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Sazetak

Bioloski pol, genetska varijabilnost i starenje imaju uticaja na imunski odgovor, ali mehanizmi
nisu sasvim razjasnjeni. Ciljevi disertacije su bili ispitivanje: 1) polnih razlika u imunskom
odgovoru na vakcinu protiv gripa (inaktivisanu trovalentnu celovirusnu (CIV) i split (SV)) kod
razli¢itih sojeva miSeva tokom starenja, odredivanjem humoralnog odgovora na vakcinalne
antigene i protektivnih potklasa IgG antitela; 2) ¢elijskih i molekulskih mehanizama odgovornih
za ove razlike odredivanjem zastupljenosti: slezinskih folikulskih pomo¢nickih T (Tth) ¢elija i
folikulskih regulatornih T (Tfr) ¢elija, B-Celija germinativnog centra (GC B), citokinskog profila
Th ¢elija 1 proliferativne sposobnosti Th i B-¢elija.

Rezultati ukazuju na intenzivniji humoralni imunski odgovor Zzenki Swiss miSeva u odnosu na
muzjake i intenzivniji odgovor na CIV u odnosu na SV. Sekrecija IgG2a je dominantna kod zenki
imunizovanih CIV-om, a polne razlike se gube kod imunizovanih SV-om, §to je povezano sa
zastupljeno§c¢u Th1 i Th2 Celija u slezini. Uticaj genetske varijabilnosti se ogleda u intenzivnijem
odgovoru kod BALB/c u odnosu na C57BL/6 soj uz zadrzane polne razlike i dominaciju IgG1
kod BALB/c miseva (izrazeniji Th2 odgovor). Starenje utiCe na smanjenje titra IgG antitela kod
oba pola, i na odnos titra IgG2a(c)/1IgG1 na sojno- i polno- specifi¢an nacin. Snazniji imunski
odgovor se povezuje sa intenzivnijom proliferacijom Th i B splenocita u odgovoru na vakcinalne
antigene, ve¢im brojem Tfh i GC B splenocita i manjim brojem supresivnih Tfr splenocita
(efikasnije je formiranje GC), ve¢om zastupljenosé¢u CD4+IL21+ ¢elija.

Rezultati ukazuju da pol, genetske karakteristike, uzrast, kao i tip vakcine mogu imati uticaj na
imunski odgovor, $to bi trebalo imati u vidu prilikom razvoja vakcine i strategije vakcinacije
protiv gripa.

Klju¢ne reci: vakcina protiv gripa, polne razlike, sojne razlike, starenje, misSevi, imunski
odgovor, IgG i njegove potklase, Th ¢elije, GC B-¢elije, IL-21

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Imunobiologija



Abstract

Biological sex, genetic variability, and aging influence the immune response, but the underlaying
mechanisms are not fully elucidated. The aims of this dissertation were to investigate: 1) sex
differences in the immune response to influenza vaccine (inactivated trivalent whole virus (WV)
and split virus (SV)) in different mouse strains during aging, by determining the antibody
response to vaccine antigens and protective 1gG antibody subclasses; 2) cellular and molecular
mechanisms underlying these differences by assessing the abundance of splenic follicular helper
T (Tfh) cells, follicular regulatory T (Tfr) cells, germinal center B (GC B) cells, cytokine profile
of Th cells, and proliferative capacity of Th and B cells.

Results show a stronger humoral immune response in female Swiss mice compared to males and
a stronger response to WV compared to SV. 1gG2a secretion is dominant in females immunized
with WV, while sex differences are lost in SV immunized mice, which is associated with the
abundance of Thl and Th2 cells in the spleen. Influence of genetic variability is reflected in a
stronger response in BALB/c compared to C57BL/6 strain, with retained sex differences and
dominance of IgG1 in BALB/c mice (indicating a more pronounced Th2 response). Aging leads
to a decrease in 1gG antibody titers in both sexes and affects the IgG2a(c)/IgG1 ratio in a strain-
and sex-specific manner. A stronger immune response is associated with enhanced proliferation
of Th and B splenocytes in response to vaccine antigens, increased numbers of Tth and GC B
splenocytes, and decreased numbers of suppressive Tfr splenocytes (facilitating GC formation),
as well as increased abundance of CD4+1L21+ cells.

These results indicate that sex, genetic characteristics, age, and vaccine type can influence the
immune response, which should be considered in the development of influenza vaccines and
vaccination strategies.

Keywords: influenza vaccine, sex differences, genetic variability (or strain differences), aging,
mice, immune response, 1gG and its subclasses, Th cells, GC B cells, IL-21

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Immunobiology
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1.UvOD

1.1.Polne razlike u imunskom odgovoru

Pol jedinke je definisan diferencijalnom organizacijom hromozoma, reproduktivnih organa i nivoom
polnih hormona. Pol je bioloska varijabla koja uti¢e na imunski odgovor kako na sopstvene tako 1
na strane antigene [1]. Uopsteno gledano, jednike zenskog pola imaju intenzivniji urodeni i adaptivni
imunski odgovor u poredenju sa jedinkama muskog pola. Ovo dovodi do brzeg uklanjanja patogena
1 boljeg imunskog odgovora na vakcine kod Zena u poredenju sa muskarcima, ali takode doprinosi
njihovoj povecanoj osetljivosti na inflamatorne i autoimunske bolesti [2,3].

Urodeni 1 adaptivni imunski odgovor muskaraca 1 zena se razlikuje. Odredene polne razlike u
imunskom sistemu su prisutne tokom citavog zivota, dok su druge prisutne samo tokom
reproduktivnog perioda, Sto ukazuje na to da postoji efekat 1 gena i hormona. Vazno je istaci da
polne razlike doprinose razlici u ucestalosti autoimunskih i malignih bolesti, podloznosti zaraznim
bolestima i odgovoru na vakcine kod muskaraca i Zena [4].

Estrogeni i androgeni su opSte poznati kao polni steroidni hormoni, pre svega zbog svog uticaja na
tkiva reproduktivnih organa. Medutim, pored ove uloge jasno je pokazano da imaju i fizioloske
efekte na kardiovaskularni, centralni nervni, skeletni, kao 1 na imunski sistem [5]. Moze se re¢i da
polni hormoni imaju suprotne efekte na urodeni i adaptivni imunski sistem: estradiol uglavnom
pojacava, dok testosteron suprimira imunski odgovor [2]. Veliki broj istrazivanja pokazuje kako
polni hormoni uti¢u na imunski odgovor, narocito testosteron, estradiol i progesteron koji mogu
uticati direktno na funkcije imunskih celija. Polni hormoni uticu na funkcije imunskih celija
vezivanjem za specifi¢ne receptore koji su eksprimirani na mnogim ¢elijama ukljucujuéi i limfocite,
makrofage i dendritske ¢elije (DC). Vezivanje polnih hormona za specifiéne receptore direktno utice
na signalne puteve u ¢eliji koji dovode do sinteze citokina i hemokina [5]. Polni steroidi takode
mogu uticati na proliferaciju, migraciju i aktivaciju CD4+ i CD8+ T-¢elija, kao i na produkciju
antitela [6]. Pokazano je da fizioloSke koncentracije estradiola mogu da stimuliSu sintezu antitela od
strane B-¢elija [7], §to moze biti jedan od mehanizama odgovornih za vecu sintezu antitela kod
jedinki Zenskog pola u poredenju sa muzjacima. Receptori za steroidne hormone nalaze se na raznim
tipovima imunskih ¢elija 1 mogu ucestvovati u regulaciji imunskog odgovora delovanjem na
transkripcione faktore poput (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells,
NF-kB ) [8], sto predstavlja jedan od mehanizama koji doprinosi polnim razlikama u imunskom
odgovoru. Kod ljudi je pokazana i korelacija izmedu smanjene sinteze neutraliSucih antitela i
povecane koncentracije testosterona, u odgovoru na vakcinaciju vakcinom protiv gripa [9]. Uticaj
hormona je dozno zavisan, ali takode zavisi i od gustine ekspresije receptora na samim celijama
[10], kao 1 celokupnog mikrookruzenja ¢celije [11].

Urodeni imunitet predstavlja prvu liniju odbrane od patogena, ali 1 igra vaznu ulogu u aktivaciji,
regulaciji i usmeravanju adaptivnog imunskog odgovora [12]. Utvrdene su razlike u sintezi citokina
nakon in vitro stimulacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi ligandima za receptore za
prepoznavanje molekulskih obrazaca (engl. pattern recognition receptors, PRRs) izmedu osoba
muskog 1 Zenskog pola [13,14], kao 1 u funkcionalnim odgovorima fagocita i1 antigen prezentujucih
¢elija [15-20]. Pored toga, pokazano je da estrogen 1 testosteron moduliSu
diferencijaciju/sazrevanje, zivotni vek 1 efektorske funkcije ¢elija urodenog imuniteta, ukljucujuci
neutrofile, makrofage, urodenoubilacke ¢elije (engl. natural killer, NK) i DC [4].

Pol takode utiCe 1 na razne aspekte adaptivnog imunskog sistema. Polni hormoni direktno uti¢u na
timus i na promene koje se deSavaju u ovom organu tokom starenja [21]. Timus je organ koji ima
glavnu ulogu u sazrevanju T limfocita, samim tim i klju¢nu ulogu u razvoju adaptivnog imunskog
sistema. Pokazano je da tokom ranog perioda Zivota muZjaci pacova imaju vece timuse od Zenki
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pacova, veci broj timocita kao 1 razlicitu distribuciju subpopulacija T-¢elija [22]. UoCeno je i da Zene
(tokom detinjstva, kao 1 kasnije tokom zivota) imaju veci broj CD4+ T-¢elija i da je odnos (koli¢nik
broja) CD4+/CD8+ T-¢elija pomeren ka CD4+ T-¢elijama u poredenju sa muskarcima, dok
muskarci imaju veéu ucestalost CD8+ T-¢elija [23—26]. Studija Abdullaha i njegovih saradnika [23]
je pokazala veci ukupan broj limfocita u perifernoj krvi muSkaraca vecu zastupljenost B-¢elija u
okviru limfocitne populacije kod Zena. Takode, nakon in vitro stimulacije mononuklearnih ¢elija
periferne krvi fitohemaglutininom (engl. phytohemagglutinin, PHA), kod Zena je pronaden veci broj
aktiviranih T-¢elija u poredenju sa muskarcima [23]. Poznato je i da kod Zena dolazi do vece
produkcije specificnih CD4+ T limfocita u odgovoru na imunizaciju u poredenju sa muskarcima,
Sto je potvrdeno i kod nekih eksperimentalnih zivotinja [27]. Kod Zena je uo€ena veca citotoksi¢na
aktivnost T-Celija u poredenju sa ¢elijama muskaraca. T-Celije zena stimulisane forbol miristat
acetatom (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) i jonomicinom pokazale su povecanu
transkripciju antivirusnih i pro-inflamatornih gena u odnosu na iste ¢elije muskaraca. UoCeno je i da
polovina aktiviranih gena poseduje estrogen-zavisni element (engl. estrogen response element) u
promotorskom regionu [28].

Aktivnost, kao i distribucija subpopulacija CD4+ T -Celija razlikuje se izmedu polova [57].
Poliklonska aktivacija u kulturi humanih limfocita periferne krvi sa PHA dovodi do vece produkcije
citokina Th2 tipa, ukljucujuéi interleukin (IL)-4 i IL-10 od strane limfocita iz periferne krvi zena u
poredenju sa limfocitima iz periferne krvi muskaraca [29]. Naivne CD4+ T- Ccelije Zena
preferencijalno proizvode IFN-y, dok naivne T ¢elije muskaraca produkuju vise 1L-17 [30]. Kod
zena dominira Th2 citokinski profil, §Sto mozZe uticati na to da je imunski odgovor Zena prevashodno
orjentisan na sekreciju IgG1 antitela [29].

Kod Zena je pokazan intenzivniji humoralni odgovor u odnosu na humoralni odgovor muskaraca.
Bazalni titar imunoglobulina, kao i odgovor antitela na vakcine su veéi kod zena nego kod
muskaraca. Kod jedinki Zenskog pola pronaden je i veci broj B-¢elija, kao i razlika u ekspresiji gena
u ovim ¢elijama u poredenju sa muskim jedinkama [15,31-33]. Polne razlike u humoralnom
odgovoru su znacajne zbog toga S§to odgovor na mnoge vakcine zavise upravo od njega [34].

Geneticki diverzitet kao 1 razlike u ekspresiji gena takode su faktori koji uti¢u na polne razlike u
imunskom odgovoru. Zene imaju dve kopije X hromozoma, od kojih je jedan nasumiéno
transkripciono inaktivisan, dok muSkarci imaju samo jednu kopiju X hromozoma. Mnogi geni na X
hromozomu su povezani sa regulacijom funkcija imunskog sistema, kao §to su geni koji kodiraju
IL-2Ry lanac, IL-3Ra lanac, IL-13a lanac, IL-1R vezanu kinazu 1 (IRAK1), receptor sli¢an Toll-u
(engl. Toll-like receptor, TLR) 7, GATAL, Foxp (engl. forkhead box p3) i CD40 ligand (CD40L).
Takode je pokazano i da mikro RNK koje su kodirane na X hromozomu doprinose razlikama u
imunskom odgovoru u smeru jaéeg odgovora kod Zenki [3]. Polno-specifi¢na ekspresija odredenih
gena moze biti jedan od razloga zbog kog Zene razvijaju intenzivniji imunski odgovor u poredenju
sa muskarcima.

Metaboliti mikrobiote creva su ukljuceni u razne signalne puteve imunskog sistema ukljucujuci i
diferencijaciju T-celija putem vezivanja za receptore na imunskim ¢elijama u epitelu creva i drugim
tkivima [3]. Stoga polne razlike u mikrobioti mogu doprineti polnom dimorfizmu u imunskom
odgovoru.

Smatra se da brojni faktori, kao §to su genetski, epigenetski, razlike u nivou hormona, kao i razlike
umikrobioti creva koje postoje izmedu polova, uti¢u na ishod infekcije 1 vakcinacije [27]. Verovatno
je da razlog postojanja polnih razlika u imunitetu lezi u evoluciji i borbi za oCuvanjem vrste.



1.1.1.Polne razlike u imunskom odgovoru na vakcine

Polne razlike u imunskom odgovoru, koje su zapaZene kako u urodenom tako i u adaptivnom
imunskom odgovoru, uti¢u na razlike u osetljivosti na zarazne bolesti, kao i na polne razlike u
odgovoru na vakcine. Zene uglavnom imaju intenzivniji humoralni odgovor na vakcine, ali takode
imaju vise nezeljenih reakcija na vakcine nego muskarci [27,35]. Nezeljene reakcije na vakcine, kao
Sto su groznica, bol i upala na mestu aplikacije se ¢eS¢e javljaju kod Zzena [36,37]. Ispitivanja na
modelima eksperimentalnih zivotinja su takode pokazala da odrasle Zenke uglavnom razvijaju
intenzivniji humoralni odgovor nakon vakcinacije od muzjaka [6]. Nakon vakcinacije u detinjstvu
ili odraslom dobu protiv gripa, zute groznice, rubeola, malih boginja, zauSaka, hepatitisa A 1 B,
herpes simpleksa 2, besnila, i denga virusa, zene mogu sintetisati cak duplo viSe zastitnih antitela u
poredenju sa muskarcima [36]. Takode je za neke vakcine pokazano da izazivaju jaci Celijski
posredovan odgovor kod zena u poredenju sa muskarcima [38]. Ipak treba napomenuti da postoje 1

......

Iako mnoga istrazivanja pokazuju da se imunski odgovor na vakcinu razlikuje izmedu polova,
mehanizmi koji dovode do ovih razlika nisu jo$ uvek dovoljno rasvetljeni. Bioloske razlike, kao i
razlike u ponaSanju izmedu polova doprinose polnim razlikama u odgovoru na vakcinaciju.
Imunoloske, hormonske, genetske kao i razlike u sastavu mikrobiote izmedu muzjaka i zenki takode
mogu uticati na odgovor na vakcinu. Pronalazenje nacina da se smanje nezeljeni efekti kod Zena i
poveca efikasnost imunskog odgovora kod muskaraca je neophodno kako bi se jedinke oba pola
adekvatno zastitile od zaraznih bolesti [9,27,39].

1.2.Grip i vakcina protiv gripa

1.2.1.Virus gripa

Grip je veoma zarazno akutno oboljenje respiratornog trakta koje pogada sve starosne kategorije i
Ciji je izaziva€ virus gripa. Oboljenje ima sezonski karakter, ali su se, sporadi¢no javljale 1
pandemije. U proteklih 100 godina, zabelezene su Cetiri pandemije koje su odnele milione zivota.
Procena je Svetske zdravstvene organizacije (SZO) da svake godine, 5-15 % populacije bude
inficirano virusom gripa u epidemijama. Pretpostavka je da gotovo 1 bilion osoba godiSnje oboli od
ove bolesti, a od tog broja 3 do 5 miliona razvije tesku formu bolesti, dok 250 000 do 500 000
infekcija ima smrtni ishod [40]

Virus gripa pripada porodici Orthomyxoviridae. Razlikuju se 4 tipa ovog virusa (A, B, C i D), od
kojih su za humanu patologiju znacajni tipovi A i B [41,42]. Virusne Cestice (virion) gripa tipa A 1
B su sfernog (100 nm) ili filamentoznog (300 nm) oblika i sastoji se od nukleokapsida oko koga se
nalazi omotac koji je poreklom od citoplazmatske membrane ¢elije. Genom gripa je segmentirani
negativni RNK lanac za ¢iju replikaciju je neophodna RNK zavisna RNK polimeraza virusnog
porekla. Matriksi protein (M protein) 1 obuhvata jezgro viriona i nalazi se sa unutrasnje strane
omotaca [43]. Od ovog proteina polaze spoljasnji glikoproteinski izdanci — hemaglutinin (HA) i
neuraminidaza (NA), kao i jonski kanali M2. HA omogucava vezivanje virusa za receptor na Celiji
domacina 1 infekciju i on je glavni antigen virusa, dok NA ima ulogu pri oslobadanju virusa iz ¢eljje.
Kontinuirana evolucija virusa i nastanak epidemija i pandemija su upravo omoguceni varijabilno$¢u
HA antigena [41,44]. NeutraliS¢um antitelima, tj. antitelima koja neutraliSu aktivnost virusa i
sprecavaju infekciju smatraju se antitela specificna za HA [42], dok antitela specificna za NA ne
spreavaju infekciju, ali ograniavaju Sirenje virusa [44]. Ovaj virus karakteriSu veoma Ceste
promene antigenskih karakteristika §to mu omogucava da izbegne adaptivni imunski odgovor
domacdina. Mehanizmi antigenskih promena su oznaceni kao antigensko skretanje (engl. drift) i
antigenske izmene (engl. shift) [24,43] Antigensko skretanje su manje antigenske promene koje se
cesto javljaju i nastaju usled tackastith mutacija u genomu virusa tokom njegove replikacije.
Odgovorne su za pojavu novih sojeva i epidemijsko Sirenje virusa [45—47]. Antigenske izmene su
znacajnije promene u genomu virusa 1 tada virus sti¢e antigenski potpuno nov HA. One nisu tako
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Ceste 1 nastaju rekombinacijama genetskog materijala izmedu dva ili viSe virusa u inficiranim
¢elijama ptica ili svinja [44]. Ovakve promene mogu rezultovati pojavom novog, izuzetno
virulentnog soja virusa i nastanka pandemije [42] i karakteristika su, pre svega, virusa tip A [42,44].
Tip A virusa gripa se moze podeliti na subtipove na osnovu varijacija u HA i NA antigenima [44].
Poznato je 18 razli¢itih subtipova HA 1 11 subtipova NA. Trenutno su u cirkulaciji subtipovi virusa
influence A/HLIN1 i A/H3N2. Virusi tipa B se dele na linije i trenutno cirkulisu linije Yamagata i
Victoria (www.cdc.gov/flu/about/viruses/types .html) [42]

1.2.2.Vakcina protiv gripa

Vakcina protiv gripa je sigurno, efikasno i glavno sredstvo za zastitu od gripa i sprecavanje Sirenja
epidemija. Nakon izolacije virusa gripa 1933. godine ubrzo je usledio razvoj prve generacije Zivih
atenuisanih vakcina protiv gripa. Prva inaktivisana vakcina protiv gripa bila je monovalentna
vakcina protiv A soja virusa influence. Godine 1942. otkriven je B soj virusa i tada je napravljena
prva dvovalentna vakcina. Kasnije je otkriveno da virus gripa ima sposobnost da mutira, tako da od
1973. godine SZO izdaje preporuke za sastav vakcine na godi$njem nivou na osnovu rezultata
sistema nadzora koji identifikuju aktuelne sojeve. Prva trovalentna vakcina nastala je 1978. godine
i sadrzala je dva tipa virusa A soja i jedan virus B soja virusa gripa. Godine 2012. u Americi je
proizvedena Cetvorovalentna vakcina protiv gripa koja ukljucuje po dva tipa virusa gripa A 1 B soja.
Vakcina se razvijala kroz istoriju, da bi odgovorila evoluciji samog virusa gripa [48].

Kvantitet i kvalitet imunskog odgovora na vakcinaciju zavisi od koli¢ine antigena koji ulazi u sastav
vakcine, tipa vakcine, kao i1 od broja doza vakcine i na¢ina imunizacije [49]. Prema tome, moglo bi
se o¢ekivati da polni dimorfizam u imunskom odgovoru moze zavisiti i od ovih varijabli. Budu¢i da
su antigenske varijacije virusa gripa Ceste i da je zastita sojno-specifi¢na, optimalna zastita od gripa
se postize godiSnjom vakcinacijom [50]. Sastav sezonske vakcine se formira na godiSnjem nivou
prema predvidanjima SZO, a na osnovu podataka prikupljenih od Globalnog sistema za nadzor i
odgovor na grip, partnerstva 141 nacionalnog centra za influencu u 111 zemalja, Sest SZO centara i
4 SZO regulatorne laboratorije [51].

Sezonske vakcine protiv gripa mogu biti trovalentne, ukoliko sadrze dva tipa virusa influence A soja
1 jedan tip virusa influence B soja, ili ¢etvorovalentne, ukoliko sadrze po dva tipa virusa influence
A i B soja [51]. Razvijeno je ili je u fazama razvoja nekoliko tipova vakcina protiv gripa [52]. U
naj$iroj upotrebi su inkativisane (mrtve) vakcine, koje postoje u tri formulacije: celovirusna, split i
subjedini¢na vakcina. Formulacije se razlikuju po komponentama virusa koje sadrze [51].
Celovirusne inaktivisane vakcine (CIV) su prve razvijene i koriS¢ene za sezonsku imunizaciju protiv
gripa. Dobijaju se inaktivacijom virusa B-propiolaktonom ili formaldehidom, pri ¢emu sastav i
struktura virusne Cestice ostaju oCuvani. Split inaktivisane vakcine (SV), koje se danas najéesce
koriste, proizvode se na isti na¢in kao 1 CIV uz dodatni tretman deterdzentima ¢ime se odstranjuje
lipidni omotac i1 gubi struktura virusne Cestice i ve¢ina virusnih jednolanc¢anih RNK i umanjuje njena
imunogenost [53]. Subjedini¢ne vakcine sadrze samo HA 1 NA proteine. Tradicionalno se dobijaju
dodatnim ekstrahovanjem, pre¢i§¢avanjem i koncentrovanjem split vakcina, a moguce ih je dobiti i
primenom tehnologije rekombinantne DNK [52]. lako postoje podaci koji ukazuju na polne razlike
u odgovoru na vakcinu protiv gripa [54,55], nema podataka o polnim razlikama u imunskom
odgovoru na razliCite tipove vakcine protiv gripa.

1.3. Humoralni imunski odgovor

Zamnoge vakcine, ukljucujuci i vakcinu protiv gripa, se zna da obezbeduju zastitu pokretanjem, pre
svega, humoralnog imunskog odgovora, stimulacijom produkcije neutralisucih antitela i stvaranjem
memorijskih ¢elija [56]. Humoralni imunski odgovor posredovan je antitelima i igra klju¢nu ulogu
u odbrani organizma od razliCitih patogena. U zavisnosti od toga da li je za produkciju antitela
potrebna ili nije potrebna pomo¢ T-Celija, deli se na T-nezavisni i T-zavisni imunski odgovor. T-
nezavisan odgovor obezbeduje brzu reakciju na infekciju 1 ukljucuje subpopulacije B-Celija kao $to
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su B1 ¢elije i B-¢elije marginalne zone koje produkuju antitela niskog afiniteta. U T-zavisnom
imunskom odgovoru T-éelije pomazu u produkciji visoko-afinitetnih antitela i formiranju
memorijskog imunskog odgovora [57]. Klju¢nu ulogu u formiranju T-zavisnog imunskog odgovora
u sekundarnim limfnim organima imaju germinativni centri (GC) limfnih folikula [58].
Germinativni centar je specijalizovana struktura u sekundarnim limfnim organima i sastoji se od
tamne zone u kojoj aktivirani B limfociti proliferiSu i podlezu promeni izotipa teskog lanca 1
somatskim hipermutacijama, i svetle zone gde T-celije selektivno pruzaju podrsku B-¢elijama koje
imaju receptore visokog afiniteta da se diferenciraju u plazma Celije i memorijske celije, ili ih vracaju
nazad u tamnu zonu gde podlezu ponovnim somatskim hipermutacijama[59].

1.3.1.B-¢elije

U GC imunoglobulinski geni antigenom stimulisanih B-¢elija podlezu mnogobrojnim tackastim
mutacijama (somatske hipermutacije) $to dovodi do porasta afiniteta antitela za antigen. Vecina GC
B-cCelija prolazi i kroz proces promene izotipa teskog lanca (promena klase), Sto omogucava da se
produkuju antitela sa specijalizovanim efektorskim funkcijama. Transkripcioni faktor Bcl-6 (engl.
B cell lymphoma 6) je glavni regulator diferencijacije GC B-¢elija, jer posreduje u represiji
ekspresije gena koji suprimiraju Celijski ciklus i koji inhibiraju gene odgovorne za aktivaciju B-
¢elija 1 diferencijaciju u plazma celije 1 memorijske B-¢elije. B-Celije GC koje podlezu somatskim
hipermutacijama imaju sposobnost da izuzetno brzo proliferiSu i na taj nacin stvaraju veliki broj
mutacija u genima koji kodiraju za imunoglobuline, stvarajuci na taj nacin moguénost za selekciju
antitela visokog afiniteta. Ove celije podlezu pro-apoptotskom programu koji obezbeduje brzu
eliminaciju B-¢elija koje eksprimiraju antitela sa suboptimalnom jac¢inom vezivanja. GC B-celije
koje sintetiSu antitela visokog afiniteta su selektovane da se dalje diferenciraju u plazma celije i
memorijske B-Celije kroz specificne promene ekspresije gena koji koordinisano reguliSu
proliferaciju, apoptozu i diferencijaciju [59]. Dakle, aktivirane B-¢elije mogu da se diferenciraju u
kratkoZivece antitelo-sekretujuce plazma celije ili odlaze u GC gde prolaze kroz sazrevanje afiniteta
B-celijskog receptora (engl. B cell receptor, BCR), klonalnu diverzifikaciju i promenu izotipa. GC
B-¢elije nakon interakcije sa folikulskim pomoc¢nickim T (engl. T follicular helper cells, Tfh)
¢elijama, podleZu klonskoj ekspanziji. Pozitivnu selekciju GC B-¢elija podsticu signali koje Celija
dobija posredstvom BCR, ali 1 CD40 molekula, a koje obezbeduje CD40L na Tth ¢elijama [60].

Kod ljudi postoji pet izotipova (klasa) imunoglobulina, tj. antitela: 1gG, IgM, IgA, IgE i 1gD, koji se
razlikuju po tipu teskog lanca koji ulazi u njihov sastav. Varijacije teSkog lanca omoguc¢avaju da
svaki izotip imunoglobulina ima ulogu u razli¢itom tipu imunskog odgovora ili tokom razli¢itih faza
odbrane domacina [61]. Antitela klase IgA mogu aktivno da se sekretuju kroz epitele mukoza,
otporna su na digestiju, mogu da aktiviraju komplement i da se vezu za Fca receptore. Antitela klase
IgD eksprimirana su na povrSini zrelih naivnih B limfocita [12]. Antitela klase IgE su eksprimirana
na povrsini zrelih B-¢elija 1 u saradnji sa eozinofilima koji poseduju Fc receptore za IgE ucestvuju
u eliminaciji helminata; takode posreduju i u alergijskim reakcijama [12]. Antitela klase IgM su prva
antitela koja se stvaraju u primarnom imunskom odgovoru i ona aktiviraju komplement [12].
Antitela klase IgG su eksprimirana na povrsini zrelih B-Celija 1 najzastupljenija su klasa antitela u
serumu [12]. Vezuju se za Fcy receptore na fagocitima 1 mogu da aktiviraju komplement. Antitela
ove klase prenose se sa majke na fetus prolaskom kroz placentu [12,61].

Inaktivisane vakcine protiv gripa prevashodno indukuju stvaranje specifi¢nih antitela G klase [62].
Antitela IgG klase se kod ljudi mogu podeliti u Cetiri potklase IgG1, IgG2, IgG3 1 IgG4 koje se
razlikuju prema strukturi i funkciji [63]. Kod miSeva, takode, postoje Cetiri potklase IgG antitela:
IgG1, 1gG2a/lgG2c, 1gG2b i 1gG3 koje se razlikuju na osnovu svojih bioloskih, imunoloskih i
fizickohemijskih svojstava [64]. Za IgGl potklasu antitela pokazano je da imaju ulogu u
neutralizacija virusa [65]. Produkcija IgG2a antitela je posebno vazna za odbranu od virusnih
infekcija [65,66]. Ova uloga 1gG2a antitela povezana je sa njihovom sposobnos$éu da aktiviraju



sistem komplementa [67], da se vezu za Fcy receptore eksprimirane na fagocitima [68] 1 indukuju
antitelima-posredovanu ¢elijsku citotoksi¢nost [69].

1.3.2. Folikulske pomoc¢nicke T-Celije

Formiranje GC je klju¢no za nastanak visoko-afinitetnin memorijskih B-¢elija i dugozivecih plazma
¢elija koje sekretuju antitela kao odgovor na infekcije patogenima ili na vakcinaciju [70]. Folikulske
pomocnic¢ke T-Celije su specijalizovana subpopulacija Th-Celija koje imaju klju¢nu ulogu u
formiranju GC 1 pruzanju pomo¢i B-Celijama. Ove ¢elije pomazu B-¢elijama GC putem ekspresije
CDA40L molekula, kao i sekrecijom IL-21 citokina koji stimuliSu rast i prezivljavanje B-¢elija [71],
ali takode i sekrecijom interferona (IFN)-y ili IL-4, koji mogu ucestvovati u promeni klase antitela
[72]. Dobro je poznato da su CD28/B7 i CD40L/CDA40 interakcije potrebne za aktivaciju CD4+ T-
¢elija i B-¢elija da bi podrzale stvaranje GC. Inducibilni T-¢elijski kostimulator (engl. inducibile T
cell co-stimulator, ICOS) je ¢lan familije CD28 proteina, eksprimiran je na T-¢elijama i neophodan
je za podsticanje ekspresije CXCR5 molekula na CD4+ T-¢elijama. Njegov ligand, B7RP-1
eksprimiran je na B-¢elijama [73]. Interakcija izmedu CD40L (na Tth ¢elijama) i CD40 (na DC i B-
éelijama) dovodi do produkcije citokina, ekspresije kostimulatornih molekula na povrsini DC i
omogucava unakrsnu prezentaciju antigena. Dakle, CD40L/CD40 interakcija pospesuje sazrevanje
DC i razvoj njihovih karakteristika koje su od znalaja za efikasno stimulisanje aktivacije i
diferencijacije T-Celija [74]. Signalizacija putem CD40 kod B-¢elija pospeSuje stvaranje GC,
promenu izotipa imunoglobulina, somatske hipermutacije imunoglobulina u cilju povecanja
afiniteta za antigen i formiranje dugozivecih plazma ¢elija i memorijskih B-¢elija [74].

Proces nastanka Tth ¢elija ima vise stadijuma, a zapoginje kontaktom izmedu DC i pre-Tfh (naivnih
CD4+T-¢elija) [75]. Nakon kontakta sa kostimulatorima i antigenom prezentovanim od strane DC,
pre-Tth ¢elije povecavaju ekspresiju hemokinskog receptora CXCRS5 i Bcl-6 [76]. Bcl-6 je glavni
transkripcioni faktor za diferencijaciju Tfh i folikulskih regulatornih T (engl. T follicular regulatory
cells, Tfr) ¢elija [76]. Poznato je da Bel-6 ima ulogu u represiji Blimp (engl. B lymphocyte-induced
maturation protein) - 1, ali i u regulaciji ekspresije mnogih drugih gena neophodnih za
diferencijaciju Tth ¢elija usled imunizacije ili virusne infekcije, iako sam mehanizam nije do kraja
razjasnjen [70].

Molekul CXCRS omoguéava migraciju Tth ¢elija ka folikulu u kome se nalaze B-¢elije i rezidentne
folikulske DC koje produkuju CXCL13, ligand za CXCRS5 [77]. Tako da ove, rane folikulske T-
¢eljje eksprimiraju hemokinski receptor CXCRS, odlaze na granicu limfnog folikula gde podlezu
daljoj diferencijaciji. Ova faza je rezultat interakcija izmedu T-éelija i DC i nezavisna je od B-¢elija
[78]. Tth Celije dalje sazrevaju ako ostvare produzeni kontakt sa B-Celijama, koje im prezentuju
antigen [77]. Ove Celije sintetiSu IL-4 i IL-21 citokine koji utiCu na aktivaciju B-celija [79].
Aktivirane T-celije potom se diferenciraju u zrele Tth Celije koje karakterise ekspresija brojnih
markera kao §to su receptor programirane smrti (engl. programmed cell death protein, PD)-1,
kostimulatorni molekuli ICOS, CD40L, OX40 itd. [80]. Ovi molekuli posreduju u interakcijama
izmedu T- i B-¢elija koje su klju¢ne za formiranje GC. Ove interakcije sa B-¢elijama indukuju dalju
diferencijaciju Tth ¢elija u GC Tth Celije koje eksprimiraju GL7 [81]. Visoko aktivirane Tth ¢elije
GC eksprimiraju visoke nivoe CXCR5 i PD-1 molekula i razlikuju se od folikulskih ¢elija koje
eksprimiraju srednje visoki nivo oba markera [82]. Zbog svoje kljuéne uloge u stvaranju visoko-
afinitetnih antitela, Tth ¢elije su neophodne za stvaranje efikasnog humoralnog imunskog odgovora
[57].

