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UTICAJ STARENJA NA FENOTIPSKE | FUNKCIJSKE KARAKTER ISTIKE
DENDRITSKIH CELIJA RAZLI CITIH SOJEVA PACOVA

Rezime

Dendritskecelije (DC) su profesionalne antigen-prezentigelije koje ¢ine
sponu izmédu uraienog i stéenog imuniteta i imaju vaznu ulogu u imunskom
odgovoru. Pored toga, M imaju ulogu u uspostavljanju i odrzavanju imun&k3
tolerancije, kao i u patogenezi autoimunskih baldstraZivanja na polju biologije
starenjatelija imunskog sistem su pokazala da tokom stardemjaponente i urdenog i
stetenog imuniteta podleZzu promenama. Podaci vezanitizaj starenja na O nisu
konzistentni i uglavnhom se odnose d¢&ije humanog poreklg&elije primata i miSeva,
dok nema podataka o uticaju starenja Kagacova.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispitecaj starenja na fenotipske i
funkcijske karakteristike konvencionalnih(D(kDC) pacova, kao i modi znasaj
sojnih razlika za nastanak starenjem uslovljendnm@na oviktelija. Takate, cilj je bio
i da se utvrdi da li starenjem uslovljene promeB€ kpacova koreliraju sa promenom
osetljivosti pacova na indukciju organ-spegith autoimunskih bolesti. Ispitivane su
sveze izolovane kO i stimulisanein vitro lipopolisaharidom (LPS). Konvencionalne
DC su izolovane iz slezina pacova uzrasta 3 meselzli(imdrasli pacovi) i 26 meseci
(stari pacovi) Albino Oxford (AO) i Dark Agouti (DAsoja, koji pokazuju razlit
stepen osetljivosti na indukciju organ-spetié autoimunske bolesti posredovane
Th1/Th17 limfocitima, kao Sto je eksperimentalnicaonunski encefalomijelitis (EAE).

Starenje dovodi do e zastupljenosttelija CD4- fenotipa u populaciji sveze
izolovanih kDC starih AO pacova za razliku od mladih Zivotinjadkkojih je brojnija
CD4+ subpopulacija, a ne & na zastupljenost ovih subpopulacija kod DA pagcova
tako da je kod njih u oba uzrasta dominantna Cbpspulacija. Osim toga, sveze
izolovane kI starih AO pacova pokazuju nezreliji, a starih Ddcpva zreliji fenotip,

u odnosu na kD mladih pacova odgovarajeg soja, a 5to je procenjeno na osnovu
nivoa ispoljenosti aktivacionih molekula (CD80, GBIBCD40). U skladu sa fenotipom,
endocitozni kapacitet kD starih AO pacova je bio g dok je kod kO starih DA
pacova bio manji. Starenje dovodi do promena urekgpiRNK za proinflamatorne i

imunoregulatorne citokine kod pacova oba sojamsstio su te promene suprotne kada



je u pitanju IRNK za IL-6 i IL-B (starenje smanjuje ekspresiju iIRNK za IL-6, a
poveava ekspresiju iRNK za ILfLkod AO), razléite (IRNK za IL-10 raste kod DA, a
ne menja se kod AO pacova) ili@le (ekspresija TNIe- se povéava kod oba soja
pacova, a IRNK za TGB-se zn#&ajno ne menja).

Kod AO pacova starenje pateva, a kod DA pacova smanjuje
aktivaciju/sazrevanje kO nakon stimulacije LPS-om. Kod pacova oba sojaesja
smanjuje sposobnost KD stimulisanih LPS-om da indukuju proliferaciju a#wgh
CD4+ T limfocita, Sto se moze povezati sa manjorstigom MHC molekula Il klase
na ovim ¢elijama u odnosu na odgovarégucelije mladih pacova. Takie, starenje
dovodi do sojno specifinih promena u sintezi i sekreciji citokina koji sazni za
usmeravanje diferencijacije naivnih CD4+ T limfaciKod starih AO pacova potava
se sinteza i sekrecija IL-6 i IL-23, kijnih citokina za diferencijaciju Th17 limfocita, ali
I IL-12 i TNF-a, koji usmeravaju diferencijaciju naivninh CD4+ liadita u Thicelije, a
smanjuje sinteza i sekrecija IL-10. U &Dstarih pacova DA soja, u prisustvu LPS-a
pored povéanja sinteze i sekrecije IL-6 i IL-23, paava se i sinteza i sekrecija IL-10,
a smanjuje TNF, dok sinteza i sekrecija IL-12 ostaje na onom uikoji je izmeren u
ovim c¢elijam koje su izolovane iz mladih pacova. Stareppvetava nivo IFNy
(citokina koji karakteriSe Thl limfocite) i IL-17cifokina koji karakteriSe Th17
limfocite) u ko-kulturi alogenih CD4+ limfocita ilXC pacova AO soja stimulisanih
LPS-om, dok u ko-kulturi KD pacova DA soja stimulisanih LPS-om i alogenih CD4+
limfocita, ne dovodi do promene nivoa IBN-IL-17, makar delimino usled pov&ane
sekrecije IL-10 od strane kD

U zavisnosti od soja, starenje réih utice na razvoj EAE-a. Starenjem AO
pacovi, koji su relativno rezistentni na indukcilAE-a u ranom adulthom uzrastu,
indukciju EAE-a, pokazuju ziajno smanjenje osetljivosti sa starenjem. Ove prame
u osetljivosti na indukciju EAE-a koreliraju sa retiajem uslovljenim promenama u
ekspresiji gena za citokine koji usmeravaju difef@aciju CD4+ limfocita ucelije
Th1/Th17 citokinskog profila.

U zakljwku, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju slarenje menja
funkciju DC, ukazuju na ulogu genetskih faktora u nastankutdmena i doprinose

boljem razumevanju celularnih i molekulskih mehania koji stoje u osnovi promena



koje se udavaju kod O starih eksperimentalnih Zivotinja, $to bi mogloptadstavlja

dobru polaznu osnovu za razvoj imunofarmakoloSkitategija s cillem da se
spre&e/umanje nezeljeni efekti starenja na imunski sist@atologiju koja je vezana za
poremeéaje njegove funkcije, odnosno da se pavefikasnost imunskog odgovora,

onda kada je to potrebno.

Klju ¢éne reti: konvencionalne dendritskeslije pacova, starenje, sojne razlike,
Th polarizacija, alostimulatorna sposobnost, ertdana sposobnost, eksperimentalni
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INFLUENCE OF AGING ON PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL
CHARACTERISTICS OF DENDRITIC CELLS FROM DIFFERENT R AT
STRAINS

Summary

Dendritic cells (DCs) are the professional antigeesenting cells that form an
interface between innate and adaptive immunity play an important role in the
immune response. They are also central in the ledtatent and maintenance of
immune tolerance, as well as in the pathogenesisutdimmune diseases. Aging is
associated with the progressive immune system @sanghich involve all types of
immune cells. The data on age-associated DC atirsabrigin mainly from studies in
mice and human, and are largely inconsistent, wthidge are no data on the influence
of aging on rat DCs.

The aim of this thesis was to elucidate the infagenf aging on the phenotypic
and functional characteristics of conventional B€I3Cs), and the possible significance
of strain differences in the development of agetesl changes. In addition, this thesis
was aimed to investigate a putative correlatiorwbeh age-related changes in cDC
biology and rat susceptibility to induction of omggpecific autoimmune diseases.
Freshly isolated cDCs and cDCs stimulateditro with lipopolysaccharide (LPS) were
investigated. The cells were isolated from theeameof 3- (young adult) and 26 month-
old (aged) rats of Albino Oxford (AO) and Dark Adob@DA) strain, which are
relatively resistant (AO) and susceptible (DA) ke tinduction of Th1/Th17-mediated
organ-specific autoimmune disease, as it is expariat autoimmune encephalomyelitis
(EAE).

In AO rats aging increased relative proportion dlsc exhibiting CDA4-
phenotype within population of freshly isolated c@vhile in young animals CD4+
cells represented the predominant subpopulationinvdDCs. In DA rats aging did not
affect cDC subset composition, so predominancel@-Gubset within cDCs in rats of
both ages was found. Aging affected surface ph@eoignd endocytic capacity of
freshly isolated cDCs in a strain-specific manMamely, the lower surface density of
activation markers (CD80, CD86 and CD40) on cDGsnfraged AO rats and their
higher endocytic capacity suggested that they wes® mature that cDCs from young



rats. To the contrary, increased surface expressi@ctivation markers on cDCs and
decreased endocytic capacity of these cells in &yedats suggested that they were
more mature that corresponding cells from younsg} rat

Freshly isolated cDCs from aged AO rats expresseeased amount of mMRNA
for TNF-a and IL-13 and decreased that for IL-6 when compared withirstmatched
young rats. On the other hand, in the same calts ©of aged DA rats the expression of
MRNA for TNF-, IL-6 and IL-10 was augmented and that for f.vas diminished
relative to that of corresponding mRNA in cDCs fretnain-matched young animals.
The amounts of mMRNA for TGB-in fresh cDCs from rats of both strains and tloat f
IL-10 in the same cells from AO rats remained satith aging.

Aging exerted differential influence on cDCs actiwa/maturation in rats of AO
and DA strain. Namely, in AO rats the activationfamation of cDCs increased upon
stimulation with LPS, while in DA rats it decreasdd both rat strains, age-related
decrease in cDC capacity to induce proliferatioralddgeneic CD4+ T cells in mixed
leukocytes reaction (MLR) was found. This phenonmenmst likely reflected a lower
MHC 1l surface density on LPS-stimulated cDC froged rats compared with those
from young rats. Also, aging leads to strain specthanges in the production of
cytokines driving/influencing Th polarization. In(Arats, aging increased the LPS-
induced production of IL-6 and IL-23, the cytokinemntrolling Th17 cell polarization,
as well as IL-12 and TNE; the cytokines that direct differentiation of naiCcD4+
lymphocytes towards Thl cells, while it reduced pineduction of immunoregulatory
IL-10. In DA rats, apart from an increase in LPBastlated cDC production of IL-6 and
IL-23 with aging, the changes in LPS-stimulatedduation of some other cytokines
were found. Namely, aging increased and reducedR$estimulated production of IL-
10 and TNFa, respectively, while the LPS-induced productionlbfl2 remained
stable with aging. The aging increased the levdFbFy (Th1l signature cytokine) and
IL-17 (Th17 signature cytokine) in co-cultures diogeneic CD4+ cells and LPS-
stimulated cDC from aged AO rats, while in the ctttres of LPS-stimulated cDC
from aged DA rats with the same responder cellsnditd significantly influence the
levels of IFNy and IL-17, at least partly due to the increasemtipetion of IL-10 by
cDCs.



Aging influenced susceptibility to EAE in a strapecific manner. With aging,
AO rats, that are relatively resistant to the ingucof EAE in early adult age, became
more susceptible, while DA rats, which are highlgeeptible to the induction of EAE
in early adult age, were shown to be more residtattie disease induction. These age-
related changes in the sensitivity to the inducbb&AE correlated with the age-related
alterations in expression of genes encoding cyeskinwhich drive Thl1/Th17
polarization.

In conclusion, the data obtained in this thesidcemgd that aging alters the
functional capacity of rat cDCs and pointed outthe molecular correlates of these
changes. In addition, it pointed out to the roleggehetic factors in their development.
Overall, the findings presented in this thesis dadpresent a good starting point for
designing new immunopharmacological strategy ineprtb prevent/minimize the
adverse effects of aging on the immune system bemwt is needed, to improve the

efficiency of the immune response.

Key words: rat conventional dendritic cells, aging, straiffedences in rats, Th
polarization, allostimulatory capacity, cytokine ogduction, endocytic capacity,

experimental autoimmune encephalomyelitis

General subject area:Pharmacy

Subject area: Pharmacology-Immunopharmacology

UDC number: 57.085 : [576.385 : 591.139] (043.3)
612.429 (043.3)



SADRZAJ

IR U 1Y 5 PP PRRRP 1
1.1. DENDRITSKECELIJE ...ttt ettt 2
1.1.1. OpSte KaraKteristiKe ............uuuimmmmmmiee e 2
0 = o To =T Y © TSRS 3
1.1.3. Ontogeneza i NOMEOSLAZA.D............ccocoveeeeieieieeeeee et 4
1.1.3.1. Razvoj slezinskih KD..........ccccoviiiiceee e 6
1.1.4. Aktivacijski status i funkcijske karaktefi@ DC ............ccccevveevivvireeeeennn, 7
1.1.5. Uloga [@ u polarizaciji imunskog 0dgovora...........cceeeeeeeeeeieieeceeenenn, 9
1.1.6. Uloga [@ u imunoloSKoj tOIEranCiji............ceevmmemmreeeeeeeeeesieseeeeeeenenns 11
1.1.7. Uloga @ u nastanku autoimunskih bolesti...........cceceeveevieereeevenennan. 13
1.1.8. DendritSK@elije PACOVA.......ccoueeiee it e 14
1.1.8.1. Identifikacija, lokalizacija i SUDPOPUIRCI.........ccceeeeeeeeeeiiiiiieeeiiiiiies 14
1.1.8.2. Fenotipske KarakteriStiKe ......... e eeeeeereeeeeeeeiiiiiiiinnneeeeeeeeeeeens 16
1.1.8.3. Funkcijske karakteristike ...........ccceeieiiiiiiiiiiiiieiie e 17
1.2. STARENJE IMUNSKOG SISTEMA ... 17
1.2.1. Promene na molekulSKom NiVOU ........ccccceciiiiiiiiiie, 19
1.2.2. Promene ngelijskom nivou i nivou populacijéelija..........cccceeveeeeeeeeennnn.. 20
1.2.2.1. Limfo-hematopoetski odeljak u KOStNOj SIZi.........uuueiiiiiiiinenieninnnee. 20
1.2.2.2.Celije St&eN0g IMUNIELA ..........ceeveeeeeeeereeeeseee e etesre s eana, 20
1.2.2.3.Celije urafenog iMUNITETA ...........ccveeeeeeiee s ceeeee et 21
1.2.2.3.1. DendritSKEEIIE .....ccooee e 23
1.2.3. ImunopatoloSka stanja kod Starin .........ccccccceeeiiiiieeiieeen 25
1.3. EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI ENCEFALOMIJELITIS................ 27
1.4. SOINE RAZLIKE KOD PACOVA .....oeiiiiee i ieeeeitiiee et e e e e 28
2. CILIEVIISTRAZIVANUIA ...ttt ste st aennnan s 31
3. MATERIJAL | METODE ...ttt e e e e e et e e aenanneaees 34
3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINIE .....oiiiiiiieee e 35
3.1.1. Eksperimentalne grupe i ProCEAUIE ..o eeeeeieeeeeiiiiiiceee e e 35
3.1.2. Dozvola EtKOg KOMILELA ......uuvveeiiiiee e e e e e e e e e 36

3.2. HEMIKALIJE, ANTITELA | IMUNOKONJUGATI ....cooeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 36



3.3. IZDVAJANIECELIJA ..ot 39

3.3.1. Izdvajanje i aktivacija KD............cccvevviiieeeeeeece e, 39
3.3.1.1. Dobijanje frakcijéelija niske gustine..............c.cuvvvvevrmmmmmmeeeeeeeeennn. 39
3.3.1.2. Imunomagnetno izdvajanje D..............c..cccovieviceeeeie e 40

3.3.2. Izdvajanje CD4+ T limfocita iz slezine i ¢tdseavanje CFSE-om............... 40

3.4. PROT@NA CITOFLUOROMETRIJA ...t 41
3.4.1. Priprema uzoraka za analizu ispoljenosti bramskih antigena................ 41
3.4.2. Analiza uzoraka pratoom citofluorometrijom ...........cccoeevvvvvvcommnee e 42

3.5. ODRBIVANJIE ENDOCITOZE DEKSTRANA ... oo e eeeie e 43

3.6. ODRBIVANJE PROLIFERACIJE ALOGENIH CD4+ T LIMFOCITA..... 44

3.7. ODRBIVANJE PREZIVLIAVANJA KDC U KULTURI ...coeevvevecieeeeeeeees 44

3.8. ANALIZA EKSPRESIJE GENA ZA CITOKINE I TLRA coc.ovvvvieiiiiiiieeeee 45

3.8.1. Izolacija ukupne RNK iz tkiva slezin@ i&D..............cccoevevvererieeeenannne 45

3.8.2. Prevdenje ukupne RNK u komplementarnu DNK ........cmeeeeeieeenennn.. 45

3.8.3. Lakana reakcija polimeraze u realnom vremenu ...........cccccccveeeenennn. 46

3.9. ODRBIVANJE KONCENTRACIJE CITOKINA ENZIMSKIM

IMUNOLOSKIM METODAMA ..ottt eem et 74

G TR T I I N PR 48

T B2 | s 0 PR 49

IR TR F 1 I 24 o 4 O LSRR 49

TR B S | I U SRPPPRP 50

3.0, 0. -2 e —————————————————— 51

I TN TR 1] = & PP ERR 51

T T A 1 PRSP UURRPTR 52

BL0.8L L-L7 A e et a e e e e et eeaeaaans 53

3.0, - e 54

3.10. INDUKCIJA | RAZVOJ EKSPREMENTALNOG AUTOIMUNSRG

ENCEFALOMIJELITISA ... et mmete et nrae e e 55
3.10.1. INAUKCIJa EAE-@ .....ccceeeieeeeeiettmmmmme sttt eenne e 55
3.10.2. RAZVOJ EAE A ...uuiiiiiii e 55

3.11. STATISTCKA OBRADA PODATAKA ..ot 955



A, REZULT AT e e s e 57
4.1. UTICAJ STARENJA NA FENOTIPSKE | FUNKCIJSKE KAKTERISTIKE

SVEZE IZOLOVANIH SLEZINSKIH kDC PACOVA AO | DA SQJA ................. 58
4.1.1. Uticaj starenja na zastupljenost gizhi subpopulacija KD ..................... 58
4.1.2. Uticaj starenja na ispoljenost antigen-pnagecih i kostimulatornih
MOIEKUIA ... e e e e e e e e e e e e ee e e e eeeeeeeeees 62
4.1.3. Uticaj starenja na ispoljenost TLR4 molekula..............ccoovvvvviiiiiicinnnnn. 66
4.1.4. Uticaj starenja na endocitozni kapacitel..........cccceeevveeiiiiieeiiiiieeeeiiinns 68
4.1.5. Uticaj starenja na ekspresiju gena za ¢ikiTLR4 ..............cccevvvvivvinnnnnnn 70

4.1.5.1. Uticaj starenja na ekspresiju gena z&icigou slezini......................... 70
4.1.4.2. Uticaj starenja na ekspresiju gena z&iciéoi TLR4 u kIC............... 72

4.2. UTICAJ STARENJA NA SPOSOBNOST AKTIVACIJE/SAZRBNJIA
SLEZINSKIH kDC PACOVA AO | DA SOJA U KULTURI NAKON

STIMULACIJE LPS-OM. ...ttt et e e aenees 75
4.2.1. Uticaj starenja na fenotipske karakteriskR€ iz kulture......................... 75
4.2.1.1. ,Spontana“ aktivacija U medijumu ......ccc...cooeeveriveniiniiiiiinieeeeeeeeeeeee, 75
4.2.1.2. AKEIVACIja LPS-0M .....cooiiiiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e e e nnnnes 80
4.2.2. Uticaj starenja na funkcijske karakteriskk®C iz kulture ......................... 84
4.2.2.1. Starenje smanjuje kapacitetCk@a indukuju proliferaciju alogenih
CDA4+ T IIMFOCITA ..coeoiii et e e e e e e e e e enees 84
4.2.2.2. Uticaj starenja na sintezu i sekrecijakiita od strane kO iz kulture 87
4.2.2.2.1. Ekspresija gena za citokine WCKD..............c.ccevverereeeenenennns 87
4.2.2.2.2. Koncentracija citokina u supernatantkmigura kDC .................. 91
4.2.2.3. Uticaj starenja na koncentraciju citokineo-kulturama kI i alogenih
CDA4+ T IIMFOCITA ..coeeieie ittt e e e e e e e e e eaees 95
4.3. UTICAJ STARENJA NA INDUKCIJU | RAZVOJ EAE-a.......c.cccveiveviiieeens 99
D DISKUSII A e et e e e e et e e 100
5.1. UTICAJ STARENJA NA SVEZE IZOLOVANE SLEZINSKEXC PACOVA
AO I DA SOUIA ...ttt e et e e e e e e et e e e e e e st aeennraeaeaeeaan 101
5.1.1. Uticaj starenja na zastupljenost izt subpopulacija K@ ................... 101

5.1.2. Uticaj starenja na fenotipske karakteristike.............ccccooeeeviiiiiiiniinennnn, Q3L



5.1.3. Uticaj starenja na ekspresiju gena za ciwki kOC i tkivu slezine.......... 104
5.1.4. Uticaj starenja na endocitozni kapaciteCkD..............c.cceevveeveeereeenennne. 106
5.2. UTICAJ STARENJA NA SPOSOBNOST AKTIVACIJE/SAZREBNJIA
SLEZINSKIH kDC PACOVA AO | DA SOJA U KULTURI NAKON
STIMULACIJE LPS-OM. ...ttt 108
5.2.1. Uticaj starenja na ,spontanu® aktivaciju®D..............c..cccoeeeeveverenenne. 108
5.2.2. Uticaj starenja na fenotipske karakteriskR€ stimulisanih LPS-om .... 109
5.2.3. Uticaj starenja na kapacitet®&@a indukuju proliferaciju alogenih CD4+ T
[T g1 (0T | = 112
5.2.4. Uticaj starenja na kapacitet&@Ba usmeravaju diferencijaciju alogenih

CD4+ T limfocita ka raztiitim Th efektorskiméelijama ............cccevvvvivviiiinnnnnnn. 113
5.3. UTICAJ STARENJA NA INDUKCIJU | RAZVOJ EAE-A KO PACOVA AO
I DA SO A e 118
B. ZAKLIUCCI .ottt sttt ettt nnnnnenes 122

7. LITERATURA L. s 126



1. UVOD



Uvod

1.1. DENDRITSKE CELIJE

1.1.1. Opste karakteristike

Dendritskeéelije (DC) su profesionalne antigen-prezentigitelije (APC) sa
vaznom ulogom u zagmjanju, odrzavanju i regulaciji imunskog odgovoth.okviru
APC, one ispoljavaju jedinstvenu osobinu da aktivi@ivne T limfocite i zapénu
primarni imunski odgovor, kao i da &t na tip imunskog odgovora kaje se razviti
(Banchereau i Steinman, 1998; Kapsenberg, 2003stWiaMills, 2013). Osim sa T
limfocitima, DC “komuniciraju” i sa drugiméelijama, kako st&nog tako i uréenog
imuniteta i predstavljaju sponu izdwe uraienog i stéenog imuniteta (Hart, 1997,
Banchereau i Steinman, 1998; Banchereau i sarQ;20@&lsh i Mills, 2013).Pored
navednih, zn&jna je i njihova uloga u indukciji i odrzavanjuumoloske tolerancije i
samim tim i u nastanku autoimunskih bolesti (Drakis i sar., 2000; Steinman i sar.,
2003; Smits i sar., 2005).

Prvi opis ovih ¢elija datira iz 1868. godine kada je Langerhanssapi
epidermalne B. Medutim, njihova funkcija nije bila poznata sve do aeulesetih
godina 20-tog veka, kada su Steinman i Cohn idkatili DC u slezini mida i pokazali
njihovu ulogu u primarnom imunskom odgovoru. Isivahja sprovedena narednih
godina su pokazala da se @atije nalaze i u ne-limfnim tkivima, i to kako glarh tako
i ¢oveka (Hart, 1997). O su prisutne u svim tkivimasim u mozgu, nekindelovima
oka i testisa (Hart, 1997) i predstavljaju veom&ugoopulacijucelija. Procenjuje se da
DC i njihovi prekursori¢ine samo 0.1% mononuklearndielija periferne krvi (Hart,
1997), 1% - 2% ukupnog brojeelija u perifernim tkivima i oko 4% ukupnitelija

slezine miSa (Duriancik i Hoag, 2009).

Osnovna morfoloska karakteristikaCDpo kojoj su i dobile naziv, su brojni
citoplazmatski nastavci (dendriti) i oni su n&to izraZzeni kod aktivisanih/zrelih ©
Ovi nastavci mogu biti duzine >10m i pripisuje im se zr@jna uloga u ostvarivanju

bliskog kontakta sa drugidelijama (Banchereau i Steinman, 1998).



Uvod

1.1.2. Podela @

Populacija @ je, iako malobrojna, izuzetno heterogena. Oneskkuju prema
lokalizaciji, putevima migracije, funkciji koju olsgaju u okviru imunskog sistema, kao
i prema svom nastanku (razvojnom putu) (Shortmataik, 2007). Osnovna podela
ovih ¢elija u stanjima bez infekcije ili inflamacije jeankonvencionalne (k) © i
plazmocitoidne (p) D (Sathe i Shortman, 2008).

U okviru populacije kI mogu se razlikovati migratorne i nemigratorne
odnosno rezidentne KDu limfnim tkivima (Sathe i Shortman, 2008). Migvate kDC
su lokalizovane u perifernim tkivima koja su dime&tizlozena delovanju spoljasnje
sredine i ulasku patogena i one, putem limfnih sadamigriraju ka drenirajim
limfnim &vorovima. Migracija k@' se odvija tokom inflamacije ili infekcije, ali i u
njihovom odsustvu (Worbs i sar., 2006). Proces auije je préen sazrevanjem ©
pri &emu se mogu funkcionalno razlikovati zrel€ Bktivisane patogenom od onih koje
su sazrele u uslovima bez inflamacije ili infekcigve, u limfnim¢vorovima aktiviSu
naivne T limfocite, dok su ove druge zaduZzene z&anje stanja tolerancije
(Banchereau i Steinman, 1998; Romani i sar., 200&bull i sar., 2005).

Drugu grupu predstavljaju nemigrirépy rezidentne kD, koje se nalaze u
limfnim organima u kojima se i odvija njihov celgdan zivotni ciklus. U limfnim
organima one preuzimanju antigene, pigja ih i prezentuju T limfocitima (Shortman
i Naik, 2007). Ove nemigrirafe, rezidentnéelije ¢ine vetiinu kDC u timusu i slezini
(Vremec i sar., 2000), dok u limfnikwvorovima, u odsustvu infekcije ili inflamacije,

onecine polovinu svih k@ (Henri i sar., 2001; Wilson i sar., 2003).

Migratorne i rezidentne kO limfnih tkiva se dalje mogu podeliti na raste
subpopulacije. Migratorne se razlikuju prema tkizikoga potéu i te razlike, koje se
zasnivaju na ispoljenosti odienih povrSinskih markera, se zadrzavaju i nakon
dospevanja u limfnicvor (Valladeau i sar., 2000; Henri i sar., 2001). oldviru
rezidentnih KT se, takde, mogu razlikovati subpopulacije i to na osnoaolgnosti

povrsinskih molekula i funkcije oviéelija (Shortman i Liu, 2002).

Plazmocitoidne pre-D se mogu nd u krvi, limfnim organima i perifernim
tkivima i one tek nakon aktivacije &i morfoloske i funkcijske karakteristike (D
(Shortman i Naik, 2007). Plazmocitoidne_poseduju sposobnogtodukcije velikih
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kolicina interferona €ngl. interferon, IFN) e/ kao odgovor na virusne i bakterijske
infekcije (McKenna i sar., 2005). Njihova hrona aktivacija, bez postojanja infekcije,
doprinosi razvoju autoimunskog procesa, dok, sagearstrane, neaktivisane ili

alternativno aktivisane imaju ulogu u tolerancg(iecki i Colonna, 2010).

Posebnu populaciju © predstavljaju inflamatorne © koje nastaju u uslovima
infekcije ili inflamacije. Kao primer ovirtelija navode se O, koje u odgovoru na
bakterijsku infekciju produkuju faktor nekroze turaofengl. tumor necrosis factor,
TNF) i inducibilnu azot monoksid (NO) sintazu (iIND&ngl. TNF/INOS-producing
[Tip]-DC) (Serbina i sar., 2003) i © porekla monocita (MoD) (Coli¢ i sar., 2003;
Sunderkotter i sar., 2004).

1.1.3. Ontogeneza i homeostazaD

Dendritskecelije, kao i drugi leukociti, vode poreklo od niaie ¢elije kostne
srzi (Liu i Nussenzweig, 2010). Poznato je da raokom hematopoeze nastaje
zajednéki mijeloidni progenitor €ngl. common myeloid progenitor, CMP) i zajetkii
limfoidni progenitor €ngl. common lymphoid progenitor, CLP) (Kondo i sar.9719
Akashi i sar., 2000). Stavovi o porekluCDu odnosu na ova dva progenitora su se
menjali. Ranije stanoviste, koje je danas uglavnoapusteno, je bilo da su(D
mijeloidnog porekla zbog njihove &liosti sa makrofagima i moguosti dobijanja @
od monocita u kulturi (Inaba i sar., 1993). ddé&im, iznenduju¢i je bio nalaz da i od
limfoidnog prekursora u timusu mi$a mogu da nas@@yuz objasnjenje da su CD8+
kDC limfoidnog, a CD8- kI mijeloidnog porekla (Ardavin i sar., 1993). Ovajricept
je opovrgnut kada je nekoliko studija na miSevinokazalo da sve subpopulacije D
mogu nastati i od CMP i od CLP (Manz i sar., 2004 i sar., 2001), a Sto je pod&no
i u eksperimentima sa humanim CMP i CLP (Chichaarn.,s2004). Ovakvi nalazi
ukazuju na izuzetnu fleksibilnost razvojnog putd i odnosu na drugeelije
hematopoeznog sistema, kao i na to da se opresightelija da diferenciraju u pravcu
DC i razlititih subpopulacija B deSava nishodno od CLP i CMP (Shortman i Naik,
2007). Danas preowaje misljenje da je jedina karakteristika koja defe mijeloidne
odnosno limfoidne prekursore kao rane prekurso€e ifpoljenost receptora tirozin
kinaze 3 skine FMS éngl. FMS-like tyrosine kinase 3, FIt3) (D'Amico i Wup@3;
Karsunky i sar., 2003) i uguje na centralnu ulogu Flt3 liganda (L) u razvojd D
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uslovima bez infekcije i inflamacije (Shortman iikla2007). Mijeloidni prekursori su
zastupljeniji u kostnoj srzi, te je ¢i@a DC u slezini i limfnim évorovima mijeloidnog
porekla, dok je véna DC u timusu limfoidnog porekla, zbog & zastupljenosti

limfoidnih prekursora u tom limfnom organu (ShortmiaNaik, 2007).

Sled&i u nizu nishodnih prekursoradkoji su izolovani iz kostne srzi misa i
imaju sposobnost diferencijacije u &€Dsu: prekursor makrofaga i (D (engl.
macrophage dendritic cells precursor, MDP) i zaijgidprekursor I (engl. common
dendritic cells precursor, CDP) ili pro€D Prot@nom citometrijom nije pokazano

prisustvo ovihéelija ni u krvi ni u slezini (Sathe i Shortman, 300

Zajedniki progenitor kOC limfnih tkiva, pDC i monocita je MDP (Lin
cKit"CD115CX3CRIFIt3%), i ove ¢elije ine oko 0.5% svih mononuklearnitelija
kostne srzi miSa (Jakubzick i sar., 2008). Njihovdatjom diferencijacijom nastaju, sa
jedne strane monociti i od njih dalje makrofagsaadruge strane CDP. Od CRIEn”
cKit°CD115+FIt3) daljom diferencijacijom mogu nastati pre&Di pDC (Liu i
Nussenzweig, 2010).

Pre-kDC (Lin-CD11c+MHC II-SIRR™FIt3+) su direktni prekursori kO. Oni
iz kostne srzi migriraju, putem krvi, u limfne orgg gde i ostaju (Liu i sar., 2009). Ove
¢elije ¢ine oko 0.5% svih leukocita kostne srzi, 0.02% k@i05% slezine i 0.03%
leukocita limfnihévorova (Liu i sar., 2007). Pre-kDkratko vreme ostaju u krvi (oko 1
h), Sto je, pored njihovog malog procenta, biojgmkan razlog zasto dugo vremena nisu
bile identifikovane. Njih karakterie i izrazitaagtinost u odnosu na dalji razvolDi
od njih mogu nastati razite subpopulacije kD u limfnim i ne-limfnim tkivima (Liu i
Nussenzweig, 2010). Oweelije ne ispoljavaju morfologiju koja je karaktditha za
DC. Pokazano je da slezinske predkinisa, pre nego $to ispolje CD4, CD8 i MHC I
povrSinske molekule, ispoljavaju CD24 molekul illazu se prema gustini njegove
ispoljenosti. Od pre-kD koje imaju veliku povrdinsku gustinu CDPéstaju CD8+, a
od onih koje imaju malu povrdinsku gustinu CD24 tams CD8- kDC (Naik i sar.,
2006). U literaturi ne postoje podaci koji se odnos. heterogenost pre-kDu slezini
pacova i koji bi mogli da ukazu na njihovu usmemgrka razvoju u pravcu CD4+ ili

CD4- subpopulacije.
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Uopsteno govori@, homeostaza O zavisi od dolaska prekursora iz kostne srzi,
broja deoba D in situ (koji je ogranten) i njihovog vremena polu-Zivota (Liu i
Nussenzweig, 2010). Suprotno prethodnom uverengudaC terminalno diferencirane
éelije koje se ne dele, pokazano je da je oko 5&udimfnim i ne-limfnim tkivima u
procesu deobe u svakom trenutku. Gedije se u tkivima dele tokom 10-14 dana i
nakon toga bivaju zamenjene novim pré-i2 kostne srzi. (Liu i Nussenzweig, 2010).
Deoba O u uslovima homeostaze je regulisana posredstvoeptera za limfotoksin
kDC i ovaj citokin regulide njihovu homeostatsku pierfaciju. Za razliku od njega,
FIt3L utice na sve stadijume razvoja’u limfnim i ne-limfnim tkivima (Maraskovsky
I sar., 1996; Waskow i sar., 2008). On je &thjufaktor homeostaze ovitelija in vivoi
regulide i deobe zrelih ©in situ (Waskow i sar., 2008). Vreme polu-zivot& Darira
od 5 do 7 dana u slezini, limfno&woru, jetri i bubregu, pa i do 25 dana uddoa (Liu
I Nussenzweig, 2010).

Interesantan je nalaz da i CD4+CD25+Foxp3+ reguiatd limfociti (T reg)
imaju uticaja na razvoj i odrzavanje homeostaze. Danije, deplecija ovih T reg
dovodi do ekspanzije © u limfnim organima (Kim i sar., 2007). Sa drugeasg,
poveanje broja @ vodi povéanju broja T reg i obrnuto, sa smanjenjem broja D
smanjuje je i broj T reg. Ova povratna sprega thmeC i T reg je posredovana FIt3L,
koji se produkuje lokalno diji izvor joS uvek nije definisan. Promene u funiaisanju
ove sprege mogu dovesti do poréaja funkcije imunskog sistema i toka autoimunskih

bolesti (Liu i Nussenzweig, 2010).

