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Ispitivanje terapijskog dejstva arilpiperazinskih dopaminergičkih liganada u 

modelu multiple skleroze kod pacova 

 

Sažetak 

 

U ovom radu je ispitivano dejstvo dva novosintetisana arilpiperazinska D2/5-HT1A 

dopaminergička/serotoninergička liganda, koji ispoljavaju neuroprotektivna svojstva in 

vitro, u eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE) kao modelu 

multiple skleroze kod pacova. Oba jedinjenja, N-{4-[2-(4-phenyl-piperazin-1-yl)-

ethyl}-phenyl]-picolinamide (6a) i N-{3-[2-(4-phenyl-piperazin-1-yl)-ethyl]-phenyl}-

picolinamide (6b), su u dozi od 10 mg/kg i.p. ispoljila pozitivan efekat na klinički tok 

EAE-a kod Dark Agouti pacova imunizovanih homogenatom kičmene moždine (KM), 

pri čemu je derivat 6b ispoljavao nešto izraženiji efekat u odlaganju početka bolesti i 

snižavanju maksimalne kliničke težine, što je u skladu sa njegovim višim afinitetom za 

D2 i 5-HT1A receptore. Povoljan efekat na klinički tok EAE-a se zadržavao ukoliko je 

tretman vršen tokom efektorske faze bolesti (od 8. dana pa na dalje), ali ne i tokom 

induktivne faze (od 0. do 7. dana) EAE-a. Arilpiperazini su smanjivali infiltraciju CNS-

a inflamatornim ćelijama, kao i ekspresiju iRNK za proinflamatorne citokine TNF, IL-6, 

IL-1, i GM-CSF, TH1 citokin IFN-γ, TH17 citokin IL-17, kao i za glavne transkripcione 

faktore TH1 (T-bet) i TH17 (RORγt) ćelija u tkivu CNS-a ali nisu uticali na ekspresiju 

proinflamatornih medijatora u infiltratu mononuklearnih ćelija, niti su menjali njegov 

ćelijski sastav. Tretman arilpiperazinima je smanjio apoptotsku ćelijsku smrt i povećao 

aktivnost kinaze Akt (engl. v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene), važne u 

preživljavanju ćelija, i supstrata glavnog inhibitora autofagije mTOR-a (engl. 

mammalian target of rapamycin), p70S6K kinaze (engl. ribosomal protein S6 kinase) u 

CNS-u životinja obolelih od EAE-a. Konačno, u in vitro kokultivaciji oligodendrocita i 

neurona sa stimulisanim T limfocitima, arilpiperazini su ispoljili neuroprotektivan 

efekat prema oligodendrocitnoj (OLN-93) i neuronskoj (PC12) ćelijskoj liniji, 

spasavajući ih od normalnih T ćelija aktiviranih mitogenom i encefalitogenih T ćelija 

stimulisanih mijelin-baznim proteinom, ali nisu uticali na imunomodulatornu aktivnost 

T limfocita. U zaključku, rezultati ove teze ukazuju na to da arilpiperazinski 

dopaminergički/serotoninergički ligandi suprimiraju EAE putem direktne 



  

neuroprotekcije i smanjivanjem inflamacije CNS-a, pre nego putem očigledne 

imunomodulacije, što predstavlja obećavajuću polaznu osnovu za njihova buduća 

ispitivanja u terapiji neuroinflamacije. 

 

Ključne reči: arilpiperazini, EAE, inflamacija, infiltracija, apoptoza, neuroprotekcija 

Naučna oblast: molekularna medicina 

Uža naučna oblast: neuroinflamacija 

UDK broj: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Investigation of therapeutic effect of arylpiperazine dopaminergic ligands in the 

model of multiple sclerosis in rats 

 

 

Abstract 

 

In the present study we investigated the effect of the two newly synthesized 

arylpiperazine D2/5-HT1A dopaminergic/serotoninergic ligands, which display 

neuroprotective properties in vitro, in experimental autoimmune encephalomyelitis 

(EAE), as an animal model of multiple sclerosis. Both compounds, N-{4-[2-(4-phenyl-

piperazin-1-yl)-ethyl}-phenyl]-picolinamide (6a) and N-{3-[2-(4-phenyl-piperazin-1-

yl)-ethyl]-phenyl}-picolinamide (6b), at 10 mg/kg i.p, reduced clinical signs of EAE in 

the spinal cord homogenate-immunized Dark Agouti rats. Compound 6b had somewhat 

pronounced effect in delaying the disease onset and reducing the maximal clinical score, 

which correlated with its higher affinity for D2 and 5-HT1A receptors. The protection 

was retained if the treatment was limited to the effector (from day 8 onwards), but not 

the inductive (day 0-7) phase of EAE. Arylpiperazines reduced CNS immune cell 

infiltration and expression of mRNA encoding proinflammatory cytokines TNF, IL-6, 

IL-1, and GM-CSF, TH1 cytokine IFN-γ, TH17 cytokine IL-17, as well as the signature 

transcription factors of TH1 (T-bet) and TH17 (RORγt) cells in the CNS tissue, 

arylpiperazines did not affect the expression of mRNA for proinflammatory mediators 

in mononuclear cell infiltrate, neither they changed its cellular composition. 

Arylpiperazine treatment reduced apoptotic cell death and increased activation of the 

prosurvival kinase Akt (v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene) and p70S6K kinase 

(ribosomal protein S6 kinase), the substrate of the major autophagy inhibitor mTOR 

(mammalian target of rapamycin), in the CNS of EAE animals. Finally, the in vitro 

treatment with arylpiperazines protected oligodendrocyte cell line OLN-93 and neuronal 

cell line PC12 from mitogen-activated normal T cells or myelin basic protein-activated 

encephalitogenic T cells, without exerting immunomodulatory activity. In conclusion, 

results of this thesis indicate that arylpiperazine dopaminergic/serotonergic ligands 

suppress EAE through a direct neuroprotective action and decrease in CNS 



  

inflammation, rather then through an overt immunomodulation, which is a promising 

starting point for their future exploration in the therapy of neuroinflammation. 

Key words: arylpiperazines, EAE, inflammation, infiltration, apoptosis, 

neuroprotection 

Research area: Molecular medicine 

Research field: Neuroinflammation 

UDC number: 
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1. U V O D 

 

 

1.1. MULTIPLA SKLEROZA 

 

 

Imunski sistem je odbrambeni sistem koji se tokom evolucije razvio da bi 

zaštitio organizam od ogromnog broja patogenih vrsta, kao i od različitih patoloških 

promena koje se dešavaju u ćelijama i telesnim strukturama. U normalnom stanju, naš 

imunski sistem se nalazi u stanju tolerancije sopstvenog, u kome ne napada normalne 

strukture svog tela. Ipak, nedostaci ili poremećaji mehanizama koji održavaju 

toleranciju na sopstveno vode autoimunosti, koja se odlikuje preteranim imunskim 

odgovorom i nekontrolisanom inflamacijom (Gonsette, 2012). 

 

Najčešće autoimunske bolesti kao što su reumatoidni artritis, multipla skleroza, 

dijabetes melitus tipa I, sistemski lupus eritematozus, Grejvsova bolest, i druge 

pogađaju približno 5% ljudske populacije i uglavnom nemaju poznatu etiologiju i 

zadovoljavajuću terapiju (Marrack i sar., 2001). Za razliku od monogenskih bolesti koje 

pokazuju klasično Mendelovo nasleđivanje, gde je uzročnik jedan gen sa velikim 

fenotipskim efektom, ove bolesti su rezultat složene interakcije između brojnih genskih, 

sredinskih i stohastičkih faktora (Valdar i sar., 2006). 

 

Multipla skleroza (MS) je hronično, inflamatorno oboljenje centralnog nervnog 

sistema (CNS) sa verovatnom autoimunskom etiologijom, koje se odlikuje 

lokalizovanim oblastima inflamacije, demijelinizacije, gubitka aksona i glioze – 

plakovima, u mozgu i kičmenoj moždini, što dovodi do poremećaja u sprovođenju 

nervnih impulsa i posledično do ispoljavanja različitih neuroloških deficita. Uprkos 

intenzivnim proučavanjima uzroci i patogeneza MS-a još uvek su u velikoj meri 

nepoznati, a dosadašnja istraživanja ukazuju na veliki značaj genetskog nasleđa, 

epigenetike i sredinskih faktora. Pored više odobrenih lekova koji dovode do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonsette%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22450711
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poboljšanja stanja pacijenata, za sada još uvek ne postoji terapija koja bi u potpunosti 

dovela do izlečenja. 

 

1.1.1. Etiologija MS-a 

 

Na osnovu epidemioloških i genetičkih studija, kao i studija imunopatogeneze 

MS-a, postavljeno je više teorija kojima se objašnjava nastanak ove bolesti kao što su: 

1) autoimunska, 2) infektivna (virusna), i 3) neurodegenerativna (Milo i Kahana, 2010).  

1) U prilog teoriji da je MS autoimunska bolest navodi se: prisustvo autoantitela 

i autoreaktivnih T limfocita u demijelinizacionim žarištima CNS-a (McFarland i Martin, 

2007), velika sličnost sa animalnim modelom eksperimentalnim autoimunskim 

encefalomijelitisom (EAE) koji se indukuje aktivno-imunizacijom mijelinskim 

antigenima (Ag), ili pasivno-prenošenjem mijelin-autoreaktivnih T limfocita 

(Constantinescu i sar., 2011), zatim poboljšanje kliničke slike tokom trudnoće- stanja 

koje se inače odlikuje izvesnom imunosuprimiranošću (Korn-Lubetzki i sar., 1984), kao 

i povećana učestalost autoimunskih bolesti kod rođaka obolelih od MS-a, što ukazuje na 

zajedničke bar pojedine genske faktore koji doprinose podložnosti MS-u (Barcellos i 

sar., 2006). 

 

2) Teoriju da je MS infektivna (virusna) bolest, koju izaziva stalna ili latentna 

virusna infekcija podržava više autora sledećim argumentima: modelom 

encefalomijelitisa izazvanim Tajlerovim virusom (Johnson i sar., 2014), i visokom 

koncentracijom IgG u cerebrospinalnoj tečnosti, koji mogu biti usmereni protiv virusnih 

antigena (Gilden, 2005).  

 

3) Teorija o MS-u kao neurodegenerativnoj bolesti je zasnovana na propadanju i 

gubitku aksona i neurodegeneraciji što vodi ka nepovratno smanjenoj pokretljivosti 

obolelih od MS-a (Vartanian, 2008). 

 

 



 3  

1.1.2. Epidemiologija 

 

Procenjuje se da je ukupan broj ljudi obolelih od MS-a širom sveta oko 2,5 

miliona, sa neujednačenom geografskom rasprostranjenošću, od vrlo retke u tropskim 

krajevima i Aziji, do mnogo veće učestalosti u „zapadnom svetu“- Severne Evrope, 

Severne Amerike i delova Australije (Melcon i sar., 2014). MS pogađa uglavnom mlađe 

ljude, sa pojavom prvih znaka bolesti obično između 20. i 50. godine starosti, iako se 

bolest može razviti kako u detinjstvu tako i posle 60. godine. U pogledu polne 

distribucije, bolest se oko tri puta češće javlja kod žena nego kod muškaraca (Milo i 

Kahana, 2010). 

 

1.1.3. Sredinski faktori 

 

Od sredinskih faktora uključenih u etiologiju MS-a ističu se infektivni agensi, 

posebno tokom ranog detinjstva i najveći poznati faktor rizika za MS je infekcija 

Epštajn-Bar virusom (EBV), mada se kao značajni pominju i  herpes-simpleks virus 

(HSV) i retrovirusi (Ascherio, 2013; Kakalacheva i Lünemann, 2011) . Iako je veliki 

broj studija pokušavao da na nedvosmislen način dovede u vezu različite infektivne 

agense (viruse, bakterije, helminte) sa razvićem MS-a, za sada, za mnoge od njih nema 

ubedljivih dokaza koji bi bili konzistentni u različitim populacijama (Kakalacheva i 

Lünemann, 2011). Pored različitih infekcija kao faktora spoljašnje sredine u 

pretpostavljenoj etiologiji MS-a kao značajni ističu se smanjena izloženost sunčevoj 

svetlosti i ultraljubičastom zračenju, nedostatak vitamina D, pušenje i gojaznost 

(Ascherio i Munger, 2007; Hedström i sar., 2012). 

 

1.1.4. Genetika 

 

Brojne genetičke studije su pokazale veću učestalost MS u pojedinim 

porodicama, kao i povećan rizik od obolevanja među rođacima obolelih (Ebers i sar., 

1995). Monozigotni blizanci pokazuju 25-30% verovatnoće da oboje obole od MS-a, 

dok je kod dizigotnih blizanaca taj rizik daleko manji- 2-5% (Sadovnick i sar., 1993). 
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Smatra se da se u genetskoj osnovi kompleksnih bolesti, kakva je i MS, nalazi veliki 

broj gena sa malim do umerenim efektom, pa tek kada nastane određena kombinacija 

takvih gena, uz pogodne sredinske i stohastičke faktore, kao i epistatičke interakcije 

gena, dostiže se i prevazilazi kritični prag osetljivosti i dolazi do razvića bolesti 

(Haegert, 2003). Glavni kompleks tkivne podudarnosti (eng. major histocompatibility 

complex, MHC) je bio prvi otkriveni lokus koji doprinosi povećanom riziku od razvića 

MS-a, pri čemu HLA-DRB1*1501 alel u okviru haplotipa doprinosi trostrukom 

povećanju rizika, pa se i danas region glavnog kompleksa histokompatibilnosti smatra 

najvažnijim pojedinačnim lokusom rizika za MS (Sawcer i sar., 2011). Od tada je 

otkriven veći broj gena koji doprinose osetljivosti na nastanak MS-a, kao što su: IL-7R, 

IL-2RA, CD58, RPL5, CLEC16A, KIF21B, TMEM39A, kao i veći broj gena kandidata 

čija potvrda se tek očekuje (TNFRSF1A, IRF8, CD6, TYK2, CD226, CYB27B1, 

PRKCA, KIF1B)(Weber i sar., 2008; Rubio i sar., 2007; Hoppenbrouwers i sar., 2009; 

IMSGC 2010; Ban i sar., 2009; De Jager i sar., 2009; Barton i sar., 2004; Aulchenko i 

sar., 2008; Hafler i sar., 2009). Do sada otkriveni lokusi koji doprinose riziku od 

nastanka MS-a objašnjavaju samo četvrtinu (27%) ukupne naslednosti ove bolesti, od 

koje se većina pripisuje MHC lokusu, što je dovelo do nastanka termina označenog kao 

„naslednost koja nedostaje“ (engl. missing heritability) (Manolio i sar., 2009). 

 

1.1.5. Kliničke forme MS-a 

 

MS je heterogena bolest kako u pogledu histopatoloških karakteristika tako i u 

odnosu na kliničke manifestacije bolesti (Lassmann i sar., 2001). Ključna odlika ove 

bolesti jeste rasprostiranje lezija u CNS-u sa njenim napredovanjem. Iako je klinički tok 

bolesti veoma varijabilan, mogu se razlikovati četiri tipa bolesti (Milo i Miller , 2014): 

 

1) Relapsno-remitentna MS (RRMS) koja se odlikuje jasnim napadima novih ili 

postojećih neuroloških simptoma, sa delimičnim ili potpunim oporavkom 

između relapsa. Oko 80-85% MS pacijenata pripada ovoj grupi. 

2) Primarno-progresivna MS (PPMS). Ovaj oblik bolesti napreduje od početka 

pojave prvih kliničkih znaka sa privremenim manjim poboljšanjima. Oko 10-

15% MS pacijenata pripada ovoj grupi.  
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3) Sekundarno-progresivna MS (SPMS). U ovom obliku bolesti početno relapsno-

remitentna bolest prelazi u napredujuću sa ili bez manjih poboljšanja. Oko 50% 

RRMS pacijenata pređe u SPMS tip MS-a posle 10 godina. 

4) Progresivno-relapsna MS (PRMS) predstavlja progresivnu bolest od početka, sa 

jasnim akutnim relapsima, pri čemu se periodi između relapsa odlikuju stalnim 

napretkom bolesti. Ovaj tip MS-a može predstavljati podtip PPMS-a. 

 

1.1.6. Patohistološke odlike MS-a  

 

Osnovna odlika MS-a su demijelinizaciona žarišta- plakovi, koji se mogu 

nalaziti bilo gde u CNS-u, ali se ipak češće javljaju u pojedinim regionima, kao što su: 

optički nervi, periventrikularna bela masa, kičmena moždina i moždano stablo 

(Frohman i sar., 2006). Plakovi se odlikuju perivaskularnim infiltratima 

mononuklearnih inflamatornih ćelija (T limfociti, monociti/makrofagi, neutrofili, B 

ćelije, plazmociti), demijelinizovanim i/ili prekinutim aksonima, smanjenim brojem 

oligodendrocita, astrocitima koji proliferišu i posledičnom gliozom. Demijelinizacija 

aksona remeti provođenje akcionog potencijala, dovodeći do redistribucije Na
+
 kanala iz 

Ranvijerovih suženja, da bi se delimična kondukcija ipak održala, što povećava potrebe 

za energijom (ATP) i opterećuje mitohondrijalnu mašineriju (Waxman, 2006;  Dutta i 

sar, 2006). Plakovi se postepeno uvećavaju i šire, a prisutan je i intersticijalni edem, što 

ukazuje na narušavanje krvno-moždane barijere (KMB) (Minagar i Alexander,  2003). 

Oligodendrociti su očuvani na ivicama plaka, ili se čak nalaze u povećanom broju što 

ukazuje na proces remijelinizacije (Frohman i sar., 2006). Imunoglobulini vezani za 

mijelin igraju važnu ulogu u demijelinizaciji olakšavajući fagocitozu mijelina od strane 

makrofaga i lizu posredovanu sistemom komplementa.  

 

1.1.7. Imunopatogeneza MS-a 

 

Jaka povezanost između podložnosti MS-u i HLA-II regiona, koja je pokazana 

još sedamdesetih godina 20. veka, ukazala je na primarnu ulogu CD4
+
 T ćelija u 

patogenezi MS-a (Jersild i sar., 1972). Iako CD4
+
 T ćelije imaju veći patogeni potencijal 
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od CD8
+
 T ćelija (Anderson i sar., 2012), CD8

+
 T ćelije su brojnije u moždanim 

lezijama obolelih od MS-a (Babbe i sar., 2000). CD8
+
 T ćelije specifične za mijelin 

bazni protein (MBP) su izolovane iz obolelih od MS-a i pokazano je da sekretuju 

proinflamatorne citokine IFN- i TNF-, kao i da ubijaju sveže izolovane humane 

ologodendrocite (Jurewicz i sar., 1998). Sa ciljem da se utvrdi relativni doprinos T-

ćelijske reaktivnosti prema različitim mijelinskim antigenima u studiji koja je analizirala 

proliferativni odgovor T ćelija obolelih od MS-a prema visoko prečišćenom nativnom 

MBP-u, proteolipidnom proteinu (PLP), mijelin vezanom glikoproteinu (MAG) i 

mijelin oligodendrocitnom glikoproteinu (MOG), rezultati su pokazali predominantnu 

reaktivnost T ćelija prema MOG-u (Kerlero de Rosbo i sar., 1993). 

 

Otkriće IL-17 kao jednog od ključnih citokina u nastanku MS-a ukazalo je na 

nove mehanizame nastanka inflamacije CNS-a (Gold i Lühder, 2008). Pored brojnih 

CD4
+
 i CD8

+
 T ćelija koje proizvode IL-17 u aktivnim lezijama MS-a, a što ukazuje na 

njihovu ulogu u stvaranju lezija, ekspresija iRNK za IL-17 je otkrivena i kod astrocita i 

oligodendrocita u aktivnim lezijama obolelih od MS-a (Tzartos i sar., 2008). 

 

Smatra se da je inflamacija CNS-a u MS-u primarno indukovana aktiviranim T 

ćelijama specifičnim za mijelin, što je bilo osnova za razvoj različitih lekova, ali je 

njihova primena ograničena relativno velikim brojem pacijenata koji na njih ne reaguju. 

To je ukazivalo na dodatne mehanizme koji doprinose nastanku bolesti, kao što su na 

primer prisustvo B ćelija, kao i plazma ćelija i antitela u lezijama CNS-a i cerebro-

spinalnoj tečnosti (CST) obolelih od MS-a (Prineas i Wright, 1978). Oligoklonalne IgG 

trake antitela koja se mogu detektovati u CST se smatraju važnim obeležjem MS-a koje 

se koristilo u dijagnozi MS-a (Link i Laurenzi, 1979). Više studija je pokazalo prisustvo 

autoantitela specifičnih za mijelinske proteine kao što su MOG, MBP, PLP, MAG u 

serumu obolelih od MS-a (Berger i sar., 2003; Cross i sar., 2001). Značaj B ćelija u 

patogenezi MS-a dodatno je istaknut istraživanjima koja su pokazala da uklanjanje B 

ćelija kod relapsno-remitentnih MS pacijenata upotrebom anti-CD-20 antitela smanjuje 

broj relapsa i lezija (Hauser i sar., 2008). Iako su mijelinski antigeni primarne mete 

humoralnog autoimunskog odgovora u MS-u, brojne studije pokazuju da su autoantitela 

usmerena ka antigenima gotovo svih ćelija CNS-a, uključujući neurone, 
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oligodendrocite, astrocite pa čak i infiltrirane imunske ćelije (Fraussen i sar., 2014). Na 

značaj autoantitela u nastanku plakova je ukazano njihovim uklanjanjem terapijskom 

zamenom plazme što je pokazalo povoljan efekat na klinički tok bolesti u podgrupi 

pacijenata (Keegan i sar., 2005). Progresivna priroda bolesti odlikuje se 

nagomilavanjem plakova, tj. regiona u kojima nestaje mijelinski omotač, i/ili dolazi do 

gubitka aksonskih završetaka, poremećajima vida i koordinacije, kretanja, usled čega se 

javlja potpuna nepokretnost i vezanost za invalidska kolica, odsustvo kontrole 

defekacije i pražnjenja mokraćne bešike, kao i poremećaji u kognitivnim i memorijskim 

sposobnostima obolelih od MS-a (Milo i Miller, 2014). 