Za razvoj humoralnog imunskog odgovora na infekciju virusom gripa, kao i na vakcinu, Tth ¢elije
igraju klju¢nu ulogu [83]. Kao $to je ve¢ pomenuto, poznato je da starenje ima veliki uticaj na
funkciju CD4+ T-¢elija kao i na humoralni imunitet, medutim uticaj starenja na antigen specifi¢ni
odgovor Tth ¢elija nije razjaSnjen. Kod mladih i starih miSeva se usled infekcije virusom gripa stvara
sli¢an broj Tth ¢elija, ali se te ¢elije znacajno razlikuju kod starih i mladih miSeva [84]. Promene
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kod starih uklju¢uju smanjenu ekspresiju ICOS-a kao i povecanu produkciju citokina IL-10 i IFN-
Y, $to potencijalno naruSava interakciju sa B-celijama [76]. Sli¢na ekspresija Bcl-6 primeéena je i
kod mladih 1 kod starih miSeva i na Tth i Tfr ¢elijama [76]. Veca ekspresija Bcl-6 primecena je kod
starih na CD4+CXCR5-FoxP3+ prekursora folikulskih ¢éelija [76]. Takode je pokazano da kod starih
osoba veci broj Celija specificnih za virus gripa ispoljava regulatorni fenotip, Sto moze doprineti
oslabljenoj funkciji Tth ¢elija kod starih [76]. Starenje ¢elija kao i samog miljea koji ih okruzuje
utiCe na funkciju i formiranje antigen-specifiénih Tth ¢elija, $to znacajno utie na smanjenje
efikasnosti humoralnog imunskog odgovora [84].

Starenjem se smanjuje efikasnost imuniteta ukljucujuéi i smanjenu proizvodnju visokoafinitetnih
antitela, $to vodi ka vecoj osetljivosti na patogene poput gripa. Antitela visokog afiniteta stvaraju B-
¢elije selektovane u GC, a formiranje samih GC zavisi od pravilne funkcije Tth ¢elija [85]. Uticaj
starenja na stupnjeve u sazrevanju Tth ¢elija nije ispitan.

1.3.3.Folikulske regulatorne T-¢elije

Regulatorne T-¢elije odrzavaju toleranciju na sopstvene antigene i imunsku homeostazu,
suprimiraju¢i aktivaciju, proliferaciju i moduliSué¢i efektorske funkcije drugih celija imunskog
sistema. Regulatorne T-¢elije nastaju u timusu (prirodne regulatorne T-Celije) ili u perifernim
tkivima (indukovane regulatorne T-Celije) [86]. Prirodne regulatorne celije eksprimiraju CD25
povrsinski marker (CD25 je a subjedinica IL-2 receptora i omogucava proliferaciju tih ¢elija) kao 1
transkripcioni faktor Foxp3 [88]. Ove c¢elije sazrevaju i migriraju iz timusa ¢ine¢i oko 5-10%
periferne populacije T-¢elija kod miSeva. Indukovane T regulatorne ¢elije nastaju tokom imunskog
odgovora od naivnih CD4+CD25- ili CD8+CD25- T-¢elija na periferiji i imaju drugacije
karakteristike od prirodnih T regulatornih ¢elija [86]. Na periferiji u zavisnosti od stimulusa mogu
nastati razli¢ite T regulatorne Celije: u prisustvu samo antigena nastaju klasicne CD4+CD25+ T
regulatorne Celije; u prisustvu IL-10 nastaju T regulatorne celije 1 koje produkuju velike koli¢ine
IL-10; u prisustvu faktora transformacije rasta-p (engl. transforming growth factor-p, TGF-p),
nastaju Th3 T regulatornre ¢elije, koje produkuju velike koli¢ine TGF-B. Pored CD4+ T regulatornih
limfocita, postoje CD8+ regulatorne T-celije, koje sintetiSu Sirok spektar citokina, izmedu ostalih i
IL-10 [87].

Tfr ¢elije su podtip Foxp3+ regulatornih ¢elija koje imaju klju¢nu ulogu u diferencijaciji plazma
¢elija u GC. Ove Celije sprecavaju prekomernu proliferaciju Tth i GC B-¢elija, ali i pospeSuju
selekciju visoko-afinitetnih B-c¢elija [88]. Inicijalno se smatralo da su Tfr ¢elije poreklom iz timusa.
Pokazano je da 97% ovih ¢elija eksprimira Helios, transkripcioni faktor koji eksprimiraju Treg celije
poreklom iz timusa. Medutim, Tfr ¢elije nisu pronadene u timusu ve¢ vode poreklo od prirodnih
regulatornih T- ¢elija poreklom iz timusa, koje su indukovane na periferiji. Diferencijacija i
sazrevanje Tfr ¢elija zahteva viSestruku stimulaciju koja se odvija u perifernim limfnim organima
[89]. Za razliku od regulatornih T-¢elija koje eksprimiraju CD25 i ¢iji nastanak kao i funkcija zavise
od citokina IL-2, Tfr ¢elije takode eksprimiraju i Bcl-6 transkripcioni factor koji je eksprimiran i u
Tth Celijama i koji biva inhibiran od strane IL-2 citokina. Za razliku od ostalih subtipova T
regulatornih ¢elija, zrele Tfr Celije snizavaju ekspresiju CD25 molekula $to dovodi do toga da je
njihov fenotip izmedu Tth i regulatornih T-¢elija, dok zadrZavaju svoju regulatornu funkciju. Ove
¢elije predstavljaju IL-2 nezavisnu grupu efektorskih T-¢elija koje gube ekspresiju CD25 molekula
dok im se povecava ekspresija Bcl-6 i CXCRS molekula koji su karakteristic¢ni za Tth ¢elije. Ovaj
tip Celija je detektovan i kod ljudi i kod miSeva [90]. Snizena ekspresija CD25 molekula mozZe biti
marker razvoja Tfr ¢elija, gde prvo nastaju CD25+ Tfr Celije, da bi se kasnije formirale visoko
diferencirane CD25- Tfr ¢elije [57]. Analiza hemokinskih receptora i adhezivnih molekula je
pokazala da ove ¢elije eksprimiraju povecan nivo CXCRS i PD-1, dok snizavaju ekspresiju CCR7,
Sto je u vezi sa njthovom lokalizacijom u GC [90].



Pretpostavka je, dakle, da Tfr ¢elije koje eksprimiraju CD25 i umerene nivoe CXCRS, PD-1 i Bcl-
6 i nalaze se u B-¢elijskom folikulu, mogu predstavljati ranu fazu u njihovoj diferencijaciji. Gubitak
ekspresije CD25 molekula kao i visoka ekspresija CXCRS5, Bcl-6 i PD-1 molekula koja je primecena
kod podgrupe folikulskih regulatornih ¢elija miSeva, korelira sa njihovom lokalizacijom u GC [57].

Interleukin-21 je citokin koga produkuju T-¢elije. U sinergiji sa IL-7 i IL-15 deluje na proliferaciju
i aktivaciju CD8+ T-celija. Takode pojaCava aktivnost uredenoubilackih celija. Citokin IL-21
pokrece diferencijaciju Tth Celija, koje su takode i izvor IL-21 citokina [91]. Citokin IL-21 je glavni
citokin koji karakteriSe Tth ¢elije 1 ima ulogu u njihovoj diferencijaciji i odrzavanju. Pokazano je da
visok nivo IL-21 pozitivno regulise diferencijaciju Tth ¢elija, dok inhibira nastanak i supresivnu
funkciju Tfr ¢elija. Ovo moze biti posledica direktnog delovanja citokina na STAT3 signalni put
kod Tth ¢elija, kao i indirektnog delovanja putem Akt signalnog puta kod Tfr ¢elija. IL-21 spre¢ava
ekspresiju Foxp3 i diferencijaciju u Tfr Celije inhibicijom fosforilacije Akt dok aktivira STAT3
signalni put [92]. Ovaj citokin indukuje ekspresiju Bcl-6 koji ograni¢ava ekspresiju CD25 gena, $to
dovodi do smanjene proliferacije Tfr, dok vodi ka aktivaciji B-¢elija [93]. Dakle 1L-21 selektivno
pospesuje diferencijaciju Tth ¢elija dok istovremeno inhibira nastajanje Tfr ¢elija i kljucan je citokin
koji ucestvuje u nastajanju virus-specifi¢nih dugozivecih plazma cCelija koje se nalaze u kosnoj srzi
i produkuju antitela [94].

1.4.Polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa

Poznato je da osetljivost na infekcije, uklju¢ujuéi virusne infekcije, 1 njihov klini¢ki ishod, zavise
od pola. Generalno, muskarci ¢eS¢e oboljevaju i razvijaju teze oblike infektivnih bolesti, dok zene
razvijaju intenzivniji proinflamatorni i adaptivni imunski odgovor koji dovodi do brzeg i efikasnijeg
uklanjanja patogena. Sa druge strane, ovakav intenzivniji imunski odgovor doprinosi ¢es¢em
oboljevanju zena od inflamatornih i autoimunskih bolesti [4]. Polne razlike su takode zapazene i u
imunskom odgovoru na vakcinaciju protiv razli¢itih virusnih infekcija, ukljuc¢ujuéi infekciju
virusom gripa. Zene uglavnom stvaraju jaéi humoralni odgovor na virusne vakcine nego muskarci,
dok podaci o polnim razlikama u ¢elijskom imunskom odgovoru nisu konzistentni [27]. Medutim,
nezeljene reakcije na vakcine su takode znac¢ajno ceS¢e kod Zena nego kod muskaraca [7]. Ovo moze
biti rezultat Cinjenice da Zene ¢esce prijavljuju nezeljene lokalne (bol, otok, crvenilo na mestu uboda)
1 sistemske reakcije (simptomi nalik gripu: glavobolja, groznica, bol u misi¢ima i zglobovima;
alergijska reakcija na neku od komponenti vakcine) na vakcine u poredenju sa muskarcima [95,96].
S druge strane, moguce je da su izraZenije neZeljene reakcije na vakcine kod Zena posledica
bioloskih razlika, odnosno snaznijeg inflamatornog odgovora [54].

Efikasnost ve¢ine danas$njih vakcina, uklju¢ujuéi vakcinu protiv gripa, zavisi od indukcije
produkcije serumskih antitela [97]. Stoga, merenje titra virus-specifi¢nih antitela u serumu
predstavlja jednostavan i1 objektivan nacin za procenu ne samo humoralnog imunskog odgovora na
vakcinaciju, ve¢ i efikasnosti vakcine [97]. Produkcija antitela kao odgovor na vakcinu protiv gripa
veca je kod Zena u poredenju sa muskarcima [32,98]. Imunizacija sezonskom trovalentnom
inaktivisanom vakcinom (TIV) protiv gripa odraslih ljudi (18-49 godina starosti) izazvala je kod
zena duplo vecu produkciju funkcionalnih serumskih antitela specificnih za HIN1, H3N2 1 B
antigene koji su ulazili u sastav vakcine, u poredenju sa titrima antitela kod muskaraca, odredenih
testom inhibicije hemaglutinacije [98]. Takode je pokazano da se produkcija antitela nije razlikovala
kod zena koje su primile polovinu doze TIV vakcine i muskaraca koji su primili punu dozu [98].
Tokom pandemije virusa gripa 2009. godine medu starijim osobama se pokazalo da su Zene imale
jace unakrsno delovanje antitela protiv HINI virusa u poredenju sa muSkarcima [99], §to sugeriSe
na to da Zene imaju bolju zastitu pri susretu sa novim sojevima virusa gripa.

Eksperimenti na animalnim modelima takode pokazuju postojanje polnih razlika u efikasnosti
vakcina. Kod odraslih miSeva imunizovanih HIN1 1 H3N2 virusom gripa, pokazano je da Zenke
razvijaju jac¢i humoralni odgovor u poredenju sa muzjacima. Nakon vakcinacije Zenke miSeva su
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takode bile bolje zasti¢ene pri izlaganju novim sojevima virusa gripa, tj. sojevima koji nisu bili
ukljueni u vakcinu u odnosu na muzjake, dok su oba pola bila podjednako zastiCena od
smrtonosnog izlaganja homologim virusima (sojevi virusa koji su bili ukljuceni u sastav vakcine)

[100].

Produkcija potklasa Ig se povezuje i sa polarizacijom odgovora Th ¢elija ka Thl ili Th2 tipu
imunskog odgovora. Thl ¢elije prevashodno produkuju citokin IFN-y koji stimuliSe produkciju
IgG2a antitela, dok Th2 ¢elije sekretuju IL-4 i IL-5, koji stimulisu produkciju 1gG1 antitela kod
miseva [65]. Produkcija visoko-afinitetnih antitela posle vakcinacije zavisi i od balansa izmedju Tfr
I Tfh ili GC B-¢elija [101]. Podaci u literaturi o polnim razlikama u broju ili funkciji ovih ¢elija
nakon vakcinacije protiv gripa su vrlo oskudni [102].

1.5.Imunski sistem u starosti

Proces starenja dovodi do promena u morfologiji i funkciji svih organskih sistema, ukljucujuci i
imunski sistem. Starenje imunskog sistema se¢ karakteriSe brojnim kvantitativnim i kvalitativnim
promenama u imunskom sistemu. Istrazivanja i na zivotinjskim modelima i kod ljudi pokazuju da
je starenje povezano sa slabljenjem funkcija i urodene i adaptivne imunosti, jer dovodi do promena
svih tipova imunskih ¢elija i1 sinteze/oslobadanja cirkuliSu¢ih molekula (citokina i drugih
medijatora) [2]. Pretpostavlja se da sve ove promene tokom starenja imunskom sistema mogu
doprineti poveéanoj osetljivosti na infekcije i smanjenom odgovoru na vakcinaciju koji se zapazaju
kod starijih osoba, poSto je za uspe$nu indukciju protektivnog imunskog odgovora i imunske
memorije neophodan potpuno funkcionalan imunski sistem [2].

Grip 1 komplikacije povezane sa ovom infekcijom vodeci su uzrok smrti u starijoj populaciji [103].
Procenjuje se da 70%-90% smrtnih slucajeva vezanih za oboljevanje od gripa pogada starije osobe.
Takode, 50%-70% hospitalizacija je vezano za starije ljude [104]. Inaktivisane vakcine protiv gripa
koje su danas u $irokoj upotrebi, koje su inace vrlo efikasne kod mladih osoba, manje su efikasne
kod starijih osoba [105].

Starenje stanovniStva je globalni fenomen. Prema podacima Ujedinjenih nacija broj osoba starijih
od 60 godina ¢e se udvostruciti do 2050. godine, a ¢ak utrostruciti do 2100. godine. U 2017. godini
broj osoba starijih od 60 godina iznosio je 960 miliona, §to bi znacilo da bi do 2050. godine njihov
broj mogao da se poveca na 2 milijjarde i ¢ak 3 milijarde do 2100. godine. U Evropi osobe starije od
60 godina ¢ine 25% populacije, i prema projekciji Ujedinjenih nacija, 2050. godine taj procenat ¢e
iznositi 35%. Ovakva demografska preraspodela donec¢e nove izazove posebno za zdravstveni
sistem. Prevencija bolesti putem vakcinacije imala bi ogroman uticaj na pobolj$anje kvaliteta zivota
starijih osoba kao i na smanjenje troskova za njihovu brigu i hospitalizaciju [106].

1.5.1.Uticaj starenja na urodeni imunski odgovor

Starenje je praceno naruSavanjem epitelnih barijera koze, pluca i gastrointestinalnog trakta Sto
omogucava patogenima da prodru u mukozu, stoga se urodeni imunitet starih susrec¢e sa dodatnim
izazovima. Pokazano je da je starenje praceno disfunkcijama u urodenom imunitetu [107]. Proces
starenja dovodi i do smanjene sposobnosti fagocitoze i smanjene produkcije superoksidnog anjona
od strane neutrofila i makrofaga ¢ime se smanjuje njihova sposobnost da odbrane organizam od
infekcija [108]. Uocene promene na fagocitima tokom starenja ukljucuju i slabljenje sposobnosti
aktivacije neutrofila kod starih u poredenju sa mladima [109], kao 1 smanjenu ekspresiju TLR na
makrofagama [110]. Procenat urodenoubilackih ¢elija se povecava starenjem, dok neka istrazivanja
pokazuju da je njihova funkcija smanjena kod starih §to se ogleda u smanjenoj citotoksi¢nosti ovih
¢elija i smanjenoj produkciji citokina i hemokina, kao i u smanjenju sposobnosti da uklone tumorske
¢elije [108,111]. Starenje utice na ekspresiju 1 funkciju PRR koji prepoznaju patogene, kao Sto su
TLR i receptori slicni NOD-u (engl. NOD-like receptors, NLR), koji su eksprimirani na ¢elijama
urodene imunosti kao $to su makrofage i DC. Ovi receptori imaju vaznu ulogu i u zapo¢injanju
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adaptivnog imunskog odgovora, kao 1 u sintezi proinflamatornih citokina. UopSteno gledano,
funkcije TLR su umanjene na monocitima i DC kod starih u poredenju sa mladima, ali ovo zavisi
od stadijuma diferencijacije Celija i tkiva koje se posmatra. Ove promene funkcije TLR tokom
starenja remete regulaciju inflamacije i umanjuju sposobnost urodenog imuniteta da pravilno
usmerava adaptivni imunski odgovor, §to za rezultat ima smanjenu efikasnost odgovora na patogene
ili vakcine kod starijih [112]. Dendritske ¢elije starih imaju smanjenu sposobnost aktivacije T- i B-
éelija u poredenju sa DC mladih. Izmenjena sposobnost stimulacije T-¢elija rezultat je promene
ekspresije humanih leukocitnih antigena i izmenjene produkcije citokina, dok je smanjena aktivacija
B-¢elija rezultat promena u sposobnosti DC da vezuju imunske komplekse. Koncentracija razligitih
komponenti komplementa takode se menjaju sa godinama [108].

Starenje je povezano sa hroni¢nom i sistemskom sterilnom inflamacijom (engl. inflammaging), koja
se karakteri$e povec¢anjem serumske koncentracije proinflamatornih citokina (TNF, IL-6 i drugih),
i zabeleZzena je kod ljudi, ali i kod glodara [113-115]. Inflamaciji povezanoj sa starenjem mogu
doprineti razni faktori kao §to su oStecenja raznih tkiva i organa usled poveéne Celijske smrti i
starenja, disfunkcija mitohondrija, aktivacija inflamazoma i NFkB signalnog puta, miRNK,
hroni¢ne infekcije, hormonske promene, akumulacija reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (engl.
reactive oxygen speaces, ROS) [116], promene u ishrani, metabolizmu i mikrobioti creva starih
[117]. Smatra se da su promene u urodenom imunskom sistemu, naro¢ito u monocitno-makrofagnim
¢elijama, kljucne za inflamatorno starenje [118], ali je sve viSe dokaza koji ukazuju na to da stare
¢elije uopste, ukljucujuci stare T- i B-¢elije, imaju vazan doprinos zahvaljujuéi svom sekretornom
fenotipu vezanom za starenje (engl. senescent-associated secretory phenotype, SASP) [119]. Bez
obzira na poreklo, ova sistemska inflamacija je prepoznata kao faktor rizika za mnoge bolesti
povezane starenjem, ukljucujuci bolesti srca, starosnu makularnu degeneraciju, dijabetes tipa II,
osteoporozu i rak [120]. Takode, pokazano je da povecan bazalni nivo pro-inflamatornih citokina u
krvi umanjuje odgovor na vakcinaciju, pa bi smanjenje koncentracije ovih citokina moglo da bude
jedna od strategija za povecanje odgovora na vakcine kod starijih osoba [121].

1.5.2.Uticaj starenja na adaptivni imunski odgovor

B-c¢elije 1 T-Celije podlezu znacajnim promenama tokom starenja. Promene se deSavaju na nivou
primarnih limfnih organa u kojima sazrevaju ove ¢elije, ali i na nivou samih B- i T-¢elija kao rezultat
intrinzi¢nih defekata ovih ¢elija tokom starenja i/ili poremecene medusobne interakcije ovih Celija,
Sto je narocito vazno kada je u pitanju odgovor na proteinske antigene [122]. B-Celije nastaju u
kosnoj srzi, iz zajednickih limfoidnih progenitora u kojima se uspe$no rearanziraju geni za teski
lanac imunoglobulina (pro-B-celije). Pro-B-¢elije dalje sazrevaju u pre-B-Celije (ispoljavaju laki Ig
lanac), a zatim u nezrele B-celije, koje dalje sazrevaju u kostnoj srzi ili migriraju iz koStane srzi na
periferiju. Diferencijacija pro-B i pre-B-¢elija diktirana je aktivno$¢u gena za aktivaciju
rekombinacije 1 (engl. recombination activating gene 1, RAG1) i RAG2 gena. Broj pre-B-¢elija kao
i aktivnost VDJ rekombinaze u pre-B-¢éelijama smanjuje se tokom starenja [123].

Uticaj starenja na periferne B-celije je veoma slozen. Smanjenju limfopoeze B-¢elija tokom starenja
doprinose kako unutarc¢elijski defekti u progenitorskim ¢elijama, tako i promene u mikrosredini u
kostnoj srzi koje smanjuju njenu sposobnost da pruzi podrsku rastu i diferencijaciji B-Celija [124].
Uprkos smanjenoj produkciji B-¢elija u kostnoj srzi kod starih, njihov broj na periferiji ostaje skoro
konstantan, ali se njihove karakteristike razlikuju od mladih. Jedan od razloga jeste taj $to starenjem
pored smanjene produkcije naivnih B-limfocita dolazi do produzenja dugovecénosti perifernih B-
limfocita [125]. Takode je kod starih primeceno da se javlja oligoklonska ekspanzija B-celija
povezana sa ekspresijom CD5, produkcija imunoglobulina nezavisna od T-¢elija i produkcija
niskoafinitetnih autoantitela [126]. Istrazivanja na miSevima i ljudima su pokazala da starenje
dovodi do promena unutar B-¢elija koje uklju¢uju smanjenu ekspresiju kostimulatornih molekula,
oSte¢enja u signalnim putevima BCR [127,128], kao i smanjenju titra i afiniteta antitela u poredenju
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sa mladima [129]. Pokazano je da su interakcije izmedu T- i B-Celija poremecéene kod starih miseva
[130] i Ljudi [131]. Nedostaci u funkciji Th ¢elija koji se javljaju starenjem [132] znacajno uti¢u na
humoralni imunitet buduci da su ove ¢elije neophodne za formiranje GC 1 produkciju citokina [133].
Sinteza antitela kod starijih osoba je smanjena kao posledica najmanje dva mehanizma: 1)
nesposobnosti stvaranja dovoljnog broja celija koje produkuju visoko-afinitetna antitela usled
poremecenog formiranja GC kod starih i 2) promene u mikrosredini u kostnoj srzi gde se vise ne
favorizuje opstanak dugozivecih B-¢elija koje produkuju antitela [134].

Humoralni imunski odgovor uspostavljen u mladosti, pre poc¢etka imunoloskog starenja moze trajati
1 biti efikasan i duboko u starost. Interesantan primer jeste serolosko ispitivanje ljudi koji su preziveli
pandemiju velikog kaslja 1918. godine, kod kojih je, i 90 godina nakon epidemije, pokazano
prisustvo zastitnih antitela u krvi [135]. Slicno tome, T-¢elijska memorija (CD4+ 1 CD8+
memorijske T-¢elije) nastala u mladosti uglavnom pruza dobru zastitu i u starosti, dok memorijske
T-¢elije nastale od naivnih T-limfocita starih nisu toliko efikasne [136]. Ovi nalazi sugeri$u da je
stvaranje imunskog odgovora na nove antigene patogena, vakcina ili tumora, kod starih znacajno
slabije u poredenju sa mladima [135,136]. lako su neki mehanizmi koji doprinose smanjenom
humoralnom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod starih jedinki opisani [137,138], svi mehanizmi
jos$ uvek nisu razjasnjeni. Jo§ manje je poznato koji su mehanizmi odgovorni za polni dimorfizam u
odgovoru na vakcinu protiv gripa kod starih jedinki, a posebno u ¢emu se oni razlikuju u odnosu na
mehanizme odgovorne za imunski odgovor na vakcinaciju kod mladih.

Celijska imunost (imunost posredovana T-¢elijama) takode podleZe zna¢ajnim promenama tokom
starenja. Atrofija timusa, primarnog limfnog organa u kome T-¢elije sazrevaju i postaju
kompetentne da odgovore na stimulaciju antigenom, je jedna od najizrazenijih promena koje
pogadaju imunski sistem tokom starenja. Starenjem dolazi do smanjenja samog organa, kao i do
smanjenja broja timocita, $to se naziva involucija timusa. Kod timusa starih ljudi masa organa se
smanjuje, a funkcionalno tkivo biva zamenjeno masnim tkivom [139]. Funkcija samog timusa u
vidu produkcije novih T-¢elija se smanjuje starenjem [133]. Medutim, uprkos smanjenoj timopoezi,
zahvaljujuéi aktivaciji homeostatskih mehanizama, ukupan broj T-limfocita kod starih ostaje skoro
identi¢an kao kod mladih. Ovi mehanizmi odrZavanja broja T-¢elija, ukljucuju proliferaciju
memorijskih ¢elija §to uz smanjenu produkciju naivnih T-limfocita za posledicu ima smanjenje T-
¢elijskog repertoara, odnosno smanjenje efikasnosti imunskog odgovora na nove antigene [140].
Odnos izmedu broja naivnih 1 memorijskih ¢elija se starenjem pomera ka memorijskim ¢elijama.

Pored toga Sto starenjem dolazi do smanjene produkcije naivnih T-Celija, ove Celije kod starih
takode ispoljavaju brojne funkcionalne nedostatke u vidu skra¢ivanja telomera, smanjene produkcije
IL-2 citokina, slabije ekspanzije 1 diferencije u efektorske celije, u poredenju sa ¢elijama mladih
[136,141,142]. Sposobnost uspostavljanja efikasnog imunskog odgovora na nove antigene se
smanjuje starenjem i kao posledica ovih promena. Smanjenje broja naivnih T-¢elija praceno je
porastom broja memorijskih 1 efektorskih celija. Smanjenje produkcije zastitnih antitela kao
odgovor na vakcinaciju kod starih je u korelaciji sa nakupljanjem CD8+ efektorskih T-¢elija [140].
Ove efektorske celije pokazuju promene u fenotipu u vidu gubitka ekspresije kostimulatornih
molekula kao $to je CD28 [143]. Kod CD4+ T-¢elija gubitak CD28 kostimulatornog molekula je
pracen istovremenim opadanjem ekspresije CD40L, $to za posledicu ima smanjenje kapaciteta
CD4+ T-¢elija da pomognu B-¢elijama da proliferiSu i produkuju antitela [143]. Takode je uoceno
1 povecano prisustvo prirodnih regulatornih T-Celija kod starih u poredenju sa mladima, $to moze
doprineti slabijem imunskom odgovoru u ovoj starosnoj grupi [144].

Podaci sugerisu da kljucni uzroci Stetnih promena u imunskom odgovoru kod starih mogu biti
izazvani promenama u Celijskom miljeu (mikrosredini) koje ukljuuju promene u koncentraciji
hormona i citokina, a koji uti¢u na aktivnost imunskih ¢elija [133].
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1.6.Uticaj genetskih faktora na imunski odgovor na vakcinu protiv gripa

Pokazano je da genetska osnova pojedinca utice na imunski odgovor na vakcinu protiv gripa [145—
147]. Ovaj fenomen se povezuje sa polimorfizmima gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u imunski
odgovor [148]. Takode, razlicit nivo ekspresije gena kod razli¢itih individua utice na odgovor na
vakcine. Na primer, pokazano je da ljudi koji imaju povecanu ekspresiju gena koji uc¢estvuju u ranoj
ekspresiji signalizacije putem interferona i gena ukljucenih u obradu i prezentaciju antigena imaju
intenzivniji humoralni odgovor na trovalentnu vakcinu protiv gripa [149].

Poznato je da brojni geni na X hromozomu ucestvuju u regulaciji funkcije imunskog sistema, te
stoga imaju uticaja i na nastanak polno-specifi¢nih razlika u imunskom odogovoru [150]. Neki
autori preporucuju da se istrazivanja polnog dimorfizma u imunskom odgovoru sprovode na
razrodenim (engl. outbred) sojevima miSeva i pacova, jer se kod njih ne gubi uticaj inaktivacije X
hromozoma, §to se inace desava kod visokosrodnih (engl. inbred) zivotinja. Heterogenost geneticki
nesrodnih sojeva glodara u genetskom smislu (iako ogranicena) mnogo viSe odgovara heterogenosti
humane populacije [150]. Hromozom Y takode sadrzi brojne regulatorne gene i polimorfizmi gena
na Y hromozomu takode mogu uticati na polne razlike u imunskom odgovoru i otpornosti na virusne
infekcije [151].

Razli¢iti inbredni laboratorijski sojevi miSa takode pokazuju varijabilnost u imunskom odgovoru na
vakcinu protiv gripa [152,153]. Misevi BALB/c soja uglavnom razvijaju Th2 tip odgovora, koji je
povezan sa produkcijom IgG1 antitela [65], dok se kod C57BL/6 soja miSeva predominantno razvija
Th1 tip imunskog odgovora koji se karakteriSe ve¢om produkcijom IgG2 antitela [154]. U mnogim
istrazivanjima vezanim za ispitivanje imunskog odgovora na infekciju virusom gripa ili vakcinu
protiv gripa koriste se visokosrodni miSevi C57BL/6 i BALB/c soja. Retka su istrazivanja u kojima
je imunski odgovor na vakcinu protiv gripa direktno poreden izmedu ova dva soja, dok polne razlike
u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa ni u jednom od ova dva soja do sada nisu ispitivane.
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2.CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajucdi u vidu ono §to je prethodno navedeno, definisani su slede¢i ciljevi doktorske disertacije:

I Da se ispita postojanje polnih razlika u humoralnom imunskom odgovoru (kroz analizu titra IgG
antitela specificnih za antigene virusnih sojeva koji su sadrzani u CIV u serumu, njihovog aviditeta
i zastupljenosti potklasa koje ulaze u njihov sastav) na vakcinu protiv gripa kod mladih odraslih
geneticki nesrodnih Swiss miseva.

Il Ukoliko se pokaze da postoje polne razlike u humoralnom imunskom odgovoru na vakcinu/e
protiv gripa, da se ispita da li one zavise od a) tipa vakcine (koriS¢enjem pored CIV i SV), b)
genetickih karakteristika miSeva ukljucivanjem u ispitivanje geneti¢ki visokosrodnih BALB/c 1
C57BL/6 miseva) i ¢) uzrasta zZivotinja (uklju¢ivanjem u ispitivanje starih miSeva odgovarajuc¢ih
sojeva).

I11 Ukoliko se pokaze da postoje polne razlike u humoralnom imunskom odgovoru (polni
diergizam) na vakcinu protiv gripa da se ispitaju celularni i molekularni mehanizmi koji se nalaze u
njihovoj osnovi analizom: a) proliferativnog odgovora B-splenocita i CD4+ splenaocita izolovanih
iz miSeva imunizovanih vakcinom protiv gripa na restimulaciju antigenima sadrzanim u ispitivanoj
vakcini u kulturi; b) zastupljenosti Tfh, Tfr i GC B-c¢elija u populaciji sveze izolovanih splenocita
miseva imunizovanih vakcinom protiv gripa; ¢) zastupljenosti CD4+ ¢elija koje su specifi¢ne za
antigene u vakcini protiv gripa i koje sintetisu IL-21, citokin koji ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji
B -¢elija u plazma ¢elije koje sintetiSu antitela, u slezini miSeva imunizovanih ispitivanom vakcinom
i d) citokinskog profila Th splenocita koji sintetiSu citokine koji oblikuju zastupljenost potklasa IgG
specifi¢nih za antigene sojeva virusa gripa koji su sadrzani u vakcini kojom su misevi imunizovani,
a nakon restimulacije istim antigenima u kulturi.
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3.MATERIJAL | METODE

3.1.0gledne Zivotinje

U eksperimentalnom radu koris¢ene su Zenke i muZjaci geneticki nesrodnog (engl. outbred) soja
miseva SWiSS starosti 3 meseca (mladi adulti), i Zenke i muzjaci visokosrodnih (engl. inbred) sojeva
miseva C57BL/6 i BALB/c starosti 3-4 (mladi adulti) i 18 meseci (stari). Zivotinje su uzgojene u
Centru za imunoloska istrazivanja ,,Branislav Jankovi¢* u okviru Instituta za virusologiju, vakcine
i serume ,,Torlak* u Beogradu. MiSevi su gajeni u standardnim uslovima koji podrazumevaju cikluse
od 12 h svetla i 12 h mraka, kontrolisanu temperaturu (21°C £ 2°C) i ad libitum pristup hrani i vodi.
Zivotinje su bile rasporedene u kavezima od pleksiglasa sa podlogom od piljevine, u grupama po 6
jedinki prema polu, uzrastu i soju.

3.2.Eksperimentalni protokol

Zivotinje su imunizovane intramuskularnim ubrizgavanjem sezonske trovalentne CIV ili SV protiv
gripa. Nakon 14 dana od imunizacije, izolovane su slezine od reprezentativnog broja Zivotinja oba
pola i uzrasta, radi ispitivanja ¢elija koje su ukljuene u GC reakciju (Tth, Tfr i GC B-Celije).
Humoralni odgovor u serumu ispitivan je u razli¢itim vremenskim tackama nakon vakcinacije. Krv
je uzorkovana iz retroorbitalnog sinusa miSeva. Neposredno pre uzorkovanja materijala, Zivotinje
su anestezirane.

