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ISPITIVANJE EFEKATA IMUNOSUPRESIVNE I CELIJSKE TERAPIJE U EKSPERIMENTALNO]
KERATOPLASTICI

REZIME

Cilj: Ispitati na modelu visoko-rizicne transplantacije rozZnjace na misSevima
imunomodulatornu efikasnost malih doza sistemske primene rapamicina (Rapa) u
vidu monoterapije ili u kombinaciji sa ciklosporinom A (CsA);

[spitati uticaj malih doza Rapa i CsA na terapijsku efikasnost prirodnih
CD4+CD25*T regulatornih celija nakon adoptivnog transfera na visoko-rizicnom
modelu keratoplastike;

Ispitati i uporediti efikasnost adoptivne cCelijske terapije u prevenciji odbacivanja
kornealnog kalema nakon aplikcije ex vivo ekspandiranih antigen-specifi¢nih
CD4+CD25* T regulatornih celija u odnosu na injekciju sveZe izolovanih prirodnih
CD4+CD25*T regulatornih Celija kod naivnih primaoca.

Materijal i metode: Za ortotopsku transplantaciju roznjace kori$¢eni su inbred
BALB/c (H-24) i C57BL/6 (H-2b) misSevi koji imaju nepodudaran glavni
histokomaptibilni kompleks kao i brojne minorne H antigene. C57BL/6 miSevi
sluzili su kao primaoci BALB/c kornealnog kalema. Intraperitonealne injekcije
Rapa (0.5mg/kgTT) i/ili CsA (3mg/kgTT) aplikovane su primaocima jednom
dnevno na dan operacije i narednih 14 dana postoperativno. Za izolaciju prirodnih
CD4+CD25* T regulatornih ¢elija iz suspenzije limfnih ¢vorova i slezine C57BL/6
miSeva primenjena je magnetna separacija. Aloantigen specificne regulatorne T
Celije generisane su in vitro u meSanoj limfocitnoj kulturi, stimulacijom
nefrakcionisanih CD4* naivnih celija koje poti¢u od C57BL/6 miSeva alogenim B
limfocitima u prisustvu anti-CD4 monoklonskih antitela (klon YTS 177.9) koja ne
vrSe depleciju (non-depleting). Procenat CD4+*CD25*Foxp3* Treg Celija u prirodnim
i antigen specificnim Treg Celijama odreden je proto¢nom citometrijom. Jedan dan
pre planirane keratoplastike naivni C57BL/6 miSevi dobijali su jednu intravensku
injekciju od 5x10° prirodnih CD4+CD25* Treg ¢elija ili 5x105 aloantigen specifi¢nih
CD4+CD25* T regulatornih celija (MLCpres). Prisustvo CD4+*CD25*Foxp3* Treg Celija
u sekundarnim limfoidnim organima mereno je proto¢nom citometrijom. Razvoj

IFN-y produkujuc¢ih aloreaktivnih T ¢elija utvrden je pomocu Elispota. Takode,



kornealni uzorci podvrgnuti su analizi transkripcije citokina pomo¢u RT-PCR
metode. Na isti nacin utvrden je nivo transkripcije markera maturacije
dendriti¢nih ¢elija u splenocitima.

Rezultati. Monoterapija rapamicinom znacajno je odloZila reakciju odbacivanja
kornealnog alografta (13.4 + 1.34 dana, p=0.03). Medutim, kombinovana primena
malih doza Rapa i CsA produzila je opstanak kalema na znacajno viSem nivou (17.1
+ 1.37 dana, p=0.0001) u poredenju sa kontrolnom grupom (11.2 + 1.91 dana) i
dovela do redukcije CD3 markera (p=0.028), IL-2 (p=0.027), IFN-y (p=0.028) i IL-
10 (p=0.027) u kalemu.

Jedna aplikacija 5x10° prirodnih CD4+CD25+* regulatornih T ¢elija znacajno je produzila
opstanak kornealnog kalema (15.8 * 1.64 dana, p=0.0001) u poredenju sa kontrolnom
grupom. Mada dodatak rapamicina ili CsA nije znacajno odloZio odbacivanje kalema u
odnosu na injekciju prirodnih Treg Celija (p=0.621 i p=0.09), kombinovana terapija sa
rapamicinom bila je efikasnija i dovela do najduzeg opstanka kornealnog kalema (18.0
+ 3.47 dana). Naknadna primena rapamicina znacajno je redukovala DC-LAMP iRNK
ekspresiju u splenocitima (p=0.039) kao i nivo infiltracionih i inflamatornih markera u
graftu: CD3 (p=0.02), IL-2 (p=0.05), IFN-y (p=0.025) i [L-17A (p=0.04). Medutim, sve
terapijske strategije sprecile su razvoj alloantigen specifi¢cnih IFN-y produkuju¢ih
memorijskih T ¢elija u slezini (p<0.01).

Inokulacija 5x105 aloantigen specificnih CD4+CD25* T regulatornih celija (MLCpres) 1
dan pre transplantacije roZnjac¢e znacajno je produzila opstanak kalema. Srednje
vreme opstanka iznosilo je 61.3 + 40.24 dana (p=0.0001), a 37.5 % kalemova trajno je
prihvaceno. Transfer 1x105 MLCrres Treg celija u kombinaciji sa kratkotrajnom
aplikacijom rapamicina znacajno je odloZio odbacivanje kalema (36.6 + 28.8 dana) u
poredenju sa adoptivnim transferom istog broja MLCrres Treg Ccelija bez
imunosupresivne terapije (10 0 dana, p=0.0082). Dodatna primena rapamicina
znacajno je redukovala transkripciju markera sazrevanja dendriti¢nih ¢elija DC-LAMP-
a u splenocitima (p=0.01). Nakon iskljuenja rapamicina frekvencija IFN-y
produkujué¢ih memorijskih ¢elija u slezini je rasla tako da nakon 100 dana nije bile
statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (p=0.482). Sto dana nakon
keratoplastike IFN-y produkuju¢e memorijske celije nisu mogle da se detektuju u

slezini Zivotinja koje su dobile samo 5x105 MLCPres ¢elija.
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Zakljucak. Monoterapija rapamicinom umereno odlaZe reakciju odbacivanja
alokalema, dok kombinacija malih doza CsA i rapamicina produzava opstanak
kornealnog kalema na statisticki znacajno viSem nivou. Kombinovana
imunomodulatorna terapija efikasno modulira iRNK ekspresiju inflamatornih i
infiltracionih markera Sto je moglo da utice na odlaganje reakcije odbacivanja
kornealnog alokalema. Dodatak malih doza CsA ili rapamicina nije ispoljio znacajan
efekat na terapijsku efikasnost prirodnih CD4+*CD25* Treg ¢elija nakon adoptivnog
transfera u visoko-rizicnom modelu keratoplastike. Aloantigen specifi¢ne
CD4+CD25* Treg Celije, dobijene in vitro u meSanoj limfocitnoj kulturi u prisustvu
anti-CD4 monoklonskih antitela koja ne vrSe depleciju, usmerene ka kontroli
direktnog puta prezentacije antigena, efikasnije su u prevenciji akutne reakcije
odbacivanja kornealnog kalema u poredenju sa injekcijom poliklonalnih prirodnih
CD4+CD25* Treg Celija. Transfer 5x10° aloantigen specificnih CD4+CD25* Treg Celije
indukovao je trajno prihvatanje kornealnog kalema kod 37.5% primaoca bez

primene dodatne sistemske imunosupresivne terapije.

Klju¢ne reci: roznjaca, transplantacija, T regulatorne ¢elije, rapamicin, ciklosporin A

Naucna oblast: medicina

UZa naucna oblast: imunologija
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IMMUNOSUPPRESSIVE AND CELL THERAPY IN
EXPERIMENTAL KERATOPLASTY

Abstract

Purpose. To analyze the immune modulatory effect of low dose systemic
treatment with rapamycin (Rapa) alone or in combination with cyclosporin A
(CsA) in a high responder corneal allograft model in mice;

To analyze the effect of low dose systemic treatment with Rapa and CsA on the
therapeutic efficacy of adoptively transferred natural T regulatory cells (nTregs) in
a high responder keratoplasty model;

To determine and compare capability of adoptively transferred ex vivo expanded
alloantigen specific CD4+*CD25* Tregs over injection of freshly purified nTregs in
preventing corneal allograft rejection in otherwise non-manipulated recipients.
Methods. Orthotopic corneal transplantation was performed using inbred
BALB/c(H-24) and C57BL/6 (H-2P) mice. These are fully mismatched for MHC and
multiple minor H antigens. C57BL/6 mice served as recipients of BALB/c corneal
allografts. Recipient mice were treated by intraperitoneal injections of either CsA
3mg/kg/day or Rapa 0.5mg/kg/day monotherapy or received combined
treatment. Immunomodulatory treatment was started on the day of surgery and
continued for 14 days. Natural CD4+*CD25* Tregs were freshly purified from the cell
suspension of naive C57BL/6 mice via automated magnetic cell sorter. Alloantigen
specific Tregs were generated in vitro in a mixed lymphocyte culture by
stimulation of total CD4* naive cells from C57BL/6 mice with allogenic B cells in
the presence of a non-depleting anti-CD4 antibody (YTS177). The resulting
percentage of Foxp3* cells in each fraction was evaluated by flow cytometry. One
day prior to corneal transplantation naive C57BL/6 recipient mice were treated
with a single intravenous injection of either 5x10> natural CD4+CD25* Tregs or
5x10> alloantigen specific CD4*CD25* Tregs (MLCPres). The frequencies of
CD4+CD25*Foxp3* Tregs in secondary lymphoid organs were measured by flow
cytometry. Development of IFN-y producing alloreactive T cells was estimated by

Elispot. In addition, corneal samples were subjected to real time RT-PCR analysis
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for cytokine transcription. Splenic mRNA expression of DC maturation markers
was analyzed by quantitative RT-PCR, as well.

Results. Monotherapy with Rapa significantly delayed allograft rejection (13.4 *
1.34 days, p=0.03). However, the combination of both, low dose Rapa and CsA
prolonged corneal allograft survival at a significantly higher level (MST=17.1 +
1.37 days, p=0.0001), as compared to the control group (MST= 11.2 + 1.91 days).
Combined treatment resulted in down-regulation of intragraft CD3, IL-2, IFN-y and
[L-10 transcription (p=0.028, p= 0.027, p=0.028 and p= 0.027 respectively).

Single application of 5x10° natural CD4+CD25* Tregs significantly delayed corneal
allograft rejection (MST=15.8+1.64 days, p=0.0001) as compared to the control
group. Further addition of CsA or Rapa did not significantly delay graft rejection in
comparison to the treatment with a single injection of nTregs (p=0.621 and p=0.09,
respectively), nevertheless combined treatment with Rapa resulted in the longest
graft survival (18.0 * 3.47 dana). Rapamycin significantly down-regulated DC-
LAMP mRNA in splenocytes (p=0.039), as well as intragraft CD3, IL-2, [FN-y and IL-
17A transcription (p=0.02, p=0.05, p=0.025 and p=0.04 respectively). However, all
treatment strategies prevented development of alloantigen specific IFN-y
producing memory T cells in spleen (p<0.01).

Inoculation of 5x10°> alloantigen specific Tregs (MLCprres) 1 day prior to corneal
surgery significantly prolonged graft survival (MST: 61.3 + 40.24 days, p=0.0001 )
with 37.5 % of the mice showing long-term (>100 days) graft acceptance. Transfer
of 1x105 MLCPres in combination with transient application of Rapa significantly
prolonged corneal allograft survival (MST: 36.6 + 28.8 days) as compared with
adoptive cell therapy of 1x10> MLCrres alone (MST: 10+ 0 days, p= 0.0082).
Additional application of Rapa significantly reduced transcription of DC maturation
marker DC-LAMP in splenocytes (p=0.01). After Rapa withdrawal frequencies of
alloreactive IFN-y producing T cells steadily increased in spleen and on day 100
post surgery there were no statistical significances in comparison with controls
(p=0.482). Surprisingly, on day 100 after corneal surgery, IFN-y producing
memory T cells were not detectable in spleens of animals that received 5x10°

MLCpres,
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Conclusions. Monotherapy with Rapa modestly delayed allograft rejection,
whereas combined treatment with low dose CsA and Rapa resulted in significantly
superior graft survival. Combined immunomodulatory treatment effectively
modulated mRNA expression of inflammation and infiltration markers which may
account for the prolonged allograft survival. Addition a low dose of CsA or Rapa
had no significant effect on therapeutic efficacy of adoptively transferred natural
Tregs in a high responder keratoplasty model. Alloantigen specific CD4+CD25*
Tregs, generated in vitro in MLC in the presence of a non-depleting anti-CD4
antibody and aimed at controlling direct pathway of antigen presentation, were
more potent over polyclonal natural CD4+CD25* Tregs in preventing acute
rejection of corneal allografts. Transfer of 5x10° alloantigen specific CD4*CD25+
Tregs induced long-term graft acceptance in 37.5% recipients without additional

immunosuppressive therapy.

Key words: cornea, transplantation, T regulatory cells, rapamycin, cyclosporine A

Scientific field: Medicine

Major in: Immunology
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1. UVOD

1.1 ZNACAJ 1 UCESTALOST ODBACIVANJA KORNEALNOG KALEMA NAKON
PERFORATIVNE KERATOPLASTIKE

Transplantacija roznjace uradena je prvi put pre viSe od sto godina i
predstavlja najstariju i naj¢es¢u transplantaciju tkiva i organa [12l. Smatra se i
najuspesnijom transplantacijom, mada su brojne studije pokazale suprotne
rezultate. Ovo pogreSno uverenje bazirano je na istorijskim podacima da je stopa
odbacivanja kornealnih transplantata niska u poredenju sa transplantacijom
solidnih organa. Dok je dvogodiSnja prognoza prvog kornealnog kalema bez
vaskularizacije leziSta primaoca veca od 90%, petogodiSnja stopa opstanka kalema,
u prisustvu faktora rizika za odbacivanje, pada na 35-70% [34]l. Medu poznatim
faktorima rizika navodi se duboka vaskularizacija roZnjace u 2 ili viSe kvadranata,
prethodno odbacen kalem, inflamacija, veliki dijametar kalema kao i njegova
blizina limbusu. [5678]. Reakcija odbacivanja kalema predstavlja najces¢i razlog za
propadanje kornealnog transplantata. Prema rezultatima velikih studija reakcija
odbacivanja kornealnog kalema javlja se kod 18-21% recipijenata [° 1011]
Uvodenjem i napredovanjem imunosupresivne terapije, stopa imunoloskog
propadanja solidnih organa znacajno je redukovana i pribliZila se procentu gubitka
kornealnog kalema koji iznosi oko 25% u petogodiSnjem periodu [8l. S druge strane
stopa odbacivanja kornealnog kalema nije se promenila tokom poslednjih 50
godina [121314], Zbog toga su potrebne efikasnije mere i terapijski protokoli u cilju
poboljSanja prognoze nakon keratoplastike.

Uspeh Kklinicke transplantacije poc¢iva na HLA tipizaciji, imunosupresivnim
lekovima i hirurskoj vestini. U klinickoj transplantaciji roznjaCe HLA tipizacija se ne
primenjuje rutinski, mada su mnoge studije pokazale znacajan benefit za opstanak
kalema kod HLA-A, HLA-B i HLA-DR tipizacije 1516171, Kasni gubitak kalema usled
hronicne reakcije odbacivanja zajedno sa neZeljenim efektima dugotrajne
imunosupresivne terapije glavne su prepreke ka uspesnoj transplantaciji. Operativna
tolerancija, koja se definiSe kao odsustvo akutne i hroni¢ne reakcije odbacivanja i
trajni opstanak grafta sa normalnom funkcijom u odsustvu hroni¢ne imunosupresivne

terapije, predstavlja najatraktivniju alternativu [18l,



Redukcija odbacivanja alografta moze se posti¢i i izborom odgovarajuce
hirurske tehnike. Pretpostavljamo da c¢e unapredenje tehnike lamelarne
keratoplastike kao i Sira primena ove hirurske procedure, pre svega za stromalnu
kornealnu patologiju, znacajno redukovati reakciju odbacivanja endotela. Medutim,
Cinjenica da postoje pacijenti kod kojih perforativna keratoplastika nema alternativu
kao i visok rizik za odbacivanje kalema bez adekvatnih mera profilakse opravdava

klini¢ke i eksperimentalne studije u kojima se ispituju nove terapijske strategije.

1.2 IMUNOLOSKA PRIVILEGIJA

U poredenju sa transplantacijom drugih organa, keratoplastika uradena kod
pacijenata sa keratokonusom ima relativno povoljnu prognozu i bez tkivne
tipizacije ili sistemske imunosupresivne terapije. NajSire prihva¢eno objasnjenje je
da se keratoplastika izvodi na imunoloski privilegovanom mestu i da roZnjaca
predstavlja iminoloski privilegovano tkivo. Medawar [1°] je prvi shvatio da prednja
oc¢na komora ima jedinstvene imunoloske karakteristike i uveo pojam ,imunoloske
privilegije bila je avaskularnost roznjace i odsustvo konvencionalne limfne
drenaze, Sto je navelo Medawara da zaklju¢i da je prolongiran opstanak
kornealnog alografta rezultat ,sekvestracije“ grafta od sistemskog imunog aparata.
Druga privlacna hipoteza bila je da kornealni alograft ne ispoljava donorske
histokompatibilne antigene, cineci transplantat ,nevidljivim“ za imuni sistem
recipijenta kao i da brzo dolazi do zamene donorskog tkiva Ccelijskim
komponentama primaoca.

Tokom narednih trideset godina postalo je jasno da od navedenih hipoteza
jedino avaskularnost ostaje kao znacajan faktor i da imunoloSka privilegija
predstavlja aktivan imunoregulatorni proces koji obuhvata aferentnu, eferentnu i
centralnu blokadu imunog odgovora u okviru ,imunog refleksnog luka®“.

Aferentna blokada imunog odgovora podrazumeva prekid transmisije
imunogenih stimulusa ka perifernom limfoidnom tkivu. Kao Sto je ve¢ pomenuto,
normalna roZnjaca i leZiste primaoca ne poseduju krvne i limfne sudove [20],
Takode, ekspresija transplantacionih antigena kod imunoloSki privilegovanog

kornealnog alografta znaCajno se razlikuje od ekspresije antigena kod



neprivilegovanih transplantiranih organa [21.22l. Kornealne ¢elije ne ispoljavaju Il
klasu MHC antigena, a prisustvo I klase MHC antigena znacajno je redukovano,
naroCito kod endotelnih c¢elija [2223.2425]. Centralna roZnjaca poseduje samo
Langerhansove Celije koje su antigen negativne za Il klasu MHC antigena.

Eferentna blokada odnosi se na ekspresiju ¢elijskih membranskih i solubilnih
molekula koji neutraliSu imune efektorske elemente na spoju kalema i roznjace
domacina. Griffith i saradnici [2¢], pokazali su da imunoloska privilegija pociva na
prisustvu citokina Fas liganda (FasL, poznat i kao CD96L) na epitelnim i
endotelnim celijama roznjace. FasL indukuje programiranu celijsku smrt
(apoptozu) na Celijama koje nose njegov receptor (neutrofili, aktivirane T celije,
citotoksicni limfociti) i na taj nacin proizvodi funkcionalnu blokadu eferentnog
imunog odgovora. Takode komplement regulatorni proteini prisutni u o¢noj vodici
inhibiraji kaskadu komplementa i predstavljaju efikasnu barijeru u eferentnom
kraku imunog refleksnog luka.

Devijacija imunog odgovora u prednjoj oc¢noj komori (ACAID, Anterior
chamber associated immune deviation) na centralnom nivou imunog refleksnog
luka poznat je fenomen koji podrazumeva razvoj antigen specificne periferne
tolerancije nakon uvodenja antigena u prednju ofnu komoru odnosno nakon
transplantacije roZnjace [27]. Prisustvo imunosupresivnih citokina, kao $to su TGF-
B, IL-10, neuropeptidi i hormoni u prednjem segmentu oka, vazno je za odrzZavanje
nezrelosti Langerhansovih ¢elija (LC). Tolerogeni milje i nezrele dendriti¢ne celije
obezbeduju anergiCan status Th1/2 c¢elija i imunolosku modulaciju/supresiju

putem regulatornih T ¢elija.

1.3 IMUNOLOSKA DEVIJACIJA U PREDN]JOJ OCNOJ KOMORI

Uvodenja aloantigena u prednju o¢nu komoru (ortotopski kornealni alograft)
indukuje sistemsku devijaciju imunog odgovora kod koje je sacuvana produkcija
antitela, a suprimirana reakcija kasne preosetljivosti i odgovor citotoksicnih T
limfocita [2829], Za ovaj oblik imunoloske tolerancije Streilein i Niederkorn [30] uveli su
termin ,Devijacija imunog odgovora u prednjoj o¢noj komori“. Ovaj fenomen pokazan
je kod razlicitih antigena ukljucujuci glavne i minorne antigene tkivne podudarnosti

[31], Prema Siroko prihva¢enom modeluy, koji su postavili Streilein i Wilbanks, smatra se



da tolerogene F4/80* antigen-prezentujuce Celije intrenalizuju antigena u prednjoj
o¢noj komori, a zatim migriraju u slezinu [32l. U marginalnoj zoni slezine sloZene
Celijske interakcije koje obuhvataju CD1d-eksprimirajuce B celije, CD4*NKT Ccelije,
F4/80* antigen-prezentujuce Celije i CD8* T ¢elije kulminiraju do generisanja CD8*
regulatornih T cCelija (eferentnih) koje aktivno suzbijaju Th1l i Th2 posredovanu
inflamaciju 33 34 35 36], Drugu grupu regulatornih T ¢elija ¢ine CD4+ ¢elije (aferentne)
koje imaju kapacitet da sprece indukciju kasne preosetljivost nakon transfera u
naivnog recipijenta. Takode, u indukciju ACAID-a ukljuene su i y8T Celije i CD4*CD25*
T ¢elije, ali njihova funkcija nije do kraja razjasnjena [36.37. 38, 39], Obzirom na stratesku
lokalizaciju kornealnog alografta smatralo se da ortotopski kornealni alograft ima isti
efekat na indukciju ACAID-a kao i injekcija aloantigena u prednju o¢nu komoru.
Postoji niz dokaza koji podrzava ovu hipotezu. Supresija reakcije kasne preosetljivosti
na donorske antigene postoji u oba slucaja, kod primaoca nakon injekcije aloantigena
u prednju o¢nu komoru ali i kod miSeva sa prihvacemin kornealnim alograftom [40l,
Takode, manevri Koji sprecavaju indukciju ACAID-a, kao Sto je splenektomija ili
delecija NK T Celijaiyd T Celija, znacajno povecéavaju reakciju odbacivanja kornealnog
alografta [39 41, 4243], Medutim, nedavno su Cunnusamy i saradnici 4l pokazali da se T
regulatorne Celije (Treg) indukovane ortotopskim kornealnim alokalemom razlikuju
od Treg cCelija indukovanih injekcijom aloantigena u prednju o¢nu komoru. Mada obe
Treg populacije promoviSu opstanak kornealnog alografta, medu njima postoje jasne
fenotipske razlike. Jedna populacija indukovana je kornealnim alokalemom, to su
CD4+CD25*koje deluju u eferentnom delu imunog odgovora suzbijajuci reakciju kasne
preosetljivosti prethodno senzibilisanih alospecificnih T c¢elija. Druga populacija
indukovana je veStatkom injekcijom aloantigena u prednju o¢nu komoru, CD8* T
celije, koje takode suzbijaju eferantnu fazu imunog odgovora [36. 441,

Suprotno prvobitnoj paradigmi da antigen u prednjoj ocfnoj komori
internalizuju intraokularne antigen prezentujuce cCelije koje zatim migriraju u
slezinu, novija istraZivanja ukazuju da je indukcioni signal za ACAID najverovatnije
povezan sa mrezom rezidentnih makrofaga i dendriti¢nih Celija u sekundarnim

limfoidnim organimal4sl.



1.4 ANIMALNI MODELI U EKSPERIMENTALNOJ KERATOPLASTICI

Postojanje imunoloSke privilegije otezava studije reakcije odbacivanja
kalema i ogranicava mogucénosti za testiranje novih terapijskih pristupa.
Unapreden eksperimentalni pristup, pre svega ve¢i HLA disparitet, jedan je od
ciljeva u eksperimentalnim studijama.

Bazicni zakljucci o imunobiologiji reakcije odbacivanja dobijeni su na ze¢jim
oCima, koje su po velicini uporedive sa ljudskim ocima i pruzaju lak operativni
pristup standardnim hirurskim instrumentima. Na ovom modelu Khodadoust i
Silverstein [4¢] pokazali su da aloimuni odgovor i reakcija odbacivanja moZe da
zahvati sve slojeve donorske roznjace, ukljucujuci epitel, stromu i endotel. Takode,
ovaj eksperimentalni model koriSéen je i za ispitivanje efekata imunosupresivnih
lekova na opstanak kornealnog alokalema [4748], Glavni nedostatka ovog
eksperimentalnog modela je nedovoljno poznavanje imunog sistema zeceva,
naroCito HLA antigena koji su vazni za transplantaciju, a nisu bili adekvatno
tipizirani kod ovih vrsta. Ovi nedostaci ogranicavali su dalja istrazivanja
imunobiologije reakcije odbacivanja.

Razvojem transplantacionih kornealnih modela na pacovima [*°! i narocito
misSevimal>%l izbegnuti su nedostaci prethodnih modela i omoguceno je istrazivanje
reakcije odbacivanja na inbred Zivotinjama koriS¢enjem Sirokog spektra
imunolos$kih reagenasa koji su na raspolaganju.

Prednosti ovog modela perforativne keratoplastike su:
1. Detaljno poznavanje imunogenetike razliitih inbred sojeva miSeva
2. Raspolaganje Sirokim spektrom monoklonskih antitela

3. Uporedive imunoloSke karakteristike sa humanom korneom (slicna

distribucija HLA antigena kod miSeva i ljudi)

4. Mogucnost postizanja reproducibilnih hirurskih rezultata na misjim

oc¢ima primenom odgovarajuce mikrohirurske tehnike.



Kao i kod ljudi, vazne imunoloske reakcije kod ovih Zivotinja pod kontrolom
su gena glavnog histokompatibilnog kompleksa. Zanimljivo je da je raspored ovih
gena slican kod ljudi i miSeva.

Imaju¢i u vidu navedene prednosti ovog modela, eksperimentalna
keratoplastika u ovoj studiji radena je u visoko-rizicnoj kombinaciji miSeva sa

potpuno nepodudarnim glavnim i minornim histokomaptibilnim antigenima.