 

MS verovatno započinje aktivacijom autoreaktivnih CD4
+
 pomoćničkih Th 

limfocita, specifičnih za sopstvene antigene CNS-a na periferiji (Ellwardt i Zipp, 2014). 

Ove T ćelije se mogu diferencirati u Th1 (proizvode interferon-gama - IFN-), Th17 

ćelije (IL-17, IL-21, IL-22), ili ćelije koje produkuju obe grupe citokina (McFarland i 

Martin, 2007). Aktivirani limfociti povećavaju ekspresiju površinskih adhezivnih 

molekula, integrina, kao što je VLA-4 i citokinskih receptora, sekretuju proinflamatorne 

citokine kao što su IFN-, faktor nekroze tumora (TNF-), IL-17 i druge, kao i 

hemokine i matriksne metaloproteinaze (MMP), što uzrokuje promene i na ćelijama 

endotela, omogućavajući adherenciju aktiviranih ćelija za endotel i njihovu 

ekstravazaciju kroz krvno-moždanu-barijeru. Po ulasku u CNS, autoreaktivne T ćelije se 

reaktiviraju od strane već prisutnih antigen prezentujućih ćelija (APĆ), kao što su 

perivaskularni makrofagi, dendritske ćelije ili mikroglija, koji prezentuju lokalne 

antigene (Høglund i Maghazachi,   2014; D'Agostino i sar., 2012). Ova reaktivacija 

dovodi do aktivacije dodatnih ćelija u oblasti inflamacije, npr. B ćelija, 

monocita/makrofaga, NK ćelija, neutrofila i drugih, sekrecije brojnih citokina, 

hemokina, MMP-a, reaktivnih kiseoničnih i azotnih vrsta i drugih solubilnih medijatora, 

kao i aktivacije mikroglije i astrocita. Veliki broj CD8
+
 citotoksičnih limfocita dovodi 

do oštećenja mijelina, oligodendrocita i aksona (Ellwardt i Zipp, 2014). B ćelije, iako 

malobrojne u infiltratu, veoma su značajne jer doprinose oštećenju mijelina 

komplementom, ili citotoksičnosti posredovanoj antitelima, služeći i kao APĆ i 

sekretujući citokine. Nedostaci u regulaciji imunskog odgovora, posredovani 
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disfunkcionalnim regulatornim T ćelijama doprinose napredovanju destruktivne 

inflamacije (Milo i Miller, 2014). 

 

1.1.8. Lečenje MS-a 

 

Iako se u lečenju MS-a koristi ograničen dijapazon lekova, ohrabruje podatak da 

je u protekloj deceniji razvijen veći broj novih lekova koji modulišu tok bolesti 

(Wingerchuk i Carter, 2014). Prva linija lekova podrazumeva primenu rekombinantog 

interferona-beta (IFN-β) i glatiramer acetata (GA), čiji tačan mehanizam dejstva nije 

potpuno razjašnjen. IFN-β direktno utiče na porast ekspresije antiinflamatrnih citokina, 

dok uporedo smanjuje ekspresiju proinflamatornih citokina, smanjuje prelazak 

inflamatornih ćelija kroz krvno-moždanu barijeru, povećeva stvaranje nervnog faktora 

rasta, što vodi porastu preživljavanja neurona i njihovoj regeneraciji a takođe utiče i na 

porast broja NK ćelija periferne krvi, koje su efikasni proizvođači antiinflamatornih 

medijatora (Kieseier, 2011). Na ovaj način IFN-β utiče na smanjenje broja relapsa, 

aktivnih lezija i dalju progresiju bolesti, dok GA (kopakson) verovatno stimuliše 

regulatorne T ćelije (Bermel i Rudick, 2007; Dhib-Jalbut, 2002). Mitoksantron se 

pokazao kao snažan imunosupresiv najpre u EAE-u, a potom je ušao i u terapiju MS-a, 

sa mehanizmom koji se verovatno oslanja na citotoksičnost po limfocite i indukciju 

apoptoze APĆ ćelija, kao što su monociti i dendritične ćelije (Vollmer i sar., 2010). U 

sledeću generaciju terapeutika spadaju Natalizumab i Fingolimod. Natalizumab je 

humanizovano monoklonsko antitelo koje prepoznaje VLA-4, površinski marker 

limfocita i monocita, i sprečava imunske ćelije da prođu kroz KMB i uđu u CNS 

(Ransohoff, 2007). Fingolimod se vezuje za receptor sfingozin-1-fosfata, i sprečava 

limfocite da izađu iz limfnih čvorova (Cohen i Chun, 2011). Iako postoji više 

terapeutika koji su trenutno u različitim kliničkim fazama ispitivanja, još uvek nema 

lekova koji mogu da zaustave progresivne forme bolesti, regenerišu neurone, 

oligodendrocite i gliju i dovedu do potpunog izlečenja (Wingerchuk i Carter, 2014). 

Smatra se da, uz razvoj novih lekova, kombinovanje terapeutika i individualan pristup 

svakom pacijentu predstavljaju budućnost u lečenju obolelih od MS-a. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kieseier%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21649449
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1.2. EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI ENCEFALOMIJELITIS (EAE) 

 

 

1.2.1. Animalni modeli 

 

Najveći i najvažniji deo saznanja koja danas posedujemo o MS-u potiču iz 

animalnih modela ove bolesti, koji predstavljaju pristupačan i prihvatljiv način za 

proučavanje bolesti kod ljudi. Animalni modeli, a posebno EAE, omogućavaju 

otkrivanje patogeneze MS-a i drugih demijelinizacionih bolesti CNS-a kao što je akutni 

diseminovani encefalomijelitis (ADEM) (Javed i Khan, 2014). Ipak, nijedan pojedinačni 

animalni model ne može u potpunosti da objasni ceo spektar heterogenih kliničkih i 

patoloških manifestacija MS-a, već samo da ukaže na određene aspekte koji su 

uključeni u imunopatogenezu ove bolesti (Ben-Nun i sar., 2014). Dok su hronične i 

relapsno-remitentne forme EAE-a možda primerenije u pročavanju MS-a (Robinson i 

sar., 2014), smatra se da je akutni monofazni EAE mnogo sličniji ADEM-u nego MS-u 

(Sriram i Steiner, 2005). Postoji veliki broj prednosti koje čine animalne modele vrlo 

korisnim u proučavanju MS-a: 

 

1) Genetička heterogenost se može značajno smanjiti upotrebom genetički visoko 

srodnih sojeva životinja, uglavnom miševa i pacova, što u mnogome pojednostavljuje 

situaciju u odnosu na veliku heterogenost ljudske populacije. 

 

2) Uticaj različitih sredinskih faktora može se u značajnoj meri kontrolisati. Na primer 

uzgajanje eksperimentalnih životinja u sterilnoj sredini. 

 

3) Dostupnost velikih grupa uzoraka, kao i dostupnost tkiva i ćelija za proučavanje. 

 

4) Obzirom da se rani događaji u patogenezi MS-a ne mogu proučavati kod ljudi jer 

mehanizmi koji dovode do razvoja bolesti deluju mnogo pre pojave prvih kliničkih 

znaka i postavljanja dijagnoze, animalni modeli omogućavaju proučavanja i tih ranih 

procesa u bolesti, odnosno u modelu bolesti koji je izazvan veštačkim putem. 
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5) Zahvaljujući animalnim modelima i pretpostavci o konzerviranosti mehanizama koji 

dovode do neuroinflamacije među vrstama, otkriveni su brojni genomski regioni, 

haplotipovi i genski polimorfizmi koji doprinose povećanom riziku od nastanka MS-a 

kod ljudi. 

 

6) Genom eksperimentalnih životinja može biti modifikovan na način koji omogućava 

proučavanje funkcija specifičnih genskih varijanti (npr. tehnike knock-in, knock-out), 

što je nezamislivo kod ljudi. 

 

1.2.2. Indukcija i odlike EAE modela 

 

EAE je kao model uspostavljen na majmunima još davne 1935. godine kada je 

pokazano da ponovljena vakcinacija ekstraktom zečjeg mozga kod majmuna izaziva 

inflamaciju i oštećenje mijelina (Rivers i Schwentker, 1935). EAE se može indukovati 

aktivno- imunizacijom mijelinskim antigenima u adjuvansu koji podstiče imunski 

odgovor na emulgovane antigene, ili pasivno-transferom mijelin-specifičnih T-ćelijskih 

linija kod različitih životinjskih vrsta, kao što su miševi, pacovi, zamorci, zečevi i 

majmuni (Wekerle i sar., 1994). Najčešće se za indukciju EAE-a koristi homogenat 

kičmene moždine (KM), prečišćeni mijelin ili proteini MBP, PLP, MOG odnosno 

odgovarajući peptidi ovih proteina. EAE se odlikuje jasnim kliničkim znacima koji se 

obično manifestuju  početnom atonijom repa, ascedentnom parezom ili paralizom, što u 

najtežim slučajevima može dovesti do potpune nepokretnosti i smrti eksperimentalne 

životinje. U modelu indukovanom pasivnim transferom anti-mijelinske encefalitogene 

ćelije prenose bolest u naivne primaoce-recipijente (Ben-Nun i sar., 1981). Ova 

istraživanja su pokazala da CD4
+
 T ćelije koje su reaktivne na antigene CNS-a, kada se 

aktiviraju mogu same da izazovu nastanak bolesti slične MS-u u laboratorijskim 

životinjama.  

 

Prvi model MS-a, EAE indukovan MBP-om, je nastao slučajno kao sporedni 

efekat vakcinacije protiv besnila, gde je vakcina kontaminirana komponenentama 

kičmene moždine, primarno sa MBP-om (Laatsch i sar., 1962). EAE se može 
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indukovati MBP-om u različitim životinjskim vrstama sa različitim kliničkim tokom, od 

akutne monofazne do hronične relapsno-remitentne bolesti (Wekerle i sar., 1994). 

Rezultati dobijeni iz EAE-a indukovanog MBP-om u Lewis pacovima doveli su do 

hipoteze koja ukazuje na to da su autoimunske bolesti posredovane T ćelijama koje 

eksprimiraju određeni TCRVβ lanac (Heber-Katz i Acha-Orbea, 1989), mada je potom 

pokazana povezanost sa poliklonalnim T ćelijama koje poseduju mnogo veću 

heterogenost TCR-a, čak i kada je EAE indukovan određenim imunodominantnim 

peptidom (Ben-Nun i sar., 2006). Takođe je bilo značajno otkriće da potencijalno 

patogene T-ćelijske linije specifične za MBP mogu da se izoluju iz naivnih Lewis 

pacova i da po aktivaciji ove ćelije mogu da indukuju EAE u naivnim singenim 

primaocima (Schluesener i Wekerle, 1985). Ovo je pokazalo da potencijalno patogeni 

autoimunski T-ćelijski klonovi postoje i u normalnom imunskom sistemu i da usled 

poremećene aktivacije one postaju autoreaktivne i učestvuju u indukciji autoimunskih 

bolesti. Pored MBP-a, encefalitogenost je pokazao i PLP sa svojim imunodominantnim 

epitopom, za koji je takođe pokazano da iako nema homologije u sekvenci sa MBP-om 

može da indukuje EAE, bilo aktivno imunizacijom imunodominantnim epitopom, bilo 

pasivno transferom CD4
+
 PLP-specifične T-ćelijske linje (Tuohy i sar., 1988; Whitham 

i sar., 1991). 

 

Iako je pokazano da različite mijelinske i nervne komponente imaju 

encefalitogeni potencijal, samo MOG, mijelin vezani oligodendrocitni bazni protein 

(MOBP), oligodendrocit-specifični protein (OSP)/klaudin-11, pored MBP-a i PLP-a, 

imaju potencijal da indukuju EAE u laboratorijskim životinjama (Kaye i sar., 2000; 

Mendel i sar., 1995; Stevens i sar., 1999). Osim toga, ovi proteini su identifikovani kao 

ciljni antigeni autoimunskih T ćelija kod pacijenata obolelih od MS-a, i mogu se 

smatrati primarnim antigenima u MS-u (Kaye i sar, 2000; Kerlero de Rosbo i sar., 1993, 

Vu i sar., 2001). 

 

Takođe, brojne studije su pokazale da se EAE sa tipičnim kliničkim znacima 

može indukovati kod eksperimentalnih životinja, kao što su miševi, upotrebom MOG-a 

ili njegovih peptida (Mendel i sar., 1995). Regioni MOG-a koji sadrže T-ćelijske 

epitope su definisani, i jedan od njih, MOG35-55, je ustanovljen kao encefalitogeni 
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epitop koji dovodi do razvića hroničnog relapsno-remitentnog EAE-a sa dosta većom 

sličnošću MS-u nego modeli indukovani MBP-om ili PLP-om (Kerlero de Rosbo i sar.,  

1995). Ovo i mnoga druga slična istraživanja učinila su da EAE model indukovan 

MOG-om postane jedan od najdominantnijih modela MS-a. 

 

1.2.3. Imunopatogeneza EAE-a 

 

Iako u EAE-u antitela B limfocita, specifična za antigene CNS-a, daju značajan 

doprinos u kliničkim manifestacijama bolesti (Lyons i sar., 2002), smatra se da ključnu 

ulogu u imunopatogenezi EAE-a imaju encefalitogeni T limfociti, i to pomoćničke Th1 

polarizovane  CD4
+
 T ćelije, koje nakon stimulacije eksprimiraju proinflamatorne 

citokine IFN- i TNF- (Adelmann i sar., 1995). Značaj ovih ćelija je pokazan u 

eksperimentima sa pasivnim transferom klonova CD4
+ 

T ćelija specifičnim za antigene 

mijelina, koje su u naivnim singenim primaocima indukovale EAE (Zamvil i sar., 

1985). Među perifernim T limfocitima različite antigenske specifičnosti postoje i 

potencijalno autoreaktivni T-ćelijski klonovi specifični za sopstvene antigene CNS-a, 

koje mehanizmi periferne tolerancije održavaju u neaktivnom stanju (Mueller, 2010). 

Međutim, u procesu imunizacije antigenom CNS-a u prisustvu adjuvansa (Libbey i 

Fujinami, 2011), u perifernim limfoidnim organima genetski podložnih jedinki, 

započinje autoimunski proces kada naivne CD4
+ 

T
 
ćelije

 
prepoznaju mijelinske antigene 

u sklopu MHCII molekula prezentovane pomoću APĆ, uglavnom dendritičnih ćelija 

(Weir i sar., 2002). U ovom procesu se prezentacijom antigena obezbeđuje prvi signal 

neophodan u aktivaciji naivnih T ćelija, dok adjuvans obezbeđuje drugi signal odnosno 

ispoljavanje kostimulatornih i adhezivnih molekula na površini aktiviranih 

profesionalnih APĆ koje stvaranjem citokina dovode do diferencijacije naivnih T ćelija 

u efektorske. Aktivirane T ćelije povećavaju ekspresiju brojnih integrina, adhezivnih 

molekula i hemokinskih receptora na svojoj površini koji im omogućavaju zadržavanje i 

čvrstu adheziju za endotelne ćelije KMB i posledični ulazak u CNS (Wilson i sar., 

2010). Potom, efektorske T ćelije bivaju reaktivirane u CNS-u od strane lokalnih APĆ 

kao što su perivaskularni makrofagi i rezidentna mikroglija (Shemer i Jung, 2015; 

Kawakami i sar., 2004), stvaraju brojne citokine i druge proinflamatorne medijatore koji 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mueller%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20016506
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weir%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11869358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shemer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26240063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jung%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26240063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawakami%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14734524
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privlače mononuklearne ćelije u CNS (Murphy i sar., 2010) i pokretanjem različitih 

efektorskih mehanizama dovode do propadanja mijelinskog omotača, aksonskih 

završetaka i neurona (Yamasaki i sar., 2014). Pokazano je da je za diferencijaciju Th1 

ćelija neophodno prisustvo citokina IFN- i IL-12 (Amsen i sar., 2009), i u osnovi je 

regulisano transkripcionim faktorima T-bet, STAT1 i STAT4 (Szabo i sar., 2000). 

Mnoge studije su pokazale da IFN- efektorskih Th1 ćelija ima proinflamatornu ulogu 

zahvaljujući sposobnosti da snažno aktivira makrofage (Adams i Hamilton, 1987), 

stimuliše produkciju proinflamatornih medijatora kao što su TNF-α, inducibilna sintaza 

azot monoksida (iNOS), IL-12 (Vila-del Sol i sar., 2008, 2007; Ma i sar., 1996), 

povećava ekspresiju molekula neophodnih za adheziju na ćelijama endotela i stimuliše 

ekstravazaciju leukocita kroz endotel (May i Ager, 1992). IL-12 pored uloge u 

diferencijaciji Th1 ćelija, stimuliše infiltraciju CNS-a bogatu makrofagima i povećava 

ekspresiju hemokina CXCL9, 10 i 11 koji privlače monocite (Kroenke i sar., 2008), dok 

je IL-23, koji sadrži istu subjedinicu kao IL-12 (p40), važan u proliferaciji i održavanju 

Th17 ćelija (McGeachy i sar., 2009). Takođe, IL-23 stimuliše infiltraciju neutrofila 

povećanjem ekspresije hemokina CXCL1 i 2 koji ih privlače a takođe povećava 

ekspresiju faktora stimulacije kolonija (engl. colony-stimulating factor, CSF) (Cua i 

sar., 2003; Kroenke i sar., 2008). Produkcija TNF-α od strane infiltriranih makrofaga i 

rezidentne mikroglije pogoršava bolest narušavanjem integriteta KMB i održavanjem 

inflamacije u CNS-u (Valentin-Torres i sar., 2016, Renno i sar., 1995). Inhibicija IL-1β 

koga sekretuju infiltrišuće mononuklearne ćelije u CNS-u i koji stimuliše inflamaciju i 

pogoršava bolest, smanjivala je inflamaciju u EAE-u (Mandolesi i sar., 2015; Jacobs i 

sar., 1991). Ravnoteža između IL-1β i antagoniste receptora IL-1 (IL-1Ra), koji je 

prirodni inhibitor proinflamatornog efekta IL-1β, igra važnu ulogu u osetljivosti na 

autoimunske bolesti (Arend, 2002). Pored Th1 ćelija značajan doprinos 

imunopatogenezi EAE-a daju CD4
+
 Th17 efektorske ćelije (Hofstetter i sar., 2007). 

RORt je otkriven kao glavni transkripcioni faktor koji je uključen u diferencijaciju 

proinflamatornih Th17
+
 ćelija u EAE-u (Ivanov i sar., 2006), ali u ovom procesu 

značajnu ulogu ima i transkripcioni faktor RORαt, koga indukuju TGFβ i IL-6 na 

STAT3-zavisan način (Yang i sar., 2008). Pokazano je da jedan od citokina koje 

sekretuju Th17 efektorske ćelije, IL-17A privlači i aktivira neutrofile i učestvuje u 

narušavanju KMB modulacijom čvrstih spojeva u endotelu, što se smatra jednim od 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamasaki%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25002752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vila-del%20Sol%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18802049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroenke%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18573909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cua%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12610626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroenke%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18573909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentin-Torres%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26906225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Renno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7814894
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandolesi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25326653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobs%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1826702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arend%20WP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12220547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20XO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18164222
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važnih koraka u nastanku EAE-a (Huppert i sar., 2010). Pored IL-17, ove efektorske 

ćelije sintetišu i IL-21 i IL-22 značajne u odbrani od ekstracelularnih bakterija i nekih 

gljivica (Weaver i sar., 2006), kao i IL-6, TNFα, IL-1 i faktor stimulacije kolonija 

granulocita i makrofaga (GM-CSF) (Furuzawa-Carballeda i sar., 2007). Mehanizmom 

pozitivne povratne sprege GM-CSF iz TH17 ćelija stimuliše APĆ da produkuju IL-23 

koji je neophodan za encefalitogenost Th17 ćelija (El-Behi i sar., 2011). Međutim, Th1 

ćelije takođe produkuju GM-CSF (Grifka-Walk i sar., 2015), koji je veoma značajan u 

aktivaciji mikroglijalnih ćelija u EAE-u (Ponomarev i sar., 2007).  

