UNIVERZITET U BEOGRADU
BIOLOSKI FAKULTET

Jelena D. Cvetkovié

ISPITIVANJE ULOGE KOMPONENTI
ESL1 ANTIGENA TRICHINELLA
SPIRALIS U OBLIKOVANJU IMUNSKOG
ODGOVORA DARK AGOUTI PACOVA

doktorska disertacija

Beograd, 2015



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF BIOLOGY

Jelena D. Cvetkovié

THE ROLE OF TRICHINELLA SPIRALIS
ESL1 ANTIGENS IN SHAPING OF
IMMUNE RESPONSE IN DARK AGOUTI
RATS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2015



MENTORI
dr Alisa Gruden-Movsesijan, visi naucni saradnik
Institut za primenu nuklearne energije - INEP

Univerzitet u Beogradu

dr Biljana Bozi¢, vanredni profesor

Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

KOMISIJA
dr Alisa Gruden-Movsesijan, visi nau¢ni saradnik
Institut za primenu nuklearne energije - INEP

Univerzitet u Beogradu

dr Biljana BozZi¢, vanredni profesor

Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu
dr Ljiljana Sofroni¢-Milosavljevié, naucni savetnik
Institut za primenu nuklearne energije - INEP

Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane:



Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je na Odeljenju za imunologiju i
imunoparazitologiju, Instituta za primenu nuklearne energije — INEP, Univerzitet u
Beogradu i na Nacionalnom Institutu za javno zdravlje i okolinu (National Institute for
Public Health and the Environment-RIVM), Bilthoven, Holandija, u okviru projekta
»lzu€avanje imunskog odgovora na infekciju ili produkte parazita i njihov uticaj na
modulaciju i/ili prevenciju drugih bolesti” (br.173047), finansiranog od strane
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, pod rukovodstvom

Dr Ljiljane Sofroni¢-Milosavljevié.



Ogromnu zahvalnost dugujem svom mentoru, dr Alisi Gruden-Movsesijan, koja je
imala strpljenja da me saslusa i nesebi¢no mi ukazivala na sve pravilnosti i nepravilnosti
u mom istrazivackom radu, na ukazanom poverenju, nesebi¢noj pomoc¢i, na svim

savetima, idejama i trudu da ovaj rad ugleda svetlo dana.

Dr Ljiljani Sofroni¢-Milosavljevi¢, dugujem veliku zahvalnost na svemu sto me je
naucila, i podstakla da nau¢im, za pomo¢ koju mi je pruzila u pravljenju prvih koraka na
nauc¢no-istrazivackom putu, njenoj nepresusnoj energiji koja me je gurala tokom

istrazivackog rada svih ovih godina, na strpljenju i veri da uvek mogu vise i bolje.

Dr Natasi Ili¢ sam posebno zahvalna na svim prijateljskim savetima, razumevanju,
stru¢nim sugestijama i nesebi¢noj velikoj pomoc¢i, koju mi je pruzila u sticanju iskustva

u istrazivackom radu.

Dr Biljani Bozi¢ se zahvaljujem $to me je uvela u svet imunologije, na ukazanom

poverenju, na brizi i na savetima koji su unapredili ovu doktorsku disertaciju.

Dr Eleni Pinelli, se posebno zahvaljujem sto mi je omogucila da deo eksperimentalog
rada ove doktorske disertacije uradim u Nacionalnom Institutu za javno zdravlje i
okolinu (National Institute for Public Health and the Environment-RI1VM) u Bilthovenu,

Holandiji i na spremnost da svoje znanje i iskustvo podeli sa mnom.

Veliku zahvalnost, za pomo¢, razumevanje i prijatnu atmosferu, dugujem svim svojim
dragim kolegama iz laboratorije, Mariji, Ivanu, Dudi, Sanji, Blazi, Sasi, Ivani i drugim

kolegama iz INEP-a, koji su godinama deo mog laboratorijskog Zivota.

Svojim prijateljima Dragani, Barbari, Violeti, Branislavu, Marini, Igoru i malom
Davidu se zahvaljujem na podrsci, ljubavi i svakom interesantom i inspirativnom
trenutku koji provodimo zajedno. Hvala puno i mojim salsa drugarima $to ispunjavanju

moje dane smehom, plesom i muzikom.



Najvecu zahvalnost dugujem svojoj porodici, sestri Valentini i svojim
roditeljima, Draganu i Bosiljki Cvetkovi¢, na bezuslovnoj ljubavi,
bezgrani¢noj podrsci i neizmernoj veri u moj uspeh. Zbog njih je sve ovo

moguée i njima posveéujem ovaj rad.



Ispitivanje uloge komponenti ESL1 antigena Trichinella spiralis u

oblikovanju imunskog odgovora Dark Agouti pacova

SAZETAK

Tokom hroni¢ne faze infekcije helmint, Trichinella spiralis, komunicira sa
imunskim sistemom domacina posredstvom ekskretorno-sekretornih produkata (ESL1)
miSi¢nih larvi i kreira sredinu u kojoj dominiraju Th2 i regulatorni tip imunskog
odgovora. Medutim, mehanizmi koji leZe u osnovi ovakve polarizacije imunskog
odgovora jos uvek nisu poznati. Ova studija je posvecena istrazivanju molekula ESL1
antigena ukljucenih u interakciju sa receptorima za molekulske obrasce i signalnih
puteva koji tom interakcijom bivaju pokrenuti u dendritskim ¢elijama, a koji dovode do
sledstvene polarizacije T celijskog odgovora. ESL1 antigeni, primenjeni
intraperitonealno, statisticki znac¢ajno povecavaju produkciju IL-4 i IL-10, a ne uti¢u na
nivo produkcije TGF-B i IFN-y in vivo. Promena ugljenohidratne strukture ESL1
antigena (perjodatom tretirani ESL1, pESL1) snazno smanjuje produkciju IL-4 i I1L-10,
§to ukazuje na vaznost glikana za pokretanje Th2 i anti-inflamatornog imunskog
odgovora. In vitro eksperimenti sa ESL1 i njegovim komponentama: 7C2C5Ag (antigen
koji sadrzi 45, 49 i 53-kDa glikoproteine) i rTsp53 (rekombinantni p53) su pokazali da
svi ispitivani antigeni dovode do nepotpunog sazrevanja dendritskih ¢elija, koje je
praceno smanjenom produkcijom IL-12p70 1 povecanom produkcijom IL-10 i
kapacitetom da promovisu Th2 i regulatorni imunski odgovor. Modifikacija glikana
ESL1 nije uticala na fenotip dendritiskih ¢elija, ali je dovela do smanjenja produkcije
citokina 1L-12p70 i IL-10 u tretiranim dendritskim ¢elijama, $to je rezultiralo snizenom
produkcijom IL-10 i TGF-B od strane T ¢elija. Prisustvo intaktnih glikana je bitno za
indukciju Th2 i regulatornog odgovora in vitro. Ispitivanjem interakcije receptora
slicnih Toll proteinu (engl. Toll-like receptors, TLR) i ESL1 antigena, pokazano je da
ESL1 antigeni angazuju TLR2 i TLR4, dok se 7C2C5Ag vezuje samo za TLR2 i da su
te interakcije zavisne od prisustva intaktnih ugljenohidratnih struktura. ESL1, pESL1,
rTsp53 i 7C2C5Ag dovode do aktivacije MAP kinaza ERK1/2 i p38 u signalnom putu

koji biva pokrenut interakcijom dendritiskim ¢éelijama sa ovim T. spiralis antigenima,



dok pESL1 dovodi do slabe aktivacije obe ispitivane MAP kinaze. Ova studija je po
prvi put pokazala da komponente ESL1 antigena (7C2C5Ag and rTsp53) imaju
imunomodulatorne karakteristike i da su glikani ESL1 antigena vazni za polarizaciju

imunskog odgovora.

Kljuéne reci: Trichinella spiralis; ESL1; glikani ESL1; 7C2C5Ag; rTsp53; imunski
odgovor, dendritske ¢elije; T limfociti; TLR; MAP kinaze;
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The role of Trichinella spiralis ESL1 antigens in shaping of immune

response in Dark Agouti rats

ABSTRACT

The helminth Trichinella spiralis communicates with the host immune system
through excretory-secretory products (ESL1). ESL1 antigens drive immune response
towards Th2 and regulatory type. However, there is no information about mechanisms
by which ESL1 influences such polarization. Here, we investigated the impact of ESL1
and its components on immune response, Pattern Recognition Receptors involved in the
interaction with these antigens and subsequently provoked signaling events in dendritic
cells . ESL1 antigens significantly increased the production of IL-4 and IL-10, while
they did not affect the levels of TGF-B and IFN-y in vivo. Changes in the structure of
ESL1 glycans greatly reduced the production of IL-4 indicating their importance for
Th2 immune response. In vitro experiments with ESL1 and ESL1 components:
7C2C5Ag (containing 45, 49, and 53-kDa glycoproteins) and rTsp53 (recombinant p53)
resulted in the same semimature dendritic cell phenotype accompanied by reduced
production of 1L-12p70 and elevated production of IL-10 and the capacity to promote
Th2 and regulatory responses. Modification of ESL1 glycans (periodate treated ESL1,
pESL1) did not change dendritic cell phenotype but had an impact on cytokine
production of dendritic cells (reduced IL-12p70 and IL-10). Dendritic cells treated with
pESL1 provoked low production of IL-10 and TGF-B in T cells, indicating the
importance of intact glycans for Th2 and regulatory response induction. Considering
investigation of Toll-like receptors (TLR) involved in the interaction with ESL1
antigens, we have found that TLR2 is engaged by ESL1 and 7C2C5Ag, while TLR4
interacts only with ESL1. These interactions are impaired with changes in carbohydrate
structure of ESL1. ESL1, 7C2C5Ag and rTsp53 transiently activated ERK1/2 MAP
kinase, weakly activated p38 kinase and these activations were glycan dependent. This
study indicates for the first time that some components of ESL1 (7C2C5Ag and rTsp53)



possess immunomodulatory properties and that glycans on ESL1 are important for

Immune response polarization.
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response; dendritic cells; T lymphocytes; TLR; MAP kinase;
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Skracenice
2-DE - dvo-dimenzionalna elektroforeza
7C2C5A(g - 7C2C5 antigen T. spiralis izolovan na 7C2C5 koloni
A. suum -Ascaris suum
A. viteae - Acanthocheilonema viteae
AAMF - alternativno aktiviran makrofag

ADCC - (celijska citotoksi¢nost zavisna od antitela (engl. antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity)

AMC - kisela hitinaza sisara (engl. Acidic Mammalian Chitinase)
ANOVA - analiza varijanse (engl. Analysis of variance)

AP-1 — aktivacioni protein-1 (engl. activator protein-1)

APC - antigen-prezentujuca éelija

BLP - lipoprotein bakterija (engl. bacterial lipoprotein)

Breg - regulatorna B ¢elija

CAMF - klasi¢no aktiviran makrofag

cDNK — komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

¢DC - konvencionalna dendritska éelija

CLR - lektinski receptor C-tipa (engl. C-type lectin receptors)

CRP - C-reaktivan protein

DA - Dark Agouti

DAMP — molekulski obrasci oste¢enja (engl. Damage-Associated Molecular Patterns)
DC-SIGN - (engl. DC-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin)

DC — Dendritska éelija

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DNKaza - dezoksiribonukleaza

dsRNK- dvolanéana ribonukelinska kiselina (engl. double-stranded RNA)
EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

ELISA - imunoenzimski test na Cvrstoj fazi (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)



ERK — ekstracelijskim signalom regulisana kinaza (engl. extracellular signal-regulated
kinases)

ESL1 - ekskretorno-sekretorni produkti misi¢nih larvi Trichinella spiralis
ES-62- ekskretorno-sekretorni produkt Acanthocheilonema viteae

FIZZ - (engl. found in inflammatory zone)

FPR - N-formilpeptid receptor (engl. N-formyl peptide receptor)

gp 43 - glikoprotein od 43 kDa

gp 45 - glikoprotein od 45 kDa

gp 53 - glikoprotein od 53 kDa

GalNAc - N-acetilgalaktozamin

GIcNAC - N-acetilglukozamin

HEK celije - humane embrionalne celijske linije bubrega (engl. human embryonic
kidney cells — HEK cells)

HMGBL - protein hromatina (engl. High-mobility group protein B1)

HSP - proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins)

ICAM — unutaréelijski adhezivni molekul (engl. Intracellular Adhesion Molecule)
IE-DAP — NOD1 ligand (engl. D-y-glutamyl-meso-DAP dipeptide)

IFN-y - interferon—y

IKK — IkappaB kinaza (engl. IkappaB kinase)

IL - interleukin

IL-1R - receptor iz familije interleukina-1 (engl. interleukin-1 receptor, IL-1R)
INOS — inducibilna forma NO sintaze

IRAK - kinaza pridruzena IL-1 receptoru (engl. IL-1R receptor-associated kinase)
IRF - regulatorni faktor interferona (engl. IFN regulatory factor)

JNK - Jun N-terminalna kinaza (engl. Jun N-terminal kinase)

LNFRIII - lakto-N-fukopentoza 111

LPS - lipopolisaharid

LRR - leucin-bogate sekvence (engl. Leucin-Rich Repeat - LRRS)

lyso-PC - lizofosfatidilholin

MAL — adaptorski molekul slican MyD88 (engl. MyD88 - adaptor like protein)



MAP kinaza - mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen-activated protein
kinase)

MMP — Matriksne metaloproteinaze

MBL - manan-vezuju¢i lektin

MCD-1- protein sli¢an cistatinu (engl. Multi cystatin-like domain protein)

MDP — muramil dipeptid (engl. muramyl dipeptide)

MGL - galaktozni lektin makrofaga (engl. macrophage galactose-type lectin)

MHC — glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibilty Complex)
MICL — mijeloidni lektinski receptor C-tipa (engl. myeloid C-type lectin-like receptors)

moKESL1 — antigen dobijen na isti na¢in kao i pESL1 antigen ali u odsustvu perjodata
(engl. mock treated ESL1)

MR - manozni receptor

MyD88 - (engl. Myeloid Differentiation primary response gene 88)

N. brasiliensis -Nippostrongylus brasiliensis

NBL - novorodena larva (engl. new born larvae-NBL) Trichinella spiralis
NES - ekskretorno-sekretorni antigeni Nippostrongylus brasiliensis
NF-kB — nuklearni faktor kappa—B (engl. nuclear factor-kappa B)

NLR — receptor slican NODu (engl. Nucleotide-binding Oligomerization Domain -
NOD-like receptor)

NO - azot monoksid
NOD - Ne-gojazni dijabetes (engl. Non-obese diabetes)
Pam3Cys - TLR2 agonist, sinteticki analog triacetil lipopeptida

PAMP - molekulski obrasci zajednicki za razli¢ite klase mikroba (engl. Patogen
Associated Molecular Patterns)

PC - fosforilholin

pDC plazmacitoidna dendritska éelija
pESL1- perjodatom tretirani ESL1 antigen
PGN —peptidoglikan

Poly I1:C — TLR3 agonist (engl. Polyinosinic:polycytidylic acid, sinteticki analog
dvolan¢ane RNK virusa)



PRR — receptori koji prepoznaju molekulske obrasce patogena (engl. Pattern
Recognition Receptors)

RELMS - molekul slican rezistinu (engl. resistin-like molecule)

RIP1 — receptor-interakcioni protein 1 (engl. receptor-interacting protein 1)

RLR - receptor slican RIGu (engl. Retinoic acid-inducible gene-1 - RIG-like receptors)
RNK - ribonukleinska kiselina

RT - reverzna transkripcija

rTsp53 — rekombinantni antigen T. spiralis od 53 kDa

RT-PCR - Reakcija lananog umnozavanja u realnom vremenu (engl. Real-Time
Polymerase Chain Reaction)

SARM - (engl. sterile o and armadillo-motif-containing protein)

S. mansoni - Schistosoma mansoni

SDS-PAGE - (engl. Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
SEA - solubilni ekstrakti jaja Schistosoma mansoni

SEAP - sekretovana embrionalna alkalna fosfataza (engl. the secreted human
embryonic alkaline phosphatase)

Siat4c- sijalil transferaza 4c (engl. sialyl transferase 4c)

SR - receptor Cista¢ (engl. scavenger receptor)

sSRNK- jednolancana ribonukleinska kiselina (engl. single-stranded RNA)
T. spiralis - Trichinella spiralis

T. suis - Trichuris suis

T. crasssiceps - Taenia crasssiceps

TAKZ1- protein kinaza 1 aktivirana TGFom (engl. transforming growth factor-activated
protein kinase 1)

TBK1- srodna IkappaB kinaza [engl. TRAF family member-associated NF-xB activator
(TANK)-binding kinase 1]

TCES - ekskretorno-sekretorni produkti Taenia crassiceps

T1D — dijabetes tipa 1

TCR - T ¢elijski receptor

TGF-p — faktor transformacije rasta-p (engl. Transforming Growth Factor-)

TIR - Toll/IL-1 receptorski domen



TIRAP - adaptorski molekul slican MyD88 (engl. MyD88 - adaptor like protein)
TLR - receptor slican Toll proteinu (engl. Toll-like receptors)
TNF-a - faktor nekroze tumora- o (engl. Tumor necrosis factor- o)

TRAF - faktor pridruzen TNF receptoru (engl. Tumor necrosis factor-TNF receptor-
associated factor)

TRAM - adaptorski molekul srodan TRIF-u (engl. TRIF - related adaptor molecule)
Treg - regulatorna T ¢elija
TRIF - (engl. TIR - domain containing adaptor protein-inducing IFN-p)

TSL antigeni - antigeni druge grupe T. spiralis koji indukuju kasnu fazu imunskog
odgovora

TspES - ekskretorno-sekretorni antigen T. spiralis

YmL1 - hitin-vezujuci protein
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1.UVvOD



Helminti predstavljaju veliku grupu visecelijskih organizama, od kojih je najveci
broj adaptiran da parazitira u telu domacina (Zivotinje ili oveka). Cesto ih nazivaju i
parazitskim crvima zbog njihovih morfoloskih karakteristika. Ove organizme
karakteriSe postojanje zivotnih stadijuma koji najceS¢e parazitiraju u razli¢itim
domacinima (ki¢menjacima i beski¢menjacima), mada neki stadijumi mogu biti i
slobodnozive¢i. Tokom duge ko-evolucije helminti su razvili razli¢ite mehanizme
kojima izbegavaju ili ograni¢avaju imunski odgovor domacina, obezbedujuci opstanak
u telu domacina dugi niz godina. Na taj naCin parazit ispunjava osnovnu bioloSku
funkciju, reprodukciju, i ostvaruje opstanak vrste. Helminti se prenose bioloskim
vektorima, hranom, vodom ili rukama uprljavim kontaminiranim zemljiStem, a zbog
svoje Siroke rasprostranjenosti predstavljaju konstantnu pretnju zdravlju ljudi i
zivotinja. Smatra se da su paraziti danas najc¢es¢i uzrok bolesti ljudi Sirom sveta, a da je
jedna trecina svetske populacije inficirana nematodama (de Silva i saradnici, 2003).
Najucestalije helmintoze u svetu su izazvane vrstama kao $to su Schistosoma mansoni
(S. mansoni), Brugia malayi (B. malayi), Trichuris trichiura (T. trichiura), Trichinella
spiralis (T. spiralis) i dr. (slika 1) (Maizels i saradnici, 2009).

S druge strane, epidemioloske studije sprovedene u poslednje dve decenije u
razvijenim zemljama i zemljama u razvoju pokazale su da postoji obrnuta korelacija
izmedu zastupljenosti parazitoza u populaciji i pojave razliitih alergijskih, atopijskih i
autoimunskih oboljenja, koja u osnovi imaju prekomerno razvijen inflamatorni odgovor
(Ruyssers i saradnici, 2008; Cooper, 2009). Ova zapaZanja su dovela do postavke
,higijenske hipoteze* (Strahan, 1989), koja poslednjih godina izaziva sve veéi interes
istrazivaca, po kojoj neki paraziti, ukljucujuéi helminte, mogu da obuzdaju prekomernu
inflamaciju i na taj na¢in ublaze ili sprece razvoj alergijskih i autoimunskih bolesti.

Infekcije helmintima karakteriSu se Th2 tipom imunskog odgovora koji obuhvata
produkciju anti-inflamatornih citokina (interleukina-3 (IL-3), IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13),
antitela IgE, 1gG1, 1gG4 klase, ekspanziju mast Celija, eozinofila, bazofila, alternativno
aktiviranih makrofaga i regulatornih T ¢elija. Ovakav odgovor suprimira produkciju
pro-inflamatornih Th1/Th17 citokina i prekomernu inflamaciju i na taj na¢in kontroliSe i
ograni¢ava odgovor organizama usmeren ne samo protiv parazita ve¢ i prema drugim
neparazitskim antigenima (Allen i Maizels, 2011). S obzirom da je u osnovi patologije

hroni¢nih inflamatornih bolesti prekomerna aktivnost inflamatornih ¢elija: Th1l i1 Th17



(Haak 1 saradnici, 2009), prouc¢avanje mehanizama kojima helminti suprimiraju i
moduliSu imunski odgovor domacina moze omogucditi razvoj novog imunoterapijskog

pristupa u le¢enju ovih oboljenja (McKay, 2009; Kuijk i van Die, 2010).

Schistosoma mansoni Echinococcus, Taenia spp
>200 miliona zarazenih >100 miliona zarazenih
o A
&;J \
Q Schistosoma mansoni Taenia, Hymenolepis spp. Q

Ancylostoma duodenale
Necator americanus

Brugia malayi
Onchocerca volvulus
576 miliona zarazenih

Wuchereria bancrofti
157 miliona zarazenih

i

Acanthocheilonema vitae Heligmosomoides polygyrus
Litomosoides sigmodontis Nippostrongylus brasiliensis Q

Tvichinella spiralis
Trichuris trichura
>600 miliona zarazenih

Trichuris muris
Trichinella spiralis

Slika 1. Prikaz najucestalijih infekcija parazitima kod ljudi
(Maizels i saradnici, 2009).

Veliki broj studija na Zivotinjskim modelima pokazao je da helmintske infekcije
mogu da sprece ili ublaZze razvoj autoimunskih bolesti kao §to su eksperimentalni
autoimunski encefalomijelitis (EAE) (Fleming, 2013), dijabetes tipa 1 (Zaccone i
Cooke, 2013), eksperimentalni kolitis (Smith i saradnici, 2007), reumatoidni artritis

(Osada 1 saradnici, 2009) 1 dr. Takode, prva klinicka ispitivanja na ljudima su pokazala



da infekcija Trichuris suis-om (T. suis), helmintom koji prirodno inficira svinje, ali ne i
ljude, poboljsava klinicku sliku obolelih od Kronove bolesti (Summers i saradnici,
2005a), ulceroznog kolitisa (Summers i saradnici, 2005b) i multiple skleroze (Benzel i
saradnici, 2012). Iako infekcija parazitima daje ohrabrujuce rezultate, jasno je da
primena zivih parazita nosi sa sobom potencijane rizike. Zato su danas u fokusu
ispitivanja molekula i mehanizama koji su ukljuceni u imunomodulaciju, sa ciljem da se
ta saznanja primene u terapiji inflamatornih oboljenja (Maizels, 2009). Helminti
komuniciraju sa organizmom domacina putem molekula koji se nalaze na njihovoj
povrsini ili koji se aktivno ekskretuju/sekretuju. Ovi molekuli po biohemijskoj strukturi
mogu biti proteini, nukleinske kiseline, lipidi, ugljenihidrati ili njihove kombinacije
(glikoproteini, glikolipidi i dr.) 1 imaju vaznu ulogu u invaziji, procesu razvoja parazita
ili u pokretanju imunskog odgovora, urodenog ili steCenog (Harnet i Harnet, 2006).
Takode, za neke od ovih molekula je potvrdeno da imaju imunomodulatorne osobine i
da su efikasni u spre¢avanju inflamatornih oboljenja u animalnim modelima, ukazujuéi
da prisustvo infekcije ovim parazitima nije jedini nacin za indukovanje protektivnog
efekta (Sewell i saradnici, 2003; Harnett i saradnici, 2004; Zaccone i Cooke, 2013).
Pokazano je da solubilni ekstrakti jaja S. mansoni (SEA) mogu imati vaznu ulogu u
prevenciji EAEa (Sewell i saradnici, 2003), dijabetesa tipa 1 (Maron i saradnici, 1998) i
kolitisa indukovanog trinitrobenzen sumpornom kiselinom (Elliott i saradnici, 2003).
Ekskretorno-sekretorni produkt ES-62 Acanthocheilonema viteae (A. viteae) koji sadrzi
fosforilholin (engl.phosphorilcholine, PC) moze da suprimira artritis indukovan
kolagenom (Harnett i saradnici, 2004; Pineda i saradnici, 2012), dok ekskretorno-
sekretorni produkti Nippostrongylus brasiliensis (N. brasiliensis) suprimiraju razvoj

astme u miSevima preosetljivim na ovalbumin (Trujillo-Vargas i saradnici, 2007).

1.1.Parazit Trichinella spiralis, Zivotni ciklus i odnos parazita i domacéina

Parazitske nematode iz roda Trichinella su Siroko rasprostranjene na svim
kontinentima osim Antarktika. Od otkri¢a ovog parazita 1835. do 1972. godine smatralo
se da u okviru roda Trichinella postoji samo jedna vrsta i to Trichinella spiralis (T.
spiralis). Danas se u okviru ovog roda razlikuju devet vrsta i tri genotipa koji se, u

zavisnosti od toga da li imaju sposobnost stvaranja kapsule ili ne, dele na inkapsulirane i



neinkapsulirane forme. Inkapsulirane forme inficiraju sisare ukljucujué¢i Coveka i
obuhvataju Sest vrsta (T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T. murelli, T. nelsoni i T.
patagoniensis) i tri genotipa (Trichinella T6, T8 i T9). Tri vrste: T. pseudospiralis, T.
papuae i T. zimbabwensis ubrajaju se u neinkapsulirane forme. T. pseudospiralis
inficira sisare i ptice, dok druge dve vrste T. papuae i T. zimbabwensis inficiraju
gmizavce i sisare (Nagano i saradnici, 1999; Pozio i La Rosa, 2003; Pozio, 2007;
Krivokapich i saradnici, 2012).

T. spiralis ima kosmopolitsku distribuciju i za razliku od drugih vrsta i
genotipova, samo se ova vrsta prvenstveno odrzava kod domacih, ali je takode prisutna i
kod divljih zivotinja (divlja svinja, medved, lisica i dr.). Izaziva oboljenje trihinelozu
koje Cesto prolazi asimptomatski. Klinic¢ka slika je naj¢esce blaga, a retko moze do¢i do
ugozavanja vitalnih funkcija 1 smrti domacina. Ovaj parazit je jedinstven po tome §to se
sva tri stadijuma Zivotnog ciklusa: adult, novorodena larva (engl. new born larvae-NBL)
i infektivna miSi¢na larva (L1), odvijaju u jednom domacinu (slika 2). Dva stadijuma,
adult i L1, su intracelularna, dok je NBL pozicionirana ekstracelularno. Adulti
okupiraju intestinalni epitel tankog creva dok miSi¢ne larve naseljavaju skeletne misice.
Za razliku od veCine intracelularnih parazita, Trichinella okupira miSi¢ne celije
domacina, ali ih ne ubija i zato se smatra jednim od najuspesnijih parazitskih simbionata
(Wu i saradnici, 2001; Yepez-Mulia i saradnici, 2007; Wu i saradnici, 2009).

Do infekcije domacina dolazi konzumiranjem mesa koje u sebi sadrzi
inkapsulirane infektivne larve L1. Tokom varenja, kapsule se razlazu u zelucu pod
uticajem hlorovodoni¢ne kiseline 1 gastrointestinalnih enzima, S§to rezultira
oslobadanjem infektivnih larvi. Oslobodene larve se aktiviraju pod dejstvom zuénih
sokova i prodiru u mukozu tankog creva, presvlace se Cetiri puta tokom prvih 30 sati
(stadijumi sazrevanja L2-14) i zatim sazrevaju u adulte. Adulti kopuliraju i ve¢ nakon
5-6 dana od infekcije Zenke produkuju NBL. NBL oslobodene u crevnoj mukozi prodiru
u krvotok 1 limfotok 1 na taj nacin dospevaju u razna tkiva 1 organe, ukljucujuci
miokard, mozak, ali samo one koje prodiru u popre¢no-prugaste misice mogu nastaviti
svoj razvoj (Jasmer, 1993; Despommier, 1998). Larve probijaju sarkolemu misi¢nih
¢elija i ulaze u citoplazmu . Inficirana misi¢na ¢éelija podleze reprogramiranju genetskog
materijala, gubi organizaciju miSi¢ne Ccelije, dolazi do njenog remodelovanja i

transformacije u novu strukturu poznatu pod nazivom celija negovateljica. Period od



kada larva ude u misi¢nu ¢eliju do formiranja kompleksa parazita i ¢elije negovateljice
traje 21 dan (Despomier, 1998).

Ingestija zaraZenog mesa

Larve se oslobadjaju iz
elija negovateljica u stomaku

Adulti
u tankom crevu

7/ Larva sazreva u
misi¢ima

¥

3,

diene larve se oslobadjaju
paTOLOGIJA Y limfotok i kivotok

prodiru u misice

| V*u
poremecaj rada srca

Slika 2. Zivotni ciklus T. spiralis (Despommier i saradnici, 2005).

ostecenja CNS

Celije negovateljice predstavljaju novu vrstu éelija u organizmu domacéina i
nemaju nikakvu biohemijsku i morfolosku sli¢nost sa neinficiranim misi¢nim ¢éelijama.
Ove celije nastaju fuzijom inficirane misi¢ne celije i traumom aktivirane satelitske
¢elije. Danas se veruje da produkti larvi pokre¢u dobro balansirane pro- i anti-
apoptotske mehanizme koji ne samo da zaustavljaju potpuno sazrevanje satelitske u
misi¢nu ¢eliju veé istovremeno zaustavljaju i razgradnju inficirane misi¢ne celije u

kojoj dovode do stvaranja velikog broja hipertrofiénih jedara. Ipak, molekularni



mehanizmi ukljuceni u proces transformacije nisu dovoljno poznati. Pokazano je da se
ekskretorno-sekretorni produkti misi¢nih larvi (ESL1) nalaze u citosolu i nukleusima
miSi¢nih ¢elija (Despommier, 1990; Lee 1 saradnici, 1991) i1 zato se smatra da oni mogu
imati vaznu ulogu u reorganizaciji ¢elija domacina (Guliano, 2009). Promene u
reorganizaciji ¢elija koreliraju sa promenama u genskoj ekspresiji domacina (Fabre i
saradnici, 2009a). Smanjena je ekspresija strukturnih i regulatornih gena misi¢nih Celija
ukljucujuéi gene za kontraktilne proteine, aktin i miozin, i inaktiviran je program za
diferencijaciju (Jasmer i saradnici, 1991; Jasmer, 1993), dok je indukovano stvaranje
novih transkripata kao $to su transmembranski glikoprotein sindekan (engl. syndecan)
(Jasmer, 1993; Beiting i saradnici, 2004), kisela fosfataza (Jasmer i saradnici, 1991),
kolagen i solubilni faktor, vaskularni endotel faktor rasta (VEGF) (Despommier, 1998).
Kao rezultat procesa reorganizacije ¢elija nastaje ¢elija negovateljica, oko koje pocinje
da se stvara kapsula, poreklom od domacina i izgradena ve¢im delom od kolagena tipa
IV (sintetisan od strane ¢elije negovateljice i ¢ini unutrasnji sloj kapsule) i VI (sintetisan
od okolnih fibroblasta i ¢ini spoljasnji sloj kapsule) (Polvere i saradnici, 1997;
Despommier, 1998). Kapsula je polupropustljiva membrana, obavijena novonastalim
krvnim sudovima,-venulama, i omogucava prolaz hranljivih materija male molekulske
mase u pravcu parazita kao i ESL1 produkata u pravcu domacina, ali je nepropustljiva
za specificna antitela i celije specificne za komponente parazita. Zato se kaze da parazit
ima imunoprivilegovano mesto u organizmu domacina. S druge strane, T. spiralis
svojim produktima direktno komunicira sa organizmom domacina, njegovim
imunokompetentnim c¢elijama 1 na taj nac¢in modulira imunski odgovor domacina. MoZe
se re¢i da metaboliti parazita utiCu ne samo na formiranje celije negovateljice 1
odrZavanje homeostaze u okviru nje, ve¢ i na odrzavanje homeostaze na nivou ¢itavog
organizma, i kreiranje sredine koja obezbeduje opstanak parazita i organizma domacina

(Bruschi i saradnici, 2002).



1.2.Antigeni parazita T. spiralis

Tokom zivotnog ciklusa T. spiralis eksprimira brojne molekule od kojih su neki
karakteristi¢ni za pojedine stadijume zivotnog ciklusa, dok su drugi prisutni u svim
stadijumima (Nakada i saradnici, 2005). Prelaskom iz jednog u drugi zivotni stadijum
parazita dolazi do promena u ekspresiji antigenskih molekula, §to moze biti jedna od
strategija izbegavanja odbrane domacina. S druge strane, razlike u strukturi antigena
specificnih za svaki stadijum ponaosob, dovode do pokretanja imunskog odgovora
karakteristiénog za svaku fazu Zivotnog ciklusa ovog parazita tj. imunskog odgovora
domacina specifi¢nog za stadijum (Boireau i saradnici, 1997).

Zavisno od lokalizacije antigeni Trichinella-e se dele na: povrsinske, ekskretorno-
sekretorne (ES) i somatske antigene (Dea-Ayela i Bolas-Fernandez, 1999). Mnogi od
ovih antigena su imunogeni, indukuju imunski odgovor koji je bifaznog karaktera i u
zavisnosti od vremena kada indukuju produkciju antitela u toku infekcije podeljeni su
na antigene prve i antigene druge grupe.

Antigeni prve grupe su komponente parazita koje indukuju produkciju antitela u
toku intestinalne faze, dve nedelje nakon infekcije (Takahashi, 1997). Ovi antigeni u
svojoj strukturi sadrze PC (Takahashi i saradnici, 1993). PC je fosfolipid, mali hapten,
koji je vaZan za razvoj 1 fertilitet, a ujedno ima ulogu u modulaciji imunskog sistema
domacina u smislu ublaZavanja ili gaSenja inflamatornog odgovora, §to moZe doprineti
ne samo dugotrajnom prezivljavanju parazita vec i ograni¢avanju patoloskih promena u
tkivima domacina (Grabitzki i Lochnit, 2009). Komparativna studija, u kojoj su
koris¢ena PC specificna antitela, je pokazala razli¢itu distribuciju PC antigena kod
razliCitih  zivotnih stadijuma T. spiralis (Takahashi i saradnici, 1993). Na
ultrastrukturnom nivou, PC antigeni su bili odsutni u novorodenim larvama, ali su u
izobilju prisutni u unutras$njoj strukturi miSiénih larvi 1 odraslih parazita. U miSi¢nim
larvama, ovaj antigen je pronaden u unutra$njem sloju kutikule i raznim organima,
ukljucujuéi 1 hipodermis, membrane miSi¢a, genitalni primordijum i digestivni trakt,
dok je bojenje bilo odsutno na povrsini kutikule ili granulama stihocita. Kod odraslih
parazita, unutrasnji sloj kutikule je ostao neobojen, $to ukazuje na razliku u strukturi
kutikule ove dve faze Zzivotnog ciklusa T. spiralis (Sanmartin i saradnici, 1991;

Hernandez i saradnici, 1995; Takahashi, 1997). Za antitela specifi¢na za fosforilholinu



je pokazano da se javljaju devet dana nakon infekcije i da nemaju protektivnu ulogu u
zastiti od infekcije (Peters i saradnici, 1999).

Antigeni druge grupe, oznaceni kao grupa II ili TSL antigeni (Appleton i
Romaris, 2001), indukuju kasnu fazu imunskog odgovora i produkciju antitela ¢etiri do
pet nedelja nakon infekcije (Takahashi, 1997). Na osnovu imunohemijskih
karakteristika 1 primenom monoklonskih i poliklonskih antitela, ovi antigeni su
klasifikovani u osam grupa (TSL1-TSL8) (Yepez-Mulia i saradnici, 2007). TSL1 grupa
antigena je najviSe proucavana i najbolje okarakterisana grupa antigena zbog ¢injenice
da mogu izazvati stvaranje antitela koja domacinu obezbeduju zastitu od ponovne
infekcije (Ortega-Pierres i saradnici, 1996; Bolas-Fernandez i saradnici, 2006). Ovi
antigeni predstavljaju grupu srodnih glikoproteina, koji dele zajedni¢ki ugljenohidratni
epitop, tivelozu (3,6-dideoksi-D-arabinoheksoza), karakteristican za stadijum miSi¢nih
larvi Citavog roda Trichinella (Gomez-Morales i saradnici, 2008). Ovi antigeni se
oslobadaju iz miSiénih larvi najpre u intestinalnom epitelu ubrzo nakon infekcije, a
potom kada se NBL larva u miSi¢noj celiji transformiSe u misi¢nu larvu, Sto sve
sugeriSe na funkcionalnu ulogu pomenutih antigena u uspostavljanju i odrzavanju
parazitizma. Ovi antigeni su stadijum specifi¢ni, potiCu iz stihozoma misi¢ne larve
parazita i nalaze se u ESL1 produktima i na povrsini kutikule larvi. Metodom Western
blota je pokazano da vecina anti-TSL1 antitela prepoznaje glikoproteine molekulskih
tezina izmedu 40 i 70 kDa u homogenatu misi¢nih larvi i ESL1 produktima (Ortega-
Pierres i saradnici, 1996). Primenom 7C2C5 monoklonskog antitela, koje pripada ovoj
grupi antitela, pokazano je prisustvo epitopa karakteristiénog za stadijum miSi¢nih larvi
¢itavog roda Trichinella, na tripletu antigena molekulskih masa 45, 49 i 53 kDa
(Gamble i Graham, 1984). Prisustvo ovih molekula u svim vrstama roda Trichinella ¢ini
ith dobrim kandidatima za antigene koji ne samo da imaju znafajnu ulogu u
uspostavljanju sistema parazita i domacina, ve¢ i u modulaciji imunskog odgovora.

