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Modulacija eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa primenom 

ekskretorno-sekretornih antigena parazita Trichinella spiralis 

 

SAŽETAK 

 

Savremena istraživanja na eksperimentalnim modelima autoimunskih bolesti 

ukazuju da infekcija helmintom Trichinella spiralis (T. spiralis), inhibira nastanak ili 

ublažava simptome autoimunskih poremećaja kao što su eksperimentalni autoimunski 

encefalomijelitis (EAE), eksperimentalni kolitis i dijabetes melitus tip 1. Tokom infekcije 

parazitom T. spiralis ekskretorno-sekretorni metabolički produkti mišićnih larvi (ES L1) su 

ključni za interakciju sa organizmom domaćina. Stoga je pretpostavka da su upravo ES L1 

produkti odgovorni za modulaciju toka autoimunskih oboljenja. Međutim, tačna uloga ES 

L1 antigena ovog parazita u modulaciji bolesti, kao i mehanizmi te modulacije nisu još 

uvek u potpunosti razjašnjeni. Predmet ovog istraživanja bilo je ispitivanje uticaja direktne 

primene ES L1 produkata kao i dendritskih ćelija (DC) stimulisanih ovim antigenima na 

tok i modulaciju EAE-a kod DA pacova, sa ciljem da se utvrde mehanizmi 

imunomodulacije kao i uloga dendritskih ćelija u njima.  

Ovde prikazani rezultati, dobijeni u in vitro studijama na modelu DC izolovanih iz 

kostne srži DA pacova, potvrdili su da ES antigeni T. spiralis dovode do delimičnog 

sazrevanja DC koje se mogu označiti kao tolerogene DC koje se odlikuju niskom 

produkcijom pro-inflamatornog citokina IL-12p70 i povećanom produkcijom anti-

inflamatornog citokina IL-10. U ovom radu prvi put je ustanovljeno da primena DC 

stimulisanih ES L1 antigenima T. spiralis (DC/ES L1) ima inhibitorni efekat na razvoj 

EAE-a kod DA pacova kao i da je ovaj efekat dozno zavisan. Najveći uticaj na smanjenje 

težine bolesti ostvaren je primenom doze od 5 x 10
6
 DC/ES L1. Mehanizam koji je u 

osnovi ovog fenomena zasniva se na polarizaciji imunskog odgovora u pravcu Th2 i 

regulatornog tipa praćenog povećanom produkcijom Th2 i anti-inflamatornih citokina (IL-

4, IL-10 i TGF-β), a smanjenom produkcijom pro-inflamatornih citokina IFN-γ i IL-17. 

Takođe, dolazi do povećanja procentualne zastupljenosti CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 regulatornih 

T-limfocita (Treg) na sistemskom nivou u slezini i na nivou ciljnog organa, u CNS-u. 



Takođe, po prvi put je pokazano da direktno davanje različitih doza izolovanih ES L1 

antigena parazita T. spiralis DA pacovima u različitim terminima pre indukcije bolesti 

može dovesti do modulacije EAE-a. Najveći efekat ostvaren je primenom doze od 250 µg 

koja je data u dva termina, 14. i 7. dana pre indukcije bolesti, i to u smislu odlaganja 

početka bolesti, suprimiranja razvoja kliničkih znakova i skraćenja trajanja bolesti. Primena 

ES L1 antigena indukovala je ubedljiv Th2 odgovor na sistemskom i lokalnom nivou, kao i 

anti-inflamatorni odgovor na nivou ciljnog tkiva, uz smanjenu produkciju pro-inflamatornih 

citokina, bez značajnog uticaja na promenu produkcije anti-inflamatornih i regulatornih 

citokina (IL-10 i TGF-β) na sistemskom nivou. Primena izolovanih antigena pokreće 

ekspanziju Treg ćelija, ali nekonvencionalnog CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 fenotipa i na periferiji i 

na nivou ciljnog organa. 

Danas se zna da evolucijom definisan sistem parazit-domaćin omogućava opstanak 

oba učesnika pri čemu dolazi do podsticanja tolerancije ne samo prema antigenima parazita 

već i prema autoantigenima domaćina i sledstvenog ublažavanja i/ili prevencije 

antiinflamatornog odgovora koji bi štetio domaćinu. Naša istraživanja predstavljaju 

doprinos razjašnjavanju mehanizama koji postoje u prirodi, a kojima helminti i posebno T. 

spiralis mogu uspešno da modifikuju imunski odgovor domaćina. Pošto infekcija sa T. 

spiralis ne bi mogla da predstavlja metodu izbora u lečenju autoimunskih bolesti, to bi ovde 

opisano i poželjno imunomodulatorno dejstvo ES L1 produkata moglo značajno da 

doprinese pronalaženju novih, prihvatljivih pristupa u terapiji autoimunskih bolesti.  

 

Ključne reči: Trichinella spiralis; EAE; ES L1; imunski odgovor; dendritske ćelije; 

regulatorni T limfociti 

 

Naučna oblast: Medicina 
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Modulation of experimental autoimmune encephalomyelitis with Trichinella spiralis-

derived excretory-secretory antigens 

 

ABSTRACT 

 

Recent studies indicated that Trichinella spiralis infection could successfully 

ameliorate or even prevent a number of autoimmune diseases established in animal models, 

such as experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), experimental colitis, type 1 

diabetes mellitus. During the course of infection parasite T. spiralis communicates with the 

host organism and affects cells of the immune system through excretory-secretory products 

(ES L1) released from the muscle larvae. Mechanisms by which ES L1 influences 

polarization of immune response and its role in immunomodulation of autoimmune 

diseases has not been elucidated yet.  In the current study, the potential of T. spiralis ES L1 

products, injected directly or co-cultivated with dendritic cells (DCs), to promote immune 

regulation and control EAE development were investigated in order to reveal mechanisms 

of ongoing immunomodulation and the role of DCs in it. 

Results presented here confirmed that in vitro stimulation of DCs with T. spiralis 

ES L1 antigens led to partial maturation of these cells, as indicated by expression of the 

surface markers. Stimulation of DCs from DA rats with T. spiralis ES L1 antigens (DCs/ES 

L1) also resulted in significant reduction in IL-12p70 production and increased production 

of IL-10. In this study it was shown for the first time that application of DCs/ES L1 was 

able to reduce the clinical signs and duration of the EAE in a dose-dependent way, with the 

dose of 5 x 10
6
 cells being most efficient in reduction of disease severity. The analysis of 

underlying mechanisms indicated that amelioration of EAE in DCs/ES L1 pretreated 

animals was due to decreased production of pro-inflammatory (IFN-γ and IL-17), increased 

production of Th2 and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10 and TGF-β), as well as 

activation of CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 regulatory T cells (Treg) both on systemic level in spleen 

and in target organ, i.e. spinal cord. Another approach included assessment of the 

immunomodulatory capacity of prophylactic administration of T. spiralis ES L1 antigens in 

DA rats applied in different doses and time points before EAE induction. ES L1 antigens 



caused significant reduction of EAE, as reflected in the lower maximal clinical score and 

cumulative index, as well as shorter duration of disease in ES L1-treated animals. The dose 

of 250 µg given twice at weekly intervals, 14 and 7 days before EAE induction, had the 

strongest effect on disease course. The capacity of T. spiralis ES L1 antigens to modulate 

the immune response in EAE-induced animals was demonstrated by a shift to the Th2-type 

of response in the periphery and CNS. This could explain the observed suppression of pro-

inflammatory Th1 cytokine production and activation of the regulatory mechanisms in the 

CNS. At the same time, no significant impact on the production of anti-inflammatory and 

regulatory cytokines (IL-10 and TGF-β) was observed in the periphery. ES L1 treatment 

also facilitated induction/expansion of Treg cells with predominance of unconventional 

CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 T cells, which persisted in increased numbers both in the CNS and 

spleen of treated rats throughout the course of the disease. 

The host-parasite system, as established during the evolution, enables the survival 

of both participants and influence the development of tolerance not only to the antigens of 

the parasite but also to host autoantigens with consequent mitigation and/or prevention of 

anti-inflammatory responses that could be harmful to the host. Our findings represent a 

contribution to the elucidation of mechanisms that exists in nature, by which helminths and 

T. spiralis in particular, modulate the immune response of the host. Since the application of 

live parasite does not represent an optimal treatment method, the immunomodulatory 

capacity of ES L1 antigens demonstrated in this study, could provide an additional value 

for the development of new therapeutic approaches to autoimmune disorders. 

 

Key words: Trichinella spiralis; EAE; ES L1; immune response; dendritic cells; regulatory 

T lymphocytes  
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1.1. Autoimunost i infekcija helmintima  

 

1.1.1. Tolerancija na sopstveno 

 

Imunski sistem vertebrata je tokom evolucije razvio izuzetno složene mehanizme 

urođene i stečene odbrane od infektivnih agenasa. Važno svojstvo imunskog sistema je i 

odsustvo odgovora na specifične antigene, prevashodno sopstvene, tzv. imunološka 

tolerancija. Tokom sazrevanja u timusu i kostnoj srži T-limfociti i B-limfociti uče kako da 

prilikom prepoznavanja antigena razlikuju sopstveno od stranog. U timusu T-limfociti koji 

snažno reaguju sa antigenima domaćina umiru putem apoptoze u procesu negativne 

selekcije. Takođe, u kostnoj srži nezreli B-limfociti koji snažno prepoznaju antigene 

domaćina podležu procesu negativne selekcije ili procesu promene specifičnosti svog 

receptora (preuređenje receptora). S obzirom da antigen-prezentujuće ćelije u centralnim 

limfnim organima ne prezentuju sve periferne antigene, mnogi autoreaktivni limfociti ne 

bivaju uklonjeni. U perifernim tkivima oni postaju funkcionalno neaktivni ili dolazi do 

njihove eliminacije putem apoptoze usled ponavljane aktivacije autoantigenima. Takođe, na 

periferiji su mehanizmi periferne tolerancije posredovani dendritskim i regulatornim 

ćelijama koje deluju na autoreaktivne limfocite. 

 Dendritske ćelije (DC) su antigen-prezentujuće ćelije koje, pored ključne uloge u 

izazivanju imunskog odgovora, predstavljaju i medijatore T-ćelijske tolerancije (Granucci i 

sar., 2008). U zavisnosti od inicijalnog stimulusa i stepena zrelosti, DC počinju da luče 

različite citokine i hemokine čime stimulišu T-ćelije da se diferenciraju u pravcu Th1, Th2, 

Th17 ili Treg ćelija (MacDonald i Maizels, 2008). U početku se smatralo da samo nezrele i 

neaktivne DC automatski indukuju stvaranje regulatornih T-ćelija dok zrele DC najčešće 

indukuju Th1 ili Th17 ćelije, ali je ubrzo ovaj koncept promenjen i ukazano je na postojanje 

trećeg stadijuma razvoja DC - delimično zrele ćelije (Lutz, 2012). Ovaj koncept se 

uglavnom odnosi na DC poreklom od mijeloidne loze ćelija, tj. DC poreklom iz kostne srži, 

Langerhansove ćelije i DC poreklom iz humanih monocita. Signali za sazrevanje DC 

međusobno se jako razlikuju i neki od njih (npr. helmintski antigeni) indukuju delimično 
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sazrevanje DC - tzv. tolerogene DC, a drugi (npr. lipopolisaharid - LPS) potpuno 

sazrevanje DC (White i Artavanis-Tsakonas, 2012).  

Regulatorni T-limfociti (Treg) kao nezaobilazni učesnici svakog imunskog 

odgovora, imaju ulogu u aktivnoj supresiji autoreaktivnih ćelija. Treg limfociti se dele na 

dve populacije ćelija koje imaju različitu specifičnost i efektorski mehanizam delovanja. 

Prvu populaciju čine prirodne (urođene, profesionalne) Treg ćelije koje pored CD4 

eksprimiraju i CD25 molekul, a nastaju u timusu od nezrelih T-limfocita uz učešće Foxp3 

transkripcionog faktora koji je za sada njihov najbolje definisani marker (Sakaguchi i sar., 

2008). Svoje regulatorne funkcije stiču i ispoljavaju u timusu i ne menjaju ih na periferiji. 

Njihova uloga u nastanku autoimunosti pokazana je u eksperimentima u kojima je nakon 

delecije ovih limfocita došlo do nekontrolisane proliferacije autoreaktivnih ćelija i nastanka 

organ specifičnih autoimunskih oboljenja kod miševa (Sakaguchi i sar., 1995). Isto se 

dešava i kod imunodeficijentnih primalaca nakon adoptivnog transfera CD4
+
 T-limfocita iz 

kojih su prethodno uklonjene CD25
+ 

pozitivne T-ćelije (Sakaguchi i sar., 1995). Međutim, 

rekonstitucija odgovarajućim CD4
+
CD25

+ 
ćelijama 10 dana nakon transfera CD25

- 
ćelija 

sprečava razvoj autoimunskih bolesti (Sakaguchi, 2005).  

Drugu populaciju čine adoptivne (inducibilne) Treg ćelije u koje spadaju Tr1 ćelije 

koje produkuju interleukin (IL)-10, Th3 ćelije koje produkuju transformišući faktor rasta β 

(TGF-β) i podgrupe CD8
+
 Treg ćelija (Roncarolo i sar., 2001; Weiner, 2001). Ove ćelije 

mogu nastati iz konvencionalnih T-limfocita in vivo ili in vitro pod specifičnim uslovima 

kao što je suboptimalno izlaganje antigenima i/ili kostimulacija delovanjem tolerogenih 

dendritskih ćelija, infektivnih agenasa, itd (Maldonado i von Andrian, 2010). Ove ćelije 

kontrolišu odgovor na strane antigene. Osnovna razlika između urođenih i inducibilnih 

Treg limfocita je da su urođene ćelije potpuno spremne za svoju funkciju u momentu 

migracije iz timusa, dok je inducibilnim ćelijama neophodna dodatna stimulacija u toku 

razvoja specifičnog imunskog odgovora, kao i prisustvo TGF-β koji aktivira signalni 

molekul STAT5 i transkripcioni faktor Foxp3. Inducibilni Treg limfociti ispoljavaju 

supresorsku aktivnost uglavnom posredstvom citokina, dok je delovanje urođenih Treg 

limfocita zavisi i od direktnog kontakta sa drugim ćelijama. S obzirom da imaju značajnu 

ulogu u održanju periferne imunotolerancije Treg ćelije su potencijalno jedna od 
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najznačajnijih linija odbrane organizma od autoimunskih bolesti, usled čega su u fokusu 

savremenih istraživanja (Oukka, 2007).  

Ako otkažu mehanizmi imunološke tolerancije imunski sistem će napasti ćelije i 

tkiva organizma domaćina. Ovaj fenomen se zove autoimunost i predstavlja uzrok 

autoimunskih bolesti. Na razvoj autoimunosti utiču kako genetska predispozicija, tako i 

faktori spoljašnje sredine u koje spadaju i različiti infektivni agensi (Vojdani, 2014). U toku 

infekcije dolazi do zapaljenske reakcije koja uzrokuje oštećenje tkiva domaćina i 

oslobađanje sopstvenih antigena koji potom stimulišu dalji imunski odgovor i nastavljaju 

započeto oštećenje tkiva (širenje epitopa). Pokrenut urođeni imunski odgovor na mestu 

infekcije povećava ekspresiju kostimulatornih molekula na tkivnim antigen-prezentujućim 

ćelijama koje luče pro-inflamatorne citokine i mogu da stimulišu do tada anergične ili 

neaktivirane autoreaktivne limfocite („bystander” aktivacija) i tako dovode do pokretanja 

odgovora koji nije specifičan za inicirajući agens (autoimunski odgovor). Do sada je 

identifikovano i više različitih proteina mikroorganizama koji su po strukturi slični 

proteinima domaćina (Cusick i sar., 2012). Do aktivacije i ekspanzije klonova 

autoreaktivnih ćelija, koje nisu uklonjene tokom sazrevanja u timusu procesom negativne 

selekcije, može da dođe usled prepoznavanja unakrsno-reagujućih epitopa nekog 

infektivnog agensa (molekulska mimikrija). Tada takve ćelije reaguju sa sopstvenim 

tkivom izazivajući oštećenje i bolest. Takođe, infektivni agensi mogu da učestvuju u 

indukciji autoimunosti tako što dovode do izmenjene obrade i prezentacije skrivenih 

antigena domaćina koji su normalno odvojeni od imunskog sistema (npr. skriveni antigeni 

u testisu i oku). 

Širok je spektar mikroorganizama koji mogu da indukuju autoimunost, pri čemu 

jedan infektivni agens može da bude okidač različitih autoimunskih oboljenja. Danas se 

latentna infekcija Epstein-Barr virusom povezuje sa mogućom indukcijom multiple 

skleroze (MS), reumatoidnog artritisa i sistemskog eritemskog lupusa (Lossius i sar., 2012), 

dok se hepatitis C virus povezuje sa nastankom autoimunskog tireoiditisa, Kronove bolesti, 

pemfigus vulgarisa i antifosfolipidnog sindroma (Agmon-Levin i sar., 2009). Sa druge 

strane, više različitih agenasa mogu da budu opisani kao uzročnici u patogenezi jedne 
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autoimunske bolesti (streptokoke, Trypanosoma cruzi, Borrelia burgdorferi, 

citomegalovirus, parvovirus B19 u autoimunskom miokarditisu) (Kindermann i sar., 2012). 

S obzirom da su autoimunske bolesti na trećem mestu po morbiditetu i mortalitetu 

posle kardiovaskularnih i malignih bolesti u industrijski razvijenim zemljama (Kivity i sar., 

2009), one su bile predmetbrojnih  epidemioloških i eksperimentalnih istraživanja koja su 

pokazala da infekcije mogu i da zaštite od razvoja nekih autoimunskih i atopijskih 

oboljenja. Naime, epidemiološke studije započete tokom šezdesetih godina prošlog veka su 

ukazale da postoji obrnuta korelacija između prevalencije infekcije parazitima i pojave 

autoimunskih bolesti i bile su osnova za formulisanje „higijenske hipoteze” koja govori da 

smanjena ekspozicija patogenima tokom detinjstva, naročito helmintima, može da dovede 

do nepravilnog razvoja imunskog sistema koji dalje vodi do povećane predispozicije za 

razvoj alergijskih i autoimunskih bolesti (Ehlers i sar., 2010; Strachan, 1989). Poslednjih 

godina ova hipoteza je poznata i kao hipoteza „starih prijatelja“ po kojoj imunski sistem 

razvija toleranciju prema helmintima i saprofitnim mikroorganizmima iz okruženja uz koje 

je milionima godina koevoluirao (Sironi i Clerici, 2010). Poslednjih decenija, u ekonomski 

razvijenim zemljama koje imaju dobre sanitarne uslove i visok nivo zdravstvene zaštite, 

kontakti čoveka upravo sa ovim infektivnim agensima svedeni su na najmanju moguću 

meru (Elliott i Weinstock, 2012), a istovremeno je došlo do naglog porasta incidencije 

hroničnih inflamatornih bolesti (Moroni i sar., 2012). 

Kao nastavak epidemioloških, urađen je veliki broj eksperimentalnih studija koje se 

bave ispitivanjem supresije autoimunskih i alergijskih bolesti primenom različitih 

helmintskih infekcija, produkata ovih parazita ili čak njihovih rekombinantnih ili sintetskih 

delova koje su dale rezultate koji govore u prilog higijenskoj hipotezi (Bashi i sar., 2015; 

McSorley i sar., 2013). Ohrabrujući rezultati u prevenciji i ublažavanju autoimunskih 

bolesti dobijeni na eksperimentalnim modelima bili su podsticaj da neka istraživanja uđu i 

u kliničku fazu (Helmby, 2015; Khan i Fallon, 2013). Kreiranje visoko srodnih i genetski 

manipulisanih miševa omogućilo je stvaranje eksperimentalnih modela autoimunskih 

oboljenja kao neophodne podloge kako za dalje izučavanje uzroka bolesti, tako i za njihovu 

manipulaciju u svrhu ublažavanja bolesti i lečenja. Najviše proučavana autoimunska 

oboljenja u ovom smislu, a koja mogu da budu modulisana infekcijom parazitima, su 
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dijabetes melitus tip 1 (T1D), multipla skleroza i inflamatorna bolest creva (IBC) (Gruden-

Movsesijan i sar., 2010; 2008; Saunders i sar., 2007; Khan i sar., 2002). Pokazano je prvo 

da sama infekcija nekim protozoama i helmintima dovodi do ublažavanja toka bolesti, a 

kasnije je ustanovljeno da, pored tretiranja životinja jajima ili larvama, i aplikacija 

izolovanih ekskretorno-sekretornih antigena parazita može ublažiti tok ili u potpunosti 

sprečiti nastanak autoimunskog oboljenja čijem je razvoju životinja genetski podložna, kao 

što je pokazano u eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE), modelu 

multiple skleroze kod ljudi (Sofronic-Milosavljevic i sar., 2013; Kuijk i sar., 2012; 

Motomura i sar., 2009), modelu dijabetes melitusa tip 1 (Zaccone i sar., 2010; Liu i sar., 

2009) i eksperimentalnom kolitisu, kao modelu IBC (Ashour i sar., 2013; Cho i sar., 2012; 

Blum i sar., 2012; Hang i sar., 2010). Od svih parazita helminti imaju najveći potencijal da 

modulišu imunski odgovor domaćina. Oni suprimiraju imunski odgovor domaćina usmeren 

ne samo prema parazitskim, već i prema drugim, nehelmintskim antigenima bilo da su oni 

organizmu strani (alergeni) ili se radi o sopstvenim (autoantigenima) kod autoimunskih 

bolesti (Allen i Maizels, 2011). Smatra se da u osnovi protektivnog efekta helmintske 

infekcije na autoimunost ključnu ulogu imaju indukcija dendritskih ćelija tolerogenog 

fenotipa koje stimulišu Th2 ćelijsku diferencijaciju, aktivacija CD4
+
 i CD8

+ 
Treg i 

regulatornih B-limfocita (Breg) i alternativno aktivirani makrofagi (McSorley i sar., 2013). 

Krajnji efekat ovih promena je kreiranje anti-inflamatorne sredine koja pogoduje i parazitu 

i domaćinu.  

1.2. Multipla skleroza 

 

Multipla skleroza je hronična, zapaljenska, demijelinizirajuća, neurodegenerativna 

bolest centralnog nervnog sistema (CNS) kod ljudi za koju se smatra da je verovatno 

autoimunskog porekla (Goldenberg, 2012). Tokom bolesti nastaju multipli ožiljci, plakovi 

ili lezije u beloj masi mozga i kičmene moždine usled zapaljenja koje je praćeno 

demijelinizacijom i remijelinizacijom, smanjenjem broja oligodendrocita koji prave mijelin, 

neuronalnom i aksonalnom degeneracijom (Compston, 2009). Na osnovu dosadašnjih 

ispitivanja smatra se da su autoreaktivne CD4
+
 T-ćelije stečenog imunskog odgovora 
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okidač patološke kaskade čiji je rezultat demijelinizacija (Nylander i Hafler, 2012). U 

perifernim limfnim organima verovatno usled prepoznavanja antigena sličnih antigenima 

CNS-a dolazi do aktiviranja CD4
+
 T-ćelija specifičnih za antigene CNS-a koje prolaze kroz 

krvno-moždanu barijeru (Goverman, 2009). Nakon reaktivacije autoantigenima koje 

prezentuju lokalne antigen-prezentujuće ćelije u parehnimu CNS-a, ove ćelije produkuju 

različite citokine i indukuju inflamatorni odgovor koji dovodi do oštećenja mijelina i 

oligodendrocita i posledične demijelinizacije (McFarlan i Martin, 2007) (Slika 1). Hronični 

autoimunski odgovor u CNS-u odlikuje fenomen širenja epitopa jer dolazi do oslobađanja 

novih epitopa nakon početnog oštećenja tkiva (Vanderlugt i Miller, 1996). Na modelu 

hronično-relapsirajućeg EAE-a koji je indukovan primenom peptida proteolipidnog 

proteina PLP(139-151) pokazano je da dolazi do širenja imunskog odgovora T-limfocita na 

druge proteinske determinante PLP-a kao i na drugi autoantigen - mijelin bazni protein 

(MBP) (Yu i sar., 1996). Ovakva istraživanja su ukazala da bi ulogu u patogenezi različitih 

stadijuma multiple skleroze mogli imati različiti autoantigeni. 