1.1.3.1. Razvoj slezinskih kD

Slezina se u eksperimentalnom ratksto koristi kao izvor rezidentnih (D
poreklom iz limfnog tkiva. Kada je u pitanju razvilpC u slezini, osim prethodno
navedenih podataka koji s&uirazvoja [, a odnose se na dolazak preckDrreme
polu-Zivota OC i homeostatsku proliferaciju ovitelija, interesantna jedinjenica da je
ovaj organ u izvesnom stepenu nezavisan, u odnaskiostnu srz i krv, u pogledu
nastanka ovittelija. Naime, rezultati ispitivanja dugotrajnih kuda splenocitan vitro
(Winzler i sar., 1997; Berthier i sar., 2000), kastudije na parabiathim miSevima
(Kabashima i sar., 2005), ukazali su na postojangajnog endogenog pula prekursora
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DC u slezini (Shortman i Naik, 2007). Tale u literaturi postoji podatak o uspesnom
izolovanju ovog neposrednog, endogenog prekursaraslézine misSa i njegovoj
usmerenoj diferencijaciji u pravcu svih subpopya&DC, ali ne i pBC (Shortman i
Naik, 2007) i makrofaga (Naik i sar., 2006). U kakv su odnosu ove slezinske pre-
kDC sa prekursorima iz kostne srZi nije poznato. Megje da slezinske © vode
poreklo i od pre-k[D iz kostne srzi, ali isto tako, s obzirom da jezsla organ u kome
se odvija hematopoeza, pretpostavlja se da mogtathasin situ od endogenog
prekursora (Shortman i Naik, 2007).

1.1.4. Aktivacijski status i funkcijske karakteristike DC

Vazna karakteristika O, od koje umnogome zavisi i funkcija, je njihov
aktivaciono/maturacioni status. Odneanjem ovog statusa, na osnovu ispoljenosti
karakteristénin markera, moze se napraviti razlika iztmenezrelih i zrelih, kao i
izmedu neaktivisanih i aktivisanih © (Banchereau i Steinman, 1998; Naik, 2008).
Nezrele [ Kkarakteride niska ispolijenost molekula glavnog Rlaksa tkivne
podudarnosti €ngl. major histocompatibility complex, MHC) i odsustubb niska
ispoljenost kostimulatornin  molekula (CD80 i CD86kao i slaba sposobnost
stimulacije T limfocita (Banchereau i Steinman, 8p9%lavna uloga nezrelih@ koje
su prisutne u perifernim tkivima i perifernim limifn organima (rezidentne @, je
prihvatanje i obrada antigena, kako stranih takogstvenih (Banchereau i sar., 2000,
Guermonprez i sar., 2002). Za obavljanje ovog paceone koriste nekoliko
mehanizama: makropinocitozu, endocitozu posredovereptorima i fagocitozu (Hart,
1997, Banchereau i Steinman, 1998, Banchereau,i2200). Makropinocitozom ©
nespeciftno preuzimaju velike kaline ekstracelularne ¢aosti i kod njih je, za razliku
od makrofaga i epitelniitelija, ovakav n&n preuzimanja konstitutivna osobina.
Endocitozom i fagocitozom preuzimaju antigene izstedcelularne taosti.
Endocitozom preuzimaju solubilne antigene, a fagaom apoptotine i nekroténe
¢elije, viruse, bakterije, gljivice, parazite i deugestice (Guermonprez i sar., 2002).
Procesi prihvatanja i internalizacije antigena $awujaju posredstvom receptora za
prepoznavanje molekulskih obrazaca patogesryl( pathogen associated molecular
patterns, PAMP), od kojih su najztagniji: familija lektinskih receptora (manozni
receptor-MR, DEC 205, DC-SIGN), receptoricali,, Toll“-u (engl. Toll-like receptors,
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TLR), receptori stini NOD-u, receptori stni RIG-u, receptori gistaci“ (engl.
scavenger receptors) (Janeway i Medzhitov, 200&8m@vih, pokazano je postojanje i
receptora za prepoznavanje antigena damaakoji se oslobdaju u ekstracelularni
prostor nakon oSéenja celije, kao sto su HMGB1lefigl. high-mobility group protein
box 1), proteini toplotnog Sokarigl. heat shock proteins, HSP) i S100A7B proteini.
Ovi receptori se nazivaju DAMP receptori, jer prepau molekulske obrasce o&taja
(engl. damage associated molecular patterns, DAMP) (Stthinsiar., 2012). U proces
preuzimanja antigena ukljani su i receptori za Fc fragment imunoglobulinaR}-i
receptori za komponente komplementa (CR) (Guernempsar., 2002; Dubsky i sar.,
2005). Makropinocitoza i endocitoza posredovanapmima su kod D izuzetno
efikasne tako da su dovoljne piko- i nanomolarneckmtracije nekog antigena da on
bude internalizovan i prezentovan, za razliku o@lids APC, koje prezentuju antigene

prisutne u mikromolarnim koncentracijama (Banchereateinman, 1998).

Tokom procesa sazrevanjaCDsmanjuju ekspresiju receptora za preuzimanje
antigena i samim tim se smanjuje i ova njihova fijak Sa druge strane, ono Sto
karakteriSe ovaj proces je intenzivna obrada anéiggezivanje antigenskih peptida sa
MHC molekulima | i Il klase i pow&ana ispoljenosti i duzi polu-zivot ovih kompleksa
na povrSinicelije (Cella i sar., 1997). Posana i produzena ekspresija antigena u
kompleksu sa MHC molekulima, kao i p@ama ekspresija kostimulatornin molekula
(CD80 i CD86) tokom sazrevanja, su neophodne Za®fiu prezentaciju antigena i
aktivaciju CD4+ i CD8+ T limfocita (Sharpe i Freema2002). Osim navedenih
promena, tokom sazrevanjaCDdolazi i do povéavanja ekspresije adhezivnih
molekula, promene ekspresije hemokinskih recepsaiaiecije hemokina i citokina, Sto
sve zajedn@ini DC najefikasnijim AR (Cella i sar., 1997; Sallusto i sar., 1998; Tan i
O Neill, 2005).

Prema ranijim shvatanjima, koja su danas preless, zrele O su imale
isklju¢ivo imunogenu ulogu (Dhodapkar i sar., 2001; De $ébu sar., 2004). Mieitim,
danas postoje podaci koji pokazuju da zrefe mogu da imaju i tolerogenu funkciju
(Cools i sar., 2007), dok je imunogenost osobinfu kmaju aktivisane O, te se
maturacija i aktivacija posmatraju kao dva odvojgmacesa. Maturacija je proces
diferencijacije nezrelih u zrele @ dok je aktivacija zavisna od postojanja dodatnih

signala, pre svega signala opasnosti (Tan i O’ N&0ID5). Signali opasnosti obuhvataju
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endogene signale koje(Ddobijaju od o3téenih ¢elija i tkiva (proinflamatorni citokini,
HSP, reaktivni kiseogini intermedijeri i drugi) i egzogene kao Sto su tealski i
virusni produkti (lipopolisaharid [LPS], CpG motidyvolartana RNK) (Banchereau i
sar., 2000; Galluci i Matzinger, 2001). U usloviméekcije i inflamacije, gorepomenuti
faktori, indukuju maturaciju i aktivaciju ©, pri ¢emu nastaju imunogene forme ovih
¢elija (Tan i O'Neill, 2005). U odsustvu infekcije inflamacije, BC preuzimaju
apoptoténe ¢elije, ¢ija internalizacija ne dovodi do aktivacije(D(Sauter i sar., 2000;
Liu i sar., 2002). Apoptatne ¢elije predstavljaju vazan izvor sopstvenih antigéttaje

od klju¢énog zn&aja za odrzavanje periferne tolerancije (Steinmsar., 2000).

Kao $to je ve prethodno navedeno,(Dkarakteride jedinstvena sposobnost da
aktiviSu naivne T limfocite. Dva signala neophodm@apotpunu aktivaciju i sledstvenu
proliferaciju T limfocita ostvaruju se posredstvarakoliko ligand/receptor parova u
okviru specijalizovanog podéa kontakta T limfocita i AR tj. imunolodke sinapse
(Banchereau i Steinman, 1998; Lanzavecchia i Sallug001). Prepoznavanjem
specifinog antigenskog peptida u sklopu MHC molekula pisteom T celijskog
receptora (CR) na naivhom T limfocitu obezbaje se prvi signal, dok se drugi signal
ostvaruje interakcijom kostimulatornih molekula B& (pretezno CD80 i CD86) sa
CD28 molekulom na T limfocitima (Banchereau i Steam, 1998, Moser, 2003).
Aktivacija naivnih T limfocita se odvija u perifam limfnim organima (Banchereau i
Steinman, 1998; Banchereau i sar., 2000).

1.1.5. Uloga O u polarizaciji imunskog odgovora

Nakon prepoznavanja antigenaktivacije, poménicki CD4+ T limfociti (engl.
T helper, Th) diferenciraju u pravcu efektorskilija koje ¢e obezbediti najefikasniji
odgovor protiv specitihog mikroorganizma (Kapsenberg, 2003; Walsh i Mi#813).
Danas je opSte prihg¢ana podela ovilielija na Thl, Th2 i Th17 subpopulacije mada su
nedavno opisane, iako joS uvek nedovoljno peoe, i subpopulacije Th9, Th22 i
folikulske pomanicke T ¢elije (engl.folicular Th, Tfh) (Walsh i Mills, 2013).

Uloga DC u diferencijaciji Th limfocita i polarizaciji imwkog odgovora ogleda
se, pre svega, u obedbdeanju odgovarajéeg citokinskog okruzenja potrebnog za
usmeravanje diferencijacije Tdelija ka odréenoj subpopulaciji i ono predstavljadre
signal, pored prepoznavanja antigena i kostimwdacipophodan za uspesSnu aktivaciju
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T ¢elija (de Jong i sar., 2005). Faktori koji takomogu da utu na diferencijaciju T
limfocita su i subpopulacija © i receptori kojima @ prepoznaju odgovaraju
mikroorganizam, vrsta mikroorganizma, doza antigeximitet kojim TCR prepoznaje
prezentovani antigen i drugo (Kapsenberg, 2000; &far Paul, 2013; Walsh i Mills,
2013).

Imunski odgovor posredovan ThEelijama je efikasan u odbrani od
intracelularnih mikroorganizama (bakterija, virupagtozoa) (Romagnani, 1999). Thl
¢elije sekretuju IFNy, ali i interleukin éngl.interleukin, IL)-2, IL-3 i TNFe. (Gutcher i
Becher, 2007) i one, posredstvom ovih citokina jeha makrofage, CD8+ T limfocite,
B limfocite, uraienoubulégke (engl. natural killer, NK) ¢elije (Kapsenberg, 2000;
Walsh i Mills, 2013). Diferencijacija CD4+ delija u Thl subpopulaciju stimulisana je
kombinacijom citokina IL-12p70 (heterodimerni malékoji se sastoji od p40 i p35
podjedinice), koga produkuju aktivisane/zrelé Dmakrofage (Macatonia i sar., 1995;
Trinchieri, 2003; Hamza i sar., 2010) i IFNkoji sekretuju NKcelije. Osim IL-12 i
IFN-y, polarizaciju imunskog odgovora u pravcu Td&lija usmeravaju i IL-18 i IL-27
(Chang i sar., 2000; Pflanz i sar., 2002). Prepeanj@ antigena visokim afinitetom od
strane CD4+ limfocita se tate smatra vaznim faktorom indukcije Thl imunskog
odgovora (Yamane i Paul, 2013).

Th2 celije imaju centralnu ulogu u odbrani organizma ekitracelularnih
parazita iz grupe helminata (Romagnani, 1999; AlleMaizels, 2011). Ove&elije
produkuju IL-4, IL-5 i IL-13, kojima stimuliSu prakciju IgE, uttu na alternativhu
aktivaciju makrofaga i aktivaciju eozinofila, &ti na funkciju nekih ne-hematopoetskih
¢elija itd. (Allen i Maizels, 2011; Chen i sar., 201 Ovaj tip imunskog odgovora je
dominantan i u alergijskim reakcijama (Deo i s&010). Uloga @ u nastanku Th2
éelija nije sasvim jasna, jer®ne produkuju IL-4 koji je glavni citokin neophodaa
razvoj Th2 limfocita. Smatra se da, nezavisno oddpkcije IL-4, prepoznavanje
antigena niskim afinitetom od stran€R-a, usmerava imunski odgovor u pravcu Th2
subpopulacije (Yamane i Paul, 2013; Walsh i M2813).

Th17 ¢elije produkuju IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, fakitostimulacije kolonije
granulocita i monocitaefigl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factek)-
CSF) i TNFe, koji ucestvuju u privldenju leukocita, uglavnom neutrofila, ali i

10
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monocita, na mesto prepoznavanja antigena. Snmaula su ovéelije vazne u odbrani
od ekstracelularnih bakterija i gljivica, ali mogla doprinesu i nastanku mnogih
autoimunskih bolesti (Mills, 2008; Martinez i s&Q08). Diferencijacija naivnih CD4+
T celija u pravcu Th1lZelija i njihova ekspanzija ukljwje prisustvo brojnih citokina i
drugih faktora u okruzenju ovitelija i ¢ini se kompleksijom nego polarizacija u pravcu
Thl i Th2¢elija (Walsh i Mills, 2013). Za razvoj i odrzavanjdél17 ¢elija potrebni su
inflamatorni citokini kao 5to su IL-6 i IL{], koje proizvode makrofagi i ©, IL-23 koji

je slican IL-12, jer pored pl9 subjedinice u njegov sasiavi i p40 subjedinica, ika
sastavni deo i IL-12 molekula, a i proizvode ga tsdlije i faktor transformacije rasta
(engl. transforming growth factor, TGH)-(Lankford i Frucht, 2003; Bettelli i sar.,
2006; Veldhoen i sar., 2006).

1.1.6. Uloga B u imunolo$koj toleranciji

Pored vé opisanih uloga koje © imaju u zapdinjanju i usmeravanju
primarnog imunskog odgovora, niSta manje nijecajre ni njihova uloga u indukciji
tolerancije (Steinman i sar., 2003). ImunoloSkarahcija se definiSe kao nereaktivnost
na antigen kome je osoba izloZzena, a autotole@nafnosno, nereaktivhost na
sopstvene antigene, jedna je od glavnih karakileistt&éenog imuniteta (Matzinger,
1994).

ImunoloSka tolerancija koja se odvija u centraln{primarnim) limfnim
organima, timusu i kostnoj srzi, u toku sazrevaln@afocita, naziva se centralnom
tolerancijom. Dendritskecelije imaju ulogu u negativnoj selekciji timocit&oja
podrazumeva fizku eliminaciju tj. klonsku deleciju (apoptozu) ifunkcionalnu
inaktivaciju (anergiju) limfocita koji ispolje vidmafinitetni receptor za kompleks
sopstveni peptid/sopstveni MHC molekul n@ [Brocker i sar., 1997).

Autoreaktivni limfociti ipak mogu izb@ proces negativne selekcije i napustiti
centralne limfne organe, Sto dalje iziskuje potreba postojanjem mehanizama
periferne tolerancije, kojima se spaga njihova aktivacija na periferiji, ali i aktivige
limfocita na strane nepatogene antigene iz spggasedine kojima je organizam stalno
izlozen. Mehanizmima periferne tolerancije sjanea se aktivacija zrelih T limfocita i

razvoj imunskog odgovora i oni obuhvataju: deleciju limfocita (apoptozu),
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funkcionalnu inaktivaciju (anergiju) i aktivhu s@stju od strane T reg (Steinman i sar.,
2003; Smits i sar., 2005; Rutella i sar., 2006; @@husar., 2013).

Sposobnost D da indukuju perifernu toleranciju je najpre pokaakod
nezrelih BC u perifernim limfnim organima (Steinman i sar.,03). U fiziolodkim
uslovima nezrele D u perifernim tkivima fagocituju sopstvene apoptodi celije i
migriraju u periferne limfne organe gde prezentptigene u odsustvu kostimulatornih
molekula i proinflamatornih citokina, Sto indukugmergiju antigen spectiih T
limfocita (Steinman i sar., 2003; Cools i sar., 2D@0sim anergije, nezrele(dmogu
da indukuju i deleciju T limfocita, kao i nastanalicitih tipova T regcelija (Heath i
sar., 2001; Rutella i sar., 2006).

Lutz i Schuler opisuju i ,delintho* zrele OC, kao DC sa tolerogenom
funkcijom. Smatra se da ,deligrio” zrele DC nastaju dejstvom TNE-na nezrele D u
odsustvu mikroorganizma. ,Delitmo* zrele DC ispoljavaju visoke nivoe MHC
molekula Il klase i kostimulatornih molekula, ak sekretuju ili vrlo malo sekretuju
proinflamatorne citokine ILf}, IL-6, TNF-a i IL-12, dok neke mogudak da produkuju i
IL-10. Ove ¢elije nemaju sposobnost da stimuliSu diferencija€ijD4+ T limfocita u
razlicite subpopulacije efektorskifelija i kao i nezrele, indukuju razvoj T reg limfta
U prisustvu mikroorganizma ili nakon aktivacije pegstvom CD40 molekula, ove
éelije sazrevaju u snazne imunogen€ Koje indukuju Thl imunski odgovor (Lutz i
Schuler, 2002).

Kako je vé ranije pomenuto i zrele®@mogu imati tolerogenu funkciju (Smits i
sar., 2005; Cools i sar., 2007). Pokazano je, imaapr da u odsustvu infekcije, D
sluzokoza, koje su vazne za uspostavljanje tolgeanta nesSkodljive antigene iz
spoljasnje sredine, imaju fenotip zrelihkCD(Smits i sar., 2005). Take, nekoliko
studija je pokazalo da zrele(Dimaju zn&ajnu ulogu u restimulaciji/ekspanziji T reg
limfocita (Yamazaki i sar., 2003; Tarbell i sarQ0®; Brinster i sar., 2005). Isto tako,
izlaganje I nekim patogenimaSchistosoma mansoni, Bordetella pertystakaie
moze da indukuje nastanak zrelil Ba tolerogenom funkcijom (van der Kleij i sar.,
2002; McGuirk i sar., 2002).
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Tolerogenu funkciju imaju i D koje su opisali Munn i saradnici, a koje
ispoljavaju enzim indoleamin 2,3-dioksigenazu (ID@O westvuje u katabolizmu
triptofana, aminokiseline neophodne za proliferadijcelija, te se mehanizam kojim
ove celije vrSe supresiju imunskog odgovora ogleda upnavnhibiciji proliferacije T
limfocita (Munn i sar., 2002; Moser, 2003).

1.1.7. Uloga O u nastanku autoimunskih bolesti

S obzirom na vaznu ulogu koju(Dimaju u uspostavljanju tolerancije,
pretpostavlja se da bi poretag njihove funkcije mogao imati zdano mesto u
patogenezi autoimunskih bolesti. Dokazi koji to étju su dobijeni u studijama
izvedenim na animalnim eksperimentalnim modelimanima koje su ukljcivale

obolele od autoimunskih bolesti.

Kod bolesnika sa multiplom sklerozom (MS), u lezia mozga i Kimene
mozdine, cerebrospinalnojéteosti i cirkulaciji, pronden je povéan broj i kDC i pDC,
I one su imale promenjen fenotip (pomaa ekspresija kostimulatornin molekula i
hemokinskih receptora) i funkciju (§@ sekrecija citokina) u patenju sa @ zdravih
kontrola (Pashenkov i sar., 2001; Lopez i sar.620@nde i sar., 2008;). Interesantan je
i podatak da su ove promene &bile razlgite kod razléitih formi MS (Lopez i sar.,
2006; Karni i sar., 2006; Nuyts i sar., 2013). PloMS-a, izmenjen broj, fenotip i
funkcija DC pokazana je i kod insulin-zavisnog dijabetesa tigg8alomon i sar., 2000;
Steptoe i sar., 2002; Liu i Beller, 2002), sisteotsleritemskog lupusa (Blanco i sar.,
2001), reumatoidnog artritisa (Thomas i sar., 1999pgrenovog sindroma (van
Blokland i sar., 2000) i Gravesove bolesti (Molrgar., 1994).

Smatra se da do pokretanja autoimunskog procesaddowneadekvatni
citokinski signali, odnosno izmenjen citokinski jailu hronénim infekcijama, koji
usmerava diferencijaciju © u potencijalno opasne, imunogene form€ Roje bi
mogle da imaju izmenjen put migracije, produkcijitokina i preradu antigena.
Promena u preradi antigena bi mogla dovesti doemtexanja sopstvenih, do tad
»Skrivenih* determinatni i/ili determinanti poreklaopstvenih apoptatih celija
(Drakesmith i sar., 2000).
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Na nastanak ovakvih, imunogenih formCxoje prezentuju sopstvene antigene
autoreaktivnim limfocitima, udu, pored infektivnin agenasa i takozvani signali
opasnosti poreklom nekrotiih ¢elija (DAMP), ali i endogeni molekuli nastali kao
posledica stresa. Ovi poslednji se u literatursaojui kao homeostatski signali opasnosti
I poticu od naruSene homeostaze tkivéelija. Kao primeri ovih signala navode se:
lokalna acidoza, promene osmolarnosti, hipoksiksidativni stres i drugi metaboki
poremeaji (Gallo i Gallucci, 2013). Osim toga, mutacijerg, koji su vazni za funkciju
DC, dovode do disfunkcije ovilelija i pokretanja autoimunosti (Drakesmith i sar.,
2000).

Kao rezultat svih ovih procesa nastajG Roje mogu da aktivisu autoreaktivne
T limfocite, da uttu na poremé&j balansa Th1/Th2/Th17 imunskog odgovora ili da
onemogue stvaranje T reg, Sto sve moZe da dovede do @awpimunskog procesa
(Drakesmith i sar., 2000).

1.1.8. Dendritskecelije pacova

1.1.8.1. Identifikacija, lokalizacija i subpopulae

U poreienju sa podacima u literaturi koji se odnose n&jen3C, podataka o
ovim ¢elijama kod pacova je neuporedivo manje, iako fitivenja DC pacova
zapa@ela ubrzo nakon identifikacije ovibielija kod miSeva (Klinkert i sar., 1980).
Razlog za to su nedostatak odgovati@jumonoklonskih antitela (mAt) i transgenih
Zivotinja (Turnbull i MacPherson, 2001). Sa drugarse, na pacovima sudene studije
koje se odnose na procese migracije iCkoje su dale dragocene rezultate, a koje nije

bilo mogwee vrsSiti na miSevima ni ljudima (Turnbull i MacPBen, 2001).

Do danas ni kod jedne vrste nijedea marker karakterigtan samo za O,

kojim bi bilo mogue identifikovati sve . ldentifikacija i razdvajanje humanih i

e

ovim ¢elijama. Kod pacova, iako i njihove(ispoljavaju MHC molekule Il klase i
CD11c molekule, identifikacija i razdvajanjeCDse vrsi korigenjem anti-OX62 maAt.
Naime, DC koje ovo mAt prepoznaje ispoljavaju CD103 moleksiibjedinicaog,

integrina) i definiSu se kao OX62+(D(u daljem tekstu kD), dok se one koje ne
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ispoljavaju CD103 molekul definisu kao OX62¢dnosno p@. (Brenan i Puklavec,
1992; Turnbull i MacPherson, 2001; Voisine i s2002; Brissette-Storkus i sar, 2002).

Imunohistohemijskom analizom je ispitivana distaja CD103 (0OX62)
molekula u limfnim (timus, slezina, cervikalni limfévorovi, Pejerove pl&e) i ne-
limfnim organima (lamina propria tankog creva, msteijum pluta, glomeruli bubrega,
portne trijade jetre, Langerhansova ostrvca paskraaepitel horoidnog pleksusa)
pacova, i pokazano je da je ona bila u korelaaijdstribucijom . Takate, nije bilo
razlika u distribuciji ovog antigena kod ra#lih sojeva pacova kao Sto su Pvéngl.
Piebald Virol Glaxo), AO €ngl. Albino Oxford), DA ngl. Dark Agouti) i Lewis
(Brenan i Puklavec, 1992). d@a funkcija ovog molekula nije poznata. Uteno je da
je zn&ajan zactelijsku adheziju i da nema ulogu u aktivacijédlija (Brenan i Puklavec,
1992; Brissette-Storkus i sar., 2002). Ovaj molekkbji se danas koristi za
identifikaciju i izdvajanje @ pacova, ipak se ne nalazi na sviri Dpodaci o njegovoj
zastupljenosti se razlikuju. De la Mata i sarad(il@ la Mata i sar., 2001) su pokazali
da OX62+éelije ¢ine 41% - 59% ukupnih O slezine, dok su Trinité i saradnici (Trinité
i sar., 2000) utvrdili da 80% © slezine, 70% D timusa i 55% [ limfnog &vora
ispoljava integrin koji prepoznaje anti-OX62 mAtemdritskecelije epitela creva, kao i
Langerhansovéelije u epidermisu, ne ispoljavaju ovaj molekul éBan i Puklavec,
1992; Brissette-Storkus i sar., 2002). OX62 molgkubkpoljen i nayd T limfocitina u

epitelu tankog creva i epidermisu koze (Brenanki&@wec, 1992).

Kao Sto je prethodno navedeno, misje (Anjuéere.j 4899; Vremec i sar., 2000;
Duriancik i sar., 2009) i humane (MacDonald i s&002; Velasquez-Lopera i sar.,
2008; Proietto i sar., 2012)(odlikuje velika heterogenost. U skladu sa tim $od
pacova, pored pO, do danas opisane najmanje dve subpopulacie, kbje se mogu
razlikovati na osnovu ispoljenosti CD4 molekulau(liisar., 1998). Autori su, koristie
model koji je omogéio sakupljanje limfe iz pseudo-aferentnih limfnildeva, a koja je
drenirana iz podiija koje se normalno drenira u mezenterijalne lintfnarove, u limfi
pacova detektovali CD4+ i CD4- KD(Liu i sar., 1998; Yrlid i MacPherson, 2003).
Ove subpopulacije kO su na@ene i u slezini i o njihovim morfoloskim, fenotipek i
funkcijskim karakteristikama postoje literaturnidazi (Trinité i sar., 2000; Voisine i
sar., 2002; Hubert i sar., 2006). Subpopulacija CEBL je relativno homogenaglije

su veée od CD4+ K@, mijeloidne morfologije, sa velikim, nepravilninedrom i
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(velikom) obilnom citoplazmom sa inkluzijama. Zazliu od njih, subpopulacija
CD4+ DC je heterogenija i \@na ¢elija ima malo, pravilno jedro sa malo citoplazme i
bez inkuluzija (Trinité i sar., 2000; Voisine i s&2002).

Analizom lokalizacije subpopulacija@®u slezini pokazano je da CD4+ kD
okruZuju T-zavisnu zonu bele pulpe, dok su CD4Ckiatene i u crvenoj pulpii u T-
zavisnim zonama bele pulpe (Turnbull i MacPhersd@01). Nakon intravenskog
davanja LPS-a, u T-zavisnim zonama slezine dolazpaveanja broja [T, jer u ovu
zonu dolaze CD4- kD iz crvene pulpe, kao i CD4+ KDkoje su okruzivale T-zavisnu
zonu (Turnbull i MacPherson, 2001).

1.1.8.2. Fenotipske karakteristike

Fenotipski, obe subpopulacije KDispoljavaju CD11b, CD11lc, MHC I i
CD161a molekule, dok CD4- Ky za razliku od CD4+ kD ne ispoljavaju CD90, CD5
i SIRP-u (engl.signal inhibitory regulatory protein; OX41) (Trigii sar., 2000; Voisine
I sar., 2002).

Prema Voisine i saradnicima, nijedna od subpopjalasieZe izolovanih kD ne
ispoljava CD86 i CD40 kostimulatorne molekule, dg&k CD80 molekul viSe
eksprimiran na CD4+ kO nego na CD4- kD (Voisine i sar., 2002). lako su CD4+ i
CD4- kDC najzastupljenije subpopulacije, u slezini u okv@®4- kDC postoji mala
subpopulacija €5%) koja, za razliku od prethodno navednih, isp@janiske nivoe
kostimulatornih molekula (CD86 i CD40) (Trinité ars, 2000). Podaci koji se odnose
na ispoljenost CD8 molekula na pacovskim @ a na osnoviijeg prisustva je
izvrSena podela misjih © na subpopulacije, su ogre, jer je u jednoj studiji pokazano
prisustvo (de la Mata i sar., 2001), a u drugojusti® (Trinité i sar., 2000; Voisine i
sar., 2002) ovog molekula naTslezine pacova Take, pokazano je da CD4- KD za
razliku od CD4+ KIT, ispoljavaju visoke nivoe CD200 (OX2) molekula ikoj mogao

biti jedan od markera za razdvajanje ove dve sublipajje DC (Voisine i sar., 2002).

Imajwéi u vidu zn&aj TLR u prepoznavanju ragitih mikroorganizama, kao i u
sledstvenoj aktivaciji B i zap@injanju stéenog imunskog odgovora, na pacova je
ispitivana ekspresija razltiih TLR (Hubert i sar., 2006). Za razliku od gD koje
karakteriSe visoka ekspresija iIRNK za TLR7 i 9 edsja/niska ekspresija IRNK za
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ostale TLR, K@@ ispoljavaju Siri repertoar TLR. Subpopulacija COKBC ispoljava
visoke nivoe iIRNK za TLR1, 2, 3110 i umerene reM&NK za TLR4, 5, 6, 7 1 9, dok
CD4+ kDC subpopulacija ispoljava sve TLR (TLR1-10), od kojsu visoko
eksprimirani TLR1, 2, 3i 7 (Hubert i sar., 200Bkspresija TLR nije bila sojno-zavisna
i slican obrazac ekspresije ovih receptora r jB pokazan kod pacova SPBn(l.
Spraque Dawley), Lewis i BNeigl. Brown Norway) soja (Hubert i sar., 2006).

1.1.8.3. Funkcijske karakteristike

SveZe izolovane CD4- kDimaju nezreo fenotip i slabo indukuju proliferativ
odgovor alogenih CD4+ T limfocita. Ta#te, ovecelije nakon stimulacije sekretuju
velike koliéine 1L-12 i TNFa i usmeravaju imunski odgovor u pravcu Thdlija
(Voisine i sar., 2002)., a mogu da ispolje i citaionu aktivnost, nalik NKcéelijama,
(Josien i sar., 1997; Trinité i sar., 2000), kakamaju I iz limfnih ¢vorova i timusa
(Josien i sar., 1997; Trinité i sar., 2000). Zalikazod CD4-, CD4+ KkI@ produkuju
male koltine IL-12 i snazno indukuju proliferaciju aloger@b4+ i CD8+ T limfocita,
kao i diferencijaciju ka Thl, Th2 i citotoksim T limfocitima Engl cytotoxic T cells,
CTL) (Voisine i sar., 2002).

1.2. STARENJE IMUNSKOG SISTEMA

Interesovanje istrazi¢a za promene kojima podleze imunski sistem tokom
starenja organizma je u porastu. Razlog za ovodeswografski podaci koji ukazuju na
produzenje ljudskog Zivota i posemnje broja starih ljudi, kao i shvatanje da je grev
funkcionisanje imunskog sistema jedan od &ijh faktora koji odréuje duzinu
zivotnog veka (Aspinall i Goronzy, 2010). Ispitiyaruticaja starenja na imunski sistem
nisu bila od velikog interesa u vreme kada je pfasezivotni vekcoveka iznosio oko
40 godina. Mdutim, napredak medicine i bolji socio-ekonomskiowsluticali su na
produzenje zZivotnog veka, i do preko 80 godinayviadi do prilagdavanja svih sistema

u organizmu, pa i imunskog, ovoj promeni (Aw i sa007; Aspinall i Goronzy, 2010).

Kada je u pitanju zastupljenost stare populacijepdljudi se pdetkom starosti
smatra 65. godina Zivota, prema nekim prédrjima, do 2030. godine viSe od 25%

svetskog stanovniStvée biti staro, a taj procenat je dveostignut u Evropi i Japanu
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(Aw i sar., 2007). Ovakve demografske promene rsassobom i povi@anu gestalost
oboljenja koja pog#aju stare osobe.

Promene kojima podleze imunski sistem tokom starempg&avaju se terminom
~immunosenescence‘Jedna od sveobuhvatnijin definicija te promendsgp kao
poreméaj imunskog sistema koji nastaje zbog smanjenj@&netivne sposobnosti
¢elija, promene potencijala diferencijacijéelijskin prekursora, nemognosti
homeostatskih kontrolnih mehanizama da odgovore poaavljane podsticaje i

.gresaka“ koje se deSavaju na nivlije (Aspinall i Goronzy, 2010).

Starenje imunskog sistema ne podrazumeva obavemgregivno smanjenje
njegove funkcije i kompetentnosti, ¥®i te promene trebalo posmatrati kao rezultat
sloZzenog i kontinuiranog procesa remodelovanja, dmlazi do progresivnog gubitka
nekih funkcija, dok su druge nepromenjenecidik poja&ane (Burkle i sar., 2007).
Ovakve promene kod starih osoba dovode, direktnandirektno, do povéanja
predispozicije za razvoj infektivnih i inflamatomibolesti i malignih bolesti, ali i
paradoksalno, do povanja wWestalosti autoreaktivnin patoloskih stanja (Grallea
Julius, 2010).

Podaci dobijeni iz studija sprovedenih na stoggd@ma i iz longitudinalnih
Franceschi i sar., 2007), pokazuju da izlozenaggrmzma infektivnim agensima tokom
Zivota ima veliki uticaj na promene imunskog siséetokom starenja (Pawelec i sar.,
2005; Larbi i sar., 2008). Osim hr@ne izloZenosti antigenu, drugi vazan faktor koji
ima uticaj na starenje i patogenezu bolesti vezamihstarenje je i stanje koje se
ozn&ava terminom,inflamm-aging“, a predstavlja subkligki hroni¢ni inflamatorni
proces kod starih (Franceschi i sar., 2000). Naimeerumu starih osoba, kao i u
serumu starih miSeva i pacova, izmerene su nekolgda veée vrednosti
proinflamatornih citokina i proteina akutne fazesgn kod mladih (Brilnsgaard i
Pedersen, 2003; Gomez i sar., 2006; Vasto i Sa0.7;2Vong i Magnusson, 2013). JoS
uvek nije poznato kojéelije su odgovorne za sekreciju proinflamatornitokina i
drugih proinflamatornih medijatora koji doprinogargu hronéne inflamacije (Swain i
Nikolich-Zugich, 2009). Kao najverovatniji izvoresnavode aktivisani makrofagi i T
limfociti (Larbi i sar., 2008; Shaw i sar., 201Qpnada se ne isklfwju ni uloga
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fibroblasta, adipocita, endotelniéelija, misénih celija, stromalnihéelija (Swain |
Nikolich-Zugich, 2009; Maggio i sar., 2006; Pandaar., 2010) i 0 (Panda i sar.,
2010).

Pretpostavlja se da je genetska predispozicija keetanoj sekreciji
proinflamatornih citokina, sa jedne strane, i srmaom antiinflamatornom odgovoru na
tu sekreciju, sa druge strane, u osnovi inflamatonpatoloSkih stanja u starijem
Zivotnom dobu. Za razliku od starih osoba sa ,dtamatornim“ fenotipom, koji se
povezuje sa povanim morbiditetom i mortalitetom, pokazano je dgakene osobe
(stogodisnjaci) poseduju genske varijante koje mmogutavaju da optimizuju balans
izmedu pro- i antiinflamatornih citokina i drugih medigsa inflamacije (Franceschi i
sar., 2007; Larbi i sar., 2008). Njihov imunskitem uspeva da prevde Stetan efekat
proinflamatornih citokina produkcijom antiinflamateh, kao Sto su IL-10 i TGB; ali i
da cduva sposobnost efikasnog reagovanja na infektigense (Vasto i sar., 2007,
Forsey i sar., 2003).