ESL1 produkti misi¢nih larvi T. spiralis se kontinuirano oslobadaju u cirkulaciju
tokom zivota inkapsulirane miSi¢ne larve i predstavljaju stalan stimulus za imunski
sistem. Parazit na ovaj nacin kreira sredinu koja je pogodna ne samo za njegovo
prezivljavanje, ve¢ i za prezivljavanje domacina. Analiza ESL1 smeSe proteina dvo-
dimenzionalnom elektroforezcom (2DE) detektovala je 150 proteinskih tacaka,
molekulskih masa od 14 do 66 kDa (Wang i saradnici, 2013, 2014). Deset proteinskih



tataka, molekulskih masa izmedu 30-40 kDa, identifikovane su i okarakterisane
pomocu masene spektrometrije (engl. Matrix-assisted laser desorption-ionization time-
of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) i pokazano je da predstavljaju pet
razli¢itih proteina: dve serin proteaze, jedna dezoksiribonukleaza Il (DNKaza Il), a
preostala dva proteina pripadaju tripsinu sliénim serin proteazama. Ukupno 16
proteinskih ta¢aka molekulskih tezina izmedu 40 i 60 kDa su takode okarakterisane i
predstavljaju pet razli¢itih proteina ukljucujuci dve serin proteaze, jednu DNKazu Il i
dve vrsta tripsina. Druge studije su takode identifikovale postojanje jednog ES proteina
u vise proteinskih taCaka, kao Sto su 5’-nukleotidaza i serin proteaze (Robinson i
Connolly, 2005; Bien i saradnici, 2012). Do sada je pokazano da se u ESL1 produktima
nalaze: proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins, HSP), endonukleaze,
proteinaze, protein kinaze, inhibitori proteinaza, superoksid dismutaze, glikozidaze,
parakini (analozi humanim citokinima) i dr. (Nagano, 2009). Najzastupljeniji antigeni u
ESL1 produktima su glikoproteini molekulskih masa 43, 45 i 53 kDa. Navedeni
glikoproteini imaju vaznu ulogu u transformaciji misi¢ne c¢elije, formiranju kapsule i
odrzavanju parazitizma (Nagano, 2009). SDS elektroforezom ES antigeni se razdvajaju
na oko 40 glikoproteinskih komponenti, ali se danas zna da je to svega 13 molekula dok
su ostalo njihove izoforme. Za komponente koje pripadaju TSL1 grupi ustanovljeno je
da nose specifican epitop tivelozu 1 predstavljaju glavne antigene koje domacin
prepoznaje tokom infekcije (Appleton i saradnici, 1991). Kao §to je gore pomenuto,
identifikacija jednog proteina u vise tacaka, moZe se objasniti postojanjem vise izoformi
jednog proteina, nastalih kao posledica alternativnog splajsovanja i posttranslacionih
modifikacija (hemijska modifikacija proteina) koje obuhvataju fosforilaciju, acetilaciju,
glikozilaciju i koje su vazne za biolo$ku funkciju proteina u prezivljavanju parazita,
izbegavanju imunskog sistema i imunopatogenezu (Bien i saradnici, 2012; Wang i
saradnici, 2014).

Glikoprotein od 43 kDa (gp 43). Gen za gp 43 protein iz sastava ES antigena
Trichinella se eksprimira u misi¢nim larvama pre i posle formiranja kapsule, $to
ukazuje da ovaj glikoprotein mozda ima vaznu ulogu u formiranju kapsule, koja nastaje
neposredno nakon ulaska NBL u miSi¢ne Celije (Wu 1 saradnici, 2002). lako se ovaj
protein eksprimira u intracelularnim misiénim larvama, inhibicija ekspresije gena za gp

43 ne sprecava preusmeravanje diferencijacije i nastanak novog fenotipa inficirane
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misiéne Celije (Jasmer i Kwak, 2006). Skorasnja istrazivanja su pokazala da gp 43 ima
DNKaza Ila aktivnost (Nagano, 2009), za koju se smatra da ima vaznu ulogu U
intestinalnoj fazi infekcije i invaziji larve T. spiralis u intestinum (Jasmer i Kwak,
2006). Za DNKazu Ila je pokazano da razgraduje oslobodenu dezoksiribonukleinsku
kiselinu (DNK) iz ¢elija (u kojima je pokrenuta apoptoza) na oligonukleotidne sekvence
1 na taj naCin sprecava razvoj autoimunskog odgovora koju oslobodena DNK moze
pokrenuti u organizmu domacina (Hanayama i saradnici, 2004).

Glikoprotein od 45 kDa (gp 45) pripada familiji serin proteaza sli¢nih tripsinu
(Robinson i saradnici, 2007a) i nalazi se u beta i gama stihocitima sekretornog organa
misi¢nih larvi (stithozom, ima pet vrsta granula), ali i u stihocitnim granulama tipa jedan
kod odraslih parazita (Nagano, 2009). Pokazano je da gp 45 moze da inhibira razli¢ite
funkcije neutrofila kao $to su oksidativni metabolizam, mobilnost, hemotaksa i sinteza
integrina, §to ukazuje na njegovu anti-inflamatornu ulogu (Bruschi i saradnici, 2000).

Glikoprotein od 53 kDa (gp 53). Gen koji kodira ovaj glikoprotein se eksprimira
u misi¢noj larvi (posle formiranja kapsule) i kod odraslih parazita, ali ne i kod
novorodenih larvi, i miSi¢nih larvi pre formiranja kapsule (Wu 1 saradnici, 2002). Ovi
nalazi ukazuju da gp 53 nije odgovoran za transformaciju misi¢ne ¢elije i formiranje
kapsule i da je mnogo verovatnije da je njegova uloga u vezi sa odrzavanjem
parazitizma i modulacijom imunskog odgovora domacina (Nagano i saradnici, 2009).
Gp 53 poseduje epitope koji su specifi¢ni za sve inkapsulirane Trichinella vrste, dok su
neki epitopi, kao Sto je epitop prepoznat od strane monoklonskog antitela USS, prisutan
samo kod T. spiralis (Romaris i saradnici, 2002). Studije u kojima je dobijen
rekombinantni 53 kDa (rTsp53) pokazale su da za razliku od drugih antigena iz TSL1
grupe, Cija je antigenost uglavnom uslovljena prisustvom tiveloze u sastavu epitopa,
antigenost p53 je uglavnom posledica proteinskih epitopa (Perteguer i saradnici, 2004).
Za rTsp53 je pokazano da ima imunomodulatorni kapacitet i da moze znacajno da
ublazi tok eksperimentalnog kolitisa kod miseva (Du 1 saradnici, 2011; Du 1 saradnici,
2014).

Endonukleaze - ES produkti sadrze dvolan¢anu endonukleazu koja moze da
prepozna DNK miSi¢ne ¢elije domacina (Mak i Ko, 1999). Uloga ove endonukleaze nije
razjasnjena. Moguce je da sekretovane endonukleaze mogu kontrolisati ¢elijski ciklus 1

zaustaviti ga u G2/M fazi (Sto je sluCaj sa sazrevanjem satelitske celije pre njene fuzije
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sa invadiranom misi¢nom ¢éelijom) u toku procesa formiranja kompleksa parazita i ¢elije
negovateljice (Jasmer, 1993). Pronadene su i jednolandane endonukleaze koje se
razlikuju po biohemijskoj strukturi od dvolan¢anih. Pretpostavlja se da imaju ulogu u
patogenezi i reorganizaciji misi¢nog tkiva (Mak i saradnici, 2000). U ESL1 produktima
je detektovan veci broj DNKaza II (Liao i saradnici, 2014) koje imaju vaznu ulogu u
interakciji parazita i domacina i razgradnji DNK oslobodene tokom pro-apoptoskih
procesa u invadiranim ¢elijama. T. spiralis tokom invazije indukuje oslobadanje velike
kolicine DNK, koja bi mogla dovesti do pojave miozitisa i nekih autoimunskih
oboljenja kao $to je artritis (Liu i saradnici, 2008). DNKaze Il prisutne u ESL1
produktima razgraduju oslobodenu DNK i na taj nadin otklanjaju opasnost od pojave
autoantitela. Zbog svoje uloge, DNK-aze Il prisutne u ESL1 produktima se mogu
razmotriti kao kandidati za terapeutike u lecenju autoimunskih oboljenja, DNKaze
deficijentnih oboljenja ili kancera (Liu i saradnici, 2008).

Proteaze (proteinaze) imaju vaznu ulogu u razli¢itim fizioloskim i patoloskim
procesima u koje je ukljucen ovaj parazit kao §to su prodiranje u tkivo, migracija larvi,
izbegavanje imunskog sistema, usporavanje koagulacije krvi, digestija i degradacija
¢elijskog i1 vancelijskog matriksa i degradacija fibrinogena i plazminogena (Todorova i
saradnici, 1995; Nagano i saradnici, 2009). Mogu da budu i imunodominantni antigeni
koji stimuli$u protektivan imunski odgovor, kao i potencijalna meta u terapiji (Nagano i
saradnici, 2009). U ESL1 produktima T. spiralis su detektovane serin-, cistein-,
aspartat-, i metalo proteinaze (Lun i saradnici, 2003; Dzik i saradnici, 2006; Nagano i
saradnici, 2009). Nekoliko studija je predlozilo ulogu helmintskih cistein proteinaza u
inhibiciji Thl imunskog odgovora indukcijom produkcije IL-4. IL-4 je glavni citokin
odgovoran za Th2 diferencijaciju i produkuju ga uglavnom CD4" T ¢elije (Dzik, 2006).
Machado i saradnici (1996) su pokazali da cistein proteinaze poreklom iz razli¢itih
patogena ukljucujucéi parazite, indukuju degranulaciju mast ¢elija 1 bazofila i produkciju
IL-4, koji je najverovatniji uzro¢nik suprimiranja Thl odgovora. U in vitro uslovima,
misi¢ne larve T. spiralis sekretuju cistein proteinaze iz stihozoma (Moczon i Wranicz,
1999). Cistein proteinaze poreklom od Fasciola hepatica (F. hepatica) indukuju
produkciju Th2 citokina IL-4 i IL-10 i u isto vreme snizavaju produkciju interferona—y
(IFN-y), Thl citokina (O’Neill i saradnici, 2001). Serin proteaze su najzastupljenije u

ESL1 produktima T. spiralis (Todorova, 2000) i pokazano je da imaju vaznu ulogu u
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razvi¢u Trichinella prvenstveno tokom prodiranja u tkivo, invazije i migracije parazita
(Li i saradnici, 2013). Lun i saradnici su detektovali (2003), postojanje
metaloproteinaza u ESL1 produktima T. spiralis. Matriksne metaloproteinaze (MMP)
su velika familija solubilnih ili membranskih endopeptidaza, koje ucestvuju u razli¢itim
fizioloskim ili patoloskim procesima. Ovi enzimi degraduju komponente ekstracelijskog
matriksa kao $to su kolagen, laminin i fibronektin, ali deluju i na razliite biomolekule
(citokine, hormone i hemokine) (Geurts i saradnici, 2012). Tako je npr. pokazano da
postoji pozitivna sprega izmedu IL-8 i MMP-9. IL-8 pokre¢e hemotaksu i degranulaciju
neutrofila i omoguc¢ava oslobadanje MMP-9 koja zatim sece IL-8 i povecava biolosku
aktivnost ovog hemokina (van den Steen i saradnici, 2000). Aspartat proteinaze imaju
ulogu u razvoju parazita, kao i u razgradnji ekstracelijskog matriksa, digestiji
hemoglobina i dr. Nedavno je u ES produktima T. spiralis detektovana aspartat
proteinaza, molekulske mase oko 45 kDa koja se najvise eksprimira u reproduktivnom
traktu, Sto mozda ukazuje da ovaj enzim ima vaznu ulogu u razvoju organa za
razmnozavanje miSi¢nih larvi. Takode, za rekombinantnu formu ove proteinaze je
pokazano da razgraduje kolagen in vitro (Park i saradnici, 2012).

Inhibitori proteinaza. Nekontrolisana aktivnost proteinaza moze biti
destruktivna za ¢eliju ili organizam. Zbog toga je njihova aktivnost precizno regulisana
endogenim inhibitorima. Najbolje okarakterisani inhibitori proteinaza kod parazita su
inhibitori cistein-, serin-, aspartat proteinaza. Za neke od njih (npr. inhibitore cistein
proteinaza, cistatini i serin proteinaza, serpini) je pokazano da imaju imunomodulatorna
svojstva (Hartmann i Lucius, 2003; Dzik, 2006; Gregory i saradnici, 2008) i da mogu
redukovati progresiju inflamatornih bolesti. Robinson i saradnici (2007b) su u okviru
ESL1 antigena T. spiralis otkrili protein slican cistatinu (engl. Multi cystatin-like
domain protein, MCD-1) molekulske tezine od 46 kDa. Ovaj protein nije pronaden u ES
produktima T. pseudospiralis. Proteini sli¢ni cistatinu nemaju aktivnost inhibicije
cistein proteinaza, a to je po svemu sudec¢i sluc¢aj i sa MCD-1, posto je ustanovljeno da
ovaj protein ne inhibira cistein proteinazu papain in vitro. Za fetuin, protein sli¢an
cistatinu je pokazano da vezuje faktore transformacije rasta  (engl. Transforming
Growth Factor B, TGF-B1 i TGF-B2) i da moze imati funkciju antagonista citokina.
Pretpostavlja se da bi MCD-1 mogao imati ulogu pro-inflamatornog faktora i sli¢nu

funkciju kao fetuin jer je detektovan nizak nivo ekspresije TGF-B u epitelu intestinuma
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tokom infekcije sa T. spiralis. Ovaj nalaz mozda bi mogao da objasni zaSto je
inflamatorni odgovor manji kod infekcija sa T. pseudospiralis nego sa T. spiralis.
Serpini imaju klju¢nu ulogu u regulaciji bioloskih procesa kao $to su modulacija i
inhibicija: imunskog odgovora domacina, fibrinolize, koagulacije (serpin, antitrombin
inhibira trombin i druge proteoliticke koagulacione faktore: FIXa, Xa i Xla) i
inflamacije, tako da se pretpostavlja da patogeni produkuju serpine u cilju inhibicije
odbrambenih funkcija domacina (Zang i Maizels, 2001; Rau i saradnici, 2007). Serpin
B. malayi inhibira dve kljuéne proteaze neutrofila, katepsin G i elastazu neutrofila, Koji
su vazni medijatori inflamacije i urodenog imunskog odgovora (Maizels i saradnici,
2001). Moguce funkcije serpina opisane su i kod drugih organizama. Protein serpin 1
miksoma virusa vezuje i inhibira proteoliticku aktivnost humanih proteinaza kao $to su:
plazmin, urokinaza, aktivator plazminogena i protein komplementa C1s i u odsustvu
ovog proteina dolazi do jaceg inflamatornog odgovora (Macen i saradnici, 1993). Serpin
je detektovan u stihocitima misié¢nih larvi T. spiralis u ranoj fazi infekcije i pokazano je
da rekombinantni protein serpin inhibira 82 % aktivnosti serin proteinaze (Nagano i
saradnici, 2009). Nagano i saradnici (2001) su klonirali, okarakterisali gen za serpin kod
T. spiralis i pokazali da se proteinski produkt ovog gena, molekulske mase oko 42 kDa,
nalazi u produktima mis$i¢nih, ali ne i adultnih i novorodenih larvi T. spiralis. Funkcija
ovog proteina nije opisana.

Parakini (citokinski homolozi). Danas je poznato da kod parazita postoje
visoko konzervirane citokinske genske familije ¢iji se produkti mogu vezivati za
citokinske receptore na imunskim c¢elijama sisara (Vermeire i saradnici, 2008).
Komponente ES produkata parazita koje imaju ovakva svojstva mogu se nazvati
parakini (tj. citokini poreklom od parazita, Despommier, 1997). Despommier (1998)
smatra da T. spiralis sekretuje ove molekule u toku misi¢ne faze i da ¢elije domacina
odgovaraju na signalne molekule i omoguéavaju formiranje ¢elije negovateljice. U
ESL1 produktima misiénih larvi T. spiralis detektovan je homolog humanog
inhibitornog faktora migracije (engl. migration inhibitory factor, MIF), citokin koji ima
znacajnu ulogu u urodenoj imunosti kao pro-inflamatorni medijator (Calandra i Roger,
2003).

Proteini toplotnog Soka Stite parazita od stresa 1 oSte¢enja 1 imaju vaznu ulogu u

invaziji tkiva i prezivljavanju u toku intracelijske faze. U ESL1 produktima su
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identifikovani proteini molekulskih tezina od 11, 45, 53 i 64 kDa (Ko i Fan, 1996).
Protein toplotnog Soka 70 (Hsp70) T. spiralis je protektivni antigen koji indukuje
delimican protektivan imunski odgovor protiv infekcije T. spiralis kod miSevima. Ova
protekcija korelira sa povecanjem titra ukupnog IgG, IgGl i IgG2a, i povecanim
nivoom Th1/Th2 citokina (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 i dr) (Fang i saradnici, 2014). Wu i
saradnici (2007) su detektovali mali protein oko 19 kDa (sHsp) koji je prisutan u
hipodermisu, stihocitima i ezofagusu misSi¢nih larvi. Pokazano je da rekombinantni
sHsp poseduje Saperonsku aktivnost i suprimira agregaciju toplotom indukovane citrat
sintaze. Najve¢i nivo SHsp je zabeleZzen u zrelim miSiénim larvama (infektivnim
larvama), a manji nivo u adultima, novorodenim i nezrelim miSi¢nim larvama.
Ekspresija ovog proteina se povecava usled niskih ili visokih temperatura i sSHsp ima
ulogu u toleranciji na hemijski i fizicki stres 1 na taj nacin povecava prezivljavanje
miSi¢nih larvi T. spiralis.

Glikozidaze se nalaze u ES produktima mnogih parazita, pa i Trichinella. Ovi
enzimi vr$e hidrolizu glikozidnih veza u Secerima i imaju ulogu u invaziji Celija,
modifikaciji i remodelovanju povrsine ¢elija. Jedan od enzima koji je pronaden je egzo-
B heksoaminidaza (50 kDa), glikan koji sadrZi tivelozu i pokazano je da ovaj enzim
katalizuje hidrolizu glikozidnih veza koje formiraju N-acetilglukozamin (GICNACcp) i N-
acetilgalatkozamin (GalNAcp) sa drugim molekulima u slozenim Secerima (Bruce i
Gounaris, 2006).

Protein kinaze kovalentno modifikuju proteine fosforilacijom i na taj nacin
mogu da promene enzimsku aktivnost i reguliSu razli¢ite metaboli¢ke puteve, gensku
ekspresiju i c¢elijski ciklus. Protein kinaze T. spiralis fosforilisu MyoD (jedan od
transkripcionih regulatora bitnih za misi¢énu celiju) koji se povecano eksprimira u
inficiranoj misi¢noj celiji kao odgovor na traumu. Serin-treonin protein kinaze
predstavljaju veliku subfamiliju protein kinaza. U ES produktima kod T. spiralis su
pronadene dve serin-treonin protein kinaze molekulskih tezina 70 i 135 kDa koje
fosforilisu uglavnom proteine izmedu 50 i 55 kDa (Arden i saradnici, 1997) i njihov
znacaj nije dovoljno ispitan.

Glikani u sastavu ESL1 antigena. ESL1 produkte ¢ine uglavnom glikoproteini.
Vecina antigena iz sastava misi¢nih larvi T. spiralis koji pripadaju grupi oznacenoj kao

TSL1 antigeni poseduje u svom sastavu N-glikane sa tri- i tetra-antenarnom strukturom,
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koja sadrzi grane (tzv. antene) GalNAcp 1-4 GIcNACcp, na ¢ijim terminalnim delovima
se nalazi secer tiveloza. Takode, veliki broj ovih grana je fukozilovan na GIcNAc
reziduama (Reason i saradnici, 1994; Ellis i saradnici, 1997; Morelle i saradnici, 2000).
Gruden-Movsesijan i saradnici (2002) su opisali da N-glikani misi¢ne larve T. spiralis
poseduju strukture sa terminalno postavljenom manozom i trimanoznim jezgrom, pri
¢emu je jezgro uglavnom fukozilovano. Tiveloza kreira jedinstven epitop na glikanskim
antigenima miSi¢nih larvi T. spiralis, koji indukuje sintezu antitela specifi¢nih za parazit
tokom miSi¢ne faze infekcije (Ellis i saradnici, 1994; 1997). Ova antitela obezbeduju
zastitu od reinfekcije i u in vitro uslovima inhibiraju migraciju i invaziju larvi L1 u
epitelnim ¢elijama (McVay i saradnici, 1998; 2000).

lako se u helmintskim produktima nalaze brojni molekuli, za glikane je pokazano
da su kljuéni u indukciji i usmeravanju imunskog odgovora ka Th2 i anti-inflamatornom
tipu, kreirajuéi sredinu pogodnu za njihovo prezivljavanje (Harn i saradnici, 2009, van
Die i Cummings, 2010). Imunski odgovor Th2 tipa moze da obuzda produkciju
inflamatornih Thl citokina, dok anti-inflamatorni i regulatorni mehanizmi drze pod
kontrolom imunski sistem organizma domacina i obezbeduju odredeni vid homeostaze
u kojoj i parazit i domacin opstaju. Na ulogu glikana u usmeravanju imunskog odgovora
ka Th2 tipu tokom helmintske infekcije prvi put su ukazali Okano i saradnici (1999),
koristeci perjodat za hemijsku izmenu ugljenohidratne strukture solubilnog antigena jaja
S. mansoni, SEA. Druge studije koje su koristile razliite metode za uklanjanje ili
promenu ugljenohidratnih struktura su takode pokazale da je ekspresija glikana na
helmintskim antigenima vazna za generisanje Th2 imunskog odgovora. Ugljenohidratne
komponente nematode B. malayi imaju vaznu ulogu u indukciji predominantnog Th2
imunskog odgovora (Tawill, 2004), dok hemijski izmenjeni glikani ekskretorno-
sekretornog produkta Taenia crasssiceps (T. crasssiceps) ne mogu da modulisu
aktivnost dendritskih ¢elija i usmeravaju imunski odgovor ka Th2 (Gomez-Garsia i
saradnici, 2006; Terrazas i saradnici, 2010). Nedavno su Klaver i saradnici (2013)
istakli znacaj glikana solubilnih produkata T. suis u modulaciji funkcije dendritskih
glikozilovani u ESL1 produktima, do sada nije poznata imunomodulatorna uloga

glikana T. spiralis.
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1.3.Imunski odgovor domacéina na Trichinella spiralis

S obzirom da se ceo zivotni ciklus T. spiralis odvija u jednom domacinu, antigeni
sva tri zivotna stadijuma (adult, novorodena i miSi¢na larva) imaju uticaj na razvoj i
uspostavljanje imunskog odgovora domacina. Domacin aktivira razli¢ite efektorske
mehanizme u cilju eliminacije parazita, ograni¢avanja ostecenja koje indukuje parazit i
zastite od reinfekcije (Wakelin, 1993). Infekcija T. spiralis se karakteriSe indukcijom
Thl tipa imunskog odgovora na pocetku intestinalne faze, da bi zatim kako infekcija
napreduje, doslo do preusmeravanja odgovora ka Th2 tipu. Th2 postaje dominantan u
trenutku kada pocinje diseminacija novorodenih larvi 1 sustinski je vaZan za izbacivanje
parazita i kontrolu infekcije na intestinalnom nivou (Mosmann, 1991; Wakelin i
saradnici, 1994; Ishikawa i saradnici, 1998). Parazit dostize adultni stadijum i
reprodukuje se pre nego §to Th2 posredovana ekspulzija eliminiSe sve Zenke parazita
(muzjaci se eliminiSu odmah nakon kopulacije) iz gastrointestinalnog trakta. Zato
imunski odgovor na intestinalnom nivou s jedne strane daje odredeni nivo zaStite
organizmu domacina, ali on nije potpun jer se novorodene larve produkuju pre
izbacivanja adulta, Sto obezbeduje opstanak odredenog broja parazita u domadinu
(Bruschi, 2002).

U toku intestinalne faze infekcije, inflamatorni odgovor se pokrece ve¢ posle
nekoliko ¢asova od kontakta parazita i domacina. KarakteriSe se prisustvom neutrofila u
pocetnoj fazi, a zatim se u efektorske mehanizme protiv parazita uklju¢uju mastociti,
eozinofili i poveéani nivo IgE. Na intestinalom nivou, imunski odgovor na T. spiralis
zavisi od prisustva CD4" T ¢elija (Grencis i saradnici, 1985; Riedlinger i saradnici,
1986) sa inicijalnom predominacijom Thl i posledi¢nom dominacijom Th2 tipa koji se
karakteriSe produkcijom Th2 citokina, ukljucujuéi IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13 (Patel i
saradnici, 2009). Ove citokine produkuju T ¢elije, ali i B limfociti, eozinofili, mast
¢elije 1 bazofili, $to ukazuje na njihovu vaznu ulogu u razvoju Th2 imunskog odgovora,
kljuénog za ekspulziju parazita. Za ovu odbrambenu aktivnost narocito su znacajni
citokini IL-4 i I1L-13 (Bruschi i Chiumiento, 2012). IL-4 stimuliSe B celijsku
diferencijaciju u smeru stvaranja IgE antitela. Uloga ovog citokina nije samo u

regulaciji produkcije specifiénih IgE antitela, ve¢ i u stimulaciji enterocita da
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preuzimaju i vrSe transport IgE u intestinum. IgE se u lumenu creva veze za parazit i
tako vrsi prevenciju invazije (Bruschi, 2012). Takode, ovaj citokin je, zajedno sa
citokinom IL-13, neophodan za ekspanziju mast i goblet celija (Knight, 2008) i
indukciju protektivnog odgovora na infekciju T. spiralis. Mast celije imaju klju¢nu
ulogu u odgovoru domacina na intestinalnom nivou, oslobadajuéi efektorske molekule
kao §to su histamini, citokini, i serin proteaze, PB-himaze. Privremeno postojanje
intestinalne mastocitoze i degranulacija mast ¢elija u toku ekspulzije adulta parazita,
ukazuje da mast ¢elije imaju vaznu ulogu u intestinalnoj odbrani protiv parazita (Patel i
saradnici, 2009). Tokom infekcije T. spiralis, dolazi i do ekspanzije goblet ¢elija koje
sekretuju mucine, intelektine, molekul slican rezistinu B (engl. resistin-like molecule-
RELMp), sijalil transferazu 4¢ (engl. sialyl transferase 4c - Siat4c) i dr. Mucini su veliki
glikoproteini koji formiraju sloj mukusa preko epitelnih celija koji moze doprineti
protekciji tokom infekcije T. spiralis (Knight, 2008), dok se za intelektine smatra da
mogu imati ulogu u ranom imunskom odgovoru na ove parazite (Pemberton i saradnici,
2004; Artis, 2006). Eozinofilija je karakteristika parazitskih infekcija ukljucujuéi
infekciju T. spiralis. Uloga eozinofila tokom parenteralne faze infekcije je da ucestvuju
u odbrani od novorodenih larvi indukcijom celijske citotoksi¢nosti zavisne od antitela
(engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC). IL-5 stimulise
produkciju eozinofila i diferencijaciju ove granulocitne populacije u kostanoj srzi i
spreCava njihovu apotozu. Ovaj citokin ima malu ulogu u mehanizmima ekspulzije
parazita tokom primarne infekcije T. spiralis, ali je pokazano da IL-5 deficijentni miSevi
pokazuju oslabljenu odbranu od sekundarne infekcije ovim parazitom, pokazujuéi da
IL-5 ima vaznu ulogu u reinfekciji (Vallance i saradnici, 2000; Fabre i saradnici, 2009a;
Svensson-Frej, 2011).

Tokom miSiéne faze, prisustvo parazita u poprecno-prugastoj muskulaturi
indukuje jak inflamatorni odgovor, koji nije u mogucnosti da eliminiSe parazite, vec
uzrokuje inflamatorne miopatije (miozitis) koje se karakteriSu inflamacijom miSica 1
okolnih tkiva i odgovorne su za klinicke znake parenteralne infekcije (Bruschi i
saradnici, 2011). Ova faza je delimi¢no regulisana intestinalnom fazom infekcije jer je
pokazano da jac¢ina miSiéne inflamacije oralnim putem inficiranih Zivotinja
novorodenim larvama veca nego kod intravenoznim putem inficiranih zivotinja (Fabre i

saradnici, 2009b, c). Hroni¢an inflamatorni proces je pracen akumulacijom celija
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imunskog sistema domacina, ukljucujuéi neutrofile, eozinofile, aktivirane makrofage i T
limfocite 1 vodi destrukciji miSi¢nog tkiva (Bruschi i saradnici, 2011). Uloga eozinofila
u ovoj fazi infekcije T. spiralis je dvostruka. Eozinofili stite parazita dok se ne situira u
¢eliji negovateljici, a takode S§tite i organizam domacina od reinfekcije (Huang i
saradnici, 2014; 2015). Misi¢nu fazu infekcije karakteriSe kombinovani Th1/Th2
imunski odgovor uz dominaciju Th2 tipa koji se odlikuje pove¢anom produkcijom IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 i smanjenom produkcijom IFN-y (Lee i Ko, 2006). Tokom misi¢ne
faze takode dolazi do aktivacije anti-inflamatornih i regulatornin mehanizama, koji se
ogledaju u povecanoj zastupljenosti regulatornih T Celija i porastu produkcije citokina
IL-10 i TGF-B. Ovi mehanizmi kontrolisu i suprimiraju Th1l imunski odgovor i
ogranic¢avaju inflamaciju u misiénom tkivu, Sto obezbeduje prezivljavanje parazita
(Beiting i saradnici, 2007).

1.4.Mehanizmi kojima T. spiralis modulise imunski odgovor doma¢ina

Kao sto je ranije navedeno, T. spiralis u organizmu domacina kreira sredinu u
kojoj dominiraju anti-inflamatorni i regulatorni mehanizmi koji kontrolisu imunski
odgovor ne samo prema parazitskim antigenima, ve¢ i prema neparazitskim antigenima,
kao Sto su autoantigeni 1 alergeni. Ovi mehanizmi ograni¢avaju prekomernu inflamaciju
obezbedujuéi na taj nacin prezivljavanje i parazita i domacina. Supresiju inflamatornog
Thl odgovora T. spiralis moze da ostvari indukovanjem Th2 imunskog odgovora.
Medutim, protektivni efekat infekcije ovim helmintom u slu€aju alergija, kod kojih
dominira Th2 odgovor, ukazuje na znaCajno ucesc¢e regulatornih T celija (Treg),
regulatornih B ¢elija (Breg) i alternativno aktiviranin makrofaga (AAMF) (Ashour,
2013a).

Potencijalna imunomodulatorna uloga infekcije sa T. spiralis ili produkata ovog
helminta je ispitana na animalnim modelima razli¢itih bolesti i pokazano je da infekcija
ovim parazitom moze da suprimira alergijske reakcije i autoimunska oboljenja, kao §to
su Kronova bolest (Khan i saradnici, 2002), ulcerozni kolitis (Motomura i saradnici,
2009; Ashour i saradnici, 2013b), dijabetes tipa 1 (T1D) (Saunders i saradnici, 2007) i
EAE (Tabelal).
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Tabela 1. Infekcija sa helmintom T. spiralis ili njegovim produktima suprimira

alergijske reakcije i autoimunska oboljenja kod eksperimentalnih Zivotinja.

Infektivni agens ili

produkt

Oboljenje

Reference

T. spiralis

Eksperimentalni kolitis

Khan i saradnici (2002)

(13

Eksperimentalni kolitis

Cho i saradnici (2012)

(13

Eksperimentalni kolitis

Ashour i saradnici (2013b)

“ T1D Saunders i saradnici (2007)

“ EAE Gruden-Movsesijan i saradnici (2008)
“ EAE Gruden-Movsesijan i saradnici (2010)
3 e Sofronic-Milosavljevic i saradnici

(2013)

(13

Astma i alergijski

poremecaji

Park i saradnici (2011)

Sirovi ekstrakt
misSi¢nih larvi

T. spiralis

Eksperimentalni kolitis

Motomura i saradnici (2009)

13

EAE

Kuijk i saradnici (2012)

ESL1 produkti T.

spiralis

EAE

Radovic i saradnici (2015)

EAE je eksperimentalni model multiple skleroze, hroni¢ne inflamatorne

demijelinizirajuce bolesti centralnog nervnog sistema (Deboriverie, 2008). Infekcija T.

spiralis dovodi do ublazavanja klinicke slike EAEa, koje se ogleda u znacajnom

smanjenju parametara bolesti (Gruden-Movsesijan i saradnici, 2008). Mehanizmi koji

leZe u osnovi uocenog efekta obuhvataju s jedne strane povecanu produkciju IL-4, IL-

10 i TGF-B, a sa druge strane zna¢ajno smanjenu produkciju IFN-y i IL-17, citokina koji

su kljuéni za inicijaciju i progresiju EAE-a. U suprimiranju Thl i Th17 imunskog
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odgovora ukljuéene su i CD4"CD25"Foxp3™ T ¢elije (Gruden-Movsesijan i saradnici,
2010). Ovaj tip regulatornih T ¢elija je vazan regulator imunskog odgovora (Tang i
saradnici, 2008), a pokazano je da moze imati protektivnhu ulogu u EAEu (Anderton i
Liblau, 2008).

Infekcija parazitom T. spiralis moZe spreciti pojava kao i progresiju
dijabetesa tipa 1 kod NOD miSeva. Naime, pokazano je da infekcija NOD miSeva
ovim parazitom dovodi do pokretanja Th2 imunskog odgovora, koji se karakterise
pove¢anom koncentracijom IL-4. Povecana produkcija ovog citokina mogla bi biti
odgovorna za supresiju Thl odgovora (koji inace prati razvoj dijabetesa kod NOD
miSeva) 1 inhibiciju puteva koji vode destrukciji beta celija pankreasa(Saunders i
saradnici, 2007). Hroni¢na infekcija T. spiralis, takode moze da menja ekspresiju
citokina i integrina koji dovode do migracije citotoksi¢nih ¢elija iz pankresa i na taj
nacin doprinese povoljnom ishodu bolesti (Cooke, 2009).

Zapaljenske bolesti digestivnog trakta (Kronova bolest i ulcerozni kolitis)
karakteriSu se intestinalnom inflamacijom koja oStecuje tkivo i intestinalnu barijeru.
Pokazano je da prethodno uspostavljena infekcija T. spiralis ublazava klini¢ku sliku
eksperimentalnog  kolitisa izazvanog dinitrobenzensulfonskom  kiselinom na
makroskopskom i histoloSkom nivou. Modulacija se postize smanjenom aktivnoséu
enzima mijeloperoksidaze, smanjenom ekspresijom Thl citokina (IFN-y) i poveéanom
produkcijom IL-4, IL-13 i TGF-B (Khan i saradnici, 2002). Cho i saradnici (2012) su
takode zabelezili da infekcija T. spiralis suprimira kolitis izazvan dekstran natrijum
sulfatom. U osnovi supresije je smanjena produkcija pro-inflamatornih citokina (IL-6 i
IFN-y), povecana produkcija regulatornih citokina IL-10 i TGF- i poveéan broj
regulatornih T c¢elija. Prisustvo Foxp3™ regulatornih ¢elija u inflamatornim zonama
zabelezili su i drugi autori (Ashour i saradnici, 2013a).

Th2 alergijska stanja karakterisu se pove¢anom produkcijom Th2 citokina, IL-4,
IL-5, IL-9 i IL-13, kao i povecanjem broja eozinofila i nivoa alergen-specifi¢nih IgE
antitela (Di Lorenzo i saradnici, 2009). lako je pokazano da je Th2 odgovor u
infekcijama helminitima sli¢an alergijskom odgovoru, pokazano je da helminti mogu da
modulisu alergijski-pridruzeni Th2 tip inflamacije (Lee i saradnici, 2008).
Eksperimentalna ovalbuminom indukovana alergijska respiratorna inflamacija kod

miSeva je bila suprimirana infekcijom T. spiralis i pokazano je da infekcija ovim
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parazitom znacajno redukuje koncentraciju citokina IL-5 i povecava koncentraciju
regulatornih citokina IL-10 i TGF-B. Prisustvo ovih citokina ukazuje na postojanje
regulatornih T ¢elija, §to je 1 potvrdeno u limfnim ¢vorovima plu¢a (Park i saradnici,
2011). Smatra se da u osnovi povoljnog efekta infekcije T. spiralis na alergiju leze

upravo regulatorni mehanizmi koji suprimiraju prekomerni Th2 odgovor.

