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POPIS KRATICA
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uvoD
1. uvOD

1.1. Imunost

,PXQRVW MH VSRVREQRVW REUDQH GRPDiULQD RG VWUI
XNODQMDQMX PUWYLK VWDQLFD WH SRNUHWDQMX SRSUDYN
VXVWDYD NOMXpDQ MH RGDELU RGJRYDUDMX idtKbiRGJIJRYR U
LVWRYUHPHQR IOHNVLELODQ WM VSRVREDQ SUHSR]QDWL
VSULMHpPLR SUHYL&H VQD&DQ LOL QHSRWUHEDQ RGJRYRU
SRGVXVWDYD XURVHQL LOL QHVSBISWILYQL LAXIQRORENILOY
LPXQRORANL VXVWDY 8URYHQ LELFARQRMIHBANEN/IMIAWORY VO X &
RGPDK LGHQWLILFLUD L XNODQMD SRWHQFLMDOQR &WHWC
LPXQRORANL VXVWDYQMEWDYDWXOH@RLFNIQHVMSDIWR JHQ H

1.2. T-limfociti i prezentacija antigena

T-OLPIRFLWL LPDMX IXQNFLRQDOQX XORJX X DGDSWLY(C
LGHDOQLP VWDQLpQLP WLSRP |]D VWYDUOOQOMRHALWODLRG Q M{H
NMLKRYRP VSHFLILpQR&UX ]D DQWLJHQH LGLRWRSRP awR
VWDQLpPpQLP UHFHSWRHIRrecept&r STCR). Jl@nfociti mogu reagirati na
SUHWKRGQR REUDYyHQH DQWLJHQH VDPR QDNRQ QMLKRY
prHIHQW L UD M X U LaktiyeWmeQdnting cets@3@YVY PDNURIDJD GHQGULW
ili B-limfocita. In vivo, antigen se prezentira CDUCD4") engl.Cluster of differentiation 4 T
lymphocytes VWDQLFDPD LVNOMXpLYR GHQi@r ldoVseintaPnilv WD QL F
limfoidnih tkiva, te stimulirane T stanice proizvode IL 2EUDYHQL DQWLJHQL X
u glavni kompleks histokompatibilnosti (enghajor histocompatibility complexMHC) na
antigen SUHIHQWLUDMXULP VWD Qd_kab kgand XeRTCR. PRaMirtie@akcia V O X &
neophodna je za aktivacij-DLPIRFLWD L NRRUGLQDFLMX LPXQRORAN
RGJRYDUDMXiUuL DQWLJHQ SNWLYDFLMD 7 VWDQLFD R)
SULVXWQRVWL L NROLPpINQ L inekléMiEmnb)Li k&tim@aijgkonN sigh&WN
antigen SUH]HQWLUDMXULK VWDQLFD

1.2.1. Aktivacija T-limfocita
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Aktivacija T-limfocita ovisio TCR0O+& LQWHUDNFLML NRMD SRNUHUH DN\
3 /& H @ha3pholipase € koja gaerira diaciglicerol (DAG, engldiacylglycero) i
inozitol-trifosfat (IP3, eng.,, QRVLWRO WULVSKRVSKDWH '$* SRWLpH DI
mitogen aktivirane protein kinaze (MAPkengl Mitogen activated protein kinase aW R
UH]XOWLUD SRMD phikRdribB fabtbDral &ktlvi@riogpskanicana(NF- % HQJO
nuclear factor kappdight-chainenhancer of activated B cglite se prepisuju geni koji su
NOMXpQL ]D DNWLYDFLMX L SUROLIHUDIE leMiXplazratskoB R J X i X N
UHWLNXOXPD aWR UH]XOWLUD GHIRVIRULODFLMRP D L WL
T-stanica (NFAT, englNuclear factor of activated T ce)JlsZatim se NFAT translocira u
jezgru, gdje kontrolira transkripciju interleulan2 (IL-2) koji je osnovni faktora rasta-T
limfocita. Za potpunu aktivaciju, funkciju i diferencijacijulimfocita potrebno je puno drugih
citokina (3). Nakon sazrijevanja, T limfociti mogu postati CDSRPRUQLpPpNH *7K LOL
FLWRWRNVL p @aHpoziddte | Rad/efékiapske T stanice (4). Clmfociti stupaju u
interakciju s MHC I, a CD8T limfociti s MHC | koji je prisutan na svim stanicama jezgre i

trombocitima (4).

1.2.2. Aktivacija i diferencijacija CD4+ T limfocita

Aktivacija naivnihCb4 VWDQLFD RGYLMD VH SRPRUX WUL VLJQD

. vezanjem TCR (eng.-FHOO UHFHSWRU L DQWLJHQ 0+& ,, NRPSO
sinapsu

Il.  vezanjem kestimulacijskin molekula (CD28, CDA40L) i njihovih receptora na
SUHGRp QR Ml {CV8D)QB7E (CO86), CD40

mvH]DQMHP WRSOMLYLK XSDOQLK PHGLMDWRUD FLWRNL!
limfocita (5,6).

