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REZIME

Multipla skleroza (MS) se, kao i vecina drugih autoimunskih bolesti, ¢eSce
javlja kod Zena nego kod muskaraca. Polni dimorfizam je zapaZen i u klinickom
ispoljavanju MS-e. Kod muskaraca se bolest javlja kasnije, motorni ispadi su tezi i
primarno progresivni tok ceS¢i nego kod Zena. Eksperimentalni autoimunski
encefalomijelitis (EAE) je animalni model MS-e, koji se kod osetljivih oglednih
Zivotinja izaziva razliCitim indukcionim protokolima. Podaci vezani za polni
dimorfizam u klinickoj prezentaciji EAE-a su relativnho oskudni, a postojeci
inkonzistentni, pre svega zbog genetskih razlika izmedu koriS¢enih Zivotinjskih
vrsta i sojeva, ali i varijacija u indukcionim protokolima. Hronobiolosko starenje
organizma ukljuCuje i promene u imunskom sistemu koje karakteriSe znacajan
porast autoimunskih fenomena. Uprkos tome, incidenca mnogih autoimunskih
bolesti, ukljucuju¢i i MS-u, se smanjuje kod starih. Podaci o osetljivosti starih
oglednih Zivotinja na indukciju EAE-a su heterogeni, u zavisnosti od vrste i soja
oglednih Zivotinja, kao i od modela EAE-a. Mehanizmi koji stoje u osnovi manje
incidence autoimunskih bolesti kod starih jedinki nisu u potpunosti razjasnjeni. Jos
su manje poznati mehanizmi polnog dimorfizma u razvoju ovih bolesti kod starih
Zivotinja, a posebno u ¢emu se oni razlikuju u odnosu na mehanizme odgovorne za
ovaj fenomen kod mladih Zivotinja.

Ciljevi ove doktorske disertacije su bili da se: 1) ispitaju polne razlike u
klinickim parametrima indukovane autoimunske neuroinflamacije, kao vazne
patogenetske komponente MS-e, na modelu aktivnog EAE-a, kod mladih adultnih
(uzrast 3 meseca) i starih (uzrast 22-26 meseci) pacova Dark Agouti soja i 2)
identifikuju ¢elijski i molekularni mehanizmi odgovorni za uocene polne razlike.

Dobijeni rezultati su pokazali postojanje polnog dimorfizma u incidenci i
tezini EAE-a i kod mladih i kod starih pacova. Incidenca EAE-a je kod pacova oba
uzrasta bila manja kod muzjaka nego kod Zenki, s tim Sto su mladi muzjaci, za
razliku od starih, imali teZi neuroloski deficit u odnosu na Zenke odgovarajuceg

uzrasta.



Nezavisno od uzrasta, tezi neuroloski deficit na vrhuncu bolesti je korelirao
sa slede¢im nalazima: (i) veéim brojem ukupnih i reaktivisanih CD4+ T-Celija u
kicmenoj mozdini (KM); (ii) vecom ekspresijom iRNK za interleukin (IL)-6, IL-1,
IL-23 /podjedinica p19, citokine koji usmeravaju diferencijaciju CD4+ pomoc¢nickih
T- (engl. T helper, Th) limfocita u smeru ¢elija koje sekretuju [L-17 (Th17 ¢elije), u
mononuklearnim ¢elijama KM-e i, sledstveno, veom procentualnom
zastupljenoS¢u Th17 celija u okviru populacije CD4+ T-limfocita i (iii) jaCom
aktivacijom mijeloidnih ¢elija (sude¢i na osnovu gustine povrSinske ekspresije
CD45 i CD11b molekula) i vetom ekspresijom iRNK za TNF-a i iNOS u
mononuklearnim ¢elijama KM-e. Osim toga, bez obzira na uzrast, neuroloski deficit
je bio teZi kod pacova kod kojih je nadena veca procentualna zastupljenost izrazito
patogenih Celija koje ko-eksprimiraju IL-17+ i interferon (IFN)-y+ u okviru Th17
¢elija. Budu¢i da se smatra da je za izrazitu patogenost IL-17+IFN-y+ Th17
limfocita odgovoran faktor koji stimuliSe kolonije granulocita i makrofaga (engl
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), veca ekspresija iRNK
za ovaj citokin u mononuklearnim ¢elijama KM-e pacova sa teZim neuroloskim
deficitom (mladi muZzjaci, odnosno stare Zenke), je bila u skladu sa prethodnim
nalazom. S obzirom na to da se starenjem kod Zenki procentualna zastupljenost
Th17 Ccelija nije menjala u okviru CD4+ T-cCelija, dok se ona kod muzjaka
dramati¢no smanjila, tako da kod starih Zivotinja dolazi do inverzije smera polnog
dimorfizma u ovom parametru u odnosu na mlade pacove, moze se zakljuciti da
starenje na polno dimorfan nacin uti¢e na Th17 imunski odgovor u KM-i. U prilog
tome ide i ¢injenica da se starenjem kod muZzjaka znacajno viSe smanjuje procenat
IL-17+IFN-y+ Celija u okviru Th17 limfocita nego kod Zenki. S druge strane, iako se
procenat IFN-y+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita (Th1l Ccelije)
starenjem smanjivao i kod muZjaka i kod Zenki, njihova procentualna zastupljenost
je ostala veca kod Zenki. Prema tome, moZe se zakljuciti da starenje selektivno, na
polno dimorfan nacin, utice na Th17 imunski odgovor.

