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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mag. farm. Bojana Pavlovi¢a pod nazivom ,,Sazrevanje i funkcija
humanih dendritskih ¢elija dobijenih od monocita skrac¢enjem vremena diferencijacije®,
napisana je na 151 strani i sadrzi 56 kompozitnih slika/grafikona, 9 tabela 1 374 literaturnih navoda.
Sadrzaj doktorske disertacije izloZen je u slede¢im poglavljima: Uvod, Hipoteza, Ciljevi, Materijal
1 metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i Literatura. Doktorska disertacija sadrzi i rezime na
srpskom 1 engleskom jeziku, kao i zakonom propisane obavezne Priloge (kratka biografija
kandidata, potpisane izjave kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane i elektronske verzije,
koriS¢enju doktorske disertacije).

U poglavlju Uvod pregledano i sistematski su izneti relevantni podaci iz literature o
dendritskim ¢elijama (otkri¢e, Zivotni ciklus, tipovi, uloga u ste¢enom imunskom odgovoru), koje
su predmet proucavanja ove doktorske disertacije. Takode, s obzirom da je primena dendritskih
¢elija u imunoterapiji tumora jedan od pristupa sa najvise izgleda za uspeh u klinickoj praksi,
istaknuti su aktuelni nau¢ni problemi vezani za primenu dendritskih ¢éelija dobijenih po
konvencionalnom i protokolu ubrzane diferencijacije u imunoterapiji tumora, i ukazano na
nepoznanice koje je neophodno ispitati da bi koriS¢enje ovih ¢elija u imunoterapiji tumora bilo
efikasno 1 bezbedno.

Hipoteza je dobro i precizno definisana.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je bio da se ispitaju i uporede fenotipska i
funkcijska svojstva dendritskih ¢elija dobijenih konvencionalnim protokolom i protokolom ubrzane
diferencijacije od monocita istih donora u prisustvu razli¢itih faktora stimulacije/sazrevanja, a u
cilju razvoja imunogenih dendritskih ¢elija koje bi mogle da se koriste u imunoterapiji tumora. Osim
toga, cilj je bio i da se ispitaju karakteristike prekursorskih monocita na osnovu kojih bi bilo moguce
predvideti uspesno generisanje imunogenih dendritskih ¢elija kod razli€itih donora.

U poglavlju Materijal i metode detaljno su opisani materijal, protokoli 1 eksperimentalne
procedure koji su kori$¢eni u in vitro eksperimentima. Sve metode koje su koriS¢ene u
eksperimentalnom radu predstavljaju najsavremenije metode imunoloskih ispitivanja u humanim
model sistemima.

Rezultati su prikazani na 62 stranice teksta, kroz 53 kompozitna grafikona/slika i 6 tabela u

okviru 6 celina. Prvi deo rezultata je fokusiran na uporedivanje fenotipskih svojstava dendritskih



¢elija dobijenih od monocita konvencionalnim i protokolom ubrzane diferencijacije pomocu
proinflamacijskog koktela. U drugom delu je analizovana povezanost ekspresije aktivacionih
markera i produkcije proinflamacijskih citokina od strane monocita, sa njihovim potencijalom za
diferencijaciju u dendritske ¢elije kod razli¢itih donora. U treCem delu su ispitivana funkcijska
svojstva dendritskih éelija dobijenih od monocita razli¢itim protokolima. Cetvrti deo rezultata se
odnosi na potencijalnu primenu Poly (I:C), agoniste TLR3, umesto proinflamacijskog koktela, u
protokolima dobijanja dendritskih ¢elija od monocita, sa posebnim osvrtom na efekat ovog agoniste,
samog ili u kombinaciji sa TNF-a, na vijabilnost i sposobnost dendritskih ¢elija da usmeravaju
diferencijaciju CD4+ T ¢elija ka Th1 subpopulaciji. U petom delu rezultata ispitivan je uticaj niskih
doza Poly (I:C) na kapacitet monocita “loSih respondera” da se diferenciraju u imunogene
dendritske ¢elije primenom protokola ubrzane diferencijacije. Poslednji, Sesti deo rezultata se odnosi
na ispitivanje uloge IL-6 u dobijanju imunogenih dendritskih ¢elija od monocita primenom
protokola ubrzane diferencijacije.