Nakon aktivacije CD4 VWDQLFD RQH VH GLIHUHQFLUDMX X UD]OL}
SRPRUQLPpNH 7K VWD QLFH2VVMNIR)PRXdDe jydirvhde V2 HipaMirtxokin. Q
interferon gama (IFN  H Qnigdferon gammpi TNF-. 71) HTuhQ necrosis factor).
2QH SRIRGXMX NODVLPQRP VWDQLpPpQR SRR GEGRYDQIRRA QLPPC
XQLAWDYDQMH XQXWDUVWDQLpPQLK SDWRdJinfodda (33XPRUD L
SRPRUQLpNH 7K VWDQLFH VX VWLPXOLWDQpogdslljd MX W QR &
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odsutnost Ik 2QH XpLQNRYLWR GMH@XRALWD HMRV IUH]XDGN K D

izotipa na imunoglobulin E (IgE, enginmunoglobulin Ei aktivaciju eozinofila. Th17 stanice

nastaju u prisutnosti H23 i IL- GRN RQH L]JOXPpXMX Y LWMNRONNHX pIDQLHQ N X, /
patogenezu autoimunih bolesti. CD4 limtbanogu se diferencirati i na regulatorne T limfocite

(Treg stanice, englRegulatory T cells)NRMH L] O-Xp ¥MKsprithiraju CD25 i
transkripcijski faktor Foxp3 (engkorkhead box protein B33,5).

1.3.In vitro aktivacija humanih T limfocita

6WLPXODFLMD OLPIRFLWD X SULPDUQLP VWDQLpPpQLP
IXQNFLRQDOQRJ VWDWXVD 7 VWDQLFD X UD]J]OLpLWLP ELROR
YHOLNX NROLPLQX FLWRNLQD NRML RGUDa&DBakindaxni@ MLKRY
OLPIQLP RUJDQLPD 7 OLPIRFLWL SRSULPDMX RGJRYDUDN
proliferiraju (klonska ekspanzija) te putem periferne krvi odlaze na mjesto upale gdje ostvaruju
VYRMH HIHNWRUVNH XpLQNH XNOMXIPpKMKRIQLNMLQD H]XW R NL
VSHFLILPpQLP ELRORANLP XpLQFLPD 7TLMHNRP WUDQ]LF
SURL]YRGH PDOH NROLpPLQH FLWRNLQD WH VWRJD NDGD VI
SRPRUQLPNLK OLPIRFLWD \i,]ijpriiedibeyotkednd kiivicati (BJ.UQH N U

OLWRIJHQH PROHNXOH L PRQRNORQVND DQWLWLMHOD ¢
VSHFLILPQL DQWLJHQ GDMH PRQRNORQDOQL LOL ROLJRNOR
WLWULUDQ QD QDIMRRMDVMUMRROEWQWIL WRLDQLPQRP DNWLYDF
PRJXUH SURPMHQH X SURL]YRGQML FLWRNLQD 7DNRYyHU V
IXQNFLMD LPXQRORANLK VWDQLFD QH EL ELOD XJURAHQD

1.3.1. Kratkotrajna poliklonska stimulacija T limfocita

.UDWNRWUDMQD SROLNORQVND VWLPXODFLMD OLPIRFI
OLPIRFLWD RGUHYHQLP NHPLMVNLP VSRMHYLPD NRML RSI
VSHFLILPpQRM -libfgdival Wudeil WMIARkompleksa (8). Mitogeni lekti poput
fitohemaglutinina (PHA) i konkavalina A (Con A) se koriste za poliklonsku stimulaciju T
stanica (9).

Fitohemaglutinin (PHA, engphytohemagglutinipje ekstrakt lektina iz crvenog graha
(Phaseolus Vulgaris WH VDGUAL VQDaQD IMNDLDQPRYRJIBDDX VB MHLA
SRGMHGLQLFH 3+%$ VX GYLMH UD]OLpLWH YUVWH OHXNRFL
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/| LPD YLVRN DILQLWHW ]D SRYUGLQVNH UHFHSWRUH OLPIRF

mitogena svojstva izolektina. E nas/ojstva aglutiniranja eritrocita. Fitohemaglutisinje
proteinski oblik, a PHAV mukoproteinski oblik ovih izolektina (10). Fitohemaglutinin ima
SRWHQFLMDO LQGXFLUDWL EOLaH NRQWDNWH L]PHYyX VXVM
Konkavalin A (Con A, engConcanavalin A MH OHNWLQ NRML YH&H PD
izoliran iz zrna Jack Ganavalia ensiformis 2VLP PLWRJHQRJ GMHORYDQMD
SURJUDPLUDQX VWDQLpQX VPUW SXWHP DSRSWR]H &R Q.
aktiviranih T stanica), obitelj tranddLSFLMVNLK IDNWRUD NRML VX YDAaQ
LPXQRORANRJ VXVWDYD XNOMXpXMXiL UHFHSWRU 7 VWDQ
NRQNDQDYDOLQ $ &RQ $ DNWLYLUDMX 7 VWDQLFH YH]DQM

XNOMXpXMXUtangdHFERA/' R M RPBOHNV SOQWLWLMERD VSHFL
NRPSOHNV GDMX SRpHWQL DNWLYDF L Mtilacikoinsgrialu DOL S U
NRML MH RELpPpQR L]GDQ SXWHP &' 6ORERGQD DQWLWLMI

receptora] D DNWLYLUDQMH XQXWDUVWDQLpPpQLK VLIQDOD WH VX
bPYUVWX SRYU&LQX

Forbol12-miristat 13- acetat (PMA, englPhorbol 12myristate 13acetat) VSHFLILpQL
je aktivator proteinske kinaze C (PKC) i stoga aktivira nakiefaktorkappa B (NF % 1)

% MH WUDQVNULSFLMVNL IDNWRU NRML UHJXOLUD EURMQF
UD]J]OLPpLWLK EROHVWL ,VWR WDNR QDMpH&a&UL MH L QL
XpLQDND QD VW bQdgrikhjdnjujeé N kovhbDinagifisMonomicinom (Cell Stimulation
Coctalil).

lonomicin je membranopropusni kalcijev ionofor proizveden baktergoreptomyces
conglobatus.2ODN&aDYD SULMHQRY NDOFLMHYLK LRQD X L] VWDQ
intraHOXODUQH UD]LQH NDOFLMD L]D]JLYDMXUL VWDQLpPpQX VP
ionomicina aktivira transkripcijske faktore N4 L 1)$7 aWR GRYRGL GR SURL]YI
(IL-2) (13).