U cilju ispitivanja humoralnog odgovora na vakcinu protiv gripa odredjena je magnituda i dinamika
produkcije influenca virus-specifi¢nih IgG antitela, i IgG potklasa (IgG1, IgG2a/2¢, IgG2b i IgG3)
koris¢enjem metode enzimske imunoadsorpcije (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA). Aviditet influenca virus-specifi¢nih IgG antitela ispitana je modifikovanim ELISA testom
u kome je kao haotropni agens dodat kalijum tiocijanat (KSCN). Funkcionalnost influenca virus-
specifinih antitela odredena je metodom inhibicije hemaglutinacije (HAI), a sposobnost
neutralizacije - testom mikroneutralizacije (MN).

Influenca virus specifi¢ni odgovor Th - i B - splenocita ispitan je merenjem njihovog proliferativnog
I sekretornog kapaciteta. Proliferacija Th i B splenocita ispitana je nakon restimulacije u in vitro
uslovima antigenima pojedinacnih virusa koji su ulazili u sastav vakcine i merena je na 0Snovu
vezivanja fluorescentne DNK-vezuju¢e boje 7-amino aktinomicina D (7-AAD) na proto¢nom
citofluorometru (FACSVerse i FACSCalibur, Becton Dickinson, CA, USA). Za odredivanje
koncentracija citokina IL-4 i IFN- y Zivotinje su Zrtvovane Cetrnaest dana nakon imunizacije.
Koncentracija IL-4 i IFN- y u supernatantima kultivisanih ¢elija izmerena je koris¢enjem ELISA
testa. Celije koje produkuju IL-4 i IFN- vy u slezini identifikovane su ELISPOT (engl. enzyme-linked
immunospot assay) testom.

Reakcija GC u slezinama imunizovanih miSeva ispitana je odredivanjem broja i procentualnog
uceSca Tth, Tfr 1 GC B-¢elija analizom ekspresije karakteristiénih molekulskih markera na povrSini
1 unutar ovih ¢elija, koriS¢enjem odgovarajucih fluorohromima obeleZzenih monoklonskih antitela
(mAt) na protocnom citofluorometru. Pomoc¢ni¢ke folikulske T-¢elije definisane su kao
CD4+Foxp3-CXCR5+Bcl6+ ¢elije, Tr kao CD4+Foxp3+CXCR5+Bcl6+ ¢elije, a GC B-¢elije kao
CD95+B220+ ¢elije.

Dozvola etickog komiteta

MiSevi su tretirani u skladu sa Direktivom 2010/63/EU Evropskog parlamenta i Saveta o zastiti
zivotinja koriS¢enih u naucne svrhe, kao 1 sa zakonskim propisima (Zakon o dobrobiti Zivotinja,
"Sluzbeni glasnik Republike Srbije", br. 41/2009). Protokol istrazivanja koji je ocenio Odbor za
za$titu i upotrebu zivotinja Instituta za virusologiju, vakcine 1 serume "Torlak" odobren je od strane
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije - Uprave za veterinu
(dozvola br. 323-07-01577/2016-05/1).
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Eticka komisija Instituta za viruse, vakcine i serume ,,Torlak® je izdala dozvolu broj 232-06-
03742/2012-05 za rad sa eksperimentalnim zivotinjama, za istrazivanja u sklopu kojih su dobijeni
rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji.

3.3.Imunizacija

Zivotinje su imunizovane jednom dozom sezonske trovalentne CIV (sastav za sezonu 2011/2012:
A/California/7/2009 (H1N1), A/Perth/16/2009 (H3NZ2) i B/Brisbane/60/2008 (B), Institut za
virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak®, Beograd, Srbija) ili SV (sastav za sezonu 2011/2012, Sanofi
Pasteur, Lion, Francuska; ili sastav za sezonu 2013/2014: A/California/7/2009 (H1N1)pdmO9-like
virus (HIN1), A(H3N2)-like virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) i B/Massachusetts/2/2012-like virus
(B), Institut za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak®, Beograd, Srbija). Jedna doza vakcine
sadrzala je 10 pg hemaglutinina (HA) (po 3,33 ug svakog od tri soja virusa koji su ulazili u sastav
vakcine) povrSinskog proteina virusa. Vakcina je injektovana miSevim intramuskularno u zapremini
od 100 pl (po 50 pl obostrano u butni misi¢). Imunizovani miSevi nisu pokazivali znakove lokalne
reakcije na imunizaciju (crvenilo, oticanje 1 formiranje granuloma na mestu ubrizgavanja). Takode
nijedan od znakova sistemske reakcije na imunizaciju kao §to su groznica, smanjena telesna tezina,
promene u fizickom izgledu, ponasanju i potro$nji hrane nije uocen.

3.4.Hemikalije i antitela
Za anesteziju su koriS¢eni ketamin (Ketamidor, RichterPharma AG, Wels, Austrija) 1 ksilazin
(Xylased, Bioveta, lvanovice na Hané, Republika Ceska).

Tripan plava boja kori§¢ena za brojanje ¢eija pod svetlosnim mikroskopom kupljena je od od Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh (Taufkirchen, Nemacka).

Fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline, PBS) (pH 7,4) je nabavljen od Instituta za
virusologiju, vakcine i serume “Torlak”, dok je natrijum azid (NaN3) kupljen od Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh. Govedi serum albumin (engl. bovine serum albumine, BSA) je kupljen od Fluka AG
Chemie GmbH (Buchs SG, Svajcarska).

Za odrzavanje splenocita u kulturi koris¢en je RPMI-1640 medijum (Sigma-Aldrich, Oslo,
Norveska) kompletiran sa 2 mM L-glutaminom (Serva, Heidelberg, Nemacka), 1 mM natrijum
piruvatom (Serva), 100 i.j./ml penicilinom (ICN, Costa Mesa, CA, SAD), 100 pg/ml streptomicinom
(ICN) i fetalnim tele¢im serumom (engl. fetal calf serum, FCS) (Gibco, Grand Island, NY, SAD) u
koncentraciji od 10%. Koris¢enju FCS-a je prethodila njegova inaktivacija zagrevanjem na 56 °C u
vodenom kupatilu 30 minuta.

Za uklanjanje nespecifi¢nih inhibitora hemaglutinacije iz uzoraka koris¢en je enzim za uniStavanje
receptora (engl. receptor destroying enzyme, RDE) (DENKA SEIKEN, Japan).

Za detekciju Celija koje sekretuju IL-4 i IFN- vy citokine kori$¢eni su IL-4 i IFN- y ELISPOT testovi
kupljeni od R&D Systems (Minneapolis, SAD).

Za obelezavanje membranskih i unutarcelijskih antigena, koriS¢ena su slede¢a monoklonska
antitela: fluorescein-izotiocijanatom (FITC) konjugovano anti-misje B220 (CD45R, klon RA3-
6B2), FITC-om konjugovano anti-misje/pacovsko Foxp3 (klon FJK-16s) antitelo i anti-misje CD95
(klon 15A7) antitelo konjugovano fikoeritrinom (PE) kupljeno od eBiolegend (Carlsbad, CA, SAD);
PE- konjugovano anti-misje CD4 antitelo (klon RM4-5) kupljeno od Biolegend (San Diego, CA,
SAD). Anti-misje CXCRS (klon 2G8) konjugovano sa peridin hlorofil protein cijaninom (PerCP-
Cy™5.5) i aleksa fluor 647 anti-humano/misje Bcl-6 (klon K112-91) antitelo kao i 7-AAD (7-
Aminoaktinomicin D) DNK vezujuéa boja su nabavljeni od BD Biosciences Pharmingen (Mountain
View, CA, SAD). Zecje poliklonsko anti-IL-21 antitelo (Merck, Darmstadt, Nemacka), kao i
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sekundarno kozije anti-ze¢je FITC-om konjugovani antitelo je nabavljeno od BD Biosciences
Pharmingen-a (Mountain View, CA, SAD).

Da bi se utvrdili titrovi serumskih antitela koris¢ena su antitela konjugovana peroksidazom rena
(engl. horseradish peroxidase, HRP): kozje anti-misje IgG, IgG1, 1gG2a, IgG2b i IgG3 antitelo, kao
I anti-misje IgG2c antitelo konjugovano biotinom kupljeni od Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc. (WestGrove, PA, SAD). Streptavidin peroksidaza je kupljena od Abcam
(Cambridge, UK) i o-fenilendiamine (engl. ortho-phenylenediamine, OPD) od Sigme.

Koncentracije citokina, IL-4 i IFN-y, u supernatantima kultura splenocita odredene su koris¢enjem
komercijalnih ELISA kitova kupljenih od Biolegend (San Diego, CA, SAD).

3.5.1zolovanje splenocita i seruma
Neposredno pre uzorkovanja materijala, zivotinje su anestezirane intraperitonealnim davanjem
rastvora koji sadrzi ketamin (80 mg/kg) i ksilazin (8 mg/kg).

3.5.1.1zolovanje splenocita

Grudni ko$ 1 trbuh miSa prebrisani su alkoholom, nakon ¢ega je uradena splenektomija. U sterilnim
uslovima slezine su usitnjene makazama i potom pasirane kroz sterilnu ¢eli¢cnu mrezicu promera
pora 60 pm. Celije su ispirane kompletiranim RPMI-1640 obogaéenim sa 10% FCS-om i istaloZene
centrifugiranjem na 350 g, 10 min na 4°C. Uzorci su potom oslobodeni od eritrocita lizom crvenih
krvnih zrnaca dodavanjem pufera za lizu (0,15 M rastvor NH4Cl), koji sadrzi ImM KHCOz i 0,1
mM Na;EDTA u destilovanoj vodi (pH 7,2), potom isprani i resuspendovani u 10% FCS/RPMI-
1640. Dobijene ¢elije su brojane u tripan plavoj boji u odnosu 1:10 na unapredenom Neubauerovom
hemacitometru uz pomo¢ svetlosnog mikroskopa (Olympus VMZ Stereo Mycroscope, Olympus
OpticalCo., Tokio, Japan).

3.5.2.1zdvajanje seruma

Zivotinje su neposredno pre uzorkovanja krvi uvodenje u anesteziju na na¢in koji je ranije opisan.
Za uzorkovanje krvi su kori§¢ene Pasterove pipete sa Sirim vrhom. Sakupljena krv je ostavljena da
koaguliSe 1 sat na sobnoj temperaturi, a zatim preko no¢i na 4 °C (u frizideru). Serumi su odvojeni
od koaguluma centrifugiranjem 15 minuta na 2000 g, nakon ¢ega su preneseni u Ciste obeleZene
epruvete. Serumi su jo$ jednom centrifugirani kako bi se odvojili od zaostalih eritrocita 1 prebaceni
u mikrotube. Nakon odvajanja, serumi su dekomplementirani 30 minuta u vodenom kupatilu na
temperaturi od 56 °C i do analize su ¢uvani na -20 °C.

3.6.Ispitivanje humoralne imunosti

3.6.1.0dredivanje ukupnog titra IgG antitela i titra pojedinih potklasa IgG specificnih za antigene
iz vakcine ELISA testom

Da bi se utvrdila dinamika produkcije virus-specifi¢nih IgG antitela, serumi su uzorkovani tri i Sest
nedelja nakon imunizacije Swiss miSeva. U cilju indirektne kvantifikacije sinteze virus-specifi¢nih
IgG antitela kao 1 pojedinacnih IgG potklasa serumi su uzorkovani Cetiri nedelje nakon imunizacije
Swiss, C57BL/6 i BALB/c miseva. Titar 1gG i 1gG potklasa virus-specifi¢nih antitela odreden je
ELISA testom. MaxiSorp ploce sa 96 bazena (Nunc, Thermo Fisher Scientific) oblozene su i
inkubirane preko no¢i u vlaznoj komori na 4°C sa 2,5 ng HA/ml (50 pl po bazenu) HIN1 ili H3N2
ili B inaktiviranog antigena u PBS-u. Nakon inkubacije, ploc¢e su oprane tri puta sa T-PBS-om
(0,05% Tween 20 u PBS-u), jednom sa PBS-om i ,blokirane” 1 sat na 37°C sa 1% BSA
pripremljenog u PBS-u. Nakon toga ploce su isprane tri puta u T-PBS-u i jednom u PBS-u. U bazene
su potom naliveni uzorci (50 ul po bazenu) dekomplementiranog seruma u dvostrukim serijskim
razblazenjima prirpemljenim u PBS-u sa 1% BSA. Uzorci su inkubirani jedan sat na sobnoj
temperaturi. PloCe su isprane i dodato je sekundarno antitelo usmereno protiv misjeg IgG (1:50000),
ili protiv pojedina¢nih potklasa IgG1 (1:10000), IgG2a (1:2000); 1gG2b (1:2000), 1gG3 (1:1000),
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sva konjugovana HRP-om. Ploce su inkubirane 1 sat na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori. Buduc¢i
da je pokazano da C57BL/6 soj miseva ne produkuje IgG2a potklasu antitela ve¢ IgG2c¢ [155] u
eksperimentima koji su ukljucivali ovaj soj miSeva koris¢eno je sekundarno biotinizovano anti-
misje [gG2c antitelo (1:1000), i nakon sat vremena inkubacije na sobnoj temperaturi i ispiranja dodat
je streptavidin konjugovan HRP-om (1:100). Nakon ispiranja dodat je supstrat OPD, aktiviran sa
1,2 ul/ml 12% H20., u citratnom puferu (0,1 M, pH 5,0). Nakon 15 min inkubacije na sobnoj
temperaturi u mraku reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 ul/bazen 2M rastvora H>SO4. Opticka
gusina (engl. optical density, OD) je ocitana na 490 nm i 620 nm na Multiscan Ascent-U
(Labsystems). Titri su izracunati kao recipro¢na vrednost najveéeg razblazenja test seruma koji daje
opticku gustnu 3 standardne devijacije iznad kontrolnih seruma (serum Zzivotinja koje nisu
imunizovane) u istom razblazenju.

3.6.2.0dredivanje aviditeta IgG antitela

Relativan aviditet influenca virus specifi¢nih IgG antitela odredena je modifikovanim ELISA
testom, dodavanjem kalijum tiocijanata (KSCN) kao haotropnog agensa. Serumi u odgovaraju¢em
razblazenju u PBS-u sa 1 % BSA (razblazenja koja daju istu opticku gustinu utvrdena prethodno,
ELISA testom) su inkubirani preko no¢i u plo¢ama obloZenim sa HINTI ili H3N2 ili B antigenima
virusa gripa. Posle ispiranja sa T- PBS-om, jedan set uzoraka je inkubiran sa PBS-om dok je drugi
set istih uzoraka inkubiran sa 1 M KSCN (50 pl) tokom sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon
ispiranja dodato je HRP- konjugovano anti-misje IgG antitelo (1:10000). Nakon 1 sata inkubacije,
ploce su isprane i dodat je supstrat OPD, aktiviran sa 1,2 ul/ml 12% H20> u citratnom puferu (0,1
M, pH 5,0). Posle 15 minuta, reakcija je zaustavljena sa 2M H>SO4 (stop rastvor). Multiscan Ascent
(Labsistems) je koris¢en za merenje OD na 490 i 620 nm. Avididet antitela je izrazen kao procenat
antitela koji ostaju nakon tretmana seruma sa 1 M KSCN je izraunat kao: (tretirani serum
0D492/0D492 netretirani serum) x 100%.

3.6.3.0dredivanje titra antitela znacajnih za efikasnost protektivnog odgovora protiv virusa gripa u
Serumu.

3.6.3.1.Test inhibicije hemaglutinacije (HAI)

Testom inhibicije hemaglutinacije (engl. hemagglutination inhibition assay, HAI) odredivan je titar
ukupnih serumskih antitela koji prepoznaju cele umrtvljene viruse HIN1, H3N2 ili B soja koji su
ulazili u sastav vakcine. Ovaj metod se zasniva na tendenciji hemaglutinina virusa gripa da se vezuje
za eritrocite 1 izaziva njihovu aglutinaciju. Kada se antitela specificna za HA protein vezu za
odgovarajuca antigenska mesta, ova mesta postaju blokirana i na taj na¢in HA ne moze da se veze
za eritrocite. Kao rezultat ove interakcije javlja se inhibicija hemaglutinacije, §to predstavlja osnovu
HAI testa. HAI test se izvodi u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bazena. Standardizovana koli¢ina HA
antigena se mesa sa serijskim razblazenjima seruma imunizovanih zivotinja, nakon cega se dodaju
eritrociti i procenjuje vezivanje antitela za molekul HA.

Pre samog testa iz seruma su uklonjeni nespecifi¢ni inhibitori hemaglutinacije tretmanom sa RDE.
Dodate su 3 zapremine RDE na 1 zapreminu seruma i inkubacija je trajala preko no¢i na 37 °C u
vodenom kupatilu. Nakon toga, kako bi se inaktivisao viSak RDE, usledila je inkubacija 30 minuta
na 56°C u vodenom kupatilu. Serumi su ohladeni na sobnoj temperaturi. Dodato je 6 zapremina
fizioloskog rastvora. Na ovaj nacin je postignuto finalno razblazenje seruma od 1:10. Osim
uklanjanja nespecifi¢nih inhibitora hemagluinacije, izvodenju testa je prethodilo 1 uklanjanje
nespecifi¢nih hemaglutinina iz seruma i1 odredivanje titra hemaglutinacije za svaki pojedina¢ni
(vakcinalni) virus.

Test HAI je izvoden tako §to su u mikrotitarske ploce sa 96 bazena sa V-dnom naliveni ispitivani
serumi (pripremljeni kako je prethodno opisano) u dvostrukim serijskim razblazenjima i 25 pl HIN1
ili H3N2 ili B soja virusa gripa koji su ulazili u sastav vakcine (podesene koncentracije na 4 jedinice
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HA na 25 pl). Nakon 15 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, dodato je 50 ul 0,5% rastvora
¢ure¢ih eritrocita u PBS-u i smesa je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi pre procene
aglutinacije. Kompletna hemaglutinacija se desila kada se eritrociti jo§ uvek nalaze u suspenziji
nakon S$to su kontrolni eritrociti potpuno stalozeni. Krajnja tacka titracije hemaglutinacije je
definisana kao najveCe razblaZzenje seruma koje inhibira hemaglutinaciju. Titar inhibicije
hemaglutinacije predstavlja recipro¢nu vrednost ovog razblazenja.

3.6.3.2.Test mikroneutralizacije (MN)

Test mikroneutralizacije predstavlja visoko specifican i osetljiv test za detekciju neutraliSu¢ih
antitela specifi¢nih za virus gripa u humanim i Zivotinjskim serumima. Neutralizacija virusa daje
najprecizniji odgovor na pitanje da li ili ne subjekat ima antitela koja mogu da neutraliSu infektivnost
odredenog virusnog soja [156]. Test mikroneutralizacije u mikrotitarskim plo¢ama uraden je prema
protokolu SZO. Test MN virusa gripa zasnovan je na ¢injenici da antitela iz seruma koja mogu da
neutraliSu HA virusa influence inhibiraju infekciju kontinuirane ¢elijske kulture Madin-Darbi (engl.
Madin-Darby canine kidney, MDCK) virusom gripa. Prvo je odredena infektivna doza virusa za
kulturu tkiva (engl. tissue culture infectious dose, TCID). Serijska razblazenja seruma su inkubirana
sa standardizovanom koli¢inom (100 x 50% infektivna doza kulture tkiva, TCID50) zivog HINI1 ili
H3N2 ili B virusa pre dodavanja na MDCK ¢elije (one rastu zalepljene za plastiku). Nakon
inkubacije preko no¢i, ¢elije su fiksirane nakon ¢ega su obojene kristalno ljubicastom bojom koja
boji sve ¢elijske komponente. Mrtve Celije (inficirane) se tokom postupka bojenja spiraju jer vise ne
adheriraju za plastiku. Dodavanjem rastvara¢a (metanola) i merenjem apsorbance na 570 nm
odredjuje se neutralizacija prisustva virusa u ¢elijama.MN titar je izraZen kao recipro¢na vrednost
najveceg razblazenja seruma koji je dao 50% neutralizacije od 100 x TCID50 virusa u MDCK
¢elijama.

3.7.Ispitivanje celularne imunosti

3.7.1.ELISPOT

ELISPOT predstavlja veoma osetljiv test koji omogucava detekciju sekretovanih molekula na nivou
pojedinacne celije. Komercijalni ELISPOT test koriS¢en je prema uputstvu proizvodaca (R&D
Systems) za detekciju sekrecije IFN- v i IL-4 od strane ¢elija slezine imunizovanih i kontrolnih
neimunizovanih miSeva, stimulisanih ili nestimulisanih umrtvljenim virusima gripa koji su ulazili u
sastav vakcine. Antitela specifi¢na za citokine IFN- y, odnosno IL-4 su imobilisana na membrani
ELISPOT ploce sa 96 bazena. U bazene su dodati splenociti migeva (1 x 10° éelija/bazenu), sa 1
pg/ml stimulatora HIN1 ili H3N2 ili B inaktivisanim virusom i inkubirani 48 sati na 37°C sa 5%
CO2. Tokom inkubacije, ¢elije aktivirane u prisustvu stimulusa, sekretovale su citokine koji su se
vezali za antitela na ploci. Nakon inkubacije, prema uputstvu proizvodaca, detektovane se obojene
tatke na mestima na kojima su se nalazile Celije koje sekretuju citokine. Po zavrSetku testa,
odrediven je broj ¢elija koje su sekretovale citokine IFN- vy ili IL-4 u stimulisanim kulturama. Tacke
su brojane na mikroskopu (Olympus VMZ Stereo Mycroscope, Olympus OpticalCo., Tokio, Japan).

3.7.2.Kultivacija splenocita za analizu sinteze citokina i proliferacije ¢elija

Splenociti (3 x 10° éelija/bazenu) su kultivisani u medijumu (RPMI-1640 sa 10% FCS-a) u plo¢ama
sa U-dnom sa 96 bazena na 37°C i 5% CO; zasiéenim vazduhom. Celije su kultivisane samo u
medijumu ili stimulisane sa 5 pg/ml HA HINT ili H3N2 ili B antigena virusa koji su ulazili u sastav
vakcine. Nakon 72 sata skupljeni su supernatanti za procenu produkcije citokina (IFN-y i 1L-4) i
¢elije za analizu proliferacije proto¢nom citofluorimetrijom.

3.7.3.Ispitivanje sinteze IL-21 citokina u CD4+ splenocitima

Za odredivanje sinteze IL-21 citokina ex vivo splenociti imunizovanih i kontrolnih neimunizovanih
miseva su izolovani i stimulisani 4 sata na temperaturi od 37 °C u medijumu (RPMI-1640 sa 10%
FCS) sa 200 ng/ml PMA, 400 ng/ml jonomicina i 3 pg/ml brefeldina A. Nakon inkubacije ¢elije su
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sakupljene i bojene intracelularno anti-IL-21 antitelom za proto¢nu citofluorometriju. Za
odredivanje zastupljenosti ¢elija koje su specificne za antigene iz vakcine i koje sintetisSu 1L-21
splenociti imunizovanih miSeva su stavljeni u kulturu 72 sata u kompletiranom RPMI-1640
medijumu sa 10% FCS ili su restimulisanih antigenima iz vakcine. Nakon toga celije su
permeabilizovane sa rastvorom 0.2%Tween-20/PBS i bojene intracelularno za analizu na proto¢nom
citofluorimetru.

3.7.4.0dredivanje koncentracije IL-4 i IFN-y ELISA testom

Komercijalni ELISA kitovi sa plo¢ama unapred oblozenim anti-misjim IL-4 i IFN-y antitelima
koris¢eni su za detekciju ovih citokina u supernatantima kultura celija kultivisanih 72 sata u
kompletiranom RPMI-1640 medijumu sa 10% FCS ili stimulisanih pojedina¢nim vakcinalnim
antigenima Testovi su izvodeni prema uputstvu proizvodaca (Biolegend). Plo¢e su isprane Cetiri
puta puferom za ispiranje, zatim je naliveno po 50 pl/bazenu odgovarajuéeg razblazenja standarda i
uzoraka. Nakon 2 sata inkubacije na sobnoj temperaturi plo¢e su isprane Cetiri puta puferom za
ispiranje i dodato je antitelo za detekciju konjugovano biotinom i ostavljeno da se inkubira sat
vremena na sobnoj temperaturi uz meSanje na orbitalnom Sejkeru. Nakon ispiranja viska antitela
dodat je rastvor avidin-HRP i inkubiran 30 minuta na sobnoj temperaturi uz mesanje na orbitalnom
Sejkeru. Posle ispiranja, dodat je rastvor supstrata i nakon 15 minuta inkubacije u mraku, reakcija je
zaustavljena stop rastvorom. Apsorbanca je o€itana na 450 nm i 570 nm. Standardna kriva je
izraCunata za svaki test sa granicom detekcije od 0,5 pg/mL za IL-4 i 8 pg/mL za IFN-y.

3.7.5.Proto¢na citofluorometrija

Za ucitavanje uzoraka koris¢eni su FACSVerse i FACSCalibur proto¢ni citofluorometri. Princip
rada proto¢nog citometra podrazumeva da se celijska suspenzija propusta kap po kap ispred
argonskog jonskog lasera, pri ¢emu se u svakoj kapljici nalazi po jedna ¢elija. Laserski zrak ¢ija je
talasna duZzina podeSena na ekscitacijsku talasnu duzinu za fluorohrom kojim su ¢elije obelezene
(488 nm za FITC, PE, PerCPCy5.5) ili diodni laser talasne duzine 635 nm (Alexa Fluor 647)
usmerava se na protocni mlaz Celija. Ukoliko kapljica sadrzi ¢eliju obeleZenu fluorohromom, on
ekscitira i fluorescira, fotoreceptori detektuju odbijenu lasersku svetlost i emitovanu fluorescencu.
Odbijena svetlost meri se u ravni ekscitacijske svetlosti (engl. forward scatter, FSC) i normalno na
upadni laserski zrak (engl. side scatter, SSC). FSC pruza informacije o veli¢ini ¢elije, dok je SSC
srazmeran granuliranosti ¢elije. Izmerena fluorescencija ukazuje na vezivanje obeleZenog antitela
tacnije na ekspresiju samog Celijskog antigena [157].

3.7.5.1.0dredivanje fenotipa celija

U suspenziju sveze izolovanih splenocita (5 x 10° ¢elija u PBS-u obogaéenim sa 2% FCS), dodata
su antitela za bojenje membranskih antigena direktno obeleZena fluorohromima (CD4 konjugovano
sa PE i/ili PCPCy5.5 konjugovano CXCR5 antitelo ili FITC konjugovano B220 i PCPefl710
konjugovano CD95 antitelo) i inkubirana 30 minuta na 4°C. Nakon inkubacije ¢elije su isprane u
PBS-u sa 0,1% NaNs i 2% FCS i fiksirane i permebilizovane preko no¢i na 4°C u prisustvu rastvora
za fiksaciju 1 permeabilizaciju iz komercijalnog Foxp3 kita prema uputstvu proizvodaca
(eBioscience). Nakon toga celije su isprane u puferu za ispiranje iz istog kita i inkubirane sa FITC-
om obelezenim anti-Foxp3 antitelom i/ili sa anti-Bcl6 antitelom obelezenim sa alexa fluor 647 ili sa
anti-IL-21 antitelom 30 minuta na 4°C. Celije obeleZene sa anti IL-21 antitelom su isprane dva puta
u puferu za ispiranje i potom 30 minuta inkubirane sa sekundarnim FITC konjugovanim antitelom
na 4°C. Nakon inkubacije ¢elije su isprane dva puta u puferu za ispiranje, resuspendovane u 350 pul
PBS sa 0,1% NaNs i analizirane na FACSVerse proto¢nom citometru uz pomo¢ BD FACSuite™
softvera (Becton Dickinson, CA, SAD).
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3.7.5.2.0dredivanje proliferacije celija

Za analizu Celija koje su proliferisale (¢elije u S+G2/M fazama celijskog ciklusa), koris¢ena je
interkalarna fluorescentna boja 7-AAD koja se vezuje za dvolancanu DNK. Nakon 72 h
stimulacije, ¢elije su sakupljene u epruvete, centrifugirane (5 min na 350 g) isprane dva puta u PBS
sa 0,1% NaNs i 2% FCS. Dodata su antitela za bojenje membranskih antigena: FITC-om
konjugovano B220 i PE-om konjugovano CD4 antitelo. Nakon bojenja navedenih antigena, ¢elije
su isprane i resuspendovane u 150 ul PBS sa 50% FCS. Celije su zatim fiksirane i permeabilizovane
dodavanjem 450 ul hladnog 70% etanola u dvostruko destilovanoj vodi uz blago mesanje. Posle
inkubacije preko noci, ¢elije su isprane dva puta u PBS-u sa 0,1% NaNs i 2% FCS i inkubirane 30
min sa 10 ul DNK-vezujuce boje 7-AAD na 4°C pre analize na proto¢nom citofluorimetru. Dubleti
su iskljuceni analizom povr$ine u odnosu na signale $irine 7-AAD fluorescence (engl. 7-AAD area
[ 7-AAD width) na modulu diskriminacije dubleta (DDM). Uzorci su bili u¢itani na FACSCalibur
proto¢nom citometru uz pomoc¢ softvera CellQuest™ (Becton Dickinson, Mountain Viev, CA,
SAD). Podaci su analizirani koris¢enjem softvera FlowJo verzija 7.8 (TreeStar Inc, Ashland, OR,
SAD).

3.8.Statistika

Rezultati su, prilikom prikazivanja titrova predstavljeni kao geometrijska sredina i 95% interval
pouzdanosti (engl. confidence interval, CI), a prilkom prikazivanja drugih parametara kao
aritmeticka sredina + SEM. Kori$¢ena je metoda dvofaktorske analize varijanse (2 way ANOVA)
uz primenu Bonferroni testa za post hoc poredenje, osim za odredivanje znacajnosti polnih razlika
u titrima potklasa IgG gde je koris¢en Mann Whitney test. StatistiCka obrada podataka je vrSena
statistickim programom GraphPad Prism 5 (GraphPadSoftware, Inc., CA, SAD). Statisticki
znacajnom je smatrana vrednost p<0,05. Korelacija izmedu titra virus-specifi¢nih neutraliSu¢ih
antitela (odrredenih MN metodom) i titra ukupnih virus- specifi¢nih IgG antitela (odredenih ELISA
metodom), kao i korelacija izmedu odnosa Tfr i Tth ¢elija i titra ukupnih virus- specifi¢nih IgG
antitela (odredenih ELISA metodom) odredena je Pirsonovim testom korelacije.
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4 REZULTATI

4.1.Uticaj pola kod Swiss miseva na imunski odgovor pokrenut vakcinom protiv gripa

Podaci iz literature nedvosmisleno pokazuju postojanje polnih razlika u imunskom odgovoru na
vakcine (ukljucujuéi vakcine protiv virusnih infekcija), nezeljenim efektima vakcinacije 1 zastiti
koju ona obezbeduje [4,158]. Medutim, pretklinicka ispitivanja vakcina retko ukljucuju
laboratorijske zivotinje oba pola [150]. Osim toga, istrazivanja se uglavnom sprovode na geneticki
visokosrodnim sojevima laboratorijskih Zivotinja, $to ima svoje prednosti, ali i mane. Lo$a strana
ove Siroko rasprostranjene prakse ogleda se izmedu ostalog i u tome $to ove Zivotinje ne ispoljavaju
geneticki diverzitet koji postoji kod ljudi [159]. Shodno tome, preporucljivo je koris¢enje geneticki
nesrodnih laboratorijskih zivotinja [159]. Ova preporuka se smatra posebno vaznom kada se ispituje
polni diergizam u imunskom odgovoru [150]. Zbog svega prethodno navedenog, prvi segment
ispitivanja je sproveden na miSevima oba pola geneticki nesrodnog Swiss soja.

4.1.1.Pol Swiss miSeva i soj virusa gripa utiu na titar virus-specifi¢nih IgG antitela
Post-vakcinalni titar virus-specificnih serumskih antitela koristi se kao indirektan pokazatelj
efikasnosti imunskog odgovora na vakcinu protiv gripa [160-162]. Zastitna antitela indukovana
vakcinom protiv gripa uglavnom su IgG klase [62]. U serumu mladih Swiss miseva, oba pola,
odredivan je titar IgG antitela specificnih za svaki od tri soja virusa koji ulaze u sastav vakcine
(HINT (A/California/7/200), H3N2 (A/Perth/16/2009) i B (B/Brisbane/60/2008)) tri i Sest nedelja
nakon imunizacije (Slika 1). Titar HIN1- specifi¢nih IgG antitela bio je veci (p<0,05) kod Zenki u
odnosu na muzjake miSeva u obe vremenske tacke odredivanja (Slika 1). Kada je u pitanju titar
H3N2- i B-specifiénih IgG antitela, on se nije razlikovao izmedu polova tri nedelje nakon
imunizacije, ali jeste nakon Sest nedelja kada je detektovan znaajno vedi titar IgG antitela
specifiénih za H3N2 (p<0,01) i B (p<0,05) virus gripa kod Zenki. Ova razlika je posledica znacajnog
snizenja (p<0,05) titra ovih antitela kod muZzjaka u periodu izmedu dve vremenske tacke
odredivanja, dok se kod Zenki u tom periodu titar ovih antitela nije znacajno menjao, §to implicira
polni dimorfizam u Kinetici pada titra ovih antitela (Slika 1).
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Slika 1. Titar IgG antitela specificnih za sojeve virusa koji su ulazili u sastav sezonske trovalentne
celovirusne inaktivisane vakcine (CIV) protiv gripa bio je veéi Sest nedelja posle imunizacije u
serumima Zenki Swiss miseva u poredenju sa serumima muZjaka miseva istog soja. Zenke (Z) i
muzjaci (M) Swiss miSeva imunizovani su CIV-om koja je sadrzavala HIN1 (A/California/7/200),
H3N2 (A/Perth/16/2009) i B (B/Brisbane/60/2008) viruse. Tri i Sest nedelja nakon imunizacije
uzorkovana je krv za odredivanje titra IgG antitela specificnih za ove viruse ELISA testom. Podaci
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su prikazani kao geometrijska sredina £ 95% interval poverenja (engl. confidence interval, CI).
N=10 miseva po grupi. *p<0,05; **p<0,01.