Poglavlje Diskusija se sastoji iz tri dela koji logicki prate prikazane rezultate. Kandidat na
kriti¢an nacin procenjuje rezultate dobijene tokom izrade doktorske disertacije i poredi ih i
objasnjava u svetlu onih koji su dostupni iz relevantnih literaturnih izvora.

U poglavlju Zakljuéei navedeni su najznacajniji zakljucci koji su proistekli iz dobijenih
rezultata i njihove analize.

U poglavlju Literatura navedeno je 374 bibliografske jedinice.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati istrazivanja dobijeni u okviru ove doktorske disertaciji su prikazani u sklopu 6
logi¢nih celina. U prvom delu je pokazano da protokol ubrzane diferencijacije monocita pomocu
proinflamacijskog koktela (IL-6, IL-1B, PGE-2, TNF-a) omogucava dobijanje imunogenih
dendritskih ¢elija (engl. fast dendritic cell; fDC) kao 1 konvencionalni protokol, u pogledu
ekspresije markera sazrevanja dendritskih ¢elija, produkcije IL-12 i usmeravanja diferentovanja
pomoc¢nickih CD4+ T limfocita (Th) ka Th1 subpopulaciji. Medutim, na osnovu analize ekspresije
CD14 molekula je pokazano da monociti samo dela ispitivanih donora (“dobri responderi’)
odgovaraju na protokol ubrzane diferencijacije. Kod “losih respondera” fDC su bile manje zrele,
Sto je procenjeno na osnovu ispoljavanja markera sazrevanja, pre svega MHC molekula II klase,
CD83, CD86 1 CCR7 molekula. U drugom delu je pokazano da ovakva svojstva fDC koreliSu sa

ve¢om ekspresijom CD16 molekula na povrSini monocita “loSih respondera”, i njihovom



sposobnosc¢u da produkuju vise IL-6 i IL-1 rano, na pocetku kultivacije, u odnosu na monocite
“dobrih respondera”. Ispitivanjem funkcionalnih svojstava fDC, u okviru treceg dela, je pokazano
da, u skladu sa nizim stepenom zrelosti, fDC “loSih respondera” produkuju manje IL-12, slabije
stimuliSu proliferaciju aloreaktivnih T ¢elija i njihovu diferencijaciju u Thl Celije.