U lezijama obolelih od multiple skleroze dominira infiltracija T-limfocita, B-

limfocita, kao i monocita koji postaju aktivirani makrofagi (Lassman, 2007). Ćelije 

imunskog sistema nakon infiltracije interaguju sa ćelijama CNS-a što dovodi do aktivacije 

mikroglije i astrocita. U ranim fazama stvaranja plakova, ćelije mikroglije su dominantne, 

dok ih u hroničnim lezijama zamenjuje astroglioza (Lassman, 2007). Što se tiče T-ćelijske 

populacije u novonastalim lezijama uglavnom dominira CD8
+
 T-ćelijska populacija u 

odnosu na CD4
+
 (Friese i Fugger, 2009). Kod obolelih u ranim lezijama i cerebrospinalnoj 

tečnosti nalaze se B-limfociti koji sazrevaju u plazma ćelije i stvaraju antitela specifična za 

antigene mijelina (Frischer i sar., 2009; von Budingen i sar., 2008). Smatra se da je 

poremećaj imunoregulacije uzrok nastanka autoimunskog odgovora u CNS-u. U osnovi 

imunoregulacije je koordinisana funkcija DC, Treg ćelija, Breg ćelija, citokina efektorskih 

ćelija. Istraživanja pokazuju da funkcija bilo koje od ovih komponenti može biti 

poremećena u MS-u (Smith i sar., 2012; Gonsette, 2012; Edwards i sar., 2010).  
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Slika 1. Patogeneza multiple skleroze (preuzeto iz Brinkmann i sar., 2010). IFNγ - 

interferon γ; IL - interleukin; MMPs - matriksne metaloproteinaze; NO - azot monoksid; 

TGFβ - transformišući faktor rasta-β; TNF - faktor nekroze tumora. 

 

 

U početnim istraživanjima se smatralo da inflamaciju i oštećenja u CNS-u kod 

multiple skleroze kao i njenog životinjskog modela EAE-a izazivaju Th1 ćelije koje 

produkuju interferon (IFN)-γ (Segal, 2005). Međutim, ta hipoteza je promenjena nakon 

otkrića da miševi kojima je uklonjen gen za IFN-γ i njegov receptor ne samo da razvijaju 

bolest nego imaju i težu kliničku sliku (Farber i sar., 1996), kao i da primena neutrališućih 

antitela za IFN-γ dovodi do pogoršanja EAE-a (Heremans i sar., 1996; Duong i sar., 1994). 

Danas se zna da su za nastanak inflamacije u EAE modelu bolesti ključne T-ćelije koje 
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produkuju IL-17 i koje su označene kao Th17 ćelije (Korn i sar., 2007; McKenzie i sar., 

2006), kao i da ulogu u tom procesu ima i poremećaj broja/funkcije Treg limofocita (Joller i 

sar., 2012; Lowther i Hafler, 2012).  

Istraživanja sprovedena u poslednjoj deceniji ukazala su na značajnu ulogu Th17 

limfocita u patogenezi tkivno specifičnih autoimunskih bolesti kao što je MS (Mills, 2008). 

Ovi limfociti su prvi put izolovani iz periferne krvi pacijenata obolelih od Kronove bolesti 

(Louten i sar., 2009). Th17 limfociti produkuju citokine IL-17A i IL-17F koji deluju 

posredstvom receptora koji se nalaze na površini fibroblasta, B- i T-limfocita, ćelija 

mononuklearnog fagocitnog sistema, stromalnih ćelija u kostnoj srži i endotelnih ćelija 

krvnih sudova. U fiziološkim uslovima Th17 imunski odgovor ima značajnu ulogu u 

odbrani od ekstracelularnih bakterija i gljivica, ali je uključen i u zaštitu domaćina od 

virusnih patogena (Peck i Mellins, 2010). Brojna ispitivanja Th17 ćelija su pokazala da 

pored zaštitne uloge one mogu imati i patogeni efekat. Smatra se da su čak potentnije od 

Th1 ćelija u izazivanju tkivne destrukcije tokom inflamatornog procesa kod različitih 

autoimunskih i hroničnih inflamatornih oboljenja (Rostami i Ciric, 2013). U prilog ovakvoj 

hipotezi o ulozi Th17 ćelija u razvoju multiple skleroze ide činjenica da tokom EAE-a 

dolazi do infiltracije Th17 ćelija u mozgu miševa i lokalne produkcije IL-1β, 

transformišućeg faktora rasta (TNF) i IL-6 koja indukuje razvoj kliničke simptomatologije 

bolesti. Nasuprot tome, značajnija infiltracija Th1 ćelija u CNS-u detektuje se tek nakon 

razvoja kliničke manifestacije bolesti (Murphy i sar., 2010). 

Dalja istaživanja su pokazala da u CNS-u u toku bolesti postoji značajna razlika u 

broju i funkcionalnosti Treg ćelija koja je u korelaciji sa kliničkim tokom bolesti, dok se na 

periferiji populacija ovih ćelija ne menja značajno. Naime, nivo Th17 ćelija je veoma visok 

na vrhuncu  bolesti u CNS-u i dramatično se smanjuje tokom faze oporavka (Korn i sar., 

2007). Nasuprot tome, sa regresijom kliničke simptomatologije, broj Treg ćelija specifičnih 

za antigene mijelina se značajno povećava, kao i količina anti-inflamatornih citokina IL-10 

i TGF-β koje one dominantno produkuju (Oukka, 2007). Upravo iz tih razloga postoji 

korelacija između kliničke slike EAE-a i odnosa specifičnih Treg i Th17 ćelija u CNS-u, ali 

ne i u drenirajućim limfnim čvorovima (Oukka, 2007).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murphy%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20138983
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Saznanja dobijena na animalnim modelima testirana su u humanoj populaciji. Tako 

je u cerebrospinalnoj tečnosti i sklerotičnim plakovima obolelih od multiple skleroze 

detektovan povišen nivo IL-17 (Aranami i Yamamura, 2008). Takođe, genetske analize su 

pokazale povećanu ekspresiju iRNK za IL-17 u krvi, likvoru i moždanom tkivu kod 

obolelih (Lock i sar., 2002). Istraživanja na humanim mikroglijalnim ćelijama potvrdila su 

da Th17 ćelije imaju ulogu u inflamatornoj demijelinizaciji neurona. Naime, u prisustvu IL-

17 ove ćelije produkuju pro-inflamatorne medijatore: IL-6, makrofagni inflamatorni protein 

2, azot monoksid (NO), različite hemotaksičke faktore neutrofila i adhezivne molekule. 

Takođe, kod obolelih od multiple skleroze su pored abnormalnosti u Th17 i Th1 imunskom 

odgovoru utvrđeni i poremećaji na nivou Treg limfocita. Zapaženo je da kod njih ne postoje 

značajnije razlike u broju Treg limfocita u odnosu na zdrave ljude, međutim u in vitro 

eksperimentima je pokazano da njihove supresorne funkcije nisu adekvatne (Haas i sar., 

2005).  

1.3. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis kao model multiple skleroze 

 

Jedan od životinjskih modela koji se najviše ispituje sa ciljem da se otkriju 

inflamatorni procesi i terapijske mogućnosti vezane za autoimunska oboljenja je 

eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis koji predstavlja model bolesti multiple 

skleroze kod ljudi (Gold i sar., 2006). Ovaj životinjski model deli dosta kliničkih, 

histoloških i imunoloških osobina sa organ-specifičnim oboljenjem kakvo je multipla 

skleroza (Constantinescu i sar., 2011). On pomaže da razumemo autoimunsko zapaljenje 

tkiva u CNS-u i omogućava otkrivanje specifičnih molekula koji učestvuju u skretanju 

imunskog odgovora ka patološkoj autoreaktivnosti (Korn i sar., 2009).  

Model EAE-a uveo je Thomas Rivers tridesetih godina dvadesetog veka, na osnovu 

hipoteze da akutni diseminovani encephalitis nije povezan sa virusom besnila nego sa 

komponentom CNS-a zeca koja kontaminira vakcinu u toku pravljenja i koja je uzrok 

inflamacije u CNS-u (Rivers i Schwentker, 1935). Kasnije je model EAE-a poboljšan 

dodavanjem Frojndovog adjuvansa emulziji mijelinskog antigena koji je omogućio da se 

bolest razvije posle jedne doze injekcije (Kabat i sar., 1946). Prekretnica u ispitivanju ove 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Constantinescu%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21371012
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bolesti je nastala otkrićem da CD4
+
 T-ćelije specifične za antigene mijelina nakon 

adoptivnog transfera mogu da izazovu inflamaciju praćenu demijelinizacijom u parenhimu 

CNS-a (Ben-Nun i sar., 1981). Sledećih godina su otkriveni proteini mijelinskog omotača 

koji mogu pokrenuti autoimunski odgovor i imati ulogu u patogenezi bolesti, a to su mijelin 

bazni protein (MBP), proteolipidni protein (PLP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein 

(MOG), mijelin-asocirani glikoprotein (MAG), mijelin-asocirani oligodendrocitni bazni 

protein (MOBP) kao i njihovi peptidi (Gold i sar., 2006). Model EAE-a se može indukovati 

aktivno kod zdravih, genetski podložnih, eksperimentalnih životinja imunizacijom 

homogenatom kičmene moždine ili različitim antigenima mijelina (Krishnamoorthy i 

Wekerle, 2009) i pasivno transferom antigen specifičnih CD4
+
 T-limfocita iz imunizovanih 

životinja u singene primaoce (Zamvil i Steinman, 1990).  

Najčešće se aktivna indukcija EAE-a vrši imunizacijom osetljivih visoko srodnih 

pacova i miševa primenom homogenata kičmene moždine ili pojedinačnim proteinskim 

komponentama mijelina koje se emulguju u adjuvansu. Najčešće se koristi Frojndov 

adjuvans sa (kompletan) ili bez (nekompletan) dodatka bakterija Mycobacterium 

tuberculosis. Aktivna imunizacija uz  korišćenje kompletnog Frojndovog adjuvansa dovodi 

do bržeg razvoja i težeg oblika bolesti kod eksperimentalnih životinja. Pored toga što su 

specifični antigeni organa visoko konzervirani, male razlike u amino kiselinama koje 

postoje kod visoko srodnih životinjskih vrsta mogu uticati na patogeni potencijal ovih 

antigena. Brojne studije su pokazale da postoje značajne razlike između vrsta, kao i sojeva 

u okviru iste vrste, za kapacitet za razvoj EAE-a nakon imunizacije sa istim 

encefalitogenom (Gold i sar., 2006). Stoga se zavisno od vrste eksperimenta za indukciju 

EAE-a mogu se koristiti različiti sojevi pacova i miševa. Lewis pacovi se često koriste 

pošto se kod njih bolest jednostavno izaziva, ali je tok bolesti monofazan i bez znakova 

demijelinizacije i oštećenja aksona (Croxford i sar., 2011). Inflamacija je kod Lewis pacova 

predominantno lokalizovana u kičmenoj moždini što je u suprotnosti sa znacima MS-a. 

Jako izraženu prijemčivost za indukciju EAE-a imaju i Dark Agouti (DA) pacovi kod kojih 

bolest može biti izazvana i bez prisustva adjuvansa (Stosic-Grujicic i sar., 2004). Bolest 

kod DA pacova može imati produženo-relapsni i relapsno-remitentni oblik, zavisno do 

primenjenih antigena i adjuvansa, uz prateći razvoj demijelinizacije i oštećenja aksona u 
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CNS-u (Scuteri i sar., 2015; Papadopoulos i sar., 2006; Weissert i sar., 1998; Dahlman i 

sar., 1998; Lorentzen i sar., 1995). Za razliku od Lewis i DA, Albino Oxford (AO) pacovi 

su rezistentni na izuzetno snažnu imunizaciju homogenatom kičmene moždine obogaćenim 

kompletnim Frojndovim adjuvansom (Mostarica-Stojkovic i sar., 1982). Relapsno-

remitentni i hronično-progresivni oblik bolesti se može indukovati kod C57BL/6 miševa i 

to korišćenjem MOG-a (Berard i sar., 2010). 

 Nakon nedelju dana od imunizacije životinja homogenatom kičmene moždine ili 

pojedinačnim proteinskim komponentama mijelina u perifernom limfnom tkivu nastaju 

autoreaktivne T-ćelije specifične za antigene mijelina (Wekerle i sar., 1994). Bolest se 

manifestuje ascedentnom progresivnom paralizom u kaudo-rostralnom pravcu pri čemu 

dovodi do paralize repa, zatim do pareze, pa paralize zadnjih nogu, koja vremenom dovodi 

do pareze i paralize prednjih nogu i na kraju smrti kod težih slučajeva, a sve je to praćeno 

gubitkom telesne mase koji nastaje zbog gubitka apetita i nedovoljnog unosa tečnosti 

(Wekerle, 2008). Eksperimentalni model EAE-a može se podeliti u tri faze: 

preimunizaciona faza tokom koje se potencijalno autoreaktivne T-ćelije nalaze u cirkulaciji, 

ali su još uvek u stanju mirovanja; induktivna faza (obično 0-10 dana nakon imunizacije sa 

neuroantigenom) tokom koje autoreaktivni limfociti susreću antigene CNS-a u drenirajućim 

limfnim čvorovima što rezultira njihovom aktivacijom, proliferacijom, diferencijacijom i 

diseminacijom po organizmu uključujući i CNS i efektorska faza (10-30+ dana nakon 

imunizacije) tokom koje autoreaktivne T-ćelije u CNS-u opet susreću neuroantigene i 

aktiviraju mikrogliju i makrofage, krajnje efektorske ćelije koje oštećuju mijelin i druge 

komponente tkiva CNS-a (Kuerten i Lehmann, 2011). U efektorskoj fazi bolesti klinički 

znaci paralize su prisutni kod životinja, ali se do kraja perioda bolesti one potpuno ili 

delimično oporave. 

Deset dana nakon imunizacije mnoštvo aktiviranih T-limfocita prelazi u moždano 

tkivo preko krvno-moždane barijere, dok neaktivirani T-limfociti ne mogu da prođu (Flugel 

i sar., 2001). Analizom histoloških isečaka može se videti da se akutne lezije nalaze 

perivaskularno, u tkivu oko zidova krvnih sudova - da su ispunjene leukocitima (Wekerle i 

sar., 2008). T-ćelije specifične za antigene mijelina bivaju reaktivirane preko MHC 

molekula II klase u perivaskularnom prostoru gde se ti antigeni prezentuju (Kawakami i 
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sar., 2005) što dovodi do dalje aktivacije T-ćelija i produkcije efektorskih citokina i 

hemokina koji privlače makrofage i granulocite u tkivo CNS-a i dovode do inflamacije u 

tkivu i demijelinizacije. Degradacija mijelina nastaje i kao posledica stvaranja toksičnih 

supstanci kao što su NO i TNF (Willenborg i sar., 2007). Hronične lezije su ispunjene 

proliferisanim ili hipertrofisanim mikroglijalnim ćelijama, mada progresija bolesti, 

histopatologija i klinički simptomi variraju.  

            Modeli udruživanja parazitskih infekcija sa EAE-om. Postoji veliki broj studija 

koja se bave ispitivanjem uticaja infekcije parazitima i primene njihovih antigena na razvoj 

i prevenciju EAE-a (Tabela 1). Infekcija parazitom Trichinella spiralis (T. spiralis) dovodi 

do ublažavanja kliničke slike EAE-a sa značajno smanjenim parametrima težine bolesti 

(Gruden-Movsesijan i sar., 2008). U osnovi imunomodulacije EAE-a ovim helmintom 

nalazi se povećana produkcija IL-4, IL-10 i TGF-β i značajno smanjena produkcija IFN-γ i 

IL-17 citokina koji su ključni za inicijaciju i progresiju EAE-a. Takođe, dolazi i do 

ekspanzije CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-ćelija koje suprimiraju Th1 i Th17 imunski odgovor 

(Gruden-Movsesijan i sar., 2010). Tretman miševa jajima parazita Shistosoma mansoni 

(Sewell i sar., 2003) ili antigenima ovog parazita (Zhu i sar., 2012) pre indukcije EAE-a 

značajno smanjuje incidenciju bolesti, kao i težinu kliničke slike. Ovakav 

imunomodulatorni efekat je praćen smanjenom produkcijom IL-12, IFN-γ i TNF-α i 

povećanom produkcijom IL-4, IL-10 i TGF-β na periferiji. Studije u kojima su korišćeni 

drugi paraziti kao što su Heligmosomoides polygyrus (Wilson i sar., 2010), Trichinella 

pseudospiralis (Wu i sar., 2010), Shistosoma japonicum (Zheng i sar., 2008), Fasciola 

hepatica (Walsh i sar., 2009) i Taenia crassiceps (Reyes i sar., 2011) potvrdile su da 

infekcije helmintima sprečavaju ili odlažu početak EAE-a i ublažavaju njegov tok. Ovakav 

imunomodulatorni efekat helminti ostvaruju inhibicijom Th1 i Th17 imunskog odgovora 

koja je praćena smanjenom produkcijom IFN-γ, TNF-α, IL-6 i IL-17, uz indukciju Th2 

imunskog odgovora domaćina i produkciju citokina IL-4 i IL-10, kao i stimulaciju 

proliferacije Treg i Breg limfocita. Polarizacija imunskog odgovora u opisanom pravcu 

posledica je sposobnosti parazita da indukuju stvaranje tolerogenih DC i alternativno 

aktiviranih makrofaga koje orkestriraju takav razvoj događaja (sprečavanja pojave ili 
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ublažavanja toka bolesti) (Versini i sar., 2015; Sofronic-Milosavljevic i sar. 2013; Ilic i sar 

2011; Ilic i sar., 2008).  

 

 

Tabela 1. Paraziti čijom primenom je uspešno izmenjen tok eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) bilo infekcijom ili primenom njihovih 

izolovanih antigena.  

 

Infektivni agens ili 

izolovani antigen  
Th1/Th2 

Autoimunsko 

oboljenje 
Reference 

Trichinella spiralis 

(larve i izolovani 

antigeni)  

Th2 

 

Eksperimentalni 

autoimunski 

encefalomijelitis  
(EAE) 

 

 

Gruden-Movsesijan i sar., (2008, 2010)  
Kuijk i sar., (2012) 

Sofronic-Milosavljevic i sar., (2013) 

Trichinella 

pseudospiralis 

(larve) 
Wu i sar., (2010) 

Shistosoma mansoni 

(jaja, larve i 

izolovani antigeni) 

La Flamme i sar., (2003) 
Sewell i sar., (2003) 

Zhu i sar., (2012) 

 Shistosoma 

japonicum (larve) 
Zheng i sar., (2008) 

 Heligmosomoides 

polygyrus (larve) Wilson i sar., (2010) 

Fasciola hepatica 

(larve)  Walsh i sar., (2009) 

Taenia crassiceps 

(larve) Reyes i sar., (2011) 

 

 

 

Ako se sagledaju sva do sada objavljena istraživanja modulacije EAE-a infekcijom 

ili primenom antigena parazita može se zaključiti da je za uspešnost tretmana bitno vreme 

njegove primene. Tako su u svim studijama gde je tretman primenjen u preimunizacionoj i 

induktivnoj fazi dobijeni obećavajući rezultati, dok pri primeni helminata ili njihovih 
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produkata u efektorskoj fazi kao tretman već ispoljene bolesti nije bilo efekta. Takvi 

rezultati su u skladu sa obimnim ireverzibilnim oštećenjima tkiva koja nastaju u 

simptomatskoj fazi bolesti. Drugi zaključak bi bio da je neophodno ponavljati tretman jer 

bolest ima relapsne faze. Tako bi se i uspešnost dobijena u eksperimentalnim modelima 

EAE-a mogla posmatrati kao dobar tretman za pojedinačnu epizodu bolesti kao što je npr. 

relapsna faza koja traje nedeljama, a ne kao uspešan tretman celog toka bolesti koja traje 

decenijama. Zatim se može zaključiti da tretman helmintima ili njihovim produktima ima 

multimodalni efekat koji se ogleda u uspostavljanju antiiflamatornog ili regulatornog miljea 

na periferiji i u CNS-u. Na kraju može se zaključiti da svaki helmint ima svoj protokol 

imunizacije i primene i da efekti tretmana zavise i od vrste helminta i od doze primenjenih 

produkata ili živih parazita, kao i patoloških promena koje u organizmu izaziva (Fleming, 

2013). 

Ohrabrujući rezultati u prevenciji i ublažavanju EAE-a, kao i drugih modela 

autoimunskih bolesti, kod eksperimentalnih životinja bili su podsticaj da se pokuša sa 

prvim pilot studijama na ljudima. Tako su pacijenti oboleli od inflamatorne bolesti creva 

tretirani jajima parazita Trichuris suis u Americi (Weinstock i sar., 2002) i pacijenti oboleli 

od astme larvama parazita Necator americanus u Velikoj Britaniji (Mortimer i sar., 2006). 

Ove studije su pokazale samo delimičan uspeh. Znaci poboljšanja kod kolitisa trajali su 

kratko zato što larve T. suis u crevima mogu opstati nekoliko nedelja pa je za potpuni uspeh 

terapije neophodno ponavljati tretman. Terapija larvama parazita N. americanus usled 

dugog preživljavanja parazita koje može trajati godinama izaziva neželjene efekte u smislu 

gastrointestinalnih smetnji i anemije.  

Nakon pilot studija počele su prve kliničke studije koje se odnose na tzv. „terapiju 

parazitima“ u tretmanu multiple skleroze. U opservacionoj studiji Correale i Ferez (2007) 

uporedili su 2 demografski slične grupe pacijenata obolelih od multiple skleroze. Prva 

grupa nije imala dodira sa parazitskim infekcijama, dok je druga grupa bila u stalnom 

kontaktu sa parazitima u svakodnevnom životu. Analize su pokazale da je druga grupa 

pacijenata bila zaražena gastrointestinalnim parazitima Hymenolepis nana, Trichuris 

trichiura, Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercolaris, Enterobius vermicularis, ali bez 

značajnih i ozbiljnih simptoma infekcije koji bi zahtevali primenu antihelmintske terapije. 
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Nakon 4,6 godina praćenja druga grupa pacijenata je imala smanjen broj relapsa i novih 

lezija u CNS-u, dok je u prvoj grupi došlo do pogoršanja u funkcionalnom smislu. Nakon 

praćenja bolesnika tokom 7 godina par obolelih koji su bili inficirani parazitima razvili su 

značajne gastrointestinalne simptome. Nakon antihelmintske terapije došlo je do 

eliminacije parazita, ali su se klinički simptomi multiple skleroze vratili (Correale i Farez, 

2011). Imunološke analize ovih pacijenata su pokazale da se kod pacijenata obolelih od MS 

i prirodno inficiranih parazitima u perifernoj krvi nalazi povišen broj mononuklearnih ćelija 

koje nakon stimulacije luče IL-10 i TGF-β, a smanjen broj onih koje luče IL-12 i IFN-γ. 

Ovi pacijenti su imali i povišen broj CD4
+
CD25

+
Foxp3

+  
Treg limfocita, Breg ćelija koje 

produkuju IL-10 i povećanu ekspresiju TLR2 receptora na B-ćelijama i DC (Correale i 

Farez, 2012, 2011, 2009, 2007; Correale i sar., 2008). Na osnovu ovih studija na 

pacijentima može se zaključiti da paraziti imaju imunoregulatornu ulogu u MS-u koju 

ostvaruju putem stimulacije tolerogenih DC, regulatornih T- i B-ćelija koje inhibiraju 

autoreaktivne Th1 i Th17 limfocite, kao i putem stimulacije Th2 imunskog odgovora koji 

inhibira pro-inflamatorni Th1 imunski odgovor.  

U kliničkoj studiji, helminske terapije multiple skleroze HINT 1 i 2 u Americi, 

pacijenti su dobijali po 2500 jaja parazita Trichuris suis (T. suis) oralno (Fleming i sar., 

2011). Nakon tretmana broj aktivnih lezija u CNS-u bio je smanjen. U serumu ovih 

pacijenata postojao je povećan nivo citokina IL-4 i IL-10, kao i povišen broj Treg ćelija 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
CD127

-
 fenotipa, za koje je još od ranije utvrđeno da su smanjene u 

MS-u (Baecher-Allan i sar., 2011). Slična klinička studija je urađena i u Nemačkoj gde su 

pacijenti sa hroničnim oblikom MS oralno dobijali po 2500 jaja parazita T. suis tokom 6 

meseci u razmacima od 2 nedelje (Benzel i sar., 2012). Pacijenti su tokom tretmana bili 

neurološki stabilni. Imunološka istraživanja su pokazala da su pacijenti u početku razvili 

Th1 tip imunskog odgovora sa povećanom produkcijom IL-2 i IFN-γ dok je tokom drugog 

meseca terapije došlo do predominacije Th2 imunskog odgovora. Trenutno u Notingemu, 

Constantinescu i saradnici vode kliničku studiju primene po 25 larvi parazita Necator 

americanus kod pacijenata sa hroničnim oblikom MS čiji će rezultati dati detaljan uvid u 

imunološki status ovih bolesnika nakon terapije parazitima jer je planirana analiza 

citokinskog profila, broja CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Treg ćelija i Breg ćelija.  
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Jedna od najbitnijih činjenica je da su do sada sve kliničke studije primene parazita 

u lečenju MS-a bile bezbedne po pacijente i da su imale povoljan uticaj na tok bolesti. Ipak 

primena živih parazita ne predstavlja optimalnu metodu lečenja. Izolovanje i definisanje 

produkata parazita koji bi mogli da imaju imunomodulatornu ulogu značajno bi pomoglo u 

pronalaženju novih i prihvatljivijih pristupa korišćenja parazita za lečenje autoimunskih 

bolesti. Očekuje se da će u budućnosti ove bezbedne i efikasne anti-inflamatorne molekule 

koje su paraziti milionima godina akumulirali, naučnici uspeti da identifikuju i da će nastati 

nova vrsta lekova tzv. „imunobiotici“ (eng. Immunobiotics) koji bi bili korišćeni za lečenje 

autoimunskih bolesti (Clancy, 2003). 