1.5.Uloga dendritskih ¢elija u imunskom odgovoru domacina na parazite

Dendritske éelije (DC) su najpotentnije antigen-prezentujuée éelije (APC) koje
stimuliSu imunski sistem i vrSe aktivaciju i kontrolu kako urodenog, tako i adaptivnog
imunskog odgovora. Stavise, DC predstavljaju vaznu kariku izmedu urodenog i
adaptivnog imunskog odgovora, ,,prenose¢i” informacije iz spoljasnjeg sveta. Pod
uticajem razli¢itih stimulusa DC zadobijaju razli¢it funkcionalni fenotip koji potom
rezultira pokretanjem odgovarajuceg imunskog odgovora. Pored uces¢a u polarizaciji
imunskog odgovora pod uticajem razli¢itih patogena, DC su znacajne za indukciju
imunoloske tolerancije 1 za regulaciju imunskog odgovora posredovanog T ¢elijama
(Granucci 1 saradnici, 2008). Po svom poreklu, fenotipskim 1 funkcionalnim
karakteristikama predstavljaju veoma heterogenu celijsku populaciju. Dosadasnjim
istrazivanjima je pokazano da se ove celije mogu podeliti na plazmacitoidne i
konvencionalne DC (pDC i ¢DC). Plazmacitoidne DC predstavljaju malu subpopulaciju
DC koje imaju sli¢no poreklo kao i cDC, ali razli¢ite razvojne puteve. Nalaze se u krvi i
limfoidnim organima i ulaze preko krvi u limfne ¢vorove (Merad i saradnici, 2013). U
kontaktu sa DNK virusa, ove ¢elije se transformigu u DC koje produkuju velike koligine
IFN-a tip | i imaju kapacitet da prezentuju strane antigene (Briére i saradnici, 2002;
Merad i saradnici, 2013). Konvencionalne DC naseljavaju limfoidna i nelimfoidna tkiva
i imaju vaznu ulogu U prepoznavanju, preuzimanju i prezentaciji stranih i sopstvenih
antigena naivnim T limfocitima. U okviru ove grupe ubrajaju se: ¢cDC u nelimfoidnim
tkivima (CD103'CD11b- i CD11b* c¢DC), epidermalne Langerhansove celije,
migratorne DC tkiva i rezidentne DC limfoidnih organa (CD8* i CD11b*cDC) (Merad i
saradnici, 2013).

Razvojni put od zajednickih progenitora ¢elija mijeloidne loze do pojedinacnih

subpopulacija DC moze se podeliti u &etiri osnovna stadijuma: a) stadijum
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progenitorskih éelija kostne srzi b) stadijum prekursora DC c¢) stadijum nezrelih i d)
stadijum zrelih DC. Prekursori DC se nalaze u kostnoj srzi i krvi. Nastaju
diferencijacijom od pluripotentnih mati¢nih ¢elija (CD34%) kostne srZi i zatim napustaju

kostnu srz i preko krvi dospevaju u razli¢ita tkiva gde opstaju kao nezrele DC (slika 3).

Preuzimanje antigena

°© X '-‘.'-/)\
//% ® Saree o¢
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Slika 3. Razvoj dendritskih ¢elija (DC). Prekusori DC u cirkulaciji mogu da
prepoznaju patogene i produkuju IFN-a, koji dalje aktivira eozinofile, makrofage i NK
éelije i na taj na¢in prekusori DC mogu da spreée Sirenje infekcije. Ove éelije dospevaju
u razlicita tkiva gde opstaju kao nezrele DC. Nakon prepoznavanja antigena, nezrele DC
migriraju u limfoidne organe, sazrevaju i prezentuju antigene antigen-specifi¢cnim
limfocitima koji zatim dospevaju u inficirano tkivo. Pomo¢nicke T Celije produkuju
citokine koji aktiviraju makrofage, NK ¢elije 1 eozinofile, dok citotokisi¢ni T limfociti
liziraju inficirane ¢elije. B éelije se aktiviraju nakon kontakta sa T éelijama i DC i zatim
migriraju u razli¢ite regione, gde sazrevaju u plazma celije koje produkuju antitela i
tako neutraliSu patogene. Smatra se, da nakon interakcije sa limfocitima, DC umiru

apoptozom (Banchereau i saradnici, 2000).

Nezrele DC patroliraju u potrazi za patogenima i mrtvim ¢elijama (nastale kao

posledica apoptoze i nekroze). One poseduju snaznu fagocitnu aktivnost zahvaljujuéi
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ekspresiji razli¢itih receptora koji prepoznaju strukturne obrasce na antigenima (engl.
pattern recognition receptors - PRRs). Preuzimanje antigena od strane DC, kao i uticaj
razli¢itih medijatora kao Sto su pro-inflamatorni citokini IL-1p i faktor nekroze tumora-
a (engl. Tumor necrosis factor- o, TNF-a) rezultiraju morfoloskom i funkcionalnom
transformacijom DC, tj. njihovim sazrevanjem iz ¢elija koje preuzimaju antigene u
¢elije koje su specijalizovane da efikasno prikazu antigene i stimuliSu T ¢elije. Od
prirode stimulusa koji je doveo do sazrevanja DC zavisiée u kom pravcu ¢e Dbiti
polarizovan imunski odgovor (Mellman, 2013; Banchereau i saradnici, 2000).
Sazrevanje DC prati ekspresija molekula glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl.
Major Histocompatibilty Complex, MHC), kostimulatornih molekula (CD40, CD8O0,
CD86), adhezivnih molekula familije p-integrina, unutaréelijskih adhezivnih molekula
(engl. Intracellular Adhesion Molecule, ICAM), CDI1 i vise molekula koji su zajednicki
za limfocite i monocite. Razlikuju se od ostalih APC (B limfocita i makrofaga) po
svojoj jedinstvenoj sposobnosti da aktiviraju naivne T limfocite. Pored naivnih T
limfocita, ove Celije aktiviraju i efektorske T i B Celije, kao i NK ¢elije (Banchereau i
saradnici, 2000; Liu i saradnici, 2001; Wu i Dakic, 2004).

Zrele DC u limfoidnim organima stupaju u bliske kontakte sa naivnim T
limfocitima i ova dvosmerna interakcija izmedu T limfocita i DC dovodi do
proliferacije i diferencijacije T limfocita u razli¢ite subpopulacije efektorskih celija, bilo
da je re¢ o CD4" ili CD8* T ¢elijama. Interakcija kompleksa MHC Il i antigena
prezentovanog na povriini DC sa receptorima na naivnim T éelijama predstavlja prvi
signal za T Celijsku polarizaciju, dok drugi signal predstavlja ekspresija kostimulatornih
molekula. Treéi signal koji upravlja polarizacijom u zeljenom pravcu su citokini koje
produkuje i oslobada zrela DC (slika 4). U sludaju polarizacije CD4* T limfocita u
pravcu Thl treéi signal je IL-12 (Kapsenberg, 2003), dok je za Thl7 polarizaciju
neophodno prisustvo IL-1, IL-6 ili IL-23 (van Beelen i saradnici, 2007).

U slucaju polarizacije u Th2 pravcu slika nije jo§ uvek sasvim jasna. Th2 imunski
odgovor je, kao §to je ve¢ receno, karakteristican za infekcije helmintima. Pod uticajem
antigena poreklom od razli¢itih helminta DC ne sazrevaju u potpunosti, a u nekim
slu¢ajevima ostaju potpuno nezrele, pa ipak imaju sposobnost da polarizuju naivne T
éelije. Delimiéno sazrele DC slabo eksprimiraju MHC 11, a &esto imaju nizak ili srednji

nivo ekspresije kostimulatornih molekula. Karakterisu se i smanjenom produkcijom
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pro-inflamatornih citokina i pove¢anom produkcijom anti-inflamatornog citokina IL-10
(MacDonald i Maizels, 2008, Ili¢ i saradnici 2008, 2011, Gruden-Movsesijan i
saradnici, 2011). Prvo se mislilo da su kandidati za tre¢i signal u Th2 polarizaciji IL-4 i
IL-10, ali je pokazano da i IL-4 i IL-10 deficijentni miSevi mogu da pokrenu Th2
imunski odgovor. Na osnovu dosadasnjih saznanja MacDonald i Maizels (2008) su
predlozili moguc¢i model polarizacije Th celija koji bi podrazumevao kompeticiju
izmedu Thl signala koji dovode do pojacane sinteze IL-12 i Th2 signala koji indukuju
sintezu 1L-10. Ishod kompeticije ova dva signala u smislu Th polarizacije, zavisi¢e od
njihove relativne snage. Modifikacija ovog modela predlaze da ukoliko Thl i Th2
signali indukuju razlicite kaskade koje se delimi¢no prepli¢u, onda osim kompeticije
moguce je da se pojavi i unakrsna inhibicija na molekulskom nivou, tako da Th2 ligandi
suprimiraju DC-pokrenutu indukciju Th1 odgovora i obrnuto (Kane i saradnici, 2004).
Urodeni imunski odgovor nema samo ulogu u prepoznavanju parazitskih antigena i
inicijaciju adaptivnog Th2 odgovora, ve¢ obezbeduje odrzavanje Th2 imunskog
odgovora tokom infekcije (Allen i Maizels, 2011; Koyasu i saradnici, 2010; Saenz i
saradnici, 2010).

DC su takode bitne za ostvarivanje imunoloske tolerancije, spreavanjem
produkcije efektorskih T Celija specifi¢nih za sopstvene antigene. U odsustvu infekcije,
DC kontinuirano preuzimaju i procesuiraju sopstvene antigene i nepatogene antigene
prisutne u vancelijskom prostoru i migriraju u regionalna limfoidna tkiva, pri ¢emu ne
sazrevaju u potpunosti. Ovakve delimi¢no sazrele DC prezentuju autoantigene T
¢elijama 1 favorizuju produkciju imunosupresivnih regulatornih T ¢elija, znacajnih za

odrzavanje periferne tolerancije (Mellman, 2013).
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Slika 4. Stimulacija i polarizacija T éelija zahteva tri signala od strane DC. T
¢elijski receptor (TCR) prepoznaje kompleks peptidnog antigena i MHC molekula na
DC i to obezbeduje prvi signal. Drugi signal je kostimulatorni signal posredovan
interakcijom koreceptora CD28 na T ¢eliji i kostimulatornih molekula (CD80 i CD86)
na DC. Signal 3 je polarizacioni signal koji je posredovan razli¢itim citokinima Koji

promovisu razvoj Thl ili Th2 (Fadilah i Cheong, 2007).

lako razli¢iti helmintski antigeni indukuju razligit fenotip DC, zajednicka
karakteristika je da su ove celije nepotpuno zrele i da kao takve mogu da promovisu
intenzivnu proliferaciju antigen specifiénih CD4* T ¢elija i Th2 diferencijaciju (Segura i
saradnici, 2007; MacDonald i Maizels, 2008). Tako je pokazano da DC stimulisane
antigenom SEA, ne sazrevaju na konvencionalan nacin i ne pokazuju povecanu
ekspresiju kostimulatornih molekula ili citokina (MacDonald i saradnici, 2001; Kane i
saradnici, 2004), ali da mogu da indukuju Th2 imunski odgovor (MacDonald i
saradnici, 2001; Tomas i Harn, 2004). Takode, SEA antigen je sposoban da preusmeri
DC koje indukuju Thl tip odgovora u DC koje indukuju Th2 tip. Naime, Kane i
saradnici, 2004 i van Liempt i saradnici, 2007 su opisali da su DC koje su prethodno
tretirane lipopolisaharidom (LPS, komponenta zida gram-negativnih bakterija) i Poly
I:C-om (engl. polyinosinic:polycytidylic acid, sinteticki analog dvolan¢ane RNK virusa)

bile sposobne da indukuju Th1l tip odgovora, a da je nakon tretmana sa SEA doslo do
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smanjene ekspresiju MHC II, kostimulatornih molekula i produkcije IL-6, IL-12, TNF-
o i sledstvene polarizacije ka Th2 tipu odgovora. DC stimulisane ekskretorno-
sekretornim antigenima Nippostrongylus brasiliensis (NES), slicno SEA, pokazuju
nezreo status (smanjena produkcija IL-6, 1L-12p40, smanjena ekspresija
kostimulatornih molekula) i indukuju Th2 imunski odgovor (Balic i saradnici, 2004),
dok ES produkti Heligmosomoides polygyrus (H. polygyrus) ne indukuju aktivaciju DC
i suprimiraju i Thl i Th2 odgovor (Segura i saradnici, 2007). DC stimulisane sa ES-62
antigenom A. viteae pokazuju delimi¢no zreo fenotip i indukuju T limfocite da
produkuju povecanu koncentraciju IL-4 i smanjenu koncentraciju IFN-y (Whelan i
saradnici, 2000), dok DC stimulisane SEA iniciraju poveéanu produkciju oba citokina
od strane T ¢elija u in vitro uslovima (MacDonald i saradnici, 2001).

Stimulacijom pacovskih i misjih DC antigenima sva tri Zivotna stadijuma T.
spiralis (adult, novorodena larva i misi¢na larva), ove ¢elije postaju delimi¢no zrele, ali
je stepen ekspresije MHC 11 i kostimulatornih molekula, kao i produkcija citokina I1L-10
i IL-12 razli¢it u zavisnosti od porekla antigena ili ¢elija (llic i saradnici, 2008; 2011).
Pacovske DC pod uticajem ES antigena adulta, solubilnog ekstrakta NBL, ES antigena
kao i "sirovog" ekstrakta miSi¢nih larvi T. spiralis (homogenat celih larvi) pokazuju
poveéanu ekspresiju CD86 i ICAM 1 ali ne i MHC 1I (Ilic i saradnici, 2008, Gruden-
Movsesijan i saradnici, 2011), dok migje DC reaguju poveéanjem ekspresije i MHC Il i
kostimulatornih molekula, s tim $to je povecanje ekspresije u slu¢aju MHC II umereno,
u sluéaju ICAM 1 i OX40L (CD252) neznatno, dok je ekspresija CD80 i CD86
znacajno povecana (llic i saradnici, 2011). Ovo je u skladu sa rezultatima studije drugih
autora, u kojoj je bio koris¢en samo "sirovi" ekstrakt misi¢ne larve T. spiralis i koja je
pokazala da ova smesa antigena takode dovodi do nepotpunog sazrevanja DC (Leech i
Grencis, 2006). Za razliku od navedenih rezultata Langelaar i saradnici (2009) su
pokazali da ES antigeni mi$i¢nih larvi T. spiralis nemaju uticaja na ekspresiju MHC 11 i
kostimulatornih molekula na migjim DC (3to se tumadi izuzetno malom dozom antigena
koris¢enom u radu). lako nepotpuno zrele, DC opisanog fenotipa imaju kapacitet da
prezentuju antigene T ¢elijama i produkuju citokine koji su vazni signali za inicijaciju i
regulaciju imunskog odgovora na patogene. IL-12, pro-inflamatorni citokin, ima vaznu
ulogu u polarizaciji imunskog odgovora ka Thl (MacDonald i Maizels, 2008), dok je

anti-inflamatorni citokin, IL-10 znacajan za usmeravanje ka Th2 i regulatornom tipu
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imunskog odgovora (Manickasingham i saradnici, 2003). IL-10 ispoljava i autokrino
dejstvo, suprimiraju¢i ekspresiju éelijskih povriinskih markera, proliferaciju DC i
prezentaciju antigena (Chang i saradnici, 2009). Stimulacija pacovskih DC sa
antigenima T. spiralis indukuje povecanu produkciju anti-inflamatornog citokina IL-10
I smanjenu produkciju pro-inflamatornog citokina IL-12p70 (llic i saradnici, 2008), dok
isti tretman misjih DC indukuje poveéanu produkciju i pro- i anti-inflamatornih
citokina. lako postoje podaci da povec¢ana produkcija IL-10 suprimira sintezu IL-12p70
(Kane i saradnici, 2004; Sallusto i Lanzavecchia, 2002), u ovom sluc¢aju, kao i u drugim
studijama dobijeno je da se Th2 ili meSoviti Th1/Th2 odgovor javljaju kao posledica
poveéane produkcije i pro- i anti-inflamatornih citokina od strane DC (Carvalho i
saradnici, 2008; Shaw i saradnici, 2002). Misje DC stimulisane antigenima T. spiralis, u
in vitro uslovima polarizuju CD4" T ¢elije u pravcu produkeije i Th2 (IL-4, I1L-9, IL-13
i IL-10) i Thi citokina (IFN-y). Za razliku od njih pacovske DC stimulisane ESL1
antigenima indukuju in vitro povecanu produkciju IL-4, IL-10 i TGF-B i smanjenu
produkciju IFN-y. Uloga ESL1 u polarizaciji imunskog odgovora ima poseban znacaj s
obzirom da miSi¢na larva ove produkte oslobada kontinuirano i dugo tokom ¢itave
hroni¢ne faze infekcije, sve dok ne dode do uginuéa parazita i njegove kalcifikacije (kod
glodara ova faza traje do kraja zivota, dok za ljude ne postoje pouzdani podaci posto se
simptomi i znaci bolesti gube posle 6 meseci do najduze 2 godine, ali se zna da
specifi¢na antitela u krvi mogu da se detektuju i do tri decenije nakon infekcije). Ovim
produktima parazit ostvaruje komunikaciju sa imunskim i drugim sistemima domacina.
In vivo aplikacija DC stimulisanih ESLI generie meSoviti Th1/Th2 imunski odgovor,
sa predominacijom Th2 odgovora i aktivacijom regulatorne mreze. Ovakav profil
odgovara stanju koje se srece tokom hroni¢ne infekcije T. spiralis (Gruden-Movsesijan i
saradnici, 2011). Malo je podataka o efektima pojedinacnih ESL1 molekula koje imaju
imunomodulatorne karakteristike. Najvise su istrazeni glikoproteini od 45, 49 i 53 kDa
(prethodno opisani) koji nose na svojim ugljenohidratnim strukturama terminalno
postavljen secer tivelozu. Vec¢ je pokazano da navedeni glikoproteini imaju vaznu ulogu
u transformaciji miSiéne ¢elije, formiranju kapsule i odrzavanju parazitizma. Medutim,

njihova imunomodulatorna uloga nije dovoljno poznata (Nagano, 2009).
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1.6.Uloga makrofaga u imunskom odgovoru domacéina na parazite

Makrofagi su ¢elije urodene imunosti koje imaju ulogu u imunskom odgovoru na
patogene, ali i u homeostazi tkiva, koordinaciji adaptivnog imunskog odgovora,
inflamaciji 1 reparaciji tkiva (Martinez i saradnici, 2009). Predstavljaju veoma
heterogenu populaciju i nalaze se kako u primarnim i sekundarnim limfnim organima,
tako i u tkivima i organima kao $to su kosti (osteoklasti), koza (dermalni makrofagi),
jetra (Kupferove celije), plu¢éa (alveolarni makrofagi), nervno tkivo (mikroglija),
serozne Supljine (peritonealni makrofagi), adipozno tkivo, bubrezi i dr. (Gordon i
saradnici, 2014). U zavisnosti od vrste stimulusa prisutnin u mikrosredini tkiva
(citokina, adhezivnih molekula i komponenti vancelijskog matriksa) ili patogena,
makrofagi se mogu naéi u razli¢itim stanjima aktivacije. Pod uticajem IFN-y sa ili bez
LPSa i TNFa, nastaju klasi¢no aktivirani makrofagi (CAMF) koje karakteriSe izrazena
sposobnost ubijanja patogena, povecana produkcija reaktivnih vrsta kiseonika i azota,
pro-inflamatornih citokina (IL-1, IL-6, IL-12, TNF), niska produkcija IL-10 i povecana
ekspresija MHC 1l i CD86. U Th2 citokinskom miljeu, pod uticajem IL-4 i IL-13,
nastaju alternativno-aktivirani makrofagi (AAMF) koji se odlikuju poveéanom
ekspresijom MHC II, CD40, CD80, CD86, PRR i sposobno$¢u da inhibiraju Thl
¢elijsku proliferaciju produkcijom anti-inflamatornih medijatora (IL-10, IL-13 i TGF-p)
i malih koli¢ina pro-inflamatornih medijatora azot monoksid (NO), IL-12 i IL-18
(Martinez i Gordon, 2014). KarakteriSu se i povecanom ekspresijom arginaze 1 i
proteina iz familije hitinaza (Ym1, hitin-vezujuéi protein bez hitinazne aktivnosti i
kisele hitinaze sisara, AMC-aze) i RELM-q, ranije poznat kao FIZZ (engl. found in
inflammatory zone) (Jang i Nair, 2013). Metabolizam arginina je neophodan za
aktivaciju i razvoj kako klasi¢no, tako i alternativo aktiviranih makrofaga. Th1l citokini,
IL-12 i IFN-y, indukuju ekspresiju inducibilne forme NO sintaze (iNOS), enzima ¢ijom
aktivnosc¢u nastaje NO kod klasi¢no aktiviranih makrofaga. S druge strane, Th2 citokini,
IL-4, 1L-13 i IL-21 aktiviraju arginazu 1, koja usled visokog afiniteta za arginin,
smanjuje njegovu dostupnost za iNOS, sto dovodi do smanjene produkcije NO (Kreider
i saradnici, 2007).

AAMF su normalno pronadeni na imunoprivilegovanim mestima (placenta ili

pluc¢a), Sto ukazuje da imaju ulogu u zastiti tkiva od inflamacije (Martinez i Gordon,
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2014; Zaccone i saradnici, 2008). Detektovani su u raznim helmintskim infekcijama,
kao sto S. mansoni (Herbert i1 saradnici, 2004), H. polygyrus (Anthony i saradnici,
2006), N. brasiliensis (Reece i saradnici, 2006), T. crassiceps (Rodriguez-Sosa i
saradnici, 2002), T. spiralis (Dzik i saradnici, 2004), F. hepatica (Donnelly i saradnici,
2005), Ascaris suum (A. suum) (Oshiro i saradnici, 2005) i pokazano je da imaju ulogu
u regulaciji inflamacije. Infekcija miseva, koji poseduju deficijenciju gena za makrofag
specifican receptor IL-4Ra S. mansoni, pracena je povecanom inflamacijom,
ukljucujuéi povecanu produkciju Thl citokina, aktivnost iINOS i sepsu (Herbert i
saradnici, 2004). Ovo ukazuje da AAMF imaju vaznu ulogu u zastiti od letalne,
infekcijom indukovane inflamacije. Arginaza 1 inhibira inflamatorni odgovor
inhibiranjem ekspresije pro-inflamatornih citokina i blokiranjem proliferacije T ¢elija. U
infekciji S. mansoni, ovaj enzim inhibira inflamaciju blokiranjem produkcije 1L-12 i IL-
23p40 (Herbert i saradnici, 2010). AAMF imaju znacajnu ulogu u reparaciji i
remodelovanju ostecenog tkiva, nastalog kao posledica infekcije helmintima. AAMF
produkuju razlicite proteine koji direktno ili indirektno indukuju angiogenezu ili
aktivaciju fibroblasta i na ovaj nacin omogucavanju reparaciju tkiva. Arginaza
katalizuje produkciju prolina i poliamina koji formiranjem kolagena i indukovanjem
¢elijske proliferacije obnavljaju oste¢eno tkivo. RELMa stimulise produkciju kolagena i
diferencijaciju miofibroblasta sto posreduje u formiranju ekstracelularnog matriksa
(Jang i Nair, 2013).

1.7.Receptori za molekulske obrasce

Interakcija APC sa antigenima i njihova aktivacija omoguéena je prisustvom
receptora koji prepoznaju visoko konzervirane molekulske obrasce na razli¢itim
patogenima (engl. Patogen Associated Molecular Patterns, PAMPS), kao §to su
razli¢ite komponente Celijskog zida bakterija (LPS, peptidoglikani, PGN i lipopeptidi),
flagelin, nemetilovani CpG motivi DNK bakterija, jednolancana ili dvolancana
ribonukleinska kiselina (engl. single stranded RNA, ssSRNA ili double- stranded RNA -
dsRNA) virusa, manani kvasca, glukani gljiva itd. Ovi receptori se zbog ove svoje
sposobnosti nazivaju receptorima koji prepoznaju molekulske obrasce (engl. Pattern
Recognition Receptors - PRRs) (Medzhitov, 2007). PRR takode prepoznaju endogene
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molekule, tzv. ,opasne signale® DAMPove (engl. damage-associated molecular
patterns), koji nastaju kao posledica osteCenja celija i tkiva u inflamatornim i stresnim
reakcijama. Primeri ovih molekula su proteini toplotnog Soka tj. HSP, protein
hromatina HMGB1 (engl. High-mobility group protein B1), proteinski fragmenti
ekstracelularnog matriksa i dr. (Tang, 2012).

Nakon prepoznavanja PAMP-ova od strane PRR, PRR pokrecu pro-inflamatorni
i anti-mikrobijalni odgovor aktiviranjem intracelijskih signalnih puteva u koje su
ukljuceni adapterski molekuli, kinaze i transkripcioni faktori. PRR - signalna
transdukcija indukovana PRR vodi genskoj ekspresiji i sintezi velikog broja solubulnih
molekula ukljuc¢ujuéi citokine, hemokine, celijske adhezione molekule koji zajedno
orkestriraju rani odgovor domacina na infekciju i predstavljaju vaznu vezu sa
adaptivnim imunskim odgovorom (Akira i Takeda, 2004; Akira i saradnici, 2006;
Kawai i Akira, 2010).

Receptori za molekulske obrasce su podeljeni na: a) solubilne PRR - receptore
za molekulske obrasce u serumu i tkivnim tecnostima koji se vezuju za molekule na
povrsini patogena, apoptotskih, nekrotiénih i malignih ¢elija i omogucéavaju njihovu
eliminaciju fagocitozom. U ove molekule se ubrajaju komponente sistema
komplementa, kolektini (manan-vezujuc¢i lektin (MBL) surfaktant proteini A i D),
fikolini i pentraksini (kao sto je C-reaktivni protein, CRP) i b) ¢elijske PRR, koji su
dalje podeljeni na membranske (vancelijske senzore) i citoplazmatske (unutarcelijske
senzore) (Medzhitov i Janeway, 2002; Medzhitov, 2007). U membranske receptore
ubrajaju se: receptori slicni Toll proteinu (engl. Toll-like receptors, TLR), lektinski
receptori C tipa (engl. C-type lectin receptors, CLR), receptori Ccista¢i (engl.
scavenger receptors, SR) i N-formilpeptid receptori (engl. N-formyl peptide
receptors, FPR), dok se u citoplazmatske ubrajaju: receptori slicni NOD-u, (engl.
Nucleotide-binding Oligomerization Domain - NOD- like receptors, NLRs) i receptori
slicni RIG-u (engl. Retinoic acid-inducible gene-1 - RIG-like receptors, RLR)
(Mogensen, 2009; Geijtenbeek i Grinhuis, 2009; Stephen i saradnici, 2010).

TLR su najbolje okarakterisani PRR, imaju mo¢nu "imunoadjuvantnu" osobinu
da aktiviraju antigen-prezentujuce ¢elije i kljuénu ulogu u odbrambenim mehanizmima
protiv razli¢itih patogena. Ovi receptori su visoko konzervirani, homologi Toll proteinu

vinske musice Drosophila melanogaster i pripadaju familiji integralnih membranskih

31



glikoproteina tipa I. Sastoje se iz ekstracelularnog N-terminalnog domena, koji je
odgovoran za vezivanje liganada, transmembranskog domena i intracelularnog C-
terminalnog signalnog domena (slika 5) (Akira i Takeda, 2004; Medzhitov, 2007;
Beutler, 2009; Kawai i Akira, 2010). C-terminalni domen pokazuje homologiju sa
receptorima iz familije interleukina-1 (engl. interleukin-1 receptors, IL-1R) i poznat je
pod nazivom Toll/IL-1 receptorski (TIR) domen. U okviru ovog domena postoje tri
visoko homologa regiona koji su vazni u TLR signalnom putu. Ekstracelularni N-
terminalni domen sadrzi 16-28 ponovaka bogatih leucinom (engl. Leucin-Rich
Repeats, LRR), kao i konzervirane sekvence. LRR domeni receptora formiraju
strukturu potkovice i smatra se da su ukljuceni u direktno prepoznavanje razlicitih
struktura patogena (proteina, lipida, nukleinskih kiselina) kao i DAMPova (tabela 2)
(Akira i Takeda, 2004).

IL-1R LR Slika 5. Struktura TLR receptora.

Receptori sli¢ni Toll proteinu (TLR) i

_ receptori iz familije interleukina-1 (IL-R)
Ig-slican . . . L. .

domen imaju konzervirani citoplazmatski domen,

Toll/IL-1 receptor (TIR) domen. TIR

s domen se karakteriSe prisustvom tri visoko

konzervirana homologna regiona poznatih
kao boks 1, 2 i 3. Za razliku od
P PR citoplazmatskog dela, ekstracelularni deo
;‘c—j‘msl = ovih receptora se razlikuje: TLR receptori
; | Boks 2 N 1R ac imaju tandemski ponavljaju¢e leucin-
| bogate sekvence (LRR) dok IL-R tri
domena sliénih imunoglobulinu (engl. 1g-
like domain) (Akira i Takeda, 2004).
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Familija TLR ukljucuje deset ¢lanova kod ljudi (TLR 1-10) odnosno 12 (TLR
1-9 i 11-13) kod miseva (Medzhitov, 2001; Takeda i saradnici, 2003; Richez i
saradnici, 2011). Eksprimirani su na antigen prezentuju¢im celijama kao S$to su
makrofagi, DC i B limfociti (Iwasaki i Medzhitov, 2004), ali je pokazano da se mogu
eksprimirati i na drugim tipovima ¢elija, konstititutivno ili inducibino, u toku infekcije
(Iwasaki i Medzhitov, 2004; Miettinen i saradnici, 2001; Muzio i saradnici, 2000)
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Tabela 2. Receptori sli¢ni Toll proteinu (TLR) i njihovi ligandi

(Akira i Takeda, 2004).

Receptor

Triacil lipopeptidi

Poreklo liganda
Bakterije i mikobakterije

Referenca
Takeuchi i saradnici, 2002

Solubilni faktori

Neisseria meningitidis

Whyllie i saradnici, 2002

Lipoproteini/lipopeptidi

Razni patogeni

Aliprantis i saradnici, 1999

Peptidoglikani

Gram-pozitivne bakterije

Takeuchi i saradnici, 1999
Schwadner i saradnici, 1999

Lipoteihoicna kiselina

Gram-pozitivne bakterije

Schwadner i saradnici, 1999

Lipoarabinomanan

Mikobakterije

Means i saradnici, 1999

Fenol-solubilni modulin

Staphylococcus epidermidis

Hajjar i saradnici, 2001

Glikoinozitolfosfolipidi

Trypanosoma cruzi

Coelho i saradnici, 2002

Glikolipidi

Treponema maltophilum

Optiz i saradnici, 2001

Porini

Neisseria

Massari i saradnici, 2002

Atipicni lipopolisaharid

Leptospira interrogans

Werts i saradnici, 2001

Atipi¢ni lipopolisaharid

Porphyromonas gingivalis

Hirschfeld i saradnici, 2001

Zimozan Gljive Underhill i saradnici, 1999
Protein toplotnog Soka 70 Domacin Asea i saradnici, 2002
Dvolan¢ana RNK Virusi Alexopoulou i saradnici, 2001
Lipopolisaharid Gram-negativne bakterije Poltorak i saradnici, 1998
Taksol Biljke Kawasaki i saradnici, 2000

Fuzioni protein

Respiratorni sincitialni virus

Kurt-Jones i saradnici, 2000

Protein omotaca

Mis§ji mamarni-tumor virus

Rassa i saradnici, 2002

Protein toplotnog Soka 60

Chlamydia pneumoniae

Bulut i saradnici, 2002
Ohashi i saradnici, 2000

Protein toplotnog Soka 70 Domacin Vabulas i saradnici, 2002
Tip III ponavljajuci ekstra Domacin Okamura i saradnici, 2001
domen A fibronektina
Oligosaharidi hijaluronske kiseline Domacin Termeer i saradnici, 2002
Polisaharidni fragmenti heparan sulfata Domacin Johnson i saradnici, 2002
Fibrinogen Domacin Smiley i saradnici, 2001
Flagelin Bakterije Hayashi i saradnici, 2001
Diacil lipopeptidi Mycoplasma Takeuchi i saradnici, 2001
Lipoteihoi¢na kiselina Gram-pozitivne bakterije Means i saradnici, 1999
Zimosan Gljive Ozinsky i saradnici, 2000
Imidazokvinolin Sinteticko jedinjenje Hemmi i saradnici, 2002
Loksoribin Sinteti¢ko jedinjenje Heil i saradnici, 2003
Bropirimin Sinteti¢ko jedinjenje Heil i saradnici, 2003
Jednolanéana RNK Virusi Heil i saradnici, 2004

Diebold i saradnici, 2004

Imidazokvinolin

Sinteticko jedinjenje

Jurk i saradnici, 2002

Jednolané¢ana RNK

Virusi

Heil i saradnici, 2004

DNK koja sadrzi CpG

Bakterije i virusi

Hemmi i saradnici, 2000

Nije definisano

Nije definisano

Nije definisano

Uropatogene bakterije

Zhang i saradnici, 2004
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Prepoznavanje ugljenohidratnih struktura prisutnih na antigenima razli¢itih
patogena je posredovano familijom receptora poznatih kao CLR, koje eksprimiraju
éelije urodenog i adaptivnog imunskog odgovora ukljuéujuéi DC, makrofage i epitelne
¢elije (Cambi i saradnici, 2005). Neke studije su pokazale da CLR imaju vaznu ulogu u
indukovanju imunskog odgovora specifi¢nog za patogene modulacijom TLR signalnog
puta ili direktno indukovanjem genske ekspresije (Rogers i saradnici, 2005; Gringhuis i
saradnici, 2007, 2009; Meyer-Wentrup i saradnici, 2009). CLR familija se sastoji od
solubilnih 1 transmembranskih receptora koji pokazuju jedinstvenu specifi¢nost za
ugljenohidratne domene (Cambi i saradnici, 2005). CLR eksprimirani na DC ostvaruju
interakciju sa patogenima (virusima, bakterijama, gljivama, parazitima). Prepoznavanje
PAMPova od strane CLR vodi internalizaciji patogena, njihovoj degradaciji i
prezentaciji antigena (Rothfuchs i saradnici, 2007; van Kooyk i Rabinovich, 2008;
Geijtenbeek i Gringhuis, 2009). Najpoznatiji lektinski receptori su: DC-SIGN (engl.
DC-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin), MICL (engl. myeloid C-type lectin-like
receptors), manozni receptor (MR), galaktozni lektin makrofaga (engl. macrophage
galactose-type lectin, MGL), dektin 1 i 2 (engl. dendritic cell-associated C-type lectin) i
dr. (Gringhuis i saradnici, 2009).

NLR su najveca familija intracelularnih PRR 1 glavni senzori za intracelularne
mikrobe i DAMPove. Zbog toga se smatra da imaju vaznu ulogu u pokretanju
imunskog odgovora tokom infekcije. Receptori se sastoje iz tri domena: N-terminalni
protein intereaguju¢i domen (engl. N-terminal protein interaction domain), centralni
nukleotid-vezuju¢i domen (engl. central nucleotide-binding domain) i C-terminalni
LRR domen. Na osnovu N-terminalne strukture, clanovi ove familije su podeljeni u pet
subfamilija i do sada je identifikovano 23 ¢lana kod ljudi i 34 kod mi$a (Kanneganti i
saradnici, 2007). Najbolje su opisani NOD1 i NOD2 receptori koji prepoznaju razlicite
motive PGN, vazne komponente ¢elijskog zida bakterija. NOD1 prepoznaje iE-DAP
(engl. D-y-glutamyl-meso-DAP dipeptide), komponentu PGN svih gram-negativnih
bakterija i nekih gram- pozitivnih bakterija kao $to Bacillus subtilis i L. monocytogenes
(Chamaillard i saradnici, 2003; Girardin i1 saradnici, 2003a), dok NOD2 prepoznaje
MDP (engl. muramyl dipeptide), veliku komponentu PGN gram-negativnih bakterija i
gram-pozitivnih bakterija (Girardin i saradnici, 2003b; Inohara i saradnici, 2003).
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Angazovanje ovih receptora vodi aktivaciji mitogenom aktivirane protein kinaze, MAP
kinaze (engl. Mitogen-activated protein kinase, MAPK), transkripcionog faktora
nuklearnog faktora xappa B (engl. nuclear factor-kappa B, NF-xB) i indukovanju
ekspresije gena za inflamatorne citokine (Viala i saradnici, 2004; Kobayashi i
saradnici, 2005).