IstraZzivanja na polju biologije starenja imunskagjesna su pokazala da starenje
dovodi do promena svih komponenti imunskog sistent@, kako c¢elija, patev od
nediferencirane maine celije u kostnoj srzi, pa do diferencirane zrétdije, tako i
tkiva koja formiraju speciéinu mikrosredinu koja indirektno moze dacetina funkciju

¢elija koje se u njoj nalaze.
1.2.1. Promene na molekulskom nivou

Najupeatljivija karakteristika starenjéelija je skraivanje telomera (Goronzy i
sar., 2006). Telomere su kratki nizovi ponovljenukleotida na krajevima hromozoma,
koje su zn&ajne za ouvanje integriteta hromozoma, tako da se njihov@acskanije
moze dovesti u vezu sa promenjenim funkcijaelga u starosti (Hornsby, 2007). Kod
starih organizama je dano da epigenetske promene, kao Sto su hipop#irhietilacije
DNK i modifikacije histona (Bartova i sar., 2008ydBeau-Julius, 2010; Montoya-
Ortiz, 2013), kao i promene u ekspresiji mikro RNKu i sar., 2012; Noren Hooten i
sar., 2013), mogu uticati na gensku eskpresijumigatim i na modulacijucelijske
funkcije. U daljem tekstu su navedene joS neke praama molekulskom nivou koje se

povezuju sa starenjem organizma.
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1.2.2. Promene n&elijskom nivou i nivou populacija éelija
1.2.2.1. Limfo-hematopoetski odeljak u kostnoj srzi

Sposobnost diferencijacije u pravcu mijeloidnédirifoidne loze krvnih¢elija,
ali i u pravcu ne-hematogenikelija, kao i sposobnost samoobnavljanja su vazne
osobine pluripotentne matie ¢elije, koja se nalazi u kostnoj srzi i od koje agistsve
¢elije kojecine imunski sistem. Tako da generalno gledanoausitarenja na oveelije
bi mogao da se odrazi na funkciju imunskog sistenyste. Kada je u pitanju promena
broja ovih¢elija uslovljena starenjem, de Haan i sar. su palkaa kod dugozivwgh
miSeva C57B1/6 soja dolazi do pdaeja, a kod kratkoziveg DBA/2 do smanjenja
broja maténih celija u kostnoj srzi i time istakli zdaj genetskih faktora u regulaciji
broja ovih ¢elija (de Haan i sar., 1997; de Haan i sar., 1988koliko studija je
pokazalo da ,stare” matie ¢elija imaju smanjenu sposobnost naseljavanja kastrie
adherencije za stomaligelije kostne srzi (Harrison i sar., 1989; Chenri,s2000; Xing
I sar., 2006; Chambers i sar., 2007). Studije skapale da i kod humanih CD34+
(Gale i sar., 1997; Kollman i sar., 2001). Ta&ppokazana je i povana sposobnost
~starin” matinih c¢elija da diferenciraju u pravcu mijeloidne, a snes@ u pravcu
limfoidne loze (Min i sar., 2006; Aw i sar., 200%Geiger i sar., 2009), dok je
proliferativni kapacitet mijeloidnih i limfoidnih negenitorskihéelija bio manji kod
starih jedinki (Min i sar., 2006; Geiger i sar. 020

Uticaj starenja naelije kostne srzi moZe biti posledica intézih i ekstrizE€nih
faktora. Kao naje&i intrizi¢ni faktori navode se disfunkcija telomera (Rudoidar.,
1999; Dolle i sar., 2006; Rossi i sar., 2007), ngmnost popravke ostenja DNK van
telomera (Rossi i sar., 2007)pbve:ana ekspresija gena 18 (regulatoréelijskog
ciklusa i tumor supresorski gen) (Molofsky i s@&006; Krishnamurthy i sar., 2006). Od
spoljasnjih faktora, naj\¥e znataj se pridaje promeni mikrosredine u kostnoj gefisa
starogu se odeljak hematopoeze smanjuje i zamenjuje magavom (Gruver i sar.,
2007).

1.2.2.2.Celije ste’enog imuniteta

Od svih¢elija imunskog sistema, kada je u pitanju procesesia, najvise su
prowavani T limfociti. Tome je doprinela vazna efektorska i regulatastea koju
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ove ¢elije imaju u imunskom odgovoru, ali i involucijamusa, fenomen koji se
povezuje sa starenjem organizma (Salam i sar.,)2@H3involucijom timusa, smanjuje
se produkcija naivnih T limfocita i njihov izlazak timusa, Sto dalje remeti odnos
novopridoslih naivnih T limfocita, ,starijin“ naivh T limfocita i memorijskih T
limocita u okviru pula ukupnih T limfocita. Ovaj nds se kod starih menja u korist
memorijskih T limfocita, koje karakteriSe oligoklska ekspanzija, Sto sa druge strane,
dovodi do smanjenja raznolikosti repertoara T ligit#d (smanjenje ponje u Sestoj
deceniji Zivota ljudi) i Sto se odrazava na imunffeikolich-Zugich, 2005; Salam i sar.,
2013).

Takaie, na@ene su i promene na celularnom i subcelularnomwnieke od
njih su: smanjena sposobnost T limfocita da odgeva stimulus antigenom, defekt u
prenosu signala posredstvontR, podloznost ostenjima DNK nakon aktivacije ili
radijacije, smanjena ekspresija koreceptora, smangekrecija IL-2 i proliferacija
nakon stimulacije od strane AP smanjena ekspresija aktivacionih markera i marker
diferencijacije (Haynes i sar., 1999; Nikolich-Zalyj 2005).

Humoralni imunitet kod starih osoba je takokompromitovan, a promene se
deSavaju na viSe nivoa, &y od progenitorskéelije pa sve do zrelilB limfocita, Sto
rezultira kvantitativnim (smanjena produkcija agial i kvalitativnim (predominantna
produkcija antitela niskog afiniteta) promenamadgavoru B limfocita (Frasca i sar.,
2005; Frasca i Blomberg, 2011). Pul B limfocitasseanjuje tokom starenja i veruje se
da do toga dolazi usled smanjene proizvodejga u kostnoj srzi, padelija usmerenih
ka B limfocitnoj lozi. Takde, enzim aktivacijom indukovana citidin deaminaead|.
activation-induced cytidine deaminase, AID), kgguliSe promenu klase antitela, kao i
transkripcioni faktor E47, koji reguliSe njegovusekesiju, su nishodno regulisani kod
starih ¢elija (Frasca i sar., 2004). Promene u funkciji iBfbcita starih jedinki su

jednim delom posledica i disfunkcije T limfocitaal@m i sar., 2013).
1.2.2.3.Celije urodenog imuniteta

StanoviSte, da komponente demog imuniteta tokom starenja ne podlezu
promenama, Wese to deSava primarno u okviru odeljkateteog imuniteta (Pawelec i

sar., 2002) nije viSe aktuelno i rezultati brojmgtrazivanja koja su vrSena poslednje
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decenije su pokazala upravo suprotno (Panda i 2209; Shaw i sar., 2010; Solana i
sar., 2012).

Neutrofili su fagocitneelije i prve koje dolaze na mesto infekcije ili @&nja
tkiva (Kumar i Sharma, 2010). Vima studija pokazuje da se broj owhlija tokom
starenja ne menja (Fulop i sar., 1985; Chatta eDH996) i da je @vana sposobnost
adherencije za endotelrdelije, ekstravazacije i migracije na mesto infe&kqiBiasi i
sar., 1996; Butcher i sar., 2001). &&im, neke funkcije ovikcelija se menjaju sa
starenjem. IstraZivanja ¢ana uglavnom na neutrofilima starih osoba su pd&ada
ove celije imaju smanjenu sposobnost hemotakse i inkg@og ubijanja
posredovanog slobodnim radikalima (Butcher i Q1; Peters i sar., 2009). Pokazana
je i smanjena sposobnost fagocitoze opsonizovaaktebja, kao Sto stEscherichia
coli i Staphylococcus aureugbog smanjene povrSinske ekspresijer FFeceptora
(CD16) (Butcher i sar., 2001) i sposobnost da odgewna faktore prezivljavanja, kao
Sto je GM-CSF (Fortin i sar., 2007). U osnovi oyplomena je porentaj u prenosu
signala, koji je posledica promenjene struktureinktije lipidnih ,raftova“, koji su

sastavni delovtelijske membrane (Alvarez i sar., 2001).

Monociti i makrofagi suvazan deo urenog imuniteta i imaju ulogu kako u
odbrani od mikroorganizama (virusi, bakterije, rgab transformisanéelije), tako i u
povezivanju urdenog i stéenog imuniteta (Geissmann i sar., 2010; Cros | 2a81d0).
Monociti se nalaze u krvi i slezini, a tokom inflaoije, diferenciraju u tkivne
makrofage i u inflamatorne © (Shortman i Naik, 2007; Auffray i sar., 2009). Rodl
koji se odnose na promenu broja monocita tokonesjarsu opréni (Plowden i sar.,
2004; Della Bella i sar., 2007). Nyugen i sarad(iyugen i sar., 2010) su pokazali da
starenje utie na promenu zastupljenosti subpopulacija monodcifidiovu funkciju kod
ljudi. Ispitivanja makrofaga, uglavnom porekla glodarapskazala da kod ovitelija
sa starenjem dolazi do porefag@ funkcije (Shaw i sar., 2010; Solana i sar.,201
Tokom starenja se smanjuje sposobnost @elija da vrSe fagocitozu, da produkuju
slobodne radikale i da prezentuju antigene (Gomsar., 2008; Solana i sar., 2012).
Takaie, nalena je i izmenjena ekspresija i funkcija TLR (Rewh sar., 2002; van
Duin i Shaw, 2007; Agrawal i sar; 2010). Interesange i podatak da humani

nestimulisani makrofagi starih osobairu vitro uslovima pokazuju pro-inflamatorni
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citokinski profil, dok je nakon stimulacije LPS-omrodukcija citokina manja u
poreienju sa nestimulisanigelijama (Franceschi i sar., 2007; Solana i sail220

NK ¢elije su citotoksine ¢elije i imaju ulogu u ranoj odbrani od intracelurdr
mikroorganizama, pre svega virusa, i tumorsiehja (Parham, 2006). Pokazano je da
starenje pouwsava i procenat i apsolutni broj ovéelija, ali i da dolazi do redistribucije
subpopulacija ovikéelija (Borrego i sar., 1999; Chidrawar i sar., 200& Garff-
Tavernier i sar., 2010). Naime, udeo nezrelih Ni€lija, koje produkuju
imunoregulatorne citokine (CDB&™) se smanjuje, dok se broj zrelih Ni¢lija sa
vecom citotoksénom sposobna@s (CD56'™ poveava (Tarazona i sar., 2000;
Chidrawar i sar., 2006). Citotoksiost NK celija kod starih osoba, gledano po
pojedin&noj ¢eliji, je smanjena (zbog smanjenja ispoljenost \adionih receptora
NKp30 i NKp46 i povéanja ispoljenosti inhibitornih receptora) (Chidrawaar., 2006;
Le Garff-Tavernier i sar., 2010; Almeida-Oliveirgar., 2011; Solana i sar., 2012), dok
je ukupna citotokgnost ovih ¢elija ofuvana zahvaljujti promenama u odnosu
subpopulacija (Panda i sar., 2009).dBlaa je i smanjena produkcija IFN-hemokina
(MIP-1a, IL-8, RANTES) pod uticajem IL-2 (Krishnaraj i Bbma, 1996; Mariani i
sar., 2002). Smanjena produkcija citokina i hemakkoja se ne moze kompenzovati,
poput citotoksine funkcije, moze da kompromituje razvojcgtieog imuniteta kod starih
(Panda i sar., 2009). Poznato je i da 8#fije "komuniciraju” sa [, bilo posredstvom
NKp30 receptora na NKelijama i nepoznatog liganda naCPbilo preko solubilnih
faktora (IFNy, TNF-n). S tim u vezi, prethodno navedene promene kopoaiezu NK
¢elije tokom starenja mogu dovesti, direktno ili inetktno, do porem&ja u razvoju
ste&éenog imunskog odgovora u virusnim infekcijama itpreumorskihcéelija (Solana i
sar., 2012).

1.2.2.3.1. Dendritskeelije

U literaturi se mogu proa podaci koji se odnose na uticaj starenja na
fenotipske i funkcijske karakteristike(Déoveka, primata i mia. Ti podaci sesto
kontradiktorni i teSko ih je porediti jer su: 1) aizovanecelije razlcitog porekla
(slezina, periferna krv), 2ielije gajene pod raziitim uslovima, 3) korigeni razltiti
protokoli za njihovu aktivaciju/sazrevanje, 4) nesfji potpuna podudarnost izthe
razli¢itih populacija/subpopulacija © kod razltitih vrsta, 5)éelije poticale iz jedinki
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razlicite starosti (Agrawal i sar., 2007b; Agrawal i s2008; Wong i sar., 2010; Pereira
I sar., 2011).

Kada je u pitanju broj D, Tan i saradnici (Tan i sar., 2012) su, analiniigproj
kDC u slezini, limfnimévorovima i pléima miSeva starih 18 meseci, sojeva C57BL/6 i
BALB/c, nasli da je on bio nepromenjen u odnosumntade, osim u pitima C57BL/6,
gde je bio povéan, dok su Pereira i saradnici (Pereira i ar., 20&iektovali smanjenje
broja DC u slezini starih miSeva. U slezini 26 meseci bt@57BL/6 miSeva riena je
promena odnosa subpopulacij& D poreenju sa slezinama mladih Zivotinja (Wong i
sar., 2010). Kod nehumanih primata, majmumesus macaquestarenje nije uticalo na
zastupljenost D u perifernoj krvi, ali je u okviru D promenjen odnos subpopulacija u
korist mijeloidnih DC (Asquith i sar., 2012). U perifernoj krvi starilsaba, Agrawal i
saradnici (Agrawal i sar., 2007b) nisu nasli proménoja OC u poreenju sa mladim
osobama, dok su Della Bella i saradnici (Della &ellsar., 2007) nasli progresivno
smanjenje broja mijeloidnih © sa starenjem i nepromenjen broj (DT akate, ova
grupa je nasla da @ starih osoba imaju zrelijih fenotip u pdemju sa [@ mladih
osoba (Della Bella i sar., 2007). Interesantan j@laz Jing i saradnika (Jing i sar.,
2009), koji ukazuje na smanjenu zastupljenost kKpDC u perifernoj krvi starih osoba
koje boluju od bar jedne onesposoblja¢ajbolesti (Alchajmerova bolest na primer) ili
od bar dve hrone bolesti, dok je ona nepromenjena kod zdraviihstsoba.

Nekoliko studija je pokazalo smanjenje gustine lexhgnsovihéelija (LC) u
epidermisu koze, mukoznim tkivima i epitelu tonzdtarih osoba (Gilcherest i sar.,
1982; Kurban i Bhawan, 1990; Indrasingh i sar.,99%$manjenje gustine(Lnaieno je
I u kozi i u Pajerovim pléama starih miSeva, u paenju sa mladim miSevima (Choi i
Sauder, 1987; Fujihashi i McGhee, 2004). Varasradsaci (Varas i sar., 2003) su
pokazali smanjenu gustinu timusnilCxod starih miSeva. Stichel i Luebbert (Stichel i
Luebbert, 2007) su nasli da kod zdravih miSevaritstako 12 meseci, zapimje
nakupljanje @ i T limfocita u mozgu i to najpre u beloj masitakom narednih 12

meseci njihov broj se povava i mogu se detektuju i u sivoj masi.

Preuzimanje antigena je vazna funkcija nezreliéi. Bmanjena sposobnost
preuzimanja antigena pokazana je kod Kbje su dobijene u kulturi diferencijacijom
monocita starih osoba u pdenju sacelijama dobijenim na isti @& od monocita

24



Uvod

mladih osoba (Agrawal i sar., 2007b). Ista grupggiazala i smanjenu sposobnost
MoDC starih osoba da migriraju u pravcuéencentracije hemokina (Agrawal i sar.,
2007b). Takde, pokazana je i oZtena migratorna sposobnost humanth (Bhushan i
sar., 2002). Nasuprot ovim rezultatima, pokazanjenalna trans-endotelna migracija
DC humane periferne krvi (Pietschmann i sar., 20@0)starih mideva je, takie,
pokazana un vivo uslovima, izmenjena migratorna sposobnost Ea drenirajdim
limfnim &vorovima (Linton i sar., 2005), kao i(Lka regionalnim limfnimévorovima
(Choi i Sauder, 1987).

U brojnim studijama koje su imale za cilj da ispitaposobnost D starih
jedinki da odgovore na aktivacione stimulusecesfe na agoniste TLR4, TLR2/6 i
TLR9, dobijeni su raziti rezultati. Najveéi broj studija je pokazao da starenje
smanjuje sposobnost(Dda odgovore na inflamatorni stimulus (Grolleauiulii sar.,
2006; Pereira i sar., 2011; Li i sar., 2012), dek jgdan broj studija pokazao
nepomenjenu (Tesar i sar., 2006; Jones i sar.,)dD1d&AK i poj&anu sposobnost ovih
¢elija da odgovore na agoniste TLR (Agrawal i s@007a; Agrawal i sar., 2009).
Uprkos kontradiktornim rezultatima, postignuta jgSta saglasnost kada je u pitanju
smanjen odgovor O starih jedinki na inflamatorne stimuluse (Wong ol@stein,
2013). Naime, smatra se da je aktivacija T limioitd strane D smanjena kod
sistemskih bakterijskih infekcija (Li i sar., 2012plunih infekcija izazvanih
respiratornim virusima (Katz i sar., 2004) i tum¢@Gxolleau-Julius i sar., 2006), a da je
oc¢uvana kod sistemskih virusnih infekcija (Tesarri,s2006). Proces starenjadgii na
funkciju pDC i to, pre svega, na produkciju IFN tipa | u odgavaa virusne infekcije
(Wong i Goldstein, 2013).

1.2.3. ImunopatoloSka stanja kod starih

Promene koje podaju komponente imunskog sistema tokom starenje sas
sobom povéan rizik od oboljevanja od infektivnih i inflamatoh, autoimunskih i
malignih bolesti.

Kod starih osoba n&Xe su infekcije urinarnog i respiratornog trakta,
reaktivacije hroninih virusnih infekcija Kerpes virusi Varicella-zoster virug zatim
bakterijske infekcije Nlycobacterium tuberculosisEscherichia coli Salmonella
Staphylococcy<LClostridium), gljivicne Candidg i parazitarne (High, 2004; Montoya-
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Ortiz, 2013). Sa druge strane, zaStita od infeltivibolesti, koja se indukuje
vakcinacijom, nije optimalna (Nikolich-Zugich, 200®8/einberger i sar., 2008). Kod
starih osoba je po¢ana i incidenca bolesti gijem nastanku zr@ajnu ulogu ima

inflamacija, kao Sto su Alchajmerova bolest, Pa&mova bolest, ateroskleroza,
dijabetes tip 2 (Brutsgaard i Pedersen, 2003; McGdeGeer, 2004).

Poveanju incidence malignih bolesti u starosti dopranokako faktori koji
favorizuju tumorogenezu (akumulacija d&sjacelija izazvana slobodnim radikalima,
virusima, karcinogenima), tako i suzavanje repeddalimfocita i disfunkcija limfocita
i DC (Shurin i sar., 2007; Pawelec i sar., 2010; Fulsar., 2011).

Starenje se povezuje i sa izmenjenom incidencomwirauhskih bolesti. Vé@na
literaturnih podataka uguje na povéanje incidence u starijem Zivotnom dobu, ako se
izuzme reproduktivni period kod Zena (Grolleau+dsili2010). Méutim, incidenca
nekih autoimunskih bolesti se sa starenjem smafglij@oetes tip 1 i multipla skleroza)
(Leslie i Delli Castelli, 2004; Vollmer i Waxman991).

Kod starih osoba potana je reaktivnost na sopstvene antigene i na aoujg
¢efi nalaz autoantitela (reumatoidni faktor, anti-reddna antitela, anti-fosfolipidna
antitela, anti-tireoglobulin antitela) (Hasler iuadi, 2005; Johnson, 2006).

Smatra se da su razlozi za péaeu sklonost za razvoj autoimunskog procesa
kod starih: 1) produzena izlozenostwe koncentracijama autoantigena zbog njihovog
neadekvatnog uklanjanja, 2) o&aje ili izmene anatomskih barijera koje mogu dtives
do oslobdanja skrivenih sopstvenih antigena, 3) posttraimh&c obrade sopstvenih
proteina koje se deSavaju u starijem zivotnom doksidacija, formiranje isoaspatrtila),
4) infekcije i 5) maligne bolesti, koje mogu dopin neodgovarajtoj izlozenosti

sopstvenim antigenima.

Razvoju autoimunosti doprinose i promene¢ehbjskom nivou. Kao primeri se
navode defekti u aktivaciji i izmenjen prenos signa T i B limfocitima (Nikolich-
Zugich, 2005; Frasca i Blomberg, 2011; Salam i, 2813), promene fenotipa i funkcije
DC (Agrawal i sar., 2012), promene u odnosu citokiog@ produkuju Th1, Th2, Th17 i
T regcelije (Hawkley i Cacioppo, 2004; Uciechowski i s&007; Lee i sar., 2011).
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1.3. EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI ENCEFALOMIJELITIS

Eksperimentalni autoimunski encefalimojelitis (EAEg nafeXe korigen
animalni model humane inflamatorne demijelinizic@ubolesti centralnog nervnog
sistema (CNS) - MS i u upotrebi je od 30-tih godmmaslog veka (Rivers i Schwentker,
1935). Ovaj model seesto koristi i kao model CD4+ @elijski posredovane, organ-
specifine autoimunske bolesti, bufilda ovecelije imaju zn&ajno mesto u patogenezi

bolesti (Constantinescu i sar., 2011).

EAE se moZe indukovati kod ragtih vrsta primata i glodara. Kada su glodari u
pitanju, na kojima je i uen najvéi broj studija, zapazena je sojno-zavisna osetfivo
na indukciju bolesti (Miljkow i Mostarica Stojkiw, 2006). Takde, primé&eno je i da
indukovati imunizacijom antigenom ili antigenima jetina (aktivan EAE) ili
adoptivnim transferom mijelin-spedifiih aktivisanih CD4+ T limfocita (pasivan EAE)
(Zamvil i Steinman, 1990; Swanborg, 2001; Swanho®&epaniak, 2001; Miljkowi i
Mostarica Stojkiw, 2006).

Imunski odgovor na autoantigene, u ovomcaju na antigene CNS-a, je
regulisan brojnim celularnim i molekulskim mehnizna (Goodnow i sar., 2005). U
induktivnoj (inicijalnoj) fazi bolesti, AB na periferiji aktiviraju autoreaktivne, antigen-
specifcne CD4+ T limfocite (Bach i sar., 2004; PlatterteiSman, 2005), koji zatim, u
odgovoru na hemotaklie signale, migriraju u ciljno tkivo tj. CNS (Rarmsaf i sar.,
2003). U CNS-u, u perivaskularnom prostoru, biviagaktivisani od strane tamosnijih
APC, nakon ¢ega prodiru u parenhim, gde ispoljavaju svoju efieitu funkciju,
uglavnom produkuijéi citokine (Wheeler i Owens, 2005; Platten i Steamn2005).

StanoviSte, da glavnu ulogu u patogenezi bolestjumThl celije koje
produkuju IFNy, dovedeno je u sumnju kada je kod miSeva pokazinalefekt/i
osovine IL-12/Th1, ne smanjuju osetljivost ovih @mja na indukciju bolesti, veje
¢ak i poj&avaju (Ferber i sar., 1996; Gran i sar., 2002)diBge strane, pokazano je da
su miSevi koji nemaju p40 subjedinicu IL-12 postazistentniji na indukciju bolesti
(Zhang i sar., 2003). Otk IL-23, za koji je pokazano da deli p40 subjedimsa IL-
12, kao i Th¢elija koje produkuju IL-17 (Thl1l7), pomoglo je u vafljavanju
patogeneze EAE-a i MS (El-behi i sar., 2010). PrefanasSnjem konceptu, ulogu u
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patogenezi inflamacije u CNS-u imaju Thl i ThZeélije. Od njihove relativhe
zastupljenosti na mestu inflamacije i predominanpmedukcije jednog ili drugog
citokina, zavisi i klintka forma MS-a. Ova tvrdnja ima utemeljenje u nalazuu
inflamaciji posredovanoj ThXelijama dominiraju makrofagi i ona je lokalizovana
pretezno u Kimenoj mozdini, dok Thl<%elije indukuju inflamciju prevashodno u
mozgu i ona se karakteriSe infiltracijom neutrofj&oenke i sar., 2008; Stromnes i
sar., 2008).

Prethodno, ukratko opisan patoloSki proces kojideSsava u CNS-u, kao
posledicu ima demijelinizaciju, gubitak aksona iogl (Constantinescu i sar., 2011).
Bolest se kod obolelih zivotinja manifestuje motmrmdisfunkcijom, kao ascendentna
mlitava paraliza. Ona zahvata najpre rep, zatinmgaekstremitete i moze da progredira
do paralize prednjih ekstremiteta i/ili moribundnsiginja, patak i smrti (Takeuchi i
sar., 2013).

1.4. SOINE RAZLIKE KOD PACOVA

Pacov je, posle miSa, age kori¥ena eksperimentalna Zivotinjska vrsta u
imunoloSkim istrazivanjima, ali i istrazivanjima npolju fiziologije, patologije,
toksikologije, transplantacije, farmakologije, p8agnja i drugih oblasti. Danas postoji
viSe od 200 razitih sojeva pacova (Kacew i Festing, 1996) i odaldgovarajdeg
soja za odrdena ispitivanja je od velike vaznosti, bdduwla se oni razlikuju po
fizioloSkim, biohemijskim, reproduktivnim, bihejuialnim i drugim parametrima. Sa
imunoloSkog aspekta, interesantnacjejenica da se pacovi, kao uostalom i ljudi,
razlikuju po svojoj podloznosti, odnosno otporngsgma infektivnim i ne-infektivnim
zapaljenskim (inflamatornim) bolestima (Vasilev ars 2009). U imunoloSkim
istraZivanjima zn&ajno mesto pripada istrazivanjima fenomena imurk@délerancije i
autoimunskih bolesti i brojni su primeri radtih sojeva miSeva i pacova koje
karakteriSe raziita osetljivost na indukciju ovih bolesti. Kao pemsecesto navode
pacovi Lewis i DA soja kod kojih se lako indukujinT posredovane organ-spedife
autoimunske bolesti (EAE, uveoretinitis, dijabetetukovan streptozotocinom, artritis)
i pacovi BN soja koji su podlozani razvoju Th2 pawvanih sistemskih autoimunskih
bolesti (mijastenija gravis, hiper IgE produkcijgomerulopatija) (Fournié i sar., 2001).
Takaie, manije ili viSe neosetljivim na indukciju Thl pedovanih autoimunskih bolesti
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se smatraju i pacovi AO, PVG i Fisher soja (Most$tojkovic i sar., 1982a,b;
Swanborg, 2001; Miljkovi i Mostarica-Stojkowd, 2006; Miljkovi¢ i sar., 2006). U
0osnovi sojno-zavisnog odgovora na indukciju autaiskih bolesti je raziita genetska

osnova ovih Zivotinja (Fournié i sar., 2001; Miljké i Mostarica-Stojkowd, 2006).

Kao Sto je prethodno ¢eno, pacovi AO i DA soja (odrasle mlade jedinke) se
odlikuju razl¢itom osetljivogu na indukciju Thl posredovanih autoimunskih bolest
iz tog razloga se Kkoriste za dusobna pordenja U istraZzivanjima
rezistencije/osetljivosti na ove bolesti, pre svegee-a (Lukic i sar., 2001; Miljkowv¢ i
sar., 2006., Markovi i sar., 2009). Pokazana je i r&#h podloznost ovih sojeva
infekciji Trichinella-om spiralis (Vasilev i sar., 2009). DosadaSnja istrazivanja su
pokazala da kod ovih sojeva postoje razlike u odgowperitonealnih makrofaga na
komensalne bakterije creva (produkcijadd i NO molekula) (Kovaevi¢-Jovanow i
sar., 2009) i na medijatore stresa (produkciOHi fagocitoza) (Stanoje¥ii sar.,
2007), kao i razlike u produkciji Thl i Th1l7 citola (Luki i sar., 2001; Miljkow i
sar., 2006., Markovii sar., 2009). U literaturi ne postoje podaci keg odnose na
karakteristike K@ pacova DA i AO soja i one su predmetdauanja ove doktorske

disertacije.
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Ciljevi istiganja

Imajuéi u vidu sve Sto je prethodno navedeno, profilisalae dva cilja:

. Prvi, da se ispita uticaj starenja na fenotipskdéunkcijske
karakteristike konvencionalnih dendritskdglija (kDC) pacova, kao i modgi
zn&aj sojnih razlika za nastanak starenjem uslovljgmdmena u fenotipskim
i funkcijskim karakteristikama ovibelija.

« Drugi, da se utvrdi da li starenjem uslovljene peoe kOC
pacova koreliraju sa promenom njihove osetljivasé indukciju organ-
specifiénih autoimunskih bolesti.

Da bi se ostvario prvi cilj, izolovane su KDz slezine pacova uzrasta 3 meseca
(mladi odrasli pacovi) i 26 meseci (stari pacowg)asAlbino Oxford (AO) i Dark Agouti
(DA), koji pokazuju razliit stepen osetljivosti na indukciju eksperiment@no
autoimunskog encefalomijelitis (EAE), prototipa angspecitne autoimunske bolesti

posredovne Th1/Th17 limfocitima, i ispitivana je:

1) u populaciji sveze izolovanih KD

»  zastupljenost osnovnih subpopulacija (CD4+ i C[44h celija;

* nivo ispoljenosti funkcijski vaznih molekula, katossu MHC
molekuli Il klase i kostimulatorni molekuli (CD8@D86, CD40), na povrsini
ovih ¢elija;

* ekspresija gena za proinflamatorne/imunostimula&ofiNF-a,
IL-6, IL-13) i imunomodulatorne/imunosupresivne citokine (IR4iITGF{3);

*  sposobnost endocitoze dekstrana, a

2) u populaciji KB, koje su stimulisan@ vitro lipopolisaharidom (LPS),
sposobnost aktivacije/sazrevaja otédlija odretivanjem:
* nivoa ispoljenosti MHC molekula Il klase i kostinatrnih
molekula na povrsini ovilelija;
* njihovog kapaciteta da indukuju proliferaciju aloge CD4+ T

limfocita u ko-kulturi;
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* sinteze citokina (TNFe, IL-12, IL-6, IL-23, IL-10 i TGFB), koji
imaju vaznu ulogu u usmeravanju diferencijacijevndi alogenih CD4+ T
limfocita,

 njihovog kapaciteta za usmeravanje diferencijacj@genih
CD4+ T limfocita kacelijama koje ispoljavaju citokinski profil karaktstican
za Thl, Th2 ili Th17 subpopulaciju ovielija.

Da bi se ostvario drugi cilj, odnosno kako bi spiteda korelacija izméu
starenjem uslovljenih promena u funkcijskim karaktékama KDOC i osetljivosti na
indukciju organ-specifnih autoimunskih bolesti, mladi i stari pacovi AA soja su

imunizovani u cilju indukcije EAE-a, i péani su neuroloski parametri razvoja bolesti.
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3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Ova studija je obuhvatila Zenke pacova AO i DA siitklbg (engl.inbred) soja.
Zivotinje su gajene u providnim polipropilenskimviezima sa sterilnom piljevinom i
pod standardnim laboratorijskim uslovima u vivamu Centra za imunolosSka
istrazivanja ,Branislav Janka#/i Instituta za virusologiju, vakcine i serume , Takl' u
Beogradu. Standardni uslovi su podrazumevali komistatemperaturu (21 °C £ 2 °C),
relativnu vlaznost vazduha (50% - 60%), rezim simwanja svetla i mraka u intervalima

od 12 sati i slobodnan pristup vodi i hraad (libitum).

3.1.1. Eksperimentalne grupe i procedure

U prvom delu studije izvedeni su eksperimenti dgeroi da se ispita uticaj
starenja na slezinske KDpacova AO i DA soja. Pacovi oba soja su podeljecive
grupe: jednu grupu stinile zivotinje uzrasta 3 meseca (mladi odrasliquacu daljem
tekstu mladi pacovi), a drugu Zivotinje uzrastar@éseci (stari pacovi). Zivotinje su
Zrtvovane postepenim patanjem doze C® i nakon toga su podvrgnute
makroskopskom pregledu unutrasnjih organa. U ekspate su bile ukljgtene samo
zivotinje koje nisu ispoljavale znake bolesti i kkadjih, na autopsiji, nije detektovano
postojanje tumora, uanje slezine ili nekog drugog patoloSkog procesakdd toga,
slezine zdravih Zivotinja su paZzljivo iz#ene, @iS¢ene od okolnog vezivnog i masnog
tkiva. Manji deo tkiva slezine je izmeren i zamrzma analizu ekspresije gena za
citokine, dok je ostatak tkiva usitnjen i podvrgeuaizimskoj digestiji. 1z ovako dobijene
suspenzije splenocita, flotacijom kroz barijerukeigustine, dobijena je frakcijzelija
niske gustine koja je oboéena IOC.

Frakcijacelija niske gustine je korg&na za ispitivanje zastupljenosti osnovnih
subpopulacija kB, njihovih fenotipskih karakteristika i endocitoznkapaciteta. Kako
bi se izdvojila samo populacija KD jedan deo frakcijecelija niske gustine je
podvrgnut imunomagnetnom razdvajadelija na osnovu ispoljenosti CD103 (0OX62)
molekula. Nakon imunomagnetnog razdvajanja dedC kjp ostavljen za analizu
ekspresije gena za citokine i TLR4, dok su ostelge stimulisane LPS-om i njihova
sposobnost aktivacije/sazrevanja ispitivana jeiaoi: 1) fenotipskin karakteristika i

35



Materijal i metode

2) kapaciteta da sintetiSu citokine, stimuliSu peo&ciju i usmeravaju diferencijaciju
alogenih CD4+ T limfocita.

U drugom delu studije su Zenke miladih i starih pacdAO i DA soja

imunizovane u cilju indukcije EAE-a, i pfani su neuroloski parametri bolesti.

3.1.2. Dozvola Eitkog komiteta

Eticka komisija Farmaceutskog fakulteta Univerzitet8eogradu je odlukom
od 19.06.2012. godine, zavedenom pod brojem 6/2@ala dozvolu za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama, a u sklopu istrazjaafiji su rezultati prikazani u ovoj

doktorskoj disertaciji
3.2. HEMIKALIJE, ANTITELA | IMUNOKONJUGATI

Za izolovanje frakcijetelija niske gustine iz slezine kotehi su: kolagenaza D
(Roche Diagnostics, Meylan, Francuska) izolovanaCibstridium hystoliticumi
komercijalni gustinski gradijenti Optipr@) i Percolf (Sigma Aldrich, Oslo,
Norveska).

Za imunomagnetno razdvajangelija (engl. magnetic actvated cell sorting,
MACS) kori&ene su: mikréestice (microbeads) vezane za antitela prottv (Rion
0OX62) i protiv CD4 molekula (klon OX38) (Miltenyi iBtec, Gladbach, Nenika) i
MACS pufer. Ovaj pufer je sadrzavao PESl. phosphate buffered saline) uz dodatak
2 mM etilendiamintetrasietne kiseline (EDTA) i 0.5% godeg serum albuminagl.
bovine serum albumine, BSA). PBS (pH 7.4) je obéehaz Instituta za virusologiju,
vakcine i serume “Torlak” u Beogradu, dok su EDTBS$A nabavljeni od Fluka AG
Chemie GmbH, Buchs SG, Switzerland.

