Aktivacija Toll like receptora i celija
urodenog imuniteta u prisustvu
Aspergillus fumigatus-a kod djece
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Granulociti

« Granulociti igraju najvazniju ulogu
unutar urodenog imuniteta u borbi
protiv gljivicnih i drugih infekcija kod
judi

« Patogene prepoznaju pomocu PAMP
receptora, posebno Toll like receptora
(TLR)

« Sintetisu razliCite proteine, kao Sto su
citokini, razliciti stimulatorni |

antimikrobni molekul, Sto pokazuje da ®  tororine gramstes PO,
oni igraju vaznu ulogu i u specificnom defenzin, BFL, lizozim
! : B Specifiéne granule: kolagenaza,
Imunitetu Lnktaferin i dr.

A  Tercijalne granule: gelatinaza’i dr




Dendriti¢ne celije

» Dendriticne celije su klju¢ne antigen prezentujuce
Celije koje mogu da iniciraju i reguliSu antigen
specifi¢ni T cCelijski odgovor.

 Brojne studije su pokazale da DC igraju klju¢nu
ulogu u razvoju Thl i Th 2 odgovora.



Aktivacija 1 uloga DC
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Toll like receptori

« QOtkrice postojanja PAMP receptora u potpunosti je
promijenilo ulogu urodenog imuniteta u zastiti
organizma od razliCitih infekcija

 TLR spadaju u grupu sedam transmembranskih
receptora | sastoje se od citoplazmatskog |
ekstracelularnog domena.
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Toll like receptori i ligandi

Toll like receptori

Ligandi

P

atogeni

Gram pozitivhe, gram negativne

TLR 1 Kofaktor za TER-2 - _ ! aH
bakterije, mikobakterije, gljivice,
spirohete

TLR 2 Zymosan, glikolipidi, Gram pozitivhe, gram negativne

peptidoglikani, lipoteihoi  €na bakterije, mikobakterije, gljivice,
kiselina, LPS, HSP 60 spirohete

TLR 3 dsRNK, poli I:C Virusi

TLR 4 LPS, fibronektin, fibrinogen Gram negativne bak  terije, RSV

TLR 5 Flagelin Flagele gram pozitivnih i
negativnih bakterija

TLR 6 Kofaktor za TLR 2 Gram pozitivhe, gram negativne
bakterije, mikobakterije, gljivice,
spirohete

TLR 7 Imidazokvinolini Yirusi

TLR 8 Imidazokvinolini Yirusi

TLR 9 Nemetilisan CpG Bakterije, virusi, gljivice

TLR10iTLR 11

(2?77?7777

adapted from Ishii et al., 2005




TLR SIGNALNI PUT
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Uloga TLR

URODENIMMUNITET:

TLR prepoznaju patogene i preko signalnih
puteva aktiviraju transkripcione faktore u jedru
Celije

Stimulisu sintezu citokina i kostimulatornih
molekula 1 na taj nacin dovode do
Inflamatornog odgovora

STECENI IMUNITET:

DC preko TLR indukuju ekspresiju gena za
razliCite citokine 1 kostimulatorne molekule
Koji opet utiCu na naivne T Celije da se
diferenciraju u pravcu Th1l ili Th2 odgovora.



PRR prepoznaju razliCite
morfotipove A. fumigatus

Resting conidia

Swollen conidia
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Frank Ebel-Toll like receptors recent advances




Morfotipovi Aspergqillus fumigatus-a i
TLR

Asp fumigatus TLR 2 TLR 4

Wang et all 2001

Mambula et al 2002 RC ++ ,
SC - ++
Hy ++ -

Netea et al., 2003 RC + 4+
Hy + -

Meier et al., 2003 Rc + ++
Hy + ++

Bellocchio et al., 2004 Rc
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Hohl et al., 2005 Rc + -



TLR: Th1/Th2 odgovor

o AN

Thl-odgovor Th2-odgovor
TNF a \ Am
Napolitani et al., Redecke et al.,
Nature Immunol.2005 J. Immunol. 2004

4 — TLR9-CpG ODN
Bellocchio et al 2005

TLR2 ¢— 71mosan




Zakljucak

R Evidentno je da TLR 2 i TLR 4 receptor igraju ulogu
u prepoznavanju A. fumigatus-a ali njihova uloga
se razlikuje od studije do studije

R Najnovije studije ukazuju da znacajnu ulogu u
odgovoru na Asp. fumigatus igraju TLR 9 i dektinski
receptori i ovi receptori udruzeni sa TLR 2



Metodologija rada

U studiju su uklju €ena djeca oboljela od CF i ABPA
1z pulmoloske sluzbe IMD Novi Beograd i sa Dje  cCije
univerzitetske klinike u Heidelbergu, njih ukupno 3 0

|zolacija ¢€elija i gljivica | postavljanje kultura

RT-PCR, izolacija RNK, izolacija jednolan ¢ane DNK
Priprema citospin preparata | imunocitohemija
Permeabilizacija i citofluorimetrijska analiza

Analiza citokina koriS €enjem humanog Th1/Th2
11plex Kit (Bender MedSystems GmbH)

MijeSana limfocitna reakcija
Fagocitna i MPO aktivnost granulocita



Ekspresya razlicitih TLR na
nestimulisanim granulocitima

kontrola TLR 2




Ekspresija TLR na granulocitima
stimulisanim Asp. fumigatus-om

kontrola




Uticaj Aspergillus fumigatus-a na fagocitnu
aktivnost granulocita kod djece koja boluju od CF

H Controls Pafients |
Asp. 13560 113469
NAC+Asp. 4761386 420152
Citoh. B+Asp. 214168 177416

Rezultati su prikazani preko fagocitnog index-a koji predstavlja ukupni broj
internalizovanih konidija /100 granulocita



MPO AKTIVNOST GRANULOCITA

CF Patients

Control *
medium

Control group

CpG ‘

Asp f &

MPO activity

Contral CF patients
LPS 2.1740.0¢ 1.5340.3¢
Zim, 2.1640.1( 1.5740.4
CpG 2.4010.01 1.8440.31
NAC 2.0110.2¢ 1.7110.41
Asp. 2.1440 .0 1.6440.4(
NAC+A. 1.9240.0¢ 1.5240.3
Citoh. 1.9040.14 1.5940.41
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Control

ABPA

FENOTIPSKE KARAKTERISTIKE NEZRELIH I ZRELIH DC
KOD DJECE KOJA BOLUJU OD ABPA
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Uticaj Asp. fumigatusa na produkciju citokina
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Efekat na alostimulatornu aktivnost Asp. fumigatus-a
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Zakljucak

 Diferencijacija i maturacija monocitnih dendriti¢nih
¢elija kod djece oboljele od ABPA je poremecena.

 Proces je inhibisan u prisustvu Asp. fumigatus-a Sto
zajedno sa povecanom produkcijom IL-10 ukazuje
da su ove celijje tolerogene Sto bi moglo biti veoma
znacajno u patogenezi ABPA.

* Smanjena fagocitna funkcija i MPO aktivnost
granulocita i njihov smanjen odgovor na TLR-2 1
TLR-4 agoniste moZze biti odgovoran za vecu
osjetljivost pacijenata na infekcije sa Aspergillus-
om.



ZAKLJUCAK

Modulacija ekspresije TLR 9 receptora na
granulocitima mogla bi igrati znacajnu ulogu u
tretmanu gljivi¢nih infekcija kod djece.

Stimulacija Th1 odgovora nakon stimulacije sa TLR 9
agonistima mogla bi povecati efikasnost
antifungalnih lijjekova.
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