1.8.Signalni putevi pokrenuti interakcijom TLR i PAMPa

Nakon angazovanja TLR odgovaraju¢im ligandima, pokrecu se razliciti signalni
putevi posredovani familijom adapterskih molekula koji sadrze TIR domen (engl. TIR-
domain containing proteins) i koji su ukljuceni u determinisanje specificnog imunskog
odgovora. U adapterske molekule se ubrajaju: MyD88 (engl. Myeloid Differentiation
primary response gene 88), MAL ili TIRAP (engl. MyD88 adaptor like protein), TRIF
(engl. TIR domain containing adaptor protein-inducing IFN-pB), adaptorski molekul
srodan TRIF-u (engl. TRIF related adaptor molecule, TRAM) i SARM (engl. sterile a
and armadillo-motif-containing protein) (Watters i saradnici, 2007). Regrutovanje
adapterskih molekula pokre¢e kaskadu signalnih dogadaja koji vode aktivaciji MAP
kinaza i transkripcionih faktora kao §to su NF-xB i regulatorni faktori IFN (engl. IFN
regulatory factors, IRFs) (Kumar i saradnici, 2009a). Aktivacija NF-«xB transkripcionog
faktora dovodi do sazrevanja DC koje se ogleda u poveéanoj ekspresiji kostimulatornih
molekula CD80, CD83 i CD86 i hemokinskog receptora CCR7, kao i u povecanoj
produkciji inflamatornih citokina. Ovi podaci ukazuju da TLR signalizacija usmerava
nezreo DC fenotip ka inflamatornom, &§to dovodi do indukcije odgovarajuceg
adaptivnog imunskog odgovora (Medzhitov i Janeway, 2002).

TLR - indukovani signalni putevi su podeljeni na: MyD88 zavisni put i MyD88
nezavisni, TRIF zavisni put (slika 6). TLR4 je jedini receptor u ovoj familiji koji
pokrece oba signalna puta i MyD88 zavisni put i TRIF zavisni put. Svi TLR osim
TLR3 aktiviraju MyD88 zavisni put, dok MyD88 nezavisni, TRIF zavisni put moze biti
pokrenut od strane TLR3 i TLR4. MyD88 zavisni put ima klju¢nu ulogu u indukciji
pro-inflamatornih citokina i odgovoran je za ranu fazu aktivacije transkripcionog
faktora NF-xB i aktivaciju MAPK. Nakon vezivanja liganda, TLR homo ili

heterodimerizuju, podlezu konformacionim promenama i regrutuju preko
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citoplazmatskog TIR domena adapterski molekul MyD88 i proteine iz familije kinaza

pridruzene IL-1 receptoru (engl. IL-1R receptor-associated kinase - IRAK familija),

koje zatim vode aktivaciji ubikvitin ligaze, TRAF6 (faktor 6 pridruzen TNF receptoru,

engl. Tumor necrosis factor-TNF receptor-associated factor 6) i protein kinaze

aktivirana TGFom (engl. transforming growth factor-activated protein kinase 1,

TAKY).
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Slika 6. TLR signalni putevi u denditskim ¢éelijama i makrofagama. Stimulisanje
DC i makrofaga TLR1, 2, 5, 6 i 11 ligandima indukuje MyD88 zavisni put dok TLR3
ligand aktivira MyD88 nezavisni, TRIF zavisni put. TLR4 aktivira oba puta (MyD88 -

zavisni i TRIF zavisni put). U MyD88 zavisnom putu, MyD88 angazuje familiju IRAK
i TRAF6 koji preko TAK1 aktiviraju transkripcioni faktor NF-kB i MAP kinaze. U
TRIF zavisnom putu, TRIF intereaguje sa RIP1 i TRAF6 i aktivira NF-kB i MAP
kinaze. Takode, TRIF, preko TRAF3 i IKK srodnih kinaza (TBK1/IKKg), aktivira

IRF3 i IRF7, koji indukuju transkripciju interferona tipa I (Kumar i saradnici, 2009a).

TAKI1 aktivira dva razlicita puta. U jednom putu, ova kinaza aktivira MAPK, a u

drugom putu fosforilise B subjedinicu IKK kompleksa (engl. IkappaB kinase) koji se

sastoji od IKK-o, IKK-B i IKK-y. Ovaj kompleks potom fosforilise protein IkB.
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Fosforilisani I«B, prepoznat od strane ubikvitin ligaze, podleze ubikvitinaciji i
proteazomalnoj degradaciji i oslobada se od NF-kB. Transkripcioni faktor NF-kB se
zatim translocira u jedro i indukuje ekspresiju gena (Akira i saradnici, 2006; Beutler,
2009; Kawai i Akira, 2009; Kumar i saradnici, 2009b).

MyDB88 nezavisni, TRIF zavisni put ucestvuje u inflamatornom odgovoru i
vodi aktivaciji IFN-B i IFN-inducibilnih gena i takode posreduje u aktivaciji MAPK i
kasne faze NF-kB odgovora. Angazovanje TLR3 ili TLR4 receptora odgovaraju¢im
ligandima, dovodi do regrutovanja adapterskog molekula TRIF koji preko protein
ligaze TRAF 3 aktivira IKK srodne kinaze (engl. IKK-related kinases): TBK1 [engl.
TRAF family member-associated NF-«B activator (TANK)-binding kinase 1] i IKKe.
Ove kinaze fosforiliSu regulatorne faktore IFN, IRF3 i IRF7 i kao posledica
fosforilacije, ovi faktori formiraju homo- ili heterodimere, translociraju se u jedro i
indukuju transkripciju IFN-inducibilnih gena. Osim toga IRF zajedno sa NF-xB i
aktivacionim proteinom-1 (engl. activator protein-1, AP-1) formiraju multiproteinski
kompleks tzv. enhanceozome (engl. enhanceosome) koji indukuje transkripciju IFN-f
gena. Takode ovaj signalni put aktivira transkripcioni faktor NF-xB i MAPK,
aktiviranjem molekula TRAF6 ili receptor interakcionog proteina 1 (engl. receptor-
interacting protein 1, RIP1) (Mogensen, 2009).

Jedan od najvecih signalnih puteva pokrenut od strane TLR su MAP kinazni
signalni putevi. Ovi signalni putevi su visoko evolutivno konzervirani i ukljuceni su u
odgovor na razlicite ekstracelularne stimuluse, kontroliSu¢i na taj naéin veliki broj
¢elijskih procesa kao §to su rast, proliferacija, prezivljavanje, apoptoza ¢elije, a takode
imaju vaznu ulogu u imunskom odgovoru. Tri najpoznatije familije MAP kinaza su:
p38, Jun N-terminalna kinaza (engl. Jun N-terminal kinase, JNK) i ekstracelijskim
signalom regulisana kinaza (engl. extracellular signal-regulated kinases, ERK1/2)
(Chang i Karin, 2001; Arthur i Ley, 2013; Dong i saradnici, 2002).
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Slika 8. Razli¢iti stimulusi mogu kontrolisati ravnoteZu u fosforilaciji sve tri MAP
kinaze i uticati na razli¢iti razvoj DC koje zatim uéestvuju u indukciji imunskog

odgovora (Nakahara i saradnici, 2006).

Nakon aktivacije receptora na povrsini DC nastupa fosforilacija MAP kinaza, kao rani
dogadaj u signalnoj transdukciji. U zavisnosti od familije, MAPK koja biva aktivirana
interakcijom receptora sa specifiénim ligandom, dovodi do posledi¢ne polarizacije T
¢elijskog odgovora u odredenom pravcu. Smatra se da aktivacija p38 vodi ka
sazrevanju DC koje ¢e indukovati Th1 tip odgovora, dok aktivacija ERK u DC rezultira
supresijom IL-12 i indukcijom IL-10 i vise je u vezi sa pokretanjem Th2 i anti-

inflamatornog odgovora (Nakahara i saradnici, 2006) (slika 8).
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1.9. Molekularni mehanizmi kojima paraziti moduliSu imunski odgovor

domadina

Za razliku od dobro poznatih signalnih puteva koji pokrecu Th1l odgovor, signalni
putevi kojima produkti parazita ucestvuju u pokretanju i razvoju Th2 odgovora nisu
dovoljno poznati (Harnet i Harnet, 2006). lako je TLR familija, a posebno TLR4, do
sada uglavnom bila povezana sa pokretanjem Thl inflamatornog, a ne Th2 i anti-
inflamatornog odgovora karakteristicnog za infekcije helmintima, pokazano je da su
neki helmintski molekuli ukljuceni u aktivaciju signalnih puteva preko nekoliko TLR
(Thomas i saradnici, 2005; van Riet i saradnici, 2007) (slika 9).

Nadeno je da lizofosfatidilholin (lyso-PC) S. mansoni i lipidi Ascaris
lumbricoides intereaguju sa TLR2 na DC i indukuju njihovu diferencijaciju u DC2,
¢elije koje imaju potencijal da izvrSe polarizaciju imunskog odgovora u Th2 pravcu i
indukuju produkciju IL-4 i IL-10 (van der Kleij i saradnici, 2002; van Riet i saradnici,
2007). Za razliku od ovih antigena, dsRNK S. mansoni se vezuje za TLR3 u DC i vodi
povecanoj ekspresiji gena za IFN i produkciji IFN tipa-1 (Aksoy i saradnici, 2005).
Takode je pokazano da lakto-N-fukopentoza I1l, LNFRIII (molekul SEA, koji sadrzi
glikan Lewis¥) i ES-62 A. viteae aktiviraju DC preko TLR4 receptora (Thomas i
saradnici, 2003, 2005; Goodridge i saradnici, 2005). LPS-om indukovano sazrevanje
DC mogucée je inhibirati ekskretorno-sekretornim antigenima T. spiralis (TSPES) i to
posredstvom intereakcije sa TLR4, ali mehanizmi koji se nalaze u osnovi ove inhibicije
nisu poznati (Aranzamendi i saradnici, 2012).

lako je pokazano da se helmintski produkti vezuju za TLR i da je njihovo
vezivanje preko ovih receptora prepoznato kao mehanizam koji ograni¢ava razvoj Thl
imunskog odgovora, jo$ uvek je nejasno da li signali indukovani vezivanjem antigena
helminta posredstvom TLR mogu direktno promovisati Th2 celijsku diferencijaciju
(Perrigoue i saradnici, 2008). Postoje dokazi koji sugeriSu da su TLR nizvodni signalni
putevi u negativnoj korelaciji sa razvojem Th2 odgovora. Npr. miSevi deficijentni za
TLR4 i MyD88 su visoko rezistentni na hroni¢nu infekciju i pokazuju pojacan Th2
odgovor nakon infekcije sa parazitom T. suis (Helmby i Grencis, 2003a). Odsustvo
ligaze TRAF6 rezultuje u Th2 posredovanoj inflamatornoj bolesti, $to podrzava

negativnu regulatornu ulogu TLR signalnog puta u diferencijaciji Th2 ¢elija (Chiffoleau
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i saradnici, 2003). Angazovanje TLR2 i TLR3 receptora od strane SEA je neophodno za
produkciju inflamatornih citokina. Naime, u odgovoru na SEA, DC miseva deficijentnih
za TLR2 i TLR3, produkuju manje inflamatornih citokina (IL-12p40, TNF-a)) u odnosu
na DC normalnih mi$eva. Tokom infekcije ovih migeva S. mansoni, dolazi do snaznog

Th2 imunskog odgovora (Vanhoutte i saradnici, 2007).

L!p!d! S. ma‘nsoni LNEPII
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Slika 9. TLR signalni put u dendritskim celijama indukovan od strane helmintskih
molekula. dsRNK iz solubilnih ekstrakata jaja S. mansoni indukuje IFN-inducibilne
gene preko TLR3, dok lipidi parazita S. mansoni i Ascaris-a ili LNFPIII S. mansoni i
ES62 A. viteae preko TLR2 ili -4 receptora, indukuju Th2 C¢elijski odgovor ili
imunomodulaciju. Za TLR4 ligande (LNFPIII i ES-62) je pokazano da indukuju Th2
¢elijski odgovor preko poveéanja fosforilacije ERKa i c-Fos-a (transkripcioni faktor
koji je stabilizovan od stane ERK-a). Lipidi parazita takode poveéavaju ekspresiju
transkripcionog faktora c-Fos u DC ukazujuéi da helmintski antigeni indukuju Th2
preko sli¢nih puteva, iako aktiviraju razlicite receptore. Za lipide helminta S. mansoni i
Ascaris-a je pokazano da aktiviraju TLR2 i da je signalni put pokrenut interakcijom
lipida i TLR2 zavisan od MyD88 i TIRAP, ali nije poznato da li lipid Ascaris-a
redukuje IL-12 i povecava ekspresiju c-Fos-a direktno preko TLR2 signalnog puta (van
Riet i saradnici, 2007).
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Razlog razli¢itog odgovora na TLR4 ligand, LPS, i dva TLR4 aktivirajuca
helmintska antigena - LNFPIII i ES-62 je jos uvek nejasan. Studije na C3H/Hel
misSevima, koji imaju tackastu mutaciju u TIR domenu TLR4 receptora, pokazale su da
postoje razlike u tome kako mutirani receptor reaguje na TLR4 ligande poreklom od
parazita i na LPS. Naime, C3H/HeJ miSevi reaguju na LPS tako §to ne produkuju
citokine, dok na ES-62 reaguju isto kao i misevi koji ne nose mutaciju. Ova studija
pokazuje da ES-62 aktivira TLR4 signalni put drugacije nego LPS, ali mehanizam
konvertovanja pro-inflamatornog TLR signalnog puta od strane helmintskih produkata
ostaje i dalje nepoznat (Goodridge i saradnici, 2007). Jedna druga studija je pokazala da
je indukcija produkcije citokina od strane ES-62 zavisna od MyD88. Medutim, nije
jasno kako ES-62 indukuje inhibitorne signale preko MyD88, kada je produkcija
citokina pokrenuta od strane lipoproteina bakterija, BLP, LPS i CpG (TLR2, 4 i 9
liganada) MyD88-zavisna (Goodridge i saradnici, 2005). Aktivacija TLR helmintskim
antigenima vodi nizvodnoj aktivaciji kinaza, koja se razlikuje od aktivacije kinaza
indukovane Thl stimulusima. Tako je pokazano da, za razliku od LPS-a koji vodi
fosforilaciji sve tri velike MAPK familije tj. ERK, JNK i p38, i perzistentnoj aktivaciji
NF-kB u DC, LNFRIII i ES-62 vezivanjem za TLR4, indukuju jaku fosforilaciju ERK,
slabu ili nikakvu fosforilaciju JNK i p38 i kratkotrajnu aktivaciju NF-kB (Thomas i
saradnici, 2003; 2005; Goodridge i saradnici, 2005) (slika 9). Ovi rezultati potvrduju da
Th2 aktivirajuéi helmintski molekuli mogu angaZovati TLR4, ali na nacin koji se
razlikuje od LPS-a. Osim toga pronadeno je da je signalni put preko NF-kB1 neophodan
u diferencijaciji DC i polarizaciji ka Th2 imunskom odgovoru, s obzirom da stimulisane
DC NF-xB17/ deficijentnih miSeva molekulima SEA i LNFRIII, ne mogu indukovati
Th2 odgovor (Artis i saradnici, 2005; Thomas i saradnici, 2005). Thomas i saradnici
(2005) su pokazali da stimulacija DC sa LNFPIII indukuje kratkotrajnu aktivaciju NF-
kB, za razliku od perzistentne aktivacije koja je zapazena stimulacijom c¢elija LPSom,
kao i da ova kratkotrajna aktivacija nije povezana sa degradacijom ¢lanova IkB familije.
Pokazano je da dugotrajna aktivacija NF-kB neophodna za produkciju pro-
inflamatornih citokina i azot monoksida (NO), dok kratkotrajna aktivacija indukuje
diferencijaciju u DC2 fenotip.

Signalni putevi pokrenuti aktivacijom TLR2 receptora od strane lipida S. mansoni

su nepoznati, ali se pretpostavlja da, kao i u slu¢aju Pam3Cys (TLR2 agonist koji
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indukuje Th2 odgovor), ovi lipidi menjaju balans izmedu ERK i p38 u korist ERKa i
vode do stabilizacije transkripcionog faktora c-Fos i supresiji produkcije citokina IL-
12p70 (Agrawal i saradnici, 2003).

Jedno od moguéih objasnjenja mehanizama kojima produkti helminta
preusmeravaju pro-inflamatornu TLR signalizaciju je kooperacija TLR sa drugim PRR
kao $to su lektinski receptori C-tipa (slika 10).
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Slika 10. Dendritske éelije prepoznaju i vezuju patogene i kontroliSu T ¢elijski
odgovor. Nepotpuno zrele DC eksprimiraju Toll-like receptore i lektinske receptore C
tipa koji prepoznaju patogene i prezentuju ih u sklopu MHC molekula Il klase. Kros-
interakcija izmedu CLR i TLR, na povrsini Celija ili intracelularno, determinise finalni
patogen-specifican T c¢elijski odgovor (Thl, Th2, Th17 ili Treg). CLR su efikasni u
internalizaciji mikroba i njihovih produkata. Mnogi helminti eksprimiraju glikane koji
su ligandi za lektine, (DC-SIGN, MR illi MGL). Zvezdica (*) pokazuje primere gde je
pokazana interakcija glikana helminta i lektin (van Die i Cummings, 2010).

Tako je pokazano da humane DC vezuju i internaliziraju antigene jaja S.
Mansoni, SEA interakcijom sa MGL, MR i DC-SIGN i usmeravaju odgovor prema Th2

(van Liempt i saradnici, 2007). Takode, DC-SIGN prepoznaje antigene Toxocara canis
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(Schabussova i saradnici, 2007), dok se ekskretorno-sekretorni produkti T. crassiceps
(TCES) vezuju za MGL i MR (Terrazas i saradnici, 2013). Pretpostavlja se da CLR
aktivirani helmintskim antigenima mogu biti ukljuceni u aktivaciju razli¢itih nizvodnih
signalnih puteva ili mogu pozitivno ili negativno interferirati sa TLR signalnim putem.
Lyso-PC S. mansoni koji aktivira TLR2 na DC, posreduje u indukciji regulatornih T
¢elija, verovatno na sli¢an nacin kao zimozan (glukan iz ¢elijskog zida kvasca), koji
angazuje dva receptora TLR2 i Dectin-1 na DC (van Riet i saradnici, 2007). Pokretanje
Th2 imunskog odgovora pod uticajem TCcES u potpunosti je inhibirano blokiranjem
MR, MGL i TLR2 na DC, dok blokiranje pojedina¢nih receptora rezultira samo u
smanjenju nivoa Th2 citokina (Terrazas i saradnici, 2013). Interferencija sa signalima,
poreklom od TLR pokazana je u sludaju interakcije glikolipida S. mansoni sa DC, pri
gemu je za aktivaciju DC preko TLR4 neophodna kooperacija sa DC-SIGN receptorom
(van Stijn i saradnici, 2010). Ocigledno, podeSavanje imunskog odgovora je rezultat

fine regulacije ravnoteze izmedu TLR i CLR signalnih puteva.
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2. CILJEVI



Infekcija helmintom T. spiralis pokrece snazne anti-inflamatorne i regulatorne
mehanizme domaéina u ¢emu znacajnu ulogu imaju metabolicki produkti parazita.
MiSi¢ne larve T. spiralis su stadijum Zzivotnog ciklusa parazita koji ucestvuje u
definitivnom uspostavljanju evolucijom definisanog sistema interakcije parazita i
domacina i odgovorne su za postojanje dugotrajne, hroni¢ne faze infekcije. U toj fazi
infekcije organizam domacina je izlozen dejstvu ekskretorno-sekretornih produkata
miSi¢nih larvi (ESL1). Radi se o kompleksnoj smesi bioaktivnih molekula koja ima i
snazne  imunomodulatorne  kapacitete. = Rezultati  dobijeni na  animalnim
eksperimentalnim modelima pokazali su da infekcija T. spiralis, ali i ESL1 produkti
misiénih larvi, uspesno ublazavaju klinicku sliku i menjaju tok autoimunskih oboljenja.
Medutim, malo se zna o mehanizmima koje ESL1 antigeni koriste u usmeravanju
imunskog odgovora, receptorima na povrsini imunskih ¢elija koji ucestvuju u interakciji
sa parazitskim antigenima i signalnim putevima koje ova interakcija pokrece. Takode,
malo je podataka o imunomodulatornim karakteristikama pojedina¢nih ESL1 molekula.

Osnovni cilj istrazivanja obuhvadenih ovom studijom je identifikacija
komponenti ESL1 produkata miSi¢nih larvi T. spiralis koje su odgovorne za oblikovanje
imunskog odgovora u toku infekcije DA pacova T. spiralis, sa posebnim osvrtom na
ulogu ugljenohidratnih struktura u interakciji parazitskih antigena i imunskog sistema
domacina. U skladu sa osnovnim ciljem istraZzivanja postavljeni su sledeci

eksperimentalni ciljevi:

1.  Ispitivanje uloge glikana ESL1 produkata u pokretanju imunskog odgovora
karakteristicnog za infekciju T. spiralis, odredivanjem produkcije citokina i

pracenjem ekspresije gena za citokine u ¢elijama slezine inficiranin DA pacova.
2. Utvrdivanje znacaja glikana ESL1 produkata za in vivo indukciju urodenog
imunskog odgovora, ispitivanjem produkcije pro- i anti-inflamatornih medijatora

peritonealnih makrofaga DA pacova prethodno tretiranih antigenima T. spiralis.

3. Ispitivanje znacaja glikana ESL1 produkata, kao i uticaja pojedinih komponenti
ESL1 na polarizaciju odgovora T limfocita tokom infekcije T. spiralis, analizom
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odgovora T. spiralis senzibilisanih T c¢elija na restimulaciju primenom ESL1,
PESLL1 ili pojedinih komponenti ESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag.

4. Ispitivanje uticaja razli¢itih antigena T. spiralis (ESL1, pESL1, 7C2C5Ag i
rTsp53) na sazrevanje dendritskih éelija (DC) poreklom iz kostne srzi DA pacova,
odredivanjem ekspresije povriinskih markera karakteristiénih za DC i njihovog

citokinskog profila.
5. Utvrdivanje kapaciteta DC da preuzimaju i prezentuju antigene ESL1, pESLI,
7C2C5Ag ili rTsp53, naivnim T limfocitima DA pacova, ispitivanjem proliferacije i

citokinskog profila T limfocita, nakon ko-kultivacije sa stimulisanim DC.

6. Ispitivanje uce$¢a pojedinih PRR u interakciji sa razli¢itim antigenima T.

spiralis, kao i znacaja ugljenohidratnih struktura ESL1 za ovu interakciju.

7. Ispitivanje uces¢a MAP kinaza (ERK1/2 i p38 kinaze) u signalnom putu
pokrenutom interakcijom DC i ESL1, pESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag.

46



3. MATERIJAL | METODE



3.1.Zivotinje

Visoko srodni Dark Agouti (DA) pacovi su gajeni na Institutu za medicinska
istrazivanja Vojnomedicinske Akademije u Beogradu. U eksperimentalnim studijama su
koris¢ene zenke i muzjaci DA pacova, starosti izmedu 12 i 18 nedelja. Sve procedure u
radu sa zivotinjama bile su u skladu sa pravilnikom Etickog komiteta za rad sa

eksperimentalnim Zivotinjama i sa odobrenjem Etickog komiteta INEP-a.

3.2.Kultura ¢elijskih linija

U studijama su koriS¢ene humane embrionalne Celijske linije bubrega (engl.
human embryonic Kkidney cells, HEK cells), oznacene kao HEK-Blue™ od strane
prozvodaca InvivoGen, California, USA, i to: HEK-Blue™ nulll (hkb-nulll), HEK-
Blue™ hTLR2 (hkb-htlr2), HEK-Blue™ hTLR3 (hkb-htlr3), HEK-Blue™ hTLR4
(hkb-htlr4), HEK-Blue™ hTLRS5 (hkb-htlr5), HEK-Blue™ hTLR7 (hkb-htlr7), HEK-
Blue™ hNOD1 (hkb-hnodl) i HEK-Blue™ hNOD2 (hkb-hnod2). Sve ¢elijske linije
dobijene su ko-transfekcijom HEK293 ¢elijske linije genima za pojedinacan specifi¢an
hPRR i reporter gena za humanu embrionalnu alkalnu fosfatazu SEAP (engl. the
secreted human embryonic alkaline phosphatase). Celije su kultivisane u kompletnom
medijumu, DMEM (engl. Dulbecoes Modified Eagles Medium, Sigma, Germany) sa
100 U/ml penicilinom, 100 pg/ml streptomicinom, 0,3 mg/ml L-glutaminom (Gibco;
Pen-Strep-Glu 100x) i 10 % (v/v) serumom fetusa goveceta - FBS (engl. Fetal bovine
serum, inaktiviranog toplotom 30 minuta na 56 °C) (HyClone, Thermo scientific) na
37°C u prisustvu 5 % CO». Takode, u cilju odrzavanja stabilne ¢elijske linije, éelije su

gajene u prisustvu selektivnih antibiotika (videti tabelu 3).
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Tabela 3. Selekcija antibiotika za HEK-Blue™ ¢elijsku kulturu.

Celijska linija Antibiotici (poletne koncentracije) Koncentracije za

selekciju
HEK-Blue nulll Zeocin (100 mg/ml) 100 ug/ml
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml

HEK-Blue hTLR2 HEK-Blue Selection (250x) 1x
Normocin (50 mg/ml) 100 ug/ml
HEK-Blue hTLR3 Blasticidin (10 mg/ml) 10 pg/ml
Zeocin (100 mg/ml) 100 pg/mi
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml

HEK-Blue hTLR4 HEK-Blue Selection (250x) 1x
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml
HEK-Blue hTLR5 Blasticidin (10 mg/ml) 10 pg/ml
Zeocin (100 mg/ml) 100 pg/ml
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml
HEK-Blue hTLR7 Blasticidin (10 mg/ml) 30 pg/ml
Zeocin (100 mg/ml) 100 pg/ml
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml
HEK-Blue hNOD1 Blasticidin (10 mg/ml) 30 pg/mi
Zeocin (100 mg/ml) 100 pg/mi
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/ml
HEK-Blue hNOD2 Blasticidin (10 mg/ml) 30 pg/ml
Zeocin (100 mg/ml) 100 pg/mi
Normocin (50 mg/ml) 100 pg/mi

Specifikacije

Normocin (InvivoGen; ant-nr)

Zeocin (InvivoGen; ant-zn)

Blasticidin (InvivoGen; ant-bl)
HEK-Blue Selection (InvivoGen; hb-sel)
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3.3.0drzavanje soja parazita T. spiralis

Parazit T. spiralis odrzava se u INEP-u serijskom pasazom na Wistar pacovima
(zdrave zivotinje odgajane su na Institutu za medicinska istrazivanja Vojnomedicinske
Akademije u Beogradu). Primenom izoenzimskih analiza izvrSenih 1991. god. u
Evropskoj referentnoj laboratoriji za parazite, Rim, Italija (European Union Reference
Laboratory for Parasites, Institute Superiore di Sanita, Rome, Italy) potvrdena je

pripadnost ovog parazita T1 genskom pulu, a izolat je obeleZen kao ISS161.

3.4.Priprema antigena parazita

3.4.1. Izolovanje infektivnih misi¢nih larvi (L1) T. spiralis

Nakon Zzrtvovanja inficiranih pacova, uklanjanja koZe i unutrasnjih organa,
preostala tkiva su usitnjena mlevenjem. Infektivne miSi¢ne larve (L1 stadijuma)
dobijene su metodom enzimske digestije mesa (1 % rastvor pepsin-HCI, pH 1,6-1,8 u
toku 4 h na 37 °C, uz konstantno mesanje) u skladu sa direktivom Evropske unije broj
2075/2005. Nakon zavrsene digestije, oslobodene miSi¢ne larve su ostavljene da se
istaloze na dnu suda, a potom su propustene kroz mikrobiolosko sito u cilju oslobadanja
od detritusa. Larve su potom isprane toplim fizioloSkim rastvorom, resuspendovane u
fizioloskom rastvoru i koris¢ene za infekciju ili za pripremu ekskretorno-sekretornih

(ES) produkata parazita.

3.4.2. Ekskretorno-sekretorni produkti L1 larvi (ESL1) T. spiralis

Ekskretorno-sekretorni produkti L1 larvi (ESL1) T. spiralis dobijeni su
kultivacijom izolovanih larvi u komplethom medijumu-DMEM sa 10mM Hepesa, 2mM
L-glutamina, 1mM Na-piruvata i 50 U/ml gentamicina (Galenika, Beograd, Srbija),
tokom 18-20h na 37 °C, uz prisustvo 10 % CO>. Nakon kultivacije larve su izdvojene
spontanim taloZenjem u konusnim epruvetama, a medijum sa prisutnim ESL1
produktima parazita filtriran je preko membrane sa otvorima pre¢nika 0,22 pm
(Millipore, USA), dijalizovan prema fizioloskom rastvoru i koncentrovan preko Amicon

sistema (Stirred cells 8400 1 8010, Amicon Corp, USA) uz koriS¢enje membrana za
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ultrafiltraciju ¢ija je veli¢ina pora 10.000 NMWL (Amicon PM 10 Ultrafiltration Discs,
polyethersulfone). Endotoksini (LPS), ¢ije je prisustvo eventualno moguce, uklonjeni su
iz rastvora antigena ESL1 (i njegovih derivata) koris¢enjem komercijalnog dostupnog
kita SERVA Blue PrepProtein Endotoxin ExMicroKit prema uputstvu proizvodaca.
Koncentracija dobijenog ESL1 je odredena bihinonskom reakcijom koriséenjem
komercijalnog dostupnog kita (BCA protein assay kit, Pierce, Rockford, IL), a njegov
kvalitet je testiran u ELISA testu (imunoenzimski test na ¢vrstoj fazi, engl. Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) i zatim je antigen ¢uvan do na -20 °C do upotrebe.

3.4.3. Perjodatom tretirani ESL1 antigen (pESL1)

Perjodatom tretirani ESL1 antigen (pESL1) larvi T. spiralis dobijen je tretmanom
molekula nativnog ESL1 sa natrijum metaperjodatom (NalO4), prema izmenjenoj
proceduri koju je opisao Tawill (Tawill i saradnici, 2004). Ovaj tretman menja strukturnu
konformaciju glikana, dok struktura proteina ostaje neizmenjena (Velupillai i saradnici,
1997). Ukratko, ESL1 antigen koncentracije 0,5 mg/ml tretiran je sa 50 mM NalO4
(Sigma-Aldrich) u 50 mM acetathom puferu pH 5,0 (V/V), na 37 °C u mraku, 30 min.
Reakciona smesa je zatim dijalizovana naspram 0,05 M PBS, pH 7.4, na +4 °C |
koncentrovana. Kao kontrola pESL1 antigenima, prilikom imunizacije Zivotinja, kori§¢en
je mokESL1 (engl. mockESL1). MokESL1 antigeni su dobijeni kao i pESL1 antigeni,
inkubacijom u acetatnom puferu, ali u odsustvu perjodata. Koncentracije pESL1 i
moOKESL1 antigena su odredene bihinonskom reakcijom prema uputstvu proizvodaca.
UspeSnost perjodatnog tretmana je ispitana u Western blotu koriS¢enjem lektina
concanavalin A (ConA, Sigma-Aldrich, Gmbh, Taufkirchen, Germany) koji prvenstveno
prepoznaje terminalne rezidue manoze i glukoze u okviru ugljenohidratnih struktura
glikolipida i glikoproteina (Moothoo i Naismith, 1998). ESL1 i pESL1 antigeni su
razdvojeni na proteinske komponente, putem SDS-PAGE elektroforeze na 10 %
poliakrilamidnom gelu 1 zatim je izvrSen elektrotransfer razdvojenih proteina na
membrani od polivinil difluorida, PVDF (engl. polyvinil difluoride membrane,
ThermoScientific). Membrane su inkubirane preko noc¢i na +4 °C sa ConA obeleZenim sa
peroksidazom iz rena (horseradish peroksidase-HRPO) (ConA-HRPO), optimalno
razblazenim u TBS puferu (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6). Vezivanje
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konjugata ConA-HRPO detektovano je taloznom reakcijom sa 3,3 diaminobenzidinom
(0,05 % DAB, 0,01 % vodonik peroksid u 0.2 M Tris-HCI pH 7,6). Nakon Western blota,
PESL1 i mokESL1 antigeni su do kori$¢enja ¢uvani na -20 °C.

3.4.4. Antigen T. spiralis izolovan na 7C2C5 koloni (7C2C5AQ)

Celijska linija hibridoma 7C2C5, dobijena fuzijom céelija slezine miseva
inficiranih  T. spiralis i celija mijeloma, je donacija Dr Ray Gamble (USDA,
Agricultural Research Service, Parasite Biology and Epidemiology Laboratory,
Beltsville, Maryland, USA). Ova ¢elijska linija se odrzava u INEP-u i kori$¢ena je za
dobijanje 7C2C5 monoklonskog antitela. Ovo antitelo je IgM klase i prepoznaje epitope
karakteristine za miSi¢ne larve T. spiralis koji se nalaze na antigenima molekulskih
masa 45, 49 i 53 kDa (Gamble i Graham 1984). Komponente ESL1 koje su dobijene
imunoafinitetnom hromatografijom na koloni sa imobilisanim monoklonskim 7C2C5
antitelom oznacene su kao 7C2C5 antigeni (7C2C5Ag) i njih ¢ine glikoproteini
molekulskih masa 45, 49 i 53 kDa.

3.4.5. Rekombinantni p53 antigen (rTsp53) T. spiralis

Rekombinantni p53 antigen (rTsp53) T. spiralis, dobijen koris¢enjem
ekspresionog sistema E. coli, je donacija Dr Isao Nagano, Odeljenje za Parazitologiju,
Medicinski fakultet, Gifu Univerzitet, Japan (engl. Department of Parasitology, Gifu
University, Graduate School of Medicine, Gifu, Japan). Ovaj antigen je protein i ne

sadrZi u svojoj strukturi ugljenohidratne komponente.
3.5. Dobijanje i gajenje dendritskih éelija kostne srzi

Dendritske celije kostne srzi muzjaka DA pacova (starosti 16-18 nedelja)
dobijene su metodom koja predstavlja modifikaciju procedure koju je opisao Talmor

(Talmor i saradnici, 1998). Kostna srz izolovana je iz femura i tibije pacova, ispiranjem

kostanih kanala medijumom za ispiranje - RPMI 1640 (PAA laboratories, Austrija) sa
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2% FCS. Dobijena ¢elijska suspenzija je profiltrirana kroz sterilnu mrezicu ¢ije su pore
100 um (BD Biosciences, Bedford, USA), u cilju uklanjanja detritusa. Celije su zatim
centrifugirane na 1800 rpm, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Talog je potom
resuspendovan u medijumu sa 2 % FCS, eritrociti su lizirani, a ¢elije jo§ jednom
isprane, resuspendovane u medijumu i postavljene u kulturu. 5x10° éelija/bazenu gajene
su u plo¢ama sa 6 bazena, U po 2 ml medijuma za kultivaciju (RPMI 1640, dopunjen sa
2 mM L-glutaminom, 1 mM Na-piruvatom, 10 mM Hepesom, 50 U/ml gentamicina,
50uM 2-merkaptoetanolom) obogacenim sa 10 % (v/v) inaktivisanim fetalnim tele¢im
serumom FCS (engl. Fetal Calf Serum, PAA laboratories, Austrija), kao i faktorima
rasta (Biosource Invitrogen, USA): pacovski rekombinantni GM-CSF (faktor
stimulacije kolonija granulocita i makrofaga, engl. Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor), pacovski rekombinantni IL-4 i humani FIt-3 ligand (engl. Fms-
related tyrosine kinase 3 ligand), svaki po 25 ng/ml. Ova kombinacija faktora rasta
koriS¢ena je prema proceduri koju je opisala Brissette-Storkus (Brissette-Storkus i
saradnici, 2002). Kultivacija je vrSena u inkubatoru na 37 °C, u prisustvu 5 % COa.
Trec¢eg 1 Sestog dana od pocetka kultivacije celija vrSeno je osvezavanje medijuma.
Osmog dana od pocetka kultivacije, Celije su tretirane antigenima T. spiralis: ESL1 (50
ug/ml), pESL1 (50 pg/ml), rTsp53 (10 pg/ml) i 7C2C5Ag (10 pg/ml). Celije
kultivisane samo u medijumu kori§¢ene su kao negativne kontrole, a celije tretirane
LPSom (200 ng/ml) kao pozitivne kontrole. Za procenu statusa fosforilacije p44/p42
(ERK1/2) i p38, ¢elije su inkubirane sa antigenima 15, 30 i 60 minuta. Po isteku
tretmana, celije su lizirane u RIPA puferu (engl. Radioimmunoprecipitation assay
buffer, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 % NP-40, 0,5 % natrijum deoksiolata, 0,1 %
natrijum dodecil sulfata i koktela inhibitora proteaza i fosfataza, pH 8, Sigma-Aldrich
St. Louis, MO) na ledu u trajanju od 5 minuta i zatim centrifugirane na 8000 g/10
minuta/+4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatanti su izdvojeni za dalju analizu i
koncentracija proteina u svakom wuzorku utvrdena je bihinonskom reakcijom
koriS¢éenjem komercijalnog dostupnog kita (BCA protein assay) prema uputstvu
proizvodaca.

Takode, osmog dana od pocetka kultivacije vrSena je i stimulacija ¢éelija istim

antigenima u trajanju od 48 sati, posle ¢ega su sakupljene neadherentne ¢elije, odredena
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Im je vijabilnost i broj i rasporedene su za razli¢ite analize u cilju odredivanja ekspresije

povrsinskih markera i produkcije citokina, kao i za ko-kultivaciju sa T limfocitima.