Za gajenje [0 tokom njihove aktivacije i izutenja me$ane leukocitne reakcije
(MLR) koris¢en je RPMI 1640 medijum (Sigma-Aldrich Chemie GmUrufkirchen,
Germany) kome su dodavani 25 mM N-2-hidroksietdpgzin N’-2-etansulfonska
kiselina HEPES (Sigma-Aldrich), 100 i.j./ml penioa (ICN, Costa Mesa, CA, SAD), 1
mM natrijum piruvata (Serva, Heidelberg, Netka), L-glutamin (Gibco, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, SAD) i 100 mg/ml strepicina (ICN), kao i fetalni tele
serum éngl. fetal calf serum, FCS) (Gibco, Grand Island, NYADS, prethodno
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inaktivisan toplotom u vodenom kupatilu (30 min $8°C), u koncentraciji od 10%.
Takade, upotrebljavan je i LPS (Sigma Aldrich) koji jegefhodno rastvoren pod

sterilnim uslovima u RPMI 1640 medijumguvan na -20 °C do upotrebe.

Za obelezavanje membranskih antigena ken& su sled& monoklonska
antitela (mAt): anti-RT1B antitelo (MHC II; klon O3 konjugovano fluorescein-
izotiocijanatom (FITC), anti-CD11b antitelo (klon Wb) konjugovano biotinom ili
FITC-om, anti-CD4 antitelo (klon OX38) konjugovakér C-om ili fikoeritrinom (PE),
anti-CD3 antitelo (klon 1F4) konjugovano PE-om, i#D80 antitelo (klon 3H5)
konjugovano biotinom, anti-CD86 antitelo (klon 24k9njugovano biotinom, anti-
CD40 antitelo (klon HM40-3) konjugovano FITC-om, gigena od BD Bioscience
Pharmingen (San Diego, CA, SAD). Zatim, ani- podjedinica integrina (anti-OX62
antitelo; klon OX62) konjugovano PE-om (AbD SerotgK) i poliklonsko zgije anti-
TLR4 antitelo (Abcam, Cambridge, UK). Streptavigieridin hlorofil protein éngl.
peridin chlorophyll protein, PerCP), kozije antiége antitelo konjugovano FITC-om i
odgovarajde izotipske kontrole su nabavljeni od BD BioscienBdarmingen. Takie,
prilikom obeleZzavanja antigena, ka®h je i odgovaraji pufer (FACS pufer) za
ispiranjecelijskih suspenzija, koji je sadrzavao PBS uz dakia€o FCS i 0.09% Nai\

Za analizu vijabilnosti ki3 kori&en je 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) (BD

Biosciences Pharmingen Mountain View, CA, SAD).

Prilikom analize endocitozne aktivnostiCDkori&en je dekstran konjugovan
FITC-om (Sigma Aldrich, St Louis, SAD), koji je gh®dno rastvaran u destilovanoj

vodi.

Za analizu proliferacije alogenih CD4+ T limfocita MLR kori&en je 5(6)-
karboksifluorescein diacetat sukcinimidil estar 86y (Sigma Aldrich, St Louis, SAD).
CFSE je rastvaran u dimetil-sulfoksidu (DMSOjuvan na -20 °C do upotrebe. Ova
boja tek nakon pasivne difuzije deliju i delovanja intracelularnih esteraza, postaje
fluorescenta jer nastaje fluorescentni karboksrgoein sukcinimidil estar. Ovo
novonastalo jedinjenje reaguje sa intracelularniminana i formira fluorescentne
konjugate koji ostaju @eliji. Prilikom deobecelije, boja se podjednako raspodeljuje na

¢erkecelije i ne prenosi se na okolaelije.

37



Materijal i metode

Prilikom analize ekspresije gena upotrebljeni sd&i reagensi: komercijalni
reagensi za izolaciju ukupne RNK u sastavu TotaARDhemistry Starter Kit (Wash
Solution 1 i 2, Elution Solution, Absolute RNA WaShlution) (Applied Biosystem,
Foster City, CA, SAD); komercijalni reagensi zanskripciju RNK u cDNK (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit) (AppliedbBystems) (10x RT Buffer, 25x
dNTP Mix, 10x RT Random Primers, MultiScribe Rewerfranscriptase i RNase
inhibitor); komercijalna TagMan smeSa reagenasangeenje ekspresije gena (Gene
Expression Master Mix) (Applied Biosystems); komjatai TagMan eseji za merenje
ekspresije IRNK pacova: IL-10 (Rn00563409_m1), TWFRN99999017_m1), IL-12a
(Rn00584538 m1), IL-23a (Rn00590334_gl1), IL-6 (Re@@ED11 ml), TGHBL
(Rn00572010_m1), ILA (Rn99999009 m1l), TLR4 (Rn00569848 m1), NOS2
(Rn00561646_m1) i hipoksantin fosforibozil transfea 1 (HPRT 1; engl.
hypoxantnine phosphorybosil transferase) (Rn015278d). Ovi eseji su nabavljeni
od Applied Biosystem.

Za odreéivanje koncentracije citokina u supernatantima wat ELISA
»sendvi metodom, korigeni su komercijalni testovi za pacovske citokineiza:
TNF-0, IL-6 i IL-17A (Biolegend, San Diego, CA, SAD), 410 i TGF$1 (R&D
Systems, Minneapolis, SAD), IL-12p70 (Invitrogenr@aration, Camarillo, CA, SAD),
IL-4 (Bender Medsystems, Vienna, Austria), IL-235ON Life Science Inc. Houston).
U ELISA testu za odrvanje koncentracije IFN-kori&eni su: anti-pacovski IFN-
(klon DB1), poliklonsko anti-pacovski IFN- antitelo konjugovano biotinom i
rekombinantni pacovski IFN- (eBioscience, Vienna, Austria), kao i ekstravidin-
peroksidaza i orto fenil-diamina (OPD) (Sigma Addir).

Izvodenje nekih ELISA testova je zahtevalo prethodnpreru odgovarajtih
pufera. Karbonatni pufer je koésn za razblazivanje antitela kojim su oblagani baze
mikrotitracione plée, kao priprema za izdenje ELISA testa za odiwanje
koncentracije IFNy. Pufer je pravljen tako Sto je 0.8403 g NaHG©.3655 g NgCO;
rastvarano u 100 ml destilovane vode. NaHGNaCO; su nabavljeni od Sigma
Aldrich. U istom ELISA testu kor&en je i citratni pufer za rastvaranje OPD-a, keji s
sastojao od limunske kiseline i pPO, x 2H,O. Pufer je pravljen tako Sto su najpre
napravljeni rastvori 0.1 M limunske kiseline i AV Na;HPO, x 2H,0O u destilovanoj

vodi i nakon toga, pomeSano je 49 ml rastvora liskenkiseline sa 51 ml rastvora
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NaHPO, x 2H,0, da se dobije 100 ml citratnog pufera. Limunsiszlina i NaHPO, x
2H,0 su nabavljeni od Sigma Aldrich. Za ispiranje &r&a mikrotitracione ploe,
prilikom izvodenja ELISA testa za odiwranje koncentracije IFN; IL-17 i TNF-a,
koris¢en je pufer koji je sadrzavao PBS uz dodatak 0.0%%en 20 (Sigma Aldrich).

U eksperimentalnom radu su kae#®i i: natrijum azid (NaB) i vitalna boja
Tripan plavo, nabavljeni od Sigma-Aldrich Chemie ®@m(Taufkirchen, Nenka).
Takade, prilikom imunizacije Zivotinja, upotrebljavanaBordetella pertussisakcina,
dobijena od Instituta za virusologiju, vakcine irsae ,Torlak”, kao i kompletni
Freund-ov adjuvans (CFA), koji je sadrzavao u 1 ining ubijenihMycobacterium
tuberculosis (H37Ra, ATCC 25177), 0.85 ml parafinskog ulja @%.ml manid

monooleata, nabavljen od Sigma-Aldrich Chemie.
3.3. IZDVAJANJE CELIJA
3.3.1. Izdvajanje i aktivacija kDC

3.3.1.1. Dobijanje frakcije‘elija niske gustine

Slezine Zivotinja su usitnjene i podvrgnute enziopskigestiji u rastvoru
kolagenaze D u PBS-u, finalne koncentracije 2 mgA@lminuta na 37 °C. Pet minuta
pre isteka ovog vremena, u suspenzije je dodavahAEQQ0 mM), da bi se sptdo
formiranje ¢elijskih agregata. Ovako dobijena suspenzija sgiéage propustena kroz
celicnu mrezicu (pore valine 60um) radi uklanjanja delova tkiva i isprana u PBS/2%

FCS centrifugiranjem na hladnom.

U cilju dobijanja frakcijec¢elija niske gustine splenociti su resuspendovani u
RPMI/0,04% EDTA i pome$ani sa Optipreom (3:1 v/v) da bi se dobio 15% rastvor
(p=1.085 g/ml). Zatim je na 4 ml ovako pripremljenssgenzije naslojeno 5 ml 11.5%
Optiprep -a (komercijalni gradijent je razblaZen u fiziolo$k rastvoru uz dodatak 1
mM EDTA, 10 mM HEPES-a i 0,5% BSA; pH 7.4:1.068 g/ml) i 2 ml RPMI/0.02%
EDTA i ¢elije su centrifugirane na 600 x g, 15 minuta na’€4 bez kdenja prilikom
zaustavljanja centrifugeCelije niske gustine koje su se izdvojile na gorrgojrsini
11.5% Optiprep-a, tj. izmeiu dva gornja sloja, su paZljivo pokupljene, resusipeane

u PBS/2% FCS i dva puta isprane centrifugiranjem.
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3.3.1.2. Imunomagnetno izdvajanje kD

Kako bi se dobila visoko obogena populacija kD iz frakcije éelija niske
gustine urdeno je ,pozitivno* imunomagnetno razdvajanje. lzdpSene suspenzije
¢elija niske gustine, 1 x 1@elija je resuspendovano u 80MACS pufera i inkubirano
sa 20ul MicroBeads mikréestica vezanih za antitela proti’Ipacova (klon OX62) 15
minuta na +4 °CCelije su zatim isprane sa 1 ml MACS pufera, istaleZna 300 x g i
resuspendovane u 500 MACS pufera. Ovako pripremljenéelijska suspenzija je
propustena kroz LS kolonu (Miltenyi Biotec) koja salazila u magnetnom polju
Quadro MACS separatora (Miltenyi Biotec). U ovakvamtemu, prilikom prolaska
¢elijske suspenzije kroz kolonu, obelezeielije (kDC) ostaju u koloni, dok
neobelezengelije prolaze i bivaju uklonjene. Nakon ispiranfai fputa sa po 5 ml
MACS pufera), kolona je uklonjena iz magnetnog @0lg nje su, MACS puferom i uz

kori&enje odgovarajteg klipa, istisnute obelezene €D

Cistoca ovako dobijene ,pozitivno* izdvojenéelijske suspenzije je proveravana
obeleZzavanjem dobijenibelija sa anti-CD11b mAt koje je konjugovano FITC-om
preko 88,9%celija su bile kOC. Takate, vise od 95% je bilo Zivo, $to je pateno
koris¢enjem vitalne boje Tripan plavo.

Nakon imunomagnetnog giiééavanja, kI su gajene u ptama sa 24 mesta (1
x 10 ¢elija/ml) u prisustvu ili odsustvu LPS-a fiy/ml) preko néi (16-18 h) na 37 °C i
u atmosferi sa 5% CONakon isteka ovog vremena, €Bu pokupljene i korene za
razlicite analize, dok su supernatardiivani na -70 °C i u njima je odiwana

koncentracija citokina.

3.3.2. Izdvajanje CD4+ T limfocita iz slezine i obdezavanje CFSE-om

Nakon vaenja, tkivo slezine je macerirano i propustano K&lEnu mrezicu sa
otvorima veléine 60pum. Ovako dobijengelijska suspenzija je oprana centrifugiranjem
u hladnom PBS/2% FCS. Zatim je, na 2 ml gustinsipaglijenap=1.077 g/ml, koji je
dobijen mesanjem 1.5 M NaCl, PerCe#l i dejonizovane vode u odnosu 1:5.48:3.52,
naslojeno 4 ml suspenzielija slezine ielije su centrifugirane (700 x g, 20 minuta na

hladnom). Mononuklearnéelije, koje su se izdvojile na spoju dve faze, skupljane,
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oprane centrifugiranjem u PBS/2% FCS i CD4+¢€lije su izdvajane pontéa MACS
tehnologije.

Ukratko, 1 x 10¢elija je resuspendovano u @MACS pufera i inkubirano sa
20 ul anti-CD4 At konjugovanim sa MicroBeads mikesticama, 15 minuta na +4 °C.
Celije su zatim oprane sa 1 ml MACS pufera, istat@Zeentrifugiranjem na 300 X g i
resuspendovane u 50d MACS pufera. Suspenzijgelija obelezenih MicroBeads
cesticama propustana je kroz LS kolonu smesStenu gnetaom polju Quadro MACS
separatora i CD4¢elije su dobijene na isti tim kao Sto je vé opisano kod izdvajanja
kDC. Cistoca CD4+ ¢elija dobijenih iz ,pozitivne frakcije* bila je pk® 95%, Sto je
pokazano analizom na prétom citometru kori@njem anti-pacovskog CD4 mAt

konjugovanog sa PE-om.

Za obeleZavanje CD4éelija CFSE-om, 1 x 1%elija je resuspendovano u 1 ml
PBS-a i inkubirano sa CFSE-om (M) u trajanju od 10 minuta, na temperaturi 37 °C,
u mraku. Reakcija je prekidana dodavanjem 5¢éempremine ledeno hladnog PBS-a i
inkubiranjem jo$ 5 minuta na hladno@elije su oprane centrifugiranjem i karéhe
kao responderi u alogenoj MLR. Kada su u MLR kamuslatori korigene kDBC pacova
AO soja CD4+ T limfociti su izolovani iz slezine gava DA soja (alogeni CD4+ T

limfociti) i obrnuto.
3.4. PROTOCNA CITOFLUOROMETRIJA

3.4.1. Priprema uzoraka za analizu ispoljenosti mebranskih antigena

Iz podeSenih suspenzijéelija (frakcije niske gustine i kO stimulisanih u
prisustvu ili bez LPS-a) u posebne epruvete jedpeha zapremina u kojoj se nalazi 1 x
10° ¢elija i ¢elije su istaloZene centrifugiranjem (350 x g, Sata, +4 °C) u FACS
puferu. Na talogelija dodavana su odgovaraguAt direktno obelezena fluorohromom
(direktno bojenje) telije su inkubirane 30 minuta u mraku na +4 €@lije podvrgnute
direktnom imunofluorescentnom obelezavanju su 2rame u FACS puferu i jednom
rastvorom PBS-a koji sadrzi 0.09% NaMNa zatim su resuspendovane u 3d0
PBS/0.09% NaBli analizirane na protmom citofluorometru €ngl. Flow cytometry

analysis, FCA)
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Kada su kori&na neobelezena At ili At konjugovana biotinom {{iekitno
bojenje) obelezavanjéeelija je raieno u dva koraka. Posle inkubacije sa neobelezenim
At ili At konjugovanim biotinom (30 minuta u mrakiwa +4 °C)¢elije su oprane 2 X u
FACS puferu, a zatim je na talagelija dodavan odgovaraju sekundarni reagens
(streptavidin konjugovan PerCP-om ili fluorohromarhelezeno odgovaraja At) i
¢elije su ponovo inkubirane 30 minuta u mraku na’€4 Nakon inkubacije¢elije su

oprane, resuspendovane i analizirane na isthri@ao nakon direktnog bojenja.

Uz svako od Kkorig&nih antitela, upotrebljena su irelevantna antitela
odgovarajdeg izotipa (izotipske kontrole), obeleZzena odggugian fluorohromom, u

cilju definisanja eventualno prisutnog nesp&aifig bojenja.

Za fenotipsku karakterizaciju sveze izolovanih(sDu okviru frakcije éelija

niske gustine, koré&ene su kombinacije At sleée specifénosti:
+ (CD4/0X62/CD11b
* MHC 1l/0X62/CD86
+ CD40/0X62/ CD80
* TLR4/0OX62

Za odraivanje preZivljavanja kD u kulturi nakon stimulacije LPS-om, kao i za

fenotipsku karakterizaciju titelija kori$ene su kombinacije At sleé¢ke speciftnosti:
e CD11b/CD4/7-AAD
« MHC Il/OX62/CD86

* CD40/0X62/CD80

3.4.2. Analiza uzoraka prot@&nom citofluorometrijom

Za analizu uzoraka suspenzije raitiln ¢elija protanom citofluorometrijskom
metodom, kori&en je protdni citometar FACScan (Becton Dickinson, MountaireW;
CA, SAD), sa argonskim jonskim laserom talasne meiz488 nm. Princip rada
protainog citofluorometra podrazumeva prolazak svaledije iz suspenzije kroz
fokusirani laserski svetlosni snop, gemu dolazi do rasipanja svetlosti i emitovanja

fluorescence. Odgovardjudetektori aparata registruju prednje rasipangtlesti €ngl.
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forward scatter channel, FSC), odnosno rasipamgéasti pod pravim uglomefigl. side
scatter channel, SSC)ime se dobijaju podaci o relativnoj wehi, odnosno
granuliranosti ¢elije. Fluorohromi kojima su obelezenéelije bivaju pobdeni
apsorpcijom energije svetlosnog snopa, da bi, potmtovali svetlost we talasne
duzine, koja se naziva fluorescencom. Na osnovwrdkcence koju emituju
fluorohromi kojima su obelezeni unutalijski ili membranski antigeni i koju registruju
odgovarajdi detektori, dobijaju se podaci o relativnoj brogticcelija koje ispoljavaju
ispitivane antigene u ukupnoj populaciji, dok irdie@t emitovane fluorescence
odgovara gustini njihove ekspresije peeliji. U eksperimentima su kokéni
fluorohromi ¢iji ekscitacioni spektar obuhvata talasnu duzinu4&8 nm, a njihovi
emisioni spektri su takvi (maksimumi emisije: FIB30 nm, PE-585 nm, PerCP-650
nm, 7-AAD-647 nm, CFSE-521 nm) da se mogu razdvojgtovremeno detektovati,

uz minimalni gubitak intenziteta emitovane sveilost

Iz svakog uzorkaditavano je 1000@elija. 1z analize su isklgene mrtvetelije i
njihovi delovi, na osnovu veline (FSC) i granuliranosti (SSGelija. Procenat
pozitivnih ¢elija odretivan je upotrebom kompjuterskog programa FlowJdvsok
v.7.8 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, SAD).

Analiza ekspresije MHC molekula Il klase, CD80, GD&D40 i TLR4 na k¥
i kapaciteta endocitoze dekstrana od stran€,kikljucivala je odrdivanje i srednjeg
intenziteta fluorescencerigl. mean fluorescence intensity, MFI) za svaki fluoooh, a
koji odrazava gustinu ekspresije analiziranog malekMFI je odrdivan upotrebom

kompjuterskog programa FlowJo.
3.5. ODRBPIVANJE ENDOCITOZE DEKSTRANA

Endocitozna sposobnost sveze izolovanih Ckla preuzimaju antigene
odrefivana je na osnovu sposobnosti ov¢#lija da posredstvom manoznog receptora,
preuzimaju dekstran konjugovan FITC-om. Suspenzghja slezine niske gustine
(koncentracije 1 x 10¢elija/100 pl) je inkubirana sa dekstranom koji je konjugovan
FITC-om (1 mg/ml) 90 minuta na 37 °C, dok su kaatkala kori€enecelije koje su u
isto vreme inkubirane sa dekstran-FITC-om na +4 ®euzimanje dekstrana

zaustavljeno je dodavanjem hladnog FACS puférdije su 2 x oprane u njemu. Nakon
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toga, kO su direktno obojene dodavanjem anti-OX62 mAt Kej&onjugovano PE-

om, inkubirane, oprane i analizirane na péatam citofluorometru.
3.6. ODRBPIVANJE PROLIFERACIJE ALOGENIH CD4+ T LIMFOCITA

Sposobnost kD (stimulatori), koje su kultivisane u prisustvu dilsustvu LPS-
a, da indukuju proliferaciju alogenih CD4+ T limftac (responderi) obelezenih CFSE-
om, je ispitivana u alogenoj MLR. Isti broj CD4Hiifocita obelezenih CFSE-om (1 x
10°) ko-kultivisan je sa raalitim brojem kDC (od 2.5 x 16do 2 x 10 ¢elija) tako da je
odnos kOC:T limfociti u bazenima bio 1:5, 1:10, 1:20 i 1:40elije su ko-kultivisane u
plocama sa 96 bazena sa ovalnim dnom, na 37 °C, u f&imea 5% CQu ukupnoj
zapremini od 200 pl. Nakon petodnevne ko-kultiveciglije su prebacivane u epruvete
I istaloZzene centrifugiranjem. Pokupljeni su supéani, koji su¢uvani na -70 °C i u
njima je odrdivana koncentracija citokina. IstaloZzetelije su oprane 2 x u FACS
puferu i CD4+ T limfociti su direktno bojeni antiBB mAt koje je konjugovano PE-
om. Analiza proliferacije CD3+elija raiena je na protmom citometru. Na osnovu
MFI za CFSE mogte je razdvojiti: 1)celije koje imaju nizi intenzitet fluorescence i
odgovaraju ¢elijama koje su proliferisale i 2felije koje imaju visok intenzitet
fluorescence i odgovarajéelijama koje nisu proliferisale. Za iznanavanje indeksa
deobe ¢éngl. division index) koriena je platforma za analizu proliferacije
kompjuterskog programa FlowJo software v.7.8. lisd#dobe predstavlja pr@sa broj
deoba sviktelija iz paietne populacije. U literaturi je pokazan visok stefxorelacije
izmedu ova dva parametra i merenja proliferacije limfadtorienjem radioaktivhog
timidina (Pinto i sar., 2011).

3.7. ODRBPIVANJE PREZIVLJAVANJA kD C U KULTURI

Procenat Ziviltelija, nakon prekonme kultivacije u prisustvu ili odsustvu LPS-
a, odrdivan je korigenjem fluorescentne boje 7-AAD koja se velikim ket
afinitetom vezuje za DNK, natdo za regione bogate G-C. Ova boja ne prolazi kroz
intaktnu éelijsku membranu Zivildelija. Procenat Ziviléelija u kulturi KDC odretivan
je na osnovu vrednosti intenziteta fluorescenceADA FSC parametra. Naime, 7-
AAD omoguwava razdvajanje Ziviltelija, koje imaju normalnu morfologiju,cavan

inegritet membrane i ne vezuju 7-AAD (7-AAD-) i gyoticnih c¢elija, koje imaju
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izmenjenu morfologiju (manje su po w&hi i imaju manji FSC), gube integritet
membrane i vezuju 7-AAD (7-AAD+) (Lecoeur i sar9dr).

Nakon kultivacije, ki@ su direktno obojene dodavanjem anti-CD11b mAt
konjugovanog FITC-om i anti-CD4 mAt konjugovanog-Bfa. Zatim je u suspenzije
¢elija dodavano Sul 7-AAD, ¢éelije su inkubirane u mraku 20 minuta, na 4 °C i

analizirane na protmom citofluorometru.
3.8. ANALIZA EKSPRESIJE GENA ZA CITOKINE | TLR4

3.8.1. Izolacija ukupne RNK iz tkiva slezine i k@C

Tkivo slezine (20 mg) je neposredno nakon mererganrzavano u 2 x
koncentrovanom puferu za gr&avanje nukleinskih kiselina (Nucleic acid purificat
lysis solution) (Applied Biosystems) i do analagvano na -70 °C u cilju spfavanja
degradacije molekula RNK. Neposredno pred izoladiivo je odmrzavano i
homogenizovano u razblazenom puferu z&ipéavanje. Homogenat tkiva slezine (150
ul) je filtriran radi uklanjanja grubljin n@sto¢a, a zatim je obavljeno pfiécavanje
ukupne tkivne RNK. Obe procedure su obavljene @batm ABI Prism 6100 Nucleic
Acid PrepStation, poluautomatizovanog sistema zgig¢avanje nukleinskih kiselina
(Applied Biosystems) i komercijalnin reagenasa &'dRNA chemistry starter kit)
prema uputstvu proizvaca.

Nakon imunomagnetnog izdvajanja ili prekéne kultivacije kot (1 x 16
¢elija) su istaloZene i lizirane u 2 x razblazenoufepu za pré&iScavanje nukleinskih
kiselina. Lizatic¢elija su zamrzavani i do analizevani na -70 °C. Izolovanje ukupne
RNK iz lizata kDC obavljeno je isti n&in kao i iz tkiva slezine upotrebom ABI Prism
6100 Nucleic Acid PrepStation sistema i komercifalneagenasa prema uputstvu

proizvadaca.

Izolovana RNK iz tkiva slezine i kO je preid¢ena od proteina, nukleaza i
drugih neistoca.
3.8.2. Prevdenje ukupne RNK u komplementarnu DNK

Prevaiene ukupne RNK u komplementarnu DN&ngl. complementary DNA,

cDNK) reverznom transkripcijom je obavljeno upotrebreagenasa iz High-capacity
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cDNA reverse transcription kompleta na aparatu AgbBiosystems 7500 (Applied
Biosystems) prema uputstvu proizZi@da. Svaka reakciona smesSa u kojoj jderaa
reverzna transkripcija sadrzavala je: 10 precis¢éene RNK (uzorak), 2ul 10x
koncentrovanog pufera za reverznu transkripciju (Buiffer), 0.8 ul meSavine
nukleotida (25x dNTP Mix) (100 mM), gl nasuménih prajmera (10x RT Random
Primers), 1ul reverzne transkriptaze (MultiScribe Reverse Tcapsase), 1 ul
inhibitora RNaze (RNase inhibitor) i 34 vode koja ne sadrZi nukleaze. Reverzna
transkripcija se odvijala pod standardnim uslovik@i su ukljwivali inkubacije od 10
minuta na temperaturi od 25 °C, zatim od 120 mimat&87 °C i koné&no, 5 sekundi na
85 ©°C. Posle transkripcije RNK u cDNK, sintetisac®NK je kori¥ena za
kvantifikaciju gena metodom kvantitativne t@me reakcije polimeraze u realnom

vremenu éngl.real time polymerase chain reaction, RT-PCR).

3.8.3. Lartana reakcija polimeraze u realnom vremenu

RT-PCR metoda uklguje klaséno umnozavanje PCR metodom i fluorometriju
specifine probe obelezene fluorescentnom bojom. Genergbrsko-speciéne probe
koje se koriste u RT-PCR metodi su obeleZene, dvaoja kraju, fluorescentnom bojom
koja se naziva donor, i na drugom kraju bojom keg naziva akceptor. Nakon
osvetljavanja donora svetlas diode, pobdena fluorescentna boja emituje
fluorescentni signal, koji u potpunosti apsorbujeceptor. Kako Taq polimeraza
(polimeraza izolovana iZlTermophilus aquaticus-apokazuje i 5 egzonukleaznu
aktivnost, u fazi elongacije produkta PCR reakdipdazi do isecanja proba, odnosno do
odvajanja donora i akceptora, Sto detektor regeskkao povéanje fluorescence donora
(Cikota i sar., 2002).

Sve RT-PCR reakcije su dane u triplikatu, pod standardnim uslovima
definisanim za Applied Biosystems 7500 aparat, kajiukljwivali: inkubacije od 2
minuta na 50 °C, zatim od 10 minuta na 95 °C, &lusa od po 15 sekundi na 95 °C i
konano, inkubaciju u trajanju od jednog minuta na 603Caka od reakcija se odvijala
u ukupnoj zapremini od 2pl, i sadrzavala je ful cDNK, 12.5ul smeSe ragenasa za
merenje ekspresije gena (TagMan Gene expressiotemrasx, Applied Biosystems),
1.25 ul eseja specitinog za gensku sekvencu od interesa (TagMan Genessipn
assay, Applied Biosystems) i 6.286 vode. U uzorcima tkiva slezine analizirana je
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ekspresija gena za citokine TNEAL-6, IL-10 | TGF$1, kod svezZe izolovanih KO
pored prethodno navedenih citokina analiziranaof ij ekspresija gena za II31i
TLR4, dok je u kI iz kultura analizirana ekspresija gena za: TdyAL-6, IL-10,
TGFf1, IL-12a, IL-23a, IL-B i NOS2. HPRT je sluzio kao unutrasnji standardilju
normalizacije varijacija u polaznoj kéini cDNK.

Relativna kvantifikacija ekspresije gena vrSenageosnovu ciklusa u kojem se
detektuje porast intenziteta fluorescentnog sigmadad nivoa Sumaefgl. threshold
cycle, Ct), tokom eksponencijalne faze reakcij@nigne u ekspresiji ispitivanih iRNK
Su izrazavane u odnosu na tzv. ,kalibrator, odwoseferentni uzorak. U svim
merenjima, uzorci dobijeni iz mladih Zzivotinja swjedinjavani i korigeni kao
kalibrator. Analiza dobijenih rezultata vrSena jgotrebom kompjuterskog programa
SDS software v.1.4.0. (Applied Biosystems), a Kama rezultat je izrazavan u
arbitrarnim jedinicama, kao N-puta razlika u odnasukalibrator (normalizovan prema

HPRT), prema formuli:

—~AACt
Nuzorka—2

pri cemu je:

AACt = ACt yz0rka- ACt gaiibratora

ACt uzorka ™= Ct cilinog transkripta™ Ct HPRT

ACt kalibratora = Ct ciljnog transkripta™ Ct HPRT

3.9. ODRBPIVANJE KONCENTRACIJE CITOKINA  ENZIMSKIM
IMUNOLOSKIM METODAMA

Koncentracije citokina (TNFe; IL-10, IL-12p70, IL-6, IL-23 i TGHB) su
odretivane u supernatantima kultura €koje su kultivisane u prisustvu ili odsustvu
LPS-a, i u supernatantima ko-kultura®D CD4+ T limfocita posle petodnevne MLR
(IEN-y, IL-17A, IL-4) kori&enjem enzimskih imunoloskih metodan@l. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, ELISA).
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3.9.1. TNFu

Koncentracija TNFx je odrelivana komercijalnim ELISA MAX™ Deluxe Set-
om za pacovski TNl prema uputstvu proizdeca. Kit je sadrzao: mikrotitracione
plote sa 96 bazena (Nunc MaxisBY}, jedno At specifino za pacovski TN- za
oblaganje plde i drugo At speciino za pacovski TNIe-konjugovano biotinom, avidin
konjugovan peroksidazom rena (avidin-HRP), komptséni B za pravljenje rastvora
tetrametil benzidin (TMB) supstrata, pacovski ThBoznate koncentracije (standard),
puferovani rastvor za oblaganje §oi komercijalni rastvataza standard i uzorke

(puferovani rastvor proteina).

Pre izvalenja testa (16-18 h) bazeni pdosu oblozeni anti-TNlk-At (100 pL
1:200 razblazenog At) i pta je inkubirana na +4 °C prekodoSled€eg dana, bazeni
Su najpre ispirantetiri puta sa po 30QL pufera za ispiranje (PBS/0.05% Tween 20), a
zatim je u bazene sipano 200 komercijalnog rastvata za standard i uzorke i g
je inkubirana, uz mesanje, na sobnoj temperaturuNakon inkucije, bazeni su isprani
na isti nasSin kao Sto je prethodno opisano i u is\@zen je dodavano 5(QL
komercijalnog rastvata za standard i uzorke i L standarda ili uzorka po unapred
napravljenoj Semi. Standardi/uzorci su inkubiranih2na sobnoj temperaturi uz
neprekidno mesanje. Po isteku inkubacije i ispadrgzena, u svaki bazen je dodavano
100 puL anti-TNF-o At obelezenog biotinom (razblazenje 1:200).c¢RIge inkubirana
jedan sat na sobnoj temperaturi uz mesanje i pusiog vremena bazeni su ispirani i
naliveno je 10QuL avidin-HRP razblazenog 1:1000 i inkubacija jetagena narednih
30 minuta. Posle ispiranja, u bazene je dodavantOp@L sveze napravljenog rastvora
supstrata i posle 15 minuta inkubacije u mraku cgake zaustavljana dodavanjem 100
uL 2N H,SO i intenzitet razvijene boje je meren na spektofatmn na 450 nm.
Koncentracija citokina je iztanavana na osnovu standardne krive. Standardi su
koris¢eni u sedam raziitih, dvostruko opadajih koncentracija p&ev od 1000 pg/ml,
dok je kao nula koré&en komercijalni rastvateza standard i uzorke. Uzorci standarda i
supernatanta kultura sudemni u triplikatu. Prossna minimalna koncentracija TNd-

koju je mogue detektovati ovim testom iznosi 2 pg/ml.
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3.9.2.IL-10

Koncentracija IL-10 je oddvana komercijalnim ELISA kitom sledeuputstva
proizvadaca. Kit je sadrzavao: mikrotitracionu @glo sa 96 bazena obloZzenu mAt
specifcnim za pacovski IL-10, poliklonsko At specifio za pacovski IL-10
konjugovano peroksidazom reng@ i TMB (supstrat), rekombinantni pacovski IL-10
(standard), rastvor hlorovodé@ne kiseline za zaustavljanje reakcije, puferovastvor
proteina éngl. assay diluent), komercijalni rastvaraa standard i uzorke (puferovani

rastvor proteina) i puferovani rastvor za ispiranje

U bazene mikrotitracione ple dodavano je najpre po 50 komercijalnog
rastvarga eseja i 5QL standarda ili supernatanta i inkubirano na solewjperaturi.
Posle 2 sata, bazeni su ispirani pet puta saydOpuferovanog rastvora za ispiranje i
dodavano je po 100L poliklonskog anti-IL-10 At konjugovanog peroksitan rena u
svaki bazen. Nakon 2 h inkubacije na sobnoj tempereazeni su ispirani (kako je
prethodno opisano) i dodavano je po 100 supstrata. Inkubacija je nastavljena 30
minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Reakcijagestavljana dodavanjem rastvora
hlorovodonéne kiseline i intenzitet boje je izmeren na spedtimihetru na 450 nm.
Standardna kriva je konstruisana p@matandarda (naj¢a koncentracija standarda je
bila 2000 pg/ml) na isti rién kao Sto je prethodno opisano i na osnovu oveekje
izracunavana koncentracija citokina u supernatantimanirikilna koncentracija IL-10

koja se moze izmeriti ovim testom je manja od 10rpg

3.9.3. IL-12p70

Koncentracija IL-12p70 je oddevana komercijalnim ELISA kitom prema
uputstvu proizvdaca. Komercijalni komplet je sadrzao sléde komponente:
mikrotitracionu pléa sa 96 bazena koji su obloZeni mAt spégifn za subjedinicu p35
IL-12 pacova, mAt specifno za subjedinicu p40 IL-12 pacova koje je konjuoy
biotinom, peroksidazu rena konjugovanu streptawacin HO, i TMB (supstrat),
rekombinantni pacovski IL-12p70 (standard), konjahei rastvara standarda, rastvor

za zaustavljanje reakcije, pufer za inkubacijufepovani rastvor za ispiranje.

