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Sazetak

Modulacija diferencijacije i funkcije humanih Langerhansovih ¢elija

monocitnog porekla in vitro

SazZetak

Uvod. Langerhansove éelije (LC) predstavljaju subpopulaciju dendritskih
éelija (DC) koja ima ulogu u zapodinjanju imunskog odgovora na antigene koji su
dospeli u epidermis ili sluzokoze. DC vezuju molekulske obrasce patogena (engl.
Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i ostecenih ¢elija (engl. Damage-
associated molecular patterns, DAMP) pomo¢u membranskih i citosolnih receptora
za prepoznavanje molekulskih obrazaca (engl. Pattern recognition receptors, PRR).
Medu PRR su najvise proucavani receptori sli¢ni Tollu (engl. Toll-like receptors,
TLR) i lektinski receptori C-tipa (engl. C-type lectin receptors, CLR).
Uspostavljanje kontakta izmedu DC i PAMP i DAMP je klju¢ni dogadaj kojim se
povezuju urodena i steCena imunost, §to za posledicu ima eradikaciju antigena i
nastanak imunoloske memorije ili izazivanje periferne tolerancije. Nakon
internalizacije i obrade PAMP i DAMP u proinflamacijskom okruzenju, DC
zapoCinju migraciju u T-zavisne zone regionalnih limfnih ¢vorova u toku koje
fenotipski i funkcionalno sazrevaju. Aktivacija CD40 receptora na DC nakon
vezivanja liganda ovog molekula (CD40L) ispoljenog na povrsini aktivisanih T-
limfocita dovodi do okoné¢anja maturacije DC. Tada one postaju potpuno efikasne
antigen-prezentujuée ¢elije sposobne da polarizuju imunski odgovor CD4" T-
limfocita u Th1l smeru i da indukuju citotoksi¢nu efektorsku funkciju CD8" T-
limfocita.  Konvencionalne DC, sa napred navedenim  funkcionalnim
karakteristikama, su nasle primenu u prevenciji i terapiji infektivnih bolesti i
maligniteta u obliku DC vakcina. Iako je za in vivo ili in vitro sazrevanje DC &esto
dovoljna stimulacija samo jednim agonistom TLR ili CLR, fenotipski stabilniji i
funkcionalno potentniji imunski odgovor u eksperimentalnim i klinickim
ispitivanjima se naj¢esce dobija tek kombinovanom primenom njihovih analoga, §to
je posledica specifi¢ne integracije razli¢itih, medusobno nezavisnih, unutarcéelijskih
signala. Nakon nedavne potvrde da LC imaju sposobnost unakrsne prezentacije
antigena stvorili su se uslovi da i one postanu kandidati za DC vakcine. Do sada nije

bilo studija koje su ispitivale nacCine modulacije fenotipskih i funkcionalnih
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karakteristika LC koji mogu imati potencijalnu ulogu u razvoju maturacijskih
protokola neophodnih za terapijsku primenu ovih ¢elija.

Ciljevi. Ispitati i uporediti uticaj standardnog koktela proinflamacijskih
medijatora (interleukin (IL)-1p, faktor nekroze tumora (TNF)-a, IL-6, prostaglandin
(PG)Ey), kao i efekte pojedinac¢ne i kombinovane primene agonista TLR3 (Poly(l:C)),
dectin-1/Langerin (curdlan) i solubilnog (s)CD40L na sazrevanje, produkciju citokina,
potencijal alostimulacije i sposobnost polarizacije Th imunskog odgovora humanih DC
monocitnog porekla (MoDC) i humanih Langerhansovih ¢elija monocitnog porekla
(MoLC).

Metode. Nezrele (n)MoDC su dobijene $estodnevnom kultivacijom monocita iz
periferne krvi zdravih davaoca u diferencijacionom medijumu sa faktorom rasta
granulocitno-makrofagnih kolonija (GM-CSF) i IL-4. Za dobijanje nMoLC u ovaj
medijum je dodat faktor transformacije rasta (TGF)-B1. Sazrevanje nMoDC i nMoLC je
podstaknuto dodatkom standardnog koktela proinflamacijskih medijatora u celijske
kulture u toku 48h, odnosno Poly(I:C) i curdlana, pojedina¢no ili u kombinaciji, tokom
24h ili 48h. MoDC i MoLC su nakon 24h stimulacije isprane, pa stimulisane sCD40L
tokom dodatnih 24h. Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC su odredivane metodom
proto¢ne citofluorimetrije na osnovu analize vezivanja monoklonskih antitela usmerenih
protiv povrsinskih molekula. Produkcija citokina u kulturama ovih ¢elija i kokulturama
sa CD4" T-limfocitima izmerena je ELISA metodom ili metodom citofluorimetrije
pomocu fluorescentnih kuglica obelezenih anticitokinskim antitelima. Sposobnost
alostimulacije MoDC i MoLC je procenjena u mesanoj kulturi sa CD4* T-limfocitima.

Rezultati. Stimulacija nMoLC standardnim koktelom proinflamacijskih
medijatora je dovela do povecanja ekspresije HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7
molekula. zMoLC su snaznije indukovale produkciju interferona (IFN)-y IL-2, IL-4, 1L-
13 i TGF-B, a slabije IL-10, u celijskim kokulturama sa CD4" T-limfocitima, u
poredenju sa nMoLC. Sposobnost proliferacije alogenih CD4" T-limfocita stimulisanih
zMoLC je bila slabija u odnosu na CD4" T-limfocite kultivisane sa nMoLC. zMoLC su
slabije eksprimirale HLA-DR, CD54 i CCR7 u poredenju sa zMoDC. zMoLC su
snaznije stimulisale produkciju IFN-y, IL-2, IL-17, IL-4 i TGF-p, a slabije IL-13. Odnos
u produkciji IFN-y / IL-13 je bio veéi u kokulturi zMoLC u poredenju sa zMoDC.
zMoLC su pokazale snazniji potencijal alostimulacije u poredenju sa zMoDC.
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Kombinovani tretman Poly(I:C) 1 curdlanom je doveo do povecanja ekspresije
CD40, CD80 i CCR7 molekula na MoLC u poredenju sa ¢elijama koje su bile
stimulisane pojedina¢nim agonistima. MoLC stimulisane kombinacijom agonista su
snaznije indukovale produkciju IL-2 i ispoljile snazniji potencijal alostimulacije, slabije
su indukovale produkciju IL-4 i IL-10, a odnos u produkciji IFN-y / IL-4 u kokulturi sa
alogenim CD4" T-limfocitima bio je veéi, u poredenju sa kokulturama MoLC
stimulisanih pojedina¢nim agonistima.

MoLC pretretirane Poly(I:C) i curdlanom su nakon aktivacije CD40 molekula
snaznije stimulisale produkciju IFN-y, zbog ¢ega je odnos IFN-y / IL-4 bio veci u
kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima u poredenju sa pojedina¢no stimulisanim
MoLC. Ligacija CD40 molekula na MoLC pretretiranim Poly(I:C) i curdlanom dovela
je do poveéanja ekspresije HLA-DR, CD40 i CCR7 molekula u odnosu na MoDC, kao i
snaznije produkcije IL-12, IL-10, I1L-23 i TNF-0. Ove MoLC su snaznije indukovale
produkciju IFN-y, IL-2, IL-17 i IL-10, slabije su stimulisale produkciju IL-4 i TGF-§ i
pokazale jagi potencijal alostimulacije, u poredenju sa MoDC.

Zakljulci, Tretman MoLC koktelom proinflamacijskih medijatora poveéava
fenotipsko sazrevanje i ekspresiju CCR7 molekula na ovim ¢elijama, stimuli§e Thl i
Th2 imunski odgovor, ali snizava njihov potencijal alostimulacije. MoLC tretirane
koktelom proinflamacijskih medijatora pokazuju snazniju sposobnost indukcije Thl i
Th17 imunskog odgovora, ali i slabiji potencijal alostimulacije i slabiju ekspresiju
CCR7 molekula u odnosu na MoDC.

MoLC stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju snazniji
potencijal alostimulacije, kao i snazniju sposobnost indukcije Th1 imunskog odgovora,
a slabije indukuju produkciju IL-10, u poredenju sa MoLC koje su stimulisane
pojedinaénim agonistima. MoLC tretirane ovom kombinacijom agonista ispoljavaju
snazniji potencijal alostimulacije i snaZnije indukuju produkciju IL-10 i TGF-B, a
slabije indukuju Th17 imunski odgovor u odnosu na MoDC.

MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana nakon aktivacije CD40
molekula ispoljavaju snazniju sposobnost alostimulacije i indukcije Thl imunskog
odgovora u poredenju sa MoLC pojedinaéno pretretiranim Poly(I:C) ili curdlanom. U
istim uslovima je povecana njihova sposobnost alostimulacije i potencijal za indukciju

Th1 i Th17 imunskog odgovora, ali i produkcije IL-10, u poredenju sa MoDC.
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Na osnovu rezultata nase studije moze se zakljuciti da opisani na¢ini modulacije
fenotipskih i funkcionalnih karakteristika MoLC predstavljaju dobru polaznu osnovu u
uspostavljanju protokola za dobijanje imunokompetentnih LC koje bi se mogle Koristiti
u terapijske svrhe.

Kljué¢ne re¢i: humane dendritske ¢elije monocitnog porekla, humane Langerhansove
¢elije monocitnog porekla, standardni koktel proinflamacijskih medijatora, Tollu-slican
receptor 3, dectin-1, Langerin, fenotipizacija, CD4" T-¢elijski odgovor, imunoterapija
tumora

Naucna oblast: Molekularna medicina
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Abstract

Modulation of the differentiation and function of human monocyte-
derived Langerhans cells in vitro

Summary

Introduction. Langerhans cells (LCs) represent a subpopulation of dendritic
cells (DCs) whose function is to initiate immune responses against the antigens from
epidermis and mucoses. DCs bind pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) and
damage-associated molecular patterns (DAMPSs) via membrane and cytosolic pattern
recognition receptors (PRRs). The most frequently studied PRRs are Toll-like receptors
(TLRs) and C-type lectine receptors (CLRs). Similarly to conventional DCs, the contact
established between LC’s PRRs and PAMPs and DAMPs is the key event that links
innate and adaptive immunity and leads to eradication of the antigen, initiation of the
peripheral tolerance and introduction of the immunological memory. After LCs
internalise and process PAMPs and DAMPs in a proinflammatory environment, they
start to migrate toward T-dependent regions of the regional lymph nodes and, at the
same time, become phenotipically and functionally mature. The activation of the CD40
molecule on LCs with a CD40 ligand (CD40L) expressed on the surface of activated T-
lymphocytes brings the maturation of LCs to its end, when they become fully efficient
antigen-presenting cells, capable of inducing the Thl polarisation of CD4" T-
lymphocytes and citotoxic effector functions of CD8" T-lymphocytes. Conventional
DCs with the aforementioned functional characteristics are used in the prevention and
therapy of infectious or malignant diseases as DC-vaccines. Although DCs require
stimulation with a single TLR or CLR agonist to become mature in vitro and in vivo
conditions, phenotipically stable and functionally more potent immune response of
these cells in experimental and clinical studies is usually achieved only after combined
treatment with analoges of these receptors because of the specific integration of the
various, mutually independent, intracellular signals. LCs became candidates for DC-
vaccines after recent confirmation that they are capable to cross-present antigens. Until
now, there were not any studies that examined the means to modulate phenotypic and
functional characteristics of LCs that could have a potential role in the development of

maturational protocols necessary for therapeutic application of these cells.
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Aim. Investigation and comparison of the influence that standard cocktail of
proinflammatory mediators (interleukin (IL)-1f, tumor necrosis factor (TNF)-a, IL-6,
prostaglandin (PG)E,), as well as the effects of a single or combined application of
TLR3 agonist (Poly(l:C)), dectin-1/Langerin agonist (curdlan) and soluble (s)CD40L,
have on the maturation, cytokine production, allostimulation and Th polarisation
capability of human monocyte-derived DCs (MoDCs) and human monocyte-derived
LCs (MoLCs).

Methods. Immature (i)MoDCs were generated from peripheral blood monocytes
of healthy donors cultivated for six days with a differentiation medium that consisted of
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) and IL-4. The addition of
transforming growth factor-B (TGF-B) to this medium resulted in the generation of
iMoLCs. Maturation of iMoDCs and iMoLCs was stimulated with the addition of a
standard cocktail of proinflammatory mediators in their cultures over 48h, while
Poly(I:C) and curdlan were added individually or in combination for 24h or 48h.
MoDCs and MoLCs were washed out from the medium after 24h stimulation and
additionally stimulated with sCD40L for 24h. Phenotypic characteristics of MoDCs and
MoLCs were determined by flow cytometry method after analysis of the ligation of the
monoclonal antibodies against their surface molecules. Cytokine production in these
cells’ cultures and in their cocultures with CD4" T-lymphocytes was measured by
ELISA or flow cytometry method with fluorescent beads labeled with anti-cytokine
antibodies (FlowCytomix). The allostimulatory capability of MoDCs and MoLCs was
tested using a mixed leukocyte reaction assay.

Results. Stimulation of iMoLCs with a standard cocktail of proinflammatory
mediators enhanced the expression of HLA-DR, CD83, CD86, CD54 and CCR7
molecules. Matured (m)MoLCs were more potent inducers of interferon (IFN)-y, IL-2,
IL-4, 1L-13 and TGF-B, and weaker inducers of IL-10 in the cultures with CD4" T-
lymphocytes, compared to iMoLCs. The proliferation capability of allogeneic CD4" T-
lymphocytes stimulated with mMoLCs was lower in regard to CD4" T-lymphocytes
cultivated with iMoLCs. mMoLCs downregulated expression of HLA-DR, CD54 and
CCR7 compared to mMoDCs. mMoLCs more strongly stimulated production of IFN-y,
IL-2, IL-17, IL-4 and TGF-p, but were weaker inducers of IL-13. The ratio between
produced IFN-y and IL-13 was higher in the coculture with mMoLCs in regard to
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mMoDCs. The allostimulatory potential of mMoLCs was stronger compared to
mMoDCs.

MoLCs treated with the combination of Poly(I:C) and curdlan upregulated the
expression of CD40, CD80 and CCR7 molecules in regard to the cells stimulated with
single agonists. MoLCs stimulated with the previous combination of agonists were
more potent inducers of IL-2, had stronger allostimulatory potential, were weaker
inducers of IL-4 and IL-10 production and the ratio between IFN-y and I1L-4 was higher
in coculture with allogeneic CD4" T-lymphocytes, compared to cocultures with
individually stimulated MoLCs.

After activation of the CD40 molecule, MoLCs pretreated with Poly(l:C) and
curdlan were stronger inducers of IFN-y production and induced a higher ratio between
IFN-y and IL-4 in coculture with allogeneic CD4" T-cells in regard to single treated
MoLCs. Ligation of the CD40 molecule on MoLCs pretreated with previously
mentioned combination of agonists resulted in the upregulation of HLA-DR, CD40 and
CCR7 molecules compared to MoDCs, and enhanced their production of IL-12, IL-10,
IL-23 and TNF-a. These MoLCs were stronger inducers of IFN-y, IL-2, IL-17 and IL-
10 production, but weaker inducers of IL-4 and TGF-B and showed stronger
allostimulatory potential in regard to MoDCs.

Conclusions. The standard cocktail of proinflammatory mediators enhanced
phenotypic maturation of MoLCs and upregulated expression of the CCR7 molecule,
induced stronger Thl and Th2 immune responses by these cells, but lowered their
allostimulatory potential. MoLCs treated with a cocktail of proinflammatory mediators
acquired a stronger capability to induce Thl and Th1l7 immune responses, but had
weaker allostimulatory potential and downregulated expression of CCR7 compared to
MoDCs.

MoLCs stimulated with the combination of Poly(I:C) and curdlan exhibited a
stronger allostimulatory capability, were more potent inducers of Thl immune response
and weaker inducers of IL-10 production, with regard to MoLCs treated with single
agonists. MoLCs treated with this combination of agonists expressed stronger
allostimulatory potential and were more potent inducers of IL-10 and TGF-p
production, but had weaker Th17 polarisation capability compared to MoDCs.
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After activation of the CD40 molecule, MoLCs pretreated with the combination
of Poly(I:C) and curdlan showed stronger allostimulatory and Thl polarisation
capability when related to MoLCs singly treated with Poly(l:C) or curdlan. The ligation
of the CD40 molecule on MoLCs pretreated with the aforementioned combination of
agonists enhanced their allostimulatory capability and potential to induce Thl and Th17
immune responses, as well as the production of IL-10, compared to MoDCs.

According to the results of our study, it can be concluded that the described
modes for the modulation of phenotypic and functional characteristics of MoLCs
represent a good starting point in establishing protocols for obtaining immunocompetent
LCs that could be used for therapeutic purposes.

Key words: human-monocyte derived dendritic cells, human-monocyte derived
Langerhans cells, coctail of proinflammatory mediators, Toll-like receptor 3, dectin-1,
Langerin, CD40, phenotypisation, T-helper immune responses, tumor immunotherapy
Scientific field: Molecular medicine
Narrower scientific field: Immunology
UDK number:
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Ivan Rajkovié¢ Uvod

Langerhansove ¢elije (LC) predstavljaju poseban podtip dendritskih éelija
(DC) koje su od kljuénog znadaja za procese prepoznavanja, internalizacije i obrade
patogena koji narusavaju epitelne barijere, kao i1 pokretanje adekvatnog imunskog

odgovora radi uspostavljanja naruSene homeostaze organizma.

Student medicine Pol Langerhans je prvobitno opisao ove celije sa
razgranatim citoplazmatskim produzecima kao kozne nervne zavrSetke joS 1868.
godine, nakon $to je tkivne preseke epidermisa obojio hloridom zlata koji se u to
vreme koristio kao marker nervnog tkiva (Langerhans, 1868). U drugoj polovini
proslog veka se smatralo da su LC ontogenetski povezane sa melanocitima i
keratinocitima, dok se danas zna da je njihova veza iskljuc¢ivo funkcionalne prirode
(Reams i Tompkins, 1973, Seiji i sar., 1961). Napredak u izu¢avanju biologije LC je
napravljen od trenutka kada su ove ¢elije prepoznate kao leukociti koji vode poreklo
od prekursora iz kostne srzi (Katz i sar., 1979, Volc-Platzer i sar., 1984) i da su
fenotipski sli¢ne antigen-prezentujué¢im éelijama (APC) (Stingl i sar., 1980). Ubrzo
je pokazano da in vitro suspenzija epidermalnih éelija u kojoj dominiraju LC
snaznije stimuliSe antigen-specificnu proliferaciju T-limfocita u poredenju sa
suspenzijom epidermalnih ¢elija (Stingl i sar., 1978, Braathen i sar., 1980, Braathen
i Thorsby, 1980). Istovremeno su usledile in vivo potvrde ovog zapazanja na
modelima kontaktnog dermatitisa (Silberberg i sar., 1976) i alogene transplantacije
koze (Streilein i sar., 1982). Glavni nedostatak ovih studija je u tome $to nisu mogle
da objasne zasto samo strani antigeni u kozi, ali ne i sopstveni, nakon kontakta sa
LC dovode do nastanka dermatitisa. Radikalna izmena navedenog koncepta je
usledila nakon studije Schulera i Steinmana (Schuler i Steinman, 1985) koji su prvi
pokazali da migje ex vivo izolovane LC mogu imati dva fenotipska i funkcionalna
statusa. Sveze LC izolovane iz epidermisa tripsinizacijom su bile okruglog oblika,
slabo su eksprimirale molekule glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (eng. Major
Histocompatibility Complex, MHC) Il klase, a snazno monocitno-makrofagne
markere, kao Sto su F4/80, CD32 i ATP-aza. Ove celije su slabo stimulisale
proliferaciju T-limfocita u mesanoj kulturi leukocita (eng. Mixed Leukocyte
Reaction, MLR), uprkos izrazene sposobnosti prezentacije proteinskih antigena u
sklopu MHC molekula 11 klase. Nakon trodnevne kultivacije u kompletnom

medijumu, zapazena je promena u morfologiji LC sa pojavom brojnih
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citoplazmatskih nastavaka, smanjenje ekspresije navedenih markera i gubitak
sposobnosti obrade proteinskih antigena, ali snaznija stimulacija proliferacije T-
limfocita u MLR (Romani i sar., 1989). Kasnije je pokazano da sveZe izolovane LC
nisu identiéne onima in situ (Mommaas i sar., 1995), kao i da LC in situ ne
eksprimiraju MHC molekule Il klase sve dok ne po¢nu da sazrevaju (Pierre i sar.,
1997). Maturacija LC je dovedena u vezu sa proinflamacijskim citokinima koje

produkuju keratinociti koji su dosli u kontakt sa signalima opasnosti (Enk i Katz,
1992).

Navedeni eksperimentalni podaci dobijeni in vitro omogudili su nastanak
hipoteze pod nazivom ,,paradigma LC“ koja je stavila u in vivo kontekst posledice
prepoznavanja patogena od strane DC (Girolomoni i sar., 2002, Wilson i
Villadangos, 2004).

Nezrele LC su lokalizovane u epidermalnom sloju koze i u drugim epitelima
koji oblazu respiratorni, gastrointestinalni i1 urogenitalni trakt. Specifiéne su po
visokoj ekspresiji: 1) CD207/Langerina koji pripada receptorima za prepoznavanje
molekulskih obrazaca (eng. Pattern Recognition Receptors, PRR), 2) Birbekovih
granula koje obrazuju molekuli Langerina nakon kontakta sa antigenom a ukljucéene
su u alternativni proces antigenske prezentacije T-limfocitima, 3) CD1a koji je
odgovoran za vezivanje i prezentaciju lipidnih antigena i 4) E-kadherina, adhezivnog
molekula (Merad i sar., 2008). U dermisu i subepitelnim vezivnim tkivima
zastupljena  je  fenotipski  heterogena  populacija DC  poznata  kao
intersticijalne/dermalne DC (IDDC). Ova populacija se sastoji od tri subpopulacije
koje se razlikuju u ekspresiji CD14 i CDla molekula: CD14" CDla,
CD14 CDla i CD14 CDla" (Nestle i sar., 1993). Pretpostavlja se da CD14"
subpopulacija odgovara makrofagima ili prekursorima APC u kozi (Larregina i sar.,
2001), dok CD1a" subpopulacija obuhvata dermalne DC koje se razlikuju od LC
(Angel i sar., 2007). CD1a" éelije, za razliku od CD14" ¢elija, pokazuju sposobnost
da migriraju u T-zavisne zone limfnih ¢vorova (Ebner i sar., 2004). IDDC za razliku
od LC eksprimiraju DC-SIGN (CD209) koji pripada C-tipu lektinskih receptora
(Larregina i sar., 2001). Mali procenat CD14* dermalnih DC je Langerin®, pa se
pretpostavlja da su u pitanju prekursori LC (Bechetoille i sar., 2006).
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LC poseduju visoko konzervisan sistem membranskih i citosolnih receptora
namenjen prepoznavanju delova patogena koji se pojavljuje ili oslobada u
organizmu u toku inflamacije. Osim patogena, za lokalnu aktivaciju LC, vaZan je i
proinflamacijski citokinski milje koji obezbeduju komponente urodene imunosti kao
Sto su aktivirani tkivni makrofagi i neutrofili privuceni u tkivo iz cirkulacije pod
uticajem patogena. Aktivisane LC stiu sposobnost migracije i putem aferentnih
limfnih sudova odlaze u obliznje T-zavisne zone perifernih limfnih ¢vorova gde
zavravaju proces sazrevanja koji je zapoceo u epitelu. LC poveéavaju ekspresiju
MHC molekula 1 i Il klase, kostimulacijskih molekula (CD40, CD86, CD80),
adhezivnih molekula (CD54) i CC-hemokinskog receptora 7 (CCR7), dok
istovremeno snizavaju ekspresiju Langerina i E-kadherina (Poulin i sar., 2007,
Merad i sar., 2008, Ginhoux i sar., 2007). Zrele LC prezentuju T-limfocitima u
limfnim ¢vorovima obradene antigenske fragmente u sastavu MHC molekula Sto
dovodi do aktivacije i podsticanja proliferacije antigen-specificnih naivnih T-
limfocita, odnosno usmeravanja nepolarizovanih CD4" T-limfocita (ThO) u razli¢ite
efektorske podtipove (Thl, Th2 i Th17). Takode, zrele LC aktiviraju i veé
uspostavljene memorijske limfocite, kako bi patogen u zavisnosti od porekla bio
najefikasnije eliminisan (Moore i sar., 2001, Geissmann i sar., 2002).

»Paradigma LC* je modifikovana na dva nacina:

1) DC nisu iskljuéivo imunogene, veé¢ mogu da pokrenu i perifernu
toleranciju. Nakon preuzimanja antigena one mogu da steknu sposobnost migracije
bez adekvatne maturacije i da indukuju perifernu toleranciju putem dva razlicita
mehanizma: a) indukcijom anergije ili apoptoze specificnih CD4" T-limfocitnih
klonova ili b) diferencijacijom naivnih CD4" T-limfocita u regulatorne T-limfocite
(Treg) (Hawiger i sar., 2001, Bonifaz i sar., 2002). Ova funkcija poluzrelih (eng.
semi-matured) LC u koZi nije bila prepoznata ranije i uglavnom je povezivana sa

dermalnim DC.

2) LC indukuju razvoj i aktivaciju citotoksi¢nih T-limfocita (CTL) (Stoitzner
i sar., 2006) i imaju sposobnost unakrsne prezentacije antigena CD8" T-limfocitima
(Klechevsky i sar., 2008).
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LC imaju potencijalan terapijski znacaj kao LC vakcine, ali i znatan
preventivni potencijal u uspostavljanju ili poja¢avanju vakcinalnog imunskog
odgovora na vakcinu. Direktno unoSenje antigena i adjuvansa u kozu (intrakutani
pristup) ili preko koze (epikutani pristup) moglo bi da dovede do nastanka
imunokompetentnih LC in situ koje bi potencijalno zamenile ex vivo LC vakcine i
time znacajno metodoloSki pojednostavile terapiju koznih maligniteta. Da bi se
uspostavio efikasan i stabilan terapijski ili protektivni imunski odgovor posredstvom
LC, neophodno je da se za adjuvans izaberu imunomodulatorne supstance koje ¢e
dovesti do najoptimalnije fenotipske i funkcionalne maturacije ovih ¢éelija in situ ili

ex Vvivo.

1.1. Izolacija i diferencijacija Langerhansovih cCelija

In vitro studije koje proucavaju diferencijaciju i maturaciju DC imaju za cilj
optimizaciju metoda za njihovu kultivaciju i izu€avanje funkcija kako bi se ove
éelije uspesno koristile u terapijske svrhe kao celijske vakcine. Humane LC se
najéei¢e dobijaju delovanjem citokina na CD34" progenitorske éelije i CD14"

monocita ili se izoluju iz koznih eksplantata.

CD34" hematopoetske ¢elije izolovane iz krvi pupcanika ili kostne srzi se u
prisustvu faktora stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) i faktora nekroze tumora (TNF)-
o diferenciraju tokom dve nedelje u DC. Na putu diferencijacije u DC, u kulturi
CD34" ¢elija se izdvajaju dve nezavisne subpopulacije: CD14°CDl1a i CD14'CD1a".
LC nastaju od éelija koje pripadaju CD14 CD1a" populaciji (Caux i sar., 1996).
Studija Jaksitsa i saradnika je pokazala da i CD14"CD1a” ¢elije mogu da budu izvor
LC samo ukoliko se u diferencijacioni koktel sastavljen od GM-CSF/TNF-a doda
faktor transformacije rasta B (eng. Transforming Growth Factor f, TGF-B) (Jaksits i
sar., 1999). Ovakvu osobinu je imala isklju¢ivo njihova CD11b" ¢elijska frakcija, dok
su se CD11b*CD14'CD1a ¢elije u daljem toku diferencirale u Langerin® DC, sli¢no
kao i subpopulacija CD14'CD1a" u odsustvu TGF-B. Obe populacije éelija su, za
razliku od CD11b"™ populacije, eksprimirale CD36 molekul i faktor Xllla, a nisu
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eksprimirale E-kadherin i Birbekove granule (Jaksits i sar., 1999, Ardavin i sar.,
2001).

CD14"CD1a monociti se nakon sedmodnevne kultivacije u prisustvu GM-
CSF, interleukina (IL)-4 i TGF-B diferenciraju u LC. Diferencijacija LC je bila u
korelaciji sa potpunim nestankom CD14*CDl1a monocita, i pojavljivanjem CD14
CDi1a" c¢elija koje eksprimiraju E-kadherin i Langerin/Birbekove granule
(Geissmann i sar., 1998).

Klasi¢na metoda za izolaciju LC ex vivo zapoéinje enzimskom separacijom
epidermisa od dermisa u prisustvu dispaze. Postoje dva osnovna nacina za dobijanje
LC iz epidermisa: nano$enjem éelijske suspenzije dobijene tripsinskom digestijom
epidermisa na gustinski gradijent ili spontanom migracijom ovih ¢elija iz epidermisa
nakon kultivacije u osnovnom medijumu (Romani i sar., 2003). Ovakva tehnika
izolacije LC naziva se sekvencijalnom i karakteriSe se niskom &istoéom suspenzije
(8%) i visokim prinosom (80%). Naknadnim imunomagnetnim izdvajanjem ¢elija
anti-CD1a antitelom moguée je dobiti veoma ¢&istu suspenziju LC (97%) ali uz
dodatno smanjen prinos (70%) (de Jong i sar., 2010a). Osim §to je metodoloski
komplikovana, ova metoda prouzrokuje znacajne eticke probleme kada se radi o
humanom sistemu posto zahteva velike uzorke koze kako bi se dobio dovoljan broj
LC za eksperimente, a dobijene éelije najéesée nisu pravi reprezenti nezrelih LC in
situ. LC izolovane sekvencijalnom tehnikom su u manjoj ili ve¢oj meri fenotipski i
funkcionalno sazrele kao posledica eksperimentalnih manipulacija tokom obrade
koznih reznjeva, zbog ¢ega imaju ograni¢enu upotrebu tokom ispitivanja protokola

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

Modulacija funkcije DC moze se izazvati brojnim proinflamacijskim
citokinima i medijatorima koji se produkuju u toku zapaljenja. Najbolje su prouceni
efekti standardizovanog koktela maturacije koga sadinjavaju TNF-a, IL-1B, IL-6 i
prostaglandin (PG)E, (Jonuleit i sar., 1997), a koji se najceS¢e upotrebljavao za
sazrevanje DC u toku pripreme antitumorskih DC vakcina. Kultivacija DC u
prisustvu ovog koktela ne samo Sto je povecala ekspresiju MHC molekula I i Il
klase, CD40, CD80 i CD86, ve¢ se ovakav fenotip pokazao najstabilnijim u

poredenju sa drugim koktelima maturacije. Takode, ove DC su i pored niske
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produkcije 1L-12, pokazale jac¢u sposobnost indukcije Thl imunskog odgovora,
ispoljile snazniji potencijal alostimulacije i bolje prezivljavanje u odnosu na nezrele
DC (Lee i sar., 2002). PGE; je odgovoran za poveéanje ekspresije CCR7 molekula
na DC i osetljivosti na hemokine CCL19 i CCL21 §to je od znalaja za njihovu
migraciju u obliznja limfna tkiva, a samim tim i za uspe$nost DC vakcina. S druge
strane, u in vitro eksperimentima je pokazano da PGE; ponekad dodatno smanjuje
produkciju IL-12 od strane aktivisanih DC i da indukuje diferencijaciju Th2 i Treg-
limfocita, sto potencijalno moze da inhibira antitumorski odgovor (Scandella i sar.,
2002).

Radi prevazilazenja nedostataka standardizovanog koktela maturacije na
modulaciju sazrevanja DC u okviru razvoja razli¢itih imunoterapijskih protokola,
danas se njegov sastav modifikuje uvodenjem, pre svega, agonista PRR i drugih
proinflamacijskih citokina. Na taj naéin se in vitro imitiraju uslovi pod kojima DC
sazrevaju u organizmu u toku inflamacije. DC sazrele u prisustvu koktela koga
sacinjavaju TNF-a, IL-1B, Poly(I:C), interferon (IFN)-o i IFN-y snaznije produkuju
IL-12p70 i jage stimuli$u imunski odgovor CTL, u poredenju sa DC stimulisanim
standardizovanim koktelom, a poseduju i sposobnost da migriraju u smeru CCR7
liganada (Mailliard i sar., 2004). Nekoliko studija je pokazalo znac¢aj vremenske i
prostorne integracije maturacijskih signala radi postizanja sinergijskog efekta
prilikom produkcije citokina ili indukcije Th imunskog odgovora od strane DC, a §to
bi moglo imati terapijski zna¢aj. Produkcija IL-12p70 od strane DC je najsnaznija
ukoliko se prvo stimuliSsu pomocéu IFN-y, potom istovremeno agonistima Tollu-
slicnog receptora 3 (eng. Toll-like receptor 3, TLR3) i TLR4 pa tek onda agonistima
TLR8 (Napolitani i sar., 2005), i na kraju angazovanjem CD40L (Schulz i sar.,
2000). DC pacijenata obolelih od tuberkuloze indukuju snazan Th1 imunski odgovor

ukoliko se istovremeno stimuli$u agonistima TLR2 i TLR9 (Bafica i sar., 2005).

Efekti standardizovanog maturacijskog koktela na funkciju LC jo§ nisu
ispitani. Do sada je pokazano da TGF-p inhibira sazrevanje MoLC samo u prisustvu
nespecifiénih signala opasnosti poput lipopolisaharida (LPS), TNF-a ili IL-1p, ali da

nema uticaja na njihovu stimulaciju pomo¢u CD40L (Geissmann i sar., 1999).
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1.2. Ontogeneza i homeostaza Langerhansovih ¢elija

LC nastaju diferencijacijom progenitorskih éelija koje vode poreklo od
CD34" hematopoetskih mati¢nih éelija. Iako se ne zna sa sigurno$éu kojoj razvojnoj
liniji pripadaju ove prekursorske ¢elije, ¢injenica da LC eksprimiraju CD8 molekul i
da je za njihovu diferencijaciju neophodan transkripcioni faktor PU.1 a ne PelB,
Ikaros i Notch-1, ukazuje na mogucénost mijeloidnog porekla (Romani i sar., 2003).
Kao  potencijalni direktni  prekursor LC navodi se  populacija
CD4'CD1a*'CD11¢***BDCA-1" DC prisutna u perifernoj krvi, koja ima sposobnost
da endocituje dextran-FITC i eksprimira CD45RO molekul i mijeloidne markere kao
§to su CD13 i CD33 (Ito i sar., 1999, Sato i Fujita, 2007). Glavna zamerka ovom
konceptu jeste da za normalan razvoj LC nije neophodno prisustvo FIt3L,
najvaznijeg faktora za diferencijaciju kako zajednickog progenitora, tako i
usmerenih mijeloidnih i limfoidnih progenitora (Karsunky i sar., 2003, Merad i sar.,
2008).

Prekursori LC koji po¢inju da migriraju u kozu tokom prenatalnog perioda
uglavnom poticu iz jetre, dok uoc¢i i nakon rodenja vode poreklo iz kostne srzi.
Diferencijacija ovih prekursora u LC okon¢ava se prvih nedelja po rodenju
(Geissmann i sar., 2010). Kongena transplantacija ¢elija fetalne jetre novorodenim
ili odraslim miSevima nakon izlaganja letalnoj dozi radioaktivnog zrac¢enja pokazala
je nastanak celijskih himera u kostnoj srzi, slezini i limfnim ¢vorovima ve¢ u toku
prvih Sest meseci, ali ovi hibridi nisu bili nadeni 1 u epidermisu. Sli¢ni rezultati su
potvrdeni i u eksperimentima sa transplantacijom kostne srzi, §to sve navodi na
zakljuéak da su LC ve¢ od prvog dana nakon rodenja potpuno samoobnavljajuéa
subpopulacija DC (Merad i sar., 2002). Rezultati istrazivanja na humanoj kozi fetusa
pokazali su da su LC prekursori snazno proliferisuéa CD45" populacija leukocita
koja u toku prvih Sest meseci intrauterinog razvoja pocinje da eksprimira markere
HLA-DR, CDlc, Langerin i CD1a i stice ATP-aznu aktivnost. Navedene promene u
¢elijskom fenotipu su pozitivno korelirale sa porastom produkcije TGF-f i IL-10 u
lokalnom miljeu fetalne koze i pretpostavlja se da imaju ulogu u blokiranju funkcije
ovih ¢elija (Schuster i sar., 2009). Geissmann i saradnici su analizom Ki-67 proteina

u jedrima migjih LC pokazali da se pocetni talas proliferacije LC koji je zapo&eo
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intrauterino nastavlja i nakon rodenja, dostizuc¢i vrhunac u toku prve nedelje kada se
¢ak 60% ovih ¢elija nalazi u mitozi, da bi nakon toga usledilo njegovo smanjenje,

kada u adultnom periodu proliferise samo 2-5% ¢elija (Chorro i sar., 2009).

Fenotip rezidentnih LC u koZi ukazuje na snaznu antigen-prezentujuéu
kontakte (MHCII'CDl1a*CD1¢*CD1b"E-
kadherin*EpCAMI**CD103 F4/80*CD205'CD207"). Osnovna razlika izmedu LC i
jedine druge éelijske populacije u koZi koja eksprimira Langerin, dermalnih DC,

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

funkciju 1 razvijene meducelijske
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Slika 1. Fenotip antigen-prezentujuéih éelija u zdravoj koZi

LC epidermisa imaju izrazito dug Zivotni vek i znatnu radiorezistentnost.
Opisano je da donorske LC u humanom koznom graftu mogu da opstanu i duze od
Setiri godine (Kanitakis i sar., 2004). LC se u uslovima homeostaze u organizmu
obnavljaju deobom ¢elija iz sopstvene populacije i ne zahtevaju prisustvo
progenitorskih Celija iz kostne srzi ili dermisa. Potvrda ove tvrdnje se moze naci u
studiji Merada i1 saradnika koji su na himerickim miSevima proucavali vezivanje

bromodeoksiuridina (BrdU) od strane LC. BrdU je ubrizgan letalno ozradenim
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misevima nakon uspostavljanja himeri¢kog statusa (posle transplantacije kostne
srzi), tj. kada je dominantan broj ¢elija u krvi, kostnoj srzi i slezini stekao osobine
donora. LC iz koZe ovih miSeva se genetski nisu razlikovale od LC
netransplantiranih jedinki i pokazivale su isti intenzitet proliferacije (Merad i sar.,
2002). LC respiratornog, gastrointestinalnog i genitalnog epitela imaju kraéi Zivotni
vek 1 u homeostatskim uslovima se nadoknaduju iz populacije cirkuliSuéih
prekursora. Opisana razlika izmedu epidermalnih i ostalih LC moze biti posledica
veée sli¢nosti ovih potonjih sa dermalnim Langerin® DC (Holt i sar., 1994, lijima i
sar., 2007).

LC se nakon znatnijih oSteCenja tkiva nadoknaduju iz cirkulisuéih
prekursora, pre svega monocita. Merad i saradnici su na mi§jem modelu pokazali da
se repopulacija koze LC posle UV zradenja odigrava na raun monocita
mehanizmom zavisnim od CCR2 i da je direktno proporcionalna intenzitetu i duzini
izlaganja koze UV zraCenju (Merad i sar., 2002). Novije studije su definisale
direktne in vivo prekursore LC kao Gr-1I*°*CSF-1R* monocite (Ginhoux i sar.,
2006), ali i kao CD16" monocite (Imhof i Aurrand-Lions, 2004).

Na modelu repopulacije miSjeg epidermisa nakon izlaganja diftericnom
toksinu (Romani i sar., 2010) ili UV-C zra¢enju (Merad i sar., 2002) pokazano je da
se obnavljanje populacije LC odvija u dve faze (Sere i sar., 2012). LC se u prvoj fazi
repopulacije, koja zapocinje u toku prve nedelje po nastanku traume, brzo
nadoknaduju od Gr* monocita iz cirkuli§uée krvi. Druga faza repopulacije nastupa
tek nakon mesec dana po oSteéenju epidermisa i traje barem tri meseca. Celije koje
udestvuju u ovoj fazi su uglavnhom kratkoziveéi  prekursori LC
(CD11b*°* EpCAM®®** CD205°**MHCII*Langerin)  koji se u lokalnoj
mikrosredini postepeno transformidu u konvencionalne, dugozive¢e LC. Iako ove
prekursorne celije eksprimiraju LysM molekul, $to je karakteristi¢no za Celije koje
pripadaju mijelo-monocitnoj lozi, nije potpuno jasno da li su one poreklom iz

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

Langerhansovih celija

Tkivne DC su fenotipski i funkcionalno nezrele ¢elije sa izrazenim svojstvom
prepoznavanja, internalizacije i proteoliticke obrade antigena. Poseduju visoko
konzerviran sistem za prepoznavanje zajednickih molekulskih  struktura
karakteristi¢nih za patogene (eng. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP)
ili osteCena tkiva (eng. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP) koje se
pojavljuju/oslobadaju u toku razlicitih patoloSkih procesa u organizmu (Merad i
Manz, 2009). Ovaj receptorski sistem sastoji se od vise klasa membranskih i
citosolnih receptora za prepoznavanje PRR medu kojima su najvise prouc¢avani TLR
i receptori koji pripadaju tipu C-lektina (CLR). Vezivanje PRR na DC za PAMP ili
DAMP praceno je internalizacijom i obradom ovih struktura, nakon ¢ega njihovi
peptidi bivaju predstavljeni T-limfocitima u sklopu MHC molekula, odnosno dovodi
do pokretanja unutaréelijskih signala koji ¢e povecati transkripciju gena ukljucenih u
regulaciju inflamacijskih procesa. U spomenute genske produkte spadaju
proinflamacijski citokini (TNF-a, IL-1B, IL-6), interferoni | klase (IFN-a, IFN-B),
hemokini, antimikrobne supstance, i proteini koji moduliraju aktivnost PRR. Osim
prisustva patogena, za lokalnu aktivaciju DC je neophodan i proinflamacijski
citokinski milje u kome dominira IFN-y, a koji obezbeduju ¢elije urodene imunosti
kao $to su aktivirani tkivni makrofagi, urodene ubilacke (NK) ¢elije i neutrofili,
privuc¢ene u tkivo iz cirkulacije pod uticajem patogena (Akira, 2006, Takeuchi i
Akira, 2010). Uspostavljanje kontakta izmedu DC i patogena u proinflamacijskom
okruzenju, klju¢ni je dogadaj kojim se povezuju urodena 1 steCena imunost Sto ¢e za

posledicu imati eradikaciju patogena i nastanak imunoloSke memorije.

Koza i sluzokoze ¢ine imunolosku barijeru prema spoljaSnjoj sredini, zbog
Cega predstavljaju puteve ulaska veéine patogena u organizam. Zahvaljujuci tome
§to su od svih APC smestene najpovrénije u ovim tkivima, LC prve dolaze u kontakt
sa patogenima (Merad i sar., 2008). Pored toga, spomenuta tkiva su naseljena i
komensalnim mikroorganizmima pa je neophodno da u njima postoji stroga kontrola
izmedu tolerogenosti 1 imunosti kako bi se ocuvala homeostaza, budu¢i da PRR ne

razlikuju patogene od nepatogenih mikroorganizama. U prilog prethodnom govore
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rezultati eksperimentalnih studija u kojima su LC poreklom iz koze (Flacher i sar.,
2006) ili dobijene od monocitnih prekursora (Takeuchi i sar., 2003) stimulisane
peptidoglikanima (PGN), PAMP-ovima karakteristiénim za celijski zid Gram
pozitivnih bakterija koje su agonisti TLR2/TLR6 (van Bergenhenegouwen i sar.,
2013). Ove LC su osim poveéane ekspresije markera maturacije, CD83, CD80 i
CD86, snaznije sekretovale IL-10. Uspostavljanje imunske tolerancije na Gram-
pozitivne komensalne bakterije na kozi je dovedeno u vezu sa Smanjenjem
sposobnosti LC da indukuju Thl imunski odgovor nakon stimulacije PGN, kao
posledica snaznijeg autokrinog uticaja IL-10 (Re i Strominger, 2004). Navedena
pretpostavka je u saglasnosti sa rezultatima studije koja je pokazala da TLR2”
miSevi, za razliku od divljih sojeva, mogu spontano da razviju sistemske oblike

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

Ex vivo LC izolovane iz koZe ne prepoznaju PAMP-ove poreklom od Gram
negativnih bakterija i nekih virusa poput LPS, jednolanc¢ane RNK 1 oligonukleotida
sa CpG motivima, buduéi da ne eksprimiraju TLR4, TLR7/8 i TLR9 (Flacher i sar.,
2006). S druge strane, in vivo eksperiment je pokazao da migje LC nakon
intradermalnog ubrizgavanja imiquimoda i DNK sa nemetilovanim CpG
dinukleotidima, agonista TLR7 i TLR9, sti¢u fenotipsku zrelost i sposobnost
migracije u obliznje limfne ¢vorove (Ban i sar., 2000, Suzuki i sar., 2000).
Objasnjenje za ove naizgled suprotstavljene nalaze bi trebalo potraziti u sastavu
lokalnog proinflamacijskog miljea za koji je u in vitro eksperimentima pokazano da
ga produkuju keratinociti, fibroblasti, makrofagi ili dermalne DC nakon stimulacije
spomenutim agonistima (Berthier-Vergnes i sar., 2005, Flacher i sar., 2006). Izneti
primeri ukazuju na to da pored direktnog kontakta sa antigenom, LC mogu biti
aktivirane i indirektno putem proinflamacijskih medijatora koje sekretuju celije iz

okolnog tkiva u odgovoru na antigene.