1.4. Parazit Trichinella spiralis 

 

Nematode iz roda Trichinella su jedne od najrasprostranjenijih zoonotskih parazita 

na svetu. Infekcija ovim helmintom je opisana kod domaćih i divljih životinja svih 

kontinenata osim Antarktika (Pozio i Murrell, 2006). Danas se zna da ovaj rod čine 9 vrsta 

(T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T. pseudospiralis, T. murrelli, T. nelsoni, T. papuae, T. 

zimbabwensis, T. patagoniensis) i 3 genotipa (Trichinella T6, T8, T9) kao i dva oblika, 

inkapsulirani i neinkapsulirani (Pozio i Zarlenga, 2013; Krivokapich i sar., 2012; Gottstein i 

sar., 2009).  

T. spiralis je jedinstvena nematoda po tome što se čitav životni ciklus odvija u 

okviru jednog domaćina. Ima tri stadijuma životnog ciklusa - adulti, novorođene larve i 

mišićne larve. Dva od tri stadijuma životnog ciklusa - mišićna larva i adult su intracelularna 

(Slika 2) (Wu i sar., 2008; Yepez-Mulia i sar., 2007). 
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Slika 2. Životni ciklus parazita Trichinella spiralis (preuzeto iz Despommier, Gwadz, 

Hotez, Knirsch, Parasitic Diseases 5th ed.) 

 

 

 

Trihineloza nastaje konzumiranjem svežeg ili nedovoljno termički obrađenog mesa 

i mesnih prerađevina koje sadrže infektivne, mišićne larve (L1) ovog parazita (Gottstein i 

sar., 2009). Kada se u organizam unese inficirano meso, larve bivaju oslobođene pod 

dejstvom gastrointestinalnih enzima u želucu, aktivirane dejstvom žučnih sokova i odlaze u 

tanko crevo. Tu paraziti prodiru u mukozu tankog creva, rastu i sazrevaju. U toku 

sazrevanja larve se 4 puta presvlače (stadijumi L2 - L4) i postaju polno zrele (adultne 

forme) posle oko 30h. Nakon 6-7 dana od infekcije, kada se odigra kopulacija, odrasle 

ženke počinju da produkuju novorođene larve (eng. new born larvae - NBL) i taj proces 

traje do kraja života ženki (period eliminacije odraslih parazita varira od 2 nedelje kod 
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glodara do 5-6 nedelja kod ljudi). Najveći broj novorođenih larvi migrira kroz submukozu i 

laminu propriu i putem krvi i limfe dospeva do poprečno-prugastih mišića (Guiliano i sar., 

2009; Despommier, 1998), gde prodiru u mišićne ćelije i sazrevaju u infektivne L1 larve 

(Bruschi, 2002). Na svom putu ka poprečno-prugastim mišićima novorođene larve putem 

cirkulacije prolaze kroz različite organe uključujući srce, mozak i jetru, izazivajući 

prolaznu inflamaciju i oštećenje tkiva. Samo larve koje dospeju do mišića mogu preživeti. 

Invadirane mišićne ćelije podležu de-diferencijaciji i učestvuju u stvaranju  potpuno nove i 

organizmu nepoznate vrste ćelija tzv. „ćelije negovateljice”. Miocit gubi svoje do tada 

posedovane kontraktilne proteine u toku prvih 8 dana, jedro se deli i nastaje od 40 do 60 

nukleusa po ćeliji negovateljici (Wu i sar., 2005). Parazit reprogramira gensku ekspresiju 

miocita na taj način što produkuje oko 40 različitih glikoproteina, od kojih neki nose za T. 

spiralis specifičan šećer - tivelozu. Ovi produkti parazita dovode do povećane ekspresije 

184 gena u mišićnoj ćeliji. Pretpostavlja se da su neki od tih gena odgovorni za ćelijsku 

diferencijaciju, proliferaciju, ćelijski ciklus i sintezu molekula sa pro- i sa anti-apoptotskim 

efektom  neophodnih za nastanak i opstanak ćelije negovateljice. Kao posledica traume 

izazvane prodorom parazita dolazi do aktivacije i proliferacije satelitskih ćelija koje su 

neophodne za regeneraciju mišićnih ćelija (Matsuo, 2000). Satelitske ćelije se nalaze u 

istom omotaču kao i mišićna ćelija, ali su od nje odvojene ćelijskom membranom. 

Satelitske ćelije se se nakon aktivacije samo delimično diferentuju, fuzionišu sa de-

diferentovanim miocitima u potpuno novi tip ćelija koji do tada nije postojao u organizmu 

domaćina pri čemu snabdevaju ćeliju negovateljicu citoplazmatskim sadržajem (Wu i sar., 

2001). 

Period od kada larva uđe u mišićnu ćeliju do formiranja kompleksa parazita i ćelije 

negovateljice traje 21 dan (Despomier, 1998). Kod inkapsuliranih vrsta Trichinella u koje 

spada i T. spiralis, ćelije negovateljice bivaju obavijene kolagenom (kapsula) i mrežom 

novih krvnih sudova. Kolagen tip IV je sintetisan od strane ćelije negovateljice i čini 

unutrašnji sloj kapsule, dok je kolagen tip VI sintetisan od okolnih fibroblasta i čini 

spoljašnji sloj kapsule (Despomier, 1998). Tako nastaje cista u kojoj larve opstaju i 

zadržavaju svoju infektivnost dugi niz godina, zavisno od vrste domaćina. Kapsula je 

polupropustljiva membrana i omogućava prolaz hranljivih materija male molekulske mase 
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u pravcu parazita kao i ekskretorno-sekretornih produkata mišićnih larvi (ES L1) u pravcu 

domaćina, ali je nepropustljiva za antitela specifična za komponente parazita. Zato se kaže 

da parazit ima imunoprivilegovano mesto u organizmu domaćina i nekada može da živi 

koliko i sam domaćin, ali kod ljudi najčešće dolazi do kalcifikacije kapsule i uginuća 

najvećeg broja parazita posle nekoliko meseci (Bruschi, 2002).  

1.5. Antigeni parazita Trichinella spiralis 

 

Antigeni parazita T. spiralis se dele u 3 grupe: površinske, ekskretorno-sekretorne i 

somatske antigene (Dea-Ayuela i Bolas-Fernandez, 1999). Površinski molekuli na kutikuli 

parazita i ekskretorno-sekretorni produkti mišićnih larvi predstavljaju mesta dodira i 

interakcije sa organizmom domaćina i odgovorni su za akutni inflamatorni odgovor, dok u 

hroničnoj fazi infekcije samo ES L1 antigeni utiču na imunski odgovor domaćina (Ilic i 

sar., 2012). S obzirom da parazit ima 3 stadijuma životnog ciklusa, neki od ovih molekula 

su karakteristični za pojedine stadijume životnog ciklusa (stadijum-specifični) dok su drugi 

prisutni u svim stadijumima (Nakada i sar., 2005). Prelaskom iz jednog u drugi životni 

stadijum parazita dolazi do promena u ekspresiji antigenskih molekula, kako površinskih 

tako i ES L1 što može biti jedna od strategija izbegavanja odbrane domaćina. Postoji više 

podela antigena parazita Trichinella spiralis. 

Antigeni mišićnih larvi parazita Trichinella spiralis najbolje su okrakterisani. 

Njihova klasifikacija je vršena na 2 načina: na osnovu bifaznog karaktera produkcije 

antitela u toku infekcije i na osnovu saznanja dobijenih primenom monoklonskih antitela. 

Na osnovu bifaznog karaktera produkcije antitela u toku infekcije sa T. spiralis oni se dele 

u dve grupe. Jednu grupu čine antigeni koji indukuju sintezu antitela u ranoj, intestinalnoj 

fazi infekcije. Ti antigeni se nalaze u unutrašnjim slojevima kutikule, hemolimfi, 

embrionskim omotačima, hipodermalnoj žlezdi, stihocitima i egzokrinim granulama 

reproduktivnog trakta mišićnih larvi. Ta, rana faza odgovora na prisustvo larvi specifična je 

za antigene koji sadrže fosforilholin (PC) (Morelle i sar., 2000; Takahashi i sar., 1993). PC 

grupa je prisutna kod nekoliko glikoproteina koji se oslobađaju tokom presvlačenja larvi, a 

ne nalaze se u sastavu ES produkata niti na površini mišićne larve. Drugu grupu čine 
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antigeni koji indukuju kasnu fazu humoralnog imunskog odgovora i izazivaju pojavu 

antitela 4-5 nedelja nakon infekcije, kada se L1 larve nalaze u mišićima (Dea-Ayuela i 

Bolas-Fernandez, 1999). Oni se nalaze na površini, stihocitnim granulama i u ES 

produktima L1 larvi T. spiralis (Takahashi, 1997), označeni su kao TSL antigeni. Antigeni 

koji indukuju kasnu fazu odgovora organizma su uglavnom glikoproteini od kojih neki 

sadrže karaterističan šećer - tivelozu (β-vezana 3,6-dideoksi-D-arabinoheksoza) (Ellis i sar., 

1997; Takahashi i sar., 1993).  

Primenom monoklonskih antitela antigeni mišićnih larvi T. spiralis su klasifikovani 

u 8 grupa (TSL1-TSL8) (Yepez-Mulia i sar., 2007; Appleton i sar., 1991). TSL-1 antigeni 

su glikoproteini koji potiču iz stihozoma T. spiralis (glandularna struktura od 50-75 

diskoidnih ćelija stihocita u prednjoj polovini L1 larve) i zastupljeni su kako u ES L1 

produktima tako i na površini kutikule parazita (Bolas-Fernandez i sar., 2006; Takahashi, 

1997). Većina TSL-1 antigena sadrži tivelozu, šećer karakterističan za stadijum mišićnih 

larvi čitavog genusa Trichinella (Gomez-Morales i sar., 2008; Romaris i sar., 2003; Arasu i 

sar., 1994). Specifična, anti-TSL1 antitela dominantno prepoznaju glikoproteine 

molekulske mase između 40 i 70 kDa kako u homogenatu mišićne larve tako i u ES L1 

produktima u Western blotu (Ortega-Pierres i sar., 1996). Primenom monoklonskog antitela 

7C2C5 dokazano je prisustvo epitopa specifičnog samo za stadijum mišićnih larvi čitavog 

genusa Trichinella. Taj epitop je lociran na tripletu antigena molekulske mase 45, 49, 53 

kDa (Gamble i Graham, 1984). Druga istraživanja su pokazala da je glikoprotein od 53 kDa 

prisutan u ES L1 produktima kako mišićne larve T. spiralis tako i odraslih parazita i da se 

antitela protiv ove komponente pojavljuju 8 dana posle infekcije (Romaris i sar., 2003), što 

ukazuje na njegovu ulogu u indukuciji ranog odgovora tokom infekcije ovim parazitom 

(Nagano i sar., 2008). TSL-1 antigeni privlače posebnu pažnju istraživača od kada je 

pokazano na modelu infekcije kod miša da oni mogu izazvati stvaranje antitela koja 

učestvuju u protekciji od reinfekcije (Bolas-Fernandez i sar., 2006; Ortega-Pieres i sar., 

1996). Ovi antigeni se oslobađaju (sekretuju ili ekskretuju) najpre u intestinumu ubrzo 

nakon infekcije, a potom ponovo kada se NBL larve nasele u mišićima i počne njihova 

transformacija u L1 formu, što ukazuje na njihovu značajnu ulogu u uspostavljanju i 

održavanju parazitizma. 

http://glycob.oxfordjournals.org/search?author1=Lauri+A.+Ellis&sortspec=date&submit=Submit
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U molekularnoj osnovi parazitizma T. spiralis nalazi se proces nastanka i 

održavanja ćelije negovateljice. Tu ES L1 produkti mišićnih larvi imaju ključnu ulogu kao 

signalni molekuli (Guiliano i sar., 2009; Wu i sar., 2008). Eksperimentalno je pokazano da 

ćelije domaćina odgovaraju na ove signalne molekule. Oni se sa jedne strane ponašaju kao 

antigeni (koji bivaju prezentovani putem antigen-prezentujućih ćelija), dok sa druge strane 

imaju i direktno dejstvo: 1. na genetskom nivou u pravcu transformacije kontraktilnih ćelija 

u ćelije negovateljice (Wu i sar., 2008) i 2. na imunski odgovor domaćina koji ih 

prepoznaje kao citokine (parakini - analozi citokina), ili druge funkcionalne proteine 

(Despommier, 1998). Ispitivanja ES L1 produkata mišićne larve T. spiralis korišćenjem 

MALDI/TOF masene spektrometrije i laser hromatografske masene spektrometrije 

omogućila su identifikaciju 43 peptidna fragmenta od 52 koji su analizirani kao 

najznačajniji sekretorni glikoproteini (Robinson i Connolly, 2005). Pomenuta 43 peptidna 

fragmenta predstavljaju samo 13 različitih proteina što ukazuje na postojanje multipnih 

izoformi proteina u sastavu ES antigena mišićnih larvi T. spiralis (Robinson i sar., 2005). 

Danas se zna da su specifična antitela u serumima inficiranih ljudi i/ili životinja ona koja 

reaguju sa antigenima TSL1 grupe, ali još uvek nije ostvaren konsenzus po pitanju 

pojedinih proteinskih komponenti koje moraju biti prepoznate. Tako imunodijagnostički 

značaj u detekciji specifičnih antitela imaju glikoproteinske komponente ES L1 antigena od 

45, 49 i 53 kDa (Ilic i sar., 2014), zatim od 43, 45 i 53 kDa (Nagano i sar., 2009), 45, 50 i 

55 kDa (Gomez-Morales i sar., 2008) kao i antigene u opsegu od 45 do 55 kDa (Yapez-

Mulia i sar., 2007) i antigene od 43-44 i 64 kDa (Yera i sar., 2003). Do sada je pokazano da 

se u ES L1 produktima mišićnih larvi nalaze: proteini toplotnog šoka, endonukleaze, 

proteinaze, protein-kinaze, inhibitori proteinaza, superoksid-dismutaze, glikozidaze, 

glikani, mucini, lektini, parakini (Nagano i sar., 2009). Kao zajedničke proteine mišićnih 

larvi i adultnih oblika parazita, koje prepoznaju anti-Trichinella spiralis antitela i koji mogu 

imati značajnu ulogu u ranoj dijagnostici, Bien i saradnici (2015) su označili 5-

nukleotidazu, enolazu i HSP70 (eng. Heat shock protein, HSP) od ukupno 17 proteinskih 

komponenti koje su analizirali i identifikovali. 
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1.6. Imunski odgovor na infekciju parazitom T. spiralis 

 

Urođeni imunski sistem predstavlja prvu liniju odbrane organizma od infekcija 

parazitima, ali i drugim patogenima. Efektorski mehanizmi urođenog imuniteta se 

aktiviraju odmah nakon infekcije u cilju uništavanja patogena tako da već posle nekoliko 

časova od kontakta parazita i domaćina dolazi do inflamatorne reakcije, ali se pri tome  

pokreće i adekvatan stečeni imunski odgovor domaćina preko aktivacije dendritskih ćelija. 

Taj prvi odgovor je odgovor na antigene koji nisu specifični za vrstu. Inflamaciju na nivou 

tankog creva u početnoj fazi karakteriše prisustvo neutrofila, a zatim se u efektorske 

mehanizme odbrane protiv parazita uključuju i mastociti, eozinofili i IgE. Na intestinalom 

nivou imunski odgovor na infekciju parazitom T. spiralis zavisi od prisustva CD4
+ 

T-ćelija 

(Riedlinger i sar., 1986; Grencis i sar., 1985). Prvih dana infekcije javlja se tip 1 

citokinskog odgovora (Th1), pro-inflamatorni po karakteru, koji utiče na nastanak 

odbrambenog, inflamatornog odgovora na nivou creva. Posle 8 dana of infekcije, u vreme 

kada počinje ekspulzija adultnih parazita iz creva, dolazi do preusmeravanja na citokinski 

odgovor tipa 2 (Th2) koji je važan za kontrolu inflamacije na intestinalnom nivou i 

perzistira do kraja akutne i tokom hronične faze infekcije. Citokini karakteristični za Th2 

odgovor kod trihineloze su IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 (Patel i sar., 2009), IL-21 (Frohlich i 

sar., 2007), IL-25 (Wang i sar., 2007) i IL-33 (Humphreys i sar., 2008) (Slika 3). Ove 

citokine prvenstveno produkuju T-ćelije, uz učešće B-ćelija, eozinofila, mast ćelija i 

bazofila.  
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Slika 3. Imunski odgovor na helminte (preuzeto iz Montaner i sar., 2014); Th1 - Th1 

limfociti; Th2 - Th2 limfociti; Th17 - Th17 limfociti; Treg - T regulatorni limfociti; AAМ -  

alternativno aktivirani makrofagi; DC - dendritske ćelije; TGFβ - transformišući faktor 

rasta β; IL - interleukin. 

 

 

U intestinalnoj fazi odbrane od parazita značajnu ulogu ima aktivacija mastocita 

pod uticajem IL-4 i IL-13 koje produkuju Th2 limfociti, kao i B-ćelija specifičnih za 

antigene koje produkuju IgE antitela (Bruschi i Chiumiento, 2012; Paul i Zhu, 2010). Mast 

ćelije prisutne u mukozi creva oslobađaju histamin, himaze i citokine koje povećavaju 

permeabilitet creva i time omogućavaju lakši prolaz antitelima do mesta na kome se nalazi 

parazit. IgE se u lumenu creva veže za parazitske antigene i pomaže eozinofilima da ih 

prepozna i na taj način vrši prevenciju invazije (Bruschi i Chiumiento, 2012). Infekciju 

parazitom T. spiralis takođe prati i povećana ekspresija IL-5, koji ima važnu ulogu u 

diferencijaciji eozinofila (Haig i Miller, 1990). Eozinofilija u krvi i tkivima je tipičan 

odgovor na infekciju nematodama, a to naročito važi za T. spiralis (Bruschi i sar., 2008). 
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Eozinifili su uključeni i u mehanizam odbrane od novorođenih larvi putem ćelijske 

citotoksičnosti zavisne od antitela (engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, 

ADCC) (Venturiello i sar., 1995). Eozinofili svoju citotoksičnost za novorođene larve 

ostvaruju oslobađanjem glavnog baznog proteina, peroksidaze ili reaktivnih oblika 

kiseonika (Venturiello i sar., 1993). Takođe, zna se da eozinofili imaju imunoregulatornu 

ulogu kao ćelije koje aktiviraju dendritske ćelije i CD4
+ 

T-ćelije da produkuju IL-10 

(Huang i sar., 2014). Na modelu eksperimentalnih infekcija je pokazano da IL-5 ima ulogu 

i u protekciji eozinofila od apoptoze (Gon i sar., 1997). Ispitivanja na miševima koji su 

deficijentni za IL-5, pokazala su da ovaj citokin igra važnu ulogu u reinfekcijama jer 

nedostatak IL-5 uzrokuje oslabljenu odbranu od sekundarne infekcije sa T. spiralis 

(Svensson-Frej, 2011; Fabre i sar., 2009; Vallance i sar., 2000). Eozinofili u mišićnoj fazi 

infekcije imaju ulogu u zaštiti samog parazita jer potpomažu preživljavanje larvi putem 

produkcije IL-10, a rast larvi sekrecijom IL-4 (Huang i sar., 2014), a takođe štite i 

organizam domaćina od reinfekcije (Huang i sar., 2015).  

Za makrofage, neutrofile i ćelije prirodne ubice (engl. Natural Killer cells, NK) 

dugo se smatralo da su odgovorne samo za pokretanje Th1 tipa odgovora. Međutim, 

pokazano je da makrofage u prisustvu Th2 citokina IL-4, IL-13 i IL-21 poprimaju fenotip 

alternativno aktiviranih makrofaga koji imaju povećanu ekspresiju MHC II molekula, 

CD40, CD80 i CD86 (Pesce i sar., 2006). Ovako nastali makrofagi imaju potencijal da 

usmere imunski odgovor u Th2 pravcu produkcijom anti-inflamatornih medijatora (IL-10, 

IL-13 i TGF-β), ali i malih količina pro-inflamatornih medijatora, kao što su NO, IL-12 i 

IL-18 (Martinez i Gordon, 2014). Takođe, utvrđeno je da neutrofili mogu učestvovati u Th2 

odgovoru i da su u nekim slučajevima uključeni u ubijanje parazitskih nematoda (Porthouse 

i sar., 2006). Tokom intestinalne faze infekcije NK-ćelije luče IL-13 koji deluje na 

intestinalne epitelne ćelije i uzrokuje patološke promene koje se odlikuju atrofijom vilusa i 

hiperplazijom kripti i peharastih ćelija (McDermott i sar., 2005).  

Mišićnu fazu infekcije karakteriše kombinovani Th1/Th2 imunski odgovor uz 

dominaciju Th2 tipa koji je praćen produkcijom citokina IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10, kao i 

umanjenom, ali ne u potpunosti ukinutom produkcijom IFN-γ (Lee i Ko, 2006). Tokom 

mišićne faze prvo dolazi do inflamacije na mestu prodora novorođenih larvi, a zatim do 
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njihove transformacije u mišićne larve čije preživljavanje omogućavaju pristigli eozinofili 

koji štite parazita (Huang i sar., 2014; Gebreselassie i sar., 2012). Takođe, u mišićnoj fazi 

dolazi do aktivacije anti-inflamatornih i regulatornih mehanizama koji su odgovorni za 

kontrolu i ograničavanje inflamacije u mišićnom tkivu. U ovaj proces uključuju se i Treg 

ćelije i citokini koje one produkuju, odnosno IL-10 i TGF-β koji su značajni za kontrolu i 

supresiju Th1 odgovora i regulaciju nivoa inflamacije oko ćelije negovateljice čime 

omogućavaju dug opstanak mišićnih larvi parazita u organizmu domaćina (Patel i sar., 

2009; Beiting i sar., 2007). 

1.7. Uloga dendritskih ćelija u infekciji helmintima 

 

Hronične helmintske infekcije se odlikuju usmeravanjem imunskog odgovora u 

pravcu Th2 i regulatornog tipa. U ovom usmeravanju imunskog odgovora važnu ulogu 

imaju DC koje prepoznaju helmintske antigene i predstavljaju ih T-limfocitima. Nakon 

stimulacije DC helmintskim antigenima dolazi do njihovog delimičnog sazrevanja. Fenotip 

ovih nedovoljno zrelih ćelija odlikuje se niskim nivoom ekspresije MHC II i 

kostimulatornih molekula, niskom produkcijom pro-inflamatornih citokina i povećanom 

produkcijom anti-inflamatornog citokina IL-10 (Gruden-Movsesijan i sar., 2011; Ilic i sar. 

2011, 2008; MacDonald i Maizels, 2008). Ovakve DC koje nastaju nakon aktivacije 

antigenima parazita označavaju se kao tolerogene DC (Zaccone i sar., 2003). Iako 

fenotipski manje zrele, ove DC su u stanju da promovišu intenzivnu antigen-specifičnu 

CD4
+
 T-ćelijsku proliferaciju i Th2 diferencijaciju (MacDonald i Maizels, 2008). Naime, 

nakon prepoznavanja antigena, DC ga prerađuju u nativne peptide i prezentuju T-

limfocitima na površini ćelije u sklopu MHC molekula II klase (signal 1) što je praćeno 

ekspresijom kostimulatornih molekula CD40, CD80 i CD86 (signal 2). Različiti solubilni 

molekuli koje DC oslobađa ili molekuli vezani za membranu DC koji usmeravaju T-

ćelijsku diferencijaciju u pravcu Th1 ili Th2 ćelija smatraju se faktorima polarizacije 

(signal 3). U slučaju indukcije Th1 odgovora DC pojačano produkuju IL-12, dok citokini 

IL-1, IL-6 ili IL-23 usmeravaju imunski odgovor ka Th17 tipu (van Beelen i sar., 2007; 

Kapsenberg, 2003). IL-4 i IL-10 su u početnim istraživanjima bili označeni kao signali koji 
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usmeravaju ka Th2 polarizaciji, međutim pokazano je da DC dobijene od IL-4 i IL-10 

deficijentnih miševa mogu da stimulišu Th2 imunski odgovor. Danas se zna da IL-10 koji 

produkuju DC ima važniju ulogu u uspostavljanju tolerancije i regulatornog tipa imunskog 

odgovora nego u pokretanju Th2 odgovora (MacDonald i Maizels, 2008).  