 

Potencijalno patogenu ulogu CD8
+
 T ćelija u MS-u podržava istraživanje na 

miševima koje pokazuje da mijelin reaktivne CD8
+
 T ćelije mogu da izazovu bolest u 

singenim miševima (Sun i sar., 2001). Ipak, uloga efektorskih ćelija i efektorskih 

citokina nije jednoznačna, jer su studije EAE-a pokazale da CD8
+
 T ćelije mogu imati i 

protektivne uloge (Koh i sar., 1992, Najafian i sar., 2003). Naime, pokazano je da 

različite podgrupe imunoregulatornih CD8
+
 T ćelija mogu da proizvodnjom TGF- i 

IFN- suprimiraju tok bolesti (Chen i sar., 2009), kao i da proizvodnjom IL-10, 

imunoregulatornog citokina koji ima ulogu u završetku imunskog odgovora, skraćuju 

trajanje EAE-a (Lee i sar., 2008; Rifa'i i sar., 2008). Studije na miševima koji nemaju B 

limfocite ili imaju B limfocite koji ne funkcionišu normalno su pokazale da su miševi 

bez B limfocita bili otporni na indukciju EAE-a MOG peptidom, i celim MOG 

proteinom (Lyons i sar., 1999). B ćelije mogu da doprinose patogenezi bolesti ili 

direktno prezentovanjem antigena i obezbeđivanjem kostimulatornih signala T ćelijama, 

ili indirektno preko svojih produkata. Imunizacija miševa koji su deficijentni za MHC II 

na B ćelijama nije indukovala kliničke znake EAE-a, što se može pripisati neefikasnoj 

aktivaciji CD4
+
 T ćelija i posledičnom smanjenju odgovora Th1 i Th17 ćelija (Molnarfi 

i sar., 2013). Ova studija ukazuje na značaj B ćelija u patogenezi autoimunosti u CNS-u, 

nezavisno od njihove humoralne uloge u ovom procesu. B ćelije su takođe i značajan 

izvor solubilnih medijatora kao što su citokini i hemokini. IL-6 koga proizvode B ćelije 

je značajan u proinflamatornoj Th17-ćelijskoj polarizaciji, pa su tako miševi sa B 

ćelijama koje ne mogu da sintetišu IL-6 razvijali mnogo slabiji EAE u poređenju sa 

kontrolnom eksperimentalnom grupom životinja (Molnarfi i sar., 2013). Pored 

proizvodnje TGFβ-1, regulatorni B limfociti (Breg) proizvode IL-10 koji inhibira 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Behi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21516111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grifka-Walk%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26220255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ponomarev%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17182538
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napredovanje i ubrzava oporavak od EAE-a (Fillatreau i sar., 2002). Osim toga, B ćelije 

proizvode i druge citokine, kao što su IL-2, IL-4, TNFα, IFNγ, i IL-12 (Lund, 2008). U 

razumevanju patogeneze MS-a značajno su doprineli TCR transgeni modeli EAE-a, 

uglavnom zasnovani na CD4
+
 T ćelijama koje prepoznaju peptide različitih mijelinskih 

proteina. Važan doprinos razumevanju uloge različitih ćelija u autoimunosti predstavlja 

i studija u kojoj je stvoren TCR transgeni miš koji spontano stvara CD4
+
 i CD8

+
 T ćelije 

koje prepoznaju MOG, kao i B ćelije iste specifičnosti (Anderson i sar., 2012). Slično, 

značajna je i studija u kojoj je pokazano da T i B ćelije dvostruko transgenih životinja 

(TCR specifičan za MOG i B ćelije specifične za MOG) zajednički deluju da bi 

spontano nastao težak oblik EAE-a koji predstavlja veran model humane bolesti 

Neuromijelitis optike (Bettelli i sar., 2006).  

 

Iako mehanizmi okončanja inflamatornog procesa u EAE-u nisu poptpuno 

razjašnjeni, smatra se da ulogu u ovom procesu imaju antiniflamatorni citokini IL-10, 

IL-4 i TGF-β (Klose i sar., 2013; Khoury i sar., 1992), kao i apoptoza autoreaktivnih T 

limfocita infiltriranih u CNS (Pender i sar., 1992). Takođe, jednu od najznačajnih uloga 

u okončanju autoimunske inflamacije imaju regulatorne T ćelije (Treg) (Zhang i sar., 

2004), kao što su CD25
+
CD4

+
 Treg za čiju diferencijaciju i funkciju presudnu ulogu 

ima Foxp3 transkripcioni factor (Rudra i sar., 2012). Produkcija neuroprotektivnog 

moždanog neurotrofičkog faktora (engl. brain derived neurotrophic factor, BDNF) i 

neurotrofina 3 (NT-3), od strane infiltriranih T ćelija, značajno pospešuje regeneraciju 

tkiva CNS-a (Hammarberg i sar., 2000) a da bi bio uspešan taj proces takođe zahteva 

usklađeno učešće efektorskih i regulatornih T ćelija (Raposo i sar., 2014). 

 

1.2.4. Primenljivost EAE modela 

 

Iako je EAE umnogome sličan MS-u i kao model od neprocenjivog značaja u 

razjašnjavanju patogeneze MS-a, ovaj model kao i svi animalni modeli humanih bolesti 

ima i izvesna ograničenja. Jedna od glavnih razlika MS-a i EAE-a jeste da EAE zahteva 

spoljašnju imunizaciju da bi došlo do indukcije bolesti, dok se kod ljudi osetljivost 

prema auto-antigenima razvija endogeno. Ono što se često ističe kao važan nedostatak 

jeste kratko vreme trajanja kliničke slike EAE-a, koji traje od nekoliko nedelja u akutnoj 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klose%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24053338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14734610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rudra%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22922362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raposo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25080578
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fazi, do nekoliko meseci u „hroničnoj” fazi, za razliku od višegodišnjeg hroničnog toka 

MS-a (Steinman L. i Zamvil, 2005). U tom smislu EAE ima ograničenu mogućnost da 

ukaže na probleme koji često nastaju kao neželjena dejstava posle više meseci ili godina 

primene određene terapije. Autoreaktivnost prema antigenima mijelina u EAE-u se 

povećava upotrebom adjuvansa, koji obično sadrže bakterijske komponente koje su vrlo 

potentne u aktivaciji urođenog imunskog odgovora preko receptora koji prepoznaju 

strukture patogenog mikroorganizma (Libbey i Fujinami, 2011). U EAE-u antigen koji 

indukuje bolest je poznat, dok u MS-u nije otkriven jedinstveni antigen. Pojava intra- i 

intermolekulskog širenja epitopa (epitope spreading) tokom bolesti, koje se dešava i 

kod T i kod B ćelija, može biti dodatni razlog koji otežava identifikaciju antigena 

(Cornaby i sar., 2014). EAE model pokazuje veliku heterogenost u smislu 

eksperimentalnih uslova (što podrazumeva vrstu životinja, soj, pol, starost jedinki), 

načina indukcije bolesti (vrste antigena, adjuvansa, aktivne/pasivne imunizacije), kao i 

kliničkih i patoloških manifestacija i osetljivosti na tretmane (Gold i sar., 2006). Stoga 

značaj od ovog modela u prvom redu zavisi od upotrebe odgovarajućeg modela da bi se 

dobio odgovor na specifično naučno ili kliničko pitanje. Većina EAE eksperimenata se 

izvodi u genetički identičnim jedinkama glodara, što elimiše značajan izvor 

varijabilnosti i olakšava istraživanja, ali sa druge strane ne odražava verno humanu 

populaciju koja je genetički vrlo heterogena. Takođe, visokosrodni sojevi 

eksperimentalnih životinja se odgajaju u sredinama koje su mikrobiološki čiste i bez 

mikroorganizama koji inače utiču na formiranje ljudskog imunskog sistema (Adams i 

sar., 2003). Postoji više primera terapijskih pristupa koji su bili uspešni u EAE-u, a koji 

nisu mogli da se uspešno primene u MS-u. I pored dokaza o značajnoj ulozi IL-1 u 

EAE-u, antagonist IL-1 receptora (anakinra) nije pokazao očekivani pozitivan terapijski 

efekat u MS-u (Martin i Near, 1995; Constantinescu i sar. 2011). Druga vrsta pristupa 

bila je upotreba anti-inflamatornih citokina. Iako TGF- suprimira EAE (Santambrogio 

i sar., 1993; Rott i sar., 1994), tretman MS pacijenata sa TGF- pokazao se neuspešan 

zbog sporednih efekata (Calabresi i sar., 1998). Ustekinumab, anti-p40 monoklonsko 

antitelo, koje blokadom zajedničke subjedinice p40 IL12/23 suprimira štetan Th1 i Th17 

odgovor, je sprečavao EAE u prekliničkim studijama (Brok i sar., 2002). Međutim,  

njegova primena u kliničkim studijama je bila neočekivano neefikasna (Segal i sar., 

2008), što ukazuje na to da iako je Th1/Th17 put vazan u patogenezi MS-a, mozda nije 
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presudan u nastanku bolesti a takodje preispituje validnost EAE-a kao modela za MS. 

Iako se u početku mislilo da IFN- u patogenezi MS-a i EAE ispoljava isključivo štetan 

efekat, studije su pokazale mnogo kompleksniju ulogu ovog citokina. Naime, primena 

IFN- je povoljno delovala na kliničku sliku EAE-a, dok je njegova inhibicija primenom 

monoklonskih antitela pojačavala bolest (Sanvito i sar, 2010). Suprotno je pokazano za 

MS, gde je intravenski tretman sa IFN- indukovao pogoršanje u značajnom broju 

pacijenata (Panitch i sar., 1987), dok je tretman anti-IFN- antitelima suprimirao MS 

(Skurkovich i sar., 2001). Možda najveće iznenađenje predstavljala je terapijska 

primena anti-TNF- antitela, gde kod pasivno ali ne i aktivno indukovanog EAE dolazi 

do suprimiranja bolesti, dok je kod MS pacijenata došlo do neočekivanog pogoršanja 

(Lim i Constantinescu, 2010). 

 

 

1.3. ARILPIPERAZINSKI DOPAMINERGIČKI LIGANDI 

 

 

Upotreba farmakoloških liganada za dopaminske receptore se pokazala kao vrlo 

efikasan pristup u lečenju različitih funkcionalnih nedostataka u više patoloških stanja, 

kao što su Parkinsonova bolest, šizofrenija, bipolarni poremećaj, depresija, erektilna 

disfunkcija i druga (Beaulieu i Gainetdinov, 2011). Kod ovih bolesti terapijska upotreba 

agonista ili antagonista dopaminskih receptora dovodi do značajnog poboljšanja stanja 

pacijenata. U  Parkinsonovoj bolesti usled propadanja neurona koji sekretuju dopamin u 

substanciji nigri srednjeg mozga dolazi do nedostatka dopamina, pa je osnovni pristup u 

lečenju motornih simptoma nadoknađivanje samog dopamina u vidu njegovog 

prekursora, L-DOPA-e, kao i upotreba agonista dopaminskih receptora koji imitiraju 

endogeni neurotransmiter dopamin (Connolly i Lang, 2014). Agonisti dopaminskih 

receptora se koriste kao primarni terapijski pristup kod mladih pacijenata obolelih od 

Parkinsonove bolesti ne bi li se odložio početak lečenja L-DOPA-om koja posle dužeg 

perioda primene izaziva pojavu različitih neželjenih efekata, a njen metabolizam dovodi 

do stvaranja toksičnih slobodnih radikala kao što je vodonik peroksid (H2O2) (Radad i 

sar., 2005). Nasuprot tome, dopaminska hipoteza, koja kao uzrok nastanka šizofrenije 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beaulieu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21303898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gainetdinov%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21303898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Connolly%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24756517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24756517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radad%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16382188
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pretpostavlja preteranu aktivaciju dopaminskih D2 receptora, bila je osnov za razvoj 65 

preparata koji se danas koriste u lečenju pacijenata sa psihozama (Bruijnzeel i sar., 

2014).  

 

Neke studije pokazuju da ligandi dopaminskih receptora mogu imati i 

neuroprotektivno dejstvo (Salles i sar., 2013). Pokazano je da dopaminski ligandi preko 

svojih receptora mogu da aktiviraju puteve signalne transdukcije koji dovode do 

neuroprotekcije ali još uvek nije u potpunosti definisan mehanizam odgovoran za ove 

efekte (Nair i sar., 2003). Takođe se smatra da ligandi dopaminskih receptora mogu 

svoje neuroprotektivno dejstvo da ostvare i mehanizmima koji nisu direktno 

posredovani njihovim vezivanjem za receptor, na primer direktnim uklanjanjem 

slobodnih radikala kao što je NO (azot monoksid) (Nishibayashi i sar., 1996). 

Dopaminergički ligandi ispoljavaju svoje neuroprotektivno dejstvo i povećanjem 

ekspresije i aktivnosti antioksidantnih enzima (Bai i sar., 2002), stabilizacijom funkcije 

mitohondrija (Cassarino i sar., 1998), sprečavanjem fragmentacije DNK-a, kao i 

sprečavanjem porasta proapoptotskih proteina i posledične apoptoze (Qing i sar., 2003; 

Wei i sar., 2003).  

 

Biološki aktivna jedinjenja koja sadrže N-arilpiperazinsku grupu, zahvaljujući 

sposobnosti da se vežu za dopaminske i serotoninske receptore, deluju kao antipsihotici, 

antidepresivi i anksiolitici (López-Rodríguez i sar., 1996; Taverne i sar., 1998; 

González-Gómez i sar., 2003; Zajdel i sar., 2014). Pored toga, arilpiperazinski derivati 

nalaze primenu i kao antihipertenzivi (Klioze i sar., 1980), blokatori Ca
2+

 kanala (Lee i 

sar., 2010) i acetilholinesterazni inhibitori (Cappelli i sar., 2005). Jedan od najpoznatijih 

arilpiperazina je aripiprazol, koji se visokim afinitetom vezuje za više receptora 

povezanih sa G-proteinima, uključujući dopaminske D2 receptore, pri čemu njegov 

efekat kao parcijalnog agoniste odnosno antagoniste D2 receptora može zavisiti od 

fiziološkog konteksta- količine sintetisanog dopamina, tipa ispitivanih ćelija, gustine 

receptora i njihove lokalizacije, kao i okolne sredine koja varira u različitim regionima 

mozga (Ma i sar., 2014; Brust i sar., 2015). Danas se ovaj atipični antipsihotik uspešno 

koristi u lečenju pacijenata obolelih od šizofrenije, kliničke depresije, bipolarnog 

poromećaja, akutne manije, i delirijuma (Ishigooka i sar., 2015; Malempati, 2015; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salles%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23410496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nair%20VD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12683952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishibayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8863533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bai%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12111809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cassarino%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9648878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qing%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12752374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14648600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-G%C3%B3mez%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12482418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klioze%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7392034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20621730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cappelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15887964
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Rezayat i sar., 2014; Kirino, 2014). Osim povoljnog dejstva koje aripiprazol ostvaruje 

vezivanjem za odgovarajuće dopaminske i serotoninske receptore u različitim oblicima 

psihoza, ovaj atipični antipsihotik ispoljava i izvesna neuroprotektivna dejstva i štiti 

neurone od štetnih uticaja in vitro i in vivo (Cosi i sar., 2005;  Eren i sar. 2007; Matsuo i 

sar. 2010; Koprivica i sar., 2011) tako što povećava nivo BDNF u hipokampusu pacova 

koji ima ulogu u preživljavanju, rastu i diferencijaciji neurona (Nowakowska i sar., 

2014), povećava proliferaciju ćelija hipokampusa (Abrial i sar., 2014), indukuje rasta 

neurita kod PC12 ćelija (Ishima i sar., 2012), stimuliše proliferaciju i preživljavanja 

izvornih (progenitorskih) nervnih ćelija (Yoneyama i sar., 2014), smanjuje oštećenja 

ologodendrocita od strane mikroglije stimulisane IFN- (Seki i sar., 2013) i utiče na 

oksidativni stres snižavanjem lipidne peroksidacije i povećanjem nivoa superoksid 

dismutaze (SOD) (Chen i sar., 2013). Pored toga, pokazano je da antipsihotici koji se 

koriste u lečenju šizofrenije, utiču na unutarćelijski signalni put Ca
2+

 u mikroglijalnim 

ćelijama, koji je vrlo važan u brojnim funkcijama mikroglije kao što su oslobađanje 

proinflamatornih citokina, NO, neurotrofnih faktora i migracija (Mizoguchi i sar., 

2014).  

Nedavno je objavljena studija o 19 novosintetisanih arilpiperazinskih 

dopaminergičkih/serotoninergičkih liganada (Sukalovic i sar., 2013), među kojima su 

najveći neuroprotektivni potencijal pokazala dva derivata N-{4-[2-(4-fenil-piperazin-1-

il)-etil]-fenil}-pikolinamid (označen kao arilpiperazin 6a), i N-{3-[2-(4-fenil-piperazin-

1-il)-etil]-fenil}-pikolinamid, (označen kao arilpiperazin 6b). Naime, ova dva 

arilpiperazinska derivata su in vitro ispoljila najizraženije neuroprotektivno dejstvo u 

uslovima toksičnog delovanja slobodnog radikala azot monoksida (NO) i neurotoksina 

6-hidroksidopamina (6-OHDA) (Tovilovic i sar., 2012; 2013). Osim toga, serija 

različitih derivata arilpiperazina je pokazala antiinflamatorna svojstva smanjujući 

inflamaciju u modelu edema (Dündar i sar., 2007) i inhibirajući produkciju 

proinflamatornih citokina TNF i IL-1β od strane humanih leukocita stimulisanih 

bakterijskim lipopolisaharidom (LPS) (Gouault i sar., 2004). Iako je u prethodnim in 

vitro studijama pokazano da arilpiperazinski dopaminergički ligandi ostvaruju 

neuroprotektivno dejstvo u kulturi SH-SY5Y ćelija sličnih neuronima (Tovilovic i sar., 

2012), do sada nije ispitivan efekat ovih liganada in vivo u modelu autoimunske bolesti, 

kakav je EAE. Stoga je,  na osnovu prethodno izloženih podataka, opravdano 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sukalovic%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24105736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%BCndar%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18380410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gouault%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259761
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pretpostaviti da bi kombinacija antiinflamatornog i neuroprotektivnog dejstva 

arilpiperazinskih derivata mogla biti korisna u terapiji inflamatornih/autoimunskih 

oštećenja CNS-a. 
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2. C I LJ E V I 

 

 

 

Polazeći od toga da je u prethodnim in vitro studijama pokazano da među 

novosintetisanim arilpiperazinskim dopaminergičkim ligandima koji štite SH-SY5Y 

ćelije slične neuronima od oksidativnog stresa, najjače neuroprotektivno dejstvo 

ispoljavaju arilpiperazinski ligandi označeni kao 6a i 6b, kao i da do sada nije ispitivan 

njihov neuroprotektivan potencijal in vivo, postavljeni su sledeći ciljevi ovog rada: 

 

 

 Ispitati efekte arilpiperazinskih dopaminergičkih liganada na klinički tok bolesti 

i inflamaciju CNS-a u modelu EAE-a. 

 

 Ispitati celularne i molekularne mehanizme anti-inflamatornog dejstva 

arilpiperazina u EAE-u. 
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3. M A T E R I J A L    I    M E T O D E 

 

 

3.1. EKSPERIMENTALNE ŽIVOTINJE 

 

 

U ovom istraživanju su korišćene ženke pacova genetski visokosrodnog soja 

Dark Agouti (DA), starosti od 8 do 10 nedelja. Životinje su dobijene iz uzgajališta 

Galenika AD i gajene pod standardnim uslovima bez ograničenja pristupa hrani i vodi. 

Zdravstveno stanje životinja je praćeno redovno, a pojava infekcija kontrolisana u 

skladu sa smernicama Udruženja Laboratorija Evropske Unije za Nauku na Životinjama 

(FELASA) (Nicklas i sar., 2002). Svi eksperimenti su odobreni od strane Etičke 

komisije za zaštitu dobrobiti oglednih životinja Medicinskog Fakulteta Univerziteta u 

Beogradu,  broj 5592/2 od 10.03.2015. godine i učinjeni su svi napori da se što je 

moguće više smanji patnja životinja, broj upotrebljenih jedinki, i da se primene drugi 

pristupi osim in vivo tehnika gde god je to bilo moguće. Takođe, svi eksperimenti na 

životinjama su odobreni od strane Etičkog Saveta Ministarstva poljoprivrede i zaštite 

životne sredine Republike Srbije - Uprava za Veterinu, broj rešenja 323-07-

02608/2015-05/8. Ova studija je izvedena u skladu sa direktivama Evropskog Saveta od 

24. novembra 1986. (86/609/EEC).  

 

 

3.2. INDUKCIJA I KLINIČKA PROCENA EAE-a 

 

3.2.1. Imunizacija životinja 

 

            Za aktivnu indukciju EAE-a je korišćen homogenat KM pacova pripremljen 

homogenizovanjem tkiva kičmene moždine DA pacova uz dodavanje fiziološkog 

rastvora sa fosfatnim puferom (engl. Phosphate Buffer Saline, PBS, Sigma) u odnosu 1g 
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tkiva prema 1ml PBS. Kao adjuvans je korišćen Kompletni Frojndov adjuvans (KFA, 

Difco Laboratories, USA) koji sadrži 1mg/ml Mycobacterium tuberculosis. 

Encefalitogena emulzija je pravljena mešanjem istih zapremina suspenzije homogenata 

KM i KFA. EAE je indukovan intradermalnim injektovanjem 100 μl  encefalitogene 

emulzije u zadnju šapu pacova. 