Polazeéi od ¢injenice da PRR na DC omoguéuju prepoznavanje stranih, a ne
sopstvenih neizmenjenih struktura, kao i da su koza i sluzokoze u stalnom kontaktu
sa virusima i gljivicama, pokretanje protektivnog imunskog odgovora posredstvom
TLR3 i Langerina eksprimiranih na LC je od kljuéne vaZnosti za odrzavanje

homeostaze na nivou imunoloske barijere organizma.
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1.3.1. Ligacija TLR3

TLR3 pripada grupi PRR Kkoji prepoznaju dvolanc¢anu virusnu (ds)RNK
unutar endozomalnih vezikula APC. Genetski materijal virusa prisutan unutar APC
vodi poreklo od njihovih fagozoma ili internalizovanih apoptotskih telasaca
inficiranih virusima (Jin i Lee, 2008). Ovaj materijal se po okoncanju proteoliticke
obrade ukljucuje u citoplazmatski ili endocitozni put prezentacije antigena T-
limfocitima. Tacan mehanizam kojim ¢e oCuvani molekul dsSRNK, a ne imunogeni
fragmenti nastali njegovom enzimskom razgradnjom, dospeti do organela u kojima
se nalaze TLR3 jo§ uvek nije dovoljno razjasnjen. Poznato je da MoDC internalizuju
dsRNK mehanizmom endocitoze posredovane klatrinom (Johnsen i sar., 2006), kao i
da su TLR3 u MoDC smesteni isklju¢ivo intracelularno, unutar organela koje samo
strukturno podsecaju na kasne endozome budu¢i da u njima nije pokazana
kolokalizacija ovih receptora sa MHC molekulima Il klase (Matsumoto i sar., 2003).
Jedna od teorija koja bi mogla da objasni ulazak intaktne dsRNK u ¢eliju zasnovana
je na hemijskoj sli¢nosti TLR3 i CD14 molekula (Choe i sar., 2005) i njihovoj
kolokalizaciji unutar vezikula poreklom od endoplazmatskog retikuluma i Goldzi
kompleksa (Lee i sar., 2006). Kako je CD14 molekul, za razliku od TLR3,
lokalizovan na povrS$ini ¢elije, moguce je da upravo ovaj molekul ima funkciju da
transportuje dsRNA i njene analoge do TLR3 gde ¢e oni potom pokrenuti adekvatnu

signalizaciju (Lee i sar., 2006).

TLR3 su transmembranski proteini koji se sastoje od ekstracitoplazmatskog,
receptorskog dela bogatog sekvencama leucina koje se ponavljaju,
transmembranskog dela i citoplazmatskog, signalnog regiona koji sadrzi
toll/interleukin-1 receptorski (TIR) domen (Jin i Lee, 2008). Ex vivo LC poreklom iz
koze slabije eksprimiraju TLR3 od BDCA1" mijeloidnih DC, ali mnogo snaznije od
BDCA4" plazmacitoidnih DC (Kadowaki i sar., 2001). Ovi receptori regrutuju
adaptorske molekule koji poseduju TIR domen i indukuju IFN-B (eng. TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-£, TRIF), a oni, potom, posredstvom drugih
adaptorskin i signalnih molekula, kona¢no aktiviraju tri kljucne grupe
transkripcionih faktora, faktora koji regulisu interferone (eng. Interferon Regulation

Factors, IRF), nuklearnog faktora kapa B (NF-«xB) i protein kinaze aktivirane

13



Ivan Rajkovié Uvod

mitogenom (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) od kojih zavisi
maturacija DC i njihova sposobnost da produkuju IFN tipa | i proinflamacijske
citokine (Gauzzi i sar., 2010). Produkcija IFN-B i ekspresija markera maturacije
(HLA-DR, CD40, CD86 i CD80) direktno su uslovljene aktivno$s¢u NF-«kB
(Rescigno i sar., 1998, Yang i sar., 2003), dok je IRF3 odgovoran za sekreciju p35
subjedinice IL-12 (IL-12p35) (Goriely i sar., 2006).

Poliinozinska:policitidilinska kiselina (eng. Polyinosinic:polycytidylic acid,
Poly(I:C)) je najceSée proucavani sintetski analog virusne dsRNK za koga je
pokazano da dovodi do snazne maturacije nezrelih MoDC (povedava ekspresiju
CD83, HLA-DR i1 CD86, i1 smanjuje pinocitozu) nakon cCega ove celije imaju
sposobnost da indukuju proliferaciju T-limfocita u mesanoj kulturi leukocita,
odnosno da usmere polarizaciju CD4" T-limfocita u Th1 smeru (snaznije produkuju
IL-12, a slabije IL-10, u poredenju sa nestimulisanim c¢elijama) i da pokrenu
citotoksi¢an odgovor CD8" T-limfocita (Cella i sar., 1999, Verdijk i sar., 1999).
MoDC pretretirane Poly(l:C) su nakon aktivacije CD40 molekula pokazale osobinu
preusmeravanja Thl imunskog odgovora u pravcu Thl7 (Dragicevic i sar., 2011).
Jagina odgovora mijeloidnih DC na Poly(I:C) je u direktnoj korelaciji sa nivoom
ekspresije TLR3 receptora (Kadowaki i sar., 2001). Produkcija IL-12 od strane
MoDC stimulisanih Poly(I:C) posledica je aktivacije p38 MAPK signalnog puta u
prisustvu IFN tipa I (Bohnenkamp i sar., 2007).

MoDC stimulisane Poly(I:C) poveéavaju ekspresiju MHC molekula Il klase
tako $to inhibiraju njihovu degradaciju posredstvom MARCH-1 ligaze (Walseng i
sar., 2010). Skorasnji eksperimenti na misjim peritonealnim makrofagima ukazali su
na interakciju MHC molekula Il klase i TLR3 na nivou signalnih puteva. Signalni
kompleks MHC 1l - CD40 u endozomima MoDC aktivira Btk tirozin kinazu koja
direktno povecava aktivnost TRIF-zavisnog signalnog puta preko koga Poly(l:C)

reguliSe sintezu proinflamacijskih citokina i IFN tipa | (Liu i sar., 2011).

Fenotipske i funkcionalne posledice stimulacije humanih LC sa Poly(I:C) su
dosad ispitivane na ex vivo LC poreklom iz koznih reznjeva, kao i na LC poreklom
od CD34" stem ¢elija iz krvi pup&anika in vitro. Za sada nema objavljenih rezultata

o uticaju Poly(I:C) na LC dobijene in vitro od humanih monocita periferne krvi.
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LC, izolovane enzimskom digestijom iz koze, su nakon stimulacije sa
Poly(I:C) duze prezivljavale, povecale ekspresiju kostimulacijskih molekula (CD40,
CD80 i CD86), stekle snazniji potencijal alostimulacije i imale snazniju sposobnost
da indukuju Thl imunski odgovor, u poredenju sa nestimulisanim LC (Furio i sar.,
2010). lako se u supernatantu ove kulture LC nije detektovala produkcija IFN tipa I,
inhibicija spomenutih efekata nakon blokade endocitoznog transporta upotrebom
bafilomicina, ukazala je na to da se oni odigravaju posredstvom TLR3. LC su nakon
stimulacije Poly(l:C) imale sposobnost da indukuju Th1l imunski odgovor premda
nisu sekretovale p70 subjedinicu IL-12 (IL-12p70). Dodavanje blokirajucih antitela
usmerenih protiv p40 subjedinice 1L-12 (1L-12p40) u kulture ovih LC nije promenila
njihovu sposobnost indukcije Th1 imunskog odgovora, §to upuéuje na postojanje
nekog nepoznatog humoralnog ili kontaktnog faktora koji u ovom sistemu, slicno
IL-12p70, usmerava imunski odgovor u Thl smeru. CD4"Th1 limfociti indukovani
od strane LC stimulisanih Poly(I:C) su istovremeno produkovali IFN-y i IL-10
(Furio i sar., 2010). Limfociti sa ovakvim profilom produkcije citokina sprecavali su
prekomerna oStecenja zdravog tkiva in vivo u toku antimikrobnog i antivirusnog

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

Metodoloski slican eksperiment je potvrdio sve prethodno opisane fenotipske
nalaze, a dodatno je pokazao da su ex vivo LC izolovane iz koZe nakon stimulacije
Poly(I:C) povecale ekspresiju DC-LAMP molekula, kao i produkciju TNF-a i IL-6,

u poredenju sa nestimulisanim ¢elijama (Flacher i sar., 2006).

Eksperimenti u kojima je analiziran uticaj Poly(I:C) na LC dobijenim in vitro
od CD34" stem céelija pokazuju kontradiktorne rezultate, pocevsi od potpunog
izostanka efekta ovog TLR agonista zbog neispoljavanja TLR3 na LC (Rozis i sar.,
2008), pa sve do snaznije produkcije 1L-12p40 i slabije produkcije TNF-a, CCL5 i
CXCL10 od strane LC u poredenju sa MoDC (Renn i sar., 2006).

Studija Renn-a i saradnika pokazuje da su LC nakon stimulacije Poly(I:C)
snaznije sekretovale CXCL9 i CXCL11, u poredenju sa MoDC (Renn i sar., 2006).
LC su, za razliku od MoDC, produkovale ove hemokine i nakon direktnog izlaganja
virusima, S§to je potvrdeno na preparatima epidermisa inficiranog virusima
vezikularnog stomatitisa (VSV) na kojima su molekuli CXCL9 i CXCL11
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kolokalizovali sa CDla molekulima ispoljenim na LC. Preinkubacija kulture
fibroblasta sa supernatantom iz kulture Poly(l:C)-stimulisanih LC, znalajno je
smanjila infekciju ovih ¢elija sa VSV, u odnosu na kontrolne, netretirane fibroblaste.
S druge strane, spomenuti supernatant je imao slabiji citoprotektivni efekat na
inficirane fibroblaste nakon $to su u kulturu Poly(l:C)-stimulisanih LC dodata
blokirajuca antitela usmerena protiv IFN-o/p receptora (Renn i sar., 2006). Od ranije
je poznato da CXCL9 i CXCL11 imaju, sliéno defenzinima, zaStitnu ulogu u
oCuvanju integriteta imunolo$kih barijera u organizmu (Cole i sar., 2001). Ovi
hemokini takode privlate CD4" Thil limfocite i CTL koji eksprimiraju CXCR3
receptor i produkuju IFN-y u inficirano podrucje (Colvin i sar., 2004, Farber, 1997).
Produkcija spomenutih hemokina je indukovana u prisustvu IFN tipa I (Conzelmann,
2005).

1.3.2. Ligacija dectin-1/Langerin receptora

DC prepoznaju ugljenohidratne komponente (manozu, fukozu i B-glikan) u
sastavu celijskog zida bakterija i gljivica pomoc¢u DC-SIGN i dectin-1 receptora
(Figdor i sar., 2002, Brown i sar., 2003, Taylor i sar., 2002). lzuzetak od ovog
pravila predstavljaju LC, koje za razliku od drugih subpopulacija DC, interakciju sa
ovim strukturama ostvaruju posredstvom Langerina (CD207).

Nezrele CD1a* LC izolovane iz humanog epidermisa su pokazale visoku
ekspresiju Langerina, niske nivoe dectin-1 i nisu ispoljile DC-SIGN receptor.
Dodavanje blokiraju¢ih anti-dectin-1 antitela nije uticalo na vezivanje B-glikana
curdlana za LC u ovim kulturama, dok je prisustvo manoze ili blokiraju¢ih anti-
Langerin antitela, primenjenih pojedina¢no ili u kombinaciji sa anti-dectin-1
antitelima, zna¢ajno inhibiralo njegovo vezivanje (de Jong i sar., 2010b). Aktivacija
CD40 molekula na MoLC, sli¢no signalu koji DC dobijaju in vivo od aktivisanih T-
limfocita u limfnom ¢voru, dovela je do nishodne regulacije Langerina i Birbekovih
granula, i istovremeno povecala ekspresiju HLA-DR i CD86 molekula (Valladeau i
sar., 1999). Razlog za prisustvo Langerin® DC u limfnim &vorovima koji dreniraju
hroni¢no inflamirano podru¢je koze mogao bi biti posledica razdvajanja procesa

maturacije i migracije pod uticajem proinflamacijskih signala, poput TNF-a, koji
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povecavaju ekspresiju Langerina na MoLC u sredini bogatoj TGF-p (Geissmann i
sar., 2002).

Langerin, zajedno sa DC-SIGN i dectin-1 molekulom, pripada grupi Ca?" -
zavisnih lektinskih receptora II tipa, sastavljenih od jednog ekstracelijskog domena
na C-terminalnom kraju molekula (CRD) koji sluzi za prepoznavanje manoznih
struktura u celijskom zidu bakterija 1 gljivica, transmembranskog fiksirajuceg
segmenta i unutaréelijskog dela, bogatog ponavljaju¢im sekvencama prolima na N-
terminalnom kraju preko koga se ostvaruje signalizacija (Valladeau i sar., 2000). Da
bi Langerin mogao da veZe oligosaharidne strukture ve¢e od manoze neophodna je
aglomeracija CRD segmenata tri susedna molekula Langerina (Valladeau i sar.,
2003). Vezivanje glikoproteinskog ili glikolipidnog liganda za Langerin dovodi do
interakcije prolinskih rezidua na njegovom N-terminalnom kraju sa src homolognim
3 domenom (eng. src homology 3 domain, SH3) adaptorskih proteina kao $to su
superfamilija Ras proteina, GTP-zavisni dinamin i aktin-vezujuci protein koji su
uklju¢eni u pokrete citoskeleta i unutarcelijskih vezikula (Kay i sar., 2000,
Valladeau i sar., 2000). Jedina, do sada, poznata posledica aktivacije ovih proteina
jeste viSestruko presavijanje celijske membrane koje vodi nastanku specifi¢nih,
elektronskom mikroskopijom vidljivih, vezikula - Birbekovih granula (Valladeau i
sar., 2000, Geijtenbeek i Gringhuis, 2009). Budué¢i da internalizovani kompleks
Langerin-glikoproteinski ligand u Birbekovim granulama ne kolokalizuje sa HLA-
DR niti sa molekulima iz LAMP familije, pretpostavlja se da bi ove strukture mogle
da imaju ulogu u alternativnom nacinu prezentacije peptidnih antigena razli¢itom od
egzogenog 1 citosolnog puta. Birbekove granule bi u tom slucaju Stitile ingestirane
antigene od enzimske degradacije sve dok nezrele LC ne bi dobile adekvatne
aktivacione signale za maturaciju i migraciju. Smanjenje ekspresije Langerina pod
uticajem ovih signala moglo bi da pokrene obradu antigena u Birbekovim granulama
koji bi nakon toga bili prezentovani T-limfocitima na neki od dva klasi¢na nacina
(Valladeau i sar., 2003). Pokazana kolokalizacija Langerina i CDla molekula u
Birbekovim granulama ukazuje na ulogu LC i u prezentaciji glikolipidnih antigena
T-limfocitima (Hunger i sar., 2004, Valladeau i sar., 2000). Osim 3to LC
posredstvom CD4 i CXCR4 molekula predstavljaju pocetnu metu za virus HIV i
glavni izvor infekcije memorijskin CD4" T-limfocita (Sugaya i sar., 2004), ove
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¢elije mogu da imaju 1 protektivnu ulogu ukoliko se HIV-1 virion veze za Langerin,
budu¢i da nakon toga biva razgraden u Birbekovim granulama (de Witte i sar.,
2007).

Imunske posledice prepoznavanja B-glikana su uslovljene gradom njegovog
molekula, vrstom aktiviranog receptora kao 1 poreklom aktivirane ¢elije. Molekuli -
glikana su polisaharidi izgradeni od nepravilno razgranatog osovinskog lanca D-
glikoznih monomera povezanih B-(1, 3) i B-(1, 6) glikozidnim vezama. Dosadasnje
studije su pokazale da je za imunomodulacijsku aktivnost f-glikana potreban o¢uvan
osovinski lanac, dok se o uticaju tipa i frekvencije grananja, odnosno fizi¢ko-
hemijskih karakteristika samog molekula i okolne sredine na njihovu efikasnost, jos
uvek ne zna dovoljno. Neki od najéescih izvora B-(1, 3) glikana koji se Kkoriste u
eksperimentalne svrhe jesu kvasnice (Saccharomyces cerevisiae) i bakterije (curdlan

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

U in vitro eksperimentima na humanim MoDC je pokazano da curdlan putem
dectin-1 receptora dovodi do fenotipskog sazrevanja ovih cCelija Sto je praceno
poveéanjem ekspresije HLA-DR, CD86, CD40 i CD83 molekula, nakon ¢ega su
MoDC i pored niske produkcije IL-12p70 i 1L-23, stekle sposobnost da indukuju
Thl i Th17 imunski odgovor (Dragicevic i sar., 2012). Do sada nije bilo objavljenih
podataka o efektima koje curdlan preko Langerina ima na modulaciju funkcije LC,

kako onih izolovanih ex vivo, tako ni MoLC.

1.4. Migracijske karakteristike Langerhansovih cCelija

Nakon izlaganja LC sopstvenim ili stranim antigenima dolazi do slabljenja
njihovih meducelijskih veza sa okolnim keratinocitima zbog Cega one pocinju da
migriraju iz epidermisa. Od ispitivanih citokina prisutnih u lokalnoj mikrosredini
najvazniju ulogu u zapod&injanju njihove migracije imaju IL-1f i TNF-a. LC
sekretuju IL-1p pomocu koga indukuju produkciju TNF-a od strane keratinocita.
Pod zajedni¢kim uticajem TNF-o i autokrinog dejstva IL-1B, na LC se smanjuje
ekspresija E-kadherina i CCR6 molekula zbog Cega su one slabije osetljive na
CCL20 hemokin (MIP3a) kojeg produkuju okolni keratinociti, a samim tim i slabije
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medusobno povezane (Randolph i sar., 2005). Pokazano je, takode, da TNF-a putem
preuredenja aktinskog dela citoskeleta DC, koje obuhvata depolimerizaciju F-aktina
i inhibiciju sinteze adaptornog proteina vinkulina, povec¢ava pokretljivost DC nakon
slabljenja fokalnih adhezivnih plakova izmedu aktinskih i integrinskih molekula
(Winzler i sar., 1997). Sa poveéanjem ekspresije molekula integrina na LC, pre
svega a6PB1, migracija ovih ¢elija se usmerava prema bazalnoj membrani bogatoj
lamininom (Villablanca i sar., 2008, Randolph i sar., 2005).

LC zapo¢inju epidermo-dermalnu migraciju nakon poveéanja ekspresije
CXCR4 receptora pod uticajem proinflamacijskog miljea u epidermisu. Njih u
dermis privla¢i povecana sinteza CXCL12 od strane dermalnih fibroblasta pod
uplivom TNF-a (Villablanca i Mora, 2008, Ouwehand i sar., 2008). Sli¢an nacin
prelaska DC u subepitelno vezivno tkivo posredovan hemokinskim receptorom i
njegovim ligandom pokazan je i na LC u bronhijalnom epitelu gde se ova migracija
odigrava putem CCR5-CCL5 (RANTES) molekula (Grayson i sar., 2007).
Ekspresija LFA-1 na koznim DC omogucuje njihov dalji prelaz iz dermisa u obliznje
limfne ¢vorove preko endotelnih delija aferentnih limfaticnih sudova, koje

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

Ipak, smatra se da je zapravo CCR7 klju¢ni molekul koji je odgovoran za
migraciju DC prema T-zavisnim zonama dreniraju¢ih limfnih &vorova u tkivima
poput koze, pluca i1 creva, koja se nalaze u stalnom kontaktu sa spoljasnjom
sredinom. Eksperimenti na CCR7” misevima i eksplantima humane koze pokazuju
da u ovom procesu klju¢nu ulogu imaju hemokini, CCL19 i CCL21, koje produkuju
endotelne ¢elije u limfnim sudovima i regionalnim limfnim ¢vorovima (Ohl i sar.,

2004).

Ono $to je LC izdvojilo u odnosu na druge DC subpopulacije, kada je u
pitanju migracija u limfno tkivo, jeste pretpostavljeni model ,,dvofaznog* napustanja
epidermisa koji se poklapa sa povecanjem ekspresije CXCR4 i CCR7 (Villablanca i
Mora, 2008). Eksperimenti sa kontaktnim alergenima u kozi su pokazali da se
povecanje ekspresije CXCR4 receptora odigralo tokom 24h nakon izlaganja ovim
supstancama, dok je CCR7 dostigao maksimum ekspresije oko 48h kasnije. UoCena

razlika u vremenu ispoljavanja pomenutih markera omoguéila bi LC dodatnu
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integraciju signala opasnosti kao i potencijalno prenoSenje antigena rezidentnim,
dermalnim DC na dalju obradu (Ouwehand i sar., 2008). Jedan od pomenutih signala
je i PGE; za koji je odranije poznato da ne samo $to ima snazno dejstvo na
povecanje ekspresije CCR7 molekula na DC putem EP2 i EP4 receptora, veé da u
transwell sistemu (u kome je onemoguéena direktna meducelijska komunikacija, a
omogucéen prolaz solubilnih medijatora) poveéava i intenzitet migracije MoDC
(Scandella i sar., 2002).

Fenotipska i funkcionalna analiza LC u limfnim ¢&vorovima zdrave i
inflamirane humane i1 misje koze je pokazala da sposobnost ovih ¢elija da migriraju
nije iskljuc¢ivo povezana sa njihovom zrelos¢u (Geissmann i sar., 2002, Stoitzner i
sar., 2005). U limfnim &vorovima zdrave koze medu LC dominiraju one koje po
svojim osobinama podseéaju na rezidentne LC nedto zrelijeg fenotipa (,,poluzrele
LC*) dok su u limfnim évorovima inflamirane koZe uglavnom prisutne zrele LC.
Unutar poluzrelih LC koje su spontano migrirale ka obliznjim limfnim &vorovima u
odsustvu inflamacije dokazano je prisustvo obradenih tkivnih antigena (Hemmi i
sar., 2001, Huang i sar., 2000), $to uz snaznu ekspresiju HLA-DR, CD40, CD86 i
CD80 molekula na ovim c¢elijama (Geissmann i sar., 1998, Lutz i Schuler, 2002),
kao i slabu sposobnost produkcije IL-12 i niza drugih proinflamacijskih citokina
(Lutz i Schuler, 2002, Menges i sar., 2002) ukazuje na njihov potencijal indukcije
Treg u limfnom &voru in vivo. Za razliku od poluzrelih LC, zrele LC su nakon
uspostavljanja kontakta sa T-limfocitima putem CD40:CD40L interakcije dodatno
povecale ekspresiju kostimulacijskih molekula i proinflamacijskih citokina do nivoa

koji pokrece uspostavljanje steCenog imunskog odgovora (Slika 2).
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Slika 2. Uticaj maturacijskog statusa LC na indukciju tolerogenosti i imunosti

U in vitro eksperimentalnom modelu je pokazano da je TGF-B smanjio
fenotipsko i funkcionalno sazrevanje MoLC u prisustvu TNF-a tako §to je snizio
ekspresiju TNFRI, ali i da nije imao uticaja na ekspresiju CCR7 niti na njihovo
sazrevanje pod uticajem CD40L (Geissmann i sar., 1999). Ovakav efekat TGF-f bi
trebalo da spre¢i svaku nekontrolisanu maturaciju LC u uslovima homeostaze pod
uticajem nespecifi¢nih proinflamacijskih signala prisutnih u epitelima, budu¢i da je
TGF-B prisutan u visokoj koncentraciji u intaktnoj kozi i sluzokozama (Li i sar.,
2006).
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1.5. Sposobnost antigenske prezentacije i pokretanje steCenog

imunskog odgovora od strane Langerhansovih cCelija
1.5.1. Antigenska prezentacija CD4" T-limfocitima

Dendritske ¢elije, B-limfociti i monociti/makrofagi pripadaju tzv.
profesionalnim  APC  koje eksprimiraju  peptide nastale degradacijom
ekstracelularnih antigena u sklopu MHC molekula 11 klase radi prezentacije antigen-
specifienim CD4" T-limfocitima. Kada T-éelijski receptor na naivnom, CD4" T-
limfocitu (ThO) prepozna kompleks peptid / MHC molekul Il klase, uspostavlja se
imunoloSka sinapsa izmedu ovih celija koja dovodi do aktivacije i proliferacije
limfocita. U zavisnosti od porekla prezentovanog peptida, karakteristika interakcije
izmedu kostimulacijskih molekula u sastavu imunoloSske sinapse i produkcije
polarizacijskih citokina od strane APC, dolazi do diferencijacije aktivisanih, naivnih
CD4" T-limfocita u razli¢ite efektorske podtipove limfocita (Th1, Th2, Th17 i Treg)
i do aktivacije ve¢ uspostavljenih memorijskih limfocita, kako bi se organizam
oslobodio od uzro¢nika infekcije na §to adekvatniji nacin (Banchereau i Steinman,
1998, Banchereau i sar., 2000).

LC snaznije stimulidu proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u poredenju sa
CD14" DC, nezavisno od toga da li su dobijene in vitro od CD34" progenitorskih
¢elija iz pupcane vrpce ili su izolovane nakon enzimske digestije iz kozZnog
eksplantata. lako su ove LC znacajno indukovale sekreciju IL-2, IL-10 i IFN-y u
kokulturi sa naivnim alogenim CD4" T-limfocitima, dominantna produkcija IL-4,
IL-5 i IL-13 ukazuje da one ipak prevashodno usmeravaju imunski odgovor u Th2
smeru (Klechevsky i sar., 2008). Snazniji alostimulacijski kapacitet LC poreklom iz
koZe u poredenju sa CD14"DC mogao je da bude posledica slabije ekspresije PDL-1
(eng. Programmed Death Ligand-1) i jace ispoljenosti ICOS-L (eng. Inducible
Costimulator Ligand) (Furio i sar., 2010).

CCR7" LC su jedina subpopulacija DC u kozi koja je mogla da indukuje
Th17 imunski odgovor u kontaktu sa alogenim CD4" T-limfocitima in vitro,
zahvaljujuéi produkciji IL-15, IL-6 i TGF-p (Mathers i sar., 2009). Ove LC su,
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takode, pokazale sposobnost da indukuju i IL-22" IL-17° CD4" T-limfocite, odnosno
IL-22" IFN-y" CD4" T-limfocite, ali samo ukoliko nisu bile izolovane iz koznih
reznjeva pomocu enzimske digestije, ve¢ nakon spontane migracije, i ako u
medijumu za kultivaciju nije bilo tele¢eg seruma (Fujita i sar., 2009). IL-22
uglavnom produkuju CD4" T-limfociti i NK éelije u kozi, crevima i plu¢ima, gde on
ispoljava protektivnu ulogu u ocuvanju integriteta njihovih epitelnih barijera tako
Sto stimuliSe produkciju B-defensina od strane epitelnih Celija i fibroblasta. Ovaj
citokin je odgovoran i za podsticanje proliferacije keratinocita kod obolelih od
atopijskog dermatitisa i psorijaze (Zheng i sar., 2008). Skorasnje studije su potvrdile
da se populacija Th22 limfocita sastoji od memorijskih CD4" T-limfocita usmerenih
ka kozi i sluzokozama, koji eksprimiraju CCR4, CCR6 i CCR10 receptore, i da su za
njihovu indukciju neophodni IL-6 i TNF-a (Duhen i sar., 2009, Trifari i sar., 2009).

Nedavno je pokazano da najveci deo populacije T-limfocita u kozi odrasle
osobe sadinjavaju memorijski T-limfociti (CD45RO*"CLA'CCR4") (Clark i sar.,
2006). Mnoge od ovih ¢elija su zapravo rezidentne u kozi, ne recirkuliSu i imaju
ulogu u uspostavljanju i odrzavanju lokalne imunosti (Clark i sar., 2012). Nakon in
vitro kultivacije sa autolognim rezidentnim CD4" T-limfocitima, LC dobijene ex
vivo iz kozZe su indukovale aktivaciju i proliferaciju samo subpopulacije memorijskih
Treg (CD4'CD25'FoxP3'CD127). Dodatak toplotom inaktivisanih konidija
Candide albicans u ovu kokulturu, doveo je do dozno-zavisne inhibicije proliferacije
Treg, odnosno snaznije proliferacije memorijskih IFN-y* IL-17" CD4" T-limfocita.
Pokazani rezultati su ukazali na sposobnost koznih LC da u odsustvu infekcije
indukuju imunsku toleranciju na sopstvene antigene, kao i da u slucaju nastanka
inflamacije pokrenu lokalni efektorski imunski odgovor koji ne ukljuc¢uje migraciju

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

Kozne LC su indukovale produkciju IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T-
limfocitima nakon in vitro inkubacije sa virusima rubeole koji su bili inaktivisani
UV zracenjem (van der Vlist i sar., 2011). Kako u ovoj studiji nije analiziran profil
produkcije drugih Th-polarizacijskih citokina, nije bilo moguée zakljuciti da li su

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

Sve nukleisane éelije eksprimiraju sopstvene peptide CD8" T-limfocitima u
kompleksu sa MHC molekulima I klase ¢ime se odrzava tolerancija prema vlastitim
antigenima. Kada se u kompleksu sa MHC molekulima I klase na povrSini fenotipski
i funkcionalno zrele APC ispolje sopstveni izmenjeni ili strani peptidi, nakon
kontakta sa CD8" T-limfocitima pokrenuce se odgovor posredovan CTL. Unakrsna
prezentacija predstavlja sposobnost APC da putem MHC molekula I klase predstave
CD8" T-limfocitima peptide poreklom od ekstracelijskih antigena. (Banchereau i
sar., 2000, Joffre i sar., 2012).

Igyarto i saradnici su sva istrazivanja u vezi sa sposobnoiéu LC da
prezentuju antigene CD8" T-limfocitima podelili u 3 osnovne grupe. Prva grupa
studija uradena je na in vitro dobijenim ili ex vivo izolovanim LC, koje su nakon
izlaganja antigenima bile kokultivisane sa transgenim CD8" T-limfocitima. Druga
grupa studija obuhvatila je eksperimente sa LC koje su in vivo bile izloZene
antigenu, a nakon ex vivo izolacije su bile kokultivisane sa CD8" T-limfocitima.
Treéa grupa studija pokazala je uticaj koji su LC, nakon in vivo izlaganja antigenu,
imale na CD8" T-limfocite, takode in vivo. Prve dve grupe studija su potvrdile
sposobnost LC da unakrsno prezentuju antigene, dok tre¢a grupa nije, §to bi moglo
biti posledica metodoloskih poteSsko¢a u njihovom izvodenju (Igyarto i Kaplan,
2013).

Humane CD1a"CD14°CD207" LC dobijene in vitro od CD34" progenitorskih
¢elija poreklom iz pupcane vrpce ili izolovane enzimskom digestijom iz koZnih
eksplanata, pokazale su sposobnost da indukuju proliferaciju antigen specifi¢nih
CD8" T-limfocita, &ija su citotoksi¢nost i sposobnost da produkuju IFN-y, takode,
naknadno dokazane in vitro. Pre inkubacije sa CD8" T-limfocitima, LC su
inkubirane sa MART-1 i gpl100 proteinima, specificnim za melanom. Sposobnost
unakrsne prezentacije ovih LC je bila izrazenija u poredenju sa CD1°CD14"CD207
dermalnim DC (Klechevsky i sar., 2008). Navedena osobina koznih LC je pokazana
1 u metodoloski slicnom eksperimentu na miSevima gde je kao antigen koriS¢en

ovalbuminski peptid primenjen epikutano (Stoitzner i sar., 2006).
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Neke od skorasnjih studija su dovele u sumnju sposobnost LC da unakrsno
prezentuju antigene. LC izolovane iz eksplantata humane koze nisu pokazale
osobinu unakrsne prezentacije nakon Langerinom-posredovane ingestije apoptotskih
tela inficiranih virusima rubeole koji su prethodno inaktivisani UV zra¢enjem (van
der Vlist i sar.,, 2011). U humanom epidermisu je opisana subpopulacija
CD141/%*CD1c"™"*CcD14'CD207" DC koja je ispoljavala snazniju sposobnost
unakrsne prezentacije HBsAg u poredenju sa LC. Ova sposobnost nije zavisila od

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

Prethodni primeri su pokazali da klju¢nu vaZznost u unakrsnoj prezentaciji
antigena od strane LC imaju povriinski receptori na ovim ¢elijama preko kojih se
odigrava njegova internalizacija. Na primer, humane LC, bez obzira na poreklo,
pokazale su sposobnost unakrsne prezentacije proteina matriksa virusa influence
(FluMP) tek nakon S§to je on usmeren na dendritski imunoreceptor (DCIR) u obliku
anti-DCIR-FIuMP konjugata koji omogucuje njegovo preuzimanje (Klechevsky i
sar., 2010). Jedna od potencijalnih uloga LC u terapiji ogledala bi se u efikasnoj
unakrsnoj prezentaciji antigena prisutnih u vakcinama protiv razli¢itih infektivnih
patogena ili malignih tumora koje se aplikuju preko koze, i zavisila bi, pre svega, od

izbora pravog nacina za njegovo dopremanje, tj. internalizaciju.

1.6. Posledice ligacije CD40 molekula na Langerhansovim ¢elijama

na Celijski imunski odgovor

Signalizacija preko CD40 receptora na povriini DC nakon vezivanja CD40
liganda (CD40L/CD154) eksprimiranog na aktivisanim T-limfocitima, dovodi do
produzenog prezivljavanja DC, poveéanja ekspresije kostimulacijskih (CD88,
CD80) i adhezivnih molekula (CD54), kao i povec¢ane produkcije citokina od strane
DC neophodnih za usmeravanje Th imunskog odgovora CD4" T-limfocita ili
efektorsku aktivnost CD8" T-limfocita. Od ranije je poznato da je upravo aktivacija
CD40 receptora na DC klju¢ni signal, nakon koga, nezavisno od dotadasnjeg stupnja

maturacije, one postaju potpuno efikasne APC (Ma i Clark, 2009).
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Studija u kojoj su uporedivani fenotip i funkcionalne karakteristike nezrelih
MoLC i LC izolovanih iz koze pokazala je da ove ¢elije imaju sliénu ekspresiju
CD40 molekula (Peiser i sar., 2004). Nakon stimulacije agonistima TLR2, 4 i 5
(bakterijski peptidoglikan, LPS i flagelin) i kokultivacije sa transvektovanim misjim
L ¢elijama koje eksprimiraju humani CD40L, obe vrste ¢elija su povecale ekspresiju
HLA-DR, CD83 i CD86, dok su samo MoLC povecale ekspresiju CD80. MoLC su,
takode, snaznije produkovale IL-12 i IL-10, dok su LC povecale produkciju I1L-10 i
nisu izmenile sekreciju I1L-12. Oba tipa LC nakon izlaganja signalima opasnosti i
dodavanja solubilnog CD40L ispoljile su snazniju sposobnost alostimulacije i
indukcije Thl imunskog odgovora (Peiser i sar., 2004).

Osim imunostimulacijskog potencijala LC, na animalnom modelu je opisana i
njihova specifi¢na imunoregulacijska funkcija zavisna od CD40 molekula kojom LC
suprimiraju autoreaktivne ili preterano aktivne T-limfocite aktivacijom indukovane
éelijske smrti (eng. Activation-induced cell death, AICD). Misje LC ex vivo
izolovane iz koze su samo nakon in vitro tretmana stimulatornim anti-CD40
antitelom eksprimirale FasL (CD95L), ali ne i nakon izlaganja proinflamacijskim
stimulusima poput LPS-a ili IFN-y, $to bi ukazivalo na to da je ekspresija FasL na
LC moguéa tek nakon CD40:CD40L interakcije sa aktivisanim T-limfocitima
(Shibaki i Katz, 2001).

Ono $to LC razlikuje od drugih subpopulacija DC jeste ¢injenica da one
nakon interakcije sa T-limfocitima mogu eksprimirati i Fas receptor (CD95) ali
samo u prisustvu dovoljne koncentracije IFN-y. LC su rezistentne na apoptozu
posredovanu mehanizmom AICD sve dok se nakon uspostavljanja kontakta sa
naivnim CD4" T-limfocitima ne razvije nekontrolisani Th1 imunski odgovor praéen
prekomernom produkcijom IFN-y i povecanom ekspresiom CD95 na LC
(Kawamura i sar., 1999). Kao moguéi razlog ove privremene otpornosti LC na
AICD navodi se povecanje sinteze antiapoptotskih molekula Bcl-2 i Bcl-xL opisano
na DC poreklom od CD34" progenitorske éelije nakon ligacije CD40 molekula
(Bjorck i sar., 1997).

Na primeru tolerogenih LC je pokazano da ligacija CD40 molekula ne utice

na njihovu sposobnost da aktiviraju T-limfocite. Migje ex vivo izolovane LC su
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nakon stimulacije niskim dozama agonista TLR2 i TLR4 (peptidoglikan i LPS)
stekle nezreo fenotip koji se karakteriSe niskom ekspresijom CD40, CD80 i CD86
molekula i niskom produkcijom IL-6. Nakon aktivacije CD40 molekula ove celije
nisu izmenile ekspresiju kostimulacijskih molekula, ali su povecale produkciju IL-6
I IL-12p40, smanjile ekspresiju CCR7 molekula i sposobnost migracije u smeru
hemokina CCL19 i CCL21 i inhibirale proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u
meSanoj kulturi leukocita (Hegde i sar., 2004, Gerlach i sar., 2012). Nabrojani efekti
su posledica izostanka fosforilacije MAPKp38 pod uticajem CD40L (Gerlach i sar.,
2012). DC nezrelog fenotipa koje produkuju IL-6 pokazale su sposobnost da usmere
Th imunski odgovor CD4" T-limfocita u Th2 smeru putem dva nezavisna
mehanizma. Snaznija sekrecija IL-6 u odsustvu sinteze TNF-o i bioaktivnog IL-
12p70 povecala je ekspresiju NFAT transkripcionog faktora (eng. Nuclear Factor of
Activated T-cells) koji je potom indukovao povecanje produkcije IL-4 ili povecao
ekspresiju SOCS (eng. Silencer of Cytokine Signaling) u CD4" T-limfocitima &ime
je inhibirao produkciju IFN-y (Diehl i Rincon, 2002).

1.7. Znacaj Langerhansovih ¢elija u prevenciji i terapiji bolesti

Modeli za terapiju koznih tumora (melanom, spinocelularni karcinom) i
prevenciju obolevanja od infektivnih bolesti (HIV, kolera, tetanus, bakterijski
enterokolitis) bazirani na DC koze mogu se metodoloski podeliti na in vivo
imunizaciju specifiénim antigenima i ex vivo vakcinaciju DC (Romani i sar., 2010)
(Slika 3).
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Slika 3. Imunska terapija ko#nih maligniteta pomocéu DC

Imunizacija se izvodi ubrizgavanjem antigena u kozu (intrakutana) ili
topikalnim nanoSenjem na skarifikovanu kozu nakon uklanjanja stratuma corneuma
(epikutana). Pokazano je da epidermalne LC indukuju snaZniji odgovor CTL u
poredenju sa IDDC u in vitro uslovima (Klechevsky i sar., 2008, Ratzinger i sar.,
2004).

Efikasnost intrakutane imunizacije se povecava kuplovanjem antigena za
antitelo (fuzioni proteinski kompleks) koje prepoznaje neki receptor na DC, najéesée
iz grupe C-lektina. Na ovaj nacin se moze ciljano povecati preuzimanje antigena od
strane DC i time potencijalno unaprediti ovaj vid vakcinacije (Steinman, 2008,
Caminschi i sar., 2009). Kozne DC koje su in vivo ili in vitro preuzele fuzione
proteinske komplekse preko DEC-205/CD205 molekula indukuju znatno jaci ¢elijski
i humoralni imunski odgovor u poredenju sa DC koje su kultivisane u prisustvu iste
koncentracije nekonjugovanog proteinskog antigena (Flacher i sar., 2009, Bonifaz i

sar., 2004, Boscardin i sar., 2006, Bozzacco i sar., 2007). Slican efekat se dobija i
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nakon ciljanog preuzimanja antigena putem Langerina eksprimiranog na LC i

dermalnim Langerin® DC (Flacher i sar., 2010).

Epikutana imunizacija je uveliko nasla prakticnu primenu u prevenciji
infektivnih bolesti. Nakon S$to je pokazano da miSevi ne obolevaju od kolere,
tetanusa 1 toksi¢nog enterokolitisa ukoliko su prethodno bili epikutano izlozeni
njihovim toksinima (Glenn i sar., 1998, Beignon i sar., 2001) nije proteklo puno
vremena pre nego Sto su na trziStu postale dostupne komercijalne humane vakcine
protiv putnicke dijareje i gripa (Frech i sar., 2008, Vogt i sar., 2008). Ove vakcine se
aplikuju pomocu flastera koji sadrzi termicki inaktivisan enterotoksin Escherichie
coli ili imunogene proteine virusa influence. Na primeru vakcine protiv gripa je
pokazano da nema znacajne razlike u indukciji produkcije IFN-y od strane
aktivisanih CD4" T-limfocita nakon epikutane vakcinacije, u poredenju sa
intramuskularnom vakcinom, dok se citotoksi¢ni odgovor CDS8* T-limfocita

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

Studija u kojoj je pracen efekat transkutane aplikacije zivog virusa HIV-a na
indukciju CTL odgovora misa sistemski i lokalno (mukozno) ukazuje na znacajne
sistemske efekte ovakvog nacina aplikacije antigena (Belyakov i sar., 2004).
Analizom kokulture i fenotipa T-limfocita i LC iz Pajerovih plo¢a pokazano je da
LC nakon fagocitoze virusa migriraju, ne samo u obliznje limfne &vorove, veé i u

crevnu mukozu gde aktiviraju rezidentne CD8" T-limfocite.

Danas se sve viSe radi na razvijanju metoda imunske terapije za ponovno
uspostavljanje anti-tumorskog odgovora medu kojima vazno mesto zauzimaju DC
vakcine. Opsti princip na kome poéivaju DC vakcine podrazumeva izolaciju DC
prekursora iz kostne srzi ili krvi, stimulaciju diferencijacije ovih celija in vitro,
izlaganje tumorskim antigenima pacijenta, indukciju maturacije i in vivo aplikaciju
autologih i imunogenih DC obolelom (Janikashvili i sar., 2010, Sabado i Bhardwaj,
2010).

DC koje se koriste za pripremanje ex vivo anti-tumorskih i anti-infektivnih
vakcina treba da imaju snaznu i stabilnu produkuju IL-12p70, da nakon unakrsne

prezentacije antigena T-limfocitima usmere naivne CD4" T-limfocite u Thl smeru i
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aktiviraju naivne CD8" T-limfocite u specificne CTL, i da mogu da pokrenu
adekvatne memorijske imunske odgovore (Sabado i Bhardwaj, 2010). Kako je kod
obolelih od tumora efektorski imunski sistem suprimiran, izmedu ostalog, i zbog
smanjenja ekspresije kostimulacijskih molekula na DC pod uticajem tumorske
mikrosredine nakon Cega one postaju tolerogene prema tumorskim antigenima,
sposobnost DC da indukuju Th2 imunski odgovor uglavnom nije poZeljna u
vakcinama (Grunig i sar., 2005). Uloga Th17 imunskog odgovora u anti-tumorskoj

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

Nakon razvoja in vitro metoda za produkciju velikog broja DC, kao i
povoljnih rezultata primene DC vakcina na animalnim modelima tumora (Muranski i
sar., 2008, Pajtasz-Piasecka i sar., 2008, Sin i sar., 2006), stekli su se uslovi za
njihovu upotrebu u terapiji malignih tumora kod ljudi. Neki od maturacijskih
protokola za dobijanje humanih DC vakcina protiv karcinoma cerviksa uterusa,
melanoma i karcinoma prostate ve¢ su u fazi klinickih studija i daju ohrabrujuce
rezultate (Trakatelli i sar., 2006, Frank i sar., 2010, Adams i sar., 2003). Prednost
ove vrste terapije u odnosu na klasi¢ne metode, pre svega zracenje i hemioterapiju,
proisti¢e iz njenog specifi¢nijeg efekta na ciljno tkivo uz istovremeno minimalna

oStec¢enja zdravog tkiva.

LC jos nisu testirane kao antitumorske vakcine. Razlog za to treba traziti u
ginjenici da je tek nedavno dokazano sa sigurno$éu da LC mogu da vre unakrsnu
prezentaciju antigena (Romani i sar., 2010, Stoitzner i sar., 2006, Klechevsky i sar.,
2008), kao i zbog nedovoljno proucenih protokola za njihovo sazrevanje. Nalaz
jedne od prvih studija da LC dobijene od CD34" prekursora iz kostne srzi nakon
izlaganja antigenima melanoma snaZnije aktiviraju specificne CTL u poredenju sa
DC CD14*-monocitnog porekla, pozitivan je korak u smeru daljeg ispitivanja anti-
tumorskih efekata LC (Romano i sar., 2011).
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Radne hipoteze:

1. Sposobnost polarizacije imunskog odgovora CD4" T-limfocita od strane
MoLC zavisi od:

> vrste faktora koji indukuju maturaciju MoLC;

» pojedinacne ili kKombinovane primene faktora maturacije;
» vremenskog perioda izlaganja ¢elija faktorima maturacije;
» dodatne ligacije CD40 molekula.