U slučaju pojedinih helmintskih infekcija identifikovani su antigeni koji putem 

interakcije sa DC indukuju Th2 i regulatorni tip imunskog odgovora (MacDonald i Maizels, 

2008). Najbolje izučeni helmitski antigeni u tom smislu su solubilni antigen jaja (eng. 

soluble egg antigens - SEA) parazita Shistosoma mansoni (Perona-Wright i sar., 2006), ES 

produkti parazita Nippostrongylus brasiliensis (Balic i sar., 2004) i Acanthocheilonema 

vitae (ES-62) (Harnett i Harnett, 2010). Istraživanja su pokazala da DC u prisustvu SEA 

antigena parazita Shistosoma mansoni nemaju povećanu ekspresiju kostimulatornih 

molekula, ali mogu da indukuju Th2 imunski odgovor (Kane i sar., 2004; Thomas i Harn, 

2004). Dillon i saradnici (2004) su opisali da izo-fosfatidil serin poreklom iz SEA ovog 

parazita promoviše diferencijaciju CD4
+
 T-limfocita koji produkuju IL-4 i IL-10. Takođe, 

fosfatidil serin iz SEA parazita S. mansoni, može da usmeri diferencijaciju DC tako da one 

indukuju Th2 tip imunskog odgovora i aktivaciju Treg ćelija koje produkuju IL-10 (van der 

Kleij, 2002). Stimulacija DC sa ES antigenima Nippostrongylus brasiliensis (NES) 

indukuje nezreo fenotip ovih ćelija, sa smanjenom produkcijom IL-6 i IL-12 kao i 

ekspresijom kostimulatornih molekula, ali uz očuvanu sposobnost indukcije Th2 imunskog 

odgovora (Balic i sar., 2004). Još jedan primer helmintskih antigena čiji je efekat na 

polarizaciju imunskog odgovora detaljnije izučavan je i ES produkt filarialne nematode 

Acanthocheilonema viteae molekulske mase 62 kDa (ES-62). Ovaj antigen je glikoprotein 

bogat fosforilholinom i istraživanja su pokazala da ima značajnu ulogu u 

imunomodulatornom dejstvu ES produkata nematode A. viteae na imunski odgovor 

domaćina (Goodridge i sar., 2007; Goodridge i sar., 2005). Nakon stimulacije ES-62 

antigenom A. viteae, DC delimično sazrevaju i indukuju povećanu koncentraciju IL-4 i 

smanjenu koncentraciju IFN-γ produkovanih od strane T-limfocita (Whelan i sar., 2000). 

ES-62 ne samo što predstavlja signal za aktivaciju DC i makrofaga koja vodi ka supresiji 

produkcije pro-inflamatornih citokina, već inhibira i efektorsku funkciju mast ćelija 

(Melendez i sar., 2007). Očigledno je da se stepen ekspresije površinskih markera na DC 
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stimulisanim parazitskim antigenima razlikuje u zavisnosti od vrste parazita i njegovih 

antigena, ipak takve DC usmeravaju imunski odgovor ka Th2 i/ili regulatornom tipu (van 

Riet i sar., 2007). 

Kao i mnogi drugi helminti, T. spiralis se smatra majstorom imunomodulacije s 

obzirom da se u organizmu domaćina mišićna larva nalazi na imunoprivilegovanom mestu 

tj. u ćeliji negovateljici, odakle ES L1 produktima komunicira sa organizmom domaćina i 

utiče na ćelije imunskog sistema (Despommier, 1998). Na način koji do sada još nije 

sasvim objašnjen, T. spiralis indukcijom regulatornih mehanizama i rebalansiranjem statusa 

tolerancije dovodi organizam domaćina do novog nivoa homeostaze. Pokazano je da DC 

pod uticajem ES L1 antigena parazita T. spiralis delimično sazrevaju (Ilic i sar., 2008), kao 

i da aplikacija ES L1 antigenima stimulisanih DC dovodi do formiranja imunološkog 

statusa koji odgovara onom kakav se formira u toku hronične infekcije ovim helmintom 

(Gruden-Movsesijan i sar., 2011). Podaci dobijeni u ovim istraživanjima ukazali su na 

mogućnost kreiranja novog pristupa u tretmanu EAE-a koji bi podrazumevao upotrebu DC 

stimulisanih ES L1 antigenima u pre-tretmanu životinja kojima će se indukovati EAE, kao i 

primenu samog ES L1 antigena parazita pre indukcije EAE-a čime bi se ispitao kapacitet 

metaboličkog antigena T. spiralis da moduliše tok autoimunskog oboljenja posredstvom 

DC ili samostalno. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    2. CILJEVI 
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Da bi se ispitao uticaj ekskretorno-sekretornih produkata mišićnih larvi parazita T. 

spiralis (ES L1), na tok i modulaciju EAE-a, kao i mehnizmi koji se nalaze u osnovi tog 

uticaja postavljeni su sledeći ciljevi istraživanja: 

 

 

1. Uspostaviti kulturu dendritskih ćelija poreklom iz kostne srži DA pacova i 

stimulisati dendritske ćelije ES L1 antigenima T. spiralis.  

 

2. Ispitati da li različite doze dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 antigenima 

aplikovanih DA pacovima 7 dana pre indukcije EAE-a dovode do značajne 

redukcije simptoma autoimunske bolesti. 

 

3. Ispitati da li direktno davanje ES L1 antigena T. spiralis DA pacovima dovodi do 

modulacije EAE-a i odrediti na koji način to zavisi od doze i frekvencije davanja 

antigena. 

 

4. Pratiti produkciju pro-inflamatornih (IFN-γ, IL-17) i anti-inflamatornih citokina 

(IL-4, IL-10, TGF-β), kao i procentualnu zastupljenost CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 

regulatornih T-ćelija na sistemskom nivou (ćelije slezine) i na nivou ciljnog organa, 

tj. kičmene moždine (ćelije infiltrata) i to u induktivnoj, efektorskoj i fazi oporavka 

od EAE-a. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Eksperimentalne životinje 

 

U eksperimentima je korišćeno 210 pacova ženskog pola genetski visokosrodnog soja 

Dark Agouti (DA) starosti od 12 do 14 nedelja, uzgajanih na Institutu za medicinska 

istraživanja Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Sve procedure u radu sa životinjama 

bile su u skladu sa pravilnikom i odobrenjima Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta u 

Beogradu i Etičke komisije INEP-a. Životinje su bile podeljene u grupe od po 5 životinja i 

imale su slobodan pristup vodi i hrani.  

3.2. Parazit Trichinella spiralis 

  

Parazit Trichinella spiralis održava se u INEP-u serijskom pasažom na Wistar 

pacovima (zdrave životinje odgajane su na Institutu za medicinska istraživanja 

Vojnomedicinske Akademije u Beogradu). Primenom izoenzimskih analiza izvršenih 1991. 

godine u Evropskoj referentnoj laboratoriji za parazite, Rim, Italija (European Union 

Reference Laboratory for Parasites, Institute Superiore di Sanita, Rome, Italy) potvrđena je 

pripadnost ovog parazita T1 genskom pulu, kao i da se radi o vrsti T. spiralis. Izolat je 

obeležen kao ISS161. U cilju izolacije mišićnih larvi, pacovi su inficirani sa po 5000 

infektivnih mišićnih larvi T. spiralis i žrtvovani 3 meseca posle infekcije. 

 

3.2.1. Izolovanje infektivnih mišićnih larvi (L1) parazita T. spiralis 

 

Nakon žrtvovanja inficiranih pacova koji služe za održavanje soja, uklanjanja kože i 

unutrašnjih organa, vrši se usitnjavanje tkiva mlevenjem u blenderu. Infektivne mišićne 

larve (L1 stadijuma) izolovane su metodom enzimske digestije u veštačkoj digestivnoj 

tečnosti (1% rastvor pepsin-HCl, pH 1,6-1,8 u toku 30 min na 46 °C, uz konstantno 

mešanje) na magnetnoj mešalici. Nakon završene digestije sadržaj je preliven preko sita 

promera 180 mikrometara u levak za sedimentaciju u kome sadržaj stoji 30 min. Zatim je 

ispušteno 40 ml u epruvetu za centrifugiranje. Nakon 10 min, primenom vakuma 

pokupljeno je gornjih 30 ml tečnosti, a preostalih 10 ml preliveno u Petri šolju. Epruveta je 
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isprana sa još 10 ml toplog fosfatnog pufera (PBS-a), ispirak uliven u prethodno sipanih 10 ml 

u petri šolju i  izbrojane su L1 larve T. spiralis na stereomikroskopu. Larve su potom isprane 

toplim PBS-om, resuspendovane u PBS-u i korišćene za infekciju životinja kao i za pripremu 

ekskretorno-sekretornih (ES) produkata parazita.  

 

3.2.2. Dobijanje ekskretorno-sekretornih (ES) produkata L1 larvi parazita T. spiralis 

 

Ekskretorno-sekretorni (ES) produkti L1 larvi T. spiralis dobijeni su kultivacijom 

izolovanih larvi u kompletnom DMEM medijumu (Sigma, Nemačka, sa 10mM Hepesa, 

2mM L-glutamina, 1mM Na-piruvata i 50 U/ml gentamicina) tokom 18-20 h na 37°C, uz 

prisustvo 5% CO2. Nakon kultivacije larve su izdvojene spontanim taloženjem u konusnim 

epruvetama, a medijum sa prisutnim ES produktima parazita filtriran je preko 0,22 μm 

membrane (Millipore, SAD), dijalizovan prema fiziološkom rastvoru u zapremini 3 puta 

većoj od zapremine polaznog medijuma i koncentrovan preko Amicon sistema (Stirred 

cells 8400 i 8010, Amicon Corp, SAD) uz korišćenje membrana za ultrafiltraciju čija je 

veličina pora 10.000 NMWL (Amicon PM 10 Ultrafiltration Discs, polyethersulfone). 

Kvalitet izolovanog antigena je testiran u ELISA testu, a antigen je čuvan na -80°C do 

upotrebe. 

3.3. Dobijanje i gajenje dendritskih ćelija poreklom iz kostne srži DA pacova 

 

Dendritske ćelije iz kostne srži dobijene su prema proceduri opisanoj od strane Ilic i 

saradnika (2008). Kostna srž izolovana je iz femura i tibije DA pacova ispiranjem kostnih 

kanala pomoću šprica sa medijumom za ispiranje (RPMI 1640 sa 2% FCS) i igle promera 

23G. Dobijena ćelijska suspenzija je profiltrirana kroz sterilnu mrežicu čije su pore 100 μm 

(BD Biosciences, SAD) u cilju uklanjanja detritusa. Ćelije su zatim centrifugirane na 1800 

rpm, 10 minuta na 6°C. Talog je potom resuspendovan u medijumu sa 10% FCS, eritrociti 

su lizirani hemolizinom (NH4Cl, pH 7,3) u trajanju od 10 minuta, a nakon toga ćelije su još 

jednom ispirane i resuspendovane u medijumu. Potom su ćelije postavljene u kulturu u 

ploče sa 6 bazena i to 5 x 10
6 

ćelija/bazenu u po 2 ml medijuma za kultivaciju RPMI 1640 
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(PAA Laboratories, Austrija) sa 2 mM L-glutaminom, 1 mM Na-piruvatom, 10 mM 

Hepesom, 50 U/ml gentamicina, 50 μM 2-merkaptoetanolom (Sigma, Nemačka), 

obogaćenim sa 10% FCS kao i faktorima rasta: po 25 ng/ml pacovski rekombinantni GM-

CSF, IL-4 i humani Flt-3 ligand (Biosource Invitrogen, SAD). Ova kombinacija faktora 

rasta korišćena je prema proceduri koju su opisali Brissette-Storkus i saradnici (2002). 

Kultivacija je vršena u inkubatoru na 37°C, u prisustvu 5% CO2.  

Trećeg i sedmog dana od početka kultivacije ćelija vršeno je osvežavanje medijuma 

tj. iz svakog bazena sakupljeno je po 1 ml medijuma, centrifugirano i ćelijski talozi su 

resuspendovani u adekvatnoj zapremini svežeg medijuma za kultivaciju sa faktorima rasta i 

potom je po 1 ml medijuma vraćen u bazene sa ćelijama. Osmog dana je osim zamene 

medijuma, vršena i stimulacija ćelija sa po 50 µg/ml ES L1 antigena T. spiralis ili sa 200 

ng/ml LPS. Nestimulisane ćelije su korišćene kao negativna kontrola. Stimulacija ES 

antigenima trajala je 48 h, a potom su sakupljene neadherentne stimulisane i nestimulisane 

ćelije, određena im je vijabilnost i vršena fenotipska karakterizacija (ekspresija površinskih 

markera).  

3.4. Određivanje ekspresije površinskih markera na dendritskim ćelijama 

 

Ekspresija površinskih markera na DC nakon stimulacije antigenima T. spiralis 

analizirana je pomoću protočnog citofluorimetra tj. FACS analizom. Za površinsko bojenje, 

najmanje 1 x 10
5
 ćelija je isprano u puferu za FACS (PBS sa 1% BSA i 0,05% NaN3) 

centrifugiranjem na 1500 rpm, 10 minuta na 6°C. Za blokiranje Fcγ receptora korišćeno je 

antitelo na Fc receptor (FcR Ab, BD Biosciences, Švedska) u trajanju od 30 minuta na 4°C. 

Nakon ovog koraka sledilo je još jedno ispiranje u puferu za FACS. Ćelije su potom 

inkubirane sa antitelima protiv površinskih markera u trajanju od 30 minuta na 4°C.  

Za fenotipsku analizu DC poreklom iz kostne srži DA pacova korišćena su sledeća 

FITC-om obeležena monoklonska antitela: anti-MHC II, anti-CD54 (ICAM-1) i anti-CD86 

(B7-2) (Abcam PLC, Velika Britanija). Ćelije inkubirane sa neobeleženim antitelima su 

nakon toga inkubirane sa sekundarnim antitelom tj. anti-pacov IgG obeleženim sa FITC 

(INEP, Beograd) u trajanju od 30 min na 4°C. Nakon svake inkubacije sa antitelima sledilo 
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je ispiranje u puferu za FACS, a nakon poslednjeg ispiranja ćelije su fiksirane u puferu za 

FACS koji sadrži 1% formaldehida i čuvane na 4°C do analize. Očitavanje rezultata vršeno 

je na protočnom citometru CyFlow CL (Partec, Nemačka) i podaci su obrađeni u FlowJo 

programu (Tree Star Inc, SAD). 

3.5. Aplikovanje DC stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. spiralis DA pacovima 

 

  DC, nestimulisane ili stimulisane ES L1 antigenom T. spiralis, intraperitonealno su 

aplikovane DA pacovima u tri doze (0,5 x 10
6
, 1 x 10

6
 i 5 x 10

6
 ćelija po pacovu) i to 7. 

dana pre indukcije EAE-a u cilju određivanja optimalnog broja stimulisanih DC potrebnog 

za modulaciju autoimunskog oboljenja. DA pacovi kojima su aplikovane nestimulisane DC 

predstavljali su kontrolne životinje.   

3.6. Aplikovanje ES L1 antigena parazita T. spiralis DA pacovima 

 

Ženkama DA pacova vršena je direktna aplikacija ES L1 antigena parazita T. 

spiralis intraperitonealno. Aplikacija ES L1 antigena je rađena u dve doze (150 i 250 µg), u 

jednom ili dva termina pre indukcije EAE-a da bi se odredila optimalna doza i dinamika 

aplikovanja antigena potrebna za modulaciju autoimunskog oboljenja. Životinje su 

podeljene u 4 grupe od po 5 DA pacova i intraperitonealno im je data različita doza ES L1 

antigena T. spiralis u PBS-u u jednom ili dva termina. Za davanje u jednom terminu 

aplikovano je 150 µg (ES L1/150 µg + EAE) ili 250 µg ES L1 antigena (ES L1/250 µg + 

EAE) 7 dana pre indukcije EAE, a za davanje u dva termina aplikovano je 150 µg (ES 

L1/2x150 µg + EAE) ili 250 µg ES L1 antigena (ES L1/2x250 µg + EAE) i to 14. i 7. dana 

pre indukcije EAE-a. Pacovi kojima je aplikovan PBS bili su kontrolna grupa (EAE). 

Praćenje kliničkih znakova bolesti kod životinja trajalo je 25 dana. DA pacovi žrtvovani su 

8., 15, i 25. dana nakon indukcije EAE-a u cilju izolovanja ćelija slezina i infiltrata 

kičmenih moždina radi određivanja produkcije citokina, da bi se utvrdili mehanizmi koji se 

nalaze u osnovi procesa modulacije autoimunske bolesti. 
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3.7. Indukcija EAE-a 

 

DA pacovi kojima je izvršena aplikacija stimulisanih ili nestimulisanih DC, 

odnosno ES L1 antigena T. spralis ili PBS-a, imunizovani su homogenatom kičmene 

moždine (50% m/v u puferizovanom fiziološkom rastvoru) u kompletnom Frojndovom 

adjuvansu (CFA, Sigma, Nemačka) koji sadrži 1 mg/ml Mycobacterium tuberculosis. EAE 

je indukovan subkutanom injekcijom 0,1 ml encefalitogene emulzije u zadnju desnu šapu.             

          Životinje su posmatrane svakodnevno tokom 25 dana trajanja ogleda i praćena je 

pojava kliničkih znakova EAE-a (neurološki znaci i gubitak telesne mase). EAE se klinički 

manifestuje atonijom repa, parezom i paralizom zadnjih ekstremiteta, uz povremenu pojavu 

inkontinencije urina. Dan kad su registrovani prvi znaci bolesti, najčešće atonija repa, 

označavan je kao početak bolesti. Klinička slika je bodovana na skali indeksa bolesti od 0-

4, na sledeći način: 

0- odsustvo kliničkih manifestacija bolesti; 

1- parcijalna ili kompletna atonija repa (gubitak repnog tonusa); 

2- pareza zadnjih ekstremiteta; 

3- kompletna bilateralna paraliza zadnjih ekstremiteta obično praćena sa 

inkontinencijom; 

4- moribudno stanje ili smrt životinje. 

          Ukoliko su klinički znaci bili blaži nego što su imenovani na skali, obeležavani su 

intermedijarnom vrednosti.  

 

Nekoliko parametara bolesti je određivano da bi se procenila težina EAE-a:  

1. incidencija (broj DA pacova u jednoj grupi koji su razvili bolest čiji je indeks 1 ili više, u 

odnosu na ukupan broj životinja u grupi); 

2. srednji dan pojave bolesti (srednji dan kada obolele životinje u grupi razviju prve 

kliničke znake bolesti); 

3. srednji dnevni indeks bolesti (srednja vrednost indeksa bolesti za sve životinje u grupi u 

tom danu, uključujući i životinje koje nisu razvile EAE); 
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4. srednja maksimalna vrednost težine bolesti (srednja vrednost maksimalnih vrednosti 

indeksa bolesti za svaku životinju u grupi u toku eksperimenta); 

5. kumulativni indeks bolesti (zbir svih srednjih dnevnih indeksa bolesti po broju dana 

trajanja eksperimenta);  

6. procenat gubitka telesne mase (srednja vrednost promene telesne težine u grupi u odnosu 

na početnu težinu). 

 

Sve životinje su praćene od 8. do 25. dana od indukcije EAE-a. DA pacovi su 

žrtvovani 8. (induktivna faza), 15. (efektorska faza) i 25. (faza oporavka od bolesti) dana 

zbog određivanja produkcije citokina i procentualne zastupljenosti CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 

regulatornih T-ćelija. 

3.8. Izolovanje i gajenje ćelija iz slezine 

 

Životinje su žrtvovane u induktivnoj, efektorskoj i fazi oporavka od EAE-a 

(odnosno 8., 15. i 25. dana posle indukcije bolesti). Slezine DA pacova su aseptički 

uklonjene, a zatim je sadržaj slezine istisnut iz kapsule i resuspendovan u medijumu RPMI-

1640 (PAA Laboratories, Austrija) obogaćenim sa 5% FCS (PAA Laboratories, Austrija) 

kao i antibiotikom. Ćelije su zatim izolovane centrifugiranjem na gradijentu gustine 

„Ficoll-rompacon“ (Sigma, SAD) (u odnosu 12:5) na 4000 rpm tokom 15 min. Prsten od 

mononuklearnih ćelija koji se formirao iznad faze gradijenta je pokupljen, a dobijene ćelije 

su isprane dva puta u medijumu na 1200 rpm, 10 min. Ćelijski talog je tretiran 

hemolizinom (NH4Cl, pH 7,3) radi uklanjanja eritrocita. Nakon ispranja u medijumu, ćelije 

su resuspendovane i izbrojane. Ćelije su gajene u pločama za ćelijsku kulturu sa 24 bazena 

(2 x 10
6
 ćelija/bazenu) u prisustvu nespecifičnog stimulusa - 2,5 μg/ml Concanavalina A 

(ConA) (INEP, Beograd) ili samo u medijumu, na 37 ºC, sa 5% CO2.  Posle 48h prikupljeni 

su supernatanti ćelijskih kultura i čuvani za određivanje koncentracije citokina, a ćelije su 

korišćene i za površinska i unutarćelijska bojenja antitelima za određivanje prisustva i 

proporcije Treg ćelija u populaciji efektorskih ćelija.  
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3.9. Izdvajanje i gajenje ćelija infiltrata kičmene moždine 

 

Ekstrakcija kičmene moždine DA pacova urađena je nakon perfuzije tkiva životinja 

fiziološkim rastvorom. Tkivo je homogenizovano pomoću čelične mrežice u medijumu 

RPMI-1640 (PAA Laboratories, Austrija) obogaćenim sa 2% pacovskog seruma kao i 

antibiotikom. Dobijena suspenzija ćelija je zatim centrifugirana na 1700 rpm tokom 5 min. 

Talog ćelija je resuspendovan u 40%-nom „Percoll“-u i pažljivo naslojen na 70%-ni 

„Percoll“ (Sigma, SAD). Nakon centrifugiranja na 2250 rpm tokom 50 min formirao se 

prsten mononuklearnih ćelija između dva sloja gradijenta gustine. Ćelije su potom pažljivo 

pokupljene i isprane u medijumu na 2200 rpm tokom 10 min. Ćelijski talog je 

resuspendovan i ćelije su izbrojane. Nakon toga, ćelije su zasejane u otvorima ploča sa 96 

mesta (5 x 10
5
 ćelija/bazenu) bez stimulacije tokom 72h na 37 ºC, sa 5% CO2.  Potom su 

pokupljeni supernatanti kultura i čuvani za određivanje koncentracije citokina, a ćelije su 

korišćene i za površinska i unutarćelijska bojenja antitelima za određivanje prisustva i 

proporcije Treg ćelija u populaciji efektorskih ćelija.  

3.10. Određivanje koncentracije citokina primenom ELISA testa 

 

U supernatantima kultura ćelija slezine i infiltrata kičmene moždine određene su 

koncentracije pro-inflamatornih (IFN-γ, IL-17) i anti-inflamatornih citokina (IL-4, IL-10, 

TGF-β) primenom enzimskog imunotesta (ELISA) i to za IL-17 korišćenjem Murine IL-17 

ELISA Developement Kit (PeproTech, SAD), za IL-4, IL-10 i IFN-γ korišćenjem 

odgovarajućih BD OptEIA Set Rat sistema (BD Biosciences, SAD), kao i za TGF-β 

korišćenjem ELISA kompleta za pacovski TGF-β1 (R&D Systems, SAD) prema 

uputstvima proizvođača. 
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3.11. Određivanje broja Foxp3
+
 T regulatornih ćelija  

 

U cilju određivanja procentualne zastupljenosti Foxp3
+
 Treg ćelija u populaciji 

izolovanih ćelija slezine i infiltrata kičmene moždine, ćelije su inkubirane sa antitelima 

specifičnim za markere Treg ćelija - CD4, CD25 i Foxp3 obeleženim fluorohromima. 

Nakon sakupljanja iz kulture, po 1 x 10
6 

ćelija/uzorku, isprano je u puferu za FACS (PBS 

sa 1% bovine serum albumina (BSA) i 0,05% NaN3) centrifugiranjem na 1500 rpm, 5 

minuta na 6°C. Potom su ćelije inkubirane sa antitelima na površinske markere T-limfocita: 

anti-pacov CD4 obeleženim sa FITC-om, anti-pacov CD25 obeleženim sa PE-om 

(eBioscience, SAD) i odgovarajućim izotipskim kontrolama: FITC ili PE obeleženim IgG2 

pacova. Antitela su korišćena u razblaženju 1:100 u puferu za FACS. Usledilo je ispiranje 

ćelija u puferu za FACS, a potom fiksiranje i permeabilizacija ćelija u odgovarajućem 

puferu Fix/Perm (eBioscience, SAD) preko noći na 4°C. Nakon toga ćelije su isprane 

puferom za permeabilizaciju (eBioscience, SAD) i inkubirane sa antitelom za intracelularni 

marker Treg ćelija tj. anti-pacov Foxp3 obeleženim sa PECy5 ili odgovarajućom 

izotipskom kontrolom tj. PECy5 obeležen IgG1 pacova (eBioscience, SAD). Antitela su 

korišćena u razblaženju 1:50 u puferu za permeabilizaciju, inkubacija je trajala 30 minuta 

na 4°C. Nakon inkubacije ćelije su isprane 2 puta u puferu za permeabilizaciju, 

resuspendovane u puferu za FACS sa 1% formaldehida i čuvane na 4°C do analize na 

protočnom citometru CyFlow CL (Partec, Nemačka). Podaci su obrađeni u FlowJo 

programu (TreeStar Inc, SAD). 