 

3.2.2. Praćenje kliničke slike 

 

Životinje su posmatrane svakodnevno od dana imunizacije radi uočavanja 

pojave kliničkih znaka bolesti. Dan kada su primećeni prvi znaci bolesti, najčešće u 

vidu atonije repa, označavan je kao početak bolesti. Stepen težine bolesti izražavan je 

kroz kliničku ocenu prema skali od 0 do 4 na sledeći način: 0 - odsustvo kliničkih 

manifestacija bolesti; 1 - atonija repa; 2 - pareza zadnjih ekstremiteta; 3 - paraliza 

zadnjih ekstremiteta i 4 – stanje umiranja životinje ili njena smrt. Stepeni 2 i 3 su često 

praćeni inkontinencijom urina i fecesa. U slučajevima kada su klinički znaci izraženi 

slabije od tipičnih za određeni stepen bolesti, korišćene su intermedijerne vrednosti 

(npr. 0.5 za blago izraženu atoniju repa). Sledeći klinički parametri su korišćeni u 

analizi: početak EAE-a (prvi dan posle imunizacije kada su primećeni prvi klinički 

znaci), zbirna EAE ocena (suma svih dnevnih ocena kliničkih znaka), i najveća EAE 

ocena (najveća zabeležena klinička ocena tokom bolesti). U odgovarajućim 

vremenskim tačkama (dan 14., 21. ili 28. posle imunizacije) pacovi su u etarskoj 

anesteziji žrtvovani cervikalnom dislokacijom da bi se uzorkovala tkiva (kičmena 

moždina i limfni čvorovi) neophodna za dalje eksperimente i analize.  

 

 

3.3. TRETMAN ARILPIPERAZINSKIM LIGANDIMA 

 

 

Arilpiperazinski ligandi 6a i 6b su sintetisani kao što je prethodno opisano 

(Tovilovic i sar., 2012) i čuvani na +4C kao 10 mM štok rastvor u dimetil sulfoksidu 

(DMSO; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO). Neposredno pre upotrebe ovaj rastvor je 



 24  

razblaživan u sterilnom PBS-u, i pacovima je jednom dnevno intraperitonealno (ip.) 

injektovano 500 μl rastvora, što je odgovaralo približno dozi od 10 mg/kg telesne mase. 

Tretman eksperimentalnih životinja vršen je na tri različita načina: 1- od dana 

imunizacije do kraja eksperimenta (21./28.dan); 2- tokom prvih sedam dana od dana 

imunizacije; 3- počevši od sedmog dana posle imunizacije do kraja eksperimenta. 

Kontrolne životinje su tretirane ip. sa 500 μl sterilnog PBS-a koji sadrži isti procenat 

DMSO-a kao u tretmanu. 

 

3.4. PRIPREMA ĆELIJSKIH SUSPENZIJA I KULTIVISANJE ĆELIJA 

 

3.4.1. Medijumi za pripremu i kultivisanje ćelija  

 

Za pripremu ćelijskih suspenzija i kultivisanje ćelija korišćen je medijum RPMI-

1640 (Sigma, USA) u koji su dodavane sledeće supstance: 20 mM pufer HEPES (Flow 

Laboratories, V. Britanija), 50 μM 2-merkaptoetanol (Fluka, Nemačka), 2 mM L-

glutamin (US Biochemical Corp., SAD), 10 mM natrijum-piruvat (Sigma), antibiotici 

penicilin (100 IU/ml), gentamicin (100 μg/ml) i antimikotik nistatin (svi Galenika, 

Srbija). Fetalni teleći serum (FCS, PAA laboratories, Austrija) koji je prethodno 

inaktivisan 30 minuta na 56 ºC, dodavan je medijumu za kultivisanje ćelija u 

koncentraciji od 5 %. Za potrebe stimulacije ćelija baznim proteinom mijelina (MBP) 

(Sigma-Aldrich) korišćen je medijum sa 2 % pacovskog seruma.  

 

3.4.2. Izolovanje i određivanje broja ćelija limfnog čvora  

 

Nakon žrtvovanja eksperimentalnih životinja sterilnim instrumentima su vađeni 

cervikalni i poplitealni limfni čvorovi  i prenošeni u sterilne posude sa medijumom. U 

cilju dobijanja suspenzije ćelija limfnog čvora, tkivo je potom protiskivano kroz sterilnu 

najlonsku mrežicu i dobijena ćelijska suspenzija je filtrirana kroz istu najlonsku 

mrežicu. Ćelije su zatim centrifugirane (500 g, 5 minuta), resuspendovane u medijumu i 

brojane nakon bojenja sa tripan plavim. Iz ćelijskih suspenzija dobijenih ekstrakcijom iz 
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životinja, deo ćelija je resuspendovan u PBS sa 0,1% tripan-plavog (BDSL, V. 

Britanija) (20 μl ćelijske suspenzije i 180 μl tripan plavog) i broj živih ćelija je 

određivan brojanjem pod mikroskopom u komori po Bürker-Türk-u. Potom su ćelijske 

suspenzije podešavane do željene gustine za odgovarajući eksperiment. 

 

3.4.3. Izolovanje mononuklearnih ćelija kičmene moždine 

 

Mononuklearne ćelije su izolovane iz kičmenih moždina imunizovanih pacova. 

Nakon žrtvovanja životinje su perfundovane sterilnim rastvorom PBS-a u cilju 

uklanjanja ćelija krvi iz kičmene moždine. Po završenoj perfuziji kičmena moždina 

(KM) je izolovana iz eksperimentalnih životinja sterilnim priborom. Potom je izolovana 

kičmena moždina homogenizovana protiskivanjem kroz sterilnu najlonsku mrežicu i 

dobijena suspenzija ćelija centrifugirana 2 minuta na 700 g. Dobijeni talog je 

resuspendovan u 40% Perkolu (Sigma-Aldrich) i ovako dobijena suspenzija je nanošena 

na gustinski gradijent Perkola koji se dobija naslojavanjem različitih koncentracija 

(70% i 40%) izotoničnog Perkola. U konusne epruvete od 15 ml prvo je nanošeno 6 ml 

70% Perkola, a zatim 3 ml suspenzije ćelija resuspendovane u 40% Perkolu. Nakon 

centrifugiranja u trajanju od 55 minuta na 850 g u epruveti sa gradijentom Perkola 

interfazni prsten je pažljivo sakupljan i dva puta ispiran (900 g 5 minuta) od ostataka 

Perkola u RPMI-1640 medijumu (Sigma-Aldrich) sa 2% pacovskog seruma. Broj ćelija 

je određivan bojenjem ćelija sa tripan plavim na ranije opisan način. 

  

3.5. IMUNOFLUORESCENTNO BOJENJE I PROTOČNA 

CITOFLUORIMETRIJA 

3.5.1. Detekcija površinskih markera 

 

Fenotipizacija MNĆKM pacova vršena je tehnikom direktne i indirektne 

imunofluorescencije korišćenjem protočnog citofluorimetra (FACS ARIA III, Becton 

Dickinson, USA). Na mononuklearnim ćelijama DA pacova je ispitivana ekspresija 

sledećih površinskih markera: CD3 (marker T limfocita), CD4 (marker Th ćelija), CD8 
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(marker citotoksičnih T limfocita), i CD11b (marker monocita/makrofaga). 

Monoklonska antitela koja su korišćena u eksperimentima, kao i njihove 

koncentracije/razblaženja su navedeni u tabeli 1. Po dobijanju suspenzije 

mononuklearnih ćelija KM, ćelije (5 x 10
5
) su prebacivane u plastične epruvete i 

centrifugirane (500 g, 3 minuta). Posle centrifugiranja i odlivanja supernatanta na talog 

ćelija su naneta odgovarajuća antitela resuspendovana u 200 μl PBS-a sa 2 % FCS. 

Ovako pripremljene ćelije su inkubirane 30 do 45 minuta na +4 ºC. Po isteku 

inkubacije, ćelije su isprane dva puta (PBS, 500g), resuspendovane u 300 μl PBS-a i 

analizirane na protočnom citofluorimetru pomoću DIVA softvera.  

 

Tabela 1. Antitela korišćena za fenotipsku karakterizaciju ćelija 

 

Antitelo Proizvođač Koncentracija 

(mg/ml) 

Razblaženje Obeleživač 

 

Anti-pacovsko CD3 

 

BD Biosciences 

 

 

0,5 

 

1:500 

 

FITC 

 

Anti-pacovsko CD4 

 

Bio Legend 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

APC/Cy7 

 

Anti-pacovsko CD8 

 

BD Biosciences 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

V450 

 

Anti-pacovsko 

CD11b 

 

BD Biosciences 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

PE/Cy7 

 

FITC – fluorescein izotiocijanat; APC/Cy7- alofikocijanin/cijanin boja Cy7; V450- 

kumarin boja; PE/Cy7- fikoeritrin/ cijanin boja Cy7 
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3.5.2. Detekcija unutarćelijskih citokina 

 

Detekcija unutarćelijskih citokina na protočnom citofluorimetru vršena je 

metodom trostrukog unutarćelijskog bojenja. U tu svrhu, 5 x 10
5 

ćelija resuspendovanih 

u 400 μl medijuma u plastičnim epruvetama je stimulisano sa forbol miristat acetatom 

(PMA) (100 ng/ml)  i jonomicinom (400 ng/ml) i inkubirano na 37 °C tokom 5 h.  

 

Tabela 2. Antitela korišćena za detekciju unutarćelijskih citokina 

 

Antitelo Proizvođač Koncentracija 

(mg/ml) 

Razblaženje Obeleživač 

 

Anti-pacovsko IFN- 

 

Bio Legend 

 

 

0,05 

 

1:40 

 

Alexa Fluor 

647 

Anti-pacovsko IgG1 

irelevantne 

specifičnosti 

 

Bio Legend 

 

 

0,1 

 

1:40 

 

Alexa Fluor 

647 

 

Anti-pacovsko IL-17 

 

eBioscience 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

PerCP-Cy 

5.5 

Anti-pacovsko IgG2a 

irelevantne 

specifičnosti 

 

eBioscience 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

PerCP-Cy 

5.5 

 

Anti-pacovsko IL-10 

 

BD Biosciences 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

PE 

Anti-pacovsko IgG2b 

irelevantne 

specifičnosti 

 

BD Biosciences 

 

 

0,2 

 

1:200 

 

PE 

 

PerCP-Cy 5.5- peridinin hlorofil protein- cijanin boja Cy 5.5; PE- fikoeritrin 
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Nakon prvog sata inkubacije je dodavan inhibitor oslobađanja proteina, 

Brefeldin A (5 μM) (Sigma-Aldrich). Posle inkubacije sledilo je obeležavanje ćelija sa 

anti-CD4 i anti-CD8 antitelom (kao što je opisano u prethodnom poglavlju). Ćelije su 

potom fiksirane 2 % paraformaldehidom (PFA) u trajanju od 15 minuta na sobnoj 

temperaturi, oprane u PBS-u i čuvane na +4 ºC u frižideru do permeabilizacije. Za 

permeabilizaciju je korišćen pufer za permeabilizaciju koji se sastojao od 2 % FCS-a, 

0,1% Triton-a i 0,1% BSA-a rastvorenih u PBS-u, u kome su ćelije inkubirane 15 

minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, ćelije su centrifugirane i 

resuspendovane u 100 μl istog pufera. Ćelije su potom inkubirane 30 min na +4 ºC u 

prisustvu anti-IFN-, anti-IL-17, i anti IL-10 antitela i odgovarajućih izotipskih kontrola 

(Tabela 2.), potom isprane (800 g, 3 minuta) dva puta u puferu za permeabilizaciju, i 

finalno resuspendovane u 300 μl PBS-a. Obojene ćelije su brojane na protočnom 

citofluorimetru FACS ARIA III (BD Biosciences), a dobijeni rezultati su analizirani 

pomoću FlowJo TriStar softvera. 

 

3.6. ODREĐIVANJE NIVOA EKSPRESIJE GENA  

 

 

Relativna ekspresija određenih gena u različitim ćelijama (ćelije limfnog čvora i 

MNĆKM) poreklom iz imunizovanih DA pacova je određivana korišćenjem 

kvantitativne reakcije lančanog umnožavanja (engl. quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction, qRT-PCR), gde se količina amplifikovane komplementarne 

DNK (cDNK) detektuje tokom PCR reakcije u realnom vremenu. Prethodno se iz 

ispitivanih ćelija izoluje RNK koja se reverznom transkripcijom prevodi u cDNK. 

 

3.6.1. Izolovanje RNK 

 

 Uzorci ispitivanih ćelija, čiji je broj podešen na 5 x 10
6
 ćelija, su prenošeni u 

epruvete od 2 ml (Sarstedt), centrifugirani (2000 g, 3 minuta) i po uklanjanju medijuma 

lizirani blagim pipetiranjem u 500 μl reagensa za izolaciju ukupne RNK (Total RNA 
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Isolation Kit, Metabion, Nemačka). U uzorke je zatim  dodavano po 100 μl hloroforma, 

i oni su mešani na vorteksu 10 sekundi na sobnoj temperaturi, ostavljeni 10 minuta na 

+4ºC i centrifugirani 15 minuta (12000 g, +4ºC). Nakon centrifugiranja i formiranja tri 

faze u epruveti, vodena faza u kojoj se nalazi RNK je prenošena u drugu epruvetu, i 

izdvojena RNK je precipitirana dodavanjem izopropanola u zapremini koja je jednaka 

zapremini prenete vodene faze (oko 300 μl). Nakon intenzivnog mešanja, epruvete su 

ostavljane tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi i potom centrifugirane 15 minuta 

(12000 g, +4ºC). Istaložena RNK je potom dva puta isprana sa 1 ml 75 % etanola 

centrifugiranjem od 5 minuta (7500 g, 4 ºC). Po završetku ispiranja i odstranjivanja 

etanola, precipitati su sušeni i rastvarani u 10 μl demineralizovane vode. Koncentracija 

izolovane ukupne RNK je određivana u uzorcima merenjem apsorpcije na 260 nm i 

poređenjem sa vrednostima dobijenim za vodu, odnosno ispitivan stepen njene čistoće 

na talasnoj dužini 280 nm koja odgovara maksimalnoj apsorpciji aromatičnih amino 

kiselina. (Odnos A260nm/ A280nm između 1,7 i 2 ukazuje na visok stepen čistoće RNK u 

odgovarajućem rastvoru). U tu svrhu je korišćen spektrofotometar (GeneQuant pro, 

Amersham, USA). 

3.6.2. Reverzna transkripcija 

 

Izolovana ukupna RNK je reakcijom reverzne transkripcije prevedena u cDNK. 

Iz uzoraka je uzimana ona zapremina koja sadrži 1 g rastvorene RNK i dopunjavana 

do 13 l demineralizovanom vodom sa 0,2 μg heksamerskih prajmera nasumičnih 

sekvenci (Fermentas, Litvanija) i smeše dezoksiribonukleotid-trifostata (dNTP, 

Fermentas) u količini koja odgovara finalnoj koncentraciji od 1 mM za svaki dNTP. Po 

mešanju, rastvorena RNK je denaturisana na 70ºC 10 minuta, posle čega su uzorci 

hlađeni na ledu tokom 2 minuta. Nakon toga u uzorke je dodavano po 4 l pet puta 

koncentrovanog pufera za reverznu transkripciju (5x Reaction buffer, Fermentas), 0.5l 

inhibitora RNAse (40 U/l) (Thermo Scientific) i 1 l (200 U/l) reverzne transkriptaze 

(RevertAid
TM

 H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas), uzorci su mešani i 

inkubirani na 25 ºC, 15 minuta, a potom na 42 ºC, 60 minuta. Na kraju, reakcija je 

prekidana inkubacijom uzoraka na 95 ºC, 3 minuta. Uzorci sa cDNK su čuvani na +4ºC 

do dalje upotrebe. Reakcija reverzne transkripcije je izvedena u epruvetama od 200 μl 
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(Eppendorf, Nemačka), a inkubacija na različitim temperaturama pomoću 

odgovarajućeg aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf). U cilju provere 

kontaminacije, u svakoj reakciji je korišćena i negativna kontrola koja je sadržavala sve 

reagense osim RNK.  

 

3.6.3. Prajmeri i probe 

 

TaqMan prajmeri i probe korišćeni u qRT-PCR reakciji naručeni su iz Life 

Technologies. Finalne koncentracije prajmera ispitivanih gena iznosile su 900 nM, a 

odgovarajućih proba 200 nM, za sve eseje. Za kontrolni housekeeping gen 18s rRNA 

finalna koncentracija prajmera je iznosila 475 nM, a odgovarajuće probe 200 nM. 

Obeleživači TaqMan proba koje su korišćene za umnožavanje i detektovanje cDNK bili 

su FAM za sve gene, izuzev za kontrolni housekeeping gen 18s rRNK gde je to VIC. 

Kataloški brojevi svih eseja navedeni su u tabeli 3.  

 

Tabela 3. Prajmeri i probe korišćeni u PCR reakciji 

 

 Gen Kataloški broj  Gen Kataloški broj 

1. IL-1 Rn00580432_m1 8. TNF Rn99999017_m1 

2. IL-12p35 Rn00584538_m1 9. IL-1Ra Rn02586400_m1 

3. IL-23p19 Rn00590334_g1 10. GM-CSF Rn01456850_m1 

4. IL-6 Rn01410330_m1 11. IL-10 Rn00563409_m1 

5. IL-17A Rn01757168_m1 12. T-bet Rn01461633_m1 

6. TGF-1 Rn00572010_m1 13. RORt Rn01533717_g1 

7. IFN- Rn00594078_m1 14. Foxp3 Rn01525092_m1 

 

3.6.4. Kvantitativni PCR 

 

Kvantitativni PCR je korišćen za analizu relativne ekspresije gena za 

proinflamatorne i anti-inflamatorne citokine, kao i transkripcione faktore. U 

eksperimentima je korišćena ploča sa 96 bunara za kvantitativni PCR (MicroAmp 
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Optical 96-Well Reaction Plate, Life Technologies) i u svaki od bunara je naliveno po 

10 μl reakcione smeše, koja se sastojala od 5 μl dva puta koncentrovanog 

komercijalnog master-miksa (2x TaqMan Gene Expression Master Mix, Life 

Technologies) i po 0.5 μl mešavine specifičnih polinukleotida za gen od interesa 

odnosno za kontrolni housekeeping gen 18s rRNK (20x koncentrovana mešavina za 

svaki gen sadržavala je par prajmera forward i reverse i obeleženu probu). Potom je u 

svaki bunar dodavano po 4.5 μl cDNK odgovarajućeg uzorka razblaženog 10 puta (20 

μl cDNK uzorka dobijenog u reverznoj transkripciji u 180 μl demineralizovane vode). 

Optimalne koncentracije prajmera i proba za različite gene od interesa su određene od 

strane proizvođača, izuzev za kontrolni housekeeping gen, čije su optimalne 

koncentracije odrađene naknadno u laboratoriji. Svi uzorci su rađeni u duplikatima. 

Bunari su zatvoreni adhezivnim filmom (MicroAmp Optical Adhesive Film, Life 

Technologies), sadržaj bunara je oboren kratkotrajnim centrifugiranjem 1 minut na 

3000 g, ploča je preneta u termoblok aparata za kvantitativni PCR (Realplex 

Mastercycler, Eppendorf). Uslovi amplifikacije su bili sledeći: 2 minuta na 50 °C, zatim 

10 minuta na 95 °C, a zatim 40 ciklusa koji su obuhvatali po 15 sekundi na 95 °C i 1 

minut na 60 °C. Da bi se odredio nivo ekspresije ispitivanog gena, srednja vrednost Ct 

(threshold cycle) kontrolnog housekeeping gena je oduzeta od Ct vrednosti gena od 

interesa da bi se dobile Ct vrednosti, pa je relativna ekspresija gena određena kao 2
-Ct

 

. Rezultati su predstavljeni u odnosu na vrednosti koje su dobijene u kontrolnim 

životinjama i koje su arbitrarno podešene na 1.  

 

 

3.7. IMUNOBLOT ANALIZA 

 

3.7.1. Određivanje koncentracije proteina u uzorcima 

 

Sadržaj proteina je određivan u tkivu lumbalnog dela kičmene moždine 

eksperimentalnih životinja. Tkivo je najpre lizirano u puferu za liziranje (30 mM Tris-

HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40), u koji je dodat 1 mM PMSF (fenilmetilsulfonil 

florid), 1mM Na vanadat, 10mM NaF i koktel inhibitora proteaza (20 μl/ml) (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO) na ledu, u trajanju od 30 minuta, centrifugirano 15 minuta na 

14000 g  na +4°C, a supernatanti su izdvojeni za dalju analizu. 

 

Koncentracija ukupnih proteina u lizatima je određivana metodom po Bradfordu 

(Bradford, 1976). Princip ovog testa se zasniva na promeni boje Coomassie Brilliant 

Blue G-250 iz crvene (u odsustvu proteina) u plavu (u prisustvu proteina) u kiseloj 

sredini, pri čemu se apsorbanca nastalih plavih jedinjenja meri na talasnoj dužini od 570 

nm, a intenzitet razvijene plave boje je direktno srazmeran koncentraciji proteina u 

uzorku. Uzorci su razblaživani 1000 puta sa rastvorom 1x koncentrovane boje 

Coomassie Brilliant Blue G-25, da bi njihova apsorbanca bila u okviru konstruisane 

standardne krive (5-25 μg/ml eng. bovine serum albumin; BSA). Ovako konstruisana 

standardna kriva je korišćena za izračunavanje koncentracije proteina u ispitivanim 

uzocima. 

 

3.7.2. Kvantifikacija ekspresije i fosforilacije proteina 

 

Ekspresija i fosforilacija proteina u uzorcima homogenata KM i limfnih čvorova 

je određena imunoblot analizom nakon elektroforetskog razdvajanja proteina. Uzorci za 

elektroforezu su pripremljeni kuvanjem (5 min, 100°C) određene zapremine ukupnog 

tkivnog ekstrakta sa odgovarajućom zapreminom redukujućeg pufera za pripremu 

uzorka (finalne koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja uzorka su bile: 2%  SDS, 

10%  glicerol, 2 mM 2-merkaptoetanol, 0.002% bromfenol plavo, 62.5 mM Tris-HCl, 

pH 6.8). U ovom koraku proteini su denaturisani i obloženi negativno naelektrisanim 

molekulima SDS-a. Dodatkom 2-merkaptoetanola u pufer sprečeno je formiranje 

disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Zahvaljujući SDS-u svi proteini u uzorku 

postali su negativno naelektrisani i međusobno su se razlikovali jedino po molekulskim 

masama što je iskorišćeno za njihovo elektroforetsko razdvajanje.  

