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Modulacija diferencijacije i funkcije humanih Langerhansovih ćelija 

monocitnog porekla in vitro 

Sažetak 

Uvod. Langerhansove ćelije (LĆ) predstavljaju subpopulaciju dendritskih 

ćelija (DĆ) koja ima ulogu u započinjanju imunskog odgovora na antigene koji su 

dospeli u epidermis ili sluzokože. DĆ vezuju molekulske obrasce patogena (engl. 

Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i oštećenih ćelija (engl. Damage-

associated molecular patterns, DAMP) pomoću membranskih i citosolnih receptora 

za prepoznavanje molekulskih obrazaca (engl. Pattern recognition receptors, PRR). 

Među PRR su najviše proučavani receptori slični Tollu (engl. Toll-like receptors, 

TLR) i lektinski receptori C-tipa (engl. C-type lectin receptors, CLR). 

Uspostavljanje kontakta između DĆ i PAMP i DAMP je ključni događaj kojim se 

povezuju urođena i stečena imunost, što za posledicu ima eradikaciju antigena i 

nastanak imunološke memorije ili izazivanje periferne tolerancije. Nakon 

internalizacije i obrade PAMP i DAMP u proinflamacijskom okruženju, DĆ 

započinju migraciju u T-zavisne zone regionalnih limfnih čvorova u toku koje 

fenotipski i funkcionalno sazrevaju. Aktivacija CD40 receptora na DĆ nakon 

vezivanja liganda ovog molekula (CD40L) ispoljenog na površini aktivisanih T-

limfocita dovodi do okončanja maturacije DĆ. Tada one postaju potpuno efikasne 

antigen-prezentujuće ćelije sposobne da polarizuju imunski odgovor CD4
+
 T-

limfocita u Th1 smeru i da indukuju citotoksičnu efektorsku funkciju CD8
+
 T-

limfocita. Konvencionalne DĆ, sa napred navedenim funkcionalnim 

karakteristikama, su našle primenu u prevenciji i terapiji infektivnih bolesti i 

maligniteta u obliku DĆ vakcina. Iako je za in vivo ili in vitro sazrevanje DĆ često 

dovoljna stimulacija samo jednim agonistom TLR ili CLR, fenotipski stabilniji i 

funkcionalno potentniji imunski odgovor u eksperimentalnim i kliničkim 

ispitivanjima se najčešće dobija tek kombinovanom primenom njihovih analoga , što 

je posledica specifične integracije različitih, međusobno nezavisnih, unutarće lijskih 

signala. Nakon nedavne potvrde da LĆ imaju sposobnost unakrsne prezentacije 

antigena stvorili su se uslovi da i one postanu kandidati za DĆ vakcine. Do sada nije 

bilo studija koje su ispitivale načine modulacije fenotipskih i funkcionalnih 
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karakteristika LĆ koji mogu imati potencijalnu ulogu u razvoju maturacijskih 

protokola neophodnih za terapijsku primenu ovih ćelija. 

Ciljevi. Ispitati i uporediti uticaj standardnog koktela proinflamacijskih 

medijatora (interleukin (IL)-1β, faktor nekroze tumora (TNF)-α, IL-6, prostaglandin 

(PG)E2), kao i efekte pojedinačne i kombinovane primene agonista TLR3 (Poly(I:C)), 

dectin-1/Langerin (curdlan) i solubilnog (s)CD40L na sazrevanje, produkciju citokina, 

potencijal alostimulacije i sposobnost polarizacije Th imunskog odgovora humanih DĆ 

monocitnog porekla (MoDĆ) i humanih Langerhansovih ćelija monocitnog porekla 

(MoLĆ).  

Metode. Nezrele (n)MoDĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom monocita iz 

periferne krvi zdravih davaoca u diferencijacionom medijumu sa faktorom rasta 

granulocitno-makrofagnih kolonija (GM-CSF) i IL-4. Za dobijanje nMoLĆ u ovaj 

medijum je dodat faktor transformacije rasta (TGF)-β1. Sazrevanje nMoDĆ i nMoLĆ je 

podstaknuto dodatkom standardnog koktela proinflamacijskih medijatora u ćelijske 

kulture u toku 48h, odnosno Poly(I:C) i curdlana, pojedinačno ili u kombinaciji, tokom 

24h ili 48h. MoDĆ i MoLĆ su nakon 24h stimulacije isprane, pa stimulisane sCD40L 

tokom dodatnih 24h. Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ su određivane metodom 

protočne citofluorimetrije na osnovu analize vezivanja monoklonskih antitela usmerenih 

protiv površinskih molekula. Produkcija citokina u kulturama ovih ćelija i kokulturama 

sa CD4
+
 T-limfocitima izmerena je ELISA metodom ili metodom citofluorimetrije 

pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih anticitokinskim antitelima. Sposobnost 

alostimulacije MoDĆ i MoLĆ je procenjena u mešanoj kulturi sa CD4
+
 T-limfocitima. 

Rezultati. Stimulacija nMoLĆ standardnim koktelom proinflamacijskih 

medijatora je dovela do povećanja ekspresije HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7 

molekula. zMoLĆ su snažnije indukovale produkciju interferona (IFN)-γ IL-2, IL-4, IL-

13 i TGF-β, a slabije IL-10, u ćelijskim kokulturama sa CD4
+
 T-limfocitima, u 

poređenju sa nMoLĆ. Sposobnost proliferacije alogenih CD4
+
 T-limfocita stimulisanih 

zMoLĆ je bila slabija u odnosu na CD4
+
 T-limfocite kultivisane sa nMoLĆ. zMoLĆ su 

slabije eksprimirale HLA-DR, CD54 i CCR7 u poređenju sa zMoDĆ. zMoLĆ su 

snažnije stimulisale produkciju IFN-γ, IL-2, IL-17, IL-4 i TGF-β, a slabije IL-13. Odnos 

u produkciji IFN-γ / IL-13 je bio veći u kokulturi zMoLĆ u poređenju sa zMoDĆ. 

zMoLĆ su pokazale snažniji potencijal alostimulacije u poređenju sa zMoDĆ.  
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Kombinovani tretman Poly(I:C) i curdlanom je doveo do povećanja ekspresije 

CD40, CD80 i CCR7 molekula na MoLĆ u poređenju sa ćelijama koje su bile 

stimulisane pojedinačnim agonistima. MoLĆ stimulisane kombinacijom agonista su 

snažnije indukovale produkciju IL-2 i ispoljile snažniji potencijal alostimulacije, slabije 

su indukovale produkciju IL-4 i IL-10, a odnos u produkciji IFN-γ / IL-4 u kokulturi sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima bio je veći, u poređenju sa kokulturama MoLĆ 

stimulisanih pojedinačnim agonistima.  

MoLĆ pretretirane Poly(I:C) i curdlanom su nakon aktivacije CD40 molekula 

snažnije stimulisale produkciju IFN-γ, zbog čega je odnos IFN-γ / IL-4 bio veći u 

kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima u poređenju sa pojedinačno stimulisanim 

MoLĆ. Ligacija CD40 molekula na MoLĆ pretretiranim Poly(I:C) i curdlanom dovela 

je do povećanja ekspresije HLA-DR, CD40 i CCR7 molekula u odnosu na MoDĆ, kao i 

snažnije produkcije IL-12, IL-10, IL-23 i TNF-α. Ove MoLĆ su snažnije indukovale 

produkciju IFN-γ, IL-2, IL-17 i IL-10, slabije su stimulisale produkciju IL-4 i TGF-β i 

pokazale jači potencijal alostimulacije, u poređenju sa MoDĆ. 

Zaključci. Tretman MoLĆ koktelom proinflamacijskih medijatora povećava 

fenotipsko sazrevanje i ekspresiju CCR7 molekula na ovim ćelijama, stimuliše Th1 i 

Th2 imunski odgovor, ali snižava njihov potencijal alostimulacije. MoLĆ tretirane 

koktelom proinflamacijskih medijatora pokazuju snažniju sposobnost indukcije Th1 i 

Th17 imunskog odgovora, ali i slabiji potencijal alostimulacije i slabiju ekspresiju 

CCR7 molekula u odnosu na MoDĆ.  

MoLĆ stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju snažniji 

potencijal alostimulacije, kao i snažniju sposobnost indukcije Th1 imunskog odgovora, 

a slabije indukuju produkciju IL-10, u poređenju sa MoLĆ koje su stimulisane 

pojedinačnim agonistima. MoLĆ tretirane ovom kombinacijom agonista ispoljavaju 

snažniji potencijal alostimulacije i snažnije indukuju produkciju IL-10 i TGF-β, a 

slabije indukuju Th17 imunski odgovor u odnosu na MoDĆ.  

MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana nakon aktivacije CD40 

molekula ispoljavaju snažniju sposobnost alostimulacije i indukcije Th1 imunskog 

odgovora u poređenju sa MoLĆ pojedinačno pretretiranim Poly(I:C) ili curdlanom. U 

istim uslovima je povećana njihova sposobnost alostimulacije i potencijal za indukciju 

Th1 i Th17 imunskog odgovora, ali i produkcije IL-10, u poređenju sa MoDĆ. 
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Na osnovu rezultata naše studije može se zaključiti da opisani načini modulacije 

fenotipskih i funkcionalnih karakteristika MoLĆ predstavljaju dobru polaznu osnovu u 

uspostavljanju protokola za dobijanje imunokompetentnih LĆ koje bi se mogle koristiti 

u terapijske svrhe. 

Ključne reči: humane dendritske ćelije monocitnog porekla, humane Langerhansove 

ćelije monocitnog porekla, standardni koktel proinflamacijskih medijatora, Tollu-sličan 

receptor 3, dectin-1, Langerin, fenotipizacija, CD4
+
 T-ćelijski odgovor, imunoterapija 

tumora 

Naučna oblast: Molekularna medicina 

Uža naučna oblast: Imunologija 

UDK broj: 
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Modulation of the differentiation and function of human monocyte-

derived Langerhans cells in vitro 
 

Summary 

Introduction. Langerhans cells (LCs) represent a subpopulation of dendritic 

cells (DCs) whose function is to initiate immune responses against the antigens from 

epidermis and mucoses. DCs bind pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and 

damage-associated molecular patterns (DAMPs) via membrane and cytosolic pattern 

recognition receptors (PRRs). The most frequently studied PRRs are Toll-like receptors 

(TLRs) and C-type lectine receptors (CLRs). Similarly to conventional DCs, the contact 

established between LC’s PRRs and PAMPs and DAMPs is the key event that links 

innate and adaptive immunity and leads to eradication of the antigen, initiation of the 

peripheral tolerance and introduction of the immunological memory. After LCs 

internalise and process PAMPs and DAMPs in a proinflammatory environment, they 

start to migrate toward T-dependent regions of the regional lymph nodes and, at the 

same time, become phenotipically and functionally mature. The activation of the CD40 

molecule on LCs with a CD40 ligand (CD40L) expressed on the surface of activated T-

lymphocytes brings the maturation of LCs to its end, when they become fully efficient 

antigen-presenting cells, capable of inducing the Th1 polarisation of CD4
+
 T-

lymphocytes and citotoxic effector functions of CD8
+
 T-lymphocytes. Conventional 

DCs with the aforementioned functional characteristics are used in the prevention and 

therapy of infectious or malignant diseases as DC-vaccines. Although DCs require 

stimulation with a single TLR or CLR agonist to become mature in vitro and in vivo 

conditions, phenotipically stable and functionally more potent immune response of 

these cells in experimental and clinical studies is usually achieved only after combined 

treatment with analoges of these receptors because of the specific integration of the 

various, mutually independent, intracellular signals. LCs became candidates for DC-

vaccines after recent confirmation that they are capable to cross-present antigens. Until 

now, there were not any studies that examined the means to modulate phenotypic and 

functional characteristics of LCs that could have a potential role in the development of 

maturational protocols necessary for therapeutic application of these cells. 
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Aim. Investigation and comparison of the influence that standard cocktail of 

proinflammatory mediators (interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-6, 

prostaglandin (PG)E2), as well as the effects of a single or combined application of 

TLR3 agonist (Poly(I:C)), dectin-1/Langerin agonist (curdlan) and soluble (s)CD40L, 

have on the maturation, cytokine production, allostimulation and Th polarisation 

capability of human monocyte-derived DCs (MoDCs) and human monocyte-derived 

LCs (MoLCs). 

Methods. Immature (i)MoDCs were generated from peripheral blood monocytes 

of healthy donors cultivated for six days with a differentiation medium that consisted of 

granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) and IL-4. The addition of 

transforming growth factor-β (TGF-β) to this medium resulted in the generation of 

iMoLCs. Maturation of iMoDCs and iMoLCs was stimulated with the addition of a 

standard cocktail of proinflammatory mediators in their cultures over 48h, while 

Poly(I:C) and curdlan were added individually or in combination for 24h or 48h. 

MoDCs and MoLCs were washed out from the medium after 24h stimulation and 

additionally stimulated with sCD40L for 24h. Phenotypic characteristics of MoDCs and 

MoLCs were determined by flow cytometry method after analysis of the ligation of the 

monoclonal antibodies against their surface molecules. Cytokine production in these 

cells’ cultures and in their cocultures with CD4
+
 T-lymphocytes was measured by 

ELISA or flow cytometry method with fluorescent beads labeled with anti-cytokine 

antibodies (FlowCytomix). The allostimulatory capability of MoDCs and MoLCs was 

tested using a mixed leukocyte reaction assay. 

Results. Stimulation of iMoLCs with a standard cocktail of proinflammatory 

mediators enhanced the expression of HLA-DR, CD83, CD86, CD54 and CCR7 

molecules. Matured (m)MoLCs were more potent inducers of interferon (IFN)-γ, IL-2, 

IL-4, IL-13 and TGF-β, and weaker inducers of IL-10 in the cultures with CD4
+
 T-

lymphocytes, compared to iMoLCs. The proliferation capability of allogeneic CD4
+
 T-

lymphocytes stimulated with mMoLCs was lower in regard to CD4
+
 T-lymphocytes 

cultivated with iMoLCs. mMoLCs downregulated expression of HLA-DR, CD54 and 

CCR7 compared to mMoDCs. mMoLCs more strongly stimulated production of IFN-γ, 

IL-2, IL-17, IL-4 and TGF-β, but were weaker inducers of IL-13. The ratio between 

produced IFN-γ and IL-13 was higher in the coculture with mMoLCs in regard to 
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mMoDCs. The allostimulatory potential of mMoLCs was stronger compared to 

mMoDCs. 

 MoLCs treated with the combination of Poly(I:C) and curdlan upregulated the 

expression of CD40, CD80 and CCR7 molecules in regard to the cells stimulated with 

single agonists. MoLCs stimulated with the previous combination of agonists were 

more potent inducers of IL-2, had stronger allostimulatory potential, were weaker 

inducers of IL-4 and IL-10 production and the ratio between IFN-γ and IL-4 was higher 

in coculture with allogeneic CD4
+
 T-lymphocytes, compared to cocultures with 

individually stimulated MoLCs. 

 After activation of the CD40 molecule, MoLCs pretreated with Poly(I:C) and 

curdlan were stronger inducers of IFN-γ production and induced a higher ratio between 

IFN-γ and IL-4 in coculture with allogeneic CD4
+
 T-cells in regard to single treated 

MoLCs. Ligation of the CD40 molecule on MoLCs pretreated with previously 

mentioned combination of agonists resulted in the upregulation of HLA-DR, CD40 and 

CCR7 molecules compared to MoDCs, and enhanced their production of IL-12, IL-10, 

IL-23 and TNF-α. These MoLCs were stronger inducers of IFN-γ, IL-2, IL-17 and IL-

10 production, but weaker inducers of IL-4 and TGF-β and showed stronger 

allostimulatory potential in regard to MoDCs. 

Conclusions. The standard cocktail of proinflammatory mediators enhanced 

phenotypic maturation of MoLCs and upregulated expression of the CCR7 molecule, 

induced stronger Th1 and Th2 immune responses by these cells, but lowered their 

allostimulatory potential. MoLCs treated with a cocktail of proinflammatory mediators 

acquired a stronger capability to induce Th1 and Th17 immune responses, but had 

weaker allostimulatory potential and downregulated expression of CCR7 compared to 

MoDCs. 

 MoLCs stimulated with the combination of Poly(I:C) and curdlan exhibited a 

stronger allostimulatory capability, were more potent inducers of Th1 immune response 

and weaker inducers of IL-10 production, with regard to MoLCs treated with single 

agonists. MoLCs treated with this combination of agonists expressed stronger 

allostimulatory potential and were more potent inducers of IL-10 and TGF-β 

production, but had weaker Th17 polarisation capability compared to MoDCs. 
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 After activation of the CD40 molecule, MoLCs pretreated with the combination 

of Poly(I:C) and curdlan showed stronger allostimulatory and Th1 polarisation 

capability when related to MoLCs singly treated with Poly(I:C) or curdlan. The ligation 

of the CD40 molecule on MoLCs pretreated with the aforementioned combination of 

agonists enhanced their allostimulatory capability and potential to induce Th1 and Th17 

immune responses, as well as the production of IL-10, compared to MoDCs. 

 According to the results of our study, it can be concluded that the described 

modes for the modulation of phenotypic and functional characteristics of MoLCs 

represent a good starting point in establishing protocols for obtaining immunocompetent 

LCs that could be used for therapeutic purposes. 

Key words: human-monocyte derived dendritic cells, human-monocyte derived 

Langerhans cells, coctail of proinflammatory mediators, Toll-like receptor 3, dectin-1, 

Langerin, CD40, phenotypisation, T-helper immune responses, tumor immunotherapy 

Scientific field: Molecular medicine 
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Langerhansove ćelije (LĆ) predstavljaju poseban podtip dendritskih ćelija 

(DĆ) koje su od ključnog značaja za procese prepoznavanja, internalizacije i obrade 

patogena koji narušavaju epitelne barijere, kao i pokretanje adekvatnog imunskog 

odgovora radi uspostavljanja narušene homeostaze organizma.  

Student medicine Pol Langerhans je prvobitno opisao ove ćelije sa 

razgranatim citoplazmatskim produžecima kao kožne nervne završetke još 1868. 

godine, nakon što je tkivne preseke epidermisa obojio hloridom zlata koji se u to 

vreme koristio kao marker nervnog tkiva (Langerhans, 1868). U drugoj polovini 

prošlog veka se smatralo da su LĆ ontogenetski povezane sa melanocitima i 

keratinocitima, dok se danas zna da je njihova veza isključivo funkcionalne prirode 

(Reams i Tompkins, 1973, Seiji i sar., 1961). Napredak u izučavanju biologije LĆ je 

napravljen od trenutka kada su ove ćelije prepoznate kao leukociti koji vode poreklo 

od prekursora iz kostne srži (Katz i sar., 1979, Volc-Platzer i sar., 1984) i da su 

fenotipski slične antigen-prezentujućim ćelijama (APĆ) (Stingl i sar., 1980). Ubrzo 

je pokazano da in vitro suspenzija epidermalnih ćelija u kojoj dominiraju LĆ 

snažnije stimuliše antigen-specifičnu proliferaciju T-limfocita u poređenju sa 

suspenzijom epidermalnih ćelija (Stingl i sar., 1978, Braathen i sar., 1980, Braathen 

i Thorsby, 1980). Istovremeno su usledile in vivo potvrde ovog zapažanja na 

modelima kontaktnog dermatitisa (Silberberg i sar., 1976) i alogene transplantacije 

kože (Streilein i sar., 1982). Glavni nedostatak ovih studija je u tome što nisu mogle 

da objasne zašto samo strani antigeni u koži, ali ne i sopstveni, nakon kontakta sa 

LĆ dovode do nastanka dermatitisa. Radikalna izmena navedenog koncepta je 

usledila nakon studije Schulera i Steinmana (Schuler i Steinman, 1985) koji su prvi 

pokazali da mišje ex vivo izolovane LĆ mogu imati dva fenotipska i funkcionalna 

statusa. Sveže LĆ izolovane iz epidermisa tripsinizacijom su bile okruglog oblika, 

slabo su eksprimirale molekule glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (eng. Major 

Histocompatibility Complex, MHC) II klase, a snažno monocitno-makrofagne 

markere, kao što su F4/80, CD32 i ATP-aza. Ove ćelije su slabo stimulisale 

proliferaciju T-limfocita u mešanoj kulturi leukocita (eng. Mixed Leukocyte 

Reaction, MLR), uprkos izražene sposobnosti prezentacije proteinskih antigena u 

sklopu MHC molekula II klase. Nakon trodnevne kultivacije u kompletnom 

medijumu, zapažena je promena u morfologiji LĆ sa pojavom brojnih 
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citoplazmatskih nastavaka, smanjenje ekspresije navedenih markera i gubitak 

sposobnosti obrade proteinskih antigena, ali snažnija stimulacija proliferacije T-

limfocita u MLR (Romani i sar., 1989). Kasnije je pokazano da sveže izolovane LĆ 

nisu identične onima in situ (Mommaas i sar., 1995), kao i da LĆ in situ ne 

eksprimiraju MHC molekule II klase sve dok ne počnu da sazrevaju (Pierre i sar., 

1997). Maturacija LĆ je dovedena u vezu sa proinflamacijskim citokinima koje 

produkuju keratinociti koji su došli u kontakt sa signalima opasnosti (Enk i Katz, 

1992). 

Navedeni eksperimentalni podaci dobijeni in vitro omogućili su nastanak 

hipoteze pod nazivom „paradigma LĆ“ koja je stavila u in vivo kontekst posledice 

prepoznavanja patogena od strane DĆ (Girolomoni i sar., 2002, Wilson i 

Villadangos, 2004). 

Nezrele LĆ su lokalizovane u epidermalnom sloju kože i u drugim epitelima 

koji oblažu respiratorni, gastrointestinalni i urogenitalni trakt. Specifične su po 

visokoj ekspresiji: 1) CD207/Langerinа koji pripada receptorima za prepoznavanje 

molekulskih obrazaca (eng. Pattern Recognition Receptors, PRR), 2) Birbekovih 

granula koje obrazuju molekuli Langerina nakon kontakta sa antigenom a uključene 

su u alternativni proces antigenske prezentacije T-limfocitima, 3) CD1a koji je 

odgovoran za vezivanje i prezentaciju lipidnih antigena i 4) E-kadherina, adhezivnog 

molekula (Merad i sar., 2008). U dermisu i subepitelnim vezivnim tkivima 

zastupljena je fenotipski heterogena populacija DĆ poznata kao 

intersticijalne/dermalne DĆ (IDDĆ). Ova populacija se sastoji od tri subpopulacije 

koje se razlikuju u ekspresiji CD14 i CD1a molekula: CD14
+
 CD1a

−
, 

CD14
−
 CD1a

−
 i CD14

−
 CD1a

+
 (Nestle i sar., 1993). Pretpostavlja se da CD14

+
 

subpopulacija odgovara makrofagima ili prekursorima APĆ u koži (Larregina i sar., 

2001), dok CD1a
+
 subpopulacija obuhvata dermalne DĆ koje se razlikuju od LĆ 

(Angel i sar., 2007). CD1a
+
 ćelije, za razliku od CD14

+
 ćelija, pokazuju sposobnost 

da migriraju u T-zavisne zone limfnih čvorova (Ebner i sar., 2004). IDDĆ za razliku 

od LĆ eksprimiraju DC-SIGN (CD209) koji pripada C-tipu lektinskih receptora 

(Larregina i sar., 2001). Mali procenat CD14
+
 dermalnih DĆ je Langerin

+
, pa se 

pretpostavlja da su u pitanju prekursori LĆ (Bechetoille i sar., 2006). 
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LĆ poseduju visoko konzervisan sistem membranskih i citosolnih receptora 

namenjen prepoznavanju delova patogena koji se pojavljuje ili oslobađa u 

organizmu u toku inflamacije. Osim patogena, za lokalnu aktivaciju LĆ, važan je i 

proinflamacijski citokinski milje koji obezbeđuju komponente urođene imunosti kao 

što su aktivirani tkivni makrofagi i neutrofili privučeni u tkivo iz cirkulacije pod 

uticajem patogena. Aktivisane LĆ stiču sposobnost migracije i putem aferentnih 

limfnih sudova odlaze u obližnje T-zavisne zone perifernih limfnih čvorova gde 

završavaju proces sazrevanja koji je započeo u epitelu. LĆ povećavaju ekspresiju 

MHC molekula I i II klase, kostimulacijskih molekula (CD40, CD86, CD80), 

adhezivnih molekula (CD54) i CC-hemokinskog receptora 7 (CCR7), dok 

istovremeno snižavaju ekspresiju Langerina i E-kadherina (Poulin i sar., 2007, 

Merad i sar., 2008, Ginhoux i sar., 2007). Zrele LĆ prezentuju T-limfocitima u 

limfnim čvorovima obrađene antigenske fragmente u sastavu MHC molekula što 

dovodi do aktivacije i podsticanja proliferacije antigen-specifičnih naivnih T-

limfocita, odnosno usmeravanja nepolarizovanih CD4
+
 T-limfocita (Th0) u različite 

efektorske podtipove (Th1, Th2 i Th17). Takođe, zrele LĆ aktiviraju i već 

uspostavljene memorijske limfocite, kako bi patogen u zavisnosti od porekla bio 

najefikasnije eliminisan (Moore i sar., 2001, Geissmann i sar., 2002).  

„Paradigma LĆ“ je modifikovana na dva načina: 

1) DĆ nisu isključivo imunogene, već mogu da pokrenu i perifernu 

toleranciju. Nakon preuzimanja antigena one mogu da steknu sposobnost migracije 

bez adekvatne maturacije i da indukuju perifernu toleranciju putem dva različita 

mehanizma: a) indukcijom anergije ili apoptoze specifičnih CD4
+
 T-limfocitnih 

klonova ili b) diferencijacijom naivnih CD4
+
 T-limfocita u regulatorne T-limfocite 

(Treg) (Hawiger i sar., 2001, Bonifaz i sar., 2002). Ova funkcija poluzrelih (eng. 

semi-matured) LĆ u koži nije bila prepoznata ranije i uglavnom je povezivana sa 

dermalnim DĆ.  

2) LĆ indukuju razvoj i aktivaciju citotoksičnih T-limfocita (CTL) (Stoitzner 

i sar., 2006) i imaju sposobnost unakrsne prezentacije antigena CD8
+
 T-limfocitima 

(Klechevsky i sar., 2008). 
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LĆ imaju potencijalan terapijski značaj kao LĆ vakcine, ali i znatan 

preventivni potencijal u uspostavljanju ili pojačavanju vakcinalnog imunskog 

odgovora na vakcinu. Direktno unošenje antigena i adjuvansa u kožu (intrakutani 

pristup) ili preko kože (epikutani pristup) moglo bi da dovede do nastanka 

imunokompetentnih LĆ in situ koje bi potencijalno zamenile ex vivo LĆ vakcine i 

time značajno metodološki pojednostavile terapiju kožnih maligniteta. Da bi se 

uspostavio efikasan i stabilan terapijski ili protektivni imunski odgovor posredstvom 

LĆ, neophodno je da se za adjuvans izaberu imunomodulatorne supstance koje će 

dovesti do najoptimalnije fenotipske i funkcionalne maturacije ovih ćelija in situ ili 

ex vivo. 

1.1. Izolacija i diferencijacija Langerhansovih ćelija 

In vitro studije koje proučavaju diferencijaciju i maturaciju DĆ imaju za cilj 

optimizaciju metoda za njihovu kultivaciju i izučavanje funkcija kako bi se ove 

ćelije uspešno koristile u terapijske svrhe kao ćelijske vakcine. Humane LĆ se 

najčešće dobijaju delovanjem citokina na CD34
+
 progenitorske ćelije i CD14

+ 

monocita ili se izoluju iz kožnih eksplantata.  

CD34
+
 hematopoetske ćelije izolovane iz krvi pupčanika ili kostne srži se u 

prisustvu faktora stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. Granulocyte-

Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) i faktora nekroze tumora (TNF)-

α diferenciraju tokom dve nedelje u DĆ. Na putu diferencijacije u DĆ, u kulturi 

CD34
+
 ćelija se izdvajaju dve nezavisne subpopulacije: CD14

+
CD1a

-
 i CD14

-
CD1a

+
. 

LĆ nastaju od ćelija koje pripadaju CD14
-
CD1a

+
 populaciji (Caux i sar., 1996). 

Studija Jaksitsa i saradnika je pokazala da i CD14
+
CD1a

-
 ćelije mogu da budu izvor 

LĆ samo ukoliko se u diferencijacioni koktel sastavljen od GM-CSF/TNF-α doda 

faktor transformacije rasta β (eng. Transforming Growth Factor β, TGF-β) (Jaksits i 

sar., 1999). Ovakvu osobinu je imala isključivo njihova CD11b
- 
ćelijska

 
frakcija, dok 

su se CD11b
+
CD14

+
CD1a

- 
ćelije u daljem toku diferencirale u Langerin

+
 DĆ, slično 

kao i subpopulacija CD14
-
CD1a

+
 u odsustvu TGF-β. Obe populacije ćelija su, za 

razliku od CD11b
-
 populacije, eksprimirale CD36 molekul i faktor XIIIa, a nisu 
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eksprimirale E-kadherin i Birbekove granule (Jaksits i sar., 1999, Ardavin i sar., 

2001).  

CD14
+
CD1a

-
 monociti se nakon sedmodnevne kultivacije u prisustvu GM-

CSF, interleukina (IL)-4 i TGF-β diferenciraju u LĆ. Diferencijacija LĆ je bila u 

korelaciji sa potpunim nestankom CD14
+
CD1a

-
 monocita, i pojavljivanjem CD14

-

CD1a
+
 ćelija koje eksprimiraju E-kadherin i Langerin/Birbekove granule 

(Geissmann i sar., 1998). 

Klasična metoda za izolaciju LĆ ex vivo započinje enzimskom separacijom 

epidermisa od dermisa u prisustvu dispaze. Postoje dva osnovna načina za dobijanje 

LĆ iz epidermisa: nanošenjem ćelijske suspenzije dobijene tripsinskom digestijom 

epidermisa na gustinski gradijent ili spontanom migracijom ovih ćelija iz epidermisa 

nakon kultivacije u osnovnom medijumu (Romani i sar., 2003). Ovakva tehnika 

izolacije LĆ naziva se sekvencijalnom i karakteriše se niskom čistoćom suspenzije 

(8%) i visokim prinosom (80%). Naknadnim imunomagnetnim izdvajanjem ćelija   

anti-CD1a antitelom moguće je dobiti veoma čistu suspenziju LĆ (97%) ali uz 

dodatno smanjen prinos (70%) (de Jong i sar., 2010a). Osim što je metodološki 

komplikovana, ova metoda prouzrokuje značajne etičke probleme kada se radi o 

humanom sistemu pošto zahteva velike uzorke kože kako bi se dobio dovoljan broj 

LĆ za eksperimente, a dobijene ćelije najčešće nisu pravi reprezenti nezrelih LĆ in 

situ. LĆ izolovane sekvencijalnom tehnikom su u manjoj ili većoj meri fenotipski i 

funkcionalno sazrele kao posledica eksperimentalnih manipulacija tokom obrade 

kožnih režnjeva, zbog čega imaju ograničenu upotrebu tokom ispitivanja protokola 

maturacije (Romani i sar., 2003, Lenz i sar., 1993). 

Modulacija funkcije DĆ može se izazvati brojnim proinflamacijskim 

citokinima i medijatorima koji se produkuju u toku zapaljenja. Najbolje su proučeni 

efekti standardizovanog koktela maturacije koga sačinjavaju TNF-α, IL-1β, IL-6 i 

prostaglandin (PG)E2 (Jonuleit i sar., 1997), a koji se najčešće upotrebljavao za 

sazrevanje DĆ u toku pripreme antitumorskih DĆ vakcina. Kultivacija DĆ u 

prisustvu ovog koktela ne samo što je povećala ekspresiju MHC molekula I i II 

klase, CD40, CD80 i CD86, već se ovakav fenotip pokazao najstabilnijim u 

poređenju sa drugim koktelima maturacije. Takođe, ove DĆ su i pored niske 
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produkcije IL-12, pokazale jaču sposobnost indukcije Th1 imunskog odgovora, 

ispoljile snažniji potencijal alostimulacije i bolje preživljavanje u odnosu na nezrele 

DĆ (Lee i sar., 2002). PGE2 je odgovoran za povećanje ekspresije CCR7 molekula 

na DĆ i osetljivosti na hemokine CCL19 i CCL21 što je od značaja za njihovu 

migraciju u obližnja limfna tkiva, a samim tim i za uspešnost DĆ vakcina. S druge 

strane, u in vitro eksperimentima je pokazano da PGE2 ponekad dodatno smanjuje 

produkciju IL-12 od strane aktivisanih DĆ i da indukuje diferencijaciju Th2 i Treg-

limfocita, što potencijalno može da inhibira antitumorski odgovor (Scandella i sar., 

2002).  

Radi prevazilaženja nedostataka standardizovanog koktela maturacije na 

modulaciju sazrevanja DĆ u okviru razvoja različitih imunoterapijskih protokola, 

danas se njegov sastav modifikuje uvođenjem, pre svega, agonista PRR i drugih 

proinflamacijskih citokina. Na taj način se in vitro imitiraju uslovi pod kojima DĆ 

sazrevaju u organizmu u toku inflamacije. DĆ sazrele u prisustvu koktela koga 

sačinjavaju TNF-α, IL-1β, Poly(I:C), interferon (IFN)-α i IFN-γ snažnije produkuju 

IL-12p70 i jače stimulišu imunski odgovor CTL, u poređenju sa DĆ stimulisanim 

standardizovanim koktelom, a poseduju i sposobnost da migriraju u smeru CCR7 

liganada (Mailliard i sar., 2004). Nekoliko studija je pokazalo značaj vremenske i 

prostorne integracije maturacijskih signala radi postizanja sinergijskog efekta 

prilikom produkcije citokina ili indukcije Th imunskog odgovora od strane DĆ, a što 

bi moglo imati terapijski značaj. Produkcija IL-12p70 od strane DĆ je najsnažnija 

ukoliko se prvo stimulišu pomoću IFN-γ, potom istovremeno agonistima Tollu-

sličnog receptora 3 (eng. Toll-like receptor 3, TLR3) i TLR4 pa tek onda agonistima 

TLR8 (Napolitani i sar., 2005), i na kraju angažovanjem CD40L (Schulz i sar., 

2000). DĆ pacijenata obolelih od tuberkuloze indukuju snažan Th1 imunski odgovor 

ukoliko se istovremeno stimulišu agonistima TLR2 i TLR9 (Bafica i sar., 2005).  

Efekti standardizovanog maturacijskog koktela na funkciju LĆ još nisu 

ispitani. Do sada je pokazano da TGF-β inhibira sazrevanje MoLĆ samo u prisustvu 

nespecifičnih signala opasnosti poput lipopolisaharida (LPS), TNF-α ili IL-1β, ali da 

nema uticaja na njihovu stimulaciju pomoću CD40L (Geissmann i sar., 1999).  
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1.2. Ontogeneza i homeostaza Langerhansovih ćelija 

LĆ nastaju diferencijacijom progenitorskih ćelija koje vode poreklo od 

CD34
+
 hematopoetskih matičnih ćelija. Iako se ne zna sa sigurnošću kojoj razvojnoj 

liniji pripadaju ove prekursorske ćelije, činjenica da LĆ eksprimiraju CD8 molekul i 

da je za njihovu diferencijaciju neophodan transkripcioni faktor PU.1 a ne PelB, 

Ikaros i Notch-1, ukazuje na mogućnost mijeloidnog porekla (Romani i sar., 2003). 

Kao potencijalni direktni prekursor LĆ navodi se populacija 

CD4
+
CD1a

+
CD11c

jako+
BDCA-1

+
 DĆ prisutna u perifernoj krvi, koja ima sposobnost 

da endocituje dextran-FITC i eksprimira CD45RO molekul i mijeloidne markere kao 

što su CD13 i CD33 (Ito i sar., 1999, Sato i Fujita, 2007). Glavna zamerka ovom 

konceptu jeste da za normalan razvoj LĆ nije neophodno prisustvo Flt3L, 

najvažnijeg faktora za diferencijaciju kako zajedničkog progenitora, tako i 

usmerenih mijeloidnih i limfoidnih progenitora (Karsunky i sar., 2003, Merad i sar., 

2008).  

Prekursori LĆ koji počinju da migriraju u kožu tokom prenatalnog perioda 

uglavnom potiču iz jetre, dok uoči i nakon rođenja vode poreklo iz kostne srži. 