3.12. Statističke analize  

 

Svi rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD (standardna devijacija). Za 

određivanje statističke značajnosti primenjen je Studentov t test. U svim testovima 

vrednosti verovatnoće (p-vrednosti) manje od 0,05 smatrane su značajnim, a manje od 0,01 

visoko značajnim. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. REZULTATI 
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4.1. Karakterizacija dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. 

spiralis 

 

Da bi se ispitao efekat aplikacije različitih doza dendritskih ćelija stimulisanih ES 

L1 antigenima parazita T. spiralis na tok i modulaciju EAE-a, najpre su izolovane 

dendritske ćelije iz kostne srži DA pacova i stimulisane navedenim antigenima (DC/ES L1) 

ili LPS-om kao faktorom koji izaziva potpuno sazrevanje DC (DC/LPS). Kontrolne 

dendritske ćelije su gajene u medijumu (nestimulisane ćelije, DC/med). Nakon stimulacije 

određena je vijabilnost ćelija i izvršena njihova fenotipska karakterizacija ispitivanjem 

ekspresije površinskih markera. Takođe, funkcionalna karakterizacija ovih ćelija izvršena je 

ispitivanjem produkcije citokina IL-12p70 i IL-10. 

Kontrolne ćelije su imale morfološke karakteristike nezrelih DC. Stimulacija DC sa 

ES L1 antigenima indukovala je umereno povećanje ekspresije površinskog markera CD 86 

(31,4 ± 1,9 nasuprot 17,5 ± 3,4 kod kontrolnih DC), statistički značajno povećanje ICAM-1 

(82 ± 7,1 nasuprot 51 ± 2,5; p<0,05), dok u ekspresiji MHC molekula II klase nije bilo 

razlike u odnosu na kontrolne ćelije gajene u medijumu (56 ± 2,2 nasuprot 55 ± 3,8) što 

ukazuje da su DC/ES L1 imale karakteristike nepotpuno zrelih DC. Stimulacija DC 

bakterijskim LPS-om je izazivala sazrevanje ćelija koje se odlikuje statistički značajno 

povećanom ekspresijom svih ispitivanih markera (Slika 4). 
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Slika 4. Ekspresija površinskih markera MHC II, CD 86 i ICAM-1 na DC poreklom 

iz kostne srži DA pacova stimulisanih sa ES L1 antigenima parazita T. spiralis 

(DC/ESL1) ili sa LPS-om (DC/LPS). Negativna kontrola DC/med (nestimulisane DC) je 

predstavljena histogramima isprekidanih linija. Prikazana je i procentualna zastupljenost 

ekspresije ispitivanih markera na DC nakon stimulacije sa ES L1 ili LPS-om u poređenju sa 

nestimulisanim DC. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 4 urađena sa sličnim rezultatima; *p<005, **p<0,01. 

 

 

Nivoi citokina IL-12p70 i IL-10 analizirani su u ćelijskim supernatantima. 

Pokazano je da DC stimulisane ES L1 antigenima produkuju znatno manje IL-12p70, 

citokina neophodnog za Th1 imunski odgovor, u odnosu na kontrolne ćelije (85,1 ± 14,3 

nasuprot 149,1 ± 29,3 kod nestimulisanih DC; p<0,01). U isto vreme, produkcija IL-10 je 

bila značajno povećana u DC nakon stimulacije sa ES L1 (536,2 ± 98,5 nasuprot 39,8 ± 7,4 

kod nestimulisanih DC; p<0,005), što bi moglo da ukazuje na potencijal ovih ćelija da 

indukuju toleranciju (Slika 5). Kao definisani Th1 stimulator, LPS je provocirao intenzivnu 

produkciju IL-12p70 od strane DC (456,2 ± 85,5 nasuprot 149,1 ± 29,3 kod nestimulisanih 
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DC; p<0,001). Zapaženo je i da je LPS indukovao značajno povećanje nivoa IL-10 u 

poređenju sa nivoom detektovanim kod nestimulisanih ćelija (285,1 ± 43,5 nasuprot 39,8 ± 

7,4; p<0,001), no taj nivo je bio dvostruko niži od nivoa produkcije IL-10 koji je zapažen 

kod DC stimulisanih sa  ES L1 antigenima. 

 

 

 

Slika 5. Aktivacioni status DC pod uticajem ES L1 antigena parazita T. spiralis ili 

LPS-a prećen je preko određivanja citokina IL-12p70 i IL-10 u kulturi ćelija. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 4 

urađena sa sličnim rezultatima ; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

 

 

4.2. Aplikacija dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. spiralis i 

njihov uticaj na pojavu i tok EAE-a - Efekat različitih doza 

 

Životinje su podeljene u grupe od po 5 DA pacova i intraperitonealno im je data 

različita doza dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. spiralis (DC/ES 

L1) - 0,5 x 10
6
, 1 x 10

6 
i 5 x 10

6
, 7 dana pre indukcije EAE-a. Pacovi kojima je aplikovano 

5 x 10
6 

dendritskih ćelija kultivisanih samo u medijumu bili su kontrolna grupa (DC/med).  

Životinje su kontrolisane svakodnevno tokom 25 dana nakon indukcije EAE-a. 

Praćena je pojava neuroloških znakova bolesti. Rezultati koji ukazuju na efekat različitih 

doza dendritskih ćelija na pojavu, razvoj i tok EAE-a dobijeni su u dva odvojena 

eksperimenta. 
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Svi DA pacovi u kontrolnim grupama razvili su bolest približno jednake težine. Prvi 

klinički znaci javili su se između 11. i 14. dana posle indukcije EAE-a i dostigli su svoj 

maksimum između 13. i 16. dana (Slika 5). Većina životinja u kontrolnim grupama 

oporavila se do kraja perioda posmatranja od 25 dana. Srednji maksimalni stepen težine 

bolesti kod kontrolne grupe bio je 2,4 ± 0,6 (Tabela 3).  

 

       

 

Slika 6. Efekat tretmana različitim dozama DC/ES L1 – 0,5 x 10
6
, 1 x 10

6 
i 5 x 10

6
, 7 

dana pre indukcije EAE-a na razvoj neuroloških znakova EAE-a. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima.  

 

 

Različite aplikovane doze dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 antigenima parazita 

T. spiralis imale su različite efekte na razvoj EAE-a. Najniža doza od 0,5 x 10
6
 DC/ES L1 

nije imala uticaj na tok bolesti, dok su veće ispitivane doze ćelija imale uticaj na tok bolesti 

u smislu njenog ublažavanja, a koji je bio direktno zavisan od primenjene doze (Slike 6, 7). 
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Slika 7. Efekat tretmana različitim dozama DC/ES L1 na težinu EAE-a prikazanu 

kroz vrednost kumulativnog indeksa. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD 

dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05 

 

 

Incidencija EAE-a bila je najniža kod DA pacova koji su primili 5 x 10
6 

DC/ES L1 

(6/10) u poređenju sa ostalim eksperimentalnim grupama, iako ova razlika nije dostigla 

statističku značajnost (Tabela 2). 

Životinje tretirane sa 1 x 10
6 

i 5 x 10
6 

DC/ES L1, kod kojih je došlo do razvoja 

bolesti, imale su veoma blage kliničke znake, niži srednji maksimalni stepen težine bolesti 

(1,8 ± 1,3 za 1 x 10
6 

DC/ES L1; 1,6 ± 1,5 za 5 x 10
6 

DC/ES L1) i statistički značajno niži 

kumulativni indeks (0,26 ± 0,2 za 1 x 10
6 

DC/ES L1; 0,22 ± 0,2 za 5 x 10
6 

DC/ES L1) u 

odnosu na kontrolnu grupu (maksimalni klinički skor 2,4 ± 0,6 i kumulativni indeks 0,55 ± 

0,2). U grupi tretiranoj najnižom dozom ćelija od 0,5 x 10
6 

DC/ES L1, maksimalni klinički 

skor (2,4 ± 0,9)  i kumulativni indeks bolesti (0,5 ± 0,3) bili su slični kao u kontrolnoj grupi 

(Tabela 2).  

Tretman životinja sa DC stimulisanim sa ES L1 antigenima nije doveo do odlaganja 

početka bolesti, ali je značajno skratio trajanje EAE-a kod životinja tretiranih dozom od 1 x 

10
6 

, a naročito 5 x 10
6 

DC/ES L1 (Tabela 2).  
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Tabela 2. Efekat tretmana DA pacova dendritskim ćelijama stimulisanim ES L1 

antigenima parazita T. spiralis na razvoj i tok EAE-a. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; * p<0,05;  ** p<0,01. 

 

Grupe Incidencija 
Početak 
bolesti 

Trajanje 
bolesti 

Maksimalni 
klinički skor 

Kumulativni 
indeks 

DC/medijum 100% 12,4 ± 1,1 9,4 ± 3,7 2,4 ± 0,6 0,6 ± 0,2 

0,5 x 10
6

 DC/ES L1 100% 12,2 ± 0,8 7,2 ± 2,5 2,4 ± 0,9 0,5 ± 0,3 

1 x 10
6 

DC/ES L1 100% 12,8 ± 0,5 4,2 ± 2,4* 1,8 ± 1,3 0,3 ± 0,2* 

5 x 10
6 

DC/ES L1 60% 13 ± 1,0 3,0 ± 3,1** 1,6 ± 1,5 0,2 ± 0,2* 

 

 

 

4.2.1. Ispitivanje uticaja tretmana sa 5 x 10
6 

DC/ES L1 na razvoj i tok EAE-a na 

model sistemu DA pacova 

 

Rezultati dobijeni u prethodnim eksperimentima pokazuju da je kod životinja 

tretiranih sa 1 x 10
6 

i 5 x 10
6 

DC/ES L1 bolest statistički značajno kraće trajala i da su imale 

najniži kumulativni indeks u odnosu na kontrolnu grupu. Ipak, doza od 5 x 10
6
 DC/ES L1 

je imala najveći uticaj na promenu toka EAE-a. Svi parametri koji ukazuju na težinu bolesti 

(incidencija, maksimalni klinički skor, kumulativni indeks, dužina trajanja bolesti) bili su 

značajno sniženi u ovoj grupi životinja u odnosu na kontrolnu. Stoga, da bismo potvrdili 

dobijene rezultate i stekli uvid u mehanizme koji se nalaze u osnovi imunomodulacije 

EAE-a, eksperiment je ponovljen sa prethodno pomenutom izabranom dozom DC/ES L1. 
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Slika 8. Efekat tretmana sa 5 x 10
6  

DC/ES L1 na razvoj neuroloških znakova EAE-a.  
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta 

od 2 urađena sa sličnim rezultatima. 

 

 

Životinje kojima je aplikovano 5 x 10
6 

DC/ES L1 (DC/ES L1) pre indukcije EAE-a 

razvile su blaži oblik bolesti sa značajno sniženim parametrima kao što je maksimalni 

klinički skor u odnosu na kontrolne DA pacove koji su primili DC u medijumu (DC/med) 

(1,4 ± 0,8 naspram 3,0 ± 0,1; p<0,05) (Slika 8, Tabela 3). Takođe, kumulativni indeks 

bolesti je kod tretiranih životinja bio niži nego kod kontrolnih (0,2 ± 0,1 naspram 0,8 ± 0,3; 

p<0,01) (Slika 9, Tabela 3).  

 

                             

Slika 9. Efekat tretmana sa 5 x 10
6  

DC/ES L1 na težinu EAE-a (u odnosu na 

kontrolne DA pacove koji su primili nestimulisane DC prikazan kroz vrednosti 

kumulativnog indeksa. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; ** p<0,01.  
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 Dužina trajanja bolesti kod životinja koje su dobile 5 x 10
6
 DC/ES L1 pre indukcije 

EAE-a bila je značajno skraćena (3,0 ± 2,5 kod tretiranih naspram 9,7 ± 4,1 kod kontrolnih 

DA pacova; p<0,01) (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Efekat tretmana izabranom dozom od 5 x 10
6  

DC/ES L1 na razvoj i tok 

EAE-a. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog 

eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05,  ** p<0,01. 

 

Grupe Incidencija 
Početak 
bolesti 

Trajanje 
bolesti 

Maksimalni 
klinički skor 

Kumulativni 
indeks 

DC/med 100% 10,8 ± 1,9 9,7 ± 4,1 3,0 ± 0,1 0,8 ± 0,3 

5 x 10
6

 DC/ES L1 60% 13,0 ± 1,0 3,0 ± 2,5** 1,4 ± 0,8* 0,2 ± 0,1** 

 

 

 

U cilju detaljnog ispitivanja mehanizama koji se nalaze u osnovi imunomodulacije 

toka EAE-a kod svih životinja, tretiranih sa DC/ES L1 ili netretiranih, izolovani su 

splenociti i ćelije infiltrata kičmenih moždina u cilju određivanja produkcije citokina na 

sistemskom (ćelije slezine) i na nivou ciljnog organa (ćelije infiltrata kičmenih moždina). 

Životinje su u grupama od po 5 DA pacova žrtvovane u induktivnoj (8. dan), efektorskoj 

(15. dan) i fazi oporavka od bolesti (25. dan). 

 

4.2.2. Uticaj primene DC stimulisanih ES L1 antigenima na imunski odgovor na nivou 

slezinskih ćelija u toku EAE-a 

 

Na sistemskom nivou, u splenocitima izolovanim iz životinja kojima su aplikovane 

DC/ES L1, 8. dana nakon indukcije EAE-a nivo produkcije IL-4 bio je statistički značajno 
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povišen (67 ± 10,1 pg/ml) u odnosu na produkciju ovog citokina kod kontrolnih životinja 

(43 ± 18) (Slika 10).  

Statistički značajno viši nivo produkcije ovog citokina, u odnosu na životinje koje 

su primile nestimulisane DC, zadržava se kod životinja tretiranih sa DC/ES L1 i u 

efektorskoj fazi bolesti (15. dan) (72 ± 36 naspram 37 ± 12; p<0,05). U fazi oporavka od 

bolesti nije bilo statistički značajnih razlika u produkciji IL-4 između tretirane i kontrolne 

grupe životinja (72 ± 27 naspram 43 ± 10,2). Dobijeni rezultati ukazuju da profilaktička 

primena DC stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. spiralis obezbeđuje skretanje ka 

Th2 imunskom odgovoru, bez obzira na indukciju EAE-a. 

 

                         

Slika 10. Produkcija citokina IL-4 u slezini 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA pacova 

tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu grupu životinja. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05. 

 

 

IL-10 je citokin čija se funkcija dovodi u vezu sa Th2 i regulatornim tipom 

imunskog odgovora. Tretman DC/ES L1 izaziva statistički značajno visok nivo produkcije 

IL-10 u poređenju sa kontrolnim životinjama u splenocitima tokom svih faza bolesti (8. 

dan: 293 ± 82,5 nasuprot 135 ± 21,4; p<0,01; 15. dan: 211,4 ± 53,5 nasuprot 115,2 ± 19,9; 

p<0,05; 25. dan: 578,1 ±  27,1 nasuprot 285,5 ± 43,7; p<0,005) (Slika 11). Najveća razlika 

u produkciji ovog citokina između tretiranih i netretiranih životinja bila je u fazi oporavka 
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od bolesti. Aplikacija DC stimulisanih ES L1 antigenima pre indukcije EAE-a održava 

povišen nivo Th2 i anti-inflamatornih citokina nakon indukcije bolesti.  

 

                         

Slika 11. Produkcija citokina IL-10 u slezini 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA pacova 

tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu grupu životinja. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005. 

 

 

TGF-β je citokin koji se dovodi u vezu sa regulatornim tipom imunskog odgovora. 

Aplikovanje DC/ES L1 životinjama pre indukcije autoimunske bolesti izaziva statistički 

značajno povišen nivo produkcije TGF-β u splenocitima tretiranih u poređenju sa 

kontrolnim životinjama tokom svih faza bolesti (8. dan: 367,4 ± 25,9 nasuprot 235,6 ± 

29,6; p<0,005; 15. dan: 412,6 ± 21,6 nasuprot 312,1 ± 25,8; p<0,005; 25. dan: 1170 ± 130 

nasuprot 362 ± 21; p<0,005) (Slika 12). Tokom faze oporavka, 25. dana bolesti, nivo 

produkcije ovog citokina bio je najviši kod tretiranih DA pacova u poređenju sa 

kontrolnim. Profilaktički primenjene DC stimulisane ES L1 antigenima održavaju povišen 

nivo regulatornih citokina nakon indukcije EAE-a.  
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Slika 12. Produkcija citokina TGF-β u slezini 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA pacova 

tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu grupu životinja. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima;  *** p<0,005. 

 

 

IFN-γ je ključni citokin imunskog odgovora Th1 tipa, a značajan je jer prati razvoj 

EAE-a. Aplikovanje DC/ES L1 snižava produkciju ovog citokina u ćelijama slezina 

tretiranih DA pacova u induktivnoj i efektorskoj fazi bolesti u odnosu na kontrolne 

životinje. Nivo produkcije IFN-γ je 8. dana nakon indukcije EAE-a kod tretiranih pacova 

bio dvostruko niži u odnosu na kontrolne životinje (32,2 ± 11,3 nasuprot 75,8 ± 28; 

p<0,01). U efektorskoj fazi bolesti razlika u produkciji ovog citokina zadržava statističku 

značajnost u korist DC/ES L1 tretirane grupe životinja (70,9 ± 7,1 nasuprot 108,7 ± 27,8 

p<0,05). Tokom faze oporavka od bolesti zapaženo je da je produkcija IFN-γ i dalje niža 

kod tretiranih životinja u odnosu na kontrolne, ali ta razlika nije dostigla statističku 

značajnost (62,6 ± 8,2 naspram 86,1 ± 20,6) (Slika 13). 
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Slika 13. Produkcija citokina IFN-γ u slezini 8., 15. i 25. dana bolesti DA pacova 

tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 i kontrolne grupe životinja. Rezultati predstavljaju 

srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima;  * p<0,05,  ** p<0,01. 

 

 

IL-17 je ključni citokin imunskog odgovora Th17 tipa koji ima ulogu u 

inflamatornom procesu kod različitih autoimunskih i hroničnih inflamatornih oboljenja, 

uključujući EAE. Produkcija ovog citokina bila je značajno niža u ćelijama slezina 

životinja tretiranih sa DC/ES L1 tokom svih faza bolesti u odnosu na kontrolne životinje pri 

čemu je razlika u produkciji dostizala sve veću statističku značajnost kako je bolest 

odmicala. U induktivnoj fazi 8. dana kod tretiranih DA pacova produkcija IL-17 je bila 

smanjena (14,5 ± 5,1 nasuprot 26,8 ± 5; p<0,05), 15. dana je bila još niža (8,2 ± 3,1 

nasuprot 22,2 ± 6,2; p<0,01), a tokom faze oporavka od bolesti razlika u produkciji IL-17 

između tretiranih i netretiranih životinja dostigla je najveću statističku značajnost (7 ± 0,9 

naspram 30,4 ± 4,6; p<0,005) (Slika 14). 
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Slika 14. Produkcija citokina IL-17 u slezini 8., 15. i 25. dana bolesti DA pacova 

tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 i kontrolne grupe životinja. Rezultati predstavljaju 

srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; * p<0,05,  ** p<0,01, *** p<0,005. 

 

 

4.2.3. Uticaj primene DC stimulisanih ES L1 antigenima na imunski odgovor na nivou 

ćelija infiltrata kičmenih moždina u toku EAE-a 

 

 Inflamatorne ćelije se akumuliraju unutar centralnog nervnog sistema DA pacova od 

početka bolesti do faze oporavka od EAE-a. U ovom radu ispitan je efekat primene DC/ES 

L1 na stepen infiltracije inflamatornih ćelija u tkivu kičmene moždine pacova kod kojih je 

indukovana bolest. Ćelije infiltrata u kičmenim moždinama izolovane su u toku faze 

indukcije, efektorske i faze oporavke od bolesti kod životinja tretiranih sa DC/ES L1, kao i 

kod kontrolnih životinja. Broj ćelija infiltrata u grupi kontrolnih životinja je rastao u toku 

bolesti, dostižući maksimum u toku faze oporavka. Kod pacova koji su pre indukcije EAE-

a bili tretirani sa DC/ES L1 zapaženo je smanjenje broja ćelija infiltrata do nivoa od trećine 

vrednosti detektovane kod kontrolnih životinja 25. dana bolesti (Slika 15). Dobijeni 

rezultati sugerišu da tretman životinja sa DC/ES L1 utiče na značajno smanjenje stepena 

infiltracije ćelija u kičmenoj moždini tokom EAE-a u odnosu na kontrolne životinje.  
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Slika 15. Celularnost infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. dana od indukcije EAE-

a kod DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 i kontrolne grupe životinja. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima;  ** p<0,01. 

 

 

Produkcija citokina praćena je kako na sistemskom nivou, tako i na nivou ciljnog 

tkiva, tj. u ćelijama infiltrata u CNS-u. U ćelijama infiltrata kičmenih moždina izolovanim 

iz životinja kojima su aplikovane DC/ES L1, 8. dana nakon indukcije EAE-a bio je 

statistički značajno povišen (p<0,01) nivo produkcije IL-4 (128 ± 22 pg/ml) u odnosu na 

produkciju ovog citokina kod kontrolnih životinja (74 ± 11 pg/ml). Tretirane životinje 

zadržavaju statistički značajno viši nivo produkcije IL-4 u odnosu na životinje koje su 

primile nestimulisane DC kako u efektorskoj fazi bolesti (158 ± 20 naspram 119 ± 14; 

p<0,05) tako i u fazi oporavka od bolesti (186 ± 29 naspram 88 ± 15; p<0,05) (Slika 16).  
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Slika 16. Produkcija citokina IL-4 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu 

grupu životinja. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05,  ** p<0,01. 

 

 

Tretman sa DC/ES L1 izaziva statistički značajno povećanje nivoa produkcije IL-10 

na nivou ciljnog organa u poređenju sa kontrolnim životinjama samo tokom faze oporavka 

od bolesti (25. dan: 310,3 ± 44,8 nasuprot 225,5 ± 28,7; p<0,01). U induktivnoj i 

efektorskoj fazi bolesti nivoi produkcije IL-10 kod ovih životinja bili su viši u odnosu na 

nivoe detektovane kod kontrolnih DA pacova, ali ta razlika nije dostigla statističku 

značajnost (8. dan: 87 ± 15,2 nasuprot 72,3 ± 14,8; 15. dan: 88,3 ± 13,4 nasuprot 78,3 ± 

11,2) (Slika 17).  
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Slika 17. Produkcija citokina IL-10 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu 

grupu životinja. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; ** p<0,01. 

 

 

Aplikovanje DC/ES L1 životinjama pre indukcije autoimunske bolesti utiče na 

visok nivo produkcije regulatornog citokina TGF-β koji je, tokom svih faza bolesti, 

statistički značajno povećan u odnosu na nivo detektovan u CNS-u kontrolnih životinja (8. 

dan: 349,4 ± 23,3 nasuprot 226,1 ± 14,3; p<0,005; 15. dan: 372,4 ± 22,4 nasuprot 250,7 ± 

34; p<0,005; 25. dan: 2960 ± 302 nasuprot 1350,5 ± 135,2; p<0,01) (Slika 18).  

 

                              

Slika 18. Produkcija citokina TGF-β u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 

25. dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu 

grupu životinja. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; ** p<0,01, *** 

p<0,005. 
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Profilaktička primena DC/ES L1 snižava produkciju pro-inflamatornog citokina 

IFN-γ u ćelijama infiltrata kičmenih moždina u induktivnoj i efektorskoj fazi bolesti 

tretiranih u odnosu na kontrolne životinje. Ipak, smanjenje produkcije IFN-γ dostiglo je 

statističku značajnost samo 8. dana bolesti kod tretiranih pacova (164,4 ± 40,4 nasuprot 

290,7 ± 45,7; p<0,05), dok 15. dana ta razlika nije bila statistički značajna (195,1 ± 44,6 

naspram 352,9 ± 158,9). Tokom faze oporavka od bolesti produkcija ovog citokina je bila 

slična kod tretiranih i kontrolnih životinja (353 ± 61,9 nasuprot 370,8 ± 36,2) (Slika 19). 

 

                        
                         

Slika 19. Produkcija citokina IFN-γ u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 u odnosu na kontrolnu 

grupu životinja. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima;  * p<0,05. 

 

 

Produkcija IL-17 bila je značajno niža u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 

izolovanih iz životinja tretiranih sa DC/ES L1 tokom svih faza bolesti u odnosu na 

kontrolne životinje. Razlika u produkciji IL-17 dostigla je najveću statističku značajnost 

(p<0,005) na početku bolesti u induktivnoj fazi (20,1 ± 5,3 kod tretiranih pacova nasuprot 

58,9 ± 10,5 kod kontrolnih životinja). Trend značajno smanjene produkcije IL-17, na nivou 

ciljnog organa tretiranih životinja, nastavljen je i tokom 15. i 25. dana nakon indukcije 

EAE-a (15. dan: 20,4 ± 9,2 nasuprot 57,6 ± 14,6; p<0,01; 25. dan: 61,1 ± 8,6 nasuprot 87,6 

± 11,5; p<0,05) (Slika 20).                    
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Slika 20. Produkcija citokina IL-17 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6
 DC/ES L1 i kontrolne grupe životinja. 

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta 

od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05,  ** p<0,01, *** p<0,005. 