4.1.2.Pol Swiss miseva i soj virusa gripa uti¢u na titar funkcionalnih antitela specifi¢nih za
antigene virusa koji ulaze u sastav CIV-e

Funkcionalna antitela mogu se direktno meriti koriste¢i MN test, ili indirektno koriste¢i HAI test
koji otkriva antitela koja ciljaju mesta vezivanja za sijalinsku kiselinu na povr§inskom HA proteinu.
Istrazivanja pokazuju da titar antitela u serumu meren testovima HAI (meri sposobnost antitela da
sprece aglutinaciju eritrocita antitelima specificnim za hemaglutinin) i MN (meri sposobnost antitela
da sprece virusnu infekciju éelija sisara in vitro) generalno dobro korelira sa stepenom zastite protiv
koris¢enjem ovih testova u sklopu ove disertacije su pokazali da je tri 1 Sest nedelja nakon
imunizacije titar antitela specificnih za HIN1 virus bio ve¢i (p<0,05) kod Zenki nego kod muzjaka,
dok su titri funkcionalnih antitela za H3N2 i B virus bili priblizno jednaki kod oba pola u obe
vremenske tacke (Slika 2).
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Slika 2. Titar antitela specifi¢nih za HIN1 virus gripa u serumima Zenki veéi je u poredenju sa titrom
seruma muzjaka imunizovanih sezonskom celovirusnom inaktivisanom vakcinom (CIV) protiv
gripa. Zenke (Z) i muZjaci (M) miSeva imunizovani su CIV-om koja je sadrzala HINI
(A/California/7/200), H3N2 (A/Perth/16/2009) i B (B/Brisbane/60/2008) viruse. Tri i $est nedelja
nakon imunizacije uzeti su uzorci krvi za odredivanje titra A antitela specificnih za HIN1, H3N2 i
B viruse testom inhibicije hemaglutinacije (HAI) i B mikroneutralizacije (MN). Podaci su prikazani
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kao geometrijska sredina = 95% interval poverenja (engl. confidence interval, CI). N=10 miSeva po
grupi. *p<0,05.

4.1.3.Pol Swiss miseva imunizovanih CIV-om utice na profil IgG potklasa specifi¢nih za virusne
antigene u njihovom serumu

Razli¢ite potklase IgG imaju razli¢iti doprinos u odbrani domacina od virusne infekcije [65].
Poznato je da u serumu miSeva imunizovanih protiv virusnih oboljenja dominiraju IgG1 i1 IgG2a
potklase antitela specificnih za infektivni agens od interesa [65,164]. Sinteza IgG2a antitela je
posebno vazna za odbranu od virusnih infekcija [65,66]. Vaznost ovih antitela se povezuje sa
njihovom sposobnoséu da aktiviraju sistem komplementa [67], da se vezu za Fcy receptore
eksprimirane na fagocitima [68] i da indukuju antitelima-posredovanu ¢elijsku citotoksi¢nost [69].
Za antitela I1gG1 potklase pokazano je da imaju ulogu u neutralizacija virusa [65]. Takode je
pokazano i da razliciti tipovi vakcina razli¢ito utiCu na sintezu pojedinih potklasa IgG antitela
[66,165]. 1z tog razloga u serumima mladih Swiss miseva imunizovanih CIV-om odreden je titar
IgGl, IgG2a, IgG2b 1 IgG3 potklasa antitela, specifi¢nih za sojeve virusa koji su sadrzani u vakcini.

Tri nedelje nakon imunizacije, antitela IgG2a potklase specifi¢na za svaki od tri soja virusa gripa
koji su ulazili u sastav CIV-a su bila dominantna 1gG potklasa u serumima mladih Swiss miseva oba
pola (Slika 3A). Titar antitela IgG1 potklase bio je manji u serumima zenki u poredenju sa
muzjacima miseva (p<0,01 za A sojeve virusa; p<0,05 za B soj virusa gripa) (Slika 3A ). Kada suu
pitanju titri drugih ispitivanih potklasa 1gG antitela, odnosno antitela 1gG2b i 1gG3 potklasa, nisu
pronadene znacajne polne razlike (Slika 3A). Koli¢nik titra IgG2a/IgG1 antitela, koji ukazuje na
balans izmedu Thl i Th2 tipa imunskog odgovora [166,167] bio je veéi kod Zenki u poredenju sa
muzjacima (p<0,01 za HIN1, p<0,05 za H3N2 i p<0,05 za B soj virusa) (Slika 3C). Sest nedelja
nakon imunizacije Swiss miSeva IgG2a potklasa je ostala dominantna potklasa (Slika 3B). Takode,
nisu uocene polne razlike u titrima pojedinaénih potklasa, te stoga nije bilo ni polne razlike u odnosu
titra I[gG2a/IgG1 antitela Sest nedelja nakon imunizacije (Slika 3C).
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Slika 3. Titar IgG potklasa i odnos titra [gG2a/IgG1 potklasa u serumu zenki i muzjaka mladih Swiss
miSeva imunizovanih sezonskom celovirusnom inaktivisanom vakcinom (CIV) protiv gripa. Titar
IgG potklasa (IgG1, IgG2a, IgG2b 1 IgG3) antitela specifi¢nih za (a) HIN1, (b) H3N2 i (c) B sojeve
virusa odredivan je kod Zenki i muzjaka (A) tri i (B) Sest nedelja nakon imunizacije CIV-om. Misevi
oba pola imunizovani su CIV-om koja je sadrzala HINI1 (A/California/7/200), H3N2
(A/Perth/16/2009) i B (B/Brisbane/60/2008) viruse. (C) Tri nedelje i Sest nedelja nakon imunizacije
odredivan je i koli¢nik titra (a) HINI1, (b) H3N2 i (c) B virus-specifi¢nih antitela 1gG2a/IgG1
potklasa u serumu Zenki i muzjaka miSeva Rezultati dobijeni odredivanjem titra potklasa IgG
antitela su prikazani kao geometrijska sredina + 95% interval poverenja (engl. confidence interval,
Cl), a oni koji se odnose na odnos potklasa kao aritmeticka sredina £ SEM. N=10 miSeva po grupi.
(C) tri 1 Sest nedelja nakon imunizacije CIV-om. *p<0,05; **p<0,01.
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4.1.4.Zenke Swiss miseva imunizovane CIV-om imaju manji broj splenocita koji sintetidu citokin
IL-4 u odnosu na muzjake

Uzimaju¢i u obzir polne razlike u profilu IgG potklasa i podatke koji ukazuju da kod miSeva
ravnoteza Th1/Th2 citokina odreduje odnos IgG2a/IgG1 potklasa antitela [166,167], u kulturi
splenocita imunizovanih Swiss miseva oba pola odredena je zastupljenost celija koje sintetiSu
citokine karakteristi¢ne za éelije Th1 (IFN-y) i Th2 (IL-4) tipa [168]. Celije koje sekretuju citokine
IFN-y i IL-4, detektovane su ELISPOT-om u kulturama splenocita, 14 dana od imunizacije CIV-
om, a nakon in vitro restimulacije svakim od tri soja virusa gripa pojedina¢no. Nakon restimulacije
splenocita HIN1, H3N2 ili B sojevima virusa gripa nije bilo polnih razlika u broju ¢elija koje
sekretuju IFN-y, dok je broj splenocita koji produkuju IL-4 bio manji u kulturama splenocita
imunizovanih miSeva zenskog pola u odnosu na kulture splenocita muzjaka (Slika 4). Ovakav nalaz
je u korelaciji sa titrom sekretovanih specifi¢nih antitela IgG2a i [gG1 potklasa u serumu miseva.
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Slika 4. Broj ¢elija koje sekretuju IL-4 citokin je manji u kulturama splenocita zenki u poredenju sa
kulturama muzjaka Swiss miSeva imunizovanih sezonskom celovirusnom inaktivisanom vakcinom
(CIV) protiv gripa. Splenociti su izolovani iz muZzjaka i zenki mladih Swiss miseva 14 dana nakon
imunizacije CIV-om (I) i kontrolnih, neimunizovanih miseva (K). ELISPOT metodom su
detektovani splenociti koji sekretuju citokine (A) IFN-y i (B) IL-4 48 sati nakon in vitro restimulacije
AJ/California/7/2009 (H1IN1), A/Perth/16/2009 (H3N2), ili B/Brisbane/60/2008 (B) inaktiviranim
sojevima virusa gripa koji su bili sadrzani u vakcini. Broj citokin-sekretujucih ¢elija (engl. secreting
cells, SC) je odreden na osnovu broja tacaka na 1x108 splenocita u stimulisanim kulturama
splenocita imunizovanih miseva (I) i splenocita neimunizovanih kontrolnih (K) miseva. Broj ¢elija
koje sekretuju citokine je izrazen kao broj tadaka (SC) na 1x10° splenocita. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina £ SEM. N= 10 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.Uticaj tipa vakcine na polne razlike u imunskom odgovoru Swiss miSeva na vakcinu
protiv gripa

4.2.1.Titar virus-specifi¢nih IgG antitela u serumu miseva imunizovanih vakcinom protiv gripa
zavisi od pola miseva, soja virusa i tipa vakcine

U cilju utvrdivanja uticaja tipa vakcine na polne razlike u imunskom odgovoru, u narednim
eksperimentima su kori$¢ena dva tipa vakcina protiv gripa: CIV i SV. Za razliku od ispitivanja
prikazanih u prethodnom odeljku (4.1.) gde je humoralni odgovor na vakcinu pracen u dve
vremenske tacke, u ispitivanjima ¢iji rezultati su prikazani u ovom odeljku ovaj parametar je
odredivan u jednoj vremenskoj tacki — Cetiri nedelje nakon imunizacije. Ova vremenska tacka je
odabrana na osnovu literaturnih podataka koji opisuju kinetiku humoralnog odgovora kod miseva
nakon imunizacije vakcinom protiv gripa, prema kojima titar specificnih antitela u serumu dostize
svoj maksimum 2 - 3 nedelje [169], odnosno 2-5 nedelja [170] nakon imunizacije, a $to je u
korelaciji 1 s podacima prikazanim u prethodnom odeljku. Titar IgG antitela specificnih za HIN1
(p<0,001 kod Zenki i p<0,01 kod muzjaka), H3N2 (p<0,001 za oba pola) i B (p<0,001 za oba pola)
sojeve virusa gripa u serumima mladih muZzjaka i Zenki Swiss miSeva bio je manji kod miSeva
imunizovanih SV-om u poredenju sa miSevima imunizovanim CIV-om (Slika 5).

Kada su u pitanju polne razlike, u saglasnosti s rezultatima dobijenim tri nedelje nakon imunizacije
CIV-om i prikazanim u prethodnom poglavlju, ¢etiri nedelje nakon imunizacije ovom vakcinom
zenki Swiss miseva titar HIN1 virus-specificnih antitela u serumu bio je veéi (p<0,001) u poredenju
sa muzjacima, dok se titri antitela specificnih za H3N2 i B sojeve virusa nisu razlikovali izmedu
polova (Slika 5). Za razliku od Swiss imunizovanih CIV-om, kod miSeva ovog soja imunizovanih
SV-om cetiri nedelje nakon imunizacije su detektovane u polne razlike u titru specifi¢nih antitela ne
samo za HIN1 virus (p<0,05), ve¢ i za H3N2 virus, odnosno titar ovih antitela je bio veci (p<0,05)
kod Zenki nego kod muZzjaka (Slika 5). Titar IgG antitela specificnih za B soj virusa gripa bio
uporediv izmedu polova (Slika 5).
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Slika 5. Titar IgG antitela specifi¢nih za sojeve virusa gripa sadrzane u vakcinama u serumu mladih
muzjaka i zenki Swiss miseva imunizovanih sezonskom trovalentnom celovirusnom vakcinom
(CIV) ili split vakcinom (SV). Misevi su imunizovani CIV-om ili SV-om u ¢iji sastav su ulazili
H1IN1 (A/California/7/2009), H3N2 (A/Perth/16/2009) i (B/Brisbane/60/2008) sojevi virusa gripa.
Uzorci krvi su uzeti Cetiri nedelje nakon imunizacije i titri IgG antitela specificni za a) HIN1, b)
H3N2 i ¢) B soj gripa su odredeni ELISA testom. Rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina
+ 95% interval poverenja (engl. confidence inetrval, CI). N= 8 miSeva po grupi. * p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001.
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4.2.2 Titar antitela znacajnih za protektivni odgovor protiv virusa gripa u serumu SWisS miSeva
imunizovanih vakcinom protiv gripa zavisi od pola miSeva, soja virusa i tipa vakcine

Serumi Swiss miseva koji su imunizovani CIV-om i SV-om, ispitani su i na prisustvo funkcionalnih
(znacajnih za protektivni odgovor) antitela testovima HAI i MN, Cetiri nedelje nakon imunizacije.
U serumima i muzjaka (HAI: p<0,01; MN: p<0,001) i zenki (HAI i MN: p<0,001) miSeva oba pola
imunizovanih CIV-om naden je ve¢i titar funkcionalnih HLN1 virus-specifi¢nih antitela u poredenju
sa serumima miSeva imunizovanih sa SV-om (Slika 6 a i d). Bez obzira na test, titar antitela
specifiénih za H3N2 soj virusa je bio veci u serumima miseva oba pola imunizovanih CIV-om u
poredenju sa miSevima imunizovanih SV-om, ali je ta razlika dostigla statisticku znac¢ajnost samo
kod muzjaka (p<0,01) (Slika 6 b i ¢). Takode, primeéeno je da su i titri antitela specifi¢nih za B soj
virusa bili ve¢i u serumima muzjaka i zenki mladih Swiss miSeva imunizovanih CIV-om u poredenju
sa serumima miSeva odgovarajuceg pola imunizovanih SV-om, ali ni u jednom testu razlika nije
dostigla statisticku znacajnost (Slika 2 c i f).

Analizom polnih razlika uoceno je da je kod miSeva imunizovanih CIV-om (HAI: p<0,001 MN:
p<0,01) ili SV-om (p<0,05) titar funkcionalnih HIN1 virus-specifi¢nih antitela veé¢i kod Zenki u
poredenju sa muzjacima (Slika 6 a i d). Veci titar (p<0,05) H3N2 virus-specifi¢nih funkcionalnih
antitela nadeni su u serumima Zenki u poredenju sa muzjacima miSeva imunizovanih SV-om samo
HAI testom, dok, nezavisno od toga koji je test koriSc¢en, statisticki znacajne polne razlike nije bilo
kod miSeva imunizovanih CIV-om (Slika 2b i e). Bez obzira na tip vakcine, nijednim od dva
primenjena testa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u titru funkcionalnih antitela specifi¢nih
za B soj virusa u serumu medu polovima (Slika 2 c i f).
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Slika 6. Titar funkcionalnih (znacajnih za protektivni odgovor protiv virusa gripa) antitela
specifi¢nih za sojeve virusa gripa koji su sadrzani u vakceini, u serumima muzjaka i zenki mladih
Swiss miseva imunizovanih sezonskom trovalentnom celovirusnom inaktivisanom vakcinom (CIV)
ili sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV). Mladi Swiss miSevi oba pola
imunizovani su CIV-om ili SV-om koje su sadrzale HIN1 (A/California/7/2009), H3N2
(A/Perth/16/2009) i B (B/Brisbane/60/2008) sojeve virusa. Cetiri nedelje nakon imunizacije
uzorkovana im je krv i1 odredivan je titar funkcionalnih antitela testovima inhibicije hemaglutinacije
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(HATI) i mikroneutralizacije (MN). Odredivana su antitela specificna za HIN1 (a-HAI test; d-MN
test), H3N2 (b-HAI test; e-MN test) i B (c-HAI test; f-MN test) sojeve virusa gripa. Rezultati su
predstavljeni kao geometrijska sredina + 95% inetrval poverenja (engl. confidence interval, ClI). N=
8 misSeva po grupi * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

U slede¢em koraku ispitivana je korelacija izmedu titra virus-specificnih neutraliSucih antitela i
ukupnog titra virus-specificnih IgG antitela Pirsonovim testom korelacije. Rezultati pokazuju da
postoji pozitivna korelacija izmedu titra neutraliSu¢ih antitela - antitela odredenih MN testom i
ukupnog titra HIN1, H3N2 i B virus-specifi¢nih IgG antitela (Slika 7). Buduci da je pokazano da
titri virus-specifi¢nih neutraliSuc¢ih antitela i ukupnih IgG specifi¢nih antitela pozitivno koreliraju, u
daljim istrazivanjima ispitivan je samo ukupan IgG titar virus-specifi¢ni antitela.
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Slika 7. Titar IgG antitela specifi¢nih za sojeve viruse gripa u serumu mladih muzjaka i Zenki Swiss
miseva imunizovanih sezonskom trovalentnom celovirusnom inaktivisanom vakcinom (CIV) ili
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa pozitivnho korelira sa
titrom neutraliSu¢ih antitela (odredenih MN testom) specifi¢nih za sojeve virusa gripa koji su
sadrzani u vakcini. MiSevi su imunizovani CIV-om ili SV-om u ¢iji sastav su ulazili HINI
(A/California/7/2009), H3N2 (A/Perth/16/2009) i (B/Brisbane/60/2008) sojevi virusa gripa. Uzorci
krvi su uzeti Cetiri nedelje nakon imunizacije i titar IgG antitela specificnih za HIN1, H3N2 i B soj
virusa gripa je odreden ELISA testom. Na grafiku je prikazan R- Pirsonov koeficent korelacije i
nivo znaéajnosti — p. CIV M, muZjaci imunizovani CIV-om; CIV Z, Zenke imunizovane CIV-om;
SV M, muzjaci imunizovani SV-om; SV 7, zenke imunizovane SV-om. N=8 miseva po grupi.

4.2.3.Profil potklasa IgG antiteala specifi¢nih za viruse sadrzane u vakcini protiv gripa u serumu
Swiss miseva zavisi od njihovog pola i tipa vakcine

U serumima mladih Swiss miseva oba pola imunizovanih CIV-om, sli¢no kao i tri nedelje nakon
imunizacije (prikazano u 4.1.3. odeljku ove disertacije), i Cetiri nedelje nakon imunizacije, [gG2a
potklasa je bila najzastupljenija. Polne razlike nisu uocene u titru IgG2a antitela specificnih za bilo
koji od tri soja virusa gripa koja su ulazili u sastav CIV-a (Slika 8A). Medutim, u serumu zenki
nadeni su nizi titri IgG1 antitela specifi¢nih za sva tri soja virusa gripa (p<0,05 za HIN1 i B soj, a
p<0,01 za H3N2 s0j) u poredanju sa serumima muzjaka (Slika 8). Shodno tome, koli¢nik titrova
1gG2a/lIgG1 antitela bio je veéi kod zenki (p<0,05 za oba A soja virusa i p<0,01 za B) u poredenju
sa muzjacima (Slika 8B). Ovaj nalaz sugeriSe favorizovano usmeravanje odnosa Th imunskog
odgovora prema Th1 odgovoru [171] kod zenki miSeva.

U serumima zenki i muzjaka imunizovanih SV-om nije bilo znacajne razlike u titru IgG2a i IgG1
antitela specificnih za svaki od tri soja virusa koji su ulazili u sastav ove vakcine (Slika 8A). Iz tog
razloga, u serumima ovih miseva odnos titrova IgG2a/IgG1 antitela bio je priblizno jednak (Slika
8B) kod muzjaka 1 Zenki miSeva. Sa druge strane ni pol miSeva ni tip vakcine nisu znacajno uticali
na titar IgG2b 1 IgG3 antitela specificnih za HIN1, H3N2 1 B soj virusa gripa (Slika 8).
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Slika 8. Profil potklasa IgG antitela specificnih za HIN1 (A/California/7/2009), H3N2
(A/Perth/16/2009) 1 B (B/Brisbane/60/2008) sojeve virusa gripa koji su sadrzani u vakcini i koli¢nik
titra IgG2a/IgGl antitela u serumima muzjaka i zenki mladih Swiss miSeva imunizovanih
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sezonskom trovalentnom celovirusnom inaktivisanom vakcinom (CIV) ili sezonskom trovalentnom
split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa. MuZjaci i Zenke mladih Swiss miSeva imunizovani
su CIV-om ili SV-om protiv gripa. Krv je uzorkovana Cetiri nedelje nakon imunizacije i odredeni je
titar A) IgG potklasa i B) odnos titrova IgG2a/IgG1 antitela specificnih za a) HIN1, b) H3N2i¢) B
soj virusa gripa. Rezultati koji se odnose na titre potklasa su prikazani kao geometrijska sredina +
95% interval poverenja (engl. confidence interval, Cl), a oni koji se odnose na odnos potklasa kao
aritmeticka sredina + SEM. N=8 miSeva po grupi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.2.4.Tip vakcine protiv gripa utie na polne razlike u broju splenocita koji sekretuju IL-4

Pomoc¢u ELISPOT testa ispitana je sekrecija IFN- y i IL-4 citokina u kulturi splenocita imunizovanih
vakcinom protiv gripa zivotinja, nakon in vitro antigenima sva tri soja virusa gripa koji su ulazili u
sastav ove vakcine. U kulturama splenocita mladih Swiss miSeva imunizovanih CIV-om i SV-om,
restimulacija sa svakim od tri soja virusa koji su ulazili u sastav vakcina podstakla je sintezu IFN- y
i IL-4 citokina (Slika 9). Nakon in vitro restimulacije sa HINZ1 ili H3NZ2 ili B sojem virusa gripa nije
bilo razlike u broju ¢elija koje sekretuju IFN-y, citokin koji je karakteristican za Th1 tip imunskog
odgovora izmedu kultura splenocita izolovanih iz muzjaka i zenki imunizovanih CIV-om. (Slika 9).
Broj ¢elija koje sekretuju IL-4, citokin koji je Th2 tipa imunskog odgovora, bio je manji (p<0,001)
u ¢elijskim kulturama splenocita Zenki u poredenju sa muzjacima imunizovanih miseva (Slika 9). U
kulturama splenocita miSeva imunizovanih SV-om nisu pronadene polne razlike u broju ¢elija koje
sintetiSu IFN- y kao ni u broju ¢elija koje sintetisu IL-4, nakon restimulacije bilo kojim od tri soja
virusa koji su ulazili u sastav vakcine protiv gripa (Slika 9). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
pokazanim odnosom titrova IgG2a/IgG1 potklasa, koji takode upucuje da je kod Zenki miSeva
imunizovanih CIV-om, za razliku od muzjaka, Th imunski odgovor viSe usmeren ka Thl tipu
imunskog odgovora.

34



>

IFN-y SC/10° splenocita IFN-y SC/10° splenacita

TFN-y SC/10° splenocita
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dana nakon imunizacije su restimulisani in vitro 48 sati sa HIN1 (A/California/7/2009), H3N2
(A/Perth/16/2009) ili B (B/Brisbane/60/2008) virusom koji su sadrzani u vakcini protiv gripa koja
je koriS¢ena za imunizaciju. ELISPOT test je koriS¢en za utvrdivanje broja celija koje sekretuju
citokine (SC) A) IFN-y i B) IL-4. Broj éelija koje su sekretovale ove citokine (SC) je odredivan na
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804

60+

40

20

501
404
304
204
10

80

60

40

204

Clv

HIN1

bk

H3N2

bk

TFN-y SC/10° splenocita IFN-y SC/10° splenocita

IFN-y SC/10° splenocita

80

60

404

204

50
40
30
20
10+

804

604

404

201

SV
HIN1
dedede sk
K I K 1
H3N2
sk s

1
NN
K I K I
B
L3 kR
K 1 K I

o~

1L-4 SC/10° splenocita IL-4 SC/10° splenocita

IL-4 SC/10° splenocita

C1v
HINI1
=
30 JE
Rk g
-
20 sk ek a‘
-]
=]
p—
10 \Ej
w
T
% I K 1 =
H3N2
E
251 3]
s g
201 e Ekd =
(=9
154 L ww
[=]
10+ =
0
0 K I K I :ﬂ
B
E
501 5
]
401 g
=
30- * Rk \Gm
=
204 wx% e o
o
10- ’;‘ 2
] ;
T ®1_ =

B Zenke [ Muzjaci

sredina £ SEM. N=8 miSeva po grupi, ***p<0,001.

35

257
20+
151
101

207

151

10+

151

10+

SV

HIN1

H3N2




4.3.Uticaj genetske osnove miSeva na polne razlike u odgovoru na vakcinu protiv gripa kod
mladih adultnih Zivotinja

U cilju ispitivanja uticaja genetske osnove na imunski odgovor na vakcinu protiv gripa, u sledeci
segment istrazivanja bili su uklju¢eni mladi adultni (mladi) miSevi visokosrodnih sojeva BALB/c i
C57BL/6. Ovi sojevi su odabrani jer je poznato da se razlikuju prema sklonostima ka razvoju Th
adaptivnog imunskog odgovora u odgovoru na antigenski stimulus, a $to se smatra da je uslovljeno
razli¢itom genetskom osnovom [172,173]. Imunski odgovor je kod C57BL/6 misSeva viSe usmeren
ka Thl, dok je kod BALB/c miseva viSe usmeren ka razvoju Th2 tipa odgovora [174]. Budu¢i da je
utvrdeno da i pri slabijem imunskom odgovoru koji je izazvan imunizacijom SV-om postoje polne
razlike, 1 da je ovaj tip vakcine u ¢eS¢oj upotrebi, dalja istrazivanja su radena na zivotinjama
imunizovanim ovom vakcinom.

4.3.1.S0j 1 pol mladih aduldnih miSeva uticu na titar virus-specifi¢nih IgG antitela u serumima
miSeva imunizovanih SV-om, ali ne i na njihov aviditet

Cetiri nedelje nakon imunizacije mladih muZjaka i Zzenki BALB/c i C57BL/6 miseva SV-om u
njihovom serumu odredivan je titar IgG antitela specifi¢nih za svaki od tri soja virusa koji su ulazili
u sastav vakcine. U serumu miSeva BALB/c soja oba pola pronaden je veci titar IgG antitela
specifiénih za HIN1 (p<0,05) 1 H3N2 (p<0,01) soj virusa u poredenju sa serumima C57BL/6
miSeva, dok se titar IgG antitela specifi¢nih za virus B soja nije statisticki znacajno razlikovao
izmedu ova dva soja miSeva istog pola (Slika 10). Uocene su i1 polne razlike u sintezi HIN1 i H3N2
virus-specifi¢nih IgG antitela. Zenke miSeva oba soja imale su veéi titar IgG antitela specifi¢nih za
H1IN1 (p<0,05 kod C57BL/6 i p<0,01 kod BALB/c) i H3N2 (p<0,05) soj virusa (Slika 10). Titar
IgG antitela specificnih za virus B soja je takode bio veci kod Zenki oba soja, ali ta razlika nije
dostigla statisticku znac¢ajnost (Slika 10).
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Slika 10. Pol i soj mladih adultnih miSeva uti¢u na titar IgG antitela specificnih za sojeve virusa
gripa koji su ulazili u sastav sezonske trovalentne split inaktivisane vakcine (SV) protiv gripa. Mladi
muzjaci 1 zenke miSeva BALB/c 1 C57BL/6 soja su imunizovani SV-om koja je sadrzavala
AJ/California/7/2009 (H1N1), A/Perth/16/2009 (H3N2) i B/Brisbane/60/2008 (B). Titar 1gG antitela
specificnih za HIN1, H3N2 1 B sojeve je odredivan u serumima cetiri nedelje nakon imunizacije
ELISA testom, titracijom do krajnjeg razblazenja. Podaci su prikazani kao geometrijska sredina +
95% interval poverenja (engl. confidence interval, CI). N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01.

Pored kvantitativnog odredivanja titra antitela vazan parametar za odredivanje efikasnosti vakcine
predstavlja i kvalitet (aviditet) virus-specifi¢nih antitela [175]. Povecéanje aviditeta antitela sugerise
formiranje GC, $to je neophodno za uspostavljanje dugoro¢nog imunskog odgovora [175]. Stoga je
ispitan i aviditet antitela specifiénih za HIN1, H3N2 i B sojeve virusa gripa. Nisu nadene ni polne
ni sojne razlike u ovom parametru (Slika 11).
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Slika 11. Aviditet IgG antitela specificnih za sojeve virusa gripa koji su sadrzani u sezonskoj
trovalentnoj split inaktivisanoj vakcini (SV) protiv gripa vakcini nije se razlikovao izmedu
imunizovanih mladih adultnih miSeva razli¢itog soja i pola. Mladi muZzjaci i zenke miSeva BALB/c
i C57BL/6 soja su imunizovani SV-om, u ¢iji sastav su ulazili: A/California/7/2009 (HIN1),
A/Perth/16/2009 (H3N2) i B/Brisbane/60/2008 (B) sojevi virusa gripa. Aviditet IgG antitela
specifiénih za HIN1, H3N2 i B soj virusa gripa odredivan je modifikovanim ELISA testom. Serumi
u odredenom razblaZenju su tretirani sa 1M KSCN. Procenat HIN1, H3N2 i B virus-specifi¢nih IgG
antitela odreden je kao koli¢nik apsorbance nakon tretmana sa KSCN i apsorbance ne-tretiranih
uzoraka x 100%. Podaci su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi.

4.3.2.S0j 1 pol uticu na zastupljenost Tth, Tfr 1 GC B-Celija i njihove odnose u slezini mladih
adultnih miSeva imunizovanih SV-om

Humoralni odgovor na T-zavisne antigene je rezultat kompleksne interakcije Tth, Tfr i B ¢elija u
GC u sekundarnim limfoidnim organima [58,176,177]. Stoga je ispitan procenat CXCR5+Bcl6+ u
okviru CD4+Foxp3- i CD4+Foxp3+ ¢elija i broj Tth ¢elija (CD4+CXCR5+Bcl6+Foxp3- fenotip) i
Tfr Celija (CD4+CXCR5+Bcl6+Foxp3+ fenotip) u slezini mladih muzjaka 1 Zenki BALB/c i
C57BL/6 soja miseva koji su imunizovani SV-om. Budu¢i da je interakcija izmedu Tth 1 Tfr ¢elija
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kljucna za produkciju visoko-afinitetnih antitela [178], izraCunat je i koli¢nik apsolutnog broja
Tfr/Tth ¢elija kao ,,mera“ njihovog odnosa u slezini. Takode, budu¢i da Tfr ¢elije imaju sposobnost
inhibicije funkcije Tfh i GC B-¢elija, ¢ime reguliSu reakciju GC na antigenski stimulus [179],
izraCunat je 1 koli¢nik apsolutnog broja Tfr/GC B-¢elija u slezini.

