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1. Uvod

1.1. Alogenic¢na transplantacija mati¢nih stanica koStane srzi

Pluripotentne hematopoetske mati¢ne stanice imaju sposobnost ponovne uspostave
funkcije hematopoetskog sustava ukoliko se transfundiraju nakon mijeloablativne
terapije.l Iako su pocetkom 50-tih objavljene prve pretklinicke studije koje su pokazale
da je eksperimentalne Zivotinje moguce zastititi od letalnog oSteCenja koStane srzi
izazvanog zradenjem ukoliko im se transfundiraju stanice koStane srZi zdrave Zivotinje™”,
tek je 1968. godine transplantacija alogeni¢nih hematopoetskih stanica koStane srzi bila
prvi put uspjeno koristena u lijeenju bolesnika s imunodeficijencijom.*” Ubrzo potom
je udinjena i prva uspje¥na transplantacija u bolesnika s aplastiénom anemijom.® Veé
1956. godine eksperimentalni radovi jasno su ukazali da transplantirane hematopoetske
mati¢ne stanice posjeduju terapijski potencijal; u Zivotinja koje su imale leukemiju
zabiljeZeno je bolje preZivljenje nakon ozracenja i transplantacije alogeni¢ne koStane srzi
u usporedbi s transplantacijom singeni¢ne kostane srzi.”® Temeljem tih pokazatelja
postavljena je hipoteza kako transplantat ima antileukemijski potencijal, Sto je pokrenulo
eksperimentalnu transplantaciju maticnih stanica koStane srZi u oboljelih od leukemije
desetak godina kasnije.9 Prva veca studija objavljena 1977. godine ukljucivala je rezultate
100 bolesnika transplantiranih u terminalnoj fazi leukemije 1 potvrdila antileukemijski
uéinak presadenih alogenih mati¢nih stanica.'’ Danas je transplantacija alogeni¢nih
mati¢nih stanica uvrijeZena metoda lijeCenja mnogih malignih i nemalignih hematoloSkih
oboljenja, a u posljednje vrijeme sve je Sira upotreba transplantacije i u lijeCenju
autoimunih bolesti, nasljednih metabolickih deficijencija i drugih oboljenja. Cilj lijeCenja
nasljednih metabolickih bolesti 1 imunodeficijencija te aplazije koStane srzi
transplantacijom jest zamijeniti nedostatnu ili promijenjenu hematopoezu onom od
zdravog davatelja. U lijecenju zloc¢udnih oboljenja transfuzija mati¢nih stanica
omogucuje primjenu visokih doza citotoksi¢nih lijekova 1 zraCenja (odnosno
mijeloablativnu terapiju). Tim se postupkom uniStava maligna bolest, nakon ¢ega infuzija
davateljevih mati¢nih stanica omogucava ponovnu uspostavu funkcije krvotvornog

sustava. MatiCne stanice ne posjeduju samo sposobnost uspostave funkcije krvotvornog



sustava, ve¢ imaju neposredni antileukemijski ucinak koji se naziva ucinkom
transplantata protiv leukemije (GVL prema engl. graft-versus-leukemia effect).
1.1.1. Tkivna snoSljivost

Geni koji kodiraju antigene glavnog sustava tkivne snoSljivosti, MHC (prema engl. major
histocompatibility complex), odnosno u ljudi HLA (prema engl. human leucocyte
antigen) antigene nalaze se na kratkom kraku kromosoma 6 i sastoje od tri klase, od cega
su za transplantacijsku imunologiju zanimljive razred I 1 razred 1I. Antigene razreda I,
odnosno razreda Ia vaznih u transplantacijskoj imunologiji kodiraju visoko polimorfni
geni HLA-A, -B, i -C, dok razred II ¢ine HLA-DP, -DQ, i -DR."' Molekule razreda Ia
prisutne su na svim stanicama s jezgrom i trombocitima te predocuju peptide porijeklom
iz citosola i jezgre CD8" T limfocitima, dok su molekule razreda II prisutne samo na B
limfocitima, monocitima, endotelnim stanicama, aktiviranim T limfocitima, dendritickim
stanicama i makrofazima.'? Molekule razreda II predocuju peptide CD4* T limfocitima.
Osim jakih (major) antigena sustava tkivne snosljivosti, postoji i sustav slabih (minor H,
mHAg) antigena; oni predstavljaju bjelancevine nastale izrazajem polimorfnih gena koji
se razlikuju 1 u pojedinaca koji su identi¢ni u MHC sustavu, i predstavljaju antigene koje
T limfociti prisutni u transplantatu prepoznaju kao «strane» te zapocCinju reakciju
transplantata protiv primatelja (GVH prema engl. graft-versus-host), odnosno antigene
koji zapoginju reakciju odbacivanja kod transplantacije solidnih organa.'’ Trenutno ne
postoji metoda rutinskog tipiziranja minor antigena.

Transplantacija mati¢nih stanica moZe biti autologna (koja nije predmet ovog
istrazivanja), singenic¢na i alogeni¢na. U singeni¢noj transplantaciji davatelj i primatelj su
potpuno podudarni u svim antigenima tkivne snoSljivosti, Sto zadovoljavaju samo
jednojajcani blizanci. U alogeni¢noj transplantaciji postoji podudarnost u jakim (major)
ali ne i slabim (minor) antigenima tkivne snoSljivosti. Srodni davatelji dijele neke
antigene minor sustava, dok nesrodni davatelji ne dijele tkivne antigene u minor sustavu.
Danas je, zahvaljujuci sve vec¢em broju dobrovoljnih davatelja u nacionalnim registrima, i
sve Sira upotreba nesrodnih davatelja; prema podacima Medunarodne organizacije za
istrazivanje transplantacije kosStane srzi (CIBMTR prema engl. Center for International
Bone Marrow Transplant Research) gotovo polovica transplantacija prijavljenjih toj

organizaciji u 2006. bila je od nesrodnih davatelja (podaci dostupni na www.cibmtr.org).



Kod tipizacije srodnika uobicajeno je traziti davatelja koji je podudaran u 6/6 lokusa
(odnosno HLA-A, -B i DR). Zahvaljuju¢i cinjenici da se HLA geni nasljeduju u
haplotipu 1 da je krizna preuredba kromosoma u toj regiji rijetka, tipizacijom 6 lokusa
moguce je ustvrdti da su dva srodnika potpuno podudarna. U slu¢aju nesrodnog davatelja
potrebna je podudarnost u 10/10 lokusa (HLA-A, -B, -C, -DRB1, i -DQB1). Uz nove, sve
djelotvornije imunosupresivne lijekove moguce je provesti lijeCenje transplantacijom i
kada se transplantirane stanice davatelja razlikuju od primatelja u 1 do 2 lokusa, ili
koristiti stanice haploidenti¢nog davatelja (naj¢eS¢e majka, otac, brat ili sestra).
Transplantacija od nepodudarnog davatelja nosi povecani rizik od odbacivanja i od
povecane ucestalosti i teZine bolesti transplantata protiv primatelja (GVHD prema engl.
graft-versus-host disease). U klinickoj se praksi provodi lijeenje transplantacijom od
podudarnog srodnog ili nesrodnog davatelja, dok se one od nepodudarnog davatelja rade
samo u visoko specijaliziranim centrima.
1.1.2. Bolest transplantata protiv primatelja (GVHD)

Razlog zbog cega je proteklo viSe od 15 godina od pocetka alogeni¢ne transplantacije na
laboratorijskim miSevima do uspjeSne transplantacije ljudi jest osnovna komplikacija
metode a to je bolest transplantata protiv primatelja, GVHD. Ve¢ su rani pokusi na
Zivotinjama pokazali da transplantacije koStane srzi od miSeva drugog soja izaziva
sindrom propadanja («runting syndrome»)”*, odnosno GVHD. Prepoznato je da se radi o
imunolo$koj reakciji u kojoj imunokompetentni T limfociti koji se nalaze u transplantatu
prepoznaju antigene tkivne snosljivosti predocnih stanica kao tude 1 zapocinju
imunolosku reakciju. Ubrzo potom ucinjeni su i prvi pokusi koji su pokazali povoljan

14-16 _ -
, a ista

ucinak kombinacije ciklosporina 1 metotreksata u prevenciji razvoja GVHD
kombinacija lijekova i danas je najSire primjenjivana profilakti¢ka terapija. Usprkos tome
GVHD ostaje najznaajnija komplikacija lijeCenja alogeni¢nom transplantacijom, i
najces¢i je uzrok smrtnosti nakon transplantacije.

Klinicki se GVHD ocituje kao akutni i kroni¢ni oblik. Akutni GVHD se razvija brzo
nakon transplantacije, dok se kronicni oblik javlja obi¢no nakon 100. dana iza
transplantacije (iako se u posljednje vrijeme sve viSe odustaje od kronoloske razdiobe a

sve se veca vaznost pridaje klinickoj slici). Akutni GVHD razvija se u oko 35-40%



alogeni¢no transplantiranih osoba, od Cega oko 15% razvije teski, smrtonosni oblik.

Ucestalost GVHD nakon nesrodne transplantacije je veéa i iznosi 50-70%.""'8

1.1.3. Patofiziologija GVHD

Ve¢ je 1966. godine Billingham formulirao tri preduvjeta za razvoj GVHD: 1.
transplantat mora sadrZavati imunokompetentne stanice; 2. primatelj mora biti
nesposoban za odbacivanje transplantata i 3. primatelj mora izraZavati tkivne antigene
koji nisu prisutni u davatelja a koji ¢e tako biti prepoznati kao «strani».'” Danas se zna da
su zreli T limfociti te imunokompetentne stanice koje ispunjavaju prvi preduvjet®, i da
postoji korelacija izmedu tezine GVHD i broja T limfocita prisutnim u transplantatu.?'
Drugi uvjet za razvoj GVHD je nesposobnost primatelja da odbaci transplantat, odnosno
imunokompromitirano stanje primatelja. Taj je uvjet zadovoljen kod svih koji primaju
transplantat nakon mijeloablativne terapije radi zlocudne bolesti, te u bolesnika koji u
pripremi za lijeenje transplantacijom primaju anti-timocitni globulin. Tre¢i preduvijet je
zadovoljen uvijek, osim kod singeni¢ne transplantacije. lako u alogeni¢ne transplantacije
postoji potpuna podudarnost u HLA sustavu, razlike u minor (mHAg) sustavu su
dovoljne za pocetak reakcije. One su izraZenije kod nesrodnih transplantacija, Sto
objasnjava i vec¢u ucestalost GVHD u tako lijecenih bolesnika.

