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POVZETEK

Dendriti¢ne celice (DC) so antigen predstavitvene celice in so klju¢nega pomena za
uravnavanje T celinega imunskega odziva, in sicer tudi pri aktivaciji citotoksi¢nih celic T
CD8". Celice T CD8" unicujejo tumorske celice preko grancima B. Zmoznost DC, da
sprozijo u¢inkovit T celi¢ni imunski odziv, je odvisna od njihovega zorenja, migracije v
podro¢ja celic T limfnih vozlov in proizvajanja provnetnih citokinov. V primeru rakavih
obolenj dodatno vplivajo zaviralni dejavniki tumorskega okolja, ki zavirajo nastanek in

stimulatorno dejavnost DC ter nastanek ustreznega imunskega odziv.

V diplomski nalogi smo se osredotocili na adhezijo DC, in pokazali, da adhezija uravnava
zorenje DC, tj. njihovo produkcijo citokinov. Monociti in nezrele DC se s pomocjo
podosomov vezejo na substrat Mac-1 (amf2) integrinskega receptorja ICAM-1. Pokazali
smo, da od miozina II odvisna adhezija/odlepljanje monocitov vpliva na zmoznost DC, da
proizvajajo interlevkin-12 (IL-12) v prvih dneh razvoja iz monocitov. Aktomiozinsko
signalizacijo tekom diferenciacije DC uravnava bodisi interakcija njihovih povrSinskih
adhezijskih receptorjev s specifiénimi substrati ali molekule, ki vplivajo na adhezijske
strukture, kot je PGE,, ki je glavni zaviralni dejavnik tumorskega okolja. Od miozina II
odvisna [, integrinska signalizacija, ki poteka v podosomih, vpliva na sposobnost
produkcije velikih koli¢in IL-12 DC. IL-12 je kljuc¢en citokin, ki omogoca nastanek
u¢inkovitih citotoksi¢nih celic T CD8". Dokazali smo, da IFN-y in PGE, izkazujeta
nasprotne ucinke na proces adhezije in preko podosom- 3, integrin- miozin II signalizacije
uravnavata sposobnost produkcije IL-12 v DC. IFN-y, ob ustrezni adheziji, inducira
produkcijo velikih koli¢in IL-12 DC, medtem ko PGE, preko podosomov zavira to

sposobnost.

Pomembno je, da IL-12 presega zaviralne ucinke PGE,, kot tudi drugih zaviralnih
dejavnikov tumorskega okolja. Tako zagotavlja uspesno aktivacijo celic T CD8" z veliko

sposobnostjo citotoksicnosti in s tem ustrezen protitumorski imunski odziv.

DC, ki proizvajajo velike koli¢ine IL-12, zaradi omenjene zmoZnosti preseganja inhibicije
citoliti¢ne funkcije celic T CDS8”, ki jo povzro¢a tumorsko okolje, kaZejo velik potencial v

terapevtske namene za povrnitev ustreznega imunskega odziva proti raku.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DC) are antigen-presenting cells that play a key role in regulating T cell-
based immunity and in particular also in the activation of cytotoxic CD8" T cells. CD8" T
cells use granzyme B to kill tumor cells. The capacity of DC to induce functional T cell-
based immune response depends on their maturation, migration to the T cell areas of
lymph nodes and production of proinflammatory cytokines. In the case of cancer,
supressive factors of tumor environment inhibit formation and stimulation of DC and

prevent the formation of appropriate immune response.

In the thesis, we investigated adhesion of DC and showed that adhesion regulates DC
maturation, i.e. their cytokine production. Monocytes and immature DC adhere to the Mac-
1 (amP2) intergin receptor substrate ICAM-1 using the podosomes. We demonstrated that
myosin [I-dependent adhesion/de-adhesion of monocytes is affecting the ability of DC to
produce interleukin-12 (IL-12) during the first days of their development from monocytes.
Actomyosin signalization during DC differentiation is regulated by interaction of their
surface adhesion receptors with specific substrates or molecules which have impact on
adhesion structures, like PGE,, which is the main suppressive factor of tumor
environment. Myosin II-dependent [3, integrin signalization that takes place in podosomes,
is affecting ability of DC to produce high levels of IL-12. IL-12 is a key cytokine, which
enables the formation of functional cytotoxic CD8" T cells. We showed that IFN-y and
PGE, display opposite effects on adhesion and regulate ability of DC to produce IL-12
through podosome- [, integrin- myosin II signalization. IFN-y, under appropriate
adhesion, induces high levels IL-12 production in DC, while PGE, inhibit this ability

through podosomes.

It is important that IL-12 surpasses the inhibitory effect of PGE, and other inhibitory
factors of tumor environment and enables activation of CD8" T cells with high cytotoxic

capacity and appropriate antitumor immune response.

High levels of IL-12 producing DC surpass inhibition of CD8" T cells cytolitic function
from tumor environment and therefore show high potencial for therapeutic purposes, to

reestablish the appropriate immune response against cancer.
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OKRAJSAVE

Ag antigen

APC antigen predstavitvene celice

BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin)
CCL kemokinski (C-C motiv) ligand

CCR kemokinski (C-C motiv) receptor

CD angl. cluster of differentiation

CFSE karboksifluorescein diacetat sukcinimidil ester

COX ciklooksigenaza

CTL citotoksi¢ni limfociti T

DC dendriti¢ne celice

FBS fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum)

GM-CSF granulocitno makrofagne kolonije spodbujajoci dejavnik
IDO indolamin dioksigenaza

IFN interferon

IL interlevkin

LPS lipopolisaharid

M-CSF makrofagne kolonije spodbujajoci dejavnik

MDSC mieloidne supresorske celice (angl. myeloid-derived suppressor cells)
NF-«B jedrni dejavnik- kB (angl. nuclear factor- kB)
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NO
PBS
PGE,
PHK
PMA
PRR
rh
ROCK
SEB
Stat
Tc
Tn
Treg
TAM
TCR
TGF
TLR
TMB
TNF

VEGF
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dusikov oksid

fosfatna puferska solna raztopina (angl. phosphate buffered saline)
prostaglandin E,

poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. MHC)
forbol-12-miristat-13-acetat

vzorce-prepoznavni receptor (angl. pattern-recognition receptor)
rekombinantni humani

angl. Rho-associated, coiled coil containing protein kinase
stafilokokni enterotoksin B

angl. signal transducers and activators of transcription
citotoksi¢ne celice T

celice T pomagalke

regulatorne celice T

s tumorjem povezani makrofagi (angl. tumor-associated macrophages)
T-celi¢ni receptor

transformirajoci rastni dejavnik (angl. transforming growth factor)
angl. toll-like receptors

3,3',5,5'-tetrametilbenzidin

dejavnik tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor)

zilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth

factor)
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1 UVOD

Citotoksic¢ni limfociti T (CTL) so naju¢inkovitejSe celice pri obrambi pred tumorskimi
celicami (1). Tako se v tumorski imunologiji poraja eno od pomembnejsih vpraSanj, kako
ustvariti u¢inkovit odziv CTL, ki bo sprozil antigen-specificen in za$€itni T celi¢ni odziv in
vivo. Dokazano je bilo, da imajo bolniki z rakom spremenjen imunski odziv na tumorske
antigene in druge antigene. Te spremembe zadevajo Stevilne elemente imunskega odziva in
preprecujejo ucinkovito aktivacijo in proliferacijo limfocitov T, specificnih za tumorske

antigene in njihovo prepoznavanje tumorskih celic.

Znano je, da antigen predstavitvene celice (APC) igrajo klju¢no vlogo pri indukciji
protitumorskih imunskih odzivov z ustvarjanjem tumor-specificnih limfocitov T (1).
Limfociti T se odzivajo na tuje antigene tako s produkcijo proteinskih efektorskih molekul
znanih kot limfokini (citokini, ki jih proizvajajo limfociti), kot tudi z razmnozevanjem.
Kompletna aktivacija limfocitov T pa zahteva tri signalne dogodke, enega skozi
antigensko-specificni receptor, drugega skozi receptorje za kostimulatorne molekule in
tretjega skozi citokine. T-celi¢ni receptor (TCR) tumor specifi¢nih-limfocitov T prepozna s
tumorjem povezane peptide, ki jih predstavljajo APC vezane na molekule poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa razreda I (PHK-I) ali razreda II (PHK-II) (tako
imenovan 'signal 1'). UspeSno prepoznavanje tumorskih antigenov pa ni odvisno le od
interakcije TCR-peptid-PHK, ampak morajo biti zagotovljeni Se drugi, t.i. pomozni
oziroma kostimulatorni signali, ki preprecujejo T celi¢no anergijo (tako imenovan 'signal
2") (2). To so vecinoma interakcije CD80/CD86—CD28 ali CD40-CD40L (3). Te
interakcije poudarjajo pomembno vlogo dendriti¢nih celic (DC), ki so v primerjavi z

monociti, makrofagi in celicami B najbolj u€inkovite APC.

Fenotipsko in funkcijsko razlikujemo ve¢ tipov DC, ki tvorijo razli¢ne citokine. S tvorbo
razli¢nih citokinov povzroc¢ajo DC polarizacijo celic T pomagalk (celic Ty) v celice T
pomagalke tipa Ty1, Ty2, Ty9 in Ty17 (tako imenovan 'signal 3'). Signal 3 vodi v razvoj
razli¢nih tipov imunosti, zato bistveno vpliva na razlicno udeleZzbo posameznih efektorskih

mehanizmov in razli¢no sposobnost odstranitve rakavih celic (4, 5).
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1.1 DENDRITICNE CELICE

DC so poglavitne APC pri sprozitvi primarnega T-celi¢nega odziva kot tudi sekundarnega

odziva pocivajoc¢ih spominskih celic T (6).

DC povezujejo prirojeni in pridobljeni imunski odziv in so kljuéne za sprozitev
pridobljenega imunskega odziva. Morfolosko so jih opredelili kot celice z dolgimi izrastki.
Poznamo dva tipa DC, ki se razlikujeta po lokaciji nahajanja ter imata tudi razli¢ne
funkcije. Prvi tip se nahaja v intersticiju vecine organov (v srcu, pljucih, jetrih, ledvici,
prebavilih), veliko jih je v T-limfocitnem podrocju bezgavk in vranice. Te imenujemo
intersticijske DC. Raztresene so tudi po epidermisu koze, kjer jih imenujemo
Langerhansove celice. DC izhajajo zelo verjetno iz prednikov v kostnem mozgu (slika 1)
in so sorodne mononuklearnim fagocitom. Te celice z dolgimi izrastki so izredno
udinkovite pri predstavljanju antigena celicam T CD4'. Langerhansove celice ujamejo
antigene, ki vstopijo skozi koZo in jih nesejo v krajevne bezgavke, kjer se zacne imunski

odziv (6).

Drugi tip DC imenujemo celice vrinjenke. Nahajajo se v germinativnih srediScih
limfati¢nih foliklov v bezgavkah, vranici in limfatiénem tkivu sluznic. Te celice ne izhajajo
iz prednikov v kostnem mozgu in niso sorodne drugim DC. Folikularne DC so v B-
celitcnem podrocju limfati¢nih organov. Te celice zajamejo antigene, vezane s protitelesi
ali s komponentami komplementa in jih izpostavijo na svoji povrSini, da jih spoznajo

limfociti B (6).

DC, ki kroZijo po krvnem in mezgovnem obtoku, imenujemo kroZece DC (6).

Slika 1: Dendriti¢ne celice, ki izvirajo iz kostnega mozga (7).
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1.2 ZAKAJ SO DC TAKO UCINKOVITE APC?

Nezrele DC imajo ve¢ lastnosti, ki jim omogocajo ujeti antigen: 1. DC lahko zajamejo
delce in mikrobe s fagocitozo (8-11); 2. lahko tvorijo velike pinocitozne vezikle v katerih
je zbrana ekstracelularna tekocina in topljenci- ta proces se imenuje makropinocitoza (12);
3. izrazajo receptorje, ki posredujejo adsorptivno endocitozo, vklju¢no s C-tipi lektinskih
receptorjev, ki so kot makrofagni manozni receptor (12) in DEC-205, kot tudi Fcy in Fce
receptorji (13). Makropinocitoza in receptorsko-posredovan privzem antigena naredita tako
ucinkovito predstavitev antigena, da so zadostne pikomolarne ali nanomolarne
koncentracije antigena (12). V primerjavi z drugimi APC, ki potrebujejo mikromolarne

koncentracije antigenov.

1.3 DC IN PREDSTAVITEV ANTIGENOV

DC so ucinkoviti stimulatorji limfocitov B in T. Celice B, predhodniki celic, ki izlo¢ajo
protitelesa, lahko direktno prepoznajo prvotne antigene preko svojih B-celicnih
receptorjev. T limfociti pa tega ne zmorejo, ampak potrebujejo APC, da jim predelajo in
predstavijo antigene. Tako TCR prepozna fragmente antigena, vezane na molekule PHK na
povrsini APC. Zunajceli¢ni antigeni vstopijo v APC z endocitozo, kjer jih te celice nato
predelajo in obicajno z molekulami PHK-II predstavijo celicam T pomagalkam. Aktivirane
celice T pomagalke imajo velik vpliv na regulacijo imunskega odziva. Znotrajceli¢ni
antigeni, ki so razrezani na peptide v citosolu APC, se vezejo na molekule PHK-I ter so
tako prepoznane s strani CTL. Ko so CTL enkrat aktivirani, lahko direktno ubijejo taréno

celico (4).

Sprozitev T-celi¢ne imunosti je precej zahtevna. Na zacetku morajo celice T, ki kroZijo po
krvnem obtoku, najti in prepoznati peptide iz okuzenih celic (npr. rakavih celic), ki se
lahko nahajajo kjerkoli v telesu. Koli¢ina specifi¢nih kompleksov med antigenom tumorjev
ali okuzenih celic in PHK-om APC je tipicno majhna. Te komplekse morajo prepoznati
redki kloni celic T preko TCR, ki ima majhno afiniteto. Poleg tega okuZenim celicam in
tumorjem pogosto primanjkuje kostimularnih molekul, katere poganjajo klonsko
ekspanzijo celic T, izlocanje citokinov in razvoj v celice ubijalke. DC zagotavljajo

moznosti za reSevanje teh izzivov. Nahajajo se v vecini tkiv, kjer lovijo in predelujejo

-10 -
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antigene ter prikazujejo velike koli¢ine kompleksov peptid-PHK na njihovih povrSinah.
Uravnavajo tudi njihove kostimulatorne molekule in potujejo v limfaticne organe, vranico

in limfne vozle, kjer se povezujejo in aktivirajo antigen-specifi¢ne celice T (4).

1.4 NEZRELE DC

V vecini tkiv so prisotne nezrele DC. Te celice niso sposobne stimulirati celice T, ker jim
manjkajo dodatni signali, ki nastajajo pri interakcijah molekul, kot so CD40, CD54, CDS6,
z njihovimi ligandi. So pa te celice zelo dobro opremljene za lovljenje antigenov. Antigeni

so sposobni inducirati celotno zorenje in mobilizacijo DC (4).