U bazene plée sa 96 bazena dodavano je po jiDGtandarda ili supernatanta i
po 50uL komercijalnog rastvata standarda (u bazene koji su sadrzavali supeteatan
tj. po 50 uL pufera za inkubaciju (u bazene koji su sadrzastdndarde) i pka je
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inkubirana 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon to@gaehi su ispirantetiri puta sa po
400 pL puferovanog rastvora za ispiranje i dodavanogelpOuL anti-IL-12p70 At
konjugovanog biotinom. Nakon 1 h inkubacije na sgliemperaturi, bazeni su ispirani
(na prethodno opisan &a) i dodavano je po 10QL peroksidaze konjugovane
streptavidinom i inkubacija je nastavljana joS 3bwia na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije i ispiranja nastavljena je inkubacijapusustvu 100uL supstrata joS 30
minuta u mraku na sobnoj temperaturi, a nakon togakcija je zaustavljena
dodavanjem po 100L rastvora za zaustavljanje reakcije i intenzitejelje izmeren na
spektofotometru na 450 nm. Konstruisanje standardnee 1 izra&unavanje
koncentracije citokina u uzorcima jedemo na isti néin kao Sto je vé prethodno
opisano, uz napomenu da je napekoncentracija standarda od koje su pravljena
dvostruka opadafa razblazenja bila 500 pg/ml. Minimalna koncenjeadL-12p70
koja se moze detektovati ovim testom je manja 6cdg/ml.

3.9.4.IL-6

Za odrdivanje koncentracije IL-6 koré&n je komercijalni Legend m&% rat
IL-6 ELISA Kit prema uputstvu proizvdata. Kit je sadrzavao: mikrotitracionu g sa
96 bazena oblozenih At speéifim za pacovski IL-6, At specifino za pacovski IL-6
konjugovano biotinom, avidin-HRP, rastvor supstragacovski IL-6 poznate
koncentracije koji je korten kao standard, rastvor za zaustavljanje reakcije,

komercijalni rastvaraza standard i uzorke i puferovani rastvor za &spe bazena.

Pre nanoSenja uzoraka i standarda, bazedea najpre isprardietiri puta sa
po 300uL pufera za ispiranje i nakon toga u njih dodavaoo50 uL rastvarga za
standard i uzorke i ista zapremina uzorka ili stdd po unapred pripremljenoj Semi.
Nakon inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, bege isprani kao i u prvom koraku i
dodavano je po 10QL anti-IL-6 At obeleZzenog biotinom. Nakon 1 h inladije na
sobnoj temperaturi uz meSanje, bazeni su ponovastan&in isprani i uzorci i
standardi su inkubirani sa po 1@Q avidin-HRP-a. Posle 30 minuta inkubacije na
sobnoj temperaturi i ponovnog ispiranja, dodavasm@@@ 100uL rastvora supstrata i
posle 10 minuta inkubacije u mraku, reakcija je stejana dodavanjem 10QL
rastvora za zaustavljanje reakcije. Intenzitet hejeneren na spektofotometru na 450

nm. Pravljenje standardne krive i izZuavanje koncentracije IL-6 u uzorcima jéeno
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na isti n&in kao Sto je vé prethodno opisano. Najg& koncentracija standarda od koje
su praviljena opadata dvostruka razblazenja bila je 1200 pg/ml. Rinaeminimalna

koncentracija IL-6 koju je mogie detektovati ovim testom iznosi 5.3 pg/ml.

3.9.5. IL-23

Koncentracija IL-23 je odrivana komercijalnim ELISA kitom, prema uputstvu
proizvadaca. Kit se sastojao od: mikrotitracione §tosa 96 bazena koji su oblozeni At
specifcnim za pacovski IL-23, At specdinog za pacovski IL-23 konjugovanog
biotinom (reagens za detekciju A), avidina konjugoeg peroksidazom rena (reagens
za detekciju B), b, i TMB supstrata, standarda (rekombinantni IL-Z&mercijalnog
rastvarga za rekonstituisanje standarda, rastvora za zdjast@ reakcije,
komercijalnog rastvata eseja A, komercijalnog rastvéaaeseja B dngl Assay

Diluent) i puferovanog rastvora za ispiranje.

U bazene mikrotitracione ple dodavano je 10QL standarda ili supernatanta,
koji su inkubirani 2 h na 37 °C. Nakon isteka in&alpe, uklonjen je sadrzaj bazena i u
njih je dodavano po 100L reagensa za detekciju A (razblazenog 1:1000%iawjena
je inkubacija na 37 °C u trajanju od 1 h. Nakonatogazeni su ispirani tri puta sa po
350uL puferovanog rastvora za ispiranje i dodavanoojd @OuL reagensa za detekciju
B (razblazenog 1:1000). Nakon 30 minuta inkubacge37 °C, bazeni su ispirani pet
puta na prethodno opisandimrai dodavano je po 9(L rastvora supstrata. Inkubacija je
nastavljena na istoj temperaturi u mraku i trajalad 15 do 25 minuta. Razvoj boje je
zaustavljan dodavanjem 5 rastvor za zaustavljanje reakcije i intenzitetrjeren na
spektofotometru na 450 nm.Pravljenje standardneekiriizratunavanje koncentracije
IL-23 u uzorcima je rdeno na isti ndn kao Sto je vé prethodno opisano. Najye
koncentracija standarda od koje su pravljena opédajvostruka razblazenja bila je
1000 pg/ml, dok je minimalna koncentracija IL-23j&kese moze detektovati ovim

testom manja od 6.2 pg/ml.

3.9.6. TGF$1

Za odrdivanje koncentracije TGB1 kori&en je komercijalni Quantikirfe

anmen

Kit je sadrzao: mikrotitracionu pta sa 96 bazena oblozenih mAt spéaifin za TGF-
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B1, poliklonsko At specitino za TGF1 konjugovano peroksidazom rena, komercijalni
rastvargi (assay diluent i calibrator diluent), rekombinantTGF{1 poznate
koncentracije koji je koren kao standard, komponenta supstrataeAgl Color
Reagent A), komponenta supstratadBd|. Color Reagent B), rastvor za zaustavljanje

reakcije i puferovani rastvor za ispiranje.

Pre izvalenja testa, da bi se latentni TGE-preveo u imunoaktivni oblik 100
ML uzorka je pomeSano sa 20 pL 1N HCI i inkubird@omin na sobnoj temperaturi.
Nakon toga uzorci su neutralisani dodavanjem 2@ j2LN NaOH/0.5 M HEPES i dalje
koris¢eni u testu za oddevanje koncentracije TGPBi. Standardi nisu prolazili

proceduru aktivacije.

U bazene mikrotitracione pie dodavano je prvo po 50L komercijalnog
rastvarga i po 50uL standarda ili supernatanta. Nakon 2 h inkubad)gzeni su
Ispiranicetiri puta sa po 400L puferovanog rastvora za ispiranje i dodavanoge @O
pL anti-TGF$1 At konjugovanog enzimom. Inkubacija je trajalah2na sobnoj
temperaturi, zatim su bazeni ispirani kao Sto ghpydno opisano i dodavano je 1440
rastvora supstrata koji je dobijen meSanjem komptnsupstrata A i B u jednakim
zapreminama. Inkubacija sa supstratom je trajalan® na sobnoj temperaturi i u
mraku i po isteku tog vremena, reakcija je zaugdadl i intenzitet boje je meren na
spektofotometru na 450 nm. Pravljenje standardine krizraunavanje koncentracije
TGF{1 u uzorcima je @eno na isti néin kao Sto je veé prethodno opisano. Najta
koncentracija standarda od koje su pravljena opédajvostruka razblazenja bila je
1000 pg/ml. Minimalna koncentracija TGH- koja se moze detektovati ovim testom je
4.6 pg/ml.

3.9.7. IFNy

ELISA test za odrdivanje koncentracije IFN-nije bio komercijalni vé su sve
komponente kupljene pojedifrao. U ELISA su korigeni: At speciféno za pacovski
IFN-y (klon DB1), poliklonsko At speciino za pacovski IFN-konjugovano biotinom,

rekombinantni pacovski IFN, ekstravidin-peroksidaza i OPD.

Bazeni mikrotitracione pl& (Nunc Maxisorp") su oblagani sa 50L anti-IFN-
vy At (koncentracije 1ug/ml) jedan dan ranije pre izi#enja ELISA testa. Pl@a je
pokrivena adhezivnim filmom i ostavljena preko¢noa +4 °C. Nakon prekoidoe
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inkubacije, sadrzaj bazena je odlivan, i u svakidmaje dodavano po 2QQ rastvora
PBS koji je sadrzao 1% BSA i nastavljana je inkubaa trajanju od 1 h na sobnoj
temperaturi. Posle inkubacije, bazeni su ispiraniptita sa po 20QuL PBS/0.05%
Tween 20 i dodavano je po pl standarda ili uzorka. Standardi i uzorci su inkaii

1 h na sobnoj temperaturi, a zatim su bazeni ispkao Sto je prethodno opisano.
Nakon toga, dodavano je po p0 anti-IFNy At konjugovanog biotinom (koncentracije
2 ug/ml) i plo¢e su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi. Posiejgdnog ciklusa
ispiranja bazena dodavano je po @O ekstravidin peroksidaze razblazene 1:1000 u
PBS/1% BSA. Posle 1 sata i ispiranja, inkubacijawgastratom (5QL H,O, + OPD) je
trajala oko 15 minuta Sto je dovoljno da se razw@a. Enzimska reakcija je
zaustavljana dodavanjem 4HNSOy i intenzitet boje je meren na 492 nm. Pravljenje
standardne krive i iz€anavanje koncentracije IRNu uzorcima je rdeno na isti nén

kao Sto je vé prethodno opisano. Naj¥@ koncentracija standarda od koje su pravljena
opadajéa dvostruka razblazenja bila je 1000 pg/ml. Sredmjaimalna koncentracija

IFN-y koju je moguée detektovati ovim testom iznosi 5.6 pg/ml.

3.9.8. IL-17A

Za odrdivanje koncentracije IL-17A koré&n je komercijalni kit prema
uputstvu proizvdaca. Kit je sadrzao: mikrotitracione @e sa 96 bazena (Nunc
Maxisorp™), jedno At za oblaganje ple speciftno za pacovski IL-17A i drugo At
specifino za pacovski IL-17A za detekciju antigena konpage biotinom, avidin-
HRP, rastvor supstrata (TMB), pacovski IL-17A paen&oncentracije koji koréen
kao standard, puferovani rastvor za oblaganjéepid&omercijalni rastvataza standard

i uzorke.

Oblaganje bazena ple speciftnim At je obavljano 16-18 h pre izd#enja testa
i to tako Sto je po 10QL razblazenog anti-IL-17A At (razblazenog 1:200}iveno u
bazene mikrotitracione pte, koja je pokrivena adhezivnim filmom i ostavljeme@ko
noéi na +4 °C. Sledeeg dana bazeni su ispiraetiri puta sa po 30QL pufera za
ispiranje (PBS/0.05% Tween 20), dodavano je po @0&omercijalnog rastvata za
standard i nastavljana je inkubacija 1 h na soliepjperaturi uz meSanje. Nakon
ispiranja, u bazene je dodavano po l@0standarda ili supernatanta i nastavljena je
inkubacija 2 h, a posle isteka ovog vremena i 8pa bazena nastavljena je joS jedna
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inkubacija od 1 sat sa anti-IL-17A At konjugovanaotinom (100 uL, 1:200
razblazeno). Po isteku tog vremena bazeni su mmpira njih je dodavano po 1006L
avidin-HRP (razblazenog 1:1000). Inkubacija sa iavidRP je trajala 30 minuta, a
posle ispiranja, u bazene je dodavan supstratvijgaie boje je trajalo 15 minuta u
mraku. Reakcija je zaustavljana dodavanjem poll0@ N H,SQO, i intenzitet boje je
meren na spektofotometru na 450 nm. Praviljenjedstame krive i izr&unavanje
koncentracije IFM u uzorcima je rdeno na isti nén kao Sto je vé prethodno opisano.
Najveta koncentracija standarda od koje su pravljena ajpéal dvostruka razblazenja
bila je 1000 pg/ml. Progaa minimalna koncentracija IL-17A koju je magu
detektovati ovim testom iznosi 8 pg/ml.

3.9.9.1L-4

Koncentracija IL-4 je oddvana komercijalnim ELISA kitom, prema uputstvu
proizvadata. Kit je sadrzao: jedno mAt specifio za pacovski IL-4 za oblaganje {do
(koncentracija 100 pg/ml) i drugo mAt spesiido za pacovski IL-4 za detekciju
antigena konjugovano biotinom, streptavidin-HRR;gwaki IL-4 poznate koncentracije

koji je kori&en kao standard, komercijalni rastwara standard i uzorke.

Oblaganje bazena mikrotitracione fo(Nunc Maxisop™) speciftnim At je
obavljano dan pre izvienja testa. U bazene pije nalivano po 10(4L odgovarajieg
mAt (koncentracije 1 pg/ml), péa je pokrivena adhezivnim filmom i inkubirana na +4
°C preko ndi. Sled€eg dana, bazeni su ispirani jednom sa gD@ufera za ispiranje
(PBS/0.05% Tween 20), a zatim je dodavano po @5Assay Buffer-a (PBS/0.5%
BSA/0.05% Tween 20) u bazene i gdge inkubirana joS 2 h na sobnoj temperaturi. Po
isteku inkubacije, bazeni su isprani dva puta <aidOpufera za ispiranje i u bazene je
dodavano po 10QL standarda i po 10QL supernatanta koji je duplo razblazen u
rastvargu za uzorke. U sve bazene je dodavano i po pkO anti-IL-4 mAt
konjugovanog biotinom (razblazeno 1:1000 u AssaffeBtu) i sve je inkubirano 2 h na
sobnoj temperaturi uz meSanje. Po isteku inkubdggeeni su isprani tri puta sa 400
pufera za ispiranje i u bazene je dodavano\ilO8treptavidin-HRP (razblazen 1:10000
u Assay Buffer-u). Posle inkubacije (1 sat, na spbemperaturi uz mesanje) i ispiranja
(tri puta sa 40Q.L pufera za ispiranje), dodavano je L@l0rastvora supstrata ¢, +
OPD) i inkubacija je nastavljena joS 10 minuta uakor Reakcija je zaustavljana

54



Materijal i metode

dodavanjem 10@QL 2 N H,SQO, i intenzitet boje je meren na spektofotometru 83 4
nm. Pravljenje standardne krive i izudavanje koncentracije IL-4 u uzorcima jéeno
na isti n&in kao Sto je vé prethodno opisano. Najt@ koncentracija standarda od koje
su pravljena opadata dvostruka razblazenja bila je 100 pg/ml. P¥naeminimalna

koncentracija IL-4 koju je modge detektovati ovim testom iznosi 0.2 pg/ml.

3.10. INDUKCIJA | RAZVOJ EKSPREMENTALNOG AUTOIMUNSK OG
ENCEFALOMIJELITISA

3.10.1. Indukcija EAE-a

U cilju indukcije EAE-a pacovi oba uzrasta AO i Dgbja su imunizovani
pastom dobijenom meSanjem homogenatankne mozdine pacova i CFA. dfnena
mozdina (1g) je najpre usitnjena i homogenizovana.2 ml fizioloSkog rastova u
homogenizeru. Nakon toga je od homogenatmkne mozdine i jednake kéilne CFA
pravljena pasta odgovar&pigustine. Zivotinjama je u zadnju desnu 3apicatpiao,
intradermalno ubrizgavano 100 uL paste, a dorzasmbkutano 250 pL rastvora u

kome se nalazilo 5 x #Bordetella-e pertussis

3.10.2. Razvoj EAE-a

Zivotinje su pregledane svakog dana¢good sedmog dana nakon imunizacije
I razvoj bolesti je procenjivan na osnovu promeekesne tezine zivotinja i tezine
klinicke slike. Klincka slika je procenjivana ocenjivanjem (skorovanjeng sledé
n&in: 0, odsustvo znakova bolesti; 0.5, detimigubitak tonusa repa; 1, gubitak tonusa
repa; 2, slabost (pareza) zadnjih ekstremiteta; o8uzetost (paraliza) zadnjih
ekstremiteta; 4, paraliza zadnjih 1 prednjih eksiteta (kvadriplegija), prgena

inkontinencijom i defekacijom.
3.11. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi rezultati su izraZzeni kao srednja vrednostandardna gresSkaiigl. standard
error of the mean, S.E.M.). Statista zn&ajnost stara®l uslovljenih promena u
zastupljenosti subpopulacija i ispoljenosti povs&ih markera na sveze izolovanim
kDC je odrelivana Studentovim t- tesom, dok je Zamost promena ekspresije iRNK

odretivana Mann-Whitney U- testom. Uticaj starenja itkudcije/LPS-a na kD je
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testiran dvofaktorskom analizom varijanse, uz primé&onferroni testa zaost hoc
poreienje. Kruskal-Wallis test, uz primenu Mann-Whitn&y testa zapost hoc
poreienje je korigen za testiranje uticaja starenja/LPS-a na ekgpreRNK za
citokine. Statistika zn&ajnost je testirana uz pomhostatisttkog kompjuterskog

programa SPSS for Windows 16.0. i GraphPad Pris®Ov P vrednost <0.05 je
smatrana statisti znatajnom.
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4. REZULTATI



Rezultati

4.1. UTICAJ STARENJA NA  FENOTIPSKE | FUNKCIJSKE
KARAKTERISTIKE SVEZE IZOLOVANIH SLEZINSKIH kD € PACOVA AO |
DA SOJA

4.1.1. Uticaj starenja na zastupljenost raztitih subpopulacija kDC

Prema podacima iz dostupne literature, populadi})@ KOX62+CD11b+MHC
[I+) je heterogena i obuhvata bar dve morfoloSkandtipski i funkcijski razlite
subpopulacije, koje se u pacova mogu identifikowaiosnovu prisustva tj. odsustva
povrSinskog CD4 molekula (CD4+ i CD4- KIp (Voisine i sar., 2002; Yrlid i
Macpherson, 2003; Hubert i sar., 2004). Zastup§e@D4+ i CD4- subpopulacija kD
odrefivana je u frakciji sveZze izolovaniéelija slezine niske gustine. Usled tetkiln
ograntenja proténog citometra nije bilo moge uraditicetvorokolorno bojenjéelija
(OX62/CD11b/MHC 1I/CD4), a imajti u vidu da je pokazano da preko 98% sveze
izolovanih OX62+¢elija ispoljava MHC molekule 1l klase, ispoljend3b4 molekula u
ciliu razdvajanja dve glavne subpopulacije (kQe odrelivana na OX62+CD11b+
¢elijama.

Kod mladih pacov#&O soja naiena je véa zastupljenost CD4+ subpopulacije u
okviru sveze izolovanih slezinskih KD dok je sa starenjem do3lo do promene odnosa
ove dve subpopulacije unutar €D Naime, u starih Zivotinja dano je zn&ajno
poveanje (p<0.001) relativne zastupljenosti C3élija i smanjenje (p<0.001) CD4+
¢elija u okviru populacije kD u poretenju sa mladim Zivotinjama (Slika 1). Rezultat
ovakvih promena je smanjen (p<0.001) CD4+/CD4- edsubpopulacija u okviru KD

kod starih u pordenju sa mladim Zivotinjama (Slika 1).
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Rezultati

Slika 1. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ i CB- subpopulacija u okviru sveze
izolovanih slezinskih kDC pacova AO soja.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski histogrami prikazuju ispatjest (d) CD4 molekula
na OX62+CD11b+ D izdvojenim iz frakcijecelija slezine niske gustine (A) mladih i (B) staghcova.
Obogaena populacija D izdvojena je iz (a) frakcijéelija slezine niske gustine na osnovu &iek
(FSC) i granuliranosti (SSQjelija, kao Sto je prikazano nackastom proténo-citofluorometrijskom
profilu, a potom suelije koje ispoljavaju (b) CD11b i (c) OX62 molekulzdvajane kao Sto je pokazano
na proténo-citofluorometrijskim histogramima.

(C) Stubkasti histogrami predstavljaju (a) procenat i (bhasl CD4+ i CD4+<elija u populaciji
slezinskih CD11b+0X62+ © mladih i starih Zivotinja. Rezultati su prikazago srednja vrednost +
S.E.M. (»6); ***p<0.001.
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Rezultati

Kod oba ispitivana uzrasta pacob# soja, CD4- subpopulacij&elija je bila
dominantna unutar populacije slezinskih (kDtako da starenje kod ovog soja nije
uticalo na odnos CD4+ i CD4- subpopulacije u ok@weze izolovanih slezinskih kKD
(Slika 2).

60



A B
aZSO— a 250
200 200
150 150
2 2
100 100
CD11b+ CD11b+
50 50 \/\,\/\
0 T T T T T T T o T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 o 10" 102 10% 10 0 100 150 200 250 10° 10" 10% 108 10*
FsC CD11b PerCP CD11b PerCP
c c
A 0X62+ \\ OX62+
W o] e R TR SR Y R
0X62 PE 0X62 PE
d d
CD4- A CD4+ CD4- CD4+
75.7% VN 24.3% 73.5% 26.5%
100 100 10 100 10¢ 100 100 100 10°  10¢
CD4 FITC CD4 FITC
C
a b
2,100+ O 051
3 2
)
80 — 0.4+
i 2T
2 60- O 0.3
Q +
+ <
Q 40~ & 0.2
X p— 15
O - 2 0.1
b =
e S
X © o
CD4+  CD4- CD4+ CD4- Milade Stare
Milade Stare

Rezultati

Slika 2. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ i CB- subpopulacija u okviru sveze
izolovanih slezinskih kDC pacova DA soja.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski histogrami prikazuju ispofjest (d) CD4 molekula
na OX62+CD11b+ D izdvojenim iz frakcijecelija slezine niske gustine (A) mladih i (B) staghcova.
Obogaena populacija D izdvojena je iz (a) frakcijéelija slezine niske gustine na osnovu &iek
(FSC) i granuliranosti (SSQjelija, kao Sto je prikazano nackastom proténo-citofluorometrijskom
profilu, a potom suelije koje ispoljavaju (b) CD11b i (c) OX62 molekulzdvajane kao Sto je pokazano
na proténo-citofluorometrijskim histogramima.

(C) Stubkasti histogrami predstavljaju (a) procenat i (bhasl CD4+ i CD4+<elija u populaciji
slezinskih CD11b+0X62+ © mladih i starih Zivotinja. Rezultati su prikazago srednja vrednost +

S.E.M. (126).
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Rezultati

4.1.2. Uticaj starenja na ispoljenost antigen-prezeujuéih i kostimulatornih

molekula

U daljem radu, na sveze izolovanim slezinskinCkiladih i starih pacova AQ i
DA soja, analizirana je ispoljenost povrSinskih ekaila koji su vazni markeri
aktivaciono/maturacionog statusa oxilija (Tan i O Neill, 2005). Metodom pratoe
citofluorometrije ispitivana je ispoljenost antigprezentujdih (MHC 1l klase) i
kostimulatornih (CD80, CD86 i CD40) molekula.

Rezultati pokazuju da su skoro sve98%) sveze izolovane KD miladih
Zivotinja AO soja ispoljavale MHC molekule 1l klase, dok je oko 309%40% celija
ispoljavalo kostimulatorne molekule (Slika 3). Sarenjem nisu n#ene razlike u
procentualnoj zastupljenostelija koje ispoljavaju MHC Il i kostimulatorne mddele
(Slika 3). Metutim, na kDOC starih pacova riena je zn&jno vida (p<0.001) srednja
povrSinska gustina MHC 1l molekula, dok je gustirgpoljenosti kostimulatornih

molekula bila niza u podenju satelijama mladih Zivotinja (Slika 3).
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Rezultati

Slika 3. Uticaj starenja na ispoljenost antigen-preentujuéih i kostimulatornih

molekula na sveZe izolovanim slezinskim kO pacova AO soja.

Preklopljeni reprezentativni pratoo-citofluorometrijski histogrami prikazuju ekspijas(A)

MHC I, (B) CD80, (C) CD86 i (D) CD40 molekula naX®2+ DC u suspenzijicelija slezine niske
gustine mladih i starih pacova. Stedisti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHIE,1(B) CD80+,

(C) CD86+ i (D) CD40+:elija u okviru populacije OX62+ O i (desno) sredniji intenzitet fluorescence
(MFI) za (A) MHC Il na MHC I+, (B) CD80 na CD80+«C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+
slezinskim OX62+ [0 mladih i starih pacova. Rezultati su prikazani kaednja vrednost + S.E.M.

(n>6); *p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001.
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Rezultati

Rezultati fenotipske analize ispoljenosti MHC kastimulatornih molekula na
sveze izolovanih kD mladih pacovaDA soja pokazali su da preko 90%elija
ispoljava antigen-prezentujel i oko 30%celija kostimulatorne molekule (Slika 4). Kod
DA pacova starenje je smanjilo (p<0.01) procenat@VHt+ i CD40+ ¢elija unutar
populacije kI u poretenju sa sveZe izolovanim istigelijama mladih Zivotinja.
Takaie, MFI za MHC Il je bio manji (p<0.01) na MHC II4DIC starih DA Zivotinja u
poreienju sa istincelijama mladih pacova. Sa druge strane, u okvipufacije sveze
izolovanih kDC, starenje je dovelo do porasta (p<0.01) procéelija koje ispoljavaju
CDB80 i CD86 molekule (Slika 4).
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Rezultati

Slika 4. Uticaj starenja na ispoljenost antigen-preentuju¢ih i kostimulatornih

molekula na sveZe izolovanim slezinskim kO pacova DA soja.

Preklopljieni reprezentativni pratoo-citofluorometrijski histogrami prikazuju ekspijas(A)

MHC Il, (B) CD80, (C) CD86 i (D) CD40 molekula naX82+ DC u suspenzijiéelija slezine niske
gustine mladih i starih pacova. Stedisti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHIE,1(B) CD80+,
(C) CD86+ i (D) CD40+:elija u okviru populacije OX62+ O i (desno) sredniji intenzitet fluorescence
(MFI) za (A) MHC Il na MHC 1+, (B) CD80 na CD804C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+
slezinskim OX62+ @ mladih i starih pacova. Rezultati su prikazani laednja vrednost + S.E.M.
(n>6); **p<0.01.
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Rezultati

4.1.3. Uticaj starenja na ispoljenost TLR4 molekula

Na sveZe izolovanim kO mladih i starih pacova AO i DA soja odieana je i
ispoljenost TLR4 molekula. Ovaj receptor vezuje L®&m-negativnih bakterija kao i

neke endogene ligande osldeoe iz oStéenihcelija i tkiva (Eissler i sar., 2011).

Analiza na protdnom citofluorometru pokazala je Zi@gno smanjenje (p<0.01)
procentualne zastupljenosti sveZe izolovanitCkkbje na svojoj povrsini ispoljavaju
TLR4 kod starih pacovaAO soja u poreenju sa istom populacijom kod mladih
Zivotinja. Pored procenta, starenje je smanijiloO(p8) i povrSinsku gustinu TLR4 na

istoj populacijicelija (Slika 5).
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Slika 5. Uticaj starenja na ispoljenost TLR4 molekla na sveZe izolovanim
slezinskim kDC pacova AO soja.

Preklopljeni reprezentativni pratoo-citofluorometrijski histogrami prikazuju ekspijasTLR4
molekula na OX62+ D u suspenzijicelija slezine niske gustine mladih i starih pacoStubtasti
histogrami prikazuju (gore) procenat TLR4elija u okviru populacije OX62+ O i (dole) srednji
intenzitet fluorescence (MFI) za TLR4 na TLR4+ g@hskim OX62+ DC mladih i starih pacova.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.Eri¥6); *p<0.05, **p<0.01.
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Rezultati

Za razliku od AO pacova, kod pacolA soja sa starenjem raste (p<0.001) i
procenat kI@ koje ispoljavajuTLR4, kao i MFI za TLR4 na tindelijama (Slika 6).
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Slika 6. Uticaj starenja na ispoljenost TLR4 molekla na sveZe izolovanim
slezinskim kDC pacova DA soja.

Preklopljeni reprezentativni pratno-citofluorometrijski histogrami prikazuju ekspijesTLR4
molekula na OX62+ D u suspenzijiéelija slezine niske gustine mladih i starih pacoSubtasti
histogrami prikazuju (gore) procenat TLR4elija u okviru populacije OX62+ O i (dole) sredniji
intenzitet fluorescence (MFI) za TLR4 na TLR4+ @hekim OX62+ DC mladih i starih pacova.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = S.Eri¥6); ***p<0.001.
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Rezultati

4.1.4. Uticaj starenja na endocitozni kapacitet

Endocitoza je, pored makropinocitoze i fagocitgedan od procesa kojim@®
preuzimaju antigene iz svoje okoline (Banchere&teinman, 1998). Ova funkcionalna
osobina KIT je procenjivana na osnovu sposobnosti @@lija da preuzimaju dekstran

obelezen FITC-om upotrebom probe citofluorometrije.

Konvencionalne © starih Zivotinja AO soja su pokazale W@ kapacitet
preuzimanja dekstrana u pdemju sa istiméelijama mladih Zivotinja. Naime, iako se
procenat dekstran<€elija nije statisitki znatajno razlikovao, kotina obelezenog
dekstrana koju su endocitozom internalizoval& kidarih Zivotinja, a 5to je procenjeno
na osnovu MFI za dekstran u dekstratetijama, je bila zn&jno vea (p<0.001) u

poreienju satelijama mladih Zivotinja (Slika 7).
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Slika 7. Uticaj starenja na endocitozu dekstrana odstrane sveZe izolovanih
slezinskih kDC pacova AO soja.

(A) Preuzimanje dekstrana od strane OX62% iD suspenzijéelija slezine niske gustine (levo)
mladih i (desno) starih pacova na (gore)°®4i (dole) +37°C je prikazano na reprezentativnim prato-
citofluorometrijskim histogramima. (B) Stuaisti histogrami prikazuju (gore) procenat dekstréglifa u
okviru populacije OX62+ D i (dole) srednji intenzitet fluorescence (MFI) dakstran u dekstran+
slezinskim OX62+ [0 mladih i starih pacova. Rezultati su prikazani kaednja vrednost + S.E.M.
(n>6); **p<0.001.
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Rezultati

Za razliku od AO pacova, KD starih ZivotinjaDA soja, su pokazale smanjenu
sposobnost preuzimanja dekstrana u odnosu naesife mladih zivotinja (Slika 8).
Ovo je procenjeno na osnovu Zamo manje (p<0.01) i procentualne zastupljenosti
dekstran+ kD' kod starih Zivotinja i manjeg (p<0.05) MFI za deks u dekstran+

éelijama u odnosu na KDmladih Zivotinja istog soja (Slika 8).

Stare 0X62+ éelij €
100+ ik

r—

80
4°C 601
40+

201

% dekstran+ €elija

]

T oy T, Mlade Stare

0X62+dekstran+
| 80 éflije

——

37°C 60

40

20

Dekstran MFI

T T e i
103 10* 10 10' 102 10
Dekstran FITC ——>

Mlade Stare

Slika 8. Uticaj starenja na endocitozu dekstrana odstrane sveZe izolovanih
slezinskih kDC pacova DA soja.

(A) Preuzimanje dekstrana od strane OX62% iD suspenzijéelija slezine niske gustine (levo)
mladih i (desno) starih pacova na (gore)°&4i (dole) +37°C je prikazano na reprezentativnim prgto-
citofluorometrijskim histogramima. (B) Stuiaisti histogrami prikazuju (gore) procenat dekstréglifa u
okviru populacije OX62+ D i (dole) srednji intenzitet fluorescence (MFI) dakstran u dekstran+
slezinskim OX62+ @ mladih i starih pacova. Rezultati su prikazani laednja vrednost = S.E.M.
(n>6); **p<0.01.
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Rezultati

4.1.5. Uticaj starenja na ekspresiju gena za citoke i TLR4

4.1.5.1. Uticaj starenja na ekspresiju gena za kite u slezini

U cilju $to boljeg sagledavanja citokinskog okryzen kome se kD starih
pacova nalaze, a koje moze datna njihovu diferencijaciju i aktivaciju/sazreveny
slezini je analizovana ekspresija IRNK za TMFH.-6, IL-10 i TGF{.

U slezini starihAO pacova ekspresija iRNK za IL-6 je bila manja (p<0.05),
dok je ekspresija IRNK za TN&-bila nepromenjena u patenju sa slezinama mladih
zZivotinja (Slika 9). Takde, starenje je uticalo i na aZt&gno smanjenje ekspresije gena
za IL-10 (p<0.05) i TGH (p<0.05) u slezinama AO pacova (Slika 9).
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Slika 9. Uticaj starenja na ekspresiju gena za TNFe, IL-6, IL-10 i TGF- u tkivu
slezine AO pacova.

Histogram prikazuje promenu nivoa ekspresije iIRNKTANFa, IL-6, IL-10 i TGF{f u tkivu
slezine starih pacova u odnosu na ekspresiju iRKodgovarajée citokine u tkivu slezine mladih
pacova. Budéi da je pokazano da je ekspresija gena za HPRTSenmaksperimentalnom sistemu bila
stabilna, iRNK za HPRT je kodéna kao endogena kontrola. Rezutati su prikazamiskednja vrednost
+ S.E.M. (6);*p<0.05.
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Rezultati

Sliéno je dobijeno i analizom ekspresije gena za otakitie u slezinama starih
DA pacova.Naime, kod ovog soja je u slezinama starih zivatoigtektovano ziajno
snizenje iIRNK i za TNFe (p<0.05), tako da je ekspresija IRNK za sve ispite
citokine bila manja (p<0.05) u slezini starih DAcpaa nego mladih DA Zivotinja
(Slika 10).
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Slika 10. Uticaj starenja na ekspresiju gena za TN#g, IL-6, IL-10 i TGF- 8 u tkivu
slezine DA pacova.

Histogram prikazuje promenu nivoa ekspresije iIRNKTANF, IL-6, IL-10 i TGF{3 u tkivu
slezine starih pacova u odnosu na ekspresiju iRldKodgovarajée citokine u tkivu slezine mladih
pacova. Budéi da je pokazano da je ekspresija gena za HPRTSenmaksperimentalnom sistemu bila
stabilna, iRNK za HPRT je kodéna kao endogena kontrola. Rezutati su prikazamiskednja vrednost
+ S.E.M. (26);*p<0.05
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Rezultati

4.1.4.2. Uticaj starenja na ekspresiju gena za kite i TLR4 u kDC

Sveze izolovane kO su, u normalnim fiziolodkim uslovima , fenotipski
funkcijski nezrele i Bestvuju u odrzavanju periferne tolerancije. Dadispitalo da li
starenje utie na ovu vaznu funkciju kD odretivana je ekspresija gena za glavne
proinflamatorne/imunostimulatorne (TNF- IL-6 i IL-1B) i
imunomodulatorne/imunosupresivne (IL-10 i T@J-citokine u imunomagnetno
izdvojenim kDC.

Kod kDC starihAO pacovanaiena je véa ekspresija iRNK za TNE{p<0.05)

i IL-1p (p<0.01), a manja (p<0.05) ekspresija iRNK za IL-6dnosu na kD mladih
Zivotinja istog soja. Za razliku od ekspresije pf@matornih citokina, starenje nije
uticalo na ekspresiju gena za IL-10 i T@R-kDC starih u porédenju sa istintelijama

mladih pacova (Slika 11).
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Rezultati

Starenje dovodi do promena u ekspresiji IRNK zaktite kod pacov®A soja,

s tim Sto su te promene suprotne kada je u pitdRNK za IL-6 i IL-1f. Starenje

poveava (p<0.01) ekspresiju iIRNK za IL-6, a smanjujeq®5) ekspresiju iRNK za

IL-1B kod DA pacova. Analiza ekspresije gena za imuniesipne citokine je pokazala

da kDC starih Zivotinja, u odnosu na istelije mladih Zivotinja, eksprimiraju ztajno
viSe (p<0.01) iRNK za IL-10. Kao i kod AO pacov&spresija IRNK za TNFe

(p<0.05) je bila véa, dok se ekspresija iIRNK za T@Fnije menjala u k@ starih u

odnosu na kD mladih pacova istog soja (Slika 12).
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Slika 12. Uticaj starenja na
ekspresiju gena za citokine u sveZe
izolovanim slezinskim kDC DA pacova.