2. Razlike u potencijalu MoLC i MoDC da indukuju polarizaciju imunskog
odgovora CD4" T-limfocita u prisustvu istih stimulatora ili njihove kombinacije su
posledica:

» razli¢ite ekspresije markera maturacije i kostimulacijskih molekula na

ovim populacijama;

» produkcije citokina sa razli¢itim proinflamacijskim, imunogenim ili

tolerogenim svojstvima od strane DC;
> razlicite osetljivosti DC na ligaciju CD40 molekula.
Za proveru hipoteza postavljeni su sledeci ciljevi istraZivanja:

1. Ispitati i uporediti efekat koktela proinflamacijskih medijatora (IL-1,
TNF-a, IL-6, PGE;) na sazrevanje, produkciju citokina, alostimulacijsku i Th

polarizacijsku sposobnost humanih MoLC i MoDC;

2. Ispitati 1 uporediti efekat pojedina¢ne i kombinovane primene agonista
TLR3 (Poly(I:C)) i dectina-1/Langerina (curdlan) na sazrevanje, produkciju
citokina, alostimulacijsku i Th polarizacijsku sposobnost humanih MoLC i MoDC;

3. Ispitati uticaj ligacije CD40 molekula na sazrevanje, produkciju citokina,
alostimulacijsku i Th polarizacijsku aktivnost humanih MoLC i MoDC i uporediti

ove efekte;
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4. Ispitati 1 uporediti procese sazrevanja, produkcije citokina, aloreaktivnost i
Th polarizacijske sposobnosti MoLC i MoDC nakon kombinovane stimulacije ovih
¢elija Poly(I:C), curdlanom i sCD40L.
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3.1. Medijumi, hemikalije i ostale supstance

3.1.1. Medijumi i puferi

3.1.1.1. RPMI 1640

Za izolaciju i kultivisanje celija, kao osnovni medijum, kori$¢en je RPMI
1640 medijum (ICN Flow, SAD) sa 1% L-glutamina (ICN Flow, SAD), 1%
gentamicina (ICN-Galenika, Srbija) i 7.5% NaHCO; (Apoteka VMA, Srbija) kao
pufer.

Mononuklearne éelije periferne krvi (MNC) su izolovane sa osnovnim
medijumom uz dodatak 0.02% NaEDTA (Apoteka VMA, Srbija).

MNC su ispirane pomoé¢u osnovnog medijuma kome je dodato 2% fetalnog

tele¢eg seruma (eng. Fetal calf serum, FCS, ICN Flow, SAD).

Za kultivaciju ¢elija je koris¢en kompletni medijum koji predstavlja osnovni
medijum u koji je dodato 10% FCS, 50uM 2-merkaptoetanola (2-ME), 50 i.j/ml

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

Fizioloski rastvor puferovan fosfatnim puferom (eng. Phosphate-buffered
saline, PBS) je napravljen po slede¢oj recepturi: 14 ml 0.2M NaH,PO, (Serva,
Nemacka) + 36 ml 0.2M Ha,HPO, (Serva, Nemacka) + 50 ml 16% NaCl (Zorka,
Srbija), sve rastvoreno u 900 ml destilovane vode.

Modifikovani puferi za pripremu celija za fenotipsku analizu metodom
proto¢ne citofluorimetrije pravljeni su dodavanjem natrijum-azida (NaN3; Apoteka
VMA, Srbija) i FCS u PBS i to:

PBS1 = PBS + 0.01% NaN;

PBS2 = PBS + 0.01% NaN; + 2% FCS
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3.1.1.3. Pufer za magnetno izdvajanje éelija

Pufer za magnetno izdvajanje ¢elija se sastojao od PBS u koji je dodat 2 mM
EDTA 1 0.5% govedi serumski albumin (Sigma-Aldrich, Nemacka).

3.1.1.4. K-PBS

PBS sa dodatkom kalijuma (K-PBS) je puferski rastvor koji je sluzio za
ispiranje plo¢a u ELISA testovima. Rastvor se sastojao od 137 mM NaCl (Zorka,
Sabac), 2.7 mM KCI (Serva, Nemacka), 8.1 mM Na2HPO4 (Serva, Nemacka) i 1.5
mM KH2PO4 (Serva, Nemacka). Vrednost pH mu je podeSena na 7.2 - 7.4.

3.1.1.5. TBS

Fizioloski rastvor puferovan Trizma bazom (eng. Tris-buffered saline, TBS)
je kori$¢en za rastvaranje antitela i ispiranje preparata u toku imunohistohemije.
Sastojao se od 50 mM Tris-Cl (Sigma-Aldrich, SAD) i 150 mM NaCl (Zorka,
Sabac). Vrednost pH mu podesena na 7.0 — 7.4.

3.1.2. Citokini

3.1.2.1. Rekombinantni humani GM-CSF

Rekombinantni humani GM-CSF (Leucomax, specifi¢ne aktivnosti 4.44x10°
IU, Sandoz-Schering Plough, Svajcarska) je rastvoren pod sterilnim uslovima u
destilovanoj vodi 1 RPMI 1640 medijumu do koncentracije od 100 pg/ml, da bi
potom bio ¢uvan do upotrebe na -80°C. U eksperimentima je koriS¢en u finalnoj

koncentraciji od 100 ng/ml.
3.1.2.2. Rekombinantni humani interleukin IL-4

Rekombinantni humani IL-4 (Roche Diagnostics GmbH, Nemacka) rastvoren
je pod sterilnim uslovima u PBS-u oboga¢enom sa 0.1% govedim serum-albuminom
do koncentracije od 25 pg/ml i tako ¢uvan do upotrebe na -80°C. U eksperimentima

je koriS¢en u finalnoj koncentraciji od 20 ng/ml.
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3.1.2.3. Rekombinantni humani TGF-g1

Rekombinantni humani TGF-B1 (R&D Systems, SAD) rastvoren je pod
sterilnim uslovima u 4mM HCI obogaéenom sa 0.1% govedim serum-albuminom do
koncentracije od 20 pg/ml, i tako ¢uvan na -80°C do upotrebe. U eksperimentima je

korisc¢en u koncentraciji od 5 ili 10 ng/ml.
3.1.2.4. Rekombinantni humani TNF-a, IL-6 i IL-1p

Rekombinantni humani TNF-o, IL-6 i IL-1p (svi R&D Systems, SAD)
rastvoreni su pod sterilnim uslovima u PBS-u oboga¢enom sa 0.1% govedim
serumskim albuminom do koncentracije od 100 ug/ml (TNF-a i IL-6), odnosno 25
pug/ml (IL-1pB), i potom ¢uvani na -80°C do upotrebe. U eksperimentima su koriséeni

u koncentraciji od 10 ng/ml.
3.1.2.5. PGE;

PGE; (Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka) je rastvoren ultrasonifikovanjem u
0.1 M PBS-u do koncentracije od 50 pg/ml, i potom ¢uvan na -80°C do upotrebe. U

eksperimentima je primenjivan u koncentraciji od 1 pg/ml.

3.1.3. Imunomodulacijske i druge supstance

3.1.3.1. Poly(l:C)

Poly(I:C) (Sigma-Aldrich, Nemacka) je rastvoren u RPMI 1640 medijumu do
koncentracije od 10 mg/ml i ¢uvan do upotrebe na -20°C. Poly(l:C) je u

eksperimentima kori$é¢en u koncentraciji od 25 pg/ml.
3.1.3.2. Curdlan

Curdlan (Sigma-Aldrich, Nemacka) je rastvoren do koncentracije od 30
mg/ml, najpre u destilovanoj vodi, a potom u 3N NaOH, i ¢uvan je do upotrebe na

+4°C. Curdlan je u eksperimentima koris¢en u koncentraciji od 100 pg/ml.
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3.1.3.3. Rekombinantni humani CD40L

Rekombinantni humani CD40L (InvivoGen, SAD) je rastvoren pod sterilnim
uslovima u PBS-u obogatenom sa 0.1% govedim serum-albuminom do
koncentracije od 100 pg/ml, i tako ¢uvan do upotrebe na -80°C. rhCD40L je u

eksperimentima korisc¢en u finalnoj koncentraciji od 1 pg/ml.
3.1.3.4. 2-ME

2-ME (Fluka, Nemacka) je rastvoren u medijumu za Kkultivaciju do
koncentracije od 50 mM i ¢uvan do upotrebe na +4°C, zasti¢en od svetlosti. Finalna

koncentracija je bila 50 uM.
3.1.3.5. [°H]-timidin

Timidin obelezen tricijumom ([3H]-timidin, Amersham International, Velika
Britanija), specifi¢ne aktivnosti 5 pCi/mM, kori$c¢en je u koncentraciji od 1 pCi po

bazenu ploce od 96 mesta (Sarstedt, Nemacka).
3.1.3.6. PMA i Jonomicin

Forbol-12-miristat-13-acetat (eng. Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) i
Jonomicin (eng. lonomycine) (oba Sigma-Aldritch, Nemacka) su rastvoreni u dimetil
sulfoksidu (DMSO, R&D, SAD) do koncentracije od 20mM (PMA), odnosno
10mg/ml (jonomicin) i ¢uvani do upotrebe na -20°C. PMA je koris¢en u radnoj

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

Limfoprep (Lymphoprep, PAA Laboratories GmbH, Austrija) je gradijent
gustine 1.077 g/ml 1 kori§€en je za izolovanje mononuklearnih ¢elija iz humane

periferne krvi.
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3.2. lzolacija i kultivacija humanih mononuklearnih éelija periferne

krvi

3.2.1. 1zolacija humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Humane MNC su izolovane iz ,buffy coat“a (sloj leukocita dobijen
centrifugiranjem pune Kkrvi u postupku pripremanja krvnih derivata-plazme,
eritrocita, trombocita) koji je dobijen iz Instituta za transfuziologiju
Vojnomedicinske akademije uz pismenu saglasnost davalaca. ,,Buffy coat” je prvo
razblazen u medijumu za izolaciju MNC u odnosu 1:4. Razblazena celijska
suspenzija je u zapremini od 7 ml pipetom pazljivo nanoSena na 3 ml Limfoprep
gradijenta. U tako dobijenoj dvofaznoj suspenziji se posle centrifugiranja na 2200
obrtaja u minutu (eng. Rounds per minute, rpm) (788 x g) tokom 20 minuta na
sobnoj temperaturi izdvojio prsten MNC u interfazi. Gornji sloj razblazene plazme
je uklonjen, a MNC su pazljivo sakupljane i potom resuspendovane u medijumu sa
0.02% NaEDTA i ispirane od gradijenta centrifugiranjem na 1300 r.p.m. (466 x Q)
tokom 15 min na sobnoj temperaturi. U cilju uklanjanja trombocita MNC su
resuspendovane u medijumu za ispiranje i centrifugirane na malim brzinama (800
r.p.m. (287 x g)) tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Talog je resuspendovan u

medijumu za kultivaciju.

Ovako dobijene celije su koris¢ene za dalju izolaciju monocita i CD4Jr T-

limfocita.
3.2.2. 1zolacija monocita periferne krvi

Monociti su izolovani iz MNC adherencijom za plastiku bogica za éelijske
kulture (Flow, Velika Britanija). U svaku bocicu je dodato po 30-40x10° ¢elija u 5
ml medijuma u cilju adherencije monocita. Nakon inkubacije u trajanju od 1,5 sata
na 37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom parom sa 5% CO; bocice su ispirane toplim
medijumom zagrejanim na 37° C u cilju uklanjanja neadherentnih ¢elija. Adherentni

monociti su dalje kultivisani prema eksperimentalnim potrebama.
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3.2.3. Dobijanje i kultivacija dendritskih ¢elija monocitnog porekla (MoDC) i

Langerhansovih éelija monocitnog porekla (MoLC)

Monociti dobijeni adherencijom MNC za plastiku kultivisani su narednih 6
dana na 37°C u atmosferi zasi¢enoj vodenom parom sa 5% CO, u diferencijacionom
medijumu sa GM-CSF (100 ng/ml) i IL-4 (20 ng/ml) u cilju dobijanja MoDC. Za
dobijanje MoLC je dodatno kori¢éen TGF-pl (5 ili 10 ng/ml). Nakon 6 dana
kultivacije sakupljene su neadherentne celije, koje su dominantno cinile nezrele

MoDC i MoLC, i koje su nakon toga koris¢ene u daljim ispitivanjima.

Sazrevanje nezrelih MoDC i MoLC je podstaknuto dodatkom koktela
proinflamacijskih medijatora u celijske kulture: TNF-o, IL-6, IL-1B (svi po 10
ng/ml) i PGE; (1pug/ml) u toku 48h. Ove celije su takode bile stimulisane i sa
Poly(I:C) (25 pg/ml), curdlanom (100 ug/ml) i solubilnim (s)CD40L (1 pg/ml) u
razli¢itim kombinacijama 1 vremenskim terminima naznafenim u legendama
odgovarajuceg grafikona. Efekti Poly(I:C) i curdlana su ispitivani pojedinaéno ili u
kombinaciji tokom 24h ili 48h. MoDC i MoLC nakon 24h stimulacije su isprane, pa
naknadno stimulisane SCD40L u toku dodatnih 24h (Slika 4). Celije su nakon svake
stimulacije isprane u c¢istom medijumu, u cilju oslobadanja od egzogenih i
endogenih citokina, i potom kori§¢ene u daljim testovima. Supernatanti iz svih
bazena u kojima su ¢elije bile kultivisane su pokupljeni i zamrznuti na -20°C radi

kasnijeg odredivanja nivoa produkovanih citokina.
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Slika 4. Shematski prikaz eksperimentalnog dizajna

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-
4, a nezrele MoLC dodatkom TGF-p ovom diferencijacionom koktelu. Obe grupe ¢elija su potom
stimulisane standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE;) u toku
48h, kao i pojedina¢no ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u toku 24h ili 48h. Fenotipske i
funkcionalne karakteristike MoDC i MoLC su nakon 24h maturacije procenjene i dodatkom
sCD40L.

3.2.4. lzolacija alogenih CD4" T-limfocita tehnikom imunomagnetnog

izdvajanja

Za postavljanje MLR, kao i za utvrdivanje Th citokinskog profila, kori§¢ene
su CD4" T-¢elije koje su dobijene kao negativna frakcija iz MNC primenom tehnike
imunomagnetnog izdvajanja. Od dobijenih MNC odvojeno je 1x10°® ¢elija i izvedena
je procedura imunomagnetnog izdvajanja CD4" T-limfocita, kori$éenjem kompleta
za izolaciju CD4" T-limfocita, a prema protokolu proizvodaca (CD4" T-Cell
Isolation Kit I, MACS, Myltenyi Biotec, Nemacka). MNC su inkubirane 15 minuta

na hladnom u puferu za magnetno izdvajanje c¢elija sa koktelom antitela
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konjugovanih biotinom, u razblazenju 1:5. Koktel je sadrzao antitela na sledece
antigene: CDS§, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR v/3 i CD235a.
Nakon inkubacije, ¢elije su dva puta isprane u puferu za sortiranje ¢elija i inkubirane
15 minuta na hladnom sa magnetnim partikulama za koje su vezana anti-biotinska
antitela u finalnom razblazenju 1:5. Celijska suspenzija obelezena magnetnim
partikulama isprana je nakon inkubacije dva puta u puferu za imunomagnetno
izdvajanje c¢elija, resuspendovana u 500 pl istog pufera i1 potom naneta na
separacionu kolonu (LS Columns, MACS, Myltenyi Biotec, Nemacka) postavljenu u
magnetnom polju (Midi MACS Magnet, Myltenyi Biotec, Nemacka). Nakon jednog
ciklusa imunomagnetnog izdvajanja ¢elija na koloni su izdvojene imunomagnetno
obelezene éelije, dok su u eluatu sakupljene pre¢iséene CD4" T-¢elije. Cistoca
izolovanih CD4" T-¢elija je, u zavisnosti od eksperimenta, bila izmedu 91-96 %, $to
je potvrdeno protocnom citofluorimetrijom koris¢enjem anti-CD4-FITC (engl.
Fluorescein isothiocyanate, FITC) i anti-CD3-PE (engl. Phycoerythrin, PE) antitela

(oba Serotec, Velika Britanija).
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3.3. Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC

3.3.1. Monoklonska antitela

Diferencijacija i sazrevanje MoDC i MoLC praéeno je analizom ekspresije
povrsinskih markera. U tu svrhu koris¢ena su monoklonska antitela u odredenim

razblaZenjima (Tabela 1).

Tabela 1. Monoklonska antitela koriS¢ena za procenu fenotipskih

karakteristika MoDC i MoLC.

Monoklonsko antitelo RazblaZenje Proizvodac¢
Misije anti-humano CD40 (PE) 1:5 BD Biosciences, SAD
Misije anti-humano HLA-DR (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano HLA-DR (biotine) 1:10 eBioscience, SAD
Misije anti-humano CD54 (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CD83 (FITC) 1:5 BD Biosciences, SAD
Misije anti-humano CD86 (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CCR7 (FITC) 1:10 R&D Systems, SAD
Misije anti-humano CD80 (FITC) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CD14 (FITC) 1:10 Serotec, V. Britanija
Misije anti-humano CD1a (PE) 1:10 Serotec, V. Britanija

3.3.2. Protocna citofluorimetrija

MoDC i MoLC su isprane u hladnom PBS1 na 1500 r.p.m. (537 x g) tokom 8
minuta na +4°C. Nakon ispiranja, Celije su resuspendovane u PBS1 ili PBS2 do
koncentracije od 1x10° ¢elija u ukupnoj zapremini od 50 pul po epruveti za proto¢nu
citofluorimetriju. U ¢elijsku suspenziju su dodata monoklonska antitela u
odgovarajué¢im razblazenjima, najée$ée u vidu dvostruke fluorescence. Celije su
potom inkubirane 30 minuta na +4°C, pa isprane centrifugiranjem na 1500 r.p.m.

tokom 8 minuta na hladnom. U suspenziju ¢elija u kojoj su inkubirana primarna
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antitela konjugovana biotinom dodavan je streptavidin konjugovan sa 5-PE-Cy5
(eng. Phycoerythrin cyanine, 5-PE-Cy5) (eBioscience, SAD) u kona¢nom
razblazenju 1:100. Posle dodatne inkubacije od 30 minuta na +4°C i ispiranja sa
hladnim PBS1 u toku 5 minuta, ¢elije su fiksirane u 10% rastvoru paraformaldehida
u PBS1. Kontrola se sastojala od uzoraka sa adekvatnim irelevantnim mi§jim
monoklonskim antitelima, specificnim za pacovske antigene, koja su bila
konjugovana sa odgovaraju¢om fluorescentnom bojom (FITC, PE) ili biotinom uz
dodatak streptavidin-5-PE-Cyp5.

Fenotip obelezenih C¢elija je analiziran na EPICS XL-MCS proto¢nom
citofluorimetru (Coulter, Krefeld, Nemacka). U ovom aparatu kao izvor svetlosti
koriS¢en je argonski laser sa emisijom ekscitirajuce svetlosti u opsegu talasne duzine
450-530 nm. Rezultati su predstavljeni kao numeri¢ke vrednosti procenta pozitivnih
¢elija i srednje vrednosti intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity,
mfi). Procenat pozitivnih ¢éelija je odredivan postavljenjem grani¢nika na histogramu
fluorescencije na osnovu kontrole. Srednji intenzitet fluerescencije predstavlja
aritmeticku sredinu intenziteta fluorescencija pojedinacnih dogadaja (¢elija)
izrazenu u relativnim brojevima kanala fluorescencije (0 - 1024). Analizirano je

najmanje 5000 ¢elija po uzorku.
3.3.3. Imunocitohemijska detekcija Langerina

Citospinovi MoDC i MoLC su napravljeni kori§éenjem citocentrifuge
(Shandon Cytospine Centrifuge, Thermo Scientific, Holandija). Citospin preparati su
zatim fiksirani u 2% rastvoru pararozanilina u PBS-u a potom 30 min inkubirani sa
kozjim anti-humanim IgG antitelom na Langerin (CD207) (R&D Systems, SAD).
Usledila je 15 min inkubacija sa biotinizovanim poliklonskim antitelom u prisustvu
5% normalnog (AB) humanog seruma, pa nakon toga jos jedna 15 min inkubacija sa
streptavidinom  konjugovanim  alkalnom  fosfatazom  (LSAB+SystemAP;
DakoCytomation, Danska). Bojenje je zavrSeno posle 10 min inkubacije sa
kompleksom fuksina i obojenog substrata (eng. Fuchsin-substrate chromogen).
Nakon svake faze bojenja, ploc¢ice su ispirane slanim puferskim rastvorom TBS.
Preparati su analizirani svetlosnom mikroskopijom. Preparati koji nisu inkubirani sa

primarnim antitelom posluzili su kao negativna kontrola. Na svakom preparatu je
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analizirano najmanje 500 ¢elija nakon Gega je odreden procenat pozitivnih MoDC i

MoLC na Langerin.
3.4. Funkcionalne karakteristike MoDC i MoLC

Alostimulacijski potencijal MoDC i sposobnost usmeravanja T-Celijskog
odgovora ka Thl, Th2, Th17 ili Treg odgovoru ispitivani su koris¢enjem sledecih

testova:
e Alogeni test proliferacije u MLR;

e Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test za utvrdivanje

koncentracije citokina produkovanih u kulturama MoDC i MoLC;

e ELISA i Thl/Th2 11 plex test za utvrdivanje koncentracije citokina
produkovanih u kokulturama MoDC i MoLC sa alogenim T-

limfocitima — Th profil.
3.4.1. Potencijal alostimulacije MoDC i MoLC

Alostimulacijski potencijal MoDC je ispitivan testom MLR u kome su MoDC
i MoLC koris¢ene kao stimulatori, dok su kao responderi kori$éeni CD4" T-limfociti
od alogenog davaoca. U plo¢u od 96 mesta sa ,,U“- dnom (Sarstedt, Nemacka) su
dodati stimulatori kao triplikati dvostruko opadajuéeg broja (od 1x10* do 0.125x10"
MoDC po bazenu) i konstantan broj (1x10°) CD4" T-¢éelija u ukupnoj zapremini od
200 pl po bazenu. Celije su kultivisane 6 dana u kompletnom medijumu u termostatu
na 37°C i 5% CO,. [*H]-timidin je dodat 18 sati pre isteka kultivacije u koncentraciji
od 1 uCi po bazenci¢u. Nakon isteka kulture celije su pokupljene automatskim
skidatem kulture (Titertec Cell Harvester, ICN Flow, SAD). Ugradnja [*H]-timidina
izmerena je scintilacionim B-brojacem (LKB-1219 Rackbeta, Finska) i izrazena kao

broj otkucaja u minuti (engl. Counts per minute, c.p.m).

Dobijene vrednosti su izraZzene u obliku prosecnog indeksa proliferacije (IP)
+ SD, dobijenog od triplikata iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izracunat

koriS¢enjem sledece formule:
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c.p.m. (Mol)C’(LC’)/CD4+ T-limfocitna kokultura)
+ ’ ,
[c.p.m. (sami CD4 T-limfociti) + c.p.m (sami MoDC(LC))].

1P =

3.4.2. Odredivanje produkcije citokina od strane kultivisanih MoDC i MoLC

Koli¢ina produkovanih citokina od strane MoDC ili MoLC (1L-12p70, 1L-23,
IL-27, IL-10, IL-6, TNF-a i IL-1B) odredena je u supernatantima kultura ovih ¢elija
ELISA metodom (R&D Systems i eBioscience, SAD).

U ELISA testovima, mikroplo¢e od 96 mesta (Corning Costar 9018 ELISA
plate, Sigma-Aldrich, Nemacka) su bile oblozene monoklonskim antitelima
specificnim za navedene citokine, dok je sekundarno anti-citokinsko antitelo
konjugovano biotinom. U cilju kvantifikacije citokina u standardu ili uzorcima,
enzim peroksidaze rena je bio konjugovan streptavidinom. Kao supstrat za ovaj
enzim su koriS¢eni stabilizovani vodonik peroksid (H,0,) sa tetrametilbenzidinom,
dok je kao standard u testu koriS¢en adekvatni rekombinantni humani citokin.
Opticka gustina sadrzaja u bazenima je merena spektrofotometrijski na 450 nm
talasne duzine, a trazena koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena na
osnovu standardne krive. Senzitivnost metode je bila 3,0 pg/ml za IL-12p70 i IL-10;
1,3 pg/ml za IL-23; 1,5 pg/ml za IL-27 i TNF-a; 0,1 pg/ml za IL-6, i 0,05 pg/ml za
IL-1pB.

Od koli¢nika izmerenih koncentracija IL-12p70 1 IL-10, dobijenih iz pet
nezavisnih eksperimenata (n = 5), izraunate su prose¢ne vrednosti. Ove vrednosti
su posluzile za procenu sposobnosti DC da nakon odredenog tretmana indukuju Th1

ili Th2 imunski odgovor:

IL-12p70
1> a7 IL-10 ) >1
(Th2) " (Thl)
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3.4.3. Odredivanje produkcije citokina u kokulturi CD4" T-limfocita sa MoDC
ili MoLC

Sposobnost MoDC i MoLC da polarizuju imunski odgovor odredena je
merenjem koncentracije citokina u supernatantima njihovih kokultura sa alogenim
CD4" T-limfocitima pomo¢u ELISA metode (IFN-y, IL-10, IL-4, TGF-B i IL-17) ili
citofluorimetrijskom metodom pomocu fluorescentnih kuglica oblozenih anti-
citokinskim antitelima (IL-2) (R&D Systems, SAD i Th1/Th2 11lplex Kit, Bender
MedSystems, Austrija).

U bazene ploc¢e sa 96 mesta sa ,,U“-dnom (Sarstedt, Nemacka) dodato je po
1x10* nezrelih i stimulisanih MoDC ili MoLC. U iste bazene dodati su i sortirani
ukupni CD4* T-limfociti, 1x10° po bazenu u zapremini od 200 pl medijuma za
kultivaciju ¢elija po bazenu. Nakon petodnevne inkubacije u svaki bazen su dodati
PMA, u koncentraciji od 20 ng/ml, i Jonomicin, u koncentraciji od 500 ng/ml, kako
bi se indukovala intracelularna produkcija Th-citokina. Celije su inkubirane jo§ 24h,
a zatim su u supernatantima svakog bazena odredivane koncentracije citokina.

Nivoi produkovanih Th-citokina odredivani su ELISA testovima po
uputstvima proizvodaca kako je to opisano u poglavlju 3.4.2. Senzitivnost metode je
bila 0,06 pg/ml za IFN-y; 1,5 pg/ml za IL-17; 3,0 pg/ml za IL-10; 0,1 pg/ml za IL-4;
4,0 pg/ml za IL-13, i 3,0 pg/ml za TGF-p.

IL-2 je odredivan u supernatantima kokultura MoDC i MoLC sa CD4+ T-

limfocitima koris¢enjem humanog Th1/Th2 1lplex sistema. Za analizu ovog
citokina su koris¢ene fluorescentne kuglice oblozene monoklonskim anti humanim-
IL-2 antitelom, kao i sekundarno anti-IL-2 antitelo konjugovano biotinom. Detekcija
vezanog IL-2 iz uzorka je izvrSena pomocu rastvora sStreptavidin-fikoeritrina.
Senzitivnost metode je bila 16,4 pg/ml. Uzorci su analizirani u FL4 kanalu na
proto¢nom citofluorimetru (EPICS XL-MCS, Coulter, Nemacka), a rezultati su
obradeni softverom koji je dobijen uz kit (FlowCytomix Pro Software).

Od koli¢nika IFN-y / IL-4, IFN-y / IL-13, IFN-y / IL-10, IFN-y / IL-17 i IL-2
| TGF-B, dobijenih u pet nezavisnih eksperimenata, izraCunate su srednje vrednosti
na nacin opisan u poglavlju 3.4.2. Ove vrednosti su posluzile za procenu

dominantnog smera Th polarizacije ili sposobnosti proliferacije alogenih CD4" T-
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limfocita, u zavisnosti od prethodnog tretmana DC sa kojima su bili kokultivisani

limfociti.

3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci su statisticki obradeni Studentovim t-testom i/ili analizom varijanse
(ANOVA) uz odgovarajuci posthoc test (Tukey za One-Way ANOVA, Bonferroni
za Two-Way ANOVA) u programu GraphPad Prism v.5.04. Vrednosti p manje od

0,05 smatrale su se statisticki znacajnim.
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4.1. Uticaj koktela proinflamacijskih medijatora na sazrevanje i
funkcije MoLC

4.1.1. Fenotipske karakteristike MoLC

Nezrele MoLC su dobijene $estodnevnom inkubacijom humanih monocita u
prisustvu GM-CSF, IL-4 i TGF-B. Fenotipska svojstva ovih c¢elija su opisana
pomoc¢u imunohistohemijske (Langerin) i citofluorimetrijske (CD14, CD1a) analize
vezivanja antitela usmerenih protiv njihovih povrsinskih molekula. Rezultati su
prikazani u obliku procenta celija koje su ispoljile ove molekule. Nadeno je da
vecina nezrelih MoLC (84.5 £ 7.7%) ispoljava Langerin (Slika 5) i CD1a (91.4 +
2.6%), uz istovremeno odsustvo ekspresije CD14 molekula (Grafikon 1).

Langerin Negativna kontrola
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Slika 5. Fenotipska karakterizacija nezrelih MoLC imunohistohemijskom metodom

]

Citospin preparati nezrelih MoLC obelezeni su anti-humanim Langerin 1gG kako je opisano u
poglavlju Materijali i metode. Najmanje 500 ¢elija je analizirano svetlosnom mikroskopijom na
svakom citospinu, nakon ¢ega je utvrden procenat pozitivnih ¢elija. Originalno uvecéanje - 600 X,
grani¢nik odgovara 20 pm. Slajdovi tretirani TBS-om umesto primarnog antitela posluzili su kao
negativna kontrola. Prikazana su reprezentativna vidna polja.
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Grafikon 1. Fenotipske karakteristike nezrelih MoLC.

MoLC su dobijene nakon $estodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-B. Ove celije su obelezene antitelima specificnim za CD14 i CDla molekul, pa zatim
analizirane citofluorimetrijom. Brojevi u okviru CD14-FITC / CD1a-PE dijagrama predstavljaju
procenat MoLC koje eksprimiraju ove markere unutar selektovane populacije (ogradica je prikazana
na FS / SS log dijagramu). Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog od pet nezavisnhih
eksperimenata.

Fenotipske karakteristike MoLC su opisane i nakon stimulacije nezrelih
MoLC standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-a, IL-1B, IL-6 i
PGE,). Vezivanje antitela usmerenih protiv povrs§inskih molekula na ovim ¢elijama
analizirano je metodom citofluorimetrije. Rezultati su prikazani u obliku procenta
¢elija koje su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove
ekspresije. Stimulacija MoLC standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora je
dovela do njihovog fenotipskog sazrevanja, §to je potvrdeno na osnovu statisticki
znacajnog povecanja ekspresije HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7 u odnosu na
kontrolne, nezrele MoLC (Tabela 2 i Grafikon 2).
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Tabela 2. Fenotipske karakteristike MoLC sazrelih u prisustvu koktela
proinflamacijskih medijatora.

MoLC, 48h
%z SD 89.4+84 95.9+ 3.8
HLA-DR

mfix SD 15.6 £5.6 385+ 4.7 ***

%= SD 42.1 +14.5 02.8 + 6.4 ***
CD86 _

mfix SD 27+1.6 6.1 £ 0.9 **

%z SD 16.8 £+ 9.2 825 + 7.3 ***
CD83 _

mfix SD 29+ 0.6 34+1.4

%z SD 87.2+9.3 815+11.5
CD54 _

mfix SD 7.7+25 11.0+x3.7*

%z SD 3.2+0.3 29.4 + 9.8 ***
CCR7 _

mfix SD 1.2+0.8 29+ 0.7 **

MoLC su dobijene nakon 3estodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-p. Maturacija nezrelih MoLC indukovana je klasi¢nim koktelom proinflamacijskih medijatora u
toku 48h (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE;) kao Sto je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i
zrele MoLC obelezene su antitelima specifiénim za kljuéne DC povr§inske markere a zatim
analizirane na proto¢nom citometru. Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao
srednja vrednost procenta pozitivnih Celija (% = SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije
(engl. mean fluorescence intensity, mfi £ SD).

*=p ¢0.05, ** = p<0.01, ¥** = p 0.001, u poredenju sa nezrelim MoLC

52



Ivan Rajkovi¢ Rezultati

l 120 1200 1
150 | Z " ‘l
@ . 90 | 90 a
= 1901 6of | | 60| ||
= | 5 idl 1:5% | 1 1-6%
Cc LLI 50 ¢ 30 [‘W———' 30 JJ p—
— oL&.. i, T 0 f Mi"t, . ok "‘- - '
g 107" 10° 10' 102 107" 10° 10" 10? 107" 10° 10" 102
= CD83-FITC Ir-PE Ir-FITC
o
%)
2
c
(0]
> 22.3%
= \&
0 5 [\) S . N} - ’
107" 10° 10" 102 10“ 10° 10' 102 107" 10° 10" 10? 10=! 10% 10! 10°
HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC
1s0f | =3 | 80 | ﬁ
%) | i
2100 | | (! 60 { i
g soi | | sgow ‘ r" osn| 1! \ 2.0%
L e T | | ———1 20{ |‘;'i —
o 0 ,,".f'\..__,w._,_ 0 i m— 0 - ':_ et ey em
8 107 10° 10" 102 107 0° 100 102 107 10° 10" 10
% CD83-FITC Ir-PE Ir-FITC
1000 ‘ y 40 : [ ;
M - l418 120! h 5.5 1 , 79 | 60 24 |
n 80 : ] i 30 ‘ 1 |
= | = “ zzl (| 20| | 40! ] |
D | 40 | 99.6% | | 95.7% ‘ 91 1% 20 | 37.8%|
- v D v e Ao
[L ) —C T S . 0 A oiat- — 4 0 e
107" 10° 10" 10? 107" 10° 10" 102 107 1° 10" 10° 107 10° 10" 102
HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC

Grafikon 2. Fenotipske karakteristike MoLC sazrelih u prisustvu Kkoktela

proinflamacijskih medijatora.

MoLC su dobijene nakon Sestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF (100
ng/ml), 1L-4 (20 ng/ml) i TGF-B (10 ng/ml). Maturacija nezrelih MoLC indukovana je koktelom
proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-a, IL-1pB, IL-6 i PGE,) kao $to je opisano u poglavlju
Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLC obelezene su antitelima specifiénim za kljuéne DC
povrsinske markere, a zatim analizirane na protoénom citofluorimetru. Brojevi u gornjem desnom
uglu pojedinaénih histograma predstavljaju proseéne vrednosti intenziteta fluorescence unutar
selektovane populacije (ogradice su prikazane na adekvatnom FS/SS log dijagramu Grafikona 1 (za
nezrele MoLC), odnosno Grafikona 6 (za zrele MoLC)). Prikazani su rezultati jednog
reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. Ir-PE i Ir-FITC predstavljaju nespecifi¢nu
fluorescence u prisustvu irelevantnog (Ir) misjeg monoklonskog antitela konjugovanog odredenim
fluorohromom.
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4.1.2. Produkcija citokina od strane MoLC

Na pocetku ispitivanja funkcionalnih karakteristika MoLC analizirana je
produkcija citokina u supernatantima dvodnevnih kultura nezrelih i zrelih MoLC.
Sposobnost ovih ¢elija da sekretuju citokine je utvrdena ELISA testovima, a
rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih
eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10° MoLC/ml
kulture. U kulturama MoLC stimulisanih proinflamacijskim koktelom izmerene su
statisti¢ki znacajno vecée koncentracije IL-12 i IL-27 u odnosu na kontrolne, nezrele
MoLC, dok nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u nivoima IL-10 i IL-23 (Grafikon
3). Odnos IL-12 / IL-10 je bio znagajno veéi u kulturi zrelih MoLC u poredenju sa
nezrelim MoLC (0,44 £ 0,04 /0,04 + 0,02, p < 0,001).
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Grafikon 3. Produkcija citokina od strane MoLC.

Koncentracije citokina odredivane su ELISA testovima u supernatantima kontrolnih, nezrelih MoLC,
odnosno MoLC indukovanih na sazrevanje u prisustvu proinflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1p, IL-
6 i PGE,) u toku 48h (1 x 10° / ml). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD iz pet
nezavisnih eksperimenata.

*** = p 0,001, u poredenju sa kontrolnim, nezrelim MoLC

4.1.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4" T-limfocita i MoLC

Slede¢i korak u ispitivanjima funkcionalnih karakteristika MoLC odnosio se
na sposobnost usmeravanja imunskog odgovora CD4" T-limfocita. U cilju
proudavanja Th imunskog odgovora in vitro, MoLC (kontrolne, nezrele éelije i ¢elije
stimulisane proinflamacijskim, maturacijskim koktelom) su kokultivisane sa
alogenim CD4" T-limfocitima tokom 5 dana nakon &ega je izmeren nivo citokina u

supernatantima kokultura ELISA testovima ili metodom citofluorimetrijske
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detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izrazene u pg/ml

ili ng/ml.

Rezultati prikazani na Grafikonu 4 pokazuju statistiCki znacajno vecéu
produkciju IFN-y IL-2, IL-4, IL-13 i TGF-B u ¢elijskim kokulturama gde su kao
stimulatori kori§¢ene zrele MoLC u odnosu na kokulture sa kontrolnim, nezrelim
MoLC. Nivoi IL-17 su ostali nepromenjeni, dok je produkcija IL-10 bila sniZena u

odnosu na kokulture sa kontrolnim, nezrelim MoLC.

Analizom medusobnih odnosa pojedinih citokina u okviru Th profila
pokazano je da su odnosi IFN-y / IL-4 i IFN-y / IL-13 bili statisticki zna¢ajno manji,
a odnosi IFN-y / IL-17 i IFN-y / IL-10 bili znaajno veéi u kokulturi zrelih MoLC i
CD4" T-limfocita u odnosu na kokulture sa nezrelim MoLC (Tabela 3).

Tabela 3. Analiza medusobnih odnosa citokina u okviru Th profila u
kokulturama alogenih CD4" T-limfocita sa MoLC.

Odnos Th citokina

o , Statisticka
Citokini Nezrele MoLC
znacajnost
IFN-y / TL-4 439 +3,7 p < 0,001
IFN-y / IL-13 59+0,5 p < 0,001
IFN-y / IL-17 23,0+1,8 p < 0,001
IFN-y / IL-10 75,4+20 p < 0,001

Alogeni CD4" T-limfociti (1 x 10°) su kultivisani 5 dana u prisustvu kontrolnih, nezrelih MoLC ili
MoLC stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE,) u toku 2
dana (1 x 10*). U kokulturu je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i jonomicin (500
ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti IFN-y, IL-4, IL-13, IL-17 i IL-10 su izmerene ELISA
testovima. Iz koliénika ovih citokina, dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata, izradunate su
prose¢ne vrednosti = SD.
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Grafikon 4. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4" T-
limfocita i MoLC.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita nakon $estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4
i TGF-B, a zatim su tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE))
tokom 2 dana. Alogeni CD4" T-limfociti (1 x 10°) su kultivisani 5 dana u prisustvu kontrolnih,
nezrelih MoLC ili zrelih MoLC (1 x 10%). U kokulturu je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA)
(20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti citokina izmerene su
ELISA testovima (IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-B) i metodom citofluorimetrijske detekcije
citokina pomocu fluorescentnih kuglica obelezenih anti-1L-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina iz pet nezavisnih eksperimenata + SD.

*=p 0,05 **=p 0,01, *** =p 0,001, u poredenju sa kokulturom u kojoj su bile kontrolne,
nezrele MoLC
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4.1.4. Potencijal alostimulacije MoLC

Vazna funkcionalna karakteristika DC jeste sposobnost da stimulisu
proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita. Osobina MoLC da u zavisnosti od tretmana
standardnim koktelom proinflamacijskih medijatora indukuju proliferaciju alogenih
CD4" T-limfocita u mesanoj kulturi leukocita, procenjena je na osnovu analize
ugradnje [*H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u obliku indeksa
proliferacije koji se izraCunava kao S$to je opisano u Materijalima i metodama.
Proliferativni odgovor alogenih CD4" T-limfocita u kokulturi sa zrelim MoLC bio je
slabiji u odnosu na limfocite kultivisane sa nezrelim MoLC u vi§im MoLC:CD4" T-
odnosima (1:10 i 1:20) (Grafikon 5).
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0
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160
MoLC / CD4+ T-limfociti
LEGENDA: MoLC kontrola . MoLC koktel

Grafikon 5. Potencijal alostimulacije MoLC.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita nakon $estodnevne stimulacije GM-CSF, IL-4 i TGF-B, a
zatim su tretirane standardnim maturacijskim (TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE,) tokom 2 dana. Nezrele i
zrele MoLC su kultivisane u dvostruko-opadajuéem broju (1 x 10* - 0,0625 x 10*) sa alogenim CD4*
T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat [*H]-timidin, nakon
Cega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute,
c.p.m.) kao §to je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku
proseénog indeksa proliferacije (IP) + SD dobijenog iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izradunat
koris¢enjem sledeée formule: IP = c.p.m. (MoLC/CD4" T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami
CD4" T-limfociti) + c.p.m (sami MoLC) ]. Broj B radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4" T-
limfocita bio je 402 + 53 c.p.m, a u kulturi samih MoLC nezavisno od broja i maturacionog statusa
bio je 79 £ 16 c.p.m. (navedene su prose¢ne vrednosti, dobijene iz pet nezavisnih eksperimenata).

* = p ¢ 0,05, u poredenju sa kontrolnim, nezrelim MoLC
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4.2. Poredenje fenotipskih i funkcionalnih svojstava MoDC i MoLC

stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora

4.2.1. Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC

U cilju blizeg definisanja imunobioloskog potencijala MoLC izvriena je
analiza i poredenje fenotipskih i funkcionalnih svojstava ovih ¢elija u odnosu na
MoDC istih donora, koje su diferentovane u kulturi od monocita kao i MoLC ali bez
dodatka TGF-p.

Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC su analizirane citofluorimetrijskom
metodom. Rezultati vezivanja antitela usmerenih protiv povrsinskih molekula na
ovim c¢elijama su prikazani u obliku procenta celija koje su ispoljile pomenute

molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.

Nakon diferencijacije obe ¢elijske subpopulacije su stekle fenotip nezrelih
DC koji se karakterisao niskom ekspresijom CD83 (Tabela 4), CD86 i CCR7
(Tabela 4, Grafikon 6). Dok je ekspresija CD14 bila gotovo nedetektabilna na obe
subpopulacije DC, skoro sve MoLC i oko polovina MoDC su ispoljile CDla
(Grafikon 6). Nezrele MoLC su se razlikovale od nezrelih MoDC po visim forward
scatter (FS) parametrima, ali i po znaéajno nizoj ekspresiji HLA-DR, CD54 i CCR7
(Tabela 4, Grafikon 6). Takode, procenat Langerin® ¢elija u populaciji nezrelih
MoLC (84.5 = 7.7 %) bio je zna¢ajno veéi od Langerin® éelija u populaciji MoDC

(6.4 £ 2.1 %) (rezultati nisu prikazani).

Tetman obe grupe celija koktelom proinflamacijskih medijatora doveo je do
fenotipskog sazrevanja DC pra¢enog poveéanjem ekspresije HLA-DR, CD83, CD86
i CCR7, uz istovremeno sniZenja FS parametara. Zrele MoLC su imale slabiju
ekspresiju HLA-DR, CD54 i CCR7 u poredenju sa zrelim MoDC, dok razlika u
ekspresiji CD83 i CD86 nije detektovana (Tabela 4 i Grafikon 6).
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Tabela 4. Poredenje fenotipskih karakteristika MoDC i MoLC stimulisanih u

prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora.

MoDC MoLC MoDC MoLC

%+SD 15,0 + 8,2 16,8 + 9,2 89,0 + 6,2 825+7,3
CDS83 _

mfixSD 57+1,0 29+0,6 35+1,7 34+14

%+SD 92,8 + 6,0 89,4 +8.4 975+24 95,9 + 3,8

HLA-DR

mfitSD | 34,6 + 4,3 15,6 £ 5,6 *** | 57,5+6,8 38,5 + 4,7 ***

%+SD 34,1 +11,8 421+ 14,5 91,7+5,9 92.8+6,4
CD86 _

mfiSD 24+0,6 27+1,6 6,4+ 3,7 6,1+0,9

%+SD | 96,3+1,9 87,2+9,3 959+ 272 815+ 11,5 *
CD54

mfitSD | 15,2 + 3,7 77+25* | 141+35 11,0 + 3,7

%+SD 10,0 + 2,7 32+03* [596+6,9 294 + 9,8 ***
CCRY7 _

mfiSD 39+1,4 1,2+0,8 12,1+0,9 2.9+0,7 **

MoDC su dobijene nakon $estodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF i IL-4,
dok su MoLC nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela ali uz dodatak TGF-B. Maturacija
nezrelih ¢elija obe grupe indukovana je koktelom proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-a,
IL-1p, IL-6 i PGE,) kao $to je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele DC obelezene
su antitelima specifi¢nim za kljuéne DC povriinske markere pa zatim analizirane citofluorimetrijom.
Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih
¢elija (%= SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi =

SD).

** =1 (0,01, *** = p ¢ 0,001, u poredenju sa nezrelim ili zrelim MoLC
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Grafikon 6. Poredenje fenotipskih karakteristika MoDC i MoLC stimulisanih u

prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora.

MoDC su dobijene nakon $estodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF i IL-4,
dok su MoLC nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela ali uz dodatak TGF-B. Maturacija
nezrelih ¢elija obe grupe indukovana je koktelom proinflamacijskih medijatora u toku 48h (TNF-a,
IL-1p, IL-6 i PGE,) kao $to je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele DC obe grupe
su obeleZene antitelima specifi¢nim za kljuéne DC povriinske markere pa zatim analizirane
citofluorimetrijom. Brojevi u gornjem desnom uglu pojedinaénih histograma predstavljaju proseéne

vr

ednosti

intenziteta fluorescence unutar selektovanih populacija (ogradica je prikazana na

adekvatnom FS/SS log dijagramu). Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog donora od pet
nezavisnih eksperimenata. Ir-PE i Ir-FITC predstavljaju nespecificne fluorescence u prisustvu
irelevantnog (Ir) mi§jeg monoklonskog antitela konjugovanog odredenim fluorohromom.
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4.2.2. Produkcija citokina od strane MoDC i MoLC

MoDC i MoLC produkuju polarizacijske citokine koji su neophodni za
usmeravanje Th imunskog odgovora. Kako bi se procenila ova sposobnost, u
supernatantima kultura obe subpopulacije DC izmerene su koncentracije pomenutih
citokina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija iz
pet nezavisnih eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10°
MoLC/ml kulture.