Nezrele DC znotraj tkiv zajamejo ostanke celic, ki so umrle tekom procesa fizioloske
obnove tkiva. Ker vnetje ne spremlja tega procesa, ostanejo DC nezrele. Te nezrele DC,
katerim manjkajo kostimulatorne molekule, migrirajo v limfne vozle, kjer predstavljajo
tkivne antigene celicam T. Celice T, katerim so antigeni predstavljeni brez prisotnosti
kostimulatornih molekul, vstopijo v stanje anergije ali pa so izbrisane. Nadalje, v
ekstrinzi¢ni toleranci, so nezrele DC sposobne povecati $tevilo CD4 CD25 FoxP3" T

(14) in inducirati Trl-tip Treg (15).

Znano je, da je zorenje DC klju¢no za zacetek imunosti. Sprozeno je lahko z razli¢nimi
dejavniki. Ti so lahko mikrobni ali vnetni produkti. Lahko je to celotna bakterija (16),
komponenta mikrobne celi¢ne stene imenovana lipopolisaharid (LPS) (12) ali citokini, kot
so IL-1, GM-CSF in TNF-a. Vsi ti stimulirajo zorenje DC, medtem ko ga IL-10 blokira
(17). Endogeni ceramidi, ki so inducirani z zoritvenimi signali, ali dodani eksogeni

ceramidi (npr. C2-ceramid) lahko izkljucijo lovljenje antigenov z DC (18).

1.5 ZRELE DC

Lastnost DC, da uravnavajo imunski sistem, je odvisna od njihovega zorenja. Od zorenja
so odvisne fenotipske in funkcijske znacilnosti DC, tj. ali bodo nastale imunostimulatorne
DC ter njihov profil citokinov, ki jih bodo izlo¢ale. V procesu zorenja gredo DC preko

Stevilnih fenotipskih in funkcijskih sprememb. Proces zorenja zajema premik PHK na

-11 -
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povrsino, poveCanje povrSinskega izrazanja kostimulatornih molekul, morfoloske
spremembe, reorganizacija citoskeleta, izloCanje citokinov, kemokinov in proteaz in

povrsinsko izrazanje adhezijskih molekul in kemokinskih receptorjev (4).

Zrele DC imajo lastnost zmoZnosti aktivacije celic T. Ko so celice T enkrat aktivirane, so
zmozne dokoncati imunski odziv s tem, da tvorijo interakcije z ostalimi celicami. Te celice

so lahko celice B (oblikovanje protiteles), makrofagi (izloCanje citokinov) ali tarée za lizo

4.

Ustrezno aktivirane zrele DC sintetizirajo velike koli¢ine IL-12. IL-12 spodbuja tako
naravni (naravne celice ubijalke) kot tudi pridobljeni (celice T in B) imunski odziv. Prav
tako poleg izrazanja produktov PHK in kompleksov PHK-peptid, izrazajo mnoge dodatne
molekule, ki tvorijo interakcije z receptorji na celicah T (19, 20). Te interakcije povecajo
adhezijo in kostimulacijo. Primeri teh molekul so CD40, CD54 (ali ICAM-1), CD58 (ali
LFA-3), CD80, CD86 (4) (slika 2).

dendrititna celica T Slika 2: Interakcija DC in celice T. Signal 1
celica o SD86 +—» CD28 zagotavlja kompleks PHK-II-peptid-TCR, signal 2

: kostimulatorne molekule (CD80/86-CD28 ali
CD40-CD40L) in signal 3 citokini (IL-12 vodi v

Ty1 imunski odziv).

l CD40+—»CO40L
e —————*
IL-12pT0

Zrele DC izrazajo velike koli¢ine transkripcijskih kontrolnih proteinov druzine jedrnih
dejavnikov-kB (NF-xB) (Rel A/p65, Rel B, Rel C, p50, p52) (21). Ti proteini urejajo

izrazanje mnogih genov, ki kodirajo imunske in vnetne proteine.

Prepoznavanje patogenov je posredovano s tako imenovanimi vzorce-prepoznavni
receptorji (angl. pattern-recognition receptors, PRRs). Ti receptorji prepoznajo ohranjene
molekulske vzorce (s patogenom povezane molekulske vzorce), ki so znalilne za vec
velikih skupin mikroorganizmov. TLR (angl. toll-like receptors) delujejo kot PRR pri

sesalcih in igrajo osrednjo vlogo v prepoznavanju mikrobnih komponent. Hkrati TLR
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lahko prepoznajo tudi endogene ligande, ki so inducirani tekom vnetnega odziva (22).
Izrazanje ¢lanov druzine TLR se razlikuje med posameznimi imunskimi celicami (23) in se
zlasti sprozi ob razli¢nih drazljajih. Medtem ko je pri monocitih izrazenih nekaj tiso¢
molekul TLR na celico, je pri nezrelih DC prisotnih nekaj sto ali manj molekul na celico
(24). Vnetni citokini, mikrobi ali njihovi produkti (LPS, lipoproteini in CpG DNA), ki so
ligandi za TLR, inducirajo zorenje DC (25). Hkrati signaliziranje preko TLR, ki ga sprozi
LPS ali CpG DNA, sprozi indukcijo spros¢anja citokinov, kot je IL-12 in s tem poveca
sposobnost DC, da podprejo Tyl celicno diferenciacijo (22). Aktivacija TLR vodi v
translokacijo in transaktivacijo NF-kB, kot tudi do dogodkov, kot je aktivacija poti MAP
3-kinaze (26).

Patogen ali antigen lahko sprozi indukcijo imunskega odziva, ki zajema aktivacijo DC,
tudi preko signalnih transdukcijskih poti druzine TNF-R in s TNF-R povezanimi dejavniki.
Tudi signaliziranje skozi druzino TNF-receptorjev, kot npr. TNF-R (CD120 a/b), CD40 in
TRANCE/RANK, se pokaze kot aktivacija NF-xB (4).

Poleg aktivacije DC z mikrobi in z njimi povezanimi produkti, je pomembna aktivacija
DC, ki se zgodi ob interakciji s celicami T, saj je komunikacija med DC in celicami T
dvosmerna. CD40 in TRANCE/RANK receptor (27, 28) na DC sta povezana s proteini
druzine TNF, ki so izrazeni na aktiviranih in spominskih celicah T. To pa vodi v
podaljsano prezivetje DC (28, 29) in v primeru CD40 do povecanja koli¢ine CD80 in
CD86, sekrecije IL-12 in spros¢anja kemokinov (IL-8, MIP-1a in ) (29).

Ob aktivaciji, DC potujejo do limfati¢nega tkiva, kot je vranica in limfni vozli. Tu lahko
DC koncajo svoje zorenje (30), privabljajo celice B in celice T s sproSc¢anjem citokinov

(31) in vzdrzujejo sposobnost krozenja limfocitov T (32).

1.6 T-CELICNI RECEPTOR

TCR je kompleks, sestavljen iz ve¢ integralnih proteinov plazemske membrane.
Heterodimer af3 (ali yo) posredujeta specificno vezanje s kompleksom peptid-PHK na
povr$ini APC ali celice tarce. o in  sta dve kovalentno (disulfidne vezi) povezani

polipeptidni verigi, ki sestavljata prej omenjeni heterodimer. Vsaka veriga ima zunajceli¢ni
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del, zasidran v plazemsko membrano, transmembranski peptid in kratek citoplazemski rep.

Polipeptidni verigi y in  sta po zgradbi in funkciji podobni verigama o in 3 (6).

Podenote TCR-ja, kot sta npr. CD4 in CD8, ki sodelujejo pri vezavi antigena, so razlicne
pri celicah T z razlicnimi funkcijami. Zanimivo je, da je vecina celi¢nih povrSinskih
molekul enaka pri celicah T aff in celicah T yd, dve pomembni izjemi sta le CD4 in CDS8,
ki ju ni na vecini celic T y3. V kompleksu TCR so prisotne tudi druge podenote, kot je npr.
CD3, ki so enake pri vseh celicah T. Njihova funkcija je sodelovanje pri prenosu signala v
notranjost celice. Tako posljejo molekule CD3, po vezavi antigena s TCR, signale v
citoplazmo, kar privede do funkcijske aktivacije. Celice T pa imajo poleg receptorjev za
petide na svoji povrsini izrazene Se Stevilne druge proteine, ki jih imenujemo dopolnilne

molekule ali koreceptorji. Pomembni so pri aktivaciji in efektorskih funkcijah celic T (6).

Molekuli CD4 in CDS8 sta povrSinski molekuli in se nahajata na razli¢nih podskupinah
celic T. CD4 najdemo na celicah T pomagalkah (Ty), CD8 pa na citotoksi¢nih celicah T
(Tc). Obe sta koreceptorja in olajSata interakcijo celic Ty z APC in celic T¢ s celicami
tarcami. Koreceptorja sta pa zato, ker se med spoznavanjem antigenske komponente
zdruzita s komponentami TCR. Ve se tudi, da se CD4 veZze z nespremenljivim delom
molekule PHK-II in CD8 z nespremenljivim delom molekule PHK-I. Poleg teh dveh
molekul pa so prisotne tudi Stevilne druge, predvsem adhezijske molekule (adhezini LFA-1
in LFA-3), molekule CD2, CD28, CD45R in Se nekatere druge. Poleg utrjevanja povezave

TCR z ligandom, imajo Se kostimulacijske lastnosti (6).

1.7 KOSTIMULACIJSKI SIGNALI DC

Kot smo Zze omenili, so potrebne tri signalne poti za spodbudo diferenciacije in
razmnozevanja celic T. Prvi signal nastane ob stimulaciji TCR, drugega sprozijo
kostimulatorne molekule, ki se nahajajo na celicah T in tretjega zagotovijo citokini.
Kostimulatorne molekule se povezejo z ligandi na APC. Ce naivne celice T ne dobijo
kostimulacijskih signalov, lahko to privede do dolgo trajajo¢e imunske anergije ali do

smrti celic (6).

Pokazalo se je, da je pomembna kostimulacijska molekula na naivnih celicah T

glikoprotein CD28. Ta se veze z B7, ki je ligand na APC. B7 se nahaja v dveh oblikah, in
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sicer v B7-1 (znan tudi kot CD80) in B7-2 (znan tudi kot CD86). B7-1 se veze s CD28,
B7-2 pa s CTLA-4, ki je stukturno podoben CD28, vendar se za razliko od njega nahaja na
aktiviranih in ne na naivnih celicah T. Tako je bilo ugotovljeno, da sta B7-1 in B7-2
najpomembnejsi kostimulacijski molekuli izrazeni na APC. Tu pa naj Se dodam, da DC
konstitucijsko izrazajo velike koncentracije B7-1 in B7-2 in seveda tudi velike

koncentracije molekul PHK-I in PHK-II (6).

1.8 CITOKINIDC

DC lahko izlocajo Stevilne citokine. Na to katere citokine bodo izlocale vplivajo Stevilni
dejavniki. Eden od dejavnikov je sama zrelost DC (npr. nezrele ali zrele DC), pomembni
so tudi dejavniki, ki vplivajo na razvoj in zrelost DC ter tudi v katero smer gre sam razvoj
DC. Pod vplivom tumorskega okolja lahko diferenciacija DC vodi tudi v tolerogene in
supresivne oblike APC (kot so: s tumorjem povezani makrofagi (TAM), mieloidne

supresorske celice (MDSC)). Seveda ti razli¢ni tipi celic izloCajo razli¢ne citokine.

DC lahko proizvajajo naslednje citokine: IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-7, IL-12 (p35 in p40), IL-
15, IL-18, TNF-a, TGF-B, M-CSF in GM- CSF, vendar pa ne proizvajajo IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-9, in ne izrazajo IFN-y. IL-12 izlo¢ajo po aktivaciji signalne poti preko molekule
CD40. Le DC, ki izvirajo iz CD14", po aktivaciji signalne poti preko molekule CD40
izlo¢ajo IL-10 (33).

DC tretirane z raznimi meSanicami citokinov lahko poleg zgoraj nastetih citokinov,

izrazajo Se IL-8, IL-23 in VEGF (34).

1.9 CITOKINI, KI SO POGLAVITNEGA POMENA ZA FUNKCIJE
CELICT

Funkcije celic T so mocno odvisne od citokinov, ki so prisotni v okolju, hkrati pa
aktivirane celice T izlocCajo Stevilne citokine, ki doloCajo/ustvarjajo vrsto imunskega

odziva. Na kratko bomo opisali le najpomembnejse.
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1.9.1 1IL-2

Sinteza in izloCanje IL-2 se sprozi ob aktivaciji zrelih celic T. Je poglavitni citokin, ki
spodbuja limfocite T, da preidejo iz faze G; v fazo S celi¢nega cikla. Izdelujejo ga
predvsem celice T CD4" in deluje avtokrino in parakrino. Izlo¢ajo ga samo aktivirane
celice T in te iste izrazajo tudi mocno afinitetne receptorje, kar vodi v razrast specifi¢nih
klonov celic T. IL-2 je poglavitni avtokrini dejavnik za limfocite T, zato je njegova
kolicina pomembna za jakost in obseg od celic T odvisnega imunskega odziva.
Dolgotrajno spodbujanje celic T lahko povzroci odstranitev receptorja za IL-2 s povrSine
celic T. Sprosceni receptorski proteini se lahko vezejo s prostim IL-2 in preprecijo njegovo

interakcijo s celicami (6).

1.9.2 1IL+4

Poglavitna fizioloska funkcija IL-4 je usmeritev celic T v odziv celic Ty2 in uravnavanje
alergijskih reakcij. IL-4 blokira vecino ucinkov IFN-y na makrofage in onemogoca

povecano izdelovanje IL-1, duSikovega oksida (NO) in prostaglandinov (6).

193 IL-7

IL-7 pospesuje razmnoZevanje prednikov celic T, zrelih celic T in diferenciacijo prednikov
T in celic Tc¢. IL-7 spodbuja izlocanje IL-1a, IL-1pB, IL-6 in TNF-a. PospeSuje nastajanje

celic T¢ in z limfociti aktiviranih celic ubijalk celo v odsotnosti IL-2 (6).

1.94 1IL-10

IL-10 imenujemo zaviralni faktor sinteze citokinov. Preprecuje izdelovanje IL-1, GM-CSF,

G-CSF in TNF-a. Njegovo nastajanje pa preprecuje [FN-y (6).
195 1IL-12

IL-12 ne izdelujejo celice T, ampak celice B, monociti in makrofagi. Je najmocne;jsi
vzpodbujevalec naravnih celic ubijalk in spodbuja sprosc¢anje IFN-y v njih. IL-12 deluje
sinergisti¢no z IL-2. Spodbuja tudi diferenciacijo celic T CD8" v zrele funkcijsko aktivne
citotoksi¢ne celice. Okrepi tudi odziv celic Ty 1. Proucevanja so pokazala, da dajanje IL-12
in vivo zmanjsa razras¢anje tumorjev in metastaz in ima dolgotrajen uc¢inek. Menijo, da je

ucinek tega citokina predvsem v zvecanju aktivnosti celic T¢ (6).
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1.9.6 IFN-y

IFN-y je pleiotropen citokin in vpliva na razmnozevanje, diferenciacijo in aktivnost celic
T, naravnih celic ubijalk in celic B. Izdelujejo ga naivne celice Ty, podvrste Tg0 in Ty,
vse celice T CD8" ter naravne celice ubijalke. IFN-y je mocan aktivator makrofagov. V
njih spodbudi nastajanje NO, TNF-a in IL-1 in tako poveca zmoznost makrofagov, da
ubijejo znotrajceliCne parazite in tumorske celice. IFN-y sodeluje sinergisti¢no z drugimi

citokini (6).