1.5 MEHANIZAM ODBACIVANJA KORNEALNOG ALOKALEMA

Eksperimentalni modeli kertoplastike najviSe su doprineli razumevanju
lokalnih i sistemskih imunih mehanizama koji ucestvuju u odbacivanju
alotransplantata. Reakcija odbacivanja kornealnog kalema sloZen je proces ciji
¢elijski i molekularni mehanizmi nisu do kraja razjas$njeni, medutim, mnogi kriti¢ni
momenti definisani su zahvaljuju¢i modelima na Zivotinjama i obuhvataju sledece

kljucne faze:

1. Aferentna faza podrazumeva oslobadanje antigena, njegovo prepoznavanje
i transport do dreniraju¢ih limfnih ¢vorova putem antigen prezentujucih
¢elija.

2. U centralnoj fazi prezentovani aloantigen indukuje specifican celijski imuni

odgovor.

3. Eferentna faza odnosi se na efekat eferentnih Celija na kalem i njegovu

eventualnu destrukciju.

1.5.1 Antigen-prezentujuce Celije

Kornealne antigen-prezentujuce celije (AP Ccelije) poticu iz kostne srzi i
obuhvataju dendriti¢ne éelije (DC), Langerhansove ¢elije i makrofage [511. Ranije se
smatralo da roZnjaca sadrZi mali broj LC, uglavhom na periferiji kornealnog
epitela. Medutim, Hamrah i saradnici dokazali su prisustvo velikog broja ovih ¢elija
u epitelu normalne, neinflamirane roZnjace. Na periferiji i limbusu, polovina LC su
MHC II*, suprotno Langerhansovim ¢elijama u centralnoj i paracentralnoj zoni koje
ne ispoljavaju II klasu MHC antigena (MHCII"). Takode, navedene celije su CD45+,
Cd11ct, CD11b-, CD3-, CD80-, CD86". Odsustvo CD80 i CD86 ekspresije ukazuje na



nezreo Celijski fenotip. Nezrele Celije zadrZavaju sposobnost obrade antigena ali
nemaju sposobnost stimulacije T ¢elija [51]. Citokini kao Sto su interleukin-1 (IL-1)
i tumor nekroti¢ni faktor-a (TNF-a) koji se oslobadaju u toku inflamacije (posle
hirurske traume) mogu da povecaju ekspresiju MHC antigena kao i CD80 i CD86
kostimulatornih molekula na povrsini LC promovi$ué¢i njihovu migraciju [52l,
Takode, Hamrah i saradnici [53] otkrili su prisustvo znacajnog broja funkcionalno
nezrelih, rezidentnih dendriti¢nih ¢elija u centru prednje strome koje su MHC II-,
CD80-, CD86". S druge strane, na periferiji prednje strome roznjace lokalizovane su
zrelije dendriticne Celije koje su MHCII* i CD80+CD86*. Pod odredenim uslovima,
pod dejstvom proinflamatornih molekula, dolazi do sazrevanja i aktivacije
rezidentnih kornealnih dendriti¢nih celija koje bi mogle da omoguce direktnu

prezentaciju antigena recipijentnim T ¢elijama.

1.5.2 Direktna i indirektna prezentacija antigena

Prezentacija aloantigena T celijama primaoca inicijalni je korak u reakciji
odbacivanja alografta. Kod direktne alosenzitizacije donorske AP celije koje poticu
od grafta - ,putujuci leukociti“ - migriraju od grafta do drenirajucih limfnih ¢vorova
primaoca i prezentuju intaktne MHC antigene naivnim T celijama domacina. Kod
indirektnog puta regrutovane AP Ceije primaoca iz limbalnih krvnih sudova i
periferije roZnjaCe sazrevaju i putem krvnih i limfnih sudova migriraju do
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova gde prezentuju aloantigen naivnim T c¢elijama u
prisustvu sopstvenih MHC molekula.

Relativni znacaj direktnog ili indirektnog puta u reakciji odbacivanja
kornealnog kalema uslovljen je stanjem leZiSta primaocal®4l. Direktan put
relevantan je kod visoko-rizicne Keratoplastike. Prisustvo donorskih
Langerhansovih ¢elija dramaticno povecava stopu odbacivanja kornealnog
alokalema [3%1. S druge strane, tokom c¢uvanja kornealnog tkiva u medijumu pre
transplantacije, donorske dendriti¢ne celije migriraju u medijum tokom prve
nedelje, pa je broj MHC II pozitivnih dendriti¢nih Celija znacajno redukovan [5¢l,
Takode, He i Niderekorn [57], pokazali su da prethodna redukcija donorskih AP
¢elija pomocu UV zracenja ili hiperbari¢nog kiseonika znacajno smanjuje stopu

odbacivanja kornealnog kalema.



1.5.3 T celijska aktivacija

Antigen-specifitna aktivacija T limfocita zavisi od serije signala koji se
prenose izmedu T Celija i AP Celija. Za potpunu aktivaciju i proliferaciju neophodna
su najmanje dva signala:

Prvi, triger signal prenosi se sa kompleksa koga ¢ini peptid-MHC molekul na
AP Celijama prema TCR-CD3 kompleksu koji je odgovoran za antigenu specificnost
imunog odgovora.

Drugi, kostimulatorni signal prenosi se preko povrsinskih Celijskih receptora sa
odgovaraju¢im ligandima izmedu AP i T celija, pojaCavajuéi triger signal. Ako nisu
efikasno stimulisane putem ova dva signalna puta T Celije postaju anergicne.

Kostimulatorni molekuli pripadaju grupi molekula koji su od krucijalnog
znacaja u interkciji izmedu AP i T Celija. Medu najznacajnijim su CD28-B7 (CD80,
CD86), CD40-CD40L (CD154), LFA-1-ICAM-1 i drugi. Kostimulatorna signalna
interakcija sa T ¢elijama je dvosmerna, pozitivna ili negativna [58l. Na suprot
stimulatornoj interakciji izmedu CD28 molekula eksprimiranog na T Cceliji sa
CD80/CD86 receptorom na AP ¢eliji koja dovodi do T celijske aktivacije, smatra se
da interakcija izmedu CTLA-4 molekula i CD80/CD86 ima inhibitorni efekat na T
¢elije. Zanimljivo je da blokada ovog signalnog puta pomocu anti-CD28
monoklonskih antitela (mAt) efikasnije prolongira opstanak kornealnog alokalema
u odnosu na CTLA-4 Ig [591. Takode, blokada CD40-CD154 kostimulatornog puta,
sistemskom administracijom anti-CD154 mAt, znacCajno smanjuje reakciju
odbacivanja kornealnog alokalema kako kod keratoplastike normalnog rizika tako
i kod visoko-rizi¢nog grafta [60].

Reakcija odbacivanja kornealnog alografta odvija se posredstvom T limfocita.
Eksperimentalna istrazZivanja na kornealnim alokalemovima (kod glodara)
pokazala su da redukcija CD4* T ¢elija dramati¢no sniZava incidencu imunolo$kog
odbacivanja kalema [61. 62, 63, 64] Takode, studije sa adoptivnim transferom dodatno
su potvrdile ulogu CD4*T ¢elija u reakciji odbacivanja kornealnog alografta. [44 631,
Hattori i saradnici [¢3] pokazali su da je supresija CD4*T celijskog imunog odgovora

u korelaciji sa boljim opstankom kalema.



U okviru CD4+* T ¢elijske populacije najopseznije analizirani i okarakterisani
podtipovi ¢elija su Th1, Th2, Th17 kao i CD4+*CD25* T regulatorna c¢elijska linija.

Th1 tip Celija predominantno produkuje IL-2 i I[F-y koji posreduju u ¢elijskom
imunom odgovoru ukljucuju¢i reakciju kasne preosetljivosti. Smatra se da CD4+
Th1l imune CcCelije imaju primarnu ulogu u reakciji odbacivanja kornealnog
alokalema. Ovo zapaZanje proisteklo je iz studija na humanim Kkornealnim
kalemovima i eksperimentalnoj transplanatciji roznjace kod glodara, gde je u
odbacenim kornealnim kalemovima pokazano prisustvo CD4+ T cCelija i IF-y [66 67],
Takode, Th1 Celije posreduju u reakciji kasne preosetljivosti ¢ija supresija dovodi
do dugotrajnog opstanka kornealnog alografta [43.64l, ViSe studija pokazalo je
dramati¢nu redukciju stope odbacivanja korenalnog alografta kod CD4-/- miseva i
nakon primene anti-CD4+ antitela koja vrSe depleciju (depleting At) [61l. Tacni
efektorski mehanizmi kojima Th1 celije posreduju u reakciji odbacivanja kalema
nisu do kraja razjaSnjeni. Pretpostavlja se da znacajnu ulogu imaju solubilni
medijatori koje oslobadaju Th1l c¢elije tokom reakcije kasne preosetljivosti.
Konstatovan je porast proteina i nivoa iRNK za TNF-alfa i IF-y u odbacenim
kornealnim kalemovima [67.68], Takode, pokazano je da TNF-a i IFN-y povecéavaju
ekspresiju adhezionih molekula kao Sto su VCAM-1, I[CAM-1 i E-selektina koji su
bitni za regrutovanje mononuklearnih ¢elija do kalemal®°l.

Prema klasi¢noj Th1/Th2 paradigmi CD4+Th2 ¢elije produkuju IL-4, IL-5 i IL-
13 koji reguliSu Th1 c¢elije sprecavaju¢i Thl imuni odgovor [7071l, U skladu sa
navedenim, smatralo se da preusmeravanje imunog odgovora na Th2 put, dovodi
do supresije Th1 imunog odgovora i produZenog opstanka kornealnog alokalema.
Medutim, reakcija odbacivanja kornealnog alokalema odvija se i kod IFN-y”/-
miSeva kao i miSeva koji su prethodno tretirani IFN-y monoklonskim antitelima, sa
karakteristicnom eozinofilnom infiltracijom i ekspersijom Th2 citokina, Sto
ukazuje na potencijalnu ulogu i drugih mehanizama odbacivanja alografta [7273],
Kod atopijskih bolesti koje su karakteristicno bazirane na ThZ imunom putu,
incidenca i tempo odbacivanja alokalema znacajno se povecava [7% 751 jer se
reakcija odbacivanja alokalema ostvaruje kombinovanim efektom Th1 i Th2 celija
koje sinergitno ubrzavaju odbacivanje alografta [75l. Tatan mehanizam Kkojim

deluju Th2 celije nije sasvim razjasnjen. Pretpostavlja se da alospecifi¢ne Th2 cCelije



dolaze do kalema i produkuju IL-5 koji regrutuje eozionfile koji zatim posreduju u
oStecenju tkiva multiplim efektorskim mehanizmima [7¢l, Medutim, novije studije
ukazuju da eozinofili nisu neophodni za reakciju odbacivanja kornealnog
alokalema kod Th2 baziranog aloimunog odgovora [77].

Nedavno su identifikovane CD4+ Th17 Ccelije, nova podgrupa za koju je
karakteristicna sekrecija interelukina -17A [78l. U nekim radovima Th17 Ccelije
dovode se u vezu sa reakcijom odbacivanja transplantata za koju se ranije smatralo
da je Th1 posredovana [7°l. S druge strane, nedavno su Cunnusamy i saradnici [72]
pokazali da sistemska blokada IL-17A pomoc¢u monoklonskih antitela narusava
imunolosku privilegiju i ubrzava odbacivanje kornealnog alokalema. Takode,
suprotno poznatoj postulaciji o ukrsStenoj regulaciji izmedu Th1l i Th17 celijske
populacije, Cunnusamy i saradnici navode da kod keratoplastike, alospecifi¢ne
Th17 Celije imaju jedinstvenu ulogu da reguliSu Th2 celije, Sto medutim treba i

dodatno da se potvrdi.

1.6 REGULATORNE CD4+CD25+*T CELIJE

1.6.1 Fenotipske karakteristike i molekularna osnova supresije
posredovane Treg Celijama

Regulatorne CD4+CD25* T (Celija prvi je identifikovao Sakaguchi. On je
pokazao da transfer CD4* T Celija bez CD25* T celija koje poti¢u od normalnog
miSa, odgovaraju¢em atimi¢nom singenom primaocu sa T Ccelijskim deficitom
(nu/nu) dovodi do spontanog razvoja niza autoimunih bolesti kod primaoca kao
Sto su tiroiditis, gastritis, insulitis, glomerulonefritis, artritis. Medutim, zanimljivo
je da rekonstitucija odgovaraju¢im CD4+*CD25* T Celijama, 10 dana nakon transfera
CD4+CD25" T ¢elijama moZe da spreci navedene bolesti [8]. Nakon toga, opisano je i
postojanje CD4+CD25* Treg cCelija u perifernoj krvi i limfoidnim organima kod ljudi
[81,22], Navedena autoimuna i inflamatorna oboljenja kod miSeva imunopatoloski su
slicna odgovarajuc¢im bolestima kod ljudi kao Sto su autoimuni gastritis, Hashimoto
tiroiditis, dijabetes tip I, inflamatorna bolest GIT-a. Medutim, prvi dokazi o
regulatornoj sposobnosti CD4+CD25* ¢elija poti¢u od Hall-a i saradnika na modelu
adoptivnog transfera transplantacione tolerancije kod eksperimentalne

transplantacije srca na pacovima [831,
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Prirodne CD4+CD25* regulatorne T celije (nTreg, natural Treg) nastaju u timusu
pozitivnom selekcijom kroz interakciju sa timusnim Kortikalnim epitelom Kkoji
ispoljava MHC molekule II klase [84, a potom migriraju ka periferiji [85. Razvoj
prirodnih T regulatornih Celija u timusu uslovljen je ekspresijom transkripcionog
faktora Foxp3 [86 87 Kod miSeva, Foxp3 ekspresija ogranicena je na Treg Celije i
predstavlja najbolji marker za njihovu identifikaciju [88l. Sli¢no je i kod ljudi gde je
Foxp3 takode predominantno eksprimiran u populaciji CD4+*CD25* Treg Ccelija.
Genetski Foxp3 deficit dovodi do razvoja fatalnih limfoproliferativnih bolesti koje
zahvataju brojne organe [#9l. Foxp3 mutacija kod ljudi kulminira do razvoja analognog
fatalnog oboljenja, IPEX sindroma (Immune disregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy, X-linked). Studije su pokazale da bez ekspresije Foxp3 proteina
regulatorne T celije gube svoju supresorsku funkciju kako in vivo tako i in vitro [90.91],

Retrovirusna transdukcija Foxp3 faktora moZe da konvertuje naivne T Celije
u regulatorni T celijski fenotip koji je slican prirodnim CD4+CD25* Treg Ccelija.
Nakon Foxp3 transdukcije CD25-CD4+* T ¢elije mogu da suzbiju proliferaciju T ¢elija
in vitro i da sprece razvoj autoimunih oboljenja in vivo [87. 88, Navedni podaci
upucuju da Foxp3 (FOXP3 kod ljudi) predstavlja glavni regulatorni gen za razvoj i
funkciju prirodnih Treg ¢elija u timusu i na periferiji.

Znacajno je pomenuti da suprotno stabilnoj Foxp3 ekspresiji kod prirodnih
Treg celija, aktivirane naivne T celije kao i diferencirane Th1l i Th2 celije ne
ispoljavaju Foxp3, Sto ukazuje na njegovu visoku specificnost za prirodne Treg
Celije [86 871, Medutim, Foxp3 je intracelularni protein pa se ne moze Koristiti za
izolaciju cCelija za funkcionalna ispitivanja. PovrSinski Ccelijski markeri kod
CD4+CD25* Treg celija kao Sto su CD25, CD45RB, CTLA-4 i GITR onemogucavaju
kompletnu diskriminaciju izmedu regulatornih i aktiviranih efektorskih ili
memorijskih T cCelija.

Vecina endogenh CD4+ Treg Celija konstitucionalno eksprimira CD25 (IL-2Ra
tj. a podjedinica IL-2 receptora) [°2. Obzirom da svaka aktivirana T celija takode
ispoljava CD25, ovaj povrSinski marker nije specifican samo za prirodne Treg
¢elije. Medutim, kod CD4+* T ¢elija sa regulatornim potencijalom nivo ekspresije
CD25 molekula je visok i stabilan, za razliku od prolazne i niske ekspresije kod tek

aktiviranih T ¢elija [93].
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Nedostatak IL-2, IL-2ZRa (CD25) ili IL-2RB (CD122) dovodi do fatalnih
limfoproliferativnih inflamatornih oboljenja sa autoimunim komponentama koje
se opisuju kao sindrom deficita interleukina-2 [92 941, Mada je proslo viSe od 25
godina od otkri¢a interleukina-2, njegova precizna funkcija u fiziologiji imunog
sistema jo$ uvek nije sasvim jasna. In vitro, IL-2 potentno stimuliSe rast T ¢elija i
ekspanziju njihove populacije [°°], dok je in vivo dominatna funkcija interleukina-2
odrzavanje imunoloSke homeostaze i autotolerancije. Naizgled paradoksalan
zakljucak je da IL-2 ima dve suprotne funkcije tj. potencira T Celijsku proliferaciju i
prekida T celijski odgovor. ObjaSnjenje za ovaj paradoks bazira se na kriti¢noj
funkciji interleukina-2 u preZivljavanju i proliferaciji Treg Ccelija, a time i
odrzavanju stanja tolerancije na sopstvene antigene. Za ispoljavanje pune
supresorske aktivnosti nTreg Ccelija pored stimulacije T Ccelijskog receptora
potreban je i IL-2 koji potiCe od drugih cCelijskih tipova, obzirom da ga same nTreg
ne produkuju. U fizioloskim uslovima, IL-2 potice najviSe od aktiviranih CD4* T
¢elija, a u manjem stepenu od CD8* T celija [°¢l. Neke studije navode i dendriti¢ne
celije kao potencijalni izvor IL-2 [°7l, Kod normalnih miseva u uslovima odsustva
inflamacije, nizak nivo IL-2 omogucava preZivljavanje i perifernu homeostazu
nTreg cCelija bez ispoljavanja njihove efektorske funkcije. Medutim, kod
inflamatornih stanja kao $to su autoimunost, infekcije, geneza tumora, visok nivo
IL-2 pokrece supresorsku funkciju nTreg celija sa sledstvenom inhibicijom
klonalne ekspanzije i funkcije efektorskih T Ccelija. Ovaj supresivni efekat je
vremenski ograni¢en obzirom da prekidom imunog odgovora nivo IL-2 opada a
time i aktivnost nTreg celija. Na taj nacin spreCava se sistemska imunosupresija
[98].

Jedna od karakteristika prirodnih CD4* T regulatornih ¢elija, bilo da su CD25*
ili CD25-, je da konstitutivno eksprimiraju CTLA-4 za raziliku od naivnih T celija
koje ispoljavaju ovaj molekul samo nakon T celijske aktivacije [99 1001, Rezultati
nekih studija ukazuju na moguc¢nost da CTLA-4 prenosi jedan kostimulatorni signal
na regulatorne T cCelije, odnosno da zajednicki signali preko CTLA-4 i T celijskog
receptora aktiviraju Treg cCelije koje potom ispoljavaju supresivni efekat, dok
CTLA-4 blokada sprecava aktivaciju Treg celija i time redukuje supresiju Sto je

praceno razvojem autoimunih bolesti [80. 100],
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GITR je clan TNF receptorske familije i prevashodno prisutan na
regulatornim T ¢éelijama [101, 1021, Aktivirane T ¢elije takode mogu da povecaju GITR
nivo ekspresije, ali ne sticu supresivne sposobnosti. Ta¢na uloga ovog receptora
kod ljudi i miSeva nije do kraja jasna, ali se pretpostavlja da ima znacajniju ulogu u
razvoju supresivne funkcije regulatornih T celija nego u samom ispoljavanju
supresorskih efekata.

IL-10 i TGF-B dva su vazna solubilna medijatora uklju¢ena u autokrine
mehanizme kojim Treg Celije ispoljavaju regulatornu funkciju. Aktivirane Treg
celije produkuju vise TGF-$ i IL-10 u poredenju sa CD4+CD25- T ¢elijama [103],
Supresija prirodnim Treg Celijama je IL-10 i TGF-f3 nezavisna, medutim supresija
CD4+CD25* T ¢elijama koje su indukovane od CD4+CD25- T c¢elija u prisustvu Treg
¢elija in vivo i in vitro je 1L-10 ili TGF-8 zavisna [102]. Na mestu inflamacije kao Sto je
alograft, CD4+*CD25* regulatorne cCelije mogu da suprimiraju efektorske CD4+CD25-
¢elije na nacin koji je uslovljen celijskim kontaktom (TGF-8 na povrsini Celijske
membrane moZe biti ukljucen u ovoj fazi). Posto su suprimirane, efektorske celije
mogu da postanu IL-10/TGF-B produkujuce regulatorne celije i na taj nacin
inhibiraju druge CD4+CD25- ¢elije. Na ovaj nacin moZe da se objasni Cinjenica da je
adoptivni transfer malog broja CD4+*CD25* C(elija dovoljan za postizanje
transplantacione tolerancije ili prevenciju autoimune bolesti. Jiang i Lechler
pretpostavljaju da je supresija prirodnim CD4+CD25* CcCelijama per se IL-10
nezavisna, dok je supresija CD4+*CD25* celijama indukovanim od CD4+CD25-
¢elijama u prisustvu CD4+*CD25* prirodnih supresorskih celija, in vivo ili in vitro,
uglavnom IL-10 zavisna [104],

Pokazano je da je supresorska funkcija Treg ¢elija in vitro uslovljena Celijskim
kontaktom. Prisustvo semipermeabilne membrane izmedu regulatornih i
efektorskih ¢elija onemogucava supresorski efekat Treg Celija. Molekularna osnova
kontaktne interakcije nije do kraja razjasSnjena. Nakamura i saradnici pokazali su
da stimulisane CD4*CD25* Celije produkuju TGF-1 i ispoljavaju TGF-1 na svojoj
povrsini, Sto ukazuje na mogucénost da Treg ¢elije mogu da ispolje imunosupresiju
kroz interakciju celija-¢elija putem povrsSinskog TGF-B1 [105], mada drugi autori

nisu potvrdili ove rezultate [106],
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1.7 EFEKAT IMUNOSUPRESIVNIH LEKOVA NA CD4+CD25* Treg CELIJE

Nekoliko studija pokazalo je da stimulacija T ¢elijskog receptora i IL-2 imaju
kljucni znacaj za funkciju i odrzavanje CD4+*CD25* Treg celija na periferiji [94 107]
kao i da je IL-2 neophodan za razvoj Treg Celija u timusu [°4l. Ciklosporin A (CsA)
inhibira aktivaciju posredovanu T celijskim receptorom i produkciju IL-2, dok
rapamicin (Rapa) blokira Celijski rast i proliferaciju kao odgovor na IL-2 i na taj
nacin omogucava inicijalnu signalnu transdukciju nakon stimulacije T celijskog
receptora [108],

Oba jedinjenja, CsA i Rapa, ispoljavaju svoj imunosupresivni efekat
vezivanjem za Clanove porodice intracelijskih proteina poznatih kao imunofilini,
formiraju¢i komplekse koji uticu na signalni put bitan za klonalnu ekspanziju
limfocita. Kompleks CsA-imunofilin inhibira kalcijum zavisnu serin/treonin
fosfatazu -kalcineurin i na taj nacin sprefava nuklearnu translokaciju NFAT
transkripcionih faktora iz citoplazme i sledstvenu gensku transkripciju citokina,
ukljucujudi IL-2. Kalcineurin je prisutan i u drugim ¢elijama, ali u znacajno manjoj
koncentraciji, zbog Cega su T Celije veoma osetljive na inhibitorni efekat
kalcineurinskih inhibitora.

Rapamicin-imunofilin kompleks blokira serin/treonin kinazu poznatu kao
mTOR, Sto dovodi do inhibicije fosfatidil-inozitol-3-kinaza (PI3K) signalnog puta i
IL-2-indukovane proliferacije T ¢elija. [199]. Blokada ovog puta zaustavlja ¢elije u G1
fazi Celijskog ciklusa. Za razliku od CsA, Rapa takode deluje na fenotip i funkciju
dendriti¢nih Celija, favorizujuci njihovu diferencijaciju u tolerogene celije [18l.