6WLPXODFLMD 7 OLPIRFLWD SRPRjeRIRMARDNID RQVNLK S
CD28 i CD137

6WLPXODFLMD NRMD MH QDMVOLPQLMD ILJLROR&ANLP PH
RSRQDaDMX SULMHQRWDZCDEBDkonmpleksd. HIMdRa 0d& Fakvih metoda
XNOMXpXMH SULPMHQXMuevR MtQdaDe je@staind D& wktivaciju i
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ekspanziju T stanica i ne zahtijeva hranjive stanice (stanice koje predstavljaju antigen) ili

DQWLJHQ LW VH VDVWRML RG XMHGQDpPHQLK LQHUWQL
—P VOLPQH YHOLpPLQH NeDIRju \aNtge® L RddaldnRoM st BubEaGeV's
protutijelima antCD3 i anti &' 2YD GYD DQWLWLMH O Bsti@waxiikeM X SUL]

VLIQDOH RSWLPL]JLUDQH ]D XpLQNRYLWX DNWLYDFLMX L HN
IL- PRa&aH VH SRVIEDNKIWH SREREBXODFLMH 7 VWDQLFD 1DNRQ
PDIJQHWVNH NXJOLFH PRJX VH ODNR XNORQLWL SRPRUOX "\Q
vezanje je potrebno, jer samo vezanje TORQHUH L]D]JYDWL SRWSXQX DNWLYL
]QDpL G DCR lo@raju biti potrebni i katimulacijski receptori (CD28kako bi se

SRWDNQXOR SUHALYOMDYDQMH NORQVND HNVSDQ]LMD L G



HIPOTEZA
2. HIPOTEZ A

8 VYUKX RGUHYLYDQMD IHQRWIRFR i Q XQMIFHNREIIR O QRJI VV
SHULIHUQH NUYL ]J]GUDYLK PODGLK LVSLWDQLND DNWLYI
usmjerenih na CD3, CD28 i CD137 samostalno ili u prisutnosti interleukina 2 predstavlja
optimalniju metodan vitro aktivacije u usporedbi aktivacijom posredovanom forbaP-

miristat 13-acetatom (PMA) i ionomicinom.

10



CILJEVI

3. CILJEVI

8VSRUHGQR SURYHVWL SURWRNRO DNWLYDFLMH PDJQH
a. Dynabeads CD3/CD28/CD137
b. 30$ L LRQRPLFLQD X RED VOd&i{aBMD X SULVXWQRVW
Il.  Odrediti vijabilnost CD3CD4" limfocita nakon provedenog protokola aktivacije
. 2GUHGLWL XGLR 7K OLPIRFLWD X SRSXODFLML SRPF
periferne krvi zdravih mladih ispitanika

IV.  Usporediti rezultate dobivene usporednim metodaktiaacije

11



ISPITANICI | METODE

4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

6WXGLMD MH XVWURMHQD NDR SRNXVQR HNVSHULPF

ispitanici bili podvrgnuti istom eksperimentalngrotokolu.

4.2. Ispitanici

U studiji je sudjelovalo 10 zdravih mladih pojedinaca obaju spolova. Ispitanicima se
X]JRUNRYDOD SXQD YHQVND NUY L] VUHGLAQMH NXELWD
SUHGRVWURAQRVWL WH VX NRUL aWadig.LSW SuMdpitahiciXdiRUFL ]D
GHWDOMQR LQIRUPLUDQL R VYLP SURWRNROLPD L SURFHC
LVSLWDQLN MH PRUDR SRWSLVDWL LQIRUPLUDQL SULVWDQI
GLR LVWUDALYDQMD SUJRWXH TH @ R\OHH XX/ ODEBQRWRNOLQLpPpNX L
za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Protokol studije je u skladu sa
VWDQGDUGLPD XWYUyHQLPD SRVOMHGQMRP UHYL]JLMRP +F
(WLPpNRJID S&RMdditindkoga \fakllteta Osijek (Klasa: 602/21-08/07, Broj: 2158
61-07-21-52).

4.3. Metode

4.3.1. 1zolacija mononuklearnih stanica periferne krvi

Uzorci pune venske krvi zdravih mladih ispitanika prikupljeni su u tubicama koje
VDGUA&H D Q WttildhRiminXedrdadQenie kiseline (EDTA) volumena 10 mL (BD
9DFXWDLQHU %HFWRQ 'LFNLQVRQ L &RPSDQ\ )UDQNOLQ /I
3h od prikupljanja. Potom su iz pune Krvi izolirane mononuklearne stanice (od engl. Peripheral
Blood MononuFOHDU &HOOV 3%0& QD JUDGLMHQWX ILNROD )LFF
144002) prema standardnom protokolu (16).

3ULMH VDPH LIRODFLMH RKODVHQL UHDJHQVL L SXIHUL
sobnu temperaturu (RT, 20 f & 3Udndl $XQW NUY MH UDJULMHVYHQL
SULSUHPOMHQRP 1T ILILRORANRP RWRSLQRMPh&GphatttLUDQLP

12



ISPITANICI | METODE
buffered saline X RPMHUX WH VH X]JRUDN SDAOMLYR QDQLR QI
3DTXHS 3/86 *( +HDScWwhdsHPWBH 8BISRDOD AYHGVND EH] PLME
Nakon toga, uzorci su se centrifugirali 25 minuta, @d&engl.Relative centrifugal field800
G EH] NRp®RWDQD +HWWLFK *PE+ &R .* 7XWWOLQJHQ 1
mononuklearne stanice (BIN D SULNXSOMHQ MH WH VX VWOhWQLFH LV!
Stanice su obojene s 0,4% Trypan plavom otopinom (Sigiaidch, Merck KGaA,
'DUPVWDGW 1MHPDpPND 17 SARHRUVRMRPRUXPR*UNHW VXVSHC
— O R W R SKo@plaw) ki@ Di@&/provjerila vijabilnost (17).