1.10 CELICE T CD8" IN GRANCIM B

Ena od funkcij imunskega sistema je prepoznavanje in unic¢enje okuzenih in spremenjenih
celic. To se doseze s citotoksi¢nimi limfociti. Citotoksi¢nost je zelo organiziran proces,
sestavljen 1z ve¢ faz. Dosezeta ga lahko dve vrsti celic: eno so naravne celice ubijalke,

druge pa celice T CDS".

Grancimi so encimi, ki spadajo v druZino serinskih proteaz. Grancimi inducirajo celi¢no
smrt. Poznamo ve¢ ¢loveskih grancimov. Grancim A in grancim B sta prisotna v najvecjih
koli¢inah. Shranjeni so v citotoksi¢nih granulah v citotoksi¢nih T limfocitih in v naravnih
celicah ubijalkah. Te citotoksi¢ne granule vsebujejo tudi perforin, kateri je pomemben za
dostavo grancimov v tarcno celico. Ko citotoksi¢ni T limfociti tvorijo imunsko sinapso s
specificno prepoznano tarcno celico, se citotoksicne granule premaknejo do imunske
sinapse. Tam se membrana citotoksi¢ne granule zdruzi z membrano celice ubijalke in
vsebina granule se sprosti v sinapticno Spranjo. Grancimi tako vstopijo v tar¢no celico, kjer
sprozijo razli¢ne poti programirane celi¢ne smrti. Celice ubijalke so serijske ubijalke, saj
uidejo iz tega sreCanja neposkodovane in lahko poiscejo in uni¢ijo drugo tar¢no celico

(35).

Grancim B ima najmoc¢nejSo apoptozno aktivnost med vsemi grancimi, to pa je posledica
njegove lastnosti, ki je podobna lastnosti kaspaz, da lahko cepi substrate na klju¢nih
ostankih asparaginske kisline (36). Grancim B lahko cepi in zato direktno aktivira nekaj
prokaspaz. Direktno lahko navzdol cepi substrate kaspaz, vklju¢no z inhibitorjem
kaspazno-aktivirane DNaze. Tako lahko v veliki meri prispeva k fragmentaciji DNA v

tarni celici. Pokazalo se je tudi, da je mitohondrijska motnja nepogresljiv element
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grancimsko posredovane celicne smrti (37). Grancim B specifi¢no in hitro cepi Bid, ki je
pro-apoptozni ¢lan Bcl-2 druZine proteinov, kon¢no do ostanka asparaginske kisline na
mestu 75. Tako se okrnjena Bid molekula vstavi v mitohondrijsko membrano in inducira
sproscanje drugih pro-apoptoznih ¢lanov, vklju¢no s citokromom C in Smac/Diablo (38).

Obstajajo tudi kaspazno neodvisni mehanizmi, ki pa so slabo raziskani.

1.11 IMUNSKI ODZIV PRI RAKU

Komponente imunskega sistema omogocajo odstranjevanje rakavih celic, ali pa
povzrocijo, da se vzpostavi imunsko ravnotezje in pobeg tumorja iz imunskega nadzora.
Eliminacija, ravnotezje in pobeg so poimenovali s skupno besedo imunsko urejanje (angl.
immunoediting) (39) (slika 3). Proces funkcionalnega rakavega imunskega nadzora deluje
kot zunanji zaviralec tumorja, imunski sistem pa lahko tudi olajSa napredovanje tumorja.
Spoznanje, da imunost igra dvojno vlogo pri kompleksnih interakcijah med tumorjem in
gostiteljem, je vodilo k izpopolnjevanju hipoteze o rakavem imunskemu nadzoru v
hipotezo o rakavem imunskem urejanju. Na zacetku imunski sistem prepozna in odstrani
rakave celice, zato raka ne zaznamo. Ce eliminacija ni uspesna ji sledi obdobje ravnoteZja,
ko imunski sistem nadzoruje rak. Ko rak postane kliniéno zaznan, je Ze pobegnil
protitumorski imunosti (40). Eliminacijo in ravnotezje omogocajo/izvajajo limfociti,
predvsem preko T-celi¢ne podpopulacije (41). Pri bolnikih z rakom pa imunskemu odzivu
proti tumorju nasprotuje supresiven, tumorsko-voden uc¢inek (42). Tumor lahko supresijo
doseze znotraj rakavega mikrookolja in tudi sistemsko. Regulatorne celice T (T), kot
primer, lahko zavrejo efektorske celice T. Te celice so odkrili v mikrookoljih vecih
tumorjev (43-45). Imunosupresijo povzroca tudi znizanje kolicine PHK-a na APC in
izguba tumorskih antigenov (46). Poleg tega pa tudi motnja delovanja naravnih celic

ubijalk (43, 47).
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Eliminacija RavnoteZje Pobeg
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Slika 3: Imunsko urejanje (angl. immunoediting) (48).

1.11.1 IMUNSKI ODZIV PRI RAKU JAJCNIKOV

Prisotnost ali odsotnost specifi¢nih populacij celic T igra kljuéno vlogo v imunskem
urejanju. Prisotnost tumorsko infiltrirajo¢ih limfocitov, kot so celice T CD3" in povedano
Stevilo citotoksi¢nih limfocitov T CDS8" v tkivih vstavljenih v parafin, je povezano s
podalj$anim preZivetjem teh tkiv (49-51). Eliminacijo posredujejo tudi celice CD3'CD56",
tj. citotoksi¢ne celice T, ki izkazujejo naravnim celicam ubijalkam podobne znacilnosti. Te
celice imajo najvisjo citotoksicno aktivnost med vsemi efektorskimi celicami in vitro (52,
53). Pri ovarijskem raku imajo celice T CD4" pozitivni vpliv, in sicer privabljajo DC v
tumor in na ta nadin omogoéijo aktivacijo tumor-specifi¢nih celice T CDS", ki posredujejo

dolgotrajno zascito (54).

Po drugi strani imajo T kljucno vlogo pri nastanku periferne tolerance pri tumorski
imunosti. Trg S0 celice znotraj CD4'CD25" T-celi¢ne populacije in izrazajo FoxP3"
protein (55, 56). Ljudje s tumorji imajo izraZzene poviSane koli¢ine Ty, (57, 58). Prisotnost
CD4'CD25'FoxP3" Ty celic se ujema s slabim klini¢nim izidom (59), saj akumulirane

Treg zavirajo CD8-posredovan imunski odziv proti tumorju (57, 60).

Pokazalo se je, da plazmacitoidne DC prav tako prispevajo k imunosupresiji. Te DC

inducirajo T, v tumorskem mikrookolju (61).
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Kemoterapija (natancneje uporaba paklitaksela) znizuje koli¢ino T, in ima pozitiven
vpliv na imunski odziv (62). Prav tako ima gemcitabin v kombinaciji z oksiplatinom in

citokini, kot sta IL-2 in GM-CSF, zaviralni vpliv na Ty, (63, 64).

1.11.2 VPLIV CITOKINOV IN RASTNIH DEJAVNIKOV NA DELOVANJE
LIMFOCITOV PRI RAKU JAJCNIKOV

Gostiteljev protitumorski odziv je rezultat ravnotezja med celicami pomagalkami Tyl in
celicami pomagalkami Ty2. Tyl spodbujajo imunski odziv, medtem ko je Ty2 odziv
premik v korist onkogeneze in napredovanja bolezni. Obe vrsti celic pomagalk proizvajata
IL-12, IL-4, IFN-y, medtem ko TNF-a proizvajajo samo Tyl, IL-10 pa Ty2 (65-68). Te
citokine lahko proizvajajo tudi rakave celice. Prisotni so v ascitesu in so povezani s
prognozo raka jajénikov (57, 69-71). Gradient med krvjo in ascitesom pa bi lahko igral

kljucno vlogo pri migraciji levkocitov (72).

Razumljivo je, da bodo citokini, ki so vpleteni v Tyl odziv, pricakovano napovedovali
boljSo prognozo, kakor tisti, ki so vpleteni v Ty2 odziv in imajo nasprotni u¢inek. Citokina
IL-12 (73) in IL-21 (74) trenutno preucujejo zaradi njunega terapevtskega potenciala v
drugih tipih raka in bi lahko imela enak uc¢inek tudi pri raku jajénikov. Vnos IL-12 je
povezan z ugodno prognozo, saj so pri eni od Studij Stirje pacienti imeli zmanj$ano gliomo
za 50% (73). V eni od $tudij pa se je povecal protitumorni ucinek ¢loveskih celic raka
jajénikov, ki so izlocale tako sam IL-21, kot v kombinaciji z GM-CSF (74). Koli¢ina IL-6
v serumu je povecana pri bolnicah z rakom jajénikov (75, 76), prav tako pa je povezana s
slabim splosnim prezivetjem. IL-1 je Se eden od citokinov, ki je povezan z rastjo rakavih
celic in napredovanjem raka (77, 78). Nedolgo nazaj so odkrili, da IL-15 aktivira celice T

CDS8" in naravne celice ubijalke, kar seveda lahko zavira rast tumorja (79).

Citokin, ki je zelo mo¢no povezan s tumorsko imunosupresijo, je transformirajo¢i rastni
dejavnik-pB (TGF-B). To je protein, ki vpliva na proliferacijo, aktivacijo in diferenciacijo
imunskih celic in zavira protitumorski imunski odziv (80). V rakavih celicah je nastajanje
TGF-B povecano, kar poveca proteoliticno aktivnost celic in vezanje na molekule celicne
adhezije v ekstracelularnem matriksu. Poleg tega lahko TGF- pretvori efektorske celice T
v Tree (81) (slika 4). Ugotovili so, da lahko TGF-B vzpodbuja angiogenezo. Vse te njegove
uc¢inke lahko zavremo s protitelesi proti TGF-f (82).
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TNF-o proizvajajo tumorske celice. Spodbudi lahko avtokrino proliferacijo in
napredovanje bolezni pri raku jajénikov (83-85). Nasprotno temu, TNF-a obratno korelira
s prisotnostjo CD4'CD25" celic T (te so znadilne pri Ty2 odzivu), kar je pokazalo, da

zmanj$a koli¢ino T, (86).

Proteini imenovani kemokini imajo tudi vlogo pri raku jajénikov. Ugotovili so, da kemokin
CCLS5, ki ga izlogajo celice T CD4", privablja CCR5" DC na mesto tumorja in jih aktivira
prek interakcije CD40-CD40L (55). Na novo aktivirane DC spodbudijo tumor-specifi¢ne

celice T CD8" in tako zagotavljajo dolgotrajno zaéito.

IFN-y 1ima stimulatorno vlogo, saj pretvarja imunosupresivne makrofage v
imunostimulatorne celice (87). Zaradi te lastnosti bi njegov lokalni vnos lahko potencialno

zviSal u¢inkovitost protitumorske imunoterapije, ki temelji na efektorskih celicah T (88).

Zilni endotelijski rastni dejavnik (VEGF), ki je znan po tem, da spodbuja angiogenezo in s
tem razrast tumorja, ima $e druge imunosupresivne lastnosti pri raku. Povezan je z nizko
kolic¢ino IL-12, inhibicijo zorenja DC, majhnim Stevilom naravnih celic T ubijalk in
povecanjem koli¢ine T, (89-93). Svoje ucinke sprozi preko receptorja VEGFR, predvsem
VEGFR2 (94). Razen rakavih celic, je protein VEGFR2 selektivno izrazen na CD4 FoxP3"
Treg (95).

zrela DC

IL-10
TGE-B

e TAM \ [vEcr
: IL-6

J{ «1-10
MDSC TGF-

Fas-L
(: IDO tumor
n

ezrela
DC

F

Slika 4: Tumorsko mikrookolje zavira imunski sistem. Zaviralni dejavniki povzrocajo

nastanek TAM, MDSC in nezrelih DC ter tudi Tg (96).
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1.12  VPLIV PGE; NA DIFERENCIACIJO DC IN MDSC

DC in MDSC imajo nasprotne vloge v imunskem sistemu. MDSC tako v nasprotju z DC
zavirajo sposobnosti celic T CD8". MDSC zavirajo imunski odziv proti rakavim celicam,
vendar bi bile lahko uporabne pri avtoimunskih boleznih in pri prepreCevanju zavracanja
pri transplantacijah (97-99). Prav tako MDSC izlo¢ajo velike koli¢ine imunosupresivnih
dejavnikov kot so indolamin dioksigenaza (IDO) (100, 101), IL-10 (102), arginaza (103,
104), inducibilna NO sintetaza (NOS2) (104), NO in reaktivne kisikove spojine (ROS)

(105). S temi molekulami zavirajo T-celi¢ne odzive (106, 107).

Prostaglandin E, (PGE,) je provnetna molekula, ki jo proizvajajo rakave celice, stroma in
infiltrirajoce mieloidne celice (108). Njegovo signaliziranje poteka preko 4 G-proteinsko
vezanih receptorjev (EP1- EP4), med katerimi sta EP2 in EP4 vpletena v dvig koli¢ine
cAMP (109). Zelo zanimivo je, da PGE, lahko vzpodbudi kon¢no zorenje ze razvitih DC
in poveca njihove stimulatorne vloge (110, 111). Vendar pa prisotnost PGE, pri zgodnjih
fazah razvoja DC zavre diferenciacijo C¢loveskih monocitov v funkcionalne Tyl-
spodbujajoée CD1a" DC (112). Pokazalo se je, da PGE, poveda $tevilo MDSC v migjih
modelih (113-115) in izrazanje arginaze 1 v cloveskih MDSC (104) in preusmeri
diferenciacijo DC proti MDSC (116). Vnetne molekule kot so IL-1pB, IFN-y, PGE; ali TLR
ligandi inducirajo izraZzanje PGE, (97).

Tumorske celice proizvajajo in/ali inducirajo sprosc¢anje PGE,, PGE, pa inducira dodatne
z MDSC- povezane imunosupresivne dejavnike v monocitih. Prav tako inducira visoko
izrazanje COX2 in de novo endogeno nastajanje PGE,. PGE, proizvajajo v velikih
koli¢inah tudi MDSC. Da bi bile MDSC funkcionalno stabilne, potrebujejo kontinuirano
produkcijo PGE,. Tako inhibicija produkcije PGE, prepreci indukcijo MDSC fenotipa v
nezrelih mieloi¢nih celicah. Se bolj pomembno pa je, da obrne supresivne funkcije MDSC

v rakavem okolju (116).

Dokazano je bilo, da inhibicija endogene produkcije PGE, z uporabo selektivnih COX2
inhibitorjev, obrne supresivne ucinke popolnoma razvitih MDSC, ki so bile izolirane iz
celic raka jajénikov. Podobne rezultate so dobili z uporabo sinteticnih antagonistov
receptorjev EP2/1 in EP4 za PGE, (110). Rezultati dobljeni z inhibicijo COX2 so bili
boljsi kot rezultati z inhibicijo IDO-1, arginaze-1, IL-10 ali inducibilne NO sintetaze.
Razlog, da je tarCa zlasti PGE,, bi lahko razlozili s tem, da je lastnost PGE, (in EP2
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agonista, vendar ne EP3/1 agonista) izvajanje direktnega supresivnega ucinka na celice T

CDS8", logeno od indukcije dodatnih supresivnih dejavnikov (116).