Diferencijacija ovih prekursora u LĆ okončava se prvih nedelja po rođenju 

(Geissmann i sar., 2010). Kongena transplantacija ćelija fetalne jetre novorođenim 

ili odraslim miševima nakon izlaganja letalnoj dozi radioaktivnog zračenja pokazala 

je nastanak ćelijskih himera u kostnoj srži, slezini i limfnim čvorovima već u toku 

prvih šest meseci, ali ovi hibridi nisu bili nađeni i u epidermisu. Slični rezultati su 

potvrđeni i u eksperimentima sa transplantacijom kostne srži, što sve navodi na 

zaključak da su LĆ već od prvog dana nakon rođenja potpuno samoobnavljajuća 

subpopulacija DĆ (Merad i sar., 2002). Rezultati istraživanja na humanoj koži fetusa 

pokazali su da su LĆ prekursori snažno proliferišuća CD45
+
 populacija leukocita 

koja u toku prvih šest meseci intrauterinog razvoja počinje da eksprimira markere 

HLA-DR, CD1c, Langerin i CD1a i stiče ATP-aznu aktivnost. Navedene promene u 

ćelijskom fenotipu su pozitivno korelirale sa porastom produkcije TGF-β i IL-10 u 

lokalnom miljeu fetalne kože i pretpostavlja se da imaju ulogu u blokiranju funkcije 

ovih ćelija (Schuster i sar., 2009). Geissmann i saradnici su analizom Ki-67 proteina 

u jedrima mišjih LĆ pokazali da se početni talas proliferacije LĆ koji je započeo 
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intrauterino nastavlja i nakon rođenja, dostižući vrhunac u toku prve nedelje kada se 

čak 60% ovih ćelija nalazi u mitozi, da bi nakon toga usledilo njegovo smanjenje, 

kada u adultnom periodu proliferiše samo 2-5% ćelija (Chorro i sar., 2009).  

Fenotip rezidentnih LĆ u koži ukazuje na snažnu antigen-prezentujuću 

funkciju i razvijene međućelijske kontakte (MHCII
+
CD1a

+
CD1c

+
CD1b

+
E-

kadherin
+
EpCAM

jako+
CD103

-
F4/80

+
CD205

+
CD207

+
). Osnovna razlika između LĆ i 

jedine druge ćelijske populacije u koži koja eksprimira Langerin, dermalnih DĆ, 

jeste u ekspresiji CD11b, EpCAM i CD103 molekula (Merad i sar., 2008) (Slika 1). 

LĆ epidermisa imaju izrazito dug životni vek i znatnu radiorezistentnost. 

Opisano je da donorske LĆ u humanom kožnom graftu mogu da opstanu i duže od 

četiri godine (Kanitakis i sar., 2004). LĆ se u uslovima homeostaze u organizmu 

obnavljaju deobom ćelija iz sopstvene populacije i ne zahtevaju prisustvo 

progenitorskih ćelija iz kostne srži ili dermisa. Potvrda ove tvrdnje se može naći u 

studiji Merada i saradnika koji su na himeričkim miševima proučavali vezivanje 

bromodeoksiuridina (BrdU) od strane LĆ. BrdU je ubrizgan letalno ozračenim 

Slika 1. Fenotip antigen-prezentujućih ćelija u zdravoj koži 
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miševima nakon uspostavljanja himeričkog statusa (posle transplantacije kostne 

srži), tj. kada je dominantan broj ćelija u krvi, kostnoj srži i slezini stekao osobine 

donora. LĆ iz kože ovih miševa se genetski nisu razlikovale od LĆ 

netransplantiranih jedinki i pokazivale su isti intenzitet proliferacije (Merad i sar., 

2002). LĆ respiratornog, gastrointestinalnog i genitalnog epitela imaju kraći životni 

vek i u homeostatskim uslovima se nadoknađuju iz populacije cirkulišućih 

prekursora. Opisana razlika između epidermalnih i ostalih LĆ može biti posledica 

veće sličnosti ovih potonjih sa dermalnim Langerin
+
 DĆ (Holt i sar., 1994, Iijima i 

sar., 2007).  

LĆ se nakon znatnijih oštećenja tkiva nadoknađuju iz cirkulišućih 

prekursora, pre svega monocita. Merad i saradnici su na mišjem modelu pokazali da 

se repopulacija kože LĆ posle UV zračenja odigrava na račun monocita 

mehanizmom zavisnim od CCR2 i da je direktno proporcionalna intenzitetu i dužini 

izlaganja kože UV zračenju (Merad i sar., 2002). Novije studije su definisale 

direktne in vivo prekursore LĆ kao Gr-1
jako+

CSF-1R
+
 monocite (Ginhoux i sar., 

2006), ali i kao CD16
+
 monocite (Imhof i Aurrand-Lions, 2004). 

Na modelu repopulacije mišjeg epidermisa nakon izlaganja difteričnom 

toksinu (Romani i sar., 2010) ili UV-C zračenju (Merad i sar., 2002) pokazano je da 

se obnavljanje populacije LĆ odvija u dve faze (Sere i sar., 2012). LĆ se u prvoj fazi 

repopulacije, koja započinje u toku prve nedelje po nastanku traume, brzo 

nadoknađuju od Gr
+ 
monocita iz cirkulišuće krvi. Druga faza repopulacije nastupa 

tek nakon mesec dana po oštećenju epidermisa i traje barem tri meseca. Ćelije koje 

učestvuju u ovoj fazi su uglavnom kratkoživeći prekursori LĆ 

(CD11b
jako+

EpCAM
slabo+

CD205
slabo+

MHCII
+
Langerin

-
) koji se u lokalnoj 

mikrosredini postepeno transformišu u konvencionalne, dugoživeće LĆ. Iako ove 

prekursorne ćelije eksprimiraju LysM molekul, što je karakteristično za ćelije koje 

pripadaju mijelo-monocitnoj lozi, nije potpuno jasno da li su one poreklom iz 

cirkulišuće krvi ili pripadaju populaciji rezidentnih prekursora LĆ iz dermisa. 
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1.3. Prepoznavanje molekulskih obrazaca patogena od strane 

Langerhansovih ćelija 

Tkivne DĆ su fenotipski i funkcionalno nezrele ćelije sa izraženim svojstvom 

prepoznavanja, internalizacije i proteolitičke obrade antigena. Poseduju visoko 

konzerviran sistem za prepoznavanje zajedničkih molekulskih struktura 

karakterističnih za patogene (eng. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP) 

ili oštećena tkiva (eng. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP) koje se 

pojavljuju/oslobađaju u toku različitih patoloških procesa u organizmu  (Merad i 

Manz, 2009). Ovaj receptorski sistem sastoji se od više klasa membranskih i 

citosolnih receptora za prepoznavanje PRR među kojima su najviše proučavani TLR 

i receptori koji pripadaju tipu C-lektina (CLR). Vezivanje PRR na DĆ za PAMP ili 

DAMP praćeno je internalizacijom i obradom ovih struktura, nakon čega njihovi 

peptidi bivaju predstavljeni T-limfocitima u sklopu MHC molekula, odnosno dovodi 

do pokretanja unutarćelijskih signala koji će povećati transkripciju gena uključenih u 

regulaciju inflamacijskih procesa. U spomenute genske produkte spadaju 

proinflamacijski citokini (TNF-α, IL-1β, IL-6), interferoni I klase (IFN-α, IFN-β), 

hemokini, antimikrobne supstance, i proteini koji moduliraju aktivnost PRR. Osim 

prisustva patogena, za lokalnu aktivaciju DĆ je neophodan i proinflamacijski 

citokinski milje u kome dominira IFN-γ, a koji obezbeđuju ćelije urođene imunosti 

kao što su aktivirani tkivni makrofagi, urođene ubilačke (NK) ćelije i neutrofili, 

privučene u tkivo iz cirkulacije pod uticajem patogena (Akira, 2006, Takeuchi i 

Akira, 2010). Uspostavljanje kontakta između DĆ i patogena u proinflamacijskom 

okruženju, ključni je događaj kojim se povezuju urođena i stečena imunost što će za 

posledicu imati eradikaciju patogena i nastanak imunološke memorije.  

Koža i sluzokože čine imunološku barijeru prema spoljašnjoj sredini, zbog 

čega predstavljaju puteve ulaska većine patogena u organizam. Zahvaljujući tome 

što su od svih APĆ smeštene najpovršnije u ovim tkivima, LĆ prve dolaze u kontakt 

sa patogenima (Merad i sar., 2008). Pored toga, spomenuta tkiva su naseljena i 

komensalnim mikroorganizmima pa je neophodno da u njima postoji stroga kontrola 

između tolerogenosti i imunosti kako bi se očuvala homeostaza, budući da PRR ne 

razlikuju patogene od nepatogenih mikroorganizama. U prilog prethodnom govore 
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rezultati eksperimentalnih studija u kojima su LĆ poreklom iz kože (Flacher i sar., 

2006) ili dobijene od monocitnih prekursora (Takeuchi i sar., 2003) stimulisane 

peptidoglikanima (PGN), PAMP-ovima karakterističnim za ćelijski zid Gram 

pozitivnih bakterija koje su agonisti TLR2/TLR6 (van Bergenhenegouwen i sar., 

2013). Ove LĆ su osim povećane ekspresije markera maturacije, CD83, CD80 i 

CD86, snažnije sekretovale IL-10. Uspostavljanje imunske tolerancije na Gram-

pozitivne komensalne bakterije na koži je dovedeno u vezu sa smanjenjem 

sposobnosti LĆ da indukuju Th1 imunski odgovor nakon stimulacije PGN, kao 

posledica snažnijeg autokrinog uticaja IL-10 (Re i Strominger, 2004). Navedena 

pretpostavka je u saglasnosti sa rezultatima studije koja je pokazala da TLR2
-/-

 

miševi, za razliku od divljih sojeva, mogu spontano da razvi ju sistemske oblike 

infekcije Staphylococcusom aureusom (Takeuchi i sar., 2000).  

Ex vivo LĆ izolovane iz kože ne prepoznaju PAMP-ove poreklom od Gram 

negativnih bakterija i nekih virusa poput LPS, jednolančane RNK i oligonukleotida 

sa CpG motivima, budući da ne eksprimiraju TLR4, TLR7/8 i TLR9 (Flacher i sar., 

2006). S druge strane, in vivo eksperiment je pokazao da mišje LĆ nakon 

intradermalnog ubrizgavanja imiquimoda i DNK sa nemetilovanim CpG 

dinukleotidima, agonista TLR7 i TLR9, stiču fenotipsku zrelost i sposobnost 

migracije u obližnje limfne čvorove (Ban i sar., 2000, Suzuki i sar., 2000). 

Objašnjenje za ove naizgled suprotstavljene nalaze bi trebalo potražiti u sastavu 

lokalnog proinflamacijskog miljea za koji je u in vitro eksperimentima pokazano da 

ga produkuju keratinociti, fibroblasti, makrofagi ili dermalne DĆ nakon stimulacije 

spomenutim agonistima (Berthier-Vergnes i sar., 2005, Flacher i sar., 2006). Izneti 

primeri ukazuju na to da pored direktnog kontakta sa antigenom, LĆ mogu biti 

aktivirane i indirektno putem proinflamacijskih medijatora koje sekretuju ćelije iz 

okolnog tkiva u odgovoru na antigene.  

Polazeći od činjenice da PRR na DĆ omogućuju prepoznavanje stranih, a ne 

sopstvenih neizmenjenih struktura, kao i da su koža i sluzokože u stalnom kontaktu 

sa virusima i gljivicama, pokretanje protektivnog imunskog odgovora posredstvom 

TLR3 i Langerina eksprimiranih na LĆ je od ključne važnosti za održavanje 

homeostaze na nivou imunološke barijere organizma. 
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1.3.1. Ligacija TLR3 

TLR3 pripada grupi PRR koji prepoznaju dvolančanu virusnu (ds)RNK 

unutar endozomalnih vezikula APĆ. Genetski materijal virusa prisutan unutar APĆ 

vodi poreklo od njihovih fagozoma ili internalizovanih apoptotskih telašaca 

inficiranih virusima (Jin i Lee, 2008). Ovaj materijal se po okončanju proteolitičke 

obrade uključuje u citoplazmatski ili endocitozni put prezentacije antigena T -

limfocitima. Tačan mehanizam kojim će očuvani molekul dsRNK, a ne imunogeni 

fragmenti nastali njegovom enzimskom razgradnjom, dospeti do organela u kojima 

se nalaze TLR3 još uvek nije dovoljno razjašnjen. Poznato je da MoDĆ internalizuju 

dsRNK mehanizmom endocitoze posredovane klatrinom (Johnsen i sar., 2006), kao i 

da su TLR3 u MoDĆ smešteni isključivo intracelularno, unutar organela koje samo 

strukturno podsećaju na kasne endozome budući da u njima nije pokazana 

kolokalizacija ovih receptora sa MHC molekulima II klase (Matsumoto i sar., 2003). 

Jedna od teorija koja bi mogla da objasni ulazak intaktne dsRNK u ćeliju zasnovana 

je na hemijskoj sličnosti TLR3 i CD14 molekula (Choe i sar., 2005) i njihovoj 

kolokalizaciji unutar vezikula poreklom od endoplazmatskog retikuluma i Goldž i 

kompleksa (Lee i sar., 2006). Kako je CD14 molekul, za razliku od TLR3, 

lokalizovan na površini ćelije, moguće je da upravo ovaj molekul ima funkciju da 

transportuje dsRNA i njene analoge do TLR3 gde će oni potom pokrenuti adekvatnu 

signalizaciju (Lee i sar., 2006). 

TLR3 su transmembranski proteini koji se sastoje od ekstracitoplazmatskog, 

receptorskog dela bogatog sekvencama leucina koje se ponavljaju, 

transmembranskog dela i citoplazmatskog, signalnog regiona koji sadrži 

toll/interleukin-1 receptorski (TIR) domen (Jin i Lee, 2008). Ex vivo LĆ poreklom iz 

kože slabije eksprimiraju TLR3 od BDCA1
+
 mijeloidnih DĆ, ali mnogo snažnije od 

BDCA4
+
 plazmacitoidnih DĆ (Kadowaki i sar., 2001). Ovi receptori regrutuju 

adaptorske molekule koji poseduju TIR domen i indukuju IFN-β (eng. TIR domain-

containing adaptor inducing IFN-β, TRIF), a oni, potom, posredstvom drugih 

adaptorskih i signalnih molekula, konačno aktiviraju tri ključne grupe 

transkripcionih faktora, faktora koji regulišu interferone (eng. Interferon Regulation 

Factors, IRF), nuklearnog faktora kapa B (NF-κB) i protein kinaze aktivirane 
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mitogenom (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) od kojih zavisi 

maturacija DĆ i njihova sposobnost da produkuju IFN tipa I i proinflamacijske 

citokine (Gauzzi i sar., 2010). Produkcija IFN-β i ekspresija markera maturacije 

(HLA-DR, CD40, CD86 i CD80) direktno su uslovljene aktivnošću NF-κB 

(Rescigno i sar., 1998, Yang i sar., 2003), dok je IRF3 odgovoran za sekreciju p35 

subjedinice IL-12 (IL-12p35) (Goriely i sar., 2006).  

Poliinozinska:policitidilinska kiselina (eng. Polyinosinic:polycytidylic acid, 

Poly(I:C)) je najčešće proučavani sintetski analog virusne dsRNK za koga je 

pokazano da dovodi do snažne maturacije nezrelih MoDĆ (povećava ekspresiju 

CD83, HLA-DR i CD86, i smanjuje pinocitozu) nakon čega ove ćelije imaju 

sposobnost da indukuju proliferaciju T-limfocita u mešanoj kulturi leukocita, 

odnosno da usmere polarizaciju CD4
+
 T-limfocita u Th1 smeru (snažnije produkuju 

IL-12, a slabije IL-10, u poređenju sa nestimulisanim ćelijama) i da pokrenu 

citotoksičan odgovor CD8
+
 T-limfocita (Cella i sar., 1999, Verdijk i sar., 1999). 

MoDĆ pretretirane Poly(I:C) su nakon aktivacije CD40 molekula pokazale osobinu 

preusmeravanja Th1 imunskog odgovora u pravcu Th17 (Dragicevic i sar., 2011). 

Jačina odgovora mijeloidnih DĆ na Poly(I:C) je u direktnoj korelaciji sa nivoom 

ekspresije TLR3 receptora (Kadowaki i sar., 2001). Produkcija IL-12 od strane 

MoDĆ stimulisanih Poly(I:C) posledica je aktivacije p38 MAPK  signalnog puta u 

prisustvu IFN tipa I (Bohnenkamp i sar., 2007). 

MoDĆ stimulisane Poly(I:C) povećavaju ekspresiju MHC molekula II klase 

tako što inhibiraju njihovu degradaciju posredstvom MARCH-1 ligaze (Walseng i 

sar., 2010). Skorašnji eksperimenti na mišjim peritonealnim makrofagima ukazali su 

na interakciju MHC molekula II klase i TLR3 na nivou signalnih puteva. Signalni 

kompleks MHC II - CD40 u endozomima MoDĆ aktivira Btk tirozin kinazu koja 

direktno povećava aktivnost TRIF-zavisnog signalnog puta preko koga Poly(I:C) 

reguliše sintezu proinflamacijskih citokina i IFN tipa I (Liu i sar., 2011). 

Fenotipske i funkcionalne posledice stimulacije humanih LĆ sa Poly(I:C) su 

dosad ispitivane na ex vivo LĆ poreklom iz kožnih režnjeva, kao i na LĆ poreklom 

od CD34
+ 
stem ćelija iz krvi pupčanika in vitro. Za sada nema objavljenih rezultata 

o uticaju Poly(I:C) na LĆ dobijene in vitro od humanih monocita periferne krvi. 
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LĆ, izolovane enzimskom digestijom iz kože, su nakon stimulacije sa 

Poly(I:C) duže preživljavale, povećale ekspresiju kostimulacijskih molekula (CD40, 

CD80 i CD86), stekle snažniji potencijal alostimulacije i imale snažniju sposobnost 

da indukuju Th1 imunski odgovor, u poređenju sa nestimulisanim LĆ (Furio i sar., 

2010). Iako se u supernatantu ove kulture LĆ nije detektovala produkcija IFN tipa I, 

inhibicija spomenutih efekata nakon blokade endocitoznog transporta upotrebom 

bafilomicina, ukazala je na to da se oni odigravaju posredstvom TLR3. LĆ su nakon 

stimulacije Poly(I:C) imale sposobnost da indukuju Th1 imunski odgovor premda 

nisu sekretovale p70 subjedinicu IL-12 (IL-12p70). Dodavanje blokirajućih antitela 

usmerenih protiv p40 subjedinice IL-12 (IL-12p40) u kulture ovih LĆ nije promenila 

njihovu sposobnost indukcije Th1 imunskog odgovora, što upućuje na postojanje 

nekog nepoznatog humoralnog ili kontaktnog faktora koji u ovom sistemu, slično 

IL-12p70, usmerava imunski odgovor u Th1 smeru. CD4
+
Th1 limfociti indukovani 

od strane LĆ stimulisanih Poly(I:C) su istovremeno produkovali IFN-γ i IL-10 

(Furio i sar., 2010). Limfociti sa ovakvim profilom produkcije citokina sprečavali su 

prekomerna oštećenja zdravog tkiva in vivo u toku antimikrobnog i antivirusnog 

dejstva IFN-γ (Jankovic i sar., 2007). 

Metodološki sličan eksperiment je potvrdio sve prethodno opisane fenotipske 

nalaze, a dodatno je pokazao da su ex vivo LĆ izolovane iz kože nakon stimulacije 

Poly(I:C) povećale ekspresiju DC-LAMP molekula, kao i produkciju TNF-α i IL-6, 

u poređenju sa nestimulisanim ćelijama (Flacher i sar., 2006).  

Eksperimenti u kojima je analiziran uticaj Poly(I:C) na LĆ dobijenim in vitro 

od CD34
+
 stem ćelija pokazuju kontradiktorne rezultate, počevši od potpunog 

izostanka efekta ovog TLR agonista zbog neispoljavanja TLR3 na LĆ (Rozis i sar., 

2008), pa sve do snažnije produkcije IL-12p40 i slabije produkcije TNF-α, CCL5 i 

CXCL10 od strane LĆ u poređenju sa MoDĆ (Renn i sar., 2006).  

Studija Renn-a i saradnika pokazuje da su LĆ nakon stimulacije Poly(I:C) 

snažnije sekretovale CXCL9 i CXCL11, u poređenju sa MoDĆ (Renn i sar., 2006). 

LĆ su, za razliku od MoDĆ, produkovale ove hemokine i nakon direktnog izlaganja 

virusima, što je potvrđeno na preparatima epidermisa inficiranog virusima 

vezikularnog stomatitisa (VSV) na kojima su molekuli CXCL9 i CXCL11 
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kolokalizovali sa CD1a molekulima ispoljenim na LĆ. Preinkubacija kulture 

fibroblasta sa supernatantom iz kulture Poly(I:C)-stimulisanih LĆ, značajno je 

smanjila infekciju ovih ćelija sa VSV, u odnosu na kontrolne, netretirane fibroblaste. 

S druge strane, spomenuti supernatant je imao slabiji citoprotektivni efekat na 

inficirane fibroblaste nakon što su u kulturu Poly(I:C)-stimulisanih LĆ dodata 

blokirajuća antitela usmerena protiv IFN-α/β receptora (Renn i sar., 2006). Od ranije 

je poznato da CXCL9 i CXCL11 imaju, slično defenzinima, zaštitnu ulogu u 

očuvanju integriteta imunoloških barijera u organizmu  (Cole i sar., 2001). Ovi 

hemokini takođe privlače CD4
+
 Th1 limfocite i CTL koji eksprimiraju CXCR3 

receptor i produkuju IFN-γ u inficirano područje (Colvin i sar., 2004, Farber, 1997). 

Produkcija spomenutih hemokina je indukovana u prisustvu IFN tipa I (Conzelmann, 

2005). 

1.3.2. Ligacija dectin-1/Langerin receptora 

DĆ prepoznaju ugljenohidratne komponente (manozu, fukozu i β-glikan) u 

sastavu ćelijskog zida bakterija i gljivica pomoću DC-SIGN i dectin-1 receptora 

(Figdor i sar., 2002, Brown i sar., 2003, Taylor i sar., 2002). Izuzetak od ovog 

pravila predstavljaju LĆ, koje za razliku od drugih subpopulacija DĆ, interakciju sa 

ovim strukturama ostvaruju posredstvom Langerina (CD207). 

Nezrele CD1a
+
 LĆ izolovane iz humanog epidermisa su pokazale visoku 

ekspresiju Langerina, niske nivoe dectin-1 i nisu ispoljile DC-SIGN receptor. 

Dodavanje blokirajućih anti-dectin-1 antitela nije uticalo na vezivanje β-glikana 

curdlana za LĆ u ovim kulturama, dok je prisustvo manoze ili blokirajućih anti-

Langerin antitela, primenjenih pojedinačno ili u kombinaciji sa anti-dectin-1 

antitelima, značajno inhibiralo njegovo vezivanje (de Jong i sar., 2010b). Aktivacija 

CD40 molekula na MoLĆ, slično signalu koji DĆ dobijaju in vivo od aktivisanih T-

limfocita u limfnom čvoru, dovela je do nishodne regulacije Langerina i Birbekovih 

granula, i istovremeno povećala ekspresiju HLA-DR i CD86 molekula (Valladeau i 

sar., 1999). Razlog za prisustvo Langerin
+
 DĆ u limfnim čvorovima koji dreniraju 

hronično inflamirano područje kože mogao bi biti posledica razdvajanja procesa 

maturacije i migracije pod uticajem proinflamacijskih signala, poput TNF-α, koji 
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povećavaju ekspresiju Langerina na MoLĆ u sredini bogatoj TGF-β (Geissmann i 

sar., 2002).  

Langerin, zajedno sa DC-SIGN i dectin-1 molekulom, pripada grupi Ca
2+ 

- 

zavisnih lektinskih receptora II tipa, sastavljenih od jednog ekstraćelijskog domena 

na C-terminalnom kraju molekula (CRD) koji služi za prepoznavanje manoznih 

struktura u ćelijskom zidu bakterija i gljivica, transmembranskog fiksirajućeg 

segmenta i unutarćelijskog dela, bogatog ponavljajućim sekvencama prolima na N-

terminalnom kraju preko koga se ostvaruje signalizacija (Valladeau i sar., 2000). Da 

bi Langerin mogao da veže oligosaharidne strukture veće od manoze neophodna je 

aglomeracija CRD segmenata tri susedna molekula Langerina (Valladeau i sar., 

2003). Vezivanje glikoproteinskog ili glikolipidnog liganda za Langerin dovodi do 

interakcije prolinskih rezidua na njegovom N-terminalnom kraju sa src homolognim 

3 domenom (eng. src homology 3 domain, SH3) adaptorskih proteina kao što su 

superfamilija Ras proteina, GTP-zavisni dinamin i aktin-vezujući protein koji su 

uključeni u pokrete citoskeleta i unutarćelijskih vezikula (Kay i sar., 2000, 

Valladeau i sar., 2000). Jedina, do sada, poznata posledica aktivacije ovih proteina 

jeste višestruko presavijanje ćelijske membrane koje vodi nastanku specifičnih, 

elektronskom mikroskopijom vidljivih, vezikula - Birbekovih granula (Valladeau i 

sar., 2000, Geijtenbeek i Gringhuis, 2009). Budući da internalizovani kompleks 

Langerin-glikoproteinski ligand u Birbekovim granulama ne kolokalizuje sa HLA-

DR niti sa molekulima iz LAMP familije, pretpostavlja se da bi ove strukture mogle 

da imaju ulogu u alternativnom načinu prezentacije peptidnih antigena različitom od 

egzogenog i citosolnog puta. Birbekove granule bi u tom slučaju štitile ingestirane 

antigene od enzimske degradacije sve dok nezrele LĆ ne bi dobile adekvatne 

aktivacione signale za maturaciju i migraciju. Smanjenje ekspresije Langerina pod 

uticajem ovih signala moglo bi da pokrene obradu antigena u Birbekovim granulama 

koji bi nakon toga bili prezentovani T-limfocitima na neki od dva klasična načina 

(Valladeau i sar., 2003). Pokazana kolokalizacija Langerina i CD1a molekula u 

Birbekovim granulama ukazuje na ulogu LĆ i u prezentaciji glikolipidnih antigena 

T-limfocitima (Hunger i sar., 2004, Valladeau i sar., 2000). Osim što LĆ 

posredstvom CD4 i CXCR4 molekula predstavljaju početnu metu za virus HIV i 

glavni izvor infekcije memorijskih CD4
+
 T-limfocita (Sugaya i sar., 2004), ove 
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ćelije mogu da imaju i protektivnu ulogu ukoliko se HIV-1 virion veže za Langerin, 

budući da nakon toga biva razgrađen u Birbekovim granulama (de Witte i sar., 

2007). 

Imunske posledice prepoznavanja β-glikana su uslovljene građom njegovog 

molekula, vrstom aktiviranog receptora kao i poreklom aktivirane ćelije. Molekuli β -

glikana su polisaharidi izgrađeni od nepravilno razgranatog osovinskog lanca D -

glikoznih monomera povezanih β-(1, 3) i β-(1, 6) glikozidnim vezama. Dosadašnje 

studije su pokazale da je za imunomodulacijsku aktivnost β-glikana potreban očuvan 

osovinski lanac, dok se o uticaju tipa i frekvencije grananja, odnosno fizičko -

hemijskih karakteristika samog molekula i okolne sredine na njihovu efikasnost,  još 

uvek ne zna dovoljno. Neki od najčešćih izvora β-(1, 3) glikana koji se koriste u 

eksperimentalne svrhe jesu kvasnice (Saccharomyces cerevisiae) i bakterije (curdlan 

izolovan iz Alcaligenes faecalis) (Goodridge i sar., 2009, McIntosh i sar., 2005). 

U in vitro eksperimentima na humanim MoDĆ je pokazano da curdlan putem 

dectin-1 receptora dovodi do fenotipskog sazrevanja ovih ćelija što je praćeno 

povećanjem ekspresije HLA-DR, CD86, CD40 i CD83 molekula, nakon čega su 

MoDĆ i pored niske produkcije IL-12p70 i IL-23, stekle sposobnost da indukuju 

Th1 i Th17 imunski odgovor (Dragicevic i sar., 2012). Do sada nije bilo objavljenih 

podataka o efektima koje curdlan preko Langerina ima na modulaciju funkcije LĆ, 

kako onih izolovanih ex vivo, tako ni MoLĆ. 

1.4. Migracijske karakteristike Langerhansovih ćelija 

Nakon izlaganja LĆ sopstvenim ili stranim antigenima dolazi do slabljenja 

njihovih međućelijskih veza sa okolnim keratinocitima zbog čega one poč inju da 

migriraju iz epidermisa. Od ispitivanih citokina prisutnih u lokalnoj mikrosredini 

najvažniju ulogu u započinjanju njihove migracije imaju IL-1β i TNF-α. LĆ 

sekretuju IL-1β pomoću koga indukuju produkciju TNF-α od strane keratinocita. 

Pod zajedničkim uticajem TNF-α i autokrinog dejstva IL-1β, na LĆ se smanjuje 

ekspresija E-kadherina i CCR6 molekula zbog čega su one slabije osetljive na 

CCL20 hemokin (MIP3α) kojeg produkuju okolni keratinociti, a samim tim i slabije 
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međusobno povezane (Randolph i sar., 2005). Pokazano je, takođe, da TNF-α putem 

preuređenja aktinskog dela citoskeleta DĆ, koje obuhvata depolimerizaciju F-aktina 

i inhibiciju sinteze adaptornog proteina vinkulina, povećava pokretljivost DĆ nakon 

slabljenja fokalnih adhezivnih plakova između aktinskih i integrinskih molekula 

(Winzler i sar., 1997). Sa povećanjem ekspresije molekula integrina na LĆ, pre 

svega α6β1, migracija ovih ćelija se usmerava prema bazalnoj membrani bogatoj 

lamininom (Villablanca i sar., 2008, Randolph i sar., 2005).  

LĆ započinju epidermo-dermalnu migraciju nakon povećanja ekspresije 

CXCR4 receptora pod uticajem proinflamacijskog miljea u epidermisu. Njih u 

dermis privlači povećana sinteza CXCL12 od strane dermalnih fibroblasta pod 

uplivom TNF-α (Villablanca i Mora, 2008, Ouwehand i sar., 2008). Sličan način 

prelaska DĆ u subepitelno vezivno tkivo posredovan hemokinskim receptorom i 

njegovim ligandom pokazan je i na LĆ u bronhijalnom epitelu gde se ova migracija 

odigrava putem CCR5-CCL5 (RANTES) molekula (Grayson i sar., 2007). 

Ekspresija LFA-1 na kožnim DĆ omogućuje njihov dalji prelaz iz dermisa u obližnje 

limfne čvorove preko endotelnih ćelija aferentnih limfatičnih sudova, koje 

ispoljavaju ICAM-1 (CD54) (Randolph i sar., 2005). 

Ipak, smatra se da je zapravo CCR7 ključni molekul koji je odgovoran za 

migraciju DĆ prema T-zavisnim zonama drenirajućih limfnih čvorova u tkivima 

poput kože, pluća i creva, koja se nalaze u stalnom kontaktu sa spoljašnjom 

sredinom. Eksperimenti na CCR7
-/-

 miševima i eksplantima humane kože pokazuju 

da u ovom procesu ključnu ulogu imaju hemokini, CCL19 i CCL21, koje produkuju 

endotelne ćelije u limfnim sudovima i regionalnim limfnim čvorovima (Ohl i sar., 

2004).  

Ono što je LĆ izdvojilo u odnosu na druge DĆ subpopulacije, kada je u 

pitanju migracija u limfno tkivo, jeste pretpostavljeni model „dvofaznog“ napuštanja 

epidermisa koji se poklapa sa povećanjem ekspresije CXCR4 i CCR7 (Villablanca i 

Mora, 2008). Eksperimenti sa kontaktnim alergenima u koži su pokazali da se 

povećanje ekspresije CXCR4 receptora odigralo tokom 24h nakon izlaganja ovim 

supstancama, dok je CCR7 dostigao maksimum ekspresije oko 48h kasnije. Uočena 

razlika u vremenu ispoljavanja pomenutih markera omogućila bi LĆ dodatnu 
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integraciju signala opasnosti kao i potencijalno prenošenje antigena rezidentnim, 

dermalnim DĆ na dalju obradu (Ouwehand i sar., 2008). Jedan od pomenutih signala 

je i PGE2 za koji je odranije poznato da ne samo što ima snažno dejstvo na 

povećanje ekspresije CCR7 molekula na DĆ putem EP2 i EP4 receptora, već da u 

transwell sistemu (u kome je onemogućena direktna međućelijska komunikacija, a 

omogućen prolaz solubilnih medijatora) povećava i intenzitet migracije MoDĆ 

(Scandella i sar., 2002).  

Fenotipska i funkcionalna analiza LĆ u limfnim čvorovima zdrave i 

inflamirane humane i mišje kože je pokazala da sposobnost ovih ćelija da migriraju 

nije isključivo povezana sa njihovom zrelošću (Geissmann i sar., 2002, Stoitzner i 

sar., 2005). U limfnim čvorovima zdrave kože među LĆ dominiraju one koje po 

svojim osobinama podsećaju na rezidentne LĆ nešto zrelijeg fenotipa („poluzrele 

LĆ“) dok su u limfnim čvorovima inflamirane kože uglavnom prisutne zrele LĆ. 

Unutar poluzrelih LĆ koje su spontano migrirale ka obližnjim limfnim čvorovima u 

odsustvu inflamacije dokazano je prisustvo obrađenih tkivnih antigena (Hemmi i 

sar., 2001, Huang i sar., 2000), što uz snažnu ekspresiju HLA-DR, CD40, CD86 i 

CD80 molekula na ovim ćelijama (Geissmann i sar., 1998, Lutz i Schuler, 2002), 

kao i slabu sposobnost produkcije IL-12 i niza drugih proinflamacijskih citokina 

(Lutz i Schuler, 2002, Menges i sar., 2002) ukazuje na njihov potencijal indukcije 

Treg u limfnom čvoru in vivo. Za razliku od poluzrelih LĆ, zrele LĆ su nakon 

uspostavljanja kontakta sa T-limfocitima putem CD40:CD40L interakcije dodatno 

povećale ekspresiju kostimulacijskih molekula i proinflamacijskih citokina do nivoa 

koji pokreće uspostavljanje stečenog imunskog odgovora (Slika 2). 
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U in vitro eksperimentalnom modelu je pokazano da je TGF-β smanjio 

fenotipsko i funkcionalno sazrevanje MoLĆ u prisustvu TNF-α tako što je snizio 

ekspresiju TNFRI, ali i da nije imao uticaja na ekspresiju CCR7 niti na njihovo 

sazrevanje pod uticajem CD40L (Geissmann i sar., 1999). Ovakav efekat TGF-β bi 

trebalo da spreči svaku nekontrolisanu maturaciju LĆ u uslovima homeostaze pod 

uticajem nespecifičnih proinflamacijskih signala prisutnih u epitelima, budući da je 

TGF-β prisutan u visokoj koncentraciji u intaktnoj koži i sluzokožama (Li i sar., 

2006).  

PAMP, DAMP, proinflamacijski citokini, CD40L 

Komensalni mikroorganizmi,  
sopstvene apoptotske ćelije 

           Nezrele LĆ 
rezidentne u epidermisu  

           Poluzrele LĆ 
       tkivna homeostaza 

         Zrele LĆ 
       oštećenje tkiva 

s.c. injekcija  
pro-maturacijskih faktora 

Anergija     CD4
+
 IL-10

+
 Treg                  Imunski odgovor 

Ekspanzija Treg? 

                                Migracijske 
              E-kadherin↓, CCR6↓, α6 integrini↓,  
                   CCR7↑, CXCR4↑, LFA-1↑ 

 Modifikovano prema Lutz, B i Schuler G.; Trends Immunol 2002, 23(9),445-449 

Slika 2. Uticaj maturacijskog statusa LĆ na indukciju tolerogenosti i imunosti 
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1.5. Sposobnost antigenske prezentacije i pokretanje stečenog 

imunskog odgovora od strane Langerhansovih ćelija 

1.5.1. Antigenska prezentacija CD4
+
 T-limfocitima 

Dendritske ćelije, B-limfociti i monociti/makrofagi pripadaju tzv. 

profesionalnim APĆ koje eksprimiraju peptide nastale degradacijom 

ekstracelularnih antigena u sklopu MHC molekula II klase radi prezentacije antigen-

specifičnim CD4
+
 T-limfocitima. Kada T-ćelijski receptor na naivnom, CD4

+
 T-

limfocitu (Th0) prepozna kompleks peptid / MHC molekul II klase, uspostavlja se 

imunološka sinapsa između ovih ćelija koja dovodi do aktivacije i proliferacije 

limfocita. U zavisnosti od porekla prezentovanog peptida, karakteristika interakcije 

između kostimulacijskih molekula u sastavu imunološke sinapse i produkcije 

polarizacijskih citokina od strane APĆ, dolazi do diferencijacije aktivisanih, naivnih 

CD4
+
 T-limfocita u različite efektorske podtipove limfocita (Th1, Th2, Th17 i Treg) 

i do aktivacije već uspostavljenih memorijskih limfocita, kako bi se organizam 

oslobodio od uzročnika infekcije na što adekvatniji način (Banchereau i Steinman, 

1998, Banchereau i sar., 2000). 