Suvremeni pristup razmatranju patofiziologije nastanka GVHD polazi od modela koji
navodi tri potrebna koraka («three step model»)*: 1) oStecenje tkiva primatelja
zracenjem i/ili kemoterapijom tijekom kondicioniranja prije transplantacije; 2) aktivacija
davateljevih T limfocita i klonalna ekspanzija i 3) stani¢ni i upalni ¢imbenici. Tijekom
pripreme za transplantaciju dolazi do oSte€enja tkiva primatelja te pojacanog lucenja
upalnih citokina kao $to su ¢imbenik tumorske nekroze alfa (TNFo prema engl. tumor
necrosis factor alpha) 1 interleukin 1 (IL-1). Ovi citokini imaju sposobnost povecanja
izrazaja MHC antigena 1 kostimuliraju¢ih molekula na antigen predo¢nim stanicama
(APC prema engl. antigen presenting cells) te tako poticu prepoznavanje primateljevih
aloantigena od strane davateljevih T limfocita. Upalni citokini takoder stimuliraju
otpuStanje kemokina koje privlace davateljeve T limfocite u ciljne organe. Tijekom
drugog koraka primateljeve APC predoCuju aloantigen (unutar HLA molekule)

davateljevim T limfocitima. Kostimulatorne molekule koje izrazavaju nuzne su za



aktivaciju T limfocita, a ti signali dalje aktiviraju APC, koje opet aktiviraju daljnje T
limfocite te dolazi do stani¢ne proliferacije i otpustanja citokina. NajvaZzniji su interleukin
2 (IL-2) koji potice ekspanziju T stani¢nog klona i potiCe stvaranje citotoksi¢nih T
limfocita, te interferon gama (IFNY) koji ima mnogo ucinaka, ukljucujuci poticanje
stvaranja TNFa i IL-1 od strane mononuklearnih fagocita. Tijekom tre¢eg koraka
mononuklearne fagocite i neutrofile poti¢u medijatori kao Sto su lipopolisaharidi (LPS).
Oni u krvotok ulaze kroz oSte¢enja crijevne mukoze nastala zraenjem (korak 1),
nakupljaju se u ciljnim organima te uz citotoksi¢ne T limfocite uzrokuju ostecenja ciljnih
organa. lako su sva tri koraka bitna, naglaSava se upravo vaznost drugog koraka odnosno
aktivacije T limfocita od strane APC u nastanku GVHD. Naime, iako citokini pruZaju
dodatan stimulus i poti¢u upalna dogadanja te su vazni u konac¢nom oSte¢enju organa,
pojedina¢no blokiranje djelovanja pojedinih citokina nije dovelo kontrole odnosno
prestanka GVHD kao niti do smanjenja oStecenja, ukoliko su prisutni stani¢ni elementi
kao Sto su citotoksi¢ni T limfociti. Kondicioniranje takoder nije nuZno, dokaz za to je
posttransfuzijski GVHD za razvoj kojega nije potrebno oStec¢enje tkiva primatelja. Iako
nije bez zamjerki, ovaj model svakako nudi bolji uvid u komplicirani slijed dogadaja
tijekom razvoja GVHD.

1.1.4. Ciljni organi

Najcesc¢e zahvaceni ciljni organi su koza, jetra i crijeva, a sve je viSe naznaka o

3 Bolest koze se obino otituje

promjenama koje zahvadaju i diSni sustav.”
makulopapuloznim osipom koji tipi¢no isprva zahvaca kozu dlanova i tabana, a moze
progredirati do deskvamacije velikih povrSina koZe. Za postavljanje dijagnoze GVHD
koZze neophodno je uciniti histopatolosku evaluaciju promjena. HistopatoloSke
karakteristike GVHD koze su egzocitoza limfocita i njihovo nakupljanje uzduz
epidermalno dermalne granice, deplecija Langerhansovih stanica, satelitsko nakupljanje
limfocita oko diskeratoti¢nih epidermalnih keratinocita, vakuolarna degeneracija uzduz
bazalnog sloja, intracelularni edem, nekroza bazalnog sloja, akantoliza 1 epidemoliza.
Ove promjene nisu uvijek patognomonic¢ne za GVHD.

U jetri su nekrotickim promjenama zahvaceni mali Zu¢ni vodovi a bolest se u

prvom redu ocituje povecanjem serumske razine bilirubina 1 alkalne fosfataze, a zatim 1

povecanjem serumske razine alanin aminotransferaze i1 aspartat aminotransferaze te



gama-glutamil transferaze. Histopatoloske promjene ukljucuju limfocitnu infiltraciju i
osSte¢enje malih Zu¢nih vodova sa nuklearnim polimorfizmom i odumiranjem pojedinih
stanice epitelnog sloja.

Bolest crijeva ocituje se pojavom proljevastih stolica i gréevima, a progresijom
bolesti moze se razviti ileus i toksicni megakolon. Volumen stolica moZe dosti¢i i do 10
litara dnevno i u takvoj je situaciji teSko odrzavati adekvatnu ravnotezu tekucina i
elektrolita u tijelu. Bolest crijeva je vjerojatno najozbiljnija i ¢esto ne odgovara dobro na
terapiju. MozZe zahvatiti bilo koji dio probavne cijevi. Endoskopski pregled otkriva cijelu
lepezu mogucih nalaza, od normalnog nalaza do opseznog edema, defekata mukoze i
difuznog krvarenja uzduz gastrointestinalnog sustava. Histoloski pregled otkriva stani¢nu
nekrozu unutar kripti i odumiranje pojednih epitelnih stanica.

GVHD je najvaznija komplikacija transplantacije 1 uz infekcije najces¢i uzrok
smrtnosti nakon transplantacije. Stoga je kod bolesnika koje lije¢imo alogeni¢nom
transplantacijom  standardni  pristup  prevencija pojave GVHD  primjenom
imunosupresivnih lijekova, najeS¢e kombinacijom metotreksata 1 ciklosporina. U
bolesnika s klinicnom slikom GVHD u prvoj liniji terapije koriste se kortikosteroidi, dok
se u drugoj liniji primjenjuju anti-timocitni globulini, ciklosporin te drugi
imunosupresivni lijekovi.

1.1.5. Ucinak transplantata protiv leukemije (GVL) i davateljeve limfocitne
infuzije (DLI, prema engl. donor lymphocyte infusion)

Relativno rano je uoden antileukemijski potencijal’ transplantiranih hematopoetskih
stanica, no vaznost tog u¢inka u samim pocecima nije bila dovoljno prepoznata. Dugo
vremena se vece znacenje pridavalo pripremi za transplantaciju tj. intenzitetu pripreme
ozracenjem 1 kemoterapijom, dok je alogeni¢ni transplantat predstavljao izvor
hematopoetskih stanica iz kojih ¢e nastati nova hematopoeza. Pocetkom 1980-tih sukpina
iz Seattlea objavila je dva rada, rezultat sistematske analize dosadaSnjih transplantacija, te
pokazali kako transplantirani bolesnici u kojih je zabiljezen GVHD imaju manju

incidenciju povrata bolesti nego oni bez GVHD.***

Konacna potvrda tih rezultata dosla
je 1990. godine kada je ucinjena retrospektivna analiza svih transplantacija prijavljenih u
Medunarodni registar za transplantaciju kostane srzi (IBMTR prema engl. International

Bone Marrow Transplantat Registry) koja je pokazala kako alogeni¢ni T limfociti imaju



antitumorski ucinak, odnosno da se deplecijom T limfocita iz transplantata povecava rizik

ponovne pojave leukemije dok se pojavom GVHD taj rizik smanjuje (slika 1).%
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Slika 1. Vjerojatnost povrata osnovne bolesti nakon transplantacije kostene srZi zbog leukemije
u ranoj fazi bolesti ovisno o transplantatu i razvoju GVHD (iz reference 26).

Kona¢nu potvrdu i najopipljiviji dokaz postojanja GVL ucinka posredovanog T
limfocitima pruZio je Hans-Jochem Kolb koji je 1990. godine objavio uspjes$ne rezultate
u lijecenju hematoloSkog povrata bolesti nakon transplantacije u tri oboljela od kroni¢ne
mijeloi¢ne leukemije (KML) terapijom interferonom alfa i infuzijom izdvojenih stanica
periferne krvi davatelja (sloj izdvojenih stanica koji sadrzi leukocite i trombocite, «buffy
coat»).27

Rezultati retrospektivne Europske grupe za lijeCenje transplantacijom (EBMTG prema
engl. European Blood and Marrow Transplant Group) potvrdili su u¢inkovitost DLI u
terapiji ponovne pojave KML.”** Djelotvornost DLI nije se pokazala toliko velika u
terapiji drugih vrsta hematoloskih malignih oboljenja. Tako se u bolesnika s KML
remisija bolesti nakon DLI postize u 70.5% slucajeva, dok se u bolesnika s akutnom
limfoblastiénom leukemijom (ALL) isto postize u tek 15% slucajeva. Ucinkovitost ovisi
ne samo o vrsti zlo¢udne bolesti ve¢ i o veliCini tumorske mase: bolesnici u kojih je
zabiljezen citogenetski povrat bolesti najbolje su odgovorili na terapiju, u ¢ak 80%
sluCajeva postignuta je kompletna remisija. Postotak postignutih kompletnih remisija u
bolesnika s hematoloSkim relapsom je neSto manji, ali sasvim prihvatiljiv (77%). Od

bolesnika koji su imali blasti¢nu transformaciju tek je 36% zabiljezilo kompletnu



remisiju kao odgovor na primjenu DLI*’ Ipak, vrijedi spomenuti kako je jedna od prvih
DLI infuzija primjenjena u terapiji relapsa ALL kod djeteta i da je postignuta dugotrajna

... . 3031
remisija bolesti.*”

Jedan od predmnijevanih razloga zaSto je DLI toliko uspjeSan u
oboljelih od KML a manje uspjeSan u drugih zlo¢udnih tumora jest €injenica da se iz
malignog klona KML-e mogu razviti dendriticke stanice’ sposobne za predoenje
antigena, koje tako pojacavaju aktivaciju adoptivno prenesenih T limfocita.

Svakako je pokazani antileukemijski potencijal davateljevih limfocita pomogao
pomicanju paradigme transplantacije maticnih hematopoetskih stanica. Danas se postiZe
jednak antileukemijski ucinak koriStenjem manje intenzivnih protokola kondicioniranja,
tzv. nemijeloablativnim protokolima. Cilj ovakve pripreme je posti¢i dostatnu
imunosupresiju  primatelja kako be se prihvatile transplantirane alogeni¢ne
hematopoetske stanice. Transplantacijom se uz mati¢ne stanice presaduju i T limfociti
koji posreduju i poticu GVL ucinak. Takvom se transplantacijom u vecine bolesnika
postize mijeSani kimerizam, odnosno stanje u kojem su prisutne i davateljeve i
primateljeve stanice u koStanoj srzi. Nakon postizanja medusobne tolerancije naknadno
se dodaju davateljevi limfociti s ciljem da se postigne potpuni davateljev kimerizam
(potreban za eradikaciju maligne bolesti). Ovakim pristupom se smanjuje toksicnost
lijecenja, te se on osobito primjenjuje u oboljelih starije Zivotne dobi, kao u bolesnika
koji, zbog postojanja odredenih komorbiditeta, ne bi mogli podnijeti mijeloablativnu
pripremu.

Ovakvo razmiSljanje otvorilo je vrata i potencijalnoj Siroj upotrebi metode u lijecenju
oboljelih od solidnih tumora, genetskih ili autoimunih oboljenja koji bi mogli imati
koristi od transplantacije mati¢nih stanica i alogeni¢ne adoptivne terapije. Svakako je cilj
kojem svi tezimo razdvojiti GVL odnosno Sire ucinak transplantata protiv tumora (GVT
prema engl. graft-versus-tumor effect) od GVHD kako bi metoda postala sigurnija, i

nosila Sto manje komplikacija.

1.2. Antigen predoc¢ne stanice (APC)

Antigen predoCne stanice su visoko specijalizirane stanice koje mogu procesuirati

antigene 1 iskazati njihove peptidne fragmente na povrSini stanice zajedno s molekulama
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koje su potrebe za aktivaciju T limfocita. Najvaznije APC su dendriticke stanice,
makrofazi i B stanice.'?