S obzirom da proinflamacijski koktel sadrzi potencijalne inhibitore diferencijacije dendritskih
¢elija (IL-6, IL-1B 1 PGE2), ispitano je da li stimulacija TLR3 agonistom, kao §to je Poly(I:C), za
koji je pokazano da stimulise nastanak Thl ¢elija, povecava efikasnost dobijanja imunogenih fDC.
Medutim, pokazano je da Poly (I:C) u visokim dozama indukuje apoptozu dendritskih ¢elija, te je
bilo neophodno pronaci pogodne uslove za ovakvu stimulaciju, a to je upravo bio cilj ispitivanja u
okviru Cetvrtog dela. Naime, pokazano je da primena TNF-a u kombinaciji Poly (I:C) inhibira
njegov proapoptotski efekat. Medutim, prisustvo TNF-a je, pored apoptoze, inhibiralo i sposobnost
dendritskih ¢elija da usmere diferencijaciju Th ¢elija ka Th1 subpopulaciji, a potenciralo ekspresiju
tolerogenog molekula ILT3 na njima. Zbog ovog negativnog efekta ispitivan je uticaj razlicitih
doza Poly (I:C) 1 pokazano je da su niske doze Poly (I:C) stimulisale sazrevanje dendritskih ¢elija 1
produkciju IL-12, a nisu indukovale apoptozu. Zbog toga kombinacija Poly (I:C) i TNF-a nije dalje
koriS¢ena za razvoj protokola za dobijanje imunogenih fDC, ve¢ je ispitivanje nastavljeno
koriséenjem niskih doza Poly (I:C). Medutim, u protokolu za ubrzanu diferencijaciju su niske doze
Poly (I:C) potencirale dobijanje imunogenih fDC samo kod 5 od 12 donora, dok je kod 7 donora
uocen povecan tolerogeni potencijal dendritskih ¢elija dobijenih na ovaj nacin. Detaljnije
ispitivanje ovog fenomena, opisanog po prvi put, je pokazalo da fDC “losih respondera” nakon
stimulacije sa Poly (I:C) slabo sazrevaju, produkuju manje IL-12 i IL-23, a vise IL-10 i IL-1p, §to
je u kokulturi sa aloreaktivnim T ¢elijama dovelo do smanjene diferencijacije Th ¢elija ka Thl 1
Th17 subpopulacijama, a povecane ka Th2 ¢elijama, u odnosu na dendritske ¢elije istih donora
dobijene konvencionalnim protokolom. Osim toga, fDC “loSih respondera” su ispoljavale vise
ILT3 i IDO-1 molekula, i indukovale nastanak vise supresivnih TGF-B-produkuju¢ih T
regulatornih ¢elija u odnosu na dendritske ¢elije istih donora dobijene konvencionalnim
protokolom. Takode, treba istaci da bez obzira na primenjeni protokol za diferencijaciju monocita,
kod “dobrih respondera” primena niskih, netoksi¢nih doza Poly (I:C), efikasnije stimulise
produkciju IL-12 i diferencijaciju ka Th1 subpopulaciji nego proinflamacijski koktel.

S obzirom da Poly (I:C) nije povecao efikasnost dobijanja imunogenih fDC, u poslednjem
delu istrazivanja je detaljnije ispitivana uloga autokrinog IL-6, koga monociti “losih respondera”
produkuju u vecoj koli¢ini u odnosu na monocite “dobrih respondera”. Pokazano je da primena

monoklonskog antitela usmerenog protiv receptora za IL-6 (tocilizumab) u postupku ubrzane



diferencijacije monocita znacajno poboljSava efikasnost diferencijacije i sazrevanja {DC
indukovano sa niskim dozama Poly (I:C). U prisustvu tocilizumaba fDC su bolje sazrevale,
produkovale su vise IL-12 1 manje TGF-B, snaznije su indukovale proliferaciju aloreaktivnih T
¢elija, 1 nisu indukovale nastanak T regulatornih ¢elija, usled smanjene ekspresije ILT-3 i PD-L1
molekula.

Na osnovu rezultata je zakljuceno da protokol ubrzane diferencijacije omogucava dobijanje
imunogenih dendritskih ¢elija pogodnih za primenu u imunoterapiji tumora, sli¢no kao
konvencionalni protokol, ali samo kod dela donora. Kod odredenog broja donora odgovor na
protokol ubrzane diferencijacije je bio slab, i bez obzira na primenjeni maturacioni stimulus,
rezultovao je generisanjem dendritskih ¢elija koje poseduju izrazene tolerogene osobine i nisu
kandidati za efikasnu i bezbednu primenu u imunoterapiji tumora. Analizom markera monocita u
toku rane kultivacije, moguce je identifikovati monocite “losih respondera”, za koje je bolje
primeniti konvencionalni protokol ili spreciti delovanje IL-6 produkovanog od strane monocita u
protokolu ubrzane diferencijacije, Sto omogucava dobijanje imunogenih dendritskih ¢elija pogodnih

za primenu u imunoterapiji tumora.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERATURE

Prve publikacije koje su opisale moguénost primene protokola za ubrzanu diferencijaciju
monocita u imunogene dendritske ¢elije su pokazale da je moguce dobiti funkcionalno zrele
dendritske ¢elije iz monocita nakon 2-3 dana kultivacije i da se one po svojim osobinama mogu
porediti sa onima dobijenim konvencionalnim protokolom (Obermaier i sar., 2003; Dauer i sar.,
2003). Ramadan i saradnici (2004) su potvrdili ove nalaze 1 ukazali na prednost protokola za
ubrzanu diferencijaciju u smislu znac¢ajnog smanjenja utroska neophodnih sredstava, radne snage i
vremena. Suprotno ovim nalazima, Curti i saradnici (2004) su pokazali da monociti kultivisani po
protokolu ubrzane diferencijacije ispoljavaju morfologiju sli¢niju monocitima nego dendritskim
¢elijama. Takode, ove Celije su slabije stimulisale proliferaciju alogenih T Celija, a na osnovu
ekspresije markera diferencijacije (CD14) i sazrevanja (CD86, HLA-DR) i odsustva ekspresije
CD83 molekula koji je glavni marker zrelih dendritskih ¢elija, autori su zakljucili da to
najverovatnije nisu zrele dendritske ¢elije, ve¢ aktivirani monociti. Rezultati prikazani u ovoj
doktorskoj disertaciji su po prvi put pokazali, da sposobnost diferencijacije monocita u imunogene
fDC u prisustvu proinflamacijskog koktela pre svega zavisi od donora, odnosno od kapaciteta

njegovih monocita da produkuju visok nivo IL-6 i IL-1f rano, na pocetku kultivacije. Naime,



pokazano je da IL-6 i IL-1P preusmeravaju diferencijaciju humanih monocita ka makrofagima tako
Sto povecavaju ekspresiju receptora za M-CSF na monocitima, a time i odgovor ovih ¢elija na
autokrino produkovan M-CSF (Chomarat 1 sar., 2000; Banchereau i sar., 2000; Romani i sar.,
1994; Sallusto i sar., 1994). Ovi nalazi su u skladu sa uocenim prisustvom celija koje imaju
morfologiju makrofaga i ispoljavaju markere (CD14 i CD33) karakteristicne za ovaj tip ¢elija u
kulturama fDC “losih respondera”. Monociti “losih respondera” su ispoljavali i vise CD16, a manje
CD36 1 CD69 molekula u odnosu na “dobre respondere”. Imajuci sve ovo u vidu, po prvi put je u
ovoj doktorskoj disertaciji pokazano da je pravovremenom blokadom receptora za IL-6 moguce
povecati imunogenost dendritskih ¢elija dobijenih protokolom ubrzane diferencijacije iz monocita
“losih respondera”.

Za komponente proinflamacijskog koktela, IL-18, IL-6 1 PGE-2, je pokazano da inhibiraju
diferencijaciju monocita u dendritske ¢elije kao i1 funkcije dendritskih ¢elija (migracija, produkcija
IL-12 i indukcija Th1 imunskog odgovora) (Sharma i sar., 2003). S toga je u narednom koraku
ispitano, da li bi primena Poly (I:C), TLR3 agonista, kao maturacionog stimulusa omogucila
dobijanje fDC boljih karakteristika, s obzirom da je iz literature poznato da Poly (I:C) dovodi do
snaznog sazrevanja dendritskih ¢elija koje imaju potencijal da usmeravaju diferencijaciju Th celija
ka Th1 subpopulaciji (Dzopalic i sar., 2012; Verdijk i sar., 1999). Medutim, s druge strane je
pokazano da Poly (I:C) ima 1 proapoptotski efekat na dendritske ¢elije (Weber i sar., 2010), koji se
moze prevazi¢i istovremenom primenom TNF-a ili CD40 liganda (Spisek i sar., 2001; Lehner 1
sar., 2012; Mcllroy i sar., 2003). Rezultati primene visokih doza Poly (I:C) u kombinaciji sa TNF-a
koji su dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su u skladu sa prethodno objavljenim (Lehner i sar.,
2012), a u suprotnosti sa rezultatima objavljenim od strane Spisek i saradnika (2001), koji su
pokazali da ova kombinacija dodatno potencira apoptozu dendritskih ¢elija. Ono $to je po prvi put
pokazano u ovim istrazivanjima je da TNF-a inhibira ne samo apoptozu, nego i sposobnost Poly
(I:C)-stimulisanih dendritskih ¢elija da indukuju Th1 imunski odgovor. Prethodno je efekat
kombinacije Poly (I:C) i TNF-a bio uporedivan sa efektima proinflamacijskog koktela kao zlatnog
standarda (Spisek i sar., 2005; Pedersen i sar., 2005) ili sa efektima nezrelih dendritskih ¢elija
(Spisek 1 sar., 2003), Sto nisu odgovarajuce kontrole, pa je nemoguce izvu¢i dobar zakljucak iz ovih
studija. Medjutim, rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije ukazuju da ova kombinacija
nije pozeljna za diferencijaciju dendritskih ¢elija koje bi mogle da se koriste u imunoterapiji
tumora, jer u poredenju sa efektom samog Poly (I:C), dovodi do smanjenog generisanja IFN-y-
produkujucih Thl ¢Celija, a one su neophodne za indukciju efikasnog imunskog odgovora na tumor

