritiénih éelija (C). Medu-
tim, malo j& podataka o modulaciji funkeije DC tokom inte-
rakcije sa T-limfocitima posredovanc] receptorom C40 1
interferonom-y (IFM-), $to je bio clj ovog istraZivanja.
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Metode. Nezrele DC dobijene su kultivacjom monocita
(Mo 12 periferne krvi u prsustvu faktora stmulacie granu
locitno-makrofagnih kolonija (Gramedocyte-Macraphbage Colony-
Stiwmslating Factor — GM-CSF) 1 interleukina (IL)-4 tokom pet
dana. Sazrevanje je indukovano dvodnevnom inkubacijom
Mol sa Poli(l:C). Poslednja 24 ¢asa, nezrele i zrele Mol3C
kultivisane su sa delijamna J558 koje su transfektovane ligan
dom CD4) ih u posustva IFMN-y. Produkeja citokina odre
divana je ELISA metodom, a alostimulatorna sposobnost u
mefanoj leukocitne) kultur. Rezultati. Stimulacija nezrelih
MoDC sa Poli(I:C) povecala je sekreciju IL-12, njihovu alo
stimulatornu sposobnost i produkeiju TFN-y u kokultur sa
CD4* T limfocitima. Sliéni rezultati dobijeni su poveziva-
njem CI40 molekula ili tretiranjem nezrelih MolDC sa TFN
v Medutim, stimulacija €140 molekula na MolDC koje su
aktivisane sa Poli(I:C) povecala je produkaju IL-12, IL-23 1
IL-10 $to je pospesilo produkerju IL-17, a smizilo produkeaiju

IFN-y 1 IL-10 u MoDC/CD4* kokulturd. Suprome tome,
IFN -y snizio je produkeiju 1L-12, a povecao produkeiju IL
10 od strane MaDIC aktivisanih sa Pali{T:C), éto je bilo po-
vezano sa smzenjern IFN-y, a porastom nivoa 11-10 u delij-
sko) kokultur. Zakljuéak. Poli(I:C), IFN-y i povezivane
CD40 molekula su aktivaton sazrevanja MoDC 1 stimulaton
Thl imunog odgovora. Ligaca CD40 molekula na MoDC
aktivisarum sa Poli(l:C) usmerava u praveu Th17, a nhibira
Thl imum edgovor. U istom modelu IFN-y inhibira Thi
odgover, a stunulife munoregulatomne mehanizme. Svaki
od dobijenih rezultata moZe imati specifitne funkajske il
terapeutske implikacije,

Kljuéne reéi:
celije, dendritiéne; CD40 ligand; interferon-gama;

poli I-C.

Introduction

Dendritic cells (DCs) are bone marrow-derived cells
that function as antigen-presenting cells (APCs). Immature
DCs in the periphery capture and process antigens and have
alow T cell stimulatory capability. These potent APCs ex-
press a wide vanety of pattern recognition receptors

(PRRs) by which they recognize a conserved groups of

molecules, collectively known as molecular patterns (MPs).
Activation of PRRs triggers signaling pathways resulting in
phenotypic changes and functional maturation of DCs. An
important group of PRRs are Toll-like receptors (TLRs)
which are crucial proteins that link innate and adaptive
immunity '

Upon encounter inflammatory cytokines, bacterial or
viral produets, DCs enter a crossroad where their fate, mi-
gratory type or cytokine-producing type is determined. At
this stage DCs express costimulatory molecules, migrate to
lympheid organs and secrete eytokines to imtiate immune re-
sponses . Inflammatory and innate cytokines create the en-
vironment in which anhigen-specific adaptive T cells expand
and differentiate into different effector CD4" T cells such as
T helper (Thl, Th2, Thl7) and various subsets of T cells
with regulatory activities (Tregs) *

Dendritic cells are also important in antitumor immu-
nity and DC-based cancer vaccines have given the encour-
aging results ’. Human menocyte-derived DCs (MoDCs) are
currently the major source of DCs used in clinical vaccina-
tion protocols for the treatment of cancer °. MoDCs can be
easily prepared by plastic adherence of monocytes from pe-
ripheral blood monenuclear cells (PEBMCs) and subsequent
incubation of the cells for several days in granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) and inter-
leukin (IL)-4 containing medium . fn vivo, human DCs have
been shown to be more efficient than immature DCs in in-
ducing specific antitumor antigen proliferative and cytotoxic
T cell responses . Therefore, an important goal in immu-
notherapy is to identify an optimal protocol for DC matura-
tion. fn vitro generated mature DCs should produce IL-12
after migration to the lymph nodes and upon subsequent

contact with T cell in order to stimulate Thl immune re-
sponse and thus maximize clinical efficacy .

Ligation of different TLRs by specific TLR agonists is
a powerful tool for induction of DC maturation both in vi-
tro and in vive. Polyinosinic-polycytidylic acid — Poly(1:C),
a synthetic analogue of dsRNA and a TLR3 agonist, trig-
gers the maturation of MoDCs into a phenotype that
m Poly(I: C)-treated
DCs show a mature phenotype with high expression of

strongly supports the Thl responses

costimulatory molecules and a maturation marker, CD83 =
Therefore. Poly(I:C) may be an appropriate maturation
agent for obtaining stable homogenous mature DCs thal are
potentially competent to prime effective immune responses
in vivo. This iz supported by the experiments showing that
such treated DCs retain the ability to secrete bioactive IL-
2 in lymph nodes which is initiated during the ex wvive
maturation step B
CD40 is a cell surface receptor that belongs to the tu-
mor necrosis factor-R (TNF-R) family. Ligation of CD40 on
DCs plays an important role in an enhanced survival of these
cells, secretion of cytokines and enzymes as well as in en-
hanced tumoricidal activity and NO synthesis. CD40 ligand
(CD40L), is mainly expressed on activated CD4" T cells.
CD40:CDA0L interaction has shown the complexity and im-
portance in T cell-dependent humoral immune responses, in
acquired cellular immune responses as well as in innate im-
munity. DC:T-gell interaction via CD40:CD40L upregulates
the expression of costimulatory and adhesion molecules on
DCs and triggers DCs to secrete [L-12 ¥ These data sug-
gest that ligation of CD40 on DCs may be an additional way
to enhance 1L-12 production and Th1 immune response. So
far, therapies targeting CD40 have been designed to trigger
CD40 signaling and thus boost the immune response agaimst
tumor. It should be noted that biologically relevant produc-
tion of IL-12 by DCs is not induced by CD40 engagement
alone but requires a second signal '* which can be provided
by other stimuli such as IFN-y. a key Thl cytokine.
Interferon-y is one of the most powerful DC potentiat-
ing agent. This cytokine, which is produced by natural killer
(NK) and by Thi cells '* "7 promotes specific cytotoxic im-

Diragifevié A, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(4): 301-308.
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munity by up-regulation of costimulatory and adhesion
molecules, chemokines, anfigen processing and presentation.
IFMNy is a necessary costimulus for 1L-12 production in
MoDCs ' and this amplification may be important in stabili-
zation of the Th] response,

Dendritic cells constatly receive multiple signals and
need to integrate them to give a response appropriate to ex-
tracellular milien. The involved factors (TLR3 ligand,
CD40L, IFN-y) may be of crucial importance for modulation
of ex vive generated DCs. However, little is known whether
their combination may aet sinergistically or antagonistically
on DC functions and this scientific problem was the principle
aim of this study.

Methods
Medium and reagents

Human MoDCs were cultured in RPMI 1640 medium
(ICM, Costa Mesa, CA, USA) supplemented with 2 mM L-
glutamine, 20 pg/mL gentamicin, 50 uM 2-mercaptoethanol
(2-ME} and 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS). Re-
combinant human [L-4 was purchased from Roche Diagnos-
tics GmbH (Mannheim, Germany). Recombinant human
GM-CSF (Leucomax, spec. activity 4.44 = 10° UI) was ob-
tained from Schering-Flough (Basel, Switzerland). Final
concentrations of Poly(1:C) (Sigma-Aldnch, Munich, Ger-
many) and [FN-y (R&D Systems, Minneapolis, USA) were
25 pg/mL and 5 ng/mL, respectively. The number of
CDA0L-expressing 1558 cells was 1.8 x 10%mL.

Cell preparation and MoDC cultures

MoDCs were generated from PBMCs. Briefly, PEMCs
from buffy coats of six healthy volunteers were isolated by
density centrifugation on Lymphoprep gradient (Nycomed,
Oslo, Norway), resuspended in 5 ml of 10% FCS with 2-ME
in RPMI medium and allowed to adhere to plastic flasks.
After 2 h at 37°C, non-adherent cells were removed and ad-
herent cells were cultured in 5 ml of control medium con-
taining GM-CSF (100 ng/mL} and IL-4 (20 ng/mL). At day
3, 2.5 mL of medium was removed and replaced by the same
volume of fresh medivm contaimng GM-CSF and 1L-4. Af-
ter & days MoDCs were replated (5 x 10° cells/mL) in me-
dium with a GM-CSF/IL-4 and Poly(l:C). At day 7, half of
each of these cultures were incubated with J558 cells or with
IFN-y for additional 24 hours. After 8 days, cell-free super-
natants were collected and stored at - 20°C for the subse-
quent determination of cytokine levels.

Allogeneic T-cell activation

The ability of T cells to proliferate was tested in an al-
logeneic mixed leukocyte reaction (MLR). CD4" T cells
were used as responders in MLR, after their isolation from
PBMCs using immunomagnehc sorting with CD4" isolation
kits (MACS technology, Myltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Germany) following instructions of the manufacturer. After
loading the cell suspension onte a column placed in the mag-
netic field of a MACS Separator, unlabeled cells run through
and this cell fraction consists mainly of the CD4" T-cell sub-

Dragicevic A, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(4): 301-308.

set as determined by flow cytomelry using an anti-CD4 FITC
{Serotec, Oxford, UK).

Purified CD4" T cells (1 = 10° cells/well) were culti-
vated for 5 days with different numbers of allogeneic
MoDCs in complete RPMI medium with 10% FCS in 96-
well round-bottomed cell culture plates. Different DC: T
cells ratios were used. To assess cell proliferation, cells were
pulsed with |3[I|—t]1ymjdine for the last 18 h (1 nCi/well,
Amersham, Books, UK). Labeled cells were harvested onto
glass fiber filters and the incorporation of the radionuclide
into DNA was further measured by p-scintillation counting
{LKB-1219 Rackbeta, Finland). Resulls were expressed as
count per minute (cpm) + 3D of triplicates.

Chytokine assays

After B days MoDCs were treated with PMA (20
ng/mlL.) and ionomycin (500 ng/mL) for 8 hours to stimulate
excretion of the synthesized cytokines. A similar procedure
was used for stimulation of MoDC/CD4" T cell coculture
after a 5 day incubation period. Cells were harvested. centri-
fugated and cell-free supernatants were collected and stored
at — 20°C for the subsequent determination of cytokine lev-
els. The levels of IL-12p70. 1L-23, IL-17 and IL-10 were
measured by sandwich ELISA assays from R&D Systems
(Minneapolis, USA), following the manufacturer’s instruc-
tons. The leveles of [FN-y and IL-5 cytokines were evalu-
ated using FlowCytomix Human Th1/Th2 1lplex Kit from
Bender MedSystems (Vienna, Austria).

Sratistical analysis

Data were analyzed for significant differences using
Student’s pairved r-test (p < 0.05 was considered statistically
significant).

Results

Effects of CD40 ligation and IFN-y treatment on the
cytokine production by MoDCs

Immature MoDCs were generated by incubating mono-
cyles with GM-CSF and IL-4 for 5 days. After that, matura-
tion was induced by the treatment of these cells with
Poly(L:C) for 2 days. At day 6 immature MoDCs and MoDCs
induced to mature with Poly(I:C) were incubated either with
CD40L-transfected J558 cells or IFN-y for additional 24
hours. The levels of IL-12. IL-23 and IL-10 were detected in
culture supernantans,

The results presented in Figure 1 show that immature
MoDCs produced a very small quantity of all three eytoki-
nes, Poly(1:C) treatment significantly enhanced the produc-
tion of 1L-12 and IL-10, whereas the production of IL-23
was not significantly changed. Ligation of CD40 on im-
mature DCs was followed by up-regulation of 1L-12 and
1L-23. However, such treatment of Poly(l:C)-stimulated
MoDCs resulted in about 2-fold, 20-fold and 3-fold in-
crease in the production of [L-12, IL-23 and IL-10, respec-
tively. The addition of IFN-y to immature MoDCs exerted
similar stimulatory effect on [L-12 production, as Poly(I1:C)
did. Mo significant effect was observed regarding IL-23 and
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Fig. 1- Cytokine production by immature human monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) and polynosinic-polycytidylic
acid — Poly(I: C)-treated MoDCs activated by CD40 ligation and interferon (IFN)-y
Supernatants of immature and Poly(L:C)-treated MoDCs challenged with CD40L-transfected J558 cells or IFN-y
were collected and processed to determinaton of cytokine levels using sandwich ELISA assays.
Datarepresent mean values of six different exp eriments =+ standard deviations (six donors).

Treatment: 1- control; 2- +CD40L; 3- +IFN-y
*p < 0.05, ***p < 0.005 compared with immature MoDCs
444y < 0.005 compared with Poly(I:C)-treated MoDCs

IL-10 production. However, the addition of IFN-y to the
cultures of Poly(I:C)-treated MoDCs down-regulated the
production of IL-12 and subsequently up-regulated (7-fold
increase) the production of IL-10.

Effects of CD40 ligation and [FN-y treatment on the
allostimulatory activity of MoDC's

The influence of CD40 ligation and IFN-y on the al-
lostimulatory potential of immature and Poly(l:C)-treated
MoDCs was examined in a MLR, where allogeneic CcD4" T-
cells were used as responders. The results are presented in
Figure 2.

Immature MoDCs showed a moderate potential for
stimulation of CD4" T-cell proliferation, which progres-
sively decreased with lowering the number of DCs as
stimulators. MoDCs matured in the presence of Poly(I:C)
enhanced the allostimulatory activity of MoDCs at the
highest (1: 10) DC:CD4" T-cells ratio. Ligation of CD40
on immature MoDCs or IFN-y treatment of these cells was
followed by significant up-regulation in their allostimula-
tory activity. Such treatment of Poly(I:C)-activated MoDCs
additionally enhanced the proliferation of allogeneic CD4"
T-cells.
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Fig. 2 - Allostimulatory activity of immature human monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) and polynosinic-
polycytidylic acid — Poly(I: C)-treated MoDCs stimulated with CD40L-transfected J558 cells and interferon (IFN)-y

The ability of CD4* T cells to proliferate was tested in allogeneic mixed |

reaction. Different rations of MoDC/CD4' T cells were used (a- 1:10;

b- 1:20; ¢- 1:40; d- 1:80). After five days of culture cells were pulsed with [H]*thymidine (1 nCi/well) for the last 18 h. Incorporation of the radionudide

into DNA was measured by p-scintillation counting,

Data represent the mean value of triplicates + standard deviations.
Treatment: 1- control; 2- +CD40L; 3- +IFN-y.

*p < 0.05, ***p < 0,005 compared with contrel immature MoDCs

“p < 0.05, 24p < 0,005 compared with control Poly(I:C)-treated MoDCs
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Effects of CD40 ligation and IFN-y treatment on the Th
pelavization capability of MoD)Cs

The effect of MoDCs on the polarization of Th immune
responses was measured by production of eytokines in
DC/CDA™ T-cell co-cultures.

Az shown in Figure 3 treatment of MoDCs with
Poly(I:C') up-regulated the production of Thl cytokine

in our previous study @

10, 12, 20, 21

and numerous other publica-
tons that such MoDCs are immature, triggered
moderate allogeneic T cell response in MLR and produced
low levels of 1L-12 and IL-23, dominant Thl and Th17 polar-
izing cytokines, respectively. Such characteristics are in accor-
dance with the knowledge that the capacity of immature DCs
to stimulate the immune response is rather weak and thus lim-

its their clinical efficacy, especially as tumor vaccines =

IFNy IL-17 IL-5 IL-10
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
30 20 5 in
- ARk 25 s
4 1 d
15
L i
30 |
1 10 1.5
20 E ] 2 I
I I i ] )
1] } | 05
o o L] on
123 123 123 123 123 123 123 i L]
immature DCs Poly(1:C)- immature DCs  Poly(1:C)- immature DCs Poly(1:C)- immatuee [Cs Poly(1:C)-
treated DCs treated DCs treated DCs treated DCs
Fig 3 - Polarization of Th i T by i ture | monoecyte-derived dendritic cells (MoDC3s) and

polynosinic-polycytidylic acid — Poly(1:C)-treated MoDCs activated with CD40L-transfected cells and interferon {(IFN)-y
Production of cytokines in MoDC/CDY™ T-cdl cocultures was measured using sandwich ELISA assays and FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex. Data
represent mean values of three experiments + standard deviations (three donors). Similar dilferences boiween groups were obtained with three othe do

Einos in th It

nors. However, the levels of all cy
Trestment: 1- control; 2- +CD40L; 3- +IFN-p.