1IDNRQ RGUHYLYDQMD NRQFHQWUDFLM4 médiuDs@QLFH VX
glutaminom (Sigm&Aldrich, OHUFN .*D$ 'DUPVW [ @MunjdniintHdddatkdhD
IHWDOQRJ JRYHYHJ VHB#¥EXPEetal Bovine $e6einSigmaAldrich Merck
KGaA, Darmstadt,1 M H P Pippemicilin-streptomicinskim antibiotikom (1 %) (Capricorn
6FLHQWLILF *PE+ (EVGRUIHUJUXQG 1MHPDpPpND 6WDQLFH
stavljene u inkubator (Shel Lab, sa@O,, Sheldon Manufacturing Inc, Cornelius, OR, USA)
podslHGHULP XYMHW L ED;, >680% sa&ine vlage tijekom 24 sata (17).

=3

»l-"
I<

Slika 1. I1zolacija mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu fikola.
Prikazani su vidljivi slojevhastali odvajanjem komponenti krvi na gradijentu fikola nakon

centrifugiranja (izvor: original autorice rada).
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ISPITANICI | METODE
ODIJQHWVNR VRUWLUDQMH SRPRUQLpPNLK &' 7 OLPIRFL

1DNRQ SRGHaADYDQMD E U RaIneposiatinaprije Diagk® u protpkol
aktivacije, CD4 T stanice su odvojene iz ukupne smjese mononuklearnih stanica periferne
krvi negativnom magnetskom selekcijom putem komercijalno dostupnih magnetskih kuglica
(MagniSorf™ Human CD4 T cell Enrichment kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientifi
:DOWKDP ODVVDFKXVHWWY 6%$' SUHPD XSXWDPD SURL]YRY
pripremljene za aktivaciju (17,18).

Uzorci su preneseni u polustirenske epruvete od 5 mL sa okruglim dnom (12 x 75 mm;
BD Falcon, Becton, Dickinson and Company, Fiankakes, NJ, USA), isprani dva puta s 1x
3%6 PLQ * L VWDQLFH VX ELOH SHBRYQMBS/MNWEBHQGLUL
EDTA (17).

1IDNRQ WRJD GRGDQR MH —/ 0DdEQ EGiBNthev7kt, peX PD Q &'
SXWD SURPLMREDQRSYRREENW]S 3), te su stanice inkubirane 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nak inkubacije, dodano je 4 mLiPBS/10 mM EDTA i centrifugirano

* PLQ 6XSHUQDWDQW MH RGEDpHI®BSIB % FRYBIWMD MH GF

('7% X] MdgniSort zrmaca QHIJDWLYQH VHOHNFLMH 8]JRUFL VX !
vortexom i inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi (17,18).

.DG MH ]DYU&ALOD LQNXABS/HEQLMND EODFR 6oDXBRNLMUiKUpnog
volumena te su stanice ponovno resuspendirane. Epruvete su jgedagstavijane u magnet
L LQNXELUDQH PLQXWD QD VREQRM WHPSHUDWXUL =DWL
VXSHUQDWDQW MH SUHEDpPHQ X QRYX HSUXYHWX RG P/
PLMHADQMD NDNR VH QH EL VFAD/OH NRM H LWDGRUELH WWHDPDQ ADV
Su se s magneta te su se ispraznile. Negativno odabrane stanice su spremne za upotrebu (17).

4.3.3. Poliklonska aktivacija mononuklearnih stanica periferne krvi

U svrhu poliklonske aktivacije sortirani® RPRUQLpPNLK 7 OLPIRFLWD L] S
koristila su se dva usporedna protokola:
a) NUDWNRWUDMQD DNWLYDFLMD SRPRUX NRPHUFLMDOQF
V D G U 4 L12-RitisEaRI@acetat (PMA, engbhorbol myristate acetaté ionomicin
uzaYUaQRM NRQFHQWUDFLML RG —/ P/ &HOO VWLPPXOI
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) (19).

14



ISPITANICI | METODE
Kako bi se aktivirale CD4T stanice i potaknulo stvaranje citokina, magnetski
razvrstane stanice &iko su (4 sata) bile stimulirane s forbolrh#istat 13acetatom
(PMA) i ionomicinom. Aktivacija CD4T-VWDQLFD SURYBBDB /D MMDX LFOF
a f& CO, ! YODAQRVWL

Kalcijev klorid (CaCt) dodan je u medij za stimulaciju kako izazvao
GXJRWUDMQX XQXWDUVWDQLPpQX VLIQDOL]DFLMX NDOF
—/ P/ NRQDpQD NRQFHQWUDFLMD 7DNRYHU VWDQLFD
H%LRVFLHQFH70 ,QYLWURJHQ WYUWNH 7KHUPR )LVKHU
RG —/ P/ GD EL VH VSULMHpPLOR OXpHQMH FLWRNLQD
PUHALFH X *ROJLMHY DSDUDW WH WLPH VOXaL NDR LQK

Koktel za stimulaciju stanica, Brefeldin A i CaGlodani su zajedno i
istovremeno WWDQLPpQX VXVSHQ]LMX