LĆ snažnije stimulišu proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u poređenju sa 

CD14
+
 DĆ, nezavisno od toga da li su dobijene in vitro od CD34

+
 progenitorskih 

ćelija iz pupčane vrpce ili su izolovane nakon enzimske digestije iz kožnog 

eksplantata. Iako su ove LĆ značajno indukovale sekreciju IL-2, IL-10 i IFN-γ u 

kokulturi sa naivnim alogenim CD4
+
 T-limfocitima, dominantna produkcija IL-4, 

IL-5 i IL-13 ukazuje da one ipak prevashodno usmeravaju imunski odgovor u Th2 

smeru (Klechevsky i sar., 2008). Snažniji alostimulacijski kapacitet LĆ poreklom iz 

kože u poređenju sa CD14
+
DĆ mogao je da bude posledica slabije ekspresije PDL-1 

(eng. Programmed Death Ligand-1) i jače ispoljenosti ICOS-L (eng. Inducible 

Costimulator Ligand) (Furio i sar., 2010). 

CCR7
+
 LĆ su jedina subpopulacija DĆ u koži koja je mogla da indukuje 

Th17 imunski odgovor u kontaktu sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima in vitro, 

zahvaljujući produkciji IL-15, IL-6 i TGF-β (Mathers i sar., 2009). Ove LĆ su, 
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takođe, pokazale sposobnost da indukuju i IL-22
+
 IL-17

-
 CD4

+
 T-limfocite, odnosno 

IL-22
+
 IFN-γ

+
 CD4

+
 T-limfocite, ali samo ukoliko nisu bile izolovane iz kožnih 

režnjeva pomoću enzimske digestije, već nakon spontane migracije, i ako u 

medijumu za kultivaciju nije bilo telećeg seruma (Fujita i sar., 2009). IL-22 

uglavnom produkuju CD4
+
 T-limfociti i NK ćelije u koži, crevima i plućima, gde on 

ispoljava protektivnu ulogu u očuvanju integriteta njihovih epitelnih barijera tako 

što stimuliše produkciju β-defensina od strane epitelnih ćelija i fibroblasta. Ovaj 

citokin je odgovoran i za podsticanje proliferacije keratinocita kod obolelih od 

atopijskog dermatitisa i psorijaze (Zheng i sar., 2008). Skorašnje studije su potvrdile 

da se populacija Th22 limfocita sastoji od memorijskih CD4
+
 T-limfocita usmerenih 

ka koži i sluzokožama, koji eksprimiraju CCR4, CCR6 i CCR10 receptore, i da su za 

njihovu indukciju neophodni IL-6 i TNF-α (Duhen i sar., 2009, Trifari i sar., 2009). 

Nedavno je pokazano da najveći deo populacije T-limfocita u koži odrasle 

osobe sačinjavaju memorijski T-limfociti (CD45RO
+
CLA

+
CCR4

+
) (Clark i sar., 

2006). Mnoge od ovih ćelija su zapravo rezidentne u koži, ne recirkulišu i imaju 

ulogu u uspostavljanju i održavanju lokalne imunosti (Clark i sar., 2012). Nakon in 

vitro kultivacije sa autolognim rezidentnim CD4
+ 

T-limfocitima, LĆ dobijene ex 

vivo iz kože su indukovale aktivaciju i proliferaciju samo subpopulacije memorijskih 

Treg (CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

−
). Dodatak toplotom inaktivisanih konidija 

Candide albicans u ovu kokulturu, doveo je do dozno-zavisne inhibicije proliferacije 

Treg, odnosno snažnije proliferacije memorijskih IFN-γ
+
 IL-17

+ 
CD4

+
 T-limfocita. 

Pokazani rezultati su ukazali na sposobnost kožnih LĆ da u odsustvu infekcije 

indukuju imunsku toleranciju na sopstvene antigene, kao i da u slučaju nastanka 

inflamacije pokrenu lokalni efektorski imunski odgovor koji ne uključuje migraciju 

u limfno tkivo (Seneschal i sar., 2012). 

Kožne LĆ su indukovale produkciju IFN-γ u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-

limfocitima nakon in vitro inkubacije sa virusima rubeole koji su bili inaktivisani 

UV zračenjem (van der Vlist i sar., 2011). Kako u ovoj studiji nije analiziran profil 

produkcije drugih Th-polarizacijskih citokina, nije bilo moguće zaključiti da li su 

ove LĆ zapravo sposobne da indukuju Th1 imunski odgovor. 
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1.5.2. Antigenska prezentacija CD8
+
 T-limfocitima 

Sve nukleisane ćelije eksprimiraju sopstvene peptide CD8
+
 T-limfocitima u 

kompleksu sa MHC molekulima I klase čime se održava tolerancija prema vlastitim 

antigenima. Kada se u kompleksu sa MHC molekulima I klase na površini fenotipski 

i funkcionalno zrele APĆ ispolje sopstveni izmenjeni ili strani peptidi, nakon 

kontakta sa CD8
+
 T-limfocitima pokrenuće se odgovor posredovan CTL. Unakrsna 

prezentacija predstavlja sposobnost APĆ da putem MHC molekula I klase predstave 

CD8
+
 T-limfocitima peptide poreklom od ekstraćelijskih antigena. (Banchereau i 

sar., 2000, Joffre i sar., 2012).  

Igyarto i saradnici su sva istraživanja u vezi sa sposobnošću LĆ da 

prezentuju antigene CD8
+
 T-limfocitima podelili u 3 osnovne grupe. Prva grupa 

studija urađena je na in vitro dobijenim ili ex vivo izolovanim LĆ, koje su nakon 

izlaganja antigenima bile kokultivisane sa transgenim CD8
+ 

T-limfocitima. Druga 

grupa studija obuhvatila je eksperimente sa LĆ koje su in vivo bile izložene 

antigenu, a nakon ex vivo izolacije su bile kokultivisane sa CD8
+
 T-limfocitima. 

Treća grupa studija pokazala je uticaj koji su LĆ, nakon in vivo izlaganja antigenu, 

imale na CD8
+
 T-limfocite, takođe in vivo. Prve dve grupe studija su potvrdile 

sposobnost LĆ da unakrsno prezentuju antigene, dok treća grupa nije, što bi moglo 

biti posledica metodoloških poteškoća u njihovom izvođenju (Igyarto i Kaplan, 

2013). 

Humane CD1a
+
CD14

-
CD207

+
 LĆ dobijene in vitro od CD34

+
 progenitorskih 

ćelija poreklom iz pupčane vrpce ili izolovane enzimskom digestijom  iz kožnih 

eksplanata, pokazale su sposobnost da indukuju proliferaciju antigen specifičnih 

CD8
+
 T-limfocita, čija su citotoksičnost i sposobnost da produkuju IFN-γ, takođe, 

naknadno dokazane in vitro. Pre inkubacije sa CD8
+
 T-limfocitima, LĆ su 

inkubirane sa MART-1 i gp100 proteinima, specifičnim za melanom. Sposobnost 

unakrsne prezentacije ovih LĆ je bila izraženija u poređenju sa CD1
-
CD14

+
CD207

-
 

dermalnim DĆ (Klechevsky i sar., 2008). Navedena osobina kožnih LĆ je pokazana 

i u metodološki sličnom eksperimentu na miševima gde je kao antigen korišćen 

ovalbuminski peptid primenjen epikutano (Stoitzner i sar., 2006). 



Ivan Rajković         Uvod 

 25 

Neke od skorašnjih studija su dovele u sumnju sposobnost LĆ da unakrsno 

prezentuju antigene. LĆ izolovane iz eksplantata humane kože nisu pokazale 

osobinu unakrsne prezentacije nakon Langerinom-posredovane ingestije apoptotskih 

tela inficiranih virusima rubeole koji su prethodno inaktivisani UV zračenjem (van 

der Vlist i sar., 2011). U humanom epidermisu je opisana subpopulacija 

CD141
jako+

CD1c
umereno+

CD14
-
CD207

-
 DĆ koja je ispoljavala snažniju sposobnost 

unakrsne prezentacije HBsAg u poređenju sa LĆ. Ova sposobnost nije zavisila od 

maturacijskog statusa DĆ (Haniffa i sar., 2012).  

Prethodni primeri su pokazali da ključnu važnost u unakrsnoj prezentaciji 

antigena od strane LĆ imaju površinski receptori na ovim ćelijama preko kojih se 

odigrava njegova internalizacija. Na primer, humane LĆ, bez obzira na poreklo, 

pokazale su sposobnost unakrsne prezentacije proteina matriksa virusa influence 

(FluMP) tek nakon što je on usmeren na dendritski imunoreceptor (DCIR) u obliku 

anti-DCIR-FluMP konjugata koji omogućuje njegovo preuzimanje (Klechevsky i 

sar., 2010). Jedna od potencijalnih uloga LĆ u terapiji ogledala bi se u efikasnoj 

unakrsnoj prezentaciji antigena prisutnih u vakcinama protiv različitih infektivnih 

patogena ili malignih tumora koje se aplikuju preko kože, i zavisila bi, pre svega, od 

izbora pravog načina za njegovo dopremanje, tj. internalizaciju.  

1.6. Posledice ligacije CD40 molekula na Langerhansovim ćelijama 

na ćelijski imunski odgovor 

Signalizacija preko CD40 receptora na površini DĆ nakon vezivanja CD40 

liganda (CD40L/CD154) eksprimiranog na aktivisanim T-limfocitima, dovodi do 

produženog preživljavanja DĆ, povećanja ekspresije kostimulacijskih (CD86, 

CD80) i adhezivnih molekula (CD54), kao i povećane produkcije citokina od strane 

DĆ neophodnih za usmeravanje Th imunskog odgovora CD4
+
 T-limfocita ili 

efektorsku aktivnost CD8
+
 T-limfocita. Od ranije je poznato da je upravo aktivacija 

CD40 receptora na DĆ ključni signal, nakon koga, nezavisno od dotadašnjeg stupnja 

maturacije, one postaju potpuno efikasne APĆ (Ma i Clark, 2009).  
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Studija u kojoj su upoređivani fenotip i funkcionalne karakteristike nezrelih 

MoLĆ i LĆ izolovanih iz kože pokazala je da ove ćelije imaju sličnu ekspresiju 

CD40 molekula (Peiser i sar., 2004). Nakon stimulacije agonistima TLR2, 4 i 5 

(bakterijski peptidoglikan, LPS i flagelin) i kokultivacije sa transvektovanim mišjim 

L ćelijama koje eksprimiraju humani CD40L, obe vrste ćelija su povećale ekspresiju 

HLA-DR, CD83 i CD86, dok su samo MoLĆ povećale ekspresiju CD80. MoLĆ su, 

takođe, snažnije produkovale IL-12 i IL-10, dok su LĆ povećale produkciju IL-10 i 

nisu izmenile sekreciju IL-12. Oba tipa LĆ nakon izlaganja signalima opasnosti i 

dodavanja solubilnog CD40L ispoljile su snažniju sposobnost alostimulacije i 

indukcije Th1 imunskog odgovora (Peiser i sar., 2004). 

Osim imunostimulacijskog potencijala LĆ, na animalnom modelu je opisana i 

njihova specifična imunoregulacijska funkcija zavisna od CD40 molekula kojom LĆ 

suprimiraju autoreaktivne ili preterano aktivne T-limfocite aktivacijom indukovane 

ćelijske smrti (eng. Activation-induced cell death, AICD). Mišje LĆ ex vivo 

izolovane iz kože su samo nakon in vitro tretmana stimulatornim anti-CD40 

antitelom eksprimirale FasL (CD95L), ali ne i nakon izlaganja proinflamacijskim 

stimulusima poput LPS-a ili IFN-γ, što bi ukazivalo na to da je ekspresija FasL na 

LĆ moguća tek nakon CD40:CD40L interakcije sa aktivisanim T-limfocitima 

(Shibaki i Katz, 2001).  

Ono što LĆ razlikuje od drugih subpopulacija DĆ jeste činjenica da one 

nakon interakcije sa T-limfocitima mogu eksprimirati i Fas receptor (CD95) ali 

samo u prisustvu dovoljne koncentracije IFN-γ. LĆ su rezistentne na apoptozu 

posredovanu mehanizmom AICD sve dok se nakon uspostavljanja kontakta sa 

naivnim CD4
+
 T-limfocitima ne razvije nekontrolisani Th1 imunski odgovor praćen 

prekomernom produkcijom IFN-γ i povećanom ekspresijom CD95 na LĆ 

(Kawamura i sar., 1999). Kao mogući razlog ove privremene otpornosti LĆ na 

AICD navodi se povećanje sinteze antiapoptotskih molekula Bcl-2 i Bcl-xL opisano 

na DĆ poreklom od CD34
+ 

progenitorske ćelije nakon ligacije CD40 molekula 

(Bjorck i sar., 1997). 

Na primeru tolerogenih LĆ je pokazano da ligacija CD40 molekula ne utiče 

na njihovu sposobnost da aktiviraju T-limfocite. Mišje ex vivo izolovane LĆ su 
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nakon stimulacije niskim dozama agonista TLR2 i TLR4 (peptidoglikan i LPS) 

stekle nezreo fenotip koji se karakteriše niskom ekspresijom CD40, CD80 i CD86 

molekula i niskom produkcijom IL-6. Nakon aktivacije CD40 molekula ove ćelije 

nisu izmenile ekspresiju kostimulacijskih molekula, ali su povećale produkciju IL-6 

i IL-12p40, smanjile ekspresiju CCR7 molekula i sposobnost migracije u smeru 

hemokina CCL19 i CCL21 i inhibirale proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u 

mešanoj kulturi leukocita (Hegde i sar., 2004, Gerlach i sar., 2012). Nabrojani efekti 

su posledica izostanka fosforilacije MAPKp38 pod uticajem CD40L (Gerlach i sar., 

2012). DĆ nezrelog fenotipa koje produkuju IL-6 pokazale su sposobnost da usmere 

Th imunski odgovor CD4
+
 T-limfocita u Th2 smeru putem dva nezavisna 

mehanizma. Snažnija sekrecija IL-6 u odsustvu sinteze TNF-α i bioaktivnog IL-

12p70 povećala je ekspresiju NFAT transkripcionog faktora (eng. Nuclear Factor of 

Activated T-cells) koji je potom indukovao povećanje produkcije IL-4 ili povećao 

ekspresiju SOCS (eng. Silencer of Cytokine Signaling) u CD4
+
 T-limfocitima čime 

je inhibirao produkciju IFN-γ (Diehl i Rincon, 2002). 

1.7. Značaj Langerhansovih ćelija u prevenciji i terapiji bolesti 

Modeli za terapiju kožnih tumora (melanom, spinocelularni karcinom) i 

prevenciju obolevanja od infektivnih bolesti (HIV, kolera, tetanus, bakterijski 

enterokolitis) bazirani na DĆ kože mogu se metodološki podeliti na in vivo 

imunizaciju specifičnim antigenima i ex vivo vakcinaciju DĆ (Romani i sar., 2010) 

(Slika 3). 
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Imunizacija se izvodi ubrizgavanjem antigena u kožu (intrakutana) ili 

topikalnim nanošenjem na skarifikovanu kožu nakon uklanjanja stratuma corneuma 

(epikutana). Pokazano je da epidermalne LĆ indukuju snažniji odgovor CTL u 

poređenju sa IDDĆ u in vitro uslovima (Klechevsky i sar., 2008, Ratzinger i sar., 

2004). 

Efikasnost intrakutane imunizacije se povećava kuplovanjem antigena za 

antitelo (fuzioni proteinski kompleks) koje prepoznaje neki receptor na DĆ , najčešće 

iz grupe C-lektina. Na ovaj način se može ciljano povećati preuzimanje antigena od 

strane DĆ i time potencijalno unaprediti ovaj vid vakcinacije (Steinman, 2008, 

Caminschi i sar., 2009). Kožne DĆ koje su in vivo ili in vitro preuzele fuzione 

proteinske komplekse preko DEC-205/CD205 molekula indukuju znatno jači ćelijski 

i humoralni imunski odgovor u poređenju sa DĆ koje su kultivisane u prisustvu iste 

koncentracije nekonjugovanog proteinskog antigena (Flacher i sar., 2009, Bonifaz i 

sar., 2004, Boscardin i sar., 2006, Bozzacco i sar., 2007). Sličan efekat se dobija i 

Diferencijacijski koktel 

Ciljano ex vivo usmeravanje 
           antigena u DĆ  

Ciljano in vivo usmeravanje 
           antigena u DĆ  

Epikutana imunizacija  Imunomodulacijska terapija 

Tumorski Ag 

Langerhansove ćelije 

Langerhansove ćelije 

Dermalne DĆ 

Pro-inflamacijski adjuvans 

Tumorski Ag +  
maturacijski 
koktel 

Nezrela DĆ 

Zrela DĆ 

CD14
+
 monociti 

Tumorski antigen 
kuplovan za anti-CD205 ili  
CD207 monoklonsko antitelo 

   Yanofsky, V i sar.; Clinical and Developmental Immunology 2013, vol. 2013, Article ID 624123. 

Slika 3. Imunska terapija kožnih maligniteta pomoću DĆ 
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nakon ciljanog preuzimanja antigena putem Langerina eksprimiranog na LĆ i 

dermalnim Langerin
+
 DĆ (Flacher i sar., 2010). 

Epikutana imunizacija je uveliko našla praktičnu primenu u prevenciji 

infektivnih bolesti. Nakon što je pokazano da miševi ne obolevaju od kolere, 

tetanusa i toksičnog enterokolitisa ukoliko su prethodno bili epikutano izloženi 

njihovim toksinima (Glenn i sar., 1998, Beignon i sar., 2001) nije proteklo puno 

vremena pre nego što su na tržištu postale dostupne komerci jalne humane vakcine 

protiv putničke dijareje i gripa (Frech i sar., 2008, Vogt i sar., 2008). Ove vakcine se 

aplikuju pomoću flastera koji sadrži termički inaktivisan enterotoksin Escherichie 

coli ili imunogene proteine virusa influence. Na primeru vakcine protiv gripa je 

pokazano da nema značajne razlike u indukciji produkcije IFN-γ od strane 

aktivisanih CD4
+ 

T-limfocita nakon epikutane vakcinacije, u poređenju sa 

intramuskularnom vakcinom, dok se citotoksični odgovor CD8
+
 T-limfocita 

detektovao samo prilikom epikutanog pristupa (Vogt i sar., 2008).  

Studija u kojoj je praćen efekat transkutane aplikacije živog virusa HIV-a na 

indukciju CTL odgovora miša sistemski i lokalno (mukozno) ukazuje na značajne 

sistemske efekte ovakvog načina aplikacije antigena (Belyakov i sar., 2004). 

Analizom kokulture i fenotipa T-limfocita i LĆ iz Pajerovih ploča pokazano je da 

LĆ nakon fagocitoze virusa migriraju, ne samo u obližnje limfne čvorove, već i u 

crevnu mukozu gde aktiviraju rezidentne CD8
+
 T-limfocite. 

Danas se sve više radi na razvijanju metoda imunske terapije za ponovno 

uspostavljanje anti-tumorskog odgovora među kojima važno mesto zauzimaju DĆ 

vakcine. Opšti princip na kome počivaju DĆ vakcine podrazumeva izolaciju DĆ 

prekursora iz kostne srži ili krvi, stimulaciju diferencijacije ovih ćelija in vitro, 

izlaganje tumorskim antigenima pacijenta, indukciju maturacije i in vivo aplikaciju 

autologih i imunogenih DĆ obolelom (Janikashvili i sar., 2010, Sabado i Bhardwaj, 

2010). 

DĆ koje se koriste za pripremanje ex vivo anti-tumorskih i anti-infektivnih 

vakcina treba da imaju snažnu i stabilnu produkuju IL-12p70, da nakon unakrsne 

prezentacije antigena T-limfocitima usmere naivne CD4
+
 T-limfocite u Th1 smeru i 
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aktiviraju naivne CD8
+
 T-limfocite u specifične CTL, i da mogu da pokrenu 

adekvatne memorijske imunske odgovore (Sabado i Bhardwaj, 2010). Kako je kod 

obolelih od tumora efektorski imunski sistem suprimiran, između ostalog,  i zbog 

smanjenja ekspresije kostimulacijskih molekula na DĆ pod uticajem tumorske 

mikrosredine nakon čega one postaju tolerogene prema tumorskim antigenima, 

sposobnost DĆ da indukuju Th2 imunski odgovor uglavnom nije poželjna u 

vakcinama (Grunig i sar., 2005). Uloga Th17 imunskog odgovora u anti-tumorskoj 

imunosti je još uvek kontradiktorna (Kryczek i sar., 2009). 

Nakon razvoja in vitro metoda za produkciju velikog broja DĆ, kao i 

povoljnih rezultata primene DĆ vakcina na animalnim modelima tumora (Muranski i 

sar., 2008, Pajtasz-Piasecka i sar., 2008, Sin i sar., 2006), stekli su se uslovi za 

njihovu upotrebu u terapiji malignih tumora kod ljudi. Neki od maturacijskih 

protokola za dobijanje humanih DĆ vakcina protiv karcinoma cerviksa uterusa, 

melanoma i karcinoma prostate već su u fazi kliničkih studija i daju ohrabrujuće 

rezultate (Trakatelli i sar., 2006, Frank i sar., 2010, Adams i sar., 2003). Prednost 

ove vrste terapije u odnosu na klasične metode, pre svega zračenje i hemioterapiju, 

proističe iz njenog specifičnijeg efekta na ciljno tkivo uz istovremeno minimalna 

oštećenja zdravog tkiva. 

LĆ još nisu testirane kao antitumorske vakcine. Razlog za to treba tražiti u 

činjenici da je tek nedavno dokazano sa sigurnošću da LĆ mogu da vrše unakrsnu 

prezentaciju antigena (Romani i sar., 2010, Stoitzner i sar., 2006, Klechevsky i sar., 

2008), kao i zbog nedovoljno proučenih protokola za njihovo sazrevanje. Nalaz 

jedne od prvih studija da LĆ dobijene od CD34
+
 prekursora iz kostne srži nakon 

izlaganja antigenima melanoma snažnije aktiviraju specifične CTL u poređenju sa 

DĆ CD14
+
-monocitnog porekla, pozitivan je korak u smeru daljeg ispitivanja anti-

tumorskih efekata LĆ (Romano i sar., 2011). 

  

 



 

 

2. HIPOTEZE I CILJEVI 

ISTRAŽIVANJA 
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Radne hipoteze: 

 1. Sposobnost polarizacije imunskog odgovora CD4
+
 T-limfocita od strane 

MoLĆ zavisi od: 

 vrste faktora koji indukuju maturaciju MoLĆ; 

 pojedinačne ili kombinovane primene faktora maturacije; 

 vremenskog perioda izlaganja ćelija faktorima maturacije; 

 dodatne ligacije CD40 molekula. 

2. Razlike u potencijalu MoLĆ i MoDĆ da indukuju polarizaciju imunskog 

odgovora CD4
+
 T-limfocita u prisustvu istih stimulatora ili njihove kombinacije su 

posledica: 

 različite ekspresije markera maturacije i kostimulacijskih molekula na 

ovim populacijama; 

 produkcije citokina sa različitim proinflamacijskim, imunogenim ili 

tolerogenim svojstvima od strane DĆ; 

 različite osetljivosti DĆ na ligaciju CD40 molekula. 

Za proveru hipoteza postavljeni su sledeći ciljevi istraživanja: 

1. Ispitati i uporediti efekat koktela proinflamacijskih medijatora (IL-1β, 

TNF-α, IL-6, PGE2) na sazrevanje, produkciju citokina, alostimulacijsku i Th 

polarizacijsku sposobnost humanih MoLĆ i MoDĆ; 

2. Ispitati i uporediti efekat pojedinačne i kombinovane primene agonista  

TLR3 (Poly(I:C)) i dectina-1/Langerina (curdlan) na sazrevanje, produkciju 

citokina, alostimulacijsku i Th polarizacijsku sposobnost humanih MoLĆ i MoDĆ; 

3. Ispitati uticaj ligacije CD40 molekula na sazrevanje, produkciju citokina, 

alostimulacijsku i Th polarizacijsku aktivnost humanih MoLĆ i MoDĆ i uporediti 

ove efekte; 
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4. Ispitati i uporediti procese sazrevanja, produkcije citokina, aloreaktivnost i 

Th polarizacijske sposobnosti MoLĆ i MoDĆ nakon kombinovane stimulacije ovih 

ćelija Poly(I:C), curdlanom i sCD40L. 



 

 

3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Medijumi, hemikalije i ostale supstance 

3.1.1. Medijumi i puferi 

3.1.1.1. RPMI 1640 

Za izolaciju i kultivisanje ćelija, kao osnovni medijum, korišćen je RPMI 

1640 medijum (ICN Flow, SAD) sa 1% L-glutamina (ICN Flow, SAD), 1% 

gentamicina (ICN-Galenika, Srbija) i 7.5% NaHCO3 (Apoteka VMA, Srbija) kao 

pufer.  

Mononuklearne ćelije periferne krvi (MNĆ) su izolovane sa osnovnim 

medijumom uz dodatak 0.02% NaEDTA (Apoteka VMA, Srbija). 

MNĆ su ispirane pomoću osnovnog medijuma kome je dodato 2% fetalnog 

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

Za kultivaciju ćelija je korišćen kompletni medijum koji predstavlja osnovni 

medijum u koji je dodato 10% FCS, 50μM 2-merkaptoetanola (2-ME), 50 i.j/ml 

penicilina i 50 mg/ml streptomicina (0.1% penicilina i streptomicina). 

3.1.1.2. PBS 

 Fiziološki rastvor puferovan fosfatnim puferom (eng. Phosphate-buffered 

saline, PBS) je napravljen po sledećoj recepturi: 14 ml 0.2M NaH2PO4 (Serva, 

Nemačka) + 36 ml 0.2M Ha2HPO4 (Serva, Nemačka) + 50 ml 16% NaCl (Zorka, 

Srbija), sve rastvoreno u 900 ml destilovane vode. 

Modifikovani puferi za pripremu ćelija za fenotipsku analizu metodom 

protočne citofluorimetrije pravljeni su dodavanjem natrijum-azida (NaN3, Apoteka 

VMA, Srbija) i FCS u PBS i to: 

PBS1 = PBS + 0.01% NaN3 

PBS2 = PBS + 0.01% NaN3 + 2% FCS 
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3.1.1.3. Pufer za magnetno izdvajanje ćelija 

Pufer za magnetno izdvajanje ćelija se sastojao od PBS u koji je dodat 2 mM 

EDTA i 0.5% goveđi serumski albumin (Sigma-Aldrich, Nemačka). 

3.1.1.4. K-PBS 

PBS sa dodatkom kalijuma (K-PBS) je puferski rastvor koji je služio za 

ispiranje ploča u ELISA testovima. Rastvor se sastojao od 137 mM NaCl (Zorka, 

Šabac), 2.7 mM KCl (Serva, Nemačka), 8.1 mM Na2HPO4 (Serva, Nemačka) i 1.5 

mM KH2PO4 (Serva, Nemačka). Vrednost pH mu je podešena na 7.2 - 7.4. 

3.1.1.5. TBS 

Fiziološki rastvor puferovan Trizma bazom (eng. Tris-buffered saline, TBS) 

je korišćen za rastvaranje antitela i ispiranje preparata u toku imunohistohemije. 

Sastojao se od 50 mM Tris-Cl (Sigma-Aldrich, SAD) i 150 mM NaCl (Zorka, 

Šabac). Vrednost pH mu podešena na 7.0 – 7.4. 

3.1.2. Citokini 

3.1.2.1. Rekombinantni humani GM-CSF 

Rekombinantni humani GM-CSF (Leucomax, specifične aktivnosti 4.44x10
6
 

IU, Sandoz-Schering Plough, Švajcarska) je rastvoren pod sterilnim uslovima u 

destilovanoj vodi i RPMI 1640 medijumu do koncentracije od 100 μg/ml, da bi 

potom bio čuvan do upotrebe na -80°C. U eksperimentima je korišćen u finalnoj 

koncentraciji od 100 ng/ml. 

3.1.2.2. Rekombinantni humani interleukin IL-4  

Rekombinantni humani IL-4 (Roche Diagnostics GmbH, Nemačka) rastvoren 

je pod sterilnim uslovima u PBS-u obogaćenom sa 0.1% goveđim serum-albuminom 

do koncentracije od 25 μg/ml i tako čuvan do upotrebe na -80°C. U eksperimentima 

je korišćen u finalnoj koncentraciji od 20 ng/ml. 
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3.1.2.3. Rekombinantni humani TGF-β1 

Rekombinantni humani TGF-β1 (R&D Systems, SAD) rastvoren je pod 

sterilnim uslovima u 4mM HCl obogaćenom sa 0.1% goveđim serum-albuminom do 

koncentracije od 20 µg/ml, i tako čuvan na -80°C do upotrebe. U eksperimentima je 

korišćen u koncentraciji od 5 ili 10 ng/ml. 

3.1.2.4. Rekombinantni humani  TNF-α, IL-6 i IL-1β  

Rekombinantni humani TNF-α, IL-6 i IL-1β (svi R&D Systems, SAD) 

rastvoreni su pod sterilnim uslovima u PBS-u obogaćenom sa 0.1% goveđim 

serumskim albuminom do koncentracije od 100 μg/ml (TNF-α i IL-6), odnosno 25 

μg/ml (IL-1β), i potom čuvani na -80°C do upotrebe. U eksperimentima su korišćeni 

u koncentraciji od 10 ng/ml. 

3.1.2.5. PGE2  

PGE2 (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemačka) je rastvoren ultrasonifikovanjem u 

0.1 M PBS-u do koncentracije od 50 µg/ml, i potom čuvan na -80°C do upotrebe. U 

eksperimentima je primenjivan u koncentraciji od 1 µg/ml. 

3.1.3. Imunomodulacijske i druge supstance 

3.1.3.1. Poly(I:C) 

Poly(I:C) (Sigma-Aldrich, Nemačka) je rastvoren u RPMI 1640 medijumu do 

koncentracije od 10 mg/ml i čuvan do upotrebe na -20°C. Poly(I:C) je u 

eksperimentima korišćen u koncentraciji od 25 μg/ml. 

3.1.3.2. Curdlan 

Curdlan (Sigma-Aldrich, Nemačka) je rastvoren do koncentracije od 30 

mg/ml, najpre u destilovanoj vodi, a potom u 3N NaOH, i čuvan je do upotrebe na 

+4°C. Curdlan je u eksperimentima korišćen u koncentraciji od 100 µg/ml. 
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3.1.3.3. Rekombinantni humani CD40L 

Rekombinantni humani CD40L (InvivoGen, SAD) je rastvoren pod sterilnim 

uslovima u PBS-u obogaćenom sa 0.1% goveđim serum-albuminom do 

koncentracije od 100 μg/ml, i tako čuvan do upotrebe na -80°C. rhCD40L je u 

eksperimentima korišćen u finalnoj koncentraciji od 1 μg/ml. 

3.1.3.4. 2-ME 

2-ME (Fluka, Nemačka) je rastvoren u medijumu za kultivaciju do 

koncentracije od 50 mM i čuvan do upotrebe na +4°C, zaštićen od  svetlosti. Finalna 

koncentracija je bila 50 μM. 

3.1.3.5. [
3
H]-timidin 

Timidin obeležen tricijumom ([
3
H]-timidin, Amersham International, Velika 

Britanija), specifične aktivnosti 5 μCi/mM, korišćen je u koncentraciji od 1 μCi po 

bazenu ploče od 96 mesta (Sarstedt, Nemačka). 

3.1.3.6.  PMA i Jonomicin 

Forbol-12-miristat-13-acetat (eng. Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) i 

Jonomicin (eng. Ionomycine) (oba Sigma-Aldritch, Nemačka) su rastvoreni u dimetil 

sulfoksidu (DMSO, R&D, SAD) do koncentracije od 20mM (PMA), odnosno 

10mg/ml (jonomicin) i čuvani do upotrebe na -20°C. PMA je korišćen u radnoj 

koncentraciji od 20 ng/ml, a kalcijum jonomicin 500 ng/ml. 

3.1.3.7. Limfoprep 

Limfoprep (Lymphoprep, PAA Laboratories GmbH, Austrija) je gradijent 

gustine 1.077 g/ml i korišćen je za izolovanje mononuklearnih ćelija iz humane 

periferne krvi. 
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3.2. Izolacija i kultivacija humanih mononuklearnih ćelija periferne 

krvi 

3.2.1. Izolacija humanih mononuklearnih ćelija periferne krvi 

Humane MNĆ su izolovane iz „buffy coat“-a (sloj leukocita dobijen 

centrifugiranjem pune krvi u postupku pripremanja krvnih derivata-plazme, 

eritrocita, trombocita) koji je dobijen iz Instituta za transfuziologiju 

Vojnomedicinske akademije uz pismenu saglasnost davalaca. „Buffy coat“ je prvo 

razblažen u medijumu za izolaciju MNĆ u odnosu 1:4. Razblažena ćelijska 

suspenzija je u zapremini od 7 ml pipetom pažljivo nanošena na 3 ml Limfoprep 

gradijenta. U tako dobijenoj dvofaznoj suspenziji se posle centrifugiranja na 2200 

obrtaja u minutu (eng. Rounds per minute, rpm) (788 x g) tokom 20 minuta na 

sobnoj temperaturi izdvojio prsten MNĆ u interfazi. Gornji sloj razblažene plazme 

je uklonjen, a MNĆ su pažljivo sakupljane i potom resuspendovane u medijumu sa 

0.02% NaEDTA i ispirane od gradijenta centrifugiranjem na 1300 r.p.m. (466 x g) 

tokom 15 min na sobnoj temperaturi. U cilju uklanjanja trombocita MNĆ su 

resuspendovane u medijumu za ispiranje i centrifugirane na malim brzinama (800 

r.p.m. (287 x g)) tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Talog je resuspendovan u 

medijumu za kultivaciju. 

Ovako dobijene ćelije su korišćene za dalju izolaciju monocita i CD4
+

 T-

limfocita.  

3.2.2. Izolacija monocita periferne krvi 

Monociti su izolovani iz MNĆ adherencijom za plastiku bočica za ćelijske 

kulture (Flow, Velika Britanija). U svaku bočicu je dodato po 30-40x10
6
 ćelija u 5 

ml medijuma u cilju adherencije monocita. Nakon inkubacije u trajanju od 1,5 sata 

na 37°C u atmosferi zasićenoj vodenom parom sa 5% CO2 bočice su ispirane toplim 

medijumom zagrejanim na 37   C u cilju uklanjanja neadherentnih ćelija. Adherentni 

monociti su dalje kultivisani prema eksperimentalnim potrebama.  
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3.2.3. Dobijanje i kultivacija dendritskih ćelija monocitnog porekla (MoDĆ) i 

Langerhansovih ćelija monocitnog porekla (MoLĆ) 

Monociti dobijeni adherencijom MNĆ za plastiku kultivisani su narednih 6 

dana na 37°C u atmosferi zasićenoj vodenom parom sa 5% CO2 u diferencijacionom 

medijumu sa GM-CSF (100 ng/ml) i IL-4 (20 ng/ml) u cilju dobijanja MoDĆ. Za 

dobijanje MoLĆ je dodatno korišćen TGF-β1 (5 ili 10 ng/ml). Nakon 6 dana 

kultivacije sakupljene su neadherentne ćelije, koje su dominantno činile nezrele 

MoDĆ i MoLĆ, i koje su nakon toga korišćene u daljim ispitivanjima.  

Sazrevanje nezrelih MoDĆ i MoLĆ je podstaknuto dodatkom koktela 

proinflamacijskih medijatora u ćelijske kulture: TNF-α, IL-6, IL-1β (svi po 10 

ng/ml) i PGE2 (1µg/ml) u toku 48h. Ove ćelije su takođe bile stimulisane i sa 

Poly(I:C) (25 μg/ml), curdlanom (100 μg/ml) i solubilnim (s)CD40L (1 μg/ml) u 

različitim kombinacijama i vremenskim terminima naznačenim u legendama 

odgovarajućeg grafikona. Efekti Poly(I:C) i curdlana su ispitivani pojedinačno ili u 

kombinaciji tokom 24h ili 48h. MoDĆ i MoLĆ nakon 24h stimulacije su isprane,  pa 

naknadno stimulisane sCD40L u toku dodatnih 24h (Slika 4). Ćelije su nakon svake 

stimulacije isprane u čistom medijumu, u cilju oslobađanja od egzogenih i 

endogenih citokina, i potom korišćene u daljim testovima. Supernatanti iz svih 

bazena u kojima su ćelije bile kultivisane su pokupljeni i zamrznuti na -20°C radi 

kasnijeg određivanja nivoa produkovanih citokina. 
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Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-

4, a nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacionom koktelu. Obe grupe ćelija su potom 

stimulisane standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-α, IL-1β, IL-6 i PGE2) u toku 

48h, kao i pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u toku 24h ili 48h. Fenotipske i 

funkcionalne karakteristike MoDĆ i MoLĆ su nakon 24h maturacije procenjene i dodatkom 

sCD40L. 