Iako su dendriticke stanice prvi puta morfoloski opisane od strane Paula Langerhansa,
termin «dendritiCke stanice» iskovan je tek 1973. od strane Ralpha Steinmana koji ih je
prvi opisao™ i zapo&eo eru njihove karakterizacije. Dendriti¢ke stanice (DC prema engl.
dendritic cells) su najucinkovitije APC, jedine imaju sposobnost ucinkovite aktivacije
naivnih T limfocita, posjeduju visoku sposobnost endocitoze, ucinkovit sustav
procesuiranja 1 predoCavanja antigena, a pokazuju 1 visok izrazaj T stani¢nih

kostimulatornih molekula.**

Neophodne su u aktivaciji imunih odgovora, kao i
induciranju periferne tolerancije; u odsustvu upalnih podrazaja one kontinuirano
procesuiraju antigene prisutne u periferiji te ih predstavljaju T limfocitima bez prisutnih
kostimulatornih molekula, ¢ime se inducira anergija odnosno delecija T stani¢nih
klonova koje imaju sposobnost reakcije na antigene prisutne u organizmu.” DC, kojih
ima relativno malo u perifernim tkivima, izrazito su osjetljive na «signal opasnosti» koji
se javlja nakon ozljede tkiva. U odgovoru na upalne citokine koji se stvaraju u takvoj
situaciji DC prolaze proces sazrijevanja koji ukljuuje smanjenje sposobnosti prihvacanja
novih antigena, povecan izrazaj MHC i kostimulatornih molekula, te promijenjen izrazaj
adhezijskih molekula ili receptora za kemokine, ¢ime se omogucava njihova migracija
prema limfoidnim organima gdje predoCuju antigene. Kao izrazito bitna molekula za
migraciju DC prema limfnim ¢vorovima, kako u normalnim uvjetima tako i tijekom
upale, pokazala se molekula kemokinskog receptora 7 (CCR7 prema engl. chemokine
receptor 7).°°® Relativno maleni broj ovih stanica u cirkulaciji ne umanjuje njihovu
vaznost: jedna DC moZe dnevno aktivirati odnosno do¢i u kontakt sa do 10 000 T
limfocita.*® Osim toga, u posljednje vrijeme postoje dokazi koji govore u prilog tvrdnji da
put DC iz perifernih tkiva ne zavrSava u regionalnim limfnim ¢vorovima, kao $to se
nekad mislilo. Barem su dvije studije pokazale kako se periferno primjenjene oznacene
DC mogu na¢i u tkivu slezene i koStanoj srzi, Sto govori u prilog njihove diseminacije
krvlju nakon 3to produ kroz limfni &vor.***!

Ve¢ je naglaseno kako DC igraju klju¢nu ulogu u prepoznavanju infekcije (signala
opasnosti) i zapo¢injanju adoptivnog imunog odgovora.*” DC odgovaraju na dva tipa

signala: neposrednim prepoznavanjem patogena preko receptora za prepoznavanje
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uzoraka patogena (PRR prema engl. pattern-recognition receptors) odnosno posredno
prepoznavajuci znakove infekcije (preko upalnih citokina, unutarnjih stani¢nih sastojaka i
ve¢ zapotetih imunosnih reakcija,” pri Gemu zapoéinju proces sazrijevanja. Postoji
ukupno pet vrsta povrSinskih receptora koji mogu pokrenuti proces sazrijevanja: receptori
nalik Toll-u (nazvani tako zbog sli¢nosti s Toll genom identificiranim kod Drozofile;
TLR, prema engl. Toll-like receptors), receptori za citokine, obitelj molekula receptora
¢imbenika nekroze tumora (TNF-R prema engl. tumor-necrosis factor-receptor family
molecule), receptor za Fc fragment i receptori stani¢ne smrti. U ovom su istraZivanju od
najvec¢e vaznosti upravo Tollu sli¢ni receptori koji predstavljaju vrstu receptora za
prepoznavanje uzoraka patogena, prepoznaju molekule koje dijele patogeni a koje su
razli¢ite od molekula domacina, poznatije pod imenom molekularni uzorci povezani s
patogenom (PAMPs, prema engl. pathogen-associated molecular patterns). Dendriticke
stanice sazrijevaju u odgovoru na razlicite sastavne dijelove patogena, ukljucivo nekoliko
sastavnih dijelova bakterijskog stani¢nog zida (npr lipopolisaharide), ne-metilirane CpG
motive, dvostruku RNA uzvojnicu, koji se veZzu na razli¢ite TLR. Tako na primjer TLR4
prepoznaje lipopolisaharide, TLR2 prepoznaje bakterijske peptidoglikane koji cCine
sastavni dio bakterijskog zida gram pozitivnih bakterija, TLRS prepoznaje flagelin
bakterija, za TLR9 se vezu ne-metilirani CpG motivi a TLR7 prepoznaje
imidazokvinoline.** Veé¢ina TLR receptora zapo&inju sintezu potrebnih stani¢nih
¢imbenika tako da nizvodno aktiviraju NF-kB preko molekule MyD88, no postoje i
putevi koji taj put zaobilaze.”

U limfnom &voru misa izdvaja se pet razli¢itih populacija DC. Uz CD4"CD8
DEC205, CD4CDS8o'DEC205 i CD4 CD8a'DEC205 populacije koje se nalaze i u
slezeni izdvajaju se dvije dodatne populacije koje se nalaze isklju¢ivo u limfnom ¢voru a
koje ne izrazavaju CD4 biljeg, tek male koli¢ine CD8a biljega, ali jasno izrazavaju
DEC205 biljeg i visoke razine MHC razreda I1.*® Jedna populacija zajednitka svim
limfnim ¢vorovima iskazuje umjerenu razinu DEC205 i vjerojatno predstavlja dermalnu
DC koja je emigrirala u limfni ¢vor, dok druga populacija koju se nalazi uglavnom samo
u limfnim ¢vorovim koji derniraju koZu izraZzava visoke razine DEC205 i Cini se da

predstavlja Langerhansove stanice koje su emigrirale u limfne ¢vorove.
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Tocna uloga pojedinih podvrsta dendriti¢kih stanica jo$ uvijek nije razjaSnjena. Iako su
postojale sugestije da neke od njih imaju prvenstveno u tolerogenu odnosno aktivacijsku
ulogu (temeljeno prije svega predominantnoj prisutnosti CD8" stanica u timusu,
kljuénom organu u indukciji centralne tolerancije47, percepciji da su jedino CD§
«mijeloidne» DC stanice migratorne, te prema lokaciji stanica unutar T stani¢ne zone
limfoidnih tkiva tijekom normalne homeostaze®), trenutno nema jasnih dokaza koje bi
poduprle takvu tezu. Pokazano je da pojedine vrste dendritickih stanica pokazuju druk¢iji
izrazaj TLR*, te se ¢ini da uloga razli¢itih podvrsta dendriti¢kih stanica nije odrediti
hoc¢e li do¢i do imune reakcije ili tolerancije, ve¢ da u susretu sa stranim antigenom
proizvodeci razliite citokine mogu utjecati na kvalitetu imunog odgovora odnosno
utjecati na selekciju izmedu Thl ili Th2 odgovora.

1.2.1. Langerhansove stanice (LC prema engl. Langerhans cell) su tipi¢no
lokalizirane u bazalnom i suprabazalnom sloju epidermisa i predstavljaju prvu i glavnu
imunolosku barijeru naseg tijela prema okolini. U¢inkovito prihvacaju strane antigene i
nose ih prema T stani¢nim podrucjima regionalnih limfnih ¢vorova, gdje ih predstavljaju
u okviru MHC molekule T limfocitima, iskazuju¢i 1 kostimulatorne molekule
(osiguravajuéi tako i drugi signal) te zapo&inju imunu reakciju.’®”' U miSeva se LC
mogu razlikovati od ostalih DC prema njihovom visokom izrazaju lektina DEC205,
niskim razinama CD8a. i visokom intracelularnom izraZaju langerina.”® Postoji i drugi tip
DC stanica kozZe, sli¢an LC stanicama, no ipak se razlikuje niZim izraZajem DEC205 a
gotovo da ne sadrZi intracelularnog langerina. Te stanice se nazivaju «dermalne» odnosno
«intersticijske» DC.>> Njima sli¢ne stanice mogu se naéi u svim limfnim &vorovima, ne
samo potkoznim, ve¢ i u medijastinalnim ili mezenterijalnim limfnim ¢vorovima.
Pretpostavlja se da su emigrirale iz epitelnog tkiva (pluéni epitel, crijevni epitel), te ih se
ponekad u literaturi zdruZeno promatra zajedno s LC 1 tada naziva epDC (prema engl.
epithelium derived dendritic cells)’”, iako ne potjecu iskljucivo iz epitelnog tkiva.

LC su nadene u potkoZnom limfnom c¢voru tijekom normalnih uvjeta (engl.
«steady state» uvjeta), dakle izvan upalne reakcije’’, §to govori u prilog tvrdnji da one i u
odsutnosti upalnog podraZaja cirkuliraju prema limfnom ¢voru. Nedavno je pokazano da
su LC radio-rezistentne i da zaostaju i nakon primjenjenih smrtonosnih doza ozraéenja.55

U novije vrijeme pokazano je da i u ostalim limfatickim tkivima kao Sto su slezena,
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limfni ¢vorovi i koza postoji podvrsta DC populacije koja se obnavlja iz lokalno prisutnih
prekursora, a ne kako se prije smatralo iz cirkuliraju¢ih prekursora porijekom iz koStane
srzi. 277 Tek upalna reakcija izaziva njihovu obnovu prekursorima iz cirkulirajuce krvi, 1
to ovisno o izrazaju molekule receptora kemokina 2 (CCR2 prema engl. chemokine
receptor 2) od strane prekursora i CCR2 vezajuéih molekula od strane upaljene koze.”
Pokazano je takoder da su ti cirkulirajuéi prekursori ustvari cirkulirajuéi monociti.™
1.2.2. Uloga dendritickih stanica u transplantaciji

Alogeni¢na T stani¢na reakcija, kao i svi drugi steCeni imuni odgovori, zapocinje u
sekundarnim limfnim organima susretom limfocita i antigen predo¢ne stanice. U
pokusaju da se postigne bolji GVL ucinak a istovremeno umanji opasnost GVHD, prva
su istrazivanja na ovom polju bila usmjerena na otkrivanje stani¢nih i molekularnih
mehanizama presudnih u zapocinjanju GVH reakcije, odredivanje koji je tip T limfocita
(CD4* ili CD8") kljutan u reakciji GVHD™®!, kao i na identifikaciju citotoksi¢ne
efektorske molekule koja je odgovorna za uniStenje tkiva u GVHD.®*® U posljednje
vrijeme objavljeno je dosta vaznih radova koji se bave identifikacijom porijekla
dendriticke stanice odgovorne za pokretanje i/ili odrzavanje GVH reakcije, odnosno
odredivanjem jesu li dendriticke stanice porijekla davatelja ili primatelja te koje su
presudne u navedenoj reakciji.®®’"' Za sada objavljeni radovi su dijelom prijeporni.
Shlomchik i sur. su koriste¢i prijenos CD8" C3H.SW stanica u ponovno ozradene
C3H.SW—C57BL/6 kimere (MHC podudarne, mHAg nepodudarne) pokazali da razvoj
letalnog GVHD u tom modelu ovisi o prepoznavanju antigena predoCenih od strane
primateljevih APC’', to je u direktnoj suportnosti s ranijim studijama Korngolda i
Sprenta. Oni su infuzijom CDS8" stanica od CBA miSa u ponovno ozradene
CBA—BI10.BR kimere, kao i infuzijom CD8" stanica od B10.BR miSa u ponovno
ozracene B10.BR — CBA kimere, izazvali pojavu akutnog GVHD, $to ih je navelo na
zakljucak da su za razvoj akutnog GVHD dovoljne davateljeve DC ili da primateljeve
DC perzistiraju i nakon transplantacije.”® Obzirom da su i Shlomchik i sur. zamijetili da
ipak neke Zivotinje razvijaju smrtonosni GVHD 1 u njihovim modelu transplantacije,
analizirali su ostatnu populaciju primateljevih DC stanica nakon transplantacije.
Zamijetili su da postoji razli¢ita ostatna koli¢ina primateljevih DC (od 0.2 do 17.8%), te

zakljucili da je u oba modela pojavnost GVHD ovisna upravo o rezidualnoj koli¢ini
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primateljevih DC.”" Matte i sur. s druge strane identificiraju davateljeve DC kao vaZne u
odrzavanju GVHD zapocetog od strane primateljevih DC, no ne i presudne za GVL
ucinak?’, dok su Reddy i sur. pokazali da davateljeve DC ucinkovite ukoliko je tumorska
masa mala, no ukoliko je tumorska masa velika, primateljeve su DC nuZne za uspjeSnu
eliminaciju tumora.®