Mnogi geni koje reguliSe transkripcioni faktor FOXP3 takode su i ciljni geni za
NFAT. Mehanizam kojim FOXP3 utice na ekspresiju NFAT-zavisnih gena nije
poznat. Interleukin-2 i IL-4 gene aktivira NFAT a inhibira FOXP3, dok CD25 i CTLA-
4 gene ushodno reguliSu i NFAT i FOXP3 [87,110],

Wu i saradnicu [111] nedavno su pokazali da su oba efekta, ukljucujuéi represivni
FOXP3 uticaj na gensku ekspresiju navedenih citokina ali i njegov aktiviraju¢i efekat
na gene za CTLA-4 i CD25 markere na Treg ¢elijama odraz formiranja kooperativnog
kompleksa izmedu NFAT i FOXP3. Zanimljivo je da jedan transkripcioni faktor, NFAT,

usmerava dva potpuno suprotna bioloSka programa, T Celijsku aktivaciju i T Celijsku
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toleranciju, regrutovanjem nevezanih transkripcionih partnera, AP-1 odnosno FOXP3,
do regulatornih regiona odgovarajucih ciljnih gena. Zajednici regulator, NFAT, formira
transkripcioni kompleks sa AP-1 kod efektorskih T Celija, a kod regulatornih T ¢elija u
formiranju transkripcionog kompleksa ucestvuje FOXP3. Obzirom da je kalcineurin
poznat regulator NFAT transkripcionog faktora, razumljivo je da terapija
kalcineurinskim inhibitorima moZe da ima znacajan efekat na regulatorne T cCelije
direktnim uticajem na NFAT:FOXP3 interakciju [111,112],

Drugo veoma znacajno zapaZanje kod Treg Celija je da IL-2 primarno aktivira
JAK/STAT put u Treg Celijama u odnosu na PIK3 signalni put [113, 1141, Aktivacija
signalnog puta koji vodi od PIK3 do mTOR skoro je potpuno odsutna kako kod
primarnih Treg tako i kod Foxp3-transgenih CD4+ T ¢elija nakon stimulacije IL-2R
(1151, Kod Treg celija efekat IL-2 ostvaruje se aktivacijom JAK/STAT puta, dok
rapamicin senzitivni PIK3 signalni put nije aktiviran [114l. Navedena zapaZanja
objaSnjavaju razliCit efekat rapamicina na Treg i efektorske T celije u korist
preZivljavanja i funkcije regulatornih T ¢elija. Zbog toga je sugerisano da rapamicin

ne utice na periferno preZzivljavanje Treg Celija [116],

1.8 UL0GA CD4+CD25* Treg CELIJA U INDUKCIJI TRANSPLANTACIONE
TOLERANCIJE

U eksperimentalnoj transplantaciji, viSe studija ukazalo je na ulogu
CD4+CD25* ¢elija u odrzavanju transplantacione tolerancije na donorske antigene
(83, 117, 118, 119], Medutim, CD4+*CD25* T Ccelije nisu jedine regulatorne celije koje
poseduju imunosupresivna svojstva. Regulatorna svojstva ispoljavaju i neke druge
populacije ¢elija kao Sto su prirodne NKT regulatorne ¢elije [120], in vitro generisane
Tr1l celije (tip 1 regulatornih T c¢elija) koje produkuju IL-10 021, TGF-f
produkujuce Tu3 celije [122], CD8*CD28- celije [123], CD3+*CD4-CD25- Celije [124] i
anergicne CD4+ T cCelije kao regulatorne celije [125]. Imajuci u vidu da regulatorne
¢elije predstavljaju heterogenu populaciju, najverovatnije je da razli¢ite podgrupe
regulatornih ¢elija deluju orkestrirano u odrazavanju transplantacione tolerancije i

prevenciji autoimunosti.
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Prirodne CD4+*CD25* T Ccelije su potentne supresorske celije koje mogu da
sprece efektorsku celijsku funkciju razli¢itih limfocita ukljucuju¢i efektorske
CD4+CD25- T ¢elije, citotoksitne CD8*T celije, NK ¢elije i B celije 1191,

Treg celije mogu da uticu na funkciju drugih T Ccelija, bilo direktno ili
indirektno preko efekata na AP ¢elije [126], Rezultat ove interakcije moZe da bude
inhibicija produkcije citokina, smanjena ekspresija kostimulatornih i/ili
adhezionih molekula, inhibicija proliferacije, indukcija anergije ili u nekim
situacijama eliminisanje odredene populacije promocijom celijske smrti ili ¢ak
konverzijom u regulatorni fenotip u procesu takozvane infektivne tolerancije [127.
128], Pomoc¢u modela infektivne tolerancije moze se objasniti doZivotna tolerancija
[129], Kada se nova T cCelija nade u jednom rezistentnom tolerantnom okruzenju (iz
timusa ili eksperimentalno inicirana), a imunoregulacija je dominantan
mehanizam tolerancije, ove Celije ne samo S$to postaju tolerantne na donorske
antigene ve¢ mogu da suprimiraju i druge naivne T Celije u odbacivanju kalema
[129], Na taj nacin dalje se podstiCe tolerantno stanje nakon transplantacije [127],
Molekularni mehanizmi odgovorni za ovu konverziju zahtevaju dodatna
istraZivanja. In vivo, Th2 citokini mogu biti ukljuceni [13%, dok in vitro studije

ukazuju na potencijalnu ulogu TGF-f i IL-10 [128,131],

1.8.1 Znacaj prirodnih i indukovanih CD4+CD25* Treg Ccelija
in vivo

CD4+Foxp3* Tregulatorne celije ¢ine priblizno 5-10% od ukupnog broja CD4+*
T Celija na periferiji, uglavnom u limfoidnim organima kao $to su limfni ¢vorovi i
slezina. Kod ljudi i glodara CD4*Foxp3* Treg Celije su anergi¢ne in vitro i ne reaguju
na uobiCnajene stimuluse koji izazivaju snaZznu proliferaciju CD4+*Foxp3- T
efektorskih celija [132]. Medutim, ove Foxp3* Treg celije mogu znacajno da se
ekspandiraju in vivo kod limfopenije ili antigen stimulisane proliferacije [133]. Tac¢ni
mehanizmi koji su uzrok razli¢itog ponasanja ovih ¢elija u in vivo i in vitro uslovima
nisu poznati.

CD4+Foxp3* Tregulatorne Celije ne predstavljaju uniformnu populaciju vec se
sastoje od prirodnih Treg Ccelija koje su se razvile u timusu i stecenih ili

indukovanih (iTreg) koje su generisane na periferiji. Indukovane Treg Ccelije
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nastaju konverzijom zrelih efektorskih T Ccelija na periferiji ili ekspanzijom
prirodnih Treg celija. Iz toga verovatno proizilazi razli¢ita antigena specifi¢nost
repertoara njihovog T ¢elijskog receptora. Pored toga, iTreg posebno su nestabilne
i imaju tendenciju da izgube Foxp3 ekspresiju lakse od prirodnih Treg celija Sto je
verovatno vezano za epigenetske razlike u Foxp3 genu kod ovih podgrupa [134, Ove
razlike mogu biti od znacaja u terapijskim manipulacijama nTreg i iTreg Celijama
(135], U nekim publikacijama pokazana je slicna potentnost nTreg i iTreg Celija u
supresiji efektorskih T c¢elija [136]. Medutim, relativan znacaj nTreg i iTreg u
transplatacionim modelima ostao je nepoznat. Prirodne Treg ¢elije mogu takode da
budu aloreaktivne putem ukrStene reaktivnosti sa aloantigenima. U nekoliko
transplantacionih modela indukcija tolerancije na alografta sprefena je
eliminisanjem nTreg celija [93]. Ta¢na proporcija i identitet nTreg celija koje su
aloreaktivne nije jasan, obzirom da ne postoje specificni markeri na osnovu kojih
bi se razlikovale aloreaktivne nTreg od ne-aloreaktivnih nTreg Celija. U idealnim
uslovima, terapija koja promoviSe Treg-posredovanu toleranciju treba selektivno i
specificno da aktivira i ekspandira aloreaktivne nTreg ¢elije- [135].

Idealno gledano, iTreg mogle bi da imaju posebno znacajnu ulogu u donor
specifitnoj toleranciji obzirom da poticu od antigen specifi¢nih T efektorskih Celija.
Studije koje pokuSavaju da ekspandiraju iTreg ex vivo, a potom ih Koriste in vivo u
adoptivnom transferu privukle su veliku paznju, obzirom da u pojedinim modelima
iTreg Celije mogu da imaju klju¢nu ulogu u indukciji tolerancije [1371, Medutim,
oskudnost iTreg Celija in vivo ¢ak i u tolerantnim uslovima zabrinjava. Potencijalni
problem je kompeticija za prostor, izvore i prezivljavanje izmedu indukovanih i
prirodnih Treg celija pa u navedenim uslovima iTreg celije mogu biti dodatno
ugroZene. Drugi problem je moguénost preusmeravanja indukcije Treg Celija u
pravcu patogenih Th17 celija u prisustvu inflamatornih citokina [38l. Da li bi
eventualno blokiranje tkivne inflamacije podstaklo indukciju Treg celija ostaje da

se dodatno ispita [135],
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1.9 STRATEGIJE ZA EKSPANZIJU PRIRODNIH CD4+CD25+ Treg CELIJA

1.9.1 Aloantigen-specificne CD4+CD25+Treg celije kod naivnog

domacina

Aloantigeni mogu teorijski da indukuju razvoj regulatornih T (celija
pozitivnom selekcijom u timusu, klonalnom ekspanzijom perifernih prirodnih Treg
¢elija koje pokazuju ukrStenu reaktivnost sa aloantigenima i konverzijom naivnih
ili aktiviranih aloantigen-specifi¢nih perifernih Celija u regulatorni fenotip.

Mada je timus potreban za produkciju prirodnih Treg celija [139 140l nije
poznato da li je i od esencijalnog znacaja za razvoj aloantigen-specificnih Treg
¢elija ili su one generisane iskljuc¢ivo od perifernih T celija. Pokazano je da je
ponovljena antigena ekspozicija na periferiji dovoljna za generisanje Treg Celija
[141], Nakon transplantacije, kontinuirano prisustvo donorskih aloantigena iz grafta,
trebalo bi da promoviSe generaciju Treg Celija, a postoje i jasni dokazi da je graft
sam po sebi od krucijalnog znacaja za odrzavanje tolerancije in vivo [142],

Imajuc¢i u vidu ukrStenu reaktivnost T ¢elija [143] i raznovrsnost T CEelijskih
receptora koje ispoljavaju prirodne CD4+*CD25+*T ¢elije 1391 izgleda veoma verovatno
da bi jedan deo prirodnih CD4+*CD25* regulatornih ¢elija ukrSteno reagovao sa
aloantigenima. Medutim, broj ovih ¢elija verovatno je mali i u nekim slucajevima
nedovoljan da bi bile detektovane in vivo [117. 1441, Graca [145] i saradnici pokazali su da
prirodne CD4+*CD25*T ¢elije od naivnih miSeva mogu da sprece reakciju odbacivanja
koZnog transplantata nakon adoptivnog transfera bez obzira na odsustvo prethodnog
iskustva sa donorskim aloantigenom. Uoceno je da se potentnost CD4+CD25*
populacije povecava nakon indukcije transplantacione tolerancije, obzirom da je bilo
potrebno 5 puta viSe CD4+*CD25*T celije od naivnih miSeva u odnosu na broj Treg
¢elija od tolerantnih miSeva koje su mogle da sprece naivne splenocite u odbacivanju
koZnog grafta. To ukazuje na Cinjenicu da kapacitet da reguliSu reakciju odbacivanja
ve¢ postoji u naivnim miSevima i mozZe biti viSestruko pojaCan u ,tolerantnim*
miSevima. Za sada nije jasno da li je to posledica ekspanzije postojece regulatorne
populacije (ukrsStena reaktivnost, vezana supresija), de novo formiranja regulatornih
¢elija ili selektivne inaktivacije mrtvih ili netolerantnih ¢elija ¢ime se balans pomera ka

regulatornim mehanizmima.
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Nagahama i saradnici [1461 pokazali su da kod naivnog miSa, u T-Celijski
deficijentnom okruZenju, in vivo izlaganje CD4+CD25*T Celija aloantigenima podstice
spontanu ekspanziju aloantigen-specificnih CD4+CD25* prirodnih Treg Celija. Ove Treg
¢elije mogle su da sprece reakciju na alokalem posredovanu naknadno ubacenim
naivnim T ¢elijama i proizvedu trajni opstanak koznog kalema kod 23% miSeva
primaoca [146. 1471, Trajno prihvatanje kalema mozZe se posti¢i ako se omoguci in vivo
antigen-specificna ekspanzija prirodnih Treg celija do postizanja dovoljnog broja i

supresivne aktivnosti za kontrolu ekspanzije/aktivacije aloreaktivnih efektorskih ¢elija.

1.9.2 In vivo indukcija antigen specificne ekspanzije prirodnih
CD4+CD25+*Treg celija

Mogu se izdvojiti dve mogucénosti za koriS¢enje prirodnih CD4+CD25+*T reg Celija
u indukciji graft-specificne tolerancije. Jedan nacin podrazumeva kontrolu
neregulatornih celija i stvaranje imunoloSkih uslova koji ¢e olak3ati spontanu
ekspanziju antigen-specificnih prirodnih Treg celija. Redukcija ili blokada aktivnosti
neregulatornih T Celija omogucava aloantigenu stimulaciju preostalih CD4+*CD25* T
reg Celija i ekspanzija aloantigen-specificnih Treg Celija koje ¢e potom dominantno da
suprimiraju aloreaktivne T celije koje se oporavljaju od redukcije ili blokade.
Monoklonsaka antitela i neki lekovi mogu da ispolje ovaj efekat [14883117,149,150,151],
Izlaganje alokalemu u prisustvu anti-CD4 mAt koja ne proizvode depleciju (non-
depleting) ili blokiraju¢ih anti-CD154 mAt dovodi do pojave antigen-specificnih
CD4+CD25* Treg Celija koje mogu da sprece odbacivanje alokalema [145117,152149]
Rapamicin 1531 moZe da obogati Treg Celije in vitro i in vivo. JoS uvek se tacno ne zna na
koji nac¢in navedeni terapijski protokoli indukuju antigen-specificne Treg cCelije koje
mogu da suprimiraju anti-donorske T Celije i da li ove antigen-specificne Treg Celije
nastaju ekspanzijom prirodnih Treg ili su indukovane od naivnih T ¢elija. Takode, nije
poznato da li terapijski protokoli sa razli¢itim molekularnim mehanizmima imaju u
osnovi zajednicku celijsku bazu za uspostavljanje tolerancije na alokalem. U vecini
slucajeva, indukovana tolerancija moZe da se prenese na naivne primaoce adoptivnim
transferom CD4+*CD25* populacije koju cine ekspandirane prirodne, a moguce i
indukovane CD4+CD25* cCelije tj. konvertovane od CD4+*CD25- prekursora tokom in

vivo tolerizacije [145154155156],
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1.9.3 Ex vivo indukcija antigen specificne ekspanzije prirodnih
CD4+CD25+*Treg celija

Druga moguc¢nost indukcije tolerancije je da se prirodne Treg Celije izoluju od
primaoca, stimuliSu ex vivo, a zatim ekspandirane antigen specificne Treg cCelije
ponovo inokuliSu primaocu pre transplantacije organa [147. 1571,

Optimalna ex vivo ekspanzija sveZih prirodnih Treg Celija koje bi terapijski
delovale na Sirok spektar aloreaktivnih efektorskih T ¢elijskih klonova sa
ocuvanim odredenim svojstvima kao Sto su opstanak celija nakon infuzije, in vivo
migracija do mesta aloreaktivnosti i aloantigen-specificna supresija od sustinskog
su znacaja obzirom na mali broj prirodnih Treg ¢elija na periferiji [°2. Mogu¢nost
koriS¢enja Treg Celija u imunoterapiji za indukciju antigen-specifi¢ne tolerancije
ogranicena je brojem celija. Regulatorne T celije obuhvataju samo 5-10% CD4* T
¢elija na periferiji zdravih osoba [1391. Da bi se prevazisli ovi problemi razvijena je
reproducibilna strategija gde se pomocu autologih dendriticnih celija, kao antigen
prezentujucih Celija, postize selekcija i ekspanzija antigen-specificnih CD4+CD25+ T
Celija iz sveze izolovanih poliklonalnih CD4+*CD25* Treg in vitro, a ove Celije
zadrZzavaju svoje fenotipske karakteristike i sticu potentnu antigen-specifi¢nu
supresivnu aktivnost [158],

Do sada se zajednicka kultura sa anti-CD3 i anti-CD28mAt (obloZene perle)
pokazala kao najefikasnija metoda za ekspanziju nTreg Celija kod miSeva i ljudi (1571,
Nakon adoptivnog transfera, 1 dan nakon transplanacije srca, ex vivo ekspandirane
sveZe nTreg Celije opstale su, migrirale in vivo putem periferne krvi i limfoidnog tkiva
kod Rag-/- recipijentnih miSeva i snaZno suprimirale razvoj reakcije odbacivanja
alografta, ukazujudi na sli¢nost sa sveZim nTreg ¢elijama cije je odrzavanje uslovljeno
auto ili aloanantigenima [1571,

Imuni odgovor na transplantirano alogeno tkivo posredovan je T c¢elijama
koje prepoznaju donorske histokompatibilne antigene direktnim (donor MHC i
peptidi) ili indirektnim putem (MHC primaoca i peptid koji potice od donora) [159],
Smatra se da nakon transplantacije aloreaktivhe CD4* Ccelije koje poseduju
indirektnu alospecifi¢nost imaju klju¢nu ulogu u hronicnoj reakciji, a kontrola ovih
patogenih efektorskih ¢elija donor-specificnim Treg ¢elijama mogla bi zbog toga da

omoguci transplantacionu toleranciju.
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Nedavno su prezentovani protokoli za selekciju i ekspanziju Treg cCelija sa
indirektnom alospecificno$¢u za jedan antigen I klase MHC kompleksa. Antigen-
specificne CD4+*CD25* Treg cCelije dobijene su ponovljenom stimulacijom sveZe
izolovanih CD4+CD25* Treg iz slezine i limfnih ¢vorova CBA/Ca miSeva pomocu
autologih dendriti¢nih ¢elija koje su pulsirane peptidom I klase-Kb. Ove Celije zadrZale
su visoku FoxP3 ekspresiju i bile potentnije od sveZe izolovanih CD4+*CD25* Treg Celija
u supresiji proliferacije i produkcije citokina od strane efektorskih ¢elija [160.158], U ovoj
studiji nije uoc¢ena ogranicena proliferacija efektorskih T ¢elija u prisustvu Treg in vivo,
Sto ukazuje da Treg Celije nisu imale uticaj u fazi indukcije imunog odgovora. Medutim,
nakon zajednckog transfera sa naivnim CD4+CD25- T ¢elijama, Treg Celije inhibirale su
efektorsku funkciju kao odgovor na aloantigene S$to se manifestovalo smanjenom
produkcijom Th1 citokina. To znaci da aloreaktivne celije mogu da perzistiraju u
prisustvu regulatornih T cCelija, ali razvoj njihove efektorske funkcije moze biti
kompromitovan. Takode, veoma je vazna ocuvana migratorna sposobnost Treg Celija i
akumulacija na mestu aloantigene prezentacije. Ove Treg Celije mogle su da reguliSu
indirektni odgovor efektorskih CD4* Celija in vivo nakon timektomije i parcijalnog
smanjenja broja T celija, ali ne i da inhibiraju direktni aloimuni odgovor nakon
transplantacije koZe kod miseva [160, Navedeni podaci ukazuju da su potrebne
regulatorne T Celije sa Sirim aloreaktivnim spektrom imajué¢i u vidu snagu
postransplantacionog ranog direktnog odgovora u potpuno nepodudarnim
kombinacijama donora i primaoca. Pomoc¢u genske transdukcije T ¢elijskog receptora
dobijene su in vitro Treg Celije koje su ispoljavale direktnu i indirektnu alospecificnost
i bile efikasne u indukciji trajnog opstanka MHC nepodudarnog sr¢anog alografta kod

miseva [161],

1.9.4 Ekspanzija antigen specificnih CD4+CD25+Treg c¢elija iz
nefrakcionisanih CD4+T celija

Bez obzira na Sirok spektar reaktivnosti, broj nTreg Celija koje reaguju na

strani antigen je nizak i ne moZe da obezbedi zaStitu od brojnih glavnih i minornih

nepodudarnih antigena kalema nakon transplantacije [162 1631, Na suprot tome,

Treg indukovane kao odgovor na antigen (iTreg) generisane su od naivnih T celija

pod definisanim uslovima in vivo i in vitro [164 165,66,167],
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Za terapijske potrebe, moguce je koristiti potencijal prirodnih Treg Celija, ali i
ex vivo generisati T Celije sa regulatornom aktivnoS¢u prema derfinisanim
antigenima, kao $to su aloantigeni. Da bi se povecala koli¢ina antigen specifi¢nih
Treg ¢elija za in vivo ¢elijsku terapiju, protokoli usmereni na ekspanziju Treg Celija
treba takode da omoguce diferencijaciju indukovanih Treg ¢elija od naivnih CD25-
CD4+ prekursora. Pokazano je da kombinacija IL-2 i TGF-3 moZe da indukuje CD4+ i
CD8* celije da razviju imunosupresivnu aktivnost [168 166, 167, 169, 117] Navedeni
citokini indukuju i naivne humane aloantigen-stimulisane CD4+ Celije iz periferne
krvi da postanu regulatorne CD25* celije sa fenotipom i citokin-nezavisnim
supresivnim mehanizmima koji se ne razlikuju od prirodnih CD4+CD25* T celija
[168], Takode, ove Celije su u stanju da indukuju druge CD4+ ¢elije da razviju citokin-
zavisnu supresivnu aktivnost in vitro [117]. Zheng i saradnici 1701 pokazali su da
periferne CD4+*CD25- cCelije ex vivo aloaktivirane u prisustvu IL-2 i TGF-b
ispoljavaju transkripcioni faktor Foxp3 i postaju potentne antigen-specificne
CD4+CD25* supresorske celije. U ovoj studiji Treg ¢elije indukovane ex vivo iz
neseparisanih T celija pomoc¢u IL-2 i TGF-B znacajno su produzile opstanak
srcanog alografta kod potpuno MHC-nepodudarnih miseva u odsustvu limfopenije
i bez dodate imunosupresije (2 od 6 alograftova opstalo je 100 dana).

Takode, nedavno je pokazano da stimulacija nefrakcionisanih CD4+ ili CD25-
CD4+ naivnih celija u prisustvu non-depleting anti-CD4 monoklonskih antitela (YTS
177) omogucava selekciju populacije Treg celija koje ispoljavaju CD25 i FoxP3 i
koje su u stanju da suprimiraju proliferaciju i ekspresiju citokina od strane naivnih
T ¢elija, in vitro. Ono Sto je najznacajnije, ove Treg Celije mogle su da sprece
odbacivanje alogenog koznog kalema posredovano CD45RBhighCD4+ T Celija nakon
zajednickog transfera primaocima, CBA.Rag/- miSevima [171. Ovde je takode
pokazano da anti-CD4 monoklonska antitela u meSanoj limfocitnoj kulturi
omogucavaju selektivnu ekspanziju inicijalnih prirodnih CD4+*CD25* Foxp3*
regulatornih T celija, ali i diferencijaciju alo-antigen specificnih indukovanih
regulatornih T ¢elija, Sto protokol baziran na primeni anti-CD4 mAt c¢ini jo$
atraktivnijim za buduce klinicke aplikacije 1711,

Osnovni mehanizam kojim terapija anti-CD4 anitelima indukuje

selekciju/obogacivanje Treg Celija in vitro treba da se ispita. CD4 je vaZan akcesorni i
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ko-stimulatorni molekul koji pojacava signal koji prima TCR kompleks i pomaze u
aktivaciji T ¢elija [172]. Blokada ove interakcije pomocu anti-CD4 antitela povecava prag
aktivacije putem TCR kompleksa, tako da pod odredenim uslovima, samo celije sa
visokim afinitetom imaju kapacitet da budu aktivirane i da proliferisu [173], Oliveira i
saradnici 171 ukazuju na moguénost da ove Ccelije koje pokazuju visok afinitet
/specificnost za TCR mogu biti identi¢ne celijama koje manifestuju regulatornu
sposobnost u njihovoj studiji. Takode, redukcija ili blokada nivoa CD4 ekspresije, moZe
da konvertuje T ¢elijski odgovor od stimulatornog u inhibitorni [174. Pretpostavlja se
da je primenom navedenog protokola, T ¢elijska aktivacija ciljano oteZana i samo mali
procenat Celija podleZe aktivaciji i proliferaciji (regulatorna populacija), dok ¢elije koje
ne prime nijedan signal konatno umiru apoptozom (ovo obuhvata efektorsku
populaciju). Pokazano je i da aloreaktivne T Celije tretirane anti-CD4 monoklonskim
antitelima odlikuje relativne rezistencija na aktivacijom indukovanu smrt [175l. Zbog
toga se pretpostavlja da anti-CD4 mAt terapija aloreaktivnih ¢elija podstice ekspanziju
i diferencijaciju antigen specificnih Treg Celija, koje odlikuje relativna rezistencija na

aktivacijom indukovanu ¢elijsku smrt, dok efektorske T ¢elije umiru apoptozom 1711,

1.10 ULoGA CD4+CD25+Treg CELIJA U OPSTANKU KORNEALNOG
ALOKALEMA

Nedavno su publikovani rezultati studija koji ukazuju na ulogu Treg celija u
oc¢uvanju imunoloSke privilegije kornealnog alokalema [176. 1771, Pregledom
drenirajucih limfnih ¢vorova kod miseva koji su odbacili ili prihvatili ortotopski
kornealni alokalem utvrdeno je da su obe kategorije miSeva ispoljile jednak broj
CD4+CD25*Foxp3* Treg cCelija [176]. Medutim, Treg Celije izolovane od miSeva koji su
prihvatili kornealni alokalem ispoljile su ~50% visSi nivo Foxp3 ekspresije u
poredenju sa Treg cCelijama kod primaoca sa odbaCenim kalemovima. Takode,
adoptivni transfer Treg Celije od primaoca sa prihvacenim graftom doveo je do
trajnog opstanka kornealnog kalema kod 67% naivnih miSeva. S druge strane,
adoptivni transfer Treg Celije od miSeva sa odbacenim graftovima proizveo je trajni
opstanak kalema kod 33% naivna primaoca. Iz navedenog proizilazi da dugotrajan
opstanak kornealnog alokalema zavisi od razvoja CD4*CD25*Foxp3*T reg celija i

nivoa Fox3 ekspresije u ovim ¢elijama.
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Hori i saradnici [177] ukazali su na kriticnu ulogu GITR liganda u oc¢uvanju
imunoloski  privilegovanog  statusa  kornealnog alografta  primenom
anatgonostickih anti-GITRL monokolonskih antitela u eksperimenatlnoj
keratoplastici na miSevima. GITR ligand, konstitutivno prisutan na kornealnim
endotelnim ¢elijama indukuje ekspanziju CD4+CD25*Foxp3+*T reg Celija u roznjaci i
doprinosi imunoloskoj privilegiji kornealnog alokalema. Blokada GITR liganda
praceana je infiltracijom Foxp3-CD4* T ¢elijama i odbacivanjem alokalema. Takode,
redukcija CD4+*CD25*T reg Celija dovela je do ubrazanog odbacivanja kornealnog
grafta, ukazujuc¢i na znacaj prisustva CD4+*CD25*Foxp3*T reg celija za opstanak
kornealnog alografta.

U studiji koju je publikovao Chauhan sa saradnicima [17¢], Foxp3 Treg celije iz
dreniraju¢eg limfnog c¢vora primaoca sa spontano prihvacenim kornealnim
alokalemom, bile su efikasnije u supresiji proliferacije naivnih T ¢elija, ali nisu
uspele da suprimiraju proliferaciju alosenzitivisanih efektorskih T ¢€elija. Imajuci to
u vidu, navedeni autor sugeriSe da su Treg Celije efikasnije u regulisanju aloimunog
odgovora u fazi indukcije u poredenju sa efektorskom fazom [176l,

Ovi nalazi veoma su znacajni za razvoj novih terapijskih strategija ka

uspostavljanju imunoloske privilegije kod visoko-rizi¢nog domacina.
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2. CILJ RADA

Bez obzira na imunolosku privilegiju roZnjace i prednje o¢ne komore [23. 291,
kao najcCes¢i razlog za propadanje kalema navodi se alogena reakcija. Reakcije
odbacivanja dovode do gubitka donorskih endotelnih ¢elija koje imaju kriti¢nu
ulogu u odrZavanju kornealne transparencije. Kod jedne tre¢ine propalih kalemova
nadeni su znaci imunoloske destrukcije [8l. S druge strane, u literaturi nema
dovoljno informacija o profilaksi reakcije odbacivanja kornealnog alokalema u
visoko-rizi¢noj populaciji pacijenata. Mi smo u ovom radu iskoristili prednosti
eksperimentalne keratoplastike u visoko-rizicnoj kombinaciji miSeva. Genetski
dobro okarakterisani inbred misevi, kao Sto su C57BL/6 i BALB/C, veoma su
pogodni za ispitivanje terapijskih protokola, obzirom da imaju visoku stopu
odbacivanja kornealnog kalema (100%).