3.6. Western blot analiza - ucesée ERK1/2 i p38 kinaze u signalnom putu

pokrenutom interakcijom DC i antigena T. spiralis

Aktivacija MAP kinaza u lizatima DC stimulisanih antigenima ESL1, pESL1,
rTsp53 i 7C2C5Ag je ispitana primenom Western blot analize. Ukratko, uzorci lizata
stimulisanih ¢elija su neposredno pre elektroforeze, skuvani 90 sekundi odgovaraju¢om
zapreminom redukujuceg pufera za pripremu uzorka (Tris 0,151 g, glicerol 2 ml, SDS
0,4 g, 2 - merkaptoetanol 0,5 ml — dopuniti do 10 ml H.O). Napravljeni su gelovi
debljine 1,5 mm. Prvo je napravljen separacioni 10 % akrilamidni gel (3,97 ml H20,
3,33 ml 30 % akrilamida, 0,1ml 10 % SDS, 0,5 M Tris HCL pH 8.8, i katalizatori
polimerizacije: 0,004 ml tetrametiletilendiamina- TEMED i 0,1 ml 10 % amonijum-—
persulfata — APS) na koji je naslojen 4 % akrilamidni gel (3,097 ml H20, 0,665 ml 30 %
akrilamida, 0,05 ml 10 % SDS, 0,5 M Tris HCL pH 6,8, 2,5 ul TEMED-a i 50 pl 10 %
APS-a). Kao standardi za odredivanje molekulskih masa koris¢eni su Precision Plus
Protein™ Dual Color Standardi od 10 do 250 kDa (BioRad, Marnes-la-Coquette,
Francuska) Ispitivani uzorci nano$eni su u koncentraciji od 30 pg/kanalu gela.

Po zavrsetku elektroforeze proteini sa gela su prebac¢eni na PVDF membranu
pomocu aparature za polusuvi transfer (aparat LKM Multiphor II), uz koriS¢enje pufera
za elektrotransfer (TRIS — HCI 0,025 M, pH 8,3; glicin 0,192 M; 20 % metanol) u toku
30 minuta na sobnoj temperaturi, pri jadini struje od 25 mA/cm? gela. Po zavr$enom
transferu, membrane su bojene koriséenjem kita: Novex® Reversible Protein Stain (Life
Technologies, USA) u cilju vizuelizovanja bendova. Membrana je zatim inkubirana u
5% mleku za blokiranje (engl. nonfat dry milk, Cell Signaling Technology), 60 minuta
na sobnoj temperaturi u cilju redukcije nespecificnog vezivanja. Posle blokiranja,
membrane su isprane tri puta po 5 minuta u 1xTBS puferu sa 0,1 % Tween-om
(TBS/Tween) i zatim inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitelima (1:1000 u 3%
BSA) preko no¢i na +4°C. Primarna antitela (Cell Signaling Technology) koja su
koriS¢ena u ovoj studiji su: anti-fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), anti-p38 MAPK,
anti-fosfo-ERK1/2 (fosfo-p44/42 MAPK), anti-ERK1/2 (p44/42 MAPK) i anti-p-actin.
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Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su isprane u TBS/Tween-u tri
puta i zatim inkubirane sa odgovarajuéim sekundarnim antitelima obelezenim
peroksidazom, 90 minuta na sobnoj temperaturi. U ovoj studiji su kori§¢ena: anti-mi$
antitelo (anti-mouse antibody, Cell Signaling Technology) (1:2000 u 3 % BSA) za
fosfo-ERK1/2 i p-actin i anti-zec antitelo (anti-rabbit antibody, Cell Signaling
Technology) (1:1000 u 3 % BSA) za ERK1/2, p38 i fosfo-p38. Po inkubaciji sa
sekundarnim antitelom, membrane su isprane tri puta po 5 minuta, u cilju uklanjanja
nevezanog sekundarnog antitela, a potom su odgovaraju¢i proteini detektovani
hemiluminiscentnom reakcijom koris¢enjem supstrata ECL (Enhanced chemilumescent-
ECL western blotting substrate, Pierce, Rockford, IL), prema upustvu proizvodaca.
Ukratko, membrane su inkubirane sa supstratom 5 minuta, a zatim su filmovi bili
izlozeni hemiluminiscenciji 1, 5 i 30 minuta. Nakon ekspozicije, filmovi su razvijeni,
skenirani i ekspresija proteina (fosforilisane forme proteina i totalne, nefosforilisane
forme proteina) je kvantifikovana denzitrometrijom pomoc¢u SigmaScan Pro 5.0
software (Sigma, St. Louis, MO). Nivo ekspresije ispitivanih proteina (fosfo-ERK1/2,
ERK1/2, p38 i fosfo-p38) normalizovan je u odnosu na ekspresiju proteina, p-aktina,
detektovanog u istom uzorku i izrazen Kkao odnos fosfo-p38/p38 i fosfo-
ERK1/2/ERK1/2.

3.7. 1zolovanje ¢elija slezine i magnetno sortiranje T limfocita

Slezine su asepti¢no izolovane iz zdravih pacova (muzjaci, starosti 3 meseca) i
potom je suspenzija celija dobijena istiskivanjem tkiva iz slezinske kapsule i
provlacenjem suspenzije kroz iglu Sprica. Dobijena Celijska suspenzija je zatim
prebaena u epruvetu i celije su istaloZzene centrifugiranjem i resuspendovane u
odgovarajucoj zapremini medijuma. Primenom tehnike razdvajanja ¢elija na gradijentu
gustine, mononuklearne ¢elije su izdvojene iz suspenzije ¢elija. Ukratko, u epruvetu je
naliven fikol (3 ml). Nakon toga, na fikol je polako naslojena suspenzija ¢elija (4 ml),
da bi se izbeglo meSanje slojeva, i sadrzaj je centrifugiran na 4000 rpm, 15 minuta.
Nakon centrifugiranja, pipetom je pazljivo pokupljen beli€asti prsten mononuklearnih
¢elija 1 prebacen u novu epruvetu u koju je zatim nalivena maksimalna koli¢ina

medijuma, kako bi se Celije isprale od fikola. Posle centrifugiranja na 1500 rpm, 10
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minuta, eritrociti su po potrebi lizirani, a c¢elije ponovo isprane u medijumu,
centrifugirane i talog je resuspendovan u 2 ml medijuma. Celije su potom bojene Tripan
plavim, brojane i odredena im je vijabilnost.

Celije poreklom iz slezina pacova su koris¢ene za magnetno sortiranje T limfocita
upotrebom Pan T izolacionog kompleta i MiniMACS kolone za separaciju (Miltenuyi
Biotech, USA) prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, 1 x 107 éelija je resuspendovano u
hladnom sorting puferu (PBS pH 7,2; 2 mM EDTA, 0,5 % BSA) i zatim je suspenziji
¢elija dodato 20 ul magnetnih ¢estica oblozenih monoklonskim antitelom OX52 (engl.
MicroBeads conjugated to monoclonal mouse anti-rat Anti-T Cell (OX52) antibodies).
Inkubacija ¢elija magnetnim Cesticama je trajala 15 minuta na + 4 °C. Nakon toga ¢elije
su isprane u sorting puferu, centrifugirane na 1200 rpm, 10 min, 6 °C i talog je
resuspendovan u sorting puferu. Da bi se odstranile neobelezene ¢elije, suspenzija Celija
je prebacena u kolonu postavljenu u magnetno polje i prethodno je isprana sa 500 pl
sorting pufera. Kao posledica izlaganja magnetnom polju, ¢éelije koje su se vezale za
antitelo nakaceno na magnetne Cestice ostaju priljubljene uz zid epruvete, dok su
nevezane Celije ostale slobodne u rastvoru. Kolona je isprana tri puta sa 500 pl pufera u
cilju uklanjanja nevezanih celija. Vezane Celije su otkacene i potisnute sa kolone
primenom 1 ml pufera pod pritiskom. Sortirane ¢elije su centrifugirane na 1200 rpm, 10
min, 6 °C, resuspendovane u medijumu, prebrojane, proverena im je vijabilnost
bojenjem sa Tripan plavim, kao i Cistoca bojenjem sa anti-CD4 i anti-CD3 antitelima i
FACS analizom.

3.8. Ko-kultivacija stimulisanih DC naivnim T limfocitima

DC kultivisane u medijumu ili stimulisane nativnim ESL1, pESL1, rTsp53,
7C2C5Ag i LPSom koris¢ene su za kultivaciju sa naivnim T limfocitima u cilju
ispitivanja stimulisanih DC da prezentuju antigene T. spiralis naivnim T limfocitima.

Proliferativni odgovor T limfocita je meren preko ugradnje radioaktivno
obelezenog timidina (*H-timidin), koji se kao prekursor sinteze DNK ugraduje u DNK
éelija koje se dele. Limfociti su postavljeni u plodi sa 96 mesta sa U dnom (1 x 10°
éelija/bunari¢u) i ko-kultivisani dvostrukim serijskim razblazenjima stimulisanih DC

(1x 10% 0,5 x 10% 0,25 x 10%bunariéu) u 200 ul finalne zapremine, u inkubatoru, na
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37°C sa 5 % CO». Kultivacija je trajala 7 dana, sa dodavanjem rekombinantnog
pacovskog IL-2 (20 IU/mL) (Peprotech Inc., Rocky Hill, NJ, USA) nakon 48 h i
preseljavanjem celija na plo¢e obloZene sa anti-pacovskim CD3 antitelima (3 pg/ml,
200 pl po bazenu) nakon dodatnih 72 h. Celijama je dodat *H-timidin (1 pCi/bunariéu)
(Amersham, UK) 18 h pre zavretka kultivacije. Celije su zatim sakupljene
automatskim multikanalnim sakupljatem celijskih kultura, koji aspirira i lizira Celije i
vi$i prebacivanje DNK obelezene °H-timidinom na filter papir, uz propustanje
nevezanog radioaktiviteta. Ugradeni 3H-timidin je izmeren nakon dodavanja
scintilacione te¢nosti, u scintilacinom brojacu 3 zracenja i izrazen kao broj otkucaja na
minut (cpm).

U cilju odredivanja produkcije citokina, T limfociti (2,5 x 10° ¢elija/otvoru) su
ko-kultivisani sa stimulisanim DC (5 x 10° ¢elija/otvoru) u otvorima ploée sa 24 mesta,
u 1 ml finalne zapremine. Nakon inkubacije od 48 h, rekombinantni pacovski IL-2
(20IU/ml) je dodat u kulturu ¢elija i posle 72 h, ¢elije su prebacene u bazene nove ploce
koje su dan ranije presvucene anti-CD3 antitelima (3 pg/ml, 200 pl po bazenu). Posle

48 sati, supernatanti su skupljeni i izmerena je koncentracija citokina.

3.9. Odredivanje ekspresije povrsinskih markera na dendritskim ¢elijama

Ekspresija povrinskih markera (MHC I, CD54 i CD86) na DC nakon
stimulacije LPSom ili antigenima T. spiralis (ESL1, pESL1, 7C2C5Ag i rTsp53) vrsena
je primenom protoéne citometrije tj. FACS analizom. 1x10° éelija je isprano u puferu za
FACS (PBS sa 1 % BSA i 0,05 % NaNs) centrifugiranjem na 1500 rpm, 10 minuta na
6°C. Za blokiranje Fcy receptora koriS¢en je Fc blokator (BD Biosciences, Stockholm,
Sweden), protiv pacovskog Fcy receptora, u trajanju od 30 minuta na 4°C. Nakon ovog
koraka, sledilo je jos§ jedno ispiranje u puferu za FACS. Celije su potom inkubirane sa
antitelima protiv povrsinskih markera, u trajanju od 30 minuta na 4 °C. Kori$¢ena su
slede¢a monoklonska antitela: anti-MHC 1l (1:50), anti-CD54 (ICAM-1) (1:25) i FITC
obelezeno anti-CD86 (1:5) (Abcam PLC, Cambridge, UK). Celije inkubirane sa
neobelezenim antitelima su nakon toga inkubirane sa sekundarnim antitelom, tj. anti-
pacov IgG obelezenim sa FITCom (INEP, Beograd), u trajanju od 30 minuta na 4 °C.

Misje antitelo za pacovski CD4 (IgG2a) pacova, obelezeno sa fikoeritrinom, PE
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(Phycoerythrin, BD, Biosciences, USA) koris¢eno je kao izotipska kontrola. Nakon
svake inkubacije sa antitelima, sledilo je ispiranje u puferu za FACS, a nakon
poslednjeg ispiranja Celije su fiksirane u puferu za FACS koji sadrzi 1 % formaldehida i
¢uvane su na 4 °C do FACS analize. Analiza fenotipa DC vriena je na aparatu EPICS
XL-MCL (Coulter, Krefeld, Germany), koris¢enjem odgovarajuceg softvera - SYSTEM

I1 Software (Coulter) i rezultati su analizirani koris¢enjem FlowJo software.

3.10. Invivo primena nativnih i perjodatom tretiranih ESL1 produkata i analiza

imunskog odgovora

Zivotinje su podeljene u 4 grupe (5 Zivotinja/grupi): dve eksperimentalne i 2
kontrolne. Glikozilovani (nativni) ESL1 produkti (250 pg u 1 ml), perjodatom tretirani
ESL1 produkti (pESL1) (250 pug u 1 ml), mokESL1 (250 pg u 1 ml) i PBS (1 ml) su
intraperitonealno primenjeni DA pacovima dva puta, u sedmodnevnom intervalu.
Polarizacija imunskog odgovora pod uticajem primenjenih antigena je ispitana na nivou
¢elija slezine izolovane prvog, treceg i sedmog dana, nakon poslednje primene antigena
i na nivou peritonealnih makrofaga izolovanih tre¢eg dana, nakon druge primene
antigena Zzivotinjama. Pracena je produkcija citokina od strane celija slezine
restimulisanih u kulturi ESL1 (specifi¢ni stimulus) ELISA testom i aktivacija gena za
citokine metodom real-time PCRa. Takode, merena je produkcija citokina i azot

monoksida (NO) od strane makrofaga.

3.11. lzolovanje slezine iz pacova imunizovanih nativnim i perjodatom tretiranim

ESL1 antigenima T. spiralis

Slezine su asepti¢no izolovane iz sve cetiri grupe DA pacova imunizovanih
antigenima T. spiralis ili PBS-om i potom je suspenzija ¢elija dobijena na prethodno
opisan nacin (odeljak 3.7). Za ispitivanje ekspresije gena za citokine, suspenzija ¢elija
(5 x 10° ¢elija) je centrifugirana na 5000 obrtaja, 3 minuta. Nakon centrifugiranja,
supernatant je odliven, talog je resuspendovan sa 400 ul TRI rastvora (TRI Reagent
Solution, Ambion, Applied Biosystems) i uzorci su ¢uvani na -80°C do izolovanja
RNK.
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Takode, u cilju ispitivanja produkcije citokina, 2 x 10° ¢el/ml je postavljeno u
otvore ploca sa 24 mesta i Celije su bile restimulisane ESL1 (50 ug/mL), ConA (2,5
pug/mL) ili bile kultivisane samo u medijumu. Kultivacija ¢elija je trajala 48 h i nakon

toga supernatanti su skupljeni i izmerena je produkcija citokina.

3.12. lzolovanje RNK

RNK je izolovana iz uzoraka mononuklearnih ¢elija resuspendovanih u TRI
reagensu (videti prethodni odeljak) prema uputstvu proizvodaca. Ovaj reagens je rastvor
guanin-izotiocijanata i fenola koji efikasno izoluju ukupnu RNK iz ¢elija. Uzorci su
prvo otopljeni, intenzivno vorteksovani, stavljeni na led i nakon toga je na uzorke
naliveno 80 pl hloroforma. Uzorci su ponovo vorteksovani, centrifugirani na 12000 rpm
u trajanju od 15 minuta na +4 °C. Centrifugiranjem su se izdvojile tri faze: donja faza (u
kojoj su se nalazili proteini), vodena faza (u kojoj se nalazila RNK), a izmedu je bio
prsten sa DNK. Vodena faza je pazljivo skupljena pomocu pipete i nastavka i prebacena
u novu ependorficu. Zatim je dodat izopropanol (280 ul) u ependorfice, da bi RNK
precipitirala. Uzorci su pazljivo promuckani invertovanjem ependorfica, ostavljeni na
ledu 30 minuta i zatim ponovo centrifugirani na 12000 rpm u trajanju od 15 minuta na
+4 °C. Supernatant je odliven, a dobijeni talog RNK je resuspendovan sa 1 ml 70 %
etanola. Nakon toga, uzorci su centrifugirani na 12000 rpm, na +4 °C, 7 minuta, etanol
je odliven u jednom potezu i obod je malo obrisan filter papirom. Na taloge je ponovo
naliven 1 ml 70 % etanola, uzorci su centrifugirani i etanol je odliven kao u prethodnom
koraku. Talog RNK (koji se video kao zelatinozna masa koja polako nestaje) je
ostavljen na sobnoj temperaturi nekoliko minuta da se osusi i da sav etanol ispari.
Potom je RNK rastvorena u 20 pl dejonizovane vode tretirane DEPCom
(Diethylpyrocarbonate, Sigma-Aldrich). Kvalitet dobijene RNK je proveren na
agaroznom gelu, izmerena je njena koncentracija na spektrofotometru (The Thermo

Scientific™ NanoDrop Lite Spectrophotometer) i cuvana na -80 °C do kori$¢enja.
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3.13. Reverzna transkripcija

Dobijena RNK je prevedena u komplementarnu DNK (cDNK) reakcijom
reverzne transkripcije (RT). Ukratko, 1 ul 10 mM rastvora sva Cetiri
dezoksiribonukleotid-trifostata (ANTP, po 2 mM ATP, TTP, GTP i CTP) (GeneAmp
dNTPs, Applied Biosystems), 1 pl nasumic¢nih heksamernih prajmera (0,2 pg/ml)
(Random hexamer primer, Thermo scientific) i 13 pl izolovane RNK (lpg/ul) u
vodenom rastvoru je naliveno u PCR tubice. Uzorci su inkubirani na 70 °C u trajanju od
5 minuta, $to je omogucilo nasumi¢no vezivanje prajmera za RNK i zatim je reakcija
prekinuta prebacivanjem tubica na led. Nakon toga, u uzorke je dodato 4 ul pufera za
reverznu transkripciju (5x reaction buffer, Thermo scientific), 1 ul enzima reverzne
transkriptaze Moloni virusa miS§je leukemije (Thermo Scientific RevertAid reverse
transcriptase) i 0,5 ul inhibitora RNKaze (Thermo Scientific RiboLock Rnase Inhibitor,
40u/pl). Uzorci su preneti u termoblok aparata za PCR (Agilent Technologies) i ukupna
RNK je prevedena u ¢cDNK pri slede¢im uslovima: 15 min na 25 °C, 1 h na 42 °C
(temperaturi optimalnoj za rad reverzne transkriptaze), 15 min na 70 °C (temperaturi na
kojoj dolazi do inaktivacije enzima reverzne transkriptaze i prekidanja reakcije) i 2 min
95°C u cilju razdvajanja sintetisanih lanaca cDNK. Koncentracija sintetisane cDNK
odredena je na nano-drop aparatu (The Thermo Scientific™ NanoDrop Lite

Spectrophotometer) i zatim je ¢uvana na -20 °C do dalje upotrebe.

3.14. Reakcija lanfanog umnoZavanja u realnom vremenu (engl. Real-Time
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

Za amplifikaciju dobijene cDNK i analizu ekspresije gena od interesa koriséena je
reakcija lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (RT-PCR). Ova metoda omogucuje
detekciju i kvantifikaciju umnozenog segmenta DNK u realnom vremenu tj. u toku

amplifikacije uzorka (Higuchi i drugi, 1993). U svaki bunari¢ mikroplo¢e sa 96 mesta

(l\/IicroAmpT'vI Optical, Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, SAD) je dodato 10
ul reakcione smese SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA), (smesa sadrzi potrebnu fluorescentnu boju SYBR Green, enzim DNK polimeraza

AmliTag Gold i dNTP), 1 ul specifi¢nih prajmera (finalna koncentracija prajmera je
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500nM) za ispitivani gen ili za referentni gen (sekvence prajmera koji su koris¢ene

prikazani su u Tabeli 4) i 8 ul 10 puta razblazene cDNK. Ploca je pokrivena sa optickim

adhezivnim filmom (Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, SAD), centrifugirana 2

minuta na 1000 g, preneta u termoblok aparata za kvantitativni PCR (ABI Prism 7000,

Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, SAD).

Tabela 4. Sekvence prajmera (Metabion, Martinsried, Nemacka) koje su koriS¢ene

u Real-time PCR-u.

Gen Oligonukleotidne sekvence
B-actin 5-GCTTCT TTG CAGCTCCTT CGT-3'
5'-CCA GCG CAG CGA TAT CG-3’
IL-4 5'-CGG TGA ACT GAG GAAACT CTG TAG A-3
5’-TCAGTG TTG TGA GCG TGG ACT C-3°
IL-10 5-GAA GAC CCT CTG GAT ACA GCT GC-3'
5-TGCTCCACTGCCTTGCTT TT-3'
IFN-y 5-TGG CAT AGA TGT GGA AGA AAA GAG-3'
5-TGC AGG ATT TTC ATG TCA CCA T-3'
TGF-B 5’-CCCTGCCCCTACATTTGGA-3’
5’-CACGAAGGCGTAGTGGCA-3’

Uslovi PCR amplifikacije bili su slede¢i: aktivacija dUTP (50 °C, 5 minuta),

pocetna denaturacija (95 °C, 10 minuta) i 40 ciklusa umnozavanja cDNK. Svaki ciklus

sastojao se iz denaturacije (95 °C, 15 sekundi) i hibridizacije prajmera za lanac cDNK i

sinteze novog lanca cDNK (60 °C, 60 sekundi). Dobijeni rezultati su analizirani

koriS¢enjem odgovaraju¢eg kompjuterskog programa (7500 System software; Applied

Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, SAD).
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3.15. lzolovanje makrofaga iz pacova imunizovanih antigenima T. spiralis

Peritonealni makrofagi su izolovani iz sve Cetri grupe DA pacova kojima su
primenjeni ESL1, pESL1, mokESL1 i PBS, prema ranije opisanoj proceduri (Gruden-
Movsesijan i saradnici, 2006). Ukratko, peritoneum je ispran sa po 20 ml hladnog,
sterilnog PBS-a. Peritonealni eksudat je pokupljen i centrifugiran na 1500 rpm, 10
minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant je odliven, a talog resuspendovan u
medijumu (RPMI-1640 suplementiran sa 5 % FCS) i zatim je odreden ukupan broj
¢elija 1 njihova vijabilnost. Da bi se obezbedila Sto homogenija ¢elijska populacija,
¢elije su zatim kultivisane u petrijevim $oljama u medijumu (RPMI-1640 suplementiran
sa 5 % inaktiviranim FCS i 50 U/mL gentamicinom) 24 h na 37 °C, 5 % CO,. Posle
inkubacije, neadherentne celije su uklonjene ispiranjem petrijeve Solje i potom su
adherentne Celije (makrofagi) odlepljene sa povrsine petrijeve Solje delovanjem 10 ml
hladnog PBS i resuspendovane u medijumu. Nakon toga, makrofagi su centrifugirani 7
minuta na 1500 rpm, talog je resuspendovan u medijumu i odreden je ukupan broj
éelija. Celije su potom bile postavljene u plocama sa 24 mesta (5 x 10° éelija/otvoru),
restimulisane ESL1 (50 pg/mL) ili kultivisane samo u medijumu. Kultivacija ¢elija je
trajala 48 h i nakon toga supernatanti su skupljeni i izmerena je produkcija citokina i
azot monoksida (NO).

3.16. Odredivanje nivoa nitrita Griessov-om metodom

Produkcija azot monoksida od strane makrofaga u kulturi odredivana je merenjem
koncentracije neorganskog nitrita (NO?), stabilnog krajnjeg produkta oksidacije
kratkoziveceg NO, u reakciji sa Griess-ovim reagensom (Griess, 1879). Ovaj reagens
¢ine sulfonilamid (SA) i N-(1-Naftil etilendiamin) (NAD) u odnosu 1:1. U ovoj metodi,
nitriti u prisustvu SA, u uslovima kisele sredine, formiraju prelaznu diazonijum so, koja
zatim reaguje sa NAD i formira stabilno azo jedinjenje ljubicaste boje (Sun i drugi,
2003). 50 ul supernatanta kulture makrofaga je pomesano sa 50 ul Griessovog reagensa,
I inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena pomocu ELISA

¢itaca, na talasnoj duzini 540 nm. Kvantifikacija nitrita je odredivana pomocu
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standardne krive konstruisane koris¢enjem poznatih koncentracija natrijum-nitrita
(NaNO2).

3.17. Restimulacija T limfocita izolovanih iz T. spiralis inficiranin DA pacova
antigenima T. spiralis - Recall eksperiment

Slezine su izolovane iz DA pacova inficiranih T. spiralis (30 dana posle infekcije
izazvane peroralnom primenom 500 L1 larvi/pacovu) na nacin prethodno opisan (videti
odeljak 3.7.). 1zolovane éelije slezine (5 x 10° ¢elija/otvoru, u triplikatu) su Kultivisane
antigenima ESL1 (50 pg/ml), pESL1 (50 pg/ml), rTsp53 (10 pg/ml) i 7C2C5Ag (10
pg/ml) ili samo u medijumu 48 h. Nakon inkubacije, odredena je koncentracija citokina

u supernatantima i proliferativni odgovor ¢elija.

3.18. Odredivanje koncentracije citokina primenom ELISA testa

Citokinski profili DC, makrofaga i T limfocita i ¢elija slezine su odredeni u
supernatantima ovih kultura metodom enzimskog imunoeseja ELISA, koristeci
komercijalne kit testove prema uputstvima proizvodaca.

Za odredivanje koncentracije IL-12p70 koris¢en je Rat IL-12p70 CytoSet-a
(Invitrogen, USA).

Za odredivanje koncentracije IL-4, IL-10 i IFN-y koris¢eni su BD OptEIA Set
Rat kitovi (BD Biosciences, USA).

Za odredivanje koncentracije TGF-f koris¢en je ELISA komplet za pacovski
TGF-B1 (R&D Systems, USA).

Za odredivanje koncentracije IL-6 koris¢en je Rat IL-6 ELISA kit (Quantikine
M, R&D Systems, UK).
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3.19. Stimulacija HEK-Blue™ ¢elijskih linija antigenima parazita

U ispitivanju interakcije ESL1, pESLI 1 7C2C5Ag i PRR, koris¢ene su HEK-
Blue™ hTLR2, HEK-Blue™ hTLR3, HEK-Blue™ hTLR4, HEK-Blue™ hTLRS,
HEK-Blue™ hTLR7, HEK-Blue™ hNOD1 i HEK-Blue™ hNOD?2 ¢elije. 25.000 éelija
u 150 pl medijuma je postavljeno po bazenu u plo¢ama sa 96 mesta (Thermo scientific,
Waltham, MA, USA) i nakon toga ¢elije su stimulisane antigenima T. spiralis: ESL1
(50, 511 0,05 pg/ml), peSL1 (50, 51 0,05 pg/ml) i 7C2C5Ag (1, 0,1 i 0,01 pg/ml) u
trajanju od 22-24 sata na 37 °C u prisustvu 5 % CO.. Celije inkubirane samo u
medijumu koriS¢ene su kao negativna kontrola. Kao pozitivne kontrole, kori§¢ene su
¢elije stimulisane slede¢im PRR agonistima: TLR2 ligand, Pam3CSK4 (Invivogen; tlrl-
pm2s) (10 ng/ml); TLR3 ligand, Poly (I1:C) HMV (Invivogen; tlrl-pic) (1 pg/ml); TLR4
ligand, LPS E. coli K12 (Invivogen; tirl-peklps) (1 ng/ml); TLRS5 ligand, FLA-ST
(flagelin poreklom iz bakterije Salmonella typhimurium Invivogen;tlrl-stfla) (50 ng/ml);
TLR7 ligand, Imiquimod (Invivogen; tirl-kitlhw) (10 pg/ml); NOD1 ligand, iE-DAP
(Invivogen; tlrl-dap) (25 pg/ml) i NOD2 ligand, MDP (Invivogen; tlrl-mdp) (10 pg/ml).

3.20. SEAP reporter genski test (engl. SEAP reporter gene assay)

Nakon stimulacija HEK-Blue™ ¢elijskih linija, interakcije PRR i antigena T.
spiralis su odredene na osnovu merenja alkalne fosfataze SEAP. S obzirom da se SEAP
gen nalazi pod kontrolom IFN-B minimalnog promotora i transkripcionih faktora: NF-
kB i AP-1 (slika 11), stimulacija ¢elija PRR agonistima pokrece intracelijsku signalnu
kaskadu koja vodi aktivaciji transkripcionih faktora NF-kB i AP-1, ekspresiji SEAP
gena 1 produkciji ove alkalne fosfataze u ¢elijskoj kulturi.

SEAP koncentracija moze se izmeriti koriS¢enjem QUANTI-Blue™ detekcionog
medijuma (InvivoGen, rep-gbl or rep gb2). Ovaj medijum sadrZi supstrat za alkalne
fosfataze ukljucuju¢i SEAP. U prisustvu SEAP, dolazi do hidrolize supstrata $to vodi
promeni boje medijuma u ljubicasto-plavu. Promena boje je proporcionalna SEAP

koncentraciji u supernatatu i moze se kvantifikovati merenjem absorbance na 620-

655nm.
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Slika 11. Mapa pNiFty3-AN-SEAP plazmida (InvivoGen, California, USA).
pNiFty3-AN-SEAP plazmid koji sadrzi reporter gena za alkalnu fosfatazu SEAP (engl.

secreted alkaline phosphatase), IFN- minimalnog promotora misa, pet NF-xB i AP-1

vezujucih mesta.

Za eksperimente, alkalna fosfataza SEAP u celijskoj kulturi je odredena prema
uputstvu proizvodaca. Ukratko, QUANTI-Blue™ medijum u prahu rastvoren je u
100ml destilovane vode (HyClone™ Water, Cell Culture Grade-Endotoxin-Free),
inkubiran 30 minuta na 37 °C i filtriran preko membrane sa otvorima pre¢nika 0,2 um.
Nakon toga, 180 ul medijuma i 20 ul supernatanta stimulisanih ¢elija je postavljeno po
bazenu u plo¢ama sa 96 mesta. Nakon 4 1 24 €asa, merena je absorbanca na 649 nm na
BioTek EL808 ELISA ¢itacu 1 SEAP koncentracija je izraunata koriS¢enjem Gen5
Data Analysis Software (BioTek, Vermont, USA).
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3.21. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + strandardna devijacija (SD)
triplikata kultura dva ili tri nezavisno izvedena eksperimenta. Za analizu statisti¢ke
znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih razli¢itim tretmanima triplikata kultura,
koriS¢ena je analiza varijanse (ANOVA), pracena Bonferroni testom za viSestruka
poredenja (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego,

CA, USA). Vrednost parametra p manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom.
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4 REZULTATI



4.1. Ispitivanje uticaja ESL1 produkata na polarizaciju imunskog
odgovora in vivo

4.1.1. Modifikacija ugljenohidratne strukture ESL1 produkata 7. spiralis

Da bi se ispitala uloga glikana ESL1 u indukovanju imunskog odgovora in vivo, u
eksperimentima je koris¢éen ESL1 sa hemijski izmenjenom ugljenohidratnom
strukturom, dobijen tretmanom natrijum metaperjodatom (pESL1). Western blot
analizom dobijenog preparata, koris¢enjem ConA obelezenog peroksidazom (ConA-
HRPO), pokazano je da u sastavu dobijenog pESL1 nema Sec¢era u onom obliku koji bi
ovaj lektin prepoznao, ¢ime je potvrdena uspesnost perjodatnog tretmana (slika 12). Za
kontrolu efekta pESL1 antigena koris¢en je mokESL1 (dobijen na isti nain kao i
pPESL1 antigen tj. u acetatnom puferu ali bez perjodata). Kao $to se sa slike 12 (traka 3)

vidi, sam tretman acetatnim puferom nije narusio strukturu ESL1 antigena.

IR ENA -

v -

Slika 12. Vezivanje ConA-HRPO za komponente:
ESL1 (1), pESL1 (2) i mokESL1 (3).
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4.1.2. Uticaj glikana ESL1 antigena na produkciju citokina od strane ¢elija slezine

Nativni ESL1 antigeni, pESL1 i mokESL1 su intraperitonealno primenjeni
zdravim DA pacovima i njihov uticaj na polarizaciju imunskog odgovora ispitan je na
nivou celija slezine. Kao kontrolna grupa koriséeni su pacovi kojima je
intraperitonealno primenjen PBS. Nakon sedam dana od primene antigena, celije slezine
su izolovane, postavljene u mikrotitarske ploce i in vitro su restimulisane ESL1
antigenom (specifi¢ni stimulus). U supernatantima u kojima su ¢éelije gajene pracena je
produkcija IL-4, IL-10, TGF-B i IFN-y.
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Grafik 1. Uticaj glikana ESL1 antigena na produkciju citokina éelija slezine. ESL1,
pPESL1, mokESL1 ili PBS su intraperitonealno primenjeni DA pacovima. Posle sedam
dana od finalne primene, ¢elije slezine su izolovane, kultivisane 48 sati u prisustvu
ESL1 i nivo IL-4 (a), IL-10 (b), TGF-B (c) i IFN-y (d) je odreden u celijskim
supernatantima ELISA testovima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD
iz dva nezavisno izvedena eksperimenta; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Primena ESL1 antigena indukovala je snaznu produkciju IL-4 i 1L-10, dok je
produkcija TGF-B bila neznatno uvecana u poredenju sa kontrolom (grafik 1 a,b,c).
Intraperitonealna primena ESL1 nije dovela do promene u produkciji IFN-y u poredenju
sa celijama slezine zivotinja tretiranih PBSom (grafik 1 d). Medutim, promena u
strukturi ESL1 glikana dovela je do znacajne promene u produkciji anti-inflamatornih i
Th2 citokina, sto ukazuje na znacaj ocuvane ugljenohidratne strukture za ovaj tip
polarizacije imunskog odgovora. Naime, celije slezine pacova tretiranih pESL1, a
restimulisane ESL1 antigenom, produkovale su statisticki znac¢ajno manji nivo I1L-4 i
IL-10 u poredenju sa celijama slezine pacova kojima je primenjen nativni ESL1 ili
mokESL1 antigen (grafik 1 a i b). 1zmena ugljenohidratne strukture ESL1 nije dovela
do promene u produkciji regulatornog citokina TGF-f i pro-inflamatornog citokina
IFN-y u poredenju sa ESL1 i mokESL1 (grafik 1 c i d).