(Palucka i sar., 2013).



U nastavku istrazivanja je pokazano da niske doze Poly (I:C), koje ne izazivaju apoptozu
dendritskih ¢elija, potenciraju Th1 polariSuca svojstva dendritskih ¢elija dobijenih iz monocita
“dobrih respondera” koriS¢enjem oba ispitivana protokola, jate nego proinflamacijski koktel, ali da
1 dalje postoji odreden broj donora koji loSe odgovora na protokol ubrzane diferencijacije.
Truksova i njeni saradnici (2014) su pokazali da dendritske ¢elije dobijene trodnevnom i
petodnevnom diferencijacijom sa GM-CSF/IL-4 i 24-Casovnom stimulacijom sa Poly (I:C), imaju
dobar potencijal za terapijsku primenu. Iako su autori pokazali da dendritske ¢elije dobijene
protokolom ubrzane diferencijacije u njihovoj studiji imaju visoku ekspresiju CD14 i slabo
produkuju IL-12p70 (Sto ne bi islo u prilog njihovom dobrom potencijalu za terapijsku primenu),
zakljucak je donet na osnovu sli¢nog kapaciteta ovih ¢elija i onih dobijenih konvencionalnim
protokolom za internalizaciju 1 prezentaciju virusnih 1 bakterijskih antigena, kao i na osnovu
njihove sposobnosti da indukuju antigen-specifi¢nu proliferaciju CD8+ T ¢elija. Burdek i saradnici
(2010) su pokazali vecu ekspresiju HLA-DR molekula na dendritskim ¢elijama istih donora nakon
primene protokola ubrzane diferencijacije u poredenju sa konvencionalnim, $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji. Medutim, viSa ekspresija HLA-DR molekula i
prezentacija antigena ne mora neminovno da dovede i do boljeg imunskog odgovora na taj antigen,
jer nivo ekspresije samog HLA-DR molekula, nije jedini faktor od koga zavisi imunogenost
dendritskih ¢elija. U skladu sa tim su podaci da prezentacija antigena u odsustvu ili pri smanjenoj
kostimulaciji, indukuje toleranciju na taj antigen (Dudek i sar., 2013). U skladu sa tim Caing i
saradnici (2011) su pokazali da dendritske ¢elije nakon 2 dana diferencijacije imaju znac¢ajno vise
ispoljen CD14 i manje ispoljen CD11c molekul, kao i da imaju smanjen kapacitet za maturaciju
nakon stimulacije. Osim toga, povecan kapacitet fDC da produkuju IL-10, takode moZze doprineti
njihovom slabom alostimulatornom kapacitetu. Kvinsborg i saradnici (2009) su pokazali da fDC
produkuju znacajno vecu koli¢inu IL-10 nakon stimulacije Resiquimod-om (R848; TLR7/8
agonist) 1 proinflamacijskim koktelom, u odnosu na dendritske ¢elije istih donora dobijene
konvencionalnim protokolom, a na osnovu ¢ega je zakljuceno da treba biti posebno oprezan
prilikom primene ovih dendritskih ¢elija u klinickoj praksi, $to je u skladu 1 sa zaklju¢cima koji su
proistekli iz analize rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji. Naime, poznato je da IL-10
snazno inhibira produkciju IL-2 (De Waal i sar., 1993) i proliferaciju CD4+ T ¢elija ( Fiorentino i
sar., 1991), ali i da ispoljava imunostimulatorni efekat na CD8+ T ¢elije (Schwarz i sar., 1994), §to
moze objasniti fenomen da fDC indukuju dobru proliferaciju i citotoksi¢nu aktivnost CD8+ T ¢Celija
(Truksova i sar., 2014; Burdek i sar., 2010), ali ne 1 CD4+ T ¢elija (Truksova i sar., 2014).