U ovom radu postavili smo sledece ciljeve:

1) Da se ispita efekat sistemske primene malih doza rapamicina u vidu
monoterapije ili u kombinaciji sa malom dozom ciklosporina A na
opstanak kalema nakon eksperimentalne keratoplastike na misevina, kao
i da se analiziraju potencijalni mehanizmi odgovorni za prolongaciju

opstanka alokalema;

2) Da se ispita efekat intravenske aplikacije prirodnih, sveZe izolovanih
CD4+CD25* T regulatornih celija na opstanak kornealnog kalema kod
naivnog primaoca, na modelu visoko-rizicne eksperimentalne
keratoplastike;

Da se na istom modelu ispita in vivo efekat sistemske primene malih doza
Rapa i CsA na terapijsku efikasnost CD4*CD25+*Treg CcCelija nakon

adoptivnog transfera naivnom primaocu;

3) Da se ispita da li in vitro ekspandirane CD4*CD25* Treg Celije, dobijene u
mesSanoj limfocitnoj kulturi u prisustvu anti-CD4 mAt koja ne vrsSe
depleciju (non-depleting), zadrZavaju svoj regulatorni potencijal in vivo
nakon adoptivnog transfera, odnosno da li mogu da uti¢u na prolongaciju

opstanka kornealnog kalema u eksperimentalnoj keratoplastici?
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Da se ispita da li injekcija manjeg broja in vitro ekspandiranih antigen
specificnih CD4+*CD25+ Treg celija u kombinaciji sa kratkotrajnom
aplikacijom rapamicina mozZe da odlozi akutnu reakciju odbacivanja

kornealnog kalema?
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 LABORATORIJSKE ZIVOTINJE

U svim eksperimentima kori$¢eni su inbred BALB/c (H-24) i C57BL/6 (H-2P)
miSevi muskog pola, starosti od 6 do 9 nedelja iz Charles River uzgajaliSta u
Berlinu. C57BL/6 miSevi sluzili su kao primaoci BALB/c kornealnog alografta. Ovi
sojevi imaju potpuno nepodudaran glavni histokomaptibilni kompleks kao i brojne
minorne histokompatibilne antigene. Eksperimentalnim Zivotinjama obezbedena
je standardna laboratorijska dijeta i i cesmenska voda ad libitum. Prosetna tezZina
eksperimentalnih Zivotinja iznosila je 20-30g. Sve Zivotinje tretirane su u skladu sa
slede¢im protokolima za upotrebu Zivotinja u istrazivanjima: National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’ i German Guidelines on

the use of animals in research (Berliner Senatsverwaltung).

3.2 TRANSPLANTACIJA ROZNJACE NA MISEVIMA

Ortotopska transplantacija roznjace radena je modifikacijom metode koju je
ranije opisao Zhang [178]. Pre hirurske procedure miSevi su duboko anestezirani
intraperitonealnom (i.p.) injekcijom ketamina, 3mg (Ketavet, Pharmacia GmbH,
Germany) i 0.0075 mg ksilazina (Rompun 2 %, Bayer Vital GmbH, Germany). Za
dilataciju zenice oka primaoca topikalno su aplikovane kapi fenilefrina u deseto-
minutnim intervalima. Midrijaza je primenjena kako bi se izbeglo hirurSko
oSteCenje duzice i stvaranje prednjih sinehija u veoma plitkoj prednjoj komori.
BALB/c miSevi koris¢eni su kao donori, a C57BL/6 kao primaoci. Centralna 2.5mm
roznjace donora ekscidirana su primenom modifikovane “podvodne tehnike” koju

je opisao Zhang [178],

3.2.1 ,Podvodna tehnika“ za pripremu donorskog kornealnog
kalema

Donorske zZivotinje Zrtvovane su u kutiji sa CO2 tokom 3-5 minuta, koliko je

bilo potrebno za bezbolnu smrt. U meduvremenu, parce stiropora (iz paketa za

Savni material) 6x6 mm, fiksira se za dno Petrijeve Solje, koja se potom ispuni

fizioloSkim puferovanim rastvorom (PBS). O¢na jabucica sa manjom Kkoli¢cinom
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periorbitalnog tkiva fiksirana je anatomskom zakrivljenom pincetom. Centralna
roznjaca obeleZena je trepanom precnika 2.5 mm, bez otvaranja prednje ocne
komore. Nakon toga, oko je enukleisano i fiksirano na dnu Petrijeve Solje pomocu
Cetiri suture (10.0 Ethicon). Prednja o¢na komora otvorena je Spatulastom iglom
(10.0 Ethicon). Donorska roznjaca u celini je ekscidirana kornealnim makazama
duZ prethodno obeleZene granice i do transplantacije cuvana u hladnom PBS-u.
Primenom ,podvodne tehnike“ donorski bulbus je tokom cele procedure potopljen
u PBS-u, tako da otvoreno oko ne gubi oblik i ne dolazi do savijanja donorskog

kalem pri isecanju grafta kornealnim makazama.

3.2.2 Priprema lezista za kalem kod primaoca

Glava Zivotinje primaoca postavi se i fiksira na ¢vrstoj podlozi. Pomocu
zakrivljene anatomske pincete fiksira se desno oko i pod kontrolom mikroskopa
trepanom od 2.0 mm obelezi granica leziSta buduéeg kalema na oku primaoca.
Prednja komora se otvara pomocu igle od 30G i ispuni veoma malom koli¢inom
viskoleastika (Healon 5). RoZnjaca se podeli na dve polovine koje se potom iseku
Castroviejo makazama duZ prethodno obeleZene granice leZista.

Pomoc¢u malog parceta transparentne folije (iz paketa za Savni material)
donorska roZnjaca se izvadi iz PBS rastvora (u Petrijevoj Solji) i postavi u
pripremljeno leZiSte primaoca. Transplantat se fiksira pomoc¢u 8 pojedinac¢nih
sutura, 11-0 monofilament (Ethicon, Germany). Viskoelastik je odstranjen na kraju
operacije. Prednja o¢na komora je formirana fizioloSkim rastvorom i malom bulom
vazduha. Na kraju operacije na povrsinu rozZnjace aplikovana je antibiotska mast
(Ofloxacin, Floxal™, Mann Pharma, Germany), a kapci uSiveni pomocu dve
pojedinacne suture 8.0 (Ethicon, Germany) da bi se zastitio transplantat. Kapci se
otvaraju 48h nakon operacije. Kornealne suture se ne odstranjuju.

Sve operacije obavio je isti hirurg konvencionalnim oftalmoloskim

mikrohirurskim instrumentima pod operacionim mikroskopom (Slikal i 2).
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Slika 1. Mikrohirurski instrumenti i Savni materijal za keratoplastiku na miSevima

Slika 2. Klinic¢ki izgled alokalema nakon perforativne keratoplastike

3.3 UZIMANJE LIMFOIDNIH ORGANA ZA PRIPREMU LIMFOCITNE SUSPENZIJE

Naivne Zivotinje Zrtvovane su u kutiji sa CO2 do postizanja bezbolne smrti.
Nakon dezinfekcije koZze 70% alkoholom, napravljenja je incizija na ventralnoj

strani miSa, a retrahovana koza fiksirana za odgovaraju¢u podlogu. Izvadeni su

29



slededi limfni ¢vorovi: mandibularni, cervikalni, aksijalni, ingvinalni i mezenteric¢ni

i slezina. Limfoidni organi stavljeni su u hladan PBS.

Slika 3. Raspored drenirajucih (drLN) i nedrenirajucih limfnih ¢vorova (ndrLN)

3.4 1ZOLACIJA PRIRODNIH CD4+CD25* Treg CELIJA 0D C57BL/6 MISEVA

Pojedinacna celijska suspenzija od slezine i limfnih ¢vorova dobijena je
gnjeCenjem i potiskivanjem organa kroz odgovarajuce celijsko sito od 100pum.
Nakon centrifugiranja 10 minuta sa 1200rpm (280xg), pelet ¢elija iz limfnih
¢vorova resuspedovana je u 20ml PBS / 2% FCS i propustena kroz ¢elijsko sito od
40 pl. 1z resuspendovana peleti splenocita eritrociti su odstranjeni hipotonom
lizom pomocu destilovane vode u trajanju do 30 sekundi. Nakon zaustavljanja lize
eritrocita dodavanjem PBS / 2% FCS, supenzija je propustena kroz odgovarajuce
¢elijsko sito (40 pl) i centrifugirana 10 minuta sa 1200rpm (280xg). Obe suspenzije
(limfni ¢vorovi i slezina) pomeSane su i podvrgnute magnetnoj separaciji prema
uputstvima proizvodaca. Cistoéa éelijske suspenzije kontrolisana je FACS bojenjem.

Za izolaciju prirodnih CD4+*CD25* T regulatornih Ccelija koriS¢en je
odgovarajué¢i kit (CD4+CD25* Regulatory T Cell Isolation Kit, # 130-091-041,
Milteneyi Biotec). Izolacija CD4*CD25* regulatornih ¢elija podrazumeva
dvostepenu proceduru tj. negativnu, a zatim pozitivnu selekciju prema navedenom
MACS protokolu. Izolacija CD4+ Celija postiZe se negativnom selekcijom. NeZeljene
Celije su indirektno magnetisane koktelom biotin-konjungovanih antitela i anti-
biotin mikroperlama (Miltenyi Biotec-MACS). Pozitivno selektirana frakcija

CD4+CD25* regulatornih T celija dobija se primenom CD25-PE antitela i anti-PE
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mikroperli (Miltenyi Biotec-MACS). Nakon brojanja celija, procenat CD4+CD25*
regulatornih Celija u svakoj frakciji evaluiran je proto¢nom citometrijom i iznosio
je >85%. Procenat Foxp3*+ Treg celija u prirodnom CD4+CD25* Treg cCelijama
iznosio je do 70%. Nakon ispiranja, Celije su resuspendovane u PBS-u do 5x10°

¢elija /300pl za intravensku (i.v.) injekciju.

3.5 IzoLAcijA CD4+CELIJA oD C57BL/6 MISEVA

CD4+ ¢elije izolovane su iz Celijske suspenzije slezine i limfnih ¢vorova C57BL/6
miSeva negativnom selekcijom, kao Sto je ve¢ opisano (MACS CD4+* T cell isolation Kkit,
Miltenyi Biotec). Cistoéa CD4* ¢elije evaluirana je protoénom citometrijom pomoéu
FACS Calibur-a (Becton Dickinson, San Jose, California, U.S.A.) i iznosila je >95%.
Nakon ispiranja, Celije su resuspendovane u medijumu oboga¢enom sa 0,05mM (-

merkaptoetanola do koncentracije od 3x106 ili 4x10¢ ¢elija/ml.

3.6 1zoLAc1JA B CELIJA oD BALB/C MISEVA

B Celije izolovane su iz Celijske suspenzije slezine negativnhom selekcijom
pomocu koktela biotin-konjungovanih antitela i anti-biotin mikroperli (Miltenyi
Biotec-MACS) prema odgovaraju¢im uputstvima (B cell isolation kit, Miltenyi
Biotec). Nakon ispiranja, Celije su resuspendovane u medijumu obogaéenom sa

0,05mM B-merkaptoetanola do koncentracije od 3x106¢ ¢elija /ml.

3.7 MESANA LIMFOCITNA KULTURA CELIJA (MLC)

a) PreciS¢ene CD4+ cCelije koje poti¢u od C57BL/6 miSeva, dobijene na gore
opisan nacin, kultivisane su u koncentraciji od 3x10° ¢elija po bunarci¢u u
prisustvu 5 pg/ml anti-CD4 monoklonskih antitela (klon YTS 177.9) zajedno
sa 3x106 B celija od BALB/c miSeva. Ovu kulturu c¢elija oznacili smo kao
MLCPres (prisutna anti-CD4 monoklonskih antitela).

b) 1 ml precis¢ene CD4+ Celijske suspenzije od C57BL/6 miSeva, koja sadrzi
3x10¢ ¢elija/ml kultivisana je sa 3x10°® B celija od BALB/c miSeva bez
prisustva anti-CD4 monoklonskih antitela. Na ovaj nacin dobijena je
kontrolna kultura celija koju smo oznacili kao MLCabs (odsutna anti-CD4

monoklonskih antitela).
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Celije su kultivisane jednu nedelju u inkubatoru (37°C, 5% CO2), a potom
koriéene za infuziju recipijentnim miSevima. Cisto¢a celijske suspenzije
kontrolisana je FACS bojenjem.

Antigen specificne Treg Celije (MLCPres), 1x105 ili 5x10° u zapremini od 250 pl
PBS-a, davane su u repnu venu recipijentnog miSa jedan dan pre planirane
transplantacije roznjace. MLCabs ¢elije primenjene su na isti nacin i sluZile su kao
kontrolne ¢elije. Procenat CD4+CD25+*Foxp3* Treg Celija u antigen specificnim Treg
¢elijjama (MLCpres) kao i u kontrolnoj kulturi ¢elija (MLCpres) odreden je proto¢nom
citometrijom. Priblizno 63% CD4+CD25*Treg celija dobijenih u kulturisa sa anti-
CD4 monoklonskim antitelima bilo je Foxp3+ (MLCpres), suprotno kontrolnoj kulturi
bez anti-CD4 mAt (MLCas) u kojoj je procenat Foxp3+* Celija bio znacajno nizi i

iznosio samo 10% (Slika 4).

Kontrolne celije Anti- CD4 mAt
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Slika 4. Procenat CD25+*Foxp3* Treg Celija u MLC sa ani-CD4 mAt i u kontrolnoj
kulturi Celija bez ani-CD4 mAt

3.8 TERAPIJSKI PROTOKOL

Ortotopska transplantacija roZnjace za procenu opstanka kalema uradena je
kod 98 Zivotinja. Sve operisane Zivotinje podeljene su u sledece grupe: a) kontrolne
Zivotinje bez postoperativne terapije; b) Zivotinje tretirane sistemskom
imunosupresivnom terapijom; c) Zivotinje tretirane sveZe izolovanim prirodnim
CD4+CD25* T regulatornim limfocitima i d) Zivotinje tretirane ex vivo

ekspandiranim antigen specificnim CD4+*CD25* T regulatornim limfocitima.
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A Kontrolne Zivotinje bez postoperativne terapije

1. grupa: singena keratoplastika (BALB/c—BALB/c, C57BL/6— C57BL/6)

2. grupa: 10 C57BL/6 miSeva dobija alogeni kornealni kalem od BALB/c miSeva
(BALB/c— C57BL/6)

3. grupa: 10 C57BL/6 miSeva dobija alogeni kornealni kalem od BALB/c miSeva, a
potom i.p. injekcije PBS-a, na dan operacije i narednih 14 dana.

Singena keratoplastika uradena je kod 10 Zivotinja u cilju kontrole hirurske
tehnike. Alogena keratoplastika predstavlja kontrolnu grupu. Obzirom da su
imunosupresivni lekovi rastvoreni u PBS-u i aplikovani tokom 15 dana, drugu
kontrolnu grupu predstavljaju C57Bl/6 Zivotinje koje su na dan operacije i narednih

14 dana postoperativno dobile 0.25 ml PBS-a intraperitonealno.

B Zivotinje postoperativno tretirane sistemskom imunosupresivnom
terapijom
Imunosupresivni lekovi, CsA (Sandimmun, Novartis) i Rapa (Rapamune,
Wyeth) rastvoreni su u PBS-u (CsA 3mg/kgTT i Rapa 0.5mg/kgTT). Pojedinacne
doze (0.25ml) aplikovane su i.p. jednom dnevno, pomocu igle od 27 % G, na dan
operacije i narednih 14 dana postoperativno.
4. grupa: 10 C57BL/6 miSeva dobija alogeni kornealni kalem od BALB/c miSeva, a
potom i.p. injekcije CsA (CsA 3mg/kgTT )
5. grupa: 10 C57BL/6 miSeva dobija alogeni kornealni kalem od BALB/c miSeva, a
potom i.p. injekcije Rapa (Rapa 0.5mg/kgTT)
6. grupa: 10 C57BL/6 miSeva dobija alogeni kornealni kalem od BALB/c miSeva, a
potom i.p. injekcije kombinacije CsA (3mg/kgTT) i Rapa (0.5mg/kgTT)

C Zivotinje koje su jedan dan pre keratoplastike tretirane prirodnim sveze
izolovanim CD4+CD25* Treg limfocitima
Jedan dan pre planirane Kkeratoplastike (BALB/c— C57BL/6), naivni
recipijent (C57BL/6) dobija i.v. injekciju regulatornih T Celija resuspendovanih u
PBS-u (0.25ml). Injekcije se daju u lateralnu repnu venu iglom od 27 % G.
Intraperitonealne injekcije CsA (3mg/kgTT) ili Rapa (0.5mg/kgTT)

aplikovane su jednom dnevno na dan operacije i narednih 14 dana postoperativno.
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7. grupa: 8 C57BL/6 miSeva dobija 5x105 prirodnih CD4+*CD25* Treg celija i.v.,
jedan dan pre alogenog kornealnog kalema od BALB/c miSeva

8.grupa: 8 C57BL/6 miSeva dobija 5x10° prirodnih CD4+*CD25* Treg celija i.v.,
jedan dan pre alogenog kornealnog kalema od BALB/c miSeva, a potom
CsA 3mg/kgTT i.p.

9. grupa: 9 C57BL/6 miSeva dobija 5x105 prirodnih CD4+CD25* Treg celija i.v.,
jedan dan pre alogenog kornealnog kalema od BALB/c miSeva, a potom

Rapa 0.5mg/kgTT i.p.

D Zivotinje Kkoje su jedan dan pre keratoplastike tretirane ex vivo
ekspandiranim aloantigen specificnim CD4+CD25* Treg limfocitima

10. grupa: Naivni C57BL/6 miSevi dobijaju 5x10> aloantigen specificnih
CD4+CD25* Treg CcCelija (MLCrres) iv. jedan dan pre alogenog
kornealnog kalema od BALB/c miSeva

11. grupa: Naivni C57BL/6 miSevi dobijaju 1x10> aloantigen specificnih
CD4+CD25* Treg Ccelija (MLCpres) iv. jedan dan pre alogenog
kornealnog kalema od BALB/c miSeva

12. grupa: Naivni C57BL/6 miSevi dobijaju 1x10> aloantigen specifi¢nih
CD4+CD25* Treg cCelija (MLCPres) iv. jedan dan pre alogenog
kornealnog kalema od BALB/c miSeva, a potom Rapa 0.5mg/kgTT i.p.

13. grupa: Naivni C57BL/6 miSevi dobijaju 5x10° kontrolnih CD4+*CD25+Treg Celija
(MLCas) iv. jedan dan pre alogenog kornealnog kalema od BALB/c

miseva.
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3.9 EVALUACIJA TRANSPLANTATA NAKON KERATOPLASTIKE

Nakon keratoplastike, operisano oko se pregleda pod operacionim
mikroskopom svaki drugi dan tokom prve 4 nedelje, a potom jednom nedeljno do
isteka 100 dana. Evaluacija transplantata obuhvata procenu stepena zamucenosti
kalema.

Kornealno zamucéenje gradirano je na sledeci nacin [231:

0, potpuno transparentna roZnjaca; 1+, minimalno, povrSno zamucenje
roznjace sa jasno vidljivom zenicom i strukturom duZice; 2+, minimalno, duboko
stromalno zamucdenje, zenica i struktura duzice se joS uvek vide; 3+, umereno
stromalno zamcenje roznjacCe, vidi se samo zenica; 4+, intenzivno stromalno
zamucenje, nazire se samo prednja komora; 5+ maksimalno stromalno zamucenje,
ne vidi se prednja komora. RoZnjace sa dva sukcesiva zamucenja gardirana kao 3+
smatraju se za odbacene transplantate. Translantati sa tehnickim komplikacijama
kao Sto su inraokularno krvarenje, katarakta i infekcije iskljuceni su iz

eksperimenta.

3.10 EKSPERIMENTALNI DIZAJN

U cilju dalje evaluacije mehanizama koji su eventualno doprineli prolongaciji
opstanka kornealnog grafta, naknadno je uradena transplantacija roZnjace kod jos
52 zZivotinje (BALB/c—C57BL/6). Primaoci su grupisani i tretirane na isti nacin
kao vec gore navedene grupe za procenu vremena opstanka kalema (vidi terapijski
protokol). Svaka analizirana grupa imala je 3 do 5 C57BL/6 recipijentnih miseva
koji su tretirani na ve¢ opisan nacin, prema protokolu za grupe obeleZene rednim
brojevima od 3 do 13. Desetog postoperativnog dana primaoci su Zrtvovani, a
njihovi kornealni graftovi, drenirajuc¢i (drLN) i nedreniraju¢i submandibularni
limfni ¢vorovi (ndrLN) i slezina podvrgnuti su daljim analizama. Kornealni kalem
ukljuCujuc¢i i spoj kalema sa leZiStem primaoca dobijeni su ve¢ opisanom
»,podvodnom tehnikom“ pomocu trepana prec¢nika 2.5mm. Graftovi su odmah
smrznuti u teCcnom azotu, a kasnije analizirani. Jednocelijska suspenzija splenocita,

pripremljena na ve¢ opisan nacin, cuvana je na -80 2C i kasnije analizirana.
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A. Prisustvo CD4+CD25*Foxp3* limfocita u sekundarnim limfnim organima (drLN,
ndrLN, slezina) odredena je proto¢nom citometrijom odmah nakon uzimanja
navedenih organa.

B. Aloantigen specificne IFN-y produkuju¢e T c¢elije u slezini analizirane su
pomocu IFN-y ELISPOT-a.

C. Pomocu kvantitativnog RT-PCR-a analizirana je iRNK ekspresija sledec¢ih gena
u kornealnim kalemovima: CD3, IL-2, IFN-y, IL-10, Foxp3 i HPRT, i u
splenocitima: MHCII i DC-LAMP.

D. U cilju histopatoloske analize kornealnog kalema, naknadno je uradena
transplantacija roZnjace kod jo$ 9 Zivotinja (BALB/c— C57BL/6). Primaoci su

grupisani i tretirani na slede¢i nac¢in: PBS, Rapa i CsA+Rapa, sa po tri Zivotinje

u svakoj grupi.

Slika 5. Enukleisano oko 10. postoperativnog dana

3.10.1 Protocna citometrija

Celijske suspenzije od dreniraju¢ih, nedrenirajuéih limfnih évorova i slezine
posebno su pripremljene na veé opisan nacin. Za bojenje povrsnih Ccelijskih
antigena CD4 i CD25, Celijska suspenzija je nakon ispiranja inkubirana sa slede¢im
antitelima: CD4-PerCP klon L3T4, CD25-APC klon PC61 (oba BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA) tokom 20 minuta na 4°C. Intracelijsko bojenje FoxP3 uradeno je
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prema uputstvima prizvodaca (Foxp3-PE klon FJK-16s, eBiosciences, San Diego,
CA, USA). Ukratko, nakon ispiranja, CcCelijske suspenzije su inkubirane u
fiksaciono/permeabilacionom rastoru (20 minuta, 4°C, u marku), a potom, posle
duplog ispiranja u permeabilacionom rastvoru inkubirane su sa fluorohrom
konjugovanim anti-FoxP3 antitelima, 30 minuta na 4°C. Celije su analizirane
pomocu FACS Calibur proto¢nog citometra (Becton Dickinson, San Jose, California,
U.S.A.) koji sadrZzi 488 nm argon laser. Dobijeni podaci analizirani su pomocu

CellQuest softverskog paketa (Becton-Dickinson).

3.10.2 IFN-y ELISPOT

Splenociti C57BL/6 primaoca, dobijeni na ve¢ opisan nacin, sluzili su kao
efektorske celije, a CD19+* B cCelije od naivnih BALB/c miseva dobijene pomocu B
¢elijskog selekcionog kita (StemCell, Vancouver, BC, Canada) koriS¢ene su kao
stimulatorske celije. Obe celijske populacije zajedno su kultivisane u jednakim
koncentracijama u kompletnom RPMI medijumu, 24h na temperaturi od 37°C u
PVDF plo¢ama sa 96-bunarci¢a (Millipore, Billerica, MA, USA). PMA/jonomicin
stimulisane efektorske Celije sluZile su kao pozitivna kontrolna, a sam medijum bez
antigena kao negativna kontrola. Odgovarajuca IFN-y monoklonska antitela
primenjena su prema uputstvima proizvodaca za Mouse IFNg ELISPOT Ready-Set-
Go kit (eBioscience, San Diego, CA, USA). Ukratko, ELISPOT posude sa 96-bunarcica
prvo su obloZene sa 100ul/bunarci¢u rastvorom primarnih antitela i inkubirane
tokom no¢i na 4°C. Nakon, blokade i ispiranja u PBS-u i ELISPOT oblaZzu¢em puferu
(eBioscience, San Diego, CA, USA) celije su kultivisane kao Sto je ve¢ opisano.
Nakon inkubacije, ispiranja u PBS-u i PBS Tween-u, dodato je 100ul/bunarci¢u
rastvora biotinilizovanih detekcionih antitela za IFN-y, tokom no¢i na 4°C.
Narednog dana, nakon ispiranja, sveZe pripremljen 3-amino-9-etil karbazol
rastvor, 100ul/bunarci¢u koris¢en je kao substrat za razvoj spotova na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10-60 minuta. Ukupan broj spotova izraCunat je

primenom ImmunoSpot Analyzer-a (Cellular Technology Ltd., Shaker Heights, OH).

37



3.10.3 Kvantitativni RT-PCR

Ekscidirani kornealni kalem, dijametra 2.5mm zamrznut je u tetnom azotu i
¢uvan na -80°C. Za analizu intrakornealne i splenocitne genske ekspresije, ukupna
¢elijska RNK izolovana je pomocu sledeceg kita: Strataprep-Total-RNA-Miniprep-
Kit™ (Stratagene, Heidelberg, Germany). RNK je reverzno transkribovana u
komplemetarnu DNA primenom sledeceg kita: QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen, Germany). Pomo¢u QuantiTect Reverse Transcription Kit-a (Qiagen,
Germany) analizirana je iRNK ekspresija slede¢ih gena u kalemu: CD3, IL-2, IFN-y,
IL-10 i Foxp3 HPRT, a u splenocitima: MHCII i DC-LAMP, sa odgovaraju¢im qPCR
prajmerima (tabela 2, Eurogentec, Belgium). Broj ciklusa na kom fluerescencija
dostiZe prag (Cr vrednost) koriS¢en je za kvantitativno merenje. Vrednosti su date
kao 2-delta CT_ Njvo ekspresije analiziranih gena dat je u odnosu na konstitutivno

eksprimiran gen (HPRT).