Nedavno objavljen rad pokazuje da Langerhansove stanice koze perzistiraju u MHC-
nepodudarnom modelu nakon smrtonosnog ozrac¢enja i transplantacije koStane srzi iz koje
su izdvojeni T limfociti, ali ne 1 nakon dodavanja T limfocita davatelja transplantatu, te
da je za potpunu eliminaciju primateljevih Langerhansovih stanica potrebna ili prisutnost
primateljevih T limfocita u transplantatu ili dodatak DLI uz prethodno dodatno zracenje
primatelja.®® Do sada nije razja$njeno 3to se dogada u klini¢ki vaznijem modelu MHC-
podudarne, mHAg nepodudarne transplantacije (u daljnjem tekstu oznacena samo kao
MHC-podudarna), te koja je uloga primateljevih Langerhansovih stanica u tom modelu.
Odgovor na ta pitanja blizZi nas odgovoru na mozda najvaznije pitanje, a to je kako to da
je kod ljudi koji su lijeeni transplantacijom mati¢nih stanica koStane srzi moguce da, 1
nakon Sto je uspostavljen potpuni donorski kimerizam, vidljivo prema analizi periferne

krvi i kostane srzi, DLI i dalje moze izazvati smrtonosan GVHD?
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2. Cilj rada

Svrha rada bila je iznaci nacin bolje aktivacije i1 jace efektorske funkcije T limfocita koji
se primjenjuju u adoptivnoj imunoterapiji nakon nemijeloablativne transplantacije
kostane srzi, te istraziti ulogu dendritiCkih stanica primatelja, posebice Langerhansovih
stanica koze u njihovoj aktivaciji. Naime, iako je adoptivna terapija ponovne pojave
zlo¢udnog tumora nakon alogeni¢ne transplantacije uvrijeZena metoda lijecenja, njena

ucinkovitost ovisi o vrsti bolesti, tumorskoj masi i drugim ¢imbenicima.

Specificni ciljevi rada bili su:

1. Odrediti kimerizam dendriti¢nih stanica slezene, koZe, potkoZnih limfnih ¢vorova,
mezenterijalnih limfnih ¢vorova i1 T limfocita u MHC-podudarnom i nepodudarnom
sustavu

2. Ispitati nacin rekonstitucije dendriticnih stanica i T limfocita nakon MHC-podudarne
transplantacije;

3. Utvrditi porijeklo dendriti¢nih stanica potkoZnih limfnih ¢vorova nakon MHC-
podudarne transplantacije;

4. Procijeniti uc¢inak ukupne doze zracenja i zrelih davateljevih T limfocita na kimerizam
dendriti¢nih stanica nakon transplantacije;

5. Ispitati djelotvornost adoptivno prenesenih T limfocita na populaciju primateljevih
epidermalnih dendriti¢nih stanica;

6. Utvrditi u kojoj mjeri davateljev kimerizam poti¢e DLI-posredovanu GVH reaktivnost
adoptivno prenesenih T limfocita u MHC-nepodudarnom i MHC-podudarnom modelu;

7. Ispitati djelotvornost aktivacije antigen predocnih stanica na GVH reaktivnost
adoptivno prenesenih T limfocita;

8. Odrediti djelotvornost aktivacije antigen predo¢nih stanica in vivo 1 adoptivno
prenesenih davateljevih T limfocita na GVL reaktivnost i pojavu GVHD u MHC-

podudarnom modelu.
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3. Hipoteze

1. dendriticke stanice primatelja perzistiraju u kozi i potkoZnim limfnim ¢vorovima

nakon MHC-podudarne transplantacije koZe neovisno o koli¢ini T-stanica u transplantatu
2. za postizanje optimalne aloreaktivnosti potrebno je aktivirati donorske T-stanice
kao i/ili primateljeve antigen predocne stanice (uz pomo¢ TLR liganda ili koriste¢i neki

drugi Stetan utjecaj kao $to je iradijacija)

3. aktivacija perzistiraju¢ih dendritickih stanica primatelja pospjeSuje alogeni¢nu

reakciju izazvanu adoptivno prenesenim T-stanicama, bez uzrokovanja GVHD
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4. Materijali i metode

4.1. Zivotinje

Ispitivanja su provedena na sojevima C57BL/6 (B6; H—2b, CD45.2"), BALB/c (H—2d;
CD45.2%) i B6.SJL (H—2b; CD45.1%) od dobavljaca National Cancer Institute (Frederick,
MD, USA), te sojevima C3H.SW (H-2°; CD45.2%), B10.D2 (H-2) i B6.PL (H-2";
Thy1.17) od dobavljaca Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA).

B10.D2-Thyl.1 (H-2%; Thyl.1*), BALB/c-Thyl.1 (H-2%; Thyl.1*) i BALB/c-CD45.1
(CD45.1%; F12 generacija) uzgojeni su u prostorijama Jedinice za skrb o laboratorijskim
zivotinjama SveuciliSta Johns Hopkins. MiSevi su u mikroizolacijskim kavezima imali
neogranicen pristup steriliziranoj hrani i acidifiranoj vodi. Svi miSevi koriSteni su u
starosti od 8 do 12 tjedana, a svi eksperimenti koji uklju¢uju misSeve provedeni su u
skladu s programima odobrenim od strane Odbora za upotrebu 1 brigu o Zivotinjama

(Animal Care and Use Committee) SveuciliSta Johns Hopkins.

4.2. Transplantacija koStane srzi, UV zracenje, davateljeve limfocitne infuzije i
primjena imikvimoda

Zivotinje su bile izloZene zraéenju od dvojnog izvora 137Cs iradijatora (Gammacell 40;
Atomic Energy of Canada, Ottawa, ON) pri ekspoziciji od 73 cGy/minuti.
Kondicioniranje se sastojalo od 900 cGy zraenja cijelog tijela (TBI prema engl. total
body irradiation) dan prije transplantacije koStane srZi, osim ako nije drukcije naznaceno.
«MijeSane» kimere konstruirane su rekonstitucijom letalno ozracenih primatelja
mjeSavinom transplantata iz kojih su odstranjeni T limfociti (TCD prema engl. T-cell
depleted), i to 107 stanica porijekla davatelja i 5 x 10° porijekla primatelja, dok su
«potpune» kimere konstruirane rekonstitucijom letalno ozracenih primatelja stanicama
porijekla samo davatelja (10" — 1.5 x 107). Stanice kostane srZi injicirane su u repnu venu
u finalnom volumenu od 0.5 mL u Eagle Hanks Amino Acid (EHAA) mediju (Biofluids,
Rockville, MD). Deplecija T limfocita (TCD) koStane srzi provedena je temeljem vec
prethodno opisanog progralmal.72 Zivotinje su izlagane ultraljubi¢astom (UV) zratenju 13
i 15 dana nakon transplantacije u dozi od 100mJ/cm” dnevno. DLI predstavlja iv. infuzija

12 x 10° davateljevih T-limfocita sakupljenih iz limfnih &vorova. U pojedinim
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eksperimentima prociS¢avanje populacija davateljevih T-limfocita provedeno je
propustanjem stanica kroz najlonsku vunu ili koriste¢i komercijalno dostupne izolacijske
setove (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), prema uputama proizvodaca. Stanice su bile
resuspendirane i injicirane u finalnom volumenu 0.5 mL u EHAA mediju. Prema
uputama proizvodaca (Molecular Probes, Eugene, OR provedeno je oznacavanje
limfocita uz pomo¢ CFSE (karboksi-fluorescein diacetat sukcinimidil ester boje). CFSE
se moZe doklazati proto¢nom citometrijom u FL1 kanalu, ugraduje se u membranu
stanice 1 svakom diobom stanice njen intenzitet se smanjuje za %2 Sto se moZe pratiti
proto€nim citometrom. Za prethodnu senzibilizaciju davatelja na primateljeve antigene u
dva navrata u razmaku od tjedan dana miSevima je injicirano 10’ splenocita primatelja
intraperitonealno. Koristeni su slijede¢i stimulatorni i kontrolni CPG oligonukleotidi:
stimulatorni CpG1826 (5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT?3'), te kontrolni CpG1982 (5'-
TCCAGGACTTCTCTCAGGTTS').73 CpG oligonukleotidi (Oligos Etc., Wilsonville, OR,
USA) primjenjeni su intraperitonealno u dozi od 150 pg/miSu na dan 0, +3 1 +7 nakon
DLI. Imikvimod se koristio u komercijalno dostupnom obliku 5% kreme (Aldara® 3M
Pharmaceuticals, St. Paul, MN), u kontrolnoj skupini primjenjena je krema u istoj
formulaciji ali bez aktivnog sastojka; krema je bila nanoSena jednom dnevno na obrijanu
koZu miSa pod opom anestezijom, na dane -3, -2 1 -1 prije transplantacije na koZu
prsista ili abdomena, a na dan transplantacije na kozu leda. Anti-CD25 protutijelo (PC61;
0.5 mg/dozi) i anti-Thy1.2 protutijelo (30H12; 1 mg/dozi) primjenjeni su na dan -7 i -4
prije DLI.

4.3. Izolacija DC stanica iz slezene, limfnih ¢vorova i epidermalnih slojeva koZe

Dendriticke stanica iz slezene i limfnih ¢vorova izolirane su na nacin kako je prethodno
opisano*®™*7”; ukratko jednostani¢ne suspenzije slezena i potkoznih limfnih &vorova
(zdruZenih submandibularnih, cervikalnih, brahijalnih i aksilarnih ¢vorova) pripremljene
su protiskivanjem organa kroz 100um-sku najlonsku mrezicu. Jednostani¢ne suspenzije
splenocita odnosno limnih ¢vorova inkubirane su u prisustvu kolagenaze D (400 U/mL;
Roche, Indianapolis, IN, USA) kroz 60 odnosno 30 minuta. Koriste¢i kravlji serumski

albumin (bovine serum albumine, BSA) izdvojio se udio splenocita niske gustoce, koji se

potom inkubirao s MACS CD11c mikromagnetskim Cesticama (Miltenyi Biotec), dok se
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suspenzija stanica limfnih ¢vorova inkubirala odmah s MACS CDI1 1¢ mikro magnetskim
Cesticama, bez prethodnog izdvajanja uz pomo¢ BSA. Nakon 30-minutne inkubacije na
4°C, stani¢na suspenzija je isprana, a CD11c" frakcija izolirana koriste¢i LS separacijske
kolumne i MidiMACS sustav magneta (Miltenyi Biotec). Epidermalni slojevi odvojeni su
s uski miseva prvo mehanicki a potom inkubirani u fizioloskoj otopini koja je sadrzala
0.25% tripsin (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)i EDTA (5§ mM) kroz 60 minuta na
37°C.*>" Odvojeni epidermalni slojevi kultivirani su u prisustvu 10 ng/ml GM-CSF i
10 ng/ml TNF-o (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA).>>”” Nakon inkubacije u trajanju od
48 sati na 37°C, stanice koje su emigrirale bile su sakupljene i obojene za analizu

proto¢nom citometrijom.