4.1.3. Uticaj glikana ESL1 antigena na ekspresiju gena za citokine u ¢elijama

slezine

Dalja ispitivanja znacaja ugljenohidratnih struktura ESL1 za indukciju citokina
obuhvatala su detekciju i kvantifikaciju ekspresije gena za niz citokina u ¢elijama
slezine zdravih DA pacova, 24 i 72 sata nakon intraperitonealne primene ESL1, pESL1
I mokESL1 antigena. Kao kontrolna grupa koris¢eni su pacovi kojima je
intraperitoenalno primenjen PBS. Nakon 24 sata, nije primecena razlika u nivou iRNK
za IL-4, IL-10, TGF-B i IFN-y izmedu ¢elija slezine pacova imunizovanih antigenima i
kontrolne grupe pacova (grafik 2). Medutim, nakon 72 sata ustanovljena je znacajno
veca ekspresija gena za IL-4 i IL-10 kod zivotinja koje su primile ESL1 i mokESL1, u
odnosu na pacove koji su primili PBS (grafik 3 a i b). Primena pESL1 nije izazvala
povecanu transkripciju gena za IL-4 i IL-10, ve¢ je bila na nivou PBS kontrole, §to
ukazuje na vaznost ugljenohidratnih struktura ESL1 produkata glikana za indukciju
sinteze Th2 i anti-inflamatornih citokina. Nije uocena razlika u povecanju nivoa iRNK

za TGF-B i IFN-y izmedu tretiranih i kontrolnih grupa (grafik 3 c i d).
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Grafik 2. Uticaj glikana ESL1 antigena na ekspresiju gena u celijama slezine.
ESL1, pESL1, mokESL1 ili PBS su intraperitonealno primenjeni DA pacovima dva
puta u sedmodnevnom intervalu. Nakon 24 sata od finalne aplikacije, ekspresija gena za
IL-4 (a), IL-10 (b), TGF-p (c) i IFN-y (d) je analizirana u ¢elijama slezine. Nivo
ekspresije ispitivanih gena je odreden pomocu Real-time PCR-a, normalizovan u

odnosu na ekspresiju gena za p-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2 Ct.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz dva nezavisno izvedena
eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Grafik 3. Uticaj glikana ESL1 antigena na ekspresiju gena u celijama slezine.
ESL1, pESL1, mokESL1 ili PBS su intraperitonealno primenjeni DA pacovima dva
puta u sedmodnevnom intervalu. Nakon 72 sata od finalne primene, ekspresija gena za
IL-4 (a), IL-10 (b), TGF-p (c) i IFN-y (d) je analizirana u ¢elijama slezine. Nivo
ekspresije ispitivanih gena je odreden pomocu Real-time PCR-a, normalizovan u

odnosu na ekspresiju gena za p-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2 Ct.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz dva nezavisno izvedena
eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.1.4. Ispitivanje znacaja glikana ESL1 antigena za aktivaciju urodenog imunskog

odgovora

Moguc¢a uloga glikana prisutnih u ESL1 produktima u pokretanju urodenog
imunskog odgovora, ispitivana je pra¢enjem aktivacije peritonealnih makrofaga DA
pacova koji su primili ESL1, pESL1, mokESL1 ili PBS. Nakon treceg dana od
poslednje primene, peritonealne makrofage su izolovane, kultivisane, restimulisane in
vitro ESL1 antigenom i pracena je produkcija pro-inflamatornih medijatora NO i IL-6,
kao i anti-inflamatornog citokina IL-10 u celijskim supernatantima. Peritonealne
makrofage pacova, kojima je primenjen ESL1 antigen, pokazuju smanjenu produkciju
NO i IL-6 i statisticki znac¢ajno povecanu produkciju IL-10 u poredenju sa kontrolnom
grupom (grafik 4). Sa druge strane, primena pESL1 indukuje znacajno povecanje
produkcije NO i IL-6, dok se produkcija IL-10 ne menja u odnosu na kontrolne
Zivotinje, $to ukazuje da antigeni sa izmenjenom strukturom Secera mogu dovesti do

dijametralno suprotnog odgovora u odnosu na ESL1 od strane aktiviranih makrofaga.
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Grafik 4. Uticaj glikana ESL1 antigena na produkciju citokina i NO u
peritonealnim makrofagima. ESL1, pESL1, mokESLL1 ili PBS su intraperitonealno
primenjeni DA pacovima dva puta u sedmodnevnom intervalu. 72 sata nakon finalne
primene, peritonealne makrofage su izolovane i kultivisane 48 sati sa ESL1. Produkcija
NO (a) i citokina IL-6 (b) i IL-10 (c) je odredena u ¢elijskim supernatantima. Citokinski
nivoi su mereni u ¢elijskim supernatantima koris¢enjem ELISA testova, dok je nivo NO
odreden Griessov-om metodom. Rezultati su predstavljeni iz dva nezavisno izvedena
eksperimenta kao srednja vrednost £ SD; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.1.5. Proliferacija i citokinski profil T. spiralis senzibilisanih ¢elija slezine

restimulisanih antigenima T. spiralis

Da bi dalje ispitali znac¢aj glikana ESL1 produkata u polarizaciji odgovora T ¢elija
tokom infekcije T. spiralis, izolovane su celije slezine DA pacova, koji su bili u
hroni¢noj fazi infekcije (faza infekcije u kojoj dominira Th2/regulatorni tip imunskog
odgovora). Na ovaj nacin T. spiralis senzibilisane c¢elije slezine su kultivisane u
prisustvu ESL1 i pESL1, a zatim je odredivana proliferacija ovih c¢elija i nivo

produkovanih citokina od strane tako restimulisanih ¢elija.
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Grafik 5. Proliferativni odgovor i produkcija citokina restimulisanih ¢elija slezine
pacova inficiranih parazitom T. spiralis. DA pacovi su inficirani T. spiralis i 30 dana
posle infekcije izolovane su éelije slezine. Celije su kultivisane (5 x 10° éelija/otvoru)
bez i sa antigenima ESL1 i pESL1. Nakon 48 sati, odreden je proliferativni odgovor
¢elija (a) 1 koncentracija citokina u supernatantima (IL-4, IL-10 i IFN-y) (b-d).
Proliferativni odgovor ¢elija je izmeren na osnovu ugradnje *H-timidina i izrazen kao
broj otkucaja na minut (cpm), dok su citokinski nivoi mereni u ¢elijskim supernatantima
koris¢enjem ELISA testova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz tri
nezavisno izvedena eksperimenta;* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Kao $to je prikazano na grafiku 5 a, ESL1 i pESL1 indukuju snaznu proliferaciju
¢elija slezine pacova inficiranih T. spiralis, u poredenju sa kontrolnom grupom tj.
slezinskim ¢elijama gajenim samo u medijumu. Medutim, proliferativni odgovor ¢elija
na pESLI je bio statisticki znacajno slabiji u poredenju sa odgovorom ¢elija na ESLL.
Analiza produkcije citokina je pokazala da c¢elije restimulisane ESL1 antigenom
produkuju statisticki znacajno veéu koncentraciju IL-4, IL-10 i IFN-y u odnosu na
kontrolne ¢elije (¢elije kultivisane samo u medijumu) (grafik 5 b-d). Restimulacija
senzibilisanih ¢elija pESL1 izazvala je supresiju produkcije IL-10 u odnosu na kontrole,
a jos viSe u odnosu na nativni ESL1, dok je produkcija IL-4 bila je zna¢ajno povecana
ne samo u odnosu na kontrole, ve¢ i u poredenju sa celijama stimulisanim ESL1
antigenom. Oslobadanje pro-inflamatornog citokina IFN-y bilo je visoko i na slicnom
nivou koji je indukovao nativni ESL1.

Ranija istraZivanja su pokazala da ESL1 poseduje imunomodulatorna svojstva, ali
se malo zna o pojedina¢nim komponentama u okviru ESL1 koje ta svojstva poseduju.
Za ispitivanje uticaja pojedinih komponenti ESL1 na pokretanje imunskog odgovora, u
testu restimulacije T. spiralis senzibilisanih ¢elija slezine korisc¢eni su: 1. triplet antigena
od 45, 49 i 53 kDa izolovan pomo¢u 7C2C5 monoklonskog antitela (7C2C5AQ) i 2.
rekombinantni protein od 53 kDa (rTsp53). Pod uticajem rTsp53 i 7C2C5Ag
proliferativni odgovor c¢elija slezine je bio znacajno veéi u odnosu na kontrolne celije,
ali slabiji u odnosu na odgovor indukovan kompletnim ESL1 antigenima (grafik 6 a).

Analiza citokinskog profila je pokazala da ¢elije slezine T. spiralis inficiranin DA
pacova, nakon restimulacije ESL1 antigenom, produkuju znacajno vece koncentracije
IL-4, 1L-10 i IFN-y u odnosu na kontrolne éelije (grafik 6 b, ¢ i d). Celije restimulisane
rTsp53 i 7C2C5Ag produkuju znacajno vece koncentracije IL-4 u odnosu na kontrolu, a
nivo produkcije je veoma slican onom koji se javlja posle restimulacije ESL1 (grafik
6b). lako i rTsp53 i 7C2C5Ag dovode do povecanja koncentracije IL-10 u odnosu na
kontrolu, taj porast nije statisticki znac¢ajan (grafik 6 c¢). Merenjem produkcije IFN-y od
strane Celija slezine, nadeno je da i rTsp53, a posebno 7C2C5Ag indukuju znacajno
vecu produkciju citokina IFN-y u odnosu na kontrolnu grupu i na ESL1 (grafik 6 d).
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Grafik 6. Proliferativni odgovor i produkcija citokina éelija slezine restimulisanih
rTsp53 i 7C2C5Ag. Celije slezine su izolovane 30 dana nakon infekcije DA pacova T.
spiralis. Celije su kultivisane (5 x 10° éelija/otvoru) ESL1, rTsp53, 7C2C5Ag ili samo u
medijumu. Nakon 48 sati, odreden je proliferativni odgovor ¢elija (a) i koncentracija
citokina u supernatantima (IL-4, IL-10 i IFN-y) (b-d). Proliferativni odgovor celija je
izmeren na osnovu ugradnje 3H-timidina i izrazen kao broj otkucaja na minut (cpm),
dok su citokinski nivoi mereni u ¢elijskim supernatantima koris¢enjem ELISA testova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz tri nezavisno izvedena

eksperimenta;* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.2. Ispitivanje uloge glikana ESL1 i pojedinih komponenti ESL1 u
pokretanju imunskog odgovora in vitro

4.2.1. Uticaj ESL1, pESL1, 7C2C5Ag i rTspS53 antigena na sazrevanje dendritskih
celija

S obzirom da su nasi prethodni rezultati pokazali da ESL1 ali ne i pESL1 antigeni
indukuju Th2 imunski odgovor, postavilo se pitanje na koje mehanizme imunskog
odgovora uti¢u ugljenohidratne komponente nativhog ESL1. Da bi ispitali da li ima
razlike u sazrevanju dendritskih ¢elija (DC) stimulisanih ESL1 i pESLI, ¢elije su
kultivisane LPSom (Th1 stimulus koji dovodi do potpunog sazrevanja DC, DC/LPS),
antigenima T. spiralis: ESL1 i pESL1 (DC/ESLI i DC/pESL1) ili samo u medijumu
(DC/med) i analizirana je ekspresija povr$inskih markera i produkcija citokina. Kao
pokazatelj stepena zrelosti DC, ispitivana je ekspresija markera MHC 11, CD86 i ICAM-
1. Celije stimulisane LPSom imale su fenotip karakteristi¢an za zrele DC tj. pokazale su
znacajno vecu ekspresiju svih ispitivanih povrsSinskih markera u odnosu na kontrolu. U
skladu sa ve¢ publikovanim rezultatima (llic i saradnici, 2008; Gruden-Movsesijan i
saradnici, 2011), ESL1 antigeni nisu uticali na povecanje ekspresije MHC 11 molekula,
umereno su povecavali ekspresiju CD86 molekula, dok su znafajno povecéavali
ekspresiju ICAM-1 u poredenju sa negativnom kontrolom tj. ekspresijom na
nestimulisanim DC (grafik 7 a i b). Kao $to se sa grafika 7 vidi, nije bilo statisti¢ki
znadajne razlike u ekspresiji povrsinskih markera izmedu DC stimulisanih sa ESL1 i
PESL1, Sto ukazuje da narusavanje ugljenohidratne strukture nema uticaja na ovaj
aspekt sazrevanja DC.

U cilju ispitivanja uloge pojedinaénih komponenti ESL1 u sazrevanju DC, DC
DA pacova su gajene u prisustvu rTsp53 i 7C2C5Ag (DC/rTsp53 i DC/7C2C5Ag).
Celije stimulisane rTsp53 i 7C2C5Ag pokazale su tipiéne morfologke karakteristike
delimi¢no zrelih DC. Ovi antigeni su izazvali znaéajno povecanje ekspresije ICAM-1
molekula, blago povecanje ekspresije CD86 i nisu indukovali povecanu ekspresiju
markera MHC II u poredenju sa negativhom kontrolom (nestimulisanim DC), §to je
fenotipski profil koji odgovara stimulaciji kompletnim ESL1. Nije uocena statisticki
znalajna razlika u ekspresiji povrsinskih markera izmedu DC stimulisanih ESL1 ili

pojedina¢nim komponentama ESL1 (7C2C5Ag i rTsp53) (grafik 8).
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Grafik 7. Uticaj ESL1 i pESL1 antigena na ekspresiju povrSinskih markera
dendritskih éelija. DC kostne srzi DA pacova, stimulisane su LPSom (pozitivna
kontrola, 200 ng/ml), ESL1 i pESL1 antigenima (50 pg/ml) ili su kultivisane samo u
medijumu (negativha kontrola), 48 sati. a) Reprezentativni plotovi. Siva linija
predstavlja negativnu kontrolu (ekspresija markera na netretiranim ¢elijama), a crna
predstavlja ekspresiju ispitivanih molekula na tretiranim DC. b) Procenat ekspresije
povriinskih markera stimulisanih i nestimulisanih DC. Rezultati su predstavljeni kao

srednja vrednost £ SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01,;
***p<0.001.
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Grafik 8. Uticaj rTsp53 i 7C2C5Ag na ekspresiju povrsinskih markera dendritskih
éelija. DC kostne srzi DA pacova, stimulisane su LPSom (pozitivna kontrola, 200
ng/ml), ESL1 antigenima (50 pg/ml), rTsp53 (10 pg/ul), 7C2C5Ag (10 pg/ul) ili su
kultivisane samo u medijumu (negativna kontrola), 48 sati. a) Reprezentativni plotovi.
Crvena linija predstavlja negativnu kontrolu (ekspresija markera na netretiranim
éelijama), a crna predstavlja ekspresiju ispitivanih molekula na tretiranim DC. b)
Procenat ekspresije povrsinskih markera stimulisanih i nestimulisanih DC. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; *
p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.2.2. Citokinski profil dendritiskih Celija stimulisanih antigenima: ESL1, pESL1,
7C2C5Ag i rTspS3

Funkcionalna karakterizacija DC poreklom od pacova stimulisanih antigenima T.
spiralis u in vitro uslovima pracena je odredivanjem koncentracije citokina U
supernatantima kulture DC. Pra¢ena je produkcija IL-10, koji uéestvuje u usmeravanju
u pravcu Th2 i regulatornog tipa imunskog odgovora, TGF-B, koji ucestvuje u
generisanju i ekspanziji Treg, kao i pro-inflamatornog citokina IL-12p70, odgovornog
za usmeravanje ka Th1l tipu imunskog odgovora (grafik 9). Celije stimulisane LPSom
predstavljale su pozitivnu kontrolu, tj. one su bile mera potpunog sazrevanja DC.
DC/LPS su produkovale visok nivo IL-12p70, dok je produkcija IL-10 i TGF-p, pod
uticajem ovog stimulusa, bila zanemarljiva u odnosu na kontrolne ¢elije gajene samo u
medijumu. Kod ¢elija stimulisanih ESL1 antigenima, znacajno je poveéana produkcija
IL-10 i TGF-B u odnosu na kontrole tj. na nestimulisane ¢elije i ¢elije stimulisane
LPSom (grafik 9 b i c), dok je produkcija IL-12p70 znacajno snizena u poredenju sa
stimulisanim éelijama LPSom i skoro je na nivou produkcije nestimulisanih DC (grafik
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Grafik 9. Uticaj glikana ESL1 antigena na produkciju citokina dendritskih éelija.
DC kostne srzi DA pacova, stimulisane su LPSom (pozitivna kontrola, 200 ng/ml),
ESL1 i pESL1 antigenima (50 pg/ml) ili su gajene samo u medijumu bez stimulacije
(negativna kontrola) 48 sati. Citokinski nivoi IL-12p70 (a), 1L-10 (b) i TGF-B (c) su
mereni u cCelijskim supernatantima koriS¢enjem ELISA testova. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; *
p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Uticaj glikana prisutnih na ESL1 na aktivaciju DC ispitivan je primenom ESL1
antigena sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom, pESL1 (grafik 9). pESL1
antigeni su doveli do znacajnog smanjenja produkcije IL-12p70 u odnosu na LPS, dok
je produkcija u u odnosu na nativne ESL1 antigene bila snizena, ali ne statisticki
znacajno. Produkcija IL-10 pod uticajem ovih antigena bila je znacajno visa u odnosu
na kontrolne, nestimulisane DC, ali ipak niZa u odnosu na DC/ESL1. Nije uoéena
razlika u produkciji TGF-B izmedu celija stimulisanih ESL1 i pESL1, odnosno
produkcija ovog citokina je bila znacajno povecana i pod uticajem pESL1. Navedeni
rezultati pokazuju da ESL1 antigeni sa izmenjenom strukturom glikana (pESL1), imaju
sposobnost da indukuju oslobadanje ispitivanih citokina u istom trendu kao pod
uticajem nativnog ESL1. Njihova sposobnost da suprimiraju produkciju IL-12 je nesto
veta nego nativnog antigena. Oni takode stimuliSu produkciju IL-10, ali manje od
nativnog antigena, dok jednako snazno dovode do povecanog oslobadanja TGF-B u
odnosu na kontrole.

Kapacitet pojedinih komponenti ESL1 antigena da indukuju produkciju IL-12,
IL-10 i TGF-B ispitivan je u kulturi DC gajenih u prisustvu rTsp53 i 7C2C5Ag.
Rekombinantni protein rTsp53, kao i 7C2C5 antigeni indukovali su produkciju IL-
12p70 i IL-10, koja u potpunosti odgovara produkciji izazvanoj sa kompletnim ESL1
antigenom. Kao $to se sa grafika 10 (a i b) vidi, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u
produkciji 1L-12p70 i IL-10 izmedu DC/ESL1 i DC/rTsp53 i DC/7C2C5Ag, tj. svi
navedeni antigeni indukuju znacajno povecanu produkciju IL-10 (grafik 10 b), dok je
produkcija 1L-12p70 bila na nivou koji odgovara koncentraciji citokina koje produkuju
netretirane Celije kao 1 one tretirane ESL1 (grafik 10 a). Analiziranjem produkcije TGF-
B u supernatantima DC stimulisanih rTsp53 i 7C2C5Ag, pokazano je da rTsp53 nema
kapacitet da pokrene povecanu produkuju ovog citokina, dok 7C2C5Ag indukuje
produkciju znacajno vise koncentracije TGF-p u poredenju sa nestimulisanim ¢elijama,
DC/LPS, DC/rTsp53 ili DC/ESL1 (grafik 10 c).
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Grafik 10. Uticaj rTsp53 i 7C2C5Ag na produkciju citokina dendritskih ¢elija. DC
kostne srzi DA pacova, stimulisane LPSom (pozitivna kontrola, 200 ng/ml), ESL1
antigenom (50 pg/ml), rTsp53 (10 pg/ul), 7C2C5Ag (10 pg/pl) 48 sati. Celije
kultivisane samo u medijumu koris¢ene su kao negativna kontrola. Citokinski nivoi IL-
12p70 (a), IL-10 (b) i TGF-B (c) su mereni u Celijskim supernatantima kori§¢enjem
ELISA testova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz tri nezavisno
izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.2.3. Kapacitet dendritskih celija da prezentuju antigene T. spiralis naivnim T
limfocitima

U cilju odredivanja kapaciteta stimulisanih DC da prezentuju antigene i indukuju
proliferaciju naivnih T limfocita, vrSena je ko-kultivacija naivnih T limfocita,
izolovanih iz slezina zdravih DA pacova, sa DC koje su bile stimulisane ESL1, pESL1,
rTsp53 i 7C2C5 antigenima. Rastuéi broj stimulisanih DC je inkubiran sa istim brojem
T limfocita. Kada je re¢ o ispitivanju uticaja glikana ESL1 na proliferaciju naivnih T
limfocita pokazalo se da pESL1 indukuje njihovu proliferaciju, ali je taj proliferativni
odgovor statisticki znacajno nizi u odnosu na proliferativni odgovor T ¢elija indukovan
DC/ESL1 (grafik 11). Ovi rezultati ukazuju na znacaj glikana ESL1 u indukovanju

proliferacije naivnih T éelija posredstvom DC.
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Grafik 11. Proliferacija naivnih T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC
stimulisanim ESL1 i pESL1 antigenima. T éelije (1x10° ¢éelija/otvoru), izolovane iz
limfnih &vorova zdravih DA pacova su ko-kultivisane sa DC u rastu¢em broju (0,25 X
10 0,5 x 10% 1 x 10* ¢elija/otvoru) koje su prethodno stimulisane sa ESL1, pESL1 i
LPSom. Celijama je dodat *H-timidin 18 h pre zavrSetka kultivacije. Proliferativni
odgovor je meren ugradnjom 3H-timidina i izrazen kao broj otkucaja na minut (cpm).
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz jednog reprezentativnog od tri
nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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U cilju odredivanja potencijala DC da procesuju i prezentuju pojedine
komponente ESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag, naivnim T limfocitima, praéen je takode
proliferativni odgovor T ¢elija pod uticajem DC stimulisanih rTsp53, 7C2C5Ag, ESL1
ili LPSom. Negativnu kontrolu predstavljala je ko-kultura T éelija i nestimulisanih DC.
U poredenju sa DC/ESL1, koje ¢ak i u najveéem razblaZenju éelija dovode do znagajne
proliferacije naivnih T limfocita, proliferativni odgovor izazvan DC stimulisanim
rTsp53 i 7C2C5Ag bio je znacajno nizi (grafik 12). Pa ipak, DC stimulisane rTsp53 i

7C2C5Ag dovode do znacajne proliferacije naivnih T ¢elija u odnosu na nestimulisane

celije.
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Grafik 12. Proliferacija naivnih T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC
stimulisanim ESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag. T ¢elije (1x10° ¢elija/otvoru), izolovane iz
limfnih &vorova zdravih DA pacova su ko-kultivisane sa DC u rastuéem broju (0,25 x
10% 0,5 x 10% 1 x 10* ¢elija/otvoru) stimulisanim ESL1, 7C2C5Ag, rTsp53 i LPSom u
trajanju od 7 dana. Celijama je dodat *H-timidin 18 h pre zavrietka kultivacije.
Proliferativni odogovor je meren ugradnjom H-timidina i izrazen kao broj otkucaja na
minut (cpm). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001.
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4.2.4. Polarizacija T celijskog odgovora pod uticajem dendritskih Ccelija

stimulisanih razli¢itim antigenima T. spiralis

lako DC stimulisane ESL1 antigenom pokazuju nepotpuno zreo fenotip, one
poseduju kapacitet da polarizuju imunski odgovor ka Th2 tipu i regulatornom tipu in
vitro (llic i saradnici, 2008; Gruden-Movsesijan i saradnici, 2011). U cilju ispitivanje
znacaja glikana ESL1 u ovom odgovoru, T limfociti zdravih DA pacova su ko-
kultivisani sa DC/ESL1 i DC/pESLI i odredena je produkcija citokina od strane T
¢elija. U skladu sa ranije dobijenim rezultatima (llic i saradnici, 2008; Gruden-
Movsesijan i saradnici, 2011), naivni T limfociti nakon ko-kultivacije sa DC/ESL1,
produkuju znacajno povecane koncentracije citokina i to najvise 1L-10, zatim IL-4, pa
TGF-B u poredenju sa kontrolnim T limfocitima (ko-kultura T éelija i DC/LPS ili
DC/medijum) (grafik 13 a, b, d). Takode, DC/ESL1 uzrokuju znadajno smanjenu
produkciju IFN-y u poredenju sa DC/LPS (grafik 13 c), ali i nestimulisanim DC.
Promena ugljenohidratne strukture ESL1 antigena, posredstvom DC, dovodi do
promena u produkciji 1L-10, IFN-y i TGF-p od strane T limfocita (grafik 13 b, c, d), dok
ne utice na produkciju IL-4 koja ostaje znacajno povecana kao $to je i bila sa nativnim
ESL1 (grafik 13 a). lako je nivo produkcije IL-10 od strane T ¢elija stimulisanih sa
DC/pESLI1 znaajno visi u odnosu na DC/LPS i DC/medijum, on je ipak znacajno nizi u
poredenju sa produkcijom u T éelijama ko-kultivisanim sa DC/ESL1. Nivo produkcije
TGF-B pod uticajem DC/pESLI je bio skoro na nivou kontrola, §to zna¢i da naruena
struktura glikana ESL1 ne moze da indukuje produkciju TGF-B kao $to to ¢ini nativni
ESL1. Nasi rezultati ukazuju na znacaj ugljenohidratnih struktura prisutnih na ESL1 u
pokretanju anti-inflamatornog i regulatornog imunskog odgovora posredstvom DC.
Kada je re¢ o IFN-y, pESLI indukuje statisticki znacajnu redukciju ovog citokina u

poredenju sa DC/LPS (grafik 13 c), ali ne u meri u kojoj to rade ESL1 antigeni.
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Grafik 13. Citokinski profil T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC stimulisanih
ESL1 ili pESL1 antigenom. Naivni T limfociti (2,5x10° ¢elija/otvoru) limfnih ¢vorova
zdravih DA pacova, ko-Kultivisani su sa DC/medijum, DC/ESL1, DC/pESLI i DC/LPS
(5x10° ¢elija/otvoru). Kultivacija je trajala sedam dana posle &ega su sakupljeni
supernatanti i koncentracija citokina IL-4 (a), IL-10 (b), IFN-y (c) i TGF-p (d) je
odredena koris¢enjem ELISA testova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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U cilju ispitivanja moguce uloge komponenti ESL1 antigena, rTsp53 i 7C2C5Ag
u polarizaciji imunskog odgovora ka Th2 i regulatornom tipu in vitro, DC tretirane
ESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag su ko-kultivisane sa naivnim T ¢Celijama i analiziran je

citokinski profil tako tretiranih T ¢elija. (grafik 14).
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Grafik 14. Citokinski profil T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC stimulisanih
rTsp53 ili 7C2C5Ag. Naivni T limfociti (2,5%10° ¢éelija/otvoru) limfnih &vorova
zdravih DA pacova kultivisani su sa DC/medijum, DC/ESL1, DC/rTsp53,
DC/7C2C5Ag i DC/LPS (5%10° éelija/otvoru). Kultivacija je trajala 7 dana, posle ega
su supernatanti sakupljeni i odredena je koncentracija citokina IL-4 (a), IL-10 (b), IFN-y
(c) i TGF-B (d) ELISA testovima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = SD
iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Antigeni 7C2C5Ag i rTsp53 modulisu funkciju DC koja se ogleda u promeni
funkcije T c¢elija. Kao $to se sa grafika 14 a i b moze videti, ispitivane komponente
ESL1 uti¢u na DC da one u ko-kulturi stimuli$u produkciju IL-4 i 1L-10 od strane T
¢elija skoro u istoj meri kao i kompletan ESL1, $to znaci da indukuju znacajno poviSen
nivo ovih citokina u odnosu na kontrole (T éelije kultivisane sa nestimulisanim DC i T
éelije kultivisane sa DC/LPS). Medutim, 7C2C5Ag indukuje znadajno veéu
koncentraciju citokina IL-10 u poredenju sa ESLI i rTsp53. Kao i ESL1, antigeni
rTsp53 i 7C2C5Ag, indukuju snizenu produkciju IFN-y, Th1 citokina, u odnosu na LPS,
koja je zapravo na nivou kontrola tj. DC/med (grafik 14 c). Koncentracija TGF-p raste u
kulturi naivnih T limfocita ko-kultivisanih sa DC/rTsp53 u odnosu na kontrolu, dok je u
kulturi T éelija ko-kultivisanih sa DC/7C2C5Ag na nivou kontrole, §to znadi da
DC/7C2C5Ag nemaju potencijal da pokrenu produkciju TGF-B od strane T éelija u
ovako postavljenom in vitro sistemu (grafik 14 d).

4.3. Molekularni mehanizmi kojima T. spiralis moduli§e imunskKi

odgovor domacina

4.3.1. Interakcija TLR i NOD receptora sa antigenima T. spiralis

Postoji veoma mali broj podataka koji govore o receptorima odgovornim za
interakciju DC i antigena T. spiralis. Kao $to je veé naglaseno, kljuénu ulogu u
prepoznavanju i vezivanju molekula patogena i sledstvenom aktiviranju DC imaju PRR.
U ovom radu je ispitivana interakcija TLR i NOD receptora sa ESL1 antigenima i
pojedinim komponentama ESL1, kao $to je 7C2C5Ag, kako bi se utvrdilo koji receptori
prepoznaju strukturne motive na ESL1. Takode je ispitivano da li je interakcija
receptora i ESL1 zavisna od prisustva intaktnih glikana. Studija je radena na HEK-
Blue™ celijskim linijama, koje eksprimiraju pojedinacne TLR (TLR2, -3, -4, -5, -7),
kao 1 NOD1 i NOD2 receptore. Potvrda interakcije receptora i odgovarajucih liganada
omogucena je postojanjem reporter gena za alkalnu fosfatazu SEAP, koji se eksprimira
po aktivaciji receptora. Kao pozitivne kontrole koris¢ene su celije stimulisane

specifi¢cnim ligandima za svaki pojedinaéni receptor.
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HEK-hTLR2 ¢éelije su koris¢ene u cilju ispitivanja interkacije TLR2 sa ESLI,
7C2C5Ag i pESL1. Celije su takode kultivisane Pam3CSK4, specifiénim ligandom za
TLR2 (pozitivna kontrola) ili su gajene samo u medijumu (negativna kontrola). Potvrda
angazovanosti TLR2 u vezivanju ponudenih liganada dobijena je merenjem alkalne
fosfataze u supernatantima kultivisanih ¢elija. Kao Sto je na grafiku 15 a prikazano,
stimulacija HEK-hTLR2 c¢elija sa Pam3CSK4 indukuje snaznu produkciju alkalne
fosfataze SEAP. ESL1 i 7C2C5Ag dovode do statisti¢ki znacajnog porasta koncentracije
SEAP u odnosu na negativnhu kontrolu, Sto ukazuje da antigeni ESL1 1 7C2C5Ag
aktiviraju TLR2 receptor. S druge strane, stimulacija ¢elija sa pESL1 antigenom nije
indukovala povecanu produkciju alkalne fosfataze, §to znaci da je izostala interakcija
TLR2 receptora 1 pESL1. Dobijeni podaci pokazuju da je za interakciju sa TLR2
neophodno postojanje ugljenohidratnih struktura ESL1.
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Grafik 15. Odgovor HEK-hTLR2 (a) i HEK-hTLR4 (b) éelija na antigene T.
spiralis (ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag). Celije (25 000 éelija/otvoru) su stimulisane
Pam3CSK4 (10 ng/ml) ili LPSom (1 ng/ml) ili antigenima ESL1 (5 pg/ml), pESL1 (5
ug/ml) i 7C2C5Ag (1 pg/ml) u trajanju od 22-24 h na 37°C. Celije inkubirane samo u
medijumu su koris¢ene kao negativna kontrola. Interakcija TLR2 i antigena T. spiralis
je ispitana na osnovu merenja alkalne fosfataze SEAP koriS¢enjem Quanti-Blue
detekcionog medijuma. Koncentracija alkalne fosfataze je odredena u supernatantima
nakon 24 h od pocetka inkubacije sa Quanti-Blue detekcionim medijumom. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost = SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; *
p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Kada je re¢ o interakciji antigena T. spiralis i TLR4, pokazalo se da ovaj receptor
vezuje samo kompletni ESL1 i da je to vezivanje zavisno od prisustva glikana. Kao sto
se na grafiku 15 b vidi HEK-hTLR4 celije su produkovale zna¢ajnu koncentraciju
alkalne fosfataze SEAP po stimulaciji specificnim ligandom za TLR4, LPSom, kao i
nakon stimulacije ESL1 antigenima, u poredenju sa nestimulisanim celijama.
Modifikacija ugljenohidratne strukture ESL1 (pESL1) ponistila je efekat nativnog
antigena. Celije stimulisane 7C2C5Ag nisu produkovale znadajnu koncentraciju SEAP
u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijeni podaci ukazuju da 7C2C5Ag ne aktivira TLR4

receptor i da neke druge komponente u sastavu ESL1 poseduju TLR4 aktivnost.

TLRS, TLR3 i TLR7 ne ufestvuju u prepoznavanju i vezivanju antigena T.
spiralis. Ispitivanja na HEK-hTLR3 c¢elijama su pokazala da stimulacija sa ESL1 ne
dovodi do povecanja produkcije alkalne fosfataze SEAP u poredenju sa negativnom
kontrolom, dok Poly (I:C) HMV kao pozitivna kontrola snazno aktivira produkciju

SEAP (grafik 16 a).

QD
Nanit
O
~
(]
~

IS

)

g
N
o

N

I
N
i

L

=

T
[
T

=
=)

=
?
(OD 649 nm)

(OD 649 nm)
o
g

s
o
T

SEAP koncentracija
(OD 649 nm)
o
SEAP koncentracija
SEAP koncentracija

o

o

S
o
Q

medijum
medijum
medijum
ESL1 5 ug/ml

£
=]
=]
n
~
-
(%}
w

poly (1:C) HMV 1ug/ml
ESL1 5 ug/ml
Flagelin 50 ng/ml
Imiquimod 10 ug/ml

Grafik 16. Odgovor HEK-hTLR3, HEK-hTLR5, HEK-hTLR7 ¢elija na ESL1.
Celije (2,5 x 10* ¢elija/otvoru) su gajene u prisustvu Poly (1:C) HMV (1 pg/ml),
flagelina (50 ng/ml), Imiquimoda (10 pg/ml) ili ESL1 (5 pg/ml) u trajanju od 22-24 h
na 37°C. Celije inkubirane samo u medijumu su korid¢ene kao negativna kontrola.
Interakcija TLR3 (a), TLR5 (b) i TLR7 (c) sa antigenima T. spiralis je ispitana na
osnovu merenja alkalne fosfataze SEAP koris¢enjem Quanti-Blue detekcionog
medijuma. Koncentracija alkalne fosfataze je odredena u supernatantu nakon 24 h od
pocetka inkubacije sa Quanti-Blue detekcionim medijumom. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001.
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Sli¢ni rezultati su dobijeni u ogledima sa HEK-hTLR5 (grafik 16 b) i HEK-
hTLR7 ¢elijama (grafik 16 c). Naime, stimulacija ovih ¢elija ESL1 antigenima nije
dovela do povecanja produkcije SEAP, §ta vise koncentracija SEAP u supernatantima
ovih kultura bila je na nivou izmerenom za negativnu kontrolu. Za razliku od antigena
T. spiralis, flagelin (TLRS5 ligand) i Imiquimod (TLR7 ligand), doveli su do zna¢ajnog
povecanja produkcije SEAP od strane HEK-hTLRS, odnosno HEK-hTLR7 ¢elija.

Za ispitivanje interakcije antigena T. spiralis i citoplazmatskih receptora NODL1 i
NOD2, koris¢ene su humane HEK-NOD1 (grafik 17 a) i HEK-NOD2 (grafik 17 b)
éelije stimulisane ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag. Celije tretirane NODI1 ligandom (iE-DAP)
ili NOD2 ligandom (MDP) su koris¢ene kao pozitivne kontrole, dok su celije
kultivisane samo u medijumu koris¢ene kao negativne kontrole. Nakon stimulacije
¢elija antigenima, merena je produkcija SEAP u celijskim supernatantima i odredena je
aktivnost receptora NOD1 i NOD2.

Ligandi za NOD1 i NOD2 aktiviraju sintezu i sekreciju SEAP, $to dovodi do
znacajnog porasta koncentracije SEAP u supernatantima, u poredenju sa negativhom
kontrolom tj. nestimulisanim ¢elijama. Nije primecena statisticki znacajna razlika u
produkciji alkalne fosfataze SEAP izmedu nestimulisanih celije i stimulisanih HEK-
hNOD1 i HEK-hNOD?2 ¢elija antigenima ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag (grafik 17). Na
osnovu navedenih rezultata zaklju¢eno je da ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag ne aktiviraju
citoplazmatske receptore NOD1 i NOD2.