3.10.4 Histopatologija

Kornealni alokalemovi ukljuc¢uju¢i i leZiSte primaoca, dobijeni su
»,podvodnom tehnikom®“. Transplantati su fiksirani u 4% formalinu i kalupljeni u
parafinu. Preseci debljine 5um bojeni su hematoksilin-eozinom i analizirani

svetlosnim mikroskopom.

3.11 STATISTIKA

Podaci su analizirani pomocu SPSS 16.0 programa. Opstanak kalemaprikazan
je primenom Kaplan-Meier-ove analize. Log-rank test koriS¢en je za poredenje
vremena opstanka kalema. Znacajnost razlika izracunavana je pomocu Man-
Whitney i Kruskal-Wallis-ovog neparametrijskog statistickog testa. StatistiCi

znacajnom smatrana je p-vrednost < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1 EFEKAT SISTEMSKE IMUNOSUPRESIVNE TERAPIJE NA OPSTANAK
KORNEALNOG ALOKALEMA

4.1.1 Efekat sistemske primene malih doza rapamicina i
ciklosporina A na opstanak kornealnog alokalema

Sistemska imunosupresivna terapija indikovana je kod pacijenata sa visokim
rizikom za odbacivanje kalema nakon Kkeratoplastike. Zbog toga je
imunomodulatorni efekat rapamicina u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa
ciklosporinom A ispitivan kod visoko rizicne Kkombinacije miSeva
(BALB/c — C57BL/6) za odbacivanja kornealnog transplantata.

Singeni kalemovi kod C57BL/6 primaoca bili su transparentni tokom celog
opservacionog perioda u trajanju od 100 dana. Transplantacija BALB/c kornealnih
kalemova C57BL/6 primaocima imala je stopu odbacivanja 100% u obe kontrolne
grupe, ukljucujuci primoce koji nisu imali postoperativnu terapiju (srednje vreme
opstanka (SVO) iznosilo je 11.4 + 1.64 dana ) kao i grupu primaoca koja je dobijala
i.p. injekcije PBS-a (SVO= 11.2 + 1.91 dana). Nije bilo statisticki znacajne razlike u
vremenu opstanka alotransplantata izmedu navedenih kontrolnih grupa, p=0.72
(Grafikon 1, Tabela 1).
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Grafikon 1. Kaplan-Meier-ove krive opstanka kornealnog alokalema nakon
primene razliCitih imunomodulatornih terapijskih protokola.
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U poredenju sa kontrolnom grupom, kasnije odbacivanje kalema sa
generalno niZim stepenom zamucenja konstatovano je u grupi koja je
postoperativno tretirana samo rapamicinom, 0.5 mg/kg (13.4 * 1.34 dana,
p=0.027). Mada monoterapija sa CsA u dozi od 3mg/kg nije znacajno odlozila
odbacivanje kalema (SV0=12.2 + 0.91dana, p=0.49), kombinacija malih doza Rapa i
CsA znacajno je produzila opstanak kornealnog alokalema (SVO=17.1 + 1.37 dana,
p=0.0001) u ovoj visoko rizicnoj kombinaciji miseva. Takode, kombinovana
terapija bila je znacajno superiornija u odnosu na Rapa monoterapiju (p=0.0001).
Sve tretirane Zivotinje odbacile su kalemove zaklju¢no sa devetnaestim danom
nakon transplantacije, 5 dana posle iskljuenja sistemske terapije (grafikon 1,

tabela 1).

Tabela 1. Vreme opstanka kornealnog kalema nakon alogene transplantacije
roznjace.

Grupa Vreme opstanka (dani) SVO+ SD
Rontrolna, 9,10,10,11,11,11, 12,12, 14, 14 11.4 + 1.64
bez terapije

PBS 909,10,10,10,11,11, 13,14, 14 11.2+1.91
CsA 3mg/kg 10,12,12,12,12,12,13,13,13,13 12.2 £ 0.91
Rapa 0.5mg/kg 12,12,12,13,13,13, 14, 14, 15,16 13.4 +1.34
Rapa 0.5mg/kg

+ 15,16,16,16,17,17,18,18,19, 19 17.1 £+ 1.37
CsA 3mg/kg

4.1.2 Efekat imunosupresivne terapije na iRNK transkripciju u
kalemu
Obzirom na ¢injenicu da je uvodenje CsA u kombinovanu terapiju doprinelo
znacajnom produZenju opstanka alokalema u odnosu na Rapa monoterapiju, dalje
smo ispitivali potencijalne mehanizme odgovorne za navedeni terapijski efekat.
Prvo smo analizirali T ¢elijsku infiltraciju i transkripciju citokina u kornealnom
kalemu. Za tu svrhu, kornealni graftovi ukljucuju¢i spoj kalema i roZnjace
domacdina uzeti su 10. postoperativnog dana. Na toj vremenskoj distanci nakon
keratoplastike, kod ove visoko rizicne kombinacije miSeva, reakcija odbacivanja

kalema vec je u toku u PBS kontrolnoj grupi (skor kornealnog zamucenja je 31 4), a
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potpuno inhibirana u svim kalemovima primaoca tretiranih kombinovanom
terapijom (Rapa+CsA, skor kornealnog zamucenja je 0). Kod Zivotinja koje su
dobijale samo rapamicin, 4 grafta od ukupno pet analiziranih nije bilo odbaceno, a

ispoljili su sledece skorove kornealnog zamucenja: 0,0,1 i 2.

Tabela 2. Klinicki skor zamuéenja kornealnog kalema 10. postoperativnog dana.

Grupa Skor kornelnog zamucenja
PBS 3+, 34, 4+, 4+, 4+

Rapa 0.5mg/kg 0,0, 1+, 2+,3+

Rapa 0.5mg/kg + CsA 3mg/kg 0,0,0,0,0

RT-PCR analiza kornealnih kalemova nakon desetodnevne primene
rapamicina pokazala je redukovanu iRNK ekspresiju za CD3, IL-2 i [FN-y, ali bez
statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 24, p=0.055,
p=0.062, p=0.050, po redu kako je navedeno). Medutim, kombinovana terapija sa
CsA dovela je do znacajne nishodne regulacije CD3 transkripcije, odnosno T
celijske infiltracije u alograftu (p=0.028). Takode, nivo iRNK ekspresije
proinflamatornih citokina kao Sto su IL-2 i IFN-y bio je znacajno sniZen (p= 0.027 i
p=0.028) (grafikon 2A). Mali porast ekspresije IL-10 kod Rapa monoterapije nije
dostigao statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu (p=0.086), dok
je kombinovana terapija statisticki znacajno suprimirala transkripciju IL-10 u
kornealnom kalemu (p=0.027) (grafikon 2B). U kornealnim uzorcima analizirana je
i Foxp3 transkripcija. Mada je terapija rapamicinom proizvela mali porast Foxp3
transkripcije, a dodatak CsA suprimirao infiltraciju T ¢elijama, ovaj efekat nije bio
statisticki znacajan (p=0.221).

Navedeni rezultati pokazali su da kombinovana terapija malim dozama CsA i
rapamicina efikasno modulira ranu iRNK ekspresiju inflamatornih i infiltracionih
markera, Sto doprinosi prolongaciji opstanka alokalema. Ovo je takode u korelaciji
sa histoloSkom slikom kornealnih transplantata koji su uzeti destog dana nakon

keratoplastike (grafikon 3).
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Grafikon. 2. RT-PCR analiza iRNK ekspresionih profila u kornealnim alokalemovima
za razlicite terapijske grupe (n=5, svaka grupa). Nivo ekspresije slede¢ih gena: CD3, IL-
2,IFN-y (A), IL-10 i Foxp3 (B) analiziran je u odnosu na konstitutivno eksprimiran gen
(HPRT) (log-skala). Kombinovana terapija Rapa+CsA znacajno je redukovala nivo CD3

markera kao i analiziranih citokina (*p<0.05).

4.1.3 Histologija kornealnih kalemova

Histoloska analiza kornealnih kalemova kod miSeva koji su tretirani rapamicinom
pokazala je diskretnu mononuklearnu ¢ejisku infiltarciju i stromalni edem
(grafikon 3). Medutim, histopatoloski preseci kornealnih alograftova kod misSeva
koji su dobijali kombinovanu terapiju imali su normalnu arhitekturu bez
inflamatornih celija. Suprotno tome, opseZna mononuklearna ¢ejiska infiltracija i
stromalni edem dominiraju u histoloskoj slici odbacenih kornealnih graftova u PBS
kontrolnoj grupi. Takode, histoloSka slika transplantata i iRNK ekspresija
inflitracionih i inflamatornih markera u graftu znacajno korelira sa skorom

kornealnog zamucenja.
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C) Rapa +CsA

Grafikon 3. HistoloSki preseci kornealnih alokalemova koji su uzeti desetog dana
nakon keratoplastike i obojeni hematoksilinom i eozinom. Edem i gusta infiltracija
mononuklearnim ¢elijama uocava se u kontrolnoj PBS grupi (A). Kornealni preseci
iz Rapa grupe pokazuju znacajno manji stepen edema i infiltracije (B). Kornealni
preseci grafta koji poticu od primaoca tretiranih kombinovanom terapijom

Rapa+CsA pokazuju normalnu debljinu roznjace i odsustvo inflamatornih ¢celija (C).

4.1.4 Analiza akumulacije Treg ¢elija u sekundarnim limfoidnim
organima proto¢nom citometrijom

Da bi smo ispitali efekat rapamicina in vivo u prisustvu ili bez CsA na
regulatorne T Ccelije, merili smo prisustvo CD4*CD25*Foxp3* limfocita u
sekundarnim  limfoidnim  organima. Desetog postoperativnog dana,
submandibularni drenirajuci limfni ¢vorovi, kao i nedrenirajudi limfni ¢vorovi sa
suprotne strane i slezina podvrgnuti su analizi protonom citometrijom. MiSevi
koji su tretirani Rapa monoterapijom pokazali su tendenciju ka porastu prisustva
CD4+CD25*Foxp3* regulatornih T Celija u drLN-ima (20.3 * 2.6 %) u poredenju sa
PBS kontrolnom grupom (17.8 = 0.9%, p=0.055) (grafikon 44, 4B). Na suprot tome,
dodatak CsA znacajno je smanjio prisustvo regulatornih T celija (15.6 * 1.2%,
p=0.012). Medutim, navedene promene u broju CD4+CD25+*Foxp3* limfocita nisu
uocene u slezini i ndrLN-ima kod primaoca koji su tretirani Rapa monoterapijom

(16.17 = 2.4% u slezini i 17.69 * 3.8 % u ndrLN) ili kombinovanom terapijom sa
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CsA (14.9 £ 1.9% u slezini i 18.2 £ 2.2% u ndrLN) u poredenju sa PBS kontrolnom
grupom (15.198 * 1.2% u slezini i 17.46 * 2.2% u ndrLN) (grafikon 4A).
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Grafikon 4. Analiza prisustva CD4*Foxp3* Celija u razli¢itim terapijskim grupama
(PBS, Rapa, Rapa+CsA) pomoc¢u proto¢ne citometrije. Celijska suspenzija pripremljena
je od slezine, drenirajucih i nedrenirajucih limfnih ¢vorova 10. dana nakon kornealne
transplantacije. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (n=5, svaka
grupa), *p<0.05 (A). Reprezentativni rezultati koji pokazuju procenat CD4+Foxp3+*
¢elija u drLN koji poti¢u od PBS, Rapa i Rapa+CsA primaoca (B).

4.1.5 Terapijski efekat na IFN-y produkujuce aloreaktivne T cCelije

Rapa monoterapija i kombinacija malih doza Rapa i CsA sprecili su razvoj
aloantigen specifi¢nih IFN-y produkujué¢ih memorijskih T ¢elija u slezini desetog
dana nakon transplantacije (grafikon 5, p=0.0115 i p=0.0072). Medutim, nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu Rapa monoterapije i kombinove terapije
(p>0.05) u prevenciji razvoja aloantigen specificnih IFN-y produkujuc¢ih

memorijskih T ¢elija.
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Grafikon 5. Razvoj IFN-y produkujuc¢ih aloreaktivnih T ¢elija utvrden je pomocu
Elispota. Rapa monoterapija kao i kombinovana terapija sa CsA signifikantno je
sprecila razvoj aloantigen specificnih I[FN-y produkujucih T ¢elija u slezini koja je
uzeta 10 dana nakon keratoplastike (*p<0.05, **p<0.01). Rezultati su predstavljeni

kao srednja vrednost+SD (n=5, svaka grupa).

4.2 EFEKAT IMUNOSUPRESIVNIH LEKOVA NA FUNKCIONALNI KAPACITET
PRIRODNIH CD4+CD25* Treg CELIJA NAKOM ADOPTIVNOG TRANSFERA

4.2.1 Efekat adoptivnog transfera prirodnih CD4+CD25+ Treg
¢elija na opstanak kornealnog alokalema

U poredenju sa kontrolnom grupom, jedna aplikacija 5x10°> prirodnih
CD4+CD25* regulatornih T ¢elija C57BL/6 miSevima, dan pre planirane
transplantacije roznjace, znacajno je prolongirala opstanak kornealnog alokalema
(SVO=15.8 + 1.64 dana, p=0.0001). Zanimljivo je da dodatak 3 mg/kg CsA (i.p.)
tokom 14 dana nije dodatno prolongirao vreme opstanka kalema (SV0=15.5 + 1.19
dana) u poredenju sa primaocima koji su tretirani samo jednom injekcijom
prirodnih Treg ¢elija (p=0.621). Suprotno tome, dodatna terapija sa 0.5 mg/kg
rapamicina bila je efikasnija i dovela do najduZeg opstanka kornealnog alografta
(SV0=18.0 + 3.47 dana) u ovoj visoko rizi¢noj kombinaciji miSeva (tabela 3).

Grafikon 6 pokazuje da nije bilo statisticki znacajne razlike u opstanku kalema
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izmedu navedenih grupa (nTreg, nTreg + CsA, nTreg + Rapa), mada je uocena
tendencija ka znacajnijoj prolongaciji opstanka kalema kod primaoca koji su
tretirani kombinacijom prirodnih Treg i rapamicina (nTreg+Rapa, p=0.09). Sve
tretirane Zivotinje odbacile su svoje graftove do 24. dana, tj. 10 dana nakon

iskljucenja imunosupresivne terapije.

Tabela 3. Vreme opstanka kornealnog kalema nakon alogene keratoplastike

Grupa Vreme prezivljavanja (dani) SVO £ SD
Kontrolna, 9,10,10,11,11,11, 12, 12, 14, 14 11.4 + 1.64
bez terapije
Kontrolna, PBS 90910,10,10,11,11,13, 14, 14 11.2+191
nTreg 14, 14,15, 15,16,17,18, 18 15.8 + 1.64
nTreg+Rapa 14, 14, 15, 15, 18, 20, 21, 21, 24 18.0 £ 3.47
nTreg+CsA 14, 15, 15, 15, 15, 16, 16,18 15.5+1.19
100 B——————— WA
4 Kontrolna
80 - —— PBS
—*— nTreg

;\? 60 - —A— nTreg+CsA

g —@— nTreg+Rapa

(<5}

= 40

X

4

(g}

= 20 1 ﬁ

@

o

o

0 ;

0 5 10 15 20 25 30
Vreme nakon transplantacije (dani)

Grafikon 6. Kaplan-Meier-ove krive opstanka kornealnog alokalema nakon

primene razli¢itih imunomodulatornih terapijskih protokola.
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4.2.2 Klini¢ka analiza kornealnih kalemova desetog
postoperativnog dana

Kornealni transplantati ukljucujudi i spoj sa roZnjacom domacina podvrgnuti
su daljim analizama desetog postoperativnog dana. Suprotno PBS kontrolnoj grupi
sa ve¢ tada Kklinicki vidljivom reakcijom odbacivanja (skor zamucenja 3 i 4), kod
svih primaoca koji su tretirani kombinacijom nTreg+Rapa reakcija odbacivanja
kalema bila je potpuno inhibirana. Desetog postoperativnog dana u ovoj grupu 3/4
grafta bila su potpuno providna (skor zamucenja 0), a jedan je imao veoma blag
edem sa skorom 1+. Interesantno je da su obe grupe primaoca, tretirane samo
prirodnim Treg Celijama ili kombinacijom sa CsA, pokazala skoro identican skor
kornealnog zamucenja desetog postoperativnog dana. Ovi transplantati ispoljili su
blag edem kalema sa skorom zamucenja 1+ ili nizim kod 3/4 primaoca u grupi

nTregi4/5 primaoca u nTreg+CsA (tabela 4).

Tabela 4. Klinicki skor zamucenja kornealnog kalema 10. postoperativnog dana

Grupa Skor kornealnog zamucenja
PBS 3+, 3+, 4+, 4+,4+

nTreg 0, 1+, 1+, 24,

nTreg + CsA 0, 1+, 1+, 1+, 2+

nTreg + Rapa 0,0,0 1+

4.2.3 Efekat transfera prirodnih CD4+CD25* Treg celija i
imunosupresivne terapije na iRNK transkripciju u kalemu

Aplikacija 5x10° prirodnih CD4+*CD25*+ Treg celija produzila je opstanak

kornealnog alokalema. U cilju dalje analize graft-protektivnih mehanizama

regulatornih T cCelija, u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa imunosupresivnim

lekovima, analizirali smo T celijsku infiltraciju grafta i transkripciju Th1 citokina

primenom kvantitativnog RT-PCR-a. Desetog postoperativnhog dana kornealni

uzorci su pripremljeni na nac¢in kako je ve¢ opisano. RT-PCR analize pokazale su da
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izolovan adoptivni transfer prirodnih Treg Celija nema znacajan efekat na slede¢u
iRNK ekspresiju u kalemu: CD3 (p=0.568), [L-2 (p=0.935), IFN-y (p=0.685) i [L-17A
(p=1.0).

Zanimljivo je da je kombinovana terapija sa prirodnim Treg Celijama i CsA
pokazala sli¢nu transkripciju za CD3 (p=0.428) i IL-2 (p=0.361) i IL-17 (p=1.0).
Medutim, u poredenju sa injekcijom prirodnih Treg ¢elija, dodatak CsA redukovao
je transkripciju IL-2 (p=0.046), dok je transkripcija IF-y znacajno sniZena u
poredenju sa PBS kontrolnom grupom (p=0.018), ali i grupom recipijenata koji su
dobili samo prirodne Treg Celije jedan dan pre keratoplastike (p=0.032). Suprotno
tome, transfer prirodnih Treg celija sa naknadnom primenom rapamicina tokom
14 dana pokazao je trend ka redukciji iRNK ekspresije IL -2 u graftu (p=0.053), dok
je CD3 (p=0.020) i IFN-y (p=0.025) znacajno sniZen u poredenju sa PBS
kontrolnom grupom, ali i recipijentima tretiranim samo prirodnim Treg ¢elijama
(CD3: p=0.017, IL-2: p=0.017 i IFN-y: p=0.017). Takode, dodatak rapamicina nakon
transfera prirodnih Treg c¢elija znacajno je redukovao transkripciju IL-17A
(p=0.040). Transkripcija IL-10 citokina u graftu nije se znacajno razlikovala
izmedu ispitivanih grupa (PBS, nTreg, nTreg + CsA, nTreg+ Rapa), p=0.896
(grafikon 74).

U kornealnim uzorcima takode je analizirana i Foxp3 transkripcija. U
poredenju sa PBS primaocima, transfer prirodnih Treg CcCelija, samih ili u
kombinaciji sa imunosupresivnim lekovima, nije imao znacajan efekat na Foxp3
transkripciju u kornealnom kalemu desetog postoperativnog dana (nTreg:

p=0.935, nTreg+CsA: p=0.144, nTreg+ Rapa: p=0.180) (grafikon 7B).
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Grafikon 7. RT-PCR analiza iRNK ekspresionih profila u kornealnim
alokalemovima za razli¢ite terapijske grupe (n=5, svaka grupa). Nivo ekspresije
sledec¢ih gena: CD3, IL-2, IFN-y, IL-17A (A), i Foxp3/CD3 (B) analiziran je u odnosu
na konstitutivno eksprimiran gen (HPRT) (log-skala). Injekcija nTreg celija nije
uticala na ekspresiju navedenih gena. Dodatak rapamicina znacajno je redukovao

nivo CD3 markera kao i analiziranih citokina (*p<0.05).

4.2.4 Efekat transfera prirodnih CD4+CD25+ Treg ¢elija i
imunosupresivne terapije na iRNK transkripciju u
splenocitima

U splenocitima je pomoc¢u kvantitativne RT-PCR metode analizirana MHCII i

DC-LAMP transkripcija. DC-LAMP je transmembranski glikoprotein kojeg
eksprimiraju zrele dendriti¢ne celije. U poredenju sa PBS kontrolnom grupom,
transfer prirodnih Treg celija, samih ili u kombinaciji sa CsA nije uticao na DC-
LAMP transkripciju (nTreg: p=0.2, nTreg+CsA: p=0.631). Suprotno tome, transfer
prirodnih Treg Ccelija sa naknadnom primenom rapamicina tokom 14 dana
znacajno je redukovao nivo DC-LAMP iRNK ekspresije u splenocitima
(nTreg+Rapa: p=0.039) (grafikon 8B).

Primena imunosupresivne terapije nakon injekcije prirodnih Treg ¢elija nije uticala
na MHCII transkripciju u splenocitima (nTreg: p=0.153, nTreg+CsA: p=0.568,
nTreg+ Rapa: p=0.732) (grafikon 8A).
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Grafikon 8. RT-PCR analiza iRNK ekspresionih profila u splenocitima za razlicite
terapijske grupe (n=>5, svaka grupa). Nivo ekspresije slede¢ih gena: MHCII (A) i DC-
LAMP (B) analiziran je u odnosu na konstitutivno eksprimiran gen (HPRT) (log-

skala). Dodatak rapamicina znacajno je redukovao DC-LAMP transKkripciju

(*p<0.05).

4.2.5 Analiza akumulacije CD4+CD25+Foxp3+ limfocita u
sekundarnim limfoidnim organima nakon adoptivnog
transfera prirodnih CD4+CD25+Treg Celija

Da bi se utvrdio efekat imunosupresivnih lekova CsA i rapamicina na funkcionalni
kapacitet prirodnih Treg celija nakon adoptivnog transfera, merili smo prisustvo
CD4+CD25*Foxp3* limfocita u sekundarnim limfoidnim organima. Za tu svrhu,
desetog postoperativnog dana nakon transplantacije roznjace, submandibularni
drLN-i kao i ndrLN-i sa suprotne strane i slezina podvrgnuti su protocnoj
citometriji kao Sto je ve¢ opisano. Transfer nTreg celija znacajno je povecao
prisustvo CD4+*CD25*Foxp3* regulatornih T ¢elija u drLN-ima (21.0 + 2.46%,
p=0.011) u poredenju sa PBS primaocima (17.86 +1.08%). Takode, kod
kombinacije prirodnih Treg Celija i rapamicina znacajno je povecano prisustvo
CD4+CD25*Foxp3* Treg Celija u drLN-ima (21.60 + 1.63%, p=0.025), dok je dodatak
CsA onemogucio znacajnu ekspanziju CD4+CD25+*Foxp3* Treg celija u drLN-ima
(19.55 * 2.40%, p=0.201) nakon jedne injekcije nTreg Celija u poredenju sa PBS
primaocima. Jedna injekcija prirodnih Treg celija znacajno je povecala prisustvo

CD4+CD25*Foxp3* regulatornih T ¢elija u slezini (19.30 + 2.16%, p=0.018) i ndrLN-
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ima (20.99 £ 2.09%, p= 0.028) u poredenju sa PBS grupom (slezina: 15.19 * 1.35%,
ndrLN: 17.46 + 2.55). Medutim, ove promene u ekspanziji CD4*CD25*Foxp3+*
regulatornih T ¢elija u slezini i ndrLN-ima nisu bile znacajne kod primoca sa
kombinacijom adoptivnog transfera nTreg Celija i rapamicina (slezina: 16.99 *
1.19%, p=0.10 i ndrLN: 18.18 + 1.51% p=0.88) ili CsA (slezina: 15.66 * 1.05%, p=
0.20 i ndrLN: 19.37 = 2.07%, p= 0.20) u poredenju sa PBS kontrolnom grupom.
Medutim, dodatak CsA znacajno je snizio prisustvo CD4+*CD25*Foxp3* regulatornih
¢elija u slezini u poredenju sa grupom koja je dobila samo injekciju prirodnih Treg

¢elija (p=0,01) (grafikon9).
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Grafikon 9. Analiza prisustva CD4+Foxp3* Celija u razli¢itim terapijskim grupama
(PBS, nTreg, nTreg+CsA, nTreg+Rapa) pomocu proto¢ne citometrije. Celijska
suspenzija pripremljena je od slezine, drLN i ndrLN, desetog dana nakon kornealne
transplantacije. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (n=5, svaka

grupa), *p<0.05, * *p<0.01.
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4.2.6 Terapijski efekat na IFN-y produkujuce aloreaktivne T ¢Celije

Adoptivni transfer prirodnih Treg cCelija, samih ili u kombinaciji sa CsA ili
rapamicinom sprecili su razvoj aloantigen specificnih IFN-y produkujuc¢ih
memorijskih T €elija u slezini desetog dana nakon transplantacije (nTreg: p=0.004;

nTreg+CsA: p=0.004 i nTreg+Rapa: p=0.016) (grafikon 10).
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Grafikon 10. Primenom Elispot analize utvrden je razvoj IFN-y produkujucih
memorijskih T €elija u slezini koja je uzeta 10 dana nakon keratoplastike. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (n=5, svaka grupa) (**p<0.01).

4.3 EFEKAT ALOANTIGEN SPECIFICNIH Treg CELIJA U ODNOSU NA
PRIRODNE Treg CELIJE U PREVENCIJI ODBACIVANJA KORNEALNOG
ALOKALEMA

4.3.1 Efekat adoptivnog transfera antigen specificnih Treg celija
na opstanak kornealnog alokalema

Inokulacija 5x105 aloantigen specifi¢cnih T regulatornih celija (MLCpres) 1 dan pre
transplantacije roZnjac¢e znacajno je produzila opstanak kalema u poredenju sa
kontrolnom PBS grupom. Srednje vreme opstanka iznosilo je 61.3 + 40.24 dana (n
=8, p=0.0001 ), a 37.5 % miSeva nije odbacilo kalem tokom perioda pracenja koji je
iznosio viSe od 100 dana, pa se ovi kalemovi mogu smatrati trajno prihvacenim.
Suprotno tome, injekcija 5x10° kontrolnih ¢elija (MLCabs) dovela je do akutnog
odbacivanja kalema (SVO: 8.86 + 1.46 dana, n=7, p=0.02) u poredenju sa PBS
grupom (tabela 5, grafikon 11).
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Takode smo analizirali da li jedna injekcija od 1x10° aloantigen specificnih Treg

¢elija (MLCpres) u kombinaciji sa 0.5 mg/kgTT rapamicina tokom 14 dana moZe

efikasnije da spreci odbacivanje alokalema. Ovde smo pokazali da transfer 1x10°

MLCPres u kombinaciji sa kratkotrajnom primenom rapamicina znacajno produzava

opstanak kornealnog alokalema (SVO: 36.6 + 28.8 dana, n=6) u poredenju sa

adoptivnim transferom od 1x105 MLCrres bez imunosupresivne terapije (SVO: 10+

0 dana, p= 0.0082). Medutim, sve Zivotinje su odbacile kornealni alokalem do 77.

dana, tj. 63 dana nakon isklju¢enja imunosupresivne terapije (tabela 5, grafikon

12).