 

Proteini iz skuvanih uzoraka su zatim razdvojeni elektroforezom na osnovu razlika u 

molekulskim masama u 10% (za analizu kinaze Src (engl. SRC proto-oncogene non-

receptor tyrosine kinase), Akt (engl. v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene), protein 

kinaze aktivirane adenozin monofosfatom (AMPK), p70S6K (engl. ribosomal protein 
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S6 kinase), poli-ADP ribozomske polimeraze (PARP) i β-aktina), odnosno 8% 

poliakrilamidnom gelu za mTOR (engl. mammalian target of rapamycin),. U bunare 

poliakrilamidnog gela su sipane jednake količine proteina (od 10 µg do 50 µg, zavisno 

od analiziranog proteina). Uzorci su nanošeni na gel za sabijanje proteina 

(4% akrilamid/0.14% bisakrilamid, 0.1% SDS, 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8), koji je 

prethodno naslojen na gel za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0.34% bisakrilamid 

ili 12% akrilamid/0.41% bisakrilamid, 0.1% SDS, 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8). Za 

ubrzanje polimerizacije gelova korišćeni su 0,05% amonijumpersulfat i 0,033% 

TEMED. Pufer za rezervoare u kojima se odigrava elektroforeza se sastojao od 192 mM 

glicina, 0.1% SDS i 25m M Tris-HCl, pH 8.3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 

90 min. Prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od 100 V, a nakon prolaska 

uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povećan na 150 V. Uzorci su se kretali 

kroz gel do izlaska boje bromfenol plavo sa gela. U cilju praćenja kretanja ispitivanog 

proteina kroz gel, na svaki gel je nanet i marker koji predstavlja smešu referentnih 

proteina poznatih molekulskih masa (10-250 kDa, Precision Plus Protein™ Dual Color 

Standards; BioRad, Marnes-la-Coquette, Francuska). 

 

Posle završene elektroforeze proteini sa gela su odmah preneti na nitrocelulozne 

membrane (Hybond C; GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija) pomoću 

aparature za polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry transfer unit, Amersham Biosciences). 

Nitrocelulozne membrane su potapane 1-2 minuta u pufer za transfer (192 mM glicin, 

20% metanol i 25 mM Tris-HCl, pH 8.3) i postavljene u aparaturu na visoko 

adsorbujući filter papir, koji je prethodno takođe natopljen transfer puferom. Gelovi su 

isprani malom količinom istog pufera i postavljeni pažljivo na membrane, a preko gela 

je smešten još jedan sloj visoko adsorbujućeg filter papira natopljenog puferom. 

Membrana je bila okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi čime je 

omogućeno da pod dejstvom struje konstantne jačine (0.8 mA/cm
2
 membrane) 

negativno naelektrisani proteini putuju sa gela ka pozitivnoj elektrodi. Na tom putu ka 

anodi proteini su se zaustavljali na membrani. Transfer se odvijao na sobnoj temperaturi 

u trajanju od 90 minuta. Po završetku transfera delovi membrane sa proteinima od 

interesa su inkubirani 60 min na sobnoj temperaturi u 5% rastvoru odmašćenog mleka u 

Tris puferu (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6) sa 0.05% Tween 20 deterdženta (u 
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kasnijem tekstu TBST), da bi se blokirala mesta nespecifičnog vezivanja proteina na 

membranama. Membrane su potom inkubirane sa odgovarajućim primarnim antitelom 

preko noći na temperaturi od +4°C uz blago mešanje, pri čemu su se antitela vezivala za 

odgovarajuće proteinske epitope. Korišćena su sledeća razblaženja primarnih antitela u 

rastvoru za blokiranje: 1:500 za anti-phospho (p)-Src, anti-p-Akt i anti-PARP; 1:800 za 

anti-p-p70S6K, 1:600 za anti-p-mTOR, 1:1000 za anti-p-AMPK i 1:2000 za 

anti-β-aktin. Nakon 3 ispiranja u TBST-u, membrane su inkubirane sa sekundarnim 

antitelom (1:1000 u rastvoru za blokiranje) 75 minuta na sobnoj temperaturi. Po isteku 

inkubacije membrane su ponovo isprane 3 puta u TBST-u i prelivane 3 minuta sa 

supstratom za peroksidazu rena (ECL; GE Healthcare). U ovom koraku peroksidaza, 

koja je vezana za sekundarno antitelo, je razgrađivala H2O2 iz supstrata do kiseonika i 

vode. Kiseonik je reagovao sa luminolom iz supstrata uz nastanak 3-aminoftalata, koji 

je emitovao foton. Nastala svetlost je zabeležena na rendgenskom filmu (Hyperfilm™ 

ECL; GE Healthcare), a intenzitet osvetljenja na rendgenskom filmu je bio direktno 

srazmeran količini proteina vezanog za membranu. Nakon razvijanja filma relativna 

optička gustina imunoreaktivnih traka je kvantifikovana pomoću programa ImageJ. 

Aktivnost ispitivanih proteina je izražena u odnosu na signal β-aktina. 

 

3.8. HISTOLOŠKA ANALIZA 

 

 

Hirurški izvađeni uzorci kičmene moždine pacova su fiksirani u 4% 

paraformaldehidu (PFA) i ukalupljeni u parafinu. Preseci tkiva (debljine 5 μm) su 

potom deparafinizirani u ksilolu, dehidrirani u rastvorima alkohola rastuće 

koncentracije, i obojeni hematoksilin-eozinom (HE). Digitalni snimci preseka tkiva 

obojenih sa HE napravljeni su na fotomikroskopu Leica DM40000B LED (Leica 

Mycrosystems, Wetzlar, Nemačka), koji je opremljen digitalnom kamerom (Leica 

DFC295) i softverom LAS 4.4. Morfometrijska analiza oblasti sa infiltratom 

mononuklearnih ćelija urađena je Fiji (ImageJ 1.49) softveru koristeći tool-opciju 

“analiza merenja”. 
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3.9. DETEKCIJA APOPTOZE IN SITU 

 

 

Da bismo detektovali fragmentisanu DNK, koja je jedan od markera apoptotske 

smrti ćelija, korišćen je TUNEL esej, u kome TdT (terminalna dezoksinukleotidil 

transferaza) katalizuje dodavanje dUTP (dezoksiuridin trifosfat) nukleotida obeleženih 

markerom na  krajeve fragmenata prekinute DNK. Ovaj esej je izveden na presecima 

lumbalnog dela kičmene moždine koji su fiksirani u paraformaldehidu, i ukalupljeni u 

parafinu. Posle deparafinizacije i permeabilizacije sa 0.2% Tritonom X-100, ćelije su 

tretirane sa 3% BSA i TUNEL-reakcionom mešavinom (Roche, Manhajm, Nemačka). 

U reakciji se anti-fluorescein antitelo obeleženo alkalnom fosfatazom vezuje za FITC-

dUTP, a potom dodavanje precipitujućeg supstrata Fast red (Roche) omogućava 

vizuelizaciju signala na svetlosnom mikroskopu. Apoptotične ćelije, koje pokazuju 

granularno, crveno jedarno bojenje su brojane u 5 nasumično izabranih polja (x 200) na 

svakom ćelijskom preseku. 

 

 

3.10. EKSPERIMENTI KOKULTIVACIJE 

 

3.10.1. Kokultivacija ćelijskih linija OLN93 i PC12 sa limfocitima 

 

Ćelijska linija oligodendrocita pacova OLN93 je dobijena ljubaznošću prof. 

Markusa Kipa (Institut za Neuroanatomiju, Medicinski fakultet, Ahen, Nemačka). 

Ćelije su održavane u medijumu za kultivaciju ćelija – DMEM (engl. Dulbecco's 

Modified Eagle Medium), koji je sadržao 5% FCS, i 1% penicilina/streptomicina (sve 

Sigma-Aldrich). Ćelijska linija feohromocitoma pacova PC12 je dobijena ljubaznošću 

dr. Andrijane Klajn (Institut za Molekularnu Genetiku i Genetičko Inženjerstvo, 

Univerzitet u Beogradu, Srbija), i ove ćelije su gajene u DMEM medijumu sa visokom 

koncentracijom glukoze (10 g/l), 10% konjskog seruma (Sigma-Aldrich), 5% 

FetalClone III serum-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) i 1% 

penicilina/streptomicina.  Suspenzije limfocita su dobijene iz cervikalnih limfnih 
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čvorova neimunizovanih ili drenirajućih (poplitealnih) limfnih čvorova pacova 

imunizovanih homogenatom KM. OLN93 i PC12 ćelije su ko-kultivisane sa limfocitima 

u Corning Transwell 3460 System pločama sa 12 bunara (Corning Inc.Life Sciences, 

Tewksbury, MA) pri čemu su OLN93 i PC12 ćelije zasejavane na dno bunara (3x10
5
), 

dok su limfociti (1x10
6
) zasejavani u plastične inserte sa permeabilnom membranom 

(pore dijametra 0.4 μm). OLN93 i PC12 ćelije su preinkubirane sa arilpiperazinima (10 

μM) u trajanju od jednog sata, a potom su limfociti stimulisani mitogenom T ćelija 

konkanavalinom A (ConA, 5 μg/ml) tokom 48 h, ili mijelin baznim proteinom zamorca 

(MBP, 10 μg/ml) (sve Sigma-Aldrich) tokom 72 h. Koncentracija arilpiperazina (10 

μM) je izabrana na osnovu prethodne studije u kojoj je pokazano da ova koncentracija 

ne ispoljava nikakav toksičan efekat na humanu SH-SY5Y neuronsku ćelijsku liniju 

(Tovilovic i sar., 2012). Kontrolne ćelije su inkubirane sa odgovarajućom količinom 

rastvarača (DMSO). 

3.10.2. Određivanje ćelijskog vijabiliteta 

 

Po isteku ko-kultivacije OLN93 i PC12 ćelija sa netretiranim (kontrola) i 

stimulisanim limfocitima u pristvu ili bez arilpiperazina uklanjani su inserti sa 

limfocitima i vijabilitet OLN93 i PC12 ćelija je određivan MTT testom. Princip ove 

metode se zasniva na merenju kolorimetrijske reakcije posredovane dehidrogenazama 

mitohondrija, do koje dolazi redukcijom MTT-a (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-

difeniltetrazolium bromid) u ljubičasti formazan. MTT mogu da redukuju samo aktivne 

mitohondrije živih celija, pa je ovaj kolorimetrijski test pogodan za merenje broja 

vijabilnih. Nakon završetka kultivacije i uklanjanja medijuma u bunare je nalivano po 

50 μl rastvora MTT (0,5 mg/ml), koji je inkubiran tokom 1 sata. Supernatanti su zatim 

odlivani, a ćelije lizirane sa DMSO, koji ujedno služi i za rastvaranje nerastvornog 

formazana, pri čemu se u bunarima razvijala karakteristična ljubičasta boja, čiji je 

intenzitet određivan na automatskom čitaču mikrotitarskih ploča pri talasnoj dužini 

svetlosti od 570 nm (Sunrise; Tecan, Dorset, UK). Intenzitet razvijene boje i 

odgovarajuća vrednost absorbancije srazmerni su broju živih ćelija. Rezultati su 

predstavljeni kao % vijabiliteta u odnosu na odgovarajuće netretirane kontrole koji je 

arbitrarno postavljen na 100%. 
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3.11. STATISTIČKE ANALIZE 

 

 

Rezultati ove teze dobijeni u više nezavisnih eksperimenata su predstavljeni kao 

srednje vrednosti (SV) ± standardna devijacija (SD). U pojedinim prilozima su rezultati 

prikazani kao SV ± SD triplikata iz reprezentativnog od nekoliko ponovljenih 

eksperimenata sa sličnim ishodom. Za procenu značajnosti razlika nezavisnih uzoraka 

korišćeni su Studentov t-test ili jednosmerna analiza varijanse (ANOVA), praćena 

Student-Newman-Keuls-ovim testom za višestruka poređenja. Vrednost p<0,05 je 

smatrana statistički značajnom. 
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4. R E Z U L T A T I 

 

 

4.1. ISPITIVANJE UTICAJA KONTINUIRANOG TRETMANA 

ARILPIPERAZINIMA NA KLINIČKE ZNAKE EAE-a 

 

4.1.1. Ispitivanje znaka akutne toksičnosti i moguće interferencije sa kliničkim 

znacima EAE-a u tretmanu arilpiperazinima 6a i 6b 

 

Derivati arilpiperazina, N-{4-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil}-pikolinamid 

(označen kao arilpiperazin 6a), i N-{3-[2-(4-fenil-piperazin-1-il)-etil]-fenil}-

pikolinamid, (označen kao arilpiperazin 6b), koji su ispitivani u ovoj tezi, sintetisani su 

u grupi profesora Vukića Šoškića (ProteoSys AG, Majnc, Nemačka) i njihove hemijske 

strukture prikazane su na Slici 1. Ova dva jedinjenja se međusobno razlikuju jedino po 

položaju amido grupe (Ar-CONH-R), koja se kod jedinjenja 6a nalazi u para položaju, 

dok se kod jedinjenja 6b nalazi u meta položaju benzenovog prstena u odnosu na 

arilpiperazinski ostatak. Konstante inhibicije (Ki), kao mere afiniteta ovih 

arilpiperazinskih dopaminergičkih liganada za humane dopaminske D2 receptore i 

serotoninske 5HT1A receptore određene su u prethodnoj studiji i iznosile su 1400 nM i 

304.9 nM za 6a derivat, odnosno 71.6 nM i 2.4 nM za 6b derivat, pri čemu niža 

vrednost Ki ukazuje na viši afinitet vezivanja derivata za receptor (Sukalovic i sar., 

2013).  

Polazeći od skorijeg istraživanja u kome je pokazano da među 19 nedavno 

sintetisanih arilpiperazina, derivati 6a i 6b ispoljavaju najpotentnije neuroprotektivno 

dejstvo in vitro (Tovilovic i sar. 2013), u cilju ispitivanja njihovog potencijalnog 

protektivnog delovanja u in vivo modelu EAE-u, bilo je neophodno prethodno ispitati 

da li ova jedinjenja ispoljavaju znake akutne toksičnosti in vivo, kod eksperimentalnih 

pacova soja DA. U tom cilju praćeno je ispoljavanje znaka akutne toksičnosti 

(poremećaji disanja, nemogućnost porasta telesne mase, anoreksija, slabost, gubitak 

uobičajenog interesovanja/ponašanja, i smrt) kod neimunizovanih životinja koje su 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sukalovic%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24105736
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tretirane sa oba jedinjenja. Pored ovih znaka ispitivali smo da li ova jedinjenja 

ispoljavaju i efekte koji bi mogli da odgovaraju tipičnim kliničkim znacima EAE-a, kao 

što su: ukočenost, smirenost, i promena u tonusu repa. 

 

 

 

 

Slika 1. Hemijske strukture arilpiperazina 6a i 6b. Oba jedinjenja imaju identičnu molekulsku 

formulu, jedina razlika jeste položaj amido grupe koja se kod 6a derivata nalazi u para položaju dok se 

kod 6b derivata nalazi u meta položaju benzenovog prstena. 

 

Derivati arilpiperazina su rastvarani najpre u sterilnom DMSO-u a potom je postepeno 

dodavan sterilan PBS do finalne zapremine od 500 μl po pacovu u ultrazvučnom 

sonifikatoru MSE Soniprep 150 (intenzitet 10) tri puta po 30 sekundi sa pauzama od po 

30 sekundi između svakog sonifikovanja. Na kraju je ph vrednost rastvora podešena na 

7 sa KOH. Intraperitonealno primenjene doze veće od 20 mg/kg su kod nekih životinja 

izazivale bolno uvlačenje stomaka, usled čega je za dalje eksperimente korišćena doza 

od 10 mg/kg, koja nije ispoljavala znake akutne toksičnosti, niti ikakva očigledna 

neželjena dejstva niti kod jedne životinje. Pored toga, ovim početnim ogledom je, 

pažljivim posmatranjem tretiranih životinja, ustanovljeno da ispitivani derivati 

para 

meta 

amido grupa 

piridin 

6a 

6b 

arilpiperazinska grupa 
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arilpiperazina ne ispoljavaju nikakve efekte koji bi odgovarali kliničkim znacima koji se 

obično prate u EAE-u, te da se mogu koristiti u daljim eksperimentima. 

 

4.1.2. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na klinički tok EAE-a u kontinuiranom 

tretmanu 

 

Da bi se utvrdilo da li arilpiperazini 6a i 6b ispoljavaju efekat u animalnom 

modelu MS-a u kontinuiranom tretmanu, eksperimentalnim životinjama je indukovan 

EAE imunizacijom sa homogenatom KM u KFA. Pacovi su svakodnevno tretirani 

arilpiperazinima 6a i 6b počevši od dana imunizacije pa sve do kraja eksperimenta 

(ukupno 28 dana).  
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Slika 2. Arilpiperazini snižavaju kliničke znake EAE-a u kontinuiranom tretmanu. Pacovi su 

tretirani svakodnevno PBS-om/DMSO-om (kontrolna grupa), ili arilpiperazinima 6a i 6b (10 mg/kg) od 

prvog dana imunizacije homogenatom KM u KFA (0. dan) do kraja eksperimenta (28. dan). Broj životinja 

po grupi je bio 8. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD, gde *p0.05 označava statističku 

značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman arilpiperazinom 6b, dok 
#
p0.05 označava statističku 

značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman arilpiperazinom 6a u odgovarajućem vremenskom 

trenutku. 
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Imunizovane životinje su razvile klasičnu akutnu, monofaznu bolest, koja se 

sastojala od induktivne faze bez vidljivih simptoma (od 0. do 8-9. dana posle 

imunizacije), efektorske faze (od oko 9. dana pa na dalje, sa vrhuncom bolesti oko 14. 

dana posle imunizacije), i faze oporavka (od oko 18. dana posle imunizacije pa do kraja 

eksperimenta) (Slika 2). EAE se odlikovao tipičnom kliničkom slikom koja se 

manifestovala smanjenim tonusom repa, parezom ili paralizom zadnjih ekstremiteta. 

Kao što je prikazano na Slici 2, oba tretmana su statistički značajno snižavali kliničke 

manifestacije EAE-a u više vremenskih tačaka, pri čemu je 6b derivat ispoljavao nešto 

izraženiji protektivni efekat. Obzirom da se klinička ocena nije značajno menjala od 22. 

do 28. dana, trajanje narednih eksperimenata je skraćeno na 21 dan, da bi se izbegla 

nepotrebna patnja eksperimentalnih životinja. Dodatne analize su pokazale da je 

prosečna zbirna klinička ocena bila značajno niža u grupi životinja tretiranih 

arilpiperazinima u odnosu na EAE kontrole (Tabela 1). Prosečna najveća ocena je 

takođe bila snižena pod dejstvom arilpiperazina, ali je razlika bila statistički značajna 

samo za 6b (Tabela 1). Slično, početak bolesti je bio značajno odložen kod pacova 

tretiranih sa 6b, dok ova razlika nije bila značajna u tretmanu arilpiperazinom 6a 

(Tabela 1). Zbog izraženije efikasnosti derivat 6b je češće korišćen u narednim 

eksperimentima. 

 

 

 Tabela 1. Uticaj arilpiperazina na kliničke parametre EAE-a. Pacovi imunizovani homogenatom KM 

u KFA su tretirani svakodnevno sa PBS/DMSO (kontrolna grupa, n=8), ili arilpiperazinima 6a i 6b (sa 

dozom od 10 mg/kg, n=8 po grupi). Bolest je praćena svakodnevno i računati su klinički parametri 

(*p0.05). 