Nije pokazana polna razlika u procentu Tth ¢elija (procenat CXCR5+Bcl6+ u okviru CD4+Foxp3
¢elija) kod imunizovanih BALB/c i C57BL/6 miSeva (Slika 12A). Medutim, miSevi BALB/c soja
su imali veci apsolutni broj Tth ¢elija u poredenju sa misevima C57BL/6 soja (p<0,001 za zenke,
p<0,05 za muzjake) (Slika 12A). Takode, kod oba soja miSeva, apsolutni Tth ¢elija bio je znacajno
veci kod Zenki u poredenju sa muzjacima miseva (p<0,001) (Slika 12A). Analiza Tfr ¢elija, posebne
subpopulacije Th regulatornih celija, je pokazala da ne postoje znaCajne sojne razlike ni u
procentualnoj zastupljenosti ni u broju Tfr ¢elija kod imunizovanih miseva (Slika 12A). Analiza
polnih razlika je pokazala manju (p<0,001) procentualnu zastupljenost Tfr celija (procenat
CXCR5+Bcl6+ u okviru CD4+Foxp3+ c¢elija) kod zenki oba soja u poredenju sa muzjacima (Slika
12A). Medutim nije bilo polne razlike u apsolutnom broju Tfr ¢elija (Slika 12A). Procenat GC B-
¢elija (B220+CD95+ ¢elije) u suspenziji splenocita, bio je veci (p<0,001) kod BALB/c miSeva oba
pola u poredenju sa C57BL/6 misevima odgovarajuceg pola, dok polne razlike u njihovoj
procentualnoj zastupljenosti nisu nadene (Slika 12B). Apsolutni broj GC B-¢elija je bio ve¢i (p<0,05
zamuzjake 1 p<0,001 za Zenke) kod BALB/c u poredenju sa C57BL/6 miSevima odgovarajuceg pola
(Slika 12B). Apsolutan broj ovih ¢elija kod zenki miSeva oba soja je bio ve¢i (p<0,05 za C57BL/6 i
p<0,01 za BALB/c miSeve) u poredenju sa muzjacima istog soja (Slika 12B). Koli¢nik apsolutnog
broja Tfr/Tth ¢elija, koji se smatra merom efikasnosti inhibicije humoralnog odgovora od strane Tfr
¢elija [180], bio je manji (p<0,001 za muzjake, p<0,05 za Zenke) kod BALB/c u poredenju sa
C57BL/6 misevima istog pola, odrazavajuéi relativno vecu zastupljenost Tth ¢elija. Pored toga, kod
zenki je u poredenju sa muzjacima oba soja miseva odnos broja Tfr/Tth bio pomeren ka Tth ¢elijama
(p<0,001 za C57BL6 1 p<0,01 za BALB/c) (Slika 12C). Koli¢nik apsolutnog broja T{r/GC B-Celjja
bio je manji (p<0,001 za muZjake 1 p<0,05 za Zenke) u slezini BALB/c u poredenju sa C57BL/6
miSevima (Slika 12C). Ovaj koli¢nik je bio manji kod Zenki (p<0,001 za C57BL6 1 p<0,01 za
BALB/c miSeve) u poredenju sa muzjacima kod oba soja odrazavajuci relativno vecu zastupljenost
GC B-¢elija (Slika 12C).
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Slika 12. Zastupljenost Tfr, Tfh i GC B-¢elija i njihovi medusobni odnosi u slezini imunizovanih
mladih adultnih miSeva zavise od soja i pola miseva. Kod mladih muZjaka (M) i Zenki (Z) BALB/c
i C57BL/6 soja miSeva imunizovanih sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom protiv
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gripa (SV) koja sadrzi A/California/7/2009 (HIN1)pdm09 virusa (HIN1); A/Texas/361/2011
(H3N2) A (H3N2) i B/Massachusetts/2/2012 (B) virusa, dve nedelje nakon imunizacije uradena je
splencktomija i ¢elije su imunofluorescentno obojene za detekciju markera Tth, Tfr i GC B-¢elija i
analizu na protocnom citofluorometru. (A) Na reprezentativnim tackastim protocno-
citofluorometrijskim profilima prikazano je izdvajanje éelija za analizu. Celije su na osnovu svoje
veli¢ine (engl. forward scatter, FSC) i stepena granuliranosti (engl. side scatter, SSC) selektovane
u ,.limfocitni region* i izdvojene (engl. gated), a potom su, na osnovu ispoljavanja CD4 i Foxp3
markera medu njima izdvojene CD4+Foxp3+ ¢elije (gornji kvandrant) i CD4+Foxp3- (donji
kvadrant) u okviru kojih su, na osnovu ispoljenosti CXCR5 i Bcl6 markera izdvajane i analizirane
CXCRS5+Bcl6+ celije (sa leva na desno). Grafici prikazuju procenat CXCR5+Bcl6+ u okviru
CD4+Foxp3- i CD4+Foxp3+ ¢elija i apsolutne brojeve CD4+Foxp3-CXCR5+Bcl6+ (Tth) ¢elija i
CD4+ Foxp3+CXCR5+Bcl6+ (Tfr) ¢elija u suspenziji splenocita Zzenki miSeva soja BALB/c i
C57BL/6 muzjaka. (B) Na reprezentativnim proto¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima
prikazano je izdvajanje ¢elija za analizu. Celije su na osnovu svoje veli¢ine (FSC) i stepena
granuliranosti (SSC) selektovane u ,limfocitni region” i izdvojene, a zatim su medu njima, na
osnovu ispoljenosti B220 i CD95 markera analizirane B220+CD95+ ¢elije (sa leva na desno).
Grafici prikazuju procenat i apsolutni broj B220+CD95+ GC B-¢elija u suspenziji splenocita Zenki
i muzjaka miSeva BALB/c i C57BL/6 soja. (C) Na graficima je predstavljen odnos broja Tfr/Tfh i
Tfr/GC B-¢elija u slezinama zenki i muzjaka BALB/c i C57BL/6 miSeva. Na graficima je
predstavljena aritmeticka sredina £ SEM. N=6 miSeva po grupi, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Ispitivana je i korelacija izmedu odnosa broja Tfr i Tth ¢elija i sinteze HIN1, H3N2 i B virus-
specifi¢nih antitela (Slika 13) Pirsonovim testom korelacije. Analiza je ukljucila mlade i stare
miSeve oba soja. Pokazano je da postoji negativna korelacija izmedu odnosa broja Tfr i Tth ¢elija i
sinteze antitela specifi¢nih za HIN1, H3N2 i B sojeve virusa gripa (Slika 13).
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Slika 13. Odnos broja Tfr/Tth ¢elija je u negativnoj korelaciji sa sintezom antitela specifi¢nih za
HINI, H3N2 i B sojeve virusa gripa. Mladi 1 stari miSevi BALB/c soja oba pola su imunizovani
SV-om koja je sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(H1N1) virus, A/Texas/361/2011
(H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Broj ¢elija je odreden metodom protoéne
citofluorimetrije koriS¢enjem odgovaraju¢ih monoklonskih antitela (kao Sto je prikazano na slici
12), dok su titri IgG antitela specifi¢nih za vakcinalne antigene odredeni u serumima imunizovanih
zivotinja ELISA testom. Na grafiku je prikazan R — Pirsonov koeficent korelacije i nivo znacajnosti
— p. ZSB, Zenke stare BALB/c; ZSC, Zenke stare C57BL/6; ZMB, Zenke mlade BALB/c; ZMC,
zenke mlade C57BL/6; MSB, muzjaci stari BALB/c; MSC, muZzjaci stari C57BL/6; MMB, muzjaci
mladi BALB/c; MMC, muzjaci mladi C57BL/6. N=6 Zivotinja/grupi.

4.3.3.S0j i pol miSeva imunizovanih SV-om uticali su na virus-specifican proliferativni odgovor
splenocita u kulturi

Indukcija uspesnog humoralnog imunskog odgovora ukljucuje klonsku ekspanziju antigen-
specifi¢nih limfocita [181,182]. Humoralni imunitet protiv virusa gripa je zavisan od Th ¢elija [183].
U skladu s prethodno navedenim ¢injenicama, ispitana je proliferacija Th (CD4+ ¢elija) i B (B220+
¢elija) splenocita mladih C57BL/6 i BALB/c miSeva imunizovanih SV-om nakon in vitro
restimulacije antigenima HINI1, H3N2 ili B sojeva virusa. Kao kontrole kori§¢ene su celije
imunizovanih Zivotinja koje su gajene samo u medijumu, bez dodatnih stimulatora (bazalna
proliferacija). Proliferativni odgovor CD4+ celija (p<0,001 za HINI, p<0,001 za H3N2 soj i
p<0,001 za B soj kod muzjaka i p<0,01 za B soj kod Zenki) i B220+ ¢elija (p<<0,001) na restimulaciju
antigenima bilo kojeg od tri soja koji se nalaze u vakcini protiv gripa bio je ve¢i u kulturama
splenocita BALB/c miseva u poredenju sa miSevima C57BL/6 soja (Slika 14). Kod zenki miseva
C57BL/6 (CD4+ ¢elije: p<0,001 za HIN1, p<0,05 za H3N2 soj i p<0,05 za B soj; B220+ ¢elije:
p<0,05 za H1N1, p<0,05 za H3N2 soj i p<0,01 za B soj) i BALB/c soja (CD4+ ¢elije: p<0,05; B220+
¢elije: p<0,001) utvrden je veci proliferativni odgovor u poredenju sa muzjacima odgovarajuceg
soja (Slika 14) bez obzira na soj virusa koji je koriS¢en za restimulaciju (Slika 14). Proliferativni
odgovor je izrazen kao indeks proliferacije, tj. kao odnos izmedu procenta proliferiSu¢ih (¢elije u
S+G2/M fazi ¢Celijskog ciklusa) CD4+ 1 B220+ ¢elija u kulturama splenocita sa stimulatorima 1
procenta proliferiSucih ¢elija gajenih bez prisustva stimulatora.
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Slika 14. Soj i pol miSeva uticao je na proliferativni odgovor splenocita nakon restimulacije
antigenima virusa iz sezonske trovalentne split inaktivisane vakcine (SV) protiv gripa u kulturi.
Mladi muZjaci (M) i Zenke (Z) miseva BALB/c i C57BL/6 imunizovani su SV-om koja sadrzi:
A/California/7/2009 (HIN1)pdm09 (H1N1); A/Texas/361/2011 (H3N2) A (H3N2) i
B/Massachusetts/2/2012 (B) virus. Dve nedelje nakon imunizacije izolovani su splenociti
eksperimentalnih Zivotinja i gajeni 72 sata u kulturi u medijumu (RPMI-1640 sa 10% FCS) bez
(kontrolne kulture) ili sa dodatkom antigena HIN1, H3N2 i B sojeva virusa gripa. Grafici prikazuju
povecanje procenata B (B220+ celije) i Th (CD4+ Celije) splenocita koji proliferiSu u kulturi
stimulisani antigenima H1IN1, H3N2 ili B virusa u odnosu na odgovarajuée ¢éelije koje su kultivisane
samo u medijumu, bez stimulatora (kontrolne kulture). Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski
profili (levo) prikazuju izdvajanja celija (engl. gating) relevantnih za analizu. Na tackastom
proto¢no-citofluorimetrijskom profilu (,limfocitni gate®, izdvojen kao $to je pokazano na slici 12)
prikazano je izdvajanje ¢elija na osnovu ispoljavanja B220 i CD4 markera, a zatim su u okviru
izdvojenih subpopulacija (B220+ i CD4+) splenocita analizirane ¢elije u S+G2/M fazi ¢elijskog
ciklusa na osnovu bojenja fluorescentnom bojom 7-AAD, §to je prikazano proto¢no-
citofluorometrijskim histogramom. Proliferativni odgovor je predstavljen kao indeks proliferacije
(odnos izmedu procenta proliferiSucih ¢elija u kulturama sa stimulatorima i procenta proliferiSuc¢ih
¢elija u kontrolnim kulturama). Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina =+ SEM. N=6
miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.3.4.S0j 1 pol uticu na sintezu IL-21 u CD4+ ¢elijama slezine miSeva imunizovanih SV-om
Citokin IL-21 sintetiSu aktivirane Th ¢elije, naroc¢ito Tth i GC Tth ¢elije [184]. Ovaj citokin ima
sirok spektar delovanja, izmedu ostalog uti¢e na proliferaciju, diferencijaciju i efektorske funkcije
T- i B- Celija [185,186]. Smatra se klju¢nim za formiranje GC i dugo-zivec¢ih plazma ¢elija i
faktorom od kojeg zavisi stvaranje visoko-afinitetnih antitela i memorijskih B-¢elija [187]. 1z tog
razloga, a u cilju rasvetljavanja molekulskih mehanizama koji leZe u osnovi utvrdenih polnih i sojnih
razlika u imunskom odgovoru na vakcinu, ispitana je zastupljenost IL-21+ ¢elija u okviru populacije
CD4+ splenocita izolovanih iz oba pola mladih miSeva BALB/c 1 C57BL/6 soja dve nedelje nakon
imunizacije ex vivo, kao i u kulturi, nakon 72 h restimulacije ovih ¢elija antigenima virusa sadrzanim
uSV.

U subpopulaciji CD4+ splenocita miSeva BALB/c soja procentualna zastupljenost IL21+ ¢elija bila
je veéa (p<0,001) u poredenju sa misevima C57BL/6 soja odgovarajuceg pola (Slika 15). Zenke oba
soja imale su veci (p<0,001 za BALB/c; p<0,05 za C57BL/6) procenat IL-21+ celija u okviru
subpopulacije CD4+ splenocita u poredenju sa muzjacima (Slika 15). Dodatno, sa ciljem da se
potvrdi da su IL-21 sintetisale antigen-specifi¢ne ¢elije, odredivan je procenat IL-21+CD4+ ¢elija
specifiénih sojeve virusa gripa iz vakcine u kulturama splenocita koji su in vitro restimulisani
antigenima koji poticu iz svih sojeva virusa sadrZzanim u vakcini i kulturama splenocita koji nisu
restimulisani, ve¢ su kultivisani samo u medijumu. I ovi rezultati su pokazali isti trend, tj. naden je
veci (p<0,01 za muZjake; p<0,001 za Zenke) procenat povecanja antigen-specifi¢nih CD4+IL-21+
splenocita kod BALB/c u poredenju sa C57BL/6 miSevima odgovaraju¢eg pola, kao i vece
(p<0,001) povecanje procentualne zastupljenosti ovih ¢elija kod Zenki u poredenju sa muzjacima
odgovarajuceg soja (Slika 15).
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Slika 15. Soj i pol miSeva imunizovanih trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv
gripa uti¢u na zastupljenost CD4+ T-Splenocita koji sintetisu IL-21. Mladi BALB/c i C57BL/6
miSevi oba pola imunizovani su SV-om sastava: A/California/7/2009(H1N1)pdm0o9,
AlTexas/361/2011(H3N2) i B/Massachusetts/2/2012. Dve nedelje nakon imunizacije izolovani su
splenociti 1 koriS¢enjem odgovaraju¢ih monoklonskih antitela metodom protocne citofluorometrije
odredivana je zastupljenost celija koje sintetiSu IL-21. Na reprezentativnim tackastim protoc¢no-
citofluorometrijskim profilima prikazano je izdvajanje ¢elija za analizu CD4+IL-21+ ¢elija u sveZim
suspenzijama splenocita (gore levo) i u suspenzijama splenocita iz kulture (gore desno). Celije su i
u sveze izolovanoj suspenzoji i kulturi splenocita analizirane na isti nac¢in. Na osnovu veli¢ine (engl.
forward scatter, FSC) i stepena granuliranosti (engl. side scatter, SSC) ¢elije su selektovane u
,limfocitni region i izdvajane, a potom su u ,limfocitnom regionu* izolovane CD4+ ¢elija (na
osnovu ispoljavanja CD4 markera), a zatim u okviru ove subpopulacije i ¢elija koje ispoljavaju IL-
21 (CDA4+IL-21+ ¢elije). Grafici prikazuju uéestalost IL-21+ ¢elija u okviru CD4+ splenocita sveze
izolovanih (ex vivo) iz neimunizovanih (NIM) i imunizovanih (SV) miSeva. Prikazan je i porast
procentualne zastupljenosti IL-21+ C¢elija u subpopulaciji CD4+ celija u kulturi splenocita
stimulisanih antigenima sadrzanim u vakcini u odnosu na splenocite koji su kultivisani samo u
medijumu, a koji su takode izolovani iz miSeva imunizovanih SV-om (tzv. indeks stimulacije).
Rezultati su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina = SEM. N=6 miSeva po grupi. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.

4.3.5.S0j miseva utice na profil IgG potklasa u serumu

Profili IgG potklasa razlikuju se izmedu razlicitih sojeva miseva [188,189]. U tom kontekstu vazno
je napomenuti da miSevi soja C57BL/6 nemaju gene za produkciju antitela 1gG2a potklase, ali je u
njihovom serumu detektovano prisustvo 1gG2c antitela [155,190]. 1z tog razloga smo kod ovog soja
miseva u analizu ukljucili ovu potklasu 1gG antitela. Analiza potklasa 1gG antitela u serumima
miseva cetiri nedelje nakon imunizacije SV-om je pokazala da je u odgovoru na imunizaciju svim
sojevima virusa gripa iz vakcine kod BALB/c miSeva najzastupljenija IgG1 potklasa, dok kod
C57BL/6 miseva nadena sli¢na zastupljenost antitela potklasa IgG1 i 1gG2c (Slika 16). Pokazano je
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da su kod zenki miseva BALB/c soja titri svake od potklasa specifi¢nih za virus gripa IgG antitela
veci nego kod muzjaka istog soja (Slika 16). StatistiCka znacajnost dostignuta je za titar IgG1 antitela
specifi¢nih za HIN1 i B soj (p<0,05), titar IgG2a antitela za H3N2 (p<0,01) i B soj virusa (p<0,05),
za titar [gG2b antitela specificnih za HIN1 1 H3N2 soj virusa (p<0,01) i za IgG3 antitela za HIN1 i
B soj virusa (p<0,05) (Slika 16). Kod miseva C57BL/6 soja uglavnom nije primecena polna razlika
u titrima potklasa IgG antitela specificnih za virus gripa, izuzetak je veci titar IgG2b antitela
specificnih za HIN1 kod Zenki u poredenju sa muZzjacima (p<0,05) i veci titar IgG3 antitela
specifiénih za H3N2 kod muzjaka u poredenju sa zenkama (p<0,05) (Slika 16). Muzjaci i Zenke
miSeva soja BALB/c u poredenju sa miSevima soja C57BL/6 imaju znacajno nizu (p<0,05) vrednost
koli¢nika titra antitela IgG2a/IgG1. Na osnovu ovih nalaza moze se zakljuciti da je Th imunski
odgovor kod miseva BALB/c soja usmeren ka Th2 odgovoru (Slika 16).
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Slika 16. Soj miseva je uticao na profil IgG potklasa. Mladi muzjaci i Zenke miSeva BALB/c i
C57BL/6 soja imunizovani su trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa koja je
sadrzala California/7/2009 (H1N1)pdmO09 virusa (HIN1); A/Texas/361/2011 (H3N2) A(H3N2) i
B/Massachusetts/2/2012 (B) virus. Cetiri nedelje nakon imunizacije u serumima su analizirani titri
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IgG potklasa 1 izracunat je odnos titrova IgG2a(IgG2c)/IgG1 potklasa antitela specificnih za HIN1,
H3N2 i B virus gripa. Rezultati titrova antitela su predstavljeni kao geometrijska sredina = 95%
interval poverenja (engl. confidence interval, CI), a odnosa potklasa antitela kao aritmeticka sredina
+ SEM. N=6 miseva po grupi. *p<0,05; **p<0,01.

4.3.6. Sinteza IFN-y i IL-4 u ¢elijama slezine miSeva imunizovanih SV-om nakon restimulacije
antigenima virusa iz vakcine zavisi od soja, ali ne i od njihovog pola

Koncentracije IFN-y i IL-4 su izmerene u supernatantima kultura splenocita izolovanih iz mladih
miseva C57BL/6 i BALB/c soja koji su imunizovani SV-om i restimulisani in vitro antigenima svih
sojeva virusa gripa iz vakcine. U saglasnosti sa dobijenim rezultatima za profile 1gG potklasa,
splenociti BALB/c miSeva u kulturi su sintetisali ve¢u koli¢inu IL-4 citokina nakon restimulacije
antigenima svih sojeva virusa gripa iz vakcine (Slika 17). Tacnije, splenociti muzjaka (p<0,05) i
zenki (p<0,001) BALB/c miSeva su kao odgovor na restimulaciju antigenima HIN1 i B soja virusa
gripa (p<0,05 za oba pola) sintetisali vecu koli¢inu IL-4 u poredenju sa splenocitima C57BL/6
miSeva odgovarajuceg pola (Slika 17). Medutim, nakon restimulacije splenocita H3N2 antigenom,
razlika u koncentraciji IL-4 je bila statisti¢ki znacajna (p<0,001) samo izmedu kultura splenocita
zenki BALB/c 1 C57BL/6 miSeva (bila je veca u kulturama splenocita Zenki BALB/c miSeva) (Slika
17). Sa druge strane, u odgovoru na in vitro restimulaciju antigenima svih sojeva virusa gripa iz
vakcine splenociti BALB/c miSeva sintetisali su manju koli¢inu IFN-y u poredenju sa C57BL/6
miSevima odgovarajuceg pola (Slika 17). Ova razlika dostigla je statisticku znacajnost nakon
restimulacije antigenima virusa HIN1 (p<0,01 kod oba pola) i B soja (p<0,05 za muzjake i p<0,01
za zenke) (Slika 17). Znacajno niza sinteza IFN-y (p<0,01) detektovana je i nakon restimulacije
splenocita muzjaka BALB/c miSeva antigenima H3N2 virusa u poredenju sa muzjacima C57BL/6
soja (Slika 17).
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Slika 17. Sinteza IL-4 i IFN-y u splenocitima izovanih iz miS$eva imunizovanih trovalentnom split
inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa nakon restimulacije antigenima virusa iz vakcine zavisi
od soja miseva. Grafici predstavljaju koncentraciju citokina IL-4 i IFN-y u supernatanatima kultura
splenocita muzjaka i zenki miSeva C57BL/6 i BALB/c soja izolovanim dve nedelje nakon
imunizacije split inaktivisanom vakcinom koja sadrzi A/California/7/2009 (HIN1)pdm09 (HIN1);
Al/Texas/361/2011 (H3N2) A(H3N2) i B/Massachusetts/2/2012 (B) virus, a restimulisanih tokom
72 sata antigenim virusa HIN1, H3N2 ili B soja. Koncentracije su odredivane ELISA testom.
Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina = SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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4.4.Uticaj starenja na polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod
miSeva sa razli¢itom genetskom osnovom

4.4.1.Uticaj starenja na polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod BALB/c
miseva

4.4.1.1.Pol i starost BALB/c miseva imunizovanih sa SV-om uticu na titar i aviditet IgG antitela
specificnih za viruse sadrzane U vakcine u serumu

Cetiri nedelje nakon imunizacije u serumu mladih i starih BALB/c miSeva oba pola ispitan je titar
IgG antitela, specificnih za antigene svakog od tri soja virusa koji su ulazili u sastav SV-a. Uoceno
je da je titar IgG antitela nizi kod starih u poredenju sa mladim miSevima istog pola (p<0,001 za
antitela specificna za HIN1 soj kod oba pol; p<0,05 kod muzjaka 1 p<0,01 kod Zenki za antitela
specificna za H3N2 soj i p<0,05 za antitela specifi¢na za B soj kod oba pola) (Slika 18). Pokazno je
da su titri IgG antitela protiv antigena virusa gripa tipa A bili visi (za HIN1: p<0,01 kod mladih i
p<0,05 kod starih Zivotinja; za H3N2: p<0,05 kod miSeva obe starosti) u serumima Zenki u poredenju
sa muzjacima miseva obe starosne grupe (Slika 18). Za titar IgG antitela specifi¢nih za B tip virusa
gripa uocen je isti trend, ali ove razlike nisu bile statisticki znacajne (Slika 18).
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Slika 18. Titar IgG antitela specifiénih za antigene sojeva virusa gripa sadrzane u vakcini u serumu
BALB/c miseva imunizovanih sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv
gripa zavisi od pola 1 starosti miSeva. Mladi 1 stari miSevi BALB/c soja oba pola su imunizovani
SV-om koja je sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(H1N1) virus, A/Texas/361/2011
(H3NZ2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon imunizacije uzeti su
uzorci krvi 1 u serumima je odreden titar IgG antitela specificnih za vakcinalne antigene ELISA
testom. Rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina = 95% interval poverenja (engl.
confidence interval, CI). N=6 miSeva po grupi. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Da bi se utvrdio uticaj pola na kvalitet antitela indukovanih imunizacijom SV-om, ispitan je aviditet
IgG antitela specifi¢nih za svaki od tri pojedinacna soja virusa koji su ulazili u sastav vakcine. Nije
bilo polne razlike u aviditetu 1gG antitela specificnih za antigene HIN1, H3N2 i B soja virusa koji
su ulazili u sastav SV-a mladih BALB/c miseva (Slika 19). Medutim, neocekivano, IgG antitela
specifi¢na za antigene sva tri soja virusa koji ulaze u vakcinu iz seruma starih zenki pokazala su vec¢i
(p<0,001) aviditet u poredenju sa mladim miSevima istog pola i u poredenju sa starim misevima
muskog pola (Slika 19).
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Slika 19. Aviditet IgG antitela specifi¢nih za viruse sojeva HIN1, H3N2 i B koji su sadrzani u
sezonskoj trovalentnoj split inaktivisanoj vakcini (SV) protiv gripa povecava se kod Zenki, ali ne i
kod muzjaka BALB/c miSeva imunizovanih ovom vakcinom starenjem. Mladi i stari miSevi BALB/c
soja imunizovani su SV-om sledeceg sastava: A/California/7/2009(HIN1)pdm09 (HIN1) virus,
A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon
imunizacije u serumima miseva, modifikovanim ELISA testom, utvrden je aviditet IgG antitela
specifiénih za HIN1, H3N2 i B sojeve virusa gripa. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina
+ SEM. N=6 miSeva po grupi. s*p < 0,001.

4.4.1.2.8tarost i pol uticu na zastupljenost Tfh, Tfr i GC B-celija u slezini kod miseva imunizovanih
SV-om

Ispitan je procenat, apsolutni broj Tth, Tfr i GC B-¢elija, kao i njihov odnos (izrazen kao koli¢nik
njihovog broja) u slezinama mladih i starih BALB/c miSeva oba pola dve nedelje nakon imunizacije
SV-om. Procentualna zastupljenost Tth ¢elija nije se znacajno razlikovala izmedu mladih i starih
miSeva istog pola (Slika 20A). Medutim, kod starih miSeva procenat CXCR5+Bcl6+ ¢elija u okviru
CD4+Foxp3- (Tth) ¢elija bio je veéi (p<0,05) kod Zenki u poredenju sa muzjacima (Slika 20A).
Starenje je dovelo do smanjenja ukupnog broja splenocita i kod zenki (156,3 + 9,66 x 10° kod mladih
vs 92,54 + 1,35 x 10° kod starih) i kod muzjaka (85,90 + 2,63 x 10° kod mladih vs 67,63 + 1,48 x
108 kod starih) miSeva. Posledi¢no je i broj Tth splenocita bio manji (p<0,001) kod starih u
poredenju sa mladim miSevima oba pola (Slika 20A). Pokazano je i da je broj Tth splenocita veci
(p<0,001) kod mladih i starih Zenki miSeva u poredenju sa muzjacima odgovarajuce starosti (Slika
19A). Sa druge strane, procenat CXCR5+Bcl6+ ¢elija u okviru CD4+Foxp3+ (Tfr) éelija se povecao
(p<0,001) starenjem kod miSeva oba pola (Slika 20A). Medutim, apsolutni broj Tfr ¢elija se nije
menjao starenjem ni kod muZjaka ni kod Zenki miSeva (Slika 20A). Kod Zivotinja oba uzrasta, Zenke
su imale manju (p<0,001) procentualnu zastupljenost CXCR5+Bcl6+ ¢elija u okviru CD4+Foxp3+
(Tfr) ¢elija uporedenju sa muzjacima miseva, dok je broj ovih ¢elija bio uporediv izmedu polova
(Slika 20A). Procenat i apsolutni broj GC B-¢elija u slezinama starih miSeva bili su manji (p<0,001)
u poredenju sa mladim miSevima kod oba pola (Slika 20B). Iako kod mladih miSeva nije bilo polne
razlike u procentualnoj zastupljenosti GC B-¢elija u slezini, kod starih miSeva uocena je veca
(p<0,001) procentualna zastupljenost kod zenki u poredenju sa muzjacima (Slika 20C). Apsolutni
broj GC B- ¢elija je bio veci (p<0,001) u slezini Zenki u poredenju sa ovim brojem u slezini muzjaka
u obe starosne grupe (Slika 20B).

Koli¢nik apsolutnog broja Tfr/Tth ¢elija bio je veéi (p<0,05 za Zenke 1 p<0,001 za muZzjake) kod
starih u poredenju sa mladim miSevima oba pola, §to ukazuje na smanjenje broja Tth Celija (Slika
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20B). Pored toga, u poredenju sa muzjacima, kod Zenki mladih i starih miSeva ovaj koli¢nik je bio
manji (p<0,05 za mlade i p<0,001 za stare) kao rezultat veceg broja Tth ¢elija (Slika 20C). Kao
posledica smanjenja broja GC B-¢elija starenjem, koli¢nik broja Tfr/GC B-Celija se povecao
(p<0,001) kod starih u poredenju sa mladim misevima oba pola (Slika 20C). Takode je uoceno da
je ovaj koli¢nik nizi (p<0,001) u slezini zenki u poredenju sa slezinom muzjaka kod miSeva u obe

starosne grupe, Sto je posledica veceg broja GC B-¢elija u slezini zenki miseva u odnosu na muzjake
(Slika 20C).
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Slika 20. Zastupljenost Tth, Tfr i GC B splenocita kod mladih i starih BALB/c miSeva imunizovanih
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa zavise od pola i uzrasta
zivotinja. Mladi i stari miSevi BALB/c soja imunizovani su SV-om koja je sadrzala:
AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(HIN1) virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i
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B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Dve nedelje nakon imunizacije izolovana je slezina i ¢elije
su imunofluorescentno obojene za detekciju markera Tfh, Tfr i GC B-¢elija i analizu na proto¢nom
citofluorometru. Strategija je prikazana na Slici 12. (A) Grafici prikazuju procenat CXCR5+Bcl6+
u okviru CD4+Foxp3- i CD4+Foxp3+ Celija i apsolutne brojeve CD4+CXCR5+Bcl6+Foxp3- (Tth)
¢elija 1 CD4+CXCR5+Bcl6+Foxp3+ (Tfr) ¢elija u suspenziji splenocita zenki miSeva soja BALB/c
1 C57BL/6 muzjaka. Strategija izdvajanja ¢elija za relevantnu analizu je prikazana na Slici 12A. (B)
Grafici prikazuju procenat i apsolutni brioj B220+CD95+ GC B-¢elija u suspenziji splenocita
mladih i starih zenki i muzjaka miSeva BALB/c soja. Strategija izdvajanja Celija za relevantnu
analizu prikazana je na Slici 12B. (C) Na graficima je predstavljen odnos broja Tfr/Tth i Tfr/GC B-
¢elija u slezinama zenki i muzjaka BALB/c i C57BL/6 miseva. Na graficima je predstavljena
aritmeticka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.4.1.3.Pol i starost uticu na proliferativni odgovor B220+ i CD4+ splenocita izolovanih iz
BALB/c miseva imunizovanih SV-om na restimulaciju antigenima sojeva virusa iz vakcine u kulturi
Rezultati su prikazani kao indeks proliferacije i on predstavlja odnos izmedu procenta proliferiSucih
(Celije u S+G2/M fazi celijskog ciklusa) CD4+ 1 B220+ celija u kulturama splenocita sa
stimulatorima i procenat proliferiSucih Celija gajenih bez prisustva stimulatora. Odreden je odnos
procenta proliferiSu¢ih celija u kulturi splenocita restimulisanih antigenima iz vakcine i procenta
proliferiSucih ¢elija koje su kultivisane samo u medijumu (kontrolna kultura, bazalna proliferacija),
odnosno tzv. indeks proliferacije.

U kulturama splenocita starih BALB/c miseva imunizovanih SV-om detektovan je smanjen
proliferativni odgovor B220+ ¢elija na in vitro restimulaciju antigenima H1IN1 (p<0,05), H3N2
(p<0,001) i B (p<0,01 kod muzjaka i p<0,05 kod Zenki) virusa iz vakcine (Slika 21A). Kada je rec¢
o polnim razlikama, indeks proliferacije B220+ ¢elija u kulturama splenocita mladih i starih BALB/c
miSeva bio je veci (kod mladih p<0,05 za antigene HIN1 i B virusa, a p<0,01 za antigene H3N2
virusa; kod starih p<0,05 za antigene virusa gripa A tipa i p<0,01 za antigene B virusa) kod Zenki u

poredenju sa muZzjacima iste starosti pri restimulaciji antigenima svakog od tri soja virusa iz vakcine
(Slika 21A).