E DNWLYDFLMD SRPRUX PDIJQHWVNLK pHVWLFD V DGK
CD3, CD28 i CD137 tijekom 48 sati. U tu svrhu se koristio komercijalno dostupan
NRPSOHW '\QD E H D @#tidator XFP3B0R28/CD137 (Gibcdy Thermo
Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lithuania) (21).
'\QDEHDGV PHWRGD VDGUAaL VXSHUSDUDPDJQHWQH
RSWLPLILUDQRP VPMHVRP PRQRNORQVNLK DQWLWLMH(
CD28iCD137. Magnetskp HVWLFH VYRMRP YHOLpPLQRP RSRQDA&DNM
VWDQLFH D SURVWRUQD RULMHQWDFLMD SURWXWLMHO
L &' PROHNXOD QD SRYUALQL 7 OLPIRFLWD RGQRVQI
(14).
Aktivacija T limfocita odvila se preko TCR kompleksa, odnosno imitiranjem
prirodne aktivacije. Magnetski sortirane CDgtanice su kultivirane sa Dynabeads
NXJOLFDPD —/ VWDQLFD 60OLND X SORPLFDPI
Dynabeads humandgaktivatora CD3/CD28 kako bi se dobio omjer kuglica i stanica
1:1. Rekombinantni ljudskIL-2 (Gibco, ThermoFisher ) koji dovodi do proliferacije
T-stanica je dodan u uzorke (30 UmMISWDQLFH VX LQNXELWDQH X Y
LOQNXEDWRUX K QD f& 3RVOMHGQMD VDWD LQNXEI
LVWR NDR L X VOXpDMX NUDWNRWUDMQH DNWLYDFLMH
CaCh GRGDQL VX ]DMHGQR L LVWRYUHPHQR X VWDQLpQX

15



ISPITANICI | METODE

Nakon]DYUapNwWwWIJL VDWD LQNXEDFLMH GRGDQR MH

inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se zaustavila reakcija.

DYNABEADS
(20x povecanje)

Slika 2. Magnetski sortirane CD4" T stanice iz humanih PBMC u kulturi s anti-CD23,
anti-CD28 i anti- & ' R E O R aH Q Leads \kQdlidama ukompletiranom RPMI -1640
mediju s FBSom (10 %) i penicilin-streptomicin antibiotikom (1%).

Prikazuje magnetski sortirane CDZ stanice u kulturi artCD23, antiCD28 i anttCD137

REORAHQLP '\QDEHDGV NXJOLFDPD SRG SRYHUDQMHP

L]

=D SULPMHQX SURWRpQH FLWRPHWULMH ELOR MH SRWUH

je stavljena na mag '\ Q D 0 D B@E hermo Fisher Scientif)cl-2 minute kako bi se kuglice

RGYRMLOH RG RWRSLQH 6XSHUQDWDQW NRML VDGUAL VWI

(14).
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ISPITANICI | METODE

Slika 3. Odvajanje Dynabeadsa iz kulture na magnetu Dynamag 5
Prikazano je odvajaje kuglica prije imunofenotipizacije (izvor: original autorice

rada)

4.3.4. Imunofenotipizacija Th17 (D4*IL -17A") SURWRpPQRP FLWRPHWULMRP

Zastupljenost Th17 (CDED4IL-177 X XNXSQLP SRPRIi@fotithlaP &'
LIROLUDQLP L] SHUL MHPHWRGEGRMRSURWMRPODH FLWRPHWULM]I
ERMHQMH SXRWWSMUWKWDQLPpQLK L QXNOHDUQLK DQWLJHQD ]I
VWDQGDUGQL SURWRNROL 8NUDWNR SULMH VWDQLpPpQRJ E
fiksabinoP ERMRP ]D YLMDELOQRVW )L[DEOH 9LDELWLW\ '\H
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama
SURL]YRyDpD D QHVSHFLILPQR ERMHQMH SRVUHGRYDQR Yt
engl.FcReceptor EORNLUDQR GRGDYDQMHP X/ +XPDQ 7UX6WDLQ
San Diego, Kalifornija, SAD). Nakon 8 minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcima je
GRGDQD VPMHVD VSHFLILPQLK IOXRUHVFHQWQR RELOMHAaH(

ZaodreyLYDQMH 7K CD3Her@HloWM/@KT3, eBioscience)CD4 PECy7
(klon RPAT4), eBioscience)CD196 APC(klon R6H1, eBioscienca)lL-17A FITC Klon
eBio64DEC17, eBioscience)

U protokolu za bojanje stanica koristio se fosfatni pufer (PBS) s dadatk61%
JRYHYHJ VHUXPVNRJ DO BiRd ¢im &tbain B.0134 Gatrijevog azida
(NaNs SULODJRYHQH S+ YULMHGQRVWL S+ a WH NRPHUFLWN
XQXWDUVWDQLPpQLK L QXNOHDUQLK DQWLJHQD )R[S VWDLQ
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8] SDAOMLYX SULSUHPX X]RUND L RSWLPL]DFLMX SUR\
pokusa pripmaljene su jednobojne, fluorescencijske minus jedan (FMO; Ehgbrescence
Minus Ong@, neobojene i negativne kontrole radi pouzdanog razlikovanja pozitivne stanice od
SR]DGLQVNRJ QHIJDWLYQRJ L QHVSHFLILPQRJ ERMHQMD
.RPSHQ]DFLMVND PDWULFD RWPUDMNRFPHWDBLMWDID QR RFIGR
kompenzacijskih kuglica B! & RPS%HDGV PL&ML ,J QHJDWLYQH NRQW
San Jose, CA, SAD) i jednobojnih kontrola. Mjerenja uzoraka su provedena na BD FACSCanto
,,E SURWRpPQRP FLWRPHWUX %HF WISARopremlenir) ¥ R@seraDQ - R\
SODYLP $UJRQ QP B5HG +H1H QP $QDOL]D L YL]IXD¢
SRPRUX )ORZ/RJLF SURJUDPD Y ,QLYDL 7THFKQRORJLHV