Histogrami prikazuju promenu nivoa
ekspresije iIRNK za (A) TNFE, IL-6 i IL-13 i (B)
IL-10 i TGF u OX62+ DC starih pacova
izolovanih ~ primenom  metode  magnetnog
razdvajanja u odnosu na ekspresiju IRNK za
odgovarajde citokine u OX62+ O mladih pacova
dobijenih na isti n&én. Budui da je pokazano da je
ekspresija gena za HPRT u naSem
eksperimentalnom sistemu bila stabilna, iRNK za
HPRT je koriéena kao endogena kontrola,
Rezutati su prikazani kao srednja vrednost *
S.E.M. (1»6);*p<0.05; ;**p<0.01.
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Rezultati

Koli¢ina iRNK za TLR4 u k¥ starih pacova oba soja je bila u saglasnosti sa

rezultatom povrsinske ispoljenosti ovog molekulaime, starenje je smanjilo (p<0.01)

koli¢inu iRNK za TLR4 u sveze izolovanim KDstarih AO pacova (Slika 13), a

povealo je (p<0.01) u istindelijama DA pacova (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj starenja na ekspresiju
gena za TLR4 u sveze izolovanim slezinskirr
kDC DA pacova.

Histogrami  prikazuju  promenu  nivoe
ekspresije iRNK za TLR4 u OX62+(@starih pacova
izolovanih primenom metode magnetnog razdvajanji
odnosu na ekspresiju iRNK za TLR4 u OX62« D
mladih pacova. Budii da je pokazano da je ekspresi
gena za HPRT u naSem eksperimentalnom sistemu
stabilna, iRNK za HPRT je kodéna kao endogene
kontrola, Rezutati su prikazani kao srednja vretgos
S.E.M. (r#6); **p<0.01.

gena za TLR4 u sveZe izolovanim slezinskim KD
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Histogrami prikazuju promenu nivoa ekspresije
iRNK za TLR4 u OX62+ [ starih pacova izolovanih
primenom metode magnetnog razdvajanja u odnosu na
ekspresiju iRNK za TLR4 u OX62+ ® mladih pacova.
Budui da je pokazano da je ekspresija gena za HPRT u
nasem eksperimentalnom sistemu bila stabilna, iRAEK
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Rezultati

4.2. UTICAJ STARENJA NA SPOSOBNOST AKTIVACIJE/SAZRE VANJA
SLEZINSKIH kD ¢ PACOVA AO | DA SOJA U KULTURI NAKON
STIMULACIJE LPS-OM

4.2.1. Uticaj starenja na fenotipske karakteristikekDC iz kulture

4.2.1.1. ,Spontana“ aktivacija u medijumu

Starenje nije uticalo na prezZivljavanje €RDAO pacova u kulturi. Nakon
prekon@ne kultivacije ovih¢elija u kompletnom medijumu u odsustvu LPS-a, u
suspenziji KT mladih pacova n#eno je 30.25% + 1.05% Zivikelija, a u suspenziji
kDC starih pacova istog soja 31.01% + 0.4%.

Prekon@na kultivacija sveZe izolovanih KDmladih i starih pacov&O soja,
samo u kompletnom medijumu, dovela je do promengoljsnosti antigen-
prezentujudih i kostimulatornih molekula na ovigelijama (Slika 15). Preciznije, nakon
kultivacije u medijumu, procentualna zastupljerkiB€ koje ispoljavaju CD86 i CD80
molekule je bila véa (p<0.001) u obe starosne grupe u gpengu sa kontrolnim sveze
izolovanim kDC pacova odgovaraje starosti. Tokom kultivacije kO mladih
Zivotinja, doslo je do smanjena (p<0.001) gustim@€& molekula na CD86+¢elijama,
dok se gustina CD80 molekula nije menjala. Za kazthd kDC mladih pacova, kod
kDC starih Zivotinja, kultivacija je povala gustinu ispoljenosti CD80 (p<0.001) i
CD86 (p<0.01) molekula na ovidelijama u odnosu na sveze izolovamdije pacova
istog uzrasta. Starenje i kultivacija su uticahid procenat CD40+ KD i na gustinu
CD40 molekula na CD40+elijama. Kod mladih Zivotinja rkeno je smanjene
(p<0.001) i procenta CD40+ KDi gustine CD40 molekula, dok je kod &Dstarih
Zivotinja detektovano samo smanjenje (p<0.05) prtacéelija koje ispoljavaju CD40
molekul u pordenju sa sveze izolovanitelijama istog uzrasta. Prekaima kultivacija
je uticala na pou@nje (p<0.05) MFI za MHC Il na kO samo mladih Zivotinja.
Medutim, ovo povéanje gustine ispoljenosti nélijama mladih zivotinja nije bio
dovoljano da dosegne nivo ispoljenosti ovih molakuééelijama starih zivotinja, tako
da je MFI za MHC Il bio vé& (p<0.05) na kultivisanim kD starih Zivotinja u odnosu
na isto tretiranéelije mladih Zivotinja. Por@enjem ekspresije i gustine kostimulatornih

molekula na kI oba uzrasta nakon Kkultivacije u medijumuiera je véa (p<0.001)
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Rezultati

gustina ispoljenosti CD80 i CD86 markera naCkxao i véa (p<0.001) procentualna
zastupljenost CD40+ kD u kulturama starih pacova u pdesju sa kulturama mladih
Zivotinja (Slika 15).
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Rezultati
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Slika 15. Uticaj starenja na fenotipske karakterisike kDC AO pacova gajenih u
medijumu u odsustvu LPS-a.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski prikazi ekspresije (A) MHQ,1(B) CD80, (C)
CD86 i (D) CD40 molekula na slezinskim OX62+€gore) mladih i (dole) starih pacova (levo) sveze
izolovanim i (desno) gajenim u medijumu u odsust®5-a (-LPS). Odgovaraja vrednosti procenta
pozitivnih ¢elija i (u zagradi) srednjeg intenziteta fluoremn(MFI) su prikazane u uglu svakog
histograma. Stubasti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHIZ,I(B) CD80+, (C) CD86+ i (D)
CD40+ ¢elija i (desno) srednji intenzitet fluorescence (MEa (A) MHC Il na MHC II+, (B) CD80 na
CD80+, (C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+ slekim OX62+ OC mladih i starih pacova sveze
izolovanim i gajenim u medijumu u odsustvu LPS-az®tati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

(n>6);*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Rezultati

Kao i kod AO pacova, starenje nije menjalo procaimu zastupljenost zivih
éelija u prekonénim kulturama K@ DA pacova gajenih u odsustvu LPS-a (32.55% =+
1.95% Zivih¢elija kod mladih u odnosu na 30.60% = 1.70% kodlsf2aA pacova).

Prekon@na kultivacija kI izolovanih iz slezina pacovBA soja pove&ala
(p<0.001) je i procentualnu zastupljenost MHC 1I€€D80+ ¢elija kao i MFI za ove
molekule na odgovarajun pozitivnim ¢elijama kod obe starosne grupe u odnosu na
sveze izolovaneéelije Zivotinja odgovarujeg uzrasta (Slika 16). Anam ekspresije
CD86 molekula nden je povéan (p<0.001) procenat CD86delija u okviru kDC
mladih Zivotinja gajenih u medijumu, dok se eksjjaesvog molekula na kD starih
zivotinja nije menjala, ako se pdenje vrSi u odnosu na sveze izolovafedije
Zivotinja iste starosti. Sa druge strane, prekoaokultivacija nije imala uticaja na
ispoljenost CD40 molekula na KDmladih Zivotinja, dok je kod kO starih Zivotinja
doslo do povéanja (p<0.001) procentualne zastupljenosti CD46Hja, a smanjenja
(p<0.001) MFI za CD40, u odnosu na sveze izolovatige istog uzrasta (Slika 16).

Poratenje fenotipskih karakteristika KD mladih i starih pacova nakon
kultivacije u medijumu pokazalo je nizu (p<0.05spkesiju MHC 1l i CD86 molekula i
manju (p<0.001) gustinu ispoljenosti MHC Il i CD#tblekula na k@ starih pacova u
poreienju sa kultivisaningelijama mladih zivotinja. Od svih ispitivanih marke jedino
je ekspresija CD80 molekula biladze(p<0.001) na kultivisanim kD starih Zivotinja u

odnosu na kultivisaneelije mladih (Slika 16).
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Rezultati

Slika 16. Uticaj starenja na fenotipske karakterisike kDC DA pacova gajenih u
medijumu u odsustvu LPS-a.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski prikazi ekspresije (A) MHQ,1(B) CD80, (C)
CD86 i (D) CD40 molekula na slezinskim OX62+€gore) mladih i (dole) starih pacova (levo) sveze
izolovanim i (desno) gajenim u medijumu u odsust®5-a (-LPS). Odgovaraja vrednosti procenta
pozitivnih ¢elija i (u zagradi) srednjeg intenziteta fluoresmeMFI) su prikazane u gornjem uglu svakog
histograma. Stubasti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHIZ,I(B) CD80+, (C) CD86+ i (D)
CD40+ ¢elija i (desno) srednji intenzitet fluorescence (MEa (A) MHC Il na MHC II+, (B) CD80 na
CD80+, (C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+ slekim OX62+ OC mladih i starih pacova sveze

izolovanim i gajenim u medijumu u odsustvu LPS-az&tati su prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

(n>6);*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Rezultati

4.2.1.2. Aktivacija LPS-om

Prisustvo LPS-a u kulturama KDAO pacova nije uticalo na prezivljavanje ovih
¢elija (31.65% £ 0.38% Zivildelija kod mladih u odnosu na 33.05% + 0.5% kodilstar
AO pacova). U okviru populacije Zivih KD iz kulture odnos CD4+:CD4-
subpopulacija je bio manji kod starih AO pacova58% + 0.08%) u odnosu na
odgovarajdu populaciju kod miladih zivotinja (0.90% * 0.1%)aile, kao i kod sveze
izolovanih, i u populaciji kultivisanih kD starih AO pacova stimulisanih LPS-om
zastupljenija je bila CD4- subpopulacija u odnosuadgovarajée ¢elije mladih AO
zZivotinja.

Analiza fenotipskih karakteristika KDmladih i starihAO pacova stimulisanih
LPS-om, pokazala je statiéti znaiajno povéanje procentualne zastupljenosti i/ili
povrSinske gustine svih ispitivanin markera (MHC €D80, CD86 i CD40) u
poreienju sacelijama iste uzrasne grupe koje su gajene u odsuswog faktora
aktivacije/sazrevanja (Slika 17). Preciznije, psiso LPS-a powalo (p<0.01) je
procenat CD80+elija u kulturama K@ i mladih i starih pacova u odnosu na kulture
kDC u odsustvu LPS-a pacova odgovaéajy uzrasta, dok je CD 80 MFI bio pdas
samo na k@ starih pacova. Takie, u prisustvu LPS-a, MFI za CD86 je bio péame
(p<0.001) na k¥ pacova oba uzrasta (Slika 17). Aktivacija LPS-opvepala je
procentualnu zastupljenost i CD4@elija u kDC kulturama pacova oba uzrasta u
odnosu na kontrolne KDkulture pacova odgovarajeg uzrasta, dok nije menjala MFI
za CD40. Zn&no poveanje gustine MHC molekula Il klase na €hakon aktivacije
LPS-om detektovano je u kulturama &ba uzrasta, ali je nafito bilo izrazeno na
kDC mladih pacova (Slika 17).

Poratenjem fenotipskih karakteristika KDmladih i starih AO pacova nakon
stimulacije LPS-om, ntena je manja (p<0.001) povrSinska gustina MHC Veta
kostimulatornih molekula na KDstarih Zivotinja u poréenju sa stimulisanimelijama
mladih zivotinja (Slika 17).
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Rezultati

Slika 17. Uticaj starenja na fenotipske karakterisike kDC AO pacova gajenih u

medijumu u prisustvu LPS-a.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski prikazi ekspresije (A) MHQ,1(B) CD80, (C)
CD86 i (D) CD40 molekula na slezinskim OX624Cgore) mladih i (dole) starih pacova gajenih u
medijumu u (levo) odsustvu (-LPS) i (desno) prigusdtPS-a (+LPS). Odgovaraje vrednosti procenta
pozitivnih ¢elija i (u zagradi) srednjeg intenziteta fluoresme(MFI) su prikazane u gornjem uglu svakog
histograma. Stubasti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHZ,1(B) CD80+, (C) CD86+ i (D)
CD40+¢elija i (desno) sredn;ji intenzitet fluorescence (MEa (A) MHC Il na MHC II+, (B) CD80 na
CD80+, (C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+ slekim OX62+ OC mladih i starih pacova
gajenim u medijumu u odsustvu i prisustvu LPS. Rafiusu prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

(n>6):*p<0.05; *p<0.01; ***p<0.001.
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Rezultati

Prisustvo LPS-a ni u kulturama KDDA pacova nije uticalo na prezivljavanje
ovih ¢elija (29.85 £ 1.65% ziviktelija kod mladih u odnosu na 32.85 + 2.15% kod
starih DA pacova). U populaciji zivih KDu kulturama oba uzrasta Zivotinja ovog soja
CD4- subpopulacija je bila dominantna, a odnos CO®D4- subpopulacija se nije
menjao i bio je stian odnosu koji je ren kod sveZe izolovanih KD(0.34% + 0.08%
kod starih u odnosu na 0.52% + 0.13% kod mladih).

Analiza uticaja LPS-a na fenotipske karakterist® mladih DA pacova je
pokazala powanje ekspresije svih ispitivanin markera, osim CDW0Okultura kDC
mladih pacova u prisustvu LPS-adeaa je véa (p<0.01) procentualna zastupljenost
CD80+ i CD86+¢elija i veta (p<0.05) gustina ispoljenosti CD86 i MHC Il maldk na
CD80+ i MHC I+ ¢elijama u poréenju sa kulturama nestimulisanih €Dmladih
Zivotinja. Kod kDC starih Zivotinja, LPS je z®ajnije uticao samo na promenu
ekspresije CD86, jer je pos&o i procentualnu zastupljenost CD86&stija (p<0.05) i
gustinu njegove ispoljenosti (p<0.001), u pleeju sa kI starih Zivotinja gajenih u
odsustvu LPS-a (Slika 18).

Prethodno navedene promene u ispoljenosti ispitivaavrsinskih molekula su
rezultirale manjom (p<0.001) gustinom ispoljen®8HC Il i CD40 molekula i manjim
(p<0.05) procentom CD86+elija u okviru populacije kD starih Zivotinja koje su
stimulisane LPS-om, u patenju sa odgovaragim kDC mladih Zivotinja (Slika 18).
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Rezultati

Slika 18. Uticaj starenja na fenotipske karakterisike kDC DA pacova gajenih u medijumu

u prisustvu LPS-a.

Reprezentativni protmo-citofluorometrijski prikazi ekspresije (A) MHQ,1(B) CD80, (C)
CD86 i (D) CD40 molekula na slezinskim OX624Cgore) mladih i (dole) starih pacova gajenih u
medijumu u (levo) odsustvu (-LPS) i (desno) prigustPS-a (+LPS). Odgovardje vrednosti procenta
pozitivnih ¢elija i (u zagradi) srednjeg intenziteta fluoresmeMFI) su prikazane u gornjem uglu svakog
histograma. Stubasti histogrami prikazuju (levo) procenat (A) MHZ,1(B) CD80+, (C) CD86+ i (D)
CD40+¢elija i (desno) sredn;ji intenzitet fluorescence (MEa (A) MHC Il na MHC II+, (B) CD80 na
CD80+, (C) CD86 na CD86+ i (D) CD40 na CD40+ slekim OX62+ OC mladih i starih pacova
gajenim u medijumu u odsustvu i prisustvu LPS. Rafiusu prikazani kao srednja vrednost + S.E.M.

(n>6);*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Rezultati

4.2.2. Uticaj starenja na funkcijske karakteristike kDC iz kulture

4.2.2.1. Starenje smanjuje kapacitet KDda indukuju proliferaciju alogenih CD4+ T

limfocita

Analiza alostimulatorne sposobnosti &Je pokazala da su nestimulisanekD
bez obzira na soj i uzrast Zivotinja iz kojih swl@vane, indukovale proliferaciju
alogenih CD4+ T limfocita, ali su bile manje efikasu pordenju sa k@ stimulisanim
LPS-om (Slika 19 i 20). Pored toga, LPS-om stinaules kD' starih Zivotinja su
pokazale, u svim testiranim odnosima, manju sposstbmdukovanja proliferacije
alogenih CD4+ T limfocita u odnosu na LPS-om stisanecelije mladih Zivotinja
istog soja. Takde, nezavisno od uzrasta Zivotinja iz koji su paticeDC, kao i od
prisustva LPS-a, intenzitet proliferativnog odgavge bio najvéi pri odnosu KT i
CD4+ T limfocita 1:5 (Slika 19 i 20).
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Rezultati
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Slika 19. Starenje smanjuje alostimulatorni kapaciet kDC pacova AO soja.

(A) Reprezentativni protmo-citofluorometrijski histogrami dobijeni kotiénjem platforme za
analizu proliferacije kompjuterskog programa Flovpiikazuju CFSE bojenje CD3+CD4+ T limoficita
(a) nestimulisanih i (b) stimulisanih u MLR sa OX6RC (levo) mladih i (desno) starih pacova gajenih u
(gore) odsustvu (-LPS) i (dole) prisustvu LPS-aR€) pri odnosu 1:5. Na osnovu MFI za CFSE néegu
je razdvajiti: 1)¢elije koje imaju nizi intenzitet fluorescence i adgrajucelijama koje su proliferisale i
2) ¢elije koje imaju visok intenzitet fluorescence igodarajucelijama koje nisu proliferisale.

(B) Linijski dijagrami predstavljaju (a) indeks demi (b) procenat CD3+CD4+ delija sa nizim
intenzitetom fluorescence CFSE boje koje su koikistine u MLR sa OX62+ O mladih i starih pacova
gajenih u odsustvu ili prisustvu LPS-a pri réitim odnosima. Indeks deobe je izmmat korigenjem
platforme za analizu proliferacije FlowJo kompjsiarg programa. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost = S.E.M. @6); “DC mladih pacova (+LPS) vs@starih pacova (+LPSJDC mladih pacova
(+LPS) vs I mladih pacova (-LPS)®DC starih pacova (-LPS) vs®mladih pacova (-LPS¥DC starih
pacova (-LPS) vs O starih pacova (+LPS); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.00
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Rezultati
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Slika 20. Starenje smanjuje alostimulatorni kapaciet kDC pacova DA soja.

(A) Reprezentativni protmo-citofluorometrijski histogrami dobijeni kotiénjem platforme za
analizu proliferacije kompjuterskog programa Flovplikazuju CFSE bojenje CD3+CD4+ T limoficita
(a) nestimulisanih i (b) stimulisanih u MLR sa G246DC (levo) mladih i (desno) starih pacova gajenih
u (gore) odsustvu (-LPS) i (dole) prisustvu LPS+aRS) pri odnosu 1:5. Na osnovu MFI za CFSE
mogue je razdvojiti; 1)c¢elije koje imaju niZi intenzitet fluorescence i @dgraju ¢elijama koje su
proliferisale i 2) ¢elije koje imaju visok intenzitet fluorescence igodaraju ¢elijama koje nisu
proliferisale.

(B) Linijski dijagrami predstavljaju (a) indeks dami (b) procenat CD3+CD4+ delija sa nizim
intenzitetom fluorescence CFSE boje koje su koikigtine u MLR sa OX62+ O mladih i starih pacova
gajenih u odsustvu ili prisustvu LPS-a pri réitim odnosima. Indeks deobe je izumat korigenjem
platforme za proliferaciju FlowJo kompjuterskog grama. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost
+ S.E.M. (6); “DC mladih pacova (+LPS) vs@starih pacova (+LPSJDC mladih pacova (+LPS) vs
DC mladih pacova (-LPS)®DC starih pacova (-LPS) vs@®mladih pacova (-LPS¥DC starih pacova (-
LPS) vs IC starih pacova (+LPS); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.00
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Rezultati

4.2.2.2. Uticaj starenja na sintezu i sekrecijuaiina od strane kI iz kulture

4.2.2.2.1. Ekspresija gena za citokine u’kD

Aktivisane/zrele @ sintetiSu citokine koji, sa jedne strane, obdzipe
optimalno funkcionisanje i regulaciju Wenog imuniteta, a sa druge strane neophodni
su za usmeravanje diferencijacije T limfocita i Kaionisanje speciinog imuniteta
(Banchereau i Steinman, 1998; Kapsenberg, 2003sWiaMills, 2013).

Analiza ekspresije gena za citokine u(@x kulture je pokazala da su KD
starih ZivotinjaAO soja, koje sugajene komplethom medijumu u odsustvu LPS-a,
eksprimirale vée bazalne nivoe iIRNK za: TNé&-p<0.05), IL-12p35 (p<0.001), IL-
23p19 (p<0.001) i IL-6 (p<0.05) i manje (p<0.003) I£-10 u odnosu néelije mladih
Zivotinja gajene pod istim uslovima. Starenje mijiealo na bazalnu ekspresiju IRNK za
TGF u kDC mladih i starih Zivotinja (Slika 21).

Pod uticajem LPS-a, KD mladih Zivotinja su zr@mjno povéale (p<0.001)
ekspresiju samo IRNK za IL-10 u pdenju sa nestimulisanielijama Zivotinja istog
uzrasta. Suprotno, u KDstarih pacova nakon stimulacije LPS-ondema je povéana
ekspresija iIRNK za: TNk (p<0.001), IL-12p35 (p<0.001), IL-23p19 (p<0.01);6
(p<0.001) i TGFB (p<0.001), dok se ekspresija iRNK za IL-10 nij@anije menjala,

u poretenju sa nestimulisanim KDZivotinja iste starosti (Slika 21).

U celini posmatrano, kO starih pacova posle stimulacije LPS-om eksprimiraj
zn&ajno vise (p<0.001) iRNK za: TNé;- IL-12p35, 1L-23p19, IL-6 | TGH i manje

(p<0.001) za IL-10, nego na istidia tretiranecelije mladih pacova.
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Slika 21. Uticaj starenja na ekspresiju gena za akine u kDC AO pacova iz
kulture.

Histogrami prikazuju promenu nivoa ekspresije iRE&KTNF4, 1L-12p35, IL-23p19, IL-6, IL-
10 i TGF$ u OX62+ IC starih pacova gajenih u medijumu u odsustvu LRPS) i u OX62+ I
mladih i starih pacova gajenih u medijumu u prigustPS (+LPS) u odnosu na ekspresiju iRNK za
odgovarajde citokine u OX62+ 0 mladih pacova gajenih u medijumu u odsustvu LP&WB da je
pokazano da je ekspresija gena za HPRT u naSenerekgmtalnom sistemu bila stabilna, iRNK za
HPRT je korigena kao endogena kontrola. Rezutati su prikazamiskadnja vrednost + S.E.M.X®);
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Analiza bazalne ekspresij&@NK u nestimulisanim kD mladih i starihDA
pacovaje pokazala viSestruko & (p<0.001) kotiine iIRNK za IL-23p19 welijama
starih zivotinja, dok se ekspresije gena za drggéivane citokine (TNF, IL-12p35,
IL-6, IL-10 i TGF{) nisu razlikovale (Slika 22).

Nakon aktivacije pod uticajem LPS-a, €Dnladih pacova su ziajno povéale
(p<0.05) sadrzaj iRNK za TNE&;dok se ekspresija iRNK za IL-12p35, IL-6, IL-23p1
IL-10 i TGF{ nije zn&ajnije promenila, u potkenju sa kontrolnim, nestimulisanim,
¢elijama Zivotinja istog uzrasta. Sa druge strari®$ lie uticao na povanje ekspresije
iRNK za IL-6 (p<0.01), IL-10 (p<0.001) i TGB-(p<0.001) u kI starih Zivotinja u

odnosu na nestimulisane Kpacova istog uzrasta (Slika 22).

Poretenjem uticaja LPS-a na KDmladih i starih Zivotinja je pokazano da ove
¢elije starih Zivotinja ispoljavaju zgajno vee (p<0.001) kotiine iIRNK za IL-6, IL-
23p19, IL-10 i TGFB nego LPS-om stimulisaréelije mladih Zivotinja (Slika 22).
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Slika 22. Uticaj starenja na ekspresiju gena za akine u kDC DA pacova iz
kulture.

Histogrami prikazuju promenu nivoa ekspresije iRE&KTNF4, 1L-12p35, [L-23p19, IL-6, IL-
10 i TGF$ u OX62+ IC starih pacova gajenih u medijumu u odsustvu LRPS) i u OX62+ I
mladih i starih pacova gajenih u medijumu u prigustPS (+LPS) u odnosu na ekspresiju iRNK za
odgovarajde citokine u OX62+ [0 mladih pacova gajenih u medijumu u odsustvu LP&WB da je
pokazano da je ekspresija gena za HPRT u naSenerekgmtalnom sistemu bila stabilna, iRNK za
HPRT je korigena kao endogena kontrola. Rezutati su prikazamiskadnja vrednost + S.E.M.X®);
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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4.2.2.2.2. Koncentracija citokina u supernatantikegtura kDC

Analiza sekrecije citokina u supernatantima kulteeatimulisanih kB mladih i
starih pacovaAO soja pokazala je delintho poklapanje sa prethodno iznetim
rezultatima ekspresije gena za te citokine (Sli&a Rlaime, bazalna produkcija TNF-
je bila ve&a (p<0.05), dok se koncentracije IL-12 nisu ¢ajaije razlikovale u
kulturama nestimulisanih KD starih u odnosu na nestimulisatedije mladih Zivotinja.
Takaie, iako su koncentracije IL-6 i IL-23 bile & u supernatantima kultura
nestimulisanih k@ starih u poréenju sa supernatantima kultura na isginaretiranih
kDC mladih Zivotinja, razlike u koncentracijama nisastigle statistiku znaajnost.
Nestimulisane kB starih Zivotinja su produkovale manje (p<0.00110 u poréenju

sa nestimulisaninielijama mladih pacova (Slika 23).

Aktivacija LPS-om povéala (p<0.001) je samo produkciju IL-10 u
supernatantima kultura KD mladih Zivotinja. Suprotno, ¥e koncentracije svih
ispitivanih citokina (TNFe, p<0.001; IL-12, p<0.05; IL-6, p<0.001 i IL-23, p©601),
osim IL-10, izmerene su u supernatantima kultur&4ofn stimulisanih kD starih

pacova u porgenju sa nestimulisanim KDpacova istog uzrasta (Slika 23).

Porelenjem koncentracija citokina u supernatantima kaltuLPS-om
stimulisanih kOC mladih i starih Zivotinja, wee koncentracije svih citokina, osim IL-10,
izmerene su u supernatantima kulturaCkfarih pacova (Slika 23).

Treba napomenuti da, nezavisno od uzrasta i sgapernatantima kultura kD
stimulisanih LPS-om i kontrolnih nije detektovan Fg. Ovo bi se moglo objasniti
primenom neodgovarajeg ELISA testa za kvantifikaciju aktivhog oblika agy
citokina (Grainger i sar., 2000) ili izuzetno sloben regulacijom sinteze, oslatamja i
delovanja TGH3 (Worthington i sar., 2012).
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Slika 23. Uticaj starenja na koncentraciju citokinau supernatantima kultura kDC

AO pacova

Histogrami prikazuju koncentracije TNg-1L-12, 1L-23, IL-6 i IL-10 u supernatantima kuta
OX62+ DC mladih i starih pacova gajenih u medijumu u odaugtLPS) ili prisustvu LPS (+LPS).
Podaci su prikazanih kao srednja vrednost + S.NB);*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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Kod DA pacovabazalne koncentracije ispitivanih citokina se mazlikovale u
supernatantima kultura KkDmladih i starih Zivotinja, osim koncentracije 113;%koja je
bila zna&ajno visa (p<0.01) u supernatantima kultura nediganih kDC starih
Zivotinja (Slika 24).

U supernatantima kultura, u kojima su®bnladih Zivotinja gajene u prisustvu
LPS-a, izmerene su ztgno vee koncentracije TNIFe (p<0.001), dok se koncentracije
ostalih ispitivanih citokina nisu ztajnije razlikovale u porenju sa kontrolnim,
nestimulisanim k@ Zivotinja istog uzrasta. Kod starih Zivotinja, upsrnatantima
kulturama kI nakon aktivacije LPS-om, izmerene sé&¢p<0.001) koncentracije IL-
6 i IL-10, a koncentracije drugih ispitivanih ciiolk se nisu razlikovale u paenju sa

nestimulisanintelijama Zivotinja istog uzrasta (Slika24).

LPS-om stimulisane kO starih pacova, u patenju sa LPS-om stimulisanim
¢elijama mladih zivotinja, sekretovale su vise Il(gx0.001), I1L-23 (p<0.001) i IL-10
(p<0.001), a manje TNE~(p<0.05), dok se produkcija IL-12 nije menjalaik&124).
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Slika 24. Uticaj starenja na koncentraciju citokinau supernatantima kultura kDC
DA pacova.

Histogrami prikazuju koncentracije TNf-1L-12, 1L-23, IL-6 i IL-10 u supernatantima kuta
OX62+ DC mladih i starih pacova gajenih u medijumu u odaugtLPS) ili prisustvu LPS (+LPS).
Podaci su prikazanih kao srednja vrednost + S.NB);*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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4.2.2.3. Uticaj starenja na koncentraciju citokina ko-kulturama kDC i alogenih
CD4+ T limfocita

Imajuéi u vidu promenjenu sekreciju citokina od strane’k®arih Zivotinja, kao
i njihov promenjen alostimulatorni kapacitet, u sumtantima ko-kultura kO i
alogenih CD4+ T limfocita odtvanje su koncentracije IFM-IL-4 i IL-17, citokina
koji karakteriSu Th1, Th2 odnosno Thddlije.

U supernatantima ko-kultura KDmladih AO pacova stimulisanih LPS-om i
CD4+ T limfocita, u poréenju sa supernatantima ko-kultura CD4-+dlija i kDC
zivotinja istog uzrasta gajenih u odsustvu LPSeandentracije IFN¢ i IL-17 se nisu
zn&ajno razlikovale. Suprotno, & koncetracija IFN¢ (p<0.001) i IL-17 (p<0.05)
izmerena je u supernatantima ko-kulturaCkBtimulisanih LPS-om starih Zivotinja i
CD4+ ¢éelija u odnosu na supernatante ko-kultura CD4éelija i nestimulisanih kB
Zivotinja iste starosti. Kogao, poréienjem koncentracija citokina u supernatantima ko-
kultura kDC starih Zivotinja stimulisanih LPS-om i CD4+ limita sa koncentracijom
citokina u supernatantima odgovarajukokultura mladih zivotinja, rEene su zn&jno
vece (p<0.001) koncentracije IFMtIL-17 (Slika 25).

Nisu natene razlike u koncentracijama IL-4 u supernatantoilailtura CD4+ T

limfocita i razlgito tretiranih kDC mladih i starih Zivotinja (Slika 25).
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Slika 25. Uticaj starenja na koncentraciju citokina u ko-kulturama kDC AO
pacova i alogenih CD4+ T limfocita

Histogrami prikazuju koncentracije IF)y-IL-4 i IL-17 u supernatantima ko-kultura OX62+4D
mladih i starih pacova gajenih u medijumu u odsugtPS) ili prisustvu LPS (+LPS) i alogenih CD4+
T limfocita. Podaci su prikazanih kao srednja viestrt: S.E.M. (r6);*p<0.05; ***p<0.001.

96



Rezultati

Kod mladihDA pacovau supernatantima ko-kultura KDstimulisanih LPS-om
I CD4+ T limfocita izmerene su ve (p<0.05) koncentracije IFN-u poreenju sa
supernatantima ko-kultura sa nestimulisaninCkiladih pacova. Zatim, ztiajno vee
(p<0.05) koncentracije IL-17 izmerene su u supernatanimakktsra, kako
nestimulisanih tako i stimulisanih KDstarih Zivotinja i CD4+¢elija, u pordenju sa

supernatantima odgovarajb ko-kultura mladih zivotinja (Slika 26).

Ni aktivacija LPS-om ni starenje nije uticalo n&reeiju IL-4 u ko-kulturama

kDC DA pacova i CD4+ Telija (Slika 26).
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Slika 26. Uticaj starenja na koncentraciju citokina u ko-kulturama kDC DA
pacova i alogenih CD4+ T limfocita

Histogrami prikazuju koncentracije IF{y-L-4 i IL-17 u supernatantima ko-kultura OX62+4D
mladih i starih pacova gajenih u medijumu u odsugtPS) ili prisustvu LPS (+LPS) i alogenih CD4+
T limfocita. Podaci su prikazanih kao srednja viestrt S.E.M. (Br6);*p<0.05; ***p<0.001.
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4.3. UTICAJ STARENJA NA INDUKCIJU | RAZVOJ EAE-a

Imajuéi u vidu zna&aj DC u odrZzavaju tolerancije tj. ulogu u patogenezi
autoimunskih bolesti (Drakesmith i sar., 2000) isdmla opisane promene &pacova
oba soja tokom starenja, mladi i stari pacovi ofja su imunizovani u cilju indukcije
EAE-a.

Kod starih pacovaO soja, koji su relativno rezistentni na indukciju EAR4a
ranom adultnom uzrastu, doslo je do p@rga incidence obolevanja (0% kod mladih u
odnosu na 60% kod starih). Prvi znaci bolesti U gvopi Zivotinja su registrovani 10.3
+ 1.36 dana, dok je maksimalni kiéki znak bio 2, Sto odgovara paraparezi zadnjih

ekstremiteta (Tabela 1).

Suprotno, kod starih pacou@A soja, koji su u adultnom uzrastu osetljivi na
indukciju EAE-a, incidenca obolevanja je smanjeh@00 kod mladih u odnosu na
27.3% kod starih). Kod ovog soja nije bilo razlikedanu poetka bolesti izméu
mladih i starih zivotinja (11.67 £ 0.41 mlade i 33.+ 0.41 stare), ali su stare zivotinje
imale blazu Kklingku sliku bolesti, Sto je procenjeno na osnovu nraksiog klintkog
znaka koji je bio 4 (tetraplegija tj. moribundnaarge) kod mladih i 2 kod starih

zivotinja (Tabela 1).

Tabela 1. Uticaj starenja na indukciju i razvoj EAE-a kod pacova AO i DA soja

Dan pocetka

Incider;ca (srednja vrednost Mak,Si.malni c
EAE + SEM)® Klini ¢ki znak
AO Mlade 0/14 (0%) - 0
Stare 6/10 (60%) 10.3+1.36 2
DA Mlade 9/9 (100%) 11.67 £0.41 4
Stare  3/11(27.3%)  11.33+0.41 2

abroj Zivotinja koje su imale kligke znake EAE-a/ukupan broj imunizovanih Zivotinjgrupi;
u zagradi je prikazan procenat obelelih Zivotinjgrupi; bsrednja vrednost broja dana nakon imunizacije
kada se pojavio prvi kligki znak kod obolelih pacova u gruﬁhajveii klini ¢ki znak zabelezen u grupi.