U supernatantima kultura nezrelih MoDC i MoLC odredene su koncentracije
IL-12, IL-23, IL-27, IL-10, IL-6 i TNF-a, a u supernatantima kultura MoDC i MoLC
stimulisanih sa standardnim proinflamacijskim koktelom izmereni su nivoi IL-12,
IL-23, IL-27 i IL-10. Medusobnim poredenjem dobijenih vrednosti pokazano je da
su nezrele MoLC produkovale znatno manje koli¢ine IL-12 i TNF-0, a znatno vise
IL-23 u poredenju sa nezrelim MoDC. Razlike u produkciji IL-6, IL-10 i IL-27 nisu
bile statisti¢ki znacajne (Grafikon 7). Odnos IL-12 / IL-10 je bio statisticki znacajno
nizi u kulturi nezrelih MoLC u poredenju sa nezrelim MoDC (0,04 £0,02/0,16 =
0,05, p < 0,001).

U kulturama zrelih MoLC detektovane su znatno veée koncentracije IL-12 i
IL-23, a znatno manje koncentracije IL-10 u poredenju sa zrelim MoDC. Nije bilo
razlike u produkciji IL-27 izmedu ove dve celijske subpopulacije (Grafikon 7).
Odnos IL-12 / IL-10 je bio statisti¢ki zna¢ajno veéi u kulturi zrelih MoLC u
poredenju sa zrelim MoDC (0,44 0,04 /0,09 + 0,01, p < 0,001).
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Grafikon 7. Poredenje produkcija citokina u supernatantima kultura MoDC i

MoLC.

Koncentracije citokina odredivane su ELISA testovima u supernatantima MoDC i MoLC (1 x 10°/
ml) kultivisanih bez ili u prisustvu proinflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1p, IL-6, PGE;) u toku
48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 5 razli¢itih eksperimenata).

*=p 0,05, ** = p (0,01, *** = p < 0,001, u poredenju sa nezrelim ili zrelim MoLC
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4.2.3. Produkcija citokina u kokulturi alogeninh CD4" T-limfocita sa MoDC ili
MoLC

Razlika u sposobnosti MoDC i MoLC da usmere Th imunski odgovor je
testirana merenjem nivoa citokina u njihovim petodnevnim kokulturama sa alogenim
CD4" T-limfocitima. Koncentracije citokina u supernatantima kokultura su odredene
ELISA testovima i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu
fluorescentnih kuglica. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija

citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izrazeni u pg/ml ili ng/ml kultura.

Nezrele MoLC su bili slabiji stimulatori produkcije IFN-y, IL-4, 1L-13 i IL-
10, a bolji stimulatori produkcije 1L-2 i IL-17 u kokulturi sa alogenim CD4" T-

limfocitima, u poredenju sa nezrelim MoDC (Grafikon 8).

Suprotno ovim nalazima, zrele MoLC su snaznije indukovale sekreciju IFN-
v, IL-2 i IL-17 u ko-kulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa zrelim
MoDC. Interesantan je nalaz za Th2 citokine. Nivo IL-4 u kokulturi CD4" T-
limfocita sa zrelim MoLC je bio visi u poredenju sa kokulturom CD4" T-limfocita i
zrelim MoDC. Suprotni rezultati su dobijeni za IL-13. Takode, produkcija TGF-p u
kokulturama zrelih MoLC sa CD4" T-limfocitima je bila veéa u poredenju sa

kokulturom sa zrelim MoDC (Grafikon 8).

Analizom medusobnih odnosa Th polarizujuéih citokina pokazano je da su
odnosi IFN-y / IL-13 bili visi u kokulturi alogenih CD4" T-limfocita sa MoLC
nezavisno od njihove zrelosti, u poredenju sa MoDC, pri ¢emu se odnosi IFN-y / IL-
4 nisu razlikovali. Takode, odnosi IFN-y / IL-17 su bili nizi, a odnosi IFN-y / IL-10 i
IL-2 / TGF-B su bili vigi u kokulturi alogenih CD4" T-limfocita sa nezrelim MoLC,
u poredenju sa nezrelim MoDC. Odnos IL-2 / TGF-B je bio nizi u kokulturi CD4" T-
limfocita i zrelih MoLC, u poredenju sa zrelim MoDC, dok u odnosima IFN-y / IL-
17 i IFN-y / IL-10 nije bilo razlike izmedu pomenutih kokultura (Tabela 5).
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Grafikon 8. Poredenje produkcija citokina u supernatantima kokultura MoDC

ili MoLC sa alogenim CD4" T-limfocitima.

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon $estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i
IL-4, a nezrele MoLC dodatkom TGF-B ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DC su
potom tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE,) tokom 2 dana. Alogeni
CD4" T-limfociti (1 x 10°) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili zrelih DC (1 x 10%). U kokulturu
je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h
inkubacije. Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i TGF-B) i
metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica obelezenih anti-1L-2
antitelima (Th1/Th2 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina iz pet
nezavisnih eksperimenata + SD.

* = p 0,05 ** =p 0,01, *** = p 0,001, u poredenju sa kontrolnim, nezrelim MoDC ili MoLC
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Tabela 5. Analiza medusobnih odnosa Th citokina u kokulturama alogenih
CD4" T-limfocita sa MoLC ili MoDC.

Odnos Th citokina

NEZRELE ZRELE

i Stat. i Stat.

Citokini | MoDC 5 MoDC 5

znac. nac.
IFN-y / IL-4 | 46,4 + 3,2 p>0,05] 300+38 p>0,05
IFN-y1L-13 | 3,2+0,2 p<001] 13+0,2 p < 0,001
IFN-y/IL-17 | 40,6 + 0,6 p<0,001] 342+37 p>0,05
IFN-y/IL-10 | 47,0+ 9,4 p < 0,001 | 156,8 + 20,6 p>0,05
IL-2/TGF-p | 1,3+0,2 p<001] 09+0,2 p<0,01

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-
4, a nezrele MoLC dodatkom TGF-p ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DC su
potom tretirane standardnim maturacijskim koktelom (TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE;) tokom 2 dana.
Alogeni CD4" T-limfociti (1 x 10°) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili zrelih DC (1 x 10%).
U kokulturu DC i CD4" T-limfocita je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i
Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h kultivacije. Vrednosti IFN-y, IL-4, IL-13, IL-17, IL-10 i
TGF-B su izmerene ELISA testovima, a IL-2 metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocéu
fluorescentnih kuglica obeleZenih anti-IL-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). 1z koli¢nika ovih citokina,
dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata, izracunate su proseéne vrednosti + SD, a potom

uporedene Studentovim t-testom.

4.2.4. Potencijal alostimulacije MoDC i MoLC

Na Grafikonu 9 je prikazana razlika u proliferaciji alogenih CD4" T-
limfocita u zavisnosti od toga da li su bili u kokulturi sa MoDC ili MoLC.
Sposobnost proliferacije je procenjena na osnovu analize ugradnje [*H]-timidina u
ove limfocite. Rezultati su predstavljeni u obliku indeksa proliferacije koji se

izraCunava kao $to je opisano u Materijalima i metodama.

CD4" T-limfociti strane nezrelih MoLC su
proliferisali u odnosu na CD4" T-limfocite stimulisane sa nezrelim MoDC (Grafikon

9).

stimulisani od snaznije
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Indeks proliferacije

Nakon sazrevanja u prisustvu koktela proinflamacijskin medijatora,
aloreaktivni stimulatorni kapacitet se promenio u korist MoDC, tako da je
aloreaktivna sposobnost zrelih MoLC bila slabija od zrelih MoDC (Grafikon 9).

Nezrele Zrele
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Grafikon 9. Poredenje potencijala alostimulacije MoDC i MoLC.

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon sestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-
4, a nezrele MoLC dodatkom TGF-p ovom diferencijacijskom koktelu. MoDC i MoLC su sazrele
nakon stimulacije koktelom proinflamacijskih medijatora (TNF-a, I1L-6, IL-1p i PGE,) u toku 2
dana. Nezrele i zrele MoDC i MoLC su potom kultivisane u dvostruko-opadajuéem broju (1 x 10* -
0.0625 x 10% sa alogenim CD4* T-limfocitima (1 x 10° ) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h
kulture je dodat [*H] timidin, nakon &ega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u
minuti (engl. counts per minute, ¢.p.m.) kao $to je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su
predstavljeni rezultati u obliku prose¢nog indeksa proliferacije (IP) = SD dobijenog od iz pet
nezavisnih eksperimenata. IP je izraCunat koris¢enjem sledeé¢e formule: IP = c.p.m.
(MoDC(LC)/CD4" T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami CD4" T-limfociti) + c.p.m (sami
MoDC(LC)) ]. Spontana ugradnja [°H] timidina u kulturama samih CD4" T-limfocita, odnosno
samih DC oba tipa, izradunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata. Broj p
radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4" T-limfocita je bio 402 + 53 c.p.m; broj p radioaktivnih
raspada u kulturi samih MoDC ili MoLC, nezavisno od broja i maturacionog statusa, je bio 82 + 20
C.p.m. (odgovara nivou prirodnog fona zracenja).

* =p (0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, u poredenju sa kontrolnim, nezrelim MoDC ili MoLC.

67



Ivan Rajkovi¢ Rezultati

4.3. Uticaj Poly(I:C) i curdlana na fenotipska svojstva i funkcije
MoLC

U narednim ispitivanjima proucavan je uticaj pojedina¢ne i kombinovane
primene imunomodulacijskih supstanci Poly(l:C) i curdlana na fenotipska svojstva i
funkcije MoLC.

4.3.1. Fenotipske karakteristike MoLC

Fenotipske karakteristike MoLC su odredene citofluorimetrijskom analizom
vezivanja antitela usmerenih protiv povrSinskih molekula na ovim c¢elijama.
Rezultati su prikazani u obliku procenta MoLC koje su ispoljile pomenute molekule

I kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.

Stimulacija MoLC sa Poly(I:C) ili curdlanom je dovela do fenotipskog
sazrevanja ovih ¢elija, Sto se moze zakljuciti na osnovu snaznije ekspresije HLA-
DR, CD86, CD80, CD83, CD40, CD54 i CCR7 molekula, u poredenju sa
kontrolnim, nestimulisanim MoLC (Tabela 6, Grafikon 10). Kombinovani tretman
Poly(l:C) i curdlanom je doveo do povecanja eskpresije CD80, CD40 i CCR7
molekula na MoLC, u odnosu na éelije koje su bile pojedina¢no stimulisane
Poly(l:C) ili curdlanom, dok je nivo ekspresije HLA-DR ostao nepromenjen.
Kombinovana primena Poly(I:C) i curdlana je, takode, povecala ekspresiju CD86,
CD83 i CD54 molekula na MoLC u odnosu na tretman curdlanom, odnosno nije
izmenila njihovu ekspresiju u poredenju sa samim Poly(I:C) (Tabela 6, Grafikon
10).
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Tabela 6. Fenotipske karakteristike MoLC sazrelih u prisustvu Poly(1:C),
curdlana i njihove kombinacije.

MoLC, 48h
Kontrola Curdlan Poly(1:C)+Curdlan
HLA- | %SD | 852+5,4 96,725 * 94,2 + 4,3
DR |[mfi+SD| 4,7+3,0 10,0 £2,0 11,3+4,9
%+SD | 39,7 6,1 65,5+ 4,5 * * 81671 *** A
CD86 | R
mfixtSD | 4,1+1,1 8,7+21** Uil fe 2 L@ = = %
%SD | 74,7 £4,0 93,8+3,2** 88,1+ 4,5*
CD80 _ I
mfi+SD | 8,5+ 1,8 24,6 +£3,6 * 41,1 £ 2,3 **% H## A A A
%+SD | 87,5+5,0 94,1+5,9 89,4 6,9
CD40 _ BN 2 22000
mfi+SD | 21,8 £7,9 40,4+2,9* 52,3+ 3,5 % * # A
%SD | 27,4£35 60,6 £3,1*** 77,6 £33 % * ¥ AA
CD83 | B
mfizSD | 6,9+ 3,1 EFES N 136 £4,4 **
%+SD | 56,8+5,1 81,1£54** 83,9+3,1 ***
CD54 _ I
mfi+SD | 4,3+0,9 13,1 + 3,1 *** 49408 AAA
%+SD | 2,8+0,9 57 =07 7 13,6+ 1,4 % * * #H#AAA
CCR7 | RN ' 0 B
mfi+SD | 2,6 + 0,4 1,7+0,3* 6,2+0,5% * * A A A

MoLC su dobijene nakon estodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-pB. Maturacija nezrelih MoLC je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u
toku 48h kao $to je opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLC obelezene su
antitelima specifiénim za kljuéne DC povrsinske markere a zatim analizirane na proto¢nom
citometru. Rezultati iz pet nezavisnih eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta
pozitivnih ¢elija (% * SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence
intensity, mfi £ SD).

*=p 0,05 ** =p 0,01, *** = p 0,001, u poredenju sa kontrolnim, nestimulisanim MoLC
*=p 0,05, **=p 0,01, ***=p 0,001, u poredenju sa MoLC stimulisanim Poly(l:C)

N =p 0,05 ™" =p 0,01, uporedenju sa MoLC stimulisanim curdlanom
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Grafikon 10. Fenotipske karakteristike MoLC sazrelih u prisustvu Poly(l:C),
curdlana i njihove kombinacije.

MoLC su dobijene nakon Sestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-B. Maturacija nezrelih MoLC je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u
toku 48h kao Sto je opisano u poglavlju Materijali i metode. MoLC su obeleZene antitelima
specifi¢nim za kljuéne DC povrsinske markere (anti-HLA-DR-PeCy5, anti-(CD80, CD83 i CCR7)-
FITC i anti-(CD86, CD40 i CD54)-PE) pa zatim analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Prazni
histogrami odgovaraju Ir-FITC, Ir-PE i Ir-PeCy5, i predstavljaju nespecifi¢nu fluorescencu dobijenu
koris¢enjem irelevantnog (Ir) miSjeg monoklonskog antitela konjugovanog adekvatnim

fluorohromom, koja ne reaguju sa humanim ¢elijama. Prikazani su histogrami fluorescenci iz jednog
reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata.

4.3.2. Produkcija citokina od strane MoLC

Sposobnost MoLC da produkuju polarizacijske citokine utvrdena je ELISA
metodom u supernatantima njihovih kultura nakon dvodnevne pojedinacne ili
kombinovane stimulacije Poly(1:C) i curdlanom. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izrazene u pg/ml

ili ng/ml kulture i standardizovane za 1 x 10° ¢elija/ml kulture.
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Tretman MoLC sa Poly(I:C) je doveo do povec¢anja produkcije 1L-12, IL-10,
IL-23, IL-27, TNF-a, IL-1B i IL-6 u odnosu na nestimulisane, kontrolne MoLC
(Grafikon 11).

Curdlan je pove¢ao sekreciju svih navedenih citokina od strane MoLC,
izuzev produkcije IL-6 koja je ostala nepromenjena u poredenju sa nestimulisanim
MoLC. Nivo produkovanih citokina je bio nizi nego u kulturama stimulisanim sa

Poly(I:C), osim IL-1 ¢ija je produkcija bila sli¢na (Grafikon 11).

Kombinacija Poly(I:C) i curdlana je dovela do povecanja produkcije TNF-a,
IL-1B 1 IL-23, a snizenja produkcije 1L-12, IL-10 i IL-27, u odnosu na sam
Poly(l:C), dok sekrecija IL-6 nije bila promenjena (Grafikon 11).

Ova kombinacija agonista je, takode, dovela i do povec¢anja produkcije IL-12,
IL-10, IL-23, TNF-a, IL-1p i IL-6, i nije promenila sekreciju IL-27, u poredenju sa
curdlanom (Grafikon 11). Odnos u produkciji IL-12 / IL-10 je bio ve¢i u kulturi
MoLC stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, u poredenju sa MoLC
pojedina¢no stimulisanim curdlanom (1,35 + 0,12/ 0,42 £ 0,04, p < 0,001).

71



Ivan Rajkovi¢ Rezultati

A A
A A
IL-12 A IL-10 A
ng/ml : ng/ml ET
4.0' I+ 4.5' x :t
3.5 * 3.5 * *
3.04 * x X
2.5- x f:’ i x X
2.0 9 *
1.5+ i 0.5+ ] .

0.6

4
A
A
A
3+
>
1L-23 * IL-27
pg/ml L 3 ng/ml X -
1000+ * 3*
£+
x
r LEGENDA:
1. Kontrola
2. Poly(1:C)
3. Curdlan
4. Poly + Curdlan

A
A
A
TNF-g = IL-1p IL-6 « A
3+ * A
ng/ml x pg/mi ::4\: ‘:)(%gil x *
94 x 400+
x x X
71 X x * x 750 *
5- . *. 300- -
34 x
14 [ x 5004
0.6+ 200 x
0.4 -
1001 250
0.2-
o-
0.0- 0-
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Grafikon 11. Produkcija citokina od strane MoLC sazrelih u prisustvu

Poly(l:C), curdlana i njihove kombinacije.

Koncentracije citokina odredivane su ELISA testovima u supernatantima nestimulisanih MoLC i
MoLC stimulisanih Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u toku 48h (1 x 10°/ ml).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost iz pet nezavisnih eksperimenata = SD.

*=p 0,05, ** = p (0,01 *** = p 0,001, u poredenju sa kontrolnim, nestimulisanim MoLC
#=p 0,05, **=p 0,01, “**=p 0,001, u poredenju sa MoLC stimulisanim Poly(l:C)

A=p 0,05 2" =p 0,01, ~" " =p 0,001 uporedenju sa MoLC stimulisanim curdlanom
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4.3.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenin CD4" T-limfocita i MoLC

Th imunski odgovor in vitro je ispitivan na osnovu nivoa produkovanih citokina
u supernatantima kokultura alogenih CD4" T-limfocita sa MoLC. Koncentracije
citokina u supernatantima kokultura su odredene ELISA testovima i metodom
citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih

eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml.

MoLC tretirane Poly(I:C) ili curdlanom su snaZnije stimulisale produkciju
IFN-y, IL-2, IL-4 i IL-10 u kokulturi sa CD4" T-limfocitima, u poredenju sa
kontrolnim, nestimulisanim MoLC (Grafikon 12). Nije bilo razlike u odnosu IFN-y /
IL-4 izmedu ko-kultura CD4" T-limfocita sa MoLC stimulisanim Poly(I:C), u
poredenju sa nestimulisanim MoLC (2,54 + 0,22 / 2,33 + 0,27, p > 0,05). S druge
strane, odnos IFN-y / IL-4 u kokulturi CD4" T-limfocita sa MoLC stimulisanim
curdlanom bio je nizi u poredenju sa nestimulisanim MoLC 2,54 £0,22 /1,72

0,23, p < 0,01).

Produkcija IL-17 je bila snaznija, a produkcija TGF-p slabija u ¢elijskim
kokulturama gde su kao stimulatori korig¢ene MoLC tretirane Poly(I:C), u poredenju
sa kokulturama sa kontrolnim, nestimulisanim MoLC, dok u kokulturi sa MoLC

tretiranim curdlanom nije bilo promene u produkciji ova dva citokina (Grafikon 12).

MoLC tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snaznije indukovale
produkciju IL-2, slabije IL-4 i IL-10, i nisu uticale na sekreciju TGF-p, u poredenju
sa MoLC pojedina¢no stimulisanim Poly(I:C) ili curdlanom. MoLC tretirane
kombinacijom ovih agonista su slabije stimulisale produkciju IL-17 i nisu uticale na
produkciju IFN-y, u odnosu na MoLC tretirane Poly(l:C), dok su ispoljile upravo
suprotan efekat na produkciju ovih citokina u poredenju sa MoLC tretiranim
curdlanom (Grafikon 12). Odnos u produkciji IFN-y / IL-4 je bio vec¢i u kokulturi
CD4" T-limfocita sa MoLC stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, u
poredenju sa MoLC pojedina¢no stimulisanim Poly(I:C) (3,21 + 0,43/ 2,33+ 0,27, p
< 0,01) ili curdlanom (3,21 £ 0,43 /1,72 £ 0,23, p <0.001).
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Grafikon 12. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogenih CD4"

T-limfocita i MoLC.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita nakon 3estodnevne stimulacije GM-CSF, IL-4 i TGF-B, a
zatim su bile pojedinaéno ili kombinovano tretirane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana. MoLC (1 x
10%) su potom kultivisane sa alogenim CD4* T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U kokulturu je
dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h
kultivacije. Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13, IL-10 i
TGF-B) i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica obelezenih
anti-1L-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije
citokina iz pet nezavisnih eksperimenata + SD.

*=1p 0,05, **=p<0,01, ***=p (0,001, u poredenju sa nestimulisanim, kontrolnim MoLC
##=p 0,01, ***=p 0,001, u poredenju sa MoLC tretiranim Poly(I:C)

N=p 0,052 =p«0,01, "™ =p 0,001, u poredenju sa MoLC tretiranim curdlanom
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4.3.4. Potencijal alostimulacije MoLC

Razlika u sposobnosti MoLC da, u zavisnosti od vrste pretretmana, stimuli$u
proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u mesanoj kulturi leukocita, procenjena je
na osnovu analize ugradnje [®H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u
obliku indeksa proliferacije koji se izracunava kao $to je opisano u Materijalima i

metodama.

MoLC tretirane u prisustvu Poly(l:C) su snaZnije stimulisale proliferaciju
alogenih CD4" T-limfocita u vi§im MoLC:CD4" T-odnosima (1:10 - 1:40), dok su
MoLC tretirane curdlanom snaznije stimulisale proliferaciju ovih limfocita u svim
odredivanim MoLC:CD4" T-odnosima (1:10 - 1:160), u poredenju sa kontrolnim,
nestimulisanim MoLC (Grafikon 13).

MoLC su nakon kombinovanog tretmana Poly(l:C) i curdlanom snaZnije
indukovale proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita pri vi§im odnosima MoLC:CD4"
T (1:10, 1:20), u poredenju sa MoLC pojedinaéno stimulisanim Poly(I:C) ili

curdlanom (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Potencijal alostimulacije MoLC nakon tretmana Poly(l:C) i

curdlanom.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita nakon sestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4
i TGF-B, a zatim su bile pojedinac¢no ili kombinovano tretirane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana.
MoLC su potom kultivisane u dvostruko-opadajuéim razblazenjima (1 x 10* — 0,0625 x 10%) sa
alogenim CD4" T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat
[*H]-timidin, nakon &ega je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl.
counts per minute, c.p.m.) kao $to je opisano u poglavlju Materijali i metode. Na grafiku su
predstavljeni rezultati u obliku prosec¢nog indeksa proliferacije (IP) = SD dobijenog od triplikata iz
jednog reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. IP je izracunat koriS¢enjem sledeée
formule: IP = c.p.m. MoLC/CD4" T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami CD4" T-limfociti) + c.p.m
(sami MoLC)]. Spontana ugradnja [?H] timidina u kulturama samih CD4" T-limfocita, odnosno
samih MoLC, izradunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata. Broj B
radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4" T-limfocita bio je 287 + 47 c.p.m; broj B radioaktivnih
raspada u kulturi samih MoLC nezavisno od broja i maturacionog statusa je bio 83 % 15
c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zragenja).

*=p «0.05 * =p 0.01, *** = p < 0.001, u poredenju sa MLR u kojoj su bile kontrolne,
nestimulisane MoLC

F=p 0.05 " =p0.01, """ =p ¢0.001, u poredenju sa MLR u kojoj su MoLC stimulisane
Poly(I:C)

N=p0.05 " AN"=p<0.01l, "~ =p<0.001 uporedenju sa MLR u kojoj su MoLC stimulisane
curdlanom
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4.4. Razlike u fenotipskim 1 funkcionalnim osobinama izmedu
MoDC i MoLC stimulisanih Poly(1:C) i curdlanom

U nastavku procene imunobioloskih svojstava MoLC uporedili smo njihove
fenotipske i funkcionalne karakteristike sa MoDC, nakon pojedinacne il

kombinovane stimulacije imunomodulacijskim supstancama, Poly(l:C) i curdlanom.
4.4.1. Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC

Fenotipske osobine MoDC i MoLC su opisane kori§¢enjem kombinacije antitela
usmerenih protiv povrsinskih molekula na ovim ¢elijama. Rezultati vezivanja antitela
su analizirani metodom proto¢ne citofluorimetrije i prikazani su u obliku procenta
MoDC i MoLC koje su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta

njihove ekspresije.

Kod MoLC pojedina¢no tretiranih sa Poly(l:C) ili curdlanom doslo je do
snaznije ekspresije CD40, nize ekspresije HLA-DR, dok espresija CD86 nije bila

bitnije promenjena u poredenju sa MoDC (Tabela 7).

Tretman MoLC sa Poly(I:C) je doveo do poveéanja ekspresije CD80 i CCR7
i snizenja CD83 i CD54, u odnosu na MoDC. S duge strane, MoLC su nakon
stimulacije curdlanom pokazale snazniju eskpresiju CD83, a slabiju CD54 1 CCR7, u

poredenju sa MoDC (Tabela 7).

MoLC tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su povecale ekspresiju
CD86, CD80, CD40 i CCRY7, snizile CD83 i CD54, i nisu promenile ekspresiju
HLA-DR, u odnosu na MoDC (Tabela 7).
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Tabela 7. Poredenje fenotipskih karakteristika izmedu MoDC i MoLC nakon

pojedinacne i kombinovane stimulacije Poly(1:C) i curdlanom.

MoDC 48h / MoLC 48h |
Kontrola Poly(l:C) I Curdlan I Poly(l:C)+curdlan I
MoDC | MoLC | MoDC MoLC MoLC
" Voeesp | 951 | 852= | 965+ 978+ MEINER 97.1: [
<] 30 | sax* | 27 15 2,5 2,0 43
T O hiesp | 108 | 472 | 3092 100+ [REEE 11,3+
* 2,7 3,0%* 6,7 19 20+ PR 4,9
veesp | 388 | 397z | 788+ 767+ IECEERE 739+ [
S 1™ 8,7 6,1 10,9 7.1 45 9,3 7.1
O [mesp | s0x | 41x | 104x 9,2+ 87+ [EEKE 11,6+
0,8 1,1 1,9 0,8 2,1 0,9 1,8*
veesp 1 8702 | 747 | 941z 928+ [CEEERM 931+ [CiEE:
S 1™ 43 | 400 | 37 6,5 3,2 4,0 45
O lracp | 141+ | 85+ | 208+ 218+ [PV 715: [VIERE
16 | 18 | 28 12 3,6 16 2,3 *x*
veesp | 778 | 875+ | 890+ 836+ WEIEEEM 600+ e
1™ 53 | 50%* 2,3 2,8 50 K 6,9%
O | viesp | 86+ | 28+ | 357+ 104+ [EEEN 523+
* 19 7,9 % 2,9 18 2.9 6,7 3,5 *x*
veesp | 278 | 274% | 850% 236+ WOCERN 687+
el 9,3 35 3,9 5,2 31+~ 3,3 **
O | iesp | 100 | 69+ | 157= 113+ [EEEPERM 143+ [EELE
17 3,1* 2,7 0,5 11% 2,8 2,4
veesp | 056 | 568 | 919 900+ [EGRERM 932+ [RRGELE:
- 20 | 51* 3,8 4,1 54+ N :
O loraco | 29 | 43+ | 532 180+ [NEEEETN 116+
16 0,9 12 2,5 W 13
38+ | 28+ | 125+ 8,1+ 57+ PR
0 L L L L 1 1
= 7P | os 0.9 07 07 **
O
S Lo | 302 | 262 | 42 58+ 17+ R
0,3 04 04 0,7 03+ R

MoDC su dobijene nakon Sestodnevne kultivacije humanih monocita u prisustvu GM-CSF i I1L-4, dok su
MoLC nastale u prisustvu istog diferencijacionog koktela ali uz dodatak TGF-p. Maturacija nezrelih
MoDC i MoLC je indukovana Poly(I:C), curdlanom ili njihovom kombinacijom u toku 48h kao §to je
opisano u poglavlju Materijali i metode. Nezrele i zrele MoLC su obeleZene antitelima specifiénim za
kljuéne DC povriinske markere a zatim analizirane na proto&nom citometru. Rezultati iz pet nezavisnih
eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih ¢elija (% = SD) i kao srednja
vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi + SD).

*=p 0,05, ** =p 0,01, *** = p (0,001, u poredenju sa nezrelim ili zrelim MoDC
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4.4.2. Produkcija citokina od strane MoDC i MoLC

Sposobnost MoDC i MoLC da produkuju citokine je odredena u supernatantima
njihovih dvodnevnih kultura ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih eksperimenata, izrazene u pg/ml ili

ng/ml i standardizovane za 1 x 10° MoLC/ml kulture.

U supernatantima kultura MoLC nakon tretmana sa Poly(l:C) je izmerena
snaznija sekrecija 1L-10 i IL-27, a slabija IL-12, IL-23 i IL-1B, u poredenju sa
MoDC. Nije uogena razlika u produkciji TNF-o i IL-6 izmedu ovih subpopulacija
DC (Grafikon 14).

U kulturama MoLC stimulisanih curdlanom je detektovana snaZnija
produkcija IL-27, a slabija TNF-a, IL-10 i IL-1B, u poredenju sa MoDC. Nije bilo
znaCajne razlike u sekreciji IL-12, IL-23, i IL-6 izmedu ove dve grupe Ccelija
(Grafikon 14).

Kombinacija Poly(l:C) i curdlana je dovela do povecéanja sekrecije IL-10 i
TNF-a od strane MoLC u poredenju sa MoDC, ali je i dovela do smanjenja
produkcije 1L-12, IL-23, IL-27 i IL-1B. Ove dve grupe DC se nisu bitnije razlikovale
po produkciji IL-6 (Grafikon 14).
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Grafikon 14. Razlike u produkciji citokina izmedu MoDC i MoLC stimulisanih
Poly(1:C), curdlanom i njihovom kombinacijom.

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon sestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-4, a
nezrele MoLC dodatkom TGF-B ovom diferencijacijskom koktelu. Koncentracije citokina odredivane su
ELISA testovima u supernatantima MoDC i MoLC (1 x 10°/ ml) pre i nakon maturacije u prisustvu
Poly(I:C), curdlana ili njihove kombinacije u toku 48h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD
(n = 5 razlicitih eksperimenata).

* = p 0,05, *** = p 0,001, u poredenju sa nezrelim ili zrelim MoDC
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4.4.3. Produkcija citokina u kokulturama alogenih CD4" T-limfocita sa MoDC
ili MoL.C

U cilju in vitro proucavanja sposobnosti DC da usmeravaju Th imunski
odgovor, MoDC i MoLC su kokultivisane sa alogenim CD4" T-limfocitima tokom 5
dana. Produkcija citokina u supernatantima ovih kokultura izmerena je ELISA
testovima ili metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih
kuglica. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija iz pet nezavisnih

eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml.

MoLC stimulisane u prisustvu Poly(I:C) su snaznije indukovale sekreciju IL-
2, IL-4 i IL-10, dovele do nize produkcije IFN-y, i nisu bitnije modifikovale
produkciju IL-17 i TGF-B, u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitma, u poredenju
sa MoDC (Grafikon 15).

MoLC su nakon tretmana curdlanom snaznije indukovale sekreciju IL-4 i
TGF-B, slabije su stimulisale produkciju IL-2, IL-17 i IL-10, dok nisu imale uticaja
na sekreciju IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa
MoDC (Grafikon 15).

MoLC tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snaznije indukovale
produkciju IL-2, IL-10 i TGF-B, i slabije sekreciju IFN-y, IL-4 i IL-17 u alogenoj
kokulturi sa CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoDC (Grafikon 15). Nije bilo
razlike u odnosu IFN-y / IL-4 izmedu kokultura CD4" T-limfocita sa MoLC
stimulisanim kombinacijom Poly(1:C) i curdlana, u poredenju sa MoDC (3,17 + 0,36
/ 3,65 £ 0,38, p > 0,05).
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Grafikon 15. Produkcija citokina u supernatantima kokultura alogeninh CD4" T-
limfocita sa MoDC ili MoLC tretiranim pojedinaé¢no i kombinacijom Poly(1:C) i

curdlana.

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon sestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i
IL-4, a nezrele MoLC dodatkom TGF-p ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije éelija su
potom bile pojedina¢no ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 2 dana. Alogeni CD4"
T-limfociti (1 x 10°) su kultivisani 5 dana u prisustvu nezrelih ili stimulisanih DC (1 x 10%). U kulture je
dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) tokom poslednjih 8h.
Vrednosti citokina izmerene su ELISA testovima (IFN-y, IL-17, I1L-4, IL-13, IL-10 i TGF-B) i metodom
citofluorimetrijske detekcije citokina pomocéu fluorescentnih kuglica obelezenih anti-IL-2 antitelima
(Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije citokina izmerene u pet
nezavishih eksperimenata £+ SD.

* = 0,05, ** =p 0,01, *** = p (0,001, u poredenju sa kokulturama CD4" T-limfocita sa MoDC
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4.4.4. Potencijal alostimulacije MoDC i MoLC

Osobina DC da indukuju proliferaciju CD4" T-limfocita u me$anoj kulturi
leukocita procenjena je na osnovu analize ugradnje [*H]-timidina u ove limfocite.
Rezultati su prikazani u obliku indeksa proliferacije koji se izraCunava kao §to je

opisano u Materijalima i metodama.

MoLC tretirane Poly(l:C) su slabije stimulisale proliferaciju alogenih CD4"
T-limfocita u vi§im odnosima MoLC:CD4" T (1:10, 1:20), a snaZnije u najnizem
odnosu MoLC:CD4" T (1:160) u poredenju sa MoDC (Grafikon 16).

MoLC stimulisane u prisustvu curdlana su slabije stimulisale proliferaciju
alogenih CD4" T-limfocita u najvisem odnosu MoLC:CD4" T (1:10) a snaZnije pri
nizim odnosima MoLC:CD4" T (1:40 - 1:160), u poredenju sa MoDC (Grafikon 16).

Potencijal alostimulacije MoLC tretiranih kombinacijom Poly(l:C) i curdlana
je bio snazniji od potencijala alostimulacije MoDC pri najvisem odnosu
MoLC:CD4" T (1:10), dok je u nizim odnosima MoLC:CD4" T (1:80, 1:160) bio
slabiji (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Prikaz razlike u potencijalu alostimulacije izmedu MoDC i MoLC
tretiranih Poly(l:C), curdlanom i njihovom kombinacijom.

Nezrele MoDC su dobijene iz monocita nakon sestodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF i IL-4, a
nezrele MoLC dodatkom TGF-B ovom diferencijacijskom koktelu. Obe subpopulacije DC su potom bile
pojedinac¢no ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom. Nezrele i stimulisane MoDC i MoLC su
kultivisane u dvostruko-opadaju¢im razblazenjima (I x 10* — 0,0625 x 10 sa alogenim CD4"* T-
limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h u kulture je dodat [*H] timidin, nakon Cega je
radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, ¢.p.m.) kao sto
je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prose¢nog indeksa
proliferacije (IP) + SD dobijenog iz pet nezavisnih eksperimenata. IP je izra¢unat kori$¢enjem sledece
formule: IP = c.p.m. (MoDC(LC)/CD4" T-limfocitna kokultura) / [ c.p.m. (sami CD4" T-limfociti) +
c.p.m (sami MoDC(LC)) ]. Spontana ugradnja [°H] timidina u kulturama samih CD4" T-limfocita,
odnosno samih DC, izratunata je iz petoplikata dobijenih iz pet nezavisnih eksperimenata. Broj
radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4" T-limfocita bio je 287 + 47 c.p.m; broj B radioaktivnih
raspada u kulturi samih MoDC ili MoLC nezavisno od broja i maturacionog statusa je bio 80 + 21
¢.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zraenja).

* = p 0,05, ** = p 0,01, u poredenju sa MoDC
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4.5. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipske i funkcionalne

karakteristike MoLC u zavisnosti od njihovog pretretmana

U cilju ispitivanja stabilnosti Th polarizacijskog potencijala koji su MoLC
stekle u toku pretretmana specifiénim agonistima PRR (Poly(I:C), curdlan),
analizirali smo njihove fenotipske i funkcionalne karakteristike nakon ligacije CD40

molekula pomoc¢u sCD40L.
4.5.1. Fenotipske karakteristike MoLC

Fenotipske karakteristike MoLC stimulisanih CD40L odredene su nakon
citofluorimetrijske analize vezivanja antitela usmerenih protiv povrsinskih molekula na
ovim c¢elijama. Rezultati su prikazani u obliku procenta MoLC koje su ispoljile
pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.

Ligacija CD40 molekula pomoéu CD40L na kontrolnim, nezrelim MoLC je
povecala ekspresiju CD83, CD86, CD80, CD40 i CD54 molekula, snizila ekspresiju
CCRY7, i nije dovela do promene HLA-DR (Tabela 8).

MoLC pretretirane Poly(l:C) su nakon tretmana sa CD40L povedéale
ekspresiju CD86, CD80 i CD54 molekula, snizile CD83, CD40 i CCR7, i nisu
izmenile ekspresiju HLA-DR (Tabela 8).

Aktivacija CD40 na MoLC diferenciranim u prisustvu curdlana je povecala
ekspresiju CD86, CD80, CD83 i CD54 molekula, i nije uticala na ispoljenost HLA-
DR, CD40 i CCR7 (Tabela 8).

Ligacija CD40 molekula na MoLC stimulisanim kombinacijom Poly(l:C) i
curdlana je bila pracena povecanjem ekspresije CD86, CD40 i CCR7, smanjenjem
CD83 i CD54, a bez bitnije promene u ispoljenosti HLA-DR i CD80 (Tabela 8).

MoLC pretretirane kombinacijom navedenih agonista su nakon aktivacije
CD40 molekula povecale ekspresiju HLA-DR i CD40, snizile CD80 i CD54, i nisu
izmenile ekspresiju CD83, CD86 i CCR7, u poredenju sa MoLC pretretiranim
Poly(l:C), odnosno, povecale su ekspresiju CD40 i CCR7, snizile CD54, i nisu
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promenile ekspresiju HLA-DR, CD86 i CD83, u poredenju sa MoLC pretretiranim
curdlanom (Tabela 8).
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Tabela 8. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipska svojstva MoLC.
MoLC, 24 tretman / MoLC, 24h tretman + 24h rhCD40L
Kontrola Poly(1:C) Curdlan Poly(1:C)+Curdlan
. | MoLC + . | MoLC + . | MoLC+ . | MoLC+
MoLC | "cpgor | MoLC | cpgoL | MLC | cpaor | MOLC | cpaoL
veesp | 77L% | 864% [ 976+ | 940 [969+ | 900+ | 972+ | 965+
HLA- | ™ 9,3 9,3 2,0 4,7 1,9 8,7 2,3 2,1
DR . 72+ | 96+ | 53+ | 56+ | 96+ | 119+ 115+
miixSD |y g 1,3 1,7 0,4 2,6 o0 8825 oo
eesp 1 60% | 614+ [179+ [ 827+ | 271+ | 819+ | 288+ | 769+
CD86 | 21 | 75%* | 32 | 87** | 46 | 99**= 4,7 9,4 ***
ieep | 36% | 48% | 62+ [ 138+ |6s: | 128+ | ... | 117%
* 13 0,9 23 | 300 | 19 | 25%* |°°*°0| g5ee
vesp | 432% | 823+ | 923+ | 880+ [778+ | 925+ | 903+ | 855+
CD80 — 23 |126%*] 72 7,0 109 | 34* 7.4 7.9
ieep | 87% | 1162 | 240+ [ 8772 | 152+ | 251% | 227+ | 240+
* 1,9 22 49 | a2==| 25 | 20* 46 | 39###
veesp 1 789% | 797+ [930% | 8L7+ 904+ | 947+ | 910+ | 810+
* 11,4 6,7 57 | 76* | 77 5,3 5,5 5,0/
CD40 wiissp | 155% | 2412 | 519+ | 815+ | 286+ | 244x | 275+ | 0%
- 37 2,8%* 53 5,6 35 53 47 15eutad
s | 74% | 583% | 885+ | 720+ [703+ | 856+ | 898+ | 770+
o083 o 27 | 6a* | 112 | 128* | 116 | 68* 10,0 7.9*
ieep | 90 | 1242 |199+ [(159+ | 133+ | 189+ | 181+ | 154
* 0,7 1,9 37 | 23* | 24 | 33* 2,8 2.1
esp | 490% | 812+ | 802+ | 872+ | 768+ | 875+ | 821+ | 870%
+ 57 | 64** | 114 9,0 8,7 7.6* 9,8 7.8
CD54 miiesp | 462 | 47% | 53+ | 90% | o9x | 130+ [ 175+ | S°°
- 07 05 2.4 31* | 32 1,6 2.4 S
6,4 +
sy | 41t | 22% |146+| 69+ | 53+ | 36% 45+ o
CCR 2,7 0,3 1,9 | 08** | 18 0,5 1,9 o
7 31+ | 10+ |49+ | 56+ |31+ | 21+ | 26+ 6,11+
miSD 1 o8 | o6 | 04 0,7 0,4 1,0 04 | 3™

MoLC su dobijene $estodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu GM-CSF, I1L-4 i TGF-B, a
potom su bile stimulisane Poly(I:C), curdlanom, ili njihovom kombinacijom u toku 24h. Ove MoLC su
nakon ispiranja bile stimulisane solubilnim rhCD40L dodatnih 24h. MoLC su obelezene antitelima
specifiénim za kljuéne DC povrsinske markere pa zatim analizirane citofluorimetrijski. Rezultati iz pet
eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost procenta pozitivnih Celija (% + SD) i kao srednja
vrednost intenziteta ekspresije (engl. mean fluorescence intensity, mfi £ SD). * = p ¢ 0,05, ** =p ¢ 0,01,
#*% = (0,001, u poredenju sa istovetno pretretiranim MoLC koje nisu bile stimulisane rhCD40L

= p 0,01, "**=p 0,001, u poredenju sa MoLC tretiranim Poly(I:C) i rhCD40L

N=p 0,05 " =p 0,01, uporedenju sa MoLC tretiranim curdlanom i rhCD40L
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4.5.2. Produkcija citokina od strane MoLC

Sposobnost MoLC da nakon vezivanja CD40 molekula produkuju citokine utvrdena je
ELISA testovima u supernatantima njihovih dvodnevnih kultura. Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti koncentracija iz pet nezavisnih eksperimenata, izrazene su U

pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10° MoLC/ml kulture.

Kod nestimulisanih MoLC nakon aktivacije CD40 molekula doslo je do sniZenja
sekrecije IL-23, TNF-a i IL-6, bez bitnije modifikacije produkcije IL-12, IL-10, IL-27 i
IL-B (Grafikon 17).

Vezivanje CD40 molekula na MoLC stimulisanim u prisustvu Poly(1:C) bilo
je praceno povecanjem sekrecije TNF-o i IL-6, i snizenjem sekrecije I1L-10, IL-27 i

IL-1B. Nije bilo promene u produkciji IL-12 i IL-23 (Grafikon 17).

MoLC stimulisane u prisustvu curdlana su nakon aktivacije CD40 molekula
smanjile produkciju IL-12, IL-23, TNF-a i IL-6, dok je u sluéaju IL-10, IL-27 i IL-
1B sekrecija ostala nepromenjena (Grafikon 17) .

Vezivanje CD40 molekula na MoLC stimulisanim kombinacijom Poly(l:C) i
curdlana je dovelo do povecanja produkcije IL-12 i IL-27 i smanjenja sekrecije IL-
10, IL-1B i IL-6. Razlike u produkciji IL-23 i TNF-a nije bilo (Grafikon 17). MoLC
stimulisane kombinacijom Poly(l:C) i curdlana su nakon aktivacije CD40 molekula
povecale odnos 1L-12 / I1L-10 (1,56 + 0,19/ 0,69 £ 0,06, p < 0,001).

MoLC su nakon tretmana kombinacijom Poly(l:C) i curdlana snaZnije
sekretovale IL-10, TNF-a, IL-1pB, IL-23 i IL-27, u poredenju sa MoLC pojedinaéno
stimulisanim ovim agonistima. Kombinovano stimulisane MoLC su, takode, slabije
produkovale 1L-6 i nisu izmenile produkciju IL-12, u poredenju sa MoLC
stimulisanim Poly(l:C), dok je u odnosu na MoDC stimulisane curdlanom nadena
obrnuta produkcija ovih citokina (Grafikon 17). U kulturi MoLC stimulisanih
kombinacijom Poly(l:C) i curdlana zapazen je manji odnos IL-12 / IL-10 (1,56 *
0,19 /3,13 £ 1,02, p < 0,001) u poredenju sa MoLC stimulisanim Poly(l:C), a veci
odnos (1,56 £ 0,19 / 0,16 + 0,02, p < 0,001) u poredenju sa MoLC stimulisanim

curdlanom.
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Grafikon 17. Uticaj ligacije CD40 molekula na produkciju citokina od strane
MoLC u zavisnosti od pretretmana.

Koncentracije citokina su odredivane ELISA testovima u supernatantima nestimulisanih, kontrolnih
MoLC ili MoLC koje su bile tretirane pojedina¢no ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u toku 24h.
MoLC su potom stimulisane rhCD40L dodatnih 24h. Rezultati su standardizovani na 1 x 10° éelija/ml i
prikazani kao srednja vrednost iz pet eksperimenata + SD.