1.13 ADHEZIJA IN MIGRACIJA DC

Migracija je aktivni proces, ki vsebuje kemokine in adhezijske molekule ter spremlja
proces zorenja DC. Eden klju¢nih korakov do uspeSnega imunskega odziva je migracija
DC v limfne vozle, kjer nato vstopajo v interakcije z naivnimi celicami T. In vitro
proizvedene zrele DC lahko ucinkovito migrirajo v T celi¢na podro¢ja limfnih vozlov pri
pacientih z melanomom. Te migracijske sposobnosti ne izkazujejo nezrele DC. V in vitro
Studijah so potrdili, da so, nezrele DC moc¢no adherentne, medtem ko zrele DC ostajajo
mocno gibljive. Tako so pokazali, da lastnosti DC, da ustvarijo ustrezen imunski odziv,

korelira z njithovo zmoznostjo migracije tako in vitro kot tudi in vivo (117).

IzraZanje adhezijskih molekul integrinov B; in B, se nekoliko zmanjSa ob zorenju DC. Oba
tipa DC se vezeta na zunajcelicni matriksni protein fibronektin. Vendar je vezava in
celicno Sirjenje veliko mocnejSe pri nezrelih DC. Slednje so na fibronektinu zelo
dinamic¢ne, saj se kontinuirano Sirijo, kréijo in menjavajo obliko, vendar niso gibljive.
Obratno pa so zrele DC zelo gibljive in se kontinuirano prilepljajo in odlepljajo z uporabo
dendritov. Tako je posledi¢no hitrost zrelih DC 10-krat vec¢ja kot hitrost nezrelih. Vezavo
lahko v celoti blokiramo s protitelesi proti integrinom B; ali delno s protitelesi proti

integrinom B, (117).

Ze prej omenjeni CCRS5 je izrazen v priblizno 40% na nezrelih DC, medtem ko je na zrelih
DC odsoten. Obratno je pri izrazanju CCR7, katerega ni na nezrelih DC, je pa prisoten v
priblizno 80% na zrelith DC (117). Ko DC dozorijo, pridobijo CCR7, ki se odziva na
liganda CCL19 in CCL21 (118-120). Ti kemokini so odgovorni, da DC prispejo do limfnih
vozlov (121-123).

Migracija pomeni zacetek in koordinacijo kompleksnih serij preoblikovanja citoskeleta,
kar se kaze kot polarizirane izbokline, tvorjenje novih adhezijskih tock in odlepljanje. In
vitro pridobljene nezrele DC plavajo v skupkih, ob dodatku LPS pa se hitro pritrdijo,
razvijejo polarnost in sestavijo aktinsko bogate strukture znane kot podosomi na vodilnem

robu celice. Sestavljanje podosomov je povezano s specificno translokacijo B, integrinov
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1z notranjosti DC na celi¢no povrsino le-te, kar pa ni mozno ob odsotnosti Wiskott-Aldrich
sindromskega proteina. Ko napreduje zorenje, normalne DC postanejo spet okrogle ter
izgubijo podosome. Ta morfoloSka sprememba je zelo povezana s kvantitativno zmanjSano
moznostjo adhezije s fibronektinom ali z ICAM-1 prekritimi povrSinami. Podobno
zmanjSana moznost adhezije na ICAM-1 se pojavi tudi pri tistih nezrelih DC, ki niso
zmozne tvoriti podosomov, ali pri selektivni inhibiciji CD18 komponente podosomov. To
nakazuje, da se podosomi preko CDI18 pritrdijo na ICAM-1. Tako naj bi podosomi
predstavljali klju¢no povezavo med smernimi celicnimi izbolkinami in dosego
translokacije DC z vzpostavitvijo novih dinamicnih sidrnih tock na sprednji strani celice

(124).

Podosomi so lokacije aktivne matriksne razgradnje, ki vzpodbudi celi¢no migracijo in
invazijo. Sestavljeni so iz jeder, ki so polna aktina. Jedra so obkroZena s citoskeletnimi
proteini, kot so vinkulin, paksilin in talin. Ti proteini poveZejo integrine z aktinskim
citoskeletom (125). Nahajajo se v monocitih, nezrelih DC, ki izvirajo iz monocitov in v
mieloidnih DC. Odziv podosomov na zoritveni drazljaj, kot sta TNF-a in PGE,, je njihova
hitra razgradnja, medtem ko je razgradnja upocasnjena pri odzivu na LPS. Z LPS povezana
razgradnja in zacetek hitre migracije DC je odvisno od nastajanja prostaglandinov v DC.
Oba procesa zavira aktivacija B; integrinov. To kaze, da razgradnja podosomov, kot
posledica zorenja in izguba asP; integrinske aktivnosti, omogoca c¢loveskim DC

spremembo iz adhezivnega v mo¢no migratorni fenotip (126).

Razgradnja podosomov se zgodi v nekaj minutah po dodatku PGE, DC. Ta odziv je
posredovan z dvigom cAMP, znizanjem Rho kinaze in je odvisen od miozina II.
Stimulacija s PGE; vodi do aktivacije majhne GTPaze RhoA in zmanjS$anja koli¢ine Racl-
GTP ter Cdc42-GTP. Ti rezultati kazejo, da stimulacija s PGE, vodi do aktivacije osi
RhoA-Rho-kinaze, katera vzpodbudi krcenje, ki temelji na aktomiozinu, in naknadno
razgradnjo podosomov. Temu sledi de novo sestava fokalne adhezije. Tako naj bi bili ti
dve razlicni adhezijski strukturi nasprotno urejeni z aktomiozinsko kréljivostjo in

relativnimi aktivnostmi RhoA, Rac1l in Cdc42 (127).

Majhne GTPaze, Racl, Cdc42 in RhoA, ¢lani Rho druzine, urejajo celi¢no gibanje s
spreminjanjem sestave aktina, adhezije in aktomiozinske kr¢ljivosti (128). Racl ustvarja z
aktinom bogate lamelipodijske izrastke in z integrinom posredovane adhezije (129).

Obratno pa RhoA aktivira ROCK in naknadno aktivira ne-mi$i¢ni miozin II, kateri
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promovira aktomiozinsko krcljivost (130). Klju¢na za prehod skozi ozke vrzeli je prav od

ROCK in miozina II odvisna kré¢ljivost (131).

DC potujejo skozi razlicna okolja. V tkivih, kot so fibroblastna retikularna tkiva in notranje
stene Zil, DC uporabljajo z integrinom posredovane priponke in krc¢ljivost za celi€no
gibanje. Obratno pa v omejenih obmocjih uporabljajo z miozinom II posredovano
aktomiozinsko kréljivost, da se lahko premikajo naprej, ker ta tkiva zapirajo in mehani¢no
sidrajo celi¢na telesa (132, 133). Med transmigracijo DC so potrebni vsaj trije mehanizmi.
Prvi¢, DC morajo oblikovati lamelijpodijske izrastke na sprednjem delu kot odziv na
kemokine, ki so signal za premikanje naprej. Drugi¢, DC morajo skr¢iti in stisniti svoja
telesa z aktomiozinsko kréljivostjo, da pridejo skozi ozke vrzeli. Tretji¢, po tem, ko so DC
izpostavljene lumnu, se morajo lociti od epitelnih celic, da lahko vstopijo v obtok. Miozin

II promovira njihov odstop od endotelija zil (134, 135).

1.14 BLEBBISTATIN

Blebbistatin je majhna inhibitorna molekula, ki ima veliko afiniteto in selektivnost za
miozin II. Blebbistatin se veze na kompleks miozin-ADP-P; in upocasni sproS¢anje fosfata.
Tako se ne vpleta v vezavo miozina z aktinom niti v z ATP inducirano aktomiozinsko
disociacijo. Blebbistatin blokira miozinske glave kompleksa produktov z nizko aktinsko
afiniteto. Vezavno mesto blebbistatina na miozinskih glavah je znotraj vodnih votlin, ki se
nahajajo med nukleotidnim zepom in rezo za aktinsko vezavo. Zaradi te svoje lastnosti se
uporablja v raziskavah miSi¢ne fiziologije in za raziskave celi¢ne funkcije izooblik

citoplazemskega miozina II (136).

-25-



Jernej Luzar Diplomska naloga

2 HIPOTEZA IN NAMEN DELA

DC so profesionalne APC. Njihova lastnost, da spodbudijo funkcionalne celice T, je
odvisna od zorenja, migracije do T celi¢nih podrocij limfnih vozlov in izlo€anja citokinov.
V tej diplomski nalogi se bomo osredotoCili na preucevanje moznosti vpliva na
diferenciacijo in zorenje DC s spreminjanjem adhezije in posledi¢no signalizacije preko

citoskeleta. Nas cilj je priprava DC, ki bi proizvajale visoke koli¢ine IL-12.

V tumorskem okolju so prisotne velike koli¢ine PGE,. PGE, povzro¢i zmanjSanje tvorbe
IL-12 v DC, ki migrirajo v tumorsko okolje, in tako oslabi protitumorski imunski odziv.
Pod vplivom PGE; postanejo DC tolerogene in njihov razvoj gre v supresivno obliko APC,
t.i. MDSC. Te celice imajo obraten u¢inek od normalnih DC, saj uravnavajo imunski odziv

tako, da omogocajo razrast tumorja.

Po drugi strani DC, ki proizvajajo velike koli¢ine 1L-12, lahko sprozijo ustrezen (tip Ty1)
in mocan protitumorski imunski odziv. IFN-y sproZi nastajanje velikih koli¢in IL-12 v DC.
IL-12 preseze imunosupresivne ucinke PGE, in tako omogoc¢i uspeSno aktivacijo

citotoksi¢nih celic T CDS8", katerih naloga je uni¢enje tumorskih celic.

Nasa predvidevanja so, da je adhezija med diferenciacijo in zorenjem DC pomemben
dejavnik, ki vpliva na lastnosti DC, da le-te proizvajajo IL-12. Raziskovali bomo vpliv z
integrini posredovanega signaliziranja, ki spremlja adhezijo/migracijo tekom diferenciacije
in zorenja DC, na znacilnosti zrelega fenotipa DC. Tako se bomo osredoto€ili na
adhezijo/odlepljanje povezano z miozinom II. Nasa predpostavka je, da
adhezija/odlepljanje povezano z miozinom II vpliva na zmoznost DC, da proizvajajo IL-

12.

IFN-y in PGE, vplivata na adhezijo DC in s tem na proizvajanje IL-12 zrelih DC. Nasa
hipoteza je, da IFN-y in PGE; vplivata na adhezijo/odlepljanje preko miozina II. Posledica
tega je razlicno izlo¢anje IL-12. To je tako odvisno od snovi, katerim bodo DC

izpostavljene tekom diferenciacije in zorenja.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

3.1.1 REAGENTI

Diplomska naloga

Preglednica I: Reagenti in topila, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu

diplomske naloge, ter njihov proizvajalec.

penicilin/streptomicin

brefeldin A Sigma-Aldrich

Invitrogen

Sigma-Aldrich

rhGM-CSF Miltenyi Biotec

CD40L Enzo Life Sciences

FBS Gemini Sulprostone
histopaque Sigma-Aldrich Triton X-100

ionomicin Sigma-Aldrich C¢HsO7,xH,O

Sigma-Aldrich H,S04 95-97 %

R&D Systems

Miltenyi Biotec

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Serva

Riedel-de Haén
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3.1.2 PROTITELESA

Diplomska naloga

Preglednica II: Protitelesa, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu diplomske

naloge, ter njihov proizvajalec.

protitelesa CD14-PE

protitelesa IL-4-PE

protitelesa CD86-FITC

protitelesa IFN-y-FITC

podganja protitelesa [gG,,-PE/FITC

protitelesa proti cloveSkemu grancimu B

BD Pharmingen in eBioscience

eBioscience

BD Pharmingen in eBioscience

eBioscience

BD Pharmingen

BD Pharmingen

protitelesa proti IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 | eBioscience
ali IFN-y

konjugat biotin-hrenova peroskidaza

Pierce
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3.1.3 GOJISCA

Preglednica III: Gojisca, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu diplomske

naloge, ter njihov proizvajalec.

3.1.4 KOMPLETI

Preglednica IV: Kompleti, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu diplomske

naloge, ter njihov proizvajalec.

CD45R0O-Microbeads izolacijski komplet Miltenyi Biotec

izolacijski komplet za celice T CD8" Miltenyi Biotec

FoxP3 fiksirni/permeabilizacijski komplet eBioscience

CD3/CD28 Dynabeads Invitrogen
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3.1.5 LABORATORIJSKA OPREMA

Preglednica V: laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri eksperimentalnem delu

diplomske naloge, ter njihov proizvajalec.

avtoklav H+P Labortechnik

avtomatska multikanalna pipeta -12 Brand

centrifuga Universal 320R, Hettich Zentrifugen

falkonke Corning Costar

inkubator WTC Binder

konfokalni mikroskop LSM 510, Carl Zeiss

MACS Multistand magnetno stojalo Miltenyi Biotec

MidiMACS lo¢evalnik (magnetno drzalo) | Miltenyi Biotec

mikrotiterske plosce Corning Costar, Iwaki

motorizirani invertni mikroskop IX 81, Olympus

pretocni citometer BD FACSCalibur, BD Biosciences

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice V: laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri

eksperimentalnem delu diplomske naloge, ter njihov proizvajalec.

spektrofotometer Infinite M1000, Tecan

vibracijsko mesalo EV-102, Tehtnica

zamrzovalnik s teko¢im dusikom GTA40, Air Liquide

3.2 METODE DELA

3.2.1 PRIDOBIVANJE DC

Mononuklearne celice periferne krvi smo pripravili iz zgos¢ene krvi zdravih darovalcev

(pripravljeni na Zavodu RS za transuzijsko medicino Ljubljana, dovoljenje eticne komisije
21p/08/11).

Postopek izolacije mononuklearnih celic periferne krvi:

a. Zgosceno kri razdelimo v 4 velike falkonke (po priblizno 11 mL).

b. Dodamo enako koli¢ino RPMI medija in premeSamo s pipeto.

c. Dodamo 12 mL histopaque (gostotni gradientni medij) na dno falkonke.

d. Centrifugiramo 25 minut pri 2300 obratih/minuto brez pospeska in zavore.

e. Zgornjo plast s trombociti odstranimo.

f. S pipeto poberemo plast mononuklearnih celic in jo prenesemo v nove falkonke.

g. Dolijemo RPMI medij do 50 mL.
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h. Centrifugiramo 3-krat: 1. pri 1600 obratih/minuto, 2. pri 1300 obratih/minuto in 3.
pri 1100 obratih/minuto. Med centrifugiranji supernatant zavrzemo in
resuspendiramo z novim RPMI medijem, katerega dopolnimo do 50 mL. Pred

zadnjim centrifugiranjem zdruzimo celice v dve falkonki.

1. Po zadnjem centrifugiranju zdruzimo celi¢no frakcijo v eno falkonko in dopolnimo

z AIM-V medijem.

Monocite smo izolirali z uporabo pozitivne magnetne selekcije, pri kateri smo uporabljali

CD14-Microbeads izolacijski komplet.

Postopek izolacije monocitov:

a. Predhodno izolirane mononuklearne celice periferne krvi centrifugiramo 8 minut

pri 1100 obratih/minuto.

b. Supernatant zavrzemo ter resuspendiramo in dopolnimo do 2 mL z MACS pufrom

ter dodamo 100 uLL CD14-Microbeads.
c. Inkubiramo na 4 °C 25 minut.
d. Speremo s 40 mL MACS pufra in centrifugiramo 8 minut pri 1600 obratih/minuto.
e. Odlijemo in resuspendiramo v 1 mL MACS pufra.
f. Kolono postavimo v magnetno drzalo in jo speremo s 5 mL MACS pufra.

g. Na kolono nanesemo oznacene celice ter jih 3-krat speremo s po 4 mL MACS

pufra.

h. Kolono snamemo iz magnetnega drzala, dodamo 5 mL MACS pufra in iztisnemo

monocite iz kolone v falkonko.