99



5. DISKUSIJA



Diskusija

5.1. UTICAJ STARENJA NA SVEZE IZOLOVANE SLEZINSKE k DC PACOVA
AO | DA SOJA

5.1.1. Uticaj starenja na zastupljenost raztitih subpopulacija kDC

U okviru kDC, kao i u okviru drugih populacijéelija imunskog sistema (T
limfocita, B limfocita, NK ¢elija, makrofaga), identifikovane su subpopulacigkoje
se smatra da predstavljaju jedan vid specijalizamijih ¢elija sa ciljiem ,podele rada“ i
pokretanja Sto adekvatnijeg imunskog odgovora naldivacije razkitim egzogenim i
endogenim stimulusima (Naik, 2008). Dostupni literai podaci ukazuju na to da se u
okviru kDC pacova mogu razlikovati bar dve morfoloski, fepski i funkcijski
razlicite subpopulacije, koje se mogu identifikovati nanavu ispoljenosti CD4
molekula na povrsSini ovilielija (Liu i sar., 1998; Turnbull i MacPherson, 200Trinite
I sar., 2000; Voisine i sar., 2002). | pored tog¢a j& ovaj molekul vazan marker za
identifikaciju i razdvajanje kD na subpopulacije, njegova funkcija na owelijama
jos uvek nije dovoljno razjasnjena. Jedna od pstguii je da se tokom prezentacije
antigena T limfocitima ovaj molekul vezuje za MH®lekule Il klase na aktivisanim
CD4+ T limfocitima, i u prilog tome govoridinjenica da su CD4+ kO efikasnije AR

u poretenju sa k@ koje ne ispoljavaju ovaj molekul (Liu i sar., 1998

U slezinama mladih pacova AO sojadema je véa zastuplienost CD4+
subpopulacije, dok je kod pacova DA soja istog stzraCD4- subpopulacijeelija bila
dominantna unutar populacije sveze izolovanih skkih kDC. Ovi rezultati su u
skladu sa podacima koji pokazuju da je relativnstugdjenost raztitih subpopulacija
kDC u slezinama mladih pacova sojno zavisna (Hubsat.i 2006). Imajti u vidu da
subpopulacije kD imaju razltite funkcijske karakteristike, pretpostavka je da b
njihova relativna zastupljenost mogla da se powazsklono&u za razvoj autoimunskih
bolesti (Fournie i sar., 2001; Hubert i sar., 200Bjeciznije, predominacija CD4+
subpopulacije ki, koju karakteriSe produkcija male kéitie 1L-12 i odsustvo
produkcije TNFe, kod mladih Zivotinja AO soja, moZe biti objaSrjgerza relativnu
rezistenciju ovog soja na indukciju Th1l/Thl7 poskethih autoimunskih bolesti
(Fournie i sar., 2001; Markavi sar., 2009). Suprotno ovome, kod mladih pacova D

¢elijskim odgovorom (Luki i sar., 2001; Miljkowt i Mostarica-Stojkowi, 2006;
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Miljkovi ¢ i sar., 2006), niena je dominacija CD4- subpopolacije &xoju odlikuje
produkcija velikin koléina proinflamatornih citokina, IL-12 i TNBE- (Voisine i sar.,
2002; Hubert i sar., 2006).

Starenje dovodi do ¥e zastupljenosti CD4elija u populaciji sveze izolovanih
slezinskih kI starih pacova AO soja, a nedgtina zastupljenost subpopulacijad«Ba
razlicitom ekspresijom CD4 molekula kod pacova DA sogkotda je i kod starih
pacova ovog soja u slezini dominantna CD4- subpmial kDC. Dobijeni rezultati
pokazuju da se kod pacova promena odnosa subpdauki’ u slezini ne deSava
nuzno tokom starenja i da je sojno zavisna. Pronoelmsa subpopulacija slezinskih

kDC sa starenjem opisana je i kod miSeva C57BL/6 @bjang i sar., 2010).

Budwi da u dostupnoj literaturi nema podataka o utictjwenja na D pacova,
a i da je, u celini gledano, veoma malo podatakazavojnom putu B i njihovih
subpopulacija (Naik, 2008), tesko je dati odgovarpitanje zasto sa starenjem dolazi
do promene odnosa subpopulacij€.DPoznato je da O nastaju od pluripotentne
maticne ¢elije u kostnoj srzi (Liu i Nussenzweig, 2010) ijgaspoljenost FIt3 na ranim
prekursorima od kljgnog zndaja za diferencijaciju u praveu® (D Amico i Wu,
2003; Shortman i Naik, 2007). Pored toga, slezioseduje endogeni pul prekursora
DC koji mogu diferencirati u zrelije obliki situ (Shortman i Naik, 2007). Kada je u
pitanju razvojni put pojedikaih subpopulacija, nije poznato da li je populacija
prekursorskih pro-D u kostnoj srzi heterogena i da li gelije jo3 na tom nivou
opredeljuju u pravcu koje subpopulacge diferencirati ili se opredeljivanje deSava u
ciljnom organu pod uticajem promena unutar satelija i/ili signala koji potéu od

¢elija iz okruzenja (Naik, 2008).

Ukoliko se opredeljivanje za diferencijaciju u pcavodreiene subpopulacije
deSava u kostnoj srzi, tada se moze pretpostaaitprdmena mikrosredine koja se
deSava sa starenjem u tom organu (Geiger i Rud@@®9) moze doprineti promeni
odnosa supopulacija. Tak®, promena migratorne sposobnosti osalija mogla bi da
uti¢e na njihovu razéitu zastupljenost u ciljnom organu (Dimmeler i s2003).

Ukoliko se diferencijacija ka subpopulacijama desawiljnom organu, u ovom
slwtaju slezini, starenjem uslovljena promena okruzenfome se D nalaze, bilo da

se radi o promenama relativnih odnosa drugilija ili koncentraciji solubilnih faktora
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(GM-CSF i FIt3L) (Pulendran, 2004) mogla bi uticatia brojnost odidene
subpopulacije. Pored faktora mikrosredine, ne nemyisklj&iti ni intrinzi¢ni faktori. U
prilog ove pretpostavke govore rezultati dobijeneksprimentima na slezinskim(D
starih miSeva, koji pokazuju da defekti u signalnpaotu u koji su ukljgeni STAT
molekuli (engl. signal transducer and activator of transcripti®@T,AT), a koji je
znaajan za proces diferencijacije(D mogu biti odgovorni za promenu odnosa

subpopulacija B (Wong i sar., 2010).

U daljem toku istrazivanja ispitivan je uticaj aja na fenotipske i funkcijske
karakteristike sveZe izolovanih KDpacova oba soja sa ciliem da se proceni stepen
njihove aktivacije/zrelosti un vivo uslovima. Analizirana je povrSinska ispoljenost
najvaznijih molekula koji &estvuju u prezentaciji antigena i stimulaciji T fouita
(MHC molekuli 11 klase i kostimulatorni molekulikao i endocitozna sposobnost i
ekspresija gena za citokine. Neophodno je napomedauprocedure koje su koégne
za izolaciju kOC (detaljno opisano u poglaviju Materijal i metod® uttu na nivo
povrinske ekspresije markera aktivacij€,dnosno ne aktivisu ovelije (Vremec i
sar., 2011).

5.1.2. Uticaj starenja na fenotipske karakteristike

Opéte je prihvéeno da @ u uslovima bez infekcije/inflamacije i u zavisriaxd
lokalizacije, ispoljavaju nezreo fenotip sa niskorspoljenogu kostimulatornih
molekula i malom sposobnas stimulacije T limfocita i pripisuje im se uloga u
odrzavanju periferne tolerancije (Banchereau irfatain, 1998). U skladu sa podacima
dobijenim kod miSa (lwasaki i Kelsall, 1999; Wilsorsar., 2003) i sveze izolovane
slezinske k@ mladih pacova oba soja pokazuju karakteristikereigrzéelija 3to je
procenjeno na osnovu hiske ispoljenosti aktivatciomarkera (CD80, CD86 i CD40).
Starenje menja fenotipske karakteristike slezin$d@ i veéina tih promena je sojno
zavisna. U porgenju sa sveZe izolovanim KDmladih AO pacova, niZa ispoljenost
CD86, CD80 i CD40 je pokazana na sveze izolovarid@ ktarih pacova istog soja. 1z
navedenih rezultata moéel je pretpostaviti da su KDstarih AO pacova bile manje
zrele, odnosno da su imale nezreliji fenotip u gergu sacelijama mladih pacova AO

soja. Suprotno, starenje je poa ekspresiju CD80 i CD86 molekula na&Btarih
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Zivotinja DA soja, $to bi ukazivalo na to da su a@edije fenotipski zrelije od kD
mladih pacova istog soja.

5.1.3. Uticaj starenja na ekspresiju gena za citoke u kDC i tkivu slezine

Prethodno navedeni nalazi ukazuju da starenje r@-gavisan nén menja
stepen zrelosti sveZe izolovanih slezinskitCkacova oba ispitivana soja. Builda je
pokazano da citokinski ,milje* u kome se(Dnalaze moZe da &8 na njihovu
diferencijaciju i aktivaciju/sazrevanje, moZe setpostaviti da je starenje uticalo i na
raspolozivost citokina, bilo da su produkovani ddarse samih D ili ¢elija koje se
nalaze u njihovom okruzenju, neophodnih za razvegzrevanje D. Kako bi se bar
delimi¢cno sagledao uticaj starenja na produkciju citokinalizirana je ekspresija iIRNK
za glavne proinflamatorne/imunostimulatorne i imonoolulatorne/imunosupresivne

citokine kako u samim kO, tako i u tkivu slezine.

Starenje je dovelo do promena u ekspresiji iRNKcizakine kod pacova oba
soja. Naime, starenje je p@ado ekspresiju IRNK za TNB- kod oba soja pacova, a
nije uticalo na ekspresiju TGE-Kada je u pitanju ekspresija IRNK za IL-6 i 113;1
starenje je smanjilo ekspresiju iIRNK za IL-6, a @@lo ekspresiju iRNK za IL{1kod
AO pacova, dok je efekat na ekspresiju gena zacite&ine bio suprotan kod DA
pacova. Porast ekspresije iRNK za IL-10 je@erakod starih DA pacova, a ekspresija

ovog citokina kod AO pacova nije se menjala saesijam.

U kDC starih Zivotinja oba soja su dene vée kolitine iRNK za TNFe u
poreienju sa istimtelijama mladih Zivotinja odgovarajag soja. Ovakav nalaz govori u
prilog hrontnog sistemskog proinflamatornog stanja opisanog ktatih ljudi i
Zivotinja razltitih vrsta (Briunsgaard i Pedersen, 2003; Gémear., 2006; Vasto i
sar., 2007; Wong i sar., 2013) i ukazuje r@a o jedan od mogih izvora TNFa koji
doprinosi odrZzavanju ovog patoloskog stanja. amebazalni nivoi ovog citokina se
povezuju sa pov@nim bazalnim nivoom akitivisanog nuklearnog fakt&B ngl.
nuclear factor kB, NF-kB) (Agrawal i sar., 2009;nda 2010; Gupta i sar., 2013).
Razmatrajdi lokalno autokrino/parakrino delovanje ovog préamfiatornog citokina,
podaci da on povava ekspresiju kostimulatornin molekula i time astye
stimulatorni efekat na aktivaciju/sazrevanj€ D potpunosti podrzavaju zreliji fenotip

kDC opisan kod starih DA pacova (Stockwin i sar., 2008a druge strane, uprkos
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pove&anoj ekspresiji iIRNK za TNRk- u kDC starih AO pacova, ovaj citokin nije
stimulisao aktivaciju/sazrevanje ovéelija pa su one imale nezreliji fenotip u odnosu
na kDC mladih pacova istog soja. Preptostavka da bi
imunosupresivni/imunomodulatorni citokini (IL-1Q,-6 | TGF{3), za koje je pokazano
da inhibiraju proces aktivacije @ mogli biti odgovorni za manje zreo fenotip €D
starih AO pacova je malo verovatna, s obzirom daadani nizZi (IL-6) ili nepromenjeni
(IL-10 i TGF) nivoi ekspresije IRNK za ove citokine u titeljama. Prema tome,
moze se pretpostaviti da sa starenjem neki drusfriakicni i/ili intrinzic¢ni faktori, a
koji nisu ispitivani u ovoj studiji, utu na sazrevanja KD starih AO pacovan vivo.
Treba napomenuti da, iako je izostao stimulatofeka TNFea na ekspresiju markera
aktivacije na kI starih AO pacova, njegov porast sa starenjem ljanala se poveze
sa povéanom gustinom MHC molekula Il klase na oviéelijama, buddi da je
pokazano da ovaj citokin &g na translokaciju intracelularnih MHC molekula na

povrSinucelije (Summers de Luca i Gommerman, 2012).

Kao 3to je vé ranije navedeno, ekspresija iRNK za IL-6 ukBtarih AO
pacova je bila manja, dok je u kKDstarih DA pacova bila v, u pordenju sacelijama
mladih Zivotinja istog soja. Na prvi pogled, porakspresije gena za IL-6 u KDstarih
DA pacova bi se mogao povezati sa njihovim zrelifenotipom. Méutim, podaci da
ovaj prevashodno proinflamatorni citokin, moze da mai [
antiinflamatorna/imunomodulatorna svojstva, ne geva prilog ovoj pretpostavci
(Xing i sar., 1998; Scheller i sar., 2011). Pregegrpodaci dobijeni kod miSa ukazuju
da IL-6 spréava aktivaciju/sazrevanje slezinskilt D time reguliSe njihov aktivacioni
status u stanju bez infekcije/inflamacije (Parkar.s2004). Moze se pretpostaviti da
efekat IL-6 na k@, najverovatnije nije samo posledica izmenjene @@ gena za
ovaj citokin, vé& i promena na nivou ekspresije receptora za ILgeinosa signala

posredstvom njega, a koje su opisane sa starerjelop(i sar., 2006).

Poveana ekspresija iRNK za IL-10 u KDstarih DA pacova u odnosu na
mlade, na prvi pogled deluje n@kivano u kontekstu povane ekspresije
kostimulatorninh molekula (CD80 i CD86) i gena zaHM i IL-6 i generalno zrelijeg
fenotipa ovihéelija. (McBride i sar., 2002; Wallet i sar., 2008)edutim, podaci da D

izolovane iz plda, Pajerovih pléa i prednje éne komore ispoljavaju zreo fenotip,
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produkuju IL-10 i indukuju nastanak T reg (Rutelkar., 2006), ne samo da podrzavaju
gore navedene rezultate, nego ukazuju i na @roagt da bi kD' starih DA pacova
mogle da imaju tolerogenu funkciju. U prilog tome ispodaci da tolerogena funkcija
DC ne zavisi od njihovog fenotipa, &g za ispoljavanje ove funkcije oddegy zn&aja
povetana produkcija IL-10 (Smits i sar., 2005). Osimatoti-10 indukuje ispoljavanje
drugih molekula na povrsini © kao Sto su inhibitorni transkript &in imunoglobulinu
(engl. inhibitory immunoglobulin-like transcript, ILT) 3i 4 koji ucestvuju u

ostvarivanju tolerogene funkcije oviklija (Manavalan i sar., 2003).

Konano, analizom ekspresije gena za TWFIL-6, IL-10 i TGF{ u tkivu
slezine starih pacova oba sojat@ao je smanjenje nivoa iRNK za IL-6, IL-10 i T
dok je nivo iIRNK za TNFRa bio smanjen kod DA, a nepromenjen kod AO starih
pacova. lako je teSko povezati ove gotovo idetipromene citokina u slezinama starih
AO i DA pacova za razlitim stepenom zrelosti i razitom funkcijom njihovih
slezinskih kOL, treba istéi da su ovi nalazi potdeni i od drugih istraziva. Naime, i
u slezinama starih pacova Lewis soj@er® je snizenje ekpresije gena za IL-2, IL-4,
IL-6, IFN-y i TGF{ (Pachowka i sar., 2011).

5.1.4. Uticaj starenja na endocitozni kapacitet ki3

Kljuéna karakteristika nezrelih@je sposobnost preuzimanja antigena i ona je
od velikog zn#&aja za prezentovanje antigena T limfocitima (Banehe i sar., 2000;
Tan i O Neill, 2005). Tokom sazrevanja, obim ovoggesa Se smanjuj@ime se
obezbéduje prezentovanje samo antigena koji fiotsa mesta inflamacije (Hubo i sar.,
2013). Preciznije k&no, neposredno nakon delovanja aktivacionog stisailldolazi do
kratkotrajnog povéanja preuzimanja antigena, da bi posle toga dbigska aktivnost
opala (Guermonprez i sar., 2002; Dubsky i sar.52&&is e Sousa 2006).

Starenje dovodi do promene endocitoznog kapadteranskih kI pacova oba
soja i ove promene su bile u korelaciji sa stepenphove zrelosti. Naime, endocitozni
kapacitet kI je bio povéan kod starih AO pacova, 5to je bilo u skladu shomjm
nezrelijim fenotipom u odnosu na KDmladih pacova istog soja. Suprotno, zreliji
fenotip slezinskih k@ starin DA pacova bio je ptan smanjenim kapacitetom ovih

¢elija da preuzimaju dekstran.
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Nalaz smanjenja endocitoze sa starenjem je sag&espadacima dobijenim kod
ljudi, koji ukazuju na smanjenu funkciju makropiitoze, endocitoze i fagocitoze
MoDC starih osoba (Agrawal i sar., 2007a). lako pospajdaci o smanjenju ekspresije
receptora za preuzimanje antigena od stra@estrih miseva (Grolleau-Julius i sar.,
2006), ovi nalazi nisu pot#eni kod ljudi, vé se smanjeno preuzimanje antigena od
strane [ starih osoba pripisuje promenama u prenosu signalaokviru
fosfatidilinozitol-3 kinaza (PI3K)/protein kinaza BAKT) signalnog puta (Agrawal i
sar., 2007a).

Poreméaj u prenosu signala u okviru PISK/AKT signalnodgu DC moze biti
razlog povéane ekspresije proinflamatornih citokina u tidelijama, Sto je i
detektovano kod starih miSeva i ljudi (Agrawal r.s2007a, Agrawal i sar., 2007b,
Panda i sar., 2010). Naime, pokazano je da ovaphig put funkcioniSe po principu
negativne povratne sprege i da sluzi da ogrammodukciju proinflamatornih citokina u
odgovoru na opasne/o8tguce stimuluse. Takie, pokazano je da PISK/AKT signalni
put spréava prekomernu ekspresiju proinflamatornin medigtod strane monocita
koji su stimulisani LPS-om (Guha i Mackman, 200®).svetlu ovih nalaza, ranije
pomenuta pov@na ekspresija iRNK za TN&-i IL-6 u kDC starih DA pacova je u
saglasnosti sa njihovom smanjenom endocitoznomcijomk, dok bi suprotan uticaj
starenja na endocitozni kapacitet &Dstarih AO pacova mogao biti povezan sa
shnizenim nivoom iRNK za IL-6 u njima, a u osnoviiloypromena bi mogao biti
poremeéaj u prenosu signala u okviru PI3K/AKT signalnogtgpuNa osnovu svih
prethodno iznetih podataka moze se z&kKijula starenje menja fenotipske i funkcijske
karakteristike sveZe izolovanih KD pacova i te promene su sojno Speéni.
Preciznije, starenje dovodi do: 1)éeezastupljenosti CD4éelija u populaciji kO
starih pacova AO soja (za razliku od mladih Zivatikod kojih je brojnija CD4+
subpopulacija), a ne d& na zastupljenost subpopulacijad«Ba razkitom ekspresijom
CD4 molekula kod pacova DA soja, tako da je kot njioba uzrasta dominantna CDA4-
subpopulacija; 2) promene fenotipskih karakterasthDC celija, tako da oveelije
starih pacova AO soja pokazuju nezreliji fenotigtaih pacova DA soja zreliji fenotip,
u odnosu na ovéelije koje su izolovane iz mladih Zivotinja odgoapKeg soja; 3)
promena u ekspresiji IRNK za citokine kod pacova sbja, s tim Sto su te promene
suprotne kada je u pitanju IRNK za IL-6 i I[3-Istarenje smanjuje ekspresiju iRNK za
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IL-6, a povéava ekspresiju iIRNK za ILfLkod AO pacova), razlite (iIRNK za IL-10
raste kod DA, a ne menja se kod AO pacova) iingli(eskpresija TNIe- se povéava

kod oba soja pacova, a IRNK za T@Fse zn&ajno ne menja) i 4) promene
endocitoznog kapaciteta KD (merene preuzimanjem dekstrana), tako da se on

poveava kod pacova AO soja, a smanjuje se kod pacovadjsd

5.2. UTICAJ STARENJA NA SPOSOBNOST AKTIVACIJE/SAZRE VANJA
SLEZINSKIH kD ¢ PACOVA AO | DA SOJA U KULTURI NAKON
STIMULACIJE LPS-OM

5.2.1. Uticaj starenja na ,spontanu” aktivaciju kDC

Analiza ekspresije glavnih aktivacionih markera @ODCD86 i CD40) i MHC
molekula Il klase u suspenziji KDmladih i starih pacova oba soja, posle gajenja u
komplethom medijumu bez prisustva LPS-a, je pokaz# su one u odienom
stepenu aktivisane/zrele u poemju sa odgovarafim sveze izolovanim kD. Ovaj
nalaz nije bio iznerdjuci, s obzirom da je opisan u literaturi i poznat Keaomen
~Spontane aktivacije/sazrevanja“ (Montoya i sa@Q2, Schlecht i sar., 2006, Vremec i
sar., 2011). Istrazivanjima kod mi$a pokazano jesldainske [0 gajene u medijumu
bez prisustva stimulatora imaju karakteristike agtinih/zrelih I, a $to je procenjeno
na osnovu pouv@ane povrSinske ekspresije MHC Il i kostimuatornitolekula,
smanjene endocitozne sposobnosti, produkcije ILTRF-a i sposobnosti polarizacije
imunskog odgovora u pravcu Thl (Montoya i sar.,Z2®Xchlecht i sar., 2006, Vremec i
sar., 2011). Sa ciliem da objasne ovaj fenomenm¥ei saradnici (Vremec i sar.,
2011) su ispitivali viSe potencijalnih faktora, kazali na postojanje solubilnog faktora,
za sada joS uvek nepoznatog, koji nastaje usletlisobnih interakcija D u kulturama
sa velikom gustinom ovilielija (5 x 16 ¢elija/ml). Pretpostavka ovih autora je e
vivo u slezini, BC ne dolaze u blizak ndesobni kontakt jer su ,razdvojene* okolnim
¢elijama slezine pa zato imaju nezreli fenotip. Nmsttome,n vitro, u suspenziji koja
sadrzi visoko pré&séenu i homogenu populaciju samoCPone vide nisu izlozene
inhibitornom uticaju drugihtelija slezine i u méusobnim kontaktima se aktiviSu i
sazrevaju (Vremec i sar., 2011). Pored toga, aumokprodukovan IFNa/pB (Montoya i
sar., 2002), procedure koje se koriste za izolabijl) ali ne tretman kolagenazom i
imunomagnetno razdvajanje (Schlecht i sar., 20@®plecija T reg prilikom izolacije
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DC, koje ina&e drze pod kontrolom aktivacioni statu€ i vivo (Probst i sar., 2014), se

navode kao faktori koji bi mogli da indukuju ovapomen.

Analizom ispoljenosti antigen-prezentéifu i kostimulatornih molekula u
populaciji KDC mladih pacova oba soja, gajenih u kompletnom medij u odsustvu
LPS-a, ndena je véa procentualna zastupljendg#ija koje ispoljavaju CD80 i CD86
molekule kao i véa gustina MHC molekula Il klase na oviralijama Sto je i ukazivalo
na ,spontanu“ aktivaciju ovikielija mladih AO i DA pacova. Starenje je, u zavistio
od soja, razliito uticalo na ,sponatano* sazrevanje &D Analiza ispoljenosti
aktivacionih i MHC 1l molekula je pokazala diestepen ,spontane* aktivacije KD
starih AO pacova, a manji starih pacova DA sojadaosu nacelije mladih pacova
odgovarajdeg soja. Podaci da endogeno produkovani TiNpeveava ekspresiju
kostimulatornih molekula na © (Slobodin i sar., 2009), a IL-10 deluje suprotso,
jedne strane, i @ koncentracije TN+ i manje IL-10 izmerene u supernatantima
kultura nestimulisanih kD starih AO pacova gajenuh u kompletnom medijumu bez
stimulacije u poréenju sa odgovarafim supernatantima mladih pacova istog soja, s
druge strane, u saglasnosti su sa izrazenijom tapom* aktivacijom k@@ starih AO
pacova. Imajti u vidu da se koncentracije TNF-i IL-10 nisu razlikovale u
supernatantima kultura nestimulisanih &Dmladih i starih DA pacova, slabije
,spontano* sazrevanje KD starih DA pacova je verovatno posledica dejstvkime

drugih faktora iz kulture ili iz slezinske mikrosiiae kojima su ovéelija bile izloZene.

5.2.2. Uticaj starenja na fenotipske karakteristikekDC stimulisanih LPS-om

Aktivacija/sazrevanje kD je indukovano dodavanjem LPS-a, koji je sastavni
deocelijskog zida Gram negativnih bakterija i jedanrajvaznijih faktora virulencije.
Vezivanje LPS za TLR4 na ragiim ¢elijama, uklj@ujuéi i DC, dovodi do niza
promena karakterigtnih za njihovu aktivaciju/sazrevanje i zbog togal$S cesto
koristi za indukciju sazrevanjad) kako uin vitro, tako i uin vivo uslovima (De Smedt
I sar., 1996; Granucci et al. 1999; Kaisho i s20Q1; Wang i sar., 2009).

Imajuéi u vidu da je pokazano da obe subpopulacije padovkDC
eksprimiraju iRNK za TLR4 (Hubert i sar., 2006)sweze izolovanim slezinskim kKD
pacova AO i DA soja oba uzrasta atlk@na je ekspresija gena za TLR4 i ispoljenost
ovog molekula na kD. Pokazano je da je starenje, u zavisnosti od smjito uticalo
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na promenu ekspresije TLR4. Preciznije, kod’k8tarih AO pacova rigna je manja,
dok je kod istih¢elija pacova DA soja d@na véa ekspresija ovog molekula u odnosu
na kDC mladih Zivotinja odgovarajieg soja. Treba istada podaci koji se odnose na
promenu ekspresije TLR4 kod starih Zivotinja nisuxistentni. Tako je pokazana niza
ekspresija ovog molekula kod slezinskih i peritdnidsa makrofaga starih misSeva
(Renshaw i sar., 2002), paama na mononuklearnirfelijama periferne krvi starih
rhesus majmuna (Asquith i sar., 2012) i nepromenjea limfocitima, makrofagama i
peritonealnim makrofagama starih miSeva (Boehmsari, 2004; Sun i sar., 2012).
Takaie, ni mehanizmi koji reguliSu ekspresiju TLR4 nisovoljno poznati. Nedavno
objavljeni podaci pokazuju da mikroRNK imaju ulogu regulaciji TLR genske
ekspresije na post-transkripcionom nivou i modgilantracelularnog prenosa signala
koji potice od TLR. Ovi nalazi ukazuju da bi promene u eksiprevih regulatornih
molekula, koje su moge kod ,starih“celija, mogle da imaju uticaj i na ekspresiju TLR
(Olivieri i sar., 2012).

Stimulacija LPS-om pov&la je ispoljenost MHC Il i kostimulatornih molelaul
na kDC mladih i starih pacova AO soja, s tim $to je takat bio izraZeniji kod starih
AO pacova. Kao rezultat opisanih promena, nakanugticije LPS-om, kD starih AO
pacova su imale zreliji fenotip u odnosu na i&@éje mladih zivotinja AO soja. Ovaj
nalaz saglasan je saéeen procentualnom zastupljeoSCD4- subpopulacije kO u
kulturi starih AO pacova, bududa je pokazano da LPS u mnog@eemeri povéava
ekspresiju CD80 i CD86 molekula na CD4- &Dza razliku od CD4+ kD gde je
njegov efekat na ekspresiju CD86 molekula bio nezngHubert i sar., 2006). Pored
toga, véa zastuplienost CD4- subpopulacije &DmoZe se povezati i sa den
produkcijom TNFe od strane ki3 starih AO pacova, jer je pokazano da ovaj citokin
uglavnom produkuje CD4- subpopulacija ®{Hubert i sar., 2006; Voisine i sar.,
2002). Takde, zreliji fenotip kOC starih AO pacova u korelaciji je i sa deen
produkcijom TNFe i manjom IL-10 koja je nédena u supernatantima kultura ovih
¢elija nakon stimulacije LPS-om, budwda TNFa, kao Sto je vé prethodno navedeno

povetava ekspresiju kostimulatornih molekula n@ D

Medutim, u svetlu podataka koji pokazaju snizenu edsipr TLR4 molekula na
kDC starih AO Zivotinja, njihov snaZniji odgovor nainstilaciju LPS-om deluje

nea:ekivano. Jedno od mogih objasSnjenja za ovaj nalaz bi mogli da budu po#aj
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pokazuju da se odgov@elije na stimulaciju LPS-om ne ostvaruje samo [uistxem
vezivanja LPS za TLR vesu i drugi molekuli ukljgeni u ovu interakciju. Pre svega,
aktivacija TLR4 zahteva prethodno vezivanje LPSa LBP €ngl. LPS-binding
protein), a zatim za CD14 molekul. Ovako nagmmkompleks se transportuje do TLR4
gde im se pridruzuje i MD2 molekul (Triantafilourriantafilou, 2002 Renshaw i sar.,
2002). Pokazano je da aktivacijéelija LPS-om ne zahteva uvek postojanje
membranskog CD14 molekula, dvge dovoljno i prisustvo solubilne forme ovog
molekula (sCD14) (Frey i sar., 1992; Yang i sa®9d). U FCS-u, koji ulazi u sastav
kompletnog medijuma za gajenelija, pokazano je prisustvo LBP i sCD14 (Yang i
sar., 1996). Angazovanjem TLR4, pokgese intracelularni prenos signala koji dovodi
do aktivacije odréenih transkripcionih faktora i transkripcije gerea lzrojne molekule
tija ekspresija dovodi do promene fenotipskih i feijgkih karakteristika © i
aktivacije/sazrevanja ovilkelija (Granucci i sar., 1999; Lu i sar., 2008). bisnovu
prethodno iznetih podataka, jasno je da odgoebye na LPS zavisi od prisustva TLR4,
ali i od brojnih drugih molekul&ije prisustvo je neophodno za generisanje i prenos
intracelularnog signala, @a promena je mogdia sa starenjem (Renshaw i sar., 2002;
Jaekal i sar., 2007). Osim toga, starenjem uslogljgoromene brojnih drugih
regulatornih molekul&liji zadatak je da spte prekomerni inflamatorni odgovoelije
nakon stimulacije LPS-om, bi mogle dacutina prekomernu aktivaciju@®i pri nizoj
ekspresiji TLR4 (Kondo i sar., 2012; Anwar i s&0,13).

Analiza fenotipskog profila kD mladih pacova DA soja pokazala je da je
stimulacija LPS-om dovela do paianja ekspresije MHC Il i kostimulatornih (CD80 i
CD86) molekula. Sa druge strane, prisustvo LPSkajekDC starih Zivotinja povéalo
samo ekspresiju CD86 molekula, dok nije uticalo ekspresiju ostalih ispitivanih
markera (MHC Il, CD80 i CD40). Iz navedenih reztdtae moze zakliiti da su kBC
starih DA pacova nakon stimulacije LPS-om imalerekiz fenotip u poréenju sa kI
mladih DA pacova koje su na isti ¢ia tretirane. Nekoliko objaSnjenja moglo bi se
ponuditi za ovaj nalaz. Prvo, bufluda je pokazano da IL-10, deldjuautokrino,
inhibira sazrevanje O pod uticajem LPS-a (Corinti i sar., 2001), moZesspostaviti
da je povéana produkcija ovog antiinflamatornog citokina odase kOC starih
Zivotinja stimulisanih LPS-om ogratiia sazrevanje ovikelija. Drugo, pored povane

koncentracije IL-10, koncentracija proinflamatornoijokina TNFe, koji poveava
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ispoljenosti kostimulatornih molekula naCD(Morisson i sar., 2003; Slobodin i sar.,
2009), je bila manja u supernatantima kulturaCk&arih DA pacova stimulisanih LPS-
om u pordenju sa istiméelijama mladih Zivotinja. Budii da IL-10 negativno reguliSe
sintezu TNFe od strane istilgelija (Corinti i sar., 2001), nalaz nize koncenije@ad NF-

o u saglasnosti je sa paamom produkcijom IL-10. Tke, rezultati dobijeni u
studijama na humanim@ koji ukazuju na izmenjenu funkcija TLR kod stadsoba,
bilo da se radi o ekspresiji ovog molekula ili pgen signala posredstvom njega (Shaw i
sar., 2011), mogu da objasne slabiju aktivacijosl@dino nezreliji fenotip k@' starih
DA pacova i pored @ ispoljenosti TLR4 na ovindelijama u odnosu na isteelije

mladih Zivotinja (Shaw i sar., 2011).

5.2.3. Uticaj starenja na kapacitet kB da indukuju proliferaciju alogenih CD4+ T

limfocita

Starenje, kod oba soja pacova, dovodi do smanjemasobnosti kD
stimulisanih LPS-om da indukuju proliferaciju aloge T limfocita u ko-kulturi. Podaci
dobijeni kod misa i ljudi takde ukazuju na manji alostimulatorni kapacite€ Ba
starenjem (Agrawal i sar., 2007a; Agrawal i sabQzb; Pereira i sar., 2011; You i sar.,
2013). Ovakav nalaz smanjenog alostimulatornog ¢itgia je najverovatnije posledica
smanjene ispoljenosti MHC molekula Il klase naCkDtarih pacova oba soja
stimulisanih LPS-om u podenju sa odgovarajim ¢elijama mladih Zivotinja istog
soja. U saglasnosti sa ovom pretpostavkom su podcDC podsoja miSeva Koji
ubrzano stareefigl. senescence-accelerated mouse, SAMP1) imaju, weute sa
BALB/c miSevima i mladim SAMP1 miSevima, snizenwstlmulatornu sposobnost
koja se pripisuje sniZzenoj gustini ispoljenosti MHC molekula i intercelularnog
adhezivhog molekulaefgl intercellular adhesion molecule, ICAM) na povrsiin
¢elija, a ne ekspresiji CD80 i CD86 molekula (Harursar., 1995). Osim toga, kod
starih AO pacova smanjeni alostimulatorni kapacibetse mogao povezati i sa
dominacijom CD4- subpopulacije KDu kulturi starih pacova u patenju sa mladim
pacovima, budéi da je pokazano da su CD4- €Bslabije ARC u MLR od CD4+ kI
(Trinite i sar., 2000). Sa druge strane, kod st&f pacova smanjenja sposobnost

stimulacije T limfocita moZe biti posledica péame produkcije IL-10 od strane KDs
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obzirom da je pokazano da on direktna@tna proliferaciju T limfocita, inhibiraju
produkciju IL-2 (de Waal Maleyft i sar., 1993; Moamn i Sad, 1996).

5.2.4. Uticaj starenja na kapacitet kI da usmeravaju diferencijaciju alogenih

CD4+ T limfocita ka razli¢itim Th efektorskim éelijama

Prethodno navedeni rezultati ukazuju da je starenjealo na sposobnost
aktivacije/sazrevanja kD pacova oba soja u kulturi nakon stimulacije LPSiata je
taj uticaj bio sojno specifan. Imaj¢i u vidu da proces sazrevanja ne podrazumeva
samo povéavanje ekspresije molekula, &eé sekreciju citokina koji su od velikog
zn&aja kako za funkcionisanje wiene imunosti, tako i za usmeravanje diferencijacije
T limfocita ka funkcionalno raalitim subpopulacijama, u daljim istrazivanjima
odretivana je produkcija citokina od strane &kao i citokina produkovanih u ko-
kulturi kDC i alogenih CDA4+ ¢elija, a koji su karakteristhi za razléite Th

subpopulacije.