Tabela 5. Vreme opstanka kornealnog kalema nakon alogene keratoplastike

Grupa

Vreme prezivljavanja (dani)

SVO +SD

Kontrolna, PBS

909 10,10,10,11,11,13,14,14 11.2+1091

Kontrolne celije

5105 MLCabs 7,8,8,8,10,10,11 8.86 £ 1.46
5x10> MLCpres Treg
(aCD4 5 Treg) 14, 15,15,70,77,100,100,100 61.38 +40.24
1x10> MLCpres Treg
(aCD4_1 Treg) 10,10 10
1x105 MLCrres Treg+Rapa
(aCD4 1+ Rapa) 15, 15, 19, 24,70, 77 36.67 £ 28.8
5x105 nTreg 14, 14,15, 15,16,17,18,18 15.8 + 1.64
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Grafikon 11 Kaplan-Meier-ove krive opstanka kornealnog alokalema nakon
primene razli¢itih imunomodulatornih terapijskih protokola.
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Grafikon 12. Kaplan-Meier-ove krive opstanka kornealnog alokalema nakon
primene razli¢itih imunomodulatornih terapijskih protokola.

4.3.2 Efekat antigen specificnih Treg celija i imunosupresivne

terapije na iRNK transkripciju u kalemu

U cilju boljeg razumevanja graft-protektivnih mehanizama adoptivne celijske
terapije, primenjene u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa imunomodulatornom
terapijom, dalje smo analizirali T Celijsku infiltraciju u kalemu kao i transkripciju Th1
citokina pomocu kvantitativnog RT-PCR-a. Za potrebe ovog eksperimenta, kornealni
kalemovi ukljucujudi i spoj sa rozZnjacom domacina ekscidirani su na ve¢ opisan nacin
desetog dana nakon keratoplastike. Navedene analize pokazale su da samo jedna
injekcija 5x10° prirodnih Treg ¢elija nema znacajan efekat na slede¢u iRNK ekspresiju
u kalemu: CD3 (p=0.568), IL-2 (p=0.935), IFN-y (p=0.685) i IL-17A (p=1.0). Zanimljivo
je da je rekonstitucija primaoca sa 5x10> MLCPres proizvela slicnu transkripciju IL-2
(p=0.584) i [F-y u graftu (p= 0.144) kao i jedna injekcija 5x105 prirodnih Treg Celija u
odnosu na kontrolnu PBS grupu.

Dodatna primena rapamicina tokom 14 dana u kombinaciji sa transferom 1x10°
MLCrres regulatornih T limfocita znacajno je smanjila slede¢u iRNK ekspersiju u graftu:
CD3 (p=0.011), IL-2 (p=0.011), IFN-y (p=0.011) i IL-17A (p=0.05) u poredenju sa
primaocima koji su tretirani samo adoptivnim transferom MLCpres Treg celija jedan
dan pre keratoplastike. Takode, ova transkripcija znacajno je redukovana i u
poredenju sa grupom koja je dobila samo prirodne Treg celije: CD3 (p=0.008), IL-2
(p=0.008) i IFN-y (p=0.023). Sta vise, dodatak male doze rapamicina znacajno je
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redukovao nivo CD3 markera (p=0.011) i [FN-y (p=0.014) u poredenju sa kontrolnom
PBS grupom (grafikon 13A).

U kornealnim uzorcima analizirana je i Foxp3 transkripcija. Transfer nTreg ¢elija
ili aloantigen specificnih Treg celija (MLCPres) nije imao znacajan efekat na Foxp3
transkripciju u kalemu u poredenju sa PBS primaocima (nTreg: p=0.935; MLCpres:
p=0.144). Medutim, transfer 5x105 MLCPres znacajno je snizio Foxp3 transkripciju u
poredenju sa transferom 5x10> nTreg celija (p=0.046). Interesantno, dodatak
rapamicina doveo je do viSe Foxp3 transkripcije od strane infiltruju¢ih T celija u
kalemu, medutim navedena razlika nije dostigla statisticku znacajnost (p=0.142)
(grafikon 13B).
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Grafikon 13. RT-PCR analiza iRNK ekspresionih profila u u kornealnim
alokalemovima za razliCite terapijske grupe (n=3-5, svaka grupa). Nivo ekspresije

sledec¢ih gena: CD3, IL-2, IFN-y (A), i Foxp3/CD3 (B) analiziran je u odnosu na
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konstitutivno eksprimiran gen (HPRT) (log- skala). Dodatak rapamicina znacajno
je redukovao transkripciju navedenih infiltracionih i inflamatornih markera
(p<0.05) (A) ali nije znacajno povecao Foxp3 transkripciju u kalemu od strane

infiltrujucih T ¢celija (B).

4.3.3 Analiza akumulacije CD4+CD25*Foxp3 Treg celija u
sekundarnim limfoidnim organima proto¢nom citometrijom
nakon adoptivnog transfera antigen specifi¢cnih Treg ¢elija

Kao Sto je ve¢ opisano, desetog postoperativnog dana, Celijska suspenzija

dobijena od slezine, ipsilateralnih submandibularnih drLN-a kao i ndrLN-a sa
suprotne strane podvrgnuta je analizi proto¢nom citometrijom. Transfer prirodnih
Treg ¢elija znacajno je povecao prisustvo CD4+*CD25*Foxp3+ regulatornih T ¢elija u
drLN-ima (21.0 + 2.46%, p=0.011) u poredenju sa PBS kontrolnom grupom (17.86
+1.08%). Takode, transfer prirodnih Treg ¢elija znacajno je povecao prisustvo
CD4+CD25*Foxp3*regulatornih T ¢elija u slezini (19.30 + 2.16%, p=0.018) i ndrLN-
ima (20.99 £ 2.09%, p= 0.028) u poredenju sa PBS grupom (slezina:15.18 + 1.35%,
ndrLN:17.46 + 2.55). Medutim, navedene promene u ekspanziji CD4+*CD25*Foxp3+*
regulatornih T Celija u slezini (16.19 * 1.84), drLN-ima (19.23 = 2.08) i ndrLN-ima
(18.57 * 1.53) nisu bile statisticki znacCajne kod primaoca koji su dobili 5x10°5
aloantigen specificnih Treg (MLCPres) jedan dan pre keratoplastike u poredenju sa
PBS i MLC kontrolnom grupom (MLCabs), p>0.05. S druge strane, dodatna aplikacija
rapamicina tokom 14 dana u kombinaciji sa transferom 1x105 MLCPres jedan dan
pre keratoplastike znacajno je povecala prisustvo CD4+CD25+*Foxp3* regulatornih
T cCelija u drLN-ima (20.52 * 0.98, p=0.014) u poredenju sa PBS primaocima
(grafikon 14).
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Grafikon 14. Analiza prisustva CD4+*Foxp3* Celija u razli¢itim terapijskim grupama
(PBS, 5x10°nTreg, 5x10> MLCrres, 1x105MLCrres+Rapa, kontrolne celije- MLCabs)
pomocu protocne citometrije. Desetog dana nakon keratoplastike pripremljena je
¢elijska suspenzija od slezine, dreniraju¢ih i nedrenirajué¢ih limfnih ¢vorova.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (n=5, svaka grupa), *p<0.05.

4.3.4 DC-LAMP transkripcija u splenocitima

U slezinama primaoca koje su uzete desetog postoperativnog dana analizirana je i
ekspresija DC-LAMP transkripta pomoc¢u kvantitativnog RT-PCR-a. Tendencija ka
redukciji DC-LAMP transkripcije uoCena je u splenocitima Zivotinja koje su
tretirane MLCpres antigen specificnim Treg celijama u poredenju sa kontrolnom
grupom koja je dobila MLCabs ¢elije jedan dan pre Kkeratoplastike (p=0.078).
Medutim dodatna aplikacija rapamicina znacajno je snizila transkripciju markera

sazrevanja dendriti¢nih éelija (DC-LAMP) u splenocitima (p=0.01) (grafikon 15).
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Grafikon 15. RT-PCR analiza mRNA ekspresionih profila u splenocitima za
razli¢ite terapijske grupe (n=3-5, svaka grupa). Nivo ekspresije slede¢ih gena:
MHCII (A) i DC-LAMP CD3 (B) analiziran je u odnosu na konstitutivno eksprimiran
gen (HPRT) (log- skala). Dodatak rapamicina znacajno je redukovao DC-LAMP
transkripciju (*p<0.05, **p< 0.01).

4.3.5 Terapijski efekat na IFN-y produkujuce aloreaktivne T ¢Celije

Transfer prirodnih Treg Celija znacajno je redukovao razvoj aloantigen specificnih
memorijskih celija u slezini, desetog dana nakon keratoplastike (p=0.004).
Medutim, kod miSeva koji su tretirani aloantigen specificnim Treg celijama
ELISPOT analza pokazala je samo tendenciju ka redukciji prisustva aloantigen
specificnih IFN-y produkuju¢ih memorijskih T ¢elija (p=0.058), dok je dodatak
rapamicina znacajno redukovao broj alospecificnih IFN-y produkuju¢ih
memorijskih T celija (p=0.023) u ranom postoperativnom periodu. Medutim,
nakon iskljucena rapamicina broj aloreaktivnih ¢elija je rastao tako da nakon 100

dana nije bile statisticki znacajne razlike u odnosu na PBS grupu (p=0.482) kao i
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kontrolnu MLCabs grupu (p=0.116). Na suprot navedenom, sto dana nakon

keratoplastike aloreaktivne IFN-y produkuju¢e memorijske Celije nisu mogle da se

detektuju u slezini Zivotinja koje su dobile 5x105 MLCpres ¢elija i znacajno su

redukovane u poredenju sa PBS grupom (p=0.008) ili kontrolnom grupom koja je

dobila MLCabs ¢elije jedan dan pre keratoplastike (p=0.010) (grafikon 16).
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Grafikon 16. Primenom Elispot analize utvrden je razvoj aloreaktivnih IFN-y

produkujuc¢ih memorijskih T Celija u slezini koja je uzeta 10 dana i 100 dana nakon

keratoplastike. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (n=5, svaka

grupa) (*p<0.05, **p<0.01).
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5. DISKUSIJA

Imunoloski odgovor na transplantiranu roznjacu glavni je uzrok oStecéenja i
gubitka kalema nakon keratoplastike. Intenzitet i priroda imunog odgovora na
transplantirano tkivo uslovljeni su vrstom kalema (kornealni ili limbokornealni) i
prirodom leZista domacina (stepen vaskularizacije, deficit stem ¢elija).

Predisponirajuéi faktori rizika za odbacivanje kornealnog kalema mogu biti
prepoznati preoperativno i obuhvataju: duboku vaskularizaciju u 2 ili vise
kvadranata, prethodno odbacene kalemove kao i inflamaciju u vreme
keratoplastike [5 179, 6, 180, 78], Takode, u faktore rizika ubraja se veliki dijametar
kalema, blizina alokalema limbusu recipienta. [181 182, 183] Kod visoko-rizi¢ne
keratoplastike bez primene sistemske imunosupresivne terapije propadanje
kalema u prvoj postoperativnoj godini javlja se u preko 50% slucajeva [3. 184, Bez
obzira na moguénost direktnog ukapavanja steroidnih kapi u visokim
koncentracijama na transplantirani kornealni kalem, ova terapijska strategija
dovoljna je samo kod keratoplastike normalnog rizika. Klonalna ekspanzija
aloreaktivnih T ¢elija odvija se u limfoidnim organima, pa je zbog toga kod visoko-
rizicne Keratoplastike pored topikalne aplikacije steroidnih kapi neophodno uvesti
i sistemsku imunosupresivnu terapiju.

Smisao vremenski ograni¢ene imunosupresivne terapije je da spreci akutno
odbacivanje kalema i obezbedi uslove za promovisanje graft-protektivnih celija i
citokina koji ¢e omoguciti opstanak kalema bez dodatne imunosupresivne terapije.
Uvodenjem efikasne imunosupresivne terapije opstanak transplantata znacajno je
produZen. Medutim, kasni gubitak kalema usled hroni¢ne reakcije odbacivanja
zajedno sa neZeljenim efektima dugotrajne imunosupresivne terapije glavne su
prepreke ka uspesSnoj transplantaciji.

Nekoliko studija pokazalo je da regulatorne T celije koje su sposobne da
spreCe odbacivanje kalema mogu biti indukovane primenom odredenih
monoklonskih antitela, kostimulatornih inhibitora ili imunosupresivnih lekova [185.
145,149, 150], Takode, pokazano je da ishod transplantacije zavisi od balansa izmedu
pomenutih regulatornih i aloreaktivnih T Celija [186, 118, 187, 188] Medutim, u modelu
sa potpuno nepodudarnim MHC antigenima, veliki broj aloreaktivnih T ¢elija mora

biti odstranjen da bi se postigao dugotrajan opstanak kalema [186 188] pa
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alternativna strategija moze biti kombinacija transfera Treg celija sa sistemskom
primenom odredenih imunosupresivnih lekova. U terapijskom smislu, adoptivni
transfer regulatornih T celija redukovao bi potrebu za primenom savremenih
nespecificnih imunosupresivnih lekova i poboljSao opstanak alokalema. Ovo je
posebno vazno za budute strategije kod pacijenata sa visoko-rizicnom
keratoplastikom obzirom da ovi pacijenti nisu Zivotno ugroZzeni.

Nove terapijske strategije nakon Kkeratoplastike proizilaze iz boljeg
poznavanja mehanizama odbacivanja kornealnog kalema i preuzimanja postojecih

uspesnih terapijskih protokola iz transplantacije solidnih organa.

5.1. EFEKAT SISTEMSKE IMUNOSUPRESIVNE TERAPIJE NA OPSTANAK
KORNEALNOG ALOKALEMA

Znacajan broj pacijenata kod kojih je uradena keratoplastika imaju leZiste
roznjace koje je izgubilo imunolosku privilegiju zbog prethodne kornealne
infekcije, neovaskularizacije ili inflamacije [189. Preko 50% visoko rizi¢nih
kalemova odbaci se bez obzira na primenjenu antiinflamatornu terapiju [190. 8],
Imunomodulatorni terapijski protokoli koji se koriste u prevenciji reakcije
odbacivanja kalema roZnjaCe preuzeti su i prilagodeni iz drugih oblasti
transplantacione medicine. Savremene strategije u prevencije odbacivanja
alografta baziraju se na kombinaciji imunomodulatornih lekova u cilju redukcije
njihovih neZeljenih efekata 1911,

U ovoj studiji analizirali smo efekat male doze sistemske primene rapamicina,
u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa CsA, u prevenciji odbacivanja kornealnog
alokalema kod visoko rizicnog eksperimentalnog modela. Pokazali smo da Rapa
monoterapija umereno odlaze reakciju odbacivanja (p=0.03), dok kombinovana
terapija (Rapa+CsA) statisticki visoko znacajno prolongira opstanak alokalema
(p=0.0001).

Oba leka, Rapa i CsA, kao imunosupresivni agensi, nezavisno su ispitivani u
eksperimentalnoj keratoplastici 192 193, U dosadasnjim studijama pokazan je
povoljan efekat rapamicina na opstanak kornealnog alokalema [193. 1941, Medutim,
postoje konfliktne opservacije u pogledu imunomodulatornog efekta CsA u razli¢itim

eksperimentalnim modelima [192 195], Zanimljivo je da je Zhang sa saradnicima [192]
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pokazao da maksimalna sistemska doza CsA nije imala znacajan efekat na opstanak
kornealnog alokalema kod miSeva. NaSi rezultati u skladu su sa navedenim
zapazanjem i pokazuju da Kkratkotrajna aplikacija male doze CsA takode nije
produzila opstanak kalema. Nedavno je pokazano da kod pacova dodatak Rape moze
da ublazi nefrotoksi¢ni efekat CsA samo ako se redukuje doza oba agensa [19¢]. Zbog
toga smo, da bi izbegli toksi¢ne efekte, koristili male doze CsA u nasoj studiji.

Nasi rezultati u pogledu opstanka kornelanog alokalema postignuti
primenom Rape, u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa CsA, u skladu su sa
ranijim zapaZanjima Thompson-a i saradnika u eksperimentalnoj keratoplastici na
rapamicina prolongirala je opstanak kornealnog grafta samo nekoliko dana, dok je
kombinovana terapija znacajno produZila opstanak kornealnog grafta. Takode,
efekat kombinovane primene malih doza rape i CsA na opstanak kornealnog
kalema bio je uporediv sa rezultatima viskodozne monoterapije. Medutim, sedam
dana nakon ukidanja terapije doSlo je do odbacivanja kalema, kako navodi
Thopmson (1941, Slicno navedenim rezultatima, u nasoj studiji, 5 dana nakon
ukidanja terapije sve Zzivotinje odbacile su alokalemove u ovoj visoko rizi¢noj
kombinaciji miseva.

Da bi smo ispitali potencijalne mehanizme koji su mogli da vode ka duzem
opstanku  kornealnog alokalema, analizirali smo gensku ekspresiju
proinflamatornih molekula u graftu. Rakcija odbacivanja kornealnog alografta
predstavlja reakciju kasnog odbacivanja koja ukljucuje CD4*T (Celije kao
predominantni Celijski tip.

Mada su i Thl i Th2 citokini implicirani u reakciji odbacivanja roZnjace,
izgleda da su citokini uklju¢eni u Th1l imunitet relevantniji [77.197,198,73,199,200,201],
Ranije studije pokazale su da lokalna IL-4 genska terapija, kao i nishodna regulacija
interleukina-4, Th2 citokina, lokalnim CTLA4 Ig genskim transferom nije dovela do
produzenja opstanka kornealnog alokalema [202, 203],

U ovoj studiji transkripcija markera infiltruju¢ih T ¢elija (CD3), Th1 citokina
(IFN-y, IL-2) i Th2 citokina (IL-10) znacajno je redukovana primenom
kombinovane terapije sa ciklosporinom A i rapamicinom. Na suprot tome, Rapa

monoterapija bila je manje efikasna u inhibiciji ekspresije citokina u kalemu i
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sledstveno manje efikasna u produZenju opstanka kornealnog alokalema. Takode,
povecana transKkripcija navedenih citokina bila je u korelaciji sa izraZenom
mononuklearnom ¢elijskom infiltracijom zapaZenom u svim histoloskim presecima
odbacenih kornealnih alograftova u PBS kontrolnoj grupi. Ovi podaci ukazuju da
kombinovana terapija sa malom dozom CsA i rapamicina efikasno modulira iRNK
ekspresiju inflamatornih i infiltracionih markera.

Nedavno je jedan broj eksperimentalnih studija pokazao razli¢it efekat
rapamicina i CsA na CD4*CD25*Foxp3*Treg Celije. Sugerisano je da
CD4+CD25*Foxp3*Treg Celije mogu biti rezistentnije na inhibitorni efekat rapamicina
u poredenju sa CD4+*CD25Foxp3- efektornim T cCelijama, dok CsA konzistentno
redukuje nivo CD4+*CD25*Foxp3* Treg Celija na periferiji [153 204 205], Zanimljivo je
zapaZanje Kawai-a i saradnika da mala doza CsA nije narusSila razvoj Treg Celija in vivo
[206], Zbog toga smo analizirali uticaj male doze rapamicina, u vidu monoterapije ili u
kombinaciji sa ciklosporinom A, na prisustvo Foxp3* Treg Celija. Nedavno je prisustvo
Foxp3+* Treg Celija pokazano u neodbacenim bubreZnim graftovima kod miSeva [207],
ali i u odbacenim kod primata, kao i prihva¢enim koZnim transplantatima [208, 209],
Cauhan i saradnici, u nedavno publikovanoj studiji, nalaze veéi absolutni broj Treg
¢elija u odbacenim kornealnim kalemovima u poredenju sa prihva¢enim kalemovima,
$to je ujedno bio i glavni razlog za povecanu Foxp3 iRNK ekspresiju u odbacenim
alokalemovima [17¢l, U naSoj studiji nije bilo znacajne razlike u nivou iRNK ekspresije
za Foxp3 u kornealnim kalemovima. Predpostavljamo da je prisustvo Foxp3* Treg
¢elija u odbacenim i transparentnim kalemovima jedan fizioloski odgovor na pratecu
inflamaciju u ovoj visoko rizi¢noj kombinaciji miSeva, obzirom da su svi kalemovi na
kraju bili odbaceni. Ova pretpostavka je u skladu sa nedavnom sugestijom da ulazak
Foxp3+* Treg Celija predstavlja jedan mehanizam za stabilizaciju inflamacije u alograftu
[176.210], Takode, ovde smo pokazali da imunomodulatorna terapija nije imala znacajan
efekat na Foxp3 iRNK ekspresiju u graftu. Ovo je u skladu sa publikacijom koja takode
nije pokazala postojanje razlike u Foxp3 ekspresiji tokom terapije ciklosporinom A
bez obzira na eventualno postojanje ili odsustvo reakcije odbacivanja bubreZnog
alografta [208],

Takode, dokazano je i prisustvo CD4+*CD25*Foxp3* Treg celije u limfoidnom

tkivu primaoca posle eksperimentalne transplantacije [117.211], Pokazano je da je
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migracija Treg Celija u drenirajuce limfne ¢vorove neophodna za njihovu supresivnu
ulogu [211,212] Danas se zna, prema radovima Niederkorn-a [43.213] | Streilein-a [214 215]
da se regulatorni alospecifi¢ni graft protektivni mehanizmi generisu u slezini nakon
transplantacije roznjaCe, dok je postojanje okulo-limfaticne osovine bitno za
aloimunizaciju [216 2171, Pokazano je da je submandibularni drenirajuéi limfni ¢vor
esencijalan za aloimunizaciju u reakciji odbacivanja kornealnog kalema [216. 217], Mj
smo u nasoj studiji pokazali razli¢it efekat rapamicina, primenjenog u vidu
monoterapije u odnosu na kombinaciju istog sa ciklosporinom A, na homeostazu
CD4+CD25*Foxp3* Treg cCelija u ovom dreniraju¢em limfnom ¢voru. Frekvencija
CD4+CD25*Foxp3* Treg cCelija u drLN-u pokazala je tendenciju ka porastu, ali nije
dostigla statisticki nivo znacajnosti (fig 4, p=0.055). Medutim, kombinovana primena
ciklosporina A sa rapamicinom znacajno je snizila procenat CD4*CD25*Foxp3* Treg
u drLN-u. Nedavno je postavljena hipoteza po kojoj odbacivanje kalema ili njegovo
trajno prihvatanje zavisi od balansa izmedu citopatskih CD4+*CD25-Foxp3- u odnosu
na CD4+CD25*Foxp3* Treg celije [186 118]. U navedenim eksperimentima, mi nismo
postigli toleranciju koja je krajnji cilj transplantacije. Medutim, najverovatnije u ovoj
visoko rizi¢noj kombinaciji za odbacivanje transplantata, delecioni mehanizmi imaju
vaznu ulogu u prolongaciji opstanka kornealnog kalema obzirom da veliki broj
aloreaktivnih T c¢elija mora biti efikasno blokiran. U studiji koju je publikovao
Chauhan sa saradnicima, [176] Foxp3 Treg Celije iz drenirajuceg limfnog ¢vora, od
primaoca sa spontano prihvaéenim kornealnim alokalemom, nisu uspele da
suprimiraju proliferaciju alosenzitivisanih efektorskih T cCelija. Navedeni autor
sugeriSe da su Treg celije efikasnije u regulisanju aloimunog odgovora u fazi
indukcije u poredenju sa efektorskom fazom [17¢], U nasoj studiji Rapa monoterapija
kao ni kombinovana terapija sa malom dozom CsA nije naruSila homeostazu
CD4+CD25*Foxp3* Treg cCelija u slezini i nedreniraju¢im limfnim ¢vorovima. Takode,
obe terapijske strategije efikasno su inhibirale IFN-y produkujucu aloreaktivne T

Celije u slezini.
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5.2. EFEKAT IMUNOSUPRESIVNIH LEKOVA NA FUNKCIONALNI KAPACITET
PRIRODNIH CD4+CD25+ Treg CELIJA

U terapijskom kontekstu akumulirani su dokazi na eksperimentalnim
modelima koji pokazuju da administracija CD4+*CD25* Treg cCelija primaocima
moze biti efikasna strategija u kontroli imunog odgovora nakon transplantacije
organa ili ¢elija [218 219, 93], Takode, pokazano je da sveZe izolovane prirodne
regulatorne T Celije dobijene od naivnih Zivotinja mogu da inhibiraju reakciju
odbacivanja alografta kod glodara [220. 188,187, 157] ' Graca i saradnici [209] pokazali su
da prirodne CD4+*CD25*T celije od naivnih miSeva mogu da sprece reakciju
odbacivanja koZnog transplantata nakon adoptivnog transfera, bez obzira na
odsustvo prethodnog iskustva sa donorskim aloantigenom, ukazujuéi na ¢injenicu
da kapacitet da reguliSu reakciju odbacivanja alografta pre-egzistira u naivnim
miSevima. Nakon transplantacije, kontinuirano prisustvo donorskih aloantigena iz
kalema trebalo bi da promoviSe generaciju Treg cCelija, a postoje i jasni dokazi da je
kalem sam po sebi od krucijalnog znacaja za odrzavanje tolerancije in vivo [221,222],

U nasSoj studiji, injekcija sveZe izolovanih prirodnih Treg ¢elija jedan dan pre
keratoplastike, znacajno je produzila opstanak kompletno MHC nepodudarnih
miSeva bez dodatne imunosupresije (p=0.0001). Klinicki ishod, odbacivanje ili
tolerancija, poc¢iva na fragilnom balanasu izmedu imunoregulatornih i
alodestruktivnih T éelija [187, 118,187, 188],

Da je odnos aloantigen-reaktivnih Treg prema eferentnim T Ccelijskim
klonovima krucijalan za postizanje optimalne supresije proizilazi iz ¢injenice da je
dugotrajan opstanak sr¢anog alografta postignut kod 62,5% Rag-/-miSeva samo
kod zajednicke infuzije ekspandiranih prirodnih Treg ¢elija i Teff u odnosu 4:1, ali
ne i u odnosu 1:1 [188187,223,147] Tac¢an mehanizam alosupresije posredovan nTreg
¢elijama u ovom modelu nije jasan, ali na multiple mehanizme ukazano je na
drugim transplantacionim modelima [93 224 144, 225, 226, 118]_[n vitro podaci ukazuju
da posto su jednim aktivirane nTreg Celije mogu da ispolje antigen nespecifi¢nu
supresiju [227]. Medutim, noviji in vivo podaci ukazuju da nTreg ¢elije mogu
suprimirati T Celijsku aktivnost i na antigen-specifican nacin [228, 229,230, 231],

Znacaj balansa izmedu Treg i Teff proizilazi i iz terapijske efikasnosti Treg

¢elija koja je ograni¢ena na primaoce sa limfopenijom obzirom da je kod MHC
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nepodudarnih alokalemova potrebna delecija velikom broja aloreaktivnih T Celija
(232,233,234, 235] jmajuci u vidu njihov ogroman broj [23¢l. U skladu sa nevedenim su i
nasi rezulatati obzirom da u ovoj visoko-rizi¢noj kombinaciji Treg ¢elijska terapija
nije dovela do trajnog opstanka alokalema. Jedan od nacina da se pojaca efikasnost
Treg Celija in vivo podrazumeva kontrolu neregulatornih T ¢elija i stvaranje
iminoloSkih uslova koji ¢e olakSati spontanu ekspanziju antigen specifi¢nih
prirodnih Treg Celija koje potom mogu da suprimiraju aloreaktivne T ¢elije koje se
oporavljaju od redukcije ili blokade [147]. Monoklonska antitela i neki lekovi mogu
da ispolje ovaj efekat [148, 83, 117,149,150, 151] Nedavno je jedan broj eksperimentalnih
studija ukazao na razliCit efekat rapamicina i CsA na CD4+CD25*Foxp3+Treg Celije.
Sugerisano je da CD4*CD25*Foxp3*Treg Celije mogu biti rezistentnije na
inhibitorni efekat rapamicina u poredenju sa CD4*CD25-Foxp3- efektornim T
Celijama, dok CsA konzistentno redukuje nivo CD4+CD25+*Foxp3* Treg Celija na
periferiji [116, 204, 205], Zhog toga postoji veliko interesovanje u pogledu efekta ovih
imunosupresivnih lekova na razvoj i funkciju Treg celija u eksperimentalnim i
Klini¢kim studijama [931.