 

 

4.2.4. Uticaj tretmana sa 5 x 10
6 

DC/ES L1 na indukciju populacije regulatornih T 

ćelija u toku EAE-a 

 

 Visoki nivoi IL-10 i TGF-β produkovani u toku bolesti od strane slezinskih ćelija i 

infiltrata kičmenih moždina DA pacova tretiranih sa DC/ES L1 pre indukcije EAE-a 

ukazali su na aktivaciju regulatorne mreže imunskog odgovora i na njenu ulogu u 

ublažavanju toka bolesti. Da bi se proverila ova pretpostavka, slezinske ćelije i ćelije 

infiltrata kičmenih moždina pacova tretiranih sa DC/ES L1 i kontrolnih životinja 

analizirane su na prisustvo Treg ćelija putem određivanja procentualne zastupljenosti 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 ćelija.  

Da bismo ispitali uticaj aplikacije izabrane doze dendritskih ćelija (5 x 10
6
) 

stimulisanih ES L1 antigenima parazita T. spiralis na proliferaciju i/ili ekspanziju Treg 

limfocita poreklom iz slezina i kičmenih moždina DA pacova, populacija efektorskih ćelija 

je bojena sa fluorohromima obeleženim antitelima na površinske (CD4 i CD25) i 

unutarćelijske (Foxp3) markere Treg ćelija.  

Na sistemskom nivou, u ćelijama slezina izolovanih iz DA pacova koji su primili 

stimulisane DC, zapaženo je značajno povećanje procentualne zastupljenosti 
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CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
Treg ćelija u populaciji T-limfocita u odnosu na kontrolu, tj. populaciju 

T-limfocita iz DA pacova koji su dobili nestimulisane DC.  

U induktivnoj (8. dan) i fazi oporavka od bolesti (25. dan) povećanje procentualne 

zastupljenosti CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
Treg ćelija u populaciji slezinskih ćelija kod tretiranih 

DA pacova dostiglo je najveću statističku značajnost (p<0,005) u odnosu na kontrolu (8. 

dan: 4,43 ± 0,17 nasuprot 3,51 ± 0,35; 25. dan: 4,88 ± 0,52 naspram 3,73  ± 0,34). 

Primenjena doza DC/ES L1 dovela je do značajnog povećanja proporcije Treg limfocita i u 

efektorskoj fazi bolesti (4,89 ± 1,60 naspram 3,40  ± 0,96; p<0,05) (Slika 21).  

Prisustvo CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-ćelija ispitivano je i u ćelijama infiltrata kičmene 

moždine. Analiza protočnom citofluorimetrijom pokazala je značajno povećanu 

zastupljenost CD4
+
CD25

+
 T-ćelija koje eksprimiraju Foxp3 u infiltratima kičmenih 

moždina DA pacova koji su pre indukcije EAE-a tretirani sa DC/ES L1 u odnosu na 

zastupljenost ovih ćelija kod kontrolnih životinja tokom svih faza bolesti (8. dan: 4,4 ± 0,2 

naspram 3,5 ± 0,3; p<0,01; 15. dan: 4,6 ± 0,8 naspram 3,4 ± 0,3; p<0,005; 25. dan: 4,9 ± 

0,6 naspram 3,6 ± 0,3; p<0,05) (Slika 22).  

Dobijeni rezultati ukazuju da postoji veza između prisustva Foxp3
+
 T-ćelija i težine 

EAE-a. U cilju ispitivanja pretpostavljene korelacije, izvršeno je poređenje kumulativnog 

indeksa bolesti životinja žrtvovanih 25. dana bolesti i proporcije CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
ćelija 

u njihovim kičmenim moždinama. Kumulativni indeks je parametar težine bolesti i 

predstavlja zbir svih srednjih dnevnih indeksa bolesti u okviru grupe po broju dana trajanja 

eksperimenta. Odnos relativne ekspresije Foxp3 na CD4
+
CD25

+ 
T-ćelijama i težine bolesti 

imao je inverznu vrednost (r = -0,829). Dobijeni podaci potvrđuju da je proporcija Foxp3
+ 

T-ćelija u infiltratima u CNS-u vezana za ublažavanje toka i težine EAE-a. 
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Slika 21. Ekspresija Foxp3
+ 

na
 
CD4

+
CD25

+ 
ćelijama 8., 15., 25. dana EAE-a u 

splenocitima DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6 

DC/ES L1 u odnosu na kontrolne 

životinje. A) Reprezentativni plotovi za svaki od ispitivanih termina iz jednog od dva 

eksperimenta; B) Procenat Foxp3
+
 ćelija u okviru populacije CD4

+
 T-limfocita iz slezinskih 

ćelija DA pacova tretiranih sa DC/ES L1 u odnosu na kontrolne životinje. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05,  *** p<0,005.  
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Slika 22. Ekspresija Foxp3
+ 

na
 
CD4

+
CD25

+ 
ćelijama 8., 15., 25. dana EAE-a u 

infiltratima kičmenih moždina DA pacova tretiranih sa 5 x 10
6 

DC/ES L1 u odnosu na 

kontrolne životinje. A) Reprezentativni plotovi za svaki od ispitivanih termina iz jednog 

od dva eksperimenta; B) Procenat Foxp3
+ 

ćelija u okviru populacije CD4
+
 T-limfocita iz 

infiltrata kičmenih moždina DA pacova tretiranih sa DC/ES L1 u odnosu na kontrolne 

životinje; Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog 

eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; *p<0,05,  ** p<0,01, *** p<0,005.  

 

 

4.3. Direktna, in vivo primena ES L1 antigena parazita T. spiralis u 

imunomodulatorne svrhe 

 

Pošto je pokazano da ES L1 antigeni, posredstvom stimulisanih DC, poseduju 

kapacitet da menjaju tok EAE-a i ublažavaju bolest kod DA pacova, sledeći deo 

istraživanja bio je usmeren na ispitivanje potencijala izolovanih ES L1 antigena da, nakon 

direktne intraperitonealne aplikacije, ublaže EAE. 
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4.3.1. Efekat direktne primene ES L1 antigena T. spiralis na pojavu i tok EAE-a kod 

DA pacova 

 

Prvi zadatak odnosio se na određivanje optimalne doze ES L1 antigena i intervala 

aplikacije. Doze antigena od 150 ili 250 µg date su DA pacovima u jednom (7 dana pre 

indukcije EAE-a) ili dva termina (14 i 7 dana pre indukcije EAE-a). Životinje su 

posmatrane svakodnevno tokom 25 dana nakon indukcije EAE-a. Praćena je pojava 

neuroloških znakova bolesti. Rezultati koji ukazuju na efekat različitih doza ES L1 antigena 

na pojavu, razvoj i tok EAE-a dobijeni su u dva odvojena eksperimenta. 

Svi DA pacovi u kontrolnoj grupi (tretiranoj PBS-om pre indukcije EAE-a) razvili 

su bolest približno jednake težine. Prvi klinički znaci javili su se između 9. i 11. dana posle 

indukcije EAE-a i dostigli su svoj maksimum između 11. i 13. dana (Tabela 5). Većina 

životinja u kontrolnoj grupi oporavila se do kraja perioda posmatranja od 25 dana. Srednji 

maksimalni stepen težine bolesti kod kontrolne grupe bio je 3,3 ± 0,3 (Tabela 4).  

Različite aplikovane doze ES L1 antigena parazita T. spiralis imale su različite 

efekte na razvoj i tok EAE-a. U grupi životinja kojoj je doza od 250 µg ES L1 antigena data 

u 2 termina i to 14 i 7 dana pre indukcije EAE-a simptomi bolesti bili su najefikasnije 

ublaženi (Slike 23, 24; Tabela 4). 

 

              

Slika 23. Efekat tretmana dozom od 250 µg ES L1 datom u jednom ili dva termina pre 

indukcije EAE-a na razvoj neuroloških znakova bolesti. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima. 
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Slika 24. Efekat tretmana dozom od 150 µg ES L1 datom u jednom ili dva termina pre 

indukcije EAE-a na razvoj neuroloških znakova bolesti. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima.  

 

Incidencija EAE-a bila je najniža kod DA pacova koji su primili 250 µg ES L1 u 

dva termina (8/10) u poređenju sa ostalim eksperimentalnim grupama, iako ova razlika nije 

dostigla statističku značajnost (Tabela 4). 

Životinje tretirane sa ES L1 kod kojih je došlo do razvoja bolesti, imale su veoma 

blage kliničke znake i niži srednji maksimalni klinički skor bolesti (2,2 ± 1,1 pri tretmanu 

sa 1 x 150 µg ES L1; 2,4 ± 0,9 za 1 x 250 µg ES L1; 2,0 ± 1,0 za 2 x 250 µg ES L1) u 

odnosu na kontrolnu grupu (3,3 ± 0,3). Samo u jednoj grupi životinja tretiranoj sa 2 x 150 

µg ES L1 (3,4 ± 0,3) nije bilo razlike u maksimalnom kliničkom skoru u odnosu na 

kontrolne životinje. Takođe, aplikovanje ES L1 antigena dovelo je do smanjenja 

kumulativnog indeksa bolesti (0,5 ± 0,1 za 2 x 150 µg ES L1; 0,4 ± 0,2 za 1 x 250 µg ES 

L1; 0,3 ± 0,2 za 2 x 250 µg ES L1), koje je dostiglo statističku značajnost (p<0,05) u 

odnosu na kontrolnu grupu (0,9 ± 0,3), osim u grupi tretiranoj sa 1 x 150 µg ES L1 (0,6 ± 

0,2) (Tabela 4, Slika 25).  

Nijedan od primenjenih tretmana životinja sa ES L1 antigenima nije doveo do 

odlaganja početka bolesti, ali su statistički značajno (p<0,01) skratili trajanje EAE-a i to 

posebno kod DA pacova koji su primili 250 µg ES L1 u dva termina (bolest je trajala svega 

4,5 ± 1,3 dana u odnosu na 13,0 ± 5,8 dana kod kontrola) (Tabela 4).  
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Tabela 4. Efekat direktnog davanja ES L1 antigena parazita T. spiralis na razvoj i tok 

EAE-a kod DA pacova. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05;  ** p<0,01. 

 

Grupe Incidencija 
Početak 

bolesti 
Trajanje 
bolesti 

Maksimalni 
klinički 

skor 

Kumulativni 
indeks 

EAE 100% 10,0 ± 0,7 13,0 ± 5,8 3,3 ± 0,3 0,9 ± 0,3 

150 µg ES L1 + EAE 100% 12,8 ± 2,1 8,3 ± 4,4* 2,2 ± 1,1 0,6 ± 0,2 

2 x 150 µg ES L1 + EAE 100% 11,8 ± 1,5 7,0 ± 2,7** 3,4 ± 0,3 0,5 ± 0,1* 

250 µg ES L1 + EAE 100% 12,4 ± 0,9 7,8 ± 2,6* 2,4 ± 0,9 0,4 ± 0,2* 

2 x 250 µg ES L1+ EAE 80% 12,8 ± 1,1 4,5 ± 1,3** 2,0 ± 1,0 0,3 ± 0,2* 

 

 

                                       

Slika 25. Efekat tretmana različitim dozama i terminima aplikovanja ES L1 na težinu 

EAE-a izraženu preko kumulativnog indeksa bolesti. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; * p<0,05. 
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Kod životinja tretiranih direktnim davanjem 250 µg ES L1 u dva termina, 14 i 7 

dana pre indukcije EAE-a, bolest je najkraće trajala, a kumulativni indeks je u toj grupi bio 

najniži u odnosu na kontrolnu grupu životinja. Da bismo potvrdili prethodno dobijene 

rezultate i detaljno ispitali mehanizme koji se nalaze u osnovi modulacije toka EAE-a, 

eksperiment je ponovljen sa pomenutom izabranom dozom ES L1 antigena parazita T. 

spiralis koja je dala najbolje rezultate.  

Životinje kojima je aplikovano 250 µg ES L1 u dva termina pre indukcije EAE-a 

razvile su blaži oblik bolesti sa značajno sniženim parametrima kao što su maksimalni 

klinički skor (2,3 ± 0,4 kod tretiranih naspram 3,2 ± 0,0 kod kontrolnih DA pacova; 

p<0,05) i kumulativni indeks (0,3 ± 0,1 kod tretiranih naspram 1,0 ± 0,2 kod kontrolnih DA 

pacova; p<0,01) (Slika 26, Tabela 5). Takođe, trajanje bolesti kod ovih životinja bilo je 

značajno skraćeno (7,6 ± 3,6 kod tretiranih naspram 13,8 ± 3,5 kod kontrolnih DA pacova; 

p<0,01) (Tabela 5).  

 

                             

Slika 26. Efekat tretmana dozom od 250 µg ES L1 aplikovanom u dva termina pre 

indukcije EAE-a na težinu bolesti izraženu preko kumulativnog indeksa bolesti. 

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta 

od 2 urađena sa sličnim rezultatima; **p<0,01. 
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Tabela 5. Efekat direktne primene izabrane doze od 250 µg ES L1 u dva termina, 14 i 

7 dana pre indukcije EAE-a, na razvoj i tok autoimunske bolesti kod DA pacova. 

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta 

od 2 urađena sa sličnim rezultatima; *p<0,05;  **p<0,01. 

 

Grupe Incidencija 
Početak 
bolesti 

Trajanje 
bolesti 

Maksimalni 
klinički 

skor 

Kumulativni 
indeks 

EAE 10/10 10,2 ± 1,2 13,8 ± 3,5 3,2 ± 0,0 1,0 ± 0,2 

2 x 250 µg ES L1 

+ EAE 
8/10 11,7 ± 1,4 7,6 ± 3,6 ** 2,3 ± 0,4 * 0,3 ± 0,1** 

 

 

Životinje tretirane sa ES L1 antigenima parazita T. spiralis, kao i kontrolne koje su 

dobile PBS, žrtvovane su u induktivnoj (8. dan), efektorskoj (15. dan) i fazi oporavka od 

bolesti (25. dan) kada su izolovani splenociti i ćelije infiltrata kičmenih moždina u cilju 

određivanja produkcije citokina na sistemskom (ćelije slezine) i na nivou ciljnog organa 

(ćelije infiltrata kičmenih moždina) u supernatantima ćelijskih kultura. 

 

4.3.2. Uticaj direktne primene ES L1 antigena pre indukcije EAE-a na imunski 

odgovor na nivou ćelija slezine u toku bolesti 

 

Merenje produkcije citokina pokazalo je da, na sistemskom nivou, direktna 

profilaktička primena ES L1 antigena utiče na značajno povećanje nivoa Th2 citokina i 

smanjenje nivoa Th1 i Th17 citokina u odnosu na kontrolnu grupu životinja, dok uticaj na 

promenu u produkciji anti-inflamatornih i regulatornih citokina nije bio statistički značajan. 

Naime, u splenocitima izolovanim iz životinja koje su dobile 2 doze od po 250 µg ES L1 

pre indukcije EAE-a, na početku bolesti, u induktivnoj fazi, bio je statistički značajno 

povećan nivo (p<0,01) produkcije IL-4 (52 ± 10,1 pg/ml) u odnosu na kontrolne životinje 

(22,6 ± 8,5). Splenociti tretiranih životinja zadržali su statistički značajno povišen nivo 

(p<0,005) produkcije ovog citokina i u efektorskoj fazi bolesti (67,3 ± 12,8) u odnosu na 
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netretirane DA pacove (16,5 ± 7,1). U fazi oporavka od bolesti nije bilo statistički 

značajnih razlika u produkciji IL-4 između ispitivanih grupa (37 ± 4,3 naspram 26,2 ± 8,7) 

(Slika 27). Dobijeni rezultati ukazuju da profilaktička primena ES L1 antigena parazita T. 

spiralis, kao i primena DC stimulisanih sa ES L1, obezbeđuje skretanje ka Th2 imunskom 

odgovoru, bez obzira na indukciju EAE-a. 

 

                      

Slika 27. Produkcija citokina IL-4 u ćelijama slezina 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA 

pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; ** p<0,01, *** p<0,005. 

 

 

Tretman sa ES L1 antigenima parazita T. spiralis uticao je na povećanje produkcije 

anti-inflamatornog citokina IL-10 na sistemskom nivou u poređenju sa kontrolnim 

životinjama tokom efektorske faze bolesti, odnosno u trenutku kada je bolest na vrhuncu 

(15. dan: 310,3 ± 44,8 nasuprot 225,5 ± 28,7), ali razlika u produkciji nije dostigla 

statističku značajnost. U induktivnoj i fazi oporavka od bolesti u produkciji IL-10 nije bilo 

značajnih razlika između tretiranih i kontrolnih životinja (8. dan: 204,6 ± 18,1 nasuprot 

237,4 ± 86,7; 25. dan: 326,4 ± 75,4 nasuprot 392 ± 96,4) (Slika 28).  
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Slika 28. Produkcija citokina IL-10 u ćelijama slezina 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA 

pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima. 

 

 

 

Aplikovanje ES L1 antigena životinjama pre indukcije autoimunske bolesti izazvalo 

je povećan nivo produkcije regulatornog citokina TGF-β u splenocitima tretiranih pacova u 

poređenju sa kontrolnim životinjama tokom svih faza bolesti, ali razlika u produkciji nije 

dostigla statističku značajnost (8. dan: 284,1 ± 60 nasuprot 262 ± 28; 15. dan: 240 ± 17,3 

nasuprot 227 ± 43; 25. dan: 364 ± 56 nasuprot 269 ± 25) (Slika 29).  

 

                   

Slika 29. Produkcija citokina TGF-β u ćelijama slezina 8., 15. i 25. dana bolesti kod 

DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima. 
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Primena ES L1 antigena snižava produkciju Th1 citokina IFN-γ u ćelijama slezina 

DA pacova tokom svih faza bolesti. U induktivnoj i fazi oporavka od bolesti, razlika u 

produkciji IFN-γ u odnosu na kontrolne životinje dostigla je statističku značajnost (8. dan: 

30,4 ± 5,5 nasuprot 73,6 ± 15,8; p<0,01;  25. dan: 28,7 ± 14,3 nasuprot 53,6 ± 16,7; 

p<0,05). Razlika u produkciji ovog citokina između grupa tokom efektorske faze bolesti 

nije bila statistički značajna (15. dan: 38,6 ± 6,8 nasuprot 47,2 ± 9,3) (Slika 30). 

 

              

Slika 30. Produkcija citokina IFN-γ u ćelijama slezina 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA 

pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 

Produkcija pro-inflamatornog citokina IL-17 bila je niža u ćelijama slezina životinja 

tretiranih sa ES L1 tokom svih faza bolesti u odnosu na kontrolne životinje i ta razlika je 

dostigla statističku značajnost u efektorskoj (26,4 ± 3,4 nasuprot 44,1 ± 12,2; <0,05) i fazi 

oporavka od bolesti (18,6 ± 3,2 nasuprot 28,4 ± 6,4; p<0,01). Produkcija IL-17 je bila 

smanjena i 15. dana nakon indukcije EAE-a kod tretiranih DA pacova, ali razlika u odnosu 

na kontrolu nije bila značajna (21,3 ± 5,1 nasuprot 28,8 ± 8,5) (Slika 31). 
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Slika 31. Produkcija citokina IL-17 u ćelijama slezina 8., 15. i 25. dana bolesti kod DA 

pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati predstavljaju srednje 

vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim 

rezultatima; * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 

 

4.3.3. Uticaj direktne primene ES L1 antigena pre indukcije EAE-a na imunski 

odgovor na nivou infiltrata kičmenih moždina u toku bolesti 

 

Na nivou ciljnog organa, za razliku od rezultata dobijenih na sistemskom nivou, 

pokazano je da direktna primena ES L1 antigena pre indukcije EAE-a izaziva značajno 

povećanu produkciju kako Th2 tako i anti-inflamatornih i regulatornih citokina, kao i 

smanjenje nivoa Th1 i Th17 citokina u odnosu na nivoe produkcije ovih citokina kod 

kontrolne grupe životinja. Naime, u ćelijama infiltrata kičmenih moždina izolovanih iz 

tretiranih životinja, detektovan je povišen nivo produkcije IL-4 (97 ± 19 pg/ml) u 

induktivnoj fazi bolesti koji je bio skoro dvostruko veći u odnosu na produkciju ovog 

citokina kod kontrolnih životinja (52,3 ± 11,0; p<0,01). I u efektorskoj fazi bolesti tretirane 

životinje su imale statistički značajno povišen nivo produkcije ovog citokina u odnosu na 

netretirane DA pacove (112 ± 22 naspram 61 ± 5,9; p<0,005). U fazi oporavka od bolesti 

statistička značajnost u produkciji IL-4 je i dalje bila visoka (122 ± 18,5 kod tretiranih 

naspram 48,5 ± 13,1 kod netretiranih životinja; p<0,005) (Slika 32). Dobijeni rezultati 

ukazuju da primena ES L1 antigena parazita T. spiralis indukuje polarizaciju imunskog 

odgovora ka Th2 tipu na nivou CNS-a, bez obzira na indukciju EAE-a. 
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Slika 32. Produkcija citokina IL-4 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; ** p<0,01, *** p<0,005. 

 

Tretman sa ES L1/2x250 µg pre indukcije EAE-a izazvao je statistički značajno 

povećanje produkcije IL-10 na nivou ciljnog organa u poređenju sa kontrolnim životinjama 

tokom efektorske faze (15. dan: 224,3 ± 9,9 nasuprot 77,2 ± 35,1), kao i tokom faze 

oporavka od bolesti (25. dan: 100,9 ± 23,6 nasuprot 18,2 ± 1,8) dok u induktivnoj fazi nije 

bilo značajnih razlika u produkciji IL-10 kod tretiranih i netretiranih životinja (8. dan: 42,7 

± 11,1 nasuprot 60,1 ± 17,6) (Slika 33). Očigledno je da ES L1 antigeni aplikovani 

profilaktički pre indukcije autoimunske bolesti održavaju povišen nivo kako Th2 tako i 

anti-inflamatornih citokina u CNS-u.  

                       

Slika 33. Produkcija citokina IL-10 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; *** p<0,005. 
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Na nivou kičmene moždine, aplikovanje ES L1 antigena životinjama nije uticalo na 

nivo produkcije TGF-β u induktivnoj fazi 8. dana bolesti (246 ± 42 nasuprot 241 ± 32). 

Povećanje produkcije ovog citokina kod tretiranih DA pacova dostiglo je statističku 

značajnost samo 25. dana (219,3 ± 30,2 nasuprot 140 ± 33,4). U efektorskoj fazi EAE-a, u 

infiltratima kičmenih moždina, produkcija TGF-β nija bila značajno različita između grupe 

životinja tretiranih sa ES L1 i kontrolne grupe (149,4 ± 9,1 nasuprot 202 ± 36,7) (Slika 34).  

 

 

                                                               
 

Slika 34. Produkcija citokina TGF-β u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 

25. dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima. 

 

 

U ćelijama infiltrata kičmenih moždina nakon aplikovanja ES L1 došlo je do 

smanjene produkcije IFN-γ tokom svih faza bolesti. U induktivnoj fazi razlika u produkciji 

u odnosu na kontrolne životinje bila je statistički značajna (8. dan: 56,5 ± 9,1 nasuprot 78,5 

± 11,7; p<0,05). U efektorskoj i fazi oporavka od EAE-a razlika u produkciji IFN-γ kod 

tretirane i kontrolne grupe životinja nije bila značajna (15. dan: 93 ± 25 nasuprot 114,6 ± 

30; 25. dan: 52,2 ± 15,3 nasuprot 59,1 ± 11,1) (Slika 35). 
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Slika 35. Produkcija citokina IFN-γ u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05. 

 

 

Na nivou ciljnog organa kod životinja kojima je aplikovano 250 µg ES L1 u dva 

termina pre indukcije EAE-a, u induktivnoj i fazi oporavka od bolesti bio je smanjen nivo 

produkcije IL-17 i razlika u produkciji u odnosu na kontrolnu grupu životinja dostigla je 

statističku značajnost (8. dan: 25,4 ± 7,2 nasuprot 49,1 ± 18, p<0,05; 25. dan: 16,6 ± 7,3 

nasuprot 37,9 ± 17,8, p<0,05). I u efektorskoj fazi bolesti u ćelijama CNS-a tretiranih 

životinja bio je niži nivo produkcije IL-17, ali bez značajne razlike u odnosu na netretirane 

DA pacove (32,4 ± 4,7 naspram 42,9 ± 9,1) (Slika 36). Dobijeni rezultati ukazuju da 

primena ES L1 antigena parazita T. spiralis obezbeđuje suprimiranje Th17 imunskog 

odgovora na nivou CNS-a, bez obzira na indukciju EAE-a. 
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Slika 36. Produkcija citokina IL-17 u ćelijama infiltrata kičmenih moždina 8., 15. i 25. 

dana bolesti kod DA pacova tretiranih sa 250 µg ES L1 u dva termina. Rezultati 

predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 

urađena sa sličnim rezultatima;  * p<0,05. 

 

 

4.3.4. Uticaj direktnog davanja ES L1 antigena parazita T. spiralis DA pacovima pre 

indukcije EAE-a na populaciju regulatornih T ćelija u toku bolesti 

 

Da bismo ispitali uticaj direktne primene ES L1 antigena na procentualnu 

zastupljenost Treg limfocita poreklom iz slezina i kičmenih moždina DA pacova kojima je 

indukovan EAE, populacija ćelija infiltrata je bojena sa fluorohromima obeleženim 

antitelima na površinske (CD4 i CD25) i unutarćelijske (Foxp3) markere Treg ćelija.  