Medutim, treba uzeti u obzir da je za efikasan anti-tumorski imunski odgovor osim indukcije



citotoksi¢nih CD8+ T ¢elija, neophodna aktivacija i Thl ¢éelija (Kenedi i sar., 2008) 1, u specifi¢nim
situacijama, Th17 ¢elija (Ki 1 sar., 2013). U tom smislu je pokazano da IL-10 ispoljava inhibitorno
dejstvo na diferencijaciju Th ¢elija ka Th1 (Saraiva i sar., 2010) 1 Th17 ¢elijama (Gu 1 sar., 2008),
dok stimuliSe Th2 imunski odgovor (Steinman i sar., 2003), §to nije poZeljno u imunoterapiji
tumora (Zegler i sar., 2009). Po prvi put je u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano da kod “losih
respondera” Poly (I:C) povecava tolerogenost, a ne imunogenost dendritskih celija, Sto je
zaklju€eno na osnovu analize markera tolerogenih dendritskih ¢elija (IDO-1, ILT3) 1 njihove uloge
u indukeciji regulatornih T ¢elija. U jedinoj studiji u kojoj je ispitivan kapacitet dendritskih ¢elija
dobijenih iz monocita protokolom ubrzane diferencijacije ili konvencionalnim da indukuju
regulatorne T ¢elije (Truksova i sar., 2014) nije uoCena znacajna razlika u sposobnosti tih
dendritskih ¢elija da indukuju regulatorne T ¢elije. Mogu¢i razlozi za neslaganje rezultata dobijenih
u toj studiji sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji su, Sto su autori koristili duze

vreme diferencijacije za fDC i neodgovarajuci statisticki test.
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D. OBJAVLJENI I SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE DEO DOKTORSKE
DISERTACIJE

Rezultati doktorske disertacije mag. farm. Bojana Pavlovica su publikovani u dva rada u vrhunskim
medunarodnim ¢asopisima (M21) i1 predstavljeni u vidu jednog saopstenja na medunarodnom

nau¢nom skupu Stampanog u izvodu (M34).

Publikovani radovi iz doktorske disertacije (M21):

1. Bojan Pavlovi¢, Sergej Tomi¢, Jelena Poki¢, Sasa Vasiliji¢, Dragana Vucevi¢, Jovanka Luki¢,
Alisa Gruden-Movsesijan, Natasa Ili¢, Milan Markovi¢, Miodrag Coli¢. Fast dendritic cells matured
with Poly (I: C) may acquire tolerogenic properties. Cytotherapy (2015) 17 (12), 1763-1776
(IF=3.625)

2. Ana Thorne, Sergej Tomi¢, Bojan Pavlovié¢, Dusan Mihajlovié, Tanja DZopali¢, Miodrag Coli¢
Tumor necrosis factor—a promotes survival and phenotypic maturation of poly (I:C)-treated
dendritic cells but impairs their Th1 and Th17 polarizing capability. Cytotherapy (2015) 17 (5), 633-
646 (IF=3.625).