Ispitan je 1 proliferativni odgovor CD4+ splenocita, muzjaka i Zenki mladih 1 starth BALB/c miSeva
vakcinisanih SV-om, u kulturi nakon restimulacije antigenima virusa gripa koji su ulazili u sastav
ove vakcine. UoCen je sliCan obrazac razlika u indeksu proliferacije CD4+ celija kao kod
proliferacije B220+ celija. Starenjem kod miSeva oba pola indeks proliferacije se smanjuje u
kulturama splenocita restimulisanih antigenima H1IN1 (p<0,05), H3N2 (p<0,001) i B (p<0,01)
virusa (Slika 21B). Nakon restimulacije antigenima svih sojeva virusa gripa, proliferativni indeks
CD4+ T-¢elija bio je veci (p<0,05) u kulturama splenocita zenki u poredenju sa kulturama splenocita
muzjacima miSeva iste starosti (Slika 21B).
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Slika 21. Proliferativni odgovor splenocita izolovanih iz mladih i starih BALB/c miseva
imunizovanih sezonskom trovalentnom split vakcinom (SV) protiv gripa na restimulaciju
antigenima HINI1, H3N2 i B virusa iz vakcine u kulturi. Mladi i stari miSevi BALB/c soja
imunizovani su SV-om sastava: A/California/7/2009 (H1IN1)pdm09 (H1N1); A/Texas/361/2011
(H3N2) A (H3N2) i B/Massachusetts/2/2012 (B) virus. Dve nedelje nakon imunizacije izolovani su
splenociti eksperimentalnih zivotinja i gajeni 72 sata u kulturi u medijumu (RPMI-1640 sa 10%
FCS) sa ili bez (kontrolne kulture) dodatih HIN1, H3N2 i B antigena. Grafici prikazuju povecanje
procenata (A) Th (CD4+) i (B) B (B220+) splenocita koji proliferisu (¢elije u S+G2/M fazi ¢elijskog
ciklusa izdvojene na osnovu bojenja fluorescentnom bojom 7-AAD metodom protocne
citofluorometrije, kako je prikazano na Slici 14. levo) u kulturi stimulisani antigenima HIN1, H3N2
ili B virusa u odnosu na odgovarajuce ¢elije koje su kultivisane samo u medijumu, bez stimulatora.
Povecanje je predstavljeno kao indeks proliferacije (odnos izmedu procenta proliferiSucih ¢elija u
kulturama sa stimulatorima i uéestalosti proliferiSué¢ih Celija u kontrolnim kulturama). Rezultati su
predstavljeni kao aritmeticka sredina = SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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4.4.1.4.Pol i starost uticu na zastupljenost CD4+ splenocita koji sintetisu IL-21 kod BALB/c
miSeva imunizovanih SV-om

Utvrdeno je prisutvo IL-21+ ¢elija u subpopulaciji sveZe izolovanih CD4+ splenocita (ex vivo), kao
1 u kulturi splenocita nakon 72 sata restimulacije antigenima svih sojeva virusa sadrzanim u vakcini.
Bez obzira na uzrast procentualna zastupljenost IL-21+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+
splenocita je bila vec¢a (p<<0,001) kod Zenki u poredenju sa muzjacima (Slika 22). Kod starih BALB/c
miSeva procentualna zastupljenost ovih celija je bila znacajno manja (p<0,001) u poredenju sa
mladim miSevima ovog soja (Slika 22). Da bi se utvrdila zastupljenost IL-21+CD4+ celija
specificnih za vakcinalne antigene, splenociti miSeva imunizovanih SV-om su u kulturi 72 sata
restimulisani antigenima virusa gripa iz vakcine. Rezultati su pratili trend kao i kod sveze izolovanih
splenocita. Naime, indeks stimulacije (procentualno povecanje zastupljenosti IL-21+ celija u
subpopulaciji CD4+ splenocita nakon restimulacije u odnosu na kulture samo sa medijumom) bio
je veéi (p<0,001 kod mladih; p<0,01 kod starih) u kulturama splenocita izolovanih iz Zenki u
poredenju sa kulturama ovih celija izolovanih iz muzjaka miSeva oba uzrasta. Takode, veci
(p<0,001) procenat povecanja ovog indeksa je registrovan u kulturama ovih ¢elija izolovanih iz
mladih u poredenju sa kulturama ovih ¢elija izolovanih iz starih miSeva istog pola (Slika 22).
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Slika 22. Starenje i pol BALB/c miSeva imunizovanih sezonskom split inaktivisanom trovalentnom
vakcinom (SV) utiu na procentalnu zastupljenost CD4+ splenocita koji sintetisu IL-21. Mladi i stari
miSevi BALB/c soja oba pola imunizovani su SV-om koja je sadrzala:
AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09, A/Texas/361/2011(H3N2) i B/Massachusetts/2/2012. Dve
nedelje nakon imunizacije izolovani su splenociti 1 koriS¢enjem odgovaraju¢ih monoklonskih
antitela metodom proto¢ne fluorocitometrije odredena je zastupljenost celija koje sintetisu I1L-21.
Strategija selektovanja IL-21+ ¢elija u svezim suspenzijama splenocita i u suspenzijama splenocita
iz kulture prikazana je na Slici 15. Grafici prikazuju ucestalost IL21+ ¢elija u okviru CD4+
splenocita sveze izolovanih (ex vivo) iz neimunizovanih (NIM) i imunizovanih (SV) miseva.
Prikazan je i porast procentualne zastupljenosti IL21+ ¢elija u u subpopulacije CD4+ ¢elija u kulturi
splenocita stimulisanih antigenima sadrZzanim u vakcini u odnosu na splenocite koji su kultivisani
samo u medijumu, a koji su takode izolovani iz miSeva imunizovanih SV-om (tzv. indeks
stimulacije). Rezultati su predstavljeni kao aritmetic¢ka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

55



4.4.1.5.Pol i uzrast uticu na profil IgG1 i IgG2a potklasa antitela specificnih za virus gripa u
serumu BALB/c miseva imunizovanih SV-om

Analiza potklasa IgG je pokazala da je titar [gG1 antitela specificnih za antigene HIN1 (p<0,01 za
mlade 1 p<0,05 za stare), H3N2 (p<0,05) i B (p<0,05 za oba uzrasta) virusa veci u serumima zenki
u poredenju sa muzjacima BALB/c miSeva odgovarajuce starosti (Slika 23). Titar IgG1 antitela se
smanjivao starenjem u serumima muzjaka i Zenki miSeva ovog soja, ali su ove razlike kod miSeva
oba pola dostigle statisticku znacajnost samo za antigene HIN1 (p<0,01) i B (p<0,05) virusa (Slika
23). Titar 1gG2a potklase antitela specifi¢nih za H3N2 i B soj virusa gripa bio je veci (p<0,001) kod
mladih Zenki u poredenju sa mladim muzjacima, dok se titar [gG2a antitela specifi¢nih za HINI tip
virusa nije statisticki znacajno razlikovao kod mladih Zivotinja oba pola (Slika 23). Starenjem se
titar [gG2a antitela specifi¢nih za antigene svakog od tri soja virusa iz vakcine smanjivao (p<0,001)
kod Zenki, dok se kod muzjaka starenjem smanjivao (p<0,05) samo titar [gG2a —antitela specifi¢nih
za antigene H1IN1 virusa (Slika 23). U serumu starih miseva nije bilo polne razlike u titru IgG2a
antitela specifi¢nih za bilo koji od tri soja virusa u vakcini (Slika 23). Analiza odnosa (koli¢nika
titra) ove dve potklase antitela je pokazala da je, za razliku od mladih miSeva kod kojih nije bilo
polnih razlika u odnosu IgG2a/IgG1 antitela specificnih za antigene bilo kojeg od tri soja virusa u
vakcini, kod starih miSeva ovog soja postojala razlika (Slika 23). Zenke su imale niZe vrednosti
(p<0,05) ovog parametra, odnosno kod njih je bila dominantnija sinteza IgG1 antitela u poredenju
sa muzjacima (Slika 23).
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Slika 23. Titar 1IgG1 i IgG2a potklasa HIN1, H3N2 i B virus-specifi¢nih antitela i njihov odnos u
serumu mladih i starih BALB/c miSeva oba pola imunizovanih sezonskom trovalentnom split
inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa. MuZjaci 1 zZenke, mladih i starih miSeva BALB/c soja
imunizovani su SV-om koja je sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(HIN1) virus,
A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon
imunizacije u serumima miseva odredivan je titar IgG1 1 [gG2a antitela specifi¢nih za antigene iz
vakcine ELISA testom i izra¢unat je odnos [gG2a/IgG1 potklasa antitela specifiénih za HINT, H3N2
i B virus gripa. Rezultati titrova antitela su predstavljeni kao geometrijska sredina + 95% interval
poverenja (engl. confidence interval, CI, a odnosa potklasa antitela kao aritmeti¢ka sredina + SEM.
N=6 miSeva po grupi. *p < 0,05; xxp < 0,01; sxxp <0,001.

4.4.1.6. Starenje dovodi do nastanka polnih razlika u sintezi IFN- y i IL-4 u kulturi splenocita
izolovanih iz BALB/c miseva imunizovanih SV-om

Kao $to je ranije navedeno (poglavlje 4.3.6), nisu pokazane polne razlike u sintezi IFN- y i IL-4
citokina u kulturi splenocita mladih miseva kao odgovor na in vitro restimulaciju antigenima iz
vakcine (Slika 24). Splenociti starih miseva nakon restimulcije antigenima virusa iz SV vakcine su
sintetisali manje koli¢ine citokina u odgovoru na restimulaciju antigenima HIN1 (p<0,001), H3N2
(p<0,001 za IFN- y; p<0,01 kod muzjaka i p<0,05 kod Zenki za IL-4) i B (p<0,001) virusa u
poredenju sa splenocitima mladih miSeva odgovarajuéeg pola (Slika 24). Dodatno, u kulturama
splenocita starith Zenki miSeva uocena je veca (p<0,05) sinteza IL-4 citokina u poredenju sa
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kulturama splenocita starih muzjaka miSeva restimulisanih antigenima bilo kog soja virusa iz
vakcine (Slika 24). S druge strane, u kulturama starih miSeva ovog soja sinteza IFN-y nije se
znacajno razlikovala u zavisnosti od pola (Slika 24). Posledi¢no, u kulturama splenocita starih zenki
BALB/c miSeva, u prisutvu antigena bilo kog od tri soja virusa iz vakcine, odnos IFN- vy /IL-4

citokina je bio pomeren (p<0,001) na stranu IL-4 u poredenju sa kulturama splenocita starih muzjaka
ovog soja (Slika 24).
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Slika 24. Sinteza citokina IFN-y i IL-4 u kulturi splenocita BALB/c miSeva imunizovanih
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa restimulisanih antigenima
virusa koji ulaze u sastav vakcine menja se starenjem. Grafici predstavljaju koncentraciju citokina
IL-4 i IFN-y i njihov odnos IFN-y/IL-4 u supernatanatima kultura splenocita mladih i starih muzjaka
1 Zzenki miSeva BALB/c soja izolovanih dve nedelje nakon imunizacije SV-om koja sadrzi
A/California/7/2009 (H1N1)pdm09 (H1N1); A/Texas/361/2011 (H3N2) A(H3N2) i
B/Massachusetts/2/2012 (B) virus, a restimulisanih tokom 72 sata antigenima virusa HIN1, H3N2
ili B soja. Koncentracije su odredene ELISA testom. Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka
sredina £ SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

58



4.4.2. Uticaj starenja na polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod C57BL/6
miseva

4.4.2.1. Pol i starost miseva imunizovanih SV-om uticu na titar i aviditet IgG antitela specificnih
za viruse sadrzane u vakcini u serumu

Kao i kod BALB/c miSeva titar IgG antitela specificnih za HIN1, H3N2 i B soj virusa koji su ulazili
u sastav SV odreden je Cetiri nedelje nakon imunizacije i kod mladih i starih miSeva C57BL/6 soja,
oba pola. Rezultati su pokazali da je u serumu i mladih (p<0,001 za HIN1; p<0,001 za H3NZ2; p<0,05
za B) i starih (p<0,05 za HIN1 1 B; p<0,001 za H3N2) zenki miSeva C57BL/6 soja titar specifi¢nih
IgG antitela ve¢i nego u serumu muzjaka odgovarajuceg uzrasta ovog soja (Slika 25). Utvrdeno je I
da se starenjem smanjuje titar specificnih IgG antitela u serumu SV-om imunizovanih miSeva
C57BL/6 soja (Slika 25). Kod zenki ovih miSeva je razlika izmedu IgG titra kod mladih i starih
zivotinja dostigla statistiCku znacajnost (p<0,01) za sva tri soja virusa koji su bili sadrzani u vakeini,
dok je statisticka znacajnost (p<0,001) kod muzjaka pokazana samo za titar IgG antitela specifi¢nih
za antigene B soja virusa (Slika 25).
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Slika 25. Titar IgG antitela specifi¢nih za antigene virusa gripa iz vakcine u serumu C57BL/6 miseva
imunizovanih sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa zavisi od
pola i starosti miSeva. Mladi i stari miSevi C57BL/6 soja oba pola su imunizovani SV-om Koja je
sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(H1N1) virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i
B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon imunizacije uzeti su uzorci krvi i u
serumima je odreden titar IgG antitela specificnih za antigene HIN1, H3N2 i B sojeve virusa iz
vakcine, ELISA testom. Rezultati su predstavljeni kao geometrijska sredina + 95% inetrval
poverenja (engl. confidence interval, CI). N=6 miseva po grupi. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

Kao i kod zenki miSeva BALB/c soja, kod Zenki C57BL/6 soja doslo je do porasta (p<0,001)
aviditeta IgG antitela specificnih za antigene sva tri soja virusa gripa koji su bili ukljuc¢eni u SV kod
starih u poredenju sa mladim zivotinjama, dok kod muzjaka nije bilo razlike u aviditetu IgG antitela
izmedu mladih i starih zivotinja (Slika 26). Ovaj porast aviditeta IgG antitela kod starih zenki ukazao
je na postojanje razlike izmedu starih muzjaka i zenki (p<0,001) koja nije uo¢ena kod mladih (Slika
26).
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Slika 26. Starenje kod miSeva C57BL/6 soja imunizovanih sezonskom trovalentnom split
inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa utie na aviditet IgG antitela specifi¢nih za antigene
sojeva virusa koji ulaze u sastav vakcine na polno-zavisan nacin. Mladi i stari miSevi C57BL/6 soja
imunizovani su SV-om slede¢eg sastava: A/California/7/2009(H1N1)pdm09 (H1N1) virus,
A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon
imunizacije u serumima miseva, modifikovanim ELISA testom, utvrden je aviditet IgG antitela
specificnih za HIN1, H3N2 i B soj virusa iz vakcine. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina
+ SEM. N=6 miSeva po grupi. s#xp < 0,001.
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4.4.2.2. Pol i uzrast uticu na zastupljenost Tfr, Tfh i GC B-Celija u slezini C57BL/6 miseva
imunizovanih SV-om

Pokazano je da nema polnih razlika u procentualnoj zastupljenosti Tth ¢elija ni kod mladih ni kod
starih miseva. Razlike nije bilo ni izmedu mladih i starih zenki, dok je zastupljenost Tth ¢elija bila
manja kod starih u poredenju sa mladim muzjacima (p<0,05) (Slika 27). Apsolutni broj Tth ¢elija
bio znacajno manji kod starih u poredenju sa mladima (p<0,001) oba pola, dok su se polne razlike
uocene kod mladih, zadrzale i kod starih Zivotinja u vidu znacajno veéeg broja Tth ¢elija kod Zenki
(p<0,001) (Slika 27). Ustanovljena je veca zastupljenost Tfr kod starih u poredenju sa mladim
miSevima odgovarajuceg pola (p<0,01 za Zenke; p<0,001 za muzjake), kao i1 veca zastupljenost Tfr
¢elija kod starih muzjaka u poredenju sa zenkama iste starosti (p<<0,01) (Slika 27). Apsolutni broj
Tfr ¢elija nije se razlikovao izmedu mladih i starih, a nisu uocene ni polne razlike u ovom parametru
(Slika 27). Odnos Tfr/Tth ¢elija je, usled smanjenja broja Tth ¢elija tokom starenja, bio pomeren ka
Tfr ¢elijama (p<0,001) kod starih u odnosu na mlade. Takode je kod muzjaka pokazano da je odnos
Tfr/Tth ¢elija pomeren ka Tfr ¢elijama $to je kod starih miSeva dovelo i do statisticki znacajne polne
razlike (p<0,001) (Slika 27).
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Slika 27. Starenje uti¢e na pomeranje odnosa Tfr/Tth ¢elija na polno-specifican nacin. Mladi i stari
miSevi C57BL/6 soja imunizovani su SV-om koja je sadrzala: A/California/7/2009(H1N1)pdm09-
like(HLN1) virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Dve
nedelje nakon imunizacije izolovani su splenociti, uradeno je imunofluorescentno bojenje i analiza
na proto¢nom citofluorometru. Na graficima je prikazana ucestalost CXCR5+Bcl6+ ¢elija u okviru
CD4+Foxp3- i CD4+Foxp3+ splenocita, kao i broj CD4+Bcl6+CXCR5+ Foxp3- (Tfh) i
CD4+Bcl6+CXCRS5+Foxp3+ (Tfr) ¢elija u slezini. Prikazan je i odnos Tfr/Tfhéelija u slezinama
mladih 1 starth C57BL/6 miSeva muskog 1 Zenskog pola. Strategija izdvajanja Tth 1 Tfr Celija je
prikazana na Slici 12A. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina = SEM. N=6 miSeva po grupi.
*p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Zastupljenost GC B-¢elija bila je veca kod starih zenki u poredenju sa starim muzjacima C57BL/6
miseva imunizovanih SV-om (p<0,05). Statisticki znac¢ajno smanjenje zastupljenosti GC B-¢elija
pokazano je i izmedu mladih i starih muzjaka (p<0,05), dok kod Zenki nije bilo razlike izmedu ove
dve starosne grupe (Slika 28). Kod mladih i starih miSeva utvrdeno je da je broj GC B-¢elija veci
kod Zenki u poredenju sa muzjacima (p<0,05 kod mladih; p<0,01 kod starih). Kod starih miSeva oba
pola je doslo do znacajnog pada broja GC B-¢elija u odnosu na mlade (p<0,001 kod Zenki; p<0,01
kod muzjaka). Odnos Tfr/B ¢elija kod muzjaka je veéi u poredenju sa Zenkama (p<0,05), kao
posledica zna¢ajno manjeg broja B-¢elija kod ovog pola (Slika 28).
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Slika 28. Pol i starost uticu na apsolutni broj i zastupljenost GC B-¢elija u slezinama kod mladih i
starih C57BL/6 miSeva imunizovanih sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV)
protiv gripa. Mladi i stari miSevi C57BL/6 soja imunizovani su SV-om Kkoja je sadrzala:
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AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(HIN1) virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i
B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Dve nedelje nakon imunizacije izolovana je slezina i Celije
su imunofluorescentno obojene za detekciju markera GC B-¢elija i analizu na proto¢nom
citofluorometru. Na graficima je prikazana ucestalost i apsolutni broj B220+CD95+ splenocita u
slezinama mladih i starih C57BL/6 miSeva muskog i zenskog pola razli¢itog uzrasta. Strategija
selektovanja GC B-¢elija je prikazana na Slici 12B. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +
SEM. N=6 miseva po grupi. *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

4.4.2.3.Pol i starost uticu na proliferativni odgovor B220+ i CD4+ splenocita izolovanih iz
C57BL/6 miseva imunizovanih SV-om na restimulaciju antigenima sojeva virusa iz vakcine u
kulturi

U kulturama splenocita C57BL/6 miSeva imunizovanih SV-om odredena je proliferacija B220+ i
CD4+ ¢elija nakon in vitro restimulacije HIN1, H3N2 i B antigenima iz vakcine. Za odredivanje
bazalnog proliferativnog odgovora koris¢ene su kulture splenocita imunizovanih miseva u
medijumu bez stimulacije antigenima iz vakcine. Rezultat je prikazan kao procenat ucestalosti ¢elija
restimulisanih antigenima iz vakcine koje proliferiSu u odnosu na bazalnu proliferaciju (indeks
proliferacije). Rezultati su pokazali da je indeks proliferacije B220+ ¢elija ve¢i kod Zenki u
poredenju sa muZzjacima, dok je kod starih manji u poredenju sa mladima Zivotinjama. Ove razlike
dostigle su statisti¢ku znacajnost za polne razlike kod starih za sva tri antigena (p<0,01). Statisticka
znacajnost je pokazana i u razlici izmedu indeksa proliferacije B220+ ¢elija izmedu mladih i starih
muzjaka (p<0,01 za HIN1 i B; p<0,001 za H3N2) i izmedu mladih i starih Zenki za H3N2 i B antigen
(p<0,05) (Slika 29). Isti trend je detektovan i kada je ispitivan proliferativni odgovor CD4+ ¢elija.
Indeks proliferacije je bio visi kod Zenki u poredenju sa muzjacima, dok je kod starih bio nizi u
poredenju sa mladima. Polni dimorfizam dosegao je statisticku znacajnost u razlici u proliferativnom
odgovoru CD4+ T- ¢elija, u stimulaciji sa sva tri antigena iz vakcine, kod mladih (p<0,001 za HINT;
p<0,05 za H3N2 i B) i kod starih (p<0,001 za HINIi B; p<0,05 za H3N2) misSeva. Statisticka
znacajnost je pokazana i u razlici izmedu indeksa proliferacije CD4+ T-Celija izmedu mladih i starih
muzjaka (p<0,05 za HIN1 1 H3N2; p<0,01 za B), kao i izmedu mladih 1 starih zenki za H3N2 1 B
antigen (p<0,05) (Slika 29).
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Slika 29. Proliferativni odgovor splenocita izolovanih iz mladih i starih C57BL/6 miSeva
imunizovanih sezonskom trovalentnom split vakcinom (SV) protiv gripa na restimulaciju
antigenima H1N1, H3N2 i B virusa iz vakcine u kulturi. Mladi i stari misevi C57BL/6 soja
imunizovani su SV-om sastava: A/California/7/2009 (H1IN1)pdm09 (H1N1); A/Texas/361/2011
(H3N2) A (H3N2) i B/Massachusetts/2/2012 (B) virus. Dve nedelje nakon imunizacije izolovani su
splenociti eksperimentalnih zivotinja i gajeni 72 sata u kulturi u medijumu sa ili bez (kontrolne
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kulture) dodatih HIN1, H3N2 i B antigena. Grafici prikazuju povecanje procenata (A) Th (CD4+) i
(B) B (B220+) splenocita koji proliferisu (¢elije u S+G2/M fazi ¢elijskog ciklusa izdvojene na
osnovu bojenja sa fluorescentnom bojom 7-AAD metodom proto¢ne citofluorometrije, strategija
selektovanja ¢elija je prikazana na Slici 14) u kulturi stimulisani antigenima HIN1, H3N2 ili B
virusa u odnosu na odgovarajuce ¢elije koje su kultivisane samo u medijumu, bez stimulatora.
Povecanje je predstavljeno kao indeks proliferacije (odnos izmedu procenta proliferiSucih ¢elija u
kulturama sa stimulatorima i ucestalosti proliferiSu¢ih ¢elija u kontrolnim kulturama). Rezultati su
predstavljeni kao aritmeticka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

4.4.2.4. Pol i starost uticu na zastupljenost CD4+ splenocita koji sintetisu IL-21 kod C57BL/6
miSeva imunizovanih SV-om

Kod sveze izolovanih splenocita pokazan je veci procenat CD4+ T-Celija koje produkuju IL-21
citokin i1 kod mladih i kod starih Zenki miSeva, u poredenju sa muzjacima odgovarajuce starosti
(p<0,001) (Slika 30). Kod starih miSeva oba pola, procenat IL-21+ ¢elija u populaciji CD4+
splenocita je bio nizi u poredenju sa mladim miSevima (p<0,001) (Slika 30). Isti trend je zabeleZen
i kod CD4+ splenocita koji su kultivisani tokom 72 sata u prisustvu HIN1, H3N2 i B antigena koje
je sadrzavala vakcina. Detektovan je veéi (p<0,001) procenat povecanja IL-21+ cEelija u
subpopulaciji CD4+ ¢Celija kod Zenki u poredenju sa muZjacima miSeva oba uzrasta, kao 1 manji
procenat povecanja IL-21+ ¢elija u subpoluaciji CD4+ ¢elija kod starih u odnosu na mlade miseve
(p<0,05 kod muzjaka i p<0,01 kod Zenki) (Slika 30).
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Slika 30. Starenje i pol C57BL/6 miSeva imunizovanih sezonskom split inaktivisanom trovalentnom
vakcinom (SV) utiu na procentalnu zastupljenost CD4+ splenocita koji sintetisu IL-21. Mladi i stari
miSevi C57BL/6 oba pola imunizovani su SV-om koja je  sadrzavala:
AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09, A/Texas/361/2011(H3N2) i B/Massachusetts/2/2012. Dve
nedelje nakon imunizacije izolovani su splenociti 1 koriS¢enjem odgovaraju¢ih monoklonskih
antitela metodom protoc¢ne citofluorometrije odredivana je zastupljenost ¢elija koje sintetiSu 1L-21
u okviru subpopulacije CD4+ c¢elija. Strategija selektovanja IL-21+ celija u suspenzijama sveze
izolovanih (ex vivo) splenocita i u suspenzijama splenocita iz kulture prikazana je na Slici 15. Grafici
prikazuju ucestalost IL21+ celija u okviru CD4+ splenocita sveze izolovanih (ex vivo) iz
neimunizovanih (NIM) i imunizovanih (SV) miSeva. Prikazan je 1 porast procentualne zastupljenosti
IL21+ ¢€elija u subpopulaciji CD4+ ¢elija u kulturi splenocita stimulisanih antigenima sadrzanim u
vakceini u odnosu na splenocite koji su kultivisani samo u medijumu, a koji su takode izolovani 1z
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misSeva imunizovanih SV-om (tzv. indeks stimulacije). Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka
sredina £ SEM. N=6 miSeva po grupi. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

4.4.2.5. Pol i uzrast uticu na profil IgG1 i IgG2c potklasa antitela specificnih za virus gripa u
serumu C57BL/6 miseva imunizovanih SV-om

Utvrdeno je da kod mladih nije bilo polne razlike u odnosu zastupljenosti 1gG2c/IgG1l potklasa
izmedu muzjaka i zenki, dok je kod starih bilo polne razlike za antitela specifi¢na za sva tri soja
virusa u vakcinj (p<0,01 za HIN1 i H3N2; p<0,001 za B) (Slika 31). Ova razlika je posledica
znacajnog smanjenja titra 1gG1 (p<0,05 za H1N1; p<0,01 H3N2; p<0,01 za B) antitela starenjem
kod muzjaka miSeva, tako da je kod starih zenki titar antitela bio pomeren ka IgG1 tj. Th2 odgovoru
u poredenju sa muzjacima.
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Slika 31. Titar IgG1 i IgG2c potklasa antitela specifiéni za HIN1, H3N2 i B sojeve virusa iz vakcine
protiv gripa 1 njihov odnos u serumu mladih 1 starth C57BL/6 miSeva oba pola imunizovanih
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa. MuZjaci i Zenke, mladih
i starih miSeva C57BL/6 soja imunizovani su SV-om koja je sadrzala:
AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(HIN1) virus, A/Texas/361/2011 (H3N2) virus i
B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon imunizacije u serumima miSeva
odreden je titar IgG1 1 IgG2c antitela specifi€nih za antigene specifi¢ne za sojeve visura gripa iz
vakcine ELISA testom i izracunat je odnos titrova IgG2c/IgG1 potklasa antitela specificnih za
pojedine sojeve virusa gripa.
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Titri antitela su predstavljeni kao geometrijska sredina + 95% interval poverenja (engl. confidence
interval, CI), a odnosi potklasa antitela kao aritmeti¢ka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.4.2.6. Starenje dovodi do polnih razlika u sintezi IFN- y i IL-4 u kulturi splenocita izolovanih iz
C57BL/6 miseva imunizovanih SV-om

U kulturama splenocita C57BL/6 miSeva restimulisanih in vitro antigenima iz vakcine odredena je
koncentracija citokina IFN-y i IL-4, i izraunat je njihov odnos. U kulturama splenocita starih miseva
detektovana je manja koncentracija i IFN-y i IL-4 citokina u odnosu na kulture mladih miseva istog
pola za sva tri antigena iz vakcine (p<0,001). Polne razlike u vidu veée produkcije od strane ¢elija
zenki, pokazane su u produkciji IFN-y u kulturi splenocita mladih C57BL/6 miSeva stimulisanih
antigenim H1N1 (p<0,01), H3N2 sojem virusa gripa (p<0,001) i u kulturi splenocita starih C57BL/6
miSeva stimulisanih antigenima HIN1 (p<0,001), H3N2 (p<0,05) i B (p<0,01) sojevima virusa
gripa. Polnih razlika u produkciji 1L-4 citokina nije bilo osim u kulturi splenocita mladih miSeva
stimulisanih antigenima H1N1 soja virusa gripa (p<0,001) (Slika 32). Odnos IFN-y/IL-4 citokina je
bio veé¢i kod mladih muZzjaka u poredenju sa Zenkama istog uzrasta u kulturama splenocita
stimulisanih H3N2 (p<0,001) i B (p<0,01) sojem virusa gripa. Kod starih muzjaka IFN-y/IL-4 odnos
je bio veci (p<0,001) u poredenju sa starim Zenkama. Moze se zakljuciti da je sinteza citokina kod
starih muzjaka bila usmerena ka vise Th1 tipu odgovora u poredenju sa starim zZenkama (Slika 32).
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Slika 32. Sinteza citokina IFN-y i IL-4 u kulturi splenocita C57BL/6 miseva imunizovanih
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa restimulisanih antigenima
virusa koji ulaze u sastav vakcine menja se starenjem. Grafici predstavljaju koncentraciju citokina
IL-4 i IFN-y i njihov odnos IFN-y/IL-4 u supernatanatima kultura splenocita mladih i starih muzjaka
1 Zenki miSeva C57BL/6 soja izolovanim dve nedelje nakon imunizacije SV-om koja sadrzi
A/California/7/2009 (HIN1)pdm09 (H1IN1); A/Texas/361/2011 (H3N2) A(H3N2) i
B/Massachusetts/2/2012 (B) virus, a restimulisanih tokom 72 sata antigenima virusa gripa HIN1,
H3N2 ili B soja. Koncentracije su odredene ELISA testom. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticka sredina + SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4.3.Uporedni prikaz uticaja starenja na polne i sojne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu
protiv gripa kod miSeva BALB/c i C57BL/6 soja

4.4.3.1.Titar I1gG antitela specificnih za viruse sadrzane u SV smanjuje se starenjem u serumu
miseva imunizovanih ovom vakcinom na sojno-specifican nacin, dok se aviditet povecava na
polno-specifican nacin

Kod BALB/c miseva detektovano je vece (p<0,05) smanjenje titra IgG antitela specificnih za HIN1
1 H3N2 virus starenjem u poredenju sa C57BL/6 miSevima (Slika 33). Titar IgG antitela specifi¢nih
za sva tri soja virusa koja su ulazila u sastav vakcine, se smanjivao starenjem na sojno-specifican
nacin. Ovo je rezultiralo time da sojne razlike detektovane kod mladih (veéi IgG titar antitela
specificnih za HINT i H3N2 soj virusa kod BALB/c u poredenju sa C57BL/6 miSevima) nisu bile
prisutne kod starih miSeva (Slika 33). Polne razlike u titru su se odrzale kod starih miSeva oba soja,
tj. zenke su imale vec¢i titar IgG antitela specificnih za sva tri antigena iz vakcine u poredenju sa
starim muzjacima, kao §to je ve¢ prikazano (poglavlja 4.4.1.1.14.4.2.1.(Slika 33).

Titar IgG antitela
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0 0 0
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[BALBJe -12670 = 3944™*>" 25330 + 67994 BALB/c |-19330 +3748""*»™c -30670+ 7843 "> BALB/c -8500+1734™"'* |-8667 +3590"
CS57BL/6-3583 £1036™**  -8667 + 3590* CSTBL/6|-4667+ 9545 [-11330 £4185" CS7BL/6 -7417 £1625**%  |-6667 + 18862

Slika 33 Starenje utice na sojne, ali ne i na polne razlike u titru IgG antitela specifi¢nih za antigene
virusa sadrzanih u sezonskoj trovalentnoj split inaktivisanoj vakcini (SV) protiv gripa u serumu.
Miladi i stari miSevi BALB/c i C57BL/6 soja imunizovani su SV-om koja je u svom sastavu imala:
AJ/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(HIN1)  virus, A/Texas/361/2011(H3N2) virus i
B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Titar antigen-specifi¢nih IgG antitela odreden je u serumu
miseva ELISA testom Cetiri nedelje nakon imunizacije. Grafici prikazuju geometrijsku sredinu titra
+ 95% CI. N = 6 miSeva po grupi. Nagib linije koji prikazuje smanjenje produkcije 1gG antitela
specificnih za HIN1, H3N2 i B virus tokom starenja prikazan je u tabeli ispod grafika. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. “Muzjaci vs zenke BALB/c soj, BMuZjaci vs zenke C57BL/6 soj, “SBALBI/c
vs C57BL/6 soj zenke, PBALB/c vs C57BL/6 soj muZjaci, ®znacajan nagib linearne regresije,
‘znacajna razlika u linearnoj regresiji izmedu BALB/c i C57BL/6 miseva.

Starenje je dovelo do porasta aviditeta virus-specifiénih IgG antitela kod Zenki, §to je rezultiralo
polnim razlikama kod starih (Slika 34). Ovaj nalaz nije bio sojno-specifican (Slika 34).
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Slika 34. Povecanje aviditeta IgG antitela specifiénih za virus gripa sadrzane u sezonskoj
trovalentnoj split inaktivisanoj vakcini (SV) protiv gripa kod zenki miseva BALB/c i C57BL/6 soja
tokom starenja. Mladi i stari miSevi BALB/c i C57BL/6 soja imunizovani su SV-om koja je u svom
sastavu imala A/California/7/2009(H1N1)pdmO09-like(H1IN1) virus, A/Texas/361/2011(H3N2)
virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Aviditet HIN1, H3N2 i B virus-specifi¢cnih IgG
antitela odreden je u serumima Cetiri nedelje nakon imunizacije, modifikovanim ELISA testom.
Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina £ SEM. ***p<(,001. Nagib linije koji prikazuje
promene u aviditetu IgG antitela specificnih za HIN1, H3N2 i B virus tokom starenja prikazan je u
tabeli ispod grafika. “MuZjaci vs Zenke BALB/c soj, BMuzjaci vs Zenke C57BL/6 soj, *znaajan
nagib, ®znacajna razlika u nagibu izmedu muZjaka i zenki mideva u okviru istog soja. N=6 miseva
po grupi. ***p < 0.001.

4.4.3.2.Starenje utice na smanjenje proliferativnog odgovora B220+ i CD4+ splenocita na
restimulaciju u kulturi antigenima virusa sadrzanim u SV-i

Starenje je uticalo na smanjenje proliferativnog odgovora B220+ i CD4+ splenocita u kulturi miSeva
oba soja na restimulaciju antigenima virusa sadrzanim u SV, s tim §to je u kulturama splenocita
BALB/c miSeva detektovan ve¢i pad indeksa proliferacije u odnosu na kulture splenocita C57BL/6
miSeve (Slika 35). Ovo je dovelo do toga da sojne razlike uocene kod mladih miseva (veci indeks
proliferacije u kulturama splenocita BALB/c miSeva u poredenju sa kulturama splenocita C57BL/6
miSea) nisu bile detektovane kod starih miseva (Slika 35). Polne razlike su se odrzale u kulturama
splenocita starth miSeva oba soja, tj. u kulturama splenocita izolovanim iz Zenki oba uzrasta indeks
proliferacije CD4+ i B220+ Celija specifiénih za antigene iz vakcine je bio veéi u poredenju sa
kulturama ovih ¢elija izolovanim 1z muzjaka odgovarajuceg uzrasta.
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Slika 35. Proliferativni odgovor CD4+ i B220+ splenocita izolovanih iz miSeva imunizovanih
sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa na restimulacuju u kulturi
antigenima iz ove vakcine smanjuje se starenjem na sojno-specifican nacin. Ispitana je proliferacija
CD4+1B220+ splenocita mladih 1 starih miSeva C57BL/6 1 BALB/c soja oba pola dve nedelje nakon
imunizacije SV-om koja je u svom sastavu imala: A/California/7/2009(H1N1)pdm09-like(H1N1)



virus, A/Texas/361/2011(H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus, nakon 72 sata
restimulacije antigenima sadrzanim u vakcini. Rezultati su prikazani kao indeks proliferacije, tj. kao
procenat povecanja proliferacije CD4+ i B220+ ¢elija u kulturi splenocita nakon restimulacije
vakcinalnim antigenima u odnosu na bazalnu proliferaciju (proliferacija odgovaraju¢ih ¢elija
kultivisanih samo u medijumu), a koriS¢enjem fluorescentnog bojenja i protocne citofluorometrije
kao $to je pokazano na Slici 14). Linijski dijagrami prikazuju srednju vrednost indeksa proliferacije
+ SEM. N = 6 miSeva po grupi. Nagib linije koji prikazuje promenu indeksa proliferacije tokom
starenja prikazan je u tabeli ispod grafika. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. “Muzjaci Vs Zenke
BALB/c soj, BMuzjaci vs zenke C57BL/6 soj, “BALB/c vs C57BL/6 soj zenke, °PBALB/C Vs
C57BL/6 soj muZjaci, znafajan nagib, ‘znacajna razlika u nagibu izmedu BALB/c i C57BL/6
miseva.