U poratenju sa kI mladih AO pacova, posle stimulacije LPS-omiewi su
zn&ajno vei nivoi iRNK za TNFq, IL-6, IL-12, IL-23 i TGFB u kDC starih AO
pacova i povéana koncentracija TNEBE; IL-6, IL-12 i IL-23 u supernatantima
odgovarajdih kultura. Sa druge strane, produkcija IL-10 jéabkn&ajno niza u
kulturama kIO starih AO pacova stimulisanih LPS-om, u odnosistianasin tretirane
kDC mladih Zivotinja.

U skladu sa pov@nom produkcijom IL-12, koji se smatra najvaznijim
citokinom za usmeravanje diferencijacije CD4+ licifa ka Th1l celijama, u
supernatantima ko-kultura KD starih AO pacova stimulisanih LPS-om i alogenih
CD4+ T limfocita ndena je povéana koncentracija IFN; najvaznijeg citokina koji
karakteriSe ThZelije (Gutcher i Becher, 2007), u odnosu na odgajuée supernatante
ko-kultura mladih Zivotinja. Méutim, i u supernatantima ko-kultura KDstarih AO
pacova koje nisu stimulisane LPS-om, koncentraéijd-y je bila vé&a u odnosu na
supernatante ko-kultura nestimulisanihnkbnladih Zivotinja, a ove promene nisu bile
pracene promenama u koncentraciji IL-12.chge, nije bilo razlike u koncentraciji IL-
12 u supernatantima kultura nestimulisaninCkiladih i starih AO pacova. Imajuu
vidu iznete rezultate, nametnula se potreba zagtmaanjem nekih drugih mehanizama

koji bi mogli da utéu na produkciju IFN¢od strane T limfocita u MLR. Prvo, imajuw

113



Diskusija

vidu da i DC mogu da produkuju IFN<Satthaporn i Eremin, 2001), koncentracija ovog
citokina merena je u supernatantima kultura’kDva mogdnost je iskljgena, buddi

da u supernatantima kultura €Dnije bilo moguée detektovati merljive koncentracije
IFN-y (rezultati nisu prikazani). Drugo, podaci da: Idpgukcija IL-12 od strane ©
nakon stimulacije TLR agonistima ne korelira nuz® produkcijom IL-12 koja je
indukovana vezivanjem CD40L za CD40 molekul n& [Qi i sar., 2003), 2) je
ispoljenost CD40 molekula na(Du korelaciji sa njihovom sposobréosda produkuju
IL-12 nakon vezivanja CD40L (Agnello i sar., 20033) je natena véa ispoljenost
CD40 molekula na kD starih AO pacova stimulisanih LPS-om, ali isto dak
nestimulisanih u potenju sa odgovaragim kDC mladih pacova, mozZe se pretpostaviti
da su stara@® uslovljene promene ispoljenosti CD40 molekulaneatimulisanim ki@
starih AO pacova doprinele da one produkuju visd2Lu MLR i posledino utéu na
poveanu produkciju IFNy. Pored toga, i staré8 uslovljene promene nekih drugih
¢lanova IL-12 familije (Smiths i sar., 2004) dak i signalnih puteva koji ne zavise od
IL-12 (CD27/CD70 osovina) (Soares i sar., 2007) lmadg da povéaju sposobnost

kDC starih Zivotinja da indukuju Th1 imunski odgovor.

Pored povéane koncentracije IFN:- u supernatantima ko-kultura alogenih T
limfocita i kDC starih AO pacova stimulisanih LPS-om,deaa je i povéena
koncentracija IL-17, citokina koji karakterise Thdé&lije (Mills, 2008), u poréenju sa
odgovarajdim supernatantima mladih AO pacova. Ovakav rezui@atiznenduje s
obzirom na ranije pomenute rezultate daCk8tarih Zivotinja, nakon stimulacije LPS-
om, poveéavaju produkciju citokina (IL-6, IL-23 i TGF{}) koji su Kkljuni za
usmeravanje diferencijacije T limfocita ka Thddlijama (Torchinsky i Blander, 2010).
Naime, IL-6 je vaZzan za petne faze diferencijacije naivnih CD4+ T limfociiarhl17
¢elije, jer indukuje transkripciju gena za IL-17,-B2 i receptor za IL-23 u ovim
¢elijama, tako da je povana produkcija IL-6 od strane KDstarih AO pacova
stimulisanih LPS-om u odnosu na odgovatajiéelije mladih pacova, u skladu sa
njihovom povéanom sposobnod usmeravanja diferencijacije limfocita ka Thl7
¢elijama. Dalje, u skladu sa paamom koncentracijom IL-17 u supernatantima ko-
kultura alogenih T limfocita i kD starih AO pacova stimulisanih LPS-om, u ptaeju
sa odgovarajim supernatantima ko-kultura mladih AO pacova, jepaveana

produkcija IL-23 od strane KD starih Zivotinja stimulisanih LPS-om u odnosu na
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odgovarajde ¢elije mladih. Pokazano je da je IL-23 Zag@n u kasnijim fazama
diferencijacije vé usmerenih Thl7¢elija i da je odgovoran za njihovu potpunu

aktivaciju i ispoljavanje inflamatornog potencijgleorchinsky i Blander, 2010).

Imajwéi u vidu zn&aj TGF$ u procesu diferencijacije ThXelija ljudi i miSeva
(Yang i sar., 2008; Perona-Wright i sar., 2009; @hohi i sar., 2010), merena je i
ekspresija iRNK za TGB-i produkcija ovog citokina od strane KDAO pacova oba
uzrasta. Ndena je povéana ekspresija gena za T@Fu kDC starih AO pacova
stimulisanih LPS-om u odnosu na odgovatajikDC mladih, dok nije bilo mogte
detektovati merljive koncentracije produkta u smp¢antima kultura kD AO pacova
oba uzrasta stimulisanih LPS-om, kao Sto je pretbathvedeno. Miutim, budiéi da
postoje podaci da ni IL-6 ni IL-23 ne zahtevajuspstvo TGH3 da bi efikasno usmerili
diferencijaciju T limfocita u pravcu Thléelija (Ghoreschi i sar., 2010) i da je prisustvo
IL-6 kljuéno da bi se diferencijacija T limfocita usmerila Ka17 ¢elijama, a ne ka T
regcelijama (Yang i sar., 2008; Perona-Wright i sa@0Q%), ¢ini se mogdim da je,cak
i u odsustvu aktivnog TGP; poveana produkcija IL-6 i IL-23 od strane KDstarih
AO pacova stimulisanin LPS-om dovoljna da usmeferdncijaciju T limfocita u
pravcu Thl%elija.

Posle stimulacije LPS-om, u KDstarih DA pacova rini su zndajno vei
nivoi iRNK za IL-6, 1L-23p19, IL-10 i TGHB u poretenju sa k@ mladih DA pacova
stimulisanih na isti nan. U skladu sa rezultatima ekspresije gena, lala poveéana
koncentracija IL-6, IL-23 i IL-10 izmerena u supatantima kultura kD starih DA
Zivotinja stimulisanih LPS-om u odnosu na odgoua®@jsupernatante mladih pacova
istog soja. Sa druge strane, u supernatantima reulkDC starih DA pacova
stimulisanih LPS-om izmerena je manja koncentrabj--a u odnosu na supernatante
kultura kDC mladih DA pacova stimulisanih LPS-om. Treba natjlada ni uzrast

pacova ni stimulacija LPS-om nisu uticali na prodjiklL-12 od strane kD iz kulture.

U poreienju sa odgovaragim kontrolnim, u supernatantima ko-kultura D
mladih DA pacova stimulisanih LPS-om i alogenih iimfbcita izmerena je &
koncentracija IFN¢. Imajwi u vidu prethodno navedene rezultate da LPS re uta
produkciju IL-12, koji je od kljdne vaznosti za usmeravanje diferencijacije T lintéoc

ka Thil ¢elijama, od strane kO mladih DA pacova, njihova povana Thil
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polarizaciona sposobnost nije bil&e&ivana. ObjasSnjenje za ovaj nalaz mozda bi moglo
da leZi u podacima da KDmladih DA pacova posle stimulacije LPS-om produku;
viSe TNFa, za koji je pokazano da moze da usmerava difgemici T limfocita ka
Th1 ¢elijama (Becher i sar., 1999). Osim toga in¢ajuvidu da starenje nije uticalo na
sekreciju IL-12, ali da postoje podaci koji ukazwaja neki molekuli, kao Sto je NO,
mogu da utiu na povéanje ekspresije receptora za IL-12 (Niedbala i, s2002)
uratena je analiza ekspresije gena za iINOS @G kBa osnovu prethodno navedenog, i
nalaza da u nestimulisanim KDmladih DA pacova nije bilo moge detektovati iRNK
za iNOS, a da su nivoi gena za iINOS bili detektalibkon stimulacije istikielija LPS-
om, moze se pretpostaviti da je péaea osetljivost alogenih T limfocita na IL-12
doprinela povéanoj produkciji IFNy u supernatantima ko-kultura ovih limfocita i €D
mladih DA pacova stimulisanih LPS-om u pdeeju sa supernatantima ko-kultura sa

nestimulisanim k@ Zivotinja istog uzrasta.

Analiza supernatanata iz ko-kultura alogenih T digita i kDC je pokazala da
kDC starih DA pacova stimulisane LPS-om, za razlikuoogovarajgih kDC mladih
DA pacova, nisu bile efikasne u stimulaciji difecgacije T limfocita iz MLR u pravcu
Th1 ¢éelija u porgenju sa nestimulisanim KDpacova istog uzrasta. drdje, nije bilo
razlika u koncentraciji IFN¢ u supernatantima ko-kultura KD starih Zivotinja
stimulisanih LPS-om u odnosu na odgovadajlkontrolne supernatante starih DA
pacova. Ovaj rezultat nije bi@dekivan, s obzirom da je nakon stimulacije LPS-omoni
iRNK za iNOS u kI starih DA pacova bio 1,3 putadres ovim ¢elija u odnosu na

kontrolne kB pacova istog uzrasta.

Objasnjenje bi moglo da leZi u podacima da s« kidarih DA pacova nakon
stimulacije LPS-om, produkovale éekoli¢ine IL-10 i IL-6 u odnosu na nestimulisane
kDC Zivotinja istog uzrasta, a ovi citokini su inhibidintezu IFNy i Thl polarizaciju
(de Waal Maleyft i sar., 1993; Mosmann i Sad, 19Bétani i sar., 1997; Diehl i
Rincon, 2002).

Konano treba istéi da se raztiit uticaj starenja na sposobnost&pacova AO
I DA soja da usmeravaju diferencijaciju T limfociigpravcu ThXelija moze povezati
sa nalazima da kD starih AO pacova nakon stimulacije LPS-om, zaikazbd kDC

starih DA pacova, ne potavaju produkciju IL-10. Suprotno, kDmladih AO pacova
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su nakon stimulacije LPS-om, p@ate produkciju ovog citokina i nisu pokazale
sposobnost Thl polarizacije.

lako kDC starih DA pacova stimulisane LPS-om, u odnosu estimulisane
kDC Zivotinja istog uzrasta, nisu uticale na pémge koncentracije IL-17 u
supernatantima MLR, dane su vée koncentracije ovog citokina u supernatantima ko-
kultura alogenih T limfocita i kD starih Zivotinja stimulisanih LPS-om u pdemju sa
supernatantima ko-kultura u kojima su stimulatoite lodgovarajde celije mladih
Zivotinja. Ovakav nalaz je verovatno posledica gawe produkcije IL-17 od strane
alogenih T limfocita stimulisanih kontrolnim KDstarih DA pacova i u saglasnosti je sa
poveanom sekrecijom IL-23 i ekspresijom gena za IL-ZBpdl strane nestimulisanih
kDC starih Zivotinja, koji je vazan za odrzanje prodi&IL-17 u diferenciranim Th17
¢elijama (Oppmann i sar. 2000; McGeachy i sar., 20@8chinsky i Blander, 2010).
Podaci da sa star@s dolazi do epigenetskih promena strukture hroradtimje utéu na
vezivanje transkripcionih faktora za promotor gerea pl9 podjedinicu IL-23 (El

Mazayen i sar., 2009) u potpunosti podrzavaju aetpostavku.

Sa druge strane, izostanak péa@a produkcije IL-17 u ko-kulturama alogenih
T limfocita i kDC starih DA pacova stimulisanih LPS-om u odnosu uesnatante ko-
kultura odgovarajtih kDC mladih DA pacova, moZe biti posledica péaee
produkcije IL-10 od strane KD starih pacova stimulisanih LPS-om. Preciznije,
pokazano je da IL-10 spfava diferencijaciju T limfocita u pravcu Thldelija
posredstvom inhibicije ILf3 (Wilke i sar., 2011; Qu i sar., 2012; Corese#ai., 2013),
tako da duplo maniji sadrzaj iRNK za [I3-haten u kDC starih DA pacova stimulisanih
LPS-om (0.54 + 0.04) u odnosu na odgova@jkDC mladih pacova (0.094 + 0.06),

podrZzava ovu preptostavku.

Starenje nije uticalo na sposobnost (kDspitivanih sojeva da usmeravaju
diferencijaciju T limfocita u pravcu ThZelija, budéi da nije bilo razlika u
koncentracijama IL-4, citokina koji karakteriSe Téglije, u supernatantima ko-kultura
alogenih T limfocita i KX starih AO i DA pacova stimulisanih LPS-om u pierju sa

odgovarajdim ¢elijama mladih zivotinja.
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Na osnovu svih prethodno iznetih podataka, moglsebizakljuiti da su kDT
starih AO pacova nakon stimulacije LPS-om u gergu sa odgovarafim celijama
mladih Zivotinja: 1) imale zreliji fenotip (na osno poveane ekspresije
kostimulatornih molekula); 2) produkovale viSe THFIL-12, IL-6 i IL-23, a manje
IL-10; 3) ispoljile sposobnost da usmere difereamdjpy CD4+ T limfocita ka Th1/Th17

efektorskiméelijama i 4) imale maniji alostimulatorni kapacitet.

Sa druge strane, kDstarih DA pacova stimulisane LPS-om su u gergu sa
odgovarajdim ¢elijama mladih zivotinja: 1) imale nezreliji fenpti(na osnovu
smanjene ekspresije kostimulatornih molekula);r@ddpkovale vise IL-6, L-23 i IL-10,
a manje TNFa; 3) bile neefikasne u usmeravanju diferencijaC€ij@4+ T limfocita ka

Th1/Th1l7 efektorskindelijama i 4) imale maniji alostimulatorni kapacitet.

5.3. UTICAJ STARENJA NA INDUKCIJU | RAZVOJ EAE-A KO D PACOVA
AO | DA SOJA

EAE predstavlja priznati animalni model MS i prapotorgan-specitine
autoimunske bolesti &ijoj patogenezi zngjno mesto pripada Thl i Th17 efektorskim
¢elijama. Dobro je poznato da se sojevi pacova ddgta uopste) razlikuju prema
osetljivosti na indukciju ove bolesti, Sto ukazuj@ snazan uticaj genetskih faktora na
ovu njihovu osobinu (Fournié i sar., 2001; Swanbd&g01; Miljkovi¢c i Mostarica-
Stojkovic, 2006). U relativno rezistentne se ubrajaju pa@&Nj AO, PVG i Fisher soja,
dok se relativno osetljivim smatraju pacovi Lewi®A soja (Miljkovi¢ i Mostarica-
Stojkovi¢, 2006). Ovakva zapazanja su podstakla brojne autartragaju za genetskim
i celijskim faktorima koji uslovljavaju ove razlike gkrnié i sar., 2001; Miljkowi i
Mostarica-Stojkowd, 2006; Miljkovi¢ i sar., 2006; Marko¥i i sar., 2009; Mensah-
Brown i sar., 2011), kao i da pokuSaju da pthngovezanost iznade fenotipskih
karakteristikacelija uklju¢enih u patogenezu bolesti i karakteristika bolé&notipa
bolesti) (Fournié i sar., 2001; Andersson i s8iQ4).

Imajwéi u vidu sve prethodno navedeno, a ®amrezultate dobijenén vitro,
koji ukazuju na starenjem uslovljene promene u &SP gena za citokine Kkoji

usmeravaju diferencijaciju CD4+ limfocita ¢elije Th1l/Th17 citokinskog profila,
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poslednji segment ove studije se odnosio na ispijes osetljivosti starih AO i DA
pacova na indukciju i razvoj EAE-a.

U skladu sa literaturnim podacima (Mostarica-Stejka sar., 1982; Lul§ i
sar., 2001; Sto&iGruji¢i¢ i sar., 2004), pokazano je da su odrasle mlad&ez&A
pacova osetljive, dok su Zenke AO soja istog uardsle relativno rezistentne na
indukciju EAE-a. Starenje, u zavisnosti od sojlitgdo utice na indukciju i razvoj
osetljivi na indukciju ove organ specifie autoimunske bolesti. Ovakav nalaz ne
izenatuje, s obzirom da je ranije pokazano da je kod ajladsa starenjem moga
promena podloznosti razvoju EAE-a i kiike slike bolesti i da su ove promene sojno-
zavisne (Kallen i Nilsson, 1989; Ludowyk i sar.989 Ditamo i sar., 2005). Naime, kod
starih muzjaka Fisher pacova i kod starih BALB/cSewia je u®ena smanjena
osetljivost (Levine i Sowinski, 1976, Endoh i sat990), dok je kod starih Lewis
pacova EAE imao karakter hr@ne relapsirajée bolesti, za razliku od monofaznog

akutnog oblika koji se razvija kod mladih Zivotirflaudowyk i sar., 1993).

Razlkit uticaj starenja na indukciju i razvoj EAE-a ka&D i DA pacova
razmatran je u svetlu danih promena kD starih AO i DA pacova, kako sveze
izolovanih, tako i stimulisanihn vitro LPS-om. Pre svega, zastupljenost ratth
populacija i subpopulacija pacovskilCBse dovodi u vezu sa njihovom sklotoda
usmeravanju Theelijskog odgovor u odteenom pravcu i posletho osetljivogu tih
Zivotinja na razvoj nekih autoimunskih bolesti (leubi sar., 2006). Tako, kod BN
pacova, koji su podloZzni Th2 posredovanim bolestideninantu subpopulaciju@®u
slezini ¢éine CD4+ kDC, dok je kod Lewis pacova, koji su skloni Thl palsneanim
bolestima, populacija pOnajzastupljenija (Hubert i sar., 2006). Ranije ponti nalazi
ove doktorske studije, koji se odnose na zastupdierazltitih subpopulacija u okviru
sveze izolovanih slezinskih KDmladih pacova, u potpunosti podrzavaju navode iz
literature. Kod mladih AO pacova, koji su rezistenmha indukciju EAE-a, dominira
CD4+ suppopulacija kD koja produkuje male kaiine proinflamatornih citokina, dok
je kod osetljivog DA soja rina véa zastuplienost CD4- subpopulacije &Dkoju
karakteriSe produkcija velike koine proinflamatornih citokina. U svetlu tih rezuda
natena promena odnosa subpopulacijaCkRod starih AO pacova u korist CD4-

subpopulacije kD, moZe se povezati sa njihovoméue osetljivodu na indukciju
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EAE-a. Sa druge strane, stari DA pacovi su posédistentniji na indukciju bolesti,
iako je odnos subpopulacija KDostao nepromenjen. Nekoliko objasnjenja mogloebi s
ponuditi za ovaj nalaz. Prvo, maguje da su kod DA pacova, za razliku od AO pacova
gde su sa starenjem bile zastupljenije promene apulacionom nivou, starenjem
uslovljene promene nzelijskom nivou uticale na osetljivost ovih zivo@nnpa indukciju
EAE-a. Ovde se pre svega misli na promenu prodekcifokina koji polarizuju
odgovor T limfocita od strane KD) 3to moze biti posledica promene saminCkBa
starenjem, ali isto tako delija iz njihovog okruzenja (Castle, 2000; Pulemdrasar.,
2004; Chelvarajan i sar., 2005; Agrawal i sar., Af)0Liao i sar., 2007; Panda i sar.,
2010;). Drugo, imajéi u vidu da p@ mogu produkovati IL-12 i uticati na polarizaciju
u pravcu Thl imunskog odgovora, ne mozZe se i&kiljunogucnost da je promena
zastupljenosti i/ili funkcije p0 kod starih DA pacova, koje nisu bile obubeae ovom
studijom, mogla da ute na podloznost razvoju bolesti koje su posredowaira tipom
¢elijskog odgovora (Hubert i sar., 2004; Hubertri,s2006).

Podaci da se kod zdravih osoba nalaze autoreaktifelin-specifeni T
limfociti (Fletcher i sar., 2010) ukazuju na velimaaj regulatornin mehanizama koji
spre&avaju razvoj autoimunskog procesa. Tédkopretpostavlja se da je rezistencija na
indukciju EAE-a aktivan proces koji se odvija u ifEmnim limfnim organima
rezistentnih zivotinja u koji su ukigeni brojni geni, pre svega oni koji kodiraju MHC
molekule, ali i drugi (Miljkove i Mostarica-Stojkowi, 2006). Pokazano je da genotip
APC moZe da utie na osetljivost Zivotinja na indukciju EAE-a, i da geni koji
kodiraju MHC molekule od velikog ztaja (Miljkovi¢ i Mostarica-Stojkow, 2006). U
skladu sa tim podacima, moglo bi se pretpostasitsd OC mladih AO pacova, koji su
rezistentni na indukciju EAE-a, uspe$nije u obajjatolerogene funkcije od ©
mladih DA pacova koji su osetljivi na indukciju obelesti. S tim u vezi, promenjena
osetljivost na indukciju EAE-a kod starih zivotingpitivanih sojeva, mogla bi da bude
rezultat promenjenih fenotipskih i funkcijskin khteristika DC tj. njihovog

tolerogenog potencijala.

U kontekstu rezultata prikazanih u ovoj studijikaji su pokazali da sveze
izolovane kI starih AO pacova imaju nezreliji fenotip, pretmndta da su one sa
starenjem izgubile tolerogenu funkciju ne deluje prai pogled logino. Metutim,

podaci iz literature da nezreliji maturacioni sta@C moze biti povezan sa defektom u
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indukciji T reg celija i razvojem autoimunosti (Delemarre i sar.99p kao i ranije
navedeni rezultati iz ove studije da Btarih AO pacova, nakon aktivacije vitro,
produkuju vée kolicine citokina kljienih za usmeravanje diferencijacije T limfocita ka
éelijama Th1/Th17 citokinskog profila u pdenju sa kI mladih pacova, bi mogli da
idu u prilog ove pretpostavke.

Sa druge strane, bugluda su stare zivotinje DA soja bile rezistentnija
indukciju EAE-a, pretpostavka je da su &Dovih pacova sa starenjem postale
tolerogenije* u pordenju sa ki mladih Zivotinja. Naime, sveze izolovane &Btarih
DA pacova su imale zreliji fenotip u paenju sa istimtelijama mladih zivotinja, ali su
produkovale viSe IL-10. Moze se pretpostaviti dapeavo povéana produkcija I1L-10
od strane oviltelija klju¢na za ostvarivanje njihove tolerogene funkcije,jéta skladu
i sa podacima iz literature (Steinman i sar., 2003¢ba istéi da su kOC starih DA
pacova i nakon aktivacijm vitro zadrzale sposobnost péame produkcije IL-10 i da
su bile neefikasne u usmeravanju diferencijacijenfocita ka Th1/Th17subpopulaciji.
Podaci iz literature podrzavaju ove pretpostavkeikazuju na znamj IL-10 u
spre&avanju razvoja EAE-a (Zhou i sar., 2014). Naimekgzano je da D pacova
stimulisane in vitro LPS-om produkuju velike kaline IL-10, i da, nakon
intraperitonelanog davanja, spa@aju razvoj EAE-a kod pacova (Zhou i sar., 2014).

Svi prethodno navedeni rezultati ukazuju da starenj zavisnosti od soja,
razlicito utice na razvoj EAE-a, koji je prototip za organ spéni autoimunske bolesti
posredovane Th1/Th17 limfocitima. Starenjem pac®® soja, koji su relativno
indukciju EAE-a, dok pacovi DA soja, koji su ranasaultnom uzrastu osetljivi na
indukciju EAE-a, pokazuju zgajno smanjenje osetljivosti. Ove promene u osejiv
na indukciju EAE-a koreliraju sa starenjem uslavilje promenama u ekspresiji gena za
citokine koji usmeravaju diferencijaciju CD4+ lintita ucelije Th1/Th17 citokinskog
profila.
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Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sliexskljucci:

| Starenje menja fenotipske i funkcijske karaktées sveze izolovanih kO

pacova i te promene su sojno spe&aidi. Preciznije, starenje dovodi do:

1. vete zastupljenosti CD4éelija u populaciji kI starih pacova AO soja (za
razliku od mladih Zivotinja kod kojih je brojnijaliZl+ subpopulacija), a ne té
na zastupljenost subpopulacija &sa razkitom ekspresijom CD4 molekula
kod pacova DA soja, tako da je kod njih u oba uaratominantna CDA4-
subpopulacija;

2. promene fenotipskih karakteristika kDéelija, tako da ovéelije starih pacova
AO soja pokazuju nezreliji fenotip, a starih pacdA soja zreliji fenotip, u
odnosu na ovéelije koje su izolovane iz mladih zivotinja odgoaprteg soja,

3. promena u ekspresiji IRNK za citokine kod pacova @bja, s tim Sto su te
promene suprotne kada je u pitanju iRNK za IL-841p (starenje smanjuje
ekspresiju IRNK za IL-6, a povava ekspresiju iIRNK za ILfl kod AO
pacova), razliite (IRNK za IL-10 raste kod DA, a ne menja se kdd pacova)
ili sli¢cne (eskpresija TNIe-se povéava kod oba soja pacova, a iRNK za TfBF-
se zn&ajno ne menja);

4. promene endocitoznog kapacitetatkmerene preuzimanjem dekstrana), tako

da se on pov@ava kod pacova AO soja, a smanjuje se kod pacovadjsd
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Il Starenje utie na sposobnost aktivacije/sazrevanjakpacova oba soja u
kulturi nakon stimulacije lipopolisaharidom (LPS$, tim Sto je taj uticaj sojno

specifcan. Preciznije, starenje:

1. sudeéi prema nivou povrSinske ekspresije kostimulatormblekula (CD80,
CD86 i CD40), povéava sposobnost sazrevnja &Dpacova AO soja u
odgovoru na LPS u kulturi, a smanjuje sposobnaatesanja k' pacova DA
soja pod istim eksperimentalnim uslovima;

2. kod oba soja pacova, dovodi do smanjenja sposabk@sf da indukuju
proliferaciju alogenih CD4+ T limfocita u ko-kulturSto se moze povezati sa
smanjenjem gustine povrSinske ekspresije MHC madekl klase na ovim
¢elijama;

3. dovodi do sojno specifnih promena u sintezi i sekreciji citokina koji gazni
za usmeravanje diferencijacije naivnin CD4+ T ligifa, tako da se kod pacova
AO soja povéava sinteza i sekrecija IL-6 i IL-23, kfjoih citokina za
diferencijaciju Th17 limfocita, ali i IL-12 i TN, koji usmeravaju
diferencijaciju naivnih CD4 limfocita u Thl limfde, a smanjuje sinteza i
sekrecija IL-10, dok se kod pacova DA soja, poredefanija sinteze i sekrecije
IL-6 i IL-23 povetava i sinteza i sekrecija IL-10, a smanjuje T&Fdok sinteza
I sekrecija IL-12 ostaje na onom nivou koji je izer@ kod mladih pacova;

4. poveava nivo IFNy (citokina koji karakterSe Thl limfocite) i IL-1Ziokina
koji je speciftan za sekretorni profil Thl7 limfocita) u ko-kultualogenih
CD4+ limfocita i kDC pacova AO soja, dok u ko-kulturi alogenih CD4+
limfocita i kKDC pacova DA soja, uprkos nepromenjenoj/parej sekreciji
citokina koji usmeravaju diferencijaciju naivnih @b limfocita ka ¢elijama
Th1/Thl7 fenotipa ne dovodi do zZ@gnog povéanja nivoa IFNy i IL-17,

makar deliméno usled pov&ane sekrecije IL-10 iz kO.
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lll Starenje, u zavisnosti od soja, r&#lb utice na razvoj EAE-a, koji je prototip
za organ specifne autoimunske bolesti posredovane Th1/Th17 litifoel Starenjem
pacovi AO soja, koji su relativno rezistentni nalukciju EAE-a u ranom adulthom
adultnom uzrastu osetljivi na indukciju EAE-a polaz zn&ajno smanjenje
osetljivosti. Ove promene u osetljivosti na indgikcEAE koreliraju sa starenjem
uslovljenim promenama u ekspresiji gena za citolkog usmeravaju diferencijaciju
CD4+ limfocita ucelije Th1/Th17 citokinskog profila.

U celini, rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disaciji:

. Doprinose boliem razumevanju promena u funkcijiC,D kao
profesionalnih antigen-prezentgjo c¢elija sa vaznom ulogom u zafojanju,
odrzavanju i regulaciji imunskog odgovora kod staedinki.

. Ukazuju na ulogu genetskih faktora u nastanku pramienkcije BC
starih jedinki. S obzirom na ulogu(Du imunskom odgovoru, jasno je da bi ove
promene mogle da imaju i vazne patofizioloSke ikgwdije, Sto dalje sugeriSe Ziah
genetskih faktora u imunopatologiji koja se jaW{ starih.

. Ukazuju da je promena u osetljivosti eksperimeiftalhivotinja na
indukciju organ speciénih autoimunskih bolesti, kao Sto je EAE, kod s$tagenetski
uslovljena, Sto bi moglo da doprinese razumevamjuije u@denog fenomena da
genetski faktori utiu na vreme pojave prvih simptoma autoimunske biokegtinu i tok
bolesti.

. Ukazuju na neke od celularnih i molekulskih mehama koji stoje u
osnovi promena koje se tavaju kod [ starih eksperimentalnih Zivotinja, $to bi
moglo da predstavlja dobru polaznu osnovu za razimpnofarmakoloskih
Jntervencija“ s ciljem da se spfe/umanje nezeljeni efekti starenja na imunski siste
patologiju koja je vezana za porefag njegove funkcije, odnosno da se pave
efikasnost imunskog odgovora, onda kada je to potre npr. pred velike hirursSke

zahvate, pri davanju sezonske vakcine protiv gtgha
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Poslediplomske specijaligke studije na Medicinskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu-Imunologija upisala je Skolske 2007/0&8dige i 2011. godine je polozila
specijalistéki ispit.

Poslediplomske doktorske akademske studije je laptdalske 2006/07. godine
na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradupdul Farmakologija-
Imunofarmakologija. Eksperimentalni deo doktorskeedacije je uradila u Centru za
imunoloSka istrazivanja ,Branislav Jank&Vvinstitut za virusologiju, serume i vakcine
.1orlak“ u Beogradu, pod mentorstvom prof. dr Zeritojt-Vukanic.

Zaposlena je na Farmaceutskom fakultetu UniveezitetBeogradu od 2004.
godine na Katedri za mikrobiologiju i munologijwéestvuje u izvdenju nastave na
Integrisanim akademskim studijama na predmetimanbiagija i Imunologija sa
imunohemijom.

Clan je Drustva imunologa Srbije.



IIpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

IMormucana buipana C. bydan

opoj manexca 43/06

NsjaBibyjem
J1a je JOKTOpPCKa AucepTalyja Mol HacJI0BOM

VYTuiaj crapema Ha PeHOTHIICKE U PYHKIIM]CKE KapaKTEPUCTHKE

JEeHJIpUTCKUX henrja pa3InuuThX cOojeBa maioBa

*  pe3yiTar CONCTBEHOT MCTPAKMBAYKOT paja,

* 1a IpeJUIoKeHA AcepTalyja y HeJINHN HU y JIeTIOBUMa HUje Ouia mpeaiokeHa
3a goOujame OWJIO KOje IUIUIOME NIpeMa CTYIUjCKUM Iporpamuma ApYrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

* 1a cy pe3yJTaTd KOPEKTHO HaBEICHU U

* Ja HHCaM Kpumo/la ayTopcKa MpaBa W KOPUCTHO HHTEICKTYaTHY CBOjJHHY
JIPYTUX JIULA.

IHoTnuc KoKTOpaHIa

@7@/@“

V¥ Beorpany, 29. 8. 2014.



Ipwuaor 2.

I/I3jaBa O UCTOBETHOCTU WUTaMNnaHe N eJfiIeKTPOHCKe

Bep3 Mje AOKTOPCKOrI paaa

Me 1 ipe3uMe ayTopa buwwana C. bydan

Bpoj ungexca _43/06

Cryaujcku nporpam _ Papmakonoruja-lMiMmyHodhapmakonoruja

HacnoB paga YTHIQ] cTapekha Ha  (PSHOTHIICKE UM (QYHKIM]CKE

KApaKTEPUCTUKE NCHAPUTCKUX herja pa3IMuuTUX COjeBa IanoBa

Mentop _ap cit. 3opunia Ctojuh-Bykanuh, Banpeaau npodecop

IMormucana busrana bydan

U3jaBibyjem na je mrammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HUCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy cam Tmpenao/na 3a o0jaBjbMBame Ha moprany JurmragaHor
peno3utopujyma YHuBep3ureray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JTUYHH TOJAIM BE3aHU 3a J00Hjamhe aKaJIeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO pol)ema u 1aTyM oJ0paHe
pana.

OBM JMYHM TOJNAM MOTy ce O0jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHUIlaMa JUTHTaHE
OMOIMOTEKE, Yy EJICKTPOHCKOM KaTajory W y MyOnuKanujamMma YHUBEP3UTETA Y
beorpany.

HHornuc noxkTopanaa

Weer
vy
Beorpany, 29.8.2014.



Ipuaor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Onamthyjem YHuBepsurercky Oubmamoreky ,Csero3zap Mapkosuh® na y JurutamHu
peno3uTopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTALUjy THOJ
HACJIOBOM:

VYTuiaj crapema Ha PeHOTHIICKE U PYHKIIM]CKE KapaKTEPUCTHKE

JIEHAPUTCKUX henrja pa3IuuuTHX COjeBa MaloBa

KOja je MOje ayTOPCKO JEIO.
Jlucepranujy ca CBUM NPHJIO3UMa Ipeaao/iia caM y eJIeKTPOHCKOM (hOpMaTy ITOT0JHOM
3a TPajHO apXUBHUPABHE.
Mojy TOKTOPCKY AUCEpTaIHjy NOXpameHy y JUruTamHu perno3uTopujym Y HUBEp3uTeTa
y Beorpany mory na kopucte CBHU KOjH MOIITY]Y oapeade caipkaHe y oqabpaHoM THUITY
munenie Kpeatusne 3ajequuie (Creative Commonsh kojy cam ce ouryunol/ia.
1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO
@AyTOpCTBO — HEKOMepIjaiHo — 0e3 mpepaze
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITU]JATHO — ACIUTH MO HCTHM YCJIOBHUMA
5. AytopcTBO — 6€3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — ACIHTH MO HCTUM yCIOBHMA
(Monumo 51a 3a0KpyXXHTE camMO jeHY O] LIECT MOHYHEeHUX JHMIEHIH, KpaTak OIKC

JIMIICHITA J1aT j€ Ha MMoJIChuHU JTUCTa).

IHoTnuc KoKTOpPaH A

ﬁg@/w

VY Beorpany,29.8.2014.