:{ = 005, *** g <0005 compared with control immature MoDCs
443 < 0,005 compsared with control Poly(1:C)-treated MoDCs

were

(IFN=y), and down-regulated the production of Th2 cyto-
kine (IL-5), while the levels of 1L-17 and I1.-10 were not
changed. Treatment of immature MoDCs with CD40L-
transfected cells exerted similar effect on cytokine produc-
tion as Poly(l:C) did, except that the production of IL-5
was not significantly changed. In contrast, ligation of CD40
on Poly(l:C)-treated 1DCs enhanced Th17 response and
down-regulated Th1 response and production of [L-10. The
addition of [FN-v to immature MoDCs showed no signifi-
cant effect on the production of TFN-y, but lowered the
production of 1L-17 and [L-5. IFN=y treatment of MoDCs,
matured in the presence of Poly(l:C), significantly en-
hanced the levels of IL-10 and decreased production of
IFN-y, whereas the secretion of IL-17 and IL-5 was not
significantly modulated.

Discussion

Dendritic cells are professional APCs with an unique
ability to prime naive T cells upon antigen presentation,
regulate the type of T cell-mediated immune response, but
also to induce 1mmunological tolerance ¥ In our study we
generated DCs in vitre from peripheral blood monocytes
with GM-CSF and IL-4. It has been confirmed, similarly as

Dragicevic A, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(4): 301-308.

ylower (data not shown).

Poly(I:C) is a synthetic analog of double-stranded RNA
that binds to TLR3, a PRR highly expressed in immature
MoDCs “. This TLR3 agonist behaves like MP and upon
binding to TLR3 signals the presence of infectious agent,
followed by activation of DCs and induction of protection to
viral cytopathic effects ''. Activation of DCs leads to induc-
tion of inflammatory cytokines and activation of [FN-Ji pro-
moter. NI'-kB and MAP kinases through engagement of the
TRIF adaptor protein that cause DCs to mature ™ 7, It is
knewn that Poly(I:C) induces phenotypic maturation of
MoDCs by up-regulation of co-stimulatory  molecules
(CD80, CD86 and CD40), and marker,
CD83 '™ This could be a dominant mechanism of in-
creased allostimulatory activity of Poly(l:C)-treated MoDCs
in our experiments. Poly(1:C) is also a very potent stimulator
of [L-12 production and subsequent activator of the Thl im-
mune response both in vitro and & vivo, the properties desir-
able for induction of anti-tumer immunity *. This is con-
firmed in our present study, too. Therefore, Poly(1:C) may be
an appropriate maturation agent for obtaining stable ho-
mogenous mature [DCs that are potentially competent to
prime effective immune responses in vive. This 1s also sup-
ported by the experiments showing that Poly(l:C)-treated
DCs retain the ability to secrete bioactive 1L-12 in lymph

maturation
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nodes which is initiated during the ex vivo maturation slep o
We also showed that Poly(l:C)-treated MoDCs  down-
regulated the Th2 immune response, whereas the Th17 im-
mune response was not significantly changed. Down-
regulation of Th2 immune response is in agreement with the
current concept of reciprocal regulation of Thl/Th2 balance “

Ligation of CD40 on DCs plays an important role in
maturation and functional modulation of these cells ** . We
used a CD40L-transfected cell line to simulate CD40:CD40L
bidirectional crosstalk between DCs and T cells that provides
reciprocal regulation of both lymphocytes and DCs ***°, we
showed that ligation of CD40 on immature or Poly(l:C)-
treated MoDCs significantly up-regulated their allostimula-
tory activity, most probably as a consequence of increased
expression of adhesion and co-stimulatory molecules, such
as ICAM-1, HLA-DQ, CD80 and CD86 . It has already
been shown that the engagement of CD40 on immature
MoDCs as a single signal induces high levels of Thl polar-
izing cytokine IL-12 ' and subsequent production of IFN-y.
We confirmed such results in our study. Moreover, we dem-
onstrated that ligation of CD40 on immature MoDCs was
followed by an increased production of IL-23 and [L-17, a
phenomenon that has not been described so far. The produc-
tion of IL-17 was additionally enhanced following ligation
by CD40 on Poly(l:C)-treated MoDCs. 1L-17 is a signature
cytokine of the Th17 subset of CD4° T cells, whose expan-
sion and maturation is promoted by 11.-23 ' The Th17 im-
mune response was potentiated after ligation of CD40 on
Foly(l:C)-treated MoDCs, but this was followed by down-
regulation of Thl immune response.

Thl cells were considered as the most important CD+ T
cell subset for generating antitumor immunity because of
their potential to enhance cytotoxic function of CD&" cells by
producing [FMN-y, as a key activating factor, Recent publica-
tions shed new light on potential benefits of Th17 cells in
rejection of tumors *~ . Athough first it was considered that
the effects of Th17 cells were dependent on [FN-y and inde-
pendent of 1L-17 and [1L-23, due to conversion of Th17 to
Th1 ¥, the protective function of Th17 cells, with maintained
cytokine expression profile, against tumors have been con-
firmed *. The properties of Th17 cells, such as the ability to
enhance inflammatory responses and lo increase antigen
presentation by DCs, promotion of leukocyte homing to tu-
mors, facilitation of CDE T cell priming and effector difTer-
entiation offer new possibilities for developing the Th17 cell-
based therapy for tumors, Regarding the results of our study
which are consistent with new insights of tumor immuno-
therapy, Poly(1:C} together with CD40 ligation generates de-
sirable CD4" T cell subsets with suitable cytokine milen for
the treatment of tumors. However, such hypothesis needs
further testings in wive because we showed that signaling
through CD40 on Poly(l:C)-treated MoDCs decreased the
Thl mmmune response. At the moment 1t is not known
whether such balance between Thl and Thl7 immune re-
sponse is optimal for antitumor immune response or not. It is
known that the Thl type of immune response could be harm-
ful if exaggerated * and thus CD40 signaling could be pro-
tective and immunomodulatory.

Interferon-y is sified as type II IFN in accordance

with 1ts receptor specificity and sequence homology * 1FNs
were initially described as agents that interfere with viral
replication **. IFN-y is produced by NK cells and possibly by
APCs during the early course of infection, while T lympho-
cytes became a major source of this cytokine in the adaptive
immune response *. Cytokine increases antigen processing,
presentation and APC  costimulatory molecules # We
showed in this work that the treatment of immature or
Poly(l:Cy-activated MoDCs with [FN-y also enhanced the
proliferative activity of allogeneic CD4™ T cells, The al-
lostimulatory potential of MoDCs decreased by lowering the
DC:CDA" T cell ratio. At higher ratios MoDCs showed lesser
proliferative capability. One explanation could be that
stimulatory effects of costimulatory and adhesion molecules
and suitable levels of IL-12 are abrogated by low numbers of
producing cells.

A significant finding of this study was related to the
dual role of IFN-y on IL-12 production: stimulation by im-
mature MoDCs, suppression by Poly(l:C)-treated MoDCs.
The increased production of IL-12 was followed by in-
creased [FN-y production and down-regulation of 1L-5 and
IL-17 production by CD4" T cells in co-culture. Up-
regulation of 1L-12 by immature MoDCs is in agreement
with previous results Y The produced 1L-12 attracts and ac-

PR
which, in

tivates T cells and NK cells to produce IFN-y |
return, stimulate further production of 1L-12 by amplifying
leop. Down-regulation of IL-5 production could be explained
by reciprocal regulation of Th1 and Th2 immune response o
and by direct inhibitory effect of IFN-y on the growth of Th2
cells **. The reason why IFN-y-treated MoDCs inhibited IL-
17 production without significant changes of [L-23 produc-
tion is not clear. Since IL-23 predominantly acts on already
differentiated Th17 cell subset *', it is possible that [FN-y-
treated MoDCs inhibited the differentiation of Th17" cells by
maodulating the production of Th17 differentiation cytokines
such as TGF-P, IL-1P, 1L-6 and [L-21 *, Therefore, this hy-
pothesis should be tested in the next experiment.

The mhibition of 1L-12 production and stimulation of
IL-10 production by IFN-y- and Poly(I.C)-treated MoDCs is
an important finding which could be relevant for down-
regulation of Thl immune response and promotion of an IL-
10-mediated immunoregulatory milien. It is not completely
clear whether IFN-y primarily acts on down-regulation of IL-
12 by Poly(l:C)-activated MoDCs or on up-regulation of IL-
10 production. It is known that IL-10 is a potent anti-
inflammatory and immunosuppresive cytokine that inhibits
the production of IL-12 by MoDCs . Therefore, IL-101s a
very important cytokine for self-limiting Th1 cell-mediated
immuncpathology in conditions of strong inflammatory
stimuli %",

Recently it has been shown that TFN-y, beside amplifying
production of pro-inflammatory eytokines during activation of
DCs, also triggers an immunosuppressive enzyme indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO) activity in DCs “ 1t is known that
IDO" DCs exert immunoregulatory potential which is impor-
tant for down-regulation of the immune response * In addi-
tion, cytokine can also induce the development of adaptive

Diragifevié A, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(4): 301-308.
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regulatory T cells = Cumulatively, our results support the
concept that IFMN-y, as a domnant Thl effector cytokine, with
the pro-inflammatory properties could be also an important
down-regulator of strong immune response.

Conclusion

Treatment with Poly(I:C) or ligation of CD40 on im-
mature MoDCs induced maturation of these cells into a phe-
notype that supports Th1 response. Activation of CD40 on
Poly(l:C)-treated MoDCs shifted the immune response to-
wards Th17. Treatment of immature MoDCs with [FN-y

down-regulated Th2 and Th17 responses. However, addition
of IFN-y to Poly(l:C)-treated MoDCs down-regulated Thi
response and promoted ir
induction of IL-10, thus limiting the exaggerated and poten-
tially harmful immune response.

unoregulatory mechanisms by
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Abstract

Dendritic cells (DCs) are key antigen-presenting cells that express a wide variety of pattern-recognition
receptors (PRRs). Triggering of a single PRR, espedially Toll-like receptors (TLRs) and C-type lectins, induces
maturation of DCs, but cooperativity between multiple PRRs is needed in order to achieve an effective
immune response. In this review, we summarize the published data related to the effect of individual and
joint PRR agonists on DCs and Langerhans-like cells derived from monocytes (MoDCs and Mol Cs,
respectively). Our results demonstrate that MoDCs co-stimulated with TLR3/TLR7 and TLR3/Dectin-1
ligands induced superior T helper (Th)1 and Th17 immune responses, compared to effects of single
agonists. The opposite outcome was observed after co-ligation of TLR3 and Langerin on MolLCs. These
findings may be relevant to improve strategy for tumor immunotherapy.
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Abstract Dendritic cells (DCs) are key antigen-presenting cells that express a wide variety of pattern-recognition
receptors (PRRs). Triggering of a single PRR, especially Toll-like receptors (TLRs) and C-type lectins, induces maturation
of DCs, but cooperativity between multiple PRRs is needed in order to achieve an effective immune response. In this
review, we summarize the published data related to the effect of individual and joint PRR agonists on DCs and Lan-
gerhans-like cells derived from monocytes (MoDCs and MoLCs, respectively). Our results demonstrate that MoDCs co-
stimulated with TLR3/TLR7 and TLR3/Dectin-1 ligands induced superior T helper (Th)l and Th17 immune responses,
compared to effects of single agonists. The opposite outcome was. observed after co-ligation of TLR3 and Langerin on
MoLCs. These findings may be relevant to improve strategy for tumor immunotherapy.

Keywords Monocyte-derived dendritic cells - Pattern-recognition receptors - Toll-like receptors - C-type lectins -

Immunotherapy

Introduction

Dendritic cells (DCs) are bone marrow-derived antigen-
presenting cells (APCs) that represent a key bridge
between innate and adaptive immunity [1]. These cells
have a unique capability to activate naive T cells and to
initiate CD4™ T helper (Th), CD8" cytotoxic' T lympho-
cytes (CTLs) and T-cell dependent antibody responses [1].
The antigen-presenting function of DCs is manifested by
capturing and processing antigens into peptides that are
displayed on their surface for presentation to T cells after
migration to secondary lymphoid organs [2]. DCs capture
antigens based on the expression of a wide variety of
pattern-recognition receptors (PRRs), which discriminate
self tissues from infectious nonself through pathogen-
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associated molecular patterns (PAMPs) recognition. There
are several described PRRs, including Toll-like receptors
(TLRs), C-type lectins (CLRs), cytoplasmic retinoic acid—
inducible gene-I-like receptors (RLRs), nucleotide oligo-
merization domain-like receptors (NLRs) and many others
[3-5]. Activation of PRRs triggers signaling pathways,
which is followed by phenotypic changes and functional
maturation of DCs.

Mature MoDCs acquire migratory properties by modu-
lation of the expression pattern of receptors for chemo-
kines, down-regulate phagocytosis and endocytosis, and
up-regulate expression of HLA class I and class II mole-
cules, adhesion molecules (CD54), co-stimulatory mole-
cules (CD80 and CD86) and maturation markers, the
properties necessary for their optimal T-cell polarization
capacity [6]. T-cell polarization to either Th1, Th2 or Th17
profile depends on the type of co-stimulatory molecules
and cytokines expressed by the DCs, which is in turn
determined by the TLR signaling profile [7].

DCs are a heterogeneous group of cells comprising
functionally distinct subtypes. Based on their differences in
function, localization and phenotype, two main populations
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of DCs in human peripheral blood have been described:
CD11c™ myeloid DCs (mDCs), which include Langerhans
cells, dermal and interstitial DCs, and CD11c /CD1237/
CD4™" plasmacytoid DCs (pDCs) [8]. Due to the expression
of distinct PRRs capable for responding to various patho-
gens, both of them are able to initiate characteristic T-cell
responses [6]. The functional plasticity and diversity of
these DC subsets make them potentially very useful in
designing effective cancer vaccines [9].

At least two mDC subtypes that specifically populate
epithelial tissues can be described: Langerhans cells (LCs)
and interstitial dendritic cells (IDCs). LCs resident in epi-
dermis and mucosal epithelia are characterized by high
expression of CDla, Langerin molecules and E-cadherin.
CDla family of proteins binds and presents lipids while
Langerin (CD207) receptors make contact with mannose
and related sugars. After establishing contact with soluble
or cell-surface antigens, Langerin molecules form Birbeck
granules (characteristic tennis-racquet shape structures),
which are involved in the process of alternative antigen
presentation to T cells and/or their further endosomal
processing. E-cadherin is an adhesion molecule that
anchors epidermal LCs to keratinocytes and epithelial T
cells [10-12].

As APCs of myeloid origin, both cell populations share
some basic functional features with other DC populations
[13]. After the uptake and processing of foreign pathogens
that penetrate epithelia, resident LCs and IDCs mature
during migration toward the local lymph nodes thus
acquiring the capability to prime T cells. It was shown-in
ex vivo experiments that during this process LCs up-reg-
ulate MHC II molecules, co-stimulatory molecules and
CC-chemokine receptor 7 (CCR-7) while down-regulating
CDla, Langerin, E-cadherin and CD54 [12, 14]. It is
believed that migration of these populations can be initi-
ated independently of maturation after the exposition to
self-antigens [15, 16]. Immature LCs and IDCs can prob-
ably promote peripheral tolerance in the nearby lymph
node either by inducing anergy or apoptosis of self-reactive
naive T-cell clones or by induction of T regulatory cells
(Tregs) [17]. The roles of LCs and IDCs to prime naive T
cells or to induce anergy of T cells can be explained by
specific TLR profiles and other PRRs of these cells.

Since the extent of circulating DCs in human blood is
very low, the most commonly used approach exploit in
vitro-generated monocyte-derived DCs (MoDCs) [18]. It
includes cultivation of monocytes, obtained from periphe-
ral blood mononuclear cells (PBMCs), with recombinant
granulocyte ‘macrophage-colony-stimulating factor (GM-
CSF) and interleukin (IL)-4, which are able to differentiate
into immature MoDCs after 5-6 days [19]. The addition of
transforming growth factor f (TGF-f) to this cytokine
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cocktail results in the generation of Langerhans-like DCs
(MoLCs) [20].