4.4. Priprava i sazrijevanje dendritickih stanica ex vivo

Dendriticke stanice porijeklom iz koStane srZi pripremljene su ex vivo na slijede¢i nacin:
propiranjem natkoljeni¢nih 1 potkoljeniénih kosti miSeva te filtriranjem kroz 100pum-sku
najlonsku mreZicu dobivena je jednostani¢na suspenzija stanica koStane srzi. Stanice su
nasadene u koncentraciji od 1 x 10° stanica/ml u mediju u prisutnosti GM-CSF i IL-4 te
inkubirane. Medjij je mijenjan svaka 2 dana, a Sestoga dana je u medij kroz 24 sata dodan
lipopolisaharid (LPS) porijeklom iz Escherichiae coli (serotip 055:B5, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) u svrhu sazrijevanja stanica. Razina zrelosti provjerena je analizom

proto¢nim citometrom.
4.5. Analiza proto¢nim citometrom

U prethodno odredenim vremenskim tockama Zivotinje su bile Zrtvovane, te sakupljene
slezene, potkozni limfni ¢vorovi (aksilarni, brahijalni, cervikalni i submandibularni
¢vorovi) kao i mezenterijalni limfni ¢vorovi. Pripremljena je jednostani¢na suspenzija
kako je veé opisano, u eksperimentima gdje je to bilo potrebno selekcionirana CD11c*
populacija, kao Sto je gore opisano, te oznaCena monoklonalnim protutijelima
konjugiranim fluorokromom, i analizirana proto¢nim citometrom. KoriStena su
monoklonalna protutijela fluorescein isotiocijanatom (FITC), fikoeritrinom (PE), PE-Cy5

ili alofikocijaninom (APC) konjugirana protutijela anti-CD45.1, CD45.2, CDl 1c, anti-H-
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2b, anti-CD229.1, anti-CD90.1 (Thyl.1), anti-interferon-y (IFN- ), anti-IL-2, Rat-anti-
mouse-IgG1, Rat-anti-mouse-IgG2b anti-CD11c, CD4, i CD8a (sva od BD Biosciences,
San Jose, CA, USA). U nekim eksperimentima, biotinilirano anti-CD11c protutijelo bilo
je oznaceno uz pomo¢ streptavidin-PE ili -APC (BD Biosciences). FITC-konjugirana
protutijela anti-DEC205 kupljena su od Cedarlane Laboratories (Hornby, ON, Kanada).
U eksperimentima u kojima smo koristili ovo protutijelo, prvo smo oznacili povrSinske
antigene protutijelima od interesa, nakon Cega su stanice fiksirane i permeabilizirane
budu¢i da je navedeni antigen lociran primarno intracelularno, te je potom stani¢na
suspenzija inkubirana na 4 °C kroz 30 min u prisutnosti anti-DEC205. Protutijelo
specificno za Langerhansove stanice, anti-CD326 (gp-40, Ep-CAM), kupljeno je od
Developmental Studies Hybridoma Bank razvijene u okviru National Institute of Child
Health and Human Development, University of lowa Department of Biological Sciences.
U svrhu in vivo pra¢enja kretanja dendritickih stanica, u podru¢ju abdomena misSeva
naneseno 200 pL 1% tetrametilrodamin-isotiocijanata, TRITC (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) otopljeno u odnosu 1:1 u acetondibutilftalatu. Dva ili Cetiri dana
nakon nanoSenja TRITC, regionalni limfni ¢vorovi su sakupljeni, izdvojene dendriticke
stanice te ucinjena analiza, kao Sto je gore opisano. Za prikupljanje podataka odnosno
dogadaja koristen je protocni citometar marke FACSCalibur (BD Biosciences), dok je
analiza ucinjena uz pomo¢ programa CellQuest (BD Biosciences). U pojedinim
ekperimentima propij jodid je dodan neposredno prije analize kako bi se iz analize
izdvojio udio mrtvih stanica. Kako bi se odredilo stvaranje IFN-yu stanicama, iste su
stimulirane uz pomo¢ 4a-forbol 12-miristat 13-acetata (PMA; u konacnoj koncentraciji
do 3 ng/ml) i ionomicina (500 ng/ml; oboje od Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kroz
5 sati u kulturi u prisustvu GolgiStop (BD Biosciences). Nakon stimulacije i oznacavanja
povrSnih antigena, stanice su fiksirane 1 permeabilizirane (CytoFix/CytoPerm kit, BD
Biosciences) prema uputama proizvodaca, te nakon toga inkubirane s anti-IFN-y

protutijelom kroz 30 minuta na +4 °C.

4.6. In vivo i histopatoloska analiza GVHD
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Za kvantifikaciju klinicke pojavnosti GVHD, koristili smo prethodno utemeljeni sustav
bodovanja koji vrednuje promjene u 5 klinickih pokazatelja: gubitak tjelesne mase,
drzanje, aktivnost, kvaliteta krzna te cjelovitost koze, pri ¢emu svaki pokazatel]
maksimalno donosi dva boda, a najveca vrijednost cjelokupno iznosi deset bodova.”®” U
odredenim eksperimentima procijenjena je i jaCina izrazaja akutnog GVHD detaljnom
histopatoloskom analizom kozZe uSiju, jezika, jetre i crijeva. Svi uzorci bili su pohranjeni
u 10-postotni neutralni formalin 1 pripremljeni za rutinsku mikroskopsku analizu koji je
provodio iskusni patolog (prema principu dvostruko slijepog pokusa). Apoptoti¢ne
epidermalne bazalne stanice brojane su po linearnom milimetru (Lmm), uz minimum od
6 milimetara po Zivotinji. Podaci su predoc¢eni kao diskeratoti¢ni indeks (medijan £ SEM),
broj apoptoti¢nih keratinocita po Lmm.¥#! Crijevni GVHD ocijenjen je na temelju
apoptoze unutar kripti.82 Apoptotic¢ne intestinalne stanice kripte izraZene su za najmanje
25 kripti, kao broj apoptoti¢nih stanica po kripti. Mikroskopska procjena GVHD jetre
sastoji se od procjene portalnog limfocitnog trijaditisa.*** Pregledano je najmanje 10
portalnih trijada po uzorku, i podaci su iskazani broj¢ano na temelju 10 pregledanih

trijada.

4.7. Statisti¢ka analiza

Podaci su analizirani koriste¢i program PRISM (inacica 4.0; GraphPad, San Diego, CA,
USA). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SEM. U odredivanju razine
znacajnosti koriSten je ¢ test za nezavisne uzorke ili analiza varijance (ANOVA).
PreZivljenje je usporedivano log-rank testom. Vrijednost P < 0.05 smatrana je statisticki

znacajnom.
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5. Rezultati

5.1. Kimerizam dendriti¢nih stanica slezene, kozZe, potkoznih limfnih ¢vorova,
mezenterijalnih limfnih ¢vorova i T limfocita u MHC-podudarnom i nepodudarnom
sustavu

U svrhu odredivanja utjecaja stupnja tkivne nesnosljivosti davatelja i primatelja na
perzistenciju dendritickih stanica potkoZnih limfnih ¢vorova, mezenterijalnih limfnih
¢vorova i slezene konstruirane su tri vrste kimera, MHC-podudarne, MHC-nepodudarne 1
singeni¢ne. MHC-podudarne kimere su konstruirane tako da su C3H.SW (H-2"
CD45.2") miSevi transplantirani ko$tanom srzi od B6.SJL (H-2"; CD45.1%) miseva,
MHC-nepodudarne kimere transplantacijom BALB/c (H-2"; CD45.2%) migeva ko$tanom
srzi od C57BL/6 (B6; H-2°, CD45.2%), dok je singeni¢na kontrolna skupina konstruirana
transplantacijom B6.SJL (H-2"; CD45.1%) miSeva davateljima soja C5S7BL/6 (B6; H-2",
CD45.2"). Takav izbor parova koji se razlikuju u izrazaju CD45 alela, poznatog i pod
imenom zajednicki leukocitni antigen (LCA prema engl. leucocyte common antigen),
izrazenog na svim hematopoetskim stanicama osim eritocita i plazma stanica, omogucio
je analizu davateljskog kimerizma protoénom citometrijom. Sest tjedana kasnije
proto¢nom citometrijom odreden kimerizam dendritickih stanica slezene i limfnih
¢vorova.

Analiza kimerizma ukazuje da je u sva tri para kimera nakon 6 tjedana utvrdena je
potpuna rekonstitucija dendritickih stanica slezene (slika 2A). Analiza potkoZnih limfnih
¢vorova u ponavljanim je eksperimentima pokazala prisutan udio primateljevih
dendriti¢kih stanica nakon singeni¢ne transplantacije od 12 + 1.2% svih CD11c" stanica,
nakon MHC-podudarne transplantacije od 10.6 = 1.1% svih CDI1l1c+ stanica, dok je
nakon MHC-nepodudarne transplantacije bilo prisutno svega 0.3 + 0.3% dendritiCkih
stanica porijekla primatelja (slika 2B). U slezeni je nakon 3 tjedna 99.5 + 0.2% stanica
bilo porijekla davatelja. Nakon 8 tjedana nije bilo znacajne razlike u kimerizmu (99.3 +
0.4% stanica bilo je porijekla davatelja). PotkoZni limfni ¢vorovi su nakon 3 tjedna
sadrzavali 8.5 + 0.43% primateljevih dendritickih stanica, a nakon 8 tjedana 11.6 + 1.7%
(slika 2C). U mezenterijalnim limfnim ¢vorovima u obje promatrane vremenske tocke

utvrden je 100% davateljev DC kimerizam. Sest mjeseci nakon transplantacije (3to je bila
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najdalja vremenska tocka u kojoj je kimerizam bio odredivan) broj primateljevih
dendritickih stanica u potkoznim limfnim ¢vorovima bio je jednak broju nakon 8 tjedana.
Kako bi se poblize odredila dinamika zamjene primateljevih za davateljeve dendriticke
stanice u MHC-podudarnom modelu 3 i 8 tjedana nakon transplantacije odreden je
davateljev DC kimerizam u tri reprezentativna limfaticka organa: slezeni, potkoZznim i
mezenterijalnim limfnim C¢vorovima. Prisustvo primateljevih dendritickih stanica
karakteristiéno je za potkozne limfne Cvorove, buduci da iste nisu bile prisutne u

mezenterijalnim limfnim ¢vorovima.

A SLEZENA MHC-podudarni model (B6.SJL —» C3H.SW)
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Slika 2. Primateljeve dendriticke stanice perzistiraju u potkoznim limfnim ¢vorovim nakon MHC-
podudarne a ne nakon MHC-nepodudarne alogenicne transplantacije koStane srZi. A i1 B.
Singeni¢ne (C57BL/6 (B6; H-2°, CD45.2%) — B6.SJL (H-2"; CD45.1%)), MHC-podudarne
(B6.SJL (H-2"; CD45.1") — C3H.SW (H-2"; CD45.2%)) i MHC-nepodudarne (C57BL/6 (B6; H-
2% CD45.2") — BALB/c (H—2d; CD45.2")) kimere su konstruirane nakon letalnog ozracenja
cijelog tijela primatelja s 900 cGy na dan -1 te transplantacije 10’ nemanipuliranih stanica
koitane srzi davatelja na dan 0. Sest tjedana nakon transplantacije Zivotinje su Zrtvovane te su
sakupljene slezene, potkoZni te mezenterijalni limfni ¢vorovi (3 miSa/grupi). U¢injena je izolacija
CDlIc" populacija iz navedenih limfati¢kih organa. Nakon bojanja flourokromom obiljeZenim
protutijelima na CD11c i CD45.1 odnosno H-2% odreden je kimerizam stanica slezene i limfnih
¢vorova. C. Slezena, potkoZni i mezenterijalni limfni ¢vorovi sakupljeni su 3 odnosno 8 tjedana
nakon MHC-podudarne transplantacije i analizirani kao S§to je opisano. Prikazana je
reprezentativna analiza izmedu Cetiri u¢injena nezavisna eksperimenta.
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Langerhansove stanice koZe tijekom normalne homeostaze i u odsustvu upalne reakcije
recirkuliraju u regionalne limfne &vorove.”® U svrhu odredivanja kimerizma DC stanica
kozZe, 3 odnosno 8 tjedana nakon transplantacije sakupljene uSke Zivotinja koje su primile
transplantat koStane srzi MHC-podudarnih davatelja (B6.SJL — C3H.SW), te su
izdvojene dendritiCke stanice koze emigrirale nakon inkubacije. Njihov kimerizam
odreden je analizom izrazaja CD45.1 i CD45.2 biljega na CD11c* stanicama. Pokazano
je da je velika vecina stanica koje migriraju iz koZe 3 tjedna nakon transplantacije
porijekla primatelja, Sto je upravo suprotno od nalaza u potkoZznim limfnim ¢vorova
(slika 3A). Nakon osam tjedana od transplantacije, populacija CD11c*CD45.2" stanica u

kozi je i dalje dominantna i stabilna (slika 3B).