6WDWLVWLpNH PHWRGH

IXPHULPpNL SRGDWRPHWXpRRPVIVOQHAOWRWY L VWDQGDUG!
VOXpDMX UDVSRGMHOD NRMH VOLMHGH QRUPDOQX D X R\
LQWHUNYDUWLOQRJ UDVSRQD 1RUPDOQRVW UDVSRGMHOH
Pearsonovim testom. Razlike B0PDOQR UDVSRGLMHOMHQLK QXPHULPNL
QH]DYLVQLK VNXSLQD WHVWLUDQH VX 6WXGHQWRYLP W W
raspodjele Mamm: KLW QH\ WHVWRP 3RYH]DQRVW QRUPDOQR UDVSF
ocijenjena je PearscRYLP NRHILFLMHQWRP NRUHODFLMH U D X VO
UDVSRGMHOH 6SHDUPDQRYLP NRHILFLMHQWRP NRUHODFLM
5D]LQD ]QDpDMQRVWL SRVWDYOMHQD MH QD $0SKD =D
program SigmaPIlot (verzija 11.2, SYSTAT Software, Chicago, SAD).
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REZULTATI

5. REZULTATI

$QDOL]D PRQRQXNOHDUQLK VWDQLFD SURWRpPQRP FLWR

Slika 4. Reprezentativni primjer analize mononuklearnih stanica iz periferne krvi
KXPDQLK LVSLWDQLND PHWRGRP SURWRpPQH FLWRPHWULMH
SULND]DQR MH VXVOMHGQR SRVWDYOMDQMH SUR]JRUD ]D L]
VWDQLFD SRPRUX UDVSU&AHQMD ODVH U \fawrard sideM¢catt& U HP D QI
OUWYH VX VWDQLFH ELOH LVNOMXpHQH QD WHPHOMX ERMD
(FVD; engl. Fixable Viability Dye). Limfdit su izdvojeni analizom FS& (engl. Forward

side scatterarealL. SRYUA&ALQH SRV Wja 38GApepH. Bitle3satdd @&réhl) dok su

7 OLPIRFLWL GHILQLUDQL$SD/ I Q@ LUPR IRED GBM HRMUDNH6E&D 7DNF
prikazana strategiju analize CD 7 OLPIRFLW D-1N &M analiz¥ pridvedene su na
SURWRPQRP FLWRPEWQWRY%,, )& QDOL]JLUDQH SULPMHQRP )

programa.
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5.2. Usporedba PMA/lonomiocin i Dynabeads stimulacije

Rezultatina Sici5. SULND]XMX IUHNYHQFLMX MHGQRVWUXNLK V
i CD3" CD4" stanica usporedno s dvije metosiémulacije. Postotak jednoskih stanica
(singlets) je nepromijenjenkod Dynabeads stimulacijeZa ocjenu sredine RULAWHQD M&FE
DULWPHWLQEAP8VE.UBI®. QDNDR PMHUD UDVSU&AHQM®&02VWDQGD
vs.948); p=0898 UGLR OLPIRFLWD GRELYHQ '"\QDeElH®I®Su NaW L P XOL
308 LRQRPLFLQ QR UD]OLNjDa(Q23™ v. 86/8P SiahdawnapdeijagQ D p D
iznosila je11,88 vs.6,75, ap=006 1HPD ]QDpDMQH UD]JOLNH L]JPHYyX RYH
XGMHOX ALYLK Y (98 FL @09 pc0 A0 CRI+RID4+ stanicd85,53 vs.
87,3Q p=0,420).

60OLND JUHNYHQFLMD MHGQRVWUXNLK VWDQLFD VLQJOH)
CD3*CD4* stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika nakon PMA/ionomycin i
Dynabeads stimulacije.
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8GLR 7K OLPIRFLWD X SR SixfOcidaFzoMdnilSiRgeMerngLp NLK 7
krvi zdravih mladih ispitanika

U ovoj studijianalizirali smo udjele Th17 stanica u populaciji mononuklearnih stanica
izoliranih iz periferne krvi zdravih mladih ispitanika nakon dvije usporedne metode stimulacije
30% ,RQRPLFLQ L '\QDEHDGV 5H]XOWDVWD4NXIBRIN@EAIROL ]QDp
nakon stimulacije PMA/ionomicinom odnosu n®ynabeads stimulacjA ULWPHWLPpND VUH
iznosila je 0,75 vs. 0,26, a standardna devijacija 0,13 vs. (&&Ka 6.). Th17 limfociti nakon
Dynabeads stimulacije imaju ststW LpNL ]QDpD MD Q2& Dp@rbhi-teXtis LR S

Slika 6. Udio CD4*IL-17A*) T stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika nakon
PMA/ionomycin i Dynabeads stimulacije.

Prikazuje udio&' 7 OLPIRFLW BLNFWLin@oXitp) H petifernoj krvi zdravih mladinh

ispitanika. RezltOWDWL VX SULND]DQL NDR DULWPHWLpPpND VUHGL
XVSRUHYHQLWEBDBDWR@L®D® WDOH QH]DYLVQH X]J]RUNH .VWDWL\
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RASPRAVA
6. RASPRAVA

6WLPXODFLMD OLPIRFLWD X SULPDUQLP VWDQLpPQLP
IXQNFLRQDOQRJ VWDWXVD L IHQRWLSD 7 VWDQLFD X UD]JOI
OLPIQLP RUJDQLPD 7 OLPIRFLWL SRSULPDMX RGJRYDUDN
prdiferiraju (klonska ekspanzija) te putem periferne krvi odlaze na mjesto upale gdje ostvaruju
VYRMH HIHNWRUVNH XpLQNH XNOMXpXMXuL VLQWH]X L 1
VSHFLILpQLP ELR OU#Ed¢iti Bu XeaktiQri, Itj Ppbizvode ma@ ROLPLQH FLWRN
tijekom tranzicije u krvipa ihje potrebno aktivirati.