U naSoj studiji, kombinovana terapija sa prirodnim Treg ¢elijama i malom
dozom CsA (3.0 mg/kg) ili rapamicina (0.5 mg/kg) tokom 14 dana znacajno je
produZzila vreme opstanka kalema u poredenju sa kontrolnim primaocima
(nTreg+CsA: p=0.00079 i nTreg+Rapa: p=0.00068). Mada dodatak CsA ili
rapamicina nije znacajno odloZio reakciju odbacivanja kalema u poredenju sa
jednom injekcijom prirodnih Treg celija (nTreg+CsA: p=0.621 i nTreg+Rapa:
p=0.09), tendencija ka daljoj prolongaciji opstanka alokalema videna je kod
primaoca koji su tretirani kombinacijom prirodnih Treg Celija i rapamicina.

U studiji koju su publikovali Lim i saradnici [237] transfer nTreg celija u
kombinaciji sa punom terapijskom dozom rapamicina (1.5mg/kg/d, 8 dana)
prolongirao je opstanak koZnog kalema kod MHC nepodudarnih miSeva za 10 dana
(SVO=30) u odnosu na Treg celijsku terapiju bez imunosupresiva (SVO=21). Na
suprot tome, CsA u punoj terapijskoj dozi (20mg/kg/dan) ispoljio je negativan
efekat na Treg Celijsku terapiju i skratio opstanak koznog alokalema za 5 dana. Isti
eksperiment sproveden je sa malom dozom CsA i rapamicina. Male doze CsA

(5mg/kg/day) nisu pokazale antagonisticki efekat na Treg Celijsku terapiju mada
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nisu ni produZile opstanak kalema (SVO=26.5). Zanimljivo je da je rapamicin u
maloj dozi (0.3mg/kg/day) produZio opstanak kalema za 8 dana (SVO0=34) i
pokazao efikasnost u prolongaciji opstanka alotransplantata uporedivu sa punom
terapijskom dozom navedenog imunosupresiva. Takode, u nasoj studiji poveéene
doze nije uticalo na znacajnu prolongaciju opstanka kornealnog alokalema
(rezultati nisu prikazani).

Poznato je da dendriti¢cne Celije imaju kriticnu ulogu u regulisanju stecenog
imunog odgovora ne samo zbog njihove uloge u prezentaciji antigena ve¢ i zbog
uticaja na ishod antigene prezentacije. Nakon antigene prezentacije nezrelim
dendriticnim ¢elijama dolazi do suboptimalne aktivacije T c¢elija a u nekim
slucajevima i razvoja T Celijske tolerancije [238]. Pomo¢u rapamicina pokazano je da
je mTOR potreban za proces aktivacije/maturacije dendriticnih celija [239. 240],
Demonstrirano je da rapamicin inhibira maturaciju dendrit¢nih celija [239, 240],
Takode, prisustvo rapamicina doprinosi redukovanoj ekspresiji MHC i
kostimulatornih molekula kod dendriti¢nih celija koje poticu iz kostne srze [241, 242],
U naSoj studiji male doze imunosupresivne terapije nakon injekcije prirodnih Treg
¢elija nisu uticale na transkripciju Il klase MHC kompleksa u splenocitima. Medutim,
primenom rapamicina nakon transfera prirodnih Treg Celija znacajno je redukovan
DC-LAMP (p=0.039), transmembranski glikoprotein specifican za zrele dendriti¢ne
Celije lokalizovane u T ¢elijskim zonama limfoidnog tkiva [243]. Ovaj antigen prvo se
ispoljava u kompartmentu II klase MHC kompleksa, ukazuju¢i na njegov znacaj u
obradi antigena [244]. Takode, nedavno je pokazano da dendriti¢ne celije koje
sazrevaju u prisustvu rapamicina predstavljaju slabe stimulatore CD4+ efektorskih
¢elija, a imaju kapacitete da indukuju aktivaciju i proliferaciju CD4*Foxp3+*
regulatornih celija [242],

Rezultati eksperimentalnih studija ukazuju da ulazak Treg celija u
dreniraju¢e limfne c¢vorove primaoca predstavlja neophodan preduslov za
kontrolu antidonorske imunoloske reakcije [211. U stvari, ekspresija CD62L (L-
selektin) ¢elijskog adhezionog molekula esencijalna je za ulazak regulatornih T
¢elija u sekundarne limfoidne organe [211l. U naSoj studiji, prirodne Treg celije
eksprimirale su CD62L (podaci nisu prikazani u rezultatima) i do 70% Treg Celija

bilo je Foxp3*. Obzirom da CD62L* podgrupa regulatornih T ¢elija primarno
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reaguje na CCL19, pretpostavljamo da su navedene Celije sposobne da in vivo
migriraju u sekundarne limfoidne organe i ispolje svoju supresivnu funkciju [227.
245], Treg C¢elije mogu da deluju direktno na efektorske Celije i suprimiraju njihovu
funkciju i da deluju indirektno modulirajuéi antigen-prezentujuce Celije [246, 2471,

Ovde smo pokazali da je nakon injekcije prirodnih Treg ¢elija, samih ili u
kombinaciji sa rapamicinom, znacajno povecano prisustvo CD4*CD25*Foxp3+
regulatornih T c¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima (p=0.011, p=0.025).
Dodatak male doze CsA nakon injekcije prirodnih Treg celija onemogucio je
ekspanziju CD4+*CD25*Foxp3* regulatornih T ¢elija u drLN-ima. Medutim, obe
terapijske strategije efikasno su inhibirale IFN-y produkuju¢e memorijske celije u
slezini. U jednom modelu sistemska administracija antigena uz primenu
rapamicina promovisala je de novo generaciju Foxp3* regulatornih celija in vivo
[248], Takode, na drugom modelu misevi tretirani rapamicinom bez antigene
administracije pokazali su povec¢an odnos Treg u odnosu na efektorske T Celije [204],
Smatra se da u navedenim modelima Treg celije kroz mehanizme nezavisne od
mTOR signalnog puta, kao Sto je ushodna regulacija Pim2 kinaze, mogu da
prevazidu efektorske celije kod kojih dolazi do mTOR blokade pod dejstvom
rapamicina [249],

Da bi smo ispitali potencijalne mehanizme koji bi mogli da prolongiraju
opstanak kornealnog alokalema, analizirali smo iRNK gensku ekspresiju
proinflamatornih molekula. U nasoj studiji transfer prirodnih Treg ¢elija nije imao
znacajan efekat na transkripciju pridruZenih markera infiltruju¢im T ¢elijama (CD3),
Th1 citokina (IFN-y, IL-2), Th2 citokina (IL-10) i Th17 citokina (IL-17A). Medutim,
zanimljiva je efikasnija inhibicija ekspresije citokina u kalemu nakon primene
rapamicina u poredenju sa CsA Sto bi moglo da vodi ka dodatnom produZenju
opstanka kalema. Smisao imunosupresivne terapije je u prevenciji inflamacije koju je
izazavao sam transplantat i stvaranje uslova za aktivaciju i ekspanziju Treg Celija [18].
Takode, u ovoj visoko rizi¢cnoj kombinaciji miSeva, relativno veliki broj aloreaktivnih
T celija mora biti efikasno blokiran kako bi se postigao odreden balans izmedu
imunoregulatornih i aloagresivnih T ¢elija. Primena rapamicina moZe imati povoljan

efekat obzirom da se smatra da ovaj lek podstice deleciju efektorskih c¢elija
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promocijom Ccelijske smrti indukovane aktivacijom, a da pri tom istovremeno
indukuje regulatorne T ¢elije na periferiji [250],

Nedavno su identifikovane CD4+ Th17 celije, nova podgrupa za koju je
karakteristicna sekrecija interelukina 17A [78l. U nekim radovima Th17 celije se
dovode u vezu sa reakcijom odbacivanja transplantata za koju se ranije smatralo
da je Thl posredovana [79l. Takode, Kopf H i saradnici [251], pokazali su da
rapamicin promoviSe generaciju Treg Celija i inhibira generaciju Th17 ¢elija za
razliku od CsA koji inhibira obe T C¢elijske populacije, ukazuju¢i na dodatne
mehanizme u ve¢ poznatom tolerogenom kapacitetu rapamicina. U skladu sa
navedenim su i naSi rezultati obzirom da je dodatak rapamicina nakon injekcije
Treg Celija znacajno redukovao nivo IL-17A. U eksperimentalnoj keratoplastici
navode se kontraverzni rezultati u pogledu uloge IL-17A na opstanka kornealnog
alokalema. Nedavno su Cunnusamy i saradnici [72] pokazali da sistemska blokada
[L-17A pomocu monoklonskih antitela naruSava imunolosku privilegiju i ubrzava
odbacivanje kornealnog alokalema. Zanimljivo je da su Chen i saradnici
demonstrirali odbacivanje svih C57Bl/6 kornealnih alokalemova kod IL-17
deficijentnih BALB/c (IL-17 KO BALB/c), ali sa znacajno duZim opstankom kalema.
Isti autori pokazali su da se [L-17 produkuje u ranoj fazi reakcije odbacivanja i da
delecija IL17 gena odlaZe, ali ne sprecava reakciju odbacivanja kornealnog
alokalema [252],

Ovde smo takode pokazali da imunoterapija prirodnim regulatornim T
¢elijama, sama ili u kombinaciji sa malim dozama CsA ili rapamicina, nema
znacajan efekat na Foxp3 iRNK transkripciju u kalemu. Pretpostavljamo da
prisustvo Foxp3+*Treg Celija u odbacenim ali i providnim kalemovima u ranom
periodu nakon transplantacije predstavlja fizioloSki odgovor na postojecu
inflamaciju u ovoj visoko rizi¢noj kombinaciji miSeva, obzirom da su svi kalemovi
na kraju bili i odbaceni. Ovo je u skladu sa nedavnom hipotezom da ulazak
Foxp3+*Treg cCelija predstavlja jedan mehanizam za stabilizaciju inflamacije u
alograftu [176, 2101 dok Haanstra [208] navodi da Foxp3 traba smatrati delom

normalnom imunog odgovora tokom reakcije odbacivanja kalema.
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5.3. ULOGA ALOANTIGEN SPECIFICNIH Treg CELIJA U ODNOSU NA
PRIRODNE Treg CELIJE U PREVENCIJI ODBACIVANJA KORNEALNOG
ALOKALEMA

Imaju¢i u vidu da CD25 i Foxp3 predstavljaju specificne markere koji
omogucavaju detekciju i manipulaciju prirodnim Treg Celijama, sve je viSe dokaza
koji ukazuju da se populacija Foxp3+CD4*CD25* T regulatornih celija moZze
upotrebiti ne samo za prevenciju i terapiju autoimunih bolesti ve¢ i za indukciju
transplantacione tolerancije [2°3l. Do sada je regulatorna uloga prirodnih i
aloantigen specificnih Treg celija u aloimunom odgovoru potvrdena in vivo u
eksperimantalnim modelima sa limfopenijom ili imunosupresijom [254 255, Mi smo
u ovoj studiji analizirali i poredili doprinos adoptivne Celijske terapije primenom in
vitro ekspandiranih aloantigen specificnih CD4+*CD25* Treg celija u odnosu na
injekciju svezZe izolovanih prirodnih CD4+*CD25* Treg cCelija u prevenciji reakcije
odbacivanja kalema roZnjace u prethodno nemanipulisanoj visoko rizi¢noj
kombinaciji miseva.

Do sada je opisano nekoliko razlic¢itih pristupa za ekspanziju antigen
specificnih Treg Celija [160. 256, 257], Nedavno su, Oliveira i saradnici [171] pokazali da
stimulacija ukupnih CD4+ naivnih ¢elija pomocu aloantigen prezentujucih celija u
prisustvu non-depleting anti-CD4 antitela (YTS177) povlaci selekciju populacije
Treg Celija koje eksprimiraju CD25, CD62L, CCR7 i Foxp3. Takode, navedene Treg
¢elije mogle su da sprece reakciju odbacivanja koZnog transplantata posredovanu
CD45highCD4+ cCelijama kada su ove Ccelije zajedno aplikovane CBA.Rag-/-
recipijentima (1711,

Polazec¢i od ve¢ uspostavljenog in vitro protokola 171, mi smo ovde ispitivali
da li jedna sli¢na strategija moZe da se primeni za selekciju i ekspanziju CD4+*CD25+
Foxp3+Treg cCelija in vitro koje zadrzavaju svoj regulatorni potencijal in vivo. U
nasoj studiji, aloantigen specificne regulatorne T Celije (MLCPres) generisane su u
mesSovitoj limfocitnoj kulturi, sacinjenoj od preciS¢enih CD4* naivnih celija i
alogenih B limfocita, u prisustvu non-depleting anti-CD4 monoklonskih antitela.
Ove T regulatorne Celije mogle su da suprimiraju proliferaciju naivnih singenih T
Celija in vitro. Interesantno je da su i sveZe izolovane prirodne Treg Ccelije i

aloantigen specificne Treg Ccelije mogle da spreCe maturaciju donorskih

70



dendriti¢nih Celija a time i alostimulaciju T ¢elija. Medutim, aloantigen specifi¢ne
Treg ¢elije bile su superiornije u odnosu na prirodne Treg obzirom da su mogle da
sprece alostimulaciju posle LPS indukovane maturacije (navedeni podaci nisu
prikazani u rezultatima). PribliZno 63% CD4*CD25*Treg C(elija dobijenih u
kulturisa sa anti-CD4 monoklonskim antitelima bilo je Foxp3* (MLCPres), suprotno
kontrolnoj kulturi bez anti-CD4 mAt (MLCabs) u kojoj je procenat Foxp3+ Celija bio
znacajno niZi i iznosio samo 10%.

Najznacajniji rezultat je da su ove MLCrres Treg cCelije proizvele dugotrajno
prihvatanje BALB/C kornealnog kalema kod 37.5% C57BL/6 primaoca bez
primene dodatne imunosupresivne terapije. Na suprot navedenom, transfer
prirodnih CD4+*CD25*Treg celija proizveo je znacajnu ali kratku prolongaciju
opstanka kornealnog alokalema. Ovo je u skladu sa ranijim publikacijama u kojima
se takode navodi da su antigen specificne Treg Celije bile potentnije u odnosu na
poliklonalne prirodne Treg celije u indukciji transplantacione tolerancije na
eksperimentalnim modelima [160, 258, 259],

Pokazano je da aktivacija regulatornih T ¢éelija moZe da se odvija na oba nacina,
direktnim i indirektnim putem, a njihova imunoregulatorna funkcija favorizovana je
kod imunog odgovora na alograft koji se odvija indirektnim putem [260]. Akutna
reakcija odbacivanja transplantata uglavnom se vezuje za direktnu prezentaciju
antigena, dok se smatra da je hroni¢na reakcija odbacivanja primarno posredovana T
¢elijama specificnim za indirektno prezentovane donorske antigene [2611,

Nedavno je u jednoj studiji pokazano da regulatorne T celije specificne za
direktno prezentovane donorske antigene sprefavaju samo akutnu reakciju
odbacivanja, bez obzira na hematopoetski himerizam. Medutim, regulatorne celije
koje su specificne za direktno i indirektno prezentovane aloantigene sprecavaju i
akutnu i hroni¢nu reakciju odbacivanja kalema. [258].

Zanimljivi su rezultati Tsang-a i saradnika [259], koji navode skoro identi¢nu
efikasnost Treg cCelija koje imaju direktnu alospecificnost i TCR-transduktovanih
regulatornih T cCelija koje poseduju obe alospecifi¢nosti u indukciji dugotrajnog
opstanka potpuno MHC nepodudarnih srcanih graftova, mada su histoloske analize
ovih graftova pokazale znacajnu superiornost TCR-transduktovanih regulatornih T

limfocita. Golshayan [160] je pokazao da Treg Celije koje su specifi¢ne za indirektno
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prezentovane aloantigene I klase glavnog histokompatibilnog kompleksa mogu biti
selektirane iz prirodnih Treg celija i ekspandirane in vitro pomo¢u H2KP peptida
kojim su pulsirane nezrele dendriti¢ne celije. Ove donor specificne Treg celije
mogu da regulisu indirektni imuni odgovor efektorskih CD4+ T ¢elija in vivo, kod
transplantacije koZe na eksperimentalnom modelu sa umanjenim brojem T celija.
Medutim, ekspandirane Treg CcCelije nisu mogle da inhibiraju direktan put
aloimunog odgovora, tako da je C56BL/6 koZni transplantat odbacen istom
kinetikom kao i kod kontrolnih miSeva. Nedavno je takode pokazano da linija Treg
¢elija koja poseduje indirektnu alospecificnost moZe indukovati trajni opstanak
BALB/c srca transplantiranog B6 primaocima kada se kombinuje sa privremenim
smanjenjem broja CD8* T celija i kratkotrajnom imunosupresijom pomocu
rapamicina [161l, Zanimljivo je da u ovoj studiji nije uoCena znacajna razlika u
opstanku kalema izmedu Treg Celija sa direktnom u odnosu na ¢elije koje su imale
indirektnu alospecifi¢nost.

Mi smo u nasSoj studiji pokazali da antigen specificne Treg Celije usmerene ka
kontroli direktnog puta prezentacije antigena mogu da sprece akutnu reakciju
odbacivanja kornealnog alokalema u visoko rizi¢noj kombinaciji miseva sa
potpuno nepodudarnim glavnim i minornim histokompatibilnim antigenima. Ovo
je u skladu sa konceptom da kod visoko rizi¢ne transplantacije roznjace direktan
put antigene prezentacije posredstvom donorskih kornealnih dendriti¢nih celija
ima dominantnu ulogu u alosenzitizaciji [262]. Mi nismo uradili histolosku analizu
prihvacenih kalemova 100 dana nakon keratoplastike, kojom bi iskljucili
eventualnu inflamatornu reakciju niskog stepena i potencijalno hroni¢no
odbacivanje kalema, Sto je ranije opisano kod transplantacije solidnih organa [258],
Medutim, na istoj vremenskoj distance (dan 100.) nisu mogle da se detektuju IFN-y
produkujuce aloreaktivne Celije u slezini primaoca sa neodbacenim kalemom, koji
su dobili injekciju od 5x105 MLCpres ¢elija.

Pokazali smo da transfer 5x10> MLCpres ¢elija dovodi trajnog opstanka kalema
kod nekih primaoca, dok injekcija od 1x105 MLCrres celija u kombinaciji sa
kratkotrajnom aplikacijom rapamicina znacajno produzava vreme opstanka
kornealnog alokalema (SVO: 36.6 * 28.8 dana). Ovo je u skladu sa nedavnom

opservacijom Tsang-a i saradnika [161] da manje injekcija alloantigen specifi¢nih
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Treg celija moZe biti nedovoljno za postizanje trajnog opstanka alokalema na
modelu eksperimentalne transplantacije srca.

U nasoj studiji adoptivni transfer prirodnih kao i aloantigen specificnih Treg
¢elija nije imao znacajan efekat na CD3, IL-2 i IFN-y transkripciju u kalemu.
Dodatna aplikacija rapamicina znacajno je snizila akumulaciju navedenih markera
u kalemu, redukovala nivo markera maturacije dendriti¢nih ¢elija u slezini i time
mogla da uti¢e na produZenje opstanka kornealnog alokalema.

Takode, dodatak rapamicina u kombinaciji sa transferom 1x105 MLCpres ¢elija
znacajno je povecao prisustvo Foxp3+Treg Celija u dreniraju¢em limfnom c¢voru.
Medutim ekspanzija CD4+*CD25*Foxp3+* regulatornih T celija u dreniraju¢im i
nedreniraju¢im limfnim ¢vorovima nije bila statisticki znacajna kod primaoca koji
su dobili 5x105 aloantigen specificnih Treg celija jedan dan pre planirane
keratoplastike. Ovo je u skladu sa nedavnim zapaZanjem na modelu keratoplastike
kod miSeva gde nije nadena razlika u prisustvu CD4+CD25*Foxp3* Treg celija u
dreniraju¢em limfnom ¢voru kao ni kalemu kod primaoca koji su prihvatili alograft
u odnosu na primaoce kod koji je doSlo do reakcije odbacivanja kalema u nisko
rizicnoj kombinaciji miseva [17¢l, Medutim, uocen je znacajan porast u ekspresiji
Foxp3 iRNK u dreniraju¢em limfnom ¢voru primaoca sa neodbacenim kalemom u
odnosu na primaoce sa odbacenim alokalemovima. Takode, ove Foxp3 Treg celije
bile su efikasnije u prevencije reakcije odbacivanja roZnjace nakon eksperimenata
sa adoptivnim transferom. Funkcionalni status Treg ¢elija i nivo Foxp3 ekspresije
direktno su povezani sa potencijalom regulatornih T ¢elija u prevenciji reakcije
odbacivanja kalema, kao $to je nedavno pokazao Chauhan sa saradnicima [176l,

Mehanizmi kojim terapija anti-CD4 antitelima indukuje selekciju regulatornih
T ¢elija in vivo nisu do kraja razjasnjeni. Poznato je da primena non-depleting anti-
CD4 mAt (YTS 177) i donor specificne transfuzije kod naivnih miSeva omogucava
razvoj aloantigen reaktivnih CD4*Treg Celija koje primaoca Cine tolerantnim na
naknadno transplantiran alokalem [117. 144, 263, 264] Jo§ uvek se ne zna tacno na koji
nacin navedeni terapijski protokoli indukuju antigen-specificne Treg celije koje
mogu da suprimiraju anti-donor T Celije. Nedavno su Nagahama i saradnici [151]
pokazali da kombinovana terapija sa anti-CD4 mAt i DST moZe da indukuje donor-

specifi¢nu toleranciju na DBA/2 koZni kalem kod BALB/c miSeva rekonstituisanih
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sa nefrakcionisanim T C¢elijama, ali ne i kod transfera T celija koje su liSene
Foxp3+CD4+*CD25* Treg populacije. Anti-CD4/DST omogucava in vivo ekspanziju
antigen-specificnih Treg Celija, a inhibira ekspanziju antigen specifi¢cnih
efektorskih T ¢elija (GITR°wCD4+* T ¢elija). U skladu sa in vivo eksperimentima su i
in vitro rezultati obzirom da su anti-CD4 antitela inhibirala ekspanziju GITRlewCD4+
T Celija u mesanoj limfocitnoj reakciji. Takode i kod imunog odgovara u potpunog
MHC nepodudarnoj kombinaciji izmedu BALB/c (H-2d) T ¢elija i B6 (H-2b)
dendriti¢nih Celija, anti-CD4 omogucio je ekspanziju Foxp3+CD4+CD25* Treg Celija,
a inhibirao ekspanziju efektorskih T celija. Navedeni razultati ukazuju da
osetljivost na anti-CD4 predstavlja fundamentalnu razliku izmedu prirodnih Treg i
neregulatornih CD4+ T Celija.

Oliveira i saradnici [171] takode su nedavno pokazali da anti-CD4 mAt u
meSanoj limfocitnoj kulturi omogucavaju selektivnhu ekspanziju inicijalnih
prirodnih CD4+CD25* Foxp3* Treg Celija, ali i diferencijaciju alo-antigen specificnih
indukovanih regulatornih T Celija. Mi smo u nasoj studiji, koristeci sli¢nu strategiju,
takode potvrdili efikasnost anti-CD4 antitela u selekciji Treg ¢elija koje su in vivo
suprimirale reakciju odbacivanja kornealnog alokalema wu visko-rizi¢noj
kombinaciji miseva.

Osnovni mehanizam kojim terapija anti-CD4 anitelima indukuje selekciju
Treg Celija in vitro nije sasvim poznat. CD4 je vaZan akcesorni i ko-stimulatorni
molekul koji pojacava signal koji prima TCR kompleks i pomaZe u aktivaciji T celija
(1721, Blokada ove interakcije pomoc¢u anti-CD4 antitela povecava prag aktivacije
putem T celijskog receptora [173], Pretpostavlja se da je primenom navedenog
protokola T ¢elijska aktivacija ciljano oteZana i samo mali procenat Celija podleze
aktivaciji i proliferaciji (regulatorna populacija), dok ¢elije koje ne prime nijedan
signal kona¢no umiru apoptozom (ovo obuhvata efektorsku populaciju) [1711.