* = p (0,05, ** = p 0,01, ** = p (0,001, u poredenju sa istovetno pretretiranim MoLC koje nisu bili
stimulisane rhCD40L

#=p 0,05 **=p 0,01 ***=p 0,001, u poredenju sa MoLC tretiranim Poly(l:C) i stimulisanim
rhCD40L

AN N =p 0,001 u poredenju sa MoLC tretiranim curdlanom i stimulisanim rhCD40L
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4.5.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenin CD4" T-limfocita i MoLC

Kako bi se odredio potencijal MoLC da nakon stimulacije CD40L usmere Th
imunski odgovor, analizirana je produkcija citokina u supernatantima njihovih
kokultura sa alogenim CD4" T-limfocitima primenom ELISA testova ili metode
citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina dobijenih iz pet nezavisnih

eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml.

Nestimulisane, kontrolne MoLC su nakon aktivacije CD40 molekula snaZnije
indukovale produkciju IL-10 u kokulturi sa CD4" T-limfocitima, slabije su
indukovale sekreciju IL-2, IL-4 i IL-17, i nisu promenile sekreciju IFN-y i TGF-p
(Grafikon 18). Odnos izmedu IFN-y / IL-4 u kokulturi CD4" T-limfocita sa
nestimulisanim MoLC se smanjio nakon aktivacije CD40 molekula na ovim MoLC

(1,75+0,19 /1,23 + 0,18, p < 0,01).

MoLC pojedinaéno stimulisane Poly(I:C) ili curdlanom su nakon aktivacije
CD40 molekula slabije indukovale sekreciju IL-2, IL-17 i TGF-B, u kokulturi sa
alogenim CD4" T-limfocitima. MoLC stimulisane Poly(I:C) su nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije indukovale sekreciju IL-4 i nisu izmenile produkciju IL-10,
dok su MoLC stimulisane curdlanom snaZnije indukovale sekreciju IL-10, i nisu

izmenile produkciju IFN-y i IL-4 (Grafikon 18).

MoLC pretretirane kombinacijom ovih agonista su nakon aktivacije CD40
molekula snaznije indukovale sekreciju IFN-y, IL-2, IL-10 i IL-4, slabije su
indukovale IL-17, i nisu uticale na sekreciju TGF-B, od strane alogenih CD4" T-
limfocita (Grafikon 18). Odnos izmedu IFN-y / IL-4 u kokulturi alogenih CD4" T-
limfocita stimulisanih sa MoLC pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana,
nije se promenio nakon aktivacije CD40 molekula na ovim MoLC (3,85 * 0,45 /

3,95 + 0,53, p > 0,05). Ovaj citokinski odnos je bio u korist IFN-y.

Nakon aktivacije CD40 molekula, MoLC tretirane kombinacijom pomenutih
agonista su snaznije indukovale produkciju IFN-y i IL-2, u poredenju sa MoLC

pojedinaéno stimulisanim Poly(1:C) ili curdlanom. MoLC stimulisane kombinacijom
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Poly(I:C) i curdlana su snaznije indukovale sekreciju IL-10 i TGF-f, i nisu uticale
na produkciju IL-17 i IL-4, u poredenju sa MoLC tretiranim Poly(I:C). MoLC
tretirane kombinacijom ovih agonista su snaznije indukovale sekreciju IL-17, slabije
su indukovale IL-4 i IL-10, i nisu promenile produkciju TGF-B, u poredenju sa
MoLC pretretiranim curdlanom (Grafikon 18). Odnos izmedu IFN-y / IL-4 je bio
veéi u kokulturi CD4" T-limfocita sa kombinovano tretiranim MoLC, u poredenju sa
kokulturama u kojima su bile MoLC stimulisane Poly(I:C) (3,95 + 0,53 / 3,11 +
0,42, p < 0,05), ili MoLC stimulisane curdlanom (3,95 + 0,53 / 1,85 + 0,24, p <
0,001).
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Grafikon 18. Produkcija citokina u kokulturi alogenih CD4" T-limfocita i MoLC
nakon ligacije CD40 molekula na MoLC.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita posle $estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-B, nakon ¢ega su bile pojedina¢no ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 24h.
Nezrele i stimulisane MoLC su nakon ispiranja dodatno tretirane solubilnim rhCD40L tokom 24h. Ove
MoLC (1 x 10 su kultivisane 5 dana u prisustvu alogenih CD4" T-limfocita (1 x 10°). U kulture je dodat
forbol-12-miristat-13-acetat (PMA, 20 ng/ml) i Jonomicin (500 ng/ml) u poslednjih 8h inkubacije.
Vrednosti citokina su izmerene ELISA testovima (IFN-y, IL-17, 1L-4, IL-13, IL-10 i TGF-B) i metodom
citofluorimetrijske detekcije citokina pomoc¢u fluorescentnih kuglica obeleZenih anti-IL-2 antitelima
(Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao prose¢na vrednost koncentracije citokina iz pet
eksperimenata + SD.

*=p 0,05 ** =p 0,01, *** =p «0,001, u poredenju sa kokulturom CD4" T-limfocita sa istovetno
tretiranim MoLC koje nisu bile stimulisane rhCD40L

F=p 0,05 “*=p«001, ***=p 0,001, u poredenju sa kokulturom CD4"* T-limfocita sa MoLC
pretretiranim Poly(1:C) i stimulisanim rhCD40L

A=p 0,05 N =p 0,01 u poredenju sa kokulturom CD4* T-limfocita sa MoLC pretretiranim
curdlanom i stimulisanim rhCD40L
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4.5.4. Potencijal alostimulacije MoLC

Sposobnost MoLC da nakon aktivacije CD40 molekula stimulidu
proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u mesanoj kulturi leukocita procenjena je na
osnovu analize ugradnje [*H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su prikazani u
obliku indeksa proliferacije koji se izracunava kao $to je opisano u Materijalima i

metodama.

Kontrolne, nestimulisane MoLC su nakon aktivacije CD40 molekula ispoljile
slabiji potencijal alostimulacije, kako u visim odnosima, tako i u najnizem
odredivanom odnosu MoLC:CD4* T (1:10, 1:20, 1:160), dok su u preostalim
odnosima indukovale snazniju proliferaciju CD4" T-limfocita (1:40, 1:80)
(Grafikon 19).

MoLC pojedinaéno tretirane Poly(l:C) ili curdlanom su nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije stimulisale proliferaciju CD4" T-limfocita u najvisim
odnosima MoLC:CD4" T (1:10, 1:20), dok u ostalim odnosima njihov potencijal

alostimulacije nije bio promenjen (Grafikon 19).

MoLC tretirane kombinacijom Poly(1:C) i curdlana su nakon aktivacije CD40
molekula snaznije stimulisale proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u svim
odredivanim broj¢anim odnosima MoLC:CD4" T (1:10 - 1:160) (Grafikon 19), dok
su u poredenju sa MoLC pojedinaéno stimulisanim ovim agonistima pokazale
snazniji potencijal alostimulacije u najvisim i u najnizim odnosima MoLC: CD4" T
(1:10, 1:20, 1:80, 1:160) (Grafikon 20).
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Grafikon 19. Uticaj ligacije CD40 molekula na potencijal alostimulacije MoLC u
zavisnosti od njihovog pretretmana.

Nezrele MoLC su dobijene iz monocita posle $estodnevne diferencijacije u prisustvu GM-CSF, IL-4 i
TGF-B, nakon ¢ega su bile pojedina¢no ili kombinovano stimulisane Poly(I:C) i curdlanom u toku 24h.
Nezrele i stimulisane MoLC su nakon ispiranja dodatno tretirane solubilnim rhCD40L tokom 24h. Ove
MoLC su kultivisane u dvostruko-opadaju¢im razblazenjima (1 x 10*— 0,0625 x 10%) sa alogenim CD4*
T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h kulture je dodat [*H] -timidin, nakon ega
je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao
§to je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prose¢nog
indeksa proliferacije (IP) £ SD dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativhog od pet nezavisnih
eksperimenata. IP je izradunat koriiéenjem sledeée formule: IP = c.p.m. (MoLC/CD4" T-limfocitna ko-
kultura) / [ c.p.m. (sami CD4" T-limfociti) + c.p.m (sami MoLC) ]. Broj p radioaktivnih raspada u kulturi
samih CD4" T-limfocita bio je 287 + 47 c.p.m; broj p radioaktivnih raspada u kulturi samih MoLC
nezavisno od broja i maturacionog statusa bio je 83 + 16 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zra¢enja).
* =p (0,05, ** = p ¢ 0,01, *** = p < 0,001, u poredenju sa kokulturom istovetno pretretiranih MoLC koje
nisu bile stimulisane solubilnim rhCD40L
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Grafikon 20. Uticaj ligacije CD40 molekula na potencijal alostimulacije MoLC u
zavisnosti od njihovog pretretmana.

MoLC su kultivisane u dvostruko-opadaju¢im razblazenjima (1 x 10* - 0,0625 x 10*) sa alogenim CD4*
T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U toku poslednjih 18h kulture je dodat [*H] -timidin, nakon ega
je radioaktivnost izmerena kao broj radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao
S§to je opisano u Materijalima i metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku prose¢nog
indeksa proliferacije (IP) = SD dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativnog od pet nezavisnih
eksperimenata. IP je izradunat koris¢enjem slede¢e formule: IP = c.p.m. (MoLC/CD4" T-limfocitna ko-
kultura) / [ c.p.m. (sami CD4" T-limfociti) + c.p.m (sami MoLC) ]. Broj p radioaktivnih raspada u kulturi
samih CD4" T-limfocita bio je 287 + 47 c.p.m; broj p radioaktivnih raspada u kulturi samih MoLC
nezavisno od broja i maturacionog statusa bio je 83 + 15 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zracenja).
% =p 0,01, ***=p (0,001, u poredenju sa kokulturom CD4* T-limfocita sa MoLC stimulisanim
Poly(I:C) i rhCD40L

AN =p 0,01, AN =p 0,001 u poredenju sa kokulturom CD4* T-limfocita sa MoLC stimulisanim
curdlanom i rhCD40L
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4.6. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama izmedu
identi¢no pretretiranih MoDC i MoLC nakon ligacije CD40

molekula

Jedan od ciljeva naSe studije bilo je i proucavanje uticaja pretretmana
agonistima PRR (Poly(l:C), curdlan) na fenotipske i funkcionalne karakteristike
MoDC i MoLC nakon ligacije CD40 molekula pomo¢u solubilnog rhCD40L.

4.6.1. Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC

Fenotipske karakteristike MoDC i MoLC nakon aktivacije CD40 molekula
analizirane su citofluorimetrijskom metodom. Rezultati vezivanja antitela usmerenih
protiv povrsinskih molekula na ovim ¢elijama su prikazani u obliku procenta celija koje

su ispoljile pomenute molekule i kao srednja vrednost intenziteta njihove ekspresije.

Kontrolne, nestimulisane MoLC su snaznije ispoljile CD86 i CD40 molekul,

smanjile su CD83 i1 CDS80, i nisu znacajnije modifikovale ekspresiju HLA-DR,
CD54 i CCR7, u poredenju sa MoDC (Tabela 9).

MoLC pretretirane Poly(I:C) su snaZnije ispoljile CD86, CD80, CD40 i
CCR7, a slabije HLA-DR, CD83 i CD54, u odnosu na MoDC (Tabela 9).

MoLC stimulisane curdlanom su snaznije eksprimirale HLA-DR, CD86 i
CD83, a slabije CD80, CD40, CD54 i CCR7, u poredenju sa MoDC (Tabela 9).

MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snaZnije
eksprimirale HLA-DR, CD40 i CCR7 molekul, smanjile ispoljenost CD83, i nisu
promenile ekspresiju CD86, CD80 i CD54, u poredenju sa MoDC (Tabela 9).

96



Ivan Rajkovi¢

Rezultati

Tabela 9. Razlike u fenotipskim karakteristikama izmedu MoDC i MoLC
pretretiranih pojedina¢no i kombinacijom Poly(1:C) i curdlana, nakon aktivacije

CD40 molekula.

MoDC / MoLC (24h tretman+24h rhCD40L)

Kontrola Poly(1:C) Curdlan Poly(1:C)+curdlan
MoDC | MoLC | MoDC | MoLC | MoDC | MoLC | MoDC | MoLC
, wssp | 901% | 864+ [ 936+ [ 940+ [ 965+ | 90,0+ | 902+ 96,5 +
5 g - 7,2 9,3 5,3 4,7 2,2 8,7 54 2.1
T | miissp | 103% 9,6 + 9,0 + 56+ 23+ 11,9 + 78+ 11,5 +
- 2,7 1,3 0,8 0,4 ** 0,7 2,0 *** 0,9 2,0 **
© wssp | 524+ | 614+ | 665+ | 827+ | 727+ | 819+ | 717+ 76,9 +
0 - 8,2 75% 9,1 8,7 ** 7.2 9,9 * 6,9 9.4
8 miissp | 97 43+ | 166+ | 138+ 6,8 + 128+ | 110+ 11,7 +
- 0,6 09** | 21 3,0 0,7 2,5 **x* 2,9 3,5
o wssp | 751% | 823t [926+ [ 880+ | 814+ | 925+ | 966+ 85,5 +
© - 9,8 12,6 3,5 7,0 4,6 34* 2,0 7,9%
8 . 21,7+ | 116+ [ 169+ | 377+ | 504+ | 251+ | 190+ 24,0 +
M50 3,7 22%% | 13 | 42%** 4,9 2,0 *** 1,1 39%*
o wssp | 649 | 797 | 754+ | 817+ | 866+ | 917+ | 734+ 81,0 +
= - 7,2 6,7 ** 9,6 76* 5,2 53* 8,2 5,0 **
8 miissp | 211t | 241+ 1255+ | 315+ | 313+ | 244% | 272+ 43,1 +
- 6,0 2,8 3,9 5,6 * 4,2 5,3* 3,1 6,7 ***
o~ wssp | 686% | 583+ [ 870+ [ 720+ | 749+ | 856+ | 890+ 77,0+
0 - 7.7 6,4 * 92 | 11,8** 5,3 6,8 * 6,8 7,9 **
8 miissp | 224+ | 124% 1365+ | 159+ | 185+ | 189+ | 207+ 15,4 +
- 2.9 1,9%* | 42 | 2,3%** 1,9 33 41 2,1%
< wssp | 827% | 812+ [ 834+ [ 872+ | 801+ | 875+ | 886+ 87,0 +
o) - 9,0 6,4 7.7 9,0 5,4 7.6 8,3 7.8
8 miissp | 58 % 47+ | 150+ | 90+ 200+ | 13,0+ 42 + 33+
- 1,0 0,5 2,3 | 3,1 % 2,7 1,6 *** 0,9 0,5
~ wssp | 21t 22+ 5,2 + 6,0 + 6,6 + 36+ 5,1+ 6,4 +
e:) - 0,3 0,3 1,0 0,8 ** 1,4 0,5 *** 0,8 0,6 *
. 12 + 1,0 + 1,6 + 5,6+ 32+ 21+ 25+ 6,1+
O | miizsD | 750 06 03 [o07** 1 o6 1.0* 05 1.3 xw*

MoDC su dobijene $estodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela
sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLC uz dodatak TGF-p ovom diferencijacionom koktelu. MoDC i
MoLC su stimulisane pojedinaéno ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe éelija su
potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDC i MoLC su obeleZene antitelima specifiénim za kljuéne
DC povriinske markere pa zatim analizirane citofluorimetrijski. Rezultati iz pet eksperimenata prikazani
su kao srednja vrednost procenta pozitivnih ¢elija (%= SD) i kao srednja vrednost intenziteta ekspresije

(engl. mean fluorescence intensity, mfi £ SD).

* = p 0,05 ** =p 0,01, ** =p 0,001, u poredenju sa istovetno pretretiranim MoDC
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4.6.2. Produkcija citokina od strane MoDC i MoLC

Sposobnost MoDC i MoLC da nakon stimulacije CD40L produkuju
polarizacijske citokine odredena je u supernatantima njihovih dvodnevnih kultura
ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz
pet nezavisnih eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml i standardizovane za 1 x 10°
MoLC/ml kulture.

Kontrolne, nestimulisane MoLC su snaznije produkovale TNF-a, slabije su
sekretovale IL-10 i IL-27, i nisu izmenile produkciju IL-12, IL-23, IL-18 i IL-6, u
poredenju sa MoDC (Grafikon 21). Odnos u produkciji I1L-12 / IL-10 bio je veéi u
kulturi kontrolnih MoLC, u poredenju sa MoDC (0,57 = 0,07 / 0,31 £ 0,04, p <«
0,001).

MoLC tretirane Poly(I:C) su snaZnije sekretovale IL-12, 1L-10, TNF-a, IL-
23, IL-1B 1 IL-6, slabije su produkovale IL-27, i nisu izmenile sekreciju IL-18, u
poredenju sa MoDC (Grafikon 21).

MoLC stimulisane u prisustvu curdlana su slabije produkovale IL-12 i TNF-
a, u poredenju sa MoDC, dok u sluc¢aju IL-10, IL-27, 1L-23, IL-1p i IL-6 nije bilo

znacajne razlike u sekreciji (Grafikon 21).

Tretman kombinacijom Poly(l:C) i curdlana je povecao sekreciju IL-12p70,
IL-10 i IL-27, IL-23 i TNF-o od strane MoLC, i snizio produkciju IL-1pB, u
poredenju sa MoDC. Nije bilo razlike u produkciji IL-6 (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Razlike u produkciji citokina izmedu identi¢no pretretiranih MoDC i
MoLC posle ligacije CD40 molekula.

MoDC su dobijene Sestodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela
sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLC uz dodatak TGF-B ovom diferencijacionom koktelu. MoDC i
MoLC su stimulisane pojedina¢no ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ¢elija su
potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. Koncentracije citokina u supernatantima MoDC i MoLC
odredivane su ELISA testovima. Rezultati su standardizovani na 1 x 10° ¢elija/ml i prikazani kao srednja
vrednost iz pet nezavisnih eksperimenata + SD.

* = p 0,05 ** =p 0,01, *** =p 0,001, u poredenju sa istovetno stimulisanim MoDC
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4.6.3. Produkcija citokina u kokulturi alogenin CD4" T-limfocita sa MoDC ili
MoLC

Funkcionalna karakteristika MoDC i MoLC da usmeravaju polarizaciju Th
imunskog odgovora testirana je merenjem nivoa citokina u njihovim petodnevnim
kulturama sa alogenim CD4" T-limfocitima. Koncentracije citokina u
supernatantima ovih kultura odredene su ELISA testovima i metodom
citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih kuglica. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti koncentracija citokina iz pet nezavisnih

eksperimenata, izrazene u pg/ml ili ng/ml.

Kontrolne, nestimulisane MoLC su indukovale poveéanje sekrecije IFN-y,
snizenje produkcije IL-4 i IL-10, i nisu uticale na promenu sekrecije 1L-2, IL-17 i
TGF-B, u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoDC
(Grafikon 22). Odnos u produkciji IFN-y / IL-4 bio je vec¢i u kokulturi alogenih
CD4" T-limfocita sa kontrolnim MoLC, u poredenju sa MoDC (1,23+0,18/0,31
0,08, p < 0,001).

MoLC tretirane Poly(I:C) su snaznije stimulisale sekreciju IFN-y, IL-2, 1L-17
i IL-10, slabije su stimulisale produkciju IL-4, i nisu uticale na produkciju TGF-B, u
odnosu na MoDC (Grafikon 22).

MoLC tretirane curdlanom su snaznije indukovale produkciju IFN-y, slabije
su stimulisale sekreciju IL-2 i TGF-B, i nisu izmenile produkciju 1L-10, IL-4 i IL-17,
u poredenju sa MoDC (Grafikon 22).

MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su snaznije indukovale
produkciju IFN-y, IL-2, IL-17 i IL-10, a slabije su stimulisale sekreciju IL-4 i TGF-
B, u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoDC (Grafikon
22). Odnos u produkciji IFN-y / IL-4 u kokulturi CD4" T-limfocita sa kombinovano
stimulisanim MoLC bio je veéi u poredenju sa MoDC (3,95 + 0,53 / 0,81 + 0,04, p <
0,001).
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Grafikon 22. Razlika u produkciji citokina u kokulturama alogenih CD4" T-
limfocita sa MoDC ili MoLC, nakon ligacije CD40 molekula na DC.

MoDC su dobijene $estodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela
sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLC uz dodatak TGF-p ovom diferencijacionom koktelu. MoDC i
MoLC su stimulisane pojedina¢no ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ¢elija su
potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDC i MoLC (1 x 10%) su kultivisani 5 dana sa alogenim CD4"
T-limfocitima (1 x 10°). U kulture je dodat forbol-12-miristat-13-acetat (PMA) (20 ng/ml) i Jonomicin
(500 ng/ml) u poslednjih 8h inkubacije. Vrednosti citokina su izmerene ELISA testovima (IFN-y, 1L-17,
IL-4, 1L-13, IL-10 i TGF-B) i metodom citofluorimetrijske detekcije citokina pomocu fluorescentnih
kuglica obelezenih anti-1L-2 antitelima (Th1/Th2 11 Plex). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
koncentracije citokina iz pet nezavisnih eksperimenata + SD.

*=p 0,05 ** =p 0,01 *** =p ¢ 0,001, u poredenju sa kokulturom u kojoj su bile istovetno
stimulisane MoDC
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4.6.4. Potencijal alostimulacije MoDC i MoLC

Na Grafikonu 23 je prikazana razlika u proliferaciji alogenih CD4" T-
limfocita koji su bili kultivisani sa MoDC ili MoLC nakon aktivacije CD40
molekula na ovim DC. Sposobnost proliferacije CD4" T-limfocita je procenjena na
osnovu analize ugradnje [*H]-timidina u ove limfocite. Rezultati su predstavljeni u
obliku indeksa proliferacije koji se izraCunava kao §to je opisano u Materijalima i

metodama.

Nije bilo razlike u potencijalu alostimulacije izmedu netretiranih, kontrolnih
MoLC i MoDC (Grafikon 23).

MoLC tretirane Poly(1:C) su snaznije stimulisale proliferaciju alogenih CD4"
T limfocita u nizim odnosima MoLC:CD4" T (1:40-1:160), u poredenju sa MoDC,
dok u visim odnosima (1:10, 20) nije bilo razlike (Grafikon 23).

MoLC tretirane u prisustvu curdlana su snaznije stimulisale proliferaciju
alogenih CD4" T-limfocita pri vi§im odnosima MoLC:CD4" T (1:10, 1:20), u
poredenju sa MoDC. U nizim odnosima DC:CD4" T (1:80, 1:160) nije uocena
razlika u proliferaciji CD4" T-limfocita izmedu kokultura sa MoDC i MoLC
(Grafikon 23).

Potencijal alostimulacije  MoLC tretiranih kombinacijom Poly(I:C) i
curdlana je bio snazniji u svim odredivanim odnosima MoLC:CD4" T (1:10-1:160),
u poredenju sa MoDC (Grafikon 23).
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Grafikon 23. Prikaz razlike u potencijalu alostimulacije izmedu identi¢no
pretretiranih MoDC i MoLC nakon ligacije CD40 molekula.

MoDC su dobijene $estodnevnom kultivacijom humanih monocita u prisustvu diferencijacionog koktela
sastavljenog od GM-CSF i IL-4, a MoLC uz dodatak TGF-p ovom diferencijacionom koktelu. MoDC i
MoLC su stimulisane pojedina¢no ili kombinacijom Poly(I:C) i curdlana tokom 24h. Obe grupe ¢elija su
potom tretirane rhCD40L dodatnih 24h. MoDC i MoLC su kultivisane u dvostruko-opadajuéim
razblazenjima (1 x 10* — 0,0625 x 10 sa alogenim CD4" T-limfocitima (1 x 10°) tokom 5 dana. U
poslednjih 18h u kulturu je dodat [*H]-timidin, nakon Cega je radioaktivnost izmerena kao broj
radioaktivnih raspada u minuti (engl. counts per minute, c.p.m.) kao §to je opisano u Materijalu i
metodama. Na grafiku su predstavljeni rezultati u obliku proseénog indeksa proliferacije (IP) + SD
dobijenog od triplikata iz jednog reprezentativnog od pet nezavisnih eksperimenata. IP je izraCunat
kori¢enjem sledeée formule: IP = c.p.m. (MoDC(LC)/CD4* T-limfocitna ko-kultura) / [ c.p.m. (sami
CD4" T-limfociti) + c.p.m (sami MoDC(LC)) ]. Spontana ugradnja [*H] timidina u kulturama samih
CD4" T-limfocita, odnosno samih DC oba tipa, izratunata je iz petoplikata dobijenih iz pet
nezavisnih eksperimenata. Broj p radioaktivnih raspada u kulturi samih CD4" T-limfocita bio je 287 +
47 c.p.m; broj P radioaktivnih raspada u kulturi samih MoDC i MoLC nezavisno od broja i maturacionog
statusa bio je 80 = 21 c.p.m.(odgovara nivou prirodnog fona zracenja).

*=p«0,05 ** =p 0,01, *** =p 0,001, u poredenju sa mesanom leukocitnom reakcijom u kojoj se
nalaze istovetno stimulisani MoDC
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5.1. Uticaj koktela proinflamacijskih medijatora na sazrevanje i
funkcije MoLC

Langerhansove ¢elije koje se koriste u imunobioloskim istrazivanjima
najéesée se dobijaju in vitro od CD34" hematopoetskih prekursora ili monocita
periferne krvi, odnosno mogu se izolovati ex vivo iz koznih eksplantata. CD34"
éelije poreklom iz kostne srzi ili krvi pupéanika diferentuju se u LC u prisustvu GM-
CSF i TNF-a (Caux i sar., 1996), dok se MoLC najées¢e dobijaju iz monocita u
prisustvu diferencijacionog koktela koji ¢ine GM-CSF, IL-4 i TGF-B (Geissmann i
sar., 1998). LC se mogu izolovati i iz éelijske suspenzije nakon tripsinizacije
epidermisa. U tu svrhu se primenjuje tehnika selektivnog imunomagnetnog
izdvajanja sa anti-CD1a antitelima ili upotreba adekvatnog gustinskog gradijenta
(Tchou i sar., 2003).

Fenotipski profil MoLC kultivisanih u nagem eksperimentu, u velikoj meri se
poklopio sa rezultatima drugih in vitro (Geissmann i sar., 1999) i ex vivo (Berthier-
Vergnes i sar., 2005) eksperimentalnih studija, i zavisio je od stepena maturacije.
nMoLC su u visokom procentu ispoljavale Langerin (84.5 + 7.7%), i snaZno su
eksprimirale HLA-DR i CD1a, a slabo CD83, CD86 i CCR7. Najznacajnija razlika u
ekspresiji povrsinskih markera izmedu naSe i pomenute ex vivo studije bila je u
snaznijoj ispoljenosti CD54 (ICAM-1) na nMoLC u poredenju sa epidermalnim LC.
Uzrok tome bi mogla da bude nedovoljna sekrecija IL-10 u kulturi nMoLC, za koji
je odranije poznato da inhibira ekspresiju CD54 u odsustvu TNF-a i IL-6 na
epidermalnim LC (Chang i sar., 1994). Naravno, ne bi trebalo zanemariti ni
potencijalni uticaj preostalih citokina sekretovanih od strane nMoLC kao i
komponenti prisutnih u medijumu poput GM-CSF koji takode moZze da poveca
ekspresiju CD54 (Chang i sar., 1994, Ozawa i sar., 1999), ali ni to da ispitivane

¢elije poticu iz razlicitih eksperimentalnih modela.

U okviru prvog cilja ovog rada ispitivan je uticaj ,klasi¢nog™ pro-
inflamacijskog koktela (TNF-o, IL-1p, IL-6 i PGE;) na maturaciju MoLC i
uporedena su njihova fenotipska i funkcionalna svojstva sa MoDC. Ovaj koktel se

najée$ée upotrebljava za sazrevanje DC u toku pripreme antitumorskih DC vakcina
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(Lee i sar., 2002). DC u prisustvu ovog koktela povecavaju ekspresiju MHC
molekula I i Il klase, kao i kostimulacijskih molekula (CD40, CD80, CD86), a
ovakav fenotip se pokazao najstabilnijim u poredenju sa drugim maturacijskim
koktelima (Simon i sar., 2009). Takode, ove DC pokazuju snaZniju sposobnost
indukcije Thl imunskog odgovora, veci potencijal alostimulacije i migracije i bolje
prezivljavanje u odnosu na nDC (Jonuleit i sar., 1997, Morelli i Thomson, 2003).

Efekti navedenog koktela proinflamacijskih medijatora na LC jo§ nisu ispitani.

Tretman ,klasi¢nim“ koktelom proinflamacijskih medijatora je povecao
ekspresiju HLA-DR, CD83, CD86, CD54 i CCR7 na MoLC. Dobijeni rezultati
odgovaraju ranije objavljenim podacima dobijenim nakon stimulacije MoLC sa
TNF-a 1 IL-1B (Geissmann i sar., 1999). Koktel je ispoljio najjaci uticaj na
ekspresiju CCR7 molekula, sto je u skladu sa rezultatima studije koja je pokazala da
PGE, u prisustvu TNF-a, IL-1p i IL-6, ima odlucuju¢u ulogu na povecanje
ekspresije CCR7 na MoDC, kao i na porast njihovih migracijskih sposobnosti u
odgovoru na CCL19 i CCL21 posredstvom EP2 i EP4 receptora (Scandella i sar.,
2002).

U kulturama nMoLC je zapazena umerena produkcija IL-27, niska
produkcija IL-10 i IL-23, dok je IL-12 bio nedetektabilan. Odsustvo sekrecije I1L-12
odgovara ranije objavljenim eksperimentalnim podacima (Geissmann i sar., 1999),
dok je sekrecija IL-10 bila ve¢a nego u drugim studijama, gde je nivo ovog citokina
uglavnom bio izrazito nizak ili nedetektabilan (Peiser i sar., 2004, Furio i sar.,
2009). Razlika u sekreciji IL-10 mogla bi da se objasni razli¢itim uslovima
kultivacije ili nedovoljnom osetljivos¢u metode za detekciju ovog citokina, a mozda
I genetskom specifi¢nos$¢u donora. lzostanak sekrecije IL-12 uz ocuvanu produkciju
IL-23 moze biti posledica razli¢ite regulacije u ekspresiji subjedinica IL-12-
superfamilije citokina. Ova pretpostavka je u saglasnosti sa podacima dobijenim na
monocitima i MoDC koji su pokazali da IL-10 direktno inhibira ekspresiju samo p35
subjedinice, specifi¢ne za IL-12 ali ne i za IL-23 (Aste-Amezaga i sar., 1998, Corinti
i sar., 2001). Do sada nisu objavljeni podaci o produkciji IL-27 od strane LC, zbog

¢ega je na ovom nivou neophodno prosiriti istrazivanja.
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Sazrevanje MoLC pod dejstvom koktela proinflamacijskih medijatora bilo je
praceno porastom sekrecije IL-12 i IL-27 u poredenju sa nMoLC, dok promene u
produkciji 1L-10 i 1L-23 nisu zapaZene. Takode, pokazali smo da su zrele zZMoLC
snaznije indukovale produkciju IFN-y, IL-2, IL-4 IL-13 i TGF-B, slabije su
indukovale produkciju IL-10, i nisu izmenile sekreciju IL-17 u kokulturi sa
alogenim CD4" T-limfocitima u poredenju sa nMoLC. Produkcija IFN-y i IL-10 u
nasoj studiji je u saglasnosti sa produkcijom ovih citokina u kokulturi CD4" T-
limfocita i MoDC stimulisanih istim koktelom proinflamacijskih medijatora
(Jonuleit i sar., 1997). Za sada nema objavljenih podataka o uticaju ovog koktela na

sazrevanje MoLC.

Trend smanjenja produkcije 1L-10 od strane zMoLC u poredenju sa nMoLC
mogao bi se dovesti u vezu sa smanjenjem ekspresije receptora za faktor tumorske
nekroze (TNF-R) pod dejstvom TGF-B, $to je inafe karakteristicno za ovu
subpopulaciju DC (Geissmann i sar., 1999, Moore i sar., 2001). Zbog veée
produkcije 1L-12 od strane zZMoLC bio je pove¢an odnos IL-12 / IL-10, $to bi moglo
da ukaze na slabljenje sposobnosti ovih ¢elija da indukuju Th2 imunski odgovor,
kako je to opisano ranije za zMoDC (Chang i sar., 2009). zMoLC u naSem
eksperimentu su pokazale potencijal da snaznije indukuju produkciju IFN-y u
kokulturi sa alogenim CD4* T-limfocitima u poredenju sa nMoLC nezavisno od
nivoa produkcije IL-12 i IL-23. Opisana pojava je u skladu sa rezultatima
eksperimenta koji je pokazao da epidermalne LC, bez obzira na maturacioni status
ili prisustvo anti-1L-12p40 antitela, indukuju polarizaciju imunskog odgovora u Thl
smeru mehanizmom koji ne zavisi od IL-12 i IL-23 (Furio i sar., 2009). Povecanje
sekrecije IL-27 od strane zMoLC moglo je da dovede do povecanja sekrecije IFN-y
u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, buduéi da je i na humanom (Pflanz i
sar., 2002) i na misjem modelu (Takeda i sar., 2003) pokazano da IL-27 indirektno
povecava produkciju IFN-y tako S$to indukuje povecanje ekspresije B2 subjedinice
receptora za IL-12 (IL-12R) na CD4" T-limfocitima. Pretpostavlja se da bi IL-27, u
skladu sa podacima dobijenim na misjim DC, mogao i da ograniéi produkciju IFN-y
tako $to bi autokrinim dejstvom povecao produkciju IL-10 od strane MoLC

(Mascanfroni i sar., 2013).
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Snaznija sposobnost zMoLC da indukuju produkciju 1L-4 i 1L-13 u kokulturi
alogenih CD4" T-limfocita, u poredenju sa nMoLC, delimi¢no bi mogla biti
posledica specifi¢nih uslova kultivacije. MoLC u naSoj studiji su stimulisane u
prisustvu koktela proinflamacijskih medijatora koji sadrzi PGE,, za koji je pokazano
da moze da poveéa sposobnost MoDC za indukciju Th2 imunskog odgovora
(Morelli i Thomson, 2003). Nadeni odnos u produkciji IFN-y / IL-4 i IFN-y / IL-13 u
kokulturi zZMoLC i alogenih CD4" T-limfocita ukazuje na potencijal ovih éelija da
indukuju Th1l imunski odgovor, dok bi smanjenje ovog odnosa nakon sazrevanja
ukazivalo na to da zMoLC imaju slabiji potencijal da indukuju Th1 imunski odgovor

u poredenju sa nMoLC.

Poznato je da IL-23 povecava produkciju IL-17 u mi§jem in vitro
eksperimentalnom modelu tako $to podsti¢e prezivljavanje, a ne proliferaciju ili de
novo polarizaciju Th17 CD4" T-limfocita (Stritesky i sar., 2008). Nadovezujuéi se na
prethodno, mozemo pretpostaviti da je izostanak promene u produkciji IL-23 od
strane MoLC nakon stimulacije proinflamacijskim koktelom odgovoran za
nepromenjen potencijal ovih ¢elija da indukuju Th17 imunski odgovor u kokulturi sa
CD4" T-limfocitima, u poredenju sa nMoLC. Sposobnost zMoLC da snaZnije
indukuju sekreciju IL-2 u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa
nMoLC, takode bi mogla da uti¢e na izostanak promene u njihovoj sposobnosti da
indukuju Th17 imunski odgovor. Odranije je poznato da IL-2 deluje preko STAT5
kao negativni regulator promotora gena za IL-17, ¢ime inhibira diferencijaciju
misjih Th17 CD4" T-limfocita (Laurence i sar., 2007).

zMoLC su imale snizen alostimulacijski potencijal u poredenju sa nMoLC, i
pored snaznije ekspresije HLA-DR, CD86 i CD54, odnosno snaznije sposobnosti da
indukuju produkciju IL-2 u njihovoj kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima.
Razlog za slabiju stimulaciju proliferacije alogenih CD4" T-limfocita od strane
zMoLC, u poredenju sa nMoLC, mogao bi da bude posledica istovremeno snaZnije
produkcije TGF-B u ovoj kokulturi. TGF-B sprecava proliferaciju aktivisanih T-
limfocita tako S§to inhibira fosforilaciju Jak-1 i STAT 5 molekula nakon vezivanja
IL-2 za IL-2 receptor (IL-2R) (Bright i sar., 1997, Malek, 2008), i podsti¢e njihovu
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apoptozu aktivacijom proteina koji pripadaju familiji kaspaza (Chung i sar., 2000,
Schuster i Krieglstein, 2002).

5.2. Poredenje fenotipskih i funkcionalnih svojstvima MeDC i MoLC

stimulisanih koktelom proinflamacijskih medijatora

Medugrupno poredenje fenotipa je pokazalo da su MoLC veée i
heterogenijeg oblika, kao i da znatno snaznije ispoljavaju CD1a molekul i Langerin
od MoDC. Ove osobine odgovaraju opisanim razlikama izmedu LC i IDDC
dobijenih ex vivo izolacijom iz koznih eksplantata (Larregina i sar., 2001, Nestle i
sar., 1993). Nizak procenat MoDC (6.4 + 2.1 %) koji je eksprimirao Langerin je
najverovatnije posledica endogenog prisustva TGF- u FCS kojim je bio obogacen
medijum za Celijsku kultivaciju. Izmerena koncentracija TGF-f u medijumu od 63.1
* 8.4 pg/ml je vise od 100 puta manja nego §to je potrebno da bi monociti in vitro
stekli fenotip MoLC (Geissmann i sar., 1998). Zbog toga bi ova mala subpopulacija
CD1la"CD14langerin® MoDC mogla da odgovara IDDC koje se razlikuju od LC u
kozi (Angel i sar., 2007).

Niza ekspresija HLA-DR, CD54 i CCR7 na nMoLC ukazuje na njihovu veéu
nezrelost u poredenju sa nMoDC. Pronadena razlika u ekspresiji HLA-DR u skladu
je sa podacima drugih in vitro studija (Takeuchi i sar., 2003, van der Aar i sar.,
2007), dok rezultati u vezi sa CD54 i CCR7 jo§ nisu publikovani. Iako nije bilo
razlike u ispoljavanju CD86 izmedu nMoLC i nMoDC, niska ekspresija ovog ko-
stimulacijskog molekula na obe subpopulacije DC je bila u skladu sa njihovim
nezrelim fenotipom (van der Aar i sar., 2007). Nakon maturacije u prisustvu koktela,
obe grupe celija su povecale ekspresiju vecéine testiranih povrSinskih markera, s tim
da je njihova ispoljenost na zMoLC i dalje bila slabija u odnosu na zMoDC. Ovi
rezultati odgovaraju eksperimentalnim podacima koji su pokazali da TGF-f inhibira
povecanje ekspresije HLA-DR, CD83 i CD86 na DC u prisustvu proinflamacijskih
citokina TNF-a i IL-1p (Geissmann i sar., 1999).

nMoLC su slabije indukovale produkciju IFN-y i IL-4, a snaznije IL-17 i IL-
13 u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa nMoDC. MoLC su,
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medutim, nakon maturacije snaznije indukovale produkciju sva cetiri pomenuta
citokina u poredenju sa zMoDC. Nekoliko ex vivo studija je pokazalo da su i LC i
IDDC koje su imale sposobnost da spontano migriraju iz koznih eksplantata
indukovale Thl i Th2 polarizaciju aloreaktivnin CD4" T-limfocita (Morelli i sar.,
2005, Klechevsky i sar., 2008), dok su samo LC mogle da stimuli§u Th17 imunski
odgovor na ovim limfocitima (Mathers i sar., 2009). Jaéa sposobnost MoLC da
indukuju Thl17 imunski odgovor, nezavisno od njihovog maturacionog statusa,
odgovara specifi¢nim in vivo potrebama za produkcijom IL-17 u epitelima gde LC
ucestvuju kao prva linija odbrane od razli¢itih patogena (Infante-Duarte i sar., 2000,
Kim i sar., 2008, Huang i sar., 2004, Kelly i sar., 2005). Sposobnost MoLC da
pokrenu Th17 imunski odgovor u skladu je sa ¢injenicom da su tkiva nastanjena LC

bogatija sa TGF-p (Hashimoto, 2000).

Niza sekrecija IFN-y a visa IL-17 u kokulturi alogenih CD4" T-limfocita sa
nMoLC, u poredenju sa njihovom kokulturom sa nMoDC, odgovara slabijoj
produkciji IL-12 i TNF-a a snaznijoj IL-23 od strane nMoLC, u odnosu na nMoDC.
lako je i odnos u produkciji 1L-12 / IL-10 bio nizi u kulturi nMoLC, u poredenju sa
nMoDC, odnos u produkciji IFN-y / IL-13 je bio visi u kokulturi sa alogenim CD4"
T-limfocitima, $to bi ukazivalo na snazniju sposobnost nMoLC da indukuju Thl
imunski odgovor, u poredenju sa nMoDC. U tom kontekstu bi smanjenje produkcije
IL-12 pri nepromenjenoj sekreciji 1L-10 od strane nMoLC, u poredenju sa nMoDC,
zapravo moglo da ukaZe na snaZniju kontrolu, a ne na snazniju sposobnost indukcije
Th1 imunskog odgovora od strane nMoLC, u poredenju sa nMoDC (Langenkamp i
sar., 2000).

Veca koncentracija IL-12 i niza IL-10, odnosno snaznija produkcija IL-23 u
kulturama zMoLC mogle bi da budu razlog zasto ove ¢elije snaznije indukuju
produkciju IFN-y i IL-17 u poredenju sa zMoDC. U skladu sa prethodnim je i veéi
odnos izmedu IL-12 / IL-10 u kulturi zZMoLC, kao i veé¢i odnos IFN-y / IL-13 u
njihovoj kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa kulturama
zMoDC.

zMoLC su imale snazniju sposobnost da indukuju produkciju IFN-y i IL-4, a

slabiju IL-13, u poredenju sa zMoDC. Ovakav odnos u sekreciji pomenutih citokina
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bi mogao da se objasni specificnos§éu u dinamici produkcije Th2 citokina u kokulturi
DC sa alogenim CD4" T-limfocitima. Naime, na mi§jem modelu je pokazano da
produkcija IL-13 od strane CD4"CD45RO" T-limfocita u kokulturi sa DC vremenski
prethodi sekreciji IL-4 (Webb i sar., 2007). Bioloski znaéaj ovog otkri¢a bi, ipak,
morao da bude dodatno procenjen, uzevsi u obzir i ¢injenicu da je IL-13 snazniji
inhibitor produkcije IFN-y u poredenju sa IL-4 ne samo kod miSeva, ve¢ i u

humanom sistemu (de Vries, 1998).

Sposobnost proliferacije alogenih CD4" T-limfocita stimulisanih sa nMoLC
bila je snaZnija u odnosu na limfocite kultivisane sa nMoDC, a koincidirala je i sa
snaznijom produkcijom IL-2. Uzroci ovakvog proliferacijskog odgovora, i pored
toga, nisu u potpunosti jasni, posto je ekspresija CD83 i CD86 na nMoLC bila
sliéna, a HLA-DR i CD54 &ak i snizena u odnosu na nMoDC. Ostaje da se ispita
kako se menja ispoljenost ovih molekula ali i drugog kostimulacijskog molekula,
CD80 na MoLC, nakon uspostavljanja kontakta sa CD4" T-limfocitima, gde kljuénu
ulogu ima interakcija izmedu CD40 liganda (CD4" T-limfociti) i CD40 (DC) (van
Kooten i Banchereau, 2000). Od ranije je poznato da MoLC stimulisane CD40L
povecavaju ekspresiju CD83, CD86, CD80, HLA-DR i CD54, kao i sekreciju IL-12 i
IL-10 u poredenju sa nMoLC. Aktivacija CD40 molekula poveéava i sposobnost
MoLC da stimulidu proliferaciju alogenih CD4* T-limfocita (Peiser i sar., 2004).
Takode, nije u potpunosti jasno ni da li uzrok izmerene razlike u sekreciji IL-2
izmedu kokultura deluje pre ili nakon aktivacije CD4" T-limfocita. Naime, ve¢ je
ustanovljeno da IL-10 inhibira produkciju IL-2 na nivou signalnih puteva ukljuc¢enih
u sintezu samog molekula, ali bez promene ekspresije ili funkcije IL-2R (de Waal
Malefyt i sar., 1993). U tom kontekstu, niza produkcija IL-10 u kokulturi nMoLC sa
CD4" T-limfocitima, u poredenju sa kokulturom sa nMoDC, bi mogla biti od zna¢aja
za obja$njenje ove pojave, posto na nivou kultura DC nije bilo razlike u produkciji
IL-10 izmedu nMoLC i nMoDC. Zbog toga se moze pretpostaviti da IL-10 u nagoj
MLR sa nMoLC nije mogao da inhibira efekte veé izlu¢enog IL-2, koji je kljuéni
faktor proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja T-limfocita (Nelson i Willerford,
1998).
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Maturacijski koktel je smanjio sposobnost proliferacije CD4" T-limfocita
kokultivisanih sa zZMoLC, u poredenju sa zMoDC, uprkos vi$oj produkeiji IL-2.
Ovaj rezultat bi mogao da se objasni veli¢inom ekspresije HLA-DR i CD54 na
zMoLC u odnosu na zMoDC, ali i razlikom u odnosu IL-2 / TGF-p izmedu njihovih
kokultura. Niza ekspresija HLA-DR i CD54 na zMoLC u poredenju sa zMoDC
odgovara ranije objavljenim podacima da su LC, koje su imale niZu antigen-
prezentujuéu funkciju i smanjenu sposobnost za uspostavljanje kontakta sa CD4" T-
limfocitima, snaZnije inhibirale njihovu proliferaciju, u poredenju sa IDDC (Morelli
i sar., 2005). S druge strane, nizi odnos IL-2 / TGF-B u kokulturi CD4" T-limfocita i
zMoLC, u poredenju sa zMoDC, bi doveo do snaznije modulacije intraéelijskih
efekata IL-2 pod uticajem TGF-f u ovoj kokulturi. Naime, poznato je da TGF-p
inhibira ekspresiju IL-2R, kao i prenos signala preko ovog receptora posredovanog
Jak-Stat signalnim putem (Grundstrom i sar., 2000, Campbell i sar., 2001, Bright i
sar., 1997).