3.2.4. Izolacija alogenih CD4
+

 T-limfocita tehnikom imunomagnetnog 

izdvajanja 

Za postavljanje MLR, kao i za utvrđivanje Th citokinskog profila, korišćene 

su CD4
+
 T-ćelije koje su dobijene kao negativna frakcija iz MNĆ primenom tehnike 

imunomagnetnog izdvajanja. Od dobijenih MNĆ odvojeno je 1x10
8
 ćelija i izvedena 

je procedura imunomagnetnog izdvajanja CD4
+
 T-limfocita, korišćenjem kompleta 

za izolaciju CD4
+
 T-limfocita, a prema protokolu proizvođača (CD4

+
 T-Cell 

Isolation Kit II, MACS, Myltenyi Biotec, Nemačka). MNĆ  su inkubirane 15 minuta 

na hladnom u puferu za magnetno izdvajanje ćelija sa koktelom antitela 

Slika 4. Shematski prikaz eksperimentalnog dizajna 
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konjugovanih biotinom, u razblaženju 1:5. Koktel je sadržao antitela na sledeće 

antigene: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ i CD235a. 

Nakon inkubacije, ćelije su dva puta isprane u puferu za sortiranje ćelija i inkubirane 

15 minuta na hladnom sa magnetnim partikulama za koje su vezana anti-biotinska 

antitela u finalnom razblaženju 1:5. Ćelijska suspenzija obeležena magnetnim 

partikulama isprana je nakon inkubacije dva puta u puferu za imunomagnetno 

izdvajanje ćelija, resuspendovana u 500 μl istog pufera i potom naneta na 

separacionu kolonu (LS Columns, MACS, Myltenyi Biotec, Nemačka) postavljenu u 

magnetnom polju (Midi MACS Magnet, Myltenyi Biotec, Nemačka). Nakon jednog 

ciklusa imunomagnetnog izdvajanja ćelija na koloni su izdvojene imunomagnetno 

obeležene ćelije, dok su u eluatu sakupljene prečišćene CD4
+
 T-ćelije. Čistoća 

izolovanih CD4
+
 T-ćelija je, u zavisnosti od eksperimenta, bila između 91-96 %, što 

je potvrđeno protočnom citofluorimetrijom korišćenjem anti-CD4-FITC (engl. 

Fluorescein isothiocyanate, FITC) i anti-CD3-PE (engl. Phycoerythrin, PE) antitela 

(oba Serotec, Velika Britanija).  
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3.3. Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ  

3.3.1. Monoklonska antitela 

Diferencijacija i sazrevanje MoDĆ i MoLĆ praćeno je analizom ekspresije 

površinskih markera. U tu svrhu korišćena su monoklonska antitela u određenim 

razblaženjima (Tabela 1). 

Tabela 1. Monoklonska antitela korišćena za procenu fenotipskih 

karakteristika MoDĆ i MoLĆ.  

 

3.3.2. Protočna citofluorimetrija 

MoDĆ i MoLĆ su isprane u hladnom PBS1 na 1500 r.p.m. (537 x g) tokom 8 

minuta na +4°C. Nakon ispiranja, ćelije su resuspendovane u PBS1 ili PBS2 do 

koncentracije od 1x10
5
 ćelija u ukupnoj zapremini od 50 μl po epruveti za protočnu 

citofluorimetriju. U ćelijsku suspenziju su dodata monoklonska antitela u 

odgovarajućim razblaženjima, najčešće u vidu dvostruke fluorescence. Ćelije su 

potom inkubirane 30 minuta na +4°C, pa isprane centrifugiranjem na 1500 r.p.m. 

tokom 8 minuta na hladnom. U suspenziju ćelija u kojoj su inkubirana primarna 
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antitela konjugovana biotinom dodavan je streptavidin konjugovan sa 5-PE-Cy5 

(eng. Phycoerythrin cyanine, 5-PE-Cy5) (eBioscience, SAD) u konačnom 

razblaženju 1:100. Posle dodatne inkubacije od 30 minuta na +4°C i ispiranja sa 

hladnim PBS1 u toku 5 minuta, ćelije su fiksirane u 10% rastvoru paraformaldehida 

u PBS1. Kontrola se sastojala od uzoraka sa adekvatnim irelevantnim mišjim 

monoklonskim antitelima, specifičnim za pacovske antigene, koja su bila 

konjugovana sa odgovarajućom fluorescentnom bojom (FITC, PE) ili biotinom uz 

dodatak streptavidin-5-PE-Cy5. 

Fenotip obeleženih ćelija je analiziran na EPICS XL-MCS protočnom 

citofluorimetru (Coulter, Krefeld, Nemačka). U ovom aparatu kao izvor svetlosti 

korišćen je argonski laser sa emisijom ekscitirajuće svetlosti u opsegu talasne dužine 

450-530 nm. Rezultati su predstavljeni kao numeričke vrednosti procenta pozitivnih 

ćelija i srednje vrednosti intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, 

mfi). Procenat pozitivnih ćelija je određivan postavljenjem graničnika na histogramu 

fluorescencije na osnovu kontrole. Srednji intenzitet fluerescencije predstavlja 

aritmetičku sredinu intenziteta fluorescencija pojedinačnih događaja (ćelija) 

izraženu u relativnim brojevima kanala fluorescencije (0 - 1024). Analizirano je 

najmanje 5000 ćelija po uzorku. 

3.3.3.  Imunocitohemijska detekcija Langerina 

Citospinovi MoDĆ i MoLĆ su napravljeni korišćenjem citocentrifuge 

(Shandon Cytospine Centrifuge, Thermo Scientific, Holandija). Citospin preparati su 

zatim fiksirani u 2% rastvoru pararozanilina u PBS-u a potom 30 min inkubirani sa 

kozjim anti-humanim IgG antitelom na Langerin (CD207) (R&D Systems, SAD). 

Usledila je 15 min inkubacija sa biotinizovanim poliklonskim antitelom u prisustvu 

5% normalnog (AB) humanog seruma, pa nakon toga još jedna 15 min inkubacija sa 

streptavidinom konjugovanim alkalnom fosfatazom (LSAB+SystemAP; 

DakoCytomation, Danska). Bojenje je završeno posle 10 min inkubacije sa 

kompleksom fuksina i obojenog substrata (eng. Fuchsin-substrate chromogen). 

Nakon svake faze bojenja, pločice su ispirane slanim puferskim rastvorom TBS. 

Preparati su analizirani svetlosnom mikroskopijom. Preparati koji nisu inkubirani sa 

primarnim antitelom poslužili su kao negativna kontrola. Na svakom preparatu je 
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analizirano najmanje 500 ćelija nakon čega je određen procenat pozitivnih MoDĆ i 

MoLĆ na Langerin. 

3.4. Funkcionalne karakteristike MoDĆ i MoLĆ 

Alostimulacijski potencijal MoDĆ i sposobnost usmeravanja T-ćelijskog 

odgovora ka Th1, Th2, Th17 ili Treg odgovoru ispitivani su korišćenjem sledećih 

testova: 

 Alogeni test proliferacije u MLR; 

 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test za utvrđivanje 

koncentracije citokina produkovanih u kulturama MoDĆ i MoLĆ;  

 ELISA i Th1/Th2 11 plex test za utvrđivanje koncentracije citokina 

produkovanih u kokulturama MoDĆ i MoLĆ sa alogenim T-

limfocitima – Th profil. 

3.4.1. Potencijal alostimulacije MoDĆ i MoLĆ 

Alostimulacijski potencijal MoDĆ je ispitivan testom MLR u kome su MoDĆ 

i MoLĆ korišćene kao stimulatori, dok su kao responderi korišćeni CD4
+
 T-limfociti 

od alogenog davaoca. U ploču od 96 mesta sa „U“- dnom (Sarstedt, Nemačka) su 

dodati stimulatori kao triplikati dvostruko opadajućeg broja (od 1x10
4
 do 0.125x10

4 

MoDĆ po bazenu) i konstantan broj (1x10
5
) CD4

+
 T-ćelija u ukupnoj zapremini od 

200 μl po bazenu. Ćelije su kultivisane 6 dana u kompletnom medijumu u termostatu 

na 37°C i 5% CO2. [
3
H]-timidin je dodat 18 sati pre isteka kultivacije u koncentraciji 

od 1 μCi po bazenčiću. Nakon isteka kulture ćelije su pokupljene automatskim 

skidačem kulture (Titertec Cell Harvester, ICN Flow, SAD). Ugradnja [
3
H]-timidina 

izmerena je scintilacionim β-brojačem (LKB-1219 Rackbeta, Finska) i izražena kao 

broj otkucaja u minuti (engl. Counts per minute, c.p.m).  

Dobijene vrednosti su izražene u obliku prosečnog indeksa proliferacije (IP) 

± SD, dobijenog od triplikata iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat 

korišćenjem sledeće formule: 



 Ivan Rajković        Materijali i metode 

 46 

 

 

3.4.2. Određivanje produkcije citokina od strane kultivisanih MoDĆ i MoLĆ 

Količina produkovanih citokina od strane MoDĆ ili MoLĆ (IL-12p70, IL-23, 

IL-27, IL-10, IL-6, TNF-α i IL-1β) određena je u supernatantima kultura ovih ćelija 

ELISA metodom (R&D Systems i eBioscience, SAD).  

U ELISA testovima, mikroploče od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA 

plate, Sigma-Aldrich, Nemačka) su bile obložene monoklonskim antitelima 

specifičnim za navedene citokine, dok je sekundarno anti-citokinsko antitelo 

konjugovano biotinom. U cilju kvantifikacije citokina u standardu ili uzorcima, 

enzim peroksidaze rena je bio konjugovan streptavidinom. Kao supstrat za ovaj 

enzim su korišćeni stabilizovani vodonik peroksid (H2O2) sa tetrametilbenzidinom, 

dok je kao standard u testu korišćen adekvatni rekombinantni humani citokin. 

Optička gustina sadržaja u bazenima je merena spektrofotometrijski na 450 nm 

talasne dužine, a tražena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je određena na 

osnovu standardne krive. Senzitivnost metode je bila 3,0 pg/ml za IL-12p70 i IL-10; 

1,3 pg/ml za IL-23; 1,5 pg/ml za IL-27 i TNF-α; 0,1 pg/ml za IL-6, i 0,05 pg/ml za 

IL-1β. 

Od količnika izmerenih koncentracija IL-12p70 i IL-10, dobijenih iz pet 

nezavisnih eksperimenata (n = 5), izračunate su prosečne vrednosti. Ove vrednosti 

su poslužile za procenu sposobnosti DĆ da nakon određenog tretmana indukuju Th1 

ili Th2 imunski odgovor: 

 

 

c.p.m. (MoDĆ(LĆ)/CD4
+ 

T-limfocitna kokultura) 

[c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami MoDĆ(LĆ))].  IP =   

ξ

  

( ) 
n 

IL-12p70  

IL-10  
> 1            1 > 

_____________ 

 
(Th1) (Th2) 
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3.4.3. Određivanje produkcije citokina u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa MoDĆ 

ili MoLĆ 

Sposobnost MoDĆ i MoLĆ da polarizuju imunski odgovor određena je 

merenjem koncentracije citokina u supernatantima njihovih kokultura sa alogenim 

CD4
+
 T-limfocitima pomoću ELISA metode (IFN-γ, IL-10, IL-4, TGF-β i IL-17) ili 

citofluorimetrijskom metodom pomoću fluorescentnih kuglica obloženih anti-

citokinskim antitelima (IL-2) (R&D Systems, SAD i Th1/Th2 11plex Kit, Bender 

MedSystems, Austrija). 

U bazene ploče sa 96 mesta sa „U“-dnom (Sarstedt, Nemačka) dodato je po 

1x10
4
 nezrelih i stimulisanih MoDĆ ili MoLĆ. U iste bazene dodati su i sortirani 

ukupni CD4
+ 

T-limfociti, 1x10
5
 po bazenu u zapremini od 200 μl medijuma za 

kultivaciju ćelija po bazenu. Nakon petodnevne inkubacije u svak i bazen su dodati 

PMA, u koncentraciji od 20 ng/ml, i Jonomicin, u koncentraciji od 500 ng/ml, kako 

bi se indukovala intracelularna produkcija Th-citokina. Ćelije su inkubirane još 24h, 

a zatim su u supernatantima svakog bazena određivane koncentracije citokina.  

Nivoi produkovanih Th-citokina određivani su ELISA testovima po 

uputstvima proizvođača kako je to opisano u poglavlju 3.4.2. Senzitivnost metode je 

bila 0,06 pg/ml za IFN-γ; 1,5 pg/ml za IL-17; 3,0 pg/ml za IL-10; 0,1 pg/ml za IL-4; 

4,0 pg/ml za IL-13, i 3,0 pg/ml za TGF-β. 

IL-2 je određivan u supernatantima kokultura MoDĆ i MoLĆ sa CD4
+

 T-

limfocitima korišćenjem humanog Th1/Th2 11plex sistema. Za analizu ovog 

citokina su korišćene fluorescentne kuglice obložene monoklonskim anti humanim-

IL-2 antitelom, kao i sekundarno anti-IL-2 antitelo konjugovano biotinom. Detekcija 

vezanog IL-2 iz uzorka je izvršena pomoću rastvora streptavidin-fikoeritrina. 

Senzitivnost metode je bila 16,4 pg/ml. Uzorci su analizirani u FL4 kanalu na 

protočnom citofluorimetru (EPICS XL-MCS, Coulter, Nemačka), a rezultati su 

obrađeni softverom koji je dobijen uz kit (FlowCytomix Pro Software).  

Od količnika IFN-γ / IL-4, IFN-γ / IL-13, IFN-γ / IL-10, IFN-γ / IL-17 i IL-2 

/ TGF-β, dobijenih u pet nezavisnih eksperimenata, izračunate su srednje vrednosti  

na način opisan u poglavlju 3.4.2. Ove vrednosti su poslužile za procenu 

dominantnog smera Th polarizacije ili sposobnosti proliferacije alogenih CD4
+
 T-
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limfocita, u zavisnosti od prethodnog tretmana DĆ sa kojima su bili kokultivisani 

limfociti. 

3.5. Statistička obrada podataka 

Podaci su statistički obrađeni Studentovim t-testom i/ili analizom varijanse 

(ANOVA) uz odgovarajući posthoc test (Tukey za One-Way ANOVA, Bonferroni 

za Two-Way ANOVA) u programu GraphPad Prism v.5.04. Vrednosti p manje od 

0,05 smatrale su se statistički značajnim. 



 

 

4. REZULTATI
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4.1. Uticaj koktela proinflamacijskih medijatora na sazrevanje i 

funkcije MoLĆ 

4.1.1. Fenotipske karakteristike MoLĆ 

Nezrele MoLĆ su dobijene šestodnevnom inkubacijom humanih monocita u 

prisustvu GM-CSF, IL-4 i TGF-β. Fenotipska svojstva ovih ćelija su opisana 

pomoću imunohistohemijske (Langerin) i citofluorimetrijske (CD14, CD1a) analize 

vezivanja antitela usmerenih protiv njihovih površinskih molekula. Rezultati su 

prikazani u obliku procenta ćelija koje su ispoljile ove molekule. Nađeno je da 

većina nezrelih MoLĆ (84.5 ± 7.7%) ispoljava Langerin (Slika 5) i CD1a (91.4 ± 

2.6%), uz istovremeno odsustvo ekspresije CD14 molekula (Grafikon 1). 

 

Citospin preparati nezrelih MoLĆ obeleženi su anti-humanim Langerin IgG kako je opisano u 

poglavlju Materijali i metode. Najmanje 500 ćelija je analizirano svetlosnom mikroskopijom na 

svakom citospinu, nakon čega je utvrđen procenat pozitivnih ćelija. Originalno uvećanje - 600 x, 

graničnik odgovara 20 µm. Slajdovi tretirani TBS-om umesto primarnog antitela poslužili su kao 

negativna kontrola. Prikazana su reprezentativna vidna polja. 

  

Negativna kontrola Langerin 

Slika 5. Fenotipska karakterizacija nezrelih MoLĆ imunohistohemijskom metodom 
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Grafikon 1. Fenotipske karakteristike nezrelih MoLĆ. 

MoLĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i 

TGF-β. Ove ćelije su obeležene antitelima specifičnim za CD14 i CD1a molekul, pa zatim 

analizirane citofluorimetrijom. Brojevi u okviru CD14-FITC / CD1a-PE dijagrama predstavljaju 

procenat MoLĆ koje eksprimiraju ove markere unutar selektovane populacije (ogradica je prikazana 

na FS / SS log dijagramu). Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog od pet nezavisnih 

eksperimenata. 

Fenotipske karakteristike MoLĆ su opisane i nakon stimulacije nezrelih 

MoLĆ standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-α, IL-1β, IL-6 i 

PGE2). Vezivanje antitela usmerenih protiv površinskih molekula na ovim ćelijama 

analizirano je metodom citofluorimetrije. Rezultati su prikazani u obliku procenta 

ćelija koje su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove 

ekspresije. Stimulacija MoLĆ standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora je 

dovela do njihovog fenotipskog sazrevanja, što je potvrđeno na osnovu statistički 

značajnog povećanja ekspresije HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7 u odnosu na 

kontrolne, nezrele MoLĆ (Tabela 2 i Grafikon 2). 
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Tabela 2. Fenotipske karakteristike MoLĆ sazrelih u prisustvu koktela 

proinflamacijskih medijatora.  

  
MoLĆ, 48h 

  
KONTROLA KOKTEL 

HLA-DR 
%± SD 89.4 ± 8.4 95.9 ± 3.8 

mfi± SD 15.6 ± 5.6 38.5 ± 4.7 *** 

CD86 
%± SD 42.1 ± 14.5 92.8 ± 6.4 *** 

mfi± SD   2.7 ± 1.6   6.1 ± 0.9 ** 

CD83 
%± SD 16.8 ± 9.2 82.5 ± 7.3 *** 

mfi± SD   2.9 ± 0.6   3.4 ± 1.4 

CD54 
%± SD 87.2 ± 9.3 81.5 ± 11.5 

mfi± SD   7.7 ± 2.5 11.0 ± 3.7 * 

CCR7 
%± SD   3.2 ± 0.3 29.4 ± 9.8 *** 

mfi± SD   1.2 ± 0.8   2.9 ± 0.7 ** 

 

MoLĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM -CSF, IL-4 i 

TGF-β. Maturacija nezrelih MoLĆ indukovana je klasičnim koktelom proinflamacijskih medijatora u 

toku 48h (TNF-α, IL-1β, IL-6 i PGE2) kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i 

zrele MoLĆ obeležene su antitelima specifičnim za  ključne DĆ površinske markere a zatim 

analizirane na protočnom citometru. Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao 

srednja vrednost procenta pozitivnih ćelija (% ± SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije 

(engl. mean fluorescence intensity, mfi ± SD).  

* = p ‹ 0.05, ** = p ‹ 0.01, *** = p ‹ 0.001, u poređenju sa nezrelim MoLĆ 
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Grafikon 2. Fenotipske karakteristike MoLĆ sazrelih u prisustvu koktela 

proinflamacijskih medijatora. 

MoLĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM -CSF (100 

ng/ml), IL-4 (20 ng/ml) i TGF-β (10 ng/ml). Maturacija nezrelih MoLĆ indukovana je koktelom 

proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-α, IL-1β, IL-6 i PGE2) kao što je opisano u poglavlju 

Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLĆ obeležene su antitelima specifičnim za ključne DĆ 

površinske markere, a zatim analizirane na protočnom citofluorimetru. Brojevi u gornjem desnom 

uglu pojedinačnih histograma predstavljaju prosečne vrednosti intenziteta fluorescence unutar 

selektovane populacije (ogradice su prikazane na adekvatnom FS/SS log dijagramu Grafikona 1 (za 

nezrele MoLĆ), odnosno Grafikona 6 (za zrele MoLĆ)). Prikazani su rezultati jednog 

reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. Ir-PE i Ir-FITC predstavljaju nespecifičnu 

fluorescence u prisustvu irelevantnog (Ir) mišjeg monoklonskog antitela konjugovanog određenim 

fluorohromom. 
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4.1.2. Produkcija citokina od strane MoLĆ  

Na početku ispitivanja funkcionalnih karakteristika MoLĆ analizirana je 

produkcija  citokina u supernatantima dvodnevnih kultura nezrelih i zrelih MoLĆ. 

Sposobnost ovih ćelija da sekretuju citokine je utvrđena ELISA testovima, a 

rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih 

eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10
6
 MoLĆ/ml 

kulture. U kulturama MoLĆ stimulisanih proinflamacijskim koktelom izmerene su 

statistički značajno veće koncentracije IL-12 i IL-27 u odnosu na kontrolne, nezrele 

MoLĆ, dok nije bilo statistički značajne razlike u nivoima IL-10 i IL-23 (Grafikon 

3). Odnos IL-12 / IL-10 je bio značajno veći u kulturi zrelih MoLĆ u poređenju sa 

nezrelim MoLĆ (0,44 ± 0,04 / 0,04 ± 0,02, p ‹ 0,001). 
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Grafikon 3. Produkcija citokina od strane MoLĆ. 

Koncentracije citokina određivane su ELISA testovima u supernatantima kontrolnih, nezrelih MoLĆ, 

odnosno MoLĆ indukovanih na sazrevanje u prisustvu proinflamacijskog koktela (TNF-α, IL-1β, IL-

6 i PGE2) u toku 48h (1 x 10
6 

/ ml). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD iz pet 

nezavisnih eksperimenata. 

*** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kontrolnim, nezrelim MoLĆ 

4.1.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita i MoLĆ  

Sledeći korak u ispitivanjima funkcionalnih karakteristika MoLĆ odnosio se 

na sposobnost usmeravanja imunskog odgovora CD4
+
 T-limfocita. U cilju 

proučavanja Th imunskog odgovora in vitro, MoLĆ (kontrolne, nezrele ćelije i ćelije 

stimulisane proinflamacijskim, maturacijskim koktelom) su kokultivisane sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima tokom 5 dana nakon čega je izmeren nivo citokina u 

supernatantima kokultura ELISA testovima ili metodom citofluorimetrijske 

IL-10 IL-12 

IL-23 IL-27 

MoLĆ kontrola MoLĆ koktel 
LEGENDA: 
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detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica.  Rezultati su prikazani kao srednje 

vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izražene u pg/ml 

ili ng/ml. 

Rezultati prikazani na Grafikonu 4 pokazuju statistički značajno veću 

produkciju IFN-γ IL-2, IL-4, IL-13 i TGF-β u ćelijskim kokulturama gde su kao 

stimulatori korišćene zrele MoLĆ u odnosu na kokulture sa kontrolnim, nezrelim 

MoLĆ. Nivoi IL-17 su ostali nepromenjeni, dok je produkcija IL-10 bila snižena u 

odnosu na kokulture sa kontrolnim, nezrelim MoLĆ. 

Analizom međusobnih odnosa pojedinih citokina u okviru Th profila 

pokazano je da su odnosi IFN-γ / IL-4 i IFN-γ / IL-13 bili statistički značajno manji, 

a odnosi IFN-γ / IL-17 i IFN-γ / IL-10 bili značajno veći u kokulturi zrelih MoLĆ i 

CD4
+
 T-limfocita u odnosu na kokulture sa nezrelim MoLĆ (Tabela 3). 

Tabela 3. Analiza međusobnih odnosa citokina u okviru Th profila u 

kokulturama alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ. 

Odnos Th citokina 

Citokini Nezrele MoLĆ Zrele MoLĆ 
Statistička 

značajnost 

IFN-γ / IL-4 43,9 ± 3,7 27,6  ± 0,3 p ‹ 0,001 

IFN-γ / IL-13   5,9 ± 0,5    2,7 ± 0,1 p ‹ 0,001 

IFN-γ / IL-17 23,0 ± 1,8 33,8 ± 2,3 p ‹ 0,001 

IFN-γ / IL-10 75,4 ± 2,0 150,4 ± 21,1 p ‹ 0,001 

 

Alogeni CD4
+
 T-limfociti (1 x 10

5
) su kultivisani 5 dana u prisustvu kontrolnih, nezrelih MoLĆ ili 

MoLĆ stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) u toku 2 

dana (1 x 10
4 

). U kokulturu je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i jonomicin (500 

ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti IFN-γ, IL-4, IL-13, IL-17 i IL-10 su izmerene ELISA 

testovima. Iz količnika ovih citokina, dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata, izračunate su 

prosečne vrednosti ± SD. 
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Grafikon 4. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4
+
 T-

limfocita i MoLĆ. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 

i TGF-β, a zatim su tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) 

tokom 2 dana. Alogeni CD4
+
 T-limfociti (1 x 10

5
) su kultivisani 5 dana u prisustvu kontrolnih, 

nezrelih MoLĆ ili zrelih MoLĆ (1 x 10
4
). U kokulturu je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) 

(20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti citokina izmerene su 

ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-β) i metodom citofluorimetrijske detekcije 

citokina pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih anti-IL-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati 

su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina iz pet nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom u kojoj su bile kontrolne, 

nezrele MoLĆ 

IFN-γ IL-2 IL-17 

IL-4 IL-13 IL-10 TGF-β 
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4.1.4. Potencijal alostimulacije MoLĆ 

Važna funkcionalna karakteristika DĆ jeste sposobnost da stimulišu 

proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita. Osobina MoLĆ da u zavisnosti od tretmana 

standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora indukuju proliferaciju alogenih 

CD4
+
 T-limfocita u mešanoj kulturi leukocita, procenjena je na osnovu analize 

ugradnje [
3
H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u obliku indeksa 

proliferacije koji se izračunava kao što je opisano u Materijalima i metodama. 

Proliferativni odgovor alogenih CD4
+
 T-limfocita u kokulturi sa zrelim MoLĆ bio je 

slabiji u odnosu na limfocite kultivisane sa nezrelim MoLĆ u višim MoLĆ:CD4
+
 T-

odnosima (1:10 i 1:20) (Grafikon 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 5. Potencijal alostimulacije MoLĆ. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne stimulacije GM-CSF, IL-4 i TGF-β, a 

zatim su tretirane standardnim maturacijskim (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) tokom 2 dana. Nezrele i 

zrele MoLĆ su kultivisane u dvostruko-opadajućem broju (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa alogenim CD4

+
 

T-limfocitima (1 x 10
5 

) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat [
3
H]-timidin, nakon 

čega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, 

c.p.m.) kao što je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku 

prosečnog indeksa proliferacije (IP) ± SD dobijenog iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat 

korišćenjem sledeće formule: IP = c.p.m. (MoLĆ/CD4
+ 

T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami 

CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami MoLĆ) ]. Broj β radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4
+ 

T-

limfocita bio je 402 ± 53 c.p.m, a u kulturi samih MoLĆ nezavisno od broja i maturacionog statusa 

bio je 79 ± 16 c.p.m. (navedene su prosečne vrednosti, dobijene iz pet nezavisnih eksperimenata). 

* = p ‹ 0,05, u poređenju sa kontrolnim, nezrelim MoLĆ 

MoLĆ / CD4+ T-limfociti 

MoLĆ kontrola MoLĆ koktel LEGENDA: 
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4.2. Poređenje fenotipskih i funkcionalnih svojstava MoDĆ i MoLĆ 

stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora  

4.2.1. Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ 

U cilju bližeg definisanja imunobiološkog potencijala MoLĆ izvršena je 

analiza i poređenje fenotipskih i funkcionalnih svojstava ovih ćelija u odnosu na 

MoDĆ istih donora, koje su diferentovane u kulturi od monocita kao i MoLĆ ali bez 

dodatka TGF-β.  

Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ su analizirane citofluorimetrijskom 

metodom. Rezultati vezivanja antitela usmerenih protiv površinskih molekula na 

ovim ćelijama su prikazani u obliku procenta ćelija koje su ispoljile pomenute 

molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.  

Nakon diferencijacije obe ćelijske subpopulacije su stekle fenotip nezrelih 

DĆ koji se karakterisao niskom ekspresijom CD83 (Tabela 4), CD86 i CCR7 

(Tabela 4, Grafikon 6). Dok je ekspresija CD14 bila gotovo nedetektabilna na obe 

subpopulacije DĆ, skoro sve MoLĆ i oko polovina MoDĆ su ispoljile CD1a 

(Grafikon 6). Nezrele MoLĆ su se razlikovale od nezrelih MoDĆ po višim forward 

scatter (FS) parametrima, ali i po značajno nižoj ekspresiji HLA-DR, CD54 i CCR7 

(Tabela 4, Grafikon 6). Takođe, procenat Langerin
+ 
ćelija u populaciji nezrelih 

MoLĆ (84.5 ± 7.7 %) bio je značajno veći od Langerin
+ 
ćelija u populaciji MoDĆ 

(6.4 ± 2.1 %) (rezultati nisu prikazani). 

Tetman obe grupe ćelija koktelom proinflamacijskih medijatora doveo je do 

fenotipskog sazrevanja DĆ praćenog povećanjem ekspresije HLA-DR, CD83, CD86 

i CCR7, uz istovremeno sniženja FS parametara. Zrele MoLĆ su imale slabiju 

ekspresiju HLA-DR, CD54 i CCR7 u poređenju sa zrelim MoDĆ, dok razlika u 

ekspresiji CD83 i CD86 nije detektovana (Tabela 4 i Grafikon 6). 
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Tabela 4. Poređenje fenotipskih karakteristika MoDĆ i MoLĆ stimulisanih u 

prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora. 

  
KONTROLA KOKTEL 

  
MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ 

CD83 
%±SD 15,0 ± 8,2 16,8 ± 9,2 89,0 ± 6,2 82,5 ± 7,3 

mfi±SD   5,7 ± 1,0   2,9 ± 0,6   3,5 ± 1,7   3,4 ± 1,4 

HLA-DR 
%±SD 92,8 ± 6,0 89,4 ± 8,4 97,5 ± 2,4 95,9 ± 3,8 

mfi±SD 34,6 ± 4,3       15,6 ± 5,6 *** 57,5 ± 6,8        38,5 ± 4,7 *** 

CD86 
%±SD   34,1 ± 11,8  42,1 ± 14,5 91,7 ± 5,9 92,8 ± 6,4 

mfi±SD   2,4 ± 0,6   2,7 ± 1,6   6,4 ± 3,7   6,1 ± 0,9 

CD54 
%±SD 96,3 ± 1,9         87,2 ± 9,3 95,9 ± 2,2      81,5 ± 11,5 * 

mfi±SD 15,2 ± 3,7         7,7 ± 2,5 ** 14,1 ± 3,5 11,0 ± 3,7 

CCR7 
%±SD   10,0 ± 2,7         3,2 ± 0,3 ** 59,6 ± 6,9        29,4 ± 9,8 *** 

mfi±SD   3,9 ± 1,4     1,2 ± 0,8 12,1 ± 0,9       2,9 ± 0,7 ** 

 

MoDĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF i IL-4, 

dok su MoLĆ nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela ali uz dodatak TGF-β. Maturacija 

nezrelih ćelija obe grupe indukovana je koktelom proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-α, 

IL-1β, IL-6 i PGE2) kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele DĆ obeležene 

su antitelima specifičnim za ključne DĆ površinske markere pa  zatim analizirane citofluorimetrijom. 

Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih 

ćelija (%± SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi ± 

SD). 

** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa nezrelim ili zrelim MoLĆ 
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Grafikon 6. Poređenje fenotipskih karakteristika MoDĆ i MoLĆ stimulisanih u 

prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora.  

MoDĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF i IL-4, 

dok su MoLĆ nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela  ali uz dodatak TGF-β. Maturacija 

nezrelih ćelija obe grupe indukovana je koktelom proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-α, 

IL-1β, IL-6 i PGE2) kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele DĆ obe grupe 

su obeležene antitelima specifičnim za ključne DĆ površinske markere pa zatim analizirane 

citofluorimetrijom. Brojevi u gornjem desnom uglu pojedinačnih histograma predstavljaju prosečne 

vrednosti intenziteta fluorescence unutar selektovanih populacija (ogradica je prikazana na 

adekvatnom FS/SS log dijagramu). Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog donora od pet 

nezavisnih eksperimenata. Ir-PE i Ir-FITC predstavljaju nespecifične fluorescence u prisustvu 
irelevantnog (Ir) mišjeg monoklonskog antitela konjugovanog određenim fluorohromom. 
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4.2.2. Produkcija citokina od strane MoDĆ i MoLĆ  

MoDĆ i MoLĆ produkuju polarizacijske citokine koji su neophodni za 

usmeravanje Th imunskog odgovora. Kako bi se procenila ova sposobnost, u 

supernatantima kultura obe subpopulacije DĆ izmerene su koncentracije pomenutih 

citokina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija iz 

pet nezavisnih eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10
6
 

MoLĆ/ml kulture. 

U supernatantima kultura nezrelih MoDĆ i MoLĆ određene su koncentracije 

IL-12, IL-23, IL-27, IL-10, IL-6 i TNF-α, a u supernatantima kultura MoDĆ i MoLĆ 

stimulisanih sa standardnim proinflamacijskim koktelom izmereni su nivoi IL-12, 

IL-23, IL-27 i IL-10. Međusobnim poređenjem dobijenih vrednosti pokazano je da 

su nezrele MoLĆ produkovale znatno manje količine IL-12 i TNF-α, a znatno više 

IL-23 u poređenju sa nezrelim MoDĆ. Razlike u produkciji IL-6, IL-10 i IL-27 nisu 

bile statistički značajne (Grafikon 7). Odnos IL-12 / IL-10 je bio statistički značajno 

niži u kulturi nezrelih MoLĆ u poređenju sa nezrelim MoDĆ (0,04 ± 0,02 / 0,16 ± 

0,05, p ‹ 0,001). 

U kulturama zrelih MoLĆ detektovane su znatno veće koncentracije IL-12 i 

IL-23, a znatno manje koncentracije IL-10 u poređenju sa zrelim MoDĆ. Nije bilo 

razlike u produkciji IL-27 između ove dve ćelijske subpopulacije (Grafikon 7). 

Odnos IL-12 / IL-10 je bio statistički značajno veći u kulturi zrelih MoLĆ u 

poređenju sa zrelim MoDĆ (0,44 ± 0,04 / 0,09 ± 0,01, p ‹ 0,001). 
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Grafikon 7. Poređenje produkcija citokina u supernatantima kultura MoDĆ i 

MoLĆ. 

Koncentracije citokina određivane su ELISA testovima u supernatantima MoDĆ i MoLĆ (1 x 10
6 

/ 

ml) kultivisanih bez ili u prisustvu proinflamacijskog koktela (TNF-α, IL-1β, IL-6, PGE2) u toku 

48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD (n = 5 različitih eksperimenata). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa nezrelim ili zrelim MoLĆ 
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4.2.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoDĆ ili 

MoLĆ 

Razlika u sposobnosti MoDĆ i MoLĆ da usmere Th imunski odgovor je 

testirana merenjem nivoa citokina u njihovim petodnevnim kokulturama sa alogenim 

CD4
+
 T-limfocitima. Koncentracije citokina u supernatantima kokultura su određene 

ELISA testovima i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću 

fluorescentnih kuglica. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija 

citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izraženi u pg/ml ili ng/ml kultura. 

Nezrele MoLĆ su bili slabiji stimulatori produkcije IFN-γ, IL-4, IL-13 i IL-

10, a bolji stimulatori produkcije IL-2 i IL-17 u kokulturi sa alogenim CD4
+ 

T-

limfocitima, u poređenju sa nezrelim MoDĆ (Grafikon 8). 

Suprotno ovim nalazima, zrele MoLĆ su snažnije indukovale sekreciju IFN-

γ, IL-2 i IL-17 u ko-kulturi sa alogenim CD4
+ 

T-limfocitima, u poređenju sa zrelim 

MoDĆ. Interesantan je nalaz za Th2 citokine. Nivo IL-4 u kokulturi CD4
+
 T-

limfocita sa zrelim MoLĆ je bio viši u poređenju sa kokulturom CD4
+
 T-limfocita i 

zrelim MoDĆ. Suprotni rezultati su dobijeni za IL-13. Takođe, produkcija TGF-β u 

kokulturama zrelih MoLĆ sa CD4
+
 T-limfocitima je bila veća u poređenju sa 

kokulturom sa zrelim MoDĆ (Grafikon 8). 

Analizom međusobnih odnosa Th polarizujućih citokina pokazano je da su 

odnosi IFN-γ / IL-13 bili viši u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ 

nezavisno od njihove zrelosti, u poređenju sa MoDĆ , pri čemu se odnosi IFN-γ / IL-

4 nisu razlikovali. Takođe, odnosi IFN-γ / IL-17 su bili niži, a odnosi IFN-γ / IL-10 i 

IL-2 / TGF-β su bili viši u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita sa nezrelim MoLĆ, 

u poređenju sa nezrelim MoDĆ. Odnos IL-2 / TGF-β je bio niži u kokulturi CD4
+
 T-

limfocita i zrelih MoLĆ, u poređenju sa zrelim MoDĆ, dok u odnosima IFN-γ / IL-

17 i IFN-γ / IL-10 nije bilo razlike između pomenutih kokultura (Tabela 5). 
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Grafikon 8. Poređenje produkcija citokina u supernatantima kokultura MoDĆ 

ili MoLĆ sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. 