U ćelijama slezina izolovanih iz DA pacova koji su primili ES L1 u dva termina pre 

indukcije EAE-a, došlo je do značajnog povećanja procentualne zastupljenosti 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
Treg ćelija u efektorskoj fazi bolesti u odnosu na kontrolu, tj. 

populaciju T-limfocita iz DA pacova koji su primili PBS (3,9 ± 0,9 naspram 0,7 ± 0,2; 

p<0,05). Primenjena doza ES L1 u induktivnoj i fazi oporavka od bolesti nije dovela do 

značajne promene u proporciji Treg limfocita u odnosu na kontrolnu grupu (8. dan: 1,1 ± 

0,1 naspram 1,2 ± 0,3; 25. dan: 5,2 ± 1,9 naspram 4,8  ± 0,4) (Slika 37).   
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Slika 37. Procentualna zastupljenost CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
i CD4

+
CD25

-
Foxp3

+ 
ćelija 8., 

15., 25. dana EAE-a u splenocitima DA pacova tretiranih sa 2 x 250 µg ES L1 u 

odnosu na kontrolne životinje tretirane PBS-om. A) Reprezentativni plotovi za svaki od 

ispitivanih termina iz jednog od dva eksperimenta. B) Procenat Foxp3
+ 

ćelija u okviru 

populacije CD4
+
 T-limfocita iz slezinskih ćelija DA pacova tretiranih sa 2 x 250 µg ES L1 

u odnosu na kontrolne životinje. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± SD dobijene iz 

reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * p<0,05, *** p<0,005.  
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Na sistemskom nivou u populaciji Foxp3
+
 T-limfocita, pored CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
 

Treg ćelija, detektovano je prisustvo atipičnih CD4
+
 Treg ćelija koje eksprimiraju Foxp3 

marker, ali ne i CD25. Povećanje procentualne zastupljenosti ovih ćelija bilo je statistički 

visoko značajno kod životinja koje su tretirane sa ES L1 u odnosu na kontrolu u efektorskoj 

fazi bolesti (15. dan: 18,0 ± 3,8 naspram 2,1 ± 0,4; p<0,005). U induktivnoj (8. dan: 1,1 ± 

0,1 naspram 1,3 ± 0,4), kao i u fazi oporavka od bolesti (25. dan: 1,4 ± 0,4 naspram 1,4 ± 

0,2) broj CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 Treg ćelija bio je skoro isti kod tretiranih i kontrolnih 

životinja (Slika 37).   

U ćelijama infiltrata kučmenih moždina izolovanih iz DA pacova koji su dobili 2 x 

250 µg ES L1 pre indukcije EAE-a došlo je do povećanja procentualne zastupljenosti 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Treg ćelija u odnosu na DA pacove koji su primili PBS. Razlika u 

povećanju Treg limfocita u CNS-u kod tretiranih u odnosu na netretirane životinje bila je 

statistički značajna (p<0,05) tokom efektorske (15. dan: 3,0 ± 0,5 naspram 1,9 ± 0,1) i 

tokom faze oporavka od bolesti (25. dan: 1,5 ± 0,4 naspram 0,7 ± 0,3). U induktivnoj fazi, 

8. dana bolesti, nije bilo značajne razlike u broju CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Treg ćelija između 

tretirane i kontrolne grupe životinja (2,3 ± 0,7 naspram 1,9 ± 0,6) (Slika 38). 

Na nivou ciljnog organa, kao i na sistemskom nivou, detektovano je značajno 

povećanje broja atipičnih CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 Treg ćelija. U induktivnoj fazi bolesti broj 

ovih ćelija je bio sličan između tretirane i netretirane grupe životinja (3,8 ± 1,1 naspram 3,7 

± 0,6). Visoka statistički značajna razlika (p<0,005) u procentualnoj zastupljenosti 

CD4
+
CD25

-
Foxp3

+ 
ćelija između životinja koje su primile ES L1 i životinja koje su dobile 

PBS dostignuta je u efektorskoj fazi bolesti (39,3 ± 11,0 naspram 3,9 ± 0,5) i nastavljena 

tokom faze oporavka (13,9 ± 3,2 naspram 3,2 ± 1,3) (Slika 38). 
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Slika 38. Procentualna zastupljenost CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 i CD4

+
CD25

-
Foxp3

+ 
ćelija 8., 

15., 25. dana EAE-a u infiltratima kičmenih moždina DA pacova tretiranih sa 2 x 250 

µg ES L1 u odnosu na kontrolne životinje tretirane PBS-om. A) Reprezentativni plotovi 

za svaki od ispitivanih termina iz jednog od dva eksperimenta. B) Procenat Foxp3
+ 

ćelija u 

okviru populacije CD4
+
 T-limfocita iz infiltrata kičmenih moždina DA pacova tretiranih sa 

2 x 250 µg ES L1 u odnosu na kontrolne životinje. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 

± SD dobijene iz reprezentativnog eksperimenta od 2 urađena sa sličnim rezultatima; * 

p<0,05, *** p<0,005. 
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je uticaj ekskretorno-sekretornih produkata 

mišićnih larvi parazita T. spiralis na tok i modulaciju EAE-a kod DA pacova, putem 

direktne primene ES L1 produkata, kao i DC stimulisanih ovim antigenima sa ciljem da se 

utvrde mehanizmi imunomodulacije kao i uloga dendritskih ćelija u njima.  

Prvi cilj istraživanja bio je da se uspostavi kultura dendritskih ćelija poreklom iz 

kostne srži DA pacova i da se izvrši njihova stimulacija ES L1 antigenima parazita T. 

spiralis. Dobijeni rezultati pokazali su da je ovaj cilj uspešno ostvaren i da u uspostavljenoj 

kulturi DC ne sazrevaju u potpunosti pod uticajem ES L1 antigena parazita T. spiralis u 

poređenju sa DC koje su gajene u prisustvu LPS-a kao faktora koji indukuje njihovu zrelost 

i statistički značajno povećanje ekspresije svih ispitivanih markera. Naime, fenotipska 

karakterizacija DC pokazala je da ćelije stimulisane ES L1 antigenima imaju umereno 

povećanu ekspresiju CD86, statistički značajno povećanu ekspresiju ICAM1, dok u 

ekspresiji MHC molekula II klase nije bilo razlike u poređenju sa kontrolnim ćelijama 

gajenim samo u medijumu. Opisani fenotip u potpunosti odgovara onom dobijenom od 

strane Gruden-Movsesijan i saradnika (2011).  

Stepen sazrevanja DC, a samim tim i fenotip, zavise od vrste primenjenih 

parazitskih antigena (White i Artavanis-Tsakonas, 2012). Tako, solubilni antigeni jaja 

(SEA) parazita S. mansoni izazivaju povećanje ekspresije MHC II, CD40 i CD86 na DC, 

ali u manjoj meri nego što to čine Th1 stimulusi, dok se ekspresija CD80 i OX40L ne 

povećava (Marshall i Pearce, 2008; Jenkins i Mountford, 2005). Ekskretorno-sekretorni 

antigeni nematode N. brasiliensis izazivaju povećanje ekspresije CD86 i CD40 na DC, ali 

ne i povećanje CD80 i MHC molekula II klase (Balic i sar., 2004). Za razliku od njih, 

cistein proteazni inhibitor iz ES produkata parazita Heligmosomoides polygyrus indukuje 

smanjenu ekspresiju CD40, CD86 i MHC molekula II klase na DC miša (Sun i sar., 2013). 

Takođe, pokazano je da DC nekompletno sazrevaju i nakon aktivacije antigenima drugih 

parazita kao što su Taenia crassiceps (Terrazas i sar., 2011), Echinococcus multilocularis 

(Nono i sar., 2012), Trypanosoma cruzi (Poncini i sar., 2008), Plasmodium falciparum 

(Bousheri i Cao, 2008), Laishmania donovani i Laishmania major (Revest i sar., 2008; 

Wiethe i sar., 2008). Slično kao T. spiralis, produkti ovih parazita uticali su na delimično 
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povećanje ekspresije MHC II i kostimulatornih molekula, pa čak i na odsustvo ekspresije 

nekih od ovih molekula na DC.  

Iako nepotpuno zrele, DC edukovane sa ES L1 antigenima T. spiralis i sa ovakvim 

fenotipom imaju kapacitet da prezentuju antigene T-ćelijama i produkuju citokine koji su 

važni signali za inicijaciju anti-inflamatornog i regulatornog tipa imunskog odgovora 

(Gruden-Movsesijan i sar., 2011). Upravo na osnovu produkcije citokina u ćelijskim 

supernatantima izvršena je i funkcionalna karakterizacija ovih ćelija. Potvrđeno je da u 

uspešno uspostavljenoj kuturi DC stimulisane ES L1 antigenima produkuju znatno manje 

IL-12p70, pro-inflamatornog citokina neophodnog za Th1 imunski odgovor, u odnosu na 

kontrolne ćelije. U isto vreme, produkcija anti-inflamatornog citokina IL-10 je bila 

značajno povećana pod uticajem ES L1 stimulacije, što ukazuje na anti-inflamatorni 

potencijal ovih ćelija i sposobnost da indukuju toleranciju na način kako je to već ranije 

opisano (Gruden-Movsesijan i sar. 2011; Ilic i sar., 2008). Citokinska produkcija od strane 

ovde prikazanih DC je u saglasnosti i sa rezultatima ostvarenim sa antigenima drugih 

parazita. Na primer, nakon stimulacije ES antigenima N. brasiliensis DC smanjeno 

produkuju IL-12p40 i IL-6 (Balic i sar., 2004). Takođe, i pretretman DC sa ES-62 

produktom parazita Acanthocheilonema viteae, kao i ES produktima parazita Brugia malayi 

inhibira produkciju IL-12 (Pineda i sar., 2015; Goodridge i sar., 2005; Semnani i sar., 

2003). I SEA antigeni parazita S. mansoni indukuju povećanu produkciju anti-

inflamatornog citokina IL-10 kod DC (Kane i sar., 2004). Iz  dosadašnjih  istraživanja, 

može se zaključiti da bez obzira na to koji su markeri i u kojoj meri eksprimirani na 

površini DC nakon stimulacije antigenima poreklom od nekoliko do sada ispitivanih 

helminata i protozoa, ove ćelije samo delimično sazrevaju i imaju sposobnost da 

usmeravaju imunski odgovor ka Th2 i/ili regulatornom tipu. 

S obzirom da ES L1 antigeni parazita T. spiralis edukuju DC poreklom od DA 

pacova tako da one dalje usmeravaju imunski odgovor u suprotnom pravcu od onog koji 

prati autoimunske bolesti, jedan od ciljeva rada bio je da se ispita da li i na koji način 

primena različitih doza tako stimulisanih DC datih 7 dana pre indukcije EAE doprinosi 

redukciji simptoma autoimunske bolesti. Naime, kada su u pitanju imunomodulatorni 

potencijali helminata u modelu EAE-a, prethodna istraživanja su pokazala da infekcija 
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parazitima T. spiralis (Gruden-Movsesijan i sar., 2010; 2008), Shistosoma mansoni (La 

Flamme i sar., 2003) i Trypanosoma cruzi (Tadokoro i sar., 2004) ima povoljno dejstvo na 

razvoj i tok autoimunske bolesti. DA pacovi inficirani mišićnim larvama T. spiralis 

razvijali su bolest blagog intenziteta, koja je trajala kraće i svi parametri vezani za procenu 

težine bolesti bili su značajno niži u odnosu na kontrolnu grupu životinja (Gruden-

Movsesijan i sar., 2010; 2008). S obzirom da primena živih parazita nije najoptimalniji 

način za tretman bolesti, hteli smo da ispitamo da li primena DC koje su edukovane 

antigenima parazita T. spiralis može da izazove modulaciju toka EAE-a koja se viđa tokom 

primene infekcije mišićnim larvama. Istraživanja Gruden-Movsesijan i saradnika (2011) su 

pokazala da DC stimulisane ES L1 antigenima, nakon in vivo aplikacije zdravim DA 

pacovima, imaju potencijal da polarišu imunski odgovor u pravcu Th2 i regulatornog tipa, 

kao i da indukuju ekspanziju Foxp3
+
 Treg ćelija, odnosno da usmere imunski odgovor na 

isti način kao i infekcija parazitom T. spiralis. Rezultati dobijeni u ovom radu, su po prvi 

put pokazali da DC stimulisane ES L1 antigenima i aplikovane 7 dana pre indukcije EAE-a 

imaju kapacitet da formiraju anti-inflamatorno okruženje koje nije pogodno za razvoj EAE-

a i koje odgovara smanjenju težine bolesti, tj. kreira se modulacija toka bolesti koja 

odgovara toku uočenom i pri primeni infekcije mišićnim larvama T. spiralis. Takođe, broj 

ćelija u infiltratima kičmenih moždina kod životinja koje su primile DC/ES L1 bio je 

značajno niži nego kod kontrolnih životinja posebno u fazi oporavka od bolesti što je u 

saglasnosti sa našim prethodnim rezulatatima o stepenu infiltracije CNS-a kod životinja 

kojima je indukovan EAE nakon infekcije mišićnim larvama T. spiralis (Gruden-

Movsesijan i sar., 2010). Dobijeni efekat primene DC/ES L1 na stepen infiltracije 

inflamatornih ćelija u tkivu kičmene moždine ukazuje da DC edukovane ES L1 antigenima 

uspešno suprimiraju inflamatorni proces u CNS-u. Jedno od mogućih tumačenja dobijenih 

rezultata je da je zapažena modulacija bolesti posledica obnovljenog statusa tolerancije 

indukovanog antigenima parazita, odnosno da su antigeni parazita indukovali tolerogeni 

status DC i posledičnu polarizaciju T-ćelijskog odgovora u pravcu regulatornog tipa. U tom 

slučaju aktivirane Treg ćelije imale bi sposobnost da suprimiraju ne samo specifični 

imunski odgovor na antigene parazita, već i na autoantigene. 
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Ublažavanje simptoma EAE-a nakon tretmana DC/ES L1 bilo je praćeno 

povećanom produkcijom IL-4, IL-10 i TGF-β, a smanjenom produkcijom IL-17 i IFN-γ, 

kao i ekspanzijom CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-ćelija kako na nivou ciljnog tkiva (CNS), tako i 

na sistemskom nivou u slezini. Na osnovu značajno povećane produkcije IL-4, može se 

zaključiti da profilaktička primena DC stimulisanih ES L1 antigenima pokreće Th2 

odgovor i da je visok nivo ovog citokina delom odgovoran za smanjenu produkciju IFN-γ. 

Sa druge strane, Treg ćelije, kao i visoki nivoi IL-10 i TGF-β, su najverovatnije uključeni u 

redukciju produkcije i Th1 i Th17 citokina odgovornih za razvoj autoimunosti. Prema tome, 

deluje da su Th2 tip imunskog odgovora uz jaku aktivaciju regulatorne mreže odgovorni za 

povoljne efekte koje DC edukovane ES L1 antigenima imaju na tok EAE-a (Stromnes i 

sar., 2008).  

Indukcija Foxp3
+
 Treg ćelija je jedan od mehanizama kojima tolerogene DC 

kontrolišu autoreaktivne T-limfocite (Chung i sar., 2013; Kornete i Piccirillo, 2012). Na 

značaj Treg ćelija u supresiji autoimunskih bolesti ukazala je studija McGeachy i saradnika 

(2005) koji su ustanovili da C57BL/6 miševi kod kojih su primenom monoklonskog anti-

CD25 antitela inaktivisane ili depletirane Treg ćelije imaju povećanu osetljivost za 

indukciju EAE-a i prestaju da budu otporni na reindukciju ove bolesti. Pokazano je i da je 

pasivni transfer CD4
+
CD25

+
 Treg ćelija izolovanih iz CNS-a C57BL/6 miševa u fazi 

oporavka od EAE-a, miševima 1 dan pre ili 1 dan posle indukcije EAE-a doveo do značajne 

supresije simptoma bolesti, dok primena CD4
+
CD25

+
 Treg ćelija izolovanih iz limfnih 

čvorova naivnih miševa nije imala takav efekat. Takođe, i pasivni transfer splenocita, 

zajedno sa detektovanim povećanim brojem Treg ćelija, poreklom iz pacova inficiranih 

mišićnim larvama T. spiralis uticao je na ublažavanje EAE-a (Gruden-Movsesijan i sar., 

2010). Regulatorne T-ćelije koje nastaju nakon infekcije helmintom T. spiralis i nakon 

primene DC stimulisanih ES L1 antigenima zajedno sa povišenim nivoima citokina IL-10 i 

TGF-β mogu biti uključene u kontrolu i Th2 odgovora na parazitsku infekciju, kao i Th1 i 

Th17 odgovora odgovornih za nastanak EAE-a. IL-10 je ključni citokin u oporavku od 

EAE-a (Zhang i sar., 2004), dok je TGF-β neophodan za indukciju Foxp3
+
 Treg limfocita i 

prepoznat kao centralna komponenta supresivne uloge Treg ćelija (Tran, 2012; Chen i 

Konkel, 2010). Huang i kolege (2000) su pokazali da aplikacija DC stimulisanih peptidom 
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MBP-a, MBP(68-86), indukuje protekciju od EAE-a kod Lewis pacova. Ćelije stimulisane 

autoantigenom u ovom eksperimentu predstavljale su adherentnu frakciju DC koja ima 

visok nivo ekspresije gena za IL-10 i nizak nivo ekspresije gena za IL-12 što odgovara 

produkciji citokina kod DC stimulisanih ES L1 antigenima u našem eksperimentu. Xiao i 

kolege (2004) su ukazali na terapeutski potencijal DC poreklom iz slezine koje su 

stimulisane IFN-γ na modelu akutnog EAE-a kod Lewis pacova i hronično-relapsnog EAE-

a kod C57BL/6 i SJL/J miševa. DC stimulisane TNF uspešno su suprimirale EAE-a kod 

miševa (Menges i sar., 2002), kao i eksperimentalni tireoiditis (Verginis i Carayanniotis, 

2005) i kolagenom indukovani artritis (van Duivenvoorde i sar., 2004). TNF indukuje 

delimično sazrevanje DC koje stimulišu proliferaciju Treg ćelija koje produkuju IL-10. 

Menges i saradnici (2002) su tretmanom miševa jednim intravenskim (i.v.) aplikovanjem 

DC stimulisanih TNF-om i MOG-om postigli ublažavanje znakova EAE-a, dok su 

primenom tri uzastopne aplikacije dobili potpunu zaštitu od razvoja bolesti što ukazuje na 

neophodnost ponovljene stimulacije antigenima. Autori ovog rada objašnjavaju da su tri 

doze neophodne za generisanje Treg ćelija. Potvrdne rezultate za ovakvu tvrdnju objavili su 

Pletinckx i saradnici (2011) koji su pokazali da nakon jedne stimulacije T-ćelija sa DC koje 

su prethodno stimulisane TNF-om dolazi do usmeravanja imunskog odgovora u pravcu 

Th2, ali ne i Treg imunskog odgovora u in vivo i in vitro uslovima. Za razliku od toga, naši 

rezultati pokazuju da je jedna doza DC/ES L1 dovoljna za aktivaciju Treg limfocita.  

Neke od glavnih nedoumica u vezi tolerogenih DC su njihov potencijal za kliničku 

primenu, njihova stabilnost posle in vivo aplikacije u smislu podložnosti različitim 

uticajima u organizmu primaoca, kao i mogućnost promene njihovog fenotipa iz 

tolerogenog u imunogeni (Hu i Wan, 2011). U studiji Menges i saradnika (2002) delimično 

zreo fenotip DC nije bio stabilan jer su nakon primene sekundarnog stimulusa LPS-a ove 

ćelije produkovale pro-inflamatorne citokine. Za razliku od njih, Yang i saradnici (2013) su 

pokazali da sekundarni stimulus sa LPS-om tokom 48h nije menjao imunosupresivni 

fenotip tolerogenih DC koji su dobili nakon stimulacije sa GM-CSF, IL-10 i TGF-β i da su 

ove ćelije bile potpuno rezistentne na maturaciju. Brojna istraživanja ukazuju da i način 

primene tolerogenih DC može imati uticaj na njihov terapeutski potencijal. Tako postoji 

više studija koje su pokazale da subkutano (s.c.) primenjene tolerogene DC imaju povoljno 
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dejstvo na tok EAE-a (Zhang i sar., 2004; Pettersson i sar., 2004; Xiao i sar., 2001; Huang i 

sar., 2000; Yang i sar., 2000). S druge strane, i.v. primena tolerogenih DC nije imala uticaj 

na tok eksperimentalnog modela astme (Nayyar i sar., 2012; Bellinghausen i sar., 2006), 

EAE-a kod pacova (Zhang i sar., 2004), dok je na modelu kardiomiopatije kod miša (Li i 

sar., 2006), u eksperimentalnom autoimunskom miokarditisu (Zimmermann i sar., 2012; 

Yang i sar., 2006) i dijabetesu (Besin i sar., 2008; Liang i sar., 2007) redukovala znake 

bolesti. Voigtlander i saradnici (2006) su pokazali da s.c. primenjene DC stimulisane TNF-

om nisu imale protektivnu ulogu u modulaciji EAE-a koja je ranije dobijena pri njihovoj 

i.v. aplikaciji. Moguće objašnjenje je da nakon subkutane aplikacije dolazi do promene 

tolerogenog statusa delimično zrelih DC nakon interakcije sa drugim DC u najbližem 

limfnom čvoru. Ipak, nakon intracerebralne aplikacije DC stimulisanih TNF-om kod 

miševa one i dalje zadržavaju tolerogenu ulogu i odlažu ili čak sprečavaju nastanak EAE-a 

putem indukcije limfocita koji produkuju IL-10 na periferiji i suprimiranjem produkcije IL-

17 u CNS-u (Zozulya i sar., 2009). Najbolje rezultate u inhibiciji kolagenom indukovanog 

artritisa dala je intraperitonealna (i.p.) primena DC koje eksprimiraju IL-4 u odnosu na s.c. i 

i.v. primenu (Morita i sar., 2001). Iako nismo sigurni šta se događa nakon i.p. aplikacije 

DC/ES L1 možemo da pretpostavimo da su stabilne jer nakon njihove primene dolazi do 

supresije bolesti i uspostavljanja anti-inflamatorne sredine koja traje od indukcije EAE-a pa 

sve do kraja perioda posmatranja. Očigledno je da anatomska lokalizacija patološkog 

procesa u konkretnoj bolesti ima značaj za odabir mesta i načina aplikacije tolerogenih DC 

pri čemu očekujemo da ćelije budu kompetentne za migraciju i da će putovati do ciljnog 

mesta gde su lokalizovane patološke promene ili do drenirajućih limfnih čvorova da bi 

došle u kontakt sa odgovarajućim efektorskim T-limfocitima (Gordon i sar., 2014).  

Ublažavanje simptoma bolesti u našem eksperimentu bilo je direktno zavisno od 

primenjene doze DC stimulisanih ES L1 antigenima. Najniža doza od 0,5 x 10
6
 DC/ES L1 

nije imala uticaj na tok bolesti, dok je tretman najvećom dozom od 5 x 10
6
 DC/ES L1 imao 

najjači uticaj na ublažavanje simptoma EAE-a. Za razliku od naših rezultata, Lim i 

saradnici (2009) su na eksperimentalnom modelu artritisa kod miševa pokazali da do 

ublažavanja simptoma bolesti dolazi samo pri primeni male doze od 2 x 10
5
 DC 

stimulisanih TNF-α, dok je pri primeni 2 x 10
6
 ćelija došlo do pogoršanja bolesti. Takođe, 
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Yang i saradnici (2013) su pri primeni tri doze tolerogenih DC primetili da najniža (5 x 10
4
) 

i najveća (5 x 10
6
) doza nisu imale uticaj na menjanje toka artritisa kod miševa, dok je doza 

od 5 x 10
5
 uspešno suprimirala bolest. I u eksperimentalnom modelu miokarditisa, 

tolerogene DC stimulisane miozinom primenjene u manjim dozama (od 2 x 10
5
 i 1 x 10

6
) 

dovele su do smanjenja inflamacije u tkivu srčanog mišića, dok je pri primeni većeg broja 

ćelija (od 2 x 10
6
) došlo do povećanja inflamacije (Lee i sar., 2014). Očigledno je da 

dosadašnja istraživanja ukazuju na to da terapeutski potencijal delimično zrelih DC u 

terapiji autoimunskih bolesti može da zavisi i od primenjene doze ćelija, od konkretnog 

animalnog model sistema, ali i od vrste autoimunske bolesti koja se tretira.  

Pored supresivne aktivnosti Treg ćelija koja je specifična za antigene, ove ćelije 

svoju aktivnost mogu da ispoljavaju i putem „bystander“ supresije (Maloy i Powrie, 2001), 

kao što je to slučaj u modelu bolesti korišćenom u ovom radu. Regulatorne ćelije, jednom 

aktivirane svojim specifičnim antigenom, imaju sposobnost da inhibiraju efektorske 

funkcije T-ćelija nezavisno od njihove antigene specifičnosti (Thornton i Shevach, 2000). 