The aim of this review is to provide insights into the
response of in vitro-generated MoDCs and MoLCs to the
co-ligation of PRRs, as a basis for new immunotherapy
perspectives.

TLRs

The evolutionary conserved TLRs are best-characterized
PRRs, which discriminate self from nonself, providing the
first line of defense against invading pathogens. Although a
part of the innate immunity, TLRs initiate long-standing
and protective immunity by presenting antigen motifs to
the cells of adaptive immune system [21]. To date, 10 and
12 functionally active TLRs have been identified in
humans and mice, respectively. They are most commonly
divided into two groups depending on their cellular local-
ization and PAMP ligands. One group refers to TLRs
expressed on cell surfaces and recognize mainly microbial
membrane components (TLRI, TLR2, TLR4, TLRS,
TLRG6). The other group consisting of TLR3, TLR7, TLR8
and TLRY is expressed in intracellular vesicles (endo-
somes, lysosomes, endoplasmic reticulum) where they
recognize microbial nucleic acids [22]. The TLRs are
expressed by various immunologically relevant cell types,
including DCs, macrophages and B cells [23], but DCs are
particularly important for all aspects of TLR function.

TLRs are a family of transmembrane receptors con-
sisting of ectodomains with multiple leucine-rich repeats
(LRRs), linked by a transmembrane domain to a conserved
cytosolic domain called the Toll/IL-1 receptor homology
(TIR) domain [21]. The super-family of TIR domain-con-
taining receptors also includes the IL-1R/IL-18R family,
which act by recruiting and homodimerizing with TIR
domain-containing adaptors proteins. Myeloid differentia-
tion protein 88 (MyD88), as a major adaptor protein linking
these receptors, is required for signaling through all TLRs,
except TLR3, which acts through the adaptor molecule
Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing interferon
(IFN)-f (TRIF), while TLR4 signals through both MyD88-
and TRIF-dependent pathways. Recruitment of MyD88
leads to the activation of IL-1 receptor-associated kinases
(IRAKs) and TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6),
consecutively activating transcription factors, such as
nuclear factor-kB (NF-xB) [24]. TLRs are widely expres-
sed on immune cells and possess distinctive functions
depending on the cell type and signaling pathways [25].
TLR agonists, as maturation agents for DCs, have been
tested as an attractive agent for initiating or boosting the
anti-tumor response [26].
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TLR2, expressed by both MoDCs and mDCs [27], is
involved in the recognition of a wide spectrum of microbial
molecules, such as Gram-positive and Gram-negative
bacteria, fungi, parasites and viruses [28]. Due to the for-
mation of heterodimers with TLR1 and TLR6, TLR2 has a
capacity to bind a variety of ligands [29]. TLR2/TLR1 and
TLR2/TLRS6 activation leads to DC maturation and NF-xB
activation through recruitment of MyD88, and subsequent
production of numerous cytokines [30]. Recent study has
shown that, through activation of specific pathways
involving TLR2, zymosan can activate DCs [31]. Zymosan
is a crude cell-wall component mixture of the baker’s yeast
extracts from Saccharomyces cerevisiae, composed mainly
of f-glucans, mannans and chitins [32]. Investigating dif-
ferential regulation of cytokine production in human DCs,
Gerosa et al. [33] have shown that zymosan stimulated IL-
23 rather than IL-12p70 production in MoDCs, suggesting
its role in Th17 immune response. The same study reported
that low levels of IL-12p70 did not affect Thl response,
induced by zymosan-stimulated MoDCs. Wei et al. [32]
have shown that this TLR2 ligand can promote phenotypic
maturation of human MoDCs, followed by an increased
allostimulatory capacity and production of both pro- and
anti-inflammatory cytokines.

It has been shown that freshly purified LCs and MoLCs
display TLR2 and its associated receptors TLR1 and TLR6,
but no TLR4 [34]. This expression pattern was also similar
to that of the freshly isolated LCs from human skin [35].
After stimulation with a TLR2 agonist, peptidoglycan
(PGN), MoLCs weakly up-regulated maturation markers
CD80, CD86 and HLA-DR and produced smaller amounts
of IL-12p70 and IL-10 when compared to MoDCs. Stim-
ulation with a TLR4 agonist, lipopolysaccharide (LPS), did
not show any measurable production of these cytokines,
nor changes in the expression of maturation markers, when
compared to control [36]. Since Gram-positive bacterial
species are the most important commensal bacteria in skin
that can also cause severe systemic infections, it is most
likely that production of IL-10 after TLR2 ligation with
PGN can be required for avoiding reaction against com-
mensals. [34]. Experiments-on murine DCs supported this
hypothesis because TLR2™/~ mice showed impaired
immunity against Staphilococcus aureus [37]. Recent
studies imply that LCs activated by TLR2 ligands can also
induce Th17 polarization of allogeneic CD4™T cells [35].

TLR3 is a PRR highly expressed in immature MoDCs
[29]. Ligation of TLR3 by its specific agonist double-
stranded (ds)RNA, that signals the presence of infectious
agent, is followed by activation of DCs and induction of
protection to viral cytopathic effect [38]. Polyinosinic-
polycytidylic acid (Poly (I:C)) is a synthetic analogue of
dsRNA and a TLR3 agonist. Studies so far have shown that
Poly (I:C) induces phenotypic maturation of MoDCs [39].

Therefore, Poly (I:C) is an appropriate maturation agent for
MoDCs. Poly (I:C)-treated MoDCs are in vitro and in vivo
potent producers of bioactive IL-12, a crucial initiator of
the Thl response [39] and weak producers of IL-10, an
anti-inflammatory cytokine that drive T cells toward Th2
and T regulatory cell (Treg) response [40, 41]. We have
found that stimulation of TLR3 increases the production of
IL-17, a signature cytokine of the Th17 subset of CD4" T
cells whose expansion and maturation are promoted by IL-
23, which is in consistence with results published by
Sallusto et al. [42]. Collectively, stimulation of MoDCs
with Poly (I:C) polarizes the immune response toward
strong Thl and moderate Th17 responses, respectively.

LC-like DCs derived from human cord blood express
TLR3 receptors [43]. Recent study with bafilomycin, an
inhibitor of endosomal acidification, on LCs isolated from
human skin, showed that TLR3 is responsible for the
effects of Poly(I:C) on the induction of maturation and
allostimulatory properties and Th1 polarizing capability of
LCs [44]. Our results on MoLCs mostly corroborated these
results, but an interesting finding was that Poly (I:C) did
not modulate Th2 or Th17 polarization compared to control
(unpublished data).

TLR4, as a founding member of the human TLR family,
was described as essential for recognition of bacterial LPS,
a component of the outer membrane of Gram-negative
bacteria [21]. TLR4 interacts with three different extra-
cellular proteins—LPS binding protein (LBP), CD14 and
myeloid differentiation protein 2 (MD-2)—to induce a
signaling cascade leading to the activation of both the
MyD88- and TRIF-dependent pathways. This activation is
necessary for the induction of inflammatory cytokines. LPS
is one of the most commonly used compounds for the
induction of DC maturation, which in turn produce more
cytokines and express co-stimulatory molecules to activate
T cells [45, 46]. LPS also stimulates macrophages to pro-
duce proinflammatory cytokines [47]. Such treated MoDCs
produce moderate levels of IL-12, but also IL-10 [46].
TLR4 signaling pathway can mediate a signal from dying
tumor cells that causes DCs to mature and elicit phago-
cytosis [48]. Since the immune response activated from
dying tumor cells is essential for a successful cancer
therapy, TLR4 agonists could be tested for the enhance-
ment of current chemotherapeutic regimens [49].

TLRS5 is distinctive for its ability in recognizing the
flagellin protein component of bacterial flagella [28].
Intestinal epithelial cells, as well as lamina propria DCs,
express TLRS in a wide range, suggesting its role in the
detection of flagellated bacteria in the gut [24]. The
expression of TLRS on MoDCs and mDCs has been
described as well [50]. Study by Means et al. [51] have
shown that ligation of TLR5 by flagellin could induce
phenotypic maturation of MoDCs, as judged by increased
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expression of maturation and co-stimulatory markers. The
same group reported that flagellin-matured DCs displayed
an enhanced T-cell stimulatory capacity with a concomi-
tant decrease in the endocytic activity. Recent study
showed that stimulated DCs from lamina propria by fla-
gellin are good stimulators of Thl and Thl7 immune
responses [52].

TLR7 and TLRS are natural receptors for single-stran-
ded (ss) RNA and, together with TLR3 and TLR9, act as
powerful activators of the innate immune response upon
viral infections [53]. Besides ssRNA, several chemical
compounds have been described as TLR7/8 agonists, such
as resiquimod, CLO75 and CL097 [54]. Stimulation of
MoDCs with these compounds resulted in their maturation
with the capability for polarization of the immune response
toward Thl [55]. Therefore, in order to understand the
essence of MoDCs activation by common TLR7/8 ligands,
it is important to evaluate the effects of selective TLR7 and
TLR8 agonists. There are two well-known groups of
selective TLR7 agonists, imidazoquinolines (imiquimod
and gardiquimod) and guanosine derivatives (7-allyl-7,8-
dihydro-8-oxo-guanosine (loxoribine) and 7-thia-8-oxo-
guanosine (7-TOG)) [54]. The data regarding their effect
on MoDCs are controversial. Namely, a number of studies
showed that selective TLR7 ligands could stimulate only
preactivated MoDCs [56, 57]. The other group of authors
described that imidazoquinolines inhibited differentiation,
but enhanced maturation of human MoDCs [58]. Our group
studied selective TLR7 agonists (loxoribine and 7-TOG)
and showed that loxoribine, at relatively high concentra-
tions (250 uM), was able to induce maturation of MoDCs
without additional stimuli and the effect was partly
dependent on the up-regulation of TLR7 expression. In
addition, loxoribine-treated MoDCs were potent inducers
of Thl and Th17 immune responses [59].

In our previous in vitro studies in rodents, we described
7-TOG as a strong modulator of the immune response [60,
61]. Later investigations into human monocytes demon-
strated significantly augmented stimulatory potential of
7-TOG-treated monocytes on T-cell proliferation, which
was partially dependent on IL-12 production. Different
TLR7 expression in rodent and human, as well as possible
dosage-dependance and characteristic chemical structure,
led us to further investigate the modulatory activity of
7-TOG on human MoDCs. We showed that this guanosine
analogue was able to activate immature MoDCs in a strong
dose-dependent manner. Namely, the highest applied con-
centration of 7-TOG (250 uM) was a potent inducer of
MoDCs maturation, which directed the immune response
toward Thl and Th17. The intermediate concentration of
7-TOG (100 pM) was, however, a weak stimulator of
MoDCs maturation, and such treated MoDCs stimulated
the Th17 response. On the contrary, the lowest applied
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concentration of 7-TOG (25 pM) did not trigger maturation
of MoDCs, but primed these cells to polarize the immune
response toward Th2 (unpublished data). Due to the
endosomal localization of TLR7, delivery of agonists to
endosome is significantly facilitated through the process of
phagocytosis or endocytosis. This could be advantageous
in increasing the intracellular concentrations of the com-
pounds and subsequent better DCs activation. Therefore,
our resecarch group was studying multi-walled carbon
nanotubes (MWCNTSs) as a delivery system of 7-TOG to
endosomal TLR7 in human MoDCs, when different con-
centrations of 7-TOG were covalently attached to
MWCNTSs by the original method [62]. Light, confocal and
transmission electron microscopic observations confirmed
efficient phagocytosis of 7 TOG-MWCNT nanoparticles
(Fig. 1). This delivery system showed that low concentra-
tions of 7-TOG attached to MWCNTSs was able to promote
both Thl and Th17 immune responses, as efficiently as ten
times higher concentrations of soluble 7-TOG (unpublished
data). These findings support the hypothesis that func-
tionalized MWCNTs may be a challenging system for
delivery of 7-TOG to MoDCs, in order to improve the
protocols for preparation of DC vaccines.

TLRY recognizes specific unmethylated 2’-deoxyribo
(cytidine-phosphateguanosine) (CpG) DNA motifs that
distinguish microbial DNA from mammalian DNA [63].
CpG-containing oligonucleotides (ODNs) can mimic nat-
ural CpG sequences and are used as TLR9 ligands [64]. In
humans, TLR9 can be found on pDCs, activated mono-
cytes, NK cells and B-lymphocytes [64].Until recently, it
was believed that MoDCs and mDCs do not express TLR9
[65]. However, using synthetic CpG-A ODN D19, Hoene
et al. [66] proved the existence of TLR9 in MoDCs, in
amounts comparable with pDCs. It has been shown that
ligation of TLRY induces maturation of MoDCs, with a
subsequent increased T-cell proliferation and Thl differ-
entiation. Data about the modulatory effects of TLR9
agonists on MoLCs are scarce.

Co-ligation of TLRs

Although triggering of single TLRs results in phenotypic
and functional changes in DCs, cooperation between
multiple TLRs is needed in order to achieve an effective
immune response. Therefore, numerous studies using
simultaneous engagement of multiple TLRs were
performed.

The co-ligation of TLR2 and TLR4 caused greater
production of TNF-z and IL-6 by human monocytes than
ligation of single receptors did [67, 68]. Further results
indicated the secretion of additional levels of TNF-x, IL-6
and IL-12p40 if Poly (I:C) and CpG DNA simultaneously
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(a)

Fig. 1 Internalization of 7-TOG attached to MWCNTs by MoDCs.
MoDCs were generated by cultivation of human monocytes in the
presence of GM-CSF (100 ng/ml) and IL-4 (20 ng/ml) for 6 days and
functionalized MWCNTSs with 7-TOG for another 48 h. a In order to
evaluate ingestion of MWCNTSs by MoDCs, cytospins were prepared
and observed by light microscopy. Black dots inside the cell are
presumed to be ingested nanoparticles: b For confirmation, cytospins

activated mouse macrophages, suggesting, for the first
time, that multiple TLR ligands increase the host resistance
[69]. Napolitani et al. [70] are among the first describing
the strong synergistic effects of TLR ligands on cytokine
production by human DCs. Namely, this group showed that
TLR3 or TLR4 potently acted in synergy with TLR7/8 in
the enhancement of IL-12 and IL-23 production by human
MoDCs, which resulted in additional potentiation of Thl
polarizing capacity. These findings were explained by the
fact that simultaneous activation of NF-kB, interferon
regulatory factors (IRFs), mitogen-activated protein (MAP)
kinases (MAPK), phosphoinositide 3-kinase (PI-3 K) and
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)
signaling pathways are involved in this process, suggesting
a crucial role for the synergistic gene expression during the
combined TLR3 or TLR4 and TLR7/8 ligand stimulation
[71].

Similar effects on cytokine production by MoDCs have
also been reported for co-ligation of TLR3 or TLR4 with
TLR2 (PGN), TLR2/TLR6 (zymosan) and TLRS5 (flagellin)
[72]. Namely, it has been shown that MoDCs combine and
integrate signals received via the IFN-dependent pathway
by engagement of TLR3 and activation of TRIF with the
MyD88-dependent pathway by ligation of TLR2 (PGN),
TLR2/TLR6 and TLRS.

The other group of authors reported that TLR2 is able to
restrain the TLR4- and/or TLR7/8-induced production of
proinflammatory - cytokines, while leaving the cytokines
induced by TLR3 or TLRS5 unchanged [73]. They also
revealed that abrogating the IL-12p70 production by DCs,
TLR2 exerts.its suppressive function. This inhibition of IL-
12p70 release by TLR2 led to an increased DC-mediated
T-cell differentiation into Th2 and Th17 cells. Therefore, it
can be assumed that the modulation of TLR2-mediated
signaling in cooperation with other TLR ligands might

were processed for confocal microscopy. Fluorescent 7-TOG-
MWCNTS, coupled with FITC, are seen inside the HLA-DR/Alexa
5487 cell; ¢ Fi nally, MoDCs cultivated with 7-TOG-MWNCTs were
evaluated by transmission electron microscopy (TEM) after appro-
priate processing. TEM micrograph shows protrusion of cell mem-
brane, forming coated pit with ingested nanoparticles

provide novel insights for interventions within immune
diseases.