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i 

IL-4, a nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DĆ su 

potom tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) tokom 2 dana. Alogeni 

CD4
+
 T-limfociti (1 x 10

5
) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili zrelih DĆ (1 x 10

4
). U kokulturu 

je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h 

inkubacije. Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-β) i 

metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih anti-IL-2 

antitelima (Th1/Th2 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina iz pet 

nezavisnih eksperimenata ± SD.  

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kontrolnim, nezrelim MoDĆ ili MoLĆ 
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Tabela 5. Analiza međusobnih odnosa Th citokina u kokulturama alogenih 

CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ ili MoDĆ. 

 

 

Odnos Th citokina 

NEZRELE ZRELE 

Citokini MoDĆ MoLĆ 
Stat. 

znač. 
MoDĆ MoLĆ 

Stat. 

znač. 

IFN-γ / IL-4 46,4 ± 3,2 43,8 ± 3,6 p > 0,05 30,0 ± 3,8 27,6 ± 0,3 p > 0,05 

IFN-γ/IL-13 3,2 ± 0,2 5,9 ± 0,5 p < 0,01 1,3 ± 0,2 2,7 ± 0,1 p < 0,001 

IFN-γ/IL-17 40,6 ± 0,6 23,0 ± 1,8 p < 0,001 34,2 ± 3,7 33,8 ± 2,3 p > 0,05 

IFN-γ/IL-10 47,0 ± 9,4 75,4 ± 2,0 p < 0,001 156,8 ± 20,6 150,4 ± 21,0 p > 0,05 

IL-2/TGF-β 1,3 ± 0,2 1,7 ± 0,7 p < 0,01 0,9 ± 0,2 0,6 ± 0,1 p < 0,01 

 

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-

4, a nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DĆ su 

potom tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) tokom 2 dana. 

Alogeni CD4
+
 T-limfociti (1 x 10

5
) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili zrelih DĆ (1 x 10

4
). 

U kokulturu DĆ i CD4
+
 T-limfocita je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i 

Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti IFN-γ, IL-4, IL-13, IL-17, IL-10 i 

TGF-β su izmerene ELISA testovima, a IL-2 metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću 

fluorescentnih kuglica obeleženih anti-IL-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Iz količnika ovih citokina, 

dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata, izračunate su prosečne vrednosti ± SD, a potom 

upoređene Studentovim t-testom. 

4.2.4. Potencijal alostimulacije MoDĆ i MoLĆ 

Na Grafikonu 9 je prikazana razlika u proliferaciji alogenih CD4
+
 T-

limfocita u zavisnosti od toga da li su bili u kokulturi sa MoDĆ ili MoLĆ. 

Sposobnost proliferacije je procenjena na osnovu analize ugradnje [
3
H]-timidina u 

ove limfocite. Rezultati su predstavljeni u obliku indeksa proliferacije koji se 

izračunava kao što je opisano u Materijalima i metodama. 

CD4
+ 

T-limfociti stimulisani od strane nezrelih MoLĆ su snažnije 

proliferisali u odnosu na CD4
+ 

T-limfocite stimulisane sa nezrelim MoDĆ (Grafikon 

9). 
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Nakon sazrevanja u prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora, 

aloreaktivni stimulatorni kapacitet se promenio u korist MoDĆ, tako da je 

aloreaktivna sposobnost zrelih MoLĆ bila slabija od zrelih MoDĆ (Grafikon 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 9. Poređenje potencijala alostimulacije MoDĆ i MoLĆ.  

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-

4, a nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. MoDĆ i MoLĆ su sazrele 

nakon stimulacije koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-α, IL-6, IL-1β i PGE2) u toku 2 

dana. Nezrele i zrele MoDĆ i MoLĆ su potom kultivisane u dvostruko-opadajućem broju (1 x 10
4 
– 

0.0625 x 10
4
) sa alogenim CD4

+
 T-limfocitima (1 x 10

5 
) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h 

kulture je dodat [
3
H] timidin, nakon čega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u 

minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao što je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su 

predstavljeni rezultati u obliku prosečnog indeksa proliferacije (IP) ± SD dobijenog od iz pet 

nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat korišćenjem sledeće formule: IP = c.p.m. 

(MoDĆ(LĆ)/CD4
+ 

T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami 

MoDĆ(LĆ)) ]. Spontana ugradnja [
3
H] timidina u kulturama samih CD4

+
 T-limfocita, odnosno 

samih DĆ oba tipa, izračunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata.  Broj β 

radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4
+ 

T-limfocita je bio 402 ± 53 c.p.m; broj β radioaktivnih 

raspada u kulturi samih MoDĆ ili MoLĆ, nezavisno od broja i maturacionog statusa, je bio 82 ± 20 

c.p.m. (odgovara nivou prirodnog fona zračenja).  

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kontrolnim, nezrelim MoDĆ ili MoLĆ. 
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4.3. Uticaj Poly(I:C) i curdlana na fenotipska svojstva i funkcije 

MoLĆ 

U narednim ispitivanjima proučavan je uticaj pojedinačne i kombinovane 

primene imunomodulacijskih supstanci Poly(I:C) i curdlana na fenotipska svojstva i 

funkcije MoLĆ. 

4.3.1. Fenotipske karakteristike MoLĆ 

Fenotipske karakteristike MoLĆ su određene citofluorimetrijskom analizom 

vezivanja antitela usmerenih protiv površinskih molekula na ovim ćelijama. 

Rezultati su prikazani u obliku procenta MoLĆ koje su ispoljile pomenute molekule 

i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.  

Stimulacija MoLĆ sa Poly(I:C) ili curdlanom je dovela do fenotipskog 

sazrevanja ovih ćelija, što se može zaključiti na osnovu snažnije ekspresije HLA-

DR, CD86, CD80, CD83, CD40, CD54 i CCR7 molekula, u poređenju sa 

kontrolnim, nestimulisanim MoLĆ (Tabela 6, Grafikon 10). Kombinovani tretman 

Poly(I:C) i curdlanom je doveo do povećanja eskpresije CD80, CD40 i CCR7 

molekula na MoLĆ, u odnosu na ćelije koje su bile pojedinačno stimulisane 

Poly(I:C) ili curdlanom, dok je nivo ekspresije HLA-DR ostao nepromenjen. 

Kombinovana primena Poly(I:C) i curdlana je, takođe, povećala ekspresiju CD86, 

CD83 i CD54 molekula na MoLĆ u odnosu na tretman curdlanom, odnosno nije 

izmenila njihovu ekspresiju u poređenju sa samim Poly(I:C) (Tabela 6, Grafikon 

10). 
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Tabela 6. Fenotipske karakteristike MoLĆ sazrelih u prisustvu Poly(I:C), 

curdlana i njihove kombinacije. 

  
MoLĆ, 48h 

  
Kontrola Poly(I:C) Curdlan Poly(I:C)+Curdlan 

HLA-

DR 

%±SD 85,2 ± 5,4 89,1± 1,7 96,7 ± 2,5  * 94,2 ± 4,3 

mfi±SD 4,7 ± 3,0 22,2 ± 6,4  * 10,0 ± 2,0 11,3 ± 4,9 

CD86 
%±SD 39,7 ± 6,1 79,9 ± 6,7  * * 65,5 ± 4,5 * * 81,6 ± 7,1   * * *, ˄  

mfi±SD 4,1 ± 1,1 10,6 ± 2,5 * * * 8,7 ± 2,1 * * 11,6 ± 1,8 * * * 

CD80 
%±SD 74,7 ± 4,0 89,5 ± 8,6 93,8 ± 3,2 * * 88,1 ± 4,5 * 

mfi±SD 8,5 ± 1,8 28,0 ± 5,8  * 24,6 ± 3,6 * 41,1 ± 2,3 ***,# # #,˄ ˄ ˄ 

CD40 
%±SD 87,5 ± 5,0 93,4 ± 1,8 94,1 ± 5,9 89,4 ± 6,9 

mfi±SD 21,8 ± 7,9 45,3 ± 2,4 * * 40,4 ± 2,9 * 52,3 ± 3,5 * *, #, ˄ 

CD83 
%±SD 27,4 ± 3,5 77,4 ± 2,3 * * * 60,6 ± 3,1 * * * 77,6 ± 3,3 * * *,˄ ˄ 

mfi±SD 6,9 ± 3,1 16,8 ± 1,7 * * 13,2 ± 1,1 * * 13,6 ± 4,4  * * 

CD54 
%±SD 56,8 ± 5,1 82,8 ± 2,4 * * * 81,1 ± 5,4 * * 83,9 ± 3,1  * * * 

mfi±SD 4,3 ± 0,9 2,2 ± 0,6 13,1 ± 3,1 *** 4,9 ± 0,8  ˄ ˄ ˄ 

CCR7 
%±SD 2,8 ± 0,9 10,8 ± 1,6 * * * 5,7 ± 0,7  * * 13,6 ± 1,4 * * *, # #,˄ ˄ ˄ 

mfi±SD 2,6 ± 0,4 6,4 ± 0,5 * * * 1,7 ± 0,3 * 6,2 ± 0,5 * * *,˄ ˄ ˄ 

 

MoLĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i 

TGF-β. Maturacija nezrelih MoLĆ je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u 

toku 48h kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLĆ obeležene su 

antitelima specifičnim za ključne DĆ površinske markere a zatim analizirane na protočnom 

citometru. Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta 

pozitivnih ćelija (% ± SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence 

intensity, mfi ± SD). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kontrolnim, nestimulisanim MoLĆ 

# 
=

 
p ‹ 0,05, 

# # 
=

 
p ‹ 0,01, 

# # # 
=

 
p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ stimulisanim Poly(I:C) 

^ = p ‹ 0,05, ^ ^ = p ‹ 0,01, u poređenju sa MoLĆ stimulisanim curdlanom 
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Grafikon 10. Fenotipske karakteristike MoLĆ sazrelih u prisustvu Poly(I:C), 

curdlana i njihove kombinacije. 

MoLĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i 

TGF-β. Maturacija nezrelih MoLĆ je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u 

toku 48h kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. MoLĆ su obeležene antitelima 

specifičnim za ključne DĆ površinske markere (anti-HLA-DR-PeCy5, anti-(CD80, CD83 i CCR7)-

FITC i anti-(CD86, CD40 i CD54)-PE) pa zatim analizirane protočnom citofluorimetrijom. Prazni 

histogrami odgovaraju Ir-FITC, Ir-PE i Ir-PeCy5, i predstavljaju nespecifičnu fluorescencu dobijenu 

korišćenjem irelevantnog (Ir) mišjeg monoklonskog antitela konjugovanog adekvatnim 

fluorohromom, koja ne reaguju sa humanim ćelijama. Prikazani su histogrami fluorescenci iz jednog 

reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata.  

4.3.2. Produkcija citokina od strane MoLĆ 

Sposobnost MoLĆ da produkuju polarizacijske citokine utvrđena je ELISA 

metodom u supernatantima njihovih kultura nakon dvodnevne pojedinačne ili 

kombinovane stimulacije Poly(I:C) i curdlanom. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izražene u pg/ml 

ili ng/ml kulture i standardizovane za 1 x 10
6
 ćelija/ml kulture. 
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Tretman MoLĆ sa Poly(I:C) je doveo do povećanja produkcije IL-12, IL-10, 

IL-23, IL-27, TNF-α, IL-1β i IL-6 u odnosu na nestimulisane, kontrolne MoLĆ 

(Grafikon 11). 

Curdlan je povećao sekreciju svih navedenih citokina od strane MoLĆ, 

izuzev produkcije IL-6 koja je ostala nepromenjena u poređenju sa nestimulisanim 

MoLĆ. Nivo produkovanih citokina je bio niži nego u kulturama stimulisanim sa 

Poly(I:C), osim IL-1β čija je produkcija bila slična (Grafikon 11). 

Kombinacija Poly(I:C) i curdlana je dovela do povećanja produkcije TNF-α, 

IL-1β i IL-23, a sniženja produkcije IL-12, IL-10 i IL-27, u odnosu na sam 

Poly(I:C), dok sekrecija IL-6 nije bila promenjena (Grafikon 11). 

Ova kombinacija agonista je, takođe, dovela i do povećanja produkcije IL-12, 

IL-10, IL-23, TNF-α, IL-1β i IL-6, i nije promenila sekreciju IL-27, u poređenju sa 

curdlanom (Grafikon 11). Odnos u produkciji IL-12 / IL-10 je bio veći u kulturi 

MoLĆ stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, u poređenju sa MoLĆ 

pojedinačno stimulisanim curdlanom (1,35 ± 0,12 / 0,42 ± 0,04, p ‹ 0,001). 
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Grafikon 11. Produkcija citokina od strane MoLĆ sazrelih u prisustvu 

Poly(I:C), curdlana i njihove kombinacije. 

Koncentracije citokina određivane su ELISA testovima u supernatantima nestimulisanih MoLĆ i 

MoLĆ stimulisanih Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u toku 48h (1 x 10
6 

/ ml). 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost iz pet nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01 *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kontrolnim, nestimulisanim MoLĆ 

# 
=

 
p ‹ 0,05, 

# # 
=

 
p ‹ 0,01, 

# # # 
=

 
p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ stimulisanim Poly(I:C) 

^ = p ‹ 0,05, ^ ^ = p ‹ 0,01, ^ ^ ^ = p ‹ 0,001 u poređenju sa MoLĆ stimulisanim curdlanom 
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4.3.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita i MoLĆ 

Th imunski odgovor in vitro je ispitivan na osnovu nivoa produkovanih citokina 

u supernatantima kokultura alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ. Koncentracije 

citokina u supernatantima kokultura su određene ELISA testovima i metodom 

citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica.  Rezultati su 

prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih 

eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml. 

MoLĆ tretirane Poly(I:C) ili curdlanom su snažnije stimulisale produkciju 

IFN-γ, IL-2, IL-4 i IL-10 u kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa 

kontrolnim, nestimulisanim MoLĆ (Grafikon 12). Nije bilo razlike u odnosu IFN-γ / 

IL-4 između ko-kultura CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim Poly(I:C), u 

poređenju sa nestimulisanim MoLĆ (2,54 ± 0,22 / 2,33 ± 0,27, p ≥ 0,05). S druge 

strane, odnos IFN-γ / IL-4 u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim 

curdlanom bio je niži u poređenju sa nestimulisanim MoLĆ (2,54 ± 0,22 / 1,72 ± 

0,23, p ‹ 0,01). 

Produkcija IL-17 je bila snažnija, a produkcija TGF-β slabija u ćelijskim 

kokulturama gde su kao stimulatori korišćene MoLĆ tretirane Poly(I:C), u poređenju 

sa kokulturama sa kontrolnim, nestimulisanim MoLĆ, dok u kokulturi sa MoLĆ 

tretiranim curdlanom nije bilo promene u produkciji ova dva citokina (Grafikon 12).  

.  

MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snažnije indukovale 

produkciju IL-2, slabije IL-4 i IL-10, i nisu uticale na sekreciju TGF-β, u poređenju 

sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim Poly(I:C) ili curdlanom . MoLĆ tretirane 

kombinacijom ovih agonista su slabije stimulisale produkciju IL-17 i nisu uticale na 

produkciju IFN-γ, u odnosu na MoLĆ tretirane Poly(I:C), dok su ispoljile upravo 

suprotan efekat na produkciju ovih citokina u poređenju sa MoLĆ tretiranim 

curdlanom (Grafikon 12). Odnos u produkciji IFN-γ / IL-4 je bio veći u kokulturi 

CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, u 

poređenju sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim Poly(I:C) (3,21 ± 0,43 / 2,33 ± 0,27, p 

‹ 0,01) ili curdlanom (3,21 ± 0,43 / 1,72 ± 0,23, p ‹ 0.001). 



 Ivan Rajković         Rezultati 

 

 74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 12. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4
+
 

T-limfocita i MoLĆ. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne stimulacije GM-CSF, IL-4 i TGF-β, a 

zatim su bile pojedinačno ili kombinovano tretirane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana. MoLĆ (1 x 

10
4
) su potom kultivisane sa alogenim CD4

+
 T-limfocitima (1 x 10

5 
) tokom 5 dana. U kokulturu je 

dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h 

kultivacije. Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i 

TGF-β) i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih 

anti-IL-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije 

citokina iz pet nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa nestimulisanim, kontrolnim MoLĆ 

# # 
=

 
p ‹ 0,01, 

# # # 
= p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ tretiranim Poly(I:C) 

^ = p ‹ 0,05, ^ ^ = p ‹ 0,01, ^ ^ ^ = p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ tretiranim curdlanom 

IFN-γ IL-2 IL-17 

IL-4 IL-10 TGF-β 

LEGENDA: 

1. Kontrola; 2. Poly(I:C); 3. Curdlan; 4. Poly(I:C) + curdlan  
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4.3.4. Potencijal alostimulacije MoLĆ 

Razlika u sposobnosti MoLĆ da, u zavisnosti od vrste pretretmana, stimulišu 

proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u mešanoj kulturi leukocita, procenjena je 

na osnovu analize ugradnje [
3
H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u 

obliku indeksa proliferacije koji se izračunava kao što je opisano u Materijalima i 

metodama. 

MoLĆ tretirane u prisustvu Poly(I:C) su snažnije stimulisale proliferaciju 

alogenih CD4
+
 T-limfocita u višim MoLĆ:CD4

+
 T-odnosima (1:10 - 1:40), dok su 

MoLĆ tretirane curdlanom snažnije stimulisale proliferaciju ovih limfocita u svim 

određivanim MoLĆ:CD4
+
 T-odnosima (1:10 - 1:160), u poređenju sa kontrolnim, 

nestimulisanim MoLĆ (Grafikon 13).  

MoLĆ su nakon kombinovanog tretmana Poly(I:C) i curdlanom snažnije 

indukovale proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita pri višim odnosima MoLĆ:CD4

+
 

T (1:10, 1:20), u poređenju sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim Poly(I:C) ili 

curdlanom (Grafikon 13). 
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Grafikon 13. Potencijal alostimulacije MoLĆ nakon tretmana Poly(I:C) i 

curdlanom. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 

i TGF-β, a zatim su bile pojedinačno ili kombinovano tretirane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana. 

MoLĆ su potom kultivisane u dvostruko-opadajućim razblaženjima (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima (1 x 10

5 
) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat 

[
3
H]-timidin, nakon čega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. 

counts per minute, c.p.m.) kao što je opisano u poglavlju Materijali i metode. Na grafiku su 

predstavljeni rezultati u obliku prosečnog indeksa proliferacije (IP) ± SD dobijenog od triplikata iz 

jednog reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat korišćenjem sledeće 

formule: IP = c.p.m. MoLĆ/CD4
+ 

T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m 

(sami MoLĆ)]. Spontana ugradnja [
3
H] timidina u kulturama samih CD4

+
 T-limfocita, odnosno 

samih MoLĆ, izračunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata. Broj β 

radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4
+ 

T-limfocita bio je 287 ± 47 c.p.m; broj β radioaktivnih 

raspada u kulturi samih MoLĆ nezavisno od broja i maturacionog statusa je bio 83 ± 15 

c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zračenja). 

* = p ‹ 0.05, ** = p ‹ 0.01, *** = p ‹ 0.001, u poređenju sa MLR u kojoj su bile kontrolne, 

nestimulisane MoLĆ 

# 
=

 
p ‹ 0.05, 

## 
=

 
p ‹ 0.01, 

# # # 
= p ‹ 0.001, u poređenju sa MLR u kojoj su MoLĆ stimulisane 

Poly(I:C) 

^ = p ‹ 0.05, ^ ^ = p ‹ 0.01, ^ ^ ^ = p ‹ 0.001 u poređenju sa MLR u kojoj su MoLĆ stimulisane 

curdlanom 

LEGENDA: 

1. Kontrola    

2. Poly(I:C) 

3. Curdlan      

4. Poly + curdlan 
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4.4. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama između 

MoDĆ i MoLĆ stimulisanih Poly(I:C) i curdlanom 

U nastavku procene imunobioloških svojstava MoLĆ uporedili smo njihove 

fenotipske i funkcionalne karakteristike sa MoDĆ, nakon pojedinačne ili 

kombinovane stimulacije imunomodulacijskim supstancama, Poly(I:C) i curdlanom. 

4.4.1.  Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ 

Fenotipske osobine MoDĆ i MoLĆ su opisane korišćenjem kombinacije antitela 

usmerenih protiv površinskih molekula na ovim ćelijama.  Rezultati vezivanja antitela 

su analizirani metodom protočne citofluorimetrije i prikazani su u obliku procenta 

MoDĆ i MoLĆ koje su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta 

njihove ekspresije.  

Kod MoLĆ pojedinačno tretiranih sa Poly(I:C) ili curdlanom došlo je do 

snažnije ekspresije CD40, niže ekspresije HLA-DR, dok espresija CD86 nije bila 

bitnije promenjena u poređenju sa MoDĆ (Tabela 7). 

Tretman MoLĆ sa Poly(I:C) je doveo do povećanja ekspresije CD80 i CCR7 

i sniženja CD83 i CD54, u odnosu na MoDĆ. S duge strane, MoLĆ su nakon 

stimulacije curdlanom pokazale snažniju eskpresiju CD83, a slabiju CD54 i CCR7, u 

poređenju sa MoDĆ (Tabela 7). 

MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su povećale ekspresiju 

CD86, CD80, CD40 i CCR7, snizile CD83 i CD54, i nisu promenile ekspresiju 

HLA-DR, u odnosu na MoDĆ (Tabela 7). 
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Tabela 7. Poređenje fenotipskih karakteristika između MoDĆ i MoLĆ nakon 

pojedinačne i kombinovane stimulacije Poly(I:C) i curdlanom. 

 

 

MoDĆ su dobijene nakon šestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF  i IL-4, dok su 

MoLĆ nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela ali uz dodatak TGF-β. Maturacija nezrelih 

MoDĆ i MoLĆ je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u toku 48h kao što je 

opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLĆ su obeležene antitelima specifičnim za 

ključne DĆ površinske markere a zatim analizirane na protočnom citometru. Rezultati iz pet nezavisnih 

eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih ćelija (% ± SD) i kao srednja 

vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi ± SD). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa nezrelim ili zrelim MoDĆ 

  MoDĆ 48h / MoLĆ 48h 

  
Kontrola Poly(I:C) Curdlan Poly(I:C)+curdlan 

  
MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ 

H
L

A
-

D
R

 %±SD 
95,1 ± 

3,0 

85,2 ± 

5,4 *** 

96,5 ± 

2,7 

89,1± 

 1,7 *** 

97,8 ±  

1,5 

96,7 ± 

2,5 

97,1 ± 

2,0 

94,2 ±  

4,3 

mfi±SD 
11,8 ± 

2,7 

4,7 ± 

3,0** 

30,9 ± 

6,7 

22,2 ± 

6,4*** 

22,5 ±  

1,9 

10,0 ± 

2,0 *** 

12,7 ± 

2,8 

11,3 ±  

4,9 

C
D

8
6

 %±SD 
38,8 ± 

8,7 

39,7 ± 

6,1 

78,8 ± 

10,9 

79,9 ± 

 6,7 

76,7 ± 

 7,1 

65,5 ± 

4,5 

73,9 ± 

9,3 

81,6 ±  

7,1 

mfi±SD 
6,0 ± 

0,8 

4,1 ±  

1,1 

10,4 ± 

1,9 

10,6 ±  

2,5 

9,2 ±  

0,8 

8,7 ±  

2,1 

8,9 ± 

0,9 

11,6 ± 

1,8* 

C
D

8
0
 

%±SD 
87,0 ± 

4,3 

74,7 ± 

4,0*** 

94,1 ± 

3,7 

89,5 ±  

8,6 

92,8 ± 

 6,5 

93,8 ± 

3,2 

93,1 ± 

4,0 

88,1 ±  

4,5 

mfi±SD 
14,1 ± 

1,6 

8,5 ±  

1,8  ** 

20,8 ± 

2,8 

28,0 ±  

5,8 * 

21,8 ± 

 1,2 

24,6 ± 

3,6 

21,5 ± 

1,6 

41,1 ± 

 2,3 *** 

C
D

4
0
 

%±SD 
77,8 ± 

5,3 

87,5 ± 

5,0 ** 

89,0 ± 

2,3 

93,4 ± 

 1,8 

83,6 ± 

 2,8 

94,1 ± 

5,9 ** 

80,9 ± 

6,3 

89,4 ± 

6,9* 

mfi±SD 
28,6 ± 

1,9 

21,8 ± 

7,9 * 

35,7 ± 

2,9 

45,3 ± 

 1,4 ** 

42,6 ±  

1,8 

40,4 ± 

2,9 

26,3 ± 

6,7 

52,3 ± 

 3,5 *** 

C
D

8
3
 %±SD 

27,8 ± 

9,3 

27,4 ± 

3,5 

85,0 ± 

3,9 

77,4 ±  

2,3 * 

48,6 ±  

5,2 

60,6 ± 

3,1 *** 

88,7 ± 

3,6 

77,6 ± 

 3,3 ** 

mfi±SD 
10,0 ± 

1,7 

6,9 ± 

3,1* 

15,7 ± 

2,7 

16,8 ± 

 1,7 

11,3 ±  

0,5 

13,2 ± 

1,1 * 

14,3 ± 

2,8 

13,6 ±  

2,4 

C
D

5
4
 

%±SD 
65,6 ± 

2,0 

56,8 ± 

5,1 ** 

91,9 ± 

3,8 

82,8 ± 

 2,4 *** 

90,0 ±  

4,1 

81,1 ± 

5,4 ** 

93,2 ± 

3,5 

83,9 ±  

3,1 ** 

mfi±SD 
2,9 ± 

1,6 

4,3 ±  

0,9 

5,3 ± 

 1,2 

2,2 ±  

0,6 ** 

18,0 ±  

2,5 

13,1 ± 

1,4 *** 

11,6 ± 

1,3 

4,9 ±  

0,8 *** 

C
C

R
7
 

%±SD 
3,8 ± 

0,8 

2,8 ±  

0,9 

12,5 ± 

0,7 

10,8 ±  

1,6 * 

8,1 ±  

0,5 

5,7 ±  

0,7  ** 

14,6 ± 

1,7 

13,6 ±  

1,4 

mfi±SD 
3,0 ± 

0,3 

2,6 ±  

0,4 

4,2 ±  

0,4 

6,4 ± 

 0,5 ** 

5,8 ±  

0,7 

1,7 ± 

 0,3 *** 

4,9 ± 

0,6 

6,2 ±  

0,5 * 
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4.4.2. Produkcija citokina od strane MoDĆ i MoLĆ 

  Sposobnost MoDĆ i MoLĆ da produkuju citokine je određena u supernatantima 

njihovih dvodnevnih kultura ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izražene u pg/ml ili 

ng/ml i standardizovane za 1 x 10
6
 MoLĆ/ml kulture. 

U supernatantima kultura MoLĆ nakon tretmana sa Poly(I:C) je izmerena 

snažnija sekrecija IL-10 i IL-27, a slabija IL-12, IL-23 i IL-1β, u poređenju sa 

MoDĆ. Nije uočena razlika u produkciji TNF-α i IL-6 između ovih subpopulacija 

DĆ (Grafikon 14). 

U kulturama MoLĆ stimulisanih curdlanom je detektovana snažnija 

produkcija IL-27, a slabija TNF-α, IL-10 i IL-1β, u poređenju sa MoDĆ. Nije bilo 

značajne razlike u sekreciji IL-12, IL-23, i IL-6 između ove dve grupe ćelija 

(Grafikon 14). 

Kombinacija Poly(I:C) i curdlana je dovela do povećanja sekrecije IL-10 i 

TNF-α od strane MoLĆ u poređenju sa MoDĆ, ali je i dovela do smanjenja 

produkcije IL-12, IL-23, IL-27 i IL-1β. Ove dve grupe DĆ se nisu bitnije razlikovale 

po produkciji IL-6 (Grafikon 14).  

  



 Ivan Rajković         Rezultati 

 

 80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 14. Razlike u produkciji citokina između MoDĆ i MoLĆ stimulisanih 

Poly(I:C), curdlanom i njihovom kombinacijom. 

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-4, a 

nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. Koncentracije citokina određivane su 

ELISA testovima u supernatantima MoDĆ i MoLĆ (1 x 10
6 

/ ml) pre i nakon maturacije u prisustvu 

Poly(I:C), curdlana ili njihove kombinacije u toku 48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD 

(n = 5 različitih eksperimenata). 

* = p ‹ 0,05, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa nezrelim ili zrelim MoDĆ 

  

IL-12 IL-10 

IL-23 IL-27 

TNF-α IL-1β IL-6 

 MoDĆ  MoLĆ LEGENDA: 
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4.4.3. Produkcija citokina u kokulturama alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoDĆ 

ili MoLĆ 

U cilju in vitro proučavanja sposobnosti DĆ da usmeravaju Th imunski 

odgovor, MoDĆ i MoLĆ su kokultivisane sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima tokom 5 

dana. Produkcija citokina u supernatantima ovih kokultura izmerena je ELISA 

testovima ili metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih 

kuglica. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija iz pet nezavisnih 

eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml. 

MoLĆ stimulisane u prisustvu Poly(I:C) su snažnije indukovale sekreciju  IL-

2, IL-4 i IL-10, dovele do niže produkcije IFN-γ, i nisu bitnije modifikovale 

produkciju IL-17 i TGF-β, u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitma, u poređenju 

sa MoDĆ (Grafikon 15). 

MoLĆ su nakon tretmana curdlanom snažnije indukovale sekreciju IL-4 i 

TGF-β, slabije su stimulisale produkciju IL-2, IL-17 i IL-10, dok nisu imale uticaja 

na sekreciju IFN-γ u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa 

MoDĆ (Grafikon 15). 

MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snažnije indukovale 

produkciju IL-2, IL-10 i TGF-β, i slabije sekreciju IFN-γ, IL-4 i IL-17 u alogenoj 

kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 15). Nije bilo 

razlike u odnosu IFN-γ / IL-4 između kokultura CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ 

stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, u poređenju sa MoDĆ (3,17 ± 0,36 

/ 3,65 ± 0,38, p ≥ 0,05). 
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Grafikon 15. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4
+
 T-

limfocita sa MoDĆ ili MoLĆ tretiranim pojedinačno i kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana.  

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i 

IL-4, a nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije ćelija su 

potom bile pojedinačno ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana. Alogeni CD4
+
 

T-limfociti (1 x 10
5
) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili stimulisanih DĆ (1 x 10

4
). U kulture je 

dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) tokom poslednjih 8h. 

Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-β) i metodom 

citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih anti-IL-2 antitelima 

(Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina izmerene u pet 

nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturama CD4
+
 T-limfocita sa MoDĆ 

  

IFN-γ IL-2 IL-17 

IL-4 IL-10 TGF-β 

 MoDĆ  MoLĆ LEGENDA: 
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4.4.4. Potencijal alostimulacije MoDĆ i MoLĆ 

 Osobina DĆ da indukuju proliferaciju CD4
+
 T-limfocita u mešanoj kulturi 

leukocita procenjena je na osnovu analize ugradnje [
3
H]-timidina u ove limfocite. 

Rezultati su prikazani u obliku indeksa proliferacije koji se izračunava kao što je 

opisano u Materijalima i metodama. 

MoLĆ tretirane Poly(I:C) su slabije stimulisale proliferaciju alogenih CD4
+
 

T-limfocita u višim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:10, 1:20), a snažnije u najnižem 

odnosu MoLĆ:CD4
+
 T (1:160) u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 16). 

MoLĆ stimulisane u prisustvu curdlana su slabije stimulisale proliferaciju 

alogenih CD4
+
 T-limfocita u najvišem odnosu MoLĆ:CD4

+
 T (1:10) a snažnije pri 

nižim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:40 - 1:160), u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 16). 

Potencijal alostimulacije MoLĆ tretiranih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana 

je bio snažniji od potencijala alostimulacije MoDĆ pri najvišem odnosu 

MoLĆ:CD4
+
 T (1:10), dok je u nižim odnosima MoLĆ:CD4

+
 T (1:80, 1:160) bio 

slabiji (Grafikon 16). 
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Grafikon 16. Prikaz razlike u potencijalu alostimulacije između MoDĆ i MoLĆ 

tretiranih Poly(I:C), curdlanom i njihovom kombinacijom. 

Nezrele MoDĆ su dobijene iz monocita nakon šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-4, a 

nezrele MoLĆ dodatkom TGF-β ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DĆ su potom bile 

pojedinačno ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom. Nezrele i stimulisane MoDĆ i MoLĆ su 

kultivisane u dvostruko-opadajućim razblaženjima (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa alogenim CD4

+
 T-

limfocitima (1 x 10
5 

) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat [
3
H] timidin, nakon čega je 

radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao što 

je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prosečnog indeksa 

proliferacije (IP) ± SD dobijenog iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat korišćenjem sledeće 

formule: IP = c.p.m. (MoDĆ(LĆ)/CD4
+ 

T-limfocitna kokultura) / [ c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + 

c.p.m (sami MoDĆ(LĆ)) ]. Spontana ugradnja [
3
H] timidina u kulturama samih CD4

+
 T-limfocita, 

odnosno samih DĆ, izračunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata.  Broj β 

radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4
+ 

T-limfocita bio je 287 ± 47 c.p.m; broj β radioaktivnih 

raspada u kulturi samih MoDĆ ili MoLĆ nezavisno od broja i maturacionog statusa je bio 80 ± 21 

c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zračenja). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, u poređenju sa MoDĆ 
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4.5. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipske i funkcionalne 

karakteristike MoLĆ u zavisnosti od njihovog pretretmana 

U cilju ispitivanja stabilnosti Th polarizacijskog potencijala koji su MoLĆ 

stekle u toku pretretmana specifičnim agonistima PRR (Poly(I:C), curdlan), 

analizirali smo njihove fenotipske i funkcionalne karakteristike nakon ligacije CD40 

molekula pomoću sCD40L. 

4.5.1. Fenotipske karakteristike MoLĆ 

Fenotipske karakteristike MoLĆ stimulisanih CD40L određene su nakon 

citofluorimetrijske analize vezivanja antitela usmerenih protiv površinskih molekula na 

ovim ćelijama. Rezultati su prikazani u obliku procenta MoLĆ koje su ispoljile 

pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.  

Ligacija CD40 molekula pomoću CD40L na kontrolnim, nezrelim MoLĆ je 

povećala ekspresiju CD83, CD86, CD80, CD40 i CD54 molekula, snizila ekspresiju 

CCR7, i nije dovela do promene HLA-DR (Tabela 8). 

MoLĆ pretretirane Poly(I:C) su nakon tretmana sa CD40L povećale 

ekspresiju CD86, CD80 i CD54 molekula, snizile CD83, CD40 i CCR7, i nisu 

izmenile ekspresiju HLA-DR (Tabela 8). 

Aktivacija CD40 na MoLĆ diferenciranim u prisustvu curdlana je povećala 

ekspresiju CD86, CD80, CD83 i CD54 molekula, i nije uticala na ispoljenost HLA-

DR, CD40 i CCR7 (Tabela 8). 

Ligacija CD40 molekula na MoLĆ stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana je bila praćena povećanjem ekspresije CD86, CD40 i CCR7, smanjenjem 

CD83 i CD54, a bez bitnije promene u ispoljenosti HLA-DR i CD80 (Tabela 8).  

MoLĆ pretretirane kombinacijom navedenih agonista su nakon aktivacije 

CD40 molekula povećale ekspresiju HLA-DR i CD40, snizile CD80 i CD54, i nisu 

izmenile ekspresiju CD83, CD86 i CCR7, u poređenju sa MoLĆ pretretiranim 

Poly(I:C), odnosno, povećale su ekspresiju CD40 i CCR7, snizile CD54, i nisu 



 Ivan Rajković         Rezultati 

 

 86 

promenile ekspresiju HLA-DR, CD86 i CD83, u poređenju sa MoLĆ pretretiranim 

curdlanom (Tabela 8). 
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Tabela 8. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipska svojstva MoLĆ. 