1. Dopolnimo do 40 mL s kompletnim IMDM medijem.
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Postopek priprave MACS pufra

V 500 mL destilirane vode damo 2,5 g BSA in 2 mL EDTA.

Priprava kompletnega IMDM medija

Zme$amo 500 mL IMDM medija + 55 mL FBS + 5,5 mL GlutaMAX™ + 55 mL

penicilina/streptomicina. Na koncu $e sterilno prefiltriramo.

Gojenje monocitov

Za gojenje monocitov smo uporabljali plos¢e s 24 vdolbinicami, bodisi polistirenske ter
obdelane za optimalno delo s celi¢nimi kulturami ali z ultra nizko moznostjo pritrjevanja
celic. V eno vdolbinico smo dali 5x10° celic v gojis¢u z rekombinantnim GM-CSF in
rekombinantnim IL-4 (oba v koncentraciji 1000 U/mL), z ali brez dodatka blebbistatina
(10 uM) ali celekoksiba (10 pM). Monocite smo gojili 6 dni ter 3. dan zamenjali polovico
medija z zadetnimi koncentracijami dejavnikov. Sesti dan smo sprozili zorenje DC (48 ur)
z naslednjimi dejavniki: LPS (20 ng/mL), TNF-a (50 ng/mL), IFN-y (1000 U/mL), PGE,
(10 mol/L), poli(I:C) (20 pg/mL) in/ali CD40L.

3.2.2 1ZOLACIJA MONOCITOV IN CELIC T CD8"' 1Z ASCITESA BOLNIC Z
RAKOM JAJCNIKOV

Cloveski ascites raka jajénikov je bil pridobljen intraoperativno na Ginekologki kliniki v
Ljubljani, UKCL. Pridobljen je bil iz nezdravljenih pacientk z napredovanim epitelijskim
rakom jajénikov v stopnji III ali IV. Pred posegom so bile pacientke obvescene in so
privolile k sodelovanju pri raziskavi. RazloZzena jim je bila narava in posledice Studije.
Pridobljena je bila tudi njihova pisna privolitev. Vsi vzorci so bili priskrbljeni v skladu s
protokoli Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 21p/08/11). Primarne
celice, izolirane iz ascitesa rakavih bolnic so bile zbrane s centrifugiranjem.

Centrifugiranju je sledila liza rdec¢ih krvnih celic in pozitivna magnetna selekcija celic
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CD14" (CD14-MicroBeads). Celice T CDS8" so bile izolirane z negativno selekcijo s CD8

obogatitvenim izolacijskim kompletom.

3.2.3 IZOLACIJA NAIVNIH CELIC T CD4" IN CD8" PERIFERNE KRVI IN IN
VITRO PRIDOBIVANJE EFEKTORSKIH CELIC

Naivne celice T CD8'CD45RA'CD45RO"™ in CD4'CD45RA'CD45RO™ smo izolirali z
negativno selekcijo iz mononuklearnih celic periferne krvi z uporabo CD45RO-

MicroBeads in izolacijskega kompleta za celice T CD8" in CD4".

Postopek izolacije naivnih celic T CD4* ali CD8*:

a. Uporabimo negativno frakcijo, ki smo jo dobili pri izolaciji monocitov.

b. Dodamo CD45RO-Microbeads in inkubiramo 20 minut.

c. Dodamo 40 ml MACS pufra in centrifugiramo 8 minut pri 1600 obratih/minuto.
d. Odlijemo supernatant in resuspendiramo sediment v MACS pufru.

e. Dodamo 1. del izolacijskega kita za celice T CD4" ali CD8" in inkubiramo 20

minut.

f. Dodamo 2. del izolacijskega kita za celice T CD4" ali CD8" in inkubiramo 15

minut.
g. Dodamo 40 ml MACS pufra in centrifugiramo 8 minut pri 1600 obratih/minuto.
h. Odlijemo supernatant in resuspendiramo sediment v MACS pufru.
1. Kolono postavimo v magnetno stojalo in jo speremo s 5 mL MACS pufra.
j.  Na kolono nanesemo oznacene celice ter 3-krat speremo s po 4 mL MACS pufra.

k. V negativno frakcijo dodamo kompletni IMDM medij.
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Na ta na¢in smo pridobili enotno populacijo celic CD4"/CD8 CD45RA'CD45RO". Celice
T CD4" in CD8" (1x10° celic/vdolbinico) smo aktivirali z DC, katere smo prej tretirali s
SEB (1 ng/mL, 1:5 do 1:20 razmerje DC:celice T).

Celice T CD4" in CD8" smo po protokolu proizvajalca obarvali s CFSE. Peti oz. esti dan
smo analizirali z DC-aktivirane celice T CD4" in CD8". Analizirali smo proliferacijo in

izrazanje CXCR3 ter grancima B.

Za analizo produkcije citokinov smo peti oz. Sesti dan odvzeli gojisc¢e kokultur celic ter ga
nadalje analizirali z ELISA. Celice T smo nadalje gojili in jih 7-9. dan stimulirali s PMA
(50 ng/mL) in ionomicinom (1 pg/mL). Po $tirih urah stimulacije kultur celic T smo dodali
brefeldin A (10 pg/mL), ki prepreCuje znotrajceli¢ni transport in zadrzi producirane
citokine znotrajceli¢no, ter jih inkubirali preko noci. Celice smo zbrali, jih fiksirali in
permeabilizirali z raztopino FoxP3 fiksirnega/permeabilizacijskega kompleta. Pri
nadaljnem znotrajcelicnem barvanju smo uporabili naslednja protitelesa: IFN-y-FITC, IL-
4-PE. Celice smo inkubirali s protitelesi 30 minut pri sobni temperaturi, nevezana

protitelesa sprali in celice resuspendirali v 4 % paraformaldehidu.

3.24 PRETOCNA CITOMETRIJA

Pretocna citometrija je tehnika, s katero merimo in analiziramo lastnosti posameznih celic,
ki v suspenziji ena za drugo potujejo skozi kapilaro pretocnega citometra, kjer jih
osvetljujemo z ozkim snopom laserske svetlobe. V eni sekundi lahko analiziramo ve¢ tiso¢
celic, kar nam ustvari zanesljivo podobo o fizikalnih in biokemicnih lastnosti celic v
vzorcu. Svetlobni zarek zadane ob celico, se odbije, lomi ali pa se absorbira v
fluorokromih, ki jih predhodno vezemo na celice. Celica z vezanim fluorokromom nato

oddaja svetlobo daljse valovne dolZzine.

Analizo dvobarvne celi¢ne povrsine in znotrajceliénega imunskega barvanja smo izvedli na
Beckton Dickinson FACSCalibur pretocnem citometru. /n vitro pridobljene DC smo
obarvali s protitelesi CD1a-PE, CD14-PE, HLA-DR-FITC, CD80-PE, CD83-FITC, CD86-
FITC. Za izotipske kontrole smo uporabili podganja 1gG,,-PE/FITC in IgG,-PE/FITC

protitelesa.
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Postopek priprave vzorcev za preto¢no citometrijo:

a. Celice speremo s PBS.
b. Inkubiramo jih v pufru za blokado (1 % BSA v PBS) 10 min.
c. Dodamo protitelesa ter inkubiramo 30 min na 4 °C.

d. Speremo s PBS.

Za detekcijo znotrajceliCnega grancima B smo celice predhodno fiksirali in
permeabilizirali s FoxP3 fiksirnim/permeabilizacijskim kompletom po protokolu

proizvajalca.

3.2.5 ELISA

Encimsko imunski test na trdnem nosilcu (angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je
ena izmed imunoloskih tehnik, ki omogoca detekcijo antigenov ali protiteles. Direktna
(sendvi¢) ELISA temelji na tvorbi kompleksa med primarnim protitelesom, specificnim
antigenom za to protitelo, ki ga Zelimo dolociti, ter sekundarnim protitelesom, katero je
odgovorno za detekcijo nastalega kompleksa. Mi smo dodali $e eno protitelo, ki je bilo
oznaceno z encimom in se je vezalo na sekundarno protitelo. Encim ob dodatku substrata
povzroci barvno reakcijo (slika 5). Intenziteta barvne reakcije je sorazmerna s Stevilom
kompleksov primarno protitelo- antigen- sekundarno protitelo- protitelo oznaceno z

encimom. Stevilo teh je odvisno od koncentracije antigena v vzorcu.

Ly 1] 2 [} ] i (1]
o ook
R
[ o [l L]
Y ' Y bl Y

Slika 5: Direktna ELISA. (1) primarno protitelo, (2) specifiCen antigen se veZe na

primarno protitelo, (3) sekundarno protitelo se veze na kompleks antigen-primarno
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protitelo, (4) protitelo oznaceno z encimom se veze na sekundarno protitelo, (5) dodatek

substrata ob prisotnosti encima povzro¢i barvno reakcijo (137).

ELISA test smo uporabili za analizo nastajanj IL-17, IFN-y, IL-4 in IL-10, ki so jih izlocile

celice T peti oz. Sesti dan gojenja. S pomoc¢jo ELISA testa smo analizirali tudi nastajanje

IL-12 in IL-10 in vitro pridobljenih DC, in sicer po 48 urnem zorenju in po kasnejsi 24 urni

re-stimulaciji s celicami J558, ki izrazajo CD40L.

Pufri za ELISA test

PBS (pH 7,4)
pufer za spiranje: 0,05 % Tween v PBS
pufer za blokado: 3 % BSA v PBS

substratni pufer (pH 6,0) za TMB: 188,5 mL 0,2 M Na,HPOs (89 ¢
Na,HPO4x2H,0 v 250 mL destilirane vode) + 121,5 mL 0,1 M C¢HsO7xH,O
(10,5 g C¢HgO7xH,0 v 500 mL destilirane vode) + 250 mL destilirane vode

raztopina za prekinitev reakcije s substratom: 2 M H,SO4 (10,8 mL 98 % H,SO4 +
do 100 mL destilirane vode)

Postopek izvajanja direktnega ELISA testa:

a.

b.

C.

Prekrivanje mikrotiterske plo§€ice: primarna protitelesa ustrezno red¢imo v PBS (5

ug/mL) in v vsako vdolbinico mikrotiterske plos€ice odpipetiramo po 50 pL te

raztopine ter plos¢o prekrijemo s folijo.
Inkubacija poteka €ez no¢ na sobni temperaturi.

Spiranje in osusitev plos¢ice: z multikanalno pipeto rocno 3-krat speremo z 200 puL

vsako vdolbinico plosce s pufrom za spiranje in osusimo.
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d. Blokada: v vsako vdolbinico odpipetiramo po 150 pL pufra za blokado in
pokrijemo s folijo. Blokada poteka 30 minut do 2 uri na sobni temperaturi. Nato

odstranimo pufer za blokado in plos¢ico osuSimo.

e. Vezava antigena: za standardno krivuljo pripravimo ustrezno razred¢itveno vrsto v

pufru za blokado in v vsako vdolbinico odpipetiramo po 50 pL standarda. Red¢enje
gre po formuli 2", kar pomeni, da ima vsaka naslednja vdolbinica 2-krat manjSo
koncetracijo kot vdolbinica pred njo. Zacetna koncentracija je 5 ng/mL.
Razred¢itveno vrsto pripravimo v prvih dveh stolpcih. Vzorce ustrezno red¢imo s
pufrom za blokado in odpipetiramo po 50 uL v vsako vdolbinico. Za kontrole
odpipetiramo v vsako vdolbinico po 50 puL pufra za blokado. Plos¢o nato pokrijemo

s folijo.
f. Inkubacija poteka 2 uri na 37 °C.

g. Spiranje in osusitev plos¢e: z multikanalno pipeto rocno 3-krat speremo z 200 pL

vsako vdolbinico plosce s pufrom za spiranje in osusimo.

h. Vezava sekundarnih protiteles konjugiranih s streptavidinom: sekundarna

protitelesa razredCimo s pufrom za blokado (2 pg/mL) in v vsako vdolbinico

odpipetiramo po 50 pL raztopine.

i. Vezava biotin- hrenova peroksidaza konjugata: z biotinom oznac¢eno hrenovo

peroksidazo razred¢imo s pufrom za blokado (1:1000) in v vsako vdolbinico

odpipetiramo po 100 uL raztopine.
j. Inkubacija poteka 2 uri na 37 °C.

k. Spiranje in osuSitev plosce: z multikanalno pipeto rocno 3-krat speremo z 200 pL

vsako vdolbinico plosce s pufrom za spiranje in osusimo.

1. Reakcija s substratom: TMB red¢imo (1:2) s substratnim pufrom s pH 6,0 in

odpipetiramo po 100 uL v vsako vdolbinico. Pokrijemo s folijo in pustimo na sobni
temperaturi 15 minut. Nato dodamo v vsako vdolbinico po 50 pL raztopine za

prekinitev reakcije in odcitamo na Citalcu absorbanco pri 450 nm.
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3.2.6 IMUNOFLUORESCENCNA KONFOKALNA MIKROSKOPIJA

Pri konfokalnem mikroskopu pregledujemo preparat z laserskim zarkom v x,y-toCkah
doloCene z-ravnine. Vzbujeno fluorescencno svetlobo iz posameznih tock sprejme
detektor, ki informacije s pomoc¢jo racunalnika pretvori v sliko. Preiskovanje preparata
samo Vv izbrani ravnini z nastavljivo globino omogocata dve zaslonki z zelo majhnima
odprtinama. NamesSceni sta v goriScu za leCo objektiva, konfokalno. Prva zaslonka je
namesScCena za izvorom svetlobe in omogoca osvetljevanje preparata le v izbrani tocki v
nekem trenutku. Druga zaslonka je nameScena pred detektorjem in prepre¢i vstopanje
fluorescencne svetlobe, ki izhaja iz obmocij preparata zunaj gorisca (slika 6). Iz opticnih

rezin preparata lahko sestavimo tridimenzionalno sliko tkiva.

= Detektor
— Zaslonka pred detektorjem

Vir laserske
eksitacije
N

gornsca Drrobarvno zrcalo

I
Zaslonka za izvorom
svetlobe

fariicne
ravnine

Slika 6: Shematski prikaz konfokalnega mikroskopa (138).