SRIQDWR MH YL4AH PHWRGD VWLPXODFLMH OLPIRFLWD
SXW DNWLYDFLMH VWDQLFD WH ELRORANH XpLQNH NRMH
eksperimesWVDOQRP GL]DMQX L FLOMHYLPD LVWUDALYDQMD SR\
VWLPXODFLMH ,GHDOQL VWLPXODQV MH WLWULUDQ QD QI
DNWLYDFLMRP NDNR VH QH EL SULNULOH PRJXUH SURPWN
VWLPXODFLMD EL WUHEDOD ELWL a4WR NUDUD NDNR IXQNFL

.DNR EL RGDEUDOL RSWLPDOQX PHWRGX VWLPXODFLMH
NRML PRAH SRWDNQXWL QDMYHUX NROLPL®XNBODRHPY R G R RHHC
"HQFKDR L VXU VX WHVWLUDOL SURGXNFLMX FLWRNLQD X
QMLKRYRM VWXGLML RSWLPDOQL VWLPXODQV MH ELR 30%
SURL]JYRGQMX SHW FLWRNLQD X LRODQ\RORHENLEDWW MQLKDR &W
NOLQLpNH VWXGLMH VX SRWYUGLOH GD 30%$ PRAH SRYHUDW
Th1 tip)(8).

%DUDQ L VXU VX X VWXGLML XVSRUHGLOL 3+% VWLPXOL
PMA/ionomicin. Oba korikWHQD VWLPXODWRUD ELOD VX XpLQNRYLW
SURL]YRGQMH FLWRNLQD OHYyXWLP NLQHWLND SRMDYOML)
UD]JOLPpLWD QSU NXO W Kidje optimdrd,NMiRzA stilvuldahiprpzvodiie
10 bilo je potrebno 10 sati. PHA je bio bolji za indukciju IL L] pHJD MH J]JDNOMXpHC
VQDAaQLML VWLPXODWRU RG 30%$ LRQRPLFLQD 30% LRQRPLF
3+$ VWLPXOLUD &aLUL UDVSRQ XQXWDUVWabDiQ kthriichida LW RN L (
7K L 7K SURILOH awWRYL&H 3+$ MH EROML L]JERU NRG DQ
PQRJR PDQMH LJUDAHQLP SURPMHQH X )6& L 666 VLIQDOLPL
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RASPRAVA
S druge strane, Tricket i sur. su koristili stimulaciju s Dynabeads metodom s anti

CD3/CD28 kuglicama. Aktivacija T stanica javila se unutar jednog sata od stimulacije, te
GRVHJOD SODWR QDNRQ aHVW VDWL 7LMHNRDR3/E&2Y D VDV
NXJOLFDPD XRpHQD MH VPDQMHQD HNVSHVLMINdg&cirala 6WLP XC
MH MHGQDNX UD]JLQX HNVSHVLMH &' NDR VD VWLPXODFL
VWLPXODFLMD V DQWL &' &' NXJOLFDPD PRA&H ELWL GRE
stimulaciji. Prednosti ove metode u odnosu na PHA su izbjegavanje radniakivari,
PRIXUQRVW VSHFLILPQH DQDOL]H SUROLIHUDFLMH 7 VWDAQL
VNUDUHQR UDGQR YULMHPH

1DGDOMH ODWKHVRQ L VXU VX WDNRyHU NRUTVWLOL '
stanice su izolirane iz periferne krvikiultivirane u RPMI mediju s 10% FCS i 1%
SHQLFLOLQRP VWUHSWRPLFLQRP WH DNWLYLUDQH XQXWD
$FWLYDWRU &' &' NXJOLFD 3URWRPQRP FLWRPHWULMRP
NRMD MH RpHNLYDQR ELOMXPDIND IRGHVHQRRMIIDNG®D MH PDJ(
VWDQLFD EH] DQWLWLMHOD QRY L XpLQNRYLW QDpLQ RGDE
EU]D PR&aH VH GRYU&ALWL X MHGQRP VDWX WH QLMH SRWUI
SURpLAUDYRPQWMED @3NRHE pLVWRUH GR UXWLQVNL MH SRV
biotinom, stanice ostaju netaknute zaostalim zrncima ili kompleksima anigiézen.Osim
AWR SUXAaD NRULVWDQ DODW ]D LVWUDALYDQMH ]®@DQRVWL
genetski modificiranih stanica za gensku terapiju (21).