Based on our previous papers, where the effects of
single TLR3 and TLR7 agonists on MoDCs were investi-
gated [59, 74], we tried to determine whether these ago-
nists, triggering different pathways, may cooperate in
MoDC activation. Therefore, we combined suboptimal
(10-pg/ml) or optimal (25 pg/ml) concentrations of Poly
(I:C) with suboptimal (100 pM) and optimal (250 pM)
concentrations of loxoribine. The effect of each combina-
tion on phenotypic properties and cytokine production by
MoDCs and their Th polarizing capability was studied, and
some of these results are presented in Fig. 2.

The first combination of suboptimal concentrations of
Poly (I:C) and loxoribine induced maturation of MoDCs,
directing the immune response toward Thl, as documented
on the basis of levels of IFN-y in co-culture with allogeneic
CD47T cells. Higher production of IFN-y correlated with
the levels of IL-27 and IL-12, which is in agreement with
previous study where IL-27, by synergizing with TL-12p70,
participates in the expansion and survival of Th1 cells [75].
Such treated MoDCs also potentiated the production of TL-
17 by CD4™T cells, which correlated with significantly
higher amounts of IL-23 in MoDC cultures, compared to
the levels of the cytokines induced by suboptimal con-
centrations of single agonists. This Th17 profile was
somewhat expected, knowing that final differentiation of
Th17 cells partially depends on IL-23 [76].

Cultivation of MoDCs with a combination of both
optimal concentrations of TLR agonists primed them to
polarize the immune response toward Thl with the sig-
nificant production of TFN-y by allogeneic CD4™T cells.
This finding also correlated with the increased levels of IL-
12 and IL-27 [77]. This induction of Thl-polarizing signals
was not followed by up-regulation of HLA-DR and
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Fig. 2 The effect of TLR3 and TLR7 co-ligation on cytokine
production and Th polarization capability of MoDCs. MoDCs were
obtained by cultivation of human monocytes for 6 days with GM-CSF
(100 ng/ml) and IL-4 (20 ng/ml) and then stimulated with Poly (1:C)
and loxoribine in different concentrations for an additional 48 h.
a Levels of secreted IL-12, 1L-23 and IL-27 were determined in cell-
free supernatants by ELISA; b Allogeneic CD4™T cells were co-
cultured with MoDCs (1 x 10* cells/well) at a concentration of

co-stimulatory molecules. On the contrary, their expression
was down-regulated, compared to the effect of single
agonists. A similar finding was described by Napolitani
et al. [70] who suggested an existence of different induc-
tion thresholds between these two “programs™ and indi-
cated that such co-ligation may  represent a so-called
“security code,” which ensures powerful effectors (Thl
response) to be generated only in response to invading
pathogens. In addition, distinet cellular compartment of
TLR3 and TLR7 could be of importance, when dsRNA can
initiate TLR3 and prime DCs to a subsequent activation of
TLR7 in the endosomal compartment. On the other hand,
such treated MoDCs decreased the production of IL-23,
compared to the effect of single Poly (I:C), and the effect
was followed by decreased production of IL-17 in co-cul-
ture with CD4'T cells. The enhancement of IL-27 pro-
duction could be responsible for down-regulation of IL-23,
according to literature data [78]. High amounts of IL-27
could be also explained by suppression of IL-4 production
and subsequent decrease in the Th2 cell differentiation

@ Springer

1 x 10° cells/well. Co-cultivation lasted 5 days, when PMA (20 ng/
ml) and ionomycin (500 ng/ml) were added for an additional 8 h.
Levels of IFN-y and IL-17 were measured in CD4" T-cell/DC co-
culture supernatants using sandwich ELISA kits following the
manufacturer’s instructions. Cytokine levels are given as x + S.D.
(n = 3 donors). *p < 0.05, **p < 0.01, #*p < 0.005 compared to
relevant controls

[79]. When a suboptimal concentration of poly (I:C) was
combined with an optimal loxoribine concentration to
activate MoDCs, the Thl immune response was mostly
pronounced and followed by increased levels of IL-12 in
MoDC cultures. These findings confirmed again the fact
that DCs have very large capacity to produce IL-12 that is
“deployed,” only in the response to multiple stimuli acting
simultaneously [70].

Ligation of TLR3 and TLR7 by their specific ligands
results in conformational changes in the receptors, leading
to downstream signal transduction, which primarily
involves MyD88- and TRIF-dependent pathways [80].
Namely, it is known that signaling through TLR3 and
TLR7 differs. Activation of TLR3 leads to the induction of
IRF3, NF-xkB and MAPK through the engagement of TRIF
adapter protein, whereas TLR7 signaling activate NF-xB
via a MyD88-dependent pathway and activation of IRF7
[28]. Furthermore, it has been shown that ongoing stimu-
lation through the TRIF-dependent pathway is required for
the enhancement of the MyD88-dependent DC function

Journal : Large 12026

Article No. : 8279

=
=

MS Code : IMRE127

Dispatch - 20-2-2012 Pages: 14
0 LE O TYPESET
¥ cp ¥ pisk

456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475

178




Prilozi

o
(=]
p =
(=T
(=]
=
=]
=]
<

476
477
478
479
480
481
482
483
484

486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525

Immunology in Serbia

and for the T-cell activation [81]. Based on these findings,
we postulated that maybe combination of these signaling
pathways could modulate the final outcome of the immune
response. Namely, the MyD88-independent pathway cor-
responding to signal 2 increases the T-cell priming, but the
MyD88-dependent pathway, as signal 3, determines a T-cell
response [81]. This crosstalk may be established to avoid
induction of unnecessary activation of immune responses
while allowing an immune response against tumors.

C-type lectin receptors (CLRs)

C-type lectin receptors are family of both soluble and
transmembrane proteins that possess at least one carbohy-
drate recognition domain (CRD) with unique specificity.
They provide DCs with the ability to recognize mannose,
fucose and glucan carbohydrate structures that are part of
the most pathogens [82]. CLRs can be divided into two
groups according to their molecular structures. Group I has
its amino (N) terminus pointing outwards of the cell and
has several CRDs at the carboxyl (C) terminus. It is named
the mannose receptor (MR) family, which includes man-
nose receptor (CD206) and DEC-205 (CD205) [4]. Group
IT has its N terminus pointing into the cytoplasm of the cell
and has single CRD. It is called the asialoglycoprotein
receptor family and comprises the DC-specific ICAM3-
grabbing nonintegrin  (DC-SIGN, CD209), Langerin
(CD207) and the members of Dectin-1 and DC immuno-
receptor (DCIR) families. The Dectin-1 family includes
Dectin-1, lectin-like oxidized low-density lipoprotein
receptor (LOX-1), C-type lectin receptors 1 and 2 (CLEC-1
and 2) and myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor
(MICL), while DCIR family includes DCIR, DC immu-
noactivating receptor (DCAR), Dectin-2_and blood DC
antigen protein 2 (BDCA-2) [83, 84].

Triggering of CLR by different pathogens can induce gene
expression independently of other PRR signaling (Dectin-1,
Langerin) or, by contrast, induce signaling pathways that can
only modulate the TLR-induced gene expression (DC-SIGN,
BDCA2, DCIR and MICL). Common feature of both sig-
naling pathways is the induction of NF-xB, a key mediator of
inducible gene expression in the immune system, although
other transcription factors contribute to the CLR-induced
signal transduction as well [28, 85].

Dectin-1 is one of many PRRs that mediate their own
signaling and can synergize with TLRs to initiate specific
responses to pathogens [86]. Dectin-1 was first identified as
a DC-associated C-type lectin, containing a single extra-
cellular CRD motif at the COOH-terminal end that rec-
ognizes B-1,3-glucans found mainly in the cell walls of
fungi and an immunoreceptor tyrosine-based activation
motif-like sequence (hemITAM) in the cytoplasmic

domain [87], necessary for intracellular signal generation
[88]. Subsequent studies have shown that mouse Dectin-1
is highly expressed on neutrophils, alveolar macrophages
and inflammatory macrophages with lower expression on
resident macrophages, DCs and some T cells [89]. Human
Dectin-1 is expressed additionally on B cells. Dectin-1
recognizes soluble and particulate f-glucan [87, 89] that
makes up to 50% of the fungal cell wall. Activation of the
Dectin-1 receptor is followed by the recruitment of the
tyrosine kinase Syk by hemilTAM sequence in the cyto-
plasmic domain. This initiates downstream signaling cas-
cade that culminates with the activation of NF-xB, the
transcription factor NFAT and MAPK [90]. Upon ligand
recognition, Dectin-1 can induce diverse responses such as
an oxidative burst, inflammatory cytokine production and
phagocytosis [88].

The role of Dectin-1 in modulating the biological func-
tions, of human DCs, is reported in only few studies. It has
been shown that mouse DCs stimulated with curdlan, a
Dectin-1 agonist, = increased co-stimulatory molecules
(CD80, CD86 and CD40) [90]. These results are similar to
those showing an up-regulation of CD40 and CD86 by
human DCs treated with Candida albicans. It is known that
the response of DCs to C. albicans is largely dependent on
Deetin-1 recognition [91]. Our results (unpublished data)
support these findings and additionally showed an up-regu-
lation of HLA-DR and CD83 expression by curdlan-treated
MoDCs. Collectively, all these data demonstrated that
Dectin-1 could be instrumental in promoting an efficient
antigen presentation and that curdlan, through activation of
Dectin-1, induce phenotypic maturation of human MoDCs.
Previous studies on human MoDCs have shown that stimu-
lation of Dectin-1 signaling pathway with curdlan increases
the production of IL-6, TNF-a, IL-1§, IL-10, IL-12p35, IL-
23p19 and IL-12p40 [92]. Activation of the Dectin-1 path-
way in our study increased the production of IL-27 and
lowered the production of IL-10 by MoDCs, while the levels
of IL-6, TNF-o and IL-23 were unchanged, compared to
control. Although the levels of both IL-12 and IL-23 were
very low or undetectable, an intriguing finding of our study
and a previous publication [90] was the ability of curdlan to
promote Thl and Th17 polarizing capabilities of MoDCs.

Dectin-2 is mostly expressed on immature MoLCs and
to a lesser extent on immature MoDCs. Maturation of
MoLCs is followed by reduced expression of Dectin-2,
while the opposite effect was observed on MoDCs [93].
This receptor is also detected in monocytes, macrophages,
B cells and neutrophils [94]. Triggering the Dectin-2
receptor with fungal hyphae from Candida, Trichophyton
and Microsporum species leads to the production of TNF-u
and IL-6, independently on other TLRs by DCs [95].

DC-SIGN (CD209) was first identified as an intercel-
lular binding molecule, necessary for establishing the DC/
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T-cell contact, which influences the T-cell proliferation and
for binding and presentation of unprocessed HIV-1 virions
to CD4* T cells [4, 96]. DC-SIGN recognizes mannose-
and fucose-containing pathogens and modulates TLR3-,
TLR4- and TLRS-induced immune responses by DCs.
Activation of this receptor induces an up-regulation of the
TLR-induced IL-10 production [97].

Recent studies have shown that Langerin has a similar
role on LCs as Dectin-1 receptor and DC-SIGN have on
DCs. Namely, although LCs also express Dectin-1 it was
found that Langerin is the main CLR for fungi [98].
Langerin displays extracellular C-terminal CRD and
transmembrane anchor segment that are similar to Dectin-
1. Oligomerization of three Langerin molecules via the
o-helicoidal neck region that connects aforementioned
segments is responsible for binding specificity of this
receptor to glycoprotein ligands. In addition, this extra-
cellular domains promote folding and superimposition of
plasma membrane that lead to the formation of ultrami-
croscopically characteristic Birbeck granules [99]. The
granules can play a possible role as the subsequent intra-
cellular storage that shelter material bound to Langerin or
CDla molecules from degradation until LCs receive exact
activation signal. It was shown in vitro that Langerin and
Birbeck granules are simultaneously down-regulated while
MHC class II and CD86 are up-regulated after maturation
of LC maturation influenced by CD40 ligation. Since
proinflammatory signals, such as TNF-g, increase the
expression of Langerin, it can be postulated that migration
and maturation of LCs in lymph nodes can be indepen-
dently regulated. This finding may also explain the pres-
ence of Langrin + cells outside of skin or mucosa [11].
Langerin lacks an intracellular tyrosine-based motif that
acts as a potential signal transduction site. It contains a
sequence of proline-rich repeats, which is known to interact
with SH3 (src homology 3) domain proteins that regulate
cytoskeleton movements connected with vesicular trans-
port [99]. Similarly as DC-SIGN, Langerin can introduce
HIV-1 virion to T cells and at the same time prevent their
infection [100].

Recent ex vivo experiments on human LCs confirmed
that not only Dectin-1 but also Langerin can interact with
p-glucans [101]. Curdlan was shown to strongly bind to
human LCs. Since LCs isolated from epidermis expressed
both Langerin and Dectin-1 receptors, but no DC-SIGN, it
is possible that the main CLR for fungi on LCs could be
Langerin [98]. Our study showed that MoLCs stimulated
with curdlan induced stronger Thl, Th2 and Thl7
responses  compared to control, nonstimulated MoLCs
(unpublished data). This result is very similar to the effect
that we have found in our previous experiment when
MoLCs were matured with classic cocktail of proinflam-
matory cytokines and modulators [15].

@ Springer

BDCAZ2 is considered as a specific marker of pDCs,
known for their ability to produce large amount of type I
IFNs upon viral infection [102]. One of the proposed
mechanisms of the immune escape by viruses is triggering
the BDCA2 molecule. BDCAZ2 ligation following TLR3 or
TLRY activation leads to up-regulation of IL-10 production
and suppression of IL-6 and TNF-z [102].

DCIR and MICL are the only known CLRs that contain
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs)
in their cytoplasmic domain [85]. Studies based on the use
of antibodies for this ITIM-bearing CLRs have shown that
activation of DCIR inhibits TLR8-mediated production of
IL-12 and TNF-z by myeloid DCs and TLR9-induced
production of IFN-« and TNF- by pDCs. The activation of
MICL suppresses TLR4-induced TL-12 production [103,
104]. DCIR is more expressed on CD147/CD1a~ MoDCs
(correspond to IDDCs) than on CDla™CDI14~ MoLCs
(correspond to LCs). DCIR surface level does not change
during differentiation from monocytes to immature MoD-
Cs, but it is down-regulated after stimulation with LPS or
CD40L [105]. On the other hand, triggering of MICL
augmented CD40L-mediated Thl response, but inhibited
the LPS-mediated response [104].

Co-ligation of TLRs and CLRs

Recent studies have shown that the treatment of MoDCs
with a TLR3 ligand, Poly (I:C), or Dectin-1 agonist,
curdlan, elicits their maturation into the cells competent to
prime effective immune responses. Since individual ago-
nists exert different outcome on immunomodulation, we
have performed a study in order to examine the response of
MoDCs to the combined effect of Poly (I:C) and curdlan.
Our results showed that co-ligation of TLR3 and Dectin-1
leads to the phenotypical maturation of MoDCs, which was
similar to the effect of Poly (I:C) alone, except an addi-
tional increase in the expression of CCR7. This chemokine
receptor could be relevant to improved migratory proper-
ties of DCs. MoDCs treated with both ligands up-regulated
the production of interleukin IL-12, IL-23 and IL-10,
compared to the effect of Poly (I:C), alone. Curdlan-treated
MoDCs stimulated the production of IL-17 by alloreactive
CD4" T cells more strongly than Poly (I:C)-treated
MoDCs. The opposite effect was observed for IFN-7 pro-
duction. When combined, these agonists primed MoDCs to
further increase the production of [FN-y by CD4™ T cells in
co-culture, especially those of naive (CD45RA™) pheno-
type, and IL-17 by memory (CD45ROT) CD4™ T cells
(unpublished results). Although no microbe or fungal
pathogen that expresses or generates ligands for both TLR3
and Dectin-1 has been found so far, our findings can be
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taken into consideration for development of new strategies
in the field of immunotherapy (Fig. 3).

To our knowledge, there is no available data considering
the effect of simultanecous activation of TLR3 and Langerin
either on LCs or on MoLCs. We have shown in our
experiments on MoLCs that this combination diminished
allostimulatory potential of MoLCs and at the same time
reduced their Thl and Th17 polarizing capability (unpub-
lished data). This finding still has to be thoroughly ana-
lyzed and reevaluated in the next experiments.