  
MoLĆ, 24 tretman / MoLĆ, 24h tretman + 24h rhCD40L 

  
Kontrola Poly(I:C) Curdlan Poly(I:C)+Curdlan 

  
MoLĆ 

MoLĆ + 

CD40L 
MoLĆ 

MoLĆ + 

CD40L 
MoLĆ 

MoLĆ + 

CD40L 
MoLĆ 

MoLĆ + 

CD40L 

HLA-

DR 

%±SD 
77,1 ± 

9,3 

86,4 ± 

9,3 

97,6 ± 

2,0 

94,0 ± 

 4,7 

96,9 ± 

1,9 

90.0 ±  

8,7 

97,2 ± 

2,3 

96,5 ± 

 2,1 

mfi±SD 
7,2 ± 

1,1 

9,6 ± 

 1,3 

5,3 ± 

1,7 

5,6 ±  

0,4 

9,6 ± 

2,6 

11,9 ± 

 2,0 
8,8 ± 2,5 

11,5 ±  

2,0 # # # 

CD86 
%±SD 

6,0 ± 

2,1 

61,4 ± 

7,5 *** 

17,9 ± 

3,2 

82,7 ±  

8,7 *** 

27,1 ± 

4,6 

81,9 ±  

9,9 *** 

28,8 ± 

4,7 

76,9 ±  

9,4 *** 

mfi±SD 
3,6 ± 

1,3 

4,3 ±  

0,9 

6,2 ± 

2,3 

13,8 ±  

3,0 *** 

6,8 ± 

1,9 

12,8 ± 

 2,5 *** 
6,6 ± 3,0 

11,7 ±  

3,5 *** 

CD80 
%±SD 

43,2 ± 

2,3 

82,3 ± 

12,6 *** 

92,3 ± 

7,2 

88,0 ±  

7,0 

77,8 ± 

10,9 

92,5 ±  

3,4 * 

90,3 ± 

7,4 

85,5 ±  

7,9 

mfi±SD 
8,7 ± 

1,9 

11,6 ± 

2,2 

24,0 ± 

4,9 

37,7 ±  

4,2 *** 

15,2 ± 

2,5 

25,1 ±  

2,0 ** 

22,7 ± 

4,6 

24,0 ±  

3,9 # # # 

CD40 

%±SD 
78,9 ± 

11,4 

79,7 ± 

6,7 

93,0 ± 

5,7 

81,7 ±  

7,6  * 

90,4 ± 

7,7 

91,7 ±  

5,3 

91,0 ± 

5,5 

81,0 ±  

5,0 ^ 

mfi±SD 
15,5 ± 

3,7 

24,1 ± 

2,8 * 

31,9 ± 

5,3 

31,5 ±  

5,6 

28,6 ± 

3,5 

24,4 ±  

5,3 

27,5 ± 

4,7 

43,1 ±  

6,7 *** # # 

^^^ 

CD83 
%±SD 

7,4 ± 

2,7 

58,3 ± 

6,4 *** 

88,5 ± 

11,2 

72,0 ± 

11,8 * 

70,3 ± 

11,6 

85,6 ±  

6,8 * 

89,8 ± 

10,0 

77,0 ±  

7,9 * 

mfi±SD 
9,0 ± 

0,7 

12,4 ± 

1,9 

19,9 ± 

3,7 

15,9 ±  

2,3 * 

13,3 ± 

2,4 

18,9 ±  

3,3 ** 

18,1 ± 

2,8 

15,4 ±  

2,1 

CD54 

%±SD 
49,0 ± 

5,7 

81,2 ± 

6,4 *** 

80,2 ± 

11,4 

87,2 ±  

9,0 

76,8 ± 

8,7 

87,5 ±  

7,6 * 

82,1 ± 

9,8 

87,0 ±  

7,8 

mfi±SD 
4,6 ± 

0,7 

4,7 ±  

0,5 

5,3 ± 

2,4 

9,0 ±  

3,1 * 

9,9 ± 

3,2 

13,0 ±  

1,6 

17,5 ± 

2,4 

3,3 ±  

0,5 *** # # 

# ^^^ 

CCR

7 

%±SD 
4,1 ± 

2,7 

2,2 ±  

0,3 

14,6 ± 

1,9 

6,9 ±  

0,8 *** 

5,3 ± 

1,8 

3,6 ±  

0,5 

4,5 ± 

 1,9 

6,4 ± 

 0,6 

* ^^^ 

mfi±SD 
3,1 ± 

0,8 

1,0 ±  

0,6 *** 

4,9 ± 

0,4 

5,6 ±  

0,7  

3,1 ± 

0,4 

2,1 ±  

1,0 

2,6 ± 

 0,4 

6,1 ±  

1,3 *** 

^^^ 

 

MoLĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i TGF-β, a 

potom su bile stimulisane Poly(I:C), curdlanom, ili njihovom kombinacijom u toku 24h. Ove MoLĆ su 

nakon ispiranja bile stimulisane solubilnim rhCD40L dodatnih 24h. MoLĆ su obeležene antitelima 

specifičnim za ključne DĆ površinske markere pa zatim analizirane citofluorimetrijski. Rezultati iz pet 

eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih ćelija (% ± SD) i kao srednja 

vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi ± SD). * = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, 

*** = p ‹ 0,001, u poređenju sa istovetno pretretiranim MoLĆ koje nisu bile stimulisane rhCD40L 
# # 

= p ‹ 0,01, 
# # # 

=
 
p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ tretiranim Poly(I:C) i rhCD40L 

^ = p ‹ 0,05, ^ ^ ^ = p ‹ 0,01, u poređenju sa MoLĆ tretiranim curdlanom i rhCD40L 
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4.5.2. Produkcija citokina od strane MoLĆ  

Sposobnost MoLĆ da nakon vezivanja CD40 molekula produkuju citokine utvrđena je 

ELISA testovima u supernatantima njihovih dvodnevnih kultura. Rezultati su prikazani 

kao srednje vrednosti koncentracija iz pet nezavisnih eksperimenata, izražene su u 

pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10
6
 MoLĆ/ml kulture.  

Kod nestimulisanih MoLĆ nakon aktivacije CD40 molekula došlo je do sniženja 

sekrecije IL-23, TNF-α i IL-6, bez bitnije modifikacije produkcije IL-12, IL-10, IL-27 i 

IL-β (Grafikon 17).  

Vezivanje CD40 molekula na MoLĆ stimulisanim u prisustvu Poly(I:C) bilo 

je praćeno povećanjem sekrecije TNF-α i IL-6, i sniženjem sekrecije IL-10, IL-27 i 

IL-1β. Nije bilo promene u produkciji IL-12 i IL-23 (Grafikon 17).  

MoLĆ stimulisane u prisustvu curdlana su nakon aktivacije CD40 molekula 

smanjile produkciju IL-12, IL-23, TNF-α i IL-6, dok je u slučaju IL-10, IL-27 i IL-

1β sekrecija ostala nepromenjena (Grafikon 17) . 

Vezivanje CD40 molekula na MoLĆ stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana je dovelo do povećanja produkcije IL-12 i IL-27 i smanjenja sekrecije IL-

10, IL-1β i IL-6. Razlike u produkciji IL-23 i TNF-α nije bilo (Grafikon 17). MoLĆ 

stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije CD40 molekula 

povećale odnos IL-12 / IL-10 (1,56 ± 0,19 / 0,69 ± 0,06, p ‹ 0,001).  

MoLĆ su nakon tretmana kombinacijom Poly(I:C) i curdlana snažnije 

sekretovale IL-10, TNF-α, IL-1β, IL-23 i IL-27, u poređenju sa MoLĆ pojedinačno 

stimulisanim ovim agonistima. Kombinovano stimulisane MoLĆ su, takođe, slabije 

produkovale IL-6 i nisu izmenile produkciju IL-12, u poređenju sa MoLĆ 

stimulisanim Poly(I:C), dok je u odnosu na MoDĆ stimulisane curdlanom nađena 

obrnuta produkcija ovih citokina (Grafikon 17). U kulturi MoLĆ stimulisanih 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana zapažen je manji odnos IL-12 / IL-10 (1,56 ± 

0,19 / 3,13 ± 1,02, p ‹ 0,001) u poređenju sa MoLĆ stimulisanim Poly(I:C), a veći 

odnos (1,56 ± 0,19 / 0,16 ± 0,02, p ‹ 0,001) u poređenju sa MoLĆ stimulisanim 

curdlanom. 
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Grafikon 17. Uticaj ligacije CD40 molekula na produkciju citokina od strane 

MoLĆ u zavisnosti od pretretmana. 

Koncentracije citokina su određivane ELISA testovima u supernatantima nestimulisanih, kontrolnih 

MoLĆ ili MoLĆ koje su bile tretirane pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u toku 24h. 

MoLĆ su potom stimulisane rhCD40L dodatnih 24h. Rezultati su standardizovani na 1 x 10
6
 ćelija/ml i 

prikazani kao srednja vrednost iz pet eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa istovetno pretretiranim MoLĆ koje nisu bili 

stimulisane rhCD40L 
# 

= p ‹ 0,05, 
# # 

= p ‹ 0,01 
# # # 

= p ‹ 0,001, u poređenju sa MoLĆ tretiranim Poly(I:C) i stimulisanim 

rhCD40L 

^ ^ ^ = p ‹ 0,001 u poređenju sa MoLĆ tretiranim curdlanom i stimulisanim rhCD40L 

24h 24h+CD40L 

IL-12 IL-10 

IL-23 IL-27 

TNF-α IL-6 IL-1β 

LEGENDA: 
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4.5.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita i MoLĆ 

Kako bi se odredio potencijal MoLĆ da nakon stimulacije CD40L usmere Th 

imunski odgovor, analizirana je produkcija citokina u supernatantima njihovih 

kokultura sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima primenom ELISA testova ili metode 

citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica.  Rezultati su 

prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina dobijenih iz pet nezavisnih 

eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml. 

Nestimulisane, kontrolne MoLĆ su nakon aktivacije CD40 molekula snažnije 

indukovale produkciju IL-10 u kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, slabije su 

indukovale sekreciju IL-2, IL-4 i IL-17, i nisu promenile sekreciju IFN-γ i TGF-β 

(Grafikon 18). Odnos između IFN-γ / IL-4 u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa 

nestimulisanim MoLĆ se smanjio nakon aktivacije CD40 molekula na ovim MoLĆ 

(1,75 ± 0,19 / 1,23 ± 0,18, p ‹ 0,01). 

MoLĆ pojedinačno stimulisane Poly(I:C) ili curdlanom su nakon aktivacije 

CD40 molekula slabije indukovale sekreciju IL-2, IL-17 i TGF-β, u kokulturi sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima. MoLĆ stimulisane Poly(I:C) su nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije indukovale sekreciju IL-4 i nisu izmenile produkciju IL-10, 

dok su MoLĆ stimulisane curdlanom snažnije indukovale sekreciju IL-10, i nisu 

izmenile produkciju IFN-γ i IL-4 (Grafikon 18). 

MoLĆ pretretirane kombinacijom ovih agonista su nakon aktivacije CD40 

molekula snažnije indukovale sekreciju IFN-γ, IL-2, IL-10 i IL-4, slabije su 

indukovale IL-17, i nisu uticale na sekreciju TGF-β, od strane alogenih CD4
+
 T-

limfocita (Grafikon 18). Odnos između IFN-γ / IL-4 u kokulturi alogenih CD4
+
 T-

limfocita stimulisanih sa MoLĆ pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, 

nije se promenio nakon aktivacije CD40 molekula na ovim MoLĆ (3,85 ± 0,45 / 

3,95 ± 0,53, p ≥ 0,05). Ovaj citokinski odnos je bio u korist IFN-γ.  

Nakon aktivacije CD40 molekula, MoLĆ tretirane kombinacijom pomenutih 

agonista su snažnije indukovale produkciju IFN-γ i IL-2, u poređenju sa MoLĆ 

pojedinačno stimulisanim Poly(I:C) ili curdlanom. MoLĆ stimulisane kombinacijom 
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Poly(I:C) i curdlana su snažnije indukovale sekreciju IL-10 i TGF-β, i nisu uticale 

na produkciju IL-17 i IL-4, u poređenju sa MoLĆ tretiranim Poly(I:C). MoLĆ 

tretirane kombinacijom ovih agonista su snažnije indukovale sekreciju IL-17, slabije 

su indukovale IL-4 i IL-10, i nisu promenile produkciju TGF-β, u poređenju sa 

MoLĆ pretretiranim curdlanom (Grafikon 18). Odnos između IFN-γ / IL-4 je bio 

veći u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa kombinovano tretiranim MoLĆ, u poređenju sa 

kokulturama u kojima su bile MoLĆ stimulisane Poly(I:C) (3,95 ± 0,53 / 3,11 ± 

0,42, p ‹ 0,05), ili MoLĆ stimulisane curdlanom (3,95 ± 0,53 / 1,85 ± 0,24, p ‹ 

0,001). 
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Grafikon 18. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita i MoLĆ 

nakon ligacije CD40 molekula na MoLĆ. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita posle šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 i 

TGF-β, nakon čega su bile pojedinačno ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 24h. 

Nezrele i stimulisane MoLĆ su nakon ispiranja dodatno tretirane solubilnim rhCD40L tokom 24h. Ove 

MoLĆ (1 x 10
4
) su kultivisane 5 dana u prisustvu alogenih CD4

+
 T-limfocita (1 x 10

5
). U kulture je dodat 

forbol-12-miristat-13-acetat (PMA, 20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h inkubacije. 

Vrednosti citokina su izmerene ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-β) i metodom 

citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica obeleženih anti-IL-2 antitelima 

(Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao prosečna vrednost koncentracije citokina iz pet 

eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom CD4
+
 T-limfocita sa istovetno 

tretiranim MoLĆ koje nisu bile stimulisane rhCD40L 

# 
= p ‹ 0,05, 

# # 
= p ‹ 0,01, 

# # # 
= p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom CD4

+
 T-limfocita sa MoLĆ 

pretretiranim Poly(I:C) i stimulisanim rhCD40L 

^ = p ‹ 0,05, ^ ^ = p ‹ 0,01 u poređenju sa kokulturom CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ pretretiranim 

curdlanom i stimulisanim rhCD40L 

 

MoLĆ MoLĆ+CD40L 

IFN-γ IL-2 IL-17 

IL-4 IL-10 TGF-β 

LEGENDA: 
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4.5.4. Potencijal alostimulacije MoLĆ 

Sposobnost MoLĆ da nakon aktivacije CD40 molekula stimulišu 

proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u mešanoj kulturi leukocita procenjena je na 

osnovu analize ugradnje [
3
H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u 

obliku indeksa proliferacije koji se izračunava kao što je opisano u Materijalima i 

metodama. 

Kontrolne, nestimulisane MoLĆ su nakon aktivacije CD40 molekula ispoljile 

slabiji potencijal alostimulacije, kako u višim odnosima, tako i u najnižem 

određivanom odnosu MoLĆ:CD4
+
 T (1:10, 1:20, 1:160), dok su u preostalim 

odnosima indukovale snažniju proliferaciju CD4
+
 T-limfocita (1:40, 1:80) 

(Grafikon 19). 

MoLĆ pojedinačno tretirane Poly(I:C) ili curdlanom su nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije stimulisale proliferaciju CD4
+
 T-limfocita u najvišim 

odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:10, 1:20), dok u ostalim odnosima njihov potencijal 

alostimulacije nije bio promenjen (Grafikon 19).  

MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije CD40 

molekula snažnije stimulisale proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u svim 

određivanim brojčanim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:10 - 1:160) (Grafikon 19), dok 

su u poređenju sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim ovim agonistima pokazale 

snažniji potencijal alostimulacije u najvišim i u najnižim odnosima MoLĆ: CD4
+
 T 

(1:10, 1:20, 1:80, 1:160) (Grafikon 20). 
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Grafikon 19. Uticaj ligacije CD40 molekula na potencijal alostimulacije MoLĆ u 

zavisnosti od njihovog pretretmana. 

Nezrele MoLĆ su dobijene iz monocita posle šestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 i 

TGF-β, nakon čega su bile pojedinačno ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 24h. 

Nezrele i stimulisane MoLĆ su nakon ispiranja dodatno tretirane solubilnim rhCD40L tokom 24h. Ove 

MoLĆ su kultivisane u dvostruko-opadajućim razblaženjima (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa alogenim CD4

+
 

T-limfocitima (1 x 10
5 

) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h kulture je dodat [
3
H] -timidin, nakon čega 

je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao 

što je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prosečnog 

indeksa proliferacije (IP) ± SD dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativnog od pet nezavisnih 

eksperimenata. IP je izračunat korišćenjem sledeće formule: IP = c.p.m. (MoLĆ/CD4
+ 

T-limfocitna ko-

kultura) / [ c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami MoLĆ) ]. Broj β radioaktivnih raspada u kulturi 

samih CD4
+ 

T-limfocita bio je 287 ± 47 c.p.m; broj β radioaktivnih raspada u kulturi samih MoLĆ 

nezavisno od broja i maturacionog statusa bio je 83 ± 16 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zračenja). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom istovetno pretretiranih MoLĆ koje 

nisu bile stimulisane solubilnim rhCD40L 

  

Kontrola Poly(I:C) 

Curdlan Poly(I:C)+curdlan 

MoLĆ MoLĆ+CD40L LEGENDA: 
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Grafikon 20. Uticaj ligacije CD40 molekula na potencijal alostimulacije MoLĆ u 

zavisnosti od njihovog pretretmana.  

MoLĆ su kultivisane u dvostruko-opadajućim razblaženjima (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa alogenim CD4

+
 

T-limfocitima (1 x 10
5 

) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h kulture je dodat [
3
H] -timidin, nakon čega 

je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao 

što je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prosečnog 

indeksa proliferacije (IP) ± SD dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativnog od pet nezavisnih 

eksperimenata. IP je izračunat korišćenjem sledeće formule: IP = c.p.m. (MoLĆ/CD4
+ 

T-limfocitna ko-

kultura) / [ c.p.m. (sami CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami MoLĆ) ]. Broj β radioaktivnih raspada u kulturi 

samih CD4
+ 

T-limfocita bio je 287 ± 47 c.p.m; broj β radioaktivnih raspada u kulturi samih MoLĆ 

nezavisno od broja i maturacionog statusa bio je 83 ± 15 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zračenja). 
# # 

= p ‹ 0,01, 
# # # 

= p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim 

Poly(I:C) i rhCD40L 

^ ^ = p ‹ 0,01, ^ ^ ^ = p ‹ 0,001 u poređenju sa kokulturom CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim 

curdlanom i rhCD40L 

  

LEGENDA: 

1. Kontrola    

2. Poly(I:C) 

3. Curdlan      

4. Poly + Curdlan 
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4.6. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama između 

identično pretretiranih MoDĆ i MoLĆ nakon ligacije CD40 

molekula 

Jedan od ciljeva naše studije bilo je i proučavanje uticaja pretretmana 

agonistima PRR (Poly(I:C), curdlan) na fenotipske i funkcionalne karakterist ike 

MoDĆ i MoLĆ nakon ligacije CD40 molekula pomoću solubilnog rhCD40L. 

4.6.1.  Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ 

Fenotipske karakteristike MoDĆ i MoLĆ nakon aktivacije CD40 molekula 

analizirane su citofluorimetrijskom metodom. Rezultati vezivanja antitela usmerenih 

protiv površinskih molekula na ovim ćelijama su prikazani u obliku procenta ćelija koje 

su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.  

Kontrolne, nestimulisane MoLĆ su snažnije ispoljile CD86 i CD40 molekul, 

smanjile su CD83 i CD80, i nisu značajnije modifikovale ekspresiju HLA-DR, 

CD54 i CCR7, u poređenju sa MoDĆ (Tabela 9). 

MoLĆ pretretirane Poly(I:C) su snažnije ispoljile CD86, CD80, CD40 i 

CCR7, a slabije HLA-DR, CD83 i CD54, u odnosu na MoDĆ (Tabela 9). 

MoLĆ stimulisane curdlanom su snažnije eksprimirale HLA-DR, CD86 i 

CD83, a slabije CD80, CD40, CD54 i CCR7, u poređenju sa MoDĆ (Tabela 9). 

MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snažnije 

eksprimirale HLA-DR, CD40 i CCR7 molekul, smanjile ispoljenost CD83, i nisu 

promenile ekspresiju CD86, CD80 i CD54, u poređenju sa MoDĆ (Tabela 9). 
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Tabela 9. Razlike u fenotipskim karakteristikama između MoDĆ i MoLĆ 

pretretiranih pojedinačno i kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, nakon aktivacije 

CD40 molekula. 

  MoDĆ / MoLĆ (24h tretman+24h rhCD40L) 

  
Kontrola Poly(I:C) Curdlan Poly(I:C)+curdlan 

  
MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ MoDĆ MoLĆ 

H
L

A
-

D
R

 %±SD 
90,1 ± 

7,2 

86,4 ± 

9,3 

93,6 ± 

5,3 

94,0 ± 

4,7 

96,5 ± 

2,2 

90,0 ±  

8,7 

90,2 ± 

5,4 

96,5 ±  

2,1 

mfi±SD 
10,3 ± 

2,7 

9,6 ± 

1,3 

9,0 ± 

0,8 

5,6 ± 

0,4 ** 

2,3 ± 

0,7 

11,9 ± 

2,0 *** 

7,8 ±  

0,9 

11,5 ±  

2,0 ** 

C
D

8
6
 

%±SD 
52,4 ± 

8,2 

61,4 ± 

7,5 * 

66,5 ± 

9,1 

82,7 ± 

8,7 ** 

72,7 ± 

7,2 

81,9 ± 

9,9 * 

71,7 ± 

6,9 

76,9 ±  

9,4 

mfi±SD 
9,7 ± 

 0,6 

4,3 ± 

0,9 *** 

16,6 ± 

2,1 

13,8 ± 

3,0 

6,8 ± 

0,7 

12,8 ± 

2,5 *** 

11,0 ± 

2,9 

11,7 ±  

3,5 

C
D

8
0
 

%±SD 
75,1 ± 

9,8 

82,3± 

12,6 

92,6 ± 

3,5 

88,0 ± 

7,0 

81,4 ± 

4,6 

92,5 ± 

3,4 * 

96,6 ± 

2,0 

85,5 ±  

7,9 * 

mfi±SD 
21,7 ± 

3,7 

11,6 ± 

2,2 *** 

16,9 ± 

1,3 

37,7 ± 

4,2 *** 

50,4 ± 

4,9 

25,1 ± 

2,0 *** 

19,0 ± 

1,1 

24,0 ± 

 3,9 * 

C
D

4
0
 

%±SD 
64,9 ± 

7,2 

79,7 ± 

6,7 ** 

75,4 ± 

9,6 

81,7 ± 

7,6 * 

86,6 ± 

5,2 

91,7 ± 

5,3 * 

73,4 ± 

8,2 

81,0 ±  

5,0 ** 

mfi±SD 
21,1 ± 

6,0 

24,1 ± 

2,8 

25,5 ± 

3,9 

31,5 ± 

5,6 * 

31,3 ± 

4,2 

24,4 ± 

5,3 * 

27,2 ± 

3,1 

43,1 ± 

 6,7 *** 

C
D

8
3
 

%±SD 
68,6 ± 

7,7 

58,3 ± 

6,4 * 

87,0 ± 

9,2 

72,0 ± 

11,8 ** 

74,9 ± 

5,3 

85,6 ± 

6,8 * 

89,0 ± 

6,8 

77,0 ±  

7,9 ** 

mfi±SD 
25,4 ± 

2,9 

12,4 ± 

1,9 *** 

36,5 ± 

4,2 

15,9 ± 

2,3 *** 

18,5 ± 

1,9 

18,9 ± 

3,3 

20,7 ± 

4,1 

15,4 ±  

2,1 * 

C
D

5
4
 

%±SD 
82,7 ± 

9,0 

81,2 ± 

6,4 

83,4 ± 

7,7 

87,2 ± 

9,0 

89,1 ± 

5,4 

87,5 ± 

7,6 

88,6 ± 

8,3 

87,0 ± 

 7,8 

mfi±SD 
5,8 ±  

1,0 

4,7 ± 

0,5 

15,0 ± 

 2,3 

9,0 ± 

3,1 *** 

20,0 ±  

2,7 

13,0 ± 

1,6 *** 

4,2 ±  

0,9 

3,3 ±  

0,5 

C
C

R
7
 

%±SD 
2,1 ± 

 0,3 

2,2 ± 

0,3 

5,2 ± 

1,0 

6,9 ± 

0,8 ** 

6,6 ± 

1,4 

3,6 ± 

0,5 *** 

5,1 ± 

 0,8 

6,4 ± 

 0,6 * 

mfi±SD 
1,2 ± 

 0,2 

1,0 ± 

0,6 

1,6 ± 

0,3 

5,6 ± 

0,7 *** 

3,2 ± 

0,6 

2,1 ± 

1,0 * 

2,5 ± 

 0,5 

6,1 ± 

 1,3 *** 

 

MoDĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela 

sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLĆ uz dodatak TGF-β ovom diferencijacionom koktelu. MoDĆ i 

MoLĆ su stimulisane pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ćelija su 

potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDĆ i MoLĆ su obeležene antitelima specifičnim za ključne 

DĆ površinske markere pa zatim analizirane citofluorimetrijski. Rezultati iz pet eksperimenata prikazani 

su kao srednja vrednost procenta pozitivnih ćelija (%± SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije 

(engl. mean fluorescence intensity, mfi ± SD). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa istovetno pretretiranim MoDĆ 
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4.6.2. Produkcija citokina od strane MoDĆ i MoLĆ 

Sposobnost MoDĆ i MoLĆ da nakon stimulacije CD40L produkuju 

polarizacijske citokine određena je u supernatantima njihovih dvodnevnih kultura 

ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz 

pet nezavisnih eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10
6
 

MoLĆ/ml kulture. 

Kontrolne, nestimulisane MoLĆ su snažnije produkovale TNF-α, slabije su 

sekretovale IL-10 i IL-27, i nisu izmenile produkciju IL-12, IL-23, IL-1β i IL-6, u 

poređenju sa MoDĆ (Grafikon 21). Odnos u produkciji IL-12 / IL-10 bio je veći u 

kulturi kontrolnih MoLĆ, u poređenju sa MoDĆ (0,57 ± 0,07 / 0,31 ± 0,04, p ‹ 

0,001). 

MoLĆ tretirane Poly(I:C) su snažnije sekretovale IL-12, IL-10, TNF-α, IL-

23, IL-1β i IL-6, slabije su produkovale IL-27, i nisu izmenile sekreciju IL-1β, u 

poređenju sa MoDĆ (Grafikon 21). 

MoLĆ stimulisane u prisustvu curdlana su slabije produkovale IL-12 i TNF-

α, u poređenju sa MoDĆ, dok u slučaju IL-10, IL-27, IL-23, IL-1β i IL-6 nije bilo 

značajne razlike u sekreciji (Grafikon 21). 

Tretman kombinacijom Poly(I:C) i curdlana je povećao sekreciju IL-12p70, 

IL-10 i IL-27, IL-23 i TNF-α od strane MoLĆ, i snizio produkciju IL-1β, u 

poređenju sa MoDĆ. Nije bilo razlike u produkciji IL-6 (Grafikon 21).  
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Grafikon 21. Razlike u produkciji citokina između identično pretretiranih MoDĆ i 

MoLĆ posle ligacije CD40 molekula. 

MoDĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela 

sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLĆ uz dodatak TGF-β ovom diferencijacionom koktelu. MoDĆ i 

MoLĆ su stimulisane pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ćelija su 

potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. Koncentracije citokina u supernatantima MoDĆ i MoLĆ 

određivane su ELISA testovima. Rezultati su standardizovani na 1 x 10
6
 ćelija/ml i prikazani kao srednja 

vrednost iz pet nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa istovetno stimulisanim MoDĆ 

IL-12 IL-10 

IL-23 IL-27 

TNF-α IL-1β IL-6 

MoDĆ MoLĆ LEGENDA: 
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4.6.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4
+
 T-limfocita sa MoDĆ ili 

MoLĆ  

 Funkcionalna karakteristika MoDĆ i MoLĆ da usmeravaju polarizaciju Th 

imunskog odgovora testirana je merenjem nivoa citokina u njihovim petodnevnim 

kulturama sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Koncentracije citokina u 

supernatantima ovih kultura određene su ELISA testovima i metodom 

citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih kuglica.  Rezultati su 

prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih 

eksperimenata, izražene u pg/ml ili ng/ml. 

Kontrolne, nestimulisane MoLĆ su indukovale povećanje sekrecije IFN-γ, 

sniženje produkcije IL-4 i IL-10, i nisu uticale na promenu sekrecije IL-2, IL-17 i 

TGF-β, u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoDĆ 

(Grafikon 22). Odnos u produkciji IFN-γ / IL-4 bio je veći u kokulturi alogenih 

CD4
+
 T-limfocita sa kontrolnim MoLĆ, u poređenju sa MoDĆ (1,23 ± 0,18 / 0,31 ± 

0,08, p ‹ 0,001). 

MoLĆ tretirane Poly(I:C) su snažnije stimulisale sekreciju IFN-γ, IL-2, IL-17 

i IL-10, slabije su stimulisale produkciju IL-4, i nisu uticale na produkciju TGF-β, u 

odnosu na MoDĆ (Grafikon 22).  

MoLĆ tretirane curdlanom su snažnije indukovale produkciju IFN-γ, slabije 

su stimulisale sekreciju IL-2 i TGF-β, i nisu izmenile produkciju IL-10, IL-4 i IL-17, 

u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 22).  

MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snažnije indukovale 

produkciju IFN-γ, IL-2, IL-17 i IL-10, a slabije su stimulisale sekreciju IL-4 i TGF-

β, u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 

22). Odnos u produkciji IFN-γ / IL-4 u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa kombinovano 

stimulisanim MoLĆ bio je veći u poređenju sa MoDĆ (3,95 ± 0,53 / 0,81 ± 0,04, p ‹ 

0,001). 
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Grafikon 22. Razlika u produkciji citokina u kokulturama alogenih CD4
+
 T-

limfocita sa MoDĆ ili MoLĆ, nakon ligacije CD40 molekula na DĆ. 

MoDĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela 

sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLĆ uz dodatak TGF-β ovom diferencijacionom koktelu. MoDĆ i 

MoLĆ su stimulisane pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ćelija su 

potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDĆ i MoLĆ (1 x 10
4
) su kultivisani 5 dana sa alogenim CD4

+
 

T-limfocitima (1 x 10
5
). U kulture je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin 

(500 ng/ml) u poslednjih 8h inkubacije. Vrednosti citokina su izmerene ELISA testovima (IFN-γ, IL-17, 

IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-β) i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomoću fluorescentnih 

kuglica obeleženih anti-IL-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 

koncentracije citokina iz pet nezavisnih eksperimenata ± SD. 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa kokulturom u kojoj su bile istovetno 

stimulisane MoDĆ  
  

IFN-γ IL-2 IL-17 

IL-4 IL-10 TGF-β 

MoDĆ MoLĆ LEGENDA: 
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4.6.4. Potencijal alostimulacije MoDĆ i MoLĆ 

Na Grafikonu 23 je prikazana razlika u proliferaciji alogenih CD4
+
 T-

limfocita koji su bili kultivisani sa MoDĆ ili MoLĆ nakon aktivacije CD40 

molekula na ovim DĆ. Sposobnost proliferacije CD4
+
 T-limfocita je procenjena na 

osnovu analize ugradnje [
3
H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su predstavljeni u 

obliku indeksa proliferacije koji se izračunava kao što je opisano u Materijalima i 

metodama. 

Nije bilo razlike u potencijalu alostimulacije između netretiranih, kontrolnih 

MoLĆ i MoDĆ (Grafikon 23). 

MoLĆ tretirane Poly(I:C) su snažnije stimulisale proliferaciju alogenih CD4
+
 

T limfocita u nižim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:40-1:160), u poređenju sa MoDĆ, 

dok u višim odnosima (1:10, 20) nije bilo razlike (Grafikon 23). 

MoLĆ tretirane u prisustvu curdlana su snažnije stimulisale proliferaciju 

alogenih CD4
+
 T-limfocita pri višim odnosima MoLĆ:CD4

+
 T (1:10, 1:20), u 

poređenju sa MoDĆ. U nižim odnosima DĆ:CD4
+
 T (1:80, 1:160) nije uočena 

razlika u proliferaciji CD4
+
 T-limfocita između kokultura sa MoDĆ i MoLĆ 

(Grafikon 23). 

 Potencijal alostimulacije MoLĆ tretiranih kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana je bio snažniji u svim određivanim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:10-1:160), 

u poređenju sa MoDĆ (Grafikon 23). 
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Grafikon 23. Prikaz razlike u potencijalu alostimulacije između identično 

pretretiranih MoDĆ i MoLĆ nakon ligacije CD40 molekula. 

MoDĆ su dobijene šestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela 

sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLĆ uz dodatak TGF-β ovom diferencijacionom koktelu. MoDĆ i 

MoLĆ su stimulisane pojedinačno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ćelija su 

potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDĆ i MoLĆ su kultivisane u dvostruko-opadajućim 

razblaženjima (1 x 10
4 
– 0,0625 x 10

4
) sa alogenim CD4

+
 T-limfocitima (1 x 10

5 
) tokom 5 dana. U 

poslednjih 18h u kulturu je dodat [
3
H]-timidin, nakon čega je radioaktivnost izmerena kao broj 

radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao što je opisano u Materijalu i 

metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prosečnog indeksa proliferacije (IP) ± SD 

dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. IP je izračunat 

korišćenjem sledeće formule: IP = c.p.m. (MoDĆ(LĆ)/CD4
+ 

T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami 

CD4
+ 

T-limfociti) + c.p.m (sami MoDĆ(LĆ)) ]. Spontana ugradnja [
3
H] timidina u kulturama samih 

CD4
+
 T-limfocita, odnosno samih DĆ oba tipa, izračunata je iz petoplikata dobijenih iz pet 

nezavisnih eksperimenata. Broj β radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4
+ 

T-limfocita bio je 287 ± 

47 c.p.m; broj β radioaktivnih raspada u kulturi samih MoDĆ i MoLĆ nezavisno od broja i maturacionog 

statusa bio je 80 ± 21 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zračenja). 

* = p ‹ 0,05, ** = p ‹ 0,01, *** = p ‹ 0,001, u poređenju sa mešanom leukocitnom reakcijom u kojoj se 

nalaze istovetno stimulisani MoDĆ  

Kontrola 

 Curdlan Poly(I:C) + Curdlan 

Poly(I:C) 

MoDĆ MoLĆ LEGENDA: 
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5.1. Uticaj koktela proinflamacijskih medijatora na sazrevanje i 

funkcije MoLĆ 

Langerhansove ćelije koje se koriste u imunobiološkim istraživanjima 

najčešće se dobijaju in vitro od CD34
+
 hematopoetskih prekursora ili monocita 

periferne krvi, odnosno mogu se izolovati ex vivo iz kožnih eksplantata. CD34
+
 

ćelije poreklom iz kostne srži ili krvi pupčanika diferentuju se u LĆ u prisustvu GM-

CSF i TNF-α (Caux i sar., 1996), dok se MoLĆ najčešće dobijaju iz monocita u 

prisustvu diferencijacionog koktela koji čine GM-CSF, IL-4 i TGF-β (Geissmann i 

sar., 1998). LĆ se mogu izolovati i iz ćelijske suspenzije nakon tripsinizacije 

epidermisa. U tu svrhu se primenjuje tehnika selektivnog imunomagnetnog 

izdvajanja sa anti-CD1a antitelima ili upotreba adekvatnog gustinskog gradijenta 

(Tchou i sar., 2003).  

Fenotipski profil MoLĆ kultivisanih u našem eksperimentu, u velikoj meri se 

poklopio sa rezultatima drugih in vitro (Geissmann i sar., 1999) i ex vivo (Berthier-

Vergnes i sar., 2005) eksperimentalnih studija, i zavisio je od stepena maturacije. 

nMoLĆ su u visokom procentu ispoljavale Langerin (84.5 ± 7.7%), i snažno su 

eksprimirale HLA-DR i CD1a, a slabo CD83, CD86 i CCR7. Najznačajnija razlika u 

ekspresiji površinskih markera između naše i pomenute ex vivo studije bila je u 

snažnijoj ispoljenosti CD54 (ICAM-1) na nMoLĆ u poređenju sa epidermalnim LĆ. 

Uzrok tome bi mogla da bude nedovoljna sekrecija IL-10 u kulturi nMoLĆ, za koji 

je odranije poznato da inhibira ekspresiju CD54 u odsustvu TNF-α i IL-6 na 

epidermalnim LĆ (Chang i sar., 1994). Naravno, ne bi trebalo zanemariti ni 

potencijalni uticaj preostalih citokina sekretovanih od strane nMoLĆ kao i 

komponenti prisutnih u medijumu poput GM-CSF koji takođe može da poveća 

ekspresiju CD54 (Chang i sar., 1994, Ozawa i sar., 1999), ali ni to da ispitivane 

ćelije potiču iz različitih eksperimentalnih modela.  

U okviru prvog cilja ovog rada ispitivan je uticaj „klasičnog“ pro-

inflamacijskog koktela (TNF-α, IL-1β, IL-6 i PGE2) na maturaciju MoLĆ i 

upoređena su njihova fenotipska i funkcionalna svojstva sa MoDĆ. Ovaj koktel se 

najčešće upotrebljava za sazrevanje DĆ u toku pripreme antitumorskih DĆ vakcina 
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(Lee i sar., 2002). DĆ u prisustvu ovog koktela povećavaju ekspresiju MHC 

molekula I i II klase, kao i kostimulacijskih molekula (CD40, CD80, CD86), a 

ovakav fenotip se pokazao najstabilnijim u poređenju sa drugim maturacijskim 

koktelima (Simon i sar., 2009). Takođe, ove DĆ pokazuju snažniju sposobnost 

indukcije Th1 imunskog odgovora, veći potencijal alostimulacije i migracije i bolje 

preživljavanje u odnosu na nDĆ (Jonuleit i sar., 1997, Morelli i Thomson, 2003). 

Efekti navedenog koktela proinflamacijskih medijatora na LĆ još nisu ispitani. 