 

 

 Zbirna klinička ocena Najveća  klinička ocena Dan početka EAE-a 

kontrola 19.3 ± 2.0 2.1 ± 0.4 10.5 ± 0.2 

6a   11.2 ± 2.0* 1.2 ± 0.4 11.8 ± 1.0 

6b     9.5 ± 2.0*   0.8 ± 0.1*   12.7 ± 1.0* 
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4.1.3. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na promenu telesne mase životinja u EAE-u u 

kontinuiranom tretmanu 

 

Poznato je da se kod eksperimentalnih životinja kojima je indukovan EAE, kao 

jedan od kliničkih znaka bolesti, javlja i gubitak telesne mase (Xu i sar. 2000), pa je 

sledeće ispitivano da li arilpiperazini 6a i 6b deluju na održanje telesne mase 

eksperimentalnih životinja. U tom cilju, DA pacovi su imunizovani homogenatom KM 

u KFA i svakodnevno tretirani i.p. arilpiperazinima 6a i 6b počevši od dana imunizacije 

pa sve do kraja eksperimenta (ukupno 21 dan), uz praćenje telesne mase. Analiza 

promene telesne mase životinja je pokazala da tretman arilpiperazinima sprečava 

gubitak telesne mase (Slika 3), koji obično prati EAE, potvrđujući i na taj način 

protektivno dejstvo ovih jedinjenja.  
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Slika 3. Arilpiperazini 6a i 6b sprečavaju gubitak telesne mase u EAE-u. Pacovi su tretirani 

svakodnevno PBS-om/DMSO-om (kontrolna grupa), ili arilpiperazinima 6a i 6b (10 mg/kg) od prvog 

dana imunizacije homogenatom KM u KFA (0. dan) do kraja eksperimenta (21. dan). Broj životinja po 

grupi je bio 8. Rezultati su predstavljeni kao procenat promene telesne mase u odnosu na 0. dan u vidu 

srednje vrednosti ± SD, dok *p0.05 označava statističku značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman 

arilpiperazinima u odgovarajućem vremenskom trenutku. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10844533
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4.2. UTICAJ TRETMANA ARILPIPERAZINIMA TOKOM  INDUKTIVNE I 

EFEKTORSKE FAZE BOLESTI NA KLINIČKE ZNAKE EAE-a 

 

4.2.1. Uticaj arilpiperazina 6b na kliničke znake EAE-a tokom selektivnog 

tretmana u induktivnoj fazi bolesti  

 

 

Da bi se detaljnije ispitao mehanizam kojim arilpiperazin 6b ostvaruje svoj 

protektivan efekat na EAE, pristupili smo ispitivanju faze bolesti u kojoj se taj efekat 

ostvaruje.  
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Slika 4. Tretman arilpiperazinom 6b tokom induktivne faze bolesti nema efekta na EAE. Pacovi su 

tretirani svakodnevno PBS-om/DMSO-om (kontrolna grupa) ili arilpiperazinom 6b (10 mg/kg) od prvog 

dana imunizacije homogenatom KM u KFA (0. dan) do sedmog dana od dana imunizacije (induktivna 

faza). Broj životinja po grupi je bio 8. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD. 

 

U tom cilju, životinje kojima je indukovan EAE svakodnevno su tretirane 

arilpiperazinom 6b (10 mg/kg) tokom prvih sedam dana po imunizaciji, odnosno tokom 

induktivne faze bolesti. Za razliku od kontiuniranog tretmana (počevši od dana 
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imunizacije – 0. dan do kraja eksperimenta - 28. dan) nikakav zaštitni efekat na kliničko 

ispoljavanje EAE-a nije primećen kod pacova tretiranih arilpiperazinom 6b u prvih 

sedam dana, tj. tokom induktivne faze EAE-a (Slika 4). Rezultati ovog eksperimenta 

ukazuju na to da ispitivani derivat najverovatnije ne interferira sa osnovnim procesima 

induktivne faze bolesti, kao što su prepoznavanje i obrada antigena, kao i aktivacija, 

proliferacija i diferencijacija limfocita u efektorske ćelije, već svoj efekat verovatno 

ostvaruje tokom efektorske faze bolesti. 

 

4.2.2. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na kliničke znake EAE-a tokom selektivnog 

tretmana u efektorskoj fazi bolesti 

 

Da bi se ispitalo da li arilpiperazini svoj pozitivan efekat na kliničke znake EAE-

a ostvaruju u efektorskoj fazi bolesti, životinje kojima je indukovan EAE su 

svakodnevno tretirane arilpiperazinima  (10 mg/kg) selektivno od osmog do 21. dana po 

imunizaciji, odnosno prevashodno tokom efektorske faze EAE-a. Nasuprot prethodnom 

eksperimentu, kada su eksperimentalne životinje tretirane arilpiperazinima 6a ili 6b 

tokom efektorske faze bolesti primećena je mnogo blaža forma EAE-a. Naime, rezultati 

su pokazali da arilpiperazini statistički značajno smanjuju kliničke manifestacije EAE 

delujući u efektorskoj fazi bolesti (Slika 5), u kojoj inače dolazi do ispoljavanja 

neuroloških nedostataka. Pojava prvih kliničkih znaka bolesti bila je odložena (12,3 ± 

0,3 dan u tretmanu u odnosu na 11,3 ± 0,3 u kontrolnoj grupi), prosečna kumulativna 

ocena (8,4 ± 1,1 u tretmanu u odnosu na 13,4 ± 1,2 u kontroli) i prosečna maksimalna 

ocena kliničkih znaka (1,3 ± 0,2 u tretmanu u odnosu na 2,0 ± 0,2 u kontroli) su bile 

niže u odnosu na kontrolne EAE pacove (p0.05). U skladu sa odloženim početkom 

bolesti, bolest je u grupi pacova tretiranih arilpiperazinima dostizala vrhunac kasnije 

(15-16. dan) u odnosu na kontrolne životinje (13-14. dan) (Slika 5).  

Zaštitni efekat arilpiperazina tokom efektorske, ali ne i tokom induktivne faze 

bolesti, ukazuje na to da ovi derivati možda direktno utiču na sprečavanje oštećenja 

CNS-a posredovanog autoimunskim odgovorom, pre nego da utiču na aktivaciju i 

proliferaciju autoreaktivnih ćelija u EAE-u. 
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Slika 5. Tretman arilpiperazinima 6a i 6b tokom efektorske faze bolesti smanjuje kliničke znake 

EAE-a. Pacovi (n=8 po grupi) su tretirani svakodnevno PBS-om/DMSO-om (kontrolna grupa) ili 

arilpiperazinima 6a/6b (10 mg/kg) od 8. dana imunizacije u KFA do 21. dana od dana imunizacije. Broj 

životinja po grupi je bio 8. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD, dok *p0.05 označava statističku 

značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman arilpiperazinima u odgovarajućem vremenskom trenutku. 

 

4.3. ISPITIVANJE UTICAJA ARILPIPERAZINA NA INFILTRACIJU 

IMUNSKIH ĆELIJA U CNS U EAE-u 

 

4.3.1. Uticaj arilpiperazina 6b na infiltraciju imunskih ćelija u CNS u piku EAE-a 

 

Da bi se utvrdilo da li je blaža klinička slika u grupi životinja tretiranih 

arilpiperazinima praćena i smanjenom infiltracijom ćelija u CNS obolelih životinja, 14. 

dana bolesti izvršena je analiza preseka lumbalnog dela kičmene moždine obojenih 

hematoksilinom i eozinom. Mikroskopska analiza preseka kičmene moždine je pokazala 
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Slika 6. Tretman arilpiperazinima smanjuje infiltraciju imunskih ćelija u CNS životinja obolelih od 

EAE-a. Preseci lumbalnog dela kičmene moždine 14. dana bolesti analizirani su HE bojenjem radi 

utvrđivanja prisustva infiltrata imunskih ćelija kod imunizovanih životinja tretiranim ili netretiranim 

arilpiperazinom 6b (10 mg/kg). 

 

 

masovnu subpijalnu/perivaskularnu infiltraciju ćelija kod imunizovanih životinja 

obolelih od EAE-a (Slika 6). Inflamatorne ćelije su bile prisutne u prednjim rogovima 

kičmene moždine kao i u beloj masi, dok je analiza na većem uveličanju pokazala da se 

infiltrati sastoje u glavnom od mononuklearnih ćelija i ponekog neutrofila (Slika 6). 

Perivaskularni ćelijski infiltrati, kao i oni u površinskim delovima bele mase, bili su 

manji kod pacova tretiranih arilpiperazinom 6b. U skladu sa time, morfometrijska 

analiza je pokazala da je površina preseka kičmene moždine koja je bila infiltrirana 

inflamatornim ćelijama bila manja kod životinja tretiranih arilpiperazinima (Slika 7). 

Dakle, može se zaključiti da arilpiperazini svoj protektivan efekat ostvaruju 

smanjivanjem infiltracije imunskih ćelija u CNS tokom EAE-a. 
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Slika 7. Morfometrijska analiza preseka kičmene moždine ukazuje na smanjenu površinu ćelijskog 

infiltrata u CNS-u životinja tretiranih arilpiperazinima. Preseci lumbalnog dela kičmene moždine 

imunizovanih životinja tretiranih i netretiranih arilpiperazinima (n = 5 po grupi) 14. dana bolesti su 

podvrgnuti morfometrijskoj analizi. Broj životinja po grupi je bio 5. Rezultati su predstavljeni kao SV ± 

SD, dok *p0.05 označava statističku značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman arilpiperazinima. 

 

4.3.2. Uticaj arilpiperazina na brojnost mononuklearnih ćelija u CNS-u i 

drenirajućim limfnim čvorovima u EAE-u 

 

U cilju potvrđivanja nalaza sa mikroskopskih preseka kičmene moždine, 

eksperimentalne životinje su žrtvovane u vrhuncu bolesti (14.dan), i nakon perfuzije 

kičmene moždine, iz homogenata KM su izolovane mononuklearne ćelije koje su 

infiltrirale tkivo CNS-a da bi se utvrdila njihova brojnost. Kao što je prethodno 

pokazano histohemijskom analizom, i brojanjem izolovanih ćelija je primećeno 

značajno smanjenje broja mononuklearnih ćelija infiltriranih u CNS kod pacova 

tretiranih arilpiperazinima 6a i 6b, u odnosu na kontrolnu grupu imunizovanih životinja 

(Slika 8).  
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Slika 8. Tretman arilpiperazinima smanjuje broj mononuklearnih ćelija infiltriranih u CNS.  Iz 

perfundovanih kičmenih moždina imunizovanih životinja tretiranih ili netretiranih arilpiperazinima (n = 5 

po grupi) izolovane su infiltrirane mononuklearne ćelije čiji broj je određivan brojanjem u 

hemocitometru. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD, dok *p0.05 označava statističku značajnost 

razlike kontrole u odnosu na tretman arilpiperazinima. 

 

 

Ovo smanjenje inflamacije i  infiltracije imunskih ćelija u CNS je u skladu sa 

odloženim počekom pojave prvih kliničkih znaka kao i blažom kliničkom slikom EAE-

a u grupi pacova tretiranih arilpiperazinima. Sa druge strane, kada je posmatrana 

brojnost mononuklearnih ćelija u drenirajućim (poplitealnim) limfnim čvorovima nije 

primećena statistički značajna promena broja ćelija između životinja tretiranih 

arilpiperazinima i kontrolnih imunizovanih, netretiranih životinja (Slika 9). Ovakvi 

podaci navode na zaključak da ispitivani arilpiperazini svoje povoljno dejstvo na 

kliničke manifestacije EAE-a ostvaruju centralno, a ne periferno, i to utičući na 

smanjivanje broja infiltriranih patogenih ćelija imunskog sistema unutar CNS-a kod 

obolelih životinja koje su tretirane arilpiperazinima. 
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Slika 9. Tretman arilpiperazinima ne utiče na broj mononuklearnih ćelija u drenirajućim limfnim 

čvorovima.  Iz drenirajućih (poplitealnih) limfnih čvorova imunizovanih životinja tretiranih ili 

netretiranih arilpiperazinima (n = 5 po grupi) izolovane su mononuklearne ćelije čiji broj je određivan 

brojanjem u hemocitometru. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD. 

 

 

4.4. ISPITIVANJE UTICAJA ARILPIPERAZINA  NA EKSPRESIJU 

INFLAMATORNIH MEDIJATORA U CNS-u I INFILTRATU 

MONONUKLEARNIH ĆELIJA U EAE-u 

 

4.4.1. Uticaj arilpiperazina 6b na ekspresiju gena za inflamatorne 

medijatore/regulatore u tkivu CNS-a u piku EAE-a 

 

Ravnoteža između proinflamatornih i antiinflamatornih citokina, kao glavnih 

posrednika u komunikaciji između imunskih ćelija, neposredno određuje započinjanje, 

tok, kao i krajnji ishod normalnog imunskog odgovora, ali i onog koji je usmeren na 

antigene sopstvenog organizma kao što je slučaj u EAE-u i MS-u. Stoga je bilo važno 

ispitati kakav je uticaj arilpiperazina na ekspresiju inflamatornih medijatora/regulatora u 

tkivu CNS-a (Slika 10). U tom cilju, u tkivu kičmene moždine imunizovanih životinja 

(kontrola) i onih tretiranih arilpiperazinom 6b analiziran je nivo iRNK za 
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proinflamatorne citokine TNF, IL-6, IL-1 i GM-CSF, Th1 citokine IL-12 i IFN-, Th17 

citokine IL-23 i IL-17, antiinflamatorne/imunosupresivne citokine i medijatore kao što 

su IL-10, TGF-, i IL-1Ra, kao i za transkripcione faktore ključne u polarizaciji Th1 

ćelija (T-bet), Th17 ćelija (RORt) i regulatornih T ćelija (Foxp3). U skladu sa 

smanjenjem težine kliničke slike bolesti (Slika 10 A) rezultati qRT-PCR-a su pokazali 

da tretman arilpiperazinom 6b značajno snižava ekspresiju iRNK svih inflamatornih 

medijatora izuzev IL-12 i IL-23 u tkivu CNS-a 14. dana posle imunizacije, odnosno u 

vrhuncu bolesti (slike 10 B, C, D). 
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Slika 10. Arilpiperazini smanjuju ekspresiju iRNK inflamatornih medijatora u CNS-u. (A) 

Imunizovani pacovi su tretirani PBS-om/DMSO-om (kontrolna grupa) ili arilpiperazinom 6b (10 mg/kg) 

svakog dana (n = 8 po grupi), a klinički znaci EAE-a su praćeni sve do vrhunca bolesti (14. dan). (B-D) 

Ekspresija iRNK za različite proinflamatorne i antiinflamatorne medijatore i transkripcione faktore u 

vrhuncu bolesti (14. dan) je analizirana qRT-PCR-om u tkivu lumbalnog dela kičmene moždine 

kontrolnih i tretiranih životinja. Rezultati (SV + SD) su predstavljeni kao odnos ekspresije iRNK 

posmatranog gena odgovarajuće grupe životinja i ekspresije iRNK kod zdravih životinja, koja je 

arbitrarno postavljena na 1 (*p0.05 označava statističku značajnost razlike kontrole u odnosu na tretman 

arilpiperazinima). 
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4.4.2. Uticaj arilpiperazina 6b na ekspresiju gena za inflamatorne 

medijatore/regulatore u mononuklearnim ćelijama infiltriranim u CNS u EAE-u 

 

Sledeći cilj bio je da se ispita da li je smanjenje expresije inflamatornih 

medijatora u CNS-u obolelih životinja pod dejstvom arilpiperazina posledica smanjene 

infiltracije ili promene u produkciji ovih medijatora. Analiza nivoa iRNK za 

proinflamatorne citokine TNF, IL-6, IL-1, i GM-CSF, Th1 citokine IL-12 i IFN-, Th17 

citokine IL-23 i IL-17, antiinflamatorne/imunosupresivne medijatore kao što su IL-10, 

TGF-, i IL-1Ra, kao i za transkripcione faktore ključne u polarizaciji Th1 ćelija (T-

bet), Th17 ćelija (RORt) i regulatornih T ćelija (Foxp3) u mononuklearnim ćelijama 

izolovanim iz CNS-a, nije pokazala statistički značajne razlike između kontrolnih i 

životinja tretiranih arilpiperazinom 6b (Slika 11). U kontekstu prethodno dobijenih 

rezultata, ovi rezultati ukazuju na to da je smanjenje u ekspresiji 

proinflamatornih/antiinflamatornih medijatora u CNS-u životinja tretiranih 

arilpiperazinima najverovatnije posledica smanjene infiltracije mononuklearnih ćelija, a 

ne promene u ekspresiji gena za ove medijatore. 
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Slika 11. Arilpiperazini ne utiču na ekspresiju iRNK inflamatornih medijatora u mononuklearnim 

ćelijama infiltriranim u CNS. Imunizovani pacovi su (n = 8 po grupi) tretirani PBS-om/DMSO-om 

(kontrolna grupa) ili arilpiperazinom 6b (10 mg/kg) a klinički znaci EAE-a su praćeni do 14. dana bolesti. 

Ekspresija iRNK za različite proinflamatorne i antiinflamatorne medijatore i transkripcione faktore u 

vrhuncu bolesti (14. dan) je analizirana qRT-PCR-om u izolovanim infiltriranim MNĆKM kontrolnih i 

tretiranih životinja. Rezultati (SV + SD) su predstavljeni kao odnos ekspresije iRNK posmatranog gena 

odgovarajuće grupe životinja i ekspresije iRNK kontrolnih imunizovanih životinja, koja je arbitrarno 

postavljena na 1. 
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4.5. ISPITIVANJE UTICAJA ARILPIPERAZINA NA ZASTUPLJENOST 

ĆELIJSKIH POPULACIJA I NJIHOVU PROIZVODNJU CITOKINA U 

INFILTRATU MONONUKLEARNIH ĆELIJA U EAE-u 

 

4.5.1. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na zastupljenost CD3
+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
,  i 

CD11b/c
+
 ćelija u infiltratu mononukleranih ćelija u piku EAE-a 

 

U jednom od prethodnih rezultata je pokazano da tretman arilpiperazinima 6a i 

6b kod životinja kojima je indukovan EAE dovodi do smanjene infiltracije CNS-a 

mononuklearnim ćelijama. Obzirom da se izolat mononuklearnih ćelija sastoji od 

mešavine različitih populacija ćelija kao što su T limfociti, B limfociti, makrofagi i 

mikroglijalne ćelije (koje nisu infiltrirane, već rezidentne u CNS-u, ali su prisutne u 

izolatu zbog nesavršenosti metode za izolaciju infiltrata), kao i da svaka od njih ima 

veliki značaj u imunopatogenezi EAE, bilo pokretanjem bilo održavanjem inflamacije u 

EAE-u, bilo je neophodno ispitati kakav je uticaj in vivo primenjenih arilpiperazina na 

zastupljenost fenotipski različitih populacija ćelija koje infiltriraju CNS tokom EAE-a. 

U tom cilju je određivan ćelijski sastav infiltrata mononuklearnih ćelija na osnovu 

različite ekspresije površinskih molekula, CD3 (marker T limfocita), CD4 (marker Th 

limfocita), CD8 (marker citotoksičnih T limfocita) i CD11b/c (marker 

monocita/makrofaga) (Slika 12). Primenom metode imunofluorescence i protočne 

citofluorimetrije upotrebom anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, i anti-CD11b/c antitela 

obeleženih odgovarajućim fluorohromom, identifikovali smo tri populacije u suspenziji 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine kontrolnih i tretiranih pacova 14. 

dana od imunizacije (Slika 12B). Rezultati kvantifikacije su pokazali da nema statistički 

značajne razlike u procentualnoj zastupljenosti CD3
+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
, i CD11b/c

+
 

ćelija između kontrolnih i pacova tretiranih arilpiperazinima 6a i 6b (Slika 12A), 

odnosno da tretman arilpiperazinima ne utiče na promenu ćelijskog sastava 

inflamatornog infiltrata.  
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Slika 12. Arilpiperazini ne utiču na zastupljenost CD3
+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
 i CD11b/c

+
 ćelija u 

infiltratu mononukleranih ćelija u piku EAE-a. A Prisustvo različitih ćelijskih subpopulacija u okviru 

mononuklearnog infiltrata izolovanog iz kičmene moždine imunizovanih životinja tretiranih i netretiranih 

arilpiperazinima (n = 8 po grupi) 14. dana bolesti kvantifikovano je metodom protočne citofluorimetrije. 

Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD. B Reprezentativni dot-plotovi različitih ćelijskih subpopulacija za 

sve tri eksperimentalne grupe.  
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4.5.2. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na zastupljenost CD4
+
IFN

+
, CD4

+
IL10

+
, i 

CD4
+
IL17

+
 ćelija u infiltratu mononukleranih ćelija u piku EAE-a 

 

U prethodnom eksperimentu je pokazano da arilpiperazini 6a i 6b ne utiču na 

procentualnu zastupljenost glavnih ćelijskih subpopulacija u okviru infiltrata 

mononuklearnih ćelija, kao što su: CD3
+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
,  i CD11b/c

+
 ćelije tokom 

EAE-a.   
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Slika 13. Arilpiperazini ne utiču na zastupljenost CD4
+
 IFN-γ

+
, CD4

+
 IL-17

+
 i CD4

+
 IL-10

+
 ćelija u 

infiltratu mononukleranih ćelija u piku EAE-a. A Prisustvo različitih ćelijskih subpopulacija CD4
+
 

ćelija u okviru mononuklearnog infiltrata izolovanog iz kičmene moždine imunizovanih životinja 

tretiranih i netretiranih arilpiperazinima (n = 8 po grupi) 14. dana bolesti kvantifikovano je metodom 

protočne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD. B Reprezentativni dot-plotovi 

različitih ćelijskih subpopulacija za sve tri eksperimentalne grupe.  
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Uzimajući u obzir postojeće podatke o patogenom potencijalu Th1 i Th17 ćelija, kao i 

ulozi regulatornih T ćelija u  zaustavljanju autoimunskog odgovora i inflamacije 

(Petermann F i sar. 2011), sledeći cilj bio je da se u mononuklearnim ćelijama infiltrata 

kičmene moždine u piku EAE-a ispita unutarćelijska proizvodnja citokina (IFN-, IL-17 

i IL-10) koji su glavna fenotipska odlika pomenutih ćelijskih subpopulacija. 

Mononuklearne ćelije su izolovane u vrhuncu bolesti (14. dana) iz kičmene moždine 

pacova imunizovanih sa homogenatom KM u KFA (kontrola) kao i iz imunizovanih 

životinja koje su tretirane sa arilpiperazinima. Metodama dvostrukog unutarćelijskog 

bojenja i protočne citometrije u infiltratu KM detektovane su i IFN-
+
 IL-17

+
 i IFN-

+
 

IL-10
+
 ćelije (Slika 13B). Rezultati kvantifikacije su pokazali da nije bilo statistički 

značajne razlike u zastupljenosti CD4
+
 IFN-

+
, CD4

+
 IL-17

+
 i CD4

+
 IL-10

+
 ćelija u 

infiltratu mononuklearnih ćelija 14. dana EAE-a (Slika 13A), odnosno da tretman 

ispitivanim derivatima ne utiče na promenu produkcije citokina koji su glavna 

fenotipska odlika pojedinih ćelijskih subpopulacija. 