A.

DG stamice koza DC stanice limfnih

N 4 oV Brova

davatelj ———=

Primatelj

Slika 3. Dendriticke stanice koZe predominantno su porijekla primatelja. A. Tri tjedna nakon
MHC-podudarne transplantacije (B6.SJL — C3H.SW) epidermalni slojevi dobiveni razdvajanjem
slojeva koZe uski miSeva kultivirani su kroz 48 sati u prisustvu GM-CSF i1 TNFa. Stanice koje su
emigrirale sakupljene su te je ucinjena analiza kimerizma proto¢nim citometrom, koristeci
protutijela na CD11c, CD45.1 (davatelj) i CD45.2 (primatelj). Histogrami predstavljaju izrazaj
biljega CD45.1 (davatelj) na CD11c" stanicama koZe (crvena linija) odnosno potkoZznim limfnim
¢vorovima (crna linija) istih Zivotina (zdruZene stanice triju kimera). B. Opisani eksperiment je
ponovljen 8 tjedana nakon transplantacije. Prikazana je CD11c¢*CD45.2" populacija stanica
emigriranih iz koZe kimera porijekla primatelja.
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5.2. Rekonstitucija dendritickih stanica i T limfocita nakon MHC-podudarne
transplantacije

Budu¢i da nije uocena razlika u rekonstituciji dendriti¢kih stanica MHC-podudarnih
kimera nakon 3 i 8 tjedana, pokuSalo se pobliZe istraZiti dinamiku zamjene primateljevih
za davateljeve dendriticke stanice u slezeni i limfnim ¢vorovima. Na dan +8, +21 1 +28
nakon transplantacije izolirane su dendriticke stanice slezene i potkoznih limfnih ¢vorova
i odreden udio stanica porijekla primatelja. U slezeni ve¢ 8 dana nakon transplantacije
dolazi do gotovo potpune zamjene dendritickih stanica i zaostaje manje od 5% stanica
porijekla primatelja, a 21 dan nakon transplantacije udio davateljevih stanica u ukupnom
broju CD11c" stanica premaSuje 99%. U limfnim ¢vorovima je dinamika zamjene nesto
sporija: 8 dana nakon transplantacije 28% CD11c" je porijekla primatelja, dok je 28 dana
oko 13% porijekla primatelja (slika 4 A). Obzirom da je koriSten transplantacijski model
u kojem se parovi Zivotinja razlikuju u izraZaju alela CD45 biljega, bilo je moguce
analizirati rekonstituciju i kimerizam T limfocita. Suprotno od dendritickih stanica,
zamjena primateljevih za davateljeve T limfocite bila je sporija; osam dana nakon
transplantacije svega 66.2% CD4" i 81.5% CDS8" stanica slezene bilo je porijekla
davatelja; taj udio postupno raste da bi dosegnuo 82.5 % za CD4" i 93.8 % za CDS8"

stanice 28 dana nakon transplantacije (slika 4B).
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Slika 4. Rekonstitucija dendritickih i T limfocita nakon MHC-podudarne transplantacije A.
Nakon u€injene MHC-podudarne transplantacije (B6.SJL. — C3H.SW) na dane 8, 21 i 28 nakon
transplantacije odreden je davateljev kimerizam dendritickih stanica u slezeni (0) i limfnim
¢vorovima (x), koriste¢i proto¢nu citometriju i bojanje protutijelima na CD11c 1 CD45.1 biljege
(3 miSa/vremenskoj tocki). B. U istim vremenskim tockama odreden je i kimerizam T limfocita
slezene, koriste¢i proto¢nu citometriju i bojanje protutijelima na CD4, CD8 i CD45.1. Slika
prikazuje dinamiku rekontitucije CD4" (@) i CD8" (o) populacije slezene.

Usporedeni su i apsolutni brojevi dendritickih stanica i T limfocita slezene, Sto je
prikazano na slici 5 A 1 B. Naivni ne-transplantirani mi§ soja davatelja koriSten je kao
kontrola. U usporedbi s kontrolom, ukupan broj CD4" i CD8" stanica slezene 3 tjedna
nakon transplantacije iznosi oko 15% ocekivanog broja za taj soj, dok apsolutni broj
CDI11c" stanica iznosi oko 50% o&ekivanog. Osam tjedana nakon transplantacije ukupan
broj CD11c" stanica slezene je dostigao ocekivani broj, dok je ukupan broj T limfocita
jos uvijek manji od kontrola (CD8" stanice reducirane za oko 50%, dok su CD4" stanice

reducirane za oko 28%).
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Slika 5. Dendriticne stanice i T limfociti 3 i 8 tjedana nakon transplantacije. A Apsolutni broj
CD4 i1 CD8 stanica slezene davatelja 3 i 8 tjedana nakon transplantacije i B. Broj davateljevih
dendriti¢nih stanica slezene 3 i 8 tjedana nakon transplantacije. * P<0.001 kimera nakon tri tjedna
u usporedbi s naivnim miSem; ** P<0.001 kimera nakon osam tjedana u usporedbi s naivnim
misem.

cp4*

CD11c”

U slezeni misa se fenotipski prema izrazaju CD8a, CD4 i DEC205 biljega mogu
razlikovati 4 podvrste DC: prvi tip ima jak izrazaj CD8a i umjeren DEC205 (CD8" DC),
drugi ima jak izrazaj CD4 ali ne i DEC205 (CD4"), treéi tip ne izraZava niti jedan od
navedenih biljega (CD4 CDS"); cetvrti tip predstavlja plazmacitoidna DC koju

karakterizira jak izraZzaj CD45RA biljega, €iji sadrzaj ovdje nije analiziran.”*** Sve tri
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analizirane podvrste su efikasne u aktivaciji alogenih T limfocita u konvencionalnom
testu mijeSanih limfocta. U svrhu odredivanja brzine rekonstitucije pojednih podvrsta DC
slezenez

analiziran je udio CD4", CD8a" i CD4” CDS§ stanica u ukupnom broju CD11c" stanica
slezene u 4 vremenske toCke nakon transplantacije koStane srzi (TKS). Utvrdeno je da
nakon TKS dolazi do brze rekonstitucije CD11c¢* DC s predominacijom CD4 CD§
podvrste osam dana nakon transplantacije, no njihov broj s vremenom pada prema
oCekivanom udjelu o ukupnoj populaciji. CD4" DC pokazale su sporiju dinamiku
rekonstitucije, no do dana +28 postaju dominantna populacija. Osam tjedana nakon
transplantacije distribucija podvrsta jednaka je onoj u normalnih davatelja i primatelja

(slika 6).
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Slika 6. Kinetika rekonstitucije podvrsta dendritickih stanica slezene. DendritiCke stanice slezene
su izolirane u Cetiri vremenske tocke (dan +8, +21, +28 i + 56 nakon MHC-podudarne
transplantacije) kako bi se odredila distribucija tri popopulacije dendritickih stanica slezene:
populacija CD4"CD8a (), CD4CD8a" (A) i CD4CD8c (o). Puni simboli predstavljaju
vrijednosti dobivene analizom stanica slezene miSa soja davatelja koji je sluZio kao kontrola.
Analizirana su 3 miSa/grupi/vremenskoj tocki.

5.3. Porijeklo dendritickih stanica potkoznih limfnih ¢&vorova nakon MHC-

podudarne transplantacije

Kao $to je ve¢ navedeno, populaciju dendritickih stanica limfnih ¢vorova €ini 5 razli¢itih

vrsta dendritickih stanica, od Cega su tri fenotipski jednake dendritickim stanicama
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slezene, dok druge dvije populacije predstavljaju stanice koje iz koze migriraju u limfne
¢vorove i porijeklom su iz epidermisa (fenotipski CD1 1c*CD8a DEC205™") odnosno iz
dermisa (fenotipski CD11c¢*CD80 DEC205Y). Populacija stanica porijeklom iz
epidermisa predstavlja Langerhansove stanice temeljeno na njihovom selektivnom
bojanju langerinom, biljegom antigen procesuiraju¢eg sustava Langerhansovih
stanica.’®>? Obzirom da za potrebe ovog istraZivanja nije bilo potrebno razlikovati
epidermalne od dermalnih dendritickih stanica, odlu¢eno ih je, shodno literaturi®®
promatrati zajedno i zvati dedriticke stanice porijeklom iz epitela, odnosno krace epDC.
U svrhu odredivanja to¢nog fenotipa ostatne populacije dendritickih stanica porijekla
primatelja u limfnom ¢voru ucinjen je slijede¢i eksperiment: tri tjedna nakon MHC-
podudarne transplantacije (B6.SJL—C3H.SW) Zivotinje su Zrtvovane te sakupljeni
potkozni limfni ¢vorovi i slezene. Uobicajeno su Zrtvovane tri Zivotinje, limfni ¢vorovi su
zbog malog broja stanica promatrani zajedno. Izolirane su CD11c" stanice, a koristeéi
¢etverobojnu proto¢nu citometriju odredili smo fenotip ostatne primateljeve populacije.
Naime bojanjem protutijelima na CD11c 1 CD45.1 antigen omogucilo je razdvajanje
populacija davateljevih (CD45.1%) od primateljevih (CD45.17), dendritickih stanica
(CD11c") dok je bojanje protutijelima na CD8o i DEC205 omoguéilo razlikovanje
epidermalnih od ostalih dendritickih stanica. Gotovo sve CD45.1" stanice (primatelj) su
epitelijalnog podrijetla (CD8a DEC205") (slika 7A), dok se CD45.1" stanice (davatelj)
sastoje se od svih subpopulacija dendriti¢kih stanica. Izolirane CD11c" stanice limfnih
¢vorova su dodatno bojane i protutijelima na CDl11c, CD45.1, te na CD326 (gp40),
molekulu koja predstavlja misji homolog humane epitelijalne adhezijske molekule,
specifiCno izraZzene na vecini epitelijalnih stanica stratificiranog epitela, kao 1 na svjeze
izoliranim, kultiviranim te LC stanicama koje su migrirale iz eksplantirane koZe u
stani¢noj kulturi. CD326 (gp40) je znacajno izrazena na DC u T stani¢nim regijama
limnog ¢vora, koje ujedno izrazavaju i CD11c te DEC205, te je istu moguce Koristiti kao
biljeg LC kod analize podvrsta dendriti¢kih stanica migjeg limfnog &vora.* Kao §to je
pokazano na slici 7B, stanice porijekla primatelja (puni histiogram) pokazuju vrlo visoku
razinu CD326, osobito u usporedbi s CD45.1" stanicama (prazni histogram; isprekidani
histogram predstavlja izotipsku kontrolu) Sto dodatno ukazuje na njihovo epitelijalno

podrijetlo i sugerira da su to Langerhansove stanice.
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Slika 7. Epitelne dendriticke stanice (epDC) dominantna su populacija medu perzistirajucim
davateljevim dendritickim stanicama u limfnim &vorovima MHC-podudarnih kimera. A. CD11c"
stanice izolirane iz limfnih ¢vorova B6.SJL. — C3H.SW kimera analizirane su tri tjedna nakon
transplantacije protoénom citometrijom koriste¢i protutijela na CD11c, CD8a, CD45.1 i DEC205.
Gornji panel pokazuje odnos CD11c¢" stanica primatelja i davatelja u limfnom &voru, dok donji
panel pokazuje kako je primateljeva CD11¢*CD45.1° populacija predominantno pokazuje fenotip
epDC, odnosno DEC205"¢"CD8«, dok je davateljeva CD11¢*CD45.1* populacija sastavljena od
svih podvrsta DC stanica (CD8*, CD8-DEC205"%", CD8-DEC205""; nije uéinjeno bojanje anti-
CD4 protutijelom). B. Visoka razina izraZaja CD326 (gp40) na primateljevim CDI11" stanicama
limfnog ¢vora. Tzolirane CD117 stanice limfnog ¢vora bojane su s anti-CD45.1, anti-CD11c¢ i anti-
CD326 protutijelom. Histogram prikazuje izrazaj CD326 na PI- rezidualnim primateljevim
(ispunjeni histogram) i davateljevim (prazni histogram). Iscrtkani histogram predstavlja izotipsku
kontrolu.
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U singeni¢énom modelu (C57BL/6 — B6.SJL) primateljeva CD45.1" populacija
sadrzavala je sve opisane subpopulacije dendriti¢kih stanica limfnog ¢vora (slika 8A). S
druge strane, nakon mijeloablativnog kondicioniranja i transplatacije BALB/c miSeva
nemanipuliranom koStanom srZi B6 miSeva, primateljevih dendritiCkih stanica u
potkoZnim limfnim ¢vorovima nije bilo, a sve CD1 1c*CD8a DEC205™€" stanice limfnih
¢vorova bile su porijekla davatelja, Sto je i u skladu s objavljenim studijama ucinjenima u