U eksperimentalnim modelima spontanog nastanka EAE-a, transfer CD4
+ 

T-ćelija iz 

zdravih životinja sprečava nastanak bolesti (Van de Keere i Tonegawa, 1998), što ukazuje 

na postojanje Treg ćelija čija je aktivnost nespecifična za antigene. Pristup lečenju 

autoimunskih oboljenja koji bi koristio „bystander“ supresiju mogao bi da da ohrabrujuće 

rezultate jer za veliki broj bolesti još uvek nisu definisani ciljni autoantigeni. Iako postoji 

još dosta nepoznanica u vezi sa potencijalnom primenom prethodno stimulisanih, 

tolerogenih DC u tretmanu autoimunskih oboljenja, rezultati dobijeni u ovom radu 

pokazuju da su DC stimulisane ES L1 antigenima sposobne ne samo da izazovu, već i da 

održe anti-inflamatorni i regulatorni imunski odgovor nezavisno od indukcije EAE-a, sa 

posledičnom redukcijom bolesti ili čak protekcijom od iste.   

S obzirom da smo prethodno pokazali da u evolucijom uspostavljenom sistemu 

parazit-domaćin, zahvaljujući kontinuiranoj molekulskoj komunikaciji između parazita T. 

spiralis i domaćina, dolazi do uspešne modulacije imunskog odgovora na autoantigene 

(Gruden-Movsesijan, 2010; 2008), naš sledeći korak bilo je ispitivanje da li isti efekat u 

ublažavanju toka i težine autoimunskog oboljenja može da se postigne, pored antigenom 

edukovanih DC, i primenom samih, izolovanih ES produkata parazita. Tako su naša dalja 
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ispitivanja pratila uticaj aplikovanja ES L1 antigena parazita T. spiralis na tok bolesti. 

Dobijenim rezultatima je potvrđen potencijal ES L1 antigena, primenjenih dvokratno pre 

indukcije bolesti, da utiču na tok autoimunskog oboljenja u CNS-u, tj. da značajno 

redukuju znake EAE-a što se ogleda u nižem maksimalnom stepenu težine bolesti i 

kumulativnom indeksu, kasnijem početku i kraćem trajanju bolesti kod životinja tretiranih 

ES L1 pre indukcije EAE-a. Ovi produkti parazita T. spiralis su nakon profilaktičke 

primene imali kapacitet da menjaju tok EAE-a putem preusmeravanja imunskog odgovora 

u pravcu Th2 na periferiji i u CNS-u, kao i putem aktivacije Treg ćelija. Aplikacija ES L1 

antigena dovela je takođe i do pojave nekonvencionalnih CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 Treg ćelija, 

koje su bile prisutne u visokom procentu i na periferiji i u centralnom nervnom sistemu 

životinja tretiranih ES L1 antigenima pre indukcije EAE-a, čija uloga još nije rasvetljena  

ali, za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u ublažavanju simptoma bolesti.  

Supresija Th1/Th17 odgovora zapažena u tretmanu ES L1 antigenima može biti 

posledica pojačanog Th2 i anti-inflamatornog odgovora tj. povećane produkcije IL-4 i IL-

10, jer je poznato da su citokini IL-4 i IL-10 medijatori koji mogu da spreče proliferaciju 

Th1 limfocita i produkciju pro-inflamatornih citokina (Hocke i sar., 2006). Efekat primene 

ES L1 antigena bio je najuočljiviji na povećanje produkcije IL-4 koje je bilo prisutno kako 

u ciljnom tkivu, tako i na sistemskom nivou, tokom čitavog perioda praćenja bolesti. Visok 

nivo ovog citokina je najverovatnije imao presudnu ulogu u smanjenju produkcije IFN-γ.  

Značajno umanjen nivo IFN-γ i IL-17 citokina, koji su inače neophodni za razvoj i 

progresiju EAE-a, bio je zapažen kod životinja tretiranih ES L1 antigenima pre indukcije 

bolesti. Može se pretpostaviti da je usmeravanje imunskog odgovora u pravcu Th2 tipa, 

indukovano primenom ES L1 antigena, i posledična redukcija Th1/Th17 odgovora, zapravo 

mehanizam koji je delom odgovoran za ublažavanje toka EAE-a. Deo supresivnog efekta 

ES L1 antigena na produkciju pro-inflamatornih citokina može se pripisati efektu IL-10, 

koji je tokom praćenja EAE-a obilno produkovan u tkivu CNS-a. TGF-β je citokin koji ima 

ulogu u regulisanju stečenog imunskog odgovora i u aktivaciji Foxp3
+
 Treg ćelija (Travis i 

Sheppard, 2014). Profilaktička primena ES L1 antigena je imala zanemarljiv uticaj na nivo 

produkcije ovog regulatornog citokina na sistemskom nivou tokom celog perioda praćenja 

bolesti. Jedino je na nivou CNS-a u efektorskoj fazi bolesti došlo do povećanja produkcije 



82 
 

TGF-β. Može se zaključiti da uočena imunomodulacija posredovana ES L1 antigenima nije 

zavisna od TGF-β. Rezultati dobijeni u ovom radu sa profilaktičkom primenom ES L1 

antigena parazita T. spiralis koreliraju sa rezultatima autora koji su koristili totalni solubilni 

ekstrakt, dobijen homogenizacijom celih mišićnih larvi  T. spiralis (tzv. sirovi antigen), u 

modulaciji toka EAE-a (Kuijk i sar., 2012), kao i eksperimentalnog kolitisa (Motomura i 

sar., 2009). Motomura i saradnici (2009) su ispitali ulogu sirovog antigena T. spiralis u 

modulaciji toka eksperimentalnog kolitisa umesto infekcije ovim parazitom. Primena 

sirovog antigena mišićnih larvi parazita submukozno u rektum pre indukcije kolitisa dovela 

je do značajne redukcije znakova bolesti koja je bila praćena aktivacijom Th2 imunskog 

odgovora sa povećanom produkcijom IL-13, kao i regulatornog tipa odgovora uz povećanje 

TGF-β. Posledično je došlo do supresije Th1 posredovanog inflamatornog odgovora i 

smanjene produkcije citokina IL-1β. Ovi rezultati su ukazali na značaj lokalno primenjenih 

antigena helminta u modulaciji toka kolitisa putem aktivacije Th2 ćelijske populacije i 

povećanja broja Treg limfocita. Upravo su ovom studijom Motomura i saradnici (2009) 

doprineli novim saznanjima vezanim za mogućnost razvoja terapije Chron-ove bolesti 

bazirane na primeni antigena parazita umesto terapije infekcijom. Kuijk i saradnici (2012) 

su primenom solubilnih antigena parazita T. suis i T. spiralis uspešno ublazili tok EAE-a, 

ali bez objašnjavanja mehanizama koji se nalaze u osnovi dobijene imunomodulacije 

autoimunske bolesti. Takođe, postoje i podaci drugih autora o imunomodulatornom dejstvu 

ES antigena različitih životnih stadijuma T. spiralis. Intraperitonealna primena ES L1 

antigena imala je protektivno dejstvo i na eksperimentalno izazvanu polimikrobnu sepsu 

kod C57BL/6 miševa. Povoljno dejstvo tretmana se ogledalo u smanjenom oštećenju 

bubrega i jetre, kao i smanjenom mortalitetu kod tretiranih životinja, uz smanjen nivo pro-

inflamatornih citokina TNF, IL-1β, IL-6, a povećan nivo regulatornih citokina IL-10 i TGF-

β u serumu (Du i sar., 2014). Takođe, značajno ublažavanje simptoma eksperimentalnog 

kolitisa kod C57/BL6 miševa uspešno je postignuto intraperitonealnom primenom ES 

produkata adultnih oblika parazita T. spiralis. U osnovi imunomodulatornog efekta bila je 

aktivacija Treg ćelija i povećanje produkcije citokina IL-10 i TGF-β praćena smanjenjem 

produkcije pro-inflamatornih citokina IFN-γ, IL-6 i IL-17 na nivou slezine, mezenteričnih 

limfnih čvorova i kolona, dok je nivo Th2 citokina IL-4 i IL-13 bio povišen samo u slezini i 
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limfnim čvorovima, ali ne i u kolonu (Yang i sar., 2014). Naši rezultati se takođe slažu i sa 

rezultatima studije u kojoj je za tretman EAE-a korišćen solubilni antigen jaja parazita S. 

japonicum, dat profilaktički pre indukcije bolesti ili tokom prekliničke faze bolesti. Ovakav 

tretman je rezultovao smanjenjem težine bolesti koja je bila praćena povećanjem produkcije 

Th2 citokina IL-4, a smanjenjem produkcije pro-inflamatornog citokina IFN-γ na periferiji i 

u CNS-u, što je u korelaciji sa našim rezultatima (Zheng i sar., 2008). I intraperitonealna 

aplikacija solubilnih antigena jaja parazita S. mansoni suprimirala je nastanak T1D kod 

NOD miševa indukcijom Th2 i regulatornog tipa imunskog odgovora (Zaccone i sar., 

2009). Insulitis u okviru T1D kod NOD miševa uspešno je sprečen i intraperitonealnom 

primenom ES produkata helminta Fasciola hepatica (Lund i sar., 2014). Ekskretorno-

sekretorni glikoprotein ES-62 parazita Acanthocheilonema viteae ublažava artritis 

indukovan kolagenom na mišjem modelu supresijom produkcije Th1 tipa citokina, ali bez 

aktivacije Th2 tipa imunskog odgovora (Pineda i sar., 2012; Harnett i sar., 2010). Takođe, i 

ES produkti nematode Nippostrongylus brasiliensis suprimiraju razvoj astme kod miševa 

preosetljivih na ovalbumin (Trujillo-Vargas i sar., 2007), a administracija ES produkata 

adulta u periodu senzitizacije kompletno blokira produkciju mukusa, eozinofiliju i značajno 

smanjuje hiperreaktivnost disajnih puteva (Harnett i Harnett, 2009). Očigledno je da uticaj 

helmintskih produkata na razvoj i tok različitih inflamatornih poremećaja može biti vrlo 

raznolik, što zavisi od prirode helmintskih produkata, kao i od organizma domaćina.  

S obzirom da Treg ćelije aktivno učestvuju u ublažavanju jačine EAE-a i rezoluciji 

bolesti (O’Connor i Anderton, 2008; Hori i sar., 2002; Olivares-Villagomez i sar., 1998) ili 

u odlaganju početka bolesti (Lowther i sar., 2013), a i da su prethodni rezultati ovog rada 

pokazali da ES L1 antigeni posredstvom i.p. aplikovanih stimulisanih DC utiču na 

povećanje proporcije Treg ćelija kod tretiranih životinja, ispitali smo da li tretman 

izolovanim ES L1 antigenima ima uticaj na povećanje procentualne zastupljenosti Foxp3
+
 

Treg ćelija kod životinja kojima je indukovan EAE. Dobijeni rezultati su pokazali da ES L1 

antigeni izazivaju značajno povećanje zastupljenosti CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-ćelija na 

periferiji i u CNS-u tokom efektorske i faze oporavka od bolesti u odnosu na životinje 

tretirane PBS-om. Povećanje broja Treg ćelija u fazi oporavka od EAE-a u korelaciji je sa 

rezultatima drugih autora (Korn i sar., 2007; O’Connor i sar., 2007; McGeachy i sar., 
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2005). Ovakav rezultat je bio očekivan jer je poznato da Treg ćelije imaju značajnu ulogu u 

supresiji znakova EAE-a i rezoluciji bolesti. Kontrola jačine inflamatornog odgovora i 

autoreaktivnih efektorskih ćelija od strane Treg limfocita potvrđena je u eksperimentima u 

kojima je nakon uklanjanja Treg ćelija pre indukcije EAE-a, došlo do pogoršanja bolesti 

koje je bilo praćeno povećanom produkcijom IFN-γ i IL-17 (McGeachy i sar., 2005; Reddy 

i sar., 2005). Glavni medijatori supresivne uloge Treg ćelija su citokini IL-10 i TGF-β 

(Marie i sar., 2005). Ipak, IL-10 je prepoznat kao ključni citokin modulacije EAE-a koja je 

posredovana Treg ćelijama (Zhang i sar., 2004). Pored naših, i studije drugih autora koji su 

koristili različite antigene parazita pokazuju da paraziti indukuju regulatorni tip imunskog 

odgovora praćen aktivacijom CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T-limfocita koji suprimiraju 

autoreaktivne efektorske ćelije (Chaudhry i sar., 2011; Metenou i sar., 2010; Doetze i sar., 

2000). Ipak, na osnovu naših rezultata možemo zaključiti da primena ES L1 produkata T. 

spiralis ima povoljan efekat na tok EAE-a, ali ne izaziva imunski odgovor koji je 

karakterističan za infekciju ovim parazitom. Iako su pokušaji iznalaženja adekvatnijeg i 

manje invazivnog pristupa u tretmanu autoimunskih bolesti, u odnosu na infekciju živim 

parazitima, veoma dobrodošli, moguće je da izolovani produkti parazita ne mogu da 

zamene evolutivno kreiran odnos između domaćina i parazita. Ipak, ukoliko se primene u 

odgovarajućem trenutku, adekvatnoj dozi i pogodnom dinamikom, izolovani antigeni 

parazita mogu pokrenuti imunomodulaciju bolesti i ublažiti joj tok. Ovo je dovoljan razlog 

da se ovi produkti i njihovi efekti na imunski odgovor i tok autoimunskog oboljenja i dalje 

intenzivno ispituju. 

Ispitivanja sprovedena u ovom radu pokazala su da aplikacija ES L1 antigena DA 

pacovima pre indukcije EAE-a dovodi do značajnog povećanja zastupljenosti 

nekonvencionalnih CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 T-ćelija i na sistemskom i na lokalnom nivou. 

Ovakav efekat u modulaciji EAE-a pomoću parazita T. spiralis do sada je zapažen samo u 

tretmanu sa ES L1 antigenima dok aplikacija dendritskih ćelija stimulisanih ES L1 

antigenima (Sofronic i sar., 2013), kao i infekcija mišićnim larvama parazita (Gruden-

Movsesijan i sar., 2010; 2008) ne izazivaju ekspanziju Foxp3
+
 populacije ćelija koja ne 

eksprimira CD25.  
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 Različite eksperimentalne studije su potvrdile da pored CD25
+
 T-ćelija, 

imunosupresivno dejstvo u in vitro i in vivo uslovima imaju i CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 T-ćelije, 

CD8
+
 T-ćelije, kao i T-ćelije prirodne ubice (Garba i sar., 2002; Sonoda i sar., 2001; 

Haynes i sar., 2000). Takođe, pokazano je da je za regulatornu aktivnost T-limfocita na 

mišjem modelu neophodna ekspresija Foxp3, ali ne i ekspresija CD25 molekula (Fontenot i 

sar., 2005). Regulatorna funkcija CD4
+
CD25

-
 T-ćelijske populacije pokazana je i u studiji o 

protektivnom efektu ovih ćelija na nastanak dijabetesa (Stephens i Mason, 2000). Takođe, 

pokazano je postajanje i regulatorna uloga CD4
+
CD25

-
 T-ćelija u eksperimentanim 

modelima autoimunskog encefalomijelitisa (Furtado i sar., 2001; Olivares-Villagomez i 

sar., 2000) i inflamatorne bolesti creva (Annacker i sar., 2001). U model sistemu tolerancije 

indukovane bakterijskim superantigenima pokazano je da CD25
-
 T-ćelije imaju regulatornu 

ulogu koja se ogleda u supresiji odgovora na stafilokokni enterotoksin B i to posredstvom 

povećane produkcije IL-10 (Feunou i sar., 2003). I u našem model sistemu, ćelije infiltrata 

kičmene moždine produkovale su značajno više IL-10 od ćelija kontrolnih životinja i nivo 

ovog citokina je bio u korelaciji sa brojem CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 T-ćelija u infiltratima 

kičmenih moždina. Imunoregulatorna uloga CD4
+
Foxp3

+
 T-ćelija koje ne eksprimiraju 

CD25 pokazana je i kod miševa inficiranih bakterijom Bordetella pertussis (Coleman i sar., 

2012). Ova ćelijska populacija je bila dominantna u plućima, slezini i gastorintestinalnom 

traktu inficiranih miševa i putem produkcije IL-10 uticala na kontrolu imunskog odgovora 

na infektivni agens i na uspostavljanje tolerancije. Jedno od mogućih objašnjenja porekla 

CD25
-
 T-ćelija jeste da ova populacija ćelija predstavlja rezervoar CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
 T-

ćelija koje se mogu regrutovati u slučaju potrebe, na primer u slučaju nastanka 

autoimunskih bolesti (Zelenay i sar., 2005). Nekoliko studija je dokumentovalo postojanje 

povišenog broja CD25
-
 Treg ćelija u krvi pacijenta obolelih od sistemskog lupusa (Bonelli i 

sar., 2009; Lin i sar., 2007). Kod pacijenata obolelih od multiple skleroze u fazi remisije 

utvrđen je normalan nivo CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Treg ćelija, dok u relapsnoj fazi kod ovih 

pacijenata postoji povećan broj CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 Treg limfocita na sistemskom nivou i 

ove ćelije imaju sposobnost da suprimiraju efektorske T-limfocite u in vitro uslovima 

(Fransson i sar., 2010). Na osnovu naših, i rezultata drugih autora može se zaključiti da 

populacija ovih ćelija doprinosi modulaciji EAE-a koja se postiže primenom metaboličkih 
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produkata mišićnih larvi T. spiralis. Imajući u vidu da samo tretman sa ES L1 antigenima 

indukuje ekspanziju CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 T-ćelija može se pretpostaviti da profilaktička 

promena ovih antigena doprinosi supresiji bolesti upravo putem aktivacije Foxp3
+
 Treg 

ćelija ovog fenotipa, uz  pokretanje Th2 i regulatornog tipa imunskog odgovora.  

Na osnovu dosadašnjih istraživanja modulacije autoimunskih bolesti primenom 

parazita i njihovih produkata jasno se može zaključiti da molekularni mehanizmi 

modulacije autoimunskih bolesti zavise kako od vrste parazita i prirode primenjenih 

produkata parazita, tako i od domaćina i od vrste bolesti koja se tretira. Sumiranjem 

dosadašnjih saznanja vezanih za protektivni efekat helmintskih infekcija u autoimunskim 

bolestima jasno je da u osnovi imunomodulacije leži nekoliko mehanizama: dominacija 

Th2 ćelijske populacije i Th2 odgovora (Pulendran i Artis, 2012), aktivacija Treg ćelija 

(Taylor i sar., 2012), Breg ćelija (Hussaarts i sar., 2011) i pojava alternativno aktiviranih 

makrofaga (Van Dyken i Locksley, 2013). Krajnji efekat imunomodulacije je kreiranje 

anti-inflamatorne sredine koja pogoduje i parazitu i domaćinu (Allen i Maizels, 2011). Na 

ovaj način, obezbeđijući sebi opstanak helminti kao što je T. spiralis pomažu i organizmu 

domaćina. Rezultati ove studije dali su doprinos izučavanju imunomodulatornih svojstava 

metaboličkih antigena parazita T. spiralis što predstavlja veoma aktuelnu temu ispitivanja. 

Ukazali su na mogućnost primene novog pristupa u tretmanu EAE-a koji bi podrazumevao 

upotrebu DC stimulisanih ES L1 antigenima ili primenu samih ES L1 antigena parazita pre 

indukcije autoimunske bolesti. Očekuje se da će u skoroj budućnosti biti izolovane i 

definisane pojedinačne komponente ES antigena parazita koje imaju isti efekat u supresiji 

autoimunskih bolesti kao infekcija ili primena solubilnih antigena s ciljem da se razvije 

novi pristup u lečenju hroničnih inflamatornih bolesti koje u današnje vreme dobijaju 

razmere epidemije.  
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Na osnovu dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima mogu se doneti sledeći 

zaključci: 

 

1. Nakon aktivacije DC sa ES L1 antigenima parazita Trichinella spiralis dolazi do njihovog 

delimičnog sazrevanja i niske produkcije pro-inflamatornog citokina IL-12p70 i povećane 

produkcije anti-inflamatornog citokina IL-10.  

 

2. U ovom radu prvi put je pokazan inhibitorni efekat dejstva dendritskih ćelija edukovanih sa 

ES L1 antigenima T. spiralis (DC/ES L1) na razvoj EAE-a. Ustanovljeno je da je to dozno 

zavisan fenomen, pri čemu je najveći uticaj na parametre koji ukazuju na smanjenje težine 

bolesti ostvaren primenom doze od 5 x 10
6
 DC/ES L1.  

 

3. Tretman DA pacova sa DC/ES L1 i to pre indukcije EAE-a dovodi do značajne redukcije 

simptoma autoimunske bolesti. Mehanizam koji je u osnovi ovog fenomena zasniva se na 

polarizaciji imunskog odgovora u pravcu Th2 i regulatornog tipa praćenog povećanom 

produkcijom IL-4, IL-10 i TGF-β, a smanjenom produkcijom pro-inflamatornih citokina 

IFN-γ i IL-17. Takođe, dolazi do povećanja procentualne zastupljenosti CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 

Treg ćelija u populaciji T-limfocita na sistemskom novou u slezini i na nivou ciljnog 

organa, u CNS-u.  

 

4. Rezultati dobijeni u ovom radu po prvi put su pokazali da direktno davanje različitih doza 

izolovanih ES L1 antigena parazita T. spiralis DA pacovima u različitim terminima može 

dovesti do modulacije EAE-a na dozno zavisan način. Najveći uticaj ostvaren je primenom 

doze od 250 µg koja je data u dva termina i to u smislu odlaganja početka bolesti, 

smanjenja incidencije, suprimiranja razvoja kliničkih znakova i skraćenja trajanja bolesti.  
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5. Primena ES L1 antigena indukuje ubedljiv Th2 odgovor na sistemskom i lokalnom nivou, 

kao i anti-inflamatorni odgovor na nivou ciljnog tkiva, uz smanjenu produkciju pro-

inflamatornih citokina, bez značajnog uticaja na promenu produkcije anti-inflamatornih i 

regulatornih citokina (IL-10 i TGF-β) na sistemskom nivou. Primena izolovanih antigena 

pokreće ekspanziju Treg ćelija, ali nekonvencionalnog, dominantno CD4
+
CD25

-
Foxp3

+
 

fenotipa i na periferiji i na nivou ciljnog organa. 

 

6. Ovaj rad ukazuje da ne samo infekcija parazitom T. spiralis već i profilaktički tretman 

njenim produktima (bilo posredstvom DC stimulisanih sa ES L1 ili direktnom aplikacijom 

ES L1 antigena) daje sličan efekat ublažavanja toka bolesti. Dobijeni rezultati takođe 

ukazuju da u osnovi različitih tretmana leže različiti mehanizmi, a to se najviše odnosi na 

razlike u populacijama Treg limfocita koje se aktiviraju i proliferišu pod uticajem direktne 

aplikacije ES L1 u odnosu na tretman DC stimulisanih sa ES L1.  
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SPISAK SKRAĆENICA 

 

DC - dendritske ćelije 

LPS - lipopolisaharid 

T reg - regulatorni T-limfociti 

IL - interleukin 

TGF-β - transformišući faktor rasta β 

MS - multipla skleroza  

T1D - dijabetes melitus tip 1  

IBC - inflamatorna bolest creva  

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

Breg - regulatorni B-limfociti 

CNS - centralni nervni sistem 

PLP - proteolipidni protein 

MBP - mijelin bazni protein 

IFNγ - interferon γ 

MMPs - matriksne metaloproteinaze 

NO - azot monoksid 

TNF - faktor nekroze tumora 

MOG - mijelin oligodendrocitni glikoprotein 

MAG - mijelin-asocirani glikoprotein 

MOBP - mijelin-asocirani oligodendrocitni bazni protein 

DA - Dark Agouti pacovi 

AO - Albino Oxford pacovi 

T. spiralis - Trichinella spiralis 

T. suis - Trichuris suis  

L1 - mišićne larve parazita Trichinella spiralis 

PC - fosforilholin  

NBL - novorođene larve parazita Trichinella spiralis 

ES L1 - ekskretorno-sekretorni produkti mišićnih larvi parazita Trichinella spiralis (ES L1)  



126 
 

HSP - protein toplotnog šoka  

Th1 - Th1 limfociti 

Th2 - Th2 limfociti  

Th17 - Th17 limfociti  

AAМ - alternativno aktivirani makrofagi  

NK - ćelije prirodne ubice (engl. Natural Killer cells, NK) 

ADCC - ćelijska citotoksičnost zavisna od antitela (engl. antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity - ADCC) 

SEA - solubilni antigen jaja (eng. soluble egg antigens - SEA) parazita Shistosoma mansoni 

NES - ekskretorno-sekretorni antigeni parazita Nippostrongylus brasiliensis  

ES-62 - ekskretorno-sekretorni produkt filarialne nematode Acanthocheilonema viteae 

molekulske mase 62 kDa  

                  ELISA - imunoenzimski test na čvrstoj fazi (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- 

ELISA) 

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibilty Complex-

MHC) 

T. spiralis - Trichinella spiralis  

S. mansoni - Shistosoma mansoni 

N. brasiliensis - Nippostrongylus brasiliensis 
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