 

4.5.3. Uticaj arilpiperazina 6a i 6b na zastupljenost CD8
+
IFN

+
 i CD8

+
IL10

+
  ćelija 

u okviru infiltrata mononukleranih ćelija u piku EAE-a 

 

U narednom koraku trebalo je utvrditi kakva je produkcija citokina od strane 

CD8
+
 ćelijske subpopulacije izolovane iz kičmene moždine obolelih životinja tretiranih 

ili netretiranih arilpiperazinima. Rezultati kvantifikacije citokina na protočnom 

citofluorimetru pokazali su da nije bilo statistički značajne razlike u zastupljenosti 

populacija CD8
+
 IFN-

+
 i CD8

+
 IL-10

+
 ćelija u infiltratu mononuklearnih ćelija 14. dana 

EAE-a (Slika 14A). Prema tome, na osnovu ovih i prethodno izloženih rezultata, može 

se zaključiti da je smanjenje u ekspresiji proinflamatornih/antiinflamatornih medijatora 

u CNS-u životinja tretiranih arilpiperazinima 6a i 6b najverovatnije posledica smanjene 

i odložene infiltracije mononuklearnim ćelijama, pre nego promene u zastupljenosti 

različitih ćelijskih subpopulacija unutar inflamatornog infiltrata. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petermann%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21477588
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Slika 14. Arilpiperazini ne utiču na zastupljenost CD8
+
IFN-

+
, i CD8

+
IL-10

+
 ćelija u infiltratu 

mononukleranih ćelija u piku EAE-a. A Prisustvo različitih ćelijskih subpopulacija CD8
+
 ćelija u 

okviru mononuklearnog infiltrata izolovanog iz kičmene moždine imunizovanih životinja tretiranih i 

netretiranih arilpiperazinima (n = 8 po grupi) 14. dana bolesti kvantifikovano je metodom protočne 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD. B Reprezentativni dot-plotovi različitih 

ćelijskih subpopulacija za sve tri eksperimentalne grupe.  

 

 

 

4.6. ISPITIVANJE UTICAJA ARILPIPERAZINA NA APOPTOZU I 

AKTIVNOST Akt/mTOR SIGNALNOG PUTA U CNS-u U PIKU EAE-a 

 

4.6.1. Uticaj arilpiperazina 6b na apoptozu u kičmenoj moždini pacova sa EAE-om 

 

Da bi se procenio efekat tretmana arilpiperazinima na apoptotsku ćelijsku smrt u 

tkivu CNS-a tokom EAE-a, primenjena je TUNEL analiza koja se zasniva na detekciji 

fragmentacije DNK, kao jedne od osnovnih odlika apoptoze. Za razliku od uzoraka 

kičmene moždine zdravih, neimunizovanih eksperimentalnih životinja, kod kojih nisu 
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uočene apoptotske ćelije, TUNEL- pozitivna jedra su uočena u beloj masi kičmene 

moždine životinja sa EAE-om (Slika 15). 
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Slika 15. Tretman arilpiperazinima smanjuje apoptozu u CNS-u pacova tokom EAE-a. Apoptotska 

jedra (označena strelicama) su detektovana TUNEL bojenjem preseka kičmene moždine zdravih pacova 

(n=5) i imunizovanih pacova tretiranih ili netretiranih arilpiperazinom 6b (n=5 po grupi), u vrhuncu 

bolesti (14. dan). Prikazane su reprezentativne mikrografije i procenti (SV+SD) apoptotskih ćelija 

(*p0.05). 

 

Na osnovu položaja i veličine, apoptotske ćelije su verovatno bile 

oligodendrociti. U skladu sa već pokazanim zaštitnim efektom arilpiperazina, TUNEL-

pozitivna ćelijska jedra su bila statistički značajno manje zastupljena na presecima 

kičmene moždine bolesnih životinja tretiranih sa 6b (Slika 15), ukazujući na to da 

tretman arilpiperazinima utiče na smanjenje apoptotske smrti ćelija CNS-a tokom EAE-

a. 
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4.6.2. Uticaj arilpiperazina 6b na aktivnost Akt/AMPK/mTOR signalnih puteva i 

PARP u kičmenoj moždini pacova sa EAE-om 

 

U prethodnim in vitro studijama (Tovilovic i sar., 2013) je pokazano da je 

neuroprotektivni potencijal arilpiperazina delimično posredovan aktivacijom Akt 

signalnog puta, koji je jedan od najznačajnijih antiapoptotskih signalnih puteva 

uključenih u ćelijsko preživljavanje (Datta i sar., 1997; Zhou i sar., 2000). Obzirom da 

je za fiziološku metaboličku aktivnosti tkiva CNS-a važan energetski status ćelije, a koji 

je u autoimunskoj inflamaciji često poremećen, bilo je značajno ispitati i kakav je efekat 

arilpiperazina na signalne molekule koji održavaju energetsku homeostazu u ćelijama, 

kao što su protein kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom (AMPK) i njen ciljni 

molekul mTOR.  
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Slika 16.  Arilpiperazini povećavaju aktivnost Akt-a i p70S6K u CNS-u imunizovanih pacova. A 

Aktivnost proteina Src, Akt, AMPK, mTOR, p70s6k i PARP ispitivani su imunoblot analizom tkiva 

lumbalnog dela KM imunizovanih pacova (kontrolna grupa, n=4), i imunizovanih pacova tretiranih 

arilpiperazinom 6b (n=4), koji su žrtvovani  14.dana bolesti. B Denzitometrijska analiza signala u odnosu 

na signal -aktina u istim uzorcima. Rezultati su predstavljeni kao SV ± SD. *p0.05 označava statističku 

značajnost razlike između kontrole i tretmana arilpiperazinima. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Datta%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9346240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11062251
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Imunoblot analiza tkiva kičmene moždine imunizovanih pacova tretiranih 

arilpiperazinima i kontrolnih, netretiranih životinja je pokazala da tretman 

arilpiperazinom 6b značajno povećava fosforilaciju, a time i aktivnost Akt-a i p70S6 

kinaze, koja je direktan supstrat mTOR-a (Slika 16). Sa druge strane, imunoblot analiza 

nije pokazala statistički značajnu promenu u stepenu fosforilacije tirozin kinaze Src, 

AMPK, i mTOR-a (Slika 16). Pored toga, imunoblot analizom je pokazano da je 

degradacija nuklearne polimeraze PARP, koja sprečava njenu DNK-reparativnu 

aktivnost i tako stimuliše apoptozu (Oliver i sar. 1998), bila smanjena u CNS-u životinja 

tretiranih arilpiperazinom 6b. Ovi rezultati ukazuju na to da bi aktivacija 

antiapoptotskog Akt/p70S6 signalnog puta mogla da bude bar delimično odgovorna za 

zaštitno delovanje arilpiperazina u EAE modelu. 

 

 

4.7. ISPITIVANJE UTICAJA ARILPIPERAZINA NA OŠTEĆENJE NEURONA  

I OLIGODENDROCITA IZAZVANO T ĆELIJAMA IN VITRO 

 

4.7.1. Uticaj arilpiperazina 6b na vijabilitet OLN93 i PC12 ćelija kokultivisanih 

mitogenom-aktiviranim T limfocitima 

 

Izučavanje efekata arilpiperazina 6a i 6b na humanu neuroblastomsku ćelijsku 

liniju SH-SY5Y u ranijim in vitro studijama (Tovilovic i sar., 2012, 2013) je pokazalo 

neuroprotektivno dejstvo ovih jedinjenja u tretmanu neurotoksinima 6-

hidroksidopaminom (6-OHDA) i azot monoksidom (NO). Po analogiji sa ovim 

istraživanjima sledeći cilj ove studije bio je ispitati da li arilpiperazini pokazuju slična 

protektivna svojstva i u oštećenju neurona i oligodendrocita posredovanom aktivacijom 

ćelija imunskog sistema (Slika 17). Da bi se dobio odgovor na ovo pitanje izvedeni su 

eksperimenti u kojima su ćelije pacovske oligodendrocitne linije OLN93, kao i 

neuronske PC12 ćelije kokultivisane sa mononuklearnim ćelijama izolovanim iz 

limfnog čvora zdrave, neimunizovane životinje, koje su prethodno nespecifično 

stimulisane T-ćelijskim mitogenom konkanavalinom A (ConA).  
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Slika 17.  Arilpiperazini štite oligodendrocitnu i neuronsku ćelijsku liniju od oštećenja 

posredovanog mitogenom-stimulisanim T ćelijama in vitro. Ćelije pacovske oligodendrocitne linije 

OLN93 (A) i neuronske ćelijske linije pacova PC12 (B) su inkubirane sa mononuklearnim ćelijama 

normalnog limfnog čvora koje su stimulisane sa ConA  (5 g/ml), u prisustvu ili odsustvu arilpiperazina 

6b. Vijabilitet  OLN93 i PC12 ćelija je određivan MTT metodom, a dobijeni rezultati su predstavljeni kao 

SV + SD triplikata iz reprezentativnog od tri eksperimenta. (*p0.05 označava statističku značajnost 

razlike u odnosu na netretirane ćelije, dok  #p0.05 označava statističku značajnost razlike u odnosu na 

kokultivaciju sa ConA-stimulisanim MNĆ bez arilpiperazina. 

 

 

Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da normalne mononuklearne ćelije 

limfnog čvora pacova, aktivirane sa ConA, statistički značajno smanjuju vijabilitet 

OLN93 oligodendrocita (Slika 17A) i  PC12 neurona (Slika 17B), dok je tretman 

arilpiperazinom  6b doveo do statistički značajnog povećenja vijabiliteta oba tipa ćelija. 

 

 

4.7.2. Uticaj arilpiperazina 6b na vijabilitet OLN93 i PC12 ćelija kokultivisanih sa 

MBP-stimulisanim mononuklearnim ćelijama pacova sa EAE-om 

 

Pošto je u prethodnom eksperimentu pokazano da nespecifično stimulisane 

mononuklearne ćelije limfnog čvora pacova značajno smanjuju vijabilitet 

oligodendrocitne i neuronske ćelijske linije, naredni korak bio je ispitati da li se ovakav 

zaštitini efekat javlja i u eksperimentalnim uslovima koji u većoj meri podražavaju „in 
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vivo“ situaciju. U tom cilju izvedeni su eksperimenti u kojima su OLN93 

oligodendrociti i PC12 neuroni inkubirani zajedno sa mononuklearnim ćelijama 

izolovanim iz drenirajućih (poplitealnih) limfnih čvorova pacova imunizovanih 

homogenatom KM u KFA, stimulisanim CNS antigenom MBP-om. Kao i u prethodnom 

eksperimentu, rezultati su pokazali da antigenom stimulisane mononuklearne ćelije 

drenirajućeg limfnog čvora imunizovanih pacova, statistički značajno smanjuju 

vijabilitet OLN93 (Slika 18A) i  PC12 ćelija (Slika 18B), dok je tretman 

arilpiperazinima doveo do značajnog smanjenja citotoksičnosti vijabiliteta. 
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Slika 18. Arilpiperazini štite oligodendrocitnu i neuronsku ćelijsku liniju od oštećenja 

posredovanog MBP-stimulisanim T ćelijama in vitro. Ćelije pacovske oligodendrocitne linije OLN93 

(A) i neuronske ćelijske linije pacova PC12 (B) su inkubirane sa mononuklearnim ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova imunizovanih životinja koje su stimulisane sa MBP-om (10 g/ml), u prisustvu ili 

odsustvu arilpiperazina 6b. Vijabilitet  OLN93 i PC12 ćelija je određivan MTT metodom, a dobijeni 

rezultati su predstavljeni kao SV + SD triplikata iz reprezentativnog od tri eksperimenta (*p0.05 

označava statističku značajnost razlike u odnosu na netretirane ćelije, dok  #p0.05 označava statističku 

značajnost razlike u odnosu na kokultivaciju sa MBP-stimulisanim MNĆ bez arilpiperazina). 

 

Na osnovu ovih, kao i rezultata prethodnog eksperimenta, može se zaključiti da 

arilpiperazini štite oligodendrocite i neurone od oštećenja citotoksičnog dejstva 

encefalitogenih ćelija. 
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4.7.3. Uticaj arilpiperazina 6b na ekspresiju gena za inflamatorne 

medijatore/regulatore u mononuklearnim ćelijama stimulisanim mitogenom ili 

antigenom 

 

Rezultati prethodnih eksperimenata su pokazali da arilpiperazini štite ćelije 

oligodendrocitne (OLN-93) i neuronske (PC12) ćelijske linije od oštećenja izazvanog 

aktivacijom T ćelija imunskog sistema in vitro. Da bi se ispitalo da li je primećeni 

efekat posledica promene u produkciji medijatora inflamacije, mononuklearne ćelije 

cervikalnog limfnog čvora zdravih životinja stimulisane su sa ConA, dok su 

mononuklearne ćelije poplitealnog limfnog čvora imunizovanog pacova stimulisane sa 

MBP-om, u odsustvu ili u prisustvu arilpiperazina. Analizom nivoa iRNK za 

proinflamatorne citokine TNF, IL-6, IL-1 i GM-CSF, Th1 citokine IL-12 i IFN-, Th17 

citokine IL-23 i IL-17, antiinflamatorne/imunosupresivne medijatore IL-10, TGF-, i 

IL-1Ra, kao i za transkripcione faktore Th1 ćelija (T-bet), Th17 ćelija (RORt) i 

regulatornih T ćelija (Foxp3), nije pokazana statistički značajna razlika između 

kontrolnih i mononuklearnih ćelija tretiranih arilpiperazinom 6b (Slika 19). Ovi 

rezultati pokazuju da arilpiperazini direktno štite oligodendrocite i neurone od oštećenja 

posredovanog imunskim ćelijama in vitro, bez ispoljavanja imunomodulatorne 

aktivnosti.  
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Slika 19. Arilpiperazini ne utiču na ekspresiju iRNK inflamatornih medijatora u mononuklearnim 

ćelijama limfnog čvora in vitro. Mononuklearne ćelije limfnog čvora pacova (5x10
6
) izolovane iz 

zdravih pacova (A; n = 5) ili pacova imunizovanih homogenatom KM u KFA (B; n = 5) stimulisane su sa 

ConA (5 g/ml) odnosno sa MBP-om (10 g/ml), u prisustvu ili odsustvu arilpiperazina 6b (10 M). 

RNK je izolovana radi određivanja  proinflamatornih/antiinflamatornih medijatora i transkripcionih 

faktora metodom qRT-PCR-a. Rezultati (SV + SD) su predstavljeni kao odnos ekspresije iRNK 

posmatranog gena u ConA/MBP-stimulisanim ćelijama i ekspresije iRNK (2
-ct

)  u netretiranim ćelijama, 

koja je arbitrarno postavljena na 1. 
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5. D I S K U S I J A 

 

 

 

 

U ovoj studiji, korišćenjem animalnog modela MS-a, eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa - EAE-a, prvi put je pokazana sposobnost 

novosintetisanih arilpiperazinskih derivata da smanje autoimunsko inflamatorno 

oštećenje centralnog nervnog sistema. Osnovni mehanizmi protektivnog dejstva 

arilpiperazina bili su smanjenje infiltracije CNS-a imunskim ćelijama kao i porast 

aktivnosti antiapoptotskih kinaza Akt i p70S6K, i posledično smanjenje apoptotske smrti 

ćelija CNS-a. 

 

 

U prethodno objavljenim studijama, dva od 19 novosintetisanih 

dopaminergičkih i serotoninergičkih arilpiperazinskih liganada, označena kao derivati 

6a i 6b, koji su dalje ispitivani u ovoj studiji,  su ispoljili najveći neuroprotektivan 

potencijal in vitro (Tovilovic i sar., 2013; Tovilovic i sar., 2012). Ova jedinjena su 

povećavala preživljavanje ćelija neuroblastoma SH-SY5Y u kulturi, utičući na 

apoptotske i autofagne puteve ćelijske smrti pokrenute neurotoksinima. Iako su 

protektivna svojstva arilpiperazina pokazana i ranije u in vitro tretmanu različitim 

neurotoksinima (Druse i sar., 2005; Koprivica i sar., 2011; Park i sar., 2009), 

mehanizam njihovog neuroprotektivnog dejstva, kao ni njihova moguća zaštitna 

svojstva in vivo, na primer u EAE modelu, nisu bili ispitivani.  

 

Obzirom da je ispitivanje efekata arilpiperazina 6a i 6b u ovoj studiji vršeno in 

vivo, na animalnom modelu MS-a, oba jedinjenja su najpre testirana za moguće 

preklapanje sa kliničkim manifestacijama koje se inače prate u ovom modelu, ali 

nikakva interferencija sa kliničkim znacima tipičnim za EAE nije primećena. Takođe, 

iako se ova studija nije bavila detaljnim ispitivanjem neželjenih dejstava ispitivanih 

derivata nisu primećeni nikakvi znaci njihove akutne toksičnosti, a čak su i delovali 
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protektivno u smislu oporavka telesne mase, čiji gubitak je uobičajena odlika EAE-a 

(Xu i sar., 2000). 

 

U ovoj studiji je pokazano da  primena arilpiperazina 6a i 6b u kontinuiranom 

tretmanu u trajanju od 28 dana od trenutka indukcije EAE-a značajno smanjuje kliničke 

manifestacije bolesti kod imunizovanih pacova. Tretman arilpiperazinima doveo je do 

odlaganja pojave prvih kliničkih znaka bolesti, kao i smanjenja zbirne i maksimalne 

kliničke ocene zabeležene u posmatranom periodu. Da bi se  detaljnije ustanovilo u 

kojoj fazi bolesti se zapravo ostvaruje zaštitni efekat ovih jedinjenja izvršen je niz 

eksperimenata u kojima su eksperimentalne životinje tretirane u različitim fazama 

bolesti. Tako je pokazano da tokom prvih sedam dana od imunizacije, odnosno tokom 

induktivne faze EAE-a, primena arilpiperazina nema efekta na kliničku sliku EAE-a, 

dok je tretman od 8. do 21. dana, tj. tokom efektorske faze bolesti značajno snižavao 

težinu bolesti. U ovim eksperimentima primećeno je da jedinjenje 6b pokazuje nešto 

jači zaštitni efekat u odnosu na 6a, što je u skladu sa razlikom primećenom i u in vitro 

uslovima (Tovilovic i sar., 2013).  

 

Prethodne studije su pokazale da je zaštitini efekat dibenzodiazepinskog derivata 

kvetiapina, inače često korišćenog atipičnog antipsihotika koji poseduje piperazinski 

prsten u svojoj strukturi, bio posredovan inhibicijom proliferacije autoimunskih 

efektorskih T ćelija u EAE-u (Mei i sar., 2012). Ipak, niz rezultata koji su dobijeni u 

ovoj studiji ne idu u prilog tezi direktnog imunomodulatornog dejstva arilpiperazina u 

našim eksperimentima. Prvo, poznato je da nakon aktivne indukcije EAE-a u 

drenirajućim limfnim čvorovima dolazi do prezentacije CNS antigena autoreaktivnim T 

limfocitima, što dovodi do njihove aktivacije, proliferacije i diferencijacije u efektorske 

encefalitogene ćelije. Za razliku od studije u kojoj je umnožavanje autoreaktivnih T 

ćelija bilo inhibirano kvetiapinom (Mei i sar., 2012), odsustvo statistički značajne 

promene broja mononuklearnih ćelija u poplitealnim (drenirajućim) limfnim čvorovima 

imunizovanih životinja tretiranih arilpiperazinima 6a i 6b ukazuje na to da ova 

jedinjenja ne inhibiraju aktivaciju i ekspanziju autoreaktivnih T ćelija na periferiji. U 

skladu sa ovom pretpostavkom je i odsustvo zaštitnog dejstva arilpiperazina u 

induktivnoj fazi bolesti. Drugo, rezultati qRT-PCR analize mononuklearnih ćelija 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10844533
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infiltriranih u CNS ili in vitro stimulisanih mononuklearnih ćelija potvrđuju da 

arilpiperazini nisu uticali na ekspresiju najznačajnijih transkripcionih faktora i citokina 

(TNF, IL-1, GM-CSF, IFN-, IL-17, RORγt, T-bet, Foxp3) koji regulišu inflamaciju 

CNS-a. Treće, iako je tretman arilpiperazinima doveo do zapaženog smanjenja broja 

mononuklearnih ćelija u CNS-u, analiza glavnih encefalitogenih/regulatornih imunskih 

ćelijskih populacija (CD3
+
CD4

+
, CD3

+
CD8

+
) i njihovih subpopulacija (CD4

+
IFN

+
, 

CD4
+
IL17

+
, CD8

+
IFN

+
, CD4

+
IL10

+
, CD8

+
IL10

+
) jasno ukazuje na to da arilpiperazini 

ne utiču na ćelijski sastav inflamatornih infiltrata u CNS-u. Pored toga, iako je poznato 

da aktivirani makrofagi/mikroglia značajno doprinose procesu destruktivnog 

autoimunskog oštećenja CNS-a u EAE-u i MS-u (Howell i sar., 2010; Kuhlmann i sar., 

2002), zastupljenost CD11b/c
+
 ćelija u okviru infiltrata mononuklearnih ćelija nije se 

značajno promenila u tretmanu arilpierazinima. Posmatrani zajedno, ovi podaci ukazuju 

da zaštitini efekat arilpiperazinskih derivata nije posledica njihove direktne interakcije 

sa procesom periferne aktivacije/proliferacije T ćelija, kao ni sa procesom reaktivacije 

encefalitogenih Th1 i Th17 ćelija u tkivu CNS-a. 