Pored toga Sto su Foxp3 Treg prirodno u takozvanom ,antigen-stimulisanom®
statusu ve¢ u timusu pre aktuelnog kontakta sa antigenom na periferiji, ove celije
se lakSe aktiviraju od naivnih i zbog visoke ekspresije T celijskih akcesornih
molekula uklju¢ujué¢i adhezione molekule kao $to je LFA-1[265], Ustvari, Foxp3 cCelije
fizicki prevladavaju neregulatorne T Celije u agregaciji oko antigen-prezentujucih

¢elija in vitro pomoéu LFA-1-zavisnog mehanizma i suprimiraju ushodnu
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regulaciju ekspresije CD80/CD86 putem CTLA-4 zavisnog mehanizma i maturaciju
antigen prezentuju¢ih celija [266, 267]. Navedeni nalazi ukazuju da antigen
stimulisane Treg Celije mogu biti rezistentnije u udnosu na naivne T Celije prema
ko-stimulatornoj blokadi, pomoéu na primer anti-CD4, omogucavajuci
predominantnu ekspanziju antigen-specificnih Treg [268],

Nasi rezultati mogu da doprinesu boljem razumevanju uloge prirodnih i
antigen specificnih Foxp3+CD4+CD25* Treg Celija u prevenciji reakcije odbacivanja
kornealnog alokalema u visoko-rizi¢noj kombinaciji miSeva. Takode, ovde smo
pokazali i terapijski potencijal non-depleting anti-CD4 antitela u selekciji i

ekspanziji regulatornih T Celija.

5.4 KLINICKA RELEVANTNOST REZULTATA

Genetski dobro okarakterisani modeli na Zivotinjama, pre svega pacovima i
misSevima, ve¢ su obezbedili vazne dokaze o imunoloskoj privilegiji roZnjace i
imunobiologiji reakcije odbacivanja nakon keratoplastike i time omogucili dalja
istrazivanja imunologije transplantiranog alokalema. Takode, pokazalo se da su
rezultati dobijeni na eksperimentalnom modelu ¢esto primenjivi i u humanoj
medicini. Kao i kod ljudi, vazne imunoloSke reakcije kod ovih Zivotinja pod
kontrolom su gena glavnog histokompatibilnog kompleksa. Glavni
histokompatibilni kompleks lokalizovan je na 6. hromozomu kod ljudi i 17.
hromozomu kod miSeva. Kod ljudi, ovi geni nazvani su humani leukocitni antigeni
ili HLA geni, a kod miSeva su poznati kao H-2 geni. Zanimljivo je da je raspored
ovih gena sli¢an kod ljudi i miSeva. Kod obe vrste postoje po tri glavna gena I klase
i to su HLA-A, HLA-B i HLA-C kod ljudi, i H2-K, H2-D i H2-L kod miSeva. Svaki od
ovih gena kodira a lanac odgovaraju¢eg proteina I klase MHC molekula. Drugu
subjedinicu molekula [ MHC klase (2 mikroglobulin) kodiraju geni lokalizovani na
15. hromozomu kod ljudi i 2. hromozomu kod miseva. Region II klase MHC
kompleksa obuhvata gene koji kodiraju 4 i a lanac odgovarajuceg molekula II
(MHC) klase i to su HLA-DR, HLA-DP i HLA-DQ kod ljudi, a H-2A i H-E kod misa
[269],

Znacaj HLA antigena za keratoplastiku vec¢ je potvrden na eksperimentalnim

modelima pod kontrolisanim uslovima [270. 16]. Distribucija ovih antigena u roZnjaci
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takode je slicna kod ljudi i miSeva. Antigeni glavnog histokompatibilnog kompleksa I
klase najviSe su zastupljeni u epitelu, a znacajno manje u stomi i endotelu. HLA
antigeni II klase mogu se naci u kornealnom epitelu, pre svega u limbalnom regionu i
stromi [271]. Medutim, ekspresija antigena povecava se kod odbacivanja kalema [271],
usled hirurske intervencije i inflamacije. Langerhansove celije i makrofage imaju
znacajnu ulogu u humanoj i eksperimentalnoj keratoplastici na miSevima.

Takode, na eksperimentalnoj keratoplastici kod glodara pokazano je da kod
odredenih donor-primalac kombinacija, minorni histokompatibilni (H) antigeni
predstavljaju vecu prepreku za opstanak kalema u odnosu na MHC aloantigene [272
23], Minorni H antigeni su peptidi koji poti¢u od polimorfnih proteina. Imunogenost
H antigena nastaje usled njihove prezentacije na plazma membrani u kontekstu
HLA molekula I i Il klase, gde ih prepoznaju aloreaktivne HLA restriktivne T Celija.
Antigeni H-Y grupe eksprimirani su samo kod muskaraca i prisutni su u svim
tkivima ukljucujuéi i roZnjac¢u. Obzirom da se epitopi H-Y antigena ispoljavaju u
kontekstu HLA-A1, moguca je imunoloska reakcija na ovaj kalem ako je primalac
Zena. Vecina minornih H antigena kodirana je od strane autozomnih hromozoma i
kod ljudi su uglavnom nepotpuno okarakterisani [269],

U klinickoj praksi HLA tipizacija ne primenjuje se rutinski, mada su mnoge
studije, pretezno u Evropi, pokazale znacajnu Korist za opstanak grafta kod HLA-A,
HLA-B, i HLA-DR tipizacije [15 16 273], Dugatrajan opstanak kalema poboljsalo bi se
rutinskom HLA tipizacijom glavnih i selektiranih minornih histokompatibilnih
antigena.

Sve ovo navedeno ukazuje da rezultati ove studije sprovedeni na animalnom
modelu sa potpuno nepododarnim glavnim i minornim histokompatibilnim
antigenima mogu bazi¢no biti primenjeni i na klinicke probleme posle perforativne
keratoplastike.

Mogucnost eksperimentalnog testiranja preventivnih i terapijskih strategija u
jednom visoko tkivno nepodudarnom sistemu sa konstantnim HLA disparitetom
moze biti od velikog klinickog znacaja. Animalni modeli su ve¢ koriS¢eni za
testiranje novih oblika terapije kod keratoplastike. Studije na pacovima i miSevima
pogodne su za ovu vrstu istraZivanja imajuc¢i u vidu ve¢ navedene prednosti ovih

modela.
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RoZnjaCa je privilegovana za transplantaciju kako u pogledu anatomskih
karakteristika tako i zbog mogucnosti da se lekovi aplikuju direktno na
transplantirano tkivo redukujuci na taj nacin sistemske nezeljene efekte. U visoko-
rizi¢nim situacijama imunoloska privilegija je narusena pa je rizik za gubitak grafta
tokom godinu dana ve¢i od 50% bez primene sistemske imunosupresje [3 184],
Aktivacija recipijentnog imunog sistema na transplantat i klonalna ekspanzija
aloreaktivnih T ¢elija odvija se u limfoidnom tkivu. Ova hipoteza potvrdena je u
ekspetimentalnoj keratoplastici gde je pokazano da se odbacivanje kalema ne
javlja kod primaoca sa prethodno odstranjenim sekundarnim limfoidnim organima
[217], Kako topikalni steroidi ne dostizu limfoidne organe a sistemski steroidi nisu
dovoljno efikasni u supresiji klonalne ekspanzije T ¢elija, neophodna je primena
sistemske imunosupresivne terapije da bi se sacuvao providan kornealni alokalem.

Zbog nedostatka velikih komparativnih prospektivnih studija, protokoli koji
se koriste u praksi bazirani su na individualnom klinickom iskustvu, nekim
eksperimentalnim dokazima i malim nekontrolisanim i/ili retrospektivnim
Klini¢kim studijama.

Rapamicin i CsA, kao imunosupresivni agensi, nezavisno su ispitivani u
eksperimentalnoj Kkeratoplastici [192. 193], Pozitivna klinicka iskustva sa
ciklosporinom A u prevenciji odbacivanja kornealnog kalema nakon visoko-rizi¢ne
keratoplastike pokazana su u nekoliko kontrolisanih i nekontrolisanih klinickih
studija [3- 184 2741, S druge strane, jedan broj autora nije potvrdio pozitivan efekat
CsA na ishod visoko-rizi¢ne keratoplastike [275 276, 277],

Sa pojavom novih potentnih imunosupresiva kao Sto su rapamicin i MMF, koji
nemaju nefrotoksi¢ni potencijal inhibitora kalcineurina, paZnja je preusmerena na
kombinovane imunomodulatorne protokole. Imunosupresivni potencijal moZe se
povecati kombinacijom dva imunosupresiva, time se smanjuju toksicni neZeljeni
efekti specificni za pojedinacno primenjene lekove. Pokazana je efikasnost
kombinacije CsA i MMF-a nakon klinicke limbokeratoplastike [278]. Klinicka
efikasnost kombinovane primene CsA i rapamicina potvrdena je nakon
transplantacije solidnih organa [279, 280],

Imaju¢i u vidu prednosti eksperimentalne transplantacije na miSevima za

imunoloska istrazZivanja, analizirali smo kombinovani efekat malih doza rapamicina i
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ciklosporina A na opstanak kornealnog alokalema u visoko-rizi¢noj kombinaciji
miSeva. Kombinovana terapija sa sinergistickim imunosupresivnim lekovima
povecava efikasnost i istovremeno redukuje neZeljene toksicne efekte selektivnom
primenom nizih doza. Ovo je posebno vazno za pacijente sa visoko-rizicnom
keratoplastikom obzirom da bolesnici nisu vitalno ugrozeni, pa je precizna kalkulacija
potencijalnog rezika i pozitivnog efekta sistemske imunosupresivne terapije veoma
vazna i treba je pazljivo sprovesti kod svakog pacijenta.

Mada imunosupresivna terapija smanjuje rizik od odbacivanje transplantata,
ona moZe da ima i negativan uticaj na razvoj antigen-specifi¢cnih Treg celija. Zbog
toga postoji veliko interesovanje u pogledu efekta imunosupresivnih lekova na
razvoj i funkciju Treg cCelija u eksperimentalnim i klinickim studijama [3l.
Kalcineurinski inhibitori (CNI), kao Sto je CsA, sprecavaju T-Celijsku aktivaciju pa
mogu da onemoguce indukciju tolerancije posredovanu Treg Celijama.
Imunosupresivni lekovi koji ne sprecavaju T celijsku aktivaciju, kao Sto je Rapa,
bolji su izbor za indukciju tolerancije [1l. Takode nakon transplantacije, nekoliko
studija poredilo je pacijente koji su primali CNI sa onima koji su leceni
rapamicinom. U jednoj studiji, nakon trasplantacije bubrega, kod pacijenata koji su
primali CNI-e konstatovan je znacajno niZi procenat perifernih CD4+CD25high T
¢elija u poredenju sa pacijentima koji su tretirani rapamicinom [281l. Druga studija,
navodi redukovan broj perifernih CD4+CD25highFoxp3+ Treg Celija kod pacijenata
sa stabilnim transplantatom jetre koji su leceni visokim dozama CNI u poredenju
sa niskim dozama CNI ili zdravim volonterima [282], U funkcionalnom smislu
CD4+CD25+* celije od pacijenata tretiranih rapamicinom suprimiraju direktan imuni
odgovor, ali na Zalost nisu poredene sa Treg Celijama od pacijenata tretiranih CNI-
malZ81l, Takode, nedavno je publikovano da konverzija imunosupresivne terapije
sa kombinacije takrolimus/MMF na rapamicin monoterapiju nakon transplantacije
bubrega znacajno povefava procenat i absolutni broj cirkuliSu¢ih
CD4+CD25highFoxp3+ Treg, dok konverzija na takrolimus monoterapiju nije imala
ovaj efekat [113], Navedeni rezultati ukazuju na razli¢ito pomerenje balansa izmedu
Treg i Tef celija pod uticajem CNI ili rapamicina [283]. Da li porast proporcije
CD4+CD25MighT  ¢elija kod pacijenata tretiranih rapamicinom doprinosi

tolerogenijem imunom odgovoru prema graftu ostaje da se utvrdi.
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Kako imunosupresivna terapija sa ciklosporinom A ili rapamicinom mozZe
imati znacajan uticaj na razvoj i funkciju regulatornih T Celija, nasi rezultatu mogu
biti dodatna podrska savremenim strategijama u klinickoj transplantaciji
baziranim na pazljivoj selekciji imunosupresivnih lekova.

U transplantaciji, FOXP3* T ¢elije imaju ulogu u supresiji aloreaktivnih T ¢elijaiu
indukciji transplantacione tolerancije. U klinickim studijama analizirana je FOXP3
ekspresija u uzorcima grafta i perifernoj krvi, ali klinicki znacaj varijacija u ekspresiji i
frekvenciji ovih ¢lija nije potpuno jasan. Takode, za interpretaciju rezultata u
transplantacionim uslovima neophodno je razumevanje efekata imunosupresivne
terapije na FOXP3 ekspresiju kao i potpunije poznavanje imunobiologije ovih Celija.

Kod akutne reakcije odbacivanja kalema nakon transplantacije bubrega i srca
nadene su vece vrednost iRNK nivoa u uzorcima biopsije u poredenju sa uzorcima
bez histoloske potvrde akutnog odbacivanja [284 2101, Takode, viSi nivo FOXP3
ekspresija izgleda da je udruZen sa reverzibilnom akutnom reakcijom i nizim
stepenom propadanja grafta.

Pokazano je da pacijenti sa hroni¢cnim odbacivanjem nakon transplantacije
bubrega imaju manji broj perifernih CD4+*CD25"ghT ¢elija u odnosu na pacijente sa
operativnom tolerancijom i stabilnom funkcijom grafta ili zdravu kontrolnu grupu.
Analiza FOXP3 ekspresije pokazala je smanjen broj CD4+CD25hishFoxp3+ Celija sa
normalni regulatornim profilom, dok je kod pacijenata sa prihvacen graftom broj
ovih ¢elija bio slican zdravim volonterima [285], Sli¢ni rezultati konstatovani su kod
pacijenata sa stabilnom transplantacijom jetre [286.287], Navedeni podaci ukazuju na
moguci doprinos broja Treg ¢elija na dugotrajan ishod grafta [2851,

U poredenju sa Treg Celijama kod miSa, humane CD4+CD25+*Foxp3+* T Celije nisu
u potpunosti okarakterisane, a razumevanje njihove imunobiologije od krucijalnog je
znaCaja pre pocetka Kklinicke aplikacije. Treg Celije ispoljavaju intracelularni
transkripcioni faktor FOXP3 [288] koji ima kriticnu ulogu u generisanju i perifernom
odrzavanju Treg Celija kod glodara [258] i ljudi [289]. Medutim, postoje i neka ogranic¢enja
za primenu samo FOXP3 ekspresije za studiju Treg ¢elija kod ljudi. Postoje dokazi koji
ukazuju da se humani FOXP3 tranzitorno ispoljava u aktiviranim T ¢elijama, nekada
bez regulatornog fenotipa [287]. Takode to je intracelularni protein pa se ne moze

Koristiti za izolaciju Treg ¢elija za funkcionalna ispitivanja.
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Zbog malog broja Treg Celija u perifernoj krvi, optimalna ex vivo ekspanzija sa
ocuvanjem odredenih svojstva kao Sto su opstanak celija nakon infuzije, in vivo
migracija Celija do mesta aloreaktivnosti kao i aloantigen-specificna supresija od
esencijalnog su znacaja da bi ove celije mogle da se primene u humanoj medicini
[290,291], Do sada se kultura sa anti-CD3 i anti CD28 mAt (obloZene perle navedenim
antitelima) pokazala kao najefikasnija metoda ekspanzije prirodnih Treg ¢elija kod
miSeva i ljudi [292],

Kao i svaka terapija, klinicka primena ex-vivo ekspandiranih Treg celija
takode je udruZena sa potencijalnim rizicima. Postoji teorijski rizik da ove celije
mogu in vivo da se transformisu u efektorske T Celije, narocito ako se radi o infuziji
antigen-specifi¢nih Treg celija [293. 2941, Takode, pokazano je da su IL-6 [295] i IL-1
[296] potrebni za konverziju Treg Celija u proinflamatorne efektorske ¢elije kod
miSeva i ljudi. Ovo predstavlja ozbiljan rizik imajuci u vidu inflamatorne signale
udruZene sa hirurSkom traumom u toku same transplantacije.

Studije su pokazale da su antigen-specificne ¢elije potentnije u odnosu na
poliklonalne Treg celije [160. 258, 2591 Znacajna prednost ovih celija je Sto se
imunomodulatorna funkcija ostvaruje u limitiranim zonama, ukljucujué¢i kalem i
drenirajuc¢e limfne c¢vorove [297], pa je na taj nacin izbegnuta potencijalna
pansupresija. Mi smo takode pokazali u nasoj studiji da su antigen-specificne Treg
¢elije bile znacajno potentnije u prevenciji odbacivanja kornealnog alokalema u
odnosu na sveZe izolovane prirodne Treg celije. Medutim, poliklonalne celije u
izvesnim transplantacionim uslovima imaju znacaj zbog velike frekvencije
aloreaktivnih prekursora, kao $to je pokazano kod pacijenta koji su razvili GVHD
(graft versus host disease) nakon transplantacije kostne srzi [298],

Takode, opisane su i klinicke strategije za ekspanziju antigen-specificnih Treg
¢elija koje poseduju indirektnu [299. 2561 j/ili direktnu alospecifi¢nost [300l. Medutim,
pre klinicke aplikacije ex vivo ekspandiranih Treg Celija u transplantaciji tkiva i
organa njihov potencijal i karakteristike moraju biti dodatno testirane na
animalnim modelima.

Bolje poznavanje Treg Celija i njihove uloge u eksperimentalnoj keratoplastici
otvara nove perspektive za prevenciju odbacivanja kornealnog alokalema u

klini¢koj transplantaciji.
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj studiji analizirali smo efekat sistemske primene male doze rapamicina,
u vidu monoterapije ili u kombinaciji sa malom dozom CsA, u prevenciji
odbacivanja kornealnog alokalema u visoko rizicnom eksperimentalnom
modelu. Pokazali smo da rapamicin monoterapija umereno odlaze reakciju
odbacivanja kalema, dok kombinovana terapija (Rapa+CsA) produzava
opstanak kalema na statisticki znacajno viSem nivou. Kombinovana
imunomodulatorna terapija efikasno modulira iRNK ekspresiju inflamatornih i
infiltracionih markera S$to je verovatno uticalo na odlaganje reakcije
odbacivanja kornealnog alokalema. Dodatak male doze CsA nije ispoljio
znacajan supresivni efekat na Foxp3 iRNK ekspresiju u kalemu. Takode,
navedena kombinovana terapija sa malim dozama rapamicina i CsA ocuvala je

homeostazu CD4+CD25*Foxp3+* Treg Celija u slezini.

Ovde smo pokazali da jedna injekcija od 5x10> sveZe izolovanh prirodnh
CD4+CD25* T regulatornih ¢elija, kao i kombinacija adoptivnog transfera
prirodnih CD4+CD25* Treg Celija sa malom dozom CsA ili rapamicina znacajno
produZava opstanak kornealnog alokalema u visoko rizi¢noj kombinaciji donora i
primaoca. Mala doza CsA nije ispoljila negativan efekat na terapijsku efikasnost
prirodnih Treg ¢elija, mada nije ni dodatno produZila opstanak kalema. S druge
strane, dodatak rapamicina pokazao je tendenciju ka daljoj prolongaciji opstanka
kalema. Takode, primenom rapamicina nakon transfera prirodnih Treg celija
znacajno je redukovan DC-LAMP marker, specifican za zrele dendriticne celije
lokalizovane u limfoidnom tkivu. Rapamicin je efikasnije inhibirao ekspresiju
citokina u kalemu $to moze biti dodatni razlog za odlaganje reakcije odbacivanja.
Nakon injekcije prirodnih Treg celija, samih ili u kombinaciji sa rapamicinom,
znacajno je povecano prisustvo CD4+*CD25*Foxp3* regulatornih T celija u
dreniraju¢im limfnim c¢vorovima. Dodatak male doze CsA nakon injekcije
prirodnih Treg Celija onemogucio je ekspanziju CD4+CD25+Foxp3+* regulatornih T
¢elija u drLN-ima. Medutim, sve terapijske strategije efikasno su inhibirale IFN-y

produkujuée memorijske Celije u slezini.
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Kako imunosupresivna terapija sa CsA ili rapamicinom, moze imati znacajan
uticaj na razvoj i funkciju CD4+CD25*Foxp3+* regulatornih T Celija, nasi rezultati
mogu biti dodatna podrSka paZljivoj selekciji imunosupresivnih lekova u

Kklini¢koj transplantaciji.

Mi smo ovde pokazali da in vitro stimulacija naivnih nefrakcionisanih CD4+
¢elija u meSanoj limfocitnoj kulturi sa alogenim B limfocitima, u prisustvu non-
depleting anti-CD4 mAt, povlaci selekciju populacije CD4+*CD25+Treg Celija koje
eksprimiraju Foxp3 u visokom procentu u poredenju sa kontrolnom grupom i
ispoljavaju svoj regulatorni potencijal in vivo.

Najznacajniji rezultat je da je injekcija od 5x10° aloantigen specificnih Treg
¢elija indukovala trajno prihvatanje BALB/C kornealnog kalema kod 37.5%
C57BL/6 primaoca bez primene dodatne sistemske imunosupresivne terapije.
Takode, pokazali smo da su antigen specificne CD4+*CD25* Treg Celije (MLCpres)
usmerene ka kontroli direktnog puta prezentacije antigena efikasnije u
prevenciji akutne reakcije odbacivanja kornealnog alokalema u poredenju sa
injekcijom poliklonalnih prirodnih CD4+CD25* Treg celija. Sto dana nakon
keratoplastike IFN-y produkuju¢e memorijske c¢elije nisu mogle da se
detektuju u slezini Zivotinja koje su dobile samo 5x105> MLCpres ¢elija.

Pokazali smo da transfer 1x10° aloantigen specificnih CD4+CD25* Treg cCelije
(MLCrres) u kombinaciji sa kratkotrajnom aplikacijom rapamicina znacajno
odlaze akutnu reakciju odbacivanja kornealnog alokalema (SVO: 36.6 + 28.8
dana), ali nije dovoljan za postizanje trajnog opstanka kalema. Dodatna
aplikacija rapamicina znacajno je snizila akumulaciju inflamatornih markera u
kalemu i redukovala nivo markera maturacije dendriti¢ih ¢elija u slezini, Sto je

moglo da utiCe na dodatnu prolongaciju opstanka kornealnog alokalema.
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Spisak skracenica

ACAID
AP-1
CCL19,
CNI
CsA
CTLA-4
DC-LAMP
DST
FCS
Foxp3
GIT
GITR
GVHD
HLA
i.p.

L.
ICAM-1
IF-y

IL

IPEX
iTreg
JAK/STAT
LFA-1
LPS
MHC
MLC
MMF
mTOR
NFAT
nTreg
PBS

Antherior chamber associated immune deviation

Activator protein-1

Hemokin (C-C) ligand 19

Calcineurin inhibitor, kalcineurinski inhibitor

Ciklosporin A

Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4

Dendritic cell - lysosome-associated membrane protein

Donor specificna transfuzija

Fetal calf serum

Forkhead box protein

Gastrointestinalni trakt

Glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor - protein
Graft versus host disease

Humani leukocitni antigen

intraperitonealno

intravenski

Intracellular Adhesion Molecule 1,

Interferon-y

Interleukin

Immune disregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked
Indukovane T regulatorne Celije

Janus kinase/Signal transducer and activator of transcription
Leukocyte function associated antigen

Lipopolisaharid

Major histocompatibility complex, Glavni histokompatibilni kompleks
Mixed lymphocyte culture, mesana limfocitna kultura
Mikofenolat-mofetil

Mammalian target of rapamycin

Nuclear factor of activated T cells

natural Treg, prirodne Treg

Phosphate-buffered saline, puferovani fizioloski rastvor
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PI3K
Rapa
RPMI
RT-PCR
TCR
TGF-8
TNF-a
Treg
VCAM-1

Fosfatidil-inozitol-3-kinaza

Rapamicin

Roswell Park Memorial Institute medium

Real time- polymerase chain reaction

T-Celijski receptor

Transforming growth factor-f3, transformisuci faktor rasta
Tumor necrosis factor a, Faktor nrkroze tumora a

T regulatorne Celije

Vascular cell adhesion molecule 1

109



BIOGRAFIJA AUTORA

Svetlana Stanojlovi¢ rodena je 23. 05.1968. godine u Bijeljini.

Medicinski fakultet u Beogradu zavrsila je 1993. godine sa srednjom ocenom 9,16.
Specijalisticki ispit iz oftalmologije poloZila je 1999. godine sa odlicnom ocenom na
Medicinskom fakultetu u Beogradu.

Magistarski rad pod naslovom ,Mogu¢nosti lecenja intraokularnih tumora sa
sekundarnim glaukomom®“ sa uspehom je odbranila 2002. godine.

Juna meseca 2003. godine polozila je sa uspehom medunarodne testove iz oblasti
bazicne i klinicke oftalmologije: International Basic Science Assesment for
Ophthalmologist i International Clinical Science Assesment for Ophthalmologist.
Kao stipendista Evropskog oftalmoloskog udruZenja boravila na Odeljenju za
prednji segment oka, Moorfields Eye Hospital, u Londonu.

U okviru edukacije o primeni amnionske membrane u oboljenjima prednjeg
segmenta oka provela mesec dana na Univerzitetskim klinikama u Kelnu i Esenu u
Nemackoj.

U periodu od 2007. do 2008. godine radi kao naucni saradnik na Oc¢noj Klinici
Charite Medicinskog Univerziteta u Berlinu u projektu ¢iji je nosilac Prof. Dr Uwe
Pleyer (Deutsche Forschungsgemeinschaft (P1 150/14-2)).

Zaposlena je na Klinici za ofne bolesti Klinickog centra Srbije na Odeljenju za
oboljenja i hirurgiju prednjeg segmenta oka od 2000. godine.

0Od aprila 2009. godine zaposlena je na Medicinskom fakultetu u Beogradu.

110



Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucanu-a CBetyiana CtaHojyoBrh

Opoj ynuca

UsjaBrbyjem

[a je OOKTopCcKa ancepTaumja nog HacrnoBom

UcnuTuBamwe edpekaTa MMYHOCYNIpeCcHBHe U heJsvjcke Tepanuje y
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje [OKTOPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa __ CBeTsaHa CTaHojioBrh

Bpoj ynuca

Crtyaumjckn nporpam
UcnutuBame edpekaTa UMYHOCYNIpECHBHE U hesunjcke Tepanuje y

Hacnos paga eKCHepI/IMEHTaJIHOi KepaTolJaCTUIIN

Mentop _Ilpod. [ip Cno6oaaH l'osy6oBuh

MoTnncanu
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