MHC-nepodudarnim modelima transplantacije (slika 8B).>>08:90
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Slika 8. Rezidualne primateljeve dendriticke stanice limfnih cvorova u singenicnih i MHC-
nepodudarnih kimera. A. Tri tjedna nakon transplantacije analizirana je distribucija rezidualnih
primateljevih dendritickih CD11¢"CD45.1" stanica singeni¢nih kimera (B6 — B6.SJL) koriste¢i
protutijela na CD11c, CD8«, CD45.1 i DEC205. B. Distribucija dendriti¢kih stanica limfnog
¢vora u MHC-nepodudarnih kimera (B6 — BALB/c) analizirana je koristeci protutijela na CD11c,

CDSa, H2K® i DEC205.

Pokazano je ve¢ da u normalnog misa epDC kontinuirano migriraju iz koZe u limfne
¢vorove te da u mirnom stanju izraZavaju visoke razine kostimulatornih molekula, ¢ak i u
odsustvu upalnih podrazaja.’”*°"** Smatra se da je to u svrhu odrZavanja periferne
tolerancije.”* S obzirom na navedeno analizirana je razina aktivnosti DEC205™¢" j
DEC205" CDllc* stanica, te je nadeno da CDI11c'DEC205"™¢" ali ne i
CD11c¢*DEC205™" stanice netransplantiranih C3H.SW miseva posjeduju zreli, aktivirani
fenotip (MHC klase II prikazan na slici 9A, gornji panel), Sto su rezultati koji su u skladu

s objavljenim studijama.’’**** Analizirana je i aktivacijska razina CD11c*DEC205"¢"
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stanica limfnog ¢vora porijekla davatelja 3 tjedna nakon transplantacije. Nadeno je da u

MHC-podudarne kimere tri tjedna nakon transplantacije CD11c*DEC205™" stanice

porijekla primatelja i dalje pokazuju vrlo visok izrazaj MHC klase II molekule (slika 9A

donji panel). Takoder, usporedena je razina izraZaja najvaznijih kostimulacijskih

molekula, MHC klase II, CD86, CD80 i CD40 izmedu dendritickih stanica porijekla

primatelja i onih porijekla davatelja (usporedivana je ukupna CDI11c” populacija, ne

samo DEC205"). Nadeno je da CD11c" stanice porijekla primatelja (slika 8B, ispunjeni

histogram) izraZavaju viSu razinu kostimulacijskih molekula od onih porijekla davatelja,

osobito CD40 i MHC klase II (slika 9B, prazan histogram; isprekidani histogram

predstavlja izotipsku kontrolu).
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C3H.SW |

Davatelj (CD45.1)

B6.SJL—C3H.SW

Davatelj (CD45.1)

MHC I

MHC 1l

B6Ly5.2— C3H.SW

ol Humber
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Slika 9. EpDC izolirane iz naivnog misa, kao i primateljeve epDC izolirane iz MHC-podudarne
kimere pokazuwju visoku razinu izraZaja molekule MHC klase 1I. A. Gornji panel Usporedba
izrazaja MHC klase II u naivnog netransplantiranog mi§a C3H.SW izmedu CD11c¢"DEC205"" i
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CD11¢"DEC205"" populacije koristeé¢i &etverobojnu protoénu citometriju i protutijela na CD11c,
DEC205, CD45.1 i MHC 1. Sivi histogram ozna¢ava CD11c¢"DEC205"" populaciju dok iscrtkani
oznaéava CD11c*DEC205"" populaciju. Donji panel Dvanaest tjedana nakon MHC-podudarne
transplantacije (B6.SJL — C3H.SW) izrazaj MHC klase II na CD45.1-CD11c*DEC205""
populaciji (primateljeve epDC) i dalje je visoka. B. Usporedba izrazaja kostimulacijskih molekula
izmedu dendriti¢kih stanica davatelja (prozor postavljen na CD11¢*CD45.1%) i primatelja (prozor
postavljen na CD11¢"CD45.1)) u MHC-podudarnom modelu (B6.SJL — C3H.SW). Puni
histogram predstavlja dendritiCke stanica primatelja, prazan histogram dendriticke stanice
davatelja; iscrtkani histogram predstavlja izotipsku kontrolu.

U pokusaju odgovora na pitanje Sto se kroz vrijeme dogada s kostimulacijskim
potencijalom dendritickih stanica porijekla primatelja usporedene su srednje vrijednosti
fluorescencije anti-CD40, anti-CD80 i anti-CD86 protutijela na CD11c* stanicama
porijekla davatelja 1 primatelja 3 odnosno 8 tjedana nakon transplantacije. Srednja
vrijednost fluorescencije (MFI prema engl. mean fluorescence intensity) izraZzava gustocu
pojedinog antigena na stani¢noj povrSini. Primateljeve dendriticke stanice tri tjedna
nakon transplantacije pokazuju viSu srednju vrijednost fluorescencije svih
kostimulacijskih molekula u usporedbi s vrijednostima u naivnog netransplantiranog misa
soja primatelja, no te se vrijednosti tijekom vremena smanjuju i 8 tjedana nakon

transplantacije tek su nesto vise od kontrolnih vrijednosti (slika 10, gornji panel).
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Slika 10. Primateljeve CDI11c" stanice pokazuju visu vrijednost izraZaja kostimulacijskih biljega
3 tjedana ali ne i 8 tjedana nakon transplantacije u usporedbi s naivnim misem. UcCinjena je
analiza izraZaja CD80, CD40 i CD86 molekula na CD11¢" stanicama limfnih ¢vorova B6.SJL —
C3H.SW kimera 3 odnosno 8 tjedana nakon transplantacije. Analizirana su 3 miSa/grupi, rezultati
su iskazani kao log promjene intenziteta fluorescencije u odnosnu na kontrolu, odnosno C3H.SW
misa za primateljeve stanice (gornji panel) i B6.SJL za davateljeve stanice (donji panel).

Osim $to Langerhansove stanice pokazuju visoku razinu kostimulacijskih molekula na
povrsini, njihova vazna karakteristika je sposobnost prihvacanja antigena i njegovog
predoCavanja T limfocitu u limfnom ¢voru u odsutnosti upalnih stimulusa. Kako bi
pokazali sposobnost rezidualnih primateljevih DC da prihvate epikutano primjenjeni
antigen i predocuju ga T limfocitima u limfnom ¢voru, na koZu trbuha 3 tjedna starih
kimera nanesena je TRITC boja.”>” Dva odnosno &etiri dana kasnije analizirana je
prisutnost TRITC*CD11c" stanica u regionalnim limfnim &vorovima kao i njihovo
porijeklo (davatelj odnosno primatelj). Kao $to je i bilo ocekivano prema nalazima iz
literature, TRITC*CD11c" dendriti¢ke stanice bile su prisutne samo medu onim DC koje
su pokazivale najvisi nivo MHC klase II izrazaja, i predstavljale su oko 20% svih
CD11c¢*MHC II"®" stanica u limfnim &vorovima drugog, a 26% &etvrtog dana. Dva dana
nakon TRITC aplikacije velika veéina stanica TRITC" stanica bila porijekla davatelja,
dok je cCetvrti dan nakon aplikacije znacajan udio u ukupnom broju imala populacija

porijekla primatelja (Slika 11).

B6.SJL—C3H.5W

TRITC

MHC I davatelj (CD45.1)

Slika 11. EpDC izolirane iz MHC-podudarnih kimera sposobne su za uzimanje i prijenos
epikutano primjenjenih antigena u lokalne limfne évorove. Na kozu abdomena MHC-podudarnih
kimera (B6.SJL. — C3H.SW) nanesena je fluorescentna boja TRITC. Dva odnosno cetiri dana
nakon aplikacije regionalni limfni ¢vorovi su sakupljeni i izolirane CD11c" stanice, koje su
potom obojane protutijelima na CD11c, CD45.1 i MHC II. U¢injena je analiza izraZzaja TRITC i
MHC 1I (lijevi panel). Histogram predstavlja izrazaj CD45.1 antigena na CDI11¢"MCH
M TRITCY stanicama dva (puna crta), odnosno 4 dana nakon primjene (iscrtkana crta).
Prikazani su reprezentativni plotovi jednog od tri zasebna eksperimenta.
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5.4. U¢inak ukupne doze zracenja i zrelih davateljevih T limfocita na kimerizam

dendritickih stanica nakon transplantacije

Kako je ve¢ pokazano, stupanj tkivne snosljivosti utjeCe na DC kimerizam kozZe i limfnih
¢vorova nakon transplantacije. Kako bi se to¢no procijenila uloga kondicioniranja u
davateljevom kimerizmu nakon transplantacije neovisno o stupnju tkivne snoSljivosti,
doza zraCenja cijelog tijela titrirana je u kontekstu singenicne transplantacije (C57BL/6
— B6.SJL). Najmanja primjenjena doza bila je 200cGy, Sto je ujedno doza koja se u ovih
Zivotinja koristi u svrhu nemijeloablativne transplantacije odnosno postizanja mijeSanog
hematopoetskog kimerizma. NajviSa primjenjena doza bila je 900cGy, Sto je ujedno i
doza koja se tijekom rada u ovom modelu pokazala kao mijeloablativna. Zivotinje su
Zrtvovane Sest tjedana nakon transplantacije, sakupljene slezene i limfni ¢vorovi, koji su
potom obiljeZeni protutijelima na CDllc, CD45.1 i CD45.2. Koriste¢i proto¢nu
citometriju zabiljeZen je postotak CD11c" stanica koji pokazuju biljeg CD45.2 (davatelj)
i odreden kimerizam dendriti¢kih stanica u slezeni i potkoZnim limfnim ¢vorovima.
Davateljev kimerizam dendritickih stanica slezene rastao je proporcionalno dozi
isporuc¢enog ozracenja i kod doze od 700cGy bio je blizu 100% (slika 12). U potkoZnim
limfnim ¢vorovima rast udjela davateljevih dedritiCkih stanica bio je sporiji, a njihov udio

nikada nije presao 90%.