 

Najverovatniji mehanizam povoljnog dejstva arilpiperazina u EAE-u jeste 

neselektivno smanjenje infiltracije imunskih ćelija u CNS, delujući na encefalitogene 

Th1 i Th17 ćelije koje proizvode IFN-g i IL-17 i eksprimiraju transkripcione faktore T-

bet i ROR-γT, kao i na one ćelije koje proizvode proinflamatorne citokine TNF, IL-1, 

GM-CSF i IL-6, ili imunoregulatorne/imunosupresivne citokine IL-10, TGF- ili IL-

1Ra. Obzirom da je analiza infiltracije CNS-a i ekspresije citokina/transkripcionih 

faktora i u kontrolnoj i u grupi tretiranoj arilpiperazinima vršena u istoj vremenskoj 

tački, zabeležene razlike su verovatno odraz ne samo smanjenog intenziteta, već i 

odloženog početka infiltracije CNS-a imunskim ćelijama. Ovi rezultati su u skladu sa 

studijama u kojima je pokazano da atipični antipsihotici smanjuju akumulaciju CD4
+
 i 

CD8
+
 T ćelija u kičmenoj moždini tretiranih životinja (Mei i sar., 2012). Smanjena 

infiltracija CD4
+
 i CD8

+
 T limfocita korelira sa nižim stepenom oštećenja i gubitka 

oligodendrocita, kao i sa slabije izraženom demijelinizacijom i manjim propadanjem 

aksona u EAE-u (Linker i sar., 2005). Obzirom da arilpiperazinski derivati nisu uticali 

na induktivnu fazu bolesti niti su menjali ekspresiju inflamatornih medijatora u 

infiltriranim ćelijama, njihov inhibitorni efekat na infiltraciju CNS je pre posledica 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howell%20OW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20838243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuhlmann%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12244078
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dejstva na samo ciljno tkivo nego na infiltrišuće ćelije. Na primer, moguće je da  

arilpiperazini utiču na adhezivna svojstva vaskularnih endotelnih ćelija CNS-a ili na 

proizvodnju hemokina i proinflamatornih citokina od strane rezidentnih ćelija CNS-a, 

što može predstavljati predmet budućih istraživanja.  

 

Tretman arilpiperazinima je značajno smanjio apoptozu ćelija CNS-a tokom 

EAE-a, što je pokazano smanjenom fragmentacijom jedarne DNK, odnosno 

inaktivacijom PARP. Na osnovu pozicije u beloj masi kičmene moždine, kao i veličine 

ćelija, moglo se zaključiti da su u pitanju uglavnom glijalne ćelije, najverovatnije 

oligodendrociti. U skladu sa in vivo rezultatima, u in vitro eksperimentima je pokazano 

da arilpiperazini štite OLN93 oligodendrocite i PC12 neurone od toksičnih medijatora 

mitogenom-aktiviranih normalnih T ćelija ili MBP-om aktiviranih encefalitogenih T 

limfocita. Antiapoptotsko dejstvo arilpiperazina u CNS-u životinja obolelih od EAE-a, 

moglo bi da doprinese njihovom antiinflamatornom efektu unutar CNS-a. Naime, 

umiranje oligodendrocita i neurona je primećeno u CNS-u tokom MS-a/EAE-a (Das i 

sar., 2008; Fang i sar., 2013; Herz i sar., 2010). Molekulski obrasci oštećenja (DAMP) 

(engl. damage-associated molecular pattern), koji se oslobađaju iz oštećenih ćelija CNS-

a (kao što su proteini toplotnog šoka, adeninski nukleotidi, HMBG-1 proteini, mokraćna 

kiselina, RNK), ili se stvaraju u vanćelijskom matriksu (fragmenti hijaluronske kiseline, 

tenascini, fibronektin i sulfatisani proteoglikani) stimulišu inflamaciju CNS-a (Gaudet i 

Popovich, 2014; Kigerl i sar., 2014; Miranda-Hernandez i Baxter, 2013). Dakle, 

moguće je da je direktna zaštita oligodendrocita i neurona od strane arilpiperazina, 

pored neposrednog protektivnog dejstva na CNS, doprinela ublažavanju inflamacije 

CNS-a smanjivanjem oslobađanja proinflamatornih DAMP-ova. 

  

Neuroprotektivno dejstvo arilpiperazina 6a i 6b opisano u ovoj tezi u skladu je 

sa prethodnim studijama koje su pokazale da ova jedinjenja sprečavaju neurotoksičnost 

NO i 6-OHDA stabilizacijom potencijala mitohondrijalne membrane i posledičnim 

sprečavanjem oksidativnog stresa, aktivacije kaspaza i fragmentacije DNK (Tovilovic i 

sar., 2013; Tovilovic i sar., 2012). Neutralizacija slobodnih radikala, smanjenje 

oksidativnog stresa, kao i promena ekspresije i lokalizacije proapoptotskih (Bax) i 

antiapoptotskih (Bcl-XL) gena pokazana je i u drugim studijama sa različitim atipičnim 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18521931
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antipsihoticima (Wei i sar., 2008; Xu i sar., 2008). Neuroprotektivna svojstva 

arilpiperazina 6a pokazana su i u slučaju aktiviranih makrofaga kao izvora 

neurotoksičnog NO, što ukazuje na potencijalni terapeutski značaj arilpiperazina u 

lečenju neuroinflamatornih oboljenja u kojima su aktivirani makrofagi i mikroglija 

jedan od glavnih izvora toksičnih inflamatornih medijatora, uključujući i NO (Tovilovic 

i sar., 2012; Brown i Neher, 2010). Derivati arilpiperazina značajno inhibiraju stvaranje 

NO i TNF-a u mikroglijalnim ćelijama miša stimulisanim sa IFN-g in vitro, a pokazuju i 

antioksidativne efekte inhibicijom stvaranja superoksida radikala u ćelijama mikroglije 

glodara (Kato i sar., 2008; Kato i sar., 2011). Moguće je da je neuroprotektivno dejstvo 

arilpiperazina 6a i 6b posredovano nekim od ovih mehanizama. Pored toga, bilo bi 

značajno ispitati da li arilpiperazini 6a i 6b imaju kapacitet da stimulišu proliferaciju 

prekursora oligodendrocita i njihovu diferencijaciju u zrele oligodendrocite, čime bi se 

pospešila remijelinizacija u EAE-u, kao što je to slučaj sa nekim atipičnim 

antipsihoticima sa piperazinskom strukturom (Xiao i sar., 2008). Takođe je pokazano da 

neki arilpiperazinski derivati, kao što je aripiprazol, svoje neuroprotektivno dejstvo 

mogu da ostvare i indukcijom aktivnosti promotora BDNF, glavnog neuroprotektivnog 

proteina koji reguliše preživljavanje neurona, diferencijaciju i stvaranje sinapsi (Park i 

sar., 2009), kao i sprečavanjem neurotoksičnosti indukovane ekscitatornim 

neurotransmiterom glutamatom (Koprivica i sar., 2011). Ostaje da se ispita da li slični 

mehanizmi učestvuju i u neuroprotektivnom efektu arilpiperazina 6a i 6b u EAE-u. 

 

Postavlja se pitanje intracelularnih signalnih mehanizama odgovornih za 

direktnu protekciju CNS-a arilpiperazinima. Prethodno je pokazano da je aktivacija 

antiapoptotske Akt kinaze bila odgovorna za protektivno dejstvo arilpiperazina 6a u 

ćelijama humanog neuroblastoma SH-SY5Y, izloženim neurotoksičnom slobodnom 

radikalu NO (Tovilovic i sar., 2012). Naime, Akt blokira smrt ćelije direktnom 

inaktivacijom proapoptotskih molekula kao što je BAD ili blokadom FOXO/p53-

zavisne transkripcije gena „smrti“, kao i stimulacijom NF-B-zavisne transkripcije gena 

važnih za preživljavanje ćelije (Brunet i sar., 2001; Diem i sar. 2007). Istovremeno, 

nishodni efektor Akt-a, p70S6K, održava transkripciju i translaciju na nivou koji je 

neophodan da bi neuroni preživeli u uslovima apoptotskog stresa (Wu i sar. 2004; Chen 

i sar. 2010). Rezultati ove teze proširuju prethodna saznanja pokazujući da arilpiperazini 



 69  

povećavaju fosforilaciju Akt-a i p70S6K u CNS-u pacova sa EAE-om. Deo aktivnosti 

Akt-a u tkivu CNS-a verovatno potiče i od infiltriranih mononuklearnih ćelija, ali nije 

verovatno da su one odgovorne za primećeni porast aktivnosti ove kinaze, ako se uzmu 

u obzir rezultati koji pokazuju da je tretman arilpiperazinima značajno smanjio 

infiltraciju mononuklearnih ćelija u CNS. Ovo je u skladu sa rezultatima koji pokazuju 

da aktivacija estrogenskog receptora  na oligodendrocitima podstiče remijelinizaciju u 

EAE-u upravo putem aktivacije Akt/p70S6K signalnog puta (Khalaj i sar. 2013; Kumar 

i sar. 2013), što ukazuje na mogućnost da je aktivacija Akt-a i p70S6K u CNS-u bar 

delimično doprinela protektivnom dejstvu arilpiperazina u EAE-u.  

 

Takođe je važno napomenuti da je mTOR kinaza, koja fosforiliše p70S6K nakon 

aktivacije Akt-om (Magnuson i sar., 2012), neophodna za nastanak encefalitogenih Th1 

i Th17 ćelija (Delgoffe i sar. 2011). U skladu sa tim, farmakološka inhibicija 

mTOR/S6K signalnog puta rapamicinom ublažava EAE modulacijom kako efektorske 

tako i regulatorne uloge T ćelija (Donia i sar. 2009;  Esposito i sar. 2010). Dakle, 

izgleda da Akt/mTOR/S6K signalni put može da ima dvostruku ulogu u 

neuroinflamaciji, podstičući preživljavanje neurona i oligodendrocita sa jedne strane, i 

uporedo upravljajući odgovorom patogenih T ćelija sa druge strane (Dello Russo i sar., 

2013). Pošto je u ovoj studiji tretman arilpiperazinima značajno smanjio infiltraciju 

mononuklearnih ćelija, verovatnije je da su ćelije CNS-a, pre nego infiltrirane T ćelije 

bile izvor povećane Akt/p70S6K aktivnosti u tkivu CNS-a. Zanimljivo je da rezultati 

ove studije nisu pokazali porast aktivacije mTOR-a kao posledicu tretmana 

arilpiperazinima, što se može objasniti sposobnošću Akt-a da fosforiliše p70S6K 

nezavisno od mTOR-a (Jaeschke i sar., 2002), i/ili aktivacijom drugih unutarćelijskih 

signalnih puteva koji su u stanju da aktiviraju p70S6K  nezavisno od Akt/mTOR puta, 

kao što su na primer aktivacija protein kinaze C ili MAP/ERK kinaze (Fang i sar., 2007; 

Deguil i sar., 2008; Liu i sar. 2013).  Mehanizam modulacije Akt/mTOR/p70S6K 

signalnog puta arilpiperazinima, u različitim vrstama ćelija CNS-a i infiltriranih 

imunskih ćelija, kao i njegova uloga u zaštiti od neuroinflamacije, zahteva detaljnija 

istraživanja u budućnosti. 
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Poznato je da neuroendokrini sistem ima imunomodulatorni potencijal (Qiu i 

sar., 1996), i da neuroendokrini i imunski sitem komuniciraju međusobno u oba smera 

putem zajedničkih receptora i signalnih molekula, kao što su hormoni, neurotransmiteri 

i citokini (Deckx i sar., 2013).  Poremećaj na bilo kom nivou ove komunikacije može da 

dovede do promena u osetljivosti na različite autoimunske i inflamatorne bolesti, kao 

što su EAE i MS. Iako su oba arilpiperazina pokazivala parcijalnu agonističku aktivnost 

na D2 receptorima (Tovilovic i sar., neobjavljeni rezultati), njihov neuroprotektivni 

efekat u in vitro stresu izazvanom NO-om i 6-hidroksidopaminom najverovatnije nije 

bio zavisan od vezivanja za dopaminske receptore, jer nije bio sprečen 

visokoafinitetnim blokatorom D1/D2 receptora butaklamolom (u slučaju 6a) (Tovilovic 

i sar., 2012) ili selektivnim blokatorom D2 receptora sulpiridom (u slučaju 6b) 

(Tovilovic i sar., neobjavljeni rezultati). U skladu sa tim rezultatima, neuroprotektivno 

dejstvo drugih dopaminergičkih liganada nije izostalo kada su dopaminergički receptori 

bili farmakološki blokirani ili njihova ekspresija isključena u genetski modifikovanim 

(knock-out) miševima (Ramirez i sar. 2003; Gu i sar. 2004; Matsuo i sar.  2010). 

Takođe, u in vitro studijama koje su se bavile proučavanjem neuroprotektivnih 

svojstava dopaminergičkih liganada pokazalo se da je njihov zaštitni efekat 

najverovatnije posledica sprečavanja aktivacije proapototskih signala neutralisanjem 

reaktivnih oblika kiseonika (Hara i sar., 2003) ili povećanjem antioksidativnog 

kapaciteta neurona (Le i sar., 2000). 

 

Dopaminski receptori D1-D5 su klasifikovani u 2 podgrupe: D1 slične (D1R i 

D5R) i D2 slične receptore (D2R, D3R i D4R) (Missale C i sar., 1998), koji stimulišu 

(D1 slični) ili inhibiraju (D2 slični) intracelularnu proizvodnju cAMP-a (Sibley i sar., 

1993). D1 slični receptori inhibiraju funkciju citotoksičnih i regulatornih T ćelija (Saha i 

sar., 2001; Kipnis i sar., 2004), a D2 slični  receptori stimulišu produkciju 

antiinflamatornog i imunosupresivnog IL-10 i proinflamatornog TNF u Th1 ćelijama 

(Besser i sar., 2005), i modulišu migraciju CD8
+
 T ćelija (Watanabe i sar., 2006). Pored 

toga, dok antagonisti D2 sličnih receptora indukuju, antagonisti D1 sličnih receptora 

inhibiraju diferencijaciju Th17 ćelija posredovanu dendritičnim ćelijama u EAE-u 

(Nakano i sar. 2008). Ove studije pokazuju da je efekat stimulacije različitih 

dopaminskih receptora na imunski sistem veoma složen. Ipak, obzirom da je pokazano 
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da N-arilpiperazinska grupa ulazi u sastav liganada za dopaminske i serotoninske 

receptore (Leopoldo, 2004; Ignjatović i sar, 2012), kao i da se arilpiperazinski derivati 

6a i 6b vezuju za dopaminske D2 i serotoninske 5HT1A receptore (Sukalovic i sar., 

2013) i deluju kao parcijalni agonisti humanih D2 receptora (Tovilovic i sar., 

neobjavljeni rezultati),  moguće je da bar deo svog protektivnog efekta u EAE-u 

ostvaruju na taj način. Nešto veća efikasnost 6b, koja se odražavala kasnijim početkom 

bolesti i nižom maksimalnom kliničkom ocenom, u skladu je sa većim afinitetom 

vezivanja za D2 receptor (Ki 1400 za 6a i 71.6 nM i 6b, redom) i 5-HT1A receptor (Ki 

304.9 i 2.4 nM) (Sukalovic i sar. 2013). U drugim studijama u kojima je ispitivan 

afinitet vezivanja različitih arilpiperazinskih derivata za dopaminske i serotoninske 

receptore, najčešće je afinitet vezivanja za D1 receptor bio mnogo manji od afiniteta 

vezivanja za D2 receptor (Soskić i sar., 1998). Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim 

rezultatima koji pokazuju da parcijalni agonista D2 receptora, bromokriptin, smanjuje 

težinu akutnog EAE-a (Dijkstra i sar., 1994), dok antagonizam D2 receptora pogoršava 

bolest stimulisanjem diferencijacije Th17 ćelija (Nakano i sar. 2008). Takođe treba 

imati u vidu da anksioznost, depresija, i drugi neuropsihijatrijski poremećaji uočeni i u 

EAE-u i u MS-u (Feinstein 2007; Gentile i sar., 2015) verovatno nastaju usled 

dopaminergičke disfunkcije prouzrokovane inflamacijom (Gentile i sar., 2015). Dakle, 

moguće je da interakcija arilpiperazina sa dopaminergičkim signalinim putem, čak iako 

nije direktno uključena u sprečavanje neuroinflamatornog oštećenja, može da doprinese 

u ublažavanju pratećih poremećaja u ponašanju. 

 

Arilpiperazini takođe mogu da deluju kao ligandi serotoninskih receptora ili 

inhibitori acetilholinesteraze (Cappelli i sar. 2005; Obniska i sar. 2012), a interferencija 

sa serotoninergičkom ili acetilholinesteraznom aktivnošću je snižavala inflamaciju 

CNS-a i kliničku težinu EAE-a (Freire-Garabal i sar. 2003; Jiang i sar. 2013; Nizri i sar. 

2006; Yuan i sar. 2012). Pored dopaminergičkih receptora, i serotoninergički receptori 

su eksprimirani na brojnim ćelijama imunskog sistema, kao što su dendritične ćelije, Th 

ćelije i citotoksični T limfociti. Serotonin (5-HT) i agonisti 5-HT receptora mogu da 

indukuju antigen-specifičnu proliferaciju Th1 i citotoksičnih T limfocita preko svog 5-

HT2 receptora, dok blokada 5-HT1 receptora smanjuje težinu kliničkih znaka u EAE-u 

(Inoue i sar., 2011, Freire-Garabal i sar., 2003). Aktivacija 5HT1A receptora stimuliše 
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proliferaciju i citotoksičnu funkcije NK ćelija (Hellstrand i sar., 1993), dok aktivacija 

5HT2 receptora smanjuje proliferaciju limfocita (Pellegrino i Bayer, 2002), kao i broj 

citotoksičnih T limfocita (Davydova i sar., 2010). Derivati arilpiperazina mogu imati 

istovremeno različite afinitete vezivanja za dopaminergičke (D1,2) i serotoninergičke 

(5HT1A,2A,2C) receptore, usled čega mogu ostvarivati antagonističke, agonističke i 

parcijalno agonističke efekte (Tomić i sar., 2003). Efekti acetilholina na imnuski sistem 

zavise od tipa receptora koji je aktiviran. Na primer, stimulacija 7-nAChR na 

makrofagima, limfocitima i neutrofilima inhibira transkripcioni faktor NF-B i 

posledičnu proizvodnju proinflamatornih citokina (Wang i sar., 2004). Pored toga neki 

inhibitori acetilholinesteraze kao što je donepezil, mogu značajno da utiču na 

poboljšanje memorijske i kognitivne sposobnosti MS pacijenata (Christodoulou i sar., 

2006). Dakle, ispitivanje moguće uloge vezivanja serotoninskih receptora ili inhibicije 

acetilholinesteraze u protektivnom dejstvu arilpiperazina u neuroinflamaciji predstavlja 

cilj vredan budućeg istraživanja.  

 

arilpiperazini

aktivacija autoreaktivnih 
ćelija

neurološki simptomi

infiltracija imunskih ćelija u CNS

oštećenje CNS-a

Akt
apoptoza

 

 

 

Šema 1. Pojednostavljeni prikaz najvažnijih efekata arilpiperazina na EAE kod pacova 

 

Rezultati ove teze pokazuju da arilpiperazinski derivati 6a i 6b ublažavaju 

kliničku sliku EAE-a mehanizmima koji obuhvataju smanjenu infiltraciju 

autodestruktivnih inflamatornih ćelija kao i direktno neuroprotektivno dejstvo zavisno 
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od antiapoptotske kinaze Akt, pre nego imunomodulaciju (šema 1). Ova teza podržava 

buduća istraživanja neuroprotektivnih arilpiperazina kao mogućeg dodatnog pristupa u 

lečenju neuroinflamacije kao važnog aspekta patogeneze različitih autoimunskih i 

neurodegenerativnih bolesti.  



 74  

6. Z A K LJ U Č C I 

 

 

 

 

U skladu sa postavljenim ciljevima ove studije a na osnovu dobijenih rezultata u ovoj 

doktorskoj tezi mogu se izvesti sledeći zaključci: 

 

 

 Novosintetisani arilpiperazinski dopaminergički ligandi snižavaju kliničke znake 

EAE-a, što se ispoljava odlaganjem početka bolesti i smanjenjem maksimalne 

kliničke težine bolesti, kao i oporavkom telesne mase. Protektivno dejstvo 

arilpiperazini ostvaruju tokom efektorske, ali ne i induktivne faze bolesti. 

 

 Arilpiperazini smanjuju infiltraciju inflamatornih ćelija u CNS ne utičući na 

brojnost mononuklearnih ćelija u perifernim limfoidnim organima i ne menjajući 

ćelijski sastav inflamatornog infiltrata u CNS-u, kao i njihovu proizvodnju 

inflamatornih medijatora. Arilpiperazini smanjuju apoptozu ćelija i povećavaju 

aktivnost antiapoptotskog signalnog puta Akt/p70S6 kinaza u CNS-u pacova sa 

EAE-om, a u in vitro uslovima direktno spasavaju oligodendrocite i neurone od 

oštećenja posredovanog T ćelijama, bez uticaja na imunomodulatornu aktivnost 

T-limfocita. 
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