1x10° nezrelih DC (diferenciranih v prisotnosti/odsotnosti blebbistatina, 10 pM) in zrele
DC, ki so zorele dva dni z 20 ng/mL LPS £ 1000 U/mL IFN-y (£ blebbistatin, 10 uM),
smo centrifugirali s citospinom 6 minut pri 1000 obratih/minuto na objektna stekla. Celice
smo fiksirali 45 minut s 4 % paraformaldehidom in permeabilizirali z 0,1 % Triton X-100
v PBS, pH 7,4, 10 minut. Aktin smo oznacili s faloidin-tetrametilrodaminom B

izocianatnim konjugatom (500 ng/mL), 30 minut pri sobni temperaturi.
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Pri analizi aktivacije NF-kB smo stimulirali obdelane ali kontrolne nezrele DC s 25 ng/mL
LPS 1,5 ure. Nato smo jih centrifugirali s citospinom 6 minut pri 1000 obratih/minuto. DC
smo fiksirali 45 minut s 4 % paraformaldehidom in permeabilizirali z 0,1 % Triton X-100
v PBS, pH 7,4, 10 minut. Nespecificno obarvanje smo preprecili z enourno inkubacijo
celic v 3 % BSA v PBS, pH 7,4. NF-kBp65 smo oznacevali s protitelesom proti NF-kB,
konjugiranim z Alexa Fluor 488 1,5 ure v pufru za blokado. Celice smo nato sprali s PBS
(100 mL). ProLong Antifade komplet smo uporabili za pritrditev krovnega stekelca na
objektno steklo in pripravo trajnih preparatov. Pri analizi celic s konfokalnim
mikroskopom smo si nakljuéno izbrali podro&ja velikosti 10 um?® (ROI, angl. region of
interest) znotraj jedra in v citoplazmi. Aktivacijo NF-kB smo dolocili kot razmerje

povprecja fluorescencne intenzitete ROI jedra in citoplazme.

Fluorescen¢no mikroskopijo smo izvedli z uporabo Carl Zeiss LSM 510 konfokalnega
mikroskopa. Alexa Fluor 488 ali faloidin-tetrametilrodamin B izocianatni konjugat smo
vzbudili z argonskim (488 nm) ali He/Ne (543 nm) laserjem. Uporabili smo emisijske filtre
ozkega obsega 505-530 nm in z LP 560 nm. Slike smo analizirali s Carl Zeiss LSM

slikovno programsko opremo 3.0.

3.2.7 SNEMANJE CELIC V ZIVO

Kontrolne in z blebbistatinom tretirane nezrele DC, ki smo jih diferencirali v plos¢ah z 12
vdolbinicami, smo aktivirali z dodatkom 25 ng/mL LPS + 1000 U/mL IFN-y (%
blebbistatin, 10 uM). Zorenje celic smo spremljali v 1,5 do 3,5 minutnih intervalih 7 do 24
ur pri 37 °C in 5 % CO,. Slike so bile posnete z Olympus IX 81 motoriziranim invertnim

mikroskopom in Cell® programsko opremo.

3.2.8 STATISTICNA ANALIZA

Vsi podatki so bili ovrednoteni s Prism Version 5 programsko opremo (GraphPad) in
analizirani s Studentovim t testom (obojestranski), P < 0,05 smo privzeli za signifikantno

razli¢ne rezultate (P < 0,05 oznaen *; P < 0,01 oznacen **; P < 0,001 oznacen ***),
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4 REZULTATI

4.1 1IL-12 povrne citoliti¢no funkcijo celic T CDS8, ki jo zavre PGE,

prisoten v mikrookolju raka jajénikov

PGE, direktno zavre izrazanje grancima B in popolnoma zavre citoliticno funkcijo celic T
CDS8" (slika 7A). Z zvisevanjem koncentracije EP2 agonista (Butaprost) se priblizujemo
ucinkom, kot jih ima PGE,, medtem ko zviSevanje koncentracije EP3/1 agonista

(Sulprostone) ne zavira izrazanje grancima B (slika 7A).

COX2 inhibicija zavre sposobnost kondicioniranega gojis¢a primarnih celic raka jajcnikov,
da zmanjsa izrazanje grancima B v celicah T CD8", ki so bile aktivirane v tem gojis¢u
(slika 7B). Omenjeno gojis¢e popolnoma zavre izrazanje grancima B, medtem ko
zviSevanje koncentracije celekoksiba znizuje ucinke tega gojis€a na zaviranje izrazanja
grancima B. Pri 50 uM koncentraciji celekoksiba je zaviranje izraZzanja grancima B Se
vedno signifikantno razlicno glede na kontrolne pogoje, vendar je zelo zmanjSano glede na

prej omenjeno gojisce brez dodatka celekoksiba (slika 7B).

A AMFI grancima B B

5 00 480 200 %o inhibicije grancima B

50 100 150

Sulprost. 0,1 uM

)

Sulprost. 1,0 uM m
Sulprost. 10 uM s SuM
Butaprost 0,1 pM —E 10 uM
Butaprost 1,0 uM i:: 20 uM P
Butaprost 10 uM &
PGE, I I :[
kontrola kontrola =

Slika 7: (A) Zaviranje izrazanja grancima B na 5. dan aktiviranih celic T CD8" v
odsotnosti ali prisotnosti PGE,, EP3/1 agonista (Sulprostone) ali EP2 agonista (Butaprost).
AMFI (= MFI(grancim B)/MFI(IgG), angl. mean fluorescence intensity ratio; sprememba
intenzitete fluorescence med grancimom B in kontrolo- specifi¢no barvanje za grancim B).

Histogram predstavlja podatke kot srednjo vrednost + standardna deviacija. (B) Izrazanje
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grancima B v celicah T CD8" stimuliranih s proti-CD3/CD28 protitelesi v prisotnosti ali
odsotnosti kondicioniranega gojisca, ki smo ga ustvarili z gojenjem celic iz ascitesa raka
jajénikov (N= 4), v odsotnosti ali prisotnosti celekoksiba. Histogram predstavlja zbrane
podatke 3 neodvisnih eksperimentov z razlicnimi darovalci kot srednjo vrednost *

standardna deviacija.

Stimulacija CD3/CD28 molekul celic T CD8" in $e posebej INF-y kot tudi IL-12 so
signifikantno povecali izrazanje grancima B. Eksogeni rekombinantni IL-12 in IL-12, ki so
ga proizvajale "N"DC (DC, ki so zorene z IFN-y), je uspesno presegel zaviralne uéinke
rakavega mikrookolja in eksogenega PGE,. Posledica tega je bilo povsem povrnjeno
izrazanje grancima B in citoliti¢ne funkcije celic T CD8" (slika 8A-D). IL-12 se je tako
izkazal v fizioloskih pogojih za zelo ucinkovitega. Dodatek IL-12 na zacetku ali 3. dan
petdnevnega gojenja celic T CDS8" je povecal izrazanje grancima B, ki ga je zavrl PGE,
(slika 9). To nakazuje, da IL-12 poveca proizvodnjo/proliferacijo in citotoksicno aktivnost

citotoksi¢nih limfocitov T (139).

A CD3/CD28 CD3/CD28
‘nestimulirane ~ CD3/CD28 1t PGE, _tascitesr. ).
¥ & & £
g () rhIL 12 () rhiL-12 hiL-12
g4 21 ) / g \ /
. j \ 4 \\ VAN \ ) N
W o o gt b g W72 o S i i S P e e S S P m'*”'.' '”_:5”:"
grancim B -
B AMEFI grancima B C AMEFTI grancima B
10 20 30 40 50 200 300 400 500 20 40 60 80
. 1 1 1 1 :r 1 1 1 J rhIL_lz I
nestimul. + PGE, * ]:m
CD3/CD28 .. PGE, I
CT;%IEZS ... || hi-12 )
CD3/CD28 -
+ ascites 1. j. i Q) Im]:
B chil-12
B DC-IFN-y
.o B ;DC-PGE
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Slika 8: Reprezentativen histogram

. . . ‘o
D speaﬁcna liza celic (A)) preto¢ne citometrije (A) in statistika
20 4 60 80 100

(B) izrazanja grancima B na 5. dan

ascites '
raka jajc Lo celic T CD8" stimuliranih s proti-
l:)GE2 I"* CD3/CD28 protitelesi £ PGE, ali
:I:' . ascitesom raka  jajénikov v
kontrola I - odsotnosti ali prisotnosti
B hI-12 eksogenega IL-12. (C) Ucinki na
- (') izrazanje grancima B z DC

aktiviranih celic T CD8" ob dodatku IL-12 in/ali PGE, ("""DC proti "***DC (DC, ki so
zorene s PGE,)). (D) Citoliti¢ni uéinki celic T CD8" v prisotnosti ali odsotnosti IL-12. Vse
podatke (A-D) smo zbrali iz 3 neodvisnih eksperimentov. Histogrami predstavljajo

podatke kot srednjo vrednost + standardno deviacijo.

AMFI grancima B Slika 9: Izrazanje grancima B na

200 400 00

5. dan celic T CD8" stimuliranih s

proti-CD3/CD28  protitelesi =+

kontrola

ﬁ%_llzzdf PGE, in/ali rhIL-12 (dodali smo

I' -

IhIL-l2d0PGE2d3 ga na zacetku gojenja (dan 0) ali
PGE ® Ze rastoim celicam T CDS8" (3.
PGEQ‘“] d . .

an)).  Histogram redstavlja

rhIL-l2‘13PGE2Clo ) 8 P v

rhIL-12°PGE ® podatke kot srednjo vrednost *

standardna deviacija.

4.2 Nastajanje IL-12 v DC, ki so zorene z INF-y, je odvisna od

pritrjevanja DC preko integrina 3,

DC, zorene v prisotnosti IFN-y ali PGE,, se mo¢no razlikujejo v morfologiji (slika 10).
Medtem ko so "™7'DC adherentne in morfologko podobne makrofagom, "“**DC
interagirajo v celi¢nih skupkih in se ne pritrjujejo na povrsino gojilne posode. Razlike v

adherentnosti obeh celi¢nih populacij so nas vodile k preucevanju vpliva pritrjevanja na
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funkcijo DC, in sicer na njihovo produkcijo citokinov. V ta namen smo uporabili plosce z
nizko moZnostjo pritrjevanja. Opazili smo velik vpliv pritrjevanja na morfologijo "™ 'DC
in njihovo produkcijo IL-12p70, medtem ko, po pricakovanjih, odsotnost pritrjevanja ni
vplivala na morfologijo P**DC. Prisotnost dejavnikov, ki inducirajo produkcijo IL-12, kot
je IFN-y, je namre¢ primarno potrebna za produkcijo IL-12, ne glede na mozZnost
pritrjevanja DC tekom razvoja, ker IFN-y tudi ob pomanjkanju moznosti pritrjevanja
inducira nastajanje IL-12 (slika 11A). Vpliv adhezije smo opazili le v primeru, ko smo DC
diferencirali v odsotnosti pritrjevanja, medtem ko kasneje v razvoju DC pritrjevanje ne
kaze podobnega vpliva (slika 11B). Tako pritrjevanje ne vpliva na lastnosti DC, ki so bile
diferencirane na kontrolni povrsini in je bilo njihovo pritrjevanje prepreceno le tekom

indukcije njihovega zorenja.

LPSHIFN-y zDC LPS+PGE,zDC  LPS+FN-y+PGE, zDC

opitmalni pogoji

nizka moz. pritr.

Slika 10: Morfologija DC gojenih na ploscah obdelanih za optimalno gojenje celi¢nih
kultur ter plos¢ah z nizko moznostjo pritrjevanja. Prvi stolpec predstavlja sliki nezrelih
DC, ostali stolpci pa predstavljajo zrele DC, ki smo jim vzpodbudili zorenje z raznimi

dodatki ali kombinacijami dodatkov.

-44 -



Jernej Luzar Diplomska naloga

A IL-12 (pg/mL)
2,000 4,000 6,000 8,000
nDC l l l
zDC (LPS) Bl optimalni pogoji
zDC-PGE, Bl nizka moznost
zDC-IFN-y pritrjevanja

zDC-IFN-y+PGE,

IL-12 (pg/mL)

500 1,000 1,500
1 1 ]

B

zDC-IFN-y 2. opt. pog.
7zDC-IFN-y 2. n. m. pritr.
7zDC-IFN-y+PGE, 2. opt. pog.
zDC-IFN-y+PGE, 2. n. m. pritr.

B 1. optimalni pogoji

B 1. nizka mozZnost
pritrjevanja
7zDC-IFN-y 2. opt. pog.
zDC-IFN-y 2. n. m. pritr.
zDC-IFN-y+PGE, 2. opt. pog.
zDC-IFN-y+PGE, 2. n. m. pritr.

Slika 11: (A, B) DC smo gojili na plos¢ah obdelanih za optimalno gojenje celi¢nih kultur
in na ploS¢ah z nizko moznostjo pritrjevanja (1. gojitveno stanje) iz monocitov Vv
prisotnosti IL-4 in GM-CSF. Kasneje smo jih prenesli na nove plos¢e (2. gojitveno stanje)
in nadalje vzpodbudili zorenje z LPS. Histograma predstavljata podatke kot srednjo

vrednost + standardna deviacija.

V nadaljevanju smo dolocali u€inke pritrjevanja pri gojenju DC na plos€ah, prekritih z
razlicnimi substrati. DC gojene na plos¢ah prekritih s fibronektinom, E-selektinom ali
VCAM-1, so imele zmanjsano produkcijo IL-12, medtem ko je pritrjevanje na BSA ali
kolagen popolnoma zavrlo sposobnost DC, da producirajo IL-12 (slika 12). Podobnih
ucinkov nismo opazili pri gojenju celic na plos¢ah prekritih z ICAM-1, kar kaze na
pomembnost (3, integrinske signalizacije na produkcijo IL-12, inducirano z IFN-y. Poleg
tega, dodatek PGE; k DC, ki zorijo v prisotnosti IFN-y, znacilno zmanjSa produkcijo IL-
12p70 le na plos€ah prekritih s polistirenom ali ICAM-1. To dokazuje, da PGE, prepreci
interakcije DC z ICAM-1, ki je substrat (3, integrinskega receptorja na DC.
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A IL-12 (pg/mL)

500 1,000 1,500 2,000
[ [ 1 ]

zDC (-
© o

zDC kolagen . IFN-y+PGE,

zDC ICAM-1

B

15,000-

10,000-

IL-12 (pg/mL)

5,000

Slika 12: (A, B) DC smo gojili iz monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF na plos¢ah
prekritih z BSA, kolagenom, fibronektinom, E-selektinom, VCAM-1 ali ICAM-1. Kasneje
smo vzpodbudili zorenje z LPS in IFN-y + PGE,. Histograma predstavljata podatke kot

srednjo vrednost * standardna deviacija.

V skladu z navedenim, smo uspeli dokazati, da tudi protitelesa proti CDI11b (om
komponenta integrina ayp,) analogno zmanjsajo produkcijo IL-12 "™7DC, pri &emer je
njihov uc¢inek koncentracijsko odvisen (slika 13). Specifi¢nost vpliva signalizacije preko

B, integrinskega receptorja smo dokazali z uporabo protitelesa proti CD49d (o4
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komponenta integrina a4f1), ki ni zmanjsal produkcije IL-12 (slika 13). Integrin P, je

klju&en za produkcijo IL-12 "™ 7'DC, medtem ko integrin 1 nima podobne funkcije.

IL-12 (pg/mL) Slika 13: DC smo

2,000 4,000 6,000 gO_]lh 1z monocitov v
1 1 ]

-) prisotnosti  IL-4  in

PGE, GM-CSF t+  proti-

IFN-y (-) CDl11b protitelesa

IFN-y CD11b-Pt 7,5 pM ]:‘IZ*H (CD11b-Pt) ali proti-
[FN-y CD11b-Pt 15 uM - CD49d protitelesa
IFN-y CD49d-Pt 5 uM (CD49d-Pt). Kasneje

smo vzpodbudili zorenje z LPS v prisotnosti ali odsotnosti PGE, ali IFN-y Histogram

predstavlja podatke kot srednjo vrednost * standardna deviacija.