Protokoli za pripremu antitumorskih vakcina su u poslednjih nekoliko godina
bili skoro iskljuéivo utemeljeni na zMoDC koje indukuju Th1 polarizacijski odgovor
CD4" T-limfocita (Mailliard i sar., 2004). Pa ipak, nedavni in vivo eksperimenti na
misevima obolelim od malignog melanoma su potvrdili da i Th17 CD4" T-limfociti
ispoljavaju antitumorsku aktivnost zbog jedinstvene sposobnosti da putem IL-17
privuku u tumor CD8a" DC koje mogu da aktiviraju CD8* T-limfocite (Martin-
Orozco i sar., 2009). Osim toga, na slicnom modelu je pokazano da Th17 T-limfociti
u prisustvu IL-12, a u odsustvu TGF-B mogu da zapo¢nu produkciju IFN-y
(Muranski i sar., 2008, Lee i sar., 2009). Kako su zMoLC u na$oj studiji snaZnije
indukovale i Th1 i Th17 imunski odgovor u poredenju sa zMoDC, kao i da su Th17
CD4" T-limfociti prisutni u razli¢itim humanim tumorima, pretpostavljamo da bi
zMoLC mogle da budu od koristi u budué¢im vakcinalnim protokolima usmerenim
makar protiv koznih i epitelnih tumora (Muranski i sar., 2008, Zhang i sar., 2008,
Sfanos i sar., 2008, Miyahara i sar., 2008). Treba, medutim, naglasiti da su zZMoLC

snaznije indukovale i produkciju IL-4 u odnosu na zMoDC, §to bi moglo
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potencijalno da umanji intenzitet Th1/Th17 odgovora (de Jong i sar., 2005). Kako
MoLC ovu osobenost sti¢u nakon maturacije, bilo bi razumno testirati i neke
dodatne maturacijske protokole kako bi se odredio najoptimalniji nacin za
ispoljavanje njihovih antitumorskih karakteristika. Ova pretpostavka je utemeljena
na ranijim studijama koje su pokazale da je maturacijski koktel koji smo i mi
koristili (Jonuleit i1 sar., 1997) doveo do aktivacije regulatornih T-limfocita
(Banerjee i sar., 2006), dok je PGE; dodatno stimulisao produkciju IL-10, inhibirao
produkciju I1L-12 i indukovao usmerenje imunskog odgovora ka Th2 od strane DC
(Luft i sar., 2002, Morelli i Thomson, 2003).

5.3. Uticaj Poly(l:C) i curdlana na fenotipska svojstva i funkcije
MoLC

lako je za sazrevanje DC &esto dovoljna stimulacija samo jednim TLR ili
CLR agonistom, fenotipski stabilniji i funkcionalno potentniji imunski odgovor ¢e se
najcesce dobiti tek njihovom kombinovanom primenom koja je posledica specifi¢ne
integracije razli¢itih, medusobno nezavisnih, unutarcelijskih signala. U nasSoj studiji
prvo smo analizirali pojedinaéne efekte agonista TLR3 (Poly(l:C)) i dectin-
1/Langerin (curdlan) na nezrele MoLC, a potom ih uporedili sa MoLC koje su bile

stimulisane kombinacijom ovih agonista.
5.3.1. Poly(l1:C)

Povecana ekspresija HLA-DR, CD86, CD80, CD40, CD83, CD54 i CCR7 na
MoLC nakon stimulacije Poly(l:C) odgovarala je podacima dobijenim u studiji na ex
Vivo izolovanim LC koje su bile stimulisane istom koncentracijom Poly(I:C) (Furio i
sar., 2009). Takode, nasi rezultati su bili u skladu i sa podacima objavljenim u in
vitro studiji na MoDC, koja ne samo $to je pokazala isti profil, ve¢ i sli¢an nivo
ekspresije ovih markera na MoDC nakon stimulacije Poly(I:C) (Dragicevic i sar.,
2012).

MoLC stimulisane Poly(I:C) su snaznije stimulisale proliferaciju alogenih
CD4" T-limfocita u vi§im odnosima MoLC:CD4" T (1:10-1:40), u odnosu na nezrele
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MoLC. Snaznija proliferacija CD4" T-limfocita pri najvisem odnosu sa MoLC u
na$oj studiji mogla bi biti uslovljena jacom ekspresijom HLA-DR, CD54 i CD86 na
MoLC koje su stimulisane Poly(I:C), ali i jatom produkcijom IL-2, a slabijom TGF-
B u kokulturi sa ovim limfocitima. Uticaj pokazanog odnosa izmedu IL-2 i TGF- na
proliferaciju limfocita, u skladu je sa podacima in vitro studije koja je pokazala da
TGF-B inhibira autokrini efekat IL-2 na povecanje ekspresije IL-2R na aktivisanim
CD4" T-limfocitima, kao i njegovu signalizaciju preko Jak-1 kinaze i STAT 5
transkripcionog faktora (Bright i sar., 1997, Das i Levine, 2008).

MoLC su nakon tretmana Poly(I:C) snaZnije produkovale IL-12, I1L-10, IL-
23, IL-27, TNF-a, IL-1B 1 IL-6 u poredenju sa netretiranim ¢elijama. Ovaj citokinski
profil uglavnom se podudarao sa rezultatima in vitro studije na MoDC koje su
stimulisane pod identi¢nim uslovima, izuzev u slucaju IL-10 koji je bio snizen
(Dragicevic i sar., 2012). Razlika u sekreciji IL-10 je najverovatnije posledica
donorske specifiénosti i uslova Kultivacije, posto je ranije pokazano da MoLC
diferencirane u kultivacionom medijumu koji sadrzi TGF-fB slabo produkuju IL-10
(Geissmann i sar., 1999). MoLC tretirane Poly(l:C) su snaznije indukovale sekreciju
sva tri citokina karakteristi¢nih za Thl, Th17 i Th2 imunski profil, IFN-y, IL-17 i
IL-4, u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, a u poredenju sa nezrelim MoLC.
Nije bilo razlike u odnosu IFN-y / IL-4 izmedu kokultura CD4" T-limfocita sa
MoLC stimulisanim Poly(I:C), u poredenju sa nezrelim MoLC, $to bi moglo da

ukaze na slican potencijal usmeravanja imunskog odgovora u Th1l smeru.

Pokazani rezultati proliferacije i produkcije citokina u naSoj studiji
odgovaraju podacima dobijenim na ex vivo izolovanim LC, koje su nakon
stimulacije Poly(l:C) ispoljile snazniji alostimulacijski potencijal u poredenju sa
nestimulisanim c¢elijama i indukovale snazniju produkciju IFN-y uprkos vecoj
produkciji 1L-10 od strane alogenih CD4" T-limfocita u kokulturi (Furio i sar.,
2009).

5.3.2. Curdlan

MoLC su nakon stimulacije curdlanom snaZnije eksprimirale HLA-DR,

CD86, CD80, CD40, CD83 i CD54, u poredenju sa netretiranim MoLC. U slu¢aju

114



Ivan Rajkovi¢ Diskusija

ekspresije CCR7 molekula, tretman curdlanom je povecao njegovu procentualnu
zastupljenost na MoLC uz istovremeno sniZenje intenziteta ekspresije. Procenat
ispoljenosti ovih markera u naSoj studiji bio je u skladu sa podacima dobijenim
nakon stimulacije MoDC sa istom koncentracijom curdlana, ali uz nizu ekspresiju
(Dragicevic i sar., 2012). Ova nepodudarnost moze biti posledica razli¢itih uslova
kultivacije ¢elija i zahteva dodatnu evaluaciju. Spomenute MoLC su snaZnije
indukovale proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u svim testiranim odnosima
MoLC:CD4" T (1:10-1:160), u poredenju sa netretiranim MoLC. Njihov
alostimulacijski potencijal u najvisem odnosu MoLC:CD4" T-limfocita (1:10)
mogao bi biti posledica snaznije ekspresije HLA-DR, CD86, CD80 i CD54

molekula.

MoLC su nakon stimulacije curdlanom produkovale vise nivoe IL-12, IL-10,
IL-23, IL-TNF-a, IL-1p i IL-6, dok je produkcija IL-27 ostala nepromenjena.
Takode, u kokulturama ovih éelija sa alogenim CD4" T-limfocitima nadena je
snaznija produkcija IFN-y, IL-2, IL-4 i IL-10, a bez bitnije promene u produkciji IL-
17 i TGF-B. Opisani profil sekrecije citokina se u znatnoj meri podudara sa
rezultatima dobijenim na identi¢no stimulisanim MoDC, osim §to MoDC nakon
stimulacije curdlanom nisu znacajnije izmenile produkciju TNF-a, IL-10 i IL-6,
odnosno snaznije su indukovale produkciju IL-17, u poredenju sa nestimulisanim
éelijama (Dragicevic i sar., 2012). Nizi odnos IFN-y / IL-4 u kokulturi CD4" T-
limfocita sa MoLC stimulisanim curdlanom mogao bi da ukaZe na njihov slabiji

potencijal da usmere imunski odgovor u Th1 smeru, u poredenju sa nezrelim MoLC.
5.3.3. Kombinovana stimulacija Poly(l:C) i curdlanom

Studija DragiCeviceve i saradnika (Dragicevic i sar., 2012) je pokazala da
koligacija Poly(l:C) i curdlana dovodi do fenotipske maturacije MoDC sa
povecanjem ekspresije CD83, HLA-DR, CD86, CD40 i CD54, koja po svemu
podseéa na efekat Poly(I:C), izuzev dodatnog poveéanja ekspresije CCR7. MoDC
stimulisane sa oba liganda povecavaju produkciju IL-12, IL-23 i IL-10 u odnosu na
sam Poly(l:C). MoDC stimulisane curdlanom snaZnije indukuju Th17, a slabije Thl

imunski odgovor u poredenju sa onima koje su tretirane Poly(I:C). Kada se ovi
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agonisti kombinuju, dodatno se potencira sposobnost MoDC da podstaknu
produkciju IFN-y, pre svega od strane naivnih CD4" T-limfocita, odnosno IL-17 od
strane memorijskih CD4" T-limfocita. Dosad nije bilo objavljeninh podataka o

efektima koligacije ova dva agonista na LC.

MoLC u naSoj studiji su nakon stimulacije kombinacijom Poly(l:C) i
curdlana snaznije ispoljile CD80 i CD40 molekul u poredenju sa MoLC pojedinaéno
stimulisanim Poly(l1:C) ili curdlanom, i pokazale snazniju alostimulacijsku
sposobnost u kokulturi sa CD4" T-limfocitima gde su jace indukovale produkciju IL-
2, a slabije produkciju IL-10. SnaZnija ekspresija CD40 molekula na MoLC
stimulisanim kombinacijom Poly(l:C) i curdlana mogla je da putem interakcije sa
CD40L na CD4" T-limfocitima poveca intenzitet njihove proliferacije u odnosu na
MoLC pojedina¢no tretirane ovim agonistima. Odranije je poznato da spomenuta
interakcija dovodi do povecanja produkcije IL-2, najvaznijeg faktora rasta T-
limfocita u kokulturama MoDC i CD4" T-limfocita (Ma i Clark, 2009).

Ipak, nije sasvim jasno kako je povecanje ekspresije CD80 molekula i
njegova snaznija ispoljenost u odnosu na CD86 na MoLC stimulisanim
kombinacijom Poly(l:C) i curdlana, inace karakteristicno za fenotip tolerogenih
MoLC (Sansom i sar., 2003), moglo da doprinese snaznijoj stimulaciji proliferacije
alogenih CD4" T-limfocita, u poredenju sa MoLC pojedina¢no tretiranim Poly(I:C)
ili curdlanom. Mozemo pretpostaviti da se nakon kontakta kombinovano
stimulisanih MoLC sa CD4" T-limfocitima odigrao naknadni porast ekspresije CD86
u odnosu na CD80 putem CD40:CD40L interakcije (Cella i sar., 1996, Shibaki i
Katz, 2001).

Snaznija produkcija TNF-a od strane MoLC stimulisanih kombinacijom
Poly(l:C) i curdlana nije izmenila sekreciju IFN-y u poredenju sa MoLC
stimulisanim Poly(1:C) iako je poznato da TNF-o usmerava imunski odgovor CD4"
T-limfocita u Thl smeru (Mootoo i sar., 2009). Razlog za izostanak povecanja
produkcije IFN-y u nasoj studiji mogao bi da bude posledica slabije produkcije IL-
12 od strane MoLC stimulisanih kombinacijom agonista, buduéi da je pokazano
kako je za poveéanje sekrecije IFN-y od strane CD4" T-limfocita neophodno

povecanje ekspresije IL-12R na ovim ¢elijama pod sinergijskim uticajem TNF-a i
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IL-12 (Ahlers i sar., 2001). Ova pretpostavka bi bila u skladu i sa in vivo
eksperimentalnim podacima koji su pokazali da su TNF/ miSevi sa ofuvanom
produkcijom IL-12 nakon infekcije mikobakerijama razvili prejak Thl imunski
odgovor koji je doveo do destrukcije pluénog parenhima, dok kod IL-12°/" miSeva sa
o¢uvanom produkcijom TNF-a nije bila uocCena slicna pojava (Zganiacz i sar.,
2004). Snizena sekrecija IL-10 od strane MoLC stimulisanih kombinacijom
Poly(I:C) i curdlana bila je u skladu sa sniZzenjem produkcije IL-4 u njihovoj
kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u odnosu na MoLC stimulisane
Poly(l:C), buduéi da je poznato kako DC koje produkuju IL-10 usmeravaju imunski
odgovor CD4" T-limfocita u Th2 smeru (Langenkamp i sar., 2000, Corinti i sar.,
2001). lzostanak promene u produkciji IFN-y i snizena sekrecija IL-4 u kokulturama
CD4" T-limfocita sa MoLC stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, mogli
bi da ukazu na skretanje imunskog odgovora u Thl smeru u poredenju sa

kokulturama sa MoLC pojedinaéno tretiranim Poly(I:C).

StatistiCki snizena produkcija IL-1f i tendencija ka smanjenoj produkeiji IL-
6 od strane MoLC stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, mogle bi da
budu razlog snizene produkcije IL-17 u njihovoj kokulturi sa CD4" T limfocitima, u
poredenju sa MoLC tretiranim Poly(I:C). Prisustvo IL-1p i IL-6 se pokazalo
kljuénim za diferencijaciju naivnih humanih T-limfocita u Th17 limfocite nakon
stimulacije anti-CD3 i anti-CD28 antitelom in vitro (Acosta-Rodriguez i sar., 2007).
Snaznija produkcija IL-2 u kokulturi CD4" T-limfocita sa MoLC stimulisanih
kombinacijom agonista, u odnosu na MoLC pojedinaéno stimulisane Poly(I:C),
mogla je, takode, da dovede do slabije produkcije IL-17. Navedena ¢injenica je u
skladu sa rezultatima kombinovane in vitro i in vivo studije na miSevima koja je
pokazala da IL-2 inhibira formiranje RoRyt, pozitivnog regulatora Th17 polarizacije,
putem STATS5 molekula (Liao i sar., 2011).

Snaznija produkcija 1L-12 i TNF-a od strane MoLC stimulisanih
kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u naSoj studiji bila je u skladu sa snaznijom
produkcijom IFN-y u alogenoj kokulturi sa CD4" T-limfocitima, u poredenju sa
MoLC stimulisanim curdlanom (Ahlers i sar., 2001). lako su kombinovano

stimulisane MoLC snaZnije produkovale IL-10, statisticki ve¢i odnos izmedu IL-12 /
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IL-10 u kulturi, kao i izmedu IFN-y / IL-4 u kokulturi sa CD4" T-limfocitima,
ukazuje na njihovu snazniju sposobnost da usmeravaju imunski odgovor u Thl
smeru, u odnosu na MoLC tretirane curdlanom (Langenkamp i sar., 2000). Trend
povecanja sekrecije IL-17 u kokulturi MoLC stimulisanih kombinacijom Poly(I:C) i
curdlana sa alogenim CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoLC tretiranim
curdlanom, u skladu je sa snaznijom produkcijom pro-Thl7 citokina, IL-1pB, IL-6 i
IL-23, od strane kombinovano stimulisanih MoLC u na$oj studiji (Acosta-Rodriguez
i sar., 2007, Stritesky i sar., 2008).

5.4. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama izmedu

MoDC i MoLC stimulisanih Poly(1:C) i curdlanom

MoLC su nakon stimulacije kombinacijom Poly(I:C) i curdlana povecale
ekspresiju CD86, CD80, CD40 i CCR7, a snizile CD83 i CD54 u poredenju sa
istovetno tretiranim MoDC. MoLC su ispoljile snazniju alostimulacijsku sposobnost
u najvisem odnosu MoLC:CD4" T (1:10), a slabiju u nizim odnosima (1:80, 1:160),
u odnosu na MoDC. Snaznija proliferacija alogenih CD4" T-limfocita u kokulturi sa
najvi§im odnosom MoLC:CD4" T (1:10) bila je u skladu sa pove¢anom ekspresijom
CD86, CD80 i CD40 na ovim MoLC i izmerenim poveéanjem koncentracije IL-2.
Nije, medutim, jasno zasto je izostao inhibitorni efekat na proliferaciju CD4" T-
limfocita pod uticajem povecane produkcije 1L-10 i TGF-p u istim kokulturama.
Razlog za ovu pojavu bi mogao da bude posledica neadekvatne dinamike u sekreciji
spomenutih citokina, budu¢i da je poznato kako IL-10 i TGF-B u odredenim
situacijama ispoljavaju inhibitorni efekat na proliferaciju T-limfocita iskljucivo ako
deluju sinergisti¢ki. Sveze aktivirani T-limfociti mogu, na primer, da izbegnu
inhibitorni efekat TGF-B in vitro tako Sto, isklju¢ivo u odsustvu produkcije IL-10,
snizavaju ekspresiju TGF- receptora II tipa (TGF-BRII) na ovim ¢elijama (Cottrez i
Groux, 2001).

Slabija produkcija IL-12 i snaznija produkcija IL-10 od strane MoLC, kao i
slabija sekrecija IL-27, neophodnog za uspostavljanje reaktivnosti CD4" T-limfocita
na IL-12 u toku rane faze uspostavljanja Thl imunskog odgovora, bile su u skladu sa

snizenom produkcijom IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u
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poredenju sa MoDC (Langenkamp i sar., 2000, Lucas i sar., 2003). MoLC su slabije
stimulisale i produkciju IL-4 u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima. Nije
uolena razlika u odnosu IFN-y / IL-4 izmedu kokultura CD4" T-limfocita sa MoLC,
u poredenju sa MoDC, $to bi moglo da ukaZe na sli¢an potencijal obe vrste ¢elija da

usmere imunski odgovor u Thl smeru.

Slabija sekrecija IL-1p od strane MoLC, kljuénog pro-Thi7 citokina u
humanom sistemu, kao i IL-27, neophodnog za odrzavanje de novo uspostavljene
populacije Th17 limfocita, i IL-23, potrebnog za prezivljavanje stabilno formiranih
CD4" T-limfocita, odgovarale su snizenoj produkciji 1L-17 u kokulturi sa alogenim
CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoDC (Acosta-Rodriguez i sar., 2007, El-behi i
sar., 2009, Stritesky i sar., 2008).

Snaznija proliferacija slabije polarizovanih alogenih CD4" T-limfocita
stimulisanih sa MoLC u nafoj studiji, mogla bi da bude posledica snaZnije
produkcije TGF-B u kokulturi. Izneta pretpostavka bi bila u skladu sa pokazanim in
vitro efektom TGF-B koji, mehanizmom nezavisnim od IL-2, inhibira apoptozu i
podsti¢e proliferaciju naivnih CD4" T-limfocita, aktiviranih anti-CD3 i anti-CD28
antitelom (Sung i sar., 2003).

5.5. Uticaj ligacije CD40 molekula na fenotipske i funkcionalne

karakteristike MoLC u zavisnosti od njihovog pretretmana

Vezivanje CD40 molekula na DC indukuje njihovu maturaciju, tako Sto,
izmedu ostalog, povecava ekspresiju MHC molekula 11 klase, kostimulacijskih
(CD80, CD86) i adhezivnih molekula (CD54), kao i sposobnost produkcije 1L-12,
¢ime doprinosi snaznijoj APC, sposobnosti polarizacije imunskog odgovora CD4" T-
limfocita u Thl smeru, pokretanju CTL odgovora i poveéanju proliferacije T-
limfocita (Ma i Clark, 2009). Mi smo, medutim, pokazali da aktivacija CD40

molekula na nestimulisanim, nMoLC izaziva opre¢ne efekte.
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5.5.1. MoLC u prisustvu CD40L

Ligacija CD40 molekula pomoéu CD40L na nMoLC je povecala ekspresiju
CD86, CD80, CD40, CD83 i CD54, snizila CCR7, i nije uticala na ekspresiju HLA-
DR. Ispoljenost CD83 i CD86 molekula je i nakon vezivanja CD40 molekula ostala
niska. Slaba ekspresija CD83 molekula na MoLC u nasoj studiji mogla je da bude
uzrok niske ekspresije CD86 molekula pod uticajem IL-10. Ova pretpostavka bi bila
u skladu sa podacima iz ex vivo studije na mi§jim DC koja je pokazala da IL-10
preko transmembranskog regiona CD83 pokrece inhibiciju MARCH1-posredovanu
ubikvitinaciju i degradaciju CD86 molekula (Tze i sar., 2011). Fenotip MoLC posle
aktivacije CD40 molekula u naSoj studiji odgovara rezultatima dobijenim na sli¢no
kultivisanim LC, koje su nakon 18h aktivacije sa CD40L-transfektovanim J558
¢elijama povecale ekspresiju CD83, CD80, CD86, CD54 i CD40, i nisu promenile
ekspresiju HLA-DR (Peiser i sar., 2004).

nMoLC su nakon 24h aktivacije CD40 molekula slabije produkovale IL-6,
IL-23 i TNF-a, i nisu izmenile I1L-12, IL-10, IL-27 i IL-1p. Dobijeni rezultati
delimi¢no odgovaraju podacima dobijenim u in vitro studiji gde MoDC nakon 24h
stimulacije thCD40L nisu znacajnije promenile produkciju IL-12, IL-10, TNF-a i
IL-6 (Megiovanni i sar., 2004). Nadena nepodudarnost u sekreciji TNF-a i IL-6 je
verovatno posledica razlike u eksperimentalnom modelu. Slabija sekrecija IL-6 i
TNF-a, uz nepromenjenu, nisku produkciju IL-1p od strane MoLC nakon aktivacije
CD40 molekula, mogla je da bude razlog smanjenja sekrecije 1L-2 u ko-kulturi sa
alogenim CD4" T-limfocitima. lzneta pretpostavka je u skladu sa rezultatima
dobijenim na ksenogenom modelu MLR izmedu misjih splenocita i humanih CD4"
T-limfocita koji su pokazali da IL-6 i TNF-a indukuju sekreciju / ekspresiju IL-2 /
IL-2R pod uticajem IL-1B (Panzer i sar., 1993, Kimber i sar., 2000).

MoLC su nakon stimulacije rhCD40L slabije indukovale produkciju IL-17 u
kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, i nisu promenile sekreciju IFN-y i IL-4.
Smanjena sekrecija IL-6 i 1L-23 bez znacajnije promene IL-1B od strane MoLC
nakon aktivacije CD40 molekula, ukazuje na njihovu smanjenu sposobnost indukcije

Th17 imunskog odgovora. Nasi rezultati su u suprotnosti sa podacima iz ex Vivo
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studije koja je pokazala da CD407/ mi§je DC nakon imunizacije Gram-pozitivnim
bakterijama ne uspostavljaju Th17 imunski odgovor zbog odsustva sekrecije IL-6
(Perona-Wright i1 sar., 2009). Pokazane razlike u polarizaciji Th1l7 imunskog

odgovora verovatno su posledica razlike u eksperimentalnom modelu.

MoLC su nakon vezivanja CD40 molekula pokazale slabiji alostimulacijski
potencijal u visim odnosima, kao i u najnizem odnosu MoLC:CD4" T (1:10, 1:20,
1:160), a snazniji u preostalim odnosima (1:40, 1:80). Slabija proliferacija alogenih
CD4" T-limfocita pri najvisem MoLC:CD4" T odnosu u nasoj studiji u skladu je sa
analiziranim fenotipom, kao i produkcijom citokina u kulturi MoLC, odnosno
kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima. Nadena snaznija ekspresija CD80 u
odnosu na CD86 na MoLC se moze povezati sa inhibicijom proliferacije alogenih
CD4" T-limfocita putem negativne kostimulacije preko CD152 (CTLA-4)
eksprimiranog na ovim limfocitima. Ova pretpostavka bi bila u skladu sa ranije
pokazanim veéim afinitetom i aviditetom CD152 za CD80 u poredenju sa CD86
(Bhatia i sar., 2006) kao i sa ponovnim uspostavljanjem proliferacijskog potencijala
mi§jih CD287/° CD8" T-limfocita nakon dodavanja anti-CD80 i anti-CTLA-4
monklonskih antitela u njihovu kulturu sa ¢elijama tumorske P815 linije
(mastocitom) (Fallarino i sar., 1998, Alegre i sar., 2001). Aktivacija CD40 molekula
na NMoLC pomo¢u rhCD40L, mogla je, takode, da doprinese inhibiciji proliferacije
alogenih CD4" T-limfocita tako $to bi povecala ekspresiju FasL (CD95L/APO-1L)
na nMoLC u uslovima niZze produkcije IFN-y, kao $to je to bio slu¢aj u nasem
eksperimentu. FasL, eksprimiran na MoLC, moze pokrenuti apoptozu alogenih
CD4" T-limfocita mehanizmom aktivacije AICD nakon vezivanja za Fas molekule
ispoljene na njihovoj povrsini. Izneta pretpostavka poklapa se sa rezultatima ex vivo
studije koja je pokazala da se apoptoza Jurkat celija nakon kostimulacije
epidermalnim LC, koje su pre toga bile stimulisane anti-CD40-antitelom, moze u
potpunosti inhibirati samo nakon dodavanja anti-FasL antitela, mehanizmom
nezavisnim od prisustva IFN-y ili LPS (Shibaki i Katz, 2001). Snizena produkcija
IL-2 i povecana sekrecija 1L-10 u kokulturi nMoLC aktiviranog CD40 molekula sa
alogenim CD4" T-limfocitima, bila je u skladu sa smanjenjem proliferacije limfocita
u najvisem MoLC:CD4" T (1:10) odnosu. Ova tvrdnja odgovara eksperimentalnim

podacima dobijenim na humanom i mi§jem modelu, da inhibicija proliferacije T-
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limfocita nakon stimulacije egzogenim IL-10 nije posledica promene ekspresije ili
afiniteta IL-2R, T-c¢elijskog receptora (TCR)-CD3, CD2, CD28 ili LFA-1 molekula,
ve¢ inhibicije sinteze i sekrecije IL-2 na nivou iRNA (de Waal Malefyt i sar., 1993,
Busse i sar., 2010, Moore i sar., 2001).

Fenotipske i funkcionalne promene MoLC uslovljene aktivacijom CD40
molekula u nasoj studiji u skladu su sa rezultatima druge sli¢ne in vitro studije, osim
§to su MoLC u nasem eksperimentu snaZnije produkovale IL-10 i pokazale slabiji
alostimulacijski potencijal u MLR (Peiser i sar., 2004). Nadeni nesklad u produkciji
IL-10 moze biti posledica razlike u nacinu aktivacije CD40 molekula, poSto su u
pomenutoj studiji kao responderi koriséeni CD40L™ misji fibroblasti. Povecanje
produkcije IL-10 od strane ovih MoLC je doprinelo smanjenju njihovog
alostimulacijskog potencijala. Slabljenje alostimulacijskog potencijala MoDC nakon
aktivacije CD40 pod uticajem autokrinog dejstva IL-10 odranije je poznat fenomen
(Corinti i sar., 2001).

Polaze¢i od upravo iznetih rezultata, a uzevsi u obzir i podatke iz in vitro
studije da TGF-p ne moze da blokira maturaciju MoLC u prisustvu TNF-a i IL-1p
nakon aktivacije CD40 molekula (Geissmann i sar., 1999), mogli bismo da
pretpostavimo kako konaéni efekat aktivacije CD40 na LC in vivo ipak prevashodno
zavisi od citokinskog sastava lokalne mikrosredine. U tom smislu, mozda je upravo
interakcija izmedu CD40 molekula na LC i CD40L na lokalnim epitelnim ¢elijama u
mikrosredini bogatoj TGF-B jedan od potencijalnih mehanizama kojima se LC
odrzavaju u inaktivnom stanju u odsustvu stimulacije agonistima PRR i
proinflamacijskim medijatorima in vivo. Radi potvrde ove hipoteze ispitali smo
posledice aktivacije CD40 molekula na MoLC koje su prethodno bile stimulisane
kombinacijom Poly(l:C) i curdlana, a potom ih uporedili sa MoLC koje su bile

pojedinac¢no pretretirane ovim PRR agonistima.
5.5.2. MoLC pretretirane kombinacijom Poly(1:C) i curdlana

Vezivanje CD40 molekula na MoLC pretretiranim Poly(I:C) i curdlanom,
povecalo je ekspresiju CD86, CD40 1 CCR7, snizilo CD83 i CD54, i nije promenilo
ispoljenost HLA-DR i CD80. Ove MoLC su i snaZnije indukovale proliferaciju
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alogenih CD4" T-limfocita u svim analiziranim odnosima MoLC: CD4" T (1:10-

1:160), u poredenju sa MoLC stimulisanim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana.

Opisana fenotipska ekspresija i alostimulacijski potencijal MoLC nakon
stimulacije rhCD40L u naSoj studiji, uglavnom su u skladu sa ranije objavljenim
rezultatima. Ex vivo dobijene LC, izolovane iz koznih biopsija, koje su nakon 48h
kultivacije sa CD40L-transfektovanim J558 c¢elijama povecale ekspresiju CD83,
CD54 i CD86, a nisu promenile HLA-DR i CDB80, ispoljile su snazniji
alostimulacijski potencijal u poredenju sa netretiranom kontrolom (Peguet-Navarro i
sar., 1995). Odstupanje u ekspresiji CD83 i CD54 na nas§im MoLC u poredenju sa
navedenom studijom moglo bi da bude posledica razlike u terminima stimulacije, ali
i u vrsti eksperimentalnog modela i nadinu stimulacije, buduéi da smo mi koristili in
vitro dobijene MoLC koje su pre stimulacije rhCD40L bile pretretirane
kombinacijom Poly(l:C) i curdlana. Ne moze se, takode, iskljuciti ni moguénost
dodatnog povecanja ekspresije ovih markera nakon uspostavljanja kontakta izmedu
MoLC i alogenih CD4" T-limfocita, buduéi da je odranije poznato da se posle
vezivanja CD40 molekula na DC sa CD40L na CD4" T-limfocitu, izmedu ostalog,
poveéava ekspresija HLA-DR, CD54, CD86/CD80 na DC ¢&ime se osnazuje njihova

sposobnost antigenske prezentacije i kostimulacije (Ma i Clark, 2009).

Osim opisane ekspresije povrSinskih markera, snaznijem alostimulacijskom
potencijalu MoLC u najvisem odnosu prema alogenim CD4"* T-limfocitima (1:10) u
na$oj studiji, mogla je da doprinese i snaznija produkcija IL-2 u njihovoj kokulturi,
poznatog faktora rasta (Smith, 1988). Izgleda da povecanje sekrecije IL-10 nije bilo
dovoljno kako bi uz nepromenjenu produkciju TGF-B dovelo do inhibicije
proliferacije alogenih CD4" T-limfocita, §to bi moglo biti posledica neadekvatne
ekspresije ili signalizacije preko IL-10R. Poznato je, naime, da inhibitorni efekat
TGF-B na aktiviranim CD4" T-limfocitima delimi¢no zavisi i od IL-10 koji regulise
ekspresiju TGF-BIIR (Cottrez i Groux, 2001, Moore i sar., 2001).

MoLC, pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, nakon stimulacije
rhCD40L snaznije su sekretovale IL-12, a slabije IL-10, §to je dovelo do povecanja
odnosa IL-12 / IL-10. Ove MoLC su u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima

snaznije indukovale sekreciju IFN-y 1 IL-4 pri ¢emu nisu izmenile odnos IFN-y / IL-
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4 Kkoji je ostao u korist IFN-y. U skladu sa prethodnim, a uzevs$i u obzir i da je
analiza kinetike citokinske produkcije pokazala kako povecanje sekrecije 1L-12
vremenski prethodi povecanju sekrecije IFN-y (Langenkamp i sar., 2000), mogli
bismo da pretpostavimo kako su MoLC u na$oj studiji ipak ispoljile snaZniji
potencijal za indukciju Thl imunskog odgovora. Slabija produkcija IL-10, i snaznija
sekrecija 1L-12 od strane spomenutih MoLC, kao i njihova snaZnija sposobnost da
indukuju produkciju IFN-y, u skladu je sa rezultatima in vitro studije u kojoj
dodavanje anti-IL-10 neutrali$uéih antitela u kulturu MoDC poveéava sekreciju IL-
12, kao i njihovu sposobnost da indukuju Thl imunski odgovor (Corinti i sar.,
2001).

Slabija sekrecija IL-1p i IL-6 od strane MoLC u nagem eksperimentu, mogla
je da doprinese slabijoj produkciji IL-17 u njihovoj kokulturi sa alogenim CD4" T-
limfocitima. Nadeni rezultati odgovaraju ranije objavljenim podacima da su IL-1p i
IL-6 kljuéni citokini koji u humanom in vitro sistemu indukuju nastanak CD4"Th17
¢elija (Benwell i Lee, 2010).

Osim $to bi doprinela slabljenju produkcije IL-17, snaznija sekrecija IL-2 u
nasoj kulturi je mogla da stimuli$e alogene CD4" T-limfocite da sekretuju 1L-4.
Izneta pretpostavka je u skladu sa rezultatima kombinovanih in vitro i in vivo
eksperimentalnih istrazivanja koja su na mi§jem sistemu pokazala da neutralizacija
IL-2 anti-IL-2-blokiraju¢im antitelom dovodi do smanjenja produkcije IL-4 bez
uticaja na proliferaciju CD4" T-limfocita (Cote-Sierra i sar., 2004), kao i da
dodavanje visokih koncentracija IL-2 u citokinskom okruzenju koje favorizuje Thl7

imunski odgovor indukuje nastanak Treg (Laurence i sar., 2007).

Kako dosad nije bilo studija koje su ispitivale efekte aktivacije CD40
molekula na DC pretretiranim kombinacijom agonista, rezultati dobijeni u nasem

eksperimentu zahtevaju dodatnu procenu.

Rezultate dobijene nakon aktivacije CD40 molekula na MoLC pretretiranim
kombinacijom Poly(I:C) i curdlana uporedili smo sa eksperimentalnim podacima na

MoLC koje su bile pojedina¢no stimulisane ovim agonistima.
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5.5.2.1. Poredenje izmedu MoLC pretretiranih kombinacijom Poly(l:C) i curdlana
i MoLC pretretiranih Poly(1:C)

MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije su ispoljile HLA-DR i CD40 molekul, slabije CD80 i
CD54, i nisu izmenile ekspresiju CD86, CD83 i CCR7, u poredenju sa MoLC
pojedinaéno stimulisanim Poly(I:C). Ove MoLC su snaznije indukovale proliferaciju
alogenih CD4" T-limfocita u visem (1:20), ali i u najnizem odredivanom odnosu
MoLC:CD4" T (1:160), u poredenju sa prethodno spomenutom kontrolom. Nije bilo
znacajne razlike u proliferaciji ovih ¢elija u preostalim odnosima MoLC: CD4" T
(1:10, 1:40, 1:80), iako je u najviSem odnosu (1:10) uocljiva snaznija tendencija

proliferacije alogenih CD4" T-limfocita.

Snaznija ekspresija CD40 na MoLC pretretiranim kombinacijom agonista
nakon stimulacije thCD40L, mogla je da doprinese jaanju proliferacije alogenih
CD4" T-limfocita tako $to bi produzila prezivljavanje MoLC. Naime, na ex Vivo
izolovanim migjim DC, pokazano je da visoka ekspresija CD40 molekula smanjuje
apoptozu ovih ¢elija pokrenutu interakcijom MHC molekula II klase / TCR nakon
uspostavljanja kontakta sa T-limfocitima (McLellan i sar., 2000a). Nadovezujuéi se
na prethodno, a uzimajuéi u obzir i da je poznato kako su zrele DC uglavnom
otporne na apoptozu posredovanu ligacijom Fas molekula (McLellan i sar., 2000b),
mogli bismo da pretpostavimo kako bi MoLC tretirane kombinacijom Poly(I:C) i
curdlana, nakon aktivacije CD40 molekula obezbedile duzu stimulaciju CD4" T-
limfocita u odnosu na MoLC pojedinaéno stimulisane Poly(I:C). U prilog
produZenog prezivljavanja CD4" T-limfocita koji su bili u kokulturi sa kombinovano
stimulisanim MoLC, bile bi i snaZnija sposobnost sekrecije TNF-a od strane ovih
LC, za koji je pokazano da ima antiapoptotski autokrini efekat na DC (Lehner i sar.,
2012), slabija ekspresija CD80 molekula na povriini MoLC, koji nakon vezivanja za
CD152 na T-limfocitima doprinosi, izmedu ostalog i slabljenju njihove proliferacije
(Sansom i sar., 2003), kao i snaznija produkcija IL-2 u kokulturi sa alogenim CD4"
T-limfocitima. Snaznija produkcija IL-10 i TGF-f u alogenoj kokulturi sa

kombinovano tretiranim MoLC mogla bi biti znadajan faktor regulacije kojim bi se
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regulisao intenzitet Thl i Th17 imunskog odgovora indukovan od strane ovih ¢elija
(Kubo i Motomura, 2012).

MoLC stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije sekretovale IL-27 i TNF-a, $to bi i pored nepromenjene
produkcije IL-12 a snaznije produkcije IL-10, mogao da bude razlog povecane
produkcije IFN-y u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u odnosu na MoLC
pretretirane sa Poly(I:C). Prethodna pretpostavka je u skladu sa sposobnoscu IL-27 i
TNF-a da poveéaju ekspresiju IL-12R na naivnim CD4" T-limfocitima, ¢ime
potenciraju Thl polarizacijski efekat IL-12 (Ahlers i sar., 2001, Lucas i sar., 2003).
Pored toga, uzevsi u obzir da je i pored snaznije produkcije IL-4 u kokulturi CD4"
T-limfocita sa kombinovano stimulisanim MoLC, odnos IFN-y / IL-4 bio veéi u
poredenju sa kokulturom u kojoj su bile MoLC stimulisane samo sa Poly(I:C),
mozemo pretpostaviti da je nizi odnos IL-12 / IL-10 u kulturi kombinovano
stimulisanih MoLC bio posledica specifiéne dinamike u sekreciji. Opisana dinamika
u citokinskoj produkciji mogla bi da odgovara vremenskom periodu kada se nakon
naglog porasta produkcije 1L-12 od strane MoDC, koji je doprineo uspostavljanju
Thl imunskog odgovora, njegova produkcija naglo vra¢a na niske vrednosti, dok
sekrecija IL-10, za to vreme, postepeno raste i zadrzava se u plato-fazi u duzem

vremenskom periodu (Langenkamp i sar., 2000).

5.5.2.2. Poredenje izmedu MoLC pretretiranih kombinacijom Poly(l:C) i curdlana

i MoLC pretretiranih curdlanom

MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije eksprimirale CD40 i CCR7, slabije CD54, i nisu izmenile
HLA-DR, CD86, CD80 i CD83, u odnosu na MoLC pojedinaéno tretirane
curdlanom. MoLC tretirane kombinacijom agonista su nakon aktivacije CD40
molekula indukovale snazniju proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u najvisem
(1:10), ali i u najniZim odnosima MoLC: CD4" T (1:80, 1:160), u poredenju sa
MoLC koje su bile pretretirane samo curdlanom. Nije bilo znadajne razlike u

proliferaciji ovih limfocita u preostalim odnosima MoLC: CD4" T (1:20, 1:40).
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Sposobnost MoLC stimulisanih kombinacijom Poly(1:C) i curdlana u nasem
eksperimentu, da nakon vezivanja CD40 molekula, indukuju snazniju proliferaciju
alogenih CD4" T-limfocita u najvi§em odnosu MoLC:CD4" T (1:10), u poredenju sa
MoLC pojedina¢no stimulisanim curdlanom, mogla bi biti posledica snaZnije

produkcije IL-2, a slabije I1L-10 u njihovoj kokulturi pri istom odnosu.

Snaznija produkcija IL-12, IL-27 i TNF-a od strane kombinovano tretiranih
MoLC nakon aktivacije CD40 molekula, bila je u skladu sa pove¢anom sposobnoicu
indukcije IFN-y a slabije IL-4 u kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima, u
poredenju sa MoLC pojedinaéno stimulisanim sa curdlanom. Sposobnost IL-27 i
TNF-a da indukuju poveéanje ekspresije IL-12R na CD4" T-limfocitima, kao i da na
taj nacin indirektno indukuju povecéanje produkciju IFN-y, poznata je od ranije
(Ahlers i sar.,, 2001, Lucas i sar., 2003). MoLC koje su bile stimulisane
kombinacijom Poly(I:C) i curdlana u naSoj studiji, pokazale su potencijal da nakon
aktivacije CD40 molekula snaznije indukuju Thl imunski odgovor u poredenju sa
MoLC stimulisanim sa curdlanom, na $ta ukazuje i veéi odnos IFN-y / IL-4 u
njinovoj kokulturi sa alogenim CD4" T-limfocitima. Opisane funkcionalne
karakteristike kombinovano tretiranih MoLC u na$oj studiji poklapaju se sa
podacima dobijenim u drugoj in vitro studiji gde su MoLC nakon aktivacije CD40
molekula 1 pored snaznije produkcije IL-10, snaznije indukovale Thl imunski
odgovor (Peiser i sar., 2004). Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima in vitro studija
koje su pokazale da porast produkcije IL-12 od strane MoDC, nakon stimulacije
CDA40L, prethodi porastu sekrecije IL-10, §to bi mogao da bude nacin za regulisanje
intenziteta Thl polarizacijskog odgovora (Cella i sar., 1996, Kalinski i sar., 1999,
O'Garra i Robinson, 2004). Ve¢i odnos 1L-12 / IL-10 u kulturama MoLC tretiranih
kombinacijom agonista nakon aktivacije CD40 molekula, takode, ukazuje na njihov
snazniji potencijal da indukuju Thl imunski odgovor, u poredenju sa MoLC

stimulisanim curdlanom.

Snaznija sekrecija IL-1p i IL-23 nakon vezivanja CD40 molekula od strane
MoLC pretretiranih kombinacijom Poly(I:C) i curdlana, odgovarala bi snaZnijoj
produkciji IL-17 u alogenoj kokulturi sa CD4" T-limfocitima, u poredenju sa MoLC

pojedinac¢no stimulisanim curdlanom. Izlozena pretpostavka je u skladu sa
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rezultatima in vitro studije u kojoj su naivni CD4" T-limfociti, stimulisani anti-CD3
I anti-CD28 antitelom, najsnaznije sekretovali IL-17 u prisustvu IL-1B i TGF-p,
nezavisno od prisustva IL-6 (Benwell i Lee, 2010). Na sli¢nom eksperimentalnom
modelu je neSto ranije pokazano da IL-23 nema uticaja na indukciju, ve¢ samo na
odrzavanje populacije Th17 limfocita, iz ¢ega proizilazi da bi snaznija produkcija
IL-23 mogla da doprinese stabilnijem Th17 imunskom odgovoru u nasoj studiji
(Stritesky i sar., 2008).

5.6. Razlike u fenotipskim i funkcionalnim osobinama izmedu
identi¢no pretretiranih MoDC i MoLC nakon ligacije CD40

molekula

Na MoLC pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i curdlana je nakon
vezivanja CD40 molekula doslo do povecanja ekspresije HLA-DR, CD40 i CCR7
molekula, i nije bilo promene CD86, C80 i CD54, u poredenju sa MoDC. Ove
MoLC su snaznije indukovale proliferaciju alogenih CD4" T-limfocita u svim
odredivanim odnosima MoLC:CD4" T (1:10-1:160), u poredenju sa MoDC. SnaZnija
proliferacija alogenih CD4" T-limfocita stimulisanih sa MoLC u najvisem odnosu
MoLC:CD4" T (1:10), mogla bi da bude posledica poveéane ekspresije HLA-DR i
CD40 na ovim MoLC, kao i snaznije produkcije TNF-a od strane ovih ¢éelija. lzneti
podaci bi bili u skladu sa rezultatima studije koja je pokazala da aktivacija CD40
molekula produzava prezivljavanje migjih DC tako §to smanjuje njihovu apoptozu
pod uticajem signala koji potice od HLA-DR:TCR kompleksa, aktiviranog nakon
uspostavljanja kontakta izmedu CD40 molekula na DC sa CD40L na T-limfocitu
(McLellan i sar., 2000a). Pove¢ano vezivanje CD40 molekula moglo bi, takode, da
doprinese produzenom prezivljavanju MoLC podsticanjem autokrinog efekta TNF -a,
za koji je poznato da, izmedu ostalog, podsti¢e sintezu antiapoptotskog BAK
molekula u prisustvu FLIP_u DC (Lehner i sar., 2012).