(a)
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ng/ml A
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* *
5 * * %
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1 2 3 4
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Fig. 3 The combined effect of Poly (I:C) and curdlan on the cytokine
production and Th polarization capability of MoDCs and MoLCs.
a Cultivation of human monocytes for 6 days with GM-CSF (100 ng/
ml) and IL-4 (20 ng/ml) generated immature MoDCs, while addition
of TGF-f (10 ng/ml) to this cytokine cocktail generated immature
MoLCs. Immature MoDCs and MoLCs were stimulated with Poly
(I:C) (25 pg/ml), curdlan (100 pg/ml) or their combination for an
additional 48 h. Levels of secreted IL-12, IL-23 and IL-27 were
determined in cell-free supernatants by ELISA. Values are given as
x =+ S.D. (n = 3 donors). b Purified CD4" (1 x 10° cells/well) were

NLR and RLR family of PRRs

The other group of non-TLR PRRs (NLR and RLR family)
refers to the cytosolic receptors involved in the recognition
of microbial components as well. The NLR family includes
22 proteins divided into the group of NACHT, LRR and
PYD containing proteins (NALPs), IL-1f-converting
enzyme protease-activating factor (IPAF) and nucleotide
oligomerization domain (NOD). Signaling through the
members of this family is very complex. Generally,

— IL-23

* %% IR

*%%D>DD>

* ok
* %

Cell type:
[Jmobc
B MoLc

Treatment:

1 - Control

2 - Poly (I:C)

3 - Curdlan

4 - Poly (I:C) + Curdlan

ng/mi IL-17

1 2 3 4

co-cultivated with MoDCs or MoLCs (1 x 10* cells/well) for 5 days,
when PMA (20 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) were added for an
additional 8 h. After that, cell supernatants were collected and used
for IFN-y and IL-17 detection by ELISA and FlowCytomix Human
ThI/Th2 11 plex. Cytokine levels are given as x £ 8.D. (n =3
donors). #p < 0.05, #*p < 0.01, **¥p < 0.005 compared to control
MoDCs/MoLCs. %p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005 compared to
Poly (I:C)-treated MoDCs/MoLCs. m’p < 0.005 compared to curd-
lan-treated MoDCs/MoL.Cs
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activation of NALPs and IPAF leads to the activation of
caspase-1, whereas NOD proteins activate NF-kB [110].
Main members of the RLR family are retinoic acid-
inducible gene-I (RIG-I), melanoma differentiation—asso-
ciated gene 5 (MDAS5) and laboratory of genetics and
physiology 2 (LGP2). All these cytoplasmic PRRs recog-
nize viral dsSRNA [24]. Activation of RLRs goes through
recruitment of the kinase TANK-binding kinase 1 (TBK1)
and activation of NF-xB and IRF7 and/or IRF3 with cul-
mination in type I IFN production [106].

A number of papers have described synergistic pro-
duction of cytokines upon co-ligation of NODI and NOD2
with many TLR ligands [107]. As shown, the stimulation
of DCs with NOD2 and NODI1 agonists in combination
with TLR3, TLR4 and TLR9 ligands synergistically induce
IL-12p70. DCs stimulated with TLR4 together with either
NODI1 or NOD2 activate human T cells to produce high
levels of IFN-7, suggesting that NOD1 as well as NOD2
signals augment the Thl polarization induced by various
TLR signals [108]. The essence of these interactions
involves cooperation of signaling pathways, characteristic
for activated PRRs. For example, the combination of
NOD?2 and TLR2 agonists decreases the production of IL-
12p70 by DCs. In contrast, co-ligation of NOD2 and TLR7/
8 is followed by increased production of this cytokine.
These findings suggest that signal transduction pathways
upon the NOD1 and NOD2 engagement are different [109].
Simultaneous engagement of TLRs and NALPs also pro-
mote characteristic activating pathways. Thus, NALP3
activation raises caspase-1 with the cleavage of pro-IL-1f
and pro-IL-18. Nevertheless, co-ligation between TLR7/8
and NALP3 seems to be necessary for full production of
inflammatory cytokines in response to influenza virus
[110]. Tt is not quite clear how NODs and TLRs activate
synergistically the production of inflammatory ¢ytokines.
Since both receptors activate NF-xB, it can be postulated
that simultaneous engagement of the receptors triggers
stronger activation of NF-xkB. However, there are other
reports suggesting that the enhanced NF-kB activation is
only an additive mechanism and as such unable to explain
the synergy in cytokine production. It is assumed that the
receptors induce different NF-xB isoforms or alter the
kinetics of NF-xkB activation, sufficient for synergistic
results [5].

To date, there are not many studies facing the pathways
of TLRs and RLRs co-ligation. Interactions between RLRs
(recognizing viral RNA) and TLR3, TLR7 and TLR9
(recognizing viral dsRNA, ssRNA and DNA, respectively)
expressed by human MoDCs are best studied [24]. Acti-
vation of either TLR or RLR signaling, or both, is required
for adequate immune response against viruses. This largely
depends on the type of viruses and probably the route of
infection, but also of activated signaling pathway. It has

@ Springer

been shown that upon recognition of viral nucleic acid
sequences, TLRs and RLRs recruit specific adaptor pro-
teins to activate signaling pathways evolving NF-xB, MAP
kinases and IRFs that control the transcription of genes
encoding type 1 IFN and other inflammatory cytokines,
important for eliminating viruses [24].

Co-ligation strategy to improve immunogenicity
of DCs for therapy

The considerable progress made in the knowledge of DC
biology and the outcomes of signaling pathways triggered
by different PRRs opens the new opportunities for design
of improved clinical protocols. Owing to their capacity to
regulate immunity and tolerance, DCs are the attractive
candidates to be used as cancer vaccines [111]. The aim of
cancer immunotherapy is the elicitation of the immune
responses that will overcome the suppression caused by
cancer cells, which develop various mechanisms to escape
immune surveillance. It should be stated that the immune
response relies heavily on the immune-stimulatory capacity
of DC subsets being used and the choice of maturation
stimuli [112].

A key challenge in the immunotherapeutic strategy is to
optimize a maturation cocktail that will combine high yield
of DCs, potent expression of maturation markers, co-
stimulatory and adhesion molecules together with high
production of Th cytokines crucial for the anti-tumor
immune response. Active specific immunotherapy based on
the injection of DCs generated and maturated ex vivo is the
most promising approach for developing the potent and
long-lasting patient’s immune responses against tumors.
Many protocols have been developed so far, but immune
tolerance to an established tumor is often the crucial factor
that limits their clinical efficacy. Therefore, incomplete or
incorrect maturation of DCs with tolerogenic properties
can even enhance the tolerance to tumor and exacerbation
of the disease [113].

Desirable anti-tumor immune response involves CTLs
directed against transformed cells and key anti-tumor
mediators, such as chemokines and cytokines. These
include IFN-y whose crucial role in the immune response
to tumors has been confirmed [114]. Thl cells were con-
sidered as the most important CD4% T-cell subset for
generating anti-tumor immunity because of their potential
to potentiate the IFN-y- dependent cytotoxic function of
CD8™ T cells. This is the reason why studies so far have
focused on the applicability of Poly (I:C)-treated MoDCs
in cancer immunotherapy [115]. The role of Th17 cells in
tumor immunity is still highly controversial, since a series
of reports have suggested pro-tumor [116] and anti-tumor
functions for IL-17 [117, 118]. Anti-tumor effects of Th17
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cells are attributed to their capability to enhance inflam-
matory responses and to increase antigen presentation by
DCs, promote leukocyte homing to tumors and facilitate
the CD8™ T-cell priming and differentiation of these cells
into effector CTLs [118].

In order to achieve these goals, we co-stimulated
MoDCs with different combinations of PRR agonists,
including TLR3/TLR7 and TLR3/Dectin-1, and used
nanoparticles as carriers for PRR agonists. We showed that
all these approaches were superior in triggering Thl and
Th17 responses, compared to the effect of individual
agonists or agonist without carriers. In this context, the
engagement of TLR7 by using guanosine analogues, which
are nontoxic even at very high concentrations [61], could
be a new strategy to improve DC immunogenicity and
tumor immunotherapy.
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Backoground aims. Recent studies have shown that the ligation of Toll-like receptor 3 (TLR3) or
Dectin-1 on human monocyte-derived dendritic cells (MoDC) elicits their maturation, but with a
different outcome on immunomodulation. Therefare the aim of this work was to study the response
of MoDC to the combined effect of polyinosinic:polycytydilic acid [Poly (1:C)] and curdlan, selective
TLR3 and Dectin-1 agonists, respectively. Methods. Immature MoDC, generated from human
manocytes, were treated with Poly (1.C), curdlan or their combination for 2 days. Phenotypic
characteristics of MoDC were determined by flow cytometry, and cytokine production was
measured by enzyme-linked immunosarbent assay (ELISA) and FlowCytomix, while the stimulatory
capability of MoDC was tested using a mixed leukocyte reaction assay. Results. The combination of
Poly (1.C) and curdlan induced phenotypic maturation of MoDC with the capability to stimulate an
alloreactive response. Such treated MoDC up-regulated the production of interleukin (IL}-12, IL-23
and IL-10, compared with the effect of Poly (1LC) alone. Curdlan-treated MoDC stimulated the

production of IL-17 by alloreactive CD4 ™ T cells mare strongly than Poly (:C-reated MoDC. The
opposite effect was observed for interferon{IFM -y production. When combined, these agonists

primed MoDC to increase further the production of IFM-y by CD4 ™ T cells in co-culture, especially

those of naive (CD45RA ™ ) phenotype, and IL-17 by memory (CD45R0 ¥ ) CD4 * T cells.
Conclusions. Ligation of TLR3 and Dectin-1 receptor up-regulates T-helper (Th) 1 and Th17
immune responses compared with single agonists. These findings may have therapeutic
implications for the use of MoDC in immunotherapy.
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Signaling through Toll-like receptor 3 and Dectin-1 potentiates
the capability of human monocyte-derived dendritic cells to
promote T-helper 1 and T-helper 17 immune responses

ANA DRAGICEVIC!, TANJA DZOPALIC'?, SASA VASILIJIC', DRAGANA VUCEVIC!,
SERGE] TOMIC!, BILJANA BOZIC'? & MIODRAG COLIC>*

Military Medical Academy, Institute for Medical Research, Belgrade, Serbia, Unsversity of Nis, Medical Faculry,
Nis, Serbia, *University of Belgrade, Faculty of Biology, Belgrade, Serbia, and *University of Defense in Belgrade,
Medical Faculty of the Military Medical Acadeny, Belgrade, Serbia

Abstract

Background aims, Recent studies have shown that the ligation of Tolldike receptor 3 (TLR3) or Dectin-1 on human
monocyle-derived dendritic cells (MoDC) elicits their maturation, but with a different outcome on immunomodulation.
Therefore the aim of this work was to study the response of MoDC to the combined effect of polyinosinic:polveyvtvdilic
acid [Poly (I:C)] and curdlan, selective TLR3 and Dectin-1 agonists, respectively. Merhods. Immature MoDC, generated
from human monocytes, were treated with Poly (I:C), curdlan or their combination for 2 days. Phenotypic characteristics
of MoDC were determined by flow cytometry, and cytokine production was measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and FlowCytomix, while the stimulatory capability of MoDC was tested using a mixed leukocyte reaction
assay. Results. The combination of Poly (I:C) and curdlan induced phenotypic maturation of MoDC with the capability
to stimulate an alloreactive response. Such treated MoDC up-regulated the production of interleukin (IL)-12, IL-23
and IL-10, compared with the effect of Poly (I:C) alone. Curdlan-treated MoDC stimulared the production of IL-17 by
alloreactive CD4 + T cells more strongly than Poly (I1: C)-treated MoDC. The opposite effect was observed for interferon(IFN)-y
production. When combined, these agonists primed MoDC to increase further the production of IFN-y by CD4+ T cells
in co-culture, especially those of naive (CD45RA+) phenotype, and IL-17 by memory (CD45RO+) CD4+ T cells.
Conchesions, Ligation of TLR3 and Dectin-1 receptor up-regulates T-helper (Th) 1 and Th17 immune responses compared
with single agonists. These findings may have therapeutic implications for the use of MoDC in immunotherapy.

KeyWords: Dectin-1 receptor, human monocyte-derived dendritic cells, helper invmme response, Toll-like receptor 3

Introduction . . .
DC-based cancer vaccines have provided encour-

Dendritic cells (DC), when activated by antigens of
infectious micro-organisms and inflammartory products,
are mobile sentinels that ¢aprure, process and bring
antigens to T cells. DC migrate from the periphery to
lymphoid organs, express co-stimulatory molecules,
and secrete cytokines for the induction of the immune
response (1). These potent antigen-presenting cells
(APC) express a wide variety of pattern recognition
receptors (PRR) by which they recognize a conserved
groups of molecules collectively known as pathogen-
associated molecular patterns (PAMD). Although trig-
gering of a single PRR, especially Toll-like receptors
(TLR) or C-type lectins, results in phenotypic changes
in DC, for functional maturation co-operation between
multiple PRR is needed in order to achieve an effective
immune response (2).

aging results (3). Human monocyte-derived DC
(MoDC) can be prepared easily by plastic adher-
ence of monocytes from peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) followed by incubation for 5-7
days in granulocyte—monocyte colony-stimulating
factor (GM-CSF) and interleukin (IL)-4 containing
medium (4). It has been established that matura-
tion of DC is essential because mature DC have a
more stable phenotype and are superior stimula-
tors of T=cell responses (5). Therefore a major effort
has been made to identify an optimal protocol for
DC maturation.

The current “gold standard’ for the generation
of DC used in DC-based cancer vaccine studies is
maturation of MoDC with tumor necrosis factor
(TNF)-tt, IL-1p, IL-6 and prostaglandin E, (PGE))
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(6). One weakness with DC generated in this way
is the absence of 11.-12 secretion, a key cytokine for
induction of effective T-helper (Th) 1 and cytotoxic
T=lymphocyte (CTL) responses that are assumed to
be essential for cancer vaccination therapy (7).

The combined activation of different PRR can
result in complementary, synergistic or antagonistic
effects that modulate innate and adaptive immunity
(8). Polyinosinic:polyeytidylic acid [Poly (I:C}], a
synthetic analog of dsRNA and a Toll-like receptor
3 (TI.R3) agonist, has been reported to induce stable
mature Thl responses, promoting clinically applica-
ble DC that produce large amounts of IL-12 (9).
Dectin-1, a DC-associated C-type lectin, is the first
of many PRR that mediate their own signaling and
induce the maturation of DC capable of eliciting the
generation of different Th effectors. The treatment of
DC with Dectin-1 agonists results in their matura-
tion with the capability of eliciting differentiation of
Thl and Th17 cells (10-12).

In order to identify a maturation cocktail combin-
ing a high yield of DC, potent expression of matura-
tion markers, co-stimulatory and adhesion molecules
together with a high production of Th ¢ytokines crucial
for the and-tumor immune response, we co-stimulated
MoDC with a combination of Poly (1:C) and curdlan, a
ligand for Dectin-1 receptor. We show that the combi-
nation is superior in riggering Thl and Th17 responses
compared with the effect of individual agonists.

Methods
Medium and reagents

Human MoeDC were cultured in complete RPMI-
1640 medium (ICN, Costa Mesa, CA, USA), com-
posed of 2 mM L-glutamine, 20 ug/ml gentamicin,
50 um Z-mercaptoethanol (2-ME; Sigma-Aldrich,
Munich, Germany) and 10% heat-inactvated feral
calf serum (FCS; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Recombinant human IL-4 was purchased from Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany). Recom-
binant human GM-CSF (Leucomax, specific activity
4.44 % 10° UI) was obtained from Schering-Plough
(Basel, Switzerland). Curdlan from Alcaligenes faecalis
and Poly (I:C) were from Sigma-Aldrich. Monensin
sodium was obtained from Sigma-Aldrich.

Cell preparation and MoDC culnres

MoDC were generated from PBMC. Briefly, PBMC
from buffy coats of six healthy volunteers (upon
written informed consent) were isolated by density
centrifugation on Lymphoprep (Nycomed, Oslo,
Norway), resuspended in 5 mL 10% FCS with
2-ME in RPMI medium and allowed to adhere to
plastic flasks. After 2 h at 37°C, non-adherent cells

MCYT A _BETBTA.ingd 2

were removed and adherent cells were cultured in 5
ml. complete RPMI medium containing GM-CSF
(100 ng/mL) and 114 (20 ng/mL.). At day 3, a half-
of-medium volume was removed and replaced by the
same volume of fresh medium containing GM-CSF
and IL-4. After 6 days MoDC were replated (5 = 10°
cells'mL) in medium with GM-CSF/IL-4 and the
addition of different concentrations of curdlan, Poly
(1:C) or their combination for an additional 2 days.
After 8 days cell-free supernatants were collected
and stored at —20°C for subsequent determina-
tion of cyrokine levels and the cells were used for
immunologic studies.