Tretman „klasičnim“ koktelom proinflamacijskih medijatora je povećao 

ekspresiju HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7 na MoLĆ. Dobijeni rezultati 

odgovaraju ranije objavljenim podacima dobijenim nakon stimulacije MoLĆ sa 

TNF-α i IL-1β (Geissmann i sar., 1999). Koktel je ispoljio najjači uticaj na 

ekspresiju CCR7 molekula, što je u skladu sa rezultatima studije koja je pokazala da 

PGE2, u prisustvu TNF-α, IL-1β i IL-6, ima odlučujuću ulogu na povećanje 

ekspresije CCR7 na MoDĆ, kao i na porast njihovih migracijskih sposobnosti u 

odgovoru na CCL19 i CCL21 posredstvom EP2 i EP4 receptora (Scandella i sar., 

2002). 

 U kulturama nMoLĆ je zapažena umerena produkcija IL-27, niska 

produkcija IL-10 i IL-23, dok je IL-12 bio nedetektabilan. Odsustvo sekrecije IL-12 

odgovara ranije objavljenim eksperimentalnim podacima (Geissmann i sar., 1999), 

dok je sekrecija IL-10 bila veća nego u drugim studijama, gde je nivo ovog citokina 

uglavnom bio izrazito nizak ili nedetektabilan (Peiser i sar., 2004, Furio i sar., 

2009). Razlika u sekreciji IL-10 mogla bi da se objasni različitim uslovima 

kultivacije ili nedovoljnom osetljivošću metode za detekciju ovog citokina, a možda 

i genetskom specifičnošću donora. Izostanak sekrecije IL-12 uz očuvanu produkciju 

IL-23 može biti posledica različite regulacije u ekspresiji subjedinica IL-12-

superfamilije citokina. Ova pretpostavka je u saglasnosti sa podacima dobijenim na 

monocitima i MoDĆ koji su pokazali da IL-10 direktno inhibira ekspresiju samo p35 

subjedinice, specifične za IL-12 ali ne i za IL-23 (Aste-Amezaga i sar., 1998, Corinti 

i sar., 2001). Do sada nisu objavljeni podaci o produkciji IL-27 od strane LĆ, zbog 

čega je na ovom nivou neophodno proširiti istraživanja.  



 Ivan Rajković         Diskusija 

 

 107 

Sazrevanje MoLĆ pod dejstvom koktela proinflamacijskih medijatora bilo je 

praćeno porastom sekrecije IL-12 i IL-27 u poređenju sa nMoLĆ, dok promene u 

produkciji IL-10 i IL-23 nisu zapažene. Takođe, pokazali smo da su zrele zMoLĆ 

snažnije indukovale produkciju IFN-γ, IL-2, IL-4 IL-13 i TGF-β, slabije su 

indukovale produkciju IL-10, i nisu izmenile sekreciju IL-17 u kokulturi sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima u poređenju sa nMoLĆ. Produkcija IFN-γ i IL-10 u 

našoj studiji je u saglasnosti sa produkcijom ovih citokina u kokulturi CD4
+
 T-

limfocita i MoDĆ stimulisanih istim koktelom proinflamacijskih medijatora 

(Jonuleit i sar., 1997). Za sada nema objavljenih podataka o uticaju ovog koktela na 

sazrevanje MoLĆ. 

Trend smanjenja produkcije IL-10 od strane zMoLĆ u poređenju sa nMoLĆ 

mogao bi se dovesti u vezu sa smanjenjem ekspresije receptora za faktor tumorske 

nekroze (TNF-R) pod dejstvom TGF-β, što je inače karakteristično za ovu 

subpopulaciju DĆ (Geissmann i sar., 1999, Moore i sar., 2001). Zbog veće 

produkcije IL-12 od strane zMoLĆ bio je povećan odnos IL-12 / IL-10, što bi moglo 

da ukaže na slabljenje sposobnosti ovih ćelija da indukuju Th2 imunski odgovor, 

kako je to opisano ranije za zMoDĆ (Chang i sar., 2009). zMoLĆ u našem 

eksperimentu su pokazale potencijal da snažnije indukuju produkciju IFN-γ u 

kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima u poređenju sa nMoLĆ nezavisno od 

nivoa produkcije IL-12 i IL-23. Opisana pojava je u skladu sa rezultatima 

eksperimenta koji je pokazao da epidermalne LĆ, bez obzira na maturacioni status 

ili prisustvo anti-IL-12p40 antitela, indukuju polarizaciju imunskog odgovora u Th1 

smeru mehanizmom koji ne zavisi od IL-12 i IL-23 (Furio i sar., 2009). Povećanje 

sekrecije IL-27 od strane zMoLĆ moglo je da dovede do povećanja sekrecije IFN-γ 

u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, budući da je i na humanom (Pflanz i 

sar., 2002) i na mišjem modelu (Takeda i sar., 2003) pokazano da IL-27 indirektno 

povećava produkciju IFN-γ tako što indukuje povećanje ekspresije β2 subjedinice 

receptora za IL-12 (IL-12R) na CD4
+
 T-limfocitima. Pretpostavlja se da bi IL-27, u 

skladu sa podacima dobijenim na mišjim DĆ, mogao i da ograniči produkciju IFN-γ 

tako što bi autokrinim dejstvom povećao produkciju IL-10 od strane MoLĆ 

(Mascanfroni i sar., 2013).  
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Snažnija sposobnost zMoLĆ da indukuju produkciju IL-4 i IL-13 u kokulturi 

alogenih CD4
+
 T-limfocita, u poređenju sa nMoLĆ, delimično bi mogla biti 

posledica specifičnih uslova kultivacije. MoLĆ u našoj studiji su stimulisane u 

prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora koji sadrži PGE2, za koji je pokazano 

da može da poveća sposobnost MoDĆ za indukciju Th2 imunskog odgovora 

(Morelli i Thomson, 2003). Nađeni odnos u produkciji IFN-γ / IL-4 i IFN-γ / IL-13 u 

kokulturi zMoLĆ i alogenih CD4
+
 T-limfocita ukazuje na potencijal ovih ćelija da 

indukuju Th1 imunski odgovor, dok bi smanjenje ovog odnosa nakon sazrevanja 

ukazivalo na to da zMoLĆ imaju slabiji potencijal da indukuju Th1 imunski odgovor 

u poređenju sa nMoLĆ. 

Poznato je da IL-23 povećava produkciju IL-17 u mišjem in vitro 

eksperimentalnom modelu tako što podstiče preživljavanje, a ne proliferaciju ili de 

novo polarizaciju Th17 CD4
+ 

T-limfocita (Stritesky i sar., 2008). Nadovezujući se na 

prethodno, možemo pretpostaviti da je izostanak promene u produkciji  IL-23 od 

strane MoLĆ nakon stimulacije proinflamacijskim koktelom odgovoran za 

nepromenjen potencijal ovih ćelija da indukuju Th17 imunski odgovor u kokulturi sa 

CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa nMoLĆ. Sposobnost zMoLĆ da snažnije 

indukuju sekreciju IL-2 u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa 

nMoLĆ, takođe bi mogla da utiče na izostanak promene u njihovoj sposobnosti da 

indukuju Th17 imunski odgovor. Odranije je poznato da IL-2 deluje preko STAT5 

kao negativni regulator promotora gena za IL-17, čime inhibira diferencijaciju 

mišjih Th17 CD4
+
 T-limfocita (Laurence i sar., 2007).  

zMoLĆ su imale snižen alostimulacijski potencijal u poređenju sa nMoLĆ, i 

pored snažnije ekspresije HLA-DR, CD86 i CD54, odnosno snažnije sposobnosti da 

indukuju produkciju IL-2 u njihovoj kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. 

Razlog za slabiju stimulaciju proliferacije alogenih CD4
+
 T-limfocita od strane 

zMoLĆ, u poređenju sa nMoLĆ, mogao bi da bude posledica istovremeno snažnije 

produkcije TGF-β u ovoj kokulturi. TGF-β sprečava proliferaciju aktivisanih T-

limfocita tako što inhibira fosforilaciju Jak-1 i STAT 5 molekula nakon vezivanja 

IL-2 za IL-2 receptor (IL-2R) (Bright i sar., 1997, Malek, 2008), i podstiče njihovu 
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apoptozu aktivacijom proteina koji pripadaju familiji kaspaza (Chung i sar., 2000, 

Schuster i Krieglstein, 2002). 

5.2. Poređenje fenotipskih i funkcionalnih svojstvima MoDĆ i MoLĆ 

stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora 

Međugrupno poređenje fenotipa je pokazalo da su MoLĆ veće i 

heterogenijeg oblika, kao i da znatno snažnije ispoljavaju CD1a molekul i Langerin 

od MoDĆ. Ove osobine odgovaraju opisanim razlikama između LĆ i IDDĆ 

dobijenih ex vivo izolacijom iz kožnih eksplantata (Larregina i sar., 2001, Nestle i 

sar., 1993). Nizak procenat MoDĆ (6.4 ± 2.1 %) koji je eksprimirao Langerin je 

najverovatnije posledica endogenog prisustva TGF-β u FCS kojim je bio obogaćen 

medijum za ćelijsku kultivaciju. Izmerena koncentracija TGF-β u medijumu od 63.1 

± 8.4 pg/ml je više od 100 puta manja nego što je potrebno da bi monociti in vitro 

stekli fenotip MoLĆ (Geissmann i sar., 1998). Zbog toga bi ova mala subpopulacija 

CD1a
+
CD14

-
langerin

+
 MoDĆ mogla da odgovara IDDĆ koje se razlikuju od LĆ u 

koži (Angel i sar., 2007).  

Niža ekspresija HLA-DR, CD54 i CCR7 na nMoLĆ ukazuje na njihovu veću 

nezrelost u poređenju sa nMoDĆ. Pronađena razlika u ekspresiji HLA-DR u skladu 

je sa podacima drugih in vitro studija (Takeuchi i sar., 2003, van der Aar i sar., 

2007), dok rezultati u vezi sa CD54 i CCR7 još nisu publikovani. Iako nije bilo 

razlike u ispoljavanju CD86 između nMoLĆ i nMoDĆ, niska ekspresija ovog ko-

stimulacijskog molekula na obe subpopulacije DĆ je bila u skladu sa njihovim 

nezrelim fenotipom (van der Aar i sar., 2007). Nakon maturacije u prisustvu koktela, 

obe grupe ćelija su povećale ekspresiju većine testiranih površinskih markera, s tim 

da je njihova ispoljenost na zMoLĆ i dalje bila slabija u odnosu na zMoDĆ. Ovi 

rezultati odgovaraju eksperimentalnim podacima koji su pokazali da TGF-β inhibira 

povećanje ekspresije HLA-DR, CD83 i CD86 na DĆ u prisustvu proinflamacijskih 

citokina TNF-α i IL-1β (Geissmann i sar., 1999). 

 nMoLĆ su slabije indukovale produkciju IFN-γ i IL-4, a snažnije IL-17 i IL-

13 u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa nMoDĆ. MoLĆ su, 
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međutim, nakon maturacije snažnije indukovale produkciju sva četiri  pomenuta 

citokina u poređenju sa zMoDĆ. Nekoliko ex vivo studija je pokazalo da su i LĆ i 

IDDĆ koje su imale sposobnost da spontano migriraju iz kožnih eksplan tata 

indukovale Th1 i Th2 polarizaciju aloreaktivnih CD4
+ 

T-limfocita (Morelli i sar., 

2005, Klechevsky i sar., 2008), dok su samo LĆ mogle da stimulišu Th17 imunski 

odgovor na ovim limfocitima (Mathers i sar., 2009). Jača sposobnost MoLĆ da 

indukuju Th17 imunski odgovor, nezavisno od njihovog maturacionog statusa, 

odgovara specifičnim in vivo potrebama za produkcijom IL-17 u epitelima gde LĆ 

učestvuju kao prva linija odbrane od različitih patogena (Infante-Duarte i sar., 2000, 

Kim i sar., 2008, Huang i sar., 2004, Kelly i sar., 2005). Sposobnost MoLĆ da 

pokrenu Th17 imunski odgovor u skladu je sa činjenicom da su tkiva nastanjena LĆ 

bogatija sa TGF-β (Hashimoto, 2000). 

Niža sekrecija IFN-γ a viša IL-17 u kokulturi alogenih CD4
+ 

T-limfocita sa 

nMoLĆ, u poređenju sa njihovom kokulturom sa nMoDĆ, odgovara slabijoj 

produkciji IL-12 i TNF-α a snažnijoj IL-23 od strane nMoLĆ, u odnosu na nMoDĆ. 

Iako je i odnos u produkciji IL-12 / IL-10 bio niži u kulturi nMoLĆ, u poređenju sa 

nMoDĆ, odnos u produkciji IFN-γ / IL-13 je bio viši u kokulturi sa alogenim CD4
+ 

T-limfocitima, što bi ukazivalo na snažniju sposobnost nMoLĆ da indukuju Th1 

imunski odgovor, u poređenju sa nMoDĆ. U tom kontekstu bi smanjenje produkcije 

IL-12 pri nepromenjenoj sekreciji IL-10 od strane nMoLĆ, u poređenju sa nMoDĆ, 

zapravo moglo da ukaže na snažniju kontrolu, a ne na snažniju sposobnost indukcije 

Th1 imunskog odgovora od strane nMoLĆ, u poređenju sa nMoDĆ (Langenkamp i 

sar., 2000).  

Veća koncentracija IL-12 i niža IL-10, odnosno snažnija produkcija IL-23 u 

kulturama zMoLĆ mogle bi da budu razlog zašto ove ćelije snažnije indukuju 

produkciju IFN-γ i IL-17 u poređenju sa zMoDĆ. U skladu sa prethodnim je i veći 

odnos između IL-12 / IL-10 u kulturi zMoLĆ, kao i veći odnos IFN-γ / IL-13 u 

njihovoj kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa kulturama 

zMoDĆ.  

zMoLĆ su imale snažniju sposobnost da indukuju produkciju IFN-γ i IL-4, a 

slabiju IL-13, u poređenju sa zMoDĆ. Ovakav odnos u sekreciji pomenutih citokina 
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bi mogao da se objasni specifičnošću u dinamici produkcije Th2 citokina u kokulturi 

DĆ sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Naime, na mišjem modelu je pokazano da 

produkcija IL-13 od strane CD4
+
CD45RO

+
 T-limfocita u kokulturi sa DĆ vremenski 

prethodi sekreciji IL-4 (Webb i sar., 2007). Biološki značaj ovog otkrića bi, ipak, 

morao da bude dodatno procenjen, uzevši u obzir i činjenicu da je IL-13 snažniji 

inhibitor produkcije IFN-γ u poređenju sa IL-4 ne samo kod miševa, već i u 

humanom sistemu (de Vries, 1998). 

Sposobnost proliferacije alogenih CD4
+
 T-limfocita stimulisanih sa nMoLĆ 

bila je snažnija u odnosu na limfocite kultivisane sa nMoDĆ, a koincidirala je i sa 

snažnijom produkcijom IL-2. Uzroci ovakvog proliferacijskog odgovora, i pored 

toga, nisu u potpunosti jasni, pošto je ekspresija CD83 i CD86 na nMoLĆ bila 

slična, a HLA-DR i CD54 čak i snižena u odnosu na nMoDĆ. Ostaje da se ispita 

kako se menja ispoljenost ovih molekula ali i drugog kostimulacijskog molekula, 

CD80 na MoLĆ, nakon uspostavljanja kontakta sa CD4
+
 T-limfocitima, gde ključnu 

ulogu ima interakcija između CD40 liganda (CD4
+
 T-limfociti) i CD40 (DĆ) (van 

Kooten i Banchereau, 2000). Od ranije je poznato da MoLĆ stimulisane CD40L 

povećavaju ekspresiju CD83, CD86, CD80, HLA-DR i CD54, kao i sekreciju IL-12 i 

IL-10 u poređenju sa nMoLĆ. Aktivacija CD40 molekula povećava i sposobnost 

MoLĆ da stimulišu proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita (Peiser i sar., 2004). 

Takođe, nije u potpunosti jasno ni da li uzrok izmerene razlike u sekreciji IL-2 

između kokultura deluje pre ili nakon aktivacije CD4
+
 T-limfocita. Naime, već je 

ustanovljeno da IL-10 inhibira produkciju IL-2 na nivou signalnih puteva uključenih 

u sintezu samog molekula, ali bez promene ekspresije ili funkcije IL-2R (de Waal 

Malefyt i sar., 1993). U tom kontekstu, niža produkcija IL-10 u kokulturi nMoLĆ sa 

CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa kokulturom sa nMoDĆ, bi mogla biti od značaja 

za objašnjenje ove pojave, pošto na nivou kultura DĆ nije bilo razlike u produkciji 

IL-10 između nMoLĆ i nMoDĆ. Zbog toga se može pretpostaviti da IL-10 u našoj 

MLR sa nMoLĆ nije mogao da inhibira efekte već izlučenog IL-2, koji je ključni 

faktor proliferacije, diferencijacije i preživljavanja T-limfocita (Nelson i Willerford, 

1998). 
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Maturacijski koktel je smanjio sposobnost proliferacije CD4
+
 T-limfocita 

kokultivisanih sa zMoLĆ, u poređenju sa zMoDĆ, uprkos višoj produkciji IL-2. 

Ovaj rezultat bi mogao da se objasni veličinom ekspresije HLA-DR i CD54 na 

zMoLĆ u odnosu na zMoDĆ, ali i razlikom u odnosu IL-2 / TGF-β između njihovih 

kokultura. Niža ekspresija HLA-DR i CD54 na zMoLĆ u poređenju sa zMoDĆ 

odgovara ranije objavljenim podacima da su LĆ, koje su imale nižu antigen-

prezentujuću funkciju i smanjenu sposobnost za uspostavljanje kontakta sa CD4
+
 T-

limfocitima, snažnije inhibirale njihovu proliferaciju, u poređenju sa IDDĆ (Morelli 

i sar., 2005). S druge strane, niži odnos IL-2 / TGF-β u kokulturi CD4
+
 T-limfocita i 

zMoLĆ, u poređenju sa zMoDĆ, bi doveo do snažnije modulacije  intraćelijskih 

efekata IL-2 pod uticajem TGF-β u ovoj kokulturi. Naime, poznato je da TGF-β 

inhibira ekspresiju IL-2R, kao i prenos signala preko ovog receptora posredovanog 

Jak-Stat signalnim putem (Grundstrom i sar., 2000, Campbell i sar., 2001, Bright i 

sar., 1997). 

 

Protokoli za pripremu antitumorskih vakcina su u poslednjih nekoliko godina 

bili skoro isključivo utemeljeni na zMoDĆ koje indukuju Th1 polarizacijski odgovor 

CD4
+
 T-limfocita (Mailliard i sar., 2004). Pa ipak, nedavni in vivo eksperimenti na 

miševima obolelim od malignog melanoma su potvrdili da i Th17 CD4
+
 T-limfociti 

ispoljavaju antitumorsku aktivnost zbog jedinstvene sposobnosti da putem IL-17 

privuku u tumor CD8α
+
 DĆ koje mogu da aktiviraju CD8

+
 T-limfocite (Martin-

Orozco i sar., 2009). Osim toga, na sličnom modelu je pokazano da Th17 T-limfociti 

u prisustvu IL-12, a u odsustvu TGF-β mogu da započnu produkciju IFN-γ 

(Muranski i sar., 2008, Lee i sar., 2009). Kako su zMoLĆ u našoj studiji snažnije 

indukovale i Th1 i Th17 imunski odgovor u poređenju sa zMoDĆ, kao i da su Th17 

CD4
+
 T-limfociti prisutni u različitim humanim tumorima, pretpostavljamo da bi 

zMoLĆ mogle da budu od koristi u budućim vakcinalnim protokolima usmerenim 

makar protiv kožnih i epitelnih tumora (Muranski i sar., 2008, Zhang i sar., 2008, 

Sfanos i sar., 2008, Miyahara i sar., 2008). Treba, međutim, naglasiti da su zMoLĆ 

snažnije indukovale i produkciju IL-4 u odnosu na zMoDĆ, što bi moglo 
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potencijalno da umanji intenzitet Th1/Th17 odgovora (de Jong i sar., 2005). Kako 

MoLĆ ovu osobenost stiču nakon maturacije, bilo bi razumno testirati i neke 

dodatne maturacijske protokole kako bi se odredio najoptimalniji način za 

ispoljavanje njihovih antitumorskih karakteristika. Ova pretpostavka je utemeljena 

na ranijim studijama koje su pokazale da je maturacijski koktel koji smo i mi 

koristili (Jonuleit i sar., 1997) doveo do aktivacije regulatornih T-limfocita 

(Banerjee i sar., 2006), dok je PGE2 dodatno stimulisao produkciju IL-10, inhibirao 

produkciju IL-12 i indukovao usmerenje imunskog odgovora ka Th2 od strane DĆ 

(Luft i sar., 2002, Morelli i Thomson, 2003). 

5.3. Uticaj Poly(I:C) i curdlana na fenotipska svojstva i funkcije 

MoLĆ 

Iako je za sazrevanje DĆ često dovoljna stimulacija samo jednim TLR ili 

CLR agonistom, fenotipski stabilniji i funkcionalno potentniji imunski odgovor će se 

najčešće dobiti tek njihovom kombinovanom primenom koja je posledica specifične 

integracije različitih, međusobno nezavisnih, unutarćelijskih signala.  U našoj studiji 

prvo smo analizirali pojedinačne efekte agonista ТLR3 (Poly(I:C)) i dectin-

1/Langerin (curdlan) na nezrele MoLĆ, a potom ih uporedili sa MoLĆ koje su bile 

stimulisane kombinacijom ovih agonista. 

5.3.1. Poly(I:C) 

Povećana ekspresija HLA-DR, CD86, CD80, CD40, CD83, CD54 i CCR7 na 

MoLĆ nakon stimulacije Poly(I:C) odgovarala je podacima dobijenim u studiji na ex 

vivo izolovanim LĆ koje su bile stimulisane istom koncentracijom Poly(I:C)  (Furio i 

sar., 2009). Takođe, naši rezultati su bili u skladu i sa podacima objavljenim u  in 

vitro studiji na MoDĆ, koja ne samo što je pokazala isti profil, već i sličan nivo 

ekspresije ovih markera na MoDĆ nakon stimulacije Poly(I:C) (Dragicevic i sar., 

2012).  

MoLĆ stimulisane Poly(I:C) su snažnije stimulisale proliferaciju alogenih 

CD4
+
 T-limfocita u višim odnosima MoLĆ:CD4

+
 T (1:10-1:40), u odnosu na nezrele 
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MoLĆ. Snažnija proliferacija CD4
+
 T-limfocita pri najvišem odnosu sa MoLĆ u 

našoj studiji mogla bi biti uslovljena jačom ekspresijom HLA-DR, CD54 i CD86 na 

MoLĆ koje su stimulisane Poly(I:C), ali i jačom produkcijom IL-2, a slabijom TGF-

β u kokulturi sa ovim limfocitima. Uticaj pokazanog odnosa između IL-2 i TGF-β na 

proliferaciju limfocita, u skladu je sa podacima in vitro studije koja je pokazala da 

TGF-β inhibira autokrini efekat IL-2 na povećanje ekspresije IL-2R na aktivisanim 

CD4
+
 T-limfocitima, kao i njegovu signalizaciju preko Jak-1 kinaze i STAT 5 

transkripcionog faktora (Bright i sar., 1997, Das i Levine, 2008). 

 MoLĆ su nakon tretmana Poly(I:C) snažnije produkovale IL-12, IL-10, IL-

23, IL-27, TNF-α, IL-1β i IL-6 u poređenju sa netretiranim ćelijama. Ovaj citokinski 

profil uglavnom se podudarao sa rezultatima in vitro studije na MoDĆ koje su 

stimulisane pod identičnim uslovima, izuzev u slučaju IL-10 koji je bio snižen 

(Dragicevic i sar., 2012). Razlika u sekreciji IL-10 je najverovatnije posledica 

donorske specifičnosti i uslova kultivacije, pošto je ranije pokazano da MoLĆ 

diferencirane u kultivacionom medijumu koji sadrži TGF-β slabo produkuju IL-10 

(Geissmann i sar., 1999). MoLĆ tretirane Poly(I:C) su snažnije indukovale sekreciju 

sva tri citokina karakterističnih za Th1, Th17 i Th2 imunski profil , IFN-γ, IL-17 i 

IL-4, u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, a u poređenju sa nezrelim MoLĆ. 

Nije bilo razlike u odnosu IFN-γ / IL-4 između kokultura CD4
+
 T-limfocita sa 

MoLĆ stimulisanim Poly(I:C), u poređenju sa nezrelim MoLĆ, što bi moglo da 

ukaže na sličan potencijal usmeravanja imunskog odgovora u Th1 smeru.  

Pokazani rezultati proliferacije i produkcije citokina u našoj studiji 

odgovaraju podacima dobijenim na ex vivo izolovanim LĆ, koje su nakon 

stimulacije Poly(I:C) ispoljile snažniji alostimulacijski potencijal u poređenju sa 

nestimulisanim ćelijama i indukovale snažniju produkciju IFN-γ uprkos većoj 

produkciji IL-10 od strane alogenih CD4
+
 T-limfocita u kokulturi (Furio i sar., 

2009). 

5.3.2. Curdlan 

MoLĆ su nakon stimulacije curdlanom snažnije eksprimirale HLA-DR, 

CD86, CD80, CD40, CD83 i CD54, u poređenju sa netretiranim MoLĆ. U slučaju 
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ekspresije CCR7 molekula, tretman curdlanom je povećao njegovu procentualnu 

zastupljenost na MoLĆ uz istovremeno sniženje intenziteta ekspresije. Procenat 

ispoljenosti ovih markera u našoj studiji bio je u skladu sa podacima dobijenim 

nakon stimulacije MoDĆ sa istom koncentracijom curdlana, ali uz nižu ekspresiju 

(Dragicevic i sar., 2012). Ova nepodudarnost može biti posledica različitih uslova 

kultivacije ćelija i zahteva dodatnu evaluaciju. Spomenute MoLĆ su snažnije 

indukovale proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u svim testiranim odnosima 

MoLĆ:CD4
+
 T (1:10-1:160), u poređenju sa netretiranim MoLĆ. Njihov 

alostimulacijski potencijal u najvišem odnosu MoLĆ:CD4
+
 T-limfocita (1:10) 

mogao bi biti posledica snažnije ekspresije HLA-DR, CD86, CD80 i CD54 

molekula. 

MoLĆ su nakon stimulacije curdlanom produkovale više nivoe IL-12, IL-10, 

IL-23, IL-TNF-α, IL-1β i IL-6, dok je produkcija IL-27 ostala nepromenjena. 

Takođe, u kokulturama ovih ćelija sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima nađena je 

snažnija produkcija IFN-γ, IL-2, IL-4 i IL-10, a bez bitnije promene u produkciji IL-

17 i TGF-β. Opisani profil sekrecije citokina se u znatnoj meri podudara sa 

rezultatima dobijenim na identično stimulisanim MoDĆ, osim što MoDĆ nakon 

stimulacije curdlanom nisu značajnije izmenile produkciju TNF-α, IL-10 i IL-6, 

odnosno snažnije su indukovale produkciju IL-17, u poređenju sa nestimulisanim 

ćelijama (Dragicevic i sar., 2012). Niži odnos IFN-γ / IL-4 u kokulturi CD4
+
 T-

limfocita sa MoLĆ stimulisanim curdlanom mogao bi da ukaže na njihov slabiji 

potencijal da usmere imunski odgovor u Th1 smeru, u poređenju sa nezrelim MoLĆ. 

5.3.3. Kombinovana stimulacija Poly(I:C) i curdlanom 

Studija Dragičevićeve i saradnika (Dragicevic i sar., 2012) je pokazala da 

koligacija Poly(I:C) i curdlana dovodi do fenotipske maturacije MoDĆ sa 

povećanjem ekspresije CD83, HLA-DR, CD86, CD40 i CD54, koja po svemu 

podseća na efekat Poly(I:C), izuzev dodatnog povećanja ekspresije CCR7. MoDĆ 

stimulisane sa oba liganda povećavaju produkciju IL-12, IL-23 i IL-10 u odnosu na 

sam Poly(I:C). MoDĆ stimulisane curdlanom snažnije indukuju Th17, a slabije Th1 

imunski odgovor u poređenju sa onima koje su tretirane Poly(I:C). Kada se ovi 
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agonisti kombinuju, dodatno se potencira sposobnost MoDĆ da podstaknu 

produkciju IFN-γ, pre svega od strane naivnih CD4
+
 T-limfocita, odnosno IL-17 od 

strane memorijskih CD4
+
 Т-limfocita. Dosad nije bilo objavljenih podataka o 

efektima koligacije ova dva agonista na LĆ. 

MoLĆ u našoj studiji su nakon stimulacije kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana snažnije ispoljile CD80 i CD40 molekul u poređenju sa MoLĆ pojedinačno 

stimulisanim Poly(I:C) ili curdlanom, i pokazale snažniju alostimulacijsku 

sposobnost u kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima gde su jače indukovale produkciju IL-

2, a slabije produkciju IL-10. Snažnija ekspresija CD40 molekula na MoLĆ 

stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana mogla je da putem interakcije sa 

CD40L na CD4
+
 T-limfocitima poveća intenzitet njihove proliferacije u odnosu na 

MoLĆ pojedinačno tretirane ovim agonistima. Odranije je poznato da spomenuta 

interakcija dovodi do povećanja produkcije IL-2, najvažnijeg faktora rasta T-

limfocita u kokulturama MoDĆ i CD4
+
 T-limfocita (Ma i Clark, 2009).  

Ipak, nije sasvim jasno kako je povećanje ekspresije CD80 molekula i 

njegova snažnija ispoljenost u odnosu na CD86 na MoLĆ stimulisanim 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, inače karakteristično za fenotip tolerogenih 

MoLĆ (Sansom i sar., 2003), moglo da doprinese snažnijoj stimulaciji proliferacije 

alogenih CD4
+
 T-limfocita, u poređenju sa MoLĆ pojedinačno tretiranim Poly(I:C) 

ili curdlanom. Možemo pretpostaviti da se nakon kontakta kombinovano 

stimulisanih MoLĆ sa CD4
+
 T-limfocitima odigrao naknadni porast ekspresije CD86 

u odnosu na CD80 putem CD40:CD40L interakcije (Cella i sar., 1996, Shibaki i 

Katz, 2001). 

Snažnija produkcija TNF-α od strane MoLĆ stimulisanih kombinacijom 

Poly(I:C) i curdlana nije izmenila sekreciju IFN-γ u poređenju sa MoLĆ 

stimulisanim Poly(I:C) iako je poznato da TNF-α usmerava imunski odgovor CD4
+
 

T-limfocita u Th1 smeru (Mootoo i sar., 2009). Razlog za izostanak povećanja 

produkcije IFN-γ u našoj studiji mogao bi da bude posledica slabije produkcije IL-

12 od strane MoLĆ stimulisanih kombinacijom agonista, budući da je pokazano 

kako je za povećanje sekrecije IFN-γ od strane CD4
+
 T-limfocita neophodno 

povećanje ekspresije IL-12R na ovim ćelijama pod sinergijskim uticajem TNF-α i 
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IL-12 (Ahlers i sar., 2001). Ova pretpostavka bi bila u skladu i sa in vivo 

eksperimentalnim podacima koji su pokazali da su TNF
-
/
-
 miševi sa očuvanom 

produkcijom IL-12 nakon infekcije mikobakerijama razvili prejak Th1 imunski 

odgovor koji je doveo do destrukcije plućnog parenhima, dok kod IL-12
-
/
-
 miševa sa 

očuvanom produkcijom TNF-α nije bila uočena slična pojava (Zganiacz i sar., 

2004). Snižena sekrecija IL-10 od strane MoLĆ stimulisanih kombinacijom 

Poly(I:C) i curdlana bila je u skladu sa sniženjem produkcije IL-4 u njihovoj 

kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u odnosu na MoLĆ stimulisane 

Poly(I:C), budući da je poznato kako DĆ koje produkuju IL-10 usmeravaju imunski 

odgovor CD4
+
 T-limfocita u Th2 smeru (Langenkamp i sar., 2000, Corinti i sar., 

2001). Izostanak promene u produkciji IFN-γ i snižena sekrecija IL-4 u kokulturama 

CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, mogli 

bi da ukažu na skretanje imunskog odgovora u Th1 smeru u poređenju sa 

kokulturama sa MoLĆ pojedinačno tretiranim Poly(I:C).  

Statistički snižena produkcija IL-1β i tendencija ka smanjenoj produkciji IL-

6 od strane MoLĆ stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, mogle bi da 

budu razlog snižene produkcije IL-17 u njihovoj kokulturi sa CD4
+
 T limfocitima, u 

poređenju sa MoLĆ tretiranim Poly(I:C). Prisustvo IL-1β i IL-6 se pokazalo 

ključnim za diferencijaciju naivnih humanih T-limfocita u Th17 limfocite nakon 

stimulacije anti-CD3 i anti-CD28 antitelom in vitro (Acosta-Rodriguez i sar., 2007). 

Snažnija produkcija IL-2 u kokulturi CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ stimulisanih 

kombinacijom agonista, u odnosu na MoLĆ pojedinačno stimulisane Poly(I:C), 

mogla je, takođe, da dovede do slabije produkcije IL-17. Navedena činjenica je u 

skladu sa rezultatima kombinovane in vitro i in vivo studije na miševima koja je 

pokazala da IL-2 inhibira formiranje RoRγt, pozitivnog regulatora Th17 polarizacije, 

putem STAT5 molekula (Liao i sar., 2011).  

Snažnija produkcija IL-12 i TNF-α od strane MoLĆ stimulisanih 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u našoj studiji bila je u skladu sa snažnijom 

produkcijom IFN-γ u alogenoj kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa 

MoLĆ stimulisanim curdlanom (Ahlers i sar., 2001). Iako su kombinovano 

stimulisane MoLĆ snažnije produkovale IL-10, statistički veći odnos između IL-12 / 
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IL-10 u kulturi, kao i između IFN-γ / IL-4 u kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, 

ukazuje na njihovu snažniju sposobnost da usmeravaju imunski odgovor  u Th1 

smeru, u odnosu na MoLĆ tretirane curdlanom (Langenkamp i sar., 2000). Trend 

povećanja sekrecije IL-17 u kokulturi MoLĆ stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoLĆ tretiranim 

curdlanom, u skladu je sa snažnijom produkcijom pro-Th17 citokina, IL-1β, IL-6 i 

IL-23, od strane kombinovano stimulisanih MoLĆ u našoj studiji (Acosta-Rodriguez 

i sar., 2007, Stritesky i sar., 2008). 

5.4. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama između 

MoDĆ i MoLĆ stimulisanih Poly(I:C) i curdlanom  

MoLĆ su nakon stimulacije kombinacijom Poly(I:C) i curdlana povećale 

ekspresiju CD86, CD80, CD40 i CCR7, a snizile CD83 i CD54 u poređenju sa 

istovetno tretiranim MoDĆ. MoLĆ su ispoljile snažniju alostimulacijsku sposobnost 

u najvišem odnosu MoLĆ:CD4
+
 T (1:10), a slabiju u nižim odnosima (1:80, 1:160), 

u odnosu na MoDĆ. Snažnija proliferacija alogenih CD4
+
 T-limfocita u kokulturi sa 

najvišim odnosom MoLĆ:CD4
+
 T (1:10) bila je u skladu sa povećanom ekspresijom 

CD86, CD80 i CD40 na ovim MoLĆ i izmerenim povećanjem koncentracije IL-2. 

Nije, međutim, jasno zašto je izostao inhibitorni efekat na proliferaciju CD4
+
 T-

limfocita pod uticajem povećane produkcije IL-10 i TGF-β u istim kokulturama. 

Razlog za ovu pojavu bi mogao da bude posledica neadekvatne dinamike u sekreciji 

spomenutih citokina, budući da je poznato kako IL-10 i TGF-β u određenim 

situacijama ispoljavaju inhibitorni efekat na proliferaciju T-limfocita isključivo ako 

deluju sinergistički. Sveže aktivirani T-limfociti mogu, na primer, da izbegnu 

inhibitorni efekat TGF-β in vitro tako što, isključivo u odsustvu produkcije IL-10, 

snižavaju ekspresiju TGF-β receptora II tipa (TGF-βRII) na ovim ćelijama (Cottrez i 

Groux, 2001). 

Slabija produkcija IL-12 i snažnija produkcija IL-10 od strane MoLĆ, kao i 

slabija sekrecija IL-27, neophodnog za uspostavljanje reaktivnosti CD4
+
 T-limfocita 

na IL-12 u toku rane faze uspostavljanja Th1 imunskog odgovora, bile su u skladu sa 

sniženom produkcijom IFN-γ u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u 
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poređenju sa MoDĆ (Langenkamp i sar., 2000, Lucas i sar., 2003). MoLĆ su slabije 

stimulisale i produkciju IL-4 u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Nije 

uočena razlika u odnosu IFN-γ / IL-4 između kokultura CD4
+
 T-limfocita sa MoLĆ, 

u poređenju sa MoDĆ, što bi moglo da ukaže na sličan potencijal obe vrste ćelija da 

usmere imunski odgovor u Th1 smeru.  