C57BL/6 —=B6.5.JL
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8 754
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T
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I 754 B slezena

= —i— limfni cvorovi
v, T T T

0 300 600 900

doza zracenja (cGy)

Slika 12. Doza zracenja i kimerizam dendriticnih stanica nakon singenicne TKS. B6.SJL skupine
davatelja (6 miSeva/grupi) kondicionirane su rastu¢im dozama zrafenja cijelog tijela na dan -1, a
na dan O su dobile 107 stanica koStane srZi singeni¢nih davatelja C57BL/6. Sest tjedana nakon
transplantacije izolirane su dendriticke CD11c¢" stanice i odreden je njihov kimerizam u slezeni
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(o) i limfnim ¢&vorovima (A) temeljem izrazaja CDllc i CD45.2 odredene proto¢nom
citometrijom.

U slijede¢im su eksperimentima kao MHC-nepodudarni model transplantacije koriSteni
isti sojevi miSeva no u suprotnom smjeru, odnosno C3H.SW su sluzili kao davatelji a
B6.SJL kao primatelji, u svrhu potvrde da zabiljeZeni rezultati nisu karakteristika jednog
transplantacijskog modela. Kako bi procijenili u kojoj mjeri prisutnost T limfocita utjece
na konverziju kimerizma odnosno na visinu doze zrac¢enja koja je potrebna za postizanje
konverzije u MHC-podudarnom modelu transplantacije, B6.SJL miSevi su kondicionirani
rastu¢im dozama zracenja (od 500 do 900 cGy) i transplantirani MHC-podudarnom
kostanom srzi C3H.SW miSeva sa ili bez dodanih 10" davateljevih T limfocita. Shodno
prethodnim eksperimentima, bilo je potrebno najmanje 700 cGy kako bi se postiglo
uspjeSno prihvacanje transplantata (Slika 13). Prisutnost T limfocita davatelja u
transplantatu smanjilo je minimalnu dozu zrafenja potrebnu za postizanje prihvacanja
transplantata s 700 na 500 cGy (p<0.05), dok je prisutnost davateljevih T limfocita u
transplantatu jasno smanjilo koliinu ostatnih primateljevih dendritickih stanica u

limfnim ¢vorovima (12.7 vs. 4.4% kod 900 cGy).
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Slika 13. MHC-podudarni alogenicni T limfociti odreduju nivo rezidualnih primateljevih DC u
limfnim cvorovima, te smanjuju potrebu za visokim dozama zracenja u svrhu postizanja popunog
davateljevog DC kimerizma slezene. B6.SJL skupine davatelja (6 miSeva/grupi) kondicionirane su
rastu¢im dozama zraenja cijelog tijela na dan -1, a na dan O su dobile 10’ stanica samo koStane
stzi (A, o) ili u kombinaciji s 10" splenocita (A, m) MHC-podudarnog C3H.SW misa. Sest
tjedana nakon transplantacije izolirane su dendriticke CD11c¢" stanice i odreden je njihov
kimerizam u limfnim ¢vorovima (lijevi panel) i slezeni (desni panel) temeljem izraZaja CD11c i
CD45.1 odredenih proto¢nom citometrijom.

Pri dozi zrac¢enja od 1100 cGy, neovisno primjeni li se u jednoj ili dvije frakcije, i nadalje

zaostaje iznad 5% primateljevih dendritickih stanica (slika 14).
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Slika 14. Utjecaj zracenja i T limfocita na perzistenciju primateljevih DC. B6.SJL skupine
misSeva (3 miSa/grupi) kondicionirane su s 900 odnosno 1100 cGy primijenjenih u jednoj odnosno
dvije frakcije nakon Gega je slijedila transplantacija 10’ stanica samo koStane srzi ili u
kombinaciji s 10’ T limfocita limfnih ¢vorova davatelja, MHC-podudarnog C3H.SW misa.
Dvanaest tjedana nakon transplantacije protonom citometrijom je odredena populacija
rezidualnih primateljevih CD11¢” stanica limfnih &vorova.

Analizom kimerizma CD4" i CD8" stanica periferije utvrdeno je da dodatak davateljevih
T limfocita transplantatu poja¢ava GVH odgovor i zna¢ajno smanjuje nivo rezidualnih

primateljevih T limfocita u slezeni (Slika 15).
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Slika 15. Utjecaj T limfocita iz transplantata na davateljev T stanicni kimerizam u slezeni. Sest
tjedana nakon transplantacije davateljev CD4" (lijevi panel) i CD8" (desni panel) stani¢ni
kimerizam odreden je proto¢nom citometrijom u slezeni kimera koje su dobile kostanu srz (0,0)
odnosno koStanu srZ i splenocite (e®,4). Podaci predstavljaju jedan od tri nezavisno izvedena
eksperimenta s 3 miSa/grupi.

Kako bi toc¢nije istrazili odnos doze davateljevih T limfocita u transplantatu i rezidualnih
primateljevih T 1 dendritiCkih stanica nakon MHC-podudarne 1 MHC-nepodudarne

transplantacije, u€injen je set eksperimenata u kojima je titrirana doza T limfocita
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prisutnih u transplantatu. Kako bi direktna usporedba izmedu kimera bila moguca, sve su
zivotinje kondicionirane na isti nacin (TBI 800cGy), sve su istoga su dana primile
transplantat koji se sastojao od 10’ stanica kostane srZi iz kojeg su odstranjeni T limfociti,
porijeklom iz istog izvora, a iz istog izvora su bili 1 T limfociti dodani transplantatu.
Nakon transplantacije sve su kimere pracene te su tjedno procjenjivani klini¢ki znakovi
GVHD.”®" Kao $to je pokazano na tablici 1 i slici 16, dodatak >1.5 x 10° T limfocita
transplantatu u MHC-nepodudarnom modelu (B6.SJL — BALB/c) prouzrocilo je Zestoku
GVHD reakciju i uzrokovalo smrt u vecine Zivotinja, dok je dodatak manje doze (0.5 x
10° davateljevih T limfocita prouzro&io umjereni GVHD gledano do $estog tjedna nakon
transplantacije; iz tog razloga je eksperiment prekinut dva tjedna kasnije. Niti jedna od
MHC-podudarnih B6.SJL — C3H.SW kimera koje su dobile samo TCD BM, ili TCD
BM uz dodatak 0.5 x 10° davateljevih T limfocita, nisu pokazvale znakove klini¢kog
GVHD (slika 16). MHC-podudarne kimere koje su dobile 1.5 x 10°, odnosno 3 x 10° T
limfocita uz TCD BM pokazivale su samo blage znakove GVHD (gubitak na tezini, slika

16), a tijekom 8 tjedana opservacije nisu pokazivale znakova koZznog GVHD.

MHC-nepodudarna TKS MHCpodudarna TKS
C57BL/6 —=BALBIc B6.SJL —p C3H.SW

GVHD indeks
=

GVHD indeks
el B il il B

0 10 20

10 20 30 40 50 60 30 40 50 60
Dani nakon TKS Dani nakon TKS

Slika 16. Utjecaj doze T limfocita i MHC podudarnosti na razvoj i jacinu penetracije GVHD.
MHC-podudarne (B6.SJL — C3H.SW) i MHC-nepodudarne (C57BL/6 — BALB/c) kimere
konstriurane su primjenom mijeloablativne doze zraCenja primatelja (800 cGy) i transplantacijom
107 stanica koStane srZi iz koje su odstranjeni limfociti. Transplantatu su dodane rastuée doze
davateljevih T limfocita dobivenih purifikacijom pomocéu T stani¢nih izolacijskih kitova
(Miltenyi Biotech). Lijevi panel Klinicki GVHD indeks nakon MHC-nepodudarne TKS.
Primatelji (BALB/c) su transplantirani samo s TCD BM (*), TCD BM + 0.5 x 10° (A), TCD BM
+ 1.5 x 10° (¥), ili TCD BM + 3 x 10° (0) pro¢iiéenih T limfocita. # oznatava p<0.05 (* vs.
A,V .0). Desni panel Klinicki GVHD indeks nakon MHC-podudarne TKS. Primatelji (C3H.SW)
su transplantirani samo s TCD BM (*),TCD BM + 0.5 x 10° (A), TCD BM + 1.5 x 10° (V¥), ili
TCD BM + 3 x 10° (0) procis¢enih T limfocita. # oznacava p<0.05 (¥ vs. 0).
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U vrijeme konacne analize, osam tjedana nakon transplantacije, ucinjena je procjena
davateljevog T stani¢nog kimerizma u limfoidnim tkivima, te analiza kimerizma
dendritickih stanica koZe. Kao S$to je bilo 1 ocekivano, u obje grupe kimera
transplantacijom TCD BM, osobito uz dodatak T limfocita, postignuta je visoka razina
davateljevog T stani¢nog kimerizma. Nadena je znacajna razlika u davateljevom LC
kimerizmu nakon MHC-nepodudarne transplantacije ovisno o prisutnosti dodanih 0.5 x
10° zrelih T limfocita u transplantatu (93.64 + 5.61% za kimere koje su dobile TCD BM
+ T limfociti vs. 1.03 = 0.71%, p<0.0001 za kimere koje su dobile samo TCD BM).
Usprkos postupnom povecavanju doze davateljevih T limfocita u transplantatu, promjene
LC kimerizma u MHC-podudarnih kimera bile su minimalne (0.75 £+ 0.33% u grupi koja
je dobila samo TCD BM vs. 2.96 + 2.48% u grupi koja je dobila TCD BM + 3 x 10° T
limfocita). Kako bi potvrdili da opaZene promjene nisu specifiéne samo za navedeni
eksperimentalni model, eksperiment je ponovljen koriste¢i B6.SJL misSeve kao primatelje
a C3H.SW kao davatelje. Usporeden je T stani¢ni i DC kimerizam nakon transplantacije
same TCD BM i TCD BM uz dodatak vrlo visoke doze T limfocita (5 x 10° stanica). Uz
takvu visoku dozu T limfocita prisutnih u transplantatu doslo je do statisticki znacajnog
porasta DC kimerizma (2.51 + 0.43% davateljevih stanica koze za kimere koje su dobile
TCD BM vs 7.67 + 2.76% davateljevih stanica koZe za kimere koje su dobile TCD BM +
T limfociti), no to je i dalje vrlo mali udio davateljevih stanica u ukupnom broju LC
stanica koZe.

Epidermalne dendriticke stanice obnavljaju se iz progenitora prisutnih lokalno u kozi.
Ukoliko se njih eliminira (npr. izazivanjem lokalnog upalnog procesa ili UV zracenjem)
epidermalne se dendritiCke stanice obnove iz hematopoetskih stanica porijeklom iz
kostane srzi.™® Kako bi bilo moguce procijeniti sposobnost hematopoetskih stanica
porijekla davatelja da repopulariziraju epidermalne dendriticke stanice MHC-podudarnih
kimera, a time otkloniti i moguce selektivne ucinke in vitro kulture, C3H.SW — B6.SJL
kimere tretirane su ultraljubiastim zraenjem, u dva navrata dozom od 100mJ/cm?>.
Doslo je do gotovo potpune zamijene primateljevih davateljevim dendriti¢kim stanicama
porijeklom iz koStane srzi (2.51 £ 0.43% za kimere koje su dobile TCD BM bez UV
zracenja vs. 87.30 £ 3.72% za kimere koje su dobile TCD BM uz UV zracenje, p<0.001).
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kimerizam koZe"

Tablica 1. Utjecaj MHC podudarnosti i doze na T stanicni kimerizam limfnih cvorova i LC

Davatelj (H2) Primatelj (H2) | 800-cGy | Progidéeni NP LC LC LC Uske®
TBI BM davateljevi celularnost davateljev davateljev davateljev
T limfociti (x10°+ SEM) CD4* CDg* CDll1c*
iv. kimerizam kimerizam kimerizam
Dan 0 (medijan % (medijan % + (medijan % +
+ SEM) SEM) SEM)
Eksp. 1 B6.SJL (H2% BALB/c (H2Y) 107 — 4/4 2.58 +10.72 67.81 £10.29 76.34 + 14.23 1.03 £0.71%
B6.SJL 