Allogeneic Tcell acrivarion

The ability of CD4* T cells or their subsets to pro-
liferare was tested in an allogeneic mixed leukocyte
reaction (MLR). Allogeneic CD4 7 T cells were iso-
lated from PBMC using negative immunomagnetic
sorting with CD4 " isolation kits (MACS technol-
ogy; Myltenyi Biotee, Bergish Gladbach, Germany)
following the instructions of the manufacturer. The
sorted CD4* T cells were separated further using a
CD4 ' CD45RA kit (MACS technology; Myltenyi
Bioteg). CD4* CD45RA™ and CD4* CD45RO*
cells were recovered in positive and negative frac-
tions, respectively. Their purity was higher than 95%
as checked by using specific fluorochrome-labeled
monoclonal antibodies (MADb) and flow cytometry.

Purified CD47% T cells, CD4% CD45RO™
Teells or CD4F CD45RA™ T cells (1 < 10° cells/well)
were cultivated with different numbers of allogeneic
MoDC in complete RPMI medium with 10% FCS in
96-well round-bottomed cell culture plates. Different
MoDC:CD4 * T-cells ratios were used. After 5 days
of culture, the cells were pulsed with [*H]thymidine
for the last 18 h (1 pCifwell; Amersham, Amersham,
UK). Labeled cells were harvested onto glass fiber
filters and the incorporation of the radionuclide into
DNA was measured further by f-scintillation count-
ing (LKB-1219; Rackbeta, Finland). Results were
expressed as counts per minute {(¢.p.m.) * standard
deviation (SD) of wriplicates.

Flow cytometry

Control and stimulated MoDC (2 % 10° cells/tube)
were washed in phosphate-buffered saline (PBS)
supplemented with 2% FCS and 0.1% NaN,, and
incubated for 45 min at 4°C with one of the follow-
ing MADb: anti-HLA-DR coupled with phycoerythrin
(PE), CD80 conjugared with fluorescein isothyocian-
ate (FI'TC), CD83-FITC, CD86-PE, CD40-FI'TC
(Serotee, Oxford, UK), CD54-PE (Serotec) and
CCR7-FITC (R&D Systems, Minneapolis, MN,
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Co-activation of DC ewith TLR3 and Dectin-1 ligands 3 [AQ3]
1 USA). Controls consisted of samples with irrelevant 5 days in complete RPMI medium in 96-well plates. 57
2 mouse MAD reactive with rat antigens. Cell Aluores- Cells were harvested and incubated with monensin 58
3 cence was analyzed using an EPICS XL-MCL flow sodium (3 pum) for 6 h. After thar, cells were stained 59
4 cytometer (Coulter, Krefeld, Germany). At least with anti-IFN-y-FITC (R&D Systems) and anti-IL- 60
5 5000 cells per sample were analyzed. 17-PE (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, 61
6 The phenotype of CD4* T cells in co-culture CA, USA) by using a FIX & PERM® Cell Fixation 62
7 with MoDC was evaluated by using anti-CD45RA— & Cell Permeabilization Kit (Invitrogen) following 63
8 FITC and anti-CD45RO-FITC MAD (Serotec) by the manufacturer’s recommendation. Cell fluores- 64
9 the method described for MoDDC. For comparison, cence was analyzed using an EPICS XL-MCL flow 65
10 the phenotype of these cells was also determined cytometer (Coulter). The cells were gated according 66
11 before cultivation. to cell-specific forward scatter/side scatter (FS/S88) 67
12 parameters. The results were presented as dot-plots 68
13 . and the percentages of single- and double-positive 69
14 Cytokine assays cells were indicated. 70
15 The levels of IL-12, IL.-23, IL.-27, IL-6 and IL-10 71
16 were measured in the cell-free supernatants of con- Statistical analysis 72
17 trol or stimulated MoDC cultures (4 % 107 cells/ ) ) ) 73
18 mL culture) by sandwich ELISA assays obtained Differences in palrarncrcrr: berween various groups 74
19 from R&D Systems, whereas TNF-o. was deter- were evaluated using the Student’s r-test nr.one—way 75
20 mined using an ELISA kit purchased from Bender ANOVA. Values of P=0.05 or less were considered as 76
21 MedSystems (Vienna, Austria) following the manu- statistically significant. 71
22 facturer’s instructions. 78
23 The levels of Th cytokines were evaluated in Results 79
24 . + - - 80
25 FODCFD:L » thel.l Co.c.u_lmm s:]peln‘z{ra.nrs. The effect of Poly (1:C) and curdlan 81
n these experiments, purified CD4 % T cells or _ .
26 CD4* Tecell subsets (1105 cells/well) were on the maturation of human MoDC a2
27 cultivated with allogeneic MoDC (1 % 10* cells/ In preliminary experiments, immature MoDC were 53
28 well) in complete RPMI medium with 10% FCS treated with Poly (I:C) (5 ug/mL, 25 ug/ml. and 50 5%
29  in 96-well round-bortomed cell culture plates. ug/mL} or curdlan (10 ug/mlL, 50 pug/ml., 100 ug/ 85
30 After 5 days phorbol myristate acetate (PMA; 20 mL and 200 ug/mL). Based on phenotypic charac- 86
31 ng/mL; Sigma-Aldrich) and ionomycin (500 ng/ teristics and the functional capabilities of MoDC, 87
32 mL; Merck, Vienna, Austria) were added to the some concentrations of Poly (1:C) (25 ug/mL) and 88
33 wells. The cells were incubated for an additional curdlan (100 pg/mL) were found to be suboptimal 89 [AQs]
34 8 h and then harvested, centrifuged, and cell-free for activation of MoDC. Therefore, in the following 90
35 supernatants collected and stored at —20°C for experiments we used these concentrations for the 21
36 the subsequent determination of cytokine levels agonists, alone or in combination, for stimulation of 92
37 ysing a FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex Kit immarure MoDC for 2 days. After thar, the pheno- >
38 from Bender MedSystems (Vienna, Austria) and typic and functional characteristics of MoDC were 94
39 an IL-17 sandwich ELISA assay (R&D Systems). examined. 95
40 The FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex Kit is Poly (1:C) stimulated the maturation of MoDC 96
41 3 fluorescent bead immun oassay based on the use as judged by the up-regulation of HLA-DR, CD86, 97
42 of beads coated with antibodies specifically react- CD40, CD54, CD83 and CCR7 expression. Curd- 98
43 ing with each of the cytokines to be detected in lan up-regulated the expression of HLA-DR, CD86, 79
44 the supernarants. A biotin-conjugated secondary  CD83, CD40 and CCR7 but its effect was weaker 100
45 antibody mixture binds to the cytokines captured compared with Poly (I:C). Simultancous treatment 101
46 by the first antibodies. After that, streptavidin-PE of MoDC with both compounds only potentiated 102
47 binds to the biotin conjugate and emits fluores- the expression of CCR7, whereas other phenotypic 103
48 cent signals. The emitted fluorescence was ana- characteristics of MoDC did not differ significantly 104
49 lyzed using an EPICS XL-MCL flow cytometer compared with Poly (I:C)-treated MoDC (Table I 103
50 (Coulter, Krefeld, Germany). and Figure 1). 106
51 The Th-polarizing capabilities of MoDC were 107
Zi :?:: sﬁcdlad(?l{;o?ally in the ?cn-cul'rurc with purlﬁcci The combination of Poly (I:C) and curdlan :gg
geneic CD4 " T cells, by measuring the produc . he allostimulatory activity of MoDC
54 tion of IL-17 and IFN-y intracellularly. Briefly, the potentiates the a Y achoit 110
55  purified CD4* T cells (1 % 10° cells/well) were cul- The allostimulatory activity of MoDC was evaluated 111
56 tivated with allogeneic MoDC (1 x 10* cells/well) for using an MLR assay. Poly (I:C)- or curdlan-treated 112
MCYT A_G67ET3indd 3 W01 H54:47 PM
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1 Table 1. Effect of Poly (I.C), curdlan and their combination on phenotypic characteristics of human 57
MoDC.
2 58
3 Poly (L CY*+ 50
4 Control Poly (I:C) Curdlan curdlan 50
5 HLA-DR % GBO0X16 220X 06 G211 +0.8 9e6+0.2 61
6 MFI 8843 629%0.5° 6124928 AL 1145 62
7 CDgé % 754 +10.0 96,5+ 1.4% G54 +2.0° 324 +3.0° 63
3 MFI 13,6+ 2.0 A7.6% 5,67 21.6+3.21 36,5+ 5.5 54
0 CD40 % 928%53 e7.5x1.1 eB.6x08 97814 85
10 MFI 15018 41,6+ 5.0° 22,6 +2.72 44,0+ 5.3% 56
11 CDs54 % 8381132 ©4.23X33 83.2X8.4 9386+ 3.4 &7
MFI 235X£35 55.9% 843 24.5%37 50.5+0.0°
1z CD83 % 33.2%50 75811147 56,6 +8.57 70.9+10.6% 68
13 MFT 34205 64x1.0! 4.7%0.7 6.2%0.82 60
14 CCR7 % 2704 11.3%1.6% 2.0+ 08! 18,5+ 2,004 70
15 MFI 26+04 28+05 2.2+ 0.4 5.2%0.6%° 71
16 Immature MoDC (control) were treated with Poly (1. C), curdlan and their combination for an additional 72
17 2 davs, as described in the Methods, Afrer that, the phenotypic characteristics of control and treated- 73
18 MoDC were determined by flow cytometry. Results are given as mean * ST} (r=4 different donors). 74
10 %, percentage of positive cells; MFI, mean fluorescence intensity, 75
1P<0.05; 2P< 0.01, *P< 0.005 compared with the control. #P<0.05; *P</0.01 compared wirh Poly

20 (L C)-treated MoDC 76
21 o ' 77
22  MoDC stimulated the proliferation of allogencic higher (1:10) DC:CD4* T-cell ratios but enhanced 78
23 CD4* T cells at lower DC:CD4 + T-cell ratios (1:40 the proliferative response at lower (1:80) DC:CD4 % 79
24 and 1:80). Simultaneous treatment of the cells with T-cell ratios, compared with the effect of Poly (I:C)- 30
25  both compounds inhibited cellular proliferation at treated MoD}C (Figure 2). 31
26 32
27 HLA-DR CD86 CDh40 CD54 CD83 CCR7 a3
23 34
20 . r‘ 4 . N 35
30 E g g H H 36

Sl . : = 87
31 & 2 &

J

32 W w1 T CANTIT T e e W T 88
33 30
34 90
35 g i I ) ﬁ ) o1
36 S £ | g H | £ 02
37 g4 ; . & & yf | & 03
38 A 94
30 S W @ e W @ W e w0 e Wi 95
40 | 96
41 97
12 3 : £ o8

= g 2 3 3 s
43 - i z H g 95
44 o 100
45 w0 W ¢ S oW 101
46 g 102
47 £ ﬁ 103
48 < r\ ‘\ 104

+ g " " " [ x|
19 g 8 | HI 5 | H 105
50 S 4| £ Jf | & é i 106
51 :\-;.. htray q 9 . Tt 9 S e e e e ‘ff q 9 q s P W ® W " ] 9 e 107
52 Wow o e w e ow e w W o w1 W w0 Wwoow woow e W 108
53 Figure 1. Phenorypic characteristics of MoDC. MoDC were obtained by enltivation of human monocytes for & days with GM-CSF (100 100
54 ng/mL) and IL-< (20 ng/ml) and then stimulated with Poly (I:C) (25 wgfmL), curdlan (100 ug/mL) or their combination for an additional 110
55 48 h. Non-adherent cells were collected and stained for key DC markers using MAb (ant-HLA-DR-PE, CD&&-PE, CD&3-FITC, 111

CD40-FITC, CD¥54-FE and CCR7-FITC) and analyzed by flow cytometry. Results are presented as over-laid histograms within the
56 gated population of one (out of six) experiment. 112
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1 80 - A 57
2 % 53
3 70 i 50
4 60
5 “ g ¥ 61
6 Z s0- . 62
7 z 63
s H 64
o] 65
10 66
11 67
12 68
13 69
I .
16 1:10 1:20 1:40 1:80 72
17 DC/CD4" T-cell ratio 73
18 | 1- Control; 2 - Poly (I:C); 3 - Curdlan; 4 - Poly (I:C) + Curdlan 74
19 Figure 2. The effect of Poly (I: C), curdlan and their combination on the allostirnulatory capability of MoD'C. MoDC were generated by 75
20 the cultivation of monocytes in the presence of GM-CSF (100 ng/ml) and IL<4 (20 ngAnl) for 6 days and Poly (I.C) (25 ug/mL), curdlan 76
21 (100 pgml) or their combination for an additional 48 h. MoDC were co-cultivated in *1T-bottomed 96-well microtiter plates with 77
22 allogeneic CD4+ T cells at concentrations of 1 X 107 cellswell at different DC:CD4 *+ Tocell ratios, Cell proliferation was measured after 78
23 5 days using a [PH]thymidine uprake assay. Values are presented as c.p.a. = SD of riplicates (one representative experiment out of six 70
24 with similar results), *P<0.05, *P<0.01, ** P 0.005 compared with the control. #P< 0,05 compared with Poly (1.C)-treated MoD G, 30
25 The effects of simudtaneous treatient of MoDC with compared with control cultures. Allogeneic CD4+ 81
26 Poly (T1.C) and curdlarn on eytokine production T cells in co-culture with MoDC treated with curd- 82
g; Control immature MoDC produced low levels of lan produced significantly higher levels of IFN-y, gi
IL-10 and IL-27, whereas the production of IL-12, IL,'” and IL-2 and lower levelg of IL-5, compared
20 IL-23. TNE-& and 1L-6 was almost undetectable with control cultures. The stimulatory effect of 83
30 ? d - - H 36
a Ligation of TLR3 by Poly (I:C) triggered a high c1_1rd1an treated MODC on IL-17 production was an
5,  production of IL-12, IL-27, TNF-c and IL-6, The  Disher compared with Poly (LiC)-treated MoDC. 2
13 level of 11.-23 was moderately increased compared ¥Ee opposite res;llﬂt\sj[ gecrle o.bier;edh with IFN;Y‘ 30
14 with the control, whereas the production of IL-10 el tlza.tment o i 0 f“I”EEN ot dCI(Lmlpgun s 00
35  was not significantly changed. Curdlan up-regulated resulted In up-reguiatian o -t an -4 pra- 01
the production of IL-23 and IL-27 and down- duction in co-cultures, compared with the levels of
36 regulated the production of IL-10, compared with these cytokines in co-cultures of MoDC treated with 92
s . . L .
i; untreated MoDC, whereas the production of other s.mgle "_]gOHIStS‘_A similar tend(.ency towards an addi- gi
3g  Sytokines was not significantly modulated. Stimula- tional increase in the production 01: [L-17 was also 05
40 tion of immature MoDIC with the combination of observed. In contrast, the production of IL-2 was 06
41 Poly (I:C) and curdlan was followed by synergistic down—regulated (Figure 4A_)' . o7
42 up-regulation of IL-12, IL-23 and IL-10 production. The intracellular cytokine staining showed that 08
43  In contrast, the levels of IL-6 and IL-27 were lower MSDC dtlreatec_:l Wllth da ﬂiombmatl_on OI; EOIE (.I:Ci) 00
compared with their levels in MoDC cultures treated and curdlan stimuate ¢ expansion of both single
44 with Poly (I:C), alone (Figure 3) IFN-y- and IL-17-producing allogeneic CD4+ 100
45 e . T cells, but also double-positive IFN-y+ T1-17* cells. 101
46 The combination of Poly (1:C) and curdian stimdates In contrast, MoDXC pre-incubated with single agonists 102
47 MoDC to promote Thi and Thi7 immune responses mostly expanded effector CD4* T cells of separate 103
48 (IFN-v* or IL-17 ") phenotype (Figure 4B). 104
49 The capability of MoDC to polarize Th immune When the production of cytokines in co-culture of 103
50 pesponses was measured by the production of cytok- MoDC with allogeneic CD4+ CD45RA (naive) and 100
51 ines in DC:CD4* Tcell co-culmres. Total CD4+ CD4+ CD45RO (memory) T cells was investigated, 107
52 T cells in co-culmre with control MoDC produced a the results varied depending on the CD4+ Togell sub- 108
53 significant quantity of all the Th eytokines examined. sets, Poly (I:C)-treated MoDC stimulated the produc- 109
54 Poly (I:C)-treated MoDC ¢nhanced the production tion of IFN-y by both naive and memory CD4* T cells, 110
55  of IFN-y and IL-17 but decreased the production but the response of naive CD4+ T cells was stronger. 111
56 of IL-10 and IL-5 by allogeneic CD4t T cells, In contrast, curdlan-treated MoDC stimulated the 112
MCYT _A_B67BT3 indd & 36/2012 3.54:50 PM