MoLC stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon aktivacije
CD40 molekula snaznije produkovale IL-12, IL-27 i TNF-o0, Sto je odgovaralo
poveéanju produkcije IFN-y i IL-2 a smanjenoj IL-4, u kokulturi sa alogenim CD4"

T-limfocitima. U skladu sa ranijim studijama moZemo da pretpostavimo kako su ove
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MoLC imale snazniji potencijal da indukuju Th1l imunski odgovor od MoDC (Ahlers
I sar., 2001, Lucas i sar., 2003).

Poveéana sekrecija IL-23 od strane kombinovano stimulisanih MoLC
odgovarala je nadenom povecanju sekrecije IL-17 u alogenoj kokulturi sa CD4" T-
limfocitima (Stritesky i sar., 2008). Mozemo pretpostaviti da su MoLC u na$oj
studiji ipak mogle da ispolje snazniju sposobnost indukcije Th17 imunskog
odgovora u poredenju sa MoDC, i pored snaznije produkcije IL-27, za Kkoji je
pokazano da inhibira Th17 polarizacioni efekat IL-23 (Yoshimura i sar., 2006).
Razlog za snazniju polarizaciju Th17 imunskog odgovora, i pored visoke produkcije
IL-27, mogao bi da bude posledica dominacije stabilno diferenciranih Thl7
limfocita u naSoj studiji, budué¢i da IL-27 ovaj efekat ostvaruje preko STAT3
transkripcionog faktora koji postoji samo u de novo indukovanim Th17 limfocitima
(El-behi i sar., 2009).

Kvalitet maturacijskih protokola koji bi obezbedili zrele DC za antitumorsku
ili antiinfektivnu terapiju vrednuje se na osnovu sposobnosti DC da nakon kontakta
sa antigen-specifi¢cnim T-limfocitima in vivo produkuju IL-12. U skladu sa
prethodnim, mi smo u cilju in vitro imitacije ovih uslova aktivirali CD40 molekul na

MoLC, koje su prethodno bile tretirane agonistima PRR, pomoéu rhCD40L.

Da bi DC mogle da se koriste u obliku autolognih vakcina za antiiinfektivnu i
antikancersku terapiju, one bi morale da poseduju barem tri bitne karakteristike
(Palucka i Banchereau, 2012):

- visoku ekspresiju CCR7 molekula, koja bi im obezbedila sposobnost
migracije u smeru visoke koncentracije hemokina CCL19 i CCL21, sekretovanih u

sekundarnim limfnim organima

- visok i stabilan nivo ekspresije MHC molekula 1 i Il klase i
kostimulacijskih molekula (CD86, CD80, CD54), koji su neophodni za specifi¢nu
aktivaciju T-limfocita,

129



Ivan Rajkovi¢ Diskusija

- 1 znacajnu sekundarnu produkciju IL-12 nakon CD40:CD40L interakcije sa
aktivisanim T-limfocitima, §to je neophodno da bi se imunski odgovor CD4" T-
limfocita polarizovao u Thl smeru, a CD8" T-limfociti ispoljili citotoksi¢nu

efektorsku funkciju.

Moglo bi se o&ekivati da ¢e MoLC pretretirane kombinacijom Poly(l:C) i
curdlana nakon aktivacije CD40 molekula ispoljiti snazniji antitumorski i
antiinfektivni potencijal u poredenju, kako sa MoLC pojedinaéno stimulisanim ovim
agonistima, tako i sa identi¢no stimulisanim MoDC. Ove MoLC su snaZnije
produkovale IL-12, ispoljile snazniju sposobnost indukcije Thl i Th17 a slabiju
sposobnost indukcije Th2 imunskog odgovora, i pokazale snazniji alostimulacijski

potencijal CD4" T-limfocita u odnosu na prethodno spomenute kontrole.

Ekspresija CCR7 molekula na DC nakon aktivacije CD40 molekula od
manjeg je suStinskog znacaja za procenu njihovog migracijskog potencijala in vivo,
budu¢i da se odigrala nakon aktivacije CD40 molekula, kada ove celije i inace
prestaju da migriraju poSto su uspostavile kontakt sa T-limfocitima. Pravi znacaj,
medutim, ekspresija CCR7 molekula na DC nakon vezivanja CD40 molekula dobija
tek kada je potrebno proceniti njihov migracijski potencijal u sastavu ex vivo
dobijenih vakcina koje su bazirane na DC. U na%oj studiji, MoLC pretretirane
kombinacijom Poly(I:C) i curdlana su nakon stimulacije thCD40L snaznije
eksprimirale CCR7 molekul i tako pokazale snazniji migracijski potencijal, u
poredenju sa identi¢no tretiranim MoDC i MoLC pojedinaéno tretiranim curdlanom,
dok u odnosu na MoLC pretretirane Poly(I:C) nije bilo razlike u ekspresiji ovog

molekula.

Opisane fenotipske i funkcionalne promene na MoLC mogle bi biti posledica
integracije receptorskih signala koje pokreéu TGF-B, prisutan u medijumu za
kultivaciju, agonisti PRR, Poly(I:C) i curdlan, kao i formiranje CD40:CD40L
kompleksa. Izneta pretpostavka bi se mogla poklopiti sa funkcijom Tak-1 (eng.
Transforming Growth Factor Beta-Activated Kinase 1) iz familije MAP kinaza.
Aktivnost Tak-1, kao jedne od najvaznijih signalnih kontrolnih tacaka u zivotnom
ciklusu DC, modulirana je pokretanjem signala sa TLR3 (Jiang i sar., 2003), dectin-
1 receptora (Gorjestani i sar., 2012), SMAD-nezavisnim mehanizmom sa TGF-§
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receptora (Yamashita i sar., 2008) i CD40:TRAF6 kompleksom (Pype i sar., 2000).
Tak-1 regulise prezivljavanje DC, njihov alostimulatorni potencijal i sposobnost
indukcije IFN-y i IL-2 modifikacijom aktivnosti NF-kB i ACT/Foxo signalnog puta
(Wang i sar., 2012) (Slika 6).

Dektin-1
{(Langerin?) —

-

Drew & likan
= . ke (.D CD40L

A

I LI Iy ..Gi!\l‘tli“(!‘
; huuuuutk

| ITAM 4 CD40
! oo Dyolanana l ¥

/ e TRAF2
TLR3 “"‘"-‘-

- P-glikan

SMAD-
nezavisni put

Dektin-1 :
(Langerin?) |

CITOPLAZMA
TGFBRY |

TGFBR1 |

i i TAK-1 °
Chiol g Ana Thorne

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam kooperacije signalnih puteva u Langerhansovim
celijama

Dosad nije bilo objavljenih podataka koji bi ukazali na posledice stimulacije
MoLC kombinacijom agonista PRR, niti onih koji bi ih uporedili sa
konvencionalnim MoDC. Analiza rezultata dobijenih u nadem istrazivanju ukazuje
na znacajnu fenotipsku i funkcionalnu plasticnost ovih ¢elija koja bi omogudila

uklju¢ivanje MoLC u razvoj protokola za dobijanje vakcina baziranih na DC.
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Budu¢i da smo pokazali kako MoLC, u zavisnosti od vrste tretmana, mogu da ispolje
imunoregulacijski potencijal, njihova terapijska primena bi, osim od vrste bolesti,
zavisila i od faze bolesti, odnosno morala bi da se individualno prilagodi svakom
pacijentu u zavisnosti od nivoa aktivacije imunskog sistema i stepena inflamacije
odredenih klinickim stadijumom bolesti. U tom slucaju bi presudni uslovi za
primenu MoLC umesto MoDC kao éelijskih adjuvansa u vakcinama bili vremenska i
prostorna stabilnost terapijski povoljnih fenotipskih i funkcionalnih karakteristika
MoLC in vivo.
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> Tretman MoLC koktelom proinflamacijskih medijatora poveéava fenotipsko
sazrevanje i ekspresiju CCR7 molekula na ovim ¢elijama, stimulise Thl i

Th2 imunski odgovor, ali snizava njihov potencijal alostimulacije.

> Tretman MoDC koktelom proinflamacijskih medijatora poveéava fenotipsko
sazrevanje, potencijal alostimulacije i sposobnost indukcije Th2 imunskog

odgovora.

» MoLC tretirane koktelom proinflamacijskih medijatora pokazuju snaZzniju
sposobnost indukcije Thl i Th17 imunskog odgovora, ali i slabiji potencijal

alostimulacije i slabiju ekspresiju CCR7 molekula u odnosu na MoDC.

> MoLC stimulisane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju snazniji
potencijal alostimulacije, kao i snazniju sposobnost indukcije Thl imunskog
odgovora, a slabije indukuju produkciju IL-10, u poredenju sa MoLC koje su

stimulisane pojedina¢nim agonistima.

> MoLC tretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana ispoljavaju snaZniji
potencijal alostimulacije i snazniju indukciju IL-10 i TGF-B, a slabiju

sposobnost indukcije Th17 imunskog odgovora u odnosu na MoDC.

> Ligacija CD40 molekula na nezrelim MoLC dovodi do fenotipskog
sazrevanja ovih c¢elija pradenog sniZzenjem potencijala alostimulacije i
smanjenom sposobno$¢u indukcije Th17 imunskog odgovora alogenih CD4"

T-limfocita, u odnosu na nestimulisane MoLC.
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> Nezrele MoLC nakon tretmana CD40L ispoljavaju nizi potencijal
alostimulacije i slabiji potencijal za indukciju Th17 imunskog odgovora, a

jaéu sposobnost da indukuju Th1 imunski odgovor u poredenju sa MoDC.

> MoLC pretretirane kombinacijom Poly(I:C) i curdlana nakon aktivacije
CD40 molekula ispoljavaju snazniji potencijal alostimulacije i indukcije Thl
imunskog odgovora u poredenju sa MoLC pojedina¢no pretretiranim

Poly(I:C) ili curdlanom.

> Vezivanje CD40 molekula na MoLC pretretiranim kombinacijom Poly(I:C) i
curdlana dovodi do povecanja njihove sposobnosti alostimulacije i
potencijala za indukciju Thl i Th17 imunskog odgovora, ali i produkcije IL-

10, u poredenju sa MoDC.
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Introduction

Summary

Langerhans cdls (LCs) represent a specific subset of dendritic cells (DCs)
which are important for detecting and processing pathogens tha pene-
trate the skin and epithdia barriers. The aim of our study was to explan
wha makes their in vitro counterparts — monocyte-derived Langerhans-
like cells (MoLCs) — unique compared with monocyte-derived dendritic
cdls (MoDCs). Immature MoDCs were generated by incubating periph-
eral blood monocytes with granulocyte-macrophage colony-stimulaing
factor (GM-CSF) and interleukin (IL)-4. The addition of transforming
gowth factor-b (TGF-b) to this cytokine cocktail resulted in the genera-
tion of MoLCs. MoLCs showed a lower expression of CD83, CD86, HLA-
DR and CCR7 compared with MoDCs, regardless of their maturational
status. Both immature and mature MolLCs secreted higher quantities of
1L-23 compared with MoDCs and this finding corrdlated with a higher
secretion of 1L-17 in co-culture of MoLCs with dlogeneic CD4™ T cdlls
Mature Mol Cs, which produced higher levels of IL-12 and lower levels of
1L-10 compared with mature MoDCs, were more potent at inducing inter-
feron¢ (IAN-c) production by CD4™ T cdls in the co-culture system. In
conclusion, the finding that mature MolLCs stimulae stronger T-helper 1
and T-heper 17 immune responses than mature MoDCs, makes them
better candidates for use in the preparation of anti-tumour DC vaccines.

Keywords: cytokine production; monocyte-derived dendritic cdls; mono-

cyte-derived Langerhans-like cells; phenotypization; T-helper cell polariza-
tion

functions of DCs are to maintain sdf-tolerance or to ini-
tiate spedific immune responses to particular antigens®

Dendritic odls (DCs) are members of a leucocyte popula-
tion tha is highly speddized in dl phases of prooessing
an antigen, induding its uptake transportation and pre-
sentation to target odls DCs can be separdted into differ-
ent subpopuldions, depending on their tissue locaions,
pathways of migration and mechaniams of deding with
the antigen chdlenge Generdly, DCs can be migratory
or resident, and locdized in lymphoid (thymus spleen,
lymph nodes and muocosa-associated lymphoid tissues)
and nonymphoid (in derile organs such asthe pancreas,
heart, liver and kidney or in those conneded with the
environment, i.e the skin, gut, lung or urinary tract) tis-
sues? Regardless of where they are located, the principd

Langerhans odls (LCs) are a spexific subset of DCstha
are oonddered important for detecting and prooessing
pahogens tha pendrae epithdid barigs While in an
immaure dae they are reddent in the epidermd layer
of theskin or in the other dratified epithdia tha line the
cavities of the repiraory, gadrointestind and urogenitd
systems* Immature LCs express high levds of: (i) Langer-
in (CD207), atypell lectin receptor with a patermn-recog-
nition role (ii) Birbeck granules, unorthodox organdles
tha might have a rde in the dtemative antigen-present-
ing pathway, (iii) CD1a, a family of molecules tha are
able to present microbid lipid antigensto T odls and (iv)
E-cadherin, an adhesion molecule®*® When dtimulated

G 2010 The Authors Immunology O 2010 Blackwell Fublishing Lid, Immunology, 132, 217-225 217
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by danger signals, LCs start to undergo a functional mat-
uration and migrate through the afferent lymphatic ves-
sels towards the nearby lymph nodes, which are capable
of priming T cells.”” These migratory LCs up-regulate
major histocompatibility complex (MHC) class II mole-
cules, costimulatory molecules (i.e. CD40 and CD86) and
CC-chemokine receptor 7 (CCR-7), while at the same
time down-regulate Langerin and  E-cadherin.*®’
Recently, it was shown that the maturation and migration
of LCs could also be independently initiated,®’ and thus
the third stage in their developmental cycle was intro-
duced. LCs that are phenotypically semimature serve to
promote peripheral tolerance in the lymph node either by
inducing anergy and apoptosis of specific CD4" T-cell
clones, or by promoting differentiation of naive CD4" T
cells into T-regulatory cells.'®"!

In the dermal layer of the skin, as well as in the connec-
tive tissues located beneath stratified epithelia, there is
another, phenotypically heterogenous population of DCs,
identified as interstitial/dermal DCs (IDDCs). This popula-
tion consists of three different subsets, categorized accord-
ing to their expression of CDla and CD14 molecules: (i)
CD14* CDl1a™, (ii) CD14~ CDla~ and (iii) CDI14~
CDI1a"."? It is believed that the CD14" subset represents a
population of dermal macrophages or a group of precur-
sors for other antigen-presenting cells (APCs) in the skin,'?
while the CD1a™ subset represents a dermal DC popula-
tion, distinct from LCs."* CD1a" cells showed the capacity
to migrate and prime T cells in the lymph node, while
CDI14" cells did not have such ability.'> IDDCs express a
C-type lectin receptor called DC-SIGN (CD209), which is
different from that expressed by LCs.'"® Only a small
percentage of dermal CD14" cells, which could serve as
precursors for LCs, are Langerin-positive.'> Although LCs
and IDDCs have already been phenotypically well distin-
guished, their function, as well as their cross-talk have not
been completely clarified.'”

The exact precursors of different DC populations have
not yet been confirmed. It has been established that they
mostly originate from bone marrow but differentiate in
peripheral locations under specific conditions.'® The exper-
iments performed by Qu et al.,'”” which improved the ini-
tial concept of Randolph ef al.,”° have demonstrated the
differentiation of skin DCs from mouse Gr-1* monocytes
in vivo. Geissmann ef al.>' found a functional correlation
between the Gr-1" subpopulation and human CD14*
monocytes. Therefore, it was presumed that human DCs
generated from peripheral blood monocytes (MoDCs)
in vitro, in the presence of granulocyte-macrophage col-
ony-stimulating factor (GM-CSF) and interleukin (IL)-4,°
resemble those produced in vivo. This system can also be
used to generate Langerhans’-like DCs (MoLCs), in the
presence of transforming growth factor-f (TGE-f).>

The maturation and migration of DCs can be induced
by various inflammatory stimuli. Tumour necrosis factor-

o (TNF-o), IL-1f and IL-6 are capable of promoting the
maturation of MoDCs that is not dependent on Toll-like
receptor (TLR) stimulation,® while the addition of pros-
taglandin E, (PGE,) further enhances their migratory
and functional characteristics.”* MoDCs cultured in the
presence of TNF-z, IL-1f, IL-6 and PGE, induced T
helper 1 (Thl) polarization of CD4" T cells.** The effects
of this well-known combination of proinflammatory
cytokines on MoLCs have not yet been explored. Taking
into account that data analyzing the effect of MoLCs on
CD4" T-helper polarizing capabilities are also scarce, the
aim of our study was to explain what makes MoLCs
unique compared with MoDCs, before and after treat-
ment with the cocktail of proinflammatory cytokines and
mediators.

Materials and methods

Medium and reagents

The culture medium was RPMI-1640 (ICN, Costa Mesa,
CA) supplemented with 2 mm r-glutamine, 20 pg/ml of
gentamicin, 50 pM 2-mercaptoethanol (2-ME) and 10%
heat inactivated fetal calf serum (FCS). Recombinant
human IL-4 was purchased from Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim, Germany). Recombinant human
GM-CSF (Leucomax, specific activity 4-44 x 10° UI) was
obtained from Schering-Plough (Basel, Switzerland).
Recombinant human TGF-f1 (Chinese hamster ovary-cell
derived) was from R&D Systems (Minneapolis, MN).

Cell preparation and MoDC/MoLC cultures

MoDCs and MoLCs were generated from peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs). Briefly, PBMCs from
buffy coats of healthy volunteers were isolated by density
centrifugation on Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Nor-
way), resuspended in 5 ml of RPMI-1640 containing 10%
FCS and 50 uM of 2-ME and allowed to adhere to plastic
in flasks. After incubation for 1-5 hr at 37°, non-adherent
cells were removed. To obtain MoDCs, adherent cells
were cultured in 5 ml of control medium (RPMI-1640)
containing GM-CSF (100 ng/ml) and IL-4 (20 ng/ml).
The addition of TGF-f1 (5 ng/ml) to this cytokine cock-
tail resulted in the generation of MoLCs.”* After 6 days,
MoDCs were replated in medium (RPMI-1640) contain-
ing GMCSF + IL-4 or GM-CSF + IL-4 + cocktail of
proinflammatory cytokines, and MoLCs were replated in
medium containing GM-CSF + IL- 4 + TGF-$1 or GM-
CSF + IL-4 + TGF-b1 + cocktail of proinflammatory
cytokines; 1 X 10° MoDCs or 1 x 10° MoLCs were added
to each ml of the respective medium, and incubation was
carried out for a further 2 days. The cocktail of proin-
flammatory cytokines consisted of TNF-o, IL-1f, IL-6
(10 ng/ml of each; R&D Systems) and PGE, (1 pg/ml;

218 © 2010 The Authors. Immunology © 2010 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 132, 217-225

159



Ivan Rajkovi¢

Prilozi

Sigma, Minich, Germany). After 8 days, cell-free super-
natants were collected and stored at —20° for the subse-
quent determination of cytokine levels.

Immunophenotyping of MoDCs/MoLCs

Control and treated MoDCs and MoLCs (1 x 10> cells/
sample tube) were washed in phosphate-buffered saline
(PBS) supplemented with 2% FCS and 0-1% sodium
azide (NaN3), and incubated for 45 min at 4° with one of
the following monoclonal antibodies (mAbs) which was
conjugated to either phycoerythrin (PE) or fluorescein
isothiocyanate (FITC): HLA-DR-PE, CDla-PE, CDI14-
FITC, CDS83-FITC, CD86-PE, (Serotec, Oxford, UK),
CD54-PE (Serotec) and CCR7-FITC (R&D Systems).
Controls consisted of samples with irrelevant (Ir) mouse
mAbs, conjugated to PE or FITC (Serotec), and which
were reactive with rat antigens and non-reactive with
human antigens. Cell fluorescence was analyzed using an
EPICS XL-MCL flow cytometer (Coulter, Krefeld, Ger-
many). At least 5000 cells per sample were analyzed.

Immunocytochemistry of MoDCs/MoLCs

Immature cells of both DC subsets were adhered to glass
slides covered with poly-L-lysine (2 x 10* cells/slide) using
a Shandon Cytospin Centrifuge (Thermo Scientific, Breda,
the Netherlands). Cytospin preparations were fixed with
2% pararosaniline in PBS and incubated for 30 min with
anti-(human Langerin/CD207) (2 pg/ml, goat IgG; R&D
Systems). This was followed by a 15-min incubation with
a biotinylated link antibody in the presence of 5% normal
human serum and then by a 15-min incubation with
alkaline phosphatase-labelled streptavidin (LSAB+ System;
AP; DakoCytomation, Glostrup, Denmark). After each
step of the staining procedure, the slides were thoroughly
washed with Tris-buffered saline (TBS). Staining was
complete after a 10-min incubation with the substrate-
chromogen solution, and the cytospin preparations were
analyzed using light microscopy. Slides in which the pri-
mary antibody was omitted served as the negative control.
At least 500 cells were analyzed on each cytospin prepara-
tion and the percentage of positive cells was determined.

Allogeneic T-cell activation

The ability of T cells to proliferate was tested in an allo-
geneic mixed leucocyte reaction (MLR). CD4" T cells
were used as responders in the MLR, after their isolation
from PBMCs using immunomagnetic sorting with a
CD4" isolation kit (MACS technology; Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) following the manufac-
turer’s instructions. After loading the cell suspension
onto a column placed in the magnetic field of a MACS
Separator, unlabelled cells run through and this cell frac-

Monocyte-derived dendritic cell subsets

tion consists mainly of CD4" T cells. The purity of T
cells recovered in the negative fraction was 90-8%, as
verified by staining with anti-CD3-PE and anti-CD4-
FITC followed by flow cytometry analysis. Purified CD4"
T cells (1 x 10° cells/well) were cultured with different
numbers of allogeneic MoDCs in complete RPMI-1640
containing 10% FCS, in 96-well round-bottomed cell-
culture plates. Different ratios of DC cells : T cells were
used. After 5 days of culture, cell proliferation was
assessed by pulsing the cells with [*H]thymidine (1 pCi/
well; Amersham, Bucks., UK) for the last 18 hr of cul-
ture. Labelled cells were harvested onto glass fibre filters
and the incorporation of the radionuclide into the DNA
was measured using f-scintillation counting (LKB-1219
Rackbeta; Wallac, Turku, Finland). The results were
expressed as counts per minute (c.p.m.) * standard devi-
ation (SD) of triplicate samples.

Cytokine assays

Cells were stimulated, after 8 days of culture, with phor-
bol 12-myristate 13-acetate (PMA) (20 ng/ml) and iono-
mycin (500 ng/ml) for 16 hr to stimulate the production
of the synthesized cytokines. Cells were harvested and
centrifuged, and the cell-free supernatants were collected
and stored at —20 for the subsequent determination of
cytokine levels. The levels of IL-12, IL-23, IL-27, IL-6 and
TGF-f1 were measured using sandwich enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISAs) from R&D Systems,
following the manufacturer’s instructions, in the cell-free
supernatants of control or treated MoDCs. TNF-o was
determined using an ELISA kit purchased from Bender
MedSystems (Vienna, Austria). The levels of T-helper
cytokines were evaluated using a FlowCytomix Human
Th1/Th2 11plex kit from Bender MedSystems.

Statistical analysis

The significance between the means of experimental data
was determined using the Student’s unpaired ¢-test. Their
differences were considered statistically significant if the
P value was below 0-05.

Results

Phenotypic characteristics of MoDCs and MoLCs

MoDCs were generated from peripheral blood monocytes
after incubation of the cells with GM-CSF and IL-4. The
addition of TGF-f to this cytokine cocktail resulted in
the generation of MoLCs. The phenotypic characteristics
of these DC subsets were determined after 6 days of
culture.

Both MoDCs and MoLCs displayed phenotypic charac-
teristics of immature DCs, as judged by the low expres-
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sion of CD86, CCR7 (Fig. 1) and CD83 (data not shown).
While the expression of CD14 was almost completely
down-regulated in both subsets, almost all MoLCs, but
only about half of the MoDCs, expressed CDla. Imma-
ture (i)MoLCs differed from iMoDCs by having higher
forward scatter (FS) parameters and significantly lower
expression of HLA-DR, CD-54 and CCR7 (Fig. 1). In
addition, the percentage of Langerin+ cells within
iMoLCs (70%) was significantly higher than the percent-
age of Langerin+ cells within iMoDCs (5%) (Fig. 2).

The iDCs of both lineages were induced to mature by
incubation with a standard cocktail of proinflammatory
mediators. This resulted in the up-regulation of HLA-DR,
CD83, CD86 and CCR7 and a slight decrease in the FS
profiles (Fig. 1). Mature (m)MoLCs showed lower expres-
sion of HLA-DR and CCR7 compared with mMoDCs,
whereas no significant differences in the expression of
CD83 and CD86 were seen. The levels of non-specific
(background) fluorescence for both immature and mature
MoDCs and MoLCs, determined using irrelevant mAbs
conjugated to PE and FITC, did not exceed 2%.

Production of cytokines by MoDCs and MoLCs in
culture

The levels of cytokines were determined in the cell-free
supernatants of both iDCs and mDCs (Fig. 3).

iMoLCs produced significantly lower levels of IL-12
and TNF-a, and significantly higher levels of IL-23, than
iMoDCs. The differences in secretion of IL-6, IL-10
and IL-27 between these DC subsets were not statistically
significant.

mMoLCs produced significantly higher quantities of
IL-12 and IL-23 and lower quantities of IL-10 compared
with mMoDCs, whereas the secretion of IL-27 was not
statistically different between the two cell types.

Alloreactive stimulatory capability of MoDCs
and MoLCs

The alloreactive stimulatory capability of MoDCs and
MoLCs was tested using MLRs where allogeneic CD4" T
cells were responders. CD4" T cells stimulated with iMo-
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oDC
Morphology Markers Morphology Markers
1000 A [465% T 15% 120 wl 000 150 | a8 200 hso] |
800 & | @l % ) 8001 olol | 150 "
| o0 alho! & Sl e oot f o % €[] I wol | 100
L | 400 ﬁ —" 1 Q Q2 40| | 2.0% L |400] . o | | ' " o
) \ N > | 50 %, 16% 50 4%,
200 8 o0 | 30 o ‘ I 200] s & ‘ L 94.0% EDU } [ [
i A | 1482% 3% [ 5 . ] 5 O 7t G ok L U VRN ¥ A, W N U7 5 W—
107" 10°_10' 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10
SS log CD14-FITC Ir-PE Ir-FITC SS log CD83-FITC Ir-PE Ir-FITC
120 100§ X 200 T 40 60:
: 316 o \ 09 o 1204 " 41 i ‘.sz 5 120 } 61 i B 57
82} 90: 1 eof [ 60 % ; %} I 0 \ 30
=4 | 40 60 @ | 100 60 | 20
) 9.8% 40 19.0% 8% f 13.4% > | 9.9 !l ogr7e 20! 65:1%
ol ® 20 20! o] 1 | so 99.9% ] A i
I S A Y A WS R HUP S WS S . SO ok /) A b W J LS J
107" 10° 10" 10 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107 10° 10' 10° 107 10° 10" 10° 107 10° 10" 10° 107 10° 10" 10°
HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC
MoLC MoLC
Morphology Markers Morphology Markers
1000 1 [62:3% 3.8% 120 120 1000 - | 33 100 ‘ o,
oo E 102 8| %0 EY "i s 7] [ o1 A 60 ﬂ
| 600 & o 5 o ool | o] eo € | 100 " 60! | |
LL | 400 é =" > \ 15% 16%. L a0 '3 2 | es2w ‘O |} o | ©| ) 20%
e 8 0] Wl sof /{1 aof | \"— 200 & o =z f,# |/ \r 1
o b oi2% | 7% b AU | W AN N I} I b M KN . S
107 10° 10" 10% 107 10° 10" 10° 107 10° 10" 10% 107 10° 10 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10' 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10' 10
SS log CD14-FITC Ir-PE Ir-FITC SS log CD83-FITC Ir-PE Ir-FITC
sof 120 = cof 55 ]100] e 100 | 418 120 ss | 4 79 | 60 24
| bl | 80! ol ® I h 30
8| 40l \ a0/ o ’ 2| e \ @© i Ii |
g | b | | 40 S| w ‘sge/., & 1\ B 911% |\ are
| o 111 4-5% | 99-6% H 95:7% 1% 20 %]
ol # a0f) fi—=223% 204 H497-04 2 L S, & | 2 T 30 T 10 J er \-
bl of ) J L4 e W obadt ok okl ol
107 10° 10' 10° 107 10° 10" 10° 107 10° 10' 10 107 10° 10! 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10" 10° 107" 10° 10! 10 107" 10° 10" 10
HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC HLA-DR-PE CD86-PE CD54-PE CCR7-FITC

Figure 1. Phenotypic characterization of monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) and monocyte-derived Langerhans’ like cells (MoLCs), as
determined by flow cytometry. MoDCs were generated from peripheral blood monocytes after incubation with granulocyte—-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4). MoLCs were generated under the same conditions but with the addition of transforming
growth factor- f§ (TGF-f) to the cytokine cocktail. Maturation of these DC subsets was induced with a cocktail of proinflammatory mediators, as
described in the Materials and methods. The numbers in the upper right corners of single histograms represent mean values of fluorescence
intensity within the gated populations [marked on forward scatter (FS) : side scatter (SS) log profiles]. The results are representative of one
donor, out of five different experiments. Ir-PE and Ir-FITC represent non-specific (background) fluorescence using irrelevant (Ir) mouse mono-
clonal antibodies (mAbs) conjugated to the corresponding fluorochrome [i.e. phycoerythrin (PE) and fluorescein isothiocyanate (FITC)], which

do not react with human cells.
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LCs showed a higher proliferation capability than CD4" T
cells stimulated with iMoDCs, at all DC/CD4™ T-cell
ratios. All differences were statistically significant except
at the highest (1:10) DC/CD4 " T-cell ratio (Fig. 4).
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Figure 2. Phenotypic characterization of monocyte-derived dendritic
cells (MoDCs) and monocyte-derived Langerhans’ like cells (MoL-
Cs), as determined by immunocytochemistry. Cytospin preparations
of immature dendritic cell (iDC) samples were stained with anti-
human Langerin IgG. as described in the Materials and methods. At
least 500 cells were analyzed on each cytospin using a light micro-
scope and the percentage of positive cells was determined. Original
magnification, - 600; the bar represents 20 1 m. The slides with the
omitted primary antibody served as negative controls.

400+

Monocyte-derived dendritic cell subsets

After maturation, the alloreactive stimulatory capability
changed in favour of MoDCs. In contrast to iMoLCs, the
alloreactive stimulatory capability of mMol.Cs was lower
than that of mMoDCs and the diffrences were statisti-
cally significant except at the highest (1:10) DC/CD4™
T—cell ratio (Fig. 4).

T-helper polarization capability of MoDCs and
Mol Cs

The ability of MoDCs and MoLCs to polarize T-helper
immune responses was assayed on the basis of the lev-
els of interfron-c (IFN-c), IL-17, IL4, IL-13 and IL-10
in the supernatants of DC/CD4" T-cell co-cultures
(Fig. 5).

CD4" T cells in co—culture with iMoLCs produced sig-
nificantly lower amounts of IFN—, IL4, IL-13 and IL-10,
but higher amounts of IL-17 and IL-2, compared to these
cytokines in co-culture with iMoDCs.

In contrast, mMoLCs significantly up-regulated the
production of IFN-c, IL-2 and IL-17 by CD4" T cells
compared with the levels produced by mMoDCs. It is
interesting that the production of T-helper 2 (Th2) cyto-
kines was different. The level of IL4 in the mMoLC/
CD4" T-cell coculture was higher than in the corre-
sponding mMoDC/CD4" T-cell co-culture. The opposite
results were obtained for IL-13. In addition, higher
quantities of TGF-b were detected in mMoLC/CD4™
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Figure 3. Production of cytokines in monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) and monocyte-derived Langerhans® like cells (MoLCs) culture
supernatants. The supernatants of both immature and mature MoDCs and MoLCs were collected after 6 days of culture, and the concentrations
of cytokines (in pg/ml) were determined using enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs). Values are given as mean + standard deviation
(SD) of three different experiments. *P < 0.05, **P < 0-01 compared with MoDCs. IL, interleukin; TNF-a, tumour necrosis factor-a.
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Figure 4. Allostimulatory activity of monocyte-derived dendritic cells
(MoDCs) and monocyte-derived Langerhans’ like cells (MoLCs).
Immature and mature MoDCs and MoLCs were co-cultured with
allogeneic CD4™ T cells at different ratios. After 5 days, the cultures
were pulsed with [BH]thymidine for the last 18 hr and the radioac-
tivity was measured as described in the Materials and methods. Val-
ues are given as mean + standard deviation (SD) of triplicate
samples from one representative experiment out of three different
experiments showing similar results. The basal counts per minute
(cpm)) in CD4" T-cell cultures, alone, was 402 = 53 c.pm. The
basal c.pm. in DC cultures alone, independently of number and type
of DCs, was between 62 and 102 cp.m. (similar to the background
radioactivity). The proliferation index (PI) was calculated as follows
PI=cpm. (DC/CD4™ T-cell co-culture)/[c.p.m. (CD4™ T-cell cul-
ture alone) + c.pm. (DC culture alone)]. *P < 0-05, **P < 0.01,
#kP < (0.005 compared with MoDCs.

T-cell co-cultures compared with mMoDC/CD4™ T-cell
co-cultures.

Discussion

Blood monocytes may diffrentiate into various DC sub-
sets, depending on the cytokine milicu. In our study,
IMoDCs were penerated by the treatment of monocytes
with GM-CSF and 114, a well known DC differentiation
cocktail * The addition of TGF-b to this cocktail resulted
in the peneration of iMoLCs”™ As the differentiation
potential and fiinction of these cells are significantly influ-
enced by the culture conditions and individual penetic
variations, we penerated these DC subsets from the same
blood donors. It is believed that these DC subsets may
represent in vitro counterparts of LCs and TDDCs, respec-

tively, whose fiinctions are not well understood. There-
fore, the main goal of our study was to define differences
in the T-helper polarizing capability of these DC subsets
before and after treatment with a DC differentiation cock-
tail of proinflammatory cytokines and mediators. The
components of this cocktail, namely TNF-a, IL-1b, IL-6
and PGE,, which are mostly secreted by local DCs and
macrophages in vivo after activation of these cclls with
various danper signals, are the best-defined DC matura-
tion stimuli.**

According to the phenotypic analysis, iMoLCs were lar-
ger and more heterogenous in size, and expressed signifi-
cantly higher lewels of CD1a and Langerin, than iMoDCs.
Such characteristics mirrored the diffrences between e
vivo isolated LCs and IDDCs." Lower expression of
HLA-DR, CD54 and CCR7 on iMoLCs suggested that
these cells were more immature then iMoDCs. The differ-
ence in the expression of HLA-DR comesponded well
with data obtained from other in vitro studies, % in con-
trast to those obtained for CD54 and CCR7, which have
not vet been published. Although there was no difference
in the expression of CD86 between iMol.Cs and iMoDCs,
its low expression on both DC types corresponded wath
their immature phenotype.” Upon maturation, both DC
subsets up-regulated most cell-surfice markers, but the
expression of these markers was lower on mMol.Cs than
on mMoDCs. These results are in accordance with the
fact that TGF-b down-regulates HLA-DR, CD83 and
CD86 on DCs™®

The main finding of this study was that iMolCs
induced weaker T-helper 1 (Thl) and Th2, but stronger
T-helper 17 (Thl7), polarization of allogencic CD4"
T cclls than iMoDCs. In contrast, mMol.Cs were ablke to
induce stronger Thl, Th2 and Thl7 immune responscs
than mMoDCs. Several & vivo studies have shown that
both LCs and IDDCs induced Thl and Th2 polarization
of alloreactive CD4™" T cells,” while only LCs were able
to induce Th17 polarization of CD4" T cells® Stronger
induction of the Th17 response by MoLCs compared with
MoDCs is in accordance with the specific request for
IL-17 production in epithelia where LCs act as a first line
of defense apinst various pathogens™*®° Additionally,
the Th17 response is also supported by the fact that tis-
sucs populated with LCs are enriched with TGF-b3¢
Therefore, our resulis on the in vitro counterparts of LCs
and IDDCs shed new light on these important biological
phenomena.

Lower production of IFN— and higher production of
IL-17 by allogencic CD4" T cells in co-culture with iMo-
LCs compared with co-culture of CD4" T cells and iMo-
DCs, are in agreement with the lower production of
II-12 and TNF-a and higher production of I1.-23, respec-
tively, by iMoLCs compared with iMoDCs. A similar,
strong association between the lewels of IL-23 and the
production of I.-17 in co-culture of CD4" T cells and
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Figure 5. Production of cytokines by allogeneic CD4™ T cells in co-culture with immature or mature monocyte-derived dendritic cells (MoDCs)
or monocyte-derived Langerhans” like cells (MoLCs). The amounts of cytokines in both co-cultures (MoDCs/CD4 ™" T cells and MoLCs/CD4" T
cells) were measured using enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) or FlowCytomix Human Th1/Th2 11plex, as described in the Materi-
als and methods. Values are given as mean + standard deviation (SD) of three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005
compared with MoDCs. IFN-c, interferon-c; IL, interleukin; TNF-a, tumour necrosis factor-a.

mMol.Cs was confirmed in this study. Higher kevels of
I-12 and lower kevels of IL-10 in mMoL.C cultures might
explain why mMoLCs are more potent inducers of Thl
polarization than mMoDCs. An interesting finding was
the lower ability of iMoLCs to induce a Th2? response
compared with iMoDCs, as judged by lower levels of both
1L and I1-13 in co-culture supernatants When assessing
the production of IL-13, the same finding was confirmed
by mMoLCs. However, the opposite was observed for the
production of I14. One explanation could be differences
in the dynamics of secretion of Th2 cytokines in co-cul-
ture. Namely, it has been shown that up- and down-regu-
lation of IL-13 production by CD4' CD45RO" cdls
predominantly, is faster than the production of L4 in
cultures with DCs™* However, the biological significance
of this finding remains to be tested, bearing also in mind
that IL-13 is a more potent down-modulator of IFN-c
production than IL4.3%

The proliferation capability of CD4" T oclls stimulated
by iMol.Cs was higher than that of CD4™ T cells primed
with iMoDCs, and the phenomenon corrclated with the
production of a higher lewel of IL-2. The reason for this
finding is not dear because the expression of a costimula-
tory ligand (CD86) was similar and the expression of
HLA-DR and CD54 was ewen lower than on iMoDCs.
Therefore, it remains to be studied how the expression of
this molecule changes as a result of contact with CD4" T
cells, in which CD40 ligand (CD4" T cells) and CD40
(DCs) is of significant importance® Peiser o d.*
showed that stimulation of MoLCs with CD40 hgand was

O 2010 The Authors Immunclogy © 2010 Blackwell Fublishing Lid, Immunology, 132, 217-225

followed by the up-regulation of CD83 and CD86 expres-
sion and the production of IL-12p70 and I-10. In addi-
tion, CD40 trigpering increased the potency of MolCs to
stimulate CD4" T-cell prolifration. It is also not dear

whether increased production of IL-2 is a cause or a con-

sequence of cellular activation. In this context, lower pro-
duction of L-10 in a co-culture of iIMolCs with CD4™ T
cells might be important, because IL-10 inhibits the pro-
duction of IL-2 at the mRNA level without changing the
expression or finction of the IL-2 receptor (IL-2R).*
Therefore, in our culture system lower lewk of IL-10
could have counteracted the production of IL-2, which is
a key T—cell growth factor

Howewver, maturational stimuli significantly lowered the

prolifration capahility of CD4" T cels tripgered by

mMolLCs, compared with mMoDCs, in spite of higher

production of IL-2. This result could be explained by a

lower expression of most celbsurfice markers on
mMolLCs compared with mMoDCs, and a different IL-2/
TGEF-b ratio. Lower expression of HLA-DR and CD54 on
mMoLCs is in line with previoudy published data which
show that mature LCs fiom skin explants, with a low
ability for antipen presentation and reduced affinity to
contact alloreactive CD4" T cells, abropated their prolifer-
ation” In contrast, higher production of TGE-b in
co-culture of CD4" T cells and mMolCs is in accordance

with the effect of TGF-b on the modulation of intracellu-

lar effects of IL-2. Namely, it has been shown that TGF-b
inhibits expression, as well as signalling through IL-2R,
mediated by the Jak—Stat pathway.®*
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Anti-tumour vaccine protocols in the last few years
have been mainly focused on mMoDCs, which are able to
promote the Thl polarization of CD4" T cells.*® How-
ever, experiments in mice have recently shown that
CD4" Th17 cells provided better protection against malig-
nant melanoma than CD4' Thl cells because of their
unique ability to promote CD8" anti-tumour T cells in
vivo.” Th17 cells maintained anti-tumour activity in vivo
by producing IFN-y but not IL-17,*® as a result of the
Th17/Thl phenotypic switch.*’ As the mMoLCs in our
study were stronger inducers of both Thl and Thl7
responses than mMoDCs, and CD4" Th17 cells have been
found in various human tumours,****™? we hypothesized
that mMoLCs might be useful for future vaccine proto-
cols aimed against at least skin and epithelial tumours.
However, it should be emphasized that mMoLCs were
also stronger inducers of the Th2 immune response than
mMoDCs, which could potentially decrease the intensity
of the Th17/Thl response.”> As MoLCs achieved this
characteristic after maturation, it would be reasonable to
test additional maturation protocols in future experiments
in order to determine their potentially useful characteris-
tics for optimal stimulation of anti-tumour immunity.
This assumption is supported by earlier studies showing
that a well-established maturational cocktail,®* which we
used in our study, had the ability to expand a regulatory
T-cell population,® whereas PGE, could additionally
stimulate the production of IL-10, inhibit the secretion of
IL-12 and induce Th2 polarization by DCs.>>>®

In conclusion, our results demonstrated that both iMo-
LCs and mMoLCs are better inducers of the Thl7
immune response than MoDCs. This function, and the
ability of MoLCs to stimulate a stronger Thl immune
response than mMoDCs, make mMoLCs a better candi-
date for preparation of anti-tumour DC vaccines.
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Abstract Dendritic cells (DCs) are key antigen-presenting cells that express a wide variety of pattern-recognition
receptors (PRRs). Triggering of a single PRR, especially Toll-like receptors (TLRs) and C-type lectins, induces maturation
of DCs, but cooperativity between multiple PRRs is needed in order to achieve an effective immune response. In this
review, we summarize the published data related to the effect of individual and joint PRR agonists on DCs and Lan-
gerhans-like cells derived from monocytes (MoDCs and MoLCs, respectively). Our results demonstrate that MoDCs co-
stimulated with TLR3/TLR7 and TLR3/Dectin-1 ligands induced superior T helper (Th)l and Th17 immune responses,
compared to effects of single agonists. The opposite outcome was observed after co-ligation of TLR3 and Langerin on

MoLCs. These findings may be relevant to improve strategy for tumor immunotherapy.

Keywords
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Introduction

Dendritic cells (DCs) are bone marrow-derived antigen-
presenting cells (APCs) that represent a key bridge
between innate and adaptive immunity [1]. These cells
have a unique capability to activate naive T cells and to
initiate CD4" T helper (Th), CD8" cytotoxic T lympho-
cytes (CTLs) and T-cell dependent antibody responses [1].
The antigen-presenting function of DCs is manifested by
capturing and processing antigens into peptides that are
displayed on their surface for presentation to T cells after
migration to secondary lymphoid organs [2]. DCs capture
antigens based on the expression of a wide variety of
pattern-recognition receptors (PRRs), which discriminate
self tissues from infectious nonself through pathogen-
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associated molecular patterns (PAMPs) recognition. There
are several described PRRs, including Toll-like receptors
(TLRs), C-type lectins (CLRs), cytoplasmic retinoic acid—
inducible gene-I-like receptors (RLRs), nucleotide oligo-
merization domain-like receptors (NLRs) and many others
[3-5]. Activation of PRRs triggers signaling pathways,
which is followed by phenotypic changes and functional
maturation of DCs.

Mature MoDCs acquire migratory properties by modu-
lation of the expression pattern of receptors for chemo-
kines, down-regulate phagocytosis and endocytosis, and
up-regulate expression of HLA class I and class II mole-
cules, adhesion molecules (CD54), co-stimulatory mole-
cules (CD80 and CD86) and maturation markers, the
properties necessary for their optimal T-cell polarization
capacity [6]. T-cell polarization to either Th1, Th2 or Th17
profile depends on the type of co-stimulatory molecules
and cytokines expressed by the DCs, which is in turn
determined by the TLR signaling profile [7].

DCs are a heterogeneous group of cells comprising
functionally distinct subtypes. Based on their differences in
function, localization and phenotype, two main populations
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of DCs in human peripheral blood have been described:
CD11ct myeloid DCs (mDCs), which include Langerhans
cells, dermal and interstitial DCs, and CD11¢~/CD123%/
CD4" plasmacytoid DCs (pDCs) [8]. Due to the expression
of distinct PRRs capable for responding to various patho-
gens, both of them are able to initiate characteristic T-cell
responses [6]. The functional plasticity and diversity of
these DC subsets make them potentially very useful in
designing effective cancer vaccines [9].

At least two mDC subtypes that specifically populate
epithelial tissues can be described: Langerhans cells (LCs)
and interstitial dendritic cells (IDCs). LCs resident in epi-
dermis and mucosal epithelia are characterized by high
expression of CDla, Langerin molecules and E-cadherin.
CDla family of proteins binds and presents lipids while
Langerin (CD207) receptors make contact with mannose
and related sugars. After establishing contact with soluble
or cell-surface antigens, Langerin molecules form Birbeck
granules (characteristic tennis-racquet shape structures),
which are involved in the process of alternative antigen
presentation to T cells and/or their further endosomal
processing. E-cadherin is an adhesion molecule that
anchors epidermal LCs to keratinocytes and epithelial T
cells [10-12].