Inhibicija sinteze PGE, s COX1/2 inhibitorjem tekom diferenciacije monocitov v DC je
povecala produkcijo IL-12 v DC (slika 14). Enak ucinek je pokazala specificna inhibicija
COX2, ki je povecala produkcijo IL-12 (slika 14). Ti rezultati kaZejo pomembnost
citoskeletnega preoblikovanja tekom razvoja DC za njihovo kasnejSo zmoznost produkcije

IL-12.

IL-12 (pg/mL) Slika 14: DC smo gojili

500 1,000 1,500 2,000 1z monocitov v prisotnosti

2DC (LPS) l I I | IL-4 in GM-CSF in v
odsotnosti ali prisotnosti

zDC- COX1/2 inhibitor COX2 inhibitorja
zDC- COX2 inhibitor (celekoksib),  COX1/2

inhibitorja (indometacin)

zDC- PGE. 10° M . .
# ali PGE,. Kasneje smo
vzpodbudili zorenje z LPS. Histogram predstavlja podatke kot srednjo vrednost *

standardna deviacija.
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4.3  Adhezija " "DC ne vpliva na aktivacijo Stat-1 in Stat-3, temve¢

spremeni zmoznost aktivacije NF-xB

Nezmoznost ""'DC, da bi proizvajale IL-12, je povezana s pomanjkanjem aktivacije NF-
kB (slika 15), ne vpliva pa na IFN-y inducirano aktivacijo Stat-1 in Stat-3 v DC. To
potrjuje, da je signalizacijska pot preko NF-kB klju¢na za nastajanje IL-12 ¢loveskih DC
po njihovi stimulaciji s CD40L (140).

kontrola LPS+IFN-y kontrola LPS+IFN-y+PGE,

nizka moZnost pritrjevanja LPS+IFN-y  nizka moznost pritrjevanja LPS+IFN-y+PGE, kB aktiviran, ker J 5

4.4 Produkcijo IL-12 "™DC uravnava miozin II

Slika 15: Aktivacija NF-
kB posneta z invertnim

fluorescencnim
mikroskopom. Slika
prikazuje  lokalizacijo
NF-«xB v celicah. Pri
kontrolah je oc€itno NF-

prisoten v jedru, kamor
se prestavi ob aktivaciji
iz citoplazme.  Pri
odsotnosti adhezije ne
pride do aktivacije NF-
kB in le-ta ostane v

citoplazmi.

Dodatek blebbistatina diferencirajoéim DC, je povedal produkcijo IL-12 "™7'DC (slika
16A). Vpliv blebbistatina je bil specificen za IL-12 in ni znacilno vplival na produkcijo IL-
10 teh celic (slika 16B). Hkrati je blebbistatin, dodan diferencirajoéim DC, ki so bile
gojene na plostah z nizko adhezivnostjo, resil sposobnost produkcije IL-12 "™7DC.

Dodatek PGE, blebbistatinu je izni¢il u¢inke slednjega ter prepreéil produkcijo IL-12 ™
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'DC (slika 17). Kombinacija blebbistatina in COX1/2 inhibitorja pa je sinergisti¢no
povedala nastajanje IL-12 "™7DC (slika 17). Iz navedenega lahko sklepamo, da PGE,
preseze ucinke blebbistatina in jih izni€i, obratno pa dodatek COX1/2 inhibitorja poveca
ucinke blebbistatina. Nasi rezultati tako nasprotujejo trditvi, da blebbistatin blokira izgubo
podosomov zaradi PGE, (127). Potrdili smo, da blebbistatin nasprotuje uc¢inkom PGE,
preko inhibicije miozina II (127), vendar v nasih poskusih sam ni uspel preseci uc¢inkov

PGE,.

0.5 A B
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e o
& 0.4- —
™ = 0.8+
- ]
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5 0.2- o
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.2 =
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Slika 16: DC smo gojili iz monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v odsotnosti ali
prisotnosti blebbistatina na plos¢ah z nizko moZnostjo pritrjevanja ali na plos¢ah prekritih s
kolagenom. Kasneje smo jih za 6 ur stimulirali z LPS + IFN-y. Prikazano je relativno
izrazanje IL-12p35 (A) in IL-10 (B). Histograma predstavljata podatke kot srednjo

vrednost + standardna deviacija.
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Slika 17: DC smo gojili iz monocitov v

10,000+ prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v
— odsotnosti  ali risotnosti  COX1/2
~ 8,000- P
£ inhibitorja, PGE,, blebbistatina ali v
2 6.000- L o .
i—” ’ kombinacijah blebbistatin £ COX1/2 ali
E 4.000- PGE,. Kasneje smo jim vzpodbudili

zorenje z LPS. Histogram predstavlja

2,000~ podatke kot srednjo vrednost *

0- standardna deviacija.
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Kljuéna regulatorja adhezije, ki uravnava od miozina II odvisno kr¢ljivost, sta RhoA in
Rho-kinaza (ROCK). RhoA je majhna GTPaza Rho druzine, Rho-kinaza pa je efektor Rho
(141). Y-27632, ki je inhibitor ROCK, podobno kot blebbistatin ucinkovito poveca
nastajanje IL-12, pri ¢emer so ucinki slednjega mocnejSi. V nasprotju pa ML-9, ki je
inhibitor miozinske lahko-verigne kinaze (MLCK), ni induciral podobnih uc¢inkov (slika

18).

IL-12 (pg/mL)

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000
1 1 1 1 ]

2DC (LPS)
B PNy
zDC+blebbistatin B [FN-y+PGE,
zDC+Y 27632
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Slika 18: DC smo gojili iz monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v odsotnosti ali
prisotnosti blebbistatina ali ROCK inhibitorja (Y27632). Kasneje smo vzpodbudili zorenje
z LPS in IFN-y = PGE,. Histogram predstavlja podatke kot srednjo vrednost *+ standardna

deviacija.

4.5 Inhibicija miozina Il tekom razvoja DC omogoci stabilno povecano

produkeijo IL-12 "™'DC (pri nadaljni stimulaciji s CD40L)

Zorenje smo inducirali z LPS, TNF-a ali poli(I:C). Medtem ko TNF-a ni sprozil stabilne
produkcije IL-12 tudi ob prisotnosti IFN-y in blebbistatina, so s poli(I:C) zorene DC
producirale IL-12 v primeru prisotnosti obeh, tako INF-y in blebbistatina tekom razvoja
DC (slika 19). Zorenje DC z LPS je sprozilo produkcijo IL-12 v DC, tudi ob njihovi
kasnejsi re-stimulaciji. Produkcija IL-12 se je zelo povecalo tako ob prisotnosti IFN-y,
zlasti pa ob soCasni prisotnosti IFN-y in blebbistatina (slika 19). Inhibicija miozina II v
diferencirajo¢ih monocitih torej moéno poveéa sposobnost ""DC, da stabilno proizvajajo

velike koli¢ine IL-12 (pri kasnejsi stimulaciji s CD40L).

IL-12 (pg/mL)

1,000 2,000 3,000 40,000

nDC - | | . |

zDC (TNF-0) 4

zDC (LPS) s

zDC (poli(I:C)) 1
zDC-IFN-y 4 Ml

zDC (TNF-a)+HIFN-y - B blebbistatin

2DC (LES)HTENy —
zDC (poli(I:C))*+HFN-y

Slika 19: DC smo gojili iz monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v odsotnosti ali

prisotnosti blebbistatina. Kasneje smo jim vzpodbudili zorenje s TNF-a, LPS, poli(I:C) %

IFN-y. Histogram predstavlja podatke kot srednjo vrednost + standardna deviacija.
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Ucinek inhibicije miozina II na znacilnosti nastalih DC je izredno specifiCen, saj v
nasprotju moc¢nega uravnavanja lastnosti produkcije IL-12, inhibicija miozina II ne vpliva
na fenotipske spremembe DC. Inhibicija miozina II ni niti poviSala niti inhibirala izrazanje
CD83, ki je oznaCevalec zrelih DC in tudi ne ravni izrazanja kostimulatornih molekul

CD80 in CD86 ter HLA-DR, ki je antigen predstavitvena molekula PHK-II (slika 20).

i - "
- '\!41 1 TR L 3 T e BT B |
- L T 4% P e i i % I RS
: "l! "i! '\I
P 3
i it —_— f 4+ . o=
[ - . oo ! o ~ . | ‘ O ! a ‘
(73] . -~ (] % o b Cd‘l’ [ 1
w B f ! o s 8 S 1 5'\.
- ! / ! ! I 3
L‘ — Ty a4 b oL T 214H
—— = ¥ L F, #
o : L% i WHINI. S—. 4 3 L1 W —— L ¥ W S——5. 4
: 2,000 000 e e B e e e " "’ e e e e S e e e S~ s "'
FSC cD80 CD83 CD86
IFN -
i DC (-) ) . -
-1 " L IR R 5 T oA
- !J LY Y18 _]IJ L 9 oy 0% 1382
' "'4! "\! "ll
3 ! P oy , P~ g 1 D:‘II .
&0 L & '.! ot e, 3 ’ Q.‘. al
P L oy
m . X 8 (] A <
B / -\! U'\! : I
- / 9
- L -— / 1!:'— LL o14H .‘!Jeu QLA et Q119
- — . PR e T | B e E B —
] 1 0 dna @y o o o A J S Ji o of o A 4 S i ! o A S4B S i
FSC CcD80 cDa3 CD8é
, standardne DC, blebbistatin
A BT . N BT
: B IR 7' o B IE
i- - '\.! '\! . '\!
O e @ 1 - £ » & |
0 3 -~ 8 % b 8 % o 5' % o
] / 1 1 | 2
J A N T
(G ' ; L, -
e I 7 N [ [
] T A Wy o oF & HA F F JI o o & A JF J JI o o & A F F JI
FSC CcD80 CcD83 cD8s
. "™DC, blebbistatin
| K ZTUR R 30,
- !..l " N Fin L%,
! * R
Ly 1 1 1
ofl an_ [ e |5 |
ﬁ : Ves a8 0O .,1 !
i p / &) '\! o '1.!
[ S 1 %
€ - | R 1.0 bau 1A
- - - & el T ol & 1rjr=-|--—-'-|--p-n-'------r—v!-‘i-
] 7000 e g o o 4 A J S JI o o 4 A b 1
FSC CD8&0 CD83

-52-



Jernej Luzar Diplomska naloga

Slika 20: Reprezentativno barvanje DC in " 'DC, ki smo jih gojili v prisotnosti ali
odsotnosti blebbistatina. Blebbistatin ne vpliva na izrazanje povrSinskih kazalcev
zoritvenega statusa DC (torej na stopnjo zrelosti DC), vendar ima specificen vpliv na

produkcijo citokinov.

4.6 Stabilna produkcija velikih koli¢in IL-12 "™DC, ki jo povzro¢i
inhibicija miozina II, sprozi ucinkovite Tx1 odzive in stimulira

funkcije citotoksi¢nih limfocitov T

"™NYDC stabilno proizvajajo velike koli¢ine IL-12 pri restimulaciji ob interakciji z
limfociti, kljub odsotnosti IFN-y ter vplivajo na T-celi¢ni odziv pri sre¢anju z naivnimi
celicami T. Z inhibicijo miozina II inducirana produkcija velikih koli¢in IL-12 "™7'DC, je

izrazito inducirala visoko izrazanje grancima B v naivnih celicah T CD8" (slika 21).

. 3,000+

% -eo- LPS (kontrola)

g -& LPS+IFN-y (kontrola)
ﬂ 2 2000- -+ LPS (blebbistatin)
£73 — LPS+IFN-y (blebbistatin)
g 35
=
= £ 1,000
=5

.TE

(a8

0 T T I

0.25x1d" 0.5x1¢* 1.0x1¢*

Slika 21: DC smo gojili iz monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v odsotnosti ali
prisotnosti blebbistatina. Zorenje smo vzpodbudili z LPS £ INF-y. Graf predstavlja srednjo
vrednost intenzitete fluorescence grancima B v odvisnosti od Stevila DC in pogojev zorenja

DC.
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Stabilne DC, ki proizvajajo velike koli¢ine IL-12, ki promovirajo Tyl odziv in, ki
promovirajo odziv citotoksi¢nih limfocitov T, imajo pomembne klini¢ne ucinke. Te DC
inducirajo terapevtski Tyl odziv in sproScanje velikih koli¢in grancima B citotoksi¢nih
limfocitov T pri raku. Dokazali smo, da z inhibicijo miozina II inducirane "™ 'DC, ki
proizvajajo velike koli¢ine IL-12, inducirajo produkcijo velikih koli¢in IFN-y tudi v
limfocitih raka jajénikov (slika 22), kar nakazuje njihov mocan terapevtski potencial kot

cepiva proti raku.

IFN-y

1,000 2,000 3,000
1 1 [

4
LPS+IFN-y (blebbistatin)— D 0.5x10" DC

H- B o0.125x10°DC

A dekeke
LPS (blebbistatin)!"
LPS+IFN-y (kontrola)-'_lll' -

LPS (kontrola)ﬂ -

Slika 22: Limfocite raka jajénikov smo vzpodbudili z razlicnimi DC. DC smo gojili iz

monocitov v prisotnosti IL-4 in GM-CSF in v odsotnosti ali prisotnosti blebbistatina.
Zorenje smo vzpodbudili z LPS + INF-y. Histogram predstavlja podatke kot srednjo

vrednost + standardna deviacija.

4.7 Stimulacijski potencial " 'DC pridobljenih iz monocitov,

izoliranih iz mikrookolja raka jaj¢nikov

Prisotnost IFN-y inducira produkcijo IL-12p70 v DC, pridobljenih iz monocitnih celic
izoliranih iz supresivnega rakavega mikrookolja, medtem ko odsotnost IFN-y ali prisotnost
PGE, tega ne povzroca (slika 23A- levo). Restimulacija s CD40L inducira nastajanje IL-
12p70 v DC, pridobljenih iz monocitov izoliranih iz supresivnega rakavega mikrookolja,

vendar je nastajanje IL-12p70 signifikantno vecje ob prisotnosti IFN-y, medtem ko, po
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pri¢akovanjih, nastajanja IL-12p70 ni ob prisotnosti PGE, (slika 23A- desno). "™ 'DC so
signifikantno bolj uéinkovite, pri indukciji izrazanja grancima B v celicah T CDS", v

primerjavi s kontrolnimi ali "“**DC (slika 23B).

A zorenje restimulacija s CD40L
IL-12p70 (pg/mL) IL-12p70 (pg/mL)
1 .(?00 2.900 3'0,00 290 4(?0 6?0
kontrola

ZDC "P(}E:2 ﬂ*ﬂ' I In
zDC-IFN-y

B

kontrola zDC-IFN-y zDC-PGE,
b < -
2 = =5
T IMFI=3348 by T iMFI=3376
O, heiiniL = o4 - vichgs |
g U : Ix g o ] g ~n 1 JENEe. il
1 'S 271 5 e =
S T Lz 2 T3 e 71 2k b
S FUUR N OE - S o] S
Eb '—. _..', a} '—] E] - _ '. -— -,
o 1 o 1 o 1 1 : .
9 TITWE] TTTWE] TI7 : r 9- = E- ‘ h
109 10" 102 10° 104 102 10" 10° 10° 10* 10° 10' 10° 10 104
CFSE -

Slika 23: Nastajanje IL-12p70 v kulturah iz celic CD14", ki smo jih izolirali iz ascitesa
raka jaj¢nikov in smo jim omogocili 48-urno zorenje (A- levo) ali smo jim omogocili 24-
urno restimulacijo s celicami J558, ki izrazajo CD40L (A- desno). Histogram predstavlja
podatke kot srednjo vrednost * standardna deviacija. (B) Stimulacija celic T CD8" s
kontrolnimi DC, "**DC ali "™7'DC (celice CD14" smo izolirali iz periferne krvi zdravih

darovalcev). Podatke smo pridobili iz 3 neodvisnih eksperimentov.
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4.8 Terapevtski potencial " 'DC: povecana citotoksi¢na funkcija celic

T CDS8" izoliranih iz mikrookolja raka jajénikov

Aktivacija celic T CD8" z "™7DC je sprozila izrazanje visokih vrednosti grancima B v
primerjavi z aktivacijo s proti-CD3/CD28 protitelesi ali "“**DC (slika 24). Celice T CD8"
aktivirane z ""DC v okolju raka jajénikov ali ob prisotnosti PGE; niso imele zmanjiane

produkcije grancima B (slika 24).