4.4.3.3.8tarenje utice na zastupljenost Tfr, Tfh i GC B-¢elija u slezini miseva imunizovanih SV-om
na sojno-specifican nacin

Apsolutni broj Tth i GC B splenocita se smanjivao starenjem na sojno-specifi¢an nacin, tako §to je
znacajnije smanjenje) zabeleZzeno kod BALB/c nego kod C67BL/6 miSeva (Slika 36). Zbog toga
sojna razlika u broju ovih ¢elija, koja je zabeleZena kod mladih miSeva oba pola, nije detektovana
kod starih miSeva (Slika 36). Polne razlike, koje su se ogledale u ve¢em broju Tth splenocita kod
zenki, zadrZale su se i kod starih miSeva oba soja (Slika 36). Za razliku od ovih ¢elija, aposlutni broj
Tfr splenocita nije se znacajno menjao tokom starenja, polne razlike nisu nadene ni kod mladih ni
kod starih miSeva oba soja (Slika 36). Starenje je uticalo na povecanje odnosa (koli¢nik broja)
Tfr/Tth splenocita (Slika 36). Apsolutni broj GC B-¢elija se smanjivao starenjem na sojno-
specifi¢an nacin, polne razlike u vidu veceg broja GC B splenocita kod zenki, zadrzale su se i kod
starih miSeva oba soja. Stoga, starenje je uticalo na povecanje odnosa Tfr/GC B splenocita,
reflektujuéi prevashodno smanjenje broja GC B splenocita, na sojno-specifican nacin (Slika 36).
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Slika 36. Starenje uti¢e na apsolutni broj Tth i GC B splenocita i posledi¢no na odnos (koli¢nik
apsolutnog broja) Tfr/Tth i Tfr/GC B ovih ¢elija kod miSeva imunizovanih sezonskom trovalentnom
split inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa na sojno-specifi¢an nacin. Mladi i stari miSevi
BALB/c i C57BL/6 soja imunizovani su sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom
(SV) protiv gripa koja je u svom sastavu imala: A/California/7/2009(H1N1)pdm09-like(H1N1)
virus, A/Texas/361/2011(H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Dve nedelje nakon
imunizacije uradeno je imunofluorescentno bojenje splenocita i1 analiza na proto¢nom
citofluorometru (kao §to je prikazano na Slici 12). Grafici predstavljaju broj Tfh, Tfr i GC B-¢elija
1 koli¢nike apsolutnog broja Tfr/Tth 1 Tfr/GC B-¢elija. Linijski dijagrami prikazuju srednju vrednost
indeksa proliferacije = SEM. N = 6 miSeva po grupi Nagib prave koji prikazuje promenu apsolutnog
broja ¢elija i njihovih odnosa tokom starenja prikazan je u tabeli ispod grafika. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. “Muzjaci vs Zenke BALB/c soj, BMuZjaci vs Zenke C57BL/6 soj, “BALB/c vs C57BL/6
soj zenke, PBALB/c vs C57BL/6 soj muzjaci, *znadajan nagib, ®znadajna razlika u nagibu izmedu
muzjaka i zenki miSeva u okviru istog soja, °znacajna razlika u nagibu izmedu BALB/c i C57BL/6
miseva.

4.4.3.4.Starenje utice na smanjenje zastupljenosti CD4+ splenocita koji sintetisu IL-21 na sojno-
specifican nacin

Uoceno je da se starenjem smanjuje ucestalost CD4+ T splenocita koji sintetiSu IL-21 citokin sojno-
specifi¢no, tako da se sojne razlike uoc¢ene kod mladih (veéi procenat CD4+ ¢elija koje produkuju
IL-21 kod BALB/c u poredenju sa C57BL/6 miSevima) gube kod starih misSeva, dok se polne razlike
koje se ogledaju u ve¢em procentu CD4+ celija koje produkuju IL-21 kod zenki u poredenju sa
muzjacima miSeva oba soja zadrzavaju (Slika 37). Isti trend promena tokom starenja je dobijen i
analizom procenta povecanja IL-21+CD4+ Celija u odgovoru na restimulaciju antigenima iz SV-a u
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kulturama splenocita, odnosno polne razlike nadene kod mladih ostaju i kod starih, dok sojne razlike
nestaju starenjem (Slika 37).
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Slika 37. Starenje uti¢e na smanjenje procentualne zastupljenosti CD4+ T-splenocita koji sintetiSu
IL-21 na sojno-specifican nacin kod miSeva imunizovanih sezonskom trovalentnom split
inaktivisanom vakcinom (SV) protiv gripa. Mladi i stari miSevi BALB/c i C57BL/6 soja oba pola
imunizovani  su  SV-om koja je sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09 virus,
Al/Texas/361/2011 (H2N2) virus i B/Massachusetts/2/2012 virus. Splenociti su izolovani dve
nedelje nakon imunizacije. Linearni dijagram levo prikazuje ucestalost IL2 1+ ¢elija u okviru CD4+
splenocita sveze izolovanih (ex vivo) iz neimunizovanih (NIM) i imunizovanih (SV) miSeva. Na
lineranom dijagramu desno je prikazan procenat povecanja IL21+ ¢elija u okviru subpopulacije
CD4+ splenocita izolovanih iz imunizovanih miSeva, u kulturi splenocita restimulisanih in vitro
vakcinalnim antigenima tokom 72 sata, u odnosu na ¢elije koje su kultivisane samo u medijumu
(indeks stimulacije). Uradeno je imunofluorescentno bojenje i analiza na proto¢nom citofluorometru
(kao Sto je pokazano na Slici 15). Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina + SEM. N=6
miseva po grupi. Nagibi linija koja opisuje promene u procentualnoj zastupljenosti IL21+ ¢elija u
okviru CD4+ splenocita i indeksu stimulacije starenjem prikazane su u tabeli. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. “Muzjaci vs Zzenke BALB/c soj, BMuzjaci vs Zenke C57BL/6 soj, “BALB/c vs
C57BL/6 soj zenke, PBALB/c vs C57BL/6 soj muZjaci, *znaéajan nagib, ®znacajna razlika u nagibu
izmedu muzjaka i zenki miSeva u okviru istog soja, “znacajna razlika u nagibu izmedu BALB/c i
C57BL/6 miseva.

4.4.3.5.8tarost i pol uticu na profil IgG potklasa antitela specificnih za antigene iz SV vakcine u
serumu miseva imunizovanih ovom vakcinom

lako kod mladih miseva oba soja nije postojala polna razlika u odnosu (koli¢niku) titra
IgG2(a)c/IgG1 potklasa antitela specificnih za antigene virusa iz SV kojom su ove Zivotinje
imunizovane, kod starih miSeva su detektovane polne razlike za sva tri vakcinalna antigena gde je
kod zenki pronaden manji koli¢nik titra IgG2(a)c/IgG1 u poredenju sa muzjacima oba soja miseva
(Slika 38). Ova razlika je posledica intenzivnijeg pada sinteze 1gG1 antitela tokom starenja kod
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muzjaka u odnosu na zenke miSeva. Posledi¢no, u poredenju s muzjacima kod starih Zenki misSeva
oba soja dominirao je IgG1 odgovor, odnosno Th2 odgovor [191] (Slika 38). Odnos (koli¢nik titra)
IgG2a/IgGl antitela starenjem se nije menjao u serumu Zenki BALB/c miSeva (Slika 38). S druge
strane kod zenki C57BL/6 soja odnos IgG2c¢/IgG1 antitela u serumu se smanjio tokom starenja (Slika
38). U serumu muzjaka miseva BALB/c soja odnos 1gG2a/IgG1 antitela je bio veci kod starih u
poredenju sa serumima mladih zivotinja (Slika 38). Odnos IgG2c¢/IgG1 antitela u serumu miseva
C57BL/6 soja nije se menjao tokom starenja (Slika 38). Polne razlike u koli¢niku IgG2(a)c/IgG1
nisu uo¢ene kod mladih, ali su detektovane kod starih miSeva, gde ovaj koli¢nik bio manji kod zenki
u poredenju sa muzjacima starih miSeva oba soja.
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Slika 38. Starenje uti¢e na odnos (koli¢nik titrova) IgG2(a)c/IgG1 potklasa antitela specifi¢nih za
antigene sadrzane u sezonskoj trovalentnoj split inaktivisanoj vakcini (SV) protiv gripa kojom su
imunizovani mi$evi na polno- i sojno-specifi¢an nacin. Mladi i stari misevi BALB/c i C57BL/6 soja
imunizovani su SV-om koja je u sastavu sadrzala: A/California/7/2009(HIN1)pdm09-like(H1N1)
virus, A/Texas/361/2011(H3N2) virus i B/Massachusetts/2/2012-like (B) virus. Cetiri nedelje nakon
imunizacije u serumu je ELISA testom odreden titar IgG1 i IgG2(a)c antitela specifi¢nih za HINI,
H3N2 i B antigene iz vakcine i izraCunat njihov odnos. Linearni dijagrami prikazuju titar IgG1 i
IgG2a(c) antitela specificnih za pojedinacne antigene iz vakcine i odnos IgG2(a)c/IgG1 antitela
specificnih za HIN1, H3N2 i B antigene. Nagibi linija koje opisuju promene tokom starenja
predstavljene su u tabeli ispod dijagrama. Rezultati koji prikazuju titar potklasa su prikazani kao
geometrijska sredina £ 95% inetrval poverenja (engl. confidence interval, Cl), a odnos potklasa
antitela je prikazan kao aritmeticka sredina £+ SEM. N=6 miSeva po grupi. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. “Muzjaci vs Zenke BALB/c soj, BMuZjaci vs Zenke C57BL/6 soj, “BALB/c vs
C57BL/6 soj zenke, PBALB/c vs C57BL/6 soj muZjaci, *zna¢ajan nagib, ®znac¢ajna razlika u nagibu
izmedu muzjaka i Zenki miSeva u okviru istog soja, “znacajna razlika u nagibu izmedu BALB/c i
C57BL/6 miseva.

4.4.3.6. Starenje utice na odnos Thl/Th2 citokina u kulturi splenocita restimulisanih antigenima
sadrzanim u SV-i kojom su miSevi imunizovani na sojno- i polno-specifican nacin

Starenje je uticalo na odnos (koli¢nik) koncetracija IFN-y/IL-4 citokina u kulturi splenocita BALB/c
i C57BL/6 miSeva imunizovanih SV-om i restimulisanih u kulturi antigenima sadrzanim u ovoj
vakeini (Slika 39). Ove promene su pratile promene u odnosu (koli¢niku titra) [gG2(a)c/IgG1 anitela
specificnih za antigene iz SV-e u serumu (Slika 39). U kulturama splenocita starih miSeva su se
izgubile sojne razlike u odnosu koncentracija IFN-y/IL-4 citokina (mlade zenke BALB/c soja su
imale manji koli¢nik IFN-y/IL-4 citokina u poredenju sa mladim zenkama C57BL/6 soja) uocene u
odgovarajuéim kulturama mladih Zivotinja (Slika 39). Suprotno, iako nije bilo polnih razlika u
vrednosti ovog koli¢nika u kulturama splenocita mladih miseva, one su detektovane u kulturama
splenocita starih miSeva oba soja (Slika 39). Konkretno, u kulturama splenocita starih zenki oba soja
miseva odnos koncentracija IFN-y/IL-4 citokina bio je manji u poredenju sa kulturama splenocita
izolovanih iz muzjaka odgovarajuceg soja (Slika 39). Ova razlika je odrazavala povecanje ovog
koli¢nika u kulturama starth muzjaka BALB/c miSeva u odnosu na mlade, uz nepromenjen kolicnik
kod Zenki (Slika 39). U kulturama splenocita starih C57BL/6 miSeva polna razlika u odnosu
koncentracija IFN-y/IL-4 citokina je nastala zbog smanjenja koncentracije IFN-y citokina u
kulturama starih Zenki u odnosu na kulture ovih ¢elija koje su izolovane iz muZjaka istog uzrasta,
kod kojih je ovaj odnos bio sli¢an u kulturama splenocita mladih i starih Zivotinja (Slika 39).
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Slika 39. Starenje utic¢e na odnos (koli¢nik) koncentracija IFN-y/IL-4 citokina u kulturi splenocita
izolovanih iz miSeva imunizovanih sezonskom trovalentnom split inaktivisanom vakcinom (SV)
protiv gripa, restimulisanih u kulturi antigenima iz ove vakcine, na sojno- i polno-specifi¢an nacin.
Linearni dijagrami prikazuju koli¢nik koncentracija IFN-y/IL-4 citokina u kulturi splenocita,
izolovanih iz mladih i starih miSeva BALB/c 1 C57BL/6 soja dve nedelje nakon imunizacije SV-om
i restimulisanih 72 sata sa HIN1, H3N2 i B virusnim antigenima iz vakcine. Nagib linija koje opisuje
promene odnosa IFN-y/IL-4 citokina tokom starenja predstavljene su u tabeli ispod dijagrama.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + SEM. N=6 miseva po grupi. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. “MuZjaci vs Zenke BALB/c soj, BMuZjaci vs Zenke C57BL/6 soj, “BALBI/c vs
C57BL/6 soj zenke, PBALB/c vs C57BL/6 soj muZjaci, *zna¢ajan nagib, ®zna¢ajna razlika u nagibu
izmedu muzjaka i zenki miSeva u okviru istog soja, “znacajna razlika u nagibu izmedu BALB/c i
C57BL/6 miseva.
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5.DISKUSIJA

5.1.Polne razlike u 1gG odgovoru Swiss miseva na CIV-u

Istrazivanja sprovedena na mladim Swiss genetic¢ki nesrodnim miSevima imunizovanim CIV-om su
pokazala postojanje polnih razlika u titru 1gG antitela specifi¢nih za vakcinalne viruse u serumu
zivotinja imunizovanih ovom vakcinom. Ovo je u skladu sa brojnim literaturnim podacima koji
pokazuju postojanje polnih razlika u imunskom odgovoru na virusne vakcine, u smislu snaznijeg
odgovora kod jedinki Zzenskog pola [4,35,158]. Naime, u obe ispitane vremenske tacke nakon
imunizacije, tj nakon tri i Sest nedelja, titar IgG antitela specifi¢nih za virus bio je veéi u serumu
zenki Swiss miseva u poredenju sa muzjacima miSeva istog soja. Sa druge strane, titar IgG antitela
specificnih za H3N2 i B soj virusa bio je jednak tri nedelje nakon imunizacije CIV-om, dok je Sest
nedelja nakon imunizacije detektovana polna razlika, tj. ve¢i titar specifi¢nih antitela kod Zenki u
poredenju sa muzjacima Swiss miSeva. Uocena polna razlika je posledica znacajnog snizenja titra
IgG antitela kod muzjaka u ovom vremenskom periodu, dok se titar kod Zenki nije znacajnije
menjao. Poznato je da humoralni imunski odgovor zapo€inje sintezom specifi¢nih antitela, najpre
od strane kratko-zive¢ih plazmablasta, i da ova antitela imaju inicijalnu zastitnu ulogu [192].
Istovremeno, druga grana humoralnog odgovora, koja obuhvata odgovor GC i kao rezultat ima
stvaranje memorijskih B-¢elija 1 dugozive¢ih plazma celija, pokreCe stvaranje odlozenog,
dugotrajnijeg efektorskog imunskog odgovora koji pruza dugoro¢nu zastitu [192]. Ovakvi rezultati
ukazuju na postojanje polnih razlika u dinamici razvoja humoralnog imunskog odgovora na razlicite
antigene. Moze se pretpostaviti da, kada su u pitanju antitela speciféna za H3N2 i B soj virusa,
postojanje znacajnih polnih razlika u kasnijoj vremenskoj tacki, potic¢e od razli¢ite dinamike razvoja
odlozenog specificnog imunskog odgovora na ove antigene. Ova razlika bi ukazivala i na vecu
efikasnost odgovora, §to vodi dugotrajnijoj zastiti protiv H3N2 i B virusa gripa kod Zenki u
poredenju sa muzjacima Swiss miSeva. Rezultati ukazuju na to da ja¢ina i dinamika humoralnog
imunskog odgovora kod miSeva zavisi od pola miSeva, ali i od soja virusa gripa.

Titri funkcionalnih antitela su u korelaciji sa zastitom od infekcije virusom gripa [163], buduci da
neutraliSu aktivnost virusa i spreCavaju infekciju [42]. Znacajno vedi titar antitela specifi¢nih za
H1N1 virus gripa koja su odredena HAI i MN testom kod zenki Swiss miseva imunizovanih CIV-
om u poredenju sa muZjacima jeste u skladu sa literaturnim nalazima dobijenim kod ljudi, koji
govore da Zene nakon vakcinacije sintetiSu veci titar neutralisucih antitela protiv virusa gripa tipa A
u poredenju sa muskarcima [138]. Sa druge strane, titar funkcionalnih anti-H3N2 i anti-B antitela
odredenih HAI i MN testom nije se statisti¢ki znacajno razlikovao u serumu muzjaka i Zenki Swiss
miseva nakon imunizacije CIV-om. Ovo sugeriSe da kod miseva, kao i kod ljudi [193] polne razlike
u titru funkcionalnih antitela u odgovoru na CIV zavise od soja virusa.

Imajuéi u vidu da imunizacija CIV-om primarno obezbeduje zastitu od virusa gripa posredovanu
IgG antitelima [97], kao i Cinjenicu da razliciti izotipovi IgG antitela imaju posebne uloge u
imunskom odgovoru [65], odredeni su titri antitela razliCitih IgG izotipova u serumu Swiss miseva
imunizovanih CIV-om. Najvec¢i udeo u ukupnom titru IgG virus-specificnih antitela i kod muzjaka
i kod zenki Swiss miseva imala su IgG2a antitela, za koja je pokazano da su u pozitivnoj korelaciji
sa efikasno§¢u vakcine protiv gripa [65]. Titar ove potklase antitela nije se razlikovao izmedu
muzjaka i zenki Swiss miseva. IgG2a antitela kod misa uglavnom ucestvuju u uklanjanju virusa;
njihov Fc region interaguje sa komponentama komplementa i aktivatorskim Fcy receptorima sa
velikim afinitetom [194]. Interakcijom sa Fcy receptorima dolazi do aktivacije efektorskih
mehanizama, izmedu ostalih i ¢elijske citotoksi¢nosti zavisne od antitela koja uc¢estvuje u uklanjanju
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virusa gripa iz domacina [195]. Imajuéi u vidu polne razlike u titrima ukupnih IgG antitela
specifi¢nih za sojeve virusa koji su sadrzani u vakcini, moze se zakljuciti da je titar [gG2a antitela
specificnih za HIN1 virus gripa u serumu bio robusniji kod Zenki Swiss miSeva u poredenju sa
muzjacima. Medutim, titar I[gG1 antitela specifi¢nih za sva tri soja virusa iz vakcine (HIN1, H3N2
i B) bio je nizi kod Zenki u poredenju sa muZjacima miSeva. Za antitela IgG1 potklase pokazano je
da doprinose neutralizaciji virusnih ¢estica u in vitro i in vivo uslovima [65]. Takode, IgG1 antitela
svojim Fc regionom ostvaruju interakciju nizeg afiniteta sa aktivatorskim Fcy receptorima u
poredenju sa IgG2a antitelima, te s toga oni manje efikasno aktiviraju efektorske mehanizme koji su
posredovani ovim receptorima [196]. Ove dve potklase antitela sa svojim razliitim funkcijama,
obezbeduju snazan imunski odgovor protiv virusa gripa [65].

Dalje, eksperimenti uradeni u sklopu ove disertacije su pokazali da je tri nedelje nakon imunizacije
Swiss miSeva CIV-om, odnos (koli¢nik titrova) IgG2a/IgG1 antitela specifi¢nih za sva tri soja virusa
sadrzanih u vakcini, kod Zenki bio pomeren ka produkciji IgG2a antitela u poredenju sa muZjacima.
Ovaj odnos potklasa odslikava odnos izmedu Thl i Th2 imunskog odgovora, buduci da IFN-y,
citokin Th1l odgovora, stimuliSe produkciju IgG2a antitela, a [L-4, ¢ija sinteza je karakteristicna za
Th2 ¢elije, stimulise produkciju IgG1 antitela [65]. Kao §to je pomenuto u uvodu, 1gG1 antitela
imaju ulogu u neutralizaciji virusa, dok IgG2a antitela aktiviraju sistem komplementa, veZu se za
Fcy receptore na fagocitima i indukuju antitelima-posredovanu ¢elijsku citotoksi¢nost [65].

Sest nedelja nakon imunizacije Swiss miseva CIV-om nije bilo polnih razlika u profilu 1gG potklasa.
Polne razlike u odgovoru IgG1 na viruse sva tri soja iz CIV-e koje su uocene tri nedelje nakon
imunizacije, nisu detektovane Sest nedelja nakon imunizacije, Sto ukazuje da postoje polne razlike
u kinetici sinteze/poluzivotu IgG potklasa.

Thl imunski odgovor prevashodno ,,upravlja® celularnim imunitetom i ima ulogu u odbrani od
virusa i drugih intracelularnih patogena, dok Th2 odgovor koji ,,upravlja“ humoralnim imunitetom,
utie na povecanje Sinteze antitela i ucestvuje u odbrani od ekstracelularnih patogena [197]. Imajuci
u vidu odnos potklasa, moze se zakljuciti da je kod zenki imunski odgovor ,,pomeren ka Thl
odgovoru u poredenju sa muZzjacima. Uzimajuéi u obzir da su splenociti koji sintetiSu IFN-y bili
jednako zastupljeni u kulturama muzjaka i Zenki Swiss miseva splenocita restimulisanih antigenima
CIV-a, dok su splenociti koji su sintetisali IL-4 bili manje zastupljeni u kulturama ovih ¢elija
izolovanih iz Zenki u poredenju sa kulturama c¢elija izolovanih iz muzjaka i podatke koji govore u
prilog tome da se Thl i Th2 ¢elije medusobno reguliSu, moze se pretpostaviti da postoje polne
razlike u recipro¢noj regulaciji produkcije Th1/Th2 citokina [198].

5.2.Uticaj tipa vakcine na polne razlike u 1gG odgovor Swiss miseva na CIV

Sledeci segment ispitivanja je imao za cilj da utvrdi znacaj tipa vakcine protiv grip (CIV vs SV) na
polne razlike u imunskom odgovoru kod mladih geneti¢ki nesrodnih (razrodenih) Swiss miSeva.
Pokazano je postojanje, kako kvantitativnih (u intenzitetu IgG odgovora merenog titrom ovih
antitela u serumu), tako i kvalitativnih (u profilu IgG potklasa i titru funkcionalnih antitela u serumu)
razlika u 19G odgovoru Swiss miseva na CIV i SV. Koliko je poznato, prvi put je pokazano da je
odgovor na SV, koji je procenjen odredivanjem titra IgG antitela specifi¢nih za vakcinalne sojeve
virusa u serumu bio slabiji u poredenju sa odgovorom koji je indukovala CIV kod miseva
odgovarajuceg pola. Nizi titar IgG antitela kao odgovor na SV u poredenju sa odgovorom na CIV
pokazan je na visokosrodnim misevima zenskog pola u nekoliko studija [66,199,200], kao i u studiji
Cox i saradnika, za koju nedostaju podaci o polu miSeva na kojima su eksperimenti izvedeni [201].
U skladu sa podacima koji su dobijeni u ovoj disertaciji, a koji pokazuju da ukupan titar IgG virus-
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specificnih antitela u serumu korelira sa titrom neutraliSu¢ih antitela, u serumu Swiss miseva
imunizovanih SV-om detektovan je maniji titar ovih antitela u poredenju sa onim koji je detektovan
u serumu miSeva istog soja koji su imunizovani CIV-om. Ova razlika u titru serumskih neutraliSu¢ih
antitela bila je statisticki znac¢ajna samo za IgG odgovor na antigene HIN1 i H3N2 virusa iz vakcine
kod muzjaka. Razlog za ovakav nalaz moze biti Cinjenici da, iako sve potklase IgG ispoljavaju
sposobnost neutralizacije virusa, postoje razlike u kapacitetu obavljanja ove funkcije od strane
razlic¢itih IgG potklasa [202], tako da iako titar neutraliSu¢ih antitela odrazava dominantno titar
ukupnih IgG antitela, on delimi¢no reflektuje i profil potklasa 1gG antitela [202]. Medutim, treba
imati u vidu da ni ovaj parametar imunskog odgovora, tj. titar neutraliSucih antitela, nije apsolutni
indikator efikasnosti vakcine, te se sugerise i odredivanja kompozicije IgG potklasa [62, 90]. U
skladu sa tim, ispitan je i titar IgG1 i IgG2a antitela, i rezultati pokazuju da je kod muzjaka i zenki
Swiss miseva imunski odgovor na CIV bio usmeren ka produkciji IgG2a potklase antitela specifi¢nih
sojeve virusa iz vakcine, dok nakon imunizacije SV-om nije bilo znacajnih razlika u titru 19gG1 i
IgG2a antitela specifi¢nih za vakcinalne viruse u serumu. Ove razlike u profilu potklasa IgG antitela
u odgovoru na CIV i SV su konzistentne sa podacima dobijenim u drugim istrazivanjima Koji govore
da IgG odgovor na vakcinu protiv gripa zavisi od brojnih faktora, ukljucuju¢i dozu, nacin
imunizacije i tip vakcine [203]. Odnos (koli¢nik) titra 1gG2a/IgG1 antitela specifiénih za sojeve
virusa iz vakcine bio je usmeren ka sintezi antitela IlgG2a potklase kod miSeva vakcinisanih CIV-
om u poredenju sa miSevima vakcinisanih SV-om odgovarajuceg pola. Sinteza 1gG2a antitela je,
kako je ranije istaknuto, posebno vazna za odbranu od virusnih infekcija i povezuje se sa Th2 tipom
imunskog odgovora [65,66]. Ova uloga IgG2a antitela pripisuje se njihovoj sposobnosti da aktiviraju
sistem komplementa [67], da se vezu za Fcy receptore eksprimirane na fagocitima [68] i indukuju
¢elijsku citotoksi¢nost zavisnu od antitela [69]. Efikasniji imunski odgovor na vakcinaciju moze biti
vezan i za predominantnu sintezu IgG2a antitela [65,66]. Za razliku od odgovora na ClV, kod miseva
oba pola imunizacija SV-om rezultovala je IgG odgovorom koga karakteriSu titri 1gG1 i 1gG2a
potklasa koji se znacajno ne razlikuju, Sto je u skladu sa podacima dobijenim u ispitivanjima drugih
istrazivaca [66,200]. Ovakvi nalazi, tj. odnos titra IgG2a/lgG1 koji je ukazivao na predominantnu
sintezu antitela [gG2a potklase kod miSeva imunizovanih CIV-om i uporedivi titri ovih potklasa kod
miSeva imunizovanih SV-om, koreliraju sa zastupljenoS¢u splenocita koji produkuju IFN-y 1 IL-4,
Sto je u skladu sa ulogom ovih citokina u regulaciji sinteze 1gG potklasa [65].

Prethodno opisane kvalitativne i kvantitativne razlike u sintezi specificnih IgG antitela u odgovoru
na imunizaciju CIV-om i SV-om, mogu biti povezane sa razlikama u sadrZaju jednolanéane (engl.
single-strained, ss) RNK [199] i prostornoj organizaciji [200] komponenata koje su ulazile u sastav
ispitivanih vakcina [200]. Naime, u CIV-u je sadrzaj ssRNK veéi i oCuvana je struktura virusne
partikule, dok prilikom procesa proizvodnje SV-a dolazi do razaranja virusne partikule, a
oslobodena RNK postaje podlozna degradaciji 1 procesima njenog aktivnog uklanjanja u Zivom
organizmu [200]. Znacaj ssRNK je u tome §to se ona, kao molekulski obrazac patogena, vezuje za
TLR7 u endozomima i indukuje plazmocitoidne DC da sintetiu IFN-o, [204], a ovo sa druge strane
povoljno uti¢e na njihovo sazrevanje i povecava njihovu sposobnost usmeravanja Th odgovora u
smeru tipa 1 [205]. Takode, ovaj citokin utice na diferencijaciju B-¢elija, sintezu antitela i promenu
potklasa [206]. Pokazano je i da vezivanje sSRNK za TLR7 u B-¢elijama dovodi do povecanog
stvaranja [g(G2a antitela [211]. Takode, smatra se da istovremeno prisustvo 1 antigena i TLR liganda
u istoj ¢eliji, Sto je uslov koji je verovatnije da ¢e se ostvariti kod imunizacije CIV-om, obezbeduje
efikasniji imunski odgovor [208,209].
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Polne razlike su uoéene u imunskom odgovoru na CIV i na SV kod Swiss miseva. Nezavisno od tipa
vakcine, titar ukupnih 1gG antitela specifi¢nih za HIN1 soj virusa, kao i titar neutraliSu¢ih antitela
bio je ve¢i kod Zenki u poredenju sa muzjacima. Snazniji humoralni imunski odgovor kod Zenki se
moze, bar delimi¢no, objasniti polnim razlikama u funkcijskim karakteristikama urodenog
imunskog odgovora. Naime, pokazano je da plazmocitoidne DC jedinki Zenskog pola produkuju
znacajno vece koli¢ine IFN-o kada su stimulisane razli¢itim ligandima za TLR7, ukljucujuéi i
sSRNK, u odnosu na jedinke muskog pola [204,210]. Sa druge strane, za razliku od 1gG odgovora
na H1IN1 virus, snazniji imunski odgovor na H3N2 virus, u smislu veceg titra specifi¢nih IgG i
neutraliSucih antitela u serumu Zenki u poredenju sa muzjacima detektovan je samo kod miseva
imunizovanih SV-om, dok za ove parametre nisu nadene razlike u odgovoru na stimulaciju
antigenima virusa soja B iz vakcine. Ovi rezultati su u skladu sa podacima koji govore da polne
razlike u imunskom odgovoru na SV protiv gripa zavise od soja virusa [9]. Takode, dobijeni rezultati
su u skladu i sa nalazima koji pokazuju da imunizacija kompleksnom suspenzijom T-zavisnih
antigena ne dovodi do jednako snaznog odgovora na svaki od antigena u suspenziji [211].
Objasnjenje ovakvih nalaza moze biti da ¢e imunski odgovor na T-zavisne antigene pojedinac¢no
zavisiti od imunogenosti samih antigena na T-¢elijskom nivou, a koja veoma varira kod razli¢itih
antigena [211]. Ova varijabilnost u sposobnosti antigena da aktiviraju specifi¢ne T-¢éelije potice i od
same sloZenosti ovog procesa koji zahteva, pre svega, proteoliticku degradaciju ciljnih proteina na
peptide unutar lizozoma antigen prezentujucih ¢elija i njihovog vezivanja za molekule MHC II klase
¢ija je dostupnost ograni¢ena. Ovaj proces vezivanja je veoma kompetitivan jer su antigeni peptidi
u lizozomu u kompeticiji ne samo medusobno, ve¢ i sa velikim brojem drugih proteina (ukljucujuéi
ligande koji su endocitozom uneti u APC od strane drugih receptora, kao i proteine membranskog
porekla). Sama uspeSnost ovog procesa ¢e odrediti imunogenost antigena, ne samo na nivou T-Celija,
ve¢ i na nivou humoralnog imunskog odgovora na T-zavisne antigene [211]. Za razliku od miSeva
imunizovanih CIV-om, kod kojih je pokazana polnarazlika u titru IgG1 antitela specifi¢nih za viruse
iz vakcine, u serumu miSeva koji su bili imunizovani SV-om nisu pokazane polne razlike ni u titru
IgG1 ni u titru 1gG2a antitela specifi¢nih za bilo koji od tri vakcinalna soja. U skladu sa tim, bez
obzira na soj virusa gripa, koli¢nik 1gG2a/IgG1 antitela bio je uporediv kod muzjaka i zenki Swiss
miseva imunizovanih SV-om. Na osnovu svega prethodno iznetog moze se izvesti zakljucak da na
polne razlike u ukupnom titru 1gG antitela kao i u titru neutraliSu¢ih antitela (veéi kod miseva
imunizovanih CIVV-om) pored soja virusa gripa koji ulaze u sastav vakcine, utie i sam tip vakcine.
Imunizacija CIV-om usmeravala je imunski odgovor ka IgG2a kod miSeva oba pola, te je odnos titra
1gG2a/lgG1 titra bio pomeren ka igG2 antitelima, dok se kod zivotinja imunizovanih SV-om ovaj
odnos 1gG2a i 1IgG1 nije razlikovao izmedu muzjaka i Zenki.

5.3.Uticaj genetskih karakteristika miSeva na polne razlike u IgG odgovoru na vakcinu
protiv gripa

U cilju odredivanja uticaja genetskih faktora na polne razlike u odgovoru na vakcinu protiv gripa, u
najzastupljeniji animalni model u ispitivanjima vezanim za infekciju virusom gripa i u pretklinickim
ispitivanjima vakcine protiv gripa. Najces¢e koriS¢eni u ovim istrazivanjima su upravo BALB/c 1
C57BL/6 [212]. Medutim, polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod miSeva
BALB/c i C57BL/6 soja nisu prethodno uporedno ispitivane.

Nezavisno od pola miSeva, ukupni titri IgG antitela specifi¢nih za HIN1 i H3N2 sojeve virusa gripa
iz SV-e bili su veé¢i kod miseva BALB/c soja u odnosu na miSeve C57BL/6 soja. Rezultati Choi i
saradnika podrzavaju ove nalaze, pokazuju¢i da nakon imunizacije vakcinom AcHERV-sH1N1
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(engl. human endogenous retrovirus (HERV) envelope-coated, nonreplicable, baculovirus-based
HA vaccine against swine influenza A/California/04/2009(HIN1)), zenke miSeva BALB/c soja
imaju veci titar hamaglutinin-specificnih IgG antitela u odnosu na zenke C57BL/6 [213]. Takode,
nakon infekcije virusom gripa A/HKX31 (H3N2) detektovana je veca ekspresija mnogih gena,
ukljucujuéi 1 gene ¢iji produkti imaju ulogu u imunskom odgovoru, kod miseva BALB/cByJ u
poredenju sa C57BL/6J soja[214]. U prilog snaznijeg humoralnog imunskog odgovora na antigene
HIN1 i H3N2 virusa iz SV kod BALB/c soja ide i podatak o tome da B-¢elije ovog soja poreklom
iz slezine ispoljavaju snazniju aktivnost nakon imunizacije T-zavisnim antigenima [215]. Izostanak
sojne razlike u titru IgG antitela specifi¢nih za antigene B virusa iz vakcine moze biti povezan sa
razli¢itom kinetikom produkcije antitela na razli¢ite T-zavisne antigene [216].