192




Prilozi

GO =1 O o L) b

4] A, Dragicevic et al,

A 4
2 A 2 # s
ng/ml IL-12 ; ng/ml 1L-23 i ng/ml IL-27
59 x 4 ¥ ER z A
* *
4 :
3 3 6-
*
3 *
24 4
2 4
H
1+ * 24
14 *
*®
0 0 - 0+
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
IL-10 TNF-a IL-6
ng/ml A ng/ml ng/ml
0.8 - A 100 % ¥ 1.0+
% * > ¥ A
%*
b 0.8+ *
0.6 H0 %
60 - 0.6
0.4 4
40 4 0.4
0.2 - ’J—‘ 0 0.2
nl:
0.0 T T 1 T 0 T == 0.0 T =
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

| 1-Control; 2-Poly (1:C); 3-Curdlan; 4-Poly (I:C)+Curdlan]

Figure 3, Cytokine production by MoDC. MoDC were obtained by cultivation of hurman monocytes for 6 days with GM-CSF (100 ng/
mL) and IL<4 (20 ng/mL) and then stimulated with Poly (1.C) {25 ugfnL), curdlan (100 wg/mL) or their combination for an additional
48 h. Levels of secreted IL-12, IL-23, IL-10, TNF-tt, IL6 and IL-27 were determined in cell-free supernatants by ELISA. Values are
given as mean* 8D (z=+6 donors), *P<0.05, “F<0.01, **P=<0.005 compared with the control, 2P < 0,05, #P< 0,01, 24P < 0,005
compared with Poly (I G)-treated MoDC, ¥P< 0.05 compated with curdlan-treated MoDC.

production of this cytokine only by memory CD *
T cells. Poly (I:C)-treated MoDC stimulated the
production of IL-17 by memory CD4 " T cells.
Curdlan-treated MoDC stimulated the producton
of this cytokine by both CD4% T subsets, but its
effecton memory CD4 ' T cells was stronger. Simul-
taneous treatment of MoDC with curdlan and Poly
(I.C) potentiated IFN-y production by naive and
memory CD4% T cells and [L-17 production by
memory CD4 T cells (Figure 5A). The combined
effect of these agonists was not dependent on the
changes in the proportion of CD4* CD45RA™ and
CD4* CD45RO* cells in cultures (Figure 5B) nor
was it a consequence of the different proliferation
rate of these cell subsets (Figure 5C).

Discussion

Simultaneous targeting of two or more PRR is 2
promising teol for generating immunogenic DC (2).
In this context we examined, for the first time, the
combined effect of Poly (I:C), a TLR3 agonist, and
curdlan, a Dectin-1 agonist, on the maturation and
functions of human MoDC. This is an interesting

MCYT _A_B67BT3 indd 6

immunotherapeutic approach, because no microbe
orfungal pathogen that expresses or generates ligands
for both TLR3 and Dectin-1 has been found so far.

Numerous studies have shown that Poly ([:C),
which mimics the effects of viral dsRNA, induces
very potent maturation of D(C, which produce high
quantities of IL.-12 and polarize a strongTh1 immune
response (9,13-15). We confirmed these results and
additionally showed that Poly (I:C)-treated MoDC
produced high levels of two other members of the
IL-12 family (IL-23 and IL-27). Consistently with
this cytokine profile, we showed that Poly (1:C)-treated
MoDC up-regulated Thl and Th17 and down-regu-
lated Th2 immune responses. These findings are in
agreement with the current concept of reciprocal
regulation of the Th1:Th2 balance {16). However, the
functional significance of the Th17 immune response,
triggered by TLR3 agonists, or natural viral ligands
for TLR3 has been investigated less.

The transmembrane receptor Dectin-1 is able to
recognize soluble and particulate B-ghican (17,18),
which makes up to 50% of the fungal cell wall. The
role of Dectin-1 in modulating the biologic func-
tions of human DC is reported in only a few studies
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22 Figure 4, The combined effect of Poly (I:C) and curdlan on the Th polarization capability of MoDC. Allogeneic CD4* T cells were co- 78
caltured with MoDC (1 x 104 cells/well) at a concentration of 1 X 10 cellsfwell. Go-cultivation lasted for 5 days, after which PMA (20
23 ng/rnl.) and ionomyein (500 ng/mL) were added for an additional 8 h. (A) Cell-free supernatants were collected and used for detection 79
24 ofIL-17 by BELISA, and IFN, IL-2, IL-5 and IL-10 by FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex. Cytokine levels are given as mean + S 80
25 {n==46 donors). (B) In order to evaluare intracellular expression of cytokines, cells were harvested from parallel CD4*/MoDC co-culrures 81
26 and incubated with monensin sodinm for & b, The cells were then stained with anti-IFN-y-FITC and anti-IL-17-PE. Cell fluorescence 82
27 was analyzed using an EPICS XIL-MCL flow cytometer. The results are presented as dot-plots. The percentage of single- and double- 33
28 positive cells are indicared (one representative experiment out ofthree with similar results), 1, controly 2, Poly (IC); 3, curdlan;\:}, Poly 84
(1:CY + curdlan, *P<<0.05, **P<0.01, **P<0.005 compared with the control. 4P< 005, 4P<0.01, 24P (0.005 compared with Poly
20 (LC)treated MoDC, ¥ P2 0,005 compared with curdlan-treated MoDC. 35
30 86
31 (12,19,20). It has been shown that mouse or human by amplification of IL-12, IL-23 and I1-10 produc- 87
32 DC,stimulated with curdlan, increases the expression tion by MoD}C, whereas the production of IL-27 and 33
33 of co-stimulatory molecules and produces a number of IL-6 was down-regulated. As expected, such activated 89
34 pro-inflammatory (IL-1B, IL-6, IL-12 and IL-23) and MoDC increased the production of both IFN-y and 90
35 anti-inflammatory (IL-10) cytokines (11,12,10-21). IL-17, compared with the effect of single agonists. These 91
36 We found that activation of the Drectin-1 path- results were more cbvious when naive (higher produc- 92
37 way by curdlan was followed with maturation of ers of IFN-y) and memory (higher producers of IL-17) 93
38 MoDC, increased production of IL-23 and IL-27 and CD4+ T cells were used in the co-culture experiments. 94
39 decreased production of IL-10 by MoDC. The rea- The effect was not associated with the change in the 95
40 son for these differences between ours and previously ratic of CD4+ CD45RA/CD4+ CD45RO+ subsets, 90
41 published results (12,21) might be explained by the nor their proliferative capability in culmre. 97
42 difference in applied concentrations of curdlan and The enhancement of cytokine production was 93
43 the mode of its preparation, both at the mamifacturer a consequence of expansion of both single-positive 99
44 level and in the laboratory (22). It is interesting that, IFN-y* and IL-17+ CD4+ T cells, and also dou- 100
45 glthough the level of IL-12 was undetectable, curdlan- ble-positive IEN-y+ IL-17+ CD4* T cells. IFN-y* 101
46 treated MoDC promoted a moderate Thl response. IL-17 * double-positive cells are found in significantly 102
47 This finding might be explained by stimulation of elevated numbers in inflamed tissue and blood from 103
43 [L-12 production during direct contact of MoDC with patients with chronic inflammatory disease. Theyare 104
49 CD4+* T cells in co-culture, predominantly through phenotypically unstable in culture and could become 105
50  CD40-CD40L interactions (23). On the other hand, a IL-17 or IFN-v single-producing cells (24). Based 100
51 relatively stable phenomenon, which has already been on these findings we hypothesize that cytokines of 107
52 published (12), was the ability of curdlan to stimulate the 1L-12 family, produced by MoDC following the 108
53 the production of IL-23 by MoDC and to promote simultaneous engagement of TLR3 and Dectin-1, 109
54 the Th17 immune response. stimulated polarization of the immune response, at 110
55 The crucial finding of our study was that simultane- least partly, by inducing the differentiation of IFN-y*+ 111
56 ous engagement of TLR3 and Dectin-1 was followed IL-17 * double-positive CD4* T cells. Although the 112
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25 Figure 5 The comnbined effect of Poly (I'C) and curdlan on the capability of MoDC to influence cytokine production (A}, frequency (B) 31
and proliferation (G) of CD4% CD45RA* and GD4+ GD45RO* T cells in co-cultures. Purified CD4* CD45RA™Y (naive) and GD4 +
26 CD45RO+ (memory) T cells (1 %107 cellsfwell) were co-cultivated with MoDC (1 X104 cellafwell) for 5 days, when PMA (20 ng/mL) 32
27 and ionomyein {500 ng/mlL) were added for an additional 8 h. (A) The levels of IFN-y and IL-17 were determined in cell-free supernatants 33
28 of CD4+ CD45RAY/MoDC and CD4+ CD45RO+/MoD G co-cultures, as described for Figure 4A. Cytokine levels are given as mean =80 84
20 (n =46 donors). (B) Proportions of CD4 % CD45RAY and CD4t CD45ROT cells in cultures of total CD4™ T cells were determined a5
30 before and afrer co-cultivation with MoD C pre-treated with the agonists, by using anti-CD45RA-FITC and ant-CD45RO-PE MAb, The 36
ermitted fluorescence was analyzed using an EPICS XL-MCL flow cytometer. The results are presented as the mean value of the percentage
31 of positive cells = 8D (a=3). (C) To estimarte the proliferation rate of naive and memory CD4+ T-cell subsets, purified CD4+ CD45RA Y 87
32 and CD4+ CD45RO* T cells (1107 cellsfwell) were co-cultivated with MoDC at different DC:CD4+ Ticell ratios (1:10 and 1.80), 88
33 Cell proliferation was measured after 5 days using a [*°H]thymidine uptake assay Values are presented as c.p.m. * 8D of triplicates (one 80
34 representative experiment out of three with similar results). —, before culture; 1, controly 2, Poly (L:C); 3, curdlan; 4, Poly (1.C) + curdlan. g
35 *P< 0,05, "P<0.01, "™ P<0.005 compared with the contral. 2P<0.05 compared with Foly (I C)-treated MoDC. ¥P<0.05 compared o1

with curdlan-treated MoDC.

[*)
[=2)
=
[N

both IL-12 and IL-23. However, it remains to be

MCYT _A_B67BT3 indd 8

inflammatory and immunosuppressive cytokine, plays

37 combined effect of Poly (I:C) and curdlan on DC has studied whether other mechanisms are involved and 923
38 not been investigated vet, a number of studies have how signaling through an individual receptor modi- 94
3% shown that the combination of Dectin-1 ligands with fies the expression of the other receptor (30). 95
40 gther TLR ligands modulates DC functions, but the Another important finding of this stady is related 96
41 final outcome of the immune response differs sig- to the increased secretion of IL-10 and decreased 97
42 nificantly depending on investigated species, type of production of IL-27 by MoDC treated with the com- 98
43 targeted PRR and culture conditions (21,22,25,26). bination of Poly (I:C) and curdlan. IL-27 was origi- 99
44 The potentiated effect of TLR3 and Drectin-1 agonists nally shown to initiate the differentiation of Thl-type 100
45 on cytokine production by MoDC could be associ- CD4* T cells {31). Certain results indicate the abil- 101
46 ated with the molecules involved in signaling through ity of TL-27 to counteract 11.-23 and suppress the 102
47 PRR. One of them could be the caspase recruitment production of 11-17 by activated CD4* T cells, and 103
43 domain-containing protein 9 (CARDS). This is an that the balance between IL-23 and IL-27 fine tunes 104
49 adaptor protein thatis activated by purified microbial the Th17 response. It was assumed that IL-23 ver- 105
50 compounds, inchiding Poly (I:C) (27) and Dectin-1 sus IL-27 is to the Th17 differentiation just as IL-12 106
51 agonists (28). Activation of either mitogen-activated versus IL-4 is to the Th1:Th2 differentiation (32). 107
52 protein kinase (MAPK) or nuclear factor-kappaB Therefore, in our culture model, decreased 1L-27 103
53 (NF«B) by CARD9 modifies the gene expression production may be relevant for further enhancement 109
54 and fine-tune the cytokine responses, including addi- of the Th17 response. 110
gg tional secretion of p40 (29), a subunit common to On the other hand, IL-10, as a potent anti- H;

36/2012 3.54:56 P

195




Prilozi

Co-activation of DC ewith TLR3 and Dectin-1 ligands ]
1 a significant role in self-limitation of Thl and Thl7 Ivana Majstorovic and Katarina Lakovic for helpful 57
2 cell-mediated immunopathology in conditions of assistance. 58
3 strong inflammatory stimuli (33,34). Based on this 59
4 concept, an increased level of IL-10, observed in our . . 60
. _— . isclosure of interest: The authors report no con-
Disclo of int t: Th th T [AQ4]
5 study, using a combination of TLLR3 and Dectin-1 . ) , 61
. . . o . flicts of interest. The authors alone are responsible
6 ligands might be considered a significant mechanism for th tent and writi £ th 62
- X . X . or the content and writing of the paper.
7 for balancing the immune response. IL-10 might also g pap 63
8 be responsible for inhibition of the alloreactive capa- 64
9 bility of MoDC. Namely, in spite of the high expres- References 65
10 sion of adhleswn éll.'ld cu—sumu]a[or}f molecules and I. Banchereau ], Steinman RM. Dendritic cells and the control 66
11 the production of high amounts of stimulatory cytok- of immunity, Nature, 1998;392:245-52, a7
12 ines (IL-12 and IL-23) by MoDC, the proliferation 2. Trinchieri G, Sher A. Cooperation of Toll-like recepror sig- 68
13 of allogeneic CD47 T eells in MLR was low ar higher nals in innate immune defence. Nat Rev Imumunol. 2007;:7: 50
14 DC:CD" T<cell ratios. At the lowest DC:CD ™ Tcell . ('3]1‘9% DCbased ) Clin 2007117 70
15 rato (1:80), with decreased DC numbers in cultures, : 1"[‘,;“263 i agnoer veceines. | Clin lovest. 2007:117: - o
16 the enhanced prul.iferal.iun could be e"{p]aiUEti by the 4. Sallusto F, Lanzavecchia A, Efficient presentation of soluble 72
17 prevalence of stimulatory soluble factors, because the antigen by cultured human dendritic cells is maintained by 73
18  expression of co-stimulatory molecules by DC was not granulocyte macrophage colony-stimulating factor plus inter- 7.4
) - + s g m - d | d 1 =
19 additionally up-regulated. The only significant pheno- ;‘F‘““ i\:i:;;‘dl T:1 100 ["g umer factor alpha. 75
: - . " “Xp L 19945 d . -
20 typic cha?'acrensnc_ of MoDC co—llgared_ “‘]rh_ TLR3 5. DeVries [], Krooshoop D], Scharenborg NM, Lesterhuis W], 6
21 and Dectin-1 agonists, was an up-regulation of CCR7 Diepstra’JH, Van Muijen GN, et al. Effective migration of 77
22 expression. This result suggests that cross-talk between antigen-pulsed dendritic cells to Iymph nodes in melanoma 78
23 these two PRR induces the phenotypic maturation of panients is determined by ther maturation state, Cancer Res, 70
24 MoDC with improved migratory properties. 2003;63:12-17, o ) 80
= . . - 6. Jonuleit H, Kuhn U, Muller G, Srteinbrink K, Paragnik, L.,
25 Our results have possible clinical significance Schmmitt E, et al. Pro-nft Kines and o 81
. . v . . - taoefal. L F
26 for conditions where both Thl and Thl7 immune ins induce maturation of potent immunostimulatory dendritic 52
27 responses are desired. The current protocols using cells under fetal calf serum-free condivions, Bur | lmmunol, 83
28 DC as cancer vaccines are based on the preparation 1997:27:3135-42. 84
N . - ) " . 2, < 5. Cla T v -
20 of immunogenic D¢ with the Elhll]l'}' o pnlﬂnze the 7. Iu(?crscu:‘“., Ru{.m. .‘\,(,l,l::.y.mn MH. ir.t:'.dll.lltlll (if[.mm.:pl.am_ed a5
30 Thl i ith the d 1 CT26 rumour with dendritic cell vaccine in combination with 86
immune resp_o_nse s_trong,ly with t e ; evelopmient blockade of vascular endothelial growth factor receptor 2 and
31 of potent and specific anti-tumor cytotoxicity (33). Poly CTLA-4. Cancer Lett. 2006;235:229-38. 87
32 (1:C) is such a candidate that has already been applied 8. Padovan E, Landmann RM, De Libero G. How pattern 88
33 in clinical trials (36). The precise role of Th17 cells in n_‘t.\\gn:i[in.n receptor triggering influences T cell responses: a {0
34 tumor immunity is still highly controversial, as a series o E“I‘l ""\‘: ";z_'h“;f "";“L' L_’;““"‘ ;,"“LH"“““]' 2??7"121“’3‘”1' a0
35  of reports has suggested pro-tumor (37,38) and ant- ' I “ha :.-1.;:: AR ar:{:h'.‘\'alin:gtlud ’m:c;'::: “} a1
. . - 3 . 4 1 s
36 tumor functions for IL-17 (39) Anti-tumor effects of dendritic cells induced by double-stranded RNA. | Exp Med. 92
37  Thl7 cells, which are documented in many studies, are 1000;] 80:821-0, a3
38  arrributed to their capability to enhance inflammatory 10. Dennehy KM, Brown GI. The role of the beta-glucan receptor 64
30 responses, increase antigen presentation by DC, pro- Dectin-1 in control of fungal infection. ] Leukoc Biol, 2007;82; a5
253-8.
) i + .
40 }‘I‘E(‘JIE leu_ko_cyle hnln"?g 1o L'Lll.nOI'S ar_]d _faCllll&Te CD8 11. LeibundGui-Landmann 8, Gross O, Robinson M], Osorio F, 96
41 I=cell priming and effector differentiation (40,41). Slack E . Syk- and CARDO-dependent cou- 97
42 In conclusion, our results show that signaling pling of innate immunity to the induction of T helper cells 98
43 through TLR3 and Dectin-1 receptor potentiates the that produce interleukin 17. Nat Immunol, 2007:8:630-8. - 00
44 capahiliry of human MaoDC to promote the devel- 12, :‘\grawal. S (xufs[a S )'-\gra\f'sfl AL Hum.au.(lcl'ldnh: cells ;acl.l— 100 IAQTI
45 r ansiofinaf Thl- and Thl7-producin vated via Dectin-1 are efficient an priming Th17, cytotoxic 101
2 OpmMEnt or expansion ) P & CDST and B cell responses. PLoS One. 2010:5:¢13418.
46 cells in oipo. It remains to be studied whether such 13. Muzie M. Bosisio D, Polentarutti N, D*Amico G, Stoppacciare 102
47 an effect will be operative i vive and what could be A, Mandinelli R, et al. Differential expression and regulation 103
48  the consequence of these interactions on the final of toll-like receptors (TLR) in human leukocytes: selective 104
: expression of TLR3 in dendritic eells. | Immunol. 2000;164:
49 putcome of the immune response. 2008 6004 105
= . -
50 14, Verdijk RM, Mutis T, Esendam B, Kamp J, Melief CJ, Brand 109
51 Acknowl A, et al. Polyriboinosinic polyrbocytidylic acid (Poly (1:C)) 107
52 cknowledgments induces stable mamratnon of functonally active human 108
53 Thisstudywas supportedbvagrant (VMA/06- 10/A.5 dendritic cells. | Immunol. 1999:163:57-61. 100
54 lywassupportedbyagrant (VM: "A-3) 15, Rouas R, Lewalle P, El Ouriagh F, Nowak B, Dusillier H, 1,0
55 Of the ‘“I}IT.EII} Medlc?l‘Academy, Belgrade and Min- Martar P. Poly (I:C) used for human dendntic cell matura- 111
2 istry of Science and Technological development R. non preserves their ability 1o secondarily secrete bioactive
56 Serbia (project number 175102). The authors thank IL-12. Int Immunol. 2004:16:767-73. 112
MGYT_j_BE7BT73indd § ASE012_3E45T M