Slabija sekrecija IL-1β od strane MoLĆ, ključnog pro-Th17 citokina u 

humanom sistemu, kao i IL-27, neophodnog za održavanje de novo uspostavljene 

populacije Th17 limfocita, i IL-23, potrebnog za preživljavanje stabilno formiranih 

CD4
+
 T-limfocita, odgovarale su sniženoj produkciji IL-17 u kokulturi sa alogenim 

CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoDĆ (Acosta-Rodriguez i sar., 2007, El-behi i 

sar., 2009, Stritesky i sar., 2008). 

Snažnija proliferacija slabije polarizovanih alogenih CD4
+
 T-limfocita 

stimulisanih sa MoLĆ u našoj studiji, mogla bi da bude posledica snažnije 

produkcije TGF-β u kokulturi. Izneta pretpostavka bi bila u skladu sa pokazanim in 

vitro efektom TGF-β koji, mehanizmom nezavisnim od IL-2, inhibira apoptozu i 

podstiče proliferaciju naivnih CD4
+
 T-limfocita, aktiviranih anti-CD3 i anti-CD28 

antitelom (Sung i sar., 2003). 

5.5. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipske i funkcionalne 

karakteristike MoLĆ u zavisnosti od njihovog pretretmana 

Vezivanje CD40 molekula na DĆ indukuje njihovu maturaciju, tako što, 

između ostalog, povećava ekspresiju MHC molekula II klase, kostimulacijskih 

(CD80, CD86) i adhezivnih molekula (CD54), kao i sposobnost produkcije IL-12, 

čime doprinosi snažnijoj APĆ, sposobnosti polarizacije imunskog odgovora CD4
+
 T-

limfocita u Th1 smeru, pokretanju CTL odgovora i povećanju proliferacije T-

limfocita (Ma i Clark, 2009). Mi smo, međutim, pokazali da aktivacija CD40 

molekula na nestimulisanim, nMoLĆ izaziva oprečne efekte. 
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5.5.1.  MoLĆ u prisustvu CD40L 

Ligacija CD40 molekula pomoću CD40L na nMoLĆ je povećala ekspresiju 

CD86, CD80, CD40, CD83 i CD54, snizila CCR7, i nije uticala na ekspresiju HLA-

DR. Ispoljenost CD83 i CD86 molekula je i nakon vezivanja CD40 molekula ostala 

niska. Slaba ekspresija CD83 molekula na MoLĆ u našoj studiji mogla je da bude 

uzrok niske ekspresije CD86 molekula pod uticajem IL-10. Ova pretpostavka bi bila 

u skladu sa podacima iz ex vivo studije na mišjim DĆ koja je pokazala da IL-10 

preko transmembranskog regiona CD83 pokreće inhibiciju MARCH1-posredovanu 

ubikvitinaciju i degradaciju CD86 molekula (Tze i sar., 2011). Fenotip MoLĆ posle 

aktivacije CD40 molekula u našoj studiji odgovara rezultatima dobijenim na slično 

kultivisanim LĆ, koje su nakon 18h aktivacije sa CD40L-transfektovanim J558 

ćelijama povećale ekspresiju CD83, CD80, CD86, CD54 i CD40, i nisu promenile 

ekspresiju HLA-DR (Peiser i sar., 2004). 

nMoLĆ su nakon 24h aktivacije CD40 molekula slabije produkovale IL-6, 

IL-23 i TNF-α, i nisu izmenile IL-12, IL-10, IL-27 i IL-1β. Dobijeni rezultati 

delimično odgovaraju podacima dobijenim u in vitro studiji gde MoDĆ nakon 24h 

stimulacije rhCD40L nisu značajnije promenile produkciju IL-12, IL-10, TNF-α i 

IL-6 (Megiovanni i sar., 2004). Nađena nepodudarnost u sekreciji TNF-α i IL-6 je 

verovatno posledica razlike u eksperimentalnom modelu. Slabija sekrecija IL-6 i 

TNF-α, uz nepromenjenu, nisku produkciju IL-1β od strane MoLĆ nakon aktivacije 

CD40 molekula, mogla je da bude razlog smanjenja sekrecije IL-2 u ko-kulturi sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Izneta pretpostavka je u skladu sa rezultatima 

dobijenim na ksenogenom modelu MLR između mišjih splenocita i humanih CD4
+
 

T-limfocita koji su pokazali da IL-6 i TNF-α indukuju sekreciju / ekspresiju IL-2 / 

IL-2R pod uticajem IL-1β (Panzer i sar., 1993, Kimber i sar., 2000). 

MoLĆ su nakon stimulacije rhCD40L slabije indukovale produkciju IL-17 u 

kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, i nisu promenile sekreciju IFN-γ i IL-4. 

Smanjena sekrecija IL-6 i IL-23 bez značajnije promene IL-1β od strane MoLĆ 

nakon aktivacije CD40 molekula, ukazuje na njihovu smanjenu sposobnost indukcije 

Th17 imunskog odgovora. Naši rezultati su u suprotnosti sa podacima iz ex vivo 
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studije koja je pokazala da CD40
-
/
-
 mišje DĆ nakon imunizacije Gram-pozitivnim 

bakterijama ne uspostavljaju Th17 imunski odgovor zbog odsustva sekrecije IL-6 

(Perona-Wright i sar., 2009). Pokazane razlike u polarizaciji Th17 imunskog 

odgovora verovatno su posledica razlike u eksperimentalnom modelu. 

MoLĆ su nakon vezivanja CD40 molekula pokazale slabiji alostimulacijski 

potencijal u višim odnosima, kao i u najnižem odnosu MoLĆ:CD4
+
 T (1:10, 1:20, 

1:160), a snažniji u preostalim odnosima (1:40, 1:80). Slabija proliferacija alogenih 

CD4
+
 T-limfocita pri najvišem MoLĆ:CD4

+
 T odnosu u našoj studiji u skladu je sa 

analiziranim fenotipom, kao i produkcijom citokina u kulturi MoLĆ, odnosno 

kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Nađena snažnija ekspresija CD80 u 

odnosu na CD86 na MoLĆ se može povezati sa inhibicijom proliferacije alogenih 

CD4
+
 T-limfocita putem negativne kostimulacije preko CD152 (CTLA-4) 

eksprimiranog na ovim limfocitima. Ova pretpostavka bi bila u skladu sa ranije 

pokazanim većim afinitetom i aviditetom CD152 za CD80 u poređenju sa CD86 

(Bhatia i sar., 2006) kao i sa ponovnim uspostavljanjem proliferacijskog potencijala 

mišjih CD28
-
/
-
 CD8

+
 T-limfocita nakon dodavanja anti-CD80 i anti-CTLA-4 

monklonskih antitela u njihovu kulturu sa ćelijama tumorske P815 linije 

(mastocitom) (Fallarino i sar., 1998, Alegre i sar., 2001). Aktivacija CD40 molekula 

na nMoLĆ pomoću rhCD40L, mogla je, takođe, da doprinese inhibiciji proliferacije 

alogenih CD4
+
 T-limfocita tako što bi povećala ekspresiju FasL (CD95L/APO-1L) 

na nMoLĆ u uslovima niže produkcije IFN-γ, kao što je to bio slučaj u našem 

eksperimentu. FasL, eksprimiran na MoLĆ, može pokrenuti apoptozu alogenih 

CD4
+
 T-limfocita mehanizmom aktivacije AICD nakon vezivanja za Fas molekule 

ispoljene na njihovoj površini. Izneta pretpostavka poklapa se sa rezultatima ex vivo 

studije koja je pokazala da se apoptoza Jurkat ćelija nakon kostimulacije 

epidermalnim LĆ, koje su pre toga bile stimulisane anti-CD40-antitelom, može u 

potpunosti inhibirati samo nakon dodavanja anti-FasL antitela, mehanizmom 

nezavisnim od prisustva IFN-γ ili LPS (Shibaki i Katz, 2001). Snižena produkcija 

IL-2 i povećana sekrecija IL-10 u kokulturi nMoLĆ aktiviranog CD40 molekula sa 

alogenim CD4
+
 T-limfocitima, bila je u skladu sa smanjenjem proliferacije limfocita 

u najvišem MoLĆ:CD4
+
 T (1:10) odnosu. Ova tvrdnja odgovara eksperimentalnim 

podacima dobijenim na humanom i mišjem modelu, da inhibicija proliferacije T-
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limfocita nakon stimulacije egzogenim IL-10 nije posledica promene ekspresije ili 

afiniteta IL-2R, T-ćelijskog receptora (TCR)-CD3, CD2, CD28 ili LFA-1 molekula, 

već inhibicije sinteze i sekrecije IL-2 na nivou iRNA (de Waal Malefyt i sar., 1993, 

Busse i sar., 2010, Moore i sar., 2001). 

Fenotipske i funkcionalne promene MoLĆ uslovljene aktivacijom CD40 

molekula u našoj studiji u skladu su sa rezultatima druge slične in vitro studije, osim 

što su MoLĆ u našem eksperimentu snažnije produkovale IL-10 i pokazale slabiji 

alostimulacijski potencijal u MLR (Peiser i sar., 2004). Nađeni nesklad u produkciji 

IL-10 može biti posledica razlike u načinu aktivacije CD40 molekula, pošto su u 

pomenutoj studiji kao responderi korišćeni CD40L
+ 
mišji fibroblasti. Povećanje 

produkcije IL-10 od strane ovih MoLĆ je doprinelo smanjenju njihovog 

alostimulacijskog potencijala. Slabljenje alostimulacijskog potencijala MoDĆ nakon 

aktivacije CD40 pod uticajem autokrinog dejstva IL-10 odranije je poznat fenomen 

(Corinti i sar., 2001).  

Polazeći od upravo iznetih rezultata, a uzevši u obzir i podatke iz in vitro 

studije da TGF-β ne može da blokira maturaciju MoLĆ u prisustvu TNF-α i IL-1β 

nakon aktivacije CD40 molekula (Geissmann i sar., 1999), mogli bismo da 

pretpostavimo kako konačni efekat aktivacije CD40 na LĆ in vivo ipak prevashodno 

zavisi od citokinskog sastava lokalne mikrosredine. U tom smislu, možda je upravo 

interakcija između CD40 molekula na LĆ i CD40L na lokalnim epitelnim ćelijama u 

mikrosredini bogatoj TGF-β jedan od potencijalnih mehanizama kojima se LĆ 

održavaju u inaktivnom stanju u odsustvu stimulacije agonistima PRR i 

proinflamacijskim medijatorima in vivo. Radi potvrde ove hipoteze ispitali smo 

posledice aktivacije CD40 molekula na MoLĆ koje su prethodno bile stimulisane 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, a potom ih uporedili sa MoLĆ koje su bile 

pojedinačno pretretirane ovim PRR agonistima. 

5.5.2. MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana 

Vezivanje CD40 molekula na MoLĆ pretretiranim Poly(I:C) i curdlanom, 

povećalo je ekspresiju CD86, CD40 i CCR7, snizilo CD83 i CD54, i nije promenilo 

ispoljenost HLA-DR i CD80. Ove MoLĆ su i snažnije indukovale proliferaciju 
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alogenih CD4
+
 T-limfocita u svim analiziranim odnosima MoLĆ: CD4

+
 T (1:10-

1:160), u poređenju sa MoLĆ stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana.  

Opisana fenotipska ekspresija i alostimulacijski potencijal MoLĆ nakon 

stimulacije rhCD40L u našoj studiji, uglavnom su u skladu sa ranije objavljenim 

rezultatima. Ex vivo dobijene LĆ, izolovane iz kožnih biopsija, koje su nakon 48h 

kultivacije sa CD40L-transfektovanim J558 ćelijama povećale ekspresiju CD83, 

CD54 i CD86, a nisu promenile HLA-DR i CD80, ispoljile su snažniji 

alostimulacijski potencijal u poređenju sa netretiranom kontrolom (Peguet-Navarro i 

sar., 1995). Odstupanje u ekspresiji CD83 i CD54 na našim MoLĆ u poređenju sa 

navedenom studijom moglo bi da bude posledica razlike u terminima stimulacije, ali 

i u vrsti eksperimentalnog modela i načinu stimulacije, budući da smo mi koristili in 

vitro dobijene MoLĆ koje su pre stimulacije rhCD40L bile pretretirane 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana. Ne može se, takođe, isključiti ni mogućnost 

dodatnog povećanja ekspresije ovih markera nakon uspostavljanja kontakta između 

MoLĆ i alogenih CD4
+
 T-limfocita, budući da je odranije poznato da se posle 

vezivanja CD40 molekula na DĆ sa CD40L na CD4
+
 T-limfocitu, između ostalog, 

povećava ekspresija HLA-DR, CD54, CD86/CD80 na DĆ čime se osnažuje njihova 

sposobnost antigenske prezentacije i kostimulacije (Ma i Clark, 2009). 

Osim opisane ekspresije površinskih markera, snažnijem alostimulacijskom 

potencijalu MoLĆ u najvišem odnosu prema alogenim CD4
+
 T-limfocitima (1:10) u 

našoj studiji, mogla je da doprinese i snažnija produkcija IL-2 u njihovoj kokulturi, 

poznatog faktora rasta (Smith, 1988). Izgleda da povećanje sekrecije IL-10 nije bilo 

dovoljno kako bi uz nepromenjenu produkciju TGF-β dovelo do inhibicije 

proliferacije alogenih CD4
+
 T-limfocita, što bi moglo biti posledica neadekvatne 

ekspresije ili signalizacije preko IL-10R. Poznato je, naime, da inhibitorni efekat 

TGF-β na aktiviranim CD4
+
 T-limfocitima delimično zavisi i od IL-10 koji reguliše 

ekspresiju TGF-βIIR (Cottrez i Groux, 2001, Moore i sar., 2001). 

MoLĆ, pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, nakon stimulacije 

rhCD40L snažnije su sekretovale IL-12, a slabije IL-10, što je dovelo do povećanja 

odnosa IL-12 / IL-10. Ove MoLĆ su u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima 

snažnije indukovale sekreciju IFN-γ i IL-4 pri čemu nisu izmenile odnos IFN-γ / IL-
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4 koji je ostao u korist IFN-γ. U skladu sa prethodnim, a uzevši u obzir i da je 

analiza kinetike citokinske produkcije pokazala kako povećanje  sekrecije IL-12 

vremenski prethodi povećanju sekrecije IFN-γ (Langenkamp i sar., 2000), mogli 

bismo da pretpostavimo kako su MoLĆ u našoj studiji ipak ispoljile snažniji 

potencijal za indukciju Th1 imunskog odgovora. Slabija produkcija IL-10, i snažnija 

sekrecija IL-12 od strane spomenutih MoLĆ, kao i njihova snažnija sposobnost da 

indukuju produkciju IFN-γ, u skladu je sa rezultatima in vitro studije u kojoj 

dodavanje anti-IL-10 neutrališućih antitela u kulturu MoDĆ povećava sekreciju IL-

12, kao i njihovu sposobnost da indukuju Th1 imunski odgovor (Corinti i sar., 

2001).  

Slabija sekrecija IL-1β i IL-6 od strane MoLĆ u našem eksperimentu, mogla 

je da doprinese slabijoj produkciji IL-17 u njihovoj kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-

limfocitima. Nađeni rezultati odgovaraju ranije objavljenim podacima da su IL-1β i 

IL-6 ključni citokini koji u humanom in vitro sistemu indukuju nastanak CD4
+
Th17 

ćelija (Benwell i Lee, 2010).  

Osim što bi doprinela slabljenju produkcije IL-17, snažnija sekrecija IL-2 u 

našoj kulturi je mogla da stimuliše alogene CD4
+
 T-limfocite da sekretuju IL-4. 

Izneta pretpostavka je u skladu sa rezultatima kombinovanih in vitro i in vivo 

eksperimentalnih istraživanja koja su na mišjem sistemu pokazala da neutralizacija 

IL-2 anti-IL-2-blokirajućim antitelom dovodi do smanjenja produkcije IL-4 bez 

uticaja na proliferaciju CD4
+
 T-limfocita (Cote-Sierra i sar., 2004), kao i da 

dodavanje visokih koncentracija IL-2 u citokinskom okruženju koje favorizuje Th17 

imunski odgovor indukuje nastanak Treg (Laurence i sar., 2007). 

Kako dosad nije bilo studija koje su ispitivale efekte aktivacije CD40 

molekula na DĆ pretretiranim kombinacijom agonista, rezultati dobijeni u našem 

eksperimentu zahtevaju dodatnu procenu.  

Rezultate dobijene nakon aktivacije CD40 molekula na MoLĆ pretretiranim 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana uporedili smo sa eksperimentalnim podacima na 

MoLĆ koje su bile pojedinačno stimulisane ovim agonistima. 
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5.5.2.1. Poređenje između MoLĆ pretretiranih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana 

i MoLĆ pretretiranih Poly(I:C) 

MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije su ispoljile HLA-DR i CD40 molekul, slabije CD80 i 

CD54, i nisu izmenile ekspresiju CD86, CD83 i CCR7, u poređenju sa MoLĆ 

pojedinačno stimulisanim Poly(I:C). Ove MoLĆ su snažnije indukovale proliferaciju 

alogenih CD4
+
 T-limfocita u višem (1:20), ali i u najnižem određivanom odnosu 

MoLĆ:CD4
+
 T (1:160), u poređenju sa prethodno spomenutom kontrolom. Nije bilo 

značajne razlike u proliferaciji ovih ćelija u preostalim odnosima MoLĆ: CD4
+ 

T 

(1:10, 1:40, 1:80), iako je u najvišem odnosu (1:10) uočljiva snažnija tendencija 

proliferacije alogenih CD4
+
 T-limfocita. 

Snažnija ekspresija CD40 na MoLĆ pretretiranim kombinacijom agonista 

nakon stimulacije rhCD40L, mogla je da doprinese jačanju proliferacije alogenih 

CD4
+
 T-limfocita tako što bi produžila preživljavanje MoLĆ. Naime, na ex vivo 

izolovanim mišjim DĆ, pokazano je da visoka ekspresija CD40 molekula smanjuje 

apoptozu ovih ćelija pokrenutu interakcijom MHC molekula II klase / TCR nakon 

uspostavljanja kontakta sa T-limfocitima (McLellan i sar., 2000a). Nadovezujući se 

na prethodno, a uzimajući u obzir i da je poznato kako su zrele DĆ uglavnom 

otporne na apoptozu posredovanu ligacijom Fas molekula (McLellan i sar., 2000b), 

mogli bismo da pretpostavimo kako bi MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana, nakon aktivacije CD40 molekula obezbedile dužu stimulaciju CD4
+
 T-

limfocita u odnosu na MoLĆ pojedinačno stimulisane Poly(I:C). U prilog 

produženog preživljavanja CD4
+
 T-limfocita koji su bili u kokulturi sa kombinovano 

stimulisanim MoLĆ, bile bi i snažnija sposobnost sekrecije TNF-α od strane ovih 

LĆ, za koji je pokazano da ima antiapoptotski autokrini efekat na DĆ (Lehner i sar., 

2012), slabija ekspresija CD80 molekula na površini MoLĆ, koji nakon vezivanja za 

CD152 na T-limfocitima doprinosi, između ostalog i slabljenju njihove proliferacije 

(Sansom i sar., 2003), kao i snažnija produkcija IL-2 u kokulturi sa alogenim CD4
+
 

T-limfocitima. Snažnija produkcija IL-10 i TGF-β u alogenoj kokulturi sa 

kombinovano tretiranim MoLĆ mogla bi biti značajan faktor regulacije kojim bi se 



 Ivan Rajković         Diskusija 

 

 126 

regulisao intenzitet Th1 i Th17 imunskog odgovora indukovan od strane ovih ćelija 

(Kubo i Motomura, 2012).  

MoLĆ stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije sekretovale IL-27 i TNF-α, što bi i pored nepromenjene 

produkcije IL-12 a snažnije produkcije IL-10, mogao da bude razlog povećane 

produkcije IFN-γ u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u odnosu na MoLĆ 

pretretirane sa Poly(I:C). Prethodna pretpostavka je u skladu sa sposobnošću IL-27 i 

TNF-α da povećaju ekspresiju IL-12R na naivnim CD4
+
 T-limfocitima, čime 

potenciraju Th1 polarizacijski efekat IL-12 (Ahlers i sar., 2001, Lucas i sar., 2003). 

Pored toga, uzevši u obzir da je i pored snažnije produkcije IL-4 u kokulturi CD4
+
 

T-limfocita sa kombinovano stimulisanim MoLĆ, odnos IFN-γ / IL-4 bio veći u 

poređenju sa kokulturom u kojoj su bile MoLĆ stimulisane samo sa Poly(I:C), 

možemo pretpostaviti da je niži odnos IL-12 / IL-10 u kulturi kombinovano 

stimulisanih MoLĆ bio posledica specifične dinamike u sekreciji. Opisana dinamika 

u citokinskoj produkciji mogla bi da odgovara vremenskom periodu kada se nakon 

naglog porasta produkcije IL-12 od strane MoDĆ, koji je doprineo uspostavljanju 

Th1 imunskog odgovora, njegova produkcija naglo vraća na niske vrednosti, dok 

sekrecija IL-10, za to vreme, postepeno raste i zadržava se u plato-fazi u dužem 

vremenskom periodu (Langenkamp i sar., 2000). 

5.5.2.2. Poređenje između MoLĆ pretretiranih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana 

i MoLĆ pretretiranih curdlanom 

MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije eksprimirale CD40 i CCR7, slabije CD54, i nisu izmenile 

HLA-DR, CD86, CD80 i CD83, u odnosu na MoLĆ pojedinačno tretirane 

curdlanom. MoLĆ tretirane kombinacijom agonista su nakon aktivacije CD40 

molekula indukovale snažniju proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u najvišem 

(1:10), ali i u najnižim odnosima MoLĆ: CD4
+
 T (1:80, 1:160), u poređenju sa 

MoLĆ koje su bile pretretirane samo curdlanom. Nije bilo značajne razlike u 

proliferaciji ovih limfocita u preostalim odnosima MoLĆ: CD4
+
 T (1:20, 1:40).  
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Sposobnost MoLĆ stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u našem 

eksperimentu, da nakon vezivanja CD40 molekula, indukuju snažniju proliferaciju 

alogenih CD4
+
 T-limfocita u najvišem odnosu MoLĆ:CD4

+
 T (1:10), u poređenju sa 

MoLĆ pojedinačno stimulisanim curdlanom, mogla bi biti posledica snažnije 

produkcije IL-2, a slabije IL-10 u njihovoj kokulturi pri istom odnosu. 

Snažnija produkcija IL-12, IL-27 i TNF-α od strane kombinovano tretiranih 

MoLĆ nakon aktivacije CD40 molekula, bila je u skladu sa povećanom sposobnošću 

indukcije IFN-γ a slabije IL-4 u kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima, u 

poređenju sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim sa curdlanom. Sposobnost IL-27 i 

TNF-α da indukuju povećanje ekspresije IL-12R na CD4
+
 T-limfocitima, kao i da na 

taj način indirektno indukuju povećanje produkciju IFN-γ, poznata je od ranije 

(Ahlers i sar., 2001, Lucas i sar., 2003). MoLĆ koje su bile stimulisane 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u našoj studiji, pokazale su potencijal da nakon 

aktivacije CD40 molekula snažnije indukuju Th1 imunski odgovor u poređenju sa 

MoLĆ stimulisanim sa curdlanom, na šta ukazuje i veći odnos IFN-γ / IL-4 u 

njihovoj kokulturi sa alogenim CD4
+
 T-limfocitima. Opisane funkcionalne 

karakteristike kombinovano tretiranih MoLĆ u našoj studiji poklapaju se sa 

podacima dobijenim u drugoj in vitro studiji gde su MoLĆ nakon aktivacije CD40 

molekula i pored snažnije produkcije IL-10, snažnije indukovale Th1 imunski 

odgovor (Peiser i sar., 2004). Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima in vitro studija 

koje su pokazale da porast produkcije IL-12 od strane MoDĆ, nakon stimulacije 

CD40L, prethodi porastu sekrecije IL-10, što bi mogao da bude način za regulisanje 

intenziteta Th1 polarizacijskog odgovora (Cella i sar., 1996, Kalinski i sar., 1999, 

O'Garra i Robinson, 2004). Veći odnos IL-12 / IL-10 u kulturama MoLĆ tretiranih 

kombinacijom agonista nakon aktivacije CD40 molekula, takođe, ukazuje na njihov 

snažniji potencijal da indukuju Th1 imunski odgovor, u poređenju sa MoLĆ 

stimulisanim curdlanom. 

Snažnija sekrecija IL-1β i IL-23 nakon vezivanja CD40 molekula od strane 

MoLĆ pretretiranih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, odgovarala bi snažnijoj 

produkciji IL-17 u alogenoj kokulturi sa CD4
+
 T-limfocitima, u poređenju sa MoLĆ 

pojedinačno stimulisanim curdlanom. Izložena pretpostavka je u skladu sa 
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rezultatima in vitro studije u kojoj su naivni CD4
+
 T-limfociti, stimulisani anti-CD3 

i anti-CD28 antitelom, najsnažnije sekretovali IL-17 u prisustvu IL-1β i TGF-β, 

nezavisno od prisustva IL-6 (Benwell i Lee, 2010). Na sličnom eksperimentalnom 

modelu je nešto ranije pokazano da IL-23 nema uticaja na indukciju, već samo na 

održavanje populacije Th17 limfocita, iz čega proizilazi da bi snažnija produkcija 

IL-23 mogla da doprinese stabilnijem Th17 imunskom odgovoru u našoj studiji 

(Stritesky i sar., 2008).  

5.6. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama između 

identično pretretiranih MoDĆ i MoLĆ nakon ligacije CD40 

molekula 

Na MoLĆ pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana je nakon 

vezivanja CD40 molekula došlo do povećanja ekspresije HLA-DR, CD40 i CCR7 

molekula, i nije bilo promene CD86, C80 i CD54, u poređenju sa MoDĆ. Ove 

MoLĆ su snažnije indukovale proliferaciju alogenih CD4
+
 T-limfocita u svim 

određivanim odnosima MoLĆ:CD4
+
 T (1:10-1:160), u poređenju sa MoDĆ. Snažnija 

proliferacija alogenih CD4
+
 T-limfocita stimulisanih sa MoLĆ u najvišem odnosu 

MoLĆ:CD4
+
 T (1:10), mogla bi da bude posledica povećane ekspresije HLA-DR i 

CD40 na ovim MoLĆ, kao i snažnije produkcije TNF-α od strane ovih ćelija. Izneti 

podaci bi bili u skladu sa rezultatima studije koja je pokazala da aktivacija CD40 

molekula produžava preživljavanje mišjih DĆ tako što smanjuje njihovu apoptozu 

pod uticajem signala koji potiče od HLA-DR:TCR kompleksa, aktiviranog nakon 

uspostavljanja kontakta između CD40 molekula na DĆ sa CD40L na T-limfocitu 

(McLellan i sar., 2000a). Povećano vezivanje CD40 molekula moglo bi, takođe, da 

doprinese produženom preživljavanju MoLĆ podsticanjem autokrinog efekta TNF-α, 

za koji je poznato da, između ostalog, podstiče sintezu antiapoptotskog BAK 

molekula u prisustvu FLIPL u DĆ (Lehner i sar., 2012).  

MoLĆ stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije 

CD40 molekula snažnije produkovale IL-12, IL-27 i TNF-α, što je odgovaralo 

povećanju produkcije IFN-γ i IL-2 a smanjenoj IL-4, u kokulturi sa alogenim CD4
+
 

T-limfocitima. U skladu sa ranijim studijama možemo da pretpostavimo kako su ove 
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MoLĆ imale snažniji potencijal da indukuju Th1 imunski odgovor od MoDĆ (Ahlers 

i sar., 2001, Lucas i sar., 2003).  

Povećana sekrecija IL-23 od strane kombinovano stimulisanih MoLĆ 

odgovarala je nađenom povećanju sekrecije IL-17 u alogenoj kokulturi sa CD4
+
 T-

limfocitima (Stritesky i sar., 2008). Možemo pretpostaviti da su MoLĆ u našoj 

studiji ipak mogle da ispolje snažniju sposobnost indukcije Th17 imunskog 

odgovora u poređenju sa MoDĆ, i pored snažnije produkcije IL-27, za koji je 

pokazano da inhibira Th17 polarizacioni efekat IL-23 (Yoshimura i sar., 2006). 

Razlog za snažniju polarizaciju Th17 imunskog odgovora, i pored visoke produkcije 

IL-27, mogao bi da bude posledica dominacije stabilno diferenciranih Th17 

limfocita u našoj studiji, budući da IL-27 ovaj efekat ostvaruje preko STAT3 

transkripcionog faktora koji postoji samo u de novo indukovanim Th17 limfocitima 

(El-behi i sar., 2009). 

 

Kvalitet maturacijskih protokola koji bi obezbedili zrele DĆ za antitumorsku 

ili antiinfektivnu terapiju vrednuje se na osnovu sposobnosti DĆ da nakon kontakta 

sa antigen-specifičnim T-limfocitima in vivo produkuju IL-12. U skladu sa 

prethodnim, mi smo u cilju in vitro imitacije ovih uslova aktivirali CD40 molekul na 

MoLĆ, koje su prethodno bile tretirane agonistima PRR, pomoću rhCD40L. 

Da bi DĆ mogle da se koriste u obliku autolognih vakcina za antiiinfektivnu i 

antikancersku terapiju, one bi morale da poseduju barem tri bitne karakteristike 

(Palucka i Banchereau, 2012):  

- visoku ekspresiju CCR7 molekula, koja bi im obezbedila sposobnost 

migracije u smeru visoke koncentracije hemokina CCL19 i CCL21, sekretovanih u 

sekundarnim limfnim organima 

- visok i stabilan nivo ekspresije MHC molekula I i II klase i 

kostimulacijskih molekula (CD86, CD80, CD54), koji su neophodni za specifičnu 

aktivaciju T-limfocita,  
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- i značajnu sekundarnu produkciju IL-12 nakon CD40:CD40L interakcije sa 

aktivisanim T-limfocitima, što je neophodno da bi se imunski odgovor CD4
+
 T-

limfocita polarizovao u Th1 smeru, a CD8
+
 T-limfociti ispoljili citotoksičnu 

efektorsku funkciju. 

Moglo bi se očekivati da će MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana nakon aktivacije CD40 molekula ispoljiti snažniji antitumorski i 

antiinfektivni potencijal u poređenju, kako sa MoLĆ pojedinačno stimulisanim ovim 

agonistima, tako i sa identično stimulisanim MoDĆ. Ove MoLĆ su snažnije 

produkovale IL-12, ispoljile snažniju sposobnost indukcije Th1 i Th17 a slabiju 

sposobnost indukcije Th2 imunskog odgovora, i pokazale snažniji alostimulacijski 

potencijal CD4
+
 T-limfocita u odnosu na prethodno spomenute kontrole. 

Ekspresija CCR7 molekula na DĆ nakon aktivacije CD40 molekula od 

manjeg je suštinskog značaja za procenu njihovog migracijskog potencijala in vivo, 

budući da se odigrala nakon aktivacije CD40 molekula, kada ove ćelije i inače 

prestaju da migriraju pošto su uspostavile kontakt sa T-limfocitima. Pravi značaj, 

međutim, ekspresija CCR7 molekula na DĆ nakon vezivanja CD40 molekula dobija 

tek kada je potrebno proceniti njihov migracijski potencijal u sastavu ex vivo 

dobijenih vakcina koje su bazirane na DĆ. U našoj studiji, MoLĆ pretretirane 

kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon stimulacije rhCD40L snažnije 

eksprimirale CCR7 molekul i tako pokazale snažniji migracijski potencijal, u 

poređenju sa identično tretiranim MoDĆ i MoLĆ pojedinačno tretiranim curdlanom, 

dok u odnosu na MoLĆ pretretirane Poly(I:C) nije bilo razlike u ekspresiji ovog 

molekula.  

Opisane fenotipske i funkcionalne promene na MoLĆ mogle bi biti posledica 

integracije receptorskih signala koje pokreću TGF-β, prisutan u medijumu za 

kultivaciju, agonisti PRR, Poly(I:C) i curdlan, kao i formiranje CD40:CD40L 

kompleksa. Izneta pretpostavka bi se mogla poklopiti sa funkcijom Tak-1 (eng. 

Transforming Growth Factor Beta-Activated Kinase 1) iz familije MAP kinaza. 

Aktivnost Tak-1, kao jedne od najvažnijih signalnih kontrolnih tačaka u životnom 

ciklusu DĆ, modulirana je pokretanjem signala sa TLR3 (Jiang i sar., 2003), dectin-

1 receptora (Gorjestani i sar., 2012), SMAD-nezavisnim mehanizmom sa TGF-β 
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receptora (Yamashita i sar., 2008) i CD40:TRAF6 kompleksom (Pype i sar., 2000). 

Tak-1 reguliše preživljavanje DĆ, njihov alostimulatorni potencijal i sposobnost 

indukcije IFN-γ i IL-2 modifikacijom aktivnosti NF-κB i ACT/Foxo signalnog puta 

(Wang i sar., 2012) (Slika 6).  

 

 

Dosad nije bilo objavljenih podataka koji bi ukazali na posledice stimulacije 

MoLĆ kombinacijom agonista PRR, niti onih koji bi ih uporedili sa 

konvencionalnim MoDĆ. Analiza rezultata dobijenih u našem istraživanju ukazuje 

na značajnu fenotipsku i funkcionalnu plastičnost ovih ćelija koja bi omogućila 

uključivanje MoLĆ u razvoj protokola za dobijanje vakcina baziranih na DĆ. 

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam kooperacije signalnih puteva u Langerhansovim 

ćelijama 
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Budući da smo pokazali kako MoLĆ, u zavisnosti od vrste tretmana, mogu da ispolje 

imunoregulacijski potencijal, njihova terapijska primena bi, osim od vrste bolesti, 

zavisila i od faze bolesti, odnosno morala bi da se individualno prilagodi svakom 

pacijentu u zavisnosti od nivoa aktivacije imunskog sistema i stepena inflamacije 

određenih kliničkim stadijumom bolesti. U tom slučaju bi presudni uslovi za 

primenu MoLĆ umesto MoDĆ kao ćelijskih adjuvansa u vakcinama bili vremenska i 

prostorna stabilnost terapijski povoljnih fenotipskih i funkcionalnih karakteristika 

MoLĆ in vivo. 



 

 

6. ZAKLJUČCI 
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 Tretman MoLĆ koktelom proinflamacijskih medijatora povećava fenotipsko 

sazrevanje i ekspresiju CCR7 molekula na ovim ćelijama, stimuliše Th1 i 

Th2 imunski odgovor, ali snižava njihov potencijal alostimulacije. 

 

 Tretman MoDĆ koktelom proinflamacijskih medijatora povećava fenotipsko 

sazrevanje, potencijal alostimulacije i sposobnost indukcije Th2 imunskog 

odgovora. 

 

 MoLĆ tretirane koktelom proinflamacijskih medijatora pokazuju snažniju 

sposobnost indukcije Th1 i Th17 imunskog odgovora, ali i slabiji potencijal 

alostimulacije i slabiju ekspresiju CCR7 molekula u odnosu na MoDĆ. 

 

 MoLĆ stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju snažniji 

potencijal alostimulacije, kao i snažniju sposobnost indukcije Th1 imunskog 

odgovora, a slabije indukuju produkciju IL-10, u poređenju sa MoLĆ koje su 

stimulisane pojedinačnim agonistima. 

 

 MoLĆ tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju  snažniji 

potencijal alostimulacije i snažniju indukciju IL-10 i TGF-β, a slabiju 

sposobnost indukcije Th17 imunskog odgovora u odnosu na MoDĆ.  

 

 Ligacija CD40 molekula na nezrelim MoLĆ dovodi do fenotipskog 

sazrevanja ovih ćelija praćenog sniženjem potencijala alostimulacije i 

smanjenom sposobnošću indukcije Th17 imunskog odgovora alogenih CD4
+
 

T-limfocita, u odnosu na nestimulisane MoLĆ. 

 



 Ivan Rajković         Zaključci 

 

 135 

 Nezrele MoLĆ nakon tretmana CD40L ispoljavaju niži potencijal 

alostimulacije i slabiji potencijal za indukciju Th17 imunskog odgovora, a 

jaču sposobnost da indukuju Th1 imunski odgovor u poređenju sa MoDĆ.  

 

 MoLĆ pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana nakon aktivacije 

CD40 molekula ispoljavaju snažniji potencijal alostimulacije i indukcije Th1 

imunskog odgovora u poređenju sa MoLĆ pojedinačno pretretiranim 

Poly(I:C) ili curdlanom. 

 

 Vezivanje CD40 molekula na MoLĆ pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i 

curdlana dovodi do povećanja njihove sposobnosti alostimulacije i 

potencijala za indukciju Th1 i Th17 imunskog odgovora, ali i produkcije IL-

10, u poređenju sa MoDĆ. 
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