Rezultati koji su dobijeni u ovom segmentu ispitivanja govore u prilog postojanja polnih razlika kod
mladih miSeva oba ispitivana soja i to u titru IgG specificnih za antigene A tipa virusa gripa koji je
ulazio u sastav SV, ali ne i na antigene B virusa, koji su ulazili u sastav ove vakcine. Takode je
pokazano da je bez obzira na soj miSeva, titar IgG odgovora specifi¢nih za SV antigene bio veci kod
zenki u poredenju sa muzjacima. Sa druge strane, pokazano je da profil potklasa specifi¢nih IgG
antitela zavisio od soja miSeva, ali ne i pola miSeva.

Imajudi u vidu da sintezi antitela prethodi klonalna ekspanzija antigen-specifi¢nih limfocita [217]
kao i da razlike u B-¢elijskom odgovoru mogu da odrazavaju varijabilnost u T-¢elijskom odgovoru
[218], ispitana je proliferacija CD4+ T- i B-splenocita izolovanih iz imunizovanih zivotinja na
restimulaciju antigenima iz SV-a u kulturi. U saglasnosti sa nadenim sojnim i polnim razlikama u
titrima antitela u odgovoru na antigene HLIN1 i H2N3 sojeva virusa gripa iz SV-¢, proliferacija CD4+
I B -Celija bila je veéa u kulturama splenocita BALB/c u poredenju sa C57BL/6 miSevima oba pola,
kao 1 kod Zenki u odnosu na muzjake istog soja. Veca proliferacija CD4+ i B-splenocita u ¢elijskim
kulturama stimulisanim vakcinalnim antigenima kod Zenki u poredenju sa muzjacima kod oba soja
miSeva moZe da odrazava vecu zastupljenost celija koje mogu da odgovore na stimulaciju
antigenima iz vakcine protiv gripa kod Zenki misa i/ili ve¢i intrinzi¢ni proliferativni kapacitet ovih
¢elija. Nema podataka koji bi potvrdili prvu tvrdnju, dok postoje podaci koji potvrduju da splenociti
Zenki miSeva imaju vecu proliferativnu sposobnost u poredenju sa splenocitima muZzjaka [219].
Takode je pokazano da CD4+ T-splenociti Zenki miSeva vise proliferiSu u poredenju sa splenocitima
muzjaka, nakon stimulacije sa anti-CD3/28 antitelima [220].

U skladu sa ve¢im titrom IgG antitela u serumu imunizovanih BALB/c miSeva u odnosuna C57BL/6
miseve, detektovane su nize vrednosti odnosa broja Tfr/Tth i Tfi/GC B-¢elija, kao rezultat relativno
vece zastupljenosti Tth 1 GC B-¢elija u odnosu na Tfr ¢elije koje kontroliSu sintezu antitela delujuci
direktno na B-¢elije ili indirektno kontrolom odgovora Tth Celija [226-229], u slezinama BALB/c
miSeva u poredenju sa slezinama C57BL/6 soja. Dakle, svi prethodno izneti nalazi sugeriSu da je
kontrola GC B-¢elija od strane Tfr ¢elija manje efikasna kod BALB/c miSeva u poredenju sa
C57BL/6 miSevima, kao 1 kod zenki u poredenju s muzjacima ovih Zivotinja. Ovi nalazi su podrzani
I podacima koji ukazuju na sojne razlike u kontroli GC odgovora i na druge strane antigene kod
miseva [221]. Ispitivanja mehanizama koji se nalaze u osnovi polnih razlika u titru IgG antitela
specificnih za sojeve virusa iz vakcine, sude¢i prema odnosu broja Tfr/Tth 1 Tfi/GC B-¢elija,
kontrola B-¢elijskog odgovora od strane Tfr ¢elija bila je manje efikasna kod Zenki u poredenju sa
muzjacima miseva i BALB/c i C57BL/6 soja (relativno veci broj Tfh i B-¢elija kod Zenki). Ovi
nalazi su u skladu sa podacima koji pokazuju da je kod Zenki miSeva u poredenju sa muzjacima
efikasnije formiranje GC u odgovoru na antigene iz vakcine protiv gripa [222].
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Profil IgG potklasa se razlikovao izmedu miseva BALB/c 1 C57BL/6 sojeva, §to je u skladu sa
nalazima koji isticu uticaj soja miSeva na produkciju razlicitih potklasa IgG antitela na T-Celijski
zavisne antigene [223]. Kod BALB/c miSeva oba pola IgG1 potklasa antitela bila je dominantna u
IgG odgovoru na antigene iz vakcine, dok je kod C57BL/6 miSeva zastupljenost IgG2c i IgGl
antitela bila gotovo jednaka. Stoga je odnos IgG2a(c)/IgG1 potklasa antitela bio zna¢ajno veci kod
C57BL/6 miSeva u poredenju sa BALB/c miSevima.

Kao §to je prethodno navedeno, sinteza razlicitih potklasa IgG antitela od strane B-¢elija u odgovoru
na novi antigen, prvenstveno je odredena obrascem produkcije citokina od strane antigen-specifi¢nih
Th ¢elija [224]. Produkcija IgG2a/c antitela je stimulisana citokinima Thl tipa, dok je produkcija
antitela IgG1 potklase stimulisana citokinima Th2 tipa [224]. U skladu sa ovim, u supernatantima
kultura splenocita izolovanim iz imunizovanih C57BL/6 miSeva i restimulisanih u kulturi
antigenima iz SV, izmerene su vece koncentracije IFN-y u poredenju sa supernatantima
odgovarajucih kultura splenocita imunizovanih BALB/c miSeva. Manji koli¢nik titra 1gG2a/lgG1
antitela kod BALB/c miSeva u poredenju sa odnosom IgG2¢/IgG1 antitela iz seruma C57BL/6
miseva, korelira sa ve¢om koncentracijom IL-4 u supernatantima kultura splenocita stimulisanih
vakcinalnim antigenima BALB/c miseva. Ovi nalazi su u potpunosti u skladu sa podacima koji
ukazuju da miSevi C57BL/6 soja imaju sklonost da razvijaju Thl tip imunskog odgovora, dok
BALB/c miSevi razvijaju Th2 tip imunskog odgovora [225]. Na osnovu ovih nalaza o¢ekuje se da
¢e miSevi BALB/c soja imunizovani vakcinom protiv gripa imati ja¢i imunski odgovor protiv virusa
gripa u poredenju sa vakcinisanim miSevima C57BL/6 soja.

Zakljucak koji se moze izvesti na osnovu ovih rezultata je da intenzitet IgG odgovora na SV zavisi
kako od tipa antigena koji se nalaze u sastavu vakcine, tako i od pola i soja miSeva, §to odrazava
barem delimi¢no razlike u kontroli GC reakcije koja je posredovana Tfr ¢elijama [72]. Dakle, ovi
rezultati podrZavaju strategije vakcinacije kojima se ciljaju Tth 1 Tfr ¢elije. Pored toga, rezultati su
pokazali da profil 1gG potklasa, koji ukazuje na funkcionalnu sposobnost 1gG antitela, zavisi samo
od genetske osnove, a ne od pola. Time je takode ukazano da identifikacija faktora povezanih sa
varijacijama imunskog odgovora na SV moze doprineti ne samo adekvatnoj zastiti oba pola od
infekcije gripom, ve¢ i u dalekoseznoj perspektivi modelovanja strategije personalizovane
vakcinacije za razli¢ite polove ili ¢ak za odredene populacije primaoca vakcina.

5.4.Uticaj starenja na polne razlike u imunskom odgovoru na vakcinu protiv gripa kod
miSeva sa razli¢itom genetskom osnovom

Ispitivanje uticaja starenja na polne razlike na imunskom odgovoru na SV kod BALB/c i C57BL/6
sojeva misSeva sprovedeno je u poslednjem segmentu ispitivanja. Rezultati su pokazali znacajne
razlike u odgovoru IgG antitela na SV izmedu mladih 1 starth BALB/c miSeva. Manji titar IgG
antitela u serumu starih u poredenju sa mladim miSevima detektovan je kod miseva oba pola. Ovaj
efekat starenja, koji ne zavisi od pola Zivotinja, moze se povezati sa Smanjenjem broja B-celija u
slezini i sa smanjenim proliferativnim kapacitetom koji je pokazan u in vitro uslovima. U prilog
smanjenju proliferativne sposobnosti B limfocita starenjem govore i podaci iz literature [127,226],
a koji se mogu objasniti, izmedu ostalog, i intrinzicnim defektima koji se javljaju kod B-¢elija
starenjem [226-228]. Rezultati brojnih studija ukazuju na to da glavni defekti u imunskom odgovoru
kod starih poti¢u od smanjenog odgovora CD4+ T-Celija [114,229,230]. Promene koje pogadaju T-
¢elije starenjem, naroCito u slezini, negativno uti¢u i na sposobnost proliferacije GC B-¢elija
[127,230,231]. Nasi rezultati su pokazali smanjen proliferativni odgovor CD4+ T-¢elija iz slezine
starih jedinki oba pola na restimulaciju vakcinalnim antigenima in vitro, u poredenju sa mladim
jedinkama i u skladu su sa rezultatima drugih grupa [230,232]. Takode, dobijeni rezultati pokazuju
manji porast zastupljenosti i manji broj Tth ¢elija kod starih u odnosu na mlade miSeve istog pola.
Ovakav smanjeni odgovor Tth ¢elija je u korelaciji sa manjom produkcijom specifi¢nih IgG [233].
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Ovi rezultati, koji se odnose na zastupljenost i broj Tth ¢elija se mogu povezati i sa ve¢im Tfr/Tth
odnosom kod starih miSeva [76,234,235]. Treba napomenuti da osim smanjenog broja Tth ¢elija,
negativan uticaj na proliferaciju GC B-Celija moZe imati i poremecaj na nivou interakcije ova dva
tipa ¢elija, koji moze biti posledica, izmedu ostalog i smanjene produkcije 1L-21 [236,237], koji je
detektovan kod starih Zivotinja. Naime, imaju¢i u vidu klju¢nu ulogu IL-21 u odrzavanju
proliferacije GC B-¢elija, smanjenje proliferativnog kapaciteta ovih ¢elija moze biti posledica i
smanjene zastupljenosti CD4+ splenocita koji produkuju ovaj citokin. Takode, poznat je i supresivni
efekat Tfr ¢elija na efektorske funkcije Tth, a jedna od njih je i produkcija IL-21 [238]. Za
ostvarivanje supresivnog efekta od znacaja je i odnos Tfr/Tth ¢elija [235] i1 on je kod starih miSeva
usmeren ka Tfr ¢elijama. Imajuci u vidu da IL-21 moze uticati na ¢elijski metabolizam Tfr ¢elija 1
time smanjiti njihovu supresivnu funkciju [238], moze se ocekivati da ove ¢elije imaju snazniju
supresivnu funkciju kod starih. Snazniji supresivni efekat ove ¢elije ispoljavaju i u odnosu na GC
B-celije [239], Sto isto moze biti objasnjenje za smanjenu produkcija specificnih IgG kod starih, u
poredenju sa mladim jedinkama istog pola.

Kada je re¢ o polnim razlikama kod starih miSeva, a u skladu 1 sa literaturnim podacima [240],
rezultati pokazuju da Zenke imunizovane SV-om imaju vise titre specificnih IgG antitela u serumu
u odnosu na muzjake. Ovakav nalaz se moZe objasniti ve¢im povecanjem zastupljenosti GC B-¢elija
1 ve¢im apsolutnim brojem ovih ¢elija kod Zenki u odnosu na muzjake nakon imunizacije, a u
korelaciji je sa ve¢im proliferativnom odgovorom B-¢elija na restimulaciju vakcinalnim antigenima
in vitro kod zenki. Polne razlike u proliferativnom kapacitetu B-¢elija su odraz i polnih razlika u
kapacitetu CD4+ T-¢elija da proliferiSu in vitro nakon restimulacije vakcinalnim antigenima.
Ovakav nalaz je u saglasnosti sa povecanjem zastupljenosti i veéim apsolutnim brojem CD4+ T-
¢elija kod Zenki u odnosu na muzjake nakon imunizacije. Povecana produkcija specifi¢nih antitela
kod starih Zenki u odnosu na muzjake moze biti i posledica, ne samo veceg broja B-Celija, ve¢ i
njihovog povecanog kapaciteta da produkuju antitela. U prilog ovoj pretpostavci ide i odnos Tfr/GC
B-celija koji je kod Zenki pomeren ka GC B-Celijama.

Kvalitativne promene u imunskom odgovoru na SV koje su detektovane kod starih miSeva su polno-
specifine i ogledaju se u znacajno veéem aviditetu specifiénih IgG Zenki. Do ovakvog nalaza je
doslo usled porasta aviditeta kod Zenki tokom starenja, a izostanka ovog efekta kod muZjaka.
Literaturni podaci o uticaju starenja na aviditet antitela nisu konzistentni, neki ukazuju na porast, a
neki da do promene nije doslo ili da je doslo do sniZenja [241,242]. Polne razlike u aviditetu koje
su se javile starenjem su nadene kod ljudi koji su imunizovani pandemijskom HINI1pdmO09
vakcinom [243]. Dalje je pokazano da su stari miSevi imali manje titre specificnih antitela IgG1 1
IgG2a potklase u poredenju sa mladim BALB/c miSevima, bez obzira na pol. Ovo ukazuje da
starenje, bez obzira na pol, uti¢e na smanjenje neutraliSu¢e funkcije imunskog odgovora, za koji je
zaduzena IgG1 potklasa, ali i efektorske funkcije posredovane Fc receptorima koju obavljaju 1IgG2a
antitela [65]. Druge studije su pokazale smanjenje titra IgG1 1 [gG2a antitela specificnih za antigene
virusa gripa kod starih neimunizovanih BALB/c miSeva [244] i1 kod istog soja miSeva nakon
primarne infekcije virusom gripa [245].

Ispitivanje uticaja pola na ove promene je pokazalo da su Zenke imale vece titre IgG1 antitela od
muzjaka, bez obzira na starost. Medutim, odgovor [gG2a antitela bio je intenzivniji kod mladih zenki
nego kod mladih muzjaka, dok se titar antitela ove potklase nisu razlikovali kod starih zenki i
muzjaka. Ovo ukazuje na izraZenije smanjenje titra IgG2a antitela kod starih Zzenki, u poredenju sa
muzjacima. Posledi¢no, odnos titra [gG2a/IgG1 antitela bio je pomeren prema IgG1 kod starih zenki
u poredenju sa muzjacima. U kontekstu ove promene, treba napomenuti da su lIgG2a antitela
efikasnija u uklanjanju infekcije nego IgG1 antitela. MoZe se re¢i da stare Zenke, u poredenju sa
muzjacima, razvijaju intenzivniji imunski odgovor u smislu specifi¢nih antitela G klase i produkuju
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antitela veceg aviditeta u odgovoru na imunizaciju, dok muZzjaci razvijaju povoljniji profil IgG
potklasa.

Manji titar potklasa IgGl i1 IgG2a(c) antitela kod starih miSeva bio je u skladu sa manjom
produkcijom IFN-y i IL-4 citokina u kulturama splenocita ovih miSeva koji su restimulisani in vitro
vakcinalnim antigenima, u poredenju sa produkcijom ovih citokina kod mladih Zivotinja istog pola.
Ovakvi rezultati su u skladu literaturnim [246,247]. Visa koncentracija IL-4 kod starih zenki u
poredenju sa muzjacima bila je u skladu sa uoenim pomeranjem ravnoteze IgG2a(c)/IgG1 odnosa
antitela ka 1gG1 potklasi. Promena u produkciji citokina starenjem koja dovodi do pomeranja
ravnoteze od produkcije citokina Thl tipa kod mladih ka produkciji citokina Th2 tipa kod starih
zabelezen je kod nekih sojeva misSeva i ljudi [247,248]. Medutim, nijedna studija do sad nije
ispitivala uticaj pola na ove promene.

Zakljucno, rezultati pokazuju da se ukupni serumski titar IgG antitela u odgovoru na SV kod
BALB/c miSeva oba pola smanjuje starenjem. Medutim, samo kod zenki je starenje uticalo na
kvalitativne karakteristike IgG odgovora, $to je dovelo do povecanja aviditeta IgG antitela i manje
povoljnog profila IgG potklasa. Rezultati takode sugeriSu da su starostne promene u Th ¢elijama
koje su ukljucene u GC reakciju doprinele polnim razlikama u humoralnom odgovoru na vakcinu.
Stoga, ovi rezultati podrzavaju ideju da bi i starost i pol trebalo uzeti u obzir prilikom manipulacije
T-¢elijskim odgovorima radi poboljsanja GC reakcije. Ovi nalazi imaju implikacije za prevenciju i
leCenje gripa i drugih zaraznih bolesti kod starijih osoba, te ukazuju da bi se pol trebao uzeti u obzir
kao bioloska varijabla u buduc¢im preklini¢kim i klinickim studijama.

Rezultati pokazuju da je uticaj starenja imao razli¢it efekat kod miSeva sa razli¢itom genetskom
osnovom. Naime, kao §to je 1 pokazano u studijama na ljudima [249,250], kod miSeva oba pola i
soja, starenjem dolazi do znacajnog sniZzenja produkcije IgG antitela u odgovoru na SV. Medutim,
za razliku od mladih BALB/c miSeva koji su razvijali intenzivniji odgovor na imunizaciju u odnosu
na C57BL/6 miSeve istog pola, ova sojna razlika nije detektovana kod starih miSeva. Razlog za
ovakav nalaz je izraZenije smanjenje titra specificnih IgG kod BALB/c soja u odnosu na miSeve
C57BL/6 odgovarajuceg pola. Dakle, moze se zakljuciti da kinetika snizenja humoralnog imunskog
odgovora koje se deSava tokom starenja, zavisi od genetske osnove miseva. U prilog uticaja genetske
osnove na kinetiku promena tokom starenja govore podaci o tome da se stepen smanjenja titra
specificnih IgG u serumu miseva nakon imunizacije vakcinom A/PR/8/34 (PR8; H1N1) koja je
sadrzavala 1 adjuvans, razlikovao od soja do soja [153]. U prilog ovoj tvrdnji govore i rezultati
dobijeni ispitivanjem jacine imunskog odgovora tokom starenja kod BALB/c 1 C75BL/6 miSeva na
neke bakterijske antigene [251].

IzraZenije opadanje jacine humoralnog imunskog odgovora u odgovoru na SV kod BALB/c u
odnosu na C57BL/6 tokom starenja, moZe se objasniti i ve¢im povecanjem Tfr/GC B-celijskog
odnosa kod BALB/c miSeva, §to je odraz izrazitijeg snizenja broja GC B-¢elija. Konacno, starenjem
se smanjivao proliferativni odgovor CD4+ T- i B-¢elija specifi¢nih za vakcinalne antigene u kulturi
splenocita na sojno-specifican nacin, pri ¢emu su BALB/c miSevi imali veéi pad indeksa
proliferacije u odnosu na C57BL/6 miSeve.

lako su starenjem sojne razlike u produkciji specifi¢nih IgG antitela nestale, polne razlike su i dalje
bile prisutne kod starih miSeva oba soja, tj. zenke su imale ve¢i titar IgG antitela specificnih za sva
tri antigena iz vakcine u poredenju sa starim muzjacima i ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
studija sprovedenim na ljudima [9,98]. Sa druge strane, studija Potluri i saradnika, izvedena na
podsoju C67BL/6 J, nije pokazala da postoje polne razlike kod starih miSeva u titru IgG nakon
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imunizacije vakcinom koja sadrzi 2009 HIN1 adaptiran za mi$a, iako su one detektovane kod
mladih [138].

Starenje je, nezavisno od specificnosti IgG antitela, imalo uticaj na odnos potklasa: IgG2a/IgG1 kod
muzjaka BALB/c miSeva i [gG2¢/IgG1 kod zenki C57BL/6 miSeva. Ove promene su rezultovale
promenom u usmerenosti odnosa potklasa, tako da je kod starih zenki oba ispitivana soja, ovaj odnos
bio usmeren ka IgG1 potklasi, u odnosu na muzjake odgovarajuceg soja. Sojne razlike u uticaju
starenja na produkciju potklasa 1gG pokazane su i kod BALB/c i CBA miSeva [252]. U prilog tome
da postoje polne razlike u promeni odnosa IgG potklasa starenjem kod miSeva i da zavise od soja
ovih zivotinja, govore i rezultati koji pokazuju da kod muzjaka C57BL/6J koji su imunizovani
inaktivisanom vakcinom koja sadrzi 2009H1N1 adaptiran za misa odnos IgG2¢/IgG1 starenjem biva
usmeren ka IgG1 potklasi, dok kod Zenki ostaje nepromenjen [138].

89



6.ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, mogu se izvesti brojni zakljucci.

I Postoje polne razlike u imunskom odgovoru na CIV, tako da je u serumima Zenki geneticki
nesrodnih Swiss miSeva, u poredenju sa serumima muzjaka istog soja:

e veci titar IgG specificnih za HIN1 soj virusa tri i Sest nedelja nakon imunizacije, dok su titri IgG
specifiénih za H3N2 i B sojeve virusa gripa bili ve¢i samo Sest nedelja nakon imunizacije;

e vedi titar funkcionalnih antitela specificnih za HIN1 soj virusa (titri ovih antitela specifi¢nih za
virus gripa H3N2 i B sojevanisu razlikovali izmedu polova);

e dominantna sinteza antitela IgG2a potklase specifi¢nih za virusne antigene iz vakcine tri nedelje
nakon imunizacije, §to se moglo povezati sa polnim razlikama u zastupljenosti Th1 i Th2 splenocita,
koji sintetiSu klju¢ne citokine (IFN-y i IL-4) za oblikovanje profila IgG potklasa, tri nedelje nakon
imunizacije koje su nestajale Sest nedelja nakon imunizacije.

Il Tip vakcine (CIV ili SV) uti¢e na imunski odgovor kod Swiss miseva:

e utice na intenzitet imunskog odgovora (nizi titar IgG antitela specifiénih za sojeve virusa iz
vakcine kod Zivotinja oba pola koje su imunizovane SV-om u poredenju sa onim imunizovanim
CIV-om);

e kvalitet IgG odgovora (nizi titar funkcionalnih antitela specifi¢nih za HIN1 soj u serumu miseva
oba pola imunizovanih SV-om i antitela specificnih za H3N2 soj kod muzjaka imunizovanih SV-
om u poredenju sa onim imunizovanim CIV-om)

¢ kod imunizovanih miSeva nadene su i polne razlike u humoralnom odgovoru zavisno od tipa
vakcine, tako da je kod miSeva imunizovanih CIV-om titar IgG antitela specificnih za HIN1 bio
veéi u serumu zenki nego muzjaka, dok je kod miSeva imunizovanih SV-om titar 1gG antitela
specifiénih za H3N2 bio nizi kod zenki nego muzjaka. Osim toga, polne razlike u profilu potklasa
IgG antitela specifi¢nih za viruse iz vakcine koje su detektovane kod miSeva imunizovanih CIV-om,
nisu uoc¢ene kod onih imunizovanih SV-om (Sto se povezuje sa razlikama u zastupljenosti Th1 i1 Th2
¢elija u slezini).

Il Istrazivanja koja ukljuuju visokosrodne BALB/c i C57BL/6 miseve, ukazuju da genetska
osnova miseva ima uticaja na intenzitet 1 kvalitet IgG odgovora, ali ne 1 na polne razlike nakon
imunizacije SV-om

o titar IgG antitela specificnih za antigene virusa A tipa iz ove vakcine u serumu imunizovanih
BALB/c miseva oba pola u odnosu na C57BL/6 miSeve bio je ve¢i kod BALB/c oba pola u odnosu
na C57BL/6 miSeve odgovarajuceg pola, kod oba soja miSeva titri ovih antitela su bili ve¢i u serumu
zenki nego kod muzjaka

e U serumu BALB/c miSeva su dominirala antitela specifi¢na za viruse iz vakcine potklase IgG1
(Sto implicira viSe izrazen Th2 imunski odgovor), dok su kod C57BL/6 miSeva bila jednako
zastupljena antitela IgG1 i 1gG2c potklase.

IV Istrazivanja koja su ukljucivala Zivotinje razli¢itog uzrasta su pokazala da starenje:

e smanjuje intenzitet [gG odgovora specificnog za viruse iz SV u serumu imunizovanih BALB/c i
C57BL/6 miSeva oba pola (manji u serumu starih miSeva oba soja, s tim $to je kod BALB/c miSeva
posebno promenjena sinteza antitela specifi¢nih za tipa A virusa gripa

e povecava aviditet IgG antitela u serumu Zenki miSeva oba soja imunizovanih SV-om

e menja profil 1IgG potklasa na (a) polno-specifican nacin, budué¢i da sinteza IgG1 antitela
specificnih za antigene iz vakcine u serumu muZjaka opada viSe nego Zenki miSeva BALB/c 1
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C57BL/6 soja miseva 1 (b) sojno-specifican nacin buduci da se odnos (koli¢nik titra) [gG2a(c)/IgG1
antitela specifi¢nih za antigene iz vakcine ne menja u serumu zenki i muzjaka BALB/c soja, dok se
kod C57BL/6 Zenki smanjuje, a ne menja kod muzjaka C57BL/6 miSeva.

V Analiza celularnih i molekularnih mehanizama koji su u osnovi sojnih, polnih i starosnih promena
u lIgG odgovoru na vakcinu protiv gripa je pokazala da se intenzivniji i kvalitativno drugaciji
humoralni odgovor na imunizaciju kod BALB/c u odnosu na C57BL/6 miSeve razvija usled:
e intenzivnijeg proliferativog odgovora slezinskih Th i B-¢elija;
e veceg broja Tth 1 GC B splenocita uz sli¢an broj Tfr splenocita kod BALB/c miseva;
e vece zastupljenosti CD4+ splenocita koji produkuju IL-21 citokin koji ima klju¢nu ulogu u
formiranju GC i regulaciji optimalnog odgovora Tth i GC B-¢elija;

e razlike u sintezi IL-4 (povecana sinteza) i IFN-y (smanjena sinteza) od strane Th Celija slezine, $to
upucuje na dominaciju Th2 tipa odgovora kod BALB/c miSeva.

VI Intenzivniji i kvalitativno drugaciji IgG odgovor na imunizaciju SV-om kod Zenki oba ispitivana
soja 1 starosti u odnosu na muzjake razvija se usled:

e snaznijeg proliferativog odgovora Th i B-Celija na antigene iz SV vakcine kod zenki u odnosu na
muzjake;

e veceg broja Tth i GC B splenocita i posledicno manjeg koli¢nika broja Tfr/Tth i Tfr/GC B
splenocita kod Zenki u poredenju sa muzjacima, koji su pokazatelji efikasnosti kontrole GC reakcije;
e vece zastupljenosti CD4+IL-21+ splenocita

e razlike u sintezi IL-4 (smanjena sinteza), §to uz odsustvo polnog diergizma u sintezi IFN-y
upucuje na usmerenost diferencijacije Th splenocita u Thl ¢elije kod zenki.

VI Slabiji humoralni odgovor na imunizaciju SV-om kod starih u odnosu na mlade BALB/c i
C57BL/6 miSeve oba soja moZe se povezati sa uticajem starenja na:

e smanjenje proliferativnog odgovora Th i B splenocita;

e smanjenje broja Tth 1 GC B splenocita, §to uz ocuvan broj Tfr upucuju na vecéi supresorski
kapacitet Tfr splenocita;

e smanjenje zastupljenosti CD4+IL-21+ splenocita.

U celini, prikazana istrazivanja pokazuju da genetske karakteristike miseva, njihov pol i uzrast (a u
onoj meri u kojoj su rezultati istrazivanja na oglednim Zivotinjama primenljivi na ¢oveka, 1
individualne razlike, pol i uzrast kod ljudi), kao i tip vakcine mogu uticati na imunski odgovor na
vakcinu protiv gripa, $to indirektno implicira da se prilikom dizajniranja vakcina protiv gripa mora
uzeti u obzir u najmanjem pol primaoca, uzrast, kao i vrsta vakcine, a da je za optimalne rezultate
vakcinacije verovatno neophodan i personalizovan pristup vakcinaciju, koji uzima u obzir i genetske
karakteristike primaoca. Dodatno, ovi rezultati ukazuju da se u cilju optimizacije efekata vakcinacije
mora imati u vidu moguénost da se utic¢e na reakciju GC delovanjem, pre svega, na odgovor Tth i
Tfr Celija.
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Mpwunor 1.

MU3jaBa 0 ayTopcTBY

NoTtnucaHa Pauca lNeTpoBuh

6poj nHaekca MB63018/2014

UsjaBroyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja nof HacnoBoM

MonHe pasnnke y MUMyHCKOM O4roBopy Ha BakuuMHy NpoTUB rpuna Kog MuLleBsa pa3fmiMynTux

cojeBa 1 y3pacta

pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaydkor paaa,

Ja npeanoxeHa guceprtauumja y LENUHN HY Y AenoBuMa Huje Buna npegnoxeHa 3a gobujarwse 6uno
Koje oMninome npema CTyAujCKUM nporpammma Apyrmx BUCOKOLLKOSICKUX YCTaHOBA,

[a cy pe3ynTaTi KOPEeKTHO HaBEedEHN U
[la H1caM KpLumo/na ayTopcka npaea U KOpUCTUO MHTENEKTYarnHy CBOjUHY ApYruxX nuua.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y beorpagy,
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Mpunor 2.

I/I3jaBa O UCTOBETHOCTM LLUTaMMNaHe U eNNeKTpoHCKe Bepswje AOKTOPCKOr

paaa
Mme n npesume aytopa Pauca lNeTtposuh
Bpoj nHaoekca MB3018/2014
Cryanjckn nporpam MmyHoBuonoruja

Hacnos paga [MonHe pasnuke y UMyHCKOM OAroBOpPY Ha BaKUMHY MPOTUB rpuna Kog

MULLIEBA Pa3NUYUTUX COjeBa M y3pacTa

MeHTop ap buwbana bydaH

MNoTnucaHw/a Pauca lNeTpoBuh

MsjaBrbyjem da je witamnaHa Bepanja Mor OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKOj BEP3NjU KOjy
caMm npegao/na 3a objaBrbnBare Ha nopTany AurutanHor peno3utopujyma YHuBep3uTeTa y
Beorpapy.

[o3sorbaBam ga ce o6jaBe Moju NUYHM NogaLm Be3aHn 3a Aobujarbe akagemcKor 3Bakba AoKTopa
Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 npe3nMe, rogmMHa n mecto poherwa n gatym ogbpaHe paga.

OBwu nNu4HM Nnogaum mory ce 06jaBnuT Ha MPEXHUM CTpaHULama gurntanHe 6mbnuoTeke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpagy,
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Mpwunor 3.

U3sjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y Qurutanym
penosuTtopujym YHnsepauteTa y beorpagy yHece Mojy OKTOPCKY ancepTtaunjy nog HacnoBOM:

[NonHe pasnuke Yy UMyYHCKOM O4roBOpY Ha BakKLMHY MPOTMB rpuna Koa MyulleBa pasnuunTmx
cojeBa u y3pacTta

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTauujy ca cBMM npusio3vma npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopMaTy NorogHoMm 3a TpajHo
apxuBupamse.

Mojy aokTopcky ancepTtauujy noxparweHy y urutanHu penosmtopujym YHusepauteTta 'y
Beorpagy mory ga kopucte CBUW KOju NowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue
KpeaTtueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOPCTBO - HEKOMEpLUjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUUjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn Nog4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCcTBO — AEennTK Nog UCTUM YCroBMMa

(Monumo aa 3aoKpyXute camo jeaHy of LWeCT NoHyHeHnx nuueHun, KpaTak onuc nuueHuu aart je
Ha nonefuHun nucra).

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpagay,
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1. AyTopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AMCTpUbyuujy 1 jaBHO caonwitaBawe gena, u
npepage, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha Ha4vH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv fasaoua
nunueHue, Yak n'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja o CBUX NULEHLM.

2. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo. [Jo3aBorbaBaTe YMHOXaBakwe, AUCTpMbyumjy n jaBHO
caonwiTaBawe ferna, u npepaje, ako ce HaBee MMe aytopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 403BOrbaBa komepuujandy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLmjy 1
jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBaka unu ynotpebe gena y ceom geny, ako
ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefneH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nvueHue. Oa
nvueHua He 403BOMbaBa KoMepuumjanHy ynotpeby aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne NnuueHue, OBOM
NMUEHLOM ce orpaHnyaBa Hajsehu obum npaea kopuwhena gena.

4. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjarHO — OeNUTK No4 UcTum ycnosnma. [lo3sorbaBate YyMHOXaBaH€,
ancTpmnbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH
ogpehneH oA cTpaHe ayTopa Unu gasaoua nuueHLUe 1 ako ce npepaga guctpmbympa nog uctom
nnu cnvyHom nuueHuom. OBa nuueHua He A03BOSbaBa KoMepuujanHdy ynotpeby aena u
npepaaa.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [Jo3aBorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPpUBbYLMjy 1 jaBHO caomniiTaBawbe
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBefe ume
ayTopa Ha HauvH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua Jo3BOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AENUTU NO4 UCTUM ycrnoBunma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caorwTaBare gena, u npepage, ako ce Hagefe MMe aytopa Ha HaumH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu gaeaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga guctpmbympa nog UCTOM UMK CAIMYHOM
nuueHuyom. OBa nuueHua Ao3BorbaBa KomepuujanHiy ynotpeby aena n npepaga. Cnvnyna je
COPTBEPCKMM NKMLeHLaMa, O4HOCHO NnueHuama OTBOPEHOr koaa.
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