196




Prilozi

40

45

[l =]

[V RS IR RV RV R R Y
W b

o

10

16.

20.

2

22.

2

i)

24.

26.

27.

A. Dragicevic er al.

Glimcher LH, Murphy KM. Lineage commitment in the
immune systemn: the T helper lymphocyte grows up. Genes
Dev. 2000;14:1693-711.

. Ariizumi K, Shen GL, Shikano S, Xu 8, Rimer R 3rd,

Kumamoto T, et al. Identification of a novel, dendritic cell-
associated molecule, Dectin-1, by subtractive cDNA cloning.
] Biol Chem. 2000;275:20157-67.

. Taylor PR, Brown GD, Red DM, Wilbmem JA, Martnez-

Pormares L, Gordon S, et al. The beta-glucan receptor, Dectin-1,
is predominantly expressed on the surface of cells of the mono-
cytemmacrophage and neutrophil lineages. | Inmmunol. 2002;169;
3876-82,

. Skrzypek F, Cenci E, Pietrella D, Rachini A, Bistoni F,

Vecchiarelli A. Dectin-1 is required for human dendritic cells
to initiate immune response to Candida albicans through
Svk activation. Microbes Infect. 2009;11:661-70.

Higashi T, Hashumoto K, Takagi R, Mizuno Y, Okazbk Y,
TanakaY, et al. Curdlan induces DC-mediated Th17 polariza-
tion via Jaggedl activation in human dendritic cells. Allergol
Int. 2010;59:161-6.

. Gringhuis 81, den Dunnen ], Litjens M, van der Vst M,

Wevers B, Bruijns SCM, et al. Dectin-1 directs T helper
cell differentation by controlling noncanonical NF-kappaB
activation through Raf-1 and Syvk Nat Immunol. 2009;10:
203-13.

Stopiniek S, Than A, Wraber B, Ter ¢lj M, Salobir B, Rylander
R, et al. Fungal cell wall agents suppress the innate inflam-
matory cytokine responses of human peripheral blood mono-
nuclear cells challenged with lipopolysaccharide in vitro. Int
Immunopharmacol. 2011;11:939-47,

. Smjders A, Kahnski P, Hilkens CMU, Kapsenberg ML.

High-level IL-12 production by human dendritic cells requires
two signals. Int Immunol. 1968;10:1593-7.

Boniface K, Blumenschein WM, Brovont-Porth K, McGeachy
MI, Basham B, Desai B, et al. Human Thl7 cells comprise
h 15 subsets including IFN-y producing cells with
distinct properties from theThl lineage. | Immunol. 2010;185:
679-87.

. Dennehy KM, Willment JA, Williams DL, Brown GD.

Reciprocal regulavon of IL-23 and IL-12 following co-
activation of Dectin-1 and TLR signaling pathways. Eur |
Immunol. 2009;39:1379-86.

Gerosa F, Baldani-Guerra B, Lyakh LA, Batoni G, Esin 8,
Winkler-Pickett RT, et al. Differential regulation of inter-
leukin 12 and interleukin 23 production in human dendrine
cells. | Exp Med. 2008;205:1447-61.

HzuYMS, Zhang Y, You Y, Wang D, Li H, Duramad O, et al.
The adaptor protein CARD® is required for innate immune
responses to intracellular pathogens. Nat Immunol. 2007:8:
198-205.

MCYT A _BETET3indd 10

28.

30.

3

32.

3

e

35,

36.

38.

39.

40.

41.

Gross O, Gewies A, Finger K, Schifer M, Sparwasser T,
Peschel C, et al. Card9 controls a non-TLR signalling pathway
for innare ant-fungal immunty, Nature, 2006;442:651-6.

. Colonna M. All roads lead to CARD%, Nar Immunol. 2007;

5:554-5.

Weck MM, Appel 8, Werth D, Sinzger, Bringmann A,
Grinebach F, et al, hDectin-1 is involved in uptake and cross-
presentation of cellular antgens. Blood, 2008;111:4264-72.

. Pflanz S, Timans JC, Cheung |, Rosales R, Kanzler H,

Gilbert ], et al. IL-27, a heterodimeric cytokine composed
of EBI3 and p28 protein, induces proliferation of naive
CD4* T cells, Immunity., 2002;16;779-00,

Yoshimura Ty Atsunobu T, Shinjire H, Yoshiyvki M, Ichiko K,
Tatsuro, et al. Two-sided roles of IL-27: induction of Thl dif-
ferentiation on naive CD4 * T cells versus supprezsion of proin-
flammatory cytokine production including 1L-23-induced
TL-17 on activated CD4™ T cells parnally through STAT3-
dependent mechanism. | [mmunol. 2006:177:5377-85.

. Jankovic D, Trinchieri G. IL-10 or not IL-10: that is the ques-

tion. Nat Immunel. 2007;8:1281-3.

. Saraiva M, Christensen R, Veldhoen M, Murphy TL, Murphy

KM, O’'Garra A. Imterleukin-10 production by Thi cells requires
interleukin-12-mduced STAT4 transcription factor and ERK
MAP kinase activation by high antigen dose. Immunity. 2009;
31:200-19.

Tkeda H, Old L], Schreiber RD. The roles of IFN gamma in
protection against tumor development and cancer immu-
noediting. Cyvtokine Growth Factor Rev. 2002;13:95-109,
Nishimura T, Nakui M. Sato M, Iwakabe K, Kitamura H,
Sekimoto M, et al. The critical role of Thl-dominant immu-
mity in tumor immunelogy. Cancer Chemother Pharmacol.

2000;46(Suppl):8352-61.

. Miyahara Y, Odunsi K, Chen W, Peng G, Matsuzaki |,

Wang RF. Generation and regulation of human CD4 * [L-17-
producing T ¢ells in ovarian cancer. Proc Natl Acad Sa
USA, 2008;105:15505-10.

Kryczek 1, Banerjee M, Cheng P, Vatan L, Szeliga W, Wei S,
et al. Phenotype, distribution, generation functional and clin-
ical relevance of Th17 cells in the human mmor environ-
ments, Blood, 2000:6:1141-9,

Alshaker HA, Matalka KZ. [FN-y, IL-17 and TGF-p involve-
ment in shaping the mmor microenvironment: the signifi-
cance of modulating such cytoki in treating i it
solid tumors, Cancer Cell Int. 20011;11:33,

Muranski P, Boni A, Antony PA, Cassard L, Irvine KR,
Kaiser A, et al. Tumor-specific Thl17 -polarized cells eradicate
large established melanoma. Blood. 2008;112:362-73.
Martin-Orozeo N, Muranski P, Chung Y, Yang X O, Yamazaki
T, Lu 8, et al. T helper 17 cells promote eytotoxic T cell
activation in tumor immunity. mmunity, 2000;31:787-98,

R IR ]
=l |

61 [AQS]

62
63
64
65
66
a7
68
60
70
71
72
73
74
75
70
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
838
89
90
91

02 [AQ9]

93
94

i14)

97

98

Qg

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

QUSE012 35458 P

197




9. BIOGRAFIJA AUTORA

198



Biografija autora

Ana Z. Dragicevié je rodena 08.11.1982. u Ni$u. Nakon zavr3etka gimnazije ,,Bora
Stankovi¢*“ u NiSu, upisala je studije na BioloSkom fakultetu, Univerzitet u Beogradu,
smer Molekularna biologija i fiziologija $kolske 2001/2002. $kolske godine. Po zavrsetku
studija upisala je doktorske studije na BioloSkom fakultet, Univerzitet u Beogradu,
modul: Neurobiologija sa neuroimunologijom $kolske 2007/2008 i specijalisticke studije
na Bioloskom fakultetu, Univerzitet u Beogradu, smer: Imunobiologija sa

mikrobiologijom.

Tokom doktorskih studija, kao stipendista Ministarstva prosvete i nauke
Republike Srbije u periodu od 2008. do 2010. godine bila je angaZovana na projektu
»,Biokompatibilnost i moguénost primene biomaterijala na bazi hidroksiapatita i
biopolimera u tkivnoj reparaciji- eksperimentalna i klinicka studija* (evidencioni broj:
145068) kojim je rukovodio prof dr Vojin Savié. Takode, u periodu od 2008 do 2010. bila
je uklju¢ena na projekat Ministarstva odbrane ,,Geneticki i Celijski bioinZinjering u
medicini NI zadatak: Optimizacija protokola za kultivaciju dendritskih éelija u cilju
terapije tumora* na Vojnomedicinskoj akademiji kojim je rukovodio akademik Miodrag
Colié. 0d 2010. godine angaZovana je na projektu ,Primena funkcionalizovanih
ugljeni¢nih nanocevi i nanoCestica zlata za pripremu dendritskih ¢elija u imunoterapiji
tumora“ (evidencioni broj: 175102) kojim rukovodi akademik Miodrag Coli¢. Tokom
Skolske 2010/11. i 2011/12. godine je bila angaZovana kao demonstrator na vezbama

Imunobiologija sa biohemijom i Osnovi imunobiologije.

Ana Z. Dragicevi¢ je do sada bila autor i koautor u sedam naucnih publikacija u
vrhunskim casopisima medunarodnog znacaja, kao i u 10 saopStenja na skupovima
medunarodnog znacaja i Sest saopStenja na skupovima nacionalnog znacaja iz uze

naucne oblasti.

199



Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

NoTnuncanu-a AHa [parvnyesuh

6poj ynuca KA 07/02

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja nof HacrnoBoMm

Mogaynauuja dyHkumje XymaHux geHaputckmx henvja kombMHoOBaHOM NPUMEHOM aroHUCTa
eHgo3omMHux Toll-cnuyHmx peuentopa, AeKTUH-1 peuentopa 1 nponHdiamMaTopHUX LUMTOKMHA

e pesynTaT CONCTBEHOr NCTPaXMBAYKor paaa,

e [a npegnoxeHa guceptauuja y UenWMHW HU y OernoBMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
pobujarse 61no koje gunnome npema CTyamnjckMum nporpamuma Apyrnx BUCOKOLLKOSCKMX
yCTaHoBa,

e [a Cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBEAEHU U
e [a HuWcaM KpLUMo/fa ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTyanHy CBOjUHY ApYrux nuua.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 23.03.2012.

~ e . !
108 ‘Dr‘aqj 1e0M¢
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Vme n npesume aytopa Ana [JparnyeBuh

bpoj ynnuca KA 07/02

Crtyamjckun nporpam HeypoHayke, moayn: Heypobuonoruja ca HeypouMyHOJ10rMjom

Hacnos paga Moaynavuja dyHKUMje XyMaHux AeHapuTcknx hennja KoMObrMHOBaHOM
npMMeHoM aroHmncta eHgo3omuux Toll-cnnyHux peuenTtopa, AekTuH-1 pelenTopa u
npovHdNaMaToOpHUX LMTOKNHA

MeHTOp akagemuk Muogpar Yonuh, ap burbaHa boxuh

NoTnucaHun AHa [Iparnyesuh

u3jaerbyjeM da je wtamnaHa Bep3uja MoOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHAa eNneKTPOHCKOj Bep3unju
Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor peno3uTopujyma
YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBosrbaBam ga ce objaBe Moju NUYHWM Nodaun Be3aHW 3a Aobujare akageMcKor 3Banba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npe3nMe, rogvMHa n mecto pohera n aatym ogbpaHe paaa.

OBKM nNnyHM nogaum mory ce objaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHuuama gurutanHe éubnuoteke, y
€eKTPOHCKOM KaTanory ny nybnukauvjama YHmsepsuteTa y beorpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _ 23.03.2012.

“ - !
Juer Drogreenc
q)
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Mpunor 3.

U3sjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® pa y [OdurutanHu
penosnTopujyMm YHuBep3auTeTta y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AncepTtauujy no HacnoBoM:

Moaynauuvjia doyHKUMje XymMaHux AeHapuTckux henuvjia koMOUHOBAHOM MPUMEHOM aroHucTa
eHago3oMHux Toll-cnuyHux peuenTtopa, AekTuH-1 peuentopa U NPoMHMNaMaTOPHUX LIMTOKMHA

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTaunjy ca ceBMM npunosvMa npegao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaTty norogHom 3a
TpajHO apxMBMpaHE.

Mojy [OOKTOpcKy AucepTauujy noxpaweHy y [OurutanHu penosvtopujym YHuBepauTeta y
Beorpagy mory na kopucte CBM KOju NowwTyjy oapeabe cagpkaHe y ogabpaHom Tvny nuueHue
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uvo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUNjarnHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AennTn Nog UCTUM ycrnosmma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — [€enuTu Noa UCTUM ycrnoBuma

(Monumo fa 3aoKpykute caMo jedHy OA LEeCT NoHyHeHnX NuueHUK, KpaTak onuc nuueHum aart
je Ha nonehuHn nucta).

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagy, _ 23.03.2012.
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