91



o))
Nt

O
~

*k% *k%
*kk *kk

. 1.0 e fE‘ 2.0 Hkk
= Kk = *kk
o i I3)
© /E\ 0.8 © ’E\ 1.54
T c cc
g g 06 S5
+ e
O ~ 04 o
xQ " M)
aQ @ © o5-

2

0.0- 0.0

medijum

iE DAP 25 ug/ml
ESL1 50 ug/ml
medijum

MDP 10 ug/ml
ESL1 50 ug/ml
pESL1 50 ug/ml
7C2C5Ag lug/ml

pPESL1 50 ug/ml
7C2C5Ag 1lug/ml

Grafik 17. Odgovor HEK-hNOD1 i HEK-hNOD?2 éelija na antigene T. spiralis
(ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag). Celije (25 000 éelija/otvoru) su stimulisane iE-DAP (25
pg/ml), MDPom (10 pg/ml) ili helmintskim antigenima ESL1 (50 pg/ml), pESL1 (50
ug/ml) i 7C2C5Ag (1 pg/ml) u trajanju od 22-24 h na 37°C. Celije inkubirane samo u
medijumu su koris¢ene kao negativna kontrola. Interakcija receptora NOD1 (a) i NOD2
(b) i antigena T. spiralis je ispitana na osnovu merenja alkalne fosfataze SEAP
koris¢enjem Quanti-Blue detekcionog medijuma. Koncentracija alkalne fosfataze je
odredena u supernatantu 24 h i kvantifikovana merenjem absorbance na 649 nm.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz tri nezavisno izvedena
eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.3.2. Ucles¢e MAP kinaza u signalnom putu pokrenutom interakcijom
dendritiskih ¢éelija sa ESL1, pESL1, rTsp53 1 7C2C5Ag

Ranija istrazivanja su pokazala da adoptivni transfer DC stimulisanih ESL1
antigenima naivnim DA pacovima indukuje Th2 i regulatorni tip imunskog odgovora,
koji inace karakteriSe hroni¢nu infekciju parazitom T. spiralis (Gruden-Movsesijan i
saradnici, 2011). Iz ovih razloga su DC stimulisane antigenima T. spiralis izabrane kao
model za ispitivanje signalnih puteva koji uticu na njihovo sazrevanje. Studije sa
drugim helmintima su ukazale na zna¢aj MAP kinaza u aktivaciji DC tj. produkciji IL-
10 i regulaciji produkcije IL-12 (Thomas i saradnici, 2003; Klotz i saradnici, 2011). DC
su prvo tretirane sa ESL1 ili pESL1, kako bi se utvrdila priroda aktivacije MAPK i da li
je za tu aktivaciju neophodno postojanje intaktnih glikana. Stimulacija LPSom
predstavljala je pozitivnu kontrolu, dok su DC kultivisane samo u medijumu bile
negativna kontrola. Stimulacija je trajala 15, 30 i 60 minuta, a potom je aktivacija
ERK1/2 i p38 analizirana Western blotom. Kao S§to je o¢ekivano, LPS indukuje jaku
fosforilaciju obe ispitivane kinaze: p38 i ERK1/2 (grafik 18). ESL1 indukuje jaku,
prolaznu fosforilaciju ERK1/2 u poredenju sa kontrolnim tretmanom. Nivo fosforilacije
ove kinaze dostize maksimum posle 30 minutnog tretmana DC sa antigenom i zatim
nivo opada i spusta se na nivo kontrolne grupe u 60 min (grafik 18). Nasuprot tome,
ESL1 dovodi do slabe fosforilacije p38 u poredenju sa kontrolnom grupom, ¢iji se nivo
ne menja tokom vremena. Za razliku od ESL1, pESL1 vodi slaboj aktivaciji p38 i
ERK1/2 (grafik 18).
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Grafik 18. ESL1 indukuje prolaznu aktivaciju ERK1/2 i p38 u dendritiskim
¢elijama. DC kostne srzi DA pacova kultivisane su i stimulisane LPSom (pozitivna
kontrola, 200 ng/ml), ESL1 ili pESL1 antigenima (50 pg/ml) u trajanju od 15, 30 i 60
minuta. Celije kultivisane samo u medijumu koris¢ene su kao negativna kontrola.
Nakon isteka vremena, Celije su lizirane i nivo aktiviranih, fosforilisanih MAP kinaza
(ERK1/2 i p38) i totalnih nefosforilisanih kinaza (ERK1/2 i p38) je ispitan u Western
blot analizi koris¢enjem antitela specifi¢nih za fosfo-p38, p38, fosfo-ERK1/2, ERK1/2 i
B-aktina. (a) Grafik prikazuje reprezentativni imunoblot (b) Nivo ekspresije proteina je
kvantifikovan denzitometrijom, normalizovan u odnosu na ekspresiju pB-aktin-a,
detektovanog u istom uzorku i iskazan kao odnos fosfo-ERK1/2 / ERK1/2 i fosfo-p38 /
p38. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti, prera¢unate u odnosu na kontrolnu
grupu i predstavljeni kao srednja vrednost £ SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta;
* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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U cilju blizeg odredivanja komponenti u okviru ESL1 antigena koje su odgovorne
za pokretanje signalnih puteva i sazrevanje DC, vriena je stimulacija rTsp53 i
7C2C5Ag antigenima u istim vremenskim intervalima, kako je prethodno prikazano.
Kao sto je prikazano na grafiku 19, LPS dovodi do jake aktivacije obe kinaze. U skladu
sa nasim prethodno dobijenim rezultatima, ESL1 je indukovao kratkotrajnu jaku
aktivaciju kinaze ERK1/2 i slabu ali ipak statisticki zna¢ajnu aktivaciju p38 u odnosu na
nestimulisane celije. Antigen rTsp53 je doveo do slabe aktivacije p38 i ERK1/2 u
poredenju sa kontrolnom grupom (grafik 19). Stimulacija ¢elija 7C2C5Ag dovodi do
fosforilacije ERK1/2 koja dostize maksimum posle 30 minutnog tretmana i zatim nivo
fosforilacije pada. Nivo fosforilacije je nizi u odnosu na nivo fosforilacije koji indukuju
LPS i ESL1 ali je statisticki znac¢ajan u odnosu na nestimulisane celije. Takode, ovaj

antigen je indukovao slabu aktivaciju tj. fosforilaciju kinaze p38 (grafik 19).
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Grafik 19. Dejstvo 7C2C5Ag i rTsp53 na aktivaciju ERK1/2 i p38 u dendritiskim
¢elijama DC Kkostne srzi DA pacova, kultivisane su i stimulisane LPSom (pozitivna
kontrola, 200 ng/ml), ESL1 antigenima (50 pg/ml), 7C2C5Ag (10 pg/ml) i rTsp53 (10
ug/ml) u trajanju od 15, 30 i 60 minuta. Celije kultivisane samo u medijumu kori§éene
su kao negativna kontrola. Nakon isteka vremena, ¢elije su lizirane i nivo aktiviranih,
fosforilisanih MAP kinaza (ERK1/2 i p38) i totalnih kinaza (ERK1/2 i p38) je ispitan u
Western blot analizi, koris¢enjem antitela protiv: fosfo-p38, p38, fosfo-ERK1/2,
ERK1/2 i B-aktina. a) Grafik prikazuje reprezentativni imunoblot b) Nivo ekspresije
proteina je kvantifikovan denzitometrijom, normalizovan u odnosu na ekspresiju f-
aktin-a, detektovanog u istom uzorku i iskazan kao odnos fosfo-ERK1/2 / ERK1/2 i
fosfo-p38 / p38. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti, preracunate u odnosu na
kontrolnu grupu i predstavljeni kao srednja vrednost + SD iz tri nezavisno izvedena
eksperimenta; * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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5. DISKUSIJA



U ovom radu ispitana je uloga pojedinih komponenti ekskretorno-sekretornih
produkata (ESL1) larvi T. spiralis odgovornih za oblikovanje imunskog odgovora u
toku infekcije T. spiralis, sa posebnim osvrtom na ulogu Secernih komponenti u
interakciji helmintskih antigena i imunskog sistema organizma domacina. Ranije je
pokazano da Th2 i regulatorni tip imunskog odgovora, koji se razvija tokom hroni¢ne
faze infekcije sa T. spiralis, moze da blokira Th1/Th17 posredovani razvoj EAE-a
inflamacije, $to podsti¢e istrazivanja koja teze otkrivanju molekula i razumevanju
mehanizama kojima helminti moduliSu imunski odgovor domacina, sa ciljem da se
kreiraju novi terapeutski pristupi u terapiji inflamatornih oboljenja (McSorley i
saradnici, 2013). Znacaj ovde prikazanih istrazivanja upravo i lezi u definisanju
komponenti ESL1 antigena koje su klju¢ne za pokretanje i usmeravanje imunskog
odgovora, a koje imaju potencijalnu imunomodulatornu funkciju.

Prvi korak je bio ispitivanje uticaja ESL1 produkata T. spiralis i znacaja
ugljenohidratnih struktura ESL1 za pokretanje i polarizaciju imunskog odgovora in
vivo. Efekat ESL1 produkata misi¢nih larvi T. spiralis na DC i njihovu sposobnost
pokretanja i polarizacije T celijskog odgovora ispitivan je ranije u in vitro uslovima i
pokazana je povecana produkcija IL-4, IL-10 i TGF-B i smanjena produkcija IFN-y
(Gruden-Movsesijan i saradnici, 2011). U ovim istrazivanjima takode je pracena
produkcija Th2/anti-inflamatornih i regulatornih citokina: IL-4, IL-10 i TGF-B, kao i
pro-inflamatornog citokina IFN-y. Citokini IL-4, IL-10 i TGF-B su plejotropni
medijatori, od kojih 1L-4 i IL-10 mogu da sprec¢e Thl proliferaciju i produkciju pro-
inflamatornih citokina (Hocke i saradnici, 2006), dok TGF-B ima ulogu u regulisanju
adaptivnog imunskog odgovora (Travis i Sheppard, 2014). IFN-y, s druge strane
promovise razvoj Thl imunskog odgovora i aktivaciju makrofaga (Valencia-Pacheco i
saradnici, 2014), sto je od izuzetnog znacaja za adekvatan imunski odgovor na
infekciju.

U ovom radu, intraperitonealna primena ESL1 antigena T. spiralis intaktnim DA
pacovima na nivou celija slezine indukuje povecanu produkciju IL-4 i IL-10, dok ne
utice na produkciju TGF-B i IFN-y. Na osnovu dobijenih rezultata moze se reci da
primena izolovanih antigena pokrece Th2/anti-inflamatorni odgovor u organizmu
recipijenta, sto se ne podudara sa citokinskim miljeom koji se stvara tokom infekcije

(Gruden-Movsesijan i saradnici, 2010) ili po primeni DC stimulisanih ESL1, a koji
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podrazumeva i poveéanu produkciju regulatornog citokina TGF- i snizenu produkciju
IFN-y (Gruden-Movsesijan 1 saradnici, 2011). Medutim, podaci dobijeni u ranijim
istrazivanjima pokazuju da primena ESL1 antigena DA pacovima ipak dovodi do
pokretanja regulatorne mreze, jer je u znacajnom stepenu povecan broj
CD4"CD25"Foxp3* ¢elija, kao i atipi¢nih regulatornih T ¢éelija koje eksprimiraju marker
Foxp3, ali ne i CD25 (Radovi¢ i saradnici, 2015). Primena izolovanih ESL1 antigena
pre indukcije EAE, iako, kako je ovde pokazano, ne dovodi do pokretanja imunskog
odgovora koji je karakteristican za infekciju T. spiralis, ublazava klini¢ku sliku bolesti
sa skoro slicnim stepenom uspeha kao i sama infekcija (Radovi¢ i saradnici, 2015).
Ovaj podatak je veoma znacajan, s obzirom da infekcija sa sobom nosi rizike, tako da
postoji namera da se otkriju molekuli poreklom od helminata koji bi mogli da proizvedu
isti efekat, uz minimum rizika za organizam koji se tretira. 1z literature je poznato da
koris¢enje antigena solubilnih ekstrakata jaja S. mansoni moze spreciti razvoj
inflamatornih oboljenja u animalnim modelima kao sto su EAE (Sewell i saradnici,
2003), dijabetes tipa 1 (Maron i saradnici, 1998) i kolitis indukovan trinitrobenzen
sumpornom kiselinom (Elliott i saradnici, 2003). Takode, ES-62 A. viteae, glikoprotein
koji sadrzi fosforilholin, moze spreciti razvoj ili suprimirati kolagenom-indukovan
artritis kod miseva (Harnett i saradnici, 2004).

Kao §to je vec prikazano, intraperitonealna primena ESL1 dovodi do povecane
produkcije 1L-4, Th2 citokina koji ima vaznu ulogu u raznim imunobioloskim
aktivnostima kao s$to su promovisanje proliferacije i diferencijacije antigen-
prezentuju¢ih celija i stimulisanje produkcije IgE antitela. Takode, ovaj citokin
suprimira razvoj Thi ¢elija ¢ak i u prisustvu visokog nivoa IFN-y (Dhanda i saradnici,
2013; Raphael i saradnici, 2014). Drugi citokin ¢ija je produkcija pokrenuta pod
dejstvom ESL1, IL-10, je anti-inflamatorni i regulatorni citokin, koji moze da kontrolise
I Thl i Th2 odgovor (Redpath i saradnici, 2014) i ima vaznu ulogu u Th2 polarizaciji
(Helmby i Grencis, 2003b). IL-10 ima centralnu ulogu u infekciji, tako §to ogranicava
inflamatorni odgovor na patogene i samim tim sprecava ostecenje organizma domacina
(Saraiva, 2010). Iz ovih razloga smanjena produkcija IFN-y uocena tokom infekcije T.
spiralis moze biti objasnjena kao posledica povecane produkcije 1L-10.

Na znacaj glikana helmintskih antigena za pokretanje imunskog odgovora

specificnog za parazit ukazao je veci broj studija (Prasanphanich i saradnici, 2013;
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Tundup i saradnici, 2012). Nasa istrazivanja su bila usmerena na uticaj glikana ESL1
antigena T. spiralis na inicijaciju urodenog i adaptivnog imunskog odgovora. Promena
ugljenohidratne strukture ESL1 dovela je do smanjene produkcije citokina IL-4 i IL-10
u in vivo uslovima u poredenju sa ESLI1, $to ukazuje da je za pokretanje imunskog
odgovora karakteristicnog za hroni¢nu infekciju T. spiralis neophodno prisustvo
intaktnih glikana.

Tokom helmintske infekcije, usmeravanje imunskog odgovora u pravcu Th2
zahteva ranu produkciju citokina IL-4 (Osborne i Devaney, 1998; Sabin i saradnici,
1996), ali mehanizmi koji dovode do rane sekrecije ovog citokina su i dalje nepoznati.
Tacno poreklo rane produkcije 1L-4 je i dalje tema mnogih debata i brojne studije
opisuju razlicite ¢elije imunskog sistema, u razli¢itim eksperimentalnim sistemima, kao
izvor ovog citokina, ukljucuju¢i mast celije, bazofile i eozinofile (Falcone i saradnici,
1996; Sabin i saradnici, 1996). Mikhalkevich i saradnici (2006) su opisali da su naivni
CD4" T limfociti vazan rani izvor IL-4 i da ove ¢elije mogu odmah nakon stimulacije T
¢elijskog receptora da indukuju sopstvenu diferencijaciju u Th2 ¢elije. U ovoj studiji
smo pratili ekspresiju gena za IL-4, da bi utvrdili koliko rano nakon primene ESL1
dolazi do njegove aktivacije u T limfocitima. Nakon 24 sata od primene ESL1, ne
dolazi do povecanja ekpresije gena za IL-4, ali se znacajno povecanje uocava posle 72
sata. Tawill i saradnici (2004) su zabelezili da solubilni produkti B. malayi indukuju
povecanu ekspresiju gena za IL-4 takode nakon 72 sata, dok su drugi autori opisali da
antigeni S. mansoni i Brugia pahangi stimulisu ekspresiju ovog gena u T limfocitima
ve¢ nakon 2-24h (Sabin i saradnici, 1996; Osborne i Devancy, 1998). To ukazuje da
razliciti helmintski antigeni koriste razlicite mehanizme u regrutovanju i razvoju
odredenog c¢elijskog tipa koji ucestvuju u produkciji ovog citokina. Primena ESL1
dovela je takode do povecane ekspresije gena za IL-10 u ¢elijama slezine, u roku od 72
sata, dok je ekspresija gena za IFN-y i TGF-pB ostala nepromenjena u odnosu na
kontrolnu grupu, sto je u saglasnosti sa prethodno opisanim rezultatima za produkciju
ovih citokina na proteinskom nivou. Kao i u slu¢aju produkcije citokina, ekspresija gena
za IL-4 i IL-10 zavisila je od prisustva nenarusene ugljenohidratne strukture ESL1
produkata. Prikazani rezultati dobijeni na in vivo modelu jasno ukazuju da su glikani
ESL1 produkata vazni za interakciju parazita i domacina i ostvarivanje Th2/anti-

inflamatornog tipa imunskog odgovora. Nasi rezultati su u skladu sa brojnim
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literaturnim podacima koji su opisali znacaj glikana helmintskih molekula u Th2
polarizaciji. Tako je demonstrirano da su glikani SEA neophodni za polarizaciju Th2
CD4 imunskog odgovora i da nazalni limfociti poreklom iz miseva intranazalno
tretiranih nativnim SEA, ali ne i perjodat-tretiranim SEA i zatim in vitro restimulisanih
nativnim SEA, produkuju citokine IL-4, IL-5 i IL-10 (Okano i saradnici, 1999). Tawill i
saradnici (2004) su pokazali da perjodatom-tretirani solubilni produkti B. malayi
direktno stimulisu nizu ekspresiju gena za IL-4 u poredenju sa nativnim produktima i da
glikani solubilnih produkata B. malayi imaju kapacitet da indukuju Th2 imunski
odgovor u in vivo modelu, verovatno preko rane indukcije Th2 citokina, IL-4. Gomez-
Garcia i saradnici (2006) su opisali da je ocuvana ugljenohidratna struktura solubilnih
antigena T. crassiceps neophodna za produkciju citokina i ekspresiju gena za IFN-y, IL-
4, IL-10 i TGF-B i indukovanje Th2 i anti-inflamatornog odgovora. Nasi rezultati
zajedno sa rezultatima drugih autora, ukazuju da su glikani helmintskih produkata vazni
za indukovanje Th2 imunskog odgovora i da verovatno koriste sliche mehanizme u
polarizaciji imunskog odgovora. Tundup i saradnici (2012) smatraju da glikani
usmeravaju CD4" T c¢elijski odgovor ka Th2 i anti-inflamatornom tipu preko
ostvarivanja interakacije sa lektinskim receptorima C tipa na antigen prezentujuc¢im
éelijama (makrofagama i DC) i njihove aktivacije.

Imunomodulatorne karakteristike ESL1 i uloga glikana ESL1 u indukovanju
urodenog imunskog odgovora, ispitane su na nivou peritonealnih makrofaga. Makrofagi
su vazne antigen-prezentujuce celije urodenog imunskog odgovora i predstavljaju
heterogenu familiju ¢éelija imunskog sistema, koje imaju klju¢nu ulogu u odgovoru na
razli¢ite patogene i1 njthovom uniStavanju, uklanjanju apoptotskih ¢elija, odrzavanju
homeostaze, reparaciji tkiva i regulisanju imunskog odgovora domacina. U odgovoru na
Thl citokine kao §to je IFN-y, nastaju klasi¢no aktivirani makrofagi koji obezbeduju
zaStitu od intracéelijskih patogena fagocitozom i eliminacijom. Alternativno aktivirani
makrofagi (AAMF) su indukovani Th2 citokinima ¢ija je produkcija znacajno povecana
tokom helmintskih infekcija, ukljucujuci IL-4, IL-13, IL-21 i IL-33 (Jang i Nair, 2013).

Aktivacija peritonealnih makrofaga u ovoj studiji odredena je merenjem nivoa
pro-inflamatornih medijatora NO i IL-6, kao i anti-inflamatornog citokina IL-10. ESL1,
intraperitonealno primenjen, indukovao je znacajno smanjenje produkcije NO i IL-6 i

povecanu produkciju IL-10 od strane peritonealnih makrofaga, Sto bi moglo da ukaze na
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njihovu alternativnu aktivaciju. Bai i saradnici (2012) su takode nasli da stimulacija
makrofaga misa ES produktima T. spiralis dovodi do povecanja produkcije citokina IL-
10 i smanjenja produkcije citokina IL-6. Takode, komponenta ESL1, rekombinantni p53
protein T. spiralis (rTsp53) indukuje povecanu ekspresiju manoznog receptora, Yml
(proteina iz familije hitinaza), arginaze-1 i IL-10, $to ukazuje na alternativni fenotip (Du
1 saradnici, 2014). Sli¢ni rezultati su zabelezeni sa produktima drugih parazita kao §to je
ES-62 A. viteae koji redukuje kapacitet makrofaga stimulisanih IFN-y i LPSom da
produkuju citokine IL-6 i IL-12 (Goodridge i saradnici, 2001). Ottow (2014) je takode
pokazao da solubilni produkti T. suis redukuju TLR4 indukovani pro-inflamatorni
fenotip makrofaga $§to moze doprineti protektivnom efektu T. suis u razliCitim
inflamatornim oboljenjima. Naime, u prisustvu LPSa, solubilni produkti T. suis
suprimiraju LPSom indukovan pro-inflamatorni fenotip humanih makrofaga i dovode
do redukcije IRNK za mnoge pro-inflamatorne medijatore ukljucujuci citokine,
hemokine i transkripcione faktore kao i do smanjene produkcije citokina IL-6 i TNF-a i
povecanja produkcije anti-inflamatornog medijatora IL-10, ukazuju¢i na anti-
inflamatorni efekat.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji mozemo pretpostaviti da ESL1
produkti imaju protektivan efekat kada je re¢ o inflamaciji i da taj efekat mogu da
ostvare deluju¢i na makrofage, tako $to suprimiraju produkciju pro-inflamatornih
medijatora NO i IL-6. To bi mogao biti jedan od mehanizama koji leze u osnovi
ublazavanja inflamacije indukovane infekcijom T. spiralis, kao i ublazavanja
inflamatornih oboljenja u animalnim modelima, kao posledice prethodne infekcije T.
spiralis. Citokin IL-6 se produkuje na mestu inflamacije i ima klju¢nu ulogu u aktivaciji
sinteze proteina akutne faze. Zajedno sa solubilnim receptorom sIL-6Ra, indukuje
prelazak iz akutne u hroni¢nu inflamaciju promenom tipa infiltrata leukocita (od
polimorfonuklearnih neutrofila do monocita/makrofaga). Takode, ovaj citokin pokazuje
stimulatorne efekte na T 1 B Celije 1 favorizuje hronican inflamatorni odgovor (Gabay,
2006), sto se moze videti u infekciji nekim helmintima kao $to je S. mansoni (Angeli i
saradnici, 2001).

Sa druge strane, ESL1 je indukovao snazno oslobadanje citokina IL-10 od strane
makrofaga. Ove cCelije su vazan izvor IL-10, ali i target ¢elije za ovaj citokin (Saraiva i

saradnici, 2010). AAMF, putem IL-10 podrzavaju diferencijaciju naivnih T ¢elija ka
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Th2 (Allen i Loke, 2001) ili inhibiraju Th1 odgovor (Allen i saradnici, 1996; Goodridge
I saradnici, 2001). Ovaj citokin ima i autokrino dejstvo, tako $to inhibira produkciju
NO, povecava aktivnost arginaze (Allen i Loke, 2001) i suprimira produkciju pro-
inflamatornih citokina od strane makrofaga (Terrazas i saradnici, 2001). Oko miSi¢nih
¢elija inficiranih T. spiralis naden je veliki broj makrofaga i visoka koncentracija IL-10,
§to moze uticati na Celijsku infiltraciju, koju uglavnom ¢ine CD11b" ali i MHCII™ i
CD45" ¢elije dok je broj CD4*, CD8" i B220" ¢elija mali. U miSevima kojima je
izbaCen gen za IL-10, broj infiltrata ¢elija imunskog sistema je drasticno smanjen u
poredenju sa normalnim misevima (Beiting i saradnici, 2004). Ocigledno je da ESL1
moze da modulise ravnotezu izmedu anti-inflamatornih i pro-inflamatornih citokina
promenom aktivnosti makrofaga.

NO je takode vaZan medijator citotoksi¢nosti i pokazano je da ima mikrobicidno,
anti-virusno, anti-parazitisko i anti-tumorsko dejstvo. U makrofagima, produkcija NO je
posredovana enzimom inducibilnom azot-oskid sintazom (iNOS) ¢ija je transkripcija
indukovana u odgovoru na LPS, TNF-a, IFN-y i IL-1B (Dzik, 2014). ZapaZeno je da
NO ima vaznu ulogu u indukovanju intestinalne fizioloske funkcije i inflamacije tokom
infekcije T. spiralis. Niska produkcija NO od strane makrofaga koji su bili pod uticajem
ESL1, moze biti posledica povecane koncentracije 1L-10, kao i supresivnog delovanja
ESL1 na transkripciju iNOS preko IL-4Ra/Stat6 signalnog puta. Ranije je pokazano da
infekcija T. spiralis inhibira ekspresiju izoforme NOS (NOS-2) domacina (Bian i
saradnici, 2001) i da je ta inhibicija zavisna od IL-4Ra/Stat6. Takode, makrofagi
tretirani supernatantima u kome su gajene miSi¢ne larve T. spiralis in vitro, pre
aktivacije LPSom, imaju znacajno manju ekspresiju NOS-2, §to ukazuje da sekretovane
supstance parazita imaju inhibitorni efekat na transkripciju ovog enzima (Bian i
saradnici, 2005). Regulacija ekspresije iNOS u makrofagima moZe biti vaZan
mehanizam kojima T. spiralis moze kontrolisati intestinalnu patologiju i imunski
odgovor domacina i omoguciti prezivljavanje u domacinu.

Kao i u slucaju polarizacije T ¢elijskog odgovora, glikani ESL1 produkata igraju
znacajnu ulogu u indukciji adekvatnog urodenog imunskog odgovora. Naime, rezultati
dobijeni primenom ESL1 sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom pokazuju
znacajan porast produkcije NO i IL-6 i supresiju produkcije 1L-10 od strane

peritonealnih makrofaga. Ovi rezultati potvrduju da su intaktni glikani neophodni za
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kreiranje anti-inflamatorne sredine. Takode, dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima dobijenim na misevima, koji su pokazali da je oCuvana struktura
glikana solubilnih antigena T. crassiceps neophodna za alternativhu aktivaciju
makrofaga. U miSevima imunizovanim nativnim solubilnim produktima ovog parazita,
ekspresija gena za citokine (IL-10 i TGF-B) i markere alternativne aktivacije makrofaga
tj. arginazu, Ym1 i manozni receptor je bila povecana, dok je ekspresija markera
klasi¢no aktiviranih makrofaga, iNOS, bila znatno smanjena u poredenju sa miSevima
imunizovanim sa perjodat-tretiranim produktima (Gémez-Garcia i saradnici, 2006).
Atochina i saradnici (2008) su demonstrirali vaznost Seéera U indukciji anti-
inflamatornog odgovora. Makrofagi izolovani iz miSeva imunizovanih sa lakto-N-
fukopentozom (LNFPIII) pokazuju povecanu aktivnost arginaze 1 i Yml, ali nije
detektovana ekspresija inducibilne azot-oksid sintaze (iNOS) i produkcija NO. Pod
uticajem LNFPIII, makrofagi pokazuju fenotip alternativno-aktiviranih makrofaga, a
adoptivni transfer ovako stimulisanih makrofaga naivnim miSevima, indukuje povecan
nivo IL-10i IL-13.

Restimulacija T. spiralis senzibilisanih T limfocita (dobijenih iz pacova sa
hroni¢nom infekcijom sa T. spiralis) nativnim ili perjodat-tretiranim ESL1 potvrdila je
vaznost glikana u T celijskom odgovoru tokom infekcije T. spiralis. Izmenjena
ugljenohidratna struktura ESL1 antigena ne umanjuje znacajno stepen proliferacije
senzibilisanih T limfocita u odnosu na nativni ESL1, $to znaci da ugljenohidratni deo
epitopa nije presudan za njihovu aktivaciju. Ovi rezultati su u saglasnosti sa dobijenim
rezultatima u studiji gde je ispitivan znacaj ugljenohidratnih komponenti solubilnih
produkata B. malayi. Restimulacija limfocita (poreklom iz miSeva imunizovanih
solubilnim produktima B. malayi) sa nativnim ili perjodat-tretiranim produktima je
pokazala da izmenjena struktura glikana ne utice na proliferativni odgovor limfocita
(Tawill i saradnici, 2004). ESL1 antigeni u kulturi T. spiralis senzibilisanih T limfocita
stimuli$u sekreciju IL-4, IL-10 i IFN-y. Nasuprot tome, produkcija IL-10 od strane T.
spiralis senzibilisanih T limfocita pod uticajem pESLI1 je bila znacajno snizena u
odnosu na nivo dobijen restimulacijom sa ESL1, sto ukazuje na znacaj intaktnih glikana
za pokretanje i odrzavanje anti-inflamatornog odgovora. Nivo sekrecije IL-4 Kkoji se
dobija restimulacijom pESL1 veéi je ¢ak od nivoa dobijenog pod uticajem nativnog

ESL1, $to moZe da znaci da su Seceri, prisutni na ESL1, znacajni u inicijaciji Th2
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odgovora in vivo, ali da efektorske T celije zadrzavaju kapacitet da produkuju IL-4,
nezavisno od prisustva ugljenohidratnih struktura na ESL1 antigenima.

U potrazi za komponentama ESL1 koje bi bile odgovorne za pokretanje i
odrzavanje imunskog odgovora karakteristicnog za infekciju sa T. spiralis, ispitivali
smo odgovor T. spiralis senzibilisanih T limfocita na restimulaciju 7C2C5Ag
(glikoprotein od 45, 49 i 53 kDa) i rTsp53 (rekombinantnim proteinom od 53 kDa).
Restimulacija ¢elija 7C2C5Ag ili rTsp53 dovela je do jake proliferacije T limfocita,
koja je ipak bila niza u poredenju sa ESL1. Moze se rec¢i da su ove komponente ESL1
znaCajne za aktivaciju senzibilisanih T limfocita. Antigeni 7C2C5Ag ili rTsp53 su
stimulisali sekreciju citokina IL-4 i IFN-y skoro na nivou kompletnog ESL1, dok je
njihov potencijal da pokrenu sekreciju IL-10 bio nesto nizi. Do sada u literaturi nema
podataka o ulozi ovih komponenti ESL1 u indukovanju imunskog odgovora. Zna se da
antigeni koje smo oznacili kao 7C2C5 poseduju na sebi imunodominantne epitope koji
su znacajni za stvaranje protektivnih antitela u serumu inficiranih zivotinja, koja ih Stite
od reinfekcije (Appleton i saradnici, 1991). Nas$i rezultati pokazuju da 7C2C5Ag
stimuliSu sekreciju IL-4, koji je neophodan za inicijaciju i odrzavanje Th2 tipa
imunskog odgovora. Kada je re¢ o rTsp53, Du i saradnici (2011, 2014) su pokazali da
ovaj rekombinantni protein ima imunomodulatorni potencijal i da moze suprimirati
kolitis u animalnom modelu, kao i da indukuje alternativnu aktivaciju makrofaga.

Kao $§to je ve¢ naglaseno, centralnu ulogu u pokretanju i polarizaciji imunskog
odgovora imaju imaju DC, kao profesionalne antigen-prezentujuée éelije. U zavisnosti
od antigena koji prepoznaju, ove celije indukuju diferencijaciju naivnih T celija u
razliC¢ite T celijske subpopulacije. Uloga ESL1 i pojedinih njegovih komponenti u
indukovanju imunskog odgovora, kao i znacaj glikana prisutnih na ESL1 antigenima za
ove procese, ispitivan je, iz tog razloga, u kulturi DC poreklom iz kostne srzi DA
pacova. Pod uticajem infektivnih agenasa, pre svega virusa i bakterija, DC fenotipski i
funkcionalno sazrevaju i nastaju zrele DC koje se karakteridu povisenom ekspresijom
MHC 11 i kostimulatornih molekula (CD40, CD80 i CD86) kao i produkcijom pro-
inflamatornih citokina i hemokina IL-12, IL-6, IL-23 i TNF (Kapsenberg, 2003). Za
razliku od ovog klasi¢nog modela sazrevanja DC, sve veéi broj podataka ukazuje da DC
pod uticajem helmintskih antigena ne sazrevaju na konvencionalni nacin, ve¢ ostaju

nezrele ili poprimaju fenotip nepotpuno zrelih ¢elija (MacDonald i Maizels, 2008).
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Prikazani rezultati jasno pokazuju da DC, pod uticajem nativnog ESLI, perjodatom-
tretiranog ESL1, kao i pojedina¢nih komponenti ESL1, 7C2C5Ag i rTsp53, zadobijaju

nepotpuno zreo status.

Ekspresija odredenih molekula na povr§ini DC, omoguéuje ovim éelijama da
izvrie aktivaciju naivnih T limfocita. Naime, DC stimulisane molekulima patogena,
pocinju da eksprimiraju MHC II molekule koji obezbeduju prvi stimulatorni signal i
prezentuju peptide patogena T c¢elijama. Takode, DC eksprimiraju kostimulatorne
molekule kao sto je CD86, koji ucestvuju u isporucivanju kostimulatornih signala, a
koji su neophodni za polarizaciju T ¢elijskog odgovora ukjucujuéi i Th2, kao 1 razlicite
adhezivne molekule, kao sto je ICAM-1, koji stabilizuju medusobni kontakt DC i
naivnin T limfocita i tako doprinose aktivaciji T celija (Kapsenberg, 2003;
Mikhalkevich i saradnici, 2006; Balkow, 2010; Harris i Ronchese, 1999). Zbog svega
navedenog, u ovoj studiji fenotipski profil stimulisanih DC je ispitan merenjem
ekspresije molekula MHC I, kostimulatornog molekula CD86 i intracelularnog
adhezivnog molekula ICAM-1. Pod uticajem bakterijskog LPSa, DC sazrevaju u
potpunosti, sto se ogleda u povisenoj ekspresiji svih ispitivanih markera. Dobijeni
podaci su u skladu sa rezultatima dobijenim u brojnim studijama (Grauer i saradnici,
2002; Muthana i saradnici, 2004; Janelidze i saradnici, 2005). Sa druge strane,
stimulacija DC ESL1 antigenima nije dovela do poveéanja ekspresije MHC 11, dok je u
isto vreme umereno povecala ekspresiju CD86 i znacajno povecala ekspresiju ICAM-1.
Nepotpuno sazrevanje DC pod uticajem ESL1 je u saglasnosti sa rezultatima koji
prikazuju uticaj ESL1 na pacovske, misje i humane DC (llic i saradnici, 2008; 2011;
Gruden-Movsesijan i saradnici, 2011; Langelaar i saradnici, 2009; Aranzamendi i
saradnici, 2012; Sofronic-Milosavljevic i saradnici, 2013). Studije koje su obuhvatale
antigene drugih parazita, kao sto su T. crasssiceps (Terrazas i saradnici, 2010), S.
mansoni (MacDonald i saradnici, 2001; Kuijk i saradnici, 2012) H. polygyrus (Segura i
saradnici, 2007), F. hepatica (Hamilton i saradnici, 2009), A. suum (Silva, 2006), T. suis
(Ebner i saradnici, 2014), takode su pokazale delimi¢no povecanje ekspresije MHC 11 i
kostimulatornih molekula, a neke ¢ak i odsustvo ekspresije nekih od ovih molekula na
DC nakon stimulacije parazitskim antigenima.

Polarizacija naivnih T limfocita u odredeni tip efektorskih celija zahteva pored

MHC 11, kostimulatornih i adhezivnih molekula i citokine koje produkuju DC koji
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predstavljaju znacajan signal za inicijaciju i regulaciju imunskog odgovora. U zavisnosti
od tipa citokina koje produkuju, DC polarizuju imunski odgovor ka Thi, Th2 ili
regulatornom tipu. Tako, produkcija IL-12 od strane DC u odgovoru na bakterijske
antigene stimuliSe razvoj CD4" Thl ¢elija, dok se citokini IL-10 i TGF-B smatraju
vaznim citokinima koji omogucéavaju polarizaciju imunskog odgovora u Th2 i/ili Treg
pravcu (Maldonado-Lopez i saradnici, 2001; Steinman i saradnici, 2003; Kapsenberg,
2003; Valencia-Pacheco i saradnici, 2014). Funkcionalne karakteristike stimulisanih DC
ispitane su merenjem koncentracije citokina: IL-12p70, IL-10 i TGF-B. Ova studija je
pokazala da DC stimulisane ESL1 antigenima, pored toga §to pokazuju nepotpuno zreo
fenotip, imaju nisku produkciju 1L-12p70 i visoku produkciju IL-10 i TGF-B. Ovi
rezultati su u skladu sa objavljenim rezultatima da ESL1 indukuje tolerogene
karakteristike DC, pa tako stimulisane DC nakon primene mogu da indukuju Th2 i Treg
odgovor in vitro ili in vivo u intaktnim pacovima (Gruden-Movsesijan i saradnici,
2011). Nasi rezultati su u saglasnosti i sa studijama gde su ispitani uticaji drugih
helmintskih antigena na DC, kao §to su SEA S. mansoni (Kane i saradnici, 2004),
ekskretorno-sekretorni produkti T. crassiceps (Terrazas i saradnici, 2011), solubilni
produkti T. suis (Klaver i saradnici, 2013), kao i antigeni tegumenta F. hepatica
(Hamilton i saradnici, 2009).

IL-10 i TGF-p produkovani od strane DC mogu biti supresori produkcije pro-
inflamatornih citokina, kontrolisanjem Th1/Th17 ¢elija (Pulendran i saradnici, 2010) ili
inhibicijom oslobadanja IL-12 (Corinti i saradnici, 2001). Oba citokina su vazna u
promovisanju Th2 i regulatornog imunskog odgovora (Steinman i saradnici, 2003;
Maldonado-Lopez i saradnici, 2001) koji kontroliu prekomernu inflamaciju i kreiraju
nepovoljno okruzenje za razvoj autoimunskih oboljenja. IL-12 predstavlja vezu izmedu
urodene 1 adaptivne imunosti, budu¢i da je medijator ranog urodenog imunskog
odgovora i da uti¢e na diferenciranje Thl efektorskih ¢elija ¢elijske imunosti (Yilmaz i
saradnici, 2005). U naSem eksperimentu povecana produkcija IL-10 i TGF-f i smanjena
produkcija IL-12p70 od strane DC stimulisanih ESL1 antigenima, ukazuje da su DC
aktivirane u pravcu koji ¢e dalje usmeriti imunski odgovor ka Th2 i/ili Treg tipu. Nizak
nivo produkcije IL-12p70 u ovoj studiji je verovatno posledica povecane produkcije
citokina IL-10 i TGF-B. U prilog tome govore podaci studije autora Du i Sriram (1998)
koji su pokazali da IL-10 i TGF-B suprimiraju produkciju IL-12, inhibiranjem
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transkripcije 1L-12p40 gena kao i studije koje su pokazale da IL-10 i IL-12 imaju
razli¢ite efekte na polarizaciju CD4"* T limfocita i da je njihova produkcija od strane DC
recipro¢no regulisana (Xia i Kao, 2003; Muthana i saradnici, 2006).