8 RYRM VWXGLML XVSRUHYyLYDOD VH NODVLPpQD-PHWRGL
12-miristat13>DFHWDWRP 30% L LRQRPLFLQRP L DNWLYDFLMD 1
mehanizmima aktiva@jstanica VWLP XODFLMD SRPRUX PRQRNORQVNLK S
CD3,CD28iCD137. Sudjelovalo je 10 ispitanikeuzoraka je stimulirano PMA/ionomicinom,

D '\QDEHDGV VWLPXODFLMRP 3RVWRWDN MHGQRVWUXNLE
stimuaFLMH GRN MH XGLR OLPIRFLWD GRELYHQ '\QDEHDGV
30$ LRQRPLFLQ 1HPD ]QDpDMQH UD]JOLNH L]JPHYyX RYH G
(vijabilnih) stanica iCD3" CD4" stanica.. RG R G U Hudiel D'l Klimfocita u populaciji
SRPQUPNLK 7 OLPIRFLWD L]J]ROLUDQLK L] SHUrednali@iH NUYL
SRND]DOL ]QDpERQIRIMHT staida bhékon stimulacije PMA/ionomicinom u

odnosu na Dynabeads stimulacijako je Dynabeads stimulacija sa svojim prednostima
PRGHUQR UMHAHQMH ]D EUAX L HILNDVQLMX VWLPXODFLMX
ELUDWL SUHPD VWDQLFDPD NRMH VH a8HOH VWLPXOLUDWL
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=$./-8Y$.
7.2$./-8y$.

7THPHOMHP GRELYHQLK UH]XOWDWD L] SURYHGHQRJ LVYV

8 VYUKX RGUHYLYDQMD IHQRWLSD L I(CKIMNFLIRM@®E®QRJI VW
SHULIHUQH NUYL J]GUDYLK PODGLK LVSLWD Qiotdtipela DNW LY I
usmjerenih na CD3, CD28 i CD137 samostalno ili u prisutnosti interleukina 2 ne predstavlja
optimalniju metodan vitro aktivacije u usporedbi s aktivacijom posredovanom fodlibl
miristat 13-acetatom (PMA) i ionomicinom.

2. Udio Th17 limfocitD MH ]QDpDMQR YHUL QDNRQ VWLPXODFLMH 30

Dynabeads stimulaciju.

1HPD ]QDpDMQH UD]JOLNH X YLMDELOQRVWL 7 OLPIRFLWD
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&LOM LVW UdpaéreditiDeuMdle dobivene usporednim metodama aktivacije magnetski
sortiranih CD4 7 OLPIRFLWD SRPRUOX '\QDEHDGV &' &' &' L 3

odrediti udio Th17 limfocita izoliranih iz periferne krvi zdravih mladih ispitanika

Nacrt studije: StudijiD MH XVWURMHQD NDR SRNXVQR LVWUDALYDQ]

podvrgnuti istom eksperimentalnom protokolu

Ispitanici i metode 8 LVWUDALYDQMX MH VXGMHORYDOR ]GUDY
uzorkovana periferna venska krv te izolirane nmaridearne stanice. Iz uzoraka su izdvojeni
SRPRUQLPWRNIOEPIRFLWL PHWRGRP PDJQHWVNRJ VRUWLUDQMI
seta (MagniSortTM Human CD4 cell Enrichment kit). Poliklonska aktivacija T limfocita
provedena je s dvije usporedne metodd RUL&AWHQ MH NRPHUFLMDOQL VH
LRQRPLFLQ H»WLRVFLHQFH70 &HOO 6WLPXODWdiR@r &§RFNWL
&' &' &' ,PXQRIHQRWLSL]DFLMD 7K OLPIRFLWD SURYHC
SRPRUX %' )$&6 &DQWRD, VWIDMRFMNLPERX DQDOL]X NRUL&GWHC
11.2.

Rezultati:. 8GLR 7K OLPIRFLWD MH ]QDpDMQR YHUL QDNRQ VYV
RGQRVX QD '"\QDEHDGYV VWLPXODFLMX 1HPD ]QDpDMQH UD]O
ALYLK YLshbidaLOQLK

=DNOMENMLYDFLMD SRPRUX PRQRNORQVNLK SURWXWLMHOTI
ne predstavlja optimalniju metoda in vitro aktivacije u usporedbi s aktivacijom posredovanom

forbol-12-miristat 13-acetatom (PMA) i ionomicinom.

.OM X p Q HAktigén ditivacije T stanica; CD4 pozitivni T limfociti; Th17 stanice
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SUMMARY
9. SUMMARY

Title: Optimization of in vitro human T lymphocytes activation using antibodies directed
against CD3, CD28 and CD137, and interleukin 2 for the determination of peripheral Th17
lymphocytes in healthy young subjects

Objectives: To compare the results by obtaiginomparative methods of activating magnetic
sorted CDA T lymphocytes using Dynabeads CD3/CD28/CD137 and PMA/ionomycin and to
determine the presence of Th17 lymphocytes isolated from the peripheral blood of healthy

young subjects

Study Design:The studywas organized as an experiment in which all subjects were subjected

to the same experimental protocol

Participants and methods: 10 healthy young subjects participated in the study. Peripheral
venous blood was sampled from which mononuclear cells welatedo Helper CD4T
lymphocytes were isolated from the samples by magnetic sorting using a commercially
available set (MagniSortTM Human CtH#cell Enrichment kit). Polyclonal activation of T
lymphocytes was performed by two comparative methods; a conahkitatontaining PMA

DQG LRQRP\FLQ H%LRVFLHQFH70 &HOO 6WLPXODWLRQ &R
Activator CD3 / CD28 / CD137. Immunophenotyping of Th17 lymphocytes was performed by

flow cytometry using a BD FACS Canto Il cytometer. Sigma Plot 112wsad for statistical

analysis.

Results: The presence of Th17 lymphocytes was significantly higher after PMA / ionomycin
stimulation compared to Dynabeads stimulation. There is no significant difference between
these two stimulations in the proportionlieing (viable) cells.

Conclusion: Activation by monoclonal antibodies directed to CD3, CD28 and CD137 is not a
more optimal method of in vitro activation compared to activation mediated by ptdbol

myristate13-acetate (PMA) and ionomycin.

Keywords: CD4-Positive FLymphocytes; T cell Activation Antigen; Th17 cells
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