As APCs of myeloid origin, both cell populations share
some basic functional features with other DC populations
[13]. After the uptake and processing of foreign pathogens
that penetrate epithelia, resident LCs and IDCs mature
during migration toward the local lymph nodes thus
acquiring the capability to prime T cells. It was shown in
ex vivo experiments that during this process LCs up-reg-
ulate MHC II molecules, co-stimulatory molecules and
CC-chemokine receptor 7 (CCR-7) while down-regulating
CDla, Langerin, E-cadherin and CD54 [12, 14]. It is
believed that migration of these populations can be initi-
ated independently of maturation after the exposition to
self-antigens [15, 16]. Immature LCs and IDCs can prob-
ably promote peripheral tolerance in the nearby lymph
node either by inducing anergy or apoptosis of self-reactive
naive T-cell clones or by induction of T regulatory cells
(Tregs) [17]. The roles of LCs and IDCs to prime naive T
cells or to induce anergy of T cells can be explained by
specific TLR profiles and other PRRs of these cells.

Since the extent of circulating DCs in human blood is
very low, the most commonly used approach exploit in
vitro-generated monocyte-derived DCs (MoDCs) [18]. It
includes cultivation of monocytes, obtained from periphe-
ral blood mononuclear cells (PBMCs), with recombinant
granulocyte macrophage-colony-stimulating factor (GM-
CSF) and interleukin (IL)-4, which are able to differentiate
into immature MoDCs after 5-6 days [19]. The addition of
transforming growth factor f (TGF-f) to this cytokine

cocktail results in the generation of Langerhans-like DCs
(MoLCs) [20].

The aim of this review is to provide insights into the
response of in vitro-generated MoDCs and MoLCs to the
co-ligation of PRRs, as a basis for new immunotherapy
perspectives.

TLRs

The evolutionary conserved TLRs are best-characterized
PRRs, which discriminate self from nonself, providing the
first line of defense against invading pathogens. Although a
part of the innate immunity, TLRs initiate long-standing
and protective immunity by presenting antigen motifs to
the cells of adaptive immune system [21]. To date, 10 and
12 functionally active TLRs have been identified in
humans and mice, respectively. They are most commonly
divided into two groups depending on their cellular local-
ization and PAMP ligands. One group refers to TLRs
expressed on cell surfaces and recognize mainly microbial
membrane components (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6). The other group consisting of TLR3, TLR7, TLRS
and TLRY is expressed in intracellular vesicles (endo-
somes, lysosomes, endoplasmic reticulum) where they
recognize microbial nucleic acids [22]. The TLRs are
expressed by various immunologically relevant cell types,
including DCs, macrophages and B cells [23], but DCs are
particularly important for all aspects of TLR function.

TLRs are a family of transmembrane receptors con-
sisting of ectodomains with multiple leucine-rich repeats
(LRRs), linked by a transmembrane domain to a conserved
cytosolic domain called the Toll/IL-1 receptor homology
(TIR) domain [21]. The super-family of TIR domain-con-
taining receptors also includes the IL-1R/IL-18R family,
which act by recruiting and homodimerizing with TIR
domain-containing adaptors proteins. Myeloid differentia-
tion protein 88 (MyD88), as a major adaptor protein linking
these receptors, is required for signaling through all TLRs,
except TLR3, which acts through the adaptor molecule
Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing interferon
(IFN)-f (TRIF), while TLR4 signals through both MyD88-
and TRIF-dependent pathways. Recruitment of MyD88
leads to the activation of IL-1 receptor-associated kinases
(IRAKSs) and TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6),
consecutively activating transcription factors, such as
nuclear factor-kB (NF-xB) [24]. TLRs are widely expres-
sed on immune cells and possess distinctive functions
depending on the cell type and signaling pathways [25].
TLR agonists, as maturation agents for DCs, have been
tested as an attractive agent for initiating or boosting the
anti-tumor response [26].
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TLR2, expressed by both MoDCs and mDCs [27], is
involved in the recognition of a wide spectrum of microbial
molecules, such as Gram-positive and Gram-negative
bacteria, fungi, parasites and viruses [28]. Due to the for-
mation of heterodimers with TLR1 and TLR6, TLR2 has a
capacity to bind a variety of ligands [29]. TLR2/TLR1 and
TLR2/TLRG6 activation leads to DC maturation and NF-xB
activation through recruitment of MyD88, and subsequent
production of numerous cytokines [30]. Recent study has
shown that, through activation of specific pathways
involving TLR2, zymosan can activate DCs [31]. Zymosan
is a crude cell-wall component mixture of the baker’s yeast
extracts from Saccharomyces cerevisiae, composed mainly
of f-glucans, mannans and chitins [32]. Investigating dif-
ferential regulation of cytokine production in human DCs,
Gerosa et al. [33] have shown that zymosan stimulated
IL-23 rather than IL-12p70 production in MoDCs, sug-
gesting its role in Th17 immune response. The same study
reported that low levels of IL-12p70 did not affect Thl
response, induced by zymosan-stimulated MoDCs. Wei
et al. [32] have shown that this TLR2 ligand can promote
phenotypic maturation of human MoDCs, followed by an
increased allostimulatory capacity and production of both
pro- and anti-inflammatory cytokines.

It has been shown that freshly purified LCs and MoLCs
display TLR2 and its associated receptors TLR1 and TLR6,
but no TLR4 [34]. This expression pattern was also similar
to that of the freshly isolated LCs from human skin [35].
After stimulation with a TLR2 agonist, peptidoglycan
(PGN), MoLCs weakly up-regulated maturation markers
CD80, CD86 and HLA-DR and produced smaller amounts
of IL-12p70 and IL-10 when compared to MoDCs. Stim-
ulation with a TLR4 agonist, lipopolysaccharide (LPS), did
not show any measurable production of these cytokines,
nor changes in the expression of maturation markers, when
compared to control [36]. Since Gram-positive bacterial
species are the most important commensal bacteria in skin
that can also cause severe systemic infections, it is most
likely that production of IL-10 after TLR2 ligation with
PGN can be required for avoiding reaction against com-
mensals. [34]. Experiments on murine DCs supported this
hypothesis because TLR2™~ mice showed impaired
immunity against Staphilococcus aureus [37]. Recent
studies imply that LCs activated by TLR2 ligands can also
induce Th17 polarization of allogeneic CD4™T cells [35].

TLR3 is a PRR highly expressed in immature MoDCs
[29]. Ligation of TLR3 by its specific agonist double-
stranded (ds)RNA, that signals the presence of infectious
agent, is followed by activation of DCs and induction of
protection to viral cytopathic effect [38]. Polyinosinic-
polycytidylic acid (Poly (I:C)) is a synthetic analogue of
dsRNA and a TLR3 agonist. Studies so far have shown that
Poly (I:C) induces phenotypic maturation of MoDCs [39].

@ Springer

Therefore, Poly (I:C) is an appropriate maturation agent for
MoDCs. Poly (I:C)-treated MoDCs are in vitro and in vivo
potent producers of bioactive IL-12, a crucial initiator of
the Thl response [39] and weak producers of IL-10, an
anti-inflammatory cytokine that drive T cells toward Th2
and T regulatory cell (Treg) response [40, 41]. We have
found that stimulation of TLR3 increases the production of
IL-17, a signature cytokine of the Th17 subset of CD4" T
cells whose expansion and maturation are promoted by
IL-23, which is in consistence with results published by
Sallusto et al. [42]. Collectively, stimulation of MoDCs
with Poly (I:C) polarizes the immune response toward
strong Th1l and moderate Th17 responses, respectively.

LC-like DCs derived from human cord blood express
TLR3 receptors [43]. Recent study with bafilomycin, an
inhibitor of endosomal acidification, on LCs isolated from
human skin, showed that TLR3 is responsible for the
effects of Poly(I:C) on the induction of maturation and
allostimulatory properties and Th1 polarizing capability of
LCs [44]. Our results on MoLCs mostly corroborated these
results, but an interesting finding was that Poly (I:C) did
not modulate Th2 or Th17 polarization compared to control
(unpublished data).

TLR4, as a founding member of the human TLR family,
was described as essential for recognition of bacterial LPS,
a component of the outer membrane of Gram-negative
bacteria [21]. TLR4 interacts with three different extra-
cellular proteins—LPS binding protein (LBP), CD14 and
myeloid differentiation protein 2 (MD-2)—to induce a
signaling cascade leading to the activation of both the
MyD88- and TRIF-dependent pathways. This activation is
necessary for the induction of inflammatory cytokines. LPS
is one of the most commonly used compounds for the
induction of DC maturation, which in turn produce more
cytokines and express co-stimulatory molecules to activate
T cells [45, 46]. LPS also stimulates macrophages to pro-
duce proinflammatory cytokines [47]. Such treated MoDCs
produce moderate levels of IL-12, but also IL-10 [46].
TLR4 signaling pathway can mediate a signal from dying
tumor cells that causes DCs to mature and elicit phago-
cytosis [48]. Since the immune response activated from
dying tumor cells is essential for a successful cancer
therapy, TLR4 agonists could be tested for the enhance-
ment of current chemotherapeutic regimens [49].

TLRS is distinctive for its ability in recognizing the
flagellin protein component of bacterial flagella [28].
Intestinal epithelial cells, as well as lamina propria DCs,
express TLRS in a wide range, suggesting its role in the
detection of flagellated bacteria in the gut [24]. The
expression of TLRS on MoDCs and mDCs has been
described as well [50]. Study by Means et al. [51] have
shown that ligation of TLRS by flagellin could induce
phenotypic maturation of MoDCs, as judged by increased
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expression of maturation and co-stimulatory markers. The
same group reported that flagellin-matured DCs displayed
an enhanced T-cell stimulatory capacity with a concomi-
tant decrease in the endocytic activity. Recent study
showed that stimulated DCs from lamina propria by
flagellin are good stimulators of Thl and Th17 immune
responses [52].

TLR7 and TLR8 are natural receptors for single-stran-
ded (ss) RNA and, together with TLR3 and TLR9Y, act as
powerful activators of the innate immune response upon
viral infections [53]. Besides ssRNA, several chemical
compounds have been described as TLR7/8 agonists, such
as resiquimod, CLO75 and CL097 [54]. Stimulation of
MoDCs with these compounds resulted in their maturation
with the capability for polarization of the immune response
toward Thl [55]. Therefore, in order to understand the
essence of MoDCs activation by common TLR7/8 ligands,
it is important to evaluate the effects of selective TLR7 and
TLR8 agonists. There are two well-known groups of
selective TLR7 agonists, imidazoquinolines (imiquimod
and gardiquimod) and guanosine derivatives (7-allyl-7,8-
dihydro-8-oxo-guanosine (loxoribine) and 7-thia-8-oxo-
guanosine (7-TOG)) [54]. The data regarding their effect
on MoDCs are controversial. Namely, a number of studies
showed that selective TLR7 ligands could stimulate only
preactivated MoDCs [56, 57]. The other group of authors
described that imidazoquinolines inhibited differentiation,
but enhanced maturation of human MoDCs [58]. Our group
studied selective TLR7 agonists (loxoribine and 7-TOG)
and showed that loxoribine, at relatively high concentra-
tions (250 puM), was able to induce maturation of MoDCs
without additional stimuli and the effect was partly
dependent on the up-regulation of TLR7 expression. In
addition, loxoribine-treated MoDCs were potent inducers
of Thl and Th17 immune responses [59].

In our previous in vitro studies in rodents, we described
7-TOG as a strong modulator of the immune response [60,
61]. Later investigations into human monocytes demon-
strated significantly augmented stimulatory potential of
7-TOG-treated monocytes on T-cell proliferation, which
was partially dependent on IL-12 production. Different
TLR?7 expression in rodent and human, as well as possible
dosage-dependance and characteristic chemical structure,
led us to further investigate the modulatory activity of
7-TOG on human MoDCs. We showed that this guanosine
analogue was able to activate immature MoDCs in a strong
dose-dependent manner. Namely, the highest applied con-
centration of 7-TOG (250 uM) was a potent inducer of
MoDCs maturation, which directed the immune response
toward Thl and Th17. The intermediate concentration of
7-TOG (100 uM) was, however, a weak stimulator of
MoDCs maturation, and such treated MoDCs stimulated
the Th17 response. On the contrary, the lowest applied

concentration of 7-TOG (25 M) did not trigger maturation
of MoDCs, but primed these cells to polarize the immune
response toward Th2 (unpublished data). Due to the
endosomal localization of TLR7, delivery of agonists to
endosome is significantly facilitated through the process of
phagocytosis or endocytosis. This could be advantageous
in increasing the intracellular concentrations of the com-
pounds and subsequent better DCs activation. Therefore,
our research group was studying multi-walled carbon
nanotubes (MWCNTs) as a delivery system of 7-TOG to
endosomal TLR7 in human MoDCs, when different con-
centrations of 7-TOG were covalently attached to
MWCNTs by the original method [62]. Light, confocal and
transmission electron microscopic observations confirmed
efficient phagocytosis of 7 TOG-MWCNT nanoparticles
(Fig. 1). This delivery system showed that low concentra-
tions of 7-TOG attached to MWCNTSs was able to promote
both Thl and Th17 immune responses, as efficiently as ten
times higher concentrations of soluble 7-TOG (unpublished
data). These findings support the hypothesis that func-
tionalized MWCNTs may be a challenging system for
delivery of 7-TOG to MoDCs, in order to improve the
protocols for preparation of DC vaccines.

TLRY recognizes specific unmethylated 2’-deoxyribo
(cytidine-phosphateguanosine) (CpG) DNA motifs that
distinguish microbial DNA from mammalian DNA [63].
CpG-containing oligonucleotides (ODNs) can mimic nat-
ural CpG sequences and are used as TLRO ligands [64]. In
humans, TLR9 can be found on pDCs, activated mono-
cytes, NK cells and B-lymphocytes [64].Until recently, it
was believed that MoDCs and mDCs do not express TLR9
[65]. However, using synthetic CpG-A ODN D19, Hoene
et al. [66] proved the existence of TLR9 in MoDCs, in
amounts comparable with pDCs. It has been shown that
ligation of TLRY induces maturation of MoDCs, with a
subsequent increased T-cell proliferation and Thl differ-
entiation. Data about the modulatory effects of TLRY
agonists on MoLCs are scarce.

Co-ligation of TLRs

Although triggering of single TLRs results in phenotypic
and functional changes in DCs, cooperation between
multiple TLRs is needed in order to achieve an effective
immune response. Therefore, numerous studies using
simultaneous engagement of multiple TLRs were
performed.

The co-ligation of TLR2 and TLR4 caused greater
production of TNF-o and IL-6 by human monocytes than
ligation of single receptors did [67, 68]. Further results
indicated the secretion of additional levels of TNF-«, IL-6
and IL-12p40 if Poly (I:C) and CpG DNA simultaneously
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Fig. 1 Internalization of 7-TOG attached to MWCNTSs by MoDCs.
MoDCs were generated by cultivation of human monocytes in the
presence of GM-CSF (100 ng/ml) and IL-4 (20 ng/ml) for 6 days and
functionalized MWCNTSs with 7-TOG for another 48 h. a In order to
evaluate ingestion of MWCNTSs by MoDCs, cytospins were prepared
and observed by light microscopy. Black dots inside the cell are
presumed to be ingested nanoparticles; b For confirmation, cytospins

activated mouse macrophages, suggesting, for the first
time, that multiple TLR ligands increase the host resistance
[69]. Napolitani et al. [70] are among the first describing
the strong synergistic effects of TLR ligands on cytokine
production by human DCs. Namely, this group showed that
TLR3 or TLR4 potently acted in synergy with TLR7/8 in
the enhancement of IL-12 and IL-23 production by human
MoDCs, which resulted in additional potentiation of Thl
polarizing capacity. These findings were explained by the
fact that simultaneous activation of NF-xB, interferon
regulatory factors (IRFs), mitogen-activated protein (MAP)
kinases (MAPK), phosphoinositide 3-kinase (PI-3 K) and
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)
signaling pathways are involved in this process, suggesting
a crucial role for the synergistic gene expression during the
combined TLR3 or TLR4 and TLR7/8 ligand stimulation
[71].

Similar effects on cytokine production by MoDCs have
also been reported for co-ligation of TLR3 or TLR4 with
TLR2 (PGN), TLR2/TLR6 (zymosan) and TLRS (flagellin)
[72]. Namely, it has been shown that MoDCs combine and
integrate signals received via the IFN-dependent pathway
by engagement of TLR3 and activation of TRIF with the
MyD88-dependent pathway by ligation of TLR2 (PGN),
TLR2/TLR6 and TLRS.

The other group of authors reported that TLR2 is able to
restrain the TLR4- and/or TLR7/8-induced production of
proinflammatory cytokines, while leaving the cytokines
induced by TLR3 or TLRS5 unchanged [73]. They also
revealed that abrogating the IL-12p70 production by DCs,
TLR2 exerts its suppressive function. This inhibition of IL-
12p70 release by TLR2 led to an increased DC-mediated
T-cell differentiation into Th2 and Th17 cells. Therefore, it
can be assumed that the modulation of TLR2-mediated
signaling in cooperation with other TLR ligands might
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were processed for confocal microscopy. Fluorescent 7-TOG-
MWCNTs, coupled with FITC, are seen inside the HLA-DR/Alexa
548" cell; ¢ Finally, MoDCs cultivated with 7-TOG-MWNCTs were
evaluated by transmission electron microscopy (TEM) after appro-
priate processing. TEM micrograph shows protrusion of cell mem-
brane, forming coated pit with ingested nanoparticles

provide novel insights for interventions within immune
diseases.

Based on our previous papers, where the effects of
single TLR3 and TLR7 agonists on MoDCs were investi-
gated [59, 74], we tried to determine whether these ago-
nists, triggering different pathways, may cooperate in
MoDC activation. Therefore, we combined suboptimal
(10 pg/ml) or optimal (25 pg/ml) concentrations of Poly
(I:C) with suboptimal (100 uM) and optimal (250 uM)
concentrations of loxoribine. The effect of each combina-
tion on phenotypic properties and cytokine production by
MoDCs and their Th polarizing capability was studied, and
some of these results are presented in Fig. 2.

The first combination of suboptimal concentrations of
Poly (I:C) and loxoribine induced maturation of MoDCs,
directing the immune response toward Th1, as documented
on the basis of levels of IFN-y in co-culture with allogeneic
CD4™T cells. Higher production of IFN-y correlated with
the levels of IL-27 and IL-12, which is in agreement with
previous study where IL-27, by synergizing with IL-12p70,
participates in the expansion and survival of Thl cells [75].
Such treated MoDCs also potentiated the production of IL-
17 by CD4™T cells, which correlated with significantly
higher amounts of IL-23 in MoDC cultures, compared to
the levels of the cytokines induced by suboptimal con-
centrations of single agonists. This Thl7 profile was
somewhat expected, knowing that final differentiation of
Th17 cells partially depends on IL-23 [76].

Cultivation of MoDCs with a combination of both
optimal concentrations of TLR agonists primed them to
polarize the immune response toward Thl with the sig-
nificant production of IFN-y by allogeneic CD4™T cells.
This finding also correlated with the increased levels of IL-
12 and IL-27 [77]. This induction of Th1-polarizing signals
was not followed by up-regulation of HLA-DR and
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Fig. 2 The effect of TLR3 and TLR7 co-ligation on cytokine
production and Th polarization capability of MoDCs. MoDCs were
obtained by cultivation of human monocytes for 6 days with GM-CSF
(100 ng/ml) and IL-4 (20 ng/ml) and then stimulated with Poly (I:C)
and loxoribine in different concentrations for an additional 48 h.
a Levels of secreted IL-12, IL-23 and IL-27 were determined in cell-
free supernatants by ELISA; b Allogeneic CD4*T cells were co-
cultured with MoDCs (1 x 10* cells/well) at a concentration of

co-stimulatory molecules. On the contrary, their expression
was down-regulated, compared to the effect of single
agonists. A similar finding was described by Napolitani
et al. [70] who suggested an existence of different induc-
tion thresholds between these two “programs” and indi-
cated that such co-ligation may represent a so-called
“security code,” which ensures powerful effectors (Thl
response) to be generated only in response to invading
pathogens. In addition, distinct cellular compartment of
TLR3 and TLR7 could be of importance, when dsRNA can
initiate TLR3 and prime DCs to a subsequent activation of
TLR7 in the endosomal compartment. On the other hand,
such treated MoDCs decreased the production of IL-23,
compared to the effect of single Poly (I:C), and the effect
was followed by decreased production of IL-17 in co-cul-
ture with CD4™T cells. The enhancement of IL-27 pro-
duction could be responsible for down-regulation of 1L-23,
according to literature data [78]. High amounts of IL-27
could be also explained by suppression of IL-4 production
and subsequent decrease in the Th2 cell differentiation

1 x 10° cells/well. Co-cultivation lasted 5 days, when PMA (20 ng/
ml) and ionomycin (500 ng/ml) were added for an additional 8 h.
Levels of TFN-y and IL-17 were measured in CD4*T-cell/DC co-
culture supernatants using sandwich ELISA kits following the
manufacturer’s instructions. Cytokine levels are given as x & S.D.
(n = 3 donors). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005 compared to
relevant controls

[79]. When a suboptimal concentration of poly (I:C) was
combined with an optimal loxoribine concentration to
activate MoDCs, the Thl immune response was mostly
pronounced and followed by increased levels of IL-12 in
MoDC cultures. These findings confirmed again the fact
that DCs have very large capacity to produce IL-12 that is
“deployed,” only in the response to multiple stimuli acting
simultaneously [70].

Ligation of TLR3 and TLR7 by their specific ligands
results in conformational changes in the receptors, leading to
downstream signal transduction, which primarily involves
MyD88- and TRIF-dependent pathways [80]. Namely, it is
known that signaling through TLR3 and TLR7 differs.
Activation of TLR3 leads to the induction of IRF3, NF-xB
and MAPK through the engagement of TRIF adapter protein,
whereas TLR7 signaling activate NF-«kB via a MyD88-
dependent pathway and activation of IRF7 [28]. Further-
more, it has been shown that ongoing stimulation through the
TRIF-dependent pathway is required for the enhancement of
the MyD88-dependent DC function and for the T-cell
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activation [81]. Based on these findings, we postulated that
maybe combination of these signaling pathways could
modulate the final outcome of the immune response.
Namely, the MyD88-independent pathway corresponding to
signal 2 increases the T-cell priming, but the MyD88-
dependent pathway, as signal 3, determines a T-cell response
[81]. This crosstalk may be established to avoid induction of
unnecessary activation of immune responses while allowing
an immune response against tumors.

C-type lectin receptors (CLRs)

C-type lectin receptors are family of both soluble and
transmembrane proteins that possess at least one carbohy-
drate recognition domain (CRD) with unique specificity.
They provide DCs with the ability to recognize mannose,
fucose and glucan carbohydrate structures that are part of
the most pathogens [82]. CLRs can be divided into two
groups according to their molecular structures. Group I has
its amino (N) terminus pointing outwards of the cell and
has several CRDs at the carboxyl (C) terminus. It is named
the mannose receptor (MR) family, which includes man-
nose receptor (CD206) and DEC-205 (CD205) [4]. Group
I has its N terminus pointing into the cytoplasm of the cell
and has single CRD. It is called the asialoglycoprotein
receptor family and comprises the DC-specific ICAM3-
grabbing nonintegrin (DC-SIGN, CD209), Langerin
(CD207) and the members of Dectin-1 and DC immuno-
receptor (DCIR) families. The Dectin-1 family includes
Dectin-1, lectin-like oxidized low-density lipoprotein
receptor (LOX-1), C-type lectin receptors 1 and 2 (CLEC-1
and 2) and myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor
(MICL), while DCIR family includes DCIR, DC immu-
noactivating receptor (DCAR), Dectin-2 and blood DC
antigen protein 2 (BDCA-2) [83, 84].

Triggering of CLR by different pathogens can induce gene
expression independently of other PRR signaling (Dectin-1,
Langerin) or, by contrast, induce signaling pathways that can
only modulate the TLR-induced gene expression (DC-SIGN,
BDCA2, DCIR and MICL). Common feature of both sig-
naling pathways is the induction of NF-«B, a key mediator of
inducible gene expression in the immune system, although
other transcription factors contribute to the CLR-induced
signal transduction as well [28, 85].

Dectin-1 is one of many PRRs that mediate their own
signaling and can synergize with TLRs to initiate specific
responses to pathogens [86]. Dectin-1 was first identified as
a DC-associated C-type lectin, containing a single extra-
cellular CRD motif at the COOH-terminal end that rec-
ognizes B-1,3-glucans found mainly in the cell walls of
fungi and an immunoreceptor tyrosine-based activation
motif-like sequence (hemITAM) in the cytoplasmic
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domain [87], necessary for intracellular signal generation
[88]. Subsequent studies have shown that mouse Dectin-1
is highly expressed on neutrophils, alveolar macrophages
and inflammatory macrophages with lower expression on
resident macrophages, DCs and some T cells [89]. Human
Dectin-1 is expressed additionally on B cells. Dectin-1
recognizes soluble and particulate f-glucan [87, 89] that
makes up to 50% of the fungal cell wall. Activation of the
Dectin-1 receptor is followed by the recruitment of the
tyrosine kinase Syk by hemilTAM sequence in the cyto-
plasmic domain. This initiates downstream signaling cas-
cade that culminates with the activation of NF-xB, the
transcription factor NFAT and MAPK [90]. Upon ligand
recognition, Dectin-1 can induce diverse responses such as
an oxidative burst, inflammatory cytokine production and
phagocytosis [88].

The role of Dectin-1 in modulating the biological func-
tions, of human DCs, is reported in only few studies. It has
been shown that mouse DCs stimulated with curdlan, a
Dectin-1 agonist, increased co-stimulatory molecules
(CD80, CD86 and CD40) [90]. These results are similar to
those showing an up-regulation of CD40 and CD86 by
human DCs treated with Candida albicans. It is known that
the response of DCs to C. albicans is largely dependent on
Dectin-1 recognition [91]. Our results (unpublished data)
support these findings and additionally showed an up-regu-
lation of HLA-DR and CD83 expression by curdlan-treated
MoDCs. Collectively, all these data demonstrated that
Dectin-1 could be instrumental in promoting an efficient
antigen presentation and that curdlan, through activation of
Dectin-1, induce phenotypic maturation of human MoDCs.
Previous studies on human MoDCs have shown that stimu-
lation of Dectin-1 signaling pathway with curdlan increases
the production of IL-6, TNF-¢, IL-1p, IL-10, IL-12p35, IL-
23p19 and IL-12p40 [92]. Activation of the Dectin-1 path-
way in our study increased the production of IL-27 and
lowered the production of IL-10 by MoDCs, while the levels
of IL-6, TNF-a and IL-23 were unchanged, compared to
control. Although the levels of both IL-12 and IL-23 were
very low or undetectable, an intriguing finding of our study
and a previous publication [90] was the ability of curdlan to
promote Thl and Th17 polarizing capabilities of MoDCs.

Dectin-2 is mostly expressed on immature MoLCs and
to a lesser extent on immature MoDCs. Maturation of
MoLCs is followed by reduced expression of Dectin-2,
while the opposite effect was observed on MoDCs [93].
This receptor is also detected in monocytes, macrophages,
B cells and neutrophils [94]. Triggering the Dectin-2
receptor with fungal hyphae from Candida, Trichophyton
and Microsporum species leads to the production of TNF-o
and IL-6, independently on other TLRs by DCs [95].

DC-SIGN (CD209) was first identified as an intercel-
lular binding molecule, necessary for establishing the
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DC/T-cell contact, which influences the T-cell proliferation
and for binding and presentation of unprocessed HIV-1
virions to CD4" T cells [4, 96]. DC-SIGN recognizes
mannose- and fucose-containing pathogens and modulates
TLR3-, TLR4- and TLRS5-induced immune responses by
DCs. Activation of this receptor induces an up-regulation
of the TLR-induced IL-10 production [97].

Recent studies have shown that Langerin has a similar
role on LCs as Dectin-1 receptor and DC-SIGN have on
DCs. Namely, although LCs also express Dectin-1 it was
found that Langerin is the main CLR for fungi [98].
Langerin displays extracellular C-terminal CRD and
transmembrane anchor segment that are similar to Dectin-
1. Oligomerization of three Langerin molecules via the
o-helicoidal neck region that connects aforementioned
segments is responsible for binding specificity of this
receptor to glycoprotein ligands. In addition, this extra-
cellular domains promote folding and superimposition of
plasma membrane that lead to the formation of ultrami-
croscopically characteristic Birbeck granules [99]. The
granules can play a possible role as the subsequent intra-
cellular storage that shelter material bound to Langerin or
CD1a molecules from degradation until LCs receive exact
activation signal. It was shown in vitro that Langerin and
Birbeck granules are simultaneously down-regulated while
MHC class II and CD86 are up-regulated after maturation
of LC maturation influenced by CD40 ligation. Since
proinflammatory signals, such as TNF-«, increase the
expression of Langerin, it can be postulated that migration
and maturation of LCs in lymph nodes can be indepen-
dently regulated. This finding may also explain the pres-
ence of Langrin + cells outside of skin or mucosa [11].
Langerin lacks an intracellular tyrosine-based motif that
acts as a potential signal transduction site. It contains a
sequence of proline-rich repeats, which is known to interact
with SH3 (src homology 3) domain proteins that regulate
cytoskeleton movements connected with vesicular trans-
port [99]. Similarly as DC-SIGN, Langerin can introduce
HIV-1 virion to T cells and at the same time prevent their
infection [100].

Recent ex vivo experiments on human LCs confirmed
that not only Dectin-1 but also Langerin can interact with
p-glucans [101]. Curdlan was shown to strongly bind to
human LCs. Since LCs isolated from epidermis expressed
both Langerin and Dectin-1 receptors, but no DC-SIGN, it
is possible that the main CLR for fungi on LCs could be
Langerin [98]. Our study showed that MoLCs stimulated
with curdlan induced stronger Thl, Th2 and Th17
responses compared to control, nonstimulated MoLCs
(unpublished data). This result is very similar to the effect
that we have found in our previous experiment when
MoLCs were matured with classic cocktail of proinflam-
matory cytokines and modulators [15].

BDCA? is considered as a specific marker of pDCs,
known for their ability to produce large amount of type I
IFNs upon viral infection [102]. One of the proposed
mechanisms of the immune escape by viruses is triggering
the BDCA2 molecule. BDCAZ2 ligation following TLR3 or
TLR9 activation leads to up-regulation of IL-10 production
and suppression of IL-6 and TNF-o [102].

DCIR and MICL are the only known CLRs that contain
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs)
in their cytoplasmic domain [85]. Studies based on the use
of antibodies for this ITIM-bearing CLRs have shown that
activation of DCIR inhibits TLR8-mediated production of
IL-12 and TNF-o by myeloid DCs and TLR9-induced
production of IFN-o and TNF-a by pDCs. The activation of
MICL suppresses TLR4-induced IL-12 production [103,
104]. DCIR is more expressed on CD147/CDla~ MoDCs
(correspond to IDDCs) than on CDla™CD14~ MoLCs
(correspond to LCs). DCIR surface level does not change
during differentiation from monocytes to immature
MoDCs, but it is down-regulated after stimulation with
LPS or CD40L [105]. On the other hand, triggering of
MICL augmented CD40L-mediated Thl response, but
inhibited the LPS-mediated response [104].

Co-ligation of TLRs and CLRs

Recent studies have shown that the treatment of MoDCs
with a TLR3 ligand, Poly (I:C), or Dectin-1 agonist,
curdlan, elicits their maturation into the cells competent to
prime effective immune responses. Since individual ago-
nists exert different outcome on immunomodulation, we
have performed a study in order to examine the response of
MoDCs to the combined effect of Poly (I:C) and curdlan.
Our results showed that co-ligation of TLR3 and Dectin-1
leads to the phenotypical maturation of MoDCs, which was
similar to the effect of Poly (I:C) alone, except an addi-
tional increase in the expression of CCR7. This chemokine
receptor could be relevant to improved migratory proper-
ties of DCs. MoDCs treated with both ligands up-regulated
the production of interleukin IL-12, IL-23 and IL-10,
compared to the effect of Poly (I:C), alone. Curdlan-treated
MoDCs stimulated the production of IL-17 by alloreactive
CD4" T cells more strongly than Poly (I:C)-treated
MoDCs. The opposite effect was observed for IFN-y pro-
duction. When combined, these agonists primed MoDCs to
further increase the production of IFN-y by CD4™ T cells in
co-culture, especially those of naive (CD45RA™) pheno-
type, and IL-17 by memory (CD45RO") CD4' T cells
(unpublished results). Although no microbe or fungal
pathogen that expresses or generates ligands for both TLR3
and Dectin-1 has been found so far, our findings can be
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taken into consideration for development of new strategies
in the field of immunotherapy (Fig. 3).

To our knowledge, there is no available data considering
the effect of simultaneous activation of TLR3 and Langerin
either on LCs or on MoLCs. We have shown in our
experiments on MoLCs that this combination diminished
allostimulatory potential of MoLCs and at the same time
reduced their Thl and Thl7 polarizing capability (unpub-
lished data). This finding still has to be thoroughly ana-
lyzed and reevaluated in the next experiments.

IL-12

&
T 32
*H%
* 4% BB

4

%% B

=
* %% BB

(b)
ng/mi

80

*

*

|—L; *

*
. I
n |l. T T T
1 2 3 4

Fig. 3 The combined effect of Poly (I:C) and curdlan on the cytokine
production and Th polarization capability of MoDCs and MoLCs.
a Cultivation of human monocytes for 6 days with GM-CSF (100 ng/
ml) and IL-4 (20 ng/ml) generated immature MoDCs, while addition
of TGF-$ (10 ng/ml) to this cytokine cocktail generated immature
MoLCs. Immature MoDCs and MoLCs were stimulated with Poly
(I:C) (25 pg/ml), curdlan (100 pg/ml) or their combination for an
additional 48 h. Levels of secreted IL-12, IL-23 and IL-27 were
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NLR and RLR family of PRRs

The other group of non-TLR PRRs (NLR and RLR family)
refers to the cytosolic receptors involved in the recognition
of microbial components as well. The NLR family includes
22 proteins divided into the group of NACHT, LRR and
PYD containing proteins (NALPs), IL-1f-converting
enzyme protease-activating factor (IPAF) and nucleotide
oligomerization domain (NOD). Signaling through the
members of this family is very complex. Generally,
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co-cultivated with MoDCs or MoLCs (1 x 10* cells/well) for 5 days,
when PMA (20 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) were added for an
additional 8 h. After that, cell supernatants were collected and used
for IFN-y and IL-17 detection by ELISA and FlowCytomix Human
Th1/Th2 11 plex. Cytokine levels are given as x £ S.D. (n =3
donors). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005 compared to control
MoDCs/MoLCs. Ap < 0.05, AAp < 0.01, AAAp < 0.005 compared to
Poly (I:C)-treated MoDCs/MoLCs. *p < 0.005 compared to curd-
lan-treated MoDCs/MoLCs
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activation of NALPs and IPAF leads to the activation of
caspase-1, whereas NOD proteins activate NF-xB [110].
Main members of the RLR family are retinoic acid-
inducible gene-I (RIG-I), melanoma differentiation—asso-
ciated gene 5 (MDAS) and laboratory of genetics and
physiology 2 (LGP2). All these cytoplasmic PRRs recog-
nize viral dsRNA [24]. Activation of RLRs goes through
recruitment of the kinase TANK-binding kinase 1 (TBK1)
and activation of NF-xkB and IRF7 and/or IRF3 with cul-
mination in type I IFN production [106].

A number of papers have described synergistic pro-
duction of cytokines upon co-ligation of NOD1 and NOD2
with many TLR ligands [107]. As shown, the stimulation
of DCs with NOD2 and NODI agonists in combination
with TLR3, TLR4 and TLRO ligands synergistically induce
IL-12p70. DCs stimulated with TLR4 together with either
NODI or NOD2 activate human T cells to produce high
levels of IFN-y, suggesting that NOD1 as well as NOD2
signals augment the Thl polarization induced by various
TLR signals [108]. The essence of these interactions
involves cooperation of signaling pathways, characteristic
for activated PRRs. For example, the combination of
NOD2 and TLR2 agonists decreases the production of IL-
12p70 by DCs. In contrast, co-ligation of NOD2 and TLR7/
8 is followed by increased production of this cytokine.
These findings suggest that signal transduction pathways
upon the NOD1 and NOD2 engagement are different [109].
Simultaneous engagement of TLRs and NALPs also pro-
mote characteristic activating pathways. Thus, NALP3
activation raises caspase-1 with the cleavage of pro-IL-1f
and pro-IL-18. Nevertheless, co-ligation between TLR7/8
and NALP3 seems to be necessary for full production of
inflammatory cytokines in response to influenza virus
[110]. It is not quite clear how NODs and TLRs activate
synergistically the production of inflammatory cytokines.
Since both receptors activate NF-«B, it can be postulated
that simultaneous engagement of the receptors triggers
stronger activation of NF-xB. However, there are other
reports suggesting that the enhanced NF-xB activation is
only an additive mechanism and as such unable to explain
the synergy in cytokine production. It is assumed that the
receptors induce different NF-xB isoforms or alter the
kinetics of NF-xB activation, sufficient for synergistic
results [5].

To date, there are not many studies facing the pathways
of TLRs and RLRs co-ligation. Interactions between RLRs
(recognizing viral RNA) and TLR3, TLR7 and TLRY
(recognizing viral dsSRNA, ssSRNA and DNA, respectively)
expressed by human MoDCs are best studied [24]. Acti-
vation of either TLR or RLR signaling, or both, is required
for adequate immune response against viruses. This largely
depends on the type of viruses and probably the route of
infection, but also of activated signaling pathway. It has

been shown that upon recognition of viral nucleic acid
sequences, TLRs and RLRs recruit specific adaptor pro-
teins to activate signaling pathways evolving NF-xB, MAP
kinases and IRFs that control the transcription of genes
encoding type I IFN and other inflammatory cytokines,
important for eliminating viruses [24].

Co-ligation strategy to improve immunogenicity
of DCs for therapy

The considerable progress made in the knowledge of DC
biology and the outcomes of signaling pathways triggered
by different PRRs opens the new opportunities for design
of improved clinical protocols. Owing to their capacity to
regulate immunity and tolerance, DCs are the attractive
candidates to be used as cancer vaccines [111]. The aim of
cancer immunotherapy is the elicitation of the immune
responses that will overcome the suppression caused by
cancer cells, which develop various mechanisms to escape
immune surveillance. It should be stated that the immune
response relies heavily on the immune-stimulatory capacity
of DC subsets being used and the choice of maturation
stimuli [112].

A key challenge in the immunotherapeutic strategy is to
optimize a maturation cocktail that will combine high yield
of DCs, potent expression of maturation markers, co-
stimulatory and adhesion molecules together with high
production of Th cytokines crucial for the anti-tumor
immune response. Active specific immunotherapy based on
the injection of DCs generated and maturated ex vivo is the
most promising approach for developing the potent and
long-lasting patient’s immune responses against tumors.
Many protocols have been developed so far, but immune
tolerance to an established tumor is often the crucial factor
that limits their clinical efficacy. Therefore, incomplete or
incorrect maturation of DCs with tolerogenic properties
can even enhance the tolerance to tumor and exacerbation
of the disease [113].

Desirable anti-tumor immune response involves CTLs
directed against transformed cells and key anti-tumor
mediators, such as chemokines and cytokines. These
include IFN-y whose crucial role in the immune response
to tumors has been confirmed [114]. Thl cells were con-
sidered as the most important CD4" T-cell subset for
generating anti-tumor immunity because of their potential
to potentiate the IFN-y- dependent cytotoxic function of
CD8™" T cells. This is the reason why studies so far have
focused on the applicability of Poly (I:C)-treated MoDCs
in cancer immunotherapy [115]. The role of Th17 cells in
tumor immunity is still highly controversial, since a series
of reports have suggested pro-tumor [116] and anti-tumor
functions for IL-17 [117, 118]. Anti-tumor effects of Th17
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cells are attributed to their capability to enhance inflam-
matory responses and to increase antigen presentation by
DCs, promote leukocyte homing to tumors and facilitate
the CD8* T-cell priming and differentiation of these cells
into effector CTLs [118].

In order to achieve these goals, we co-stimulated
MoDCs with different combinations of PRR agonists,
including TLR3/TLR7 and TLR3/Dectin-1, and used
nanoparticles as carriers for PRR agonists. We showed that
all these approaches were superior in triggering Thl and
Th17 responses, compared to the effect of individual
agonists or agonist without carriers. In this context, the
engagement of TLR7 by using guanosine analogues, which
are nontoxic even at very high concentrations [61], could
be a new strategy to improve DC immunogenicity and
tumor immunotherapy.
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Mpwunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBYy

MoTtnucanu: UaH Pajkosuh

6poj nHaekca: 08-DS-MM-07

UsjaBrbyjem
fla je poKTopcka AvcepTauuja nog HacrnoBOM:

Modynayuja dugpepeHyujayuje u yHKyuje xymaHux JlaHzepxaHcoeux henuja
MOHOUYuUmMHo?2 nopekna in vitro

® pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOT paja,

® AanpeanoxeHa guceprtaumja y LenvHU HU Y AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujake Guno Koje AuNMoMe npema CTYyAUjCKUM Mnporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBA,

® [ia Cy pe3ynTraTu KOPEeKTHO HaBeaeHn n

® A2 HMCaM KPLIMO ayTopcka npasa W KOPUCTUO UHTENEKTyanHy CBOjUHY Apyrux
nua.

MoTnuc aokTopaHaa

i Gl

Y Beorpagy, 16.03.2015.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITAMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wwme v npesume aytopa: ap UeaH Pajkosuh
Bpoj nHgekca: 08-DS-MM-07
Cryawvjckv nporpam: MonekynapHa meguuuHa

Hacnoe papa: Modynayuja dugpepeHyujayuje u pyHKyuje xymaHux
JlanzepxaHcoeux henuja MOHOYUMHO2 nopekna in vitro

MeHTop: npod. ap Bnagumup Tpajkosuh
MoTtnucanu: ap MeaH Pajkosuh

UsjaBrbyjem aa je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €rEKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npegao 3a objaBrbuBakse Ha noprany [iurutanHor peno3Mropujyma
YuuBep3uteta y Beorpaay.

[ossorbaBam ga ce ofjaBe Moju nNuyHM nojauy Besanu 3a pobujare akagemckor
3Baka [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npe3umMe, roguHa U Mecto pofierwa u aaTtym
onbpaHe paga.

OBM nuuHM nopgauu mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurutanHe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauujama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

/N

Y Beorpagy, 16.03.2015.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* aa y AurutanHu
penosutopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTauujy rog
HaCnoBoOM:

Modynayuja dupeperyujayuje u pyHkyuje xymaHux JlaHzepxaHcoeux henuja
MOHOYUmMHoO2 nopekna in vitro

Koja je Moje ayTopcko geno.

[vcepTauujy ca cBum npunosnMa npegao cam y enekTpoHckom dhopMaTy NorogHom 3a
TPajHO apxuBUpaHe.

Mojy nokTopcky AucepTaumjy noxpakseHy y [urutanHy penosvtopujyMm YHusepsuteta
y Beorpagy mory aa kopucTe cBu Koju nowwTyjy oapeabe caapxaHe y onabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce 0fnyuuo.

1. AyTopcTBo
2. AyTopCTBO - HEKOMEpLjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLjanHo — AENUTU o4 UCTUM YCroBUMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCcTBO — AENWUTYW NOA UCTUM YCrioBUMaA

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeaHy Of LIECT noHyReHMX NUUEHLM, KpaTak onuc
nuueHum aaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHpa

12@#4%}@@ i;]%

Y Beorpagy, 16.03. 2015.
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1. AyTopcteo - [lo3BorbaBaTte yMmHOXaBake, AUCTPUBYLMjy U jaBHO caomluTaBake
Aena, u npepage, ako ce Haeefe UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
unu aasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja oa cBux
nuueHuw.

2. AyTopcTBO — HeKkoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakHE, ancTpubyuujy n jaBHo
caonwitaBame fena, v npepage, ako ce Haeeae UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KomepuwjanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuuwjanHo — Ge3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AucTpubyunjy u jaBHO caonwTaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobrnukoBara WM
ynotpeGe gena y CBOM feny, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HaumH oapefeH o
CTpaHe aytopa wnu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSbaBa KoOMepLwjanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTarne nuueHLe, OBOM NMULIEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaesa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjarHo — AenuTM Mof WCTUM ycrosuma. [lo3BorbaBaTte
YMHOXaBate, AUCTpUbyLMjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasene
uve aytopa Ha HauuH oapefeH op cTpaHe ayTopa wunu faBaoua fvUeHLEe U ako ce
npepaga auctpubyvmpa nop WCTOM MMM CAMYMHOM nuueHLoM. OBa nuueHua He
Ao3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AyTtopcTeo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUBYLM)Y W jaBHO
caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa unu ynotpebe gena y cBom geny,
aKo ce Hasefe vMMe ayTopa Ha HauyiH ogpefleH of cTpaHe ayTopa wunu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHLa Ao3BorbaBa koMmepumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - AenuTW Mof MCTUM  ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe  yMHOXaBaree,
AvcTpubyumjy 1 jaBHO caonluTaBatbe 4ena, v npepage, ako ce HaBeae “Me ayTopa Ha
HauMH opapeheH of cTpaHe ayTopa WNM AaBaoua NWUEHUE M ako ce npepaga
Auctpubympa noa WCTOM MAM CrvYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
komepuujanHy ynotpeby Aena v npepaga. CrivyHa je codTBEpCKUM nULEHLama,
OHOCHO NuLeHUama OTBOPEHOT koaa.
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