Narusavanje ugljenohidratne strukture ESL1 antigena dovelo je, posle njegove
primene in vivo, do poremecaja u produkciji Th2 citokina IL-4 i anti-inflamatornog
citokina IL-10. Zbog toga smo ispitivali na koje mehanizme imunskog odgovora utiu
ugljenohidratne komponente nativnog ESL1. lako hemijska promena ugljenohidratne
strukture perjodatnim tretmanom nije uticala na ekspresiju MHC 11, CD86 i ICAM-1 na
DC, smanjila je produkciju citokina 1L-12p70 i 1L-10 u odnosu na DC tretirane
nativnim antigenom. Produkcija TGF-p je ostala nepromenjena u poredenju sa DC
tretiranim ESL1. Rezultati ovog istrazivanja su u saglasnosti sa drugim studijama koje
su opisale uticaj glikana helmintskih antigena na citokinski profil DC. Pokazano je da je
modulacija citokinske produkcije DC primarno posredovana glikanima prisutnim na
ES-62 A. viteae (Harnett i saradnici, 2009). Drugi istraziva¢i su pokazali da hemijski
izmenjeni glikani ES produkta T. crassiceps, za razliku od nativnih produkata, ne mogu
da modulidu aktivnost DC (Terrazas i saradnici, 2010), dok su Klaver i saradnici (2013)
ukazali na vaznost glikana solubilnih produkata T. suis za modulaciju funkcije DC i
suprimiranje pro-inflamatornog fenotipa ovih ¢elija. Razlika u citokinskom profilu DC
stimulisanih ESL1 i pESL1 daje mesta za pretpostavku da u interakciji ESL1 antigena i
DC ugestvuju i njihove ugljenohidratne rezidue i da bi ta interakcija mogla da se odvija
preko lektinskih receptora C-tipa (CLR). CLR na DC prepoznaju ugljenohidratne
strukture razlicitih patogena, ucestvuju u njihovoj internalizaciji, degradaciji,
prezentaciji i vode aktivaciji signalne kaskade, koja pak dovodi do aktivacije DC i
sledstvene polarizacije T celijskog odgovora (Geijtenbeek i Gringhuis, 2009). Ovi
receptori aktiviraju DC indukovanjem genske ekspresije nezavisno od drugih PRR ili
modulacijom TLR indukovane genske ekspresije na transkripcionom ili
posttranskripcionom nivou (Rogers i saradnici, 2005; Sato i saradnici, 2006; Gringhuis i
saradnici, 2007; Meyer-Wentru i saradnici, 2009). Interakcija ESL1 antigena T. spiralis
I CLR nije dovoljno poznata. U ranijim studijama je pokazano da ESL1 interaguje sa
peritonealnim makrofagima in vitro i da ova interakcija zahteva angazovanje manoznog
receptora (MR) (Gruden-Movsesijan i saradnici, 2006), dok hemijska modifikacija

secera sprecava vezivanje antigena T. spiralis za MR. Takode, nasi preliminarni
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rezultati ukazuju da ESL1 moze da se veze za DC-SIGN. Medutim, posledice
interakcije ovih receptora sa ESL1 jo$ uvek nisu istrazene. Poznato je da aktivacija MR
ili DC-SIGN rezultuje u nemoguénosti DC da produkuju 1L-12 u odgovoru na TLR
ligande (Nigou i saradnici, 2001), kao i da angazovanje receptora DC-SIGN vodi
povecanoj produkciji 1L-10 (Geijtenbeck 1 saradnici, 2003). Druge studije, takode
opisuju da glikani helmintskih antigena (SEA, antigeni T. canis, ES produkti T.
crassiceps) preko interakcije sa pojedinim CLR, kao sto su DC-SIGN, MR, MGL,
usmeravaju odgovor prema Th2 (van Liempt i saradnici, 2007; Schabussova i saradnici,
2007; van Stijn i saradnici, 2010; Terrazas i saradnici, 2013), dok ES produkti T. suis
suprimiraju maturaciju humanih DC i produkciju pro-inflamatornih citokina i hemokina
vezivanjem glikana za lektinske receptore C-tipa (Klaver, 2013).

U ovoj studiji ispitano je 1 u€eS¢e pojedinih komponenti slozene smeSe ESL1
produkata u pokretanju imunskog odgovora koji prati infekciju sa T. spiralis, pracen je
uticaj 7C2C5Ag, koje ¢ine glikoproteini molekulskih masa 45, 49 i 53 kDa i rTsp53,
rekombinantnog proteina molekulske mase 53 kDa, na sazrevanje DC. Rezultati su
pokazali da stepen ekspresije povrSinskih markera MHC Il, CD86 i ICAM-1, pod
uticajem 7C2C5Ag i rTsp53 odgovara stepenu ekspresije na DC stimulisanim ESL1
antigenima. Analiziranjem citokinskog profila uo¢eno je da DC stimulisane 7C2C5Ag i
rTsp53 produkuju isti nivo citokina 1L-10 i IL-12p70 kao i DC tretirane ESL1
antigenima, S§to ukazuje da ispitivani antigeni uzimaju znacajno uce$¢e u ukupnom
efektu koji proizvodi ESL1 na DC. Du i saradnici (2014) su opisali da rTsp53 stimulie
poveéanu produkciju IL-10 i smanjenu produkciju I1L-12 od strane makrofaga i da bi
samim tim ovaj molekul mogao da ima anti-inflamatorni potencijal. Treba, medutim,
ista¢i da rekombinantni p53 nije glikozilovan, tako da je, za razliku od drugih antigena
iz grupe TSLI, ¢ija je antigenost uslovljena prisustvom Secera tiveloze u sastavu
epitopa, njegova antigenost je posledica proteinskih epitopa (Perteguer, 2004). Uticaj
7C2C5Ag i rTsp53 na produkciju TGF-B od strane DC je suprotan. Dok je 7C2C5Ag
stimulisao izuzetno visoku produkciju ovog citokina, ¢ak i u odnosu na ESL1, rTsp53
nije imao uticaja na produkciju TGF-B, nivo produkcije je odgovarao negativnoj
kontroli. Ako uzmemo u obzir i podatak da glikani nemaju znacaj za produkciju TGF-3,
mozemo da pretpostavimo da su za produkciju ovog citokina odgovorne obe ili jedna od

proteinskih komponenti glikoproteina p45 i p49 u okviru tripleta 7C2C5Ag. Ovo
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naravno ne iskljucuje potencijalni znacaj drugih proteinskih komponenti u okviru ESL1.
U literaturi je poznato da retinoinska kiselina, faktor rasta fibroblasta-2 (FGF-2),
proteaze ukljucujuci plazmin, matriksne metaloproteinaze MMP-2 i MMP-9, mogu biti
aktivatori TGF-p (Kubiczkova i saradnici, 2012).

Aktivacioni status DC se ogleda u njihovoj sposobnosti da prezentuju antigene T
limfocitima i1 da indukuju produkciju citokina, koji su vazni ¢inioci u regulaciji
imunskog odgovora na infektivne agense. Zbog toga smo u daljem istrazivanju,
primenom testa poliferacije, ispitali prvo kapacitet DC da prezentuju antigene, ESL1,
PESL1, 7C2C5Ag i rTsp53, naivnim T limfocitima. Pokazan je zna¢ajan potencijal DC
da prezentuju ESL1 antigene naivnim T celijama, $to je u skladu sa ranijim
istrazivanjima vezanim za ESL1 antigene T. spiralis (llic i saradnici, 2011; Gruden-
Movsesijan i saradnici, 2011) kao i za antigene drugih parazita kao §to su S. mansoni
(Agrawal i saradnici, 2003), L. brasiliensis i L. major (Shaw i saradnici, 2002; Carvalho
i saradnici, 2008; Wiethe i saradnici, 2008), u kojima su DC bile nepotpuno zrele, ali su
ipak, kao 1 u nasoj studiji, izazvale znacajnu proliferaciju specifi¢nih i naivnih singenih
T limfocita. Celije koje su bile stimulisane sa pESL1 zadrzale su kapacitet da prezentuju
antigene naivnim singenim T limfocitima, ali je on manji u odnosu na DC stimulisane
nativnim ESL1 antigenima, $to ukazuje na znacaj glikana za indukciju proliferacije
naivnih T ¢elija posredstvom DC. Takode, zabelezen je statisticki znacajan
proliferativni odgovor T ¢éelija indukovan DC stimulisanim 7C2C5Ag i rTsp53, ali je
ipak odgovor bio statisti¢ki znacajno nizi u odnosu na odgovor indukovan sa DC/ESL1.
Dobijeni podaci pokazuju da su za indukovanje jakog proliferativnog odgovora vazne i
druge komponente ESL1 antigena.

Ispitivanje uticaja ESL1 antigena na polarizaciju imunskog odgovora
posredstvom DC u in vitro uslovima, pokazalo je da za razliku od DC stimulisanih
LPSom, koje indukuju povecanu koncentraciju IFN-y i smanjenu produkciju I1L-4, IL-
10, TGF-B, DC nakon edukacije ESL1 antigenima, stimuliiu pove¢anu produkciju I1L-4,
IL-10, TGF-B i smanjenu produkciju pro-inflamatornog citokina IFN-y od strane
naivnih singenih T limfocita. IL-4 se smatra klju¢nim citokinom Th2 imunskog
odgovora (Raphael i saradnici, 2014), dok produkcija IL-10, iako moze biti pripisana i
Th2 ¢elijama, obi¢no vodi poreklo, kao i TGF-B, od Treg ¢elija (Jangpataraponsa i
saradnici, 2008; Travis i Sheppard, 2014). Dobijeni rezultati govore u prilog uticaja
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ESL1 na polarizaciju T ¢elijskog odgovora u pravcu Th2/Treg tipa u in vitro uslovima,
§to je u skladu sa ranije opisanim in vivo eksperimentom. Ovi rezultati su potvrda
prethodno dobijenih podataka o uticaju DC stimulisanih ESL1 antigenom na
polarizaciju naivnih T limfocita (Gruden-Movsesijan i saradnici, 2011; Ilic i saradnici,
2012). Drugi autori su takode opisali efekte razlicitih helmintskih antigena na
polarizaciju imunskog odgovora. DC stimulisane ES produktima T. crassiceps ili ES-62
antigenom A. viteae, iako nepotpuno zrele, izazivaju povecanu produkciju IL-4, a
smanjenu produkciju IFN-y od strane T limfocita, sa kojima su ko-kultivisane (Whelan i
saradnici, 2000; Terrazas i saradnici, 2013).

T éelije ko-kultivisane in vitro sa DC/pESL1 imale su sli¢an trend produkcije
ispitivanih citokina IL-4, 1L-10, TGF-B i IFN-y, kao i ko-kulture sa DC/ESL1, ali je
intenzitet produkcije bio izmenjen. Promena ugljenohidratne strukture nije uticala na
produkciju IL-4, tj. nije postojala statisticki znacajna razlika u produkciji IL-4 od strane
T ¢elija ko-kultivisanih sa DC/pESL1 i DC/ESL1. Medutim, narusavanje
ugljenohidratne strukture umanjilo je potencijal ESL1 da polarise odgovor T ¢elija u
anti-inflamatornom i regulatornom pravcu. Naime, T ¢éelije ko-kultivisane sa DC/pESL1
produkovale su znagajno nizi nivo 1L-10 u odnosu na ko-kulture sa DC/ESL1, iako je
produkcija znagajno prevazilazila kontrole. Medutim, DC/pESL1 nisu imale kapacitet
da pokrenu sintezu TGF-B, njegova koncentracija u kulturi je bila skoro na nivou
kontrola. DC/pESL1 su dovele do smanjenja produkcije IFN-y u odnosu na DC/LPS, ali
nivo ovog citokina nije bio toliko smanjen kao u slu¢aju ESL1. Na osnovu in vitro
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su glikani na ESL1 vazni za supresiju
produkcije Th1l citokina IFN-y. S obzirom da je pESL1 indukovao produkciju IL-4 na
istom nivou kao i ESL1, moze se zakljuciti da glikani ESL1 nemaju vaznu ulogu u
indukovanju produkcije citokina IL-4 od strane T c¢elija in vitro. Ovi rezultati su u
suprotnosti sa rezultatima koji su dobijeni in vivo, gde je pokazano da je produkcija IL-4
zavisna od prisustva intaktnih glikana na ESL1 antigenima. Moguce je da glikani T.
spiralis indukuju Th2 imunski odgovor in vivo mehanizmima koji regrutuju i druge
¢elije imunskog sistema i da primarni izvor IL-4 nisu T celije, ve¢ mast celije, bazofili i
eozinofili (Falcone i saradnici, 1996; Sabin i saradnici, 1996; Niborski i saradnici,
2004). Ove celije verovatno imaju receptore kojima vezuju ESL1 antigene i za ¢iju

interakciju je neophodno prisustvo secernih struktura na ESL1 antigenima. Mnoge
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studije su ve¢ pokazale znacaj ugljenohidratnih struktura ekskretorno-sekretornih
produkata helminata u indukovanju Th2 i anti-inflamatornog odgovora (Harn i
saradnici, 2009). Lakto-N-fukopentoza 111, se¢er prisutan kod S. mansoni, preko DC
indukuje Th2 citokinski odgovor koji se karakterise pojacanom produkcijom IL-4 i
smanjenom produkcijom IFN-y (Thomas i saradnici, 2003). Posredstvom DC, glikani
ES produkta helminta T. crassiceps su neophodni za polarizaciju Th2 celija koje dalje
produkuju snizenu koncentraciju IFN-y i povec¢anu produkciju IL-4 (Terrazas, 2010).
Dalja istrazivanja obuhvatila su ispitivanje citokinskog profila T limfocita
stimulisanih DC edukovanim pojedinim komponentama ESL1 antigena tj. 7C2C5Ag i
rTsp53. Nasi rezultati pokazuju da obe komponente, kao i ESL1, posredstvom DC kod
naivnih T limfocita izazivaju snizenu produkciju IFN-y i pove¢anu produkciju IL-4 i IL-
10. Za razliku od DC/7C2C5Ag, koje nisu indukovale pove¢anu produkciju
regulatornog citokina TGF-p, DC/rTsp53 su indukovale poveéanu koncentraciju ovog
citokina od strane T limfocita. Ovi rezultati isticu da 7C2C5Ag i rTsp53 imaju
potencijal, kao i kompletni ESL1 antigen, da posredstvom DC usmere T celijski
odgovor ka Th2 i anti-inflamatornom tipu, a da samo rTsp53, u datim uslovima,
poseduje kapacitet da izvrsi polarizaciju u pravcu Treg. Kako je pokazano ovom
studijom da produkcija TGF-p nije zavisna od prisustva glikana, to se moze spekulisati
da su za indukciju ovog tipa citokinskog odgovora bitnije proteinske komponente ESL1.
Everts i saradnici (2012) su opisali da je jedan od antigena koji se nalazi u sastavu SEA
S. mansoni, omega-1, glikozilovana T2 ribonukleaza, odgovorna za Th2 polarizaciju, ali
je pored glikana neophodna i proteinska komponenta koja ima RNKaznu aktivnost.
Povecana produkcija IL-4 i IL-10 je primecena i nakon primene rTsp53 misevima
kojima je indukovan kolitis (Du i saradnici, 2011). Mehanizam koji se nalazi u osnovi
ovog odgovora je nepoznat, ali s obzirom da smo pokazali da rTsp53 antigen suprimira
produkciju pro-inflamatornog citokina IL-12p70 i povecava produkciju regulatornog
citokina IL-10 u stimulisanim DC, moze se pretpostaviti da je nakon interakcije DC i
naivnih T limfocita, ovakav citokinski profil DC odgovoran za polarizaciju T éelija u
pravcu Th2/Treg tipa.
DC eksprimiraju veliki broj razli¢itin receptora za molekulske obrasce kojima
ove celije prepoznaju razlicite patogene i iniciraju odgovaraju¢i adaptivni imunski

odgovor. DC eksprimiraju receptore sli¢ne Toll proteinu (TLR) i receptore sli¢ne NOD-
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u (NLR), koji imaju vaznu ulogu u detekciji molekulskih obrazaca razlicitih patogena
(lwasaki i Medznikov, 2004, Akira i Takeda, 2004, Kawai and Akira, 2009). U ovoj
studiji ispitana je interakcija razli¢itin TLR i NLR i antigena T. spiralis (ESL1, pESL1 i
7C2C5AQ) da bi se ustanovilo koji receptori u¢estvuju u prepoznavanju i vezivanju ovih
antigena, s obzirom da do sada takvi podaci nisu postojali. Korisé¢ene su transfektovane
HEK celije koje eksprimiraju pojedinacne receptore. Ova istrazivanja su po prvi put
pokazala da se ESL1 antigeni vezuju za TLR2 i TLR4 i da je ta interakcija zavisna od
prisustva intaktnih ugljenohidratnih struktura. Naime, hemijska modifikacija glikana
ESL1 onemogucila je vezivanje ESL1 za TLR2 i TLR4. Komponente ESL1, tj.
7C2C5Ag uspesno prepoznaje i vezuje TLR2, dok interakcija sa TLR4 izostaje. Iz
dobijenih rezlutata moze se izvesti zakljucak da ESL1 poseduje komponente koje su
ligandi za TLR4, ali da one ne ulaze u sastav 7C2C5Ag. Nije ustanovljena interakcija
izmedu ESL1, 7C2C5Ag i pESLL1 i ostalih ispitivanih receptora TLR3, TLR5, TLR7,
NOD1 i NOD2. Interakcija ESL1 antigena sa receptorima TLR2 i TLR4, ukazuje da ovi
PRR mogu da prepoznaju i druge patogene, a ne ekskluzivno mikrobijalne produkte.
Zna se, naime, da TLR4 uglavnom vezuje lipopolisaharid celijskog zida gram-
negativnih bakterija (Poltorak i saradnici, 1998), dok TLR2 vezuje komponente gram-
pozitivnih bakterija (peptidoglikane, lipoteihoi¢nu kiselinu) ili zimozan (Takeuchi i
saradnici, 1999; Schwadner i saradnici, 1999; Underhill i saradnici, 1999). Nasi rezultati
su u saglasnosti sa studijama koje su pokazale interakciju TLR2 ili TLR4 sa drugim
helmintskim antigenima. Ekstrakti lipida i lizofosfatidilholin (lyso-PC) helminta S.
mansoni i lipidi A. lumbricoides reaguju sa TLR2 na DC i indukuju njihovu
diferencijaciju u celije koje indukuju Th2 imunski odgovor (van der Kleij 1 saradnici,
2002; van Riet i saradnici, 2007; Magalhaes i saradnici, 2010). Ugljenohidratna
komponenta SEA S. mansoni lakto-N-fukopentoza (LNFPIII) koja sadrzi glikan Lewis*,
kao i glikoprotein ES 62 A. viteae, aktiviraju TLR4 receptor i dovode do posledi¢ne
polarizacije T c¢elijskog odogovora ka Th2 (Agwalar i saradnici 2003; Goodridge i
saradnici, 2005; Harnett, 2014). Mikrobni i helmintski produkti mogu da angazuju iste
TLR, ali i da pokrenu razli¢ite nizvodne signalne puteve i da dovedu do polarizacije
imunskog odgovora razli¢itog tipa. U odgovoru na LPS, C3H/HeJ misevi (misevi koji
imaju tackastu mutaciju u TIR domenu TLR4) ne odgovaraju produkcijom pro-

inflamatornih citokina, dok ne postoji razlika u odgovoru C3H/HeJ miseva i miseva koji
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ne nose mutaciju na ES-62, sto ukazuje da LPS i ES-62 aktiviraju TLR4 na razli¢ite
nacine (Goodridge i saradnici, 2007). Takode, smatra se da helmintski molekuli
promoviSu Th2 celijsku diferencijaciju kao posledicu kooperacije TLR 1 drugih PRR
kao $to su CLR. Za DC-SIGN receptor je pokazano da moduliSe signalni put pokrenut
od stane TLR4 i da preko serin-treonin protein kinaze RAF1 fosforilise subjedinicu p65
NF-kB (transkripcionog faktora prethodno aktiviranog od strane TLR4) i vodi
povecanoj transkripciji gena za IL-10. Ovaj receptor moze modifikovati inflamatorni u
anti-inflamtorni fenotip DC i izmeniti odnos Th1/Th2 (van Vliet i saradnici, 2007;
Geijtenbeek i Grinhuis, 2009). Osim DC-SIGN receptora i drugi receptori lektinskog
tipa saraduju sa TLR. Skoro je pokazano da sposobnost ES produkata T. crassiceps da
indukuju Th2 odgovor moze biti potpuno blokirana istovremenim inhibiranjem MR,
MGL i TLR2 receptora, a da blokiranje pojedinacnih receptora samo smanjuje nivo Th2
citokina, Sto potvrduje vaznost ovih receptora u modulaciji imunskog odgovora
(Terrazas i saradnici, 2013).

Angazovanje receptora za molekulske obrasce sa odgovaraju¢im strukturama
helmintskih molekula pokrece intracelijske signalne puteve i1 aktivaciju MAP kinaza,
ukljucujuéi p38, INK i ERK1/2. Aktivirane MAP kinaze vode maturaciji DC, indukciji
produkcije razli¢itih citokina, hemokina i kostimulatornih molekula, $to dalje vodi
indukciji odgovaraju¢eg adaptivnog imunskog odgovora (Dong 1 saradnici, 2002;
Arthur i Ley, 2013). Budu¢i da podataka o signalnim putevima pokrenutim interakcijom
DC i antigena T. spiralis nema, a u cilju boljeg razumevanja molekularnih procesa koji
bivaju pokrenuti u DC nakon susreta sa ESL1 antigenima, u ovoj studiji su ispitani
signalni dogadaji indukovani nativnim ESL1 i perjodat-tretiranim ESL1 antigenom, kao
i komponentama ESL1 antigena: 7C2C5Ag i rTsp53. Ova studija je obuhvatila
ispitivanje dve efektorske kinaze koje pripadaju MAPK familiji, ERK i p38 kinaze,
posto je poznato da ove kinaze uestvuju u molekularnom programiranju DC i
oblikovanju imunskog odgovora. Kinaza p38 ima vaznu ulogu u sazrevanju DC i
usmeravanju imunskog odgovora ka Thl, dok aktivacija kinaze ERK ima veéi znacaj u
suprimiranju citokina 1L-12 i indukciji ekspresije IL-10, $to usmerava DC ka
tolerogenom fenotipu (Nakahara i saradnici, 2006). U nasim eksperimentima, LPS, koji
je kao Thl ligand koris¢en kao pozitivna kontrola, indukuje jaku fosforilaciju i ERK1/2

I p38. Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima (DeFranco i saradnici, 1998;
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Xia i saradnici, 2003). ESL1 je indukovao prolaznu fosforilaciju kinaze ERK1/2, pri
¢emu je intenzitet fosforilacije nakon 30 minuta stimulacije DC odgovarao intenzitetu
fosforilacije indukovane LPSom. Takode, ESL1 je doveo da slabe aktivacije kinaze
p38. Dobijeni rezultati nisu u saglasnosti sa podacima koji su dobili Bai i saradnici
(2012). Naime ovi autori su pokazali da ES produkti T. spiralis redukuju LPSom
indukovanu fosforilaciju obe kinaze ERK1/2 i p38 u makrofagima poreklom iz misa.
Ova razlika se mozda moze objasniti time da ESL1 koriste razli¢ite mehanizme u
modulaciji funkcije DC i makrofaga. Medutim na$i rezultati su u skladu se drugim
studijama koje su ispitivale uticaj drugih helmintskih antigena na aktivnost MAP kinaze
I pokazale da postoje razlike u signalnim putevima indukovanim helmintskim
produktima i signalnim putevima indukovanim mikrobijalnim produktima. Solubilni
ekstrakti jaja helminta S. mansoni SEA, indukuju jaku fosforilaciju ERKa, slabu
fosforilaciju p38, ali ne aktiviraju JNK u humanim dendritskim c¢elijama (Agrawal i
saradnici, 2003). Neki helmintski molekuli, kao §to su LNFPIII S. mansoni i
glikoprotein ES-62 A. viteae interkcijom sa TLR4 receptorom jako aktiviraju ERK,
slabo aktiviraju ili ne aktiviraju druge dve kinaze p38 i JNK (Thomas i saradnici, 2003;
Goodridge i saradnici, 2005; Harnet i Harnet, 2010; Harnet, 2014) Sto potvrduje da
helmintski molekuli mogu angazovati TLR4, ali na nacin koji se razlikuje od LPSa.

Nepotpuno fenotipsko sazrevanje DC (odsustvo povecane ekspresije MHC II,
umereno povecanje ekspresije CD86) pod uticajem ESL1 mozZe se objasniti pove¢anom
aktivacijom ERKZ1/2 i slabom aktivacijom p38. Pokazano je da ERK i p38 kinaze
razli¢ito regulidu sazrevanje DC i ukazuje da od nivoa njihove aktivacije zavisi i
polarizacija naivnih T celija ka Thl ili Th2 fenotipu. Arrighi i saradnici (2001) su
opisali da kinaza p38 pozitivno reguliSe ekspresiju fenotipskih markera i da
preinkubacija DC u prisustvu inhibitora p38 kinaze inhibira povecéanje ekspresije
povrsinskih molekula (CD40, CD80, CD83, CD86, MHC Il i) indukovano TNF-a ili
LPSom. Sa druge strane, ERK signalni put negativno reguliSe fenotipsko sazrevanje
DC. Inhibicija ERKa poveéava ekspresiju MHC Il i kostimulatornih molekula na DC
indukovanim LPSom (Puig-Kroger i saradnici, 2001).

Citokinski obrazac DC indukovan ESL1 se isto moZe objasniti razli¢itom
aktivacijom MAP kinaza, ERK i p38. Inhibicija p38 kinaznog signalnog puta vodi
smanjenoj produkciji 1L-12p70 od strane DC stimulisanih LPSom ili TNF-a (Arrighi i
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saradnici, 2001), dok preinkubacija DC sa ERK inhibitorom, pre stimulacije ovih éelija
LPSom, povecava produkciju pro-inflamatornog citokina I1L-12 (Puig-Kroger i
saradnici, 2001) i suprimira produkciju regulatornog citokina IL-10 (Xia i saradnici,
2003). Pored toga, skoro je pokazana linearna povezanost ja¢ine fosforilacije ERKa i
produkcije citokina IL-10 u razli¢itim ¢elijskim tipovima (Kaiser i saradnici, 2009).
Agrawal 1 saradnici (2003) su pronasli da helmintski antigen SEA suprimira produkciju
IL-12p70 indukovanjem fosforilacije ERKa 1 povecanjem ekspresije C-Fos
(transkripcioni faktor koji pripada AP-1 familiji transkripcionih faktora). Povecana
aktivnost ERKa vodi povecanoj fosforilaciji i stabilizaciji transkripcionog faktora c-Fos
(Murphy i saradnici, 2002) koji dalje suprimira produkciju IL-12p70 i povecava
produkciju IL-10. Sa druge strane, kinaza p38 indukuje jaku ekspresiju IL-12p70 i
manju produkciju 1L-10 (Dilon i saradnici, 2004; Saraiva i O'Garra, 2010). S obzirom
da smo u nasim eksperimentima dobili poveéanu foforilaciju ERK i u isto vreme
smanjenu produkciju 1L-12p70 pod uticajem ESL1, mozemo pretpostaviti da postoji
povezanost ova dva dogadaja. Promena ugljenohidratne strukture ESL1 je dovela do
smanjenog inteziteta fosforilacije obe kinaze ERK1/2 i p38 u poredenju sa ESL1
antigenom. Ovakva razlika u aktivnosti kinaza moze objasniti smanjenu produkciju IL-
12p70 i IL-10 od strane DC tretiranih pESLI, kao i ¢injenicu da pESL1 primenjen in
vivo nije indukovao Th2/regulatorni tip imunskog odgovora. Dodatno, Thomas i
saradnici (2003) su pokazali znacaj glikana LNFPIII S. mansoni za aktivnost MAP
Kinaza.

S obzirom da smo pokazali imunomodulatorni potencijal obe komponente ESL1
antigena, 7C2C5Ag i rTsp53, ispitali smo uticaj ovih komponenti na aktivacioni profil
MAP kinaza. Oba antigena, 7C2C5Ag i rTsp53, su na sli¢an nacin aktivirali ERK i p38,
odnosno indukovali su kratkotrajnu aktivaciju ERKa u DC, koja opada 30 minuta nakon
tretmana, dok je aktivacija p38 bila niska. lako obe ispitivane komponente mogu da
dovedu do aktivacije MAPK signalnih puteva, njihov potencijal je znatno nizi od ESL1.
Ovi rezultati su u skladu sa podacima drugih studija gde je pokazano da glikoprotein
helminta A. viteae, ES-62 stimulise jaku aktivaciju ERKa i ne aktivira p38 (Goodridge i
saradnici, 2005). Povec¢ana produkcija IL-10 i smanjena produkcija IL-12p70 u DC
stimulisanim 7C2C5Ag kao 1 usmeravanje T ¢elijskog odgovora ka Th2/Treg tipu moze

biti posledica povecane aktivnosti ERKa i niske aktivnosti kinaze p38. Pokazano je da
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rekombinantni cistatin parazita Onchocerca volvulus i Acanthocheilonema viteae
(AvCistatin) dovodi do kratkotrajne aktivacije ERKa i p38 (Klotz i saradnici, 2011).
Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji nesumnjivo su pokazali da
sekretorni produkti T. spiralis (ESL1) intaktne ugljenohidratne strukture, kao i
ispitivane pojedinacne komponente ESL1 mogu u velikoj meri da reprodukuju
imunomodulatorne efekte koje ostvaruje infekcija ovim parazitom. Ovi rezultati
predstavljaju doprinos definisanju molekula Kkoji ucestvuju u Kreairanju anti-
inflamatorne sredine i koji bi samim tim mogli biti kandidati za nove terapeutske

pristupe kod autoimunskih bolesti.
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6. ZAKLJUCCI



1.

b)

Prisustvo intaktnih glikana na ESL1 antigenima 7. spiralis neophodno je za
pokretanje Th2 i anti-inflamatornog imunskog odgovora Kkarakteristi¢cnog za
hroni¢nu infekciju T. spiralis, dok za polarizaciju ka Thl i regulatornom tipu
imunskog odgovora glikani nemaju znacaj.

Intraperitonealna primena ESL1 sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom u
DA pacove inhibirala je produkciju IL-4 i IL-10 od strane celija slezine u
poredenju sa efektom nativnog ESL1 i mokESL1 antigena.

Intraperitonealna primena ESL1 sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom u
DA pacove nije promenila nivo produkcije regulatornog citokina, TGF-B, i pro-
inflamatornog citokina, IFN-vy, u poredenju sa efektom ESL1 i mokESLL1.
Intraperitonealna primena ESL1 sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom u
DA pacove nakon 72 sata je inhibirala ekspresiju gena za IL-4 i IL-10 u ¢elijama
slezine u poredenju sa efektom ESL1 antigen, dok kao i primena nativnog ESL1,

nije uticala na ekspresiju gena za TGF-B i IFN-y.

Glikani prisutni na ESL1 antigenima 7. spiralis Su znacajni za kreiranje anti-
inflamatorne sredine od strane makrofaga, kao komponenti urodenog imunskog
odgovora koji se pokrece na infekciju ili primenu produkata parazita. Primena
antigena sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom indukovala je pro-
inflamatornu aktivnost makrofaga povec¢anjem produkcije NO i IL-6. S druge
strane primena nativnog ESL1 izazvala je suprotan efekat i dovela je do
znac¢ajnog smanjenja produkcije pro-inflamatornin medijatora, NO i IL-6, i
povecanja produkcije anti-inflamatornog, I1L-10, od strane peritonealnih
makrofaga. Ovo ukazuje da ESL1 delovanjem na makrofage kontrolisu

inflamaciju.

Intaktni glikani na ESL1 antigenima 7. spiralis vazni su za pokretanje i
odrzavanje anti-inflamatornog odgovora tokom infekcije T. spiralis.
Nativni i ESL1 sa izmenjenom ugljenohidratnom strukturom indukuju intezivnu

proliferaciju T limfocita poreklom iz pacova inficiranih T. spiralis .
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b) Nativni ESL1 indukuje povecanu produkciju IL-4, IL-10 i IFN-y od strane ¢elija
slezine DA pacova inficiranih T. spiralis. S druge strane, ESL1 sa izmenjenom
ugljenohidratnom strukturom indukuje znatno manji nivo IL-10 produkcije od
strane tih ¢elijama. Ovo ukazuje na znacaj glikana za pokretanje i odrzavanje
produkcije ovog citokina. Nivo produkovanog IL-4 od strane tih ¢elija je veci od
nivoa IL-4 indukovanog nativnim ESL1, $to moze da znaci da su Seceri, prisutni
na ESL1, znacajni u inicijaciji Th2 odgovora in vivo, ali da efektorske T ¢elije
zadrzavaju kapacitet da produkuju IL-4, nezavisno od prisustva ugljenohidratnih

struktura na ESL1 antigenima.

4. Ispitivane komponente ESL1 antigena, rTsp53 i 7C2C5Ag, poseduju potencijal
da aktiviraju senzibilisane T limfocite, iako ne na nivou nativhog ESL1. Nivo
produkcije IL-4 i IFN-y indukovan ovim antigenima od strane senzibilisanih T
¢elija je bio slican efektu nativnog ESL1, dok im je potencijal da pokrenu

produkciju IL-10 bio manji.

5. Stimulacija DC antigenima T. spiralis: ESL1, pESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag, in
vitro, dovodi do njihovog nepotpunog sazrevanja.

a) Navedeni antigeni, ESL1, pESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag indukuju nepotpuno
fenotipsko sazrevanje DC, okarakterisano znagajnim poveéanjem ekspresije
ICAM-1, blagim poveéanjem ekspresije CD86, dok je ekspresija MHC 1l
bila nepromenjena u poredenju sa nestimulisanim DC.

b) Nativni ESL1 je indukovao povecanje produkcije 1L-10 i TGF-B i smanjenje
IL-12p70 od strane DC. U poredenju sa efektom nativnog, ESL1 sa
izmenjenom ugljenohidratnom strukturom je smanjio produkciju IL-10 i IL-
12p70 od strane DC, a nije bilo efekta na produkciju TGF-p.

c) Komponente ESL1 antigena, rTsp53 i 7C2C5Ag, indukuju produkciju IL-10
i 1L-12p70 od strane DC kao ESL1, $to ukazuje da ovi antigeni uéestvuju u
efektu nativnog ESL1 na DC. rTsp53 nema uticaja na produkciju TGF-p,
dok 7C2C5Ag dovodi do statisticki znaajno povisene produkcije ovog
citokina.
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6. Stimulisane DC antigenima T. spiralis, iako nepotpuno zrele, poseduju kapacitet
da prezentuju antigene naivnim T limfocitima.
a) pESL1, 7C2C5Ag i rTsp53 posredstvom DC, dovode do znaajne
proliferacije naivnih T limfocita, ali je proliferativni odgovor T c¢elija bio
statisticki znacajno nizi u odnosu na proliferativni odgovor T ¢elija koji indukuje
ESL1 antigen posredstvom DC.
b) ESLI antigen posredstvom DC indukuje poveéanu produkuju I1L-4, IL-10 i
TGF-B i smanjenu produkciju IFN-y od strane T limfocita, $to govori u prilog
uticaja ESL1 na polarizaciju T ¢elijskog odgovora u pravcu Th2/Treg tipa u in
vitro uslovima.
c¢) Promena ugljenohidratne strukture na ESL1 nije uticala na produkciju IL-4 od
strane T éelija ko-kultivisanih in vitro sa DC/pESL1, koja je bila na nivou
produkcije stimulisane sa DC/ESL1. Hemijska izmena glikana dovela je do
zna&ajnog snizenja produkcije IL-10 u odnosu na DC tretirane ESL1 antigenom,
iako je ta produkcija znaCajno prevazilazila kontrole, a onemogudéila je
pokretanje sinteze TGF-f. Ovi podaci ukazuju na vaznost glikana za polarizaciju
odgovora T ¢elija u anti-inflamatornom i regulatornom pravcu in vitro.
d) Komponente 7C2C5Ag i rTsp53, kao i ESLI1, posredstvom DC kod naivnih T
limfocita izazivaju snizenu produkciju IFN-y i povecanu produkciju IL-4 i IL-
10. Za razliku od 7C2C5Ag, koji nije indukovao poveéanu produkciju
regulatornog citokina TGF-B, rTsp53 je indukovao poveéanu koncentraciju ovog
citokina. 7C2C5Ag i rTsp53, kao i kompletni ESL1 antigen, imaju potencijal da
polarizuju T Celijski odgovor u Th2 i anti-inflamatornom pravcu, a samo rTsp53,

u datim uslovima, poseduje kapacitet da izvrsi polarizaciju u pravcu Treg.

7. ESLI1 antigeni se vezuju za TLR2 i TLR4, $to je prvi put pokazano ovim
istrazivanjima. Takode je utvrdeno da je ta interakcija zavisna od prisustva
intaktnih ugljenohidratnih struktura. 7C2C5Ag se vezuje za TLR2, dok
interakcija sa TLR4 izostaje, tako da komponente u okviru ESL1 antigena koje
su ligandi za TLR4, ne ulaze u sastav 7C2C5Ag. ESL1, pESL1 i 7C2C5Ag se ne
vezuju za TLR3, TLR5, TLR7, NOD1 i NOD?2 receptore.
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8. ESL1, pESL1, rTsp53 i 7C2C5Ag, dovode do aktivacije MAP kinaza ERK1/2 i
p38 u signalnom putu koji biva pokrenut interakcijom DC ovim T. spiralis
antigenima. ESL1 indukuje prolaznu, snaznu fosforilaciju ERK1/2 i slabu
fosforilaciju p38, Sto moze biti uzrok fenotipskih i funkcionalnih karakteristika
DC stimulisanih ESL1. Izmena u ugljenohidratnoj strukturi ESL1 dovodi do
slabe aktivaciji obe ispitivane MAP kinaze. Komponente ESL1, 7C2C5Ag i
rTsp53, na slican nacin aktiviraju ERK i p38, odnosno indukuju, kratkotrajnu
aktivaciju ERKa u stimulisanim DC i nisku aktivaciju p38. Njihov potencijal da

aktiviraju MAPK signalne puteve je ipak znatno nizi od nativnog ESL1.
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nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HeKoMepLmjanHo
@wopc*rao — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLWjanHO — AENUTU NoA4 UCTUM yCrnoBuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENWUTW NOA UCTUM yCroBuma

(MonuMMo fa 3aoKpyXuTe camo jefHy OA LeCT MoHyfeHux nuueHum, KpaTak onuc
NUUEHUM AAT je Ha nonefunu nucra).

MoTnuc pokropaHaa
Y beorpagy, _04.05.2015.godine
Selona. Coetuai