AMFTI grancima B
20 40 60 80 100
Il i L 'l J
ascites raka T ein /
jajénikov I -— il cL=Ccls
B I[FN-y zDC
PGE, - B PGE, zDC
kontrola I o
dedede

Slika 24: Proti-CD3/CD28 protitelesa in zrele DC, ki smo jih zorili v prisotnosti PGE, ali
IFN-y, smo uporabili za stimulacijo celic T CD8" + ascites raka jajénikov ali PGE,.
Stimulirane celice T CD8" z "™7'DC vzpodbudijo visoko izrazanje grancima B in
prepredijo zaviranje izrazanja grancima B v celicah T CDS8" s strani ascitesa raka jajénikov
ali PGE, v primerjavi s proti-CD3/CD28 protitelesi ali "“**DC. Histogram predstavlja

podatke kot srednjo vrednost + standardna deviacija.
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S RAZPRAVA

Za proliferacijo naivnih celic T CD8" in nastanek CTL so potrebni trije signali. V
diplomski nalogi smo se osredotocili na signal 3, ki ga omogocajo citokini. IL-12 zagotovi
signal 3 citotoksi¢nim limfocitom T, tako in vitro (142), kot tudi in vivo (143, 144). Signal
3 zagotovi masivno klonsko ekspanzijo celic T CDS8", razvoj njihovih efektorskih funkcij
in vzpostavitev dolgo zivece spominske populacije. Tako smo dokazali in potrdili, da IL-
12 presega zaviralne ucinke okolja raka jajénikov ali PGE, na imunski odziv in povrne

citoliti¢no funkcijo celic T CD8" s tem, da povrne izrazanje grancima B.

Tumorsko okolje raka jajénikov lahko zavira imunski odziv celic T CD8" prek vseh treh
signalov. Z nastajanjem topnih dejavnikov, kot so IL-10, TGF-§3, VEGF (140, 141), PGE,

in drugih, vpliva na signal 3 in deluje zaviralno na imunski odziv.

PGE, je kljuen naravni varovalni element, ki omejuje imunsko hiperaktivacijo in
prepreCuje samounicenje zdravega, zdravljenega ali razvijajoCega tkiva. Vendar pa je
PGE, eden glavnih krivcev za imunsko disfunkcijo pri raku, kroni¢nem vnetju in kroni¢nih
infekcijah. Izakazalo se je, da je PGE; najbolj pomemben dejavnik v tumorskem okolju, ki
zavira citoliti¢ne funkcije celic T CD8" in povzro¢a napredovanje tumorja. Ugotovili smo,
da zaviranje poteka preko EP2 receptorja. Preko omenjenega receptorja deluje kot agonist.
PGE; ima velik vpliv na imunske celice v tumorju, kot je inhibicija funkcij APC (145),
spreminjanje ravnotezja IL-10 in IL-12 (146) in promoviranje zaviranja efektorskih celic.
Rezultati v diplomski nalogi predstavljajo, da mikrookolju raka jajénikov primanjkuje
provnetnih signalov in prevladuje protivnetno okolje, ki ga nadzira PGE,. PGE, zmanjSuje
produkcijo IL-12 v DC in tako vodi razvoj celic T CD4" v Ty2 namesto v Ty1 imunski
odziv. Poleg tega, pod vplivom PGE, nastajajo T, iz celic T in tudi preusmeri razvoj DC

v MDSC. Z dodatkom COX1/2 in COX2 inhibitorjev zmanjSamo zaviralne uc¢inke PGE,.

Za preseganje zaviralnih uéinkov PGE, se kaze bistvena tudi prisotnost IL-12, in sicer
dodatek eksogenega IL-12, kot tudi IL-12 "™7'DC. IL-12 preseze zaviralne udinke
tumorskega okolja in povrne citoliti¢no funkcijo celic T CD8". Rezultati diplomske naloge
so pokazali, da lahko na razli¢ne naine zagotovimo nastajanje IL-12 v zrelih DC. To

lahko dosezemo preko inhibicije miozina II in preko inhibicije ROCK (manjse koli¢ine IL-
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12 kot pri inhibiciji miozina II) tekom diferenciacije DC. Vendar ob prisotnosti PGE,
omenjena nacina nista ucinkovita, ker slednji presega njuna ucinka. Lahko pa ob
prisotnosti PGE; z inhibicijo COX2 dosezemo, da zrele DC proizvajajo IL-12. Vsekakor je
za nastajanje IL-12 v DC najpomembnejsi dejavnik IFN-y. Tako je ob ustrezni adheziji
tekom diferenciacije DC (inhibicija miozina II) in dodatku IFN-y tekom zorenja DC Se
povecano nastajanje IL-12 v DC. IL-12 je torej sposoben povrniti citoliti€no funkcijo celic

T CDS8" in vodi razvoj celic T CD4" v Ty 1 imunski odziv, ki promovira zavrnitev tumorja

(147, 148).

Lastnosti DC oblikujejo torej po eni strani signali topnih dejavnikov v okolju, ki vplivajo
na sam nastanek in zorenje DC, hkrati pa tudi morfoloske spremembe, ki spremljajo ta
razvoj. V diplomski nalogi prikazujemo, da miozin II povezuje prirojeno in pridobljeno
imunost z oblikovanjem signala 3. Vpliv na signal 3 preko miozina II je povezan z
adhezijo v zgodnjih fazah razvoja DC, tj. pri diferenciaciji DC. Signal 3 namre¢ sestavljajo
signali citokinov, ki jih proizvajajo DC, in vpliva na razvoj in aktivacijo posamezne vrste
celic T. Miozin II regulira produkcijo IL-12 v DC in s tem oblikuje imunski odziv Ty celic

ter limfocitov T CD8".

Adhezija in migracija celic uravnavata aktomiozinske morfoloske spremembe ter
citoskeletno preoblikovanje in sta neposredno povezani s signali dejavnikov v okolju
(citokini, mikrobi, itd.), ki jih tekom svojega razvoja prejmejo DC. Monociti migrirajo ¢ez
endotelij v smeri lumna. Izpostavljenost monocitov endoteliju pri tej migraciji je klju¢nega
pomena za diferenciacijo v DC (149). Monociti kontinuirano migrirajo iz krvi v periferna
tkiva z uporabo (3, integrinov (CD18) (150) in CD31 (151). Z rezultati diplomske naloge
smo potrdili, da pri migraciji monocitov in nezrelih DC poteka pritrjevanje prav z uporabo
[, integrinov. V nasprotni smeri pa transmigrirajo skozi endotelij preko funkcionalnega P-
glikoproteina (MDR-1) (152). Nasprotno transmigrirajoce celice lahko pozneje z ustrezno
stimulacijo dozorijo v DC. Medtem ko so stimulacijski dejavniki, ki so potrebni za zorenje
DC, v veliki meri raziskani, pa je vpliv adhezijskih signalov tekom procesa transmigracije
monocitov za razvoj DC nepoznan. Nedavne objave poudarjajo pomembnost signalov, ki
izvirajo iz citoskeletnega preoblikovanja, za kasnejSo lastnost DC na razvoj celic Ty1, Ty2
ali Ty17. Rezultati v diplomski nalogi kaZejo pomembnost pritrjevanja monocitov preko
integrinov (3, tekom diferenciacije DC. Monociti in nezrele DC se na plastiko pritrjujejo s

podosomi preko Mac-1 integrinskega receptorja. Odsotnost pritrjevanja, ki je bila
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posledica prisotnosti PGE;, je povzrocila pomanjkanje produkcije IL-12 v DC. PGE; in
cAMP inducirata motnjo citoskeletne dinamike posredovano z raztapljanjem podosomov
in struktur fokalnih adhezij (127). Dodatek PGE, zmanjsa tudi produkcijo IL-12 DC, ki
zorijo v prisotnosti [FN-y, in sicer le na plos¢ah prekritih s polistirenom ali ICAM-1. To je
dokaz, da PGE, preprecuje pritrjevanje preko 3, integrinskega receptorja, saj se podosomi
adherirajo na ICAM-1 preko CDI18. Proces pritrjevanja pa je kljuen le tekom
diferenciacije DC, saj pritrjevanje med zorenjem nima vpliva na lastnost DC, katere so

imele nemoteno pritrjevanje tekom diferenciacije.

Citoskeletno preoblikovanje ima torej velik vpliv na to, kaksne citokine bodo proizvajale
DC. Ti citokini nadalje vplivajo na razvoj T celi¢nega odziva, ki gre lahko v Ty1, Ty2 ali
Ty17 imunski odziv ali pa vodi v razvoj Ty, ki zavirajo imunski odziv. Vnetje in rak
preko sprememb v izrazanju adhezijskih molekul ter preoblikovanja strukture
zunajceli¢nega matriksa vplivata na citoskeletno preoblikovanje. Rezultati v diplomski
nalogi kazejo, da pomembno vlogo pri tem procesu igra tudi molekula, ki je pogosto
prisotna v povecCanih koli¢inah pri raku, in sicer PGE,. Za PGE; je bilo pokazano, da
raztaplja podosome in povzro¢a odsotnost adhezije. Tvorbo PGE, lahko zaviramo z
dodatkom COX1/2 ali COX2 inhibitorja. Na adhezijo in za nas ustrezno citoskeletno
preoblikovanje lahko vplivamo tudi s specificnimi zaviralci signalizacijskih poti, ki so
vklju¢ene v proces adhezije, kot je inhibitor miozina II, blebbistatin. Blebbistatin preko
inhibicije miozina II uravnava adhezijo. Njegovo delovanje spreminja PGE,. Dodatek
COX1/2 ali COX2 inhibitorja ob prisotnosti blebbistatina sinergisti¢no poveca produkcijo
IL-12 ™'DC.

IL-12 preko povedane produkcije IFN-y celic T CD4" in povedanega Tyl imunskega
odziva posredno in hkrati neposredno povrne citotoksi¢nost celic T CDS". Rezultati v
diplomski nalogi kaZejo, da rakavo okolje in PGE, zavirata izloCanje grancima B in
povzro&ata zmanjsanje ali odsotnost citotoksi¢nosti celic T CDS8". IL-12, ki ga izlo¢ajo DC
zmanjSa zaviralne u¢inke PGE, in rakavega okolja in povrne izlo¢anje grancima B celic T
CDS8". Enak u¢inek ima tudi IFN-y Ty1 celic, ki poveda izrazanje grancima B. Bistvena je
povezava med IL-12 in IFN-y, saj prisotnost IFN-y pri zorenju DC poveca produkcijo IL-
12 DC in IL-12 inducira produkcijo IFN-y ter tako tvorita pozitivno povratno zanko, ki

omogoca protitumorsko imunost.
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Rezultati diplomske naloge kazejo velik potencial cepiv na osnovi DC, ki izlo¢ajo visoke
koli¢ine IL-12, pri pacientkah z rakom jajénikov. To lahko pripiSemo ucinkom IL-12, da
zvisa citolitiéno delovanje celic T CD8", ki ga zniza rakavo okolje. Rak jajénikov je oblika
raka, ki izkazuje izrazit pomen imunske komponente pri napredovanju bolezni, zato lahko
sklepamo, da ima povrnitev citoliti¢ne funkcije celic T CD8" s signaliziranjem preko IL-12
bistven vpliv na regresijo bolezni, kar bodo pokazale klini¢ne Studije. Pomembno je, da se
zavedamo pomena socasnega zaviranja raznih dejavnikov rakavega okolja, kot je PGE,, ki
ocitno zavirajo ucinke celi¢nih terapij in pri nacrtovanju bodoc¢ih cepiv vklju¢imo obe

komponenti protitumorske terapije.

Poleg tega rezultati diplomske naloge kazejo na pomen regulacije procesa adhezije za
optimiranje cepiv na osnovi DC kot protitumorske terapije. Predstavljeni rezultati kazejo
na pomembnost vpletenosti adhezije/migracije mieloidnih prekurzorskih celic na kasnejSo
produkcijo citokinov razvitih in zrelih DC. Prilagajanje adhezije/migracije je pomembno
predvsem v zacetnih fazah razvoja DC. Nadaljnje Studije bodo pojasnile mehanizme
signaliziranja pri citoskeletnem preoblikovanju med razvojem DC in s tem njihov vpliv na
signal 3. Le-ta je bistven za regulacijo imunskih odzivov, s katerimi lahko zdravimo raka,

infekcije, alergije ali avtoimunske bolezni.
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6 SKLEP

S pridobljenimi rezultati smo potrdili naSo hipotezo, da adhezija med diferenciacijo DC
vpliva na proizvajanje IL-12, medtem ko se je izkazalo, da adhezija kasneje pri zorenju DC
nima pomembnega vpliva na produkcijo IL-12. Adhezija in transendotelijski prehod sta
bistvena pri migraciji monocitov in nezrelth DC v tkiva in bezgavke tekom procesa

diferenciacije in zorenja.

Hkrati smo potrdili hipotezo, da miozin II vpliva na adhezijo/odlepljanje in proces
aktomiozinske signalizacije za produkcijo IL-12 DC. Z dodatkom blebbistatina, ki je
inhibitor miozina II, smo regulirali adhezijo/odlepljanje DC in posledi¢no proizvajanje IL-
12. Vpliv blebbistatina je bil specifi¢en za IL-12 in ni imel znacilnega vpliva na IL-10.
Poleg tega smo Se pokazali, da je za produkcijo IL-12 kljucen integrin ., medtem ko

integrin ; nima podobne funkcije.

Z rezultati smo dokazali, da IFN-y in PGE, vplivata na adhezijo/odlepljanje preko miozina
II. Za PGE, je znacilno raztapljanje podosomov, in sicer preko integrina ,, kar se je
izkazalo ob dodatku PGE, "™ 'DC na ploscah prekritih z ICAM-1. PGE, deluje preko
miozina II in izni¢i uCinke blebbistatina ter preko teh signalizacijskih poti zmanjSuje
produkcijo IL-12 DC. Mehanizmi, preko katerih deluje PGE,, nasprotujejo u¢inkom IFN-

v, kar potrjuje, da je njuno delovanje povezano z regulacijo miozina II.

Za zakljuc¢ek lahko povzamemo, da inhibicija miozina II v diferencirajo¢ih monocitih
moéno poveda sposobnost " 'DC, da stabilno proizvajajo velike koli¢ine IL-12, zato bi
lahko bile primerne kot celi¢na cepiva za terapevtske namene v primerih, ko je imunski

odziv zavrt, in sicer pri rakavih obolenjih.
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