Saopstenje na medunarodnom skupu Stampano u izvodu (M34):

1. Tanja Dzopali¢, Ana Thorne, Sergej Tomié, Bojan Pavlovi¢, Mihajlovi¢ Dusan, Miodrag Coli¢
Tumor necrosis factor-a promotes survival and phenotypic maturation of poly(I:C)-treated dendritic
cells but impairs their Th1 and Th17 polarizing capability. 4th European Congress of Immunology,
September 2015, Vienna, Austria.



E. ZAKLJUCAK I OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACILJE

Rezultati ove doktorske disertacije donose nova i dopunjuju ve¢ postojeca saznanja o
mogucénostima dobijanja imunogenih dendritskih ¢elija postupkom ubrzane diferencijacija od
monocita, a koje bi mogle biti potencijalni kandidati za primenu u imunoterapiji tumora. Razli¢itim
eksperimentalnim pristupima na humanom model sistemu je pokazano da su dendritske celije
dobijene po ovom protokolu fenotipski i funkcijski sliéne dendritskim ¢elijama diferenciranim iz
monocita konvencionalnim protokolom, $to ¢ini ovaj protokol znatno pristupacnijim za pacijente.
Medutim, dobar kapacitet za dobijanje imunogenih dendritskih ¢elija iz monocita skra¢enjem
vremena diferencijacije poseduju samo monociti dela ispitivanih donora (oznaceni kao “dobri
responderi’’). Monociti “losih respondera”, iako se dobro diferenciraju u dendritske ¢elije po
konvencionalnom protokolu, primenom protokola ubrzane diferencijacije sti€u tolerogene osobine,
Sto nije pozeljno za njihovu primenu u imunoterapiji tumora. Naime, na ovaj na¢in dobijene
dendritske ¢elije imaju veci tolerogeni kapacitet, Sto se ogleda u povisenoj ekspresije ILT3 1 IDO-1
molekula i sposobnosti da indukuju regulatorne T ¢elije, za koje je pokazano da podsticu rast
tumora. Sli¢no je pokazano 1 kada je za pripremu imunogenih dendritskih ¢elija kao maturacioni
stimulus kori§¢en TLR3 agonist, Poly (I:C), u kombinaciji sa TNF-a. Ovi podaci su vrlo znacajni
ako se uzme u obzir da su neki od ovih protokola ve¢ predlozeni za primenu u klini¢kim studijama.
Veliki doprinos je ucinjen i na identifikaciji molekulskih markera monocita dobrih i losih
respondera, kao i mehanizama koji su odgovorni za nastanak imunogenih dendritskih ¢éelija.
Pokazano je da dobar kapacitet za formiranje imunogenih dendritskih ¢elija protokolom ubrzane
diferencijacije ne zavisi od tipa primenjenog maturacionog stimulusa, ve¢ od fenotipskih i
funkcijskih karakteristika monocita koji se koriste za njihovo dobijanje. U tom smislu je znacajan 1
rezultat da se imunogene osobine dendritskih ¢elija koje se dobijaju ubrzanom diferencijacijom od
monocita zna¢ajno mogu poboljsati blokiranjem autokrinog delovanja IL-6, ¢ime bi njihova

primena u klini¢koj praksi bila uspesnija i bezbednija.



Na osnovu rezultata koji su prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji i objavljeni u dva rada u
vrhunskim medunarodnim casopisima (M21) i1 u vidu jednog saopstenja na medunarodnom
nau¢nom skupu Stampanog u izvodu (M34), ova disertacija predstavlja originalan i znac¢ajan nauc¢ni
doprinos oblasti Farmakologije - Imunofarmakologije. Uzimaju¢i u obzir sve izloZzeno, Komisija u
navedenom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju mag. farm. Bojana Pavlovica i
predlaze Nastavno-nau¢nom ve¢u Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
ovaj izvestaj 1 uputi ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu

odbranu doktorske disertacije kandidata mag. farm. Bojana Pavlovica, pod nazivom:

wdazrevanje i funkcija humanih dendritskih éelija dobijenih od monocita skracenjem

vremena diferencijacije
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