Nezavisno od uzrasta, u induktivnoj fazi bolesti, na nivou drenirajuceg
limfnog ¢vora, kod muzjaka pacova u odnosu na Zenke odgovarajuceg uzrasta,
uoCene su sledece razlike: (i) manji procentualni porast u zastupljenosti

aktivisanih celija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita; (ii) manji in vitro



proliferativni odgovor CD4+ limfocita na stimulaciju baznim proteinom mijelina
(engl. myelin basic protein, MBP), Sto se moglo povezati sa efikasnijom
supresorskom aktivnoS¢u regulatornih celija i (iii) manja sekrecija IL-17 i IFN-y,
citokina koji su klju¢ni za patogenezu EAE-a, u kulturama mononuklearnih celija
drenirajuceg limfnog ¢vora koje su stimulisane MBP-om. Ovi podaci ukazuju da,
suprotno ocekivanjima na osnovu analize KM-e, ne samo stari nego i mladi muZjaci
razvijaju slabiji imunski odgovor u dreniraju¢em limfnom c¢voru na antigene
singene KM-e u poredenju sa Zenkama odgovarajuceg uzrasta. Diskrepancija u
broju CD4+ T-¢elija koji su infiltrirale KM-u u odnosu na ja¢inu imunskog odgovora
na periferiji, kod mladih Zivotinja, mogla bi se pripisati polnim razlikama u
mehanizmima koji kontroliSu migraciju CD4+ T-limfocita u KM-u (npr. ekspresija
hemokina i/ili odgovarajucih receptora) i njihovu reaktivaciju u ovom organu. S
druge strane, s obzirom na to da je kod mladih Zivotinja smer polnog dimorfizma u
tezini EAE-a, korelirao sa smerom polnog dimorfizma u ukupnom broju CD4+ T-
¢elija i njihovom fenotipu u KM-i, moZe se zakljuciti da ciljni organ ima
determinativnu ulogu u odredivanju teZine neuroloskog deficita u EAE-u.
Diskrepancija u smeru polnog dimorfizma u jacini imunskog odgovora u
dreniraju¢em limfnom ¢voru i ukupnom broju CD4+ T-Celija koje su infiltrirale KM-
u se gubila starenjem. Ovo, zajedno sa prethodno opisanim rezultatima, sugeriSe da
starenje uti¢e na polni dimorfizam u teZini EAE-a, tako $to dovodi do polno
specificnih promena na nivou KM-e, koje uticu na migraciju encefalitogenih CD4+
T-Celija u ciljni organ, njihovu reaktivaciju, diferencijaciju u ¢elije Th17 fenotipa,
kao i na plasti¢nost Th17 Celija, u smislu njihove diferencijacije u izrazito patogenu
[L-17+IFN-y+ subpopulaciju.

Nalazi do kojih se dosSlo u ovim istrazivanjima su znacajni ne samo za
razumevanje patogeneze EAE-a, posebno mehanizama koji determiniSu tezZinu
bolesti, ve¢ i polnih razlika u CD4+ limfocitima posredovanom imunskom
odgovoru. lako direktna translacija rezultata dobijenih u eksperimentalnim
ispitivanjima u KklinicCku praksu nije moguca, dobijeni rezultati svakako
predstavljaju dobru osnovu za bolje za razumevanje polnih/uzrasnih razlika, kao i
razlika u terapijskom odgovoru bolesnika sa MS-om, a moguce i za razmisljanje o

opravdanosti terapijskih pristupa koji bi bili polno/uzrasno specificni.
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Summary

Multiple sclerosis (MS) is one of the most common organ-specific
autoimmune diseases of the central nervous system. As in other autoimmune
diseases, the prevalence of MS is higher in women than in men. The clinical
manifestations of MS are also sexually dimorphic. Men exhibit later onset of the
disease, more severe motor symptoms and primary progressive course more often
than women. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal
model induced in susceptible strains of animals. Data on sexual dimorphism in the
clinical presentation of EAE are limited and inconsistent, reflecting, most likely, the
differences in the genetic background of the experimental animals and the
induction protocols. Chronobiological ageing of the organism is accompanied by
ageing of the immune system. Immunosenescence is characterized by an increase
in autoimmune phenomena. However, despite this phenomenon, the incidence of
many autoimmune diseases, including MS, declines with ageing. Data on the
influence of aging on the incidence and severity EAE are inconsistent. Additionally,
data on sex differences in the clinical presentation of EAE in aged animals are
extremely limited.

The aim of the study was to 1) investigate sex differences in the incidence
and severity of autoimmune neuroinflammation, an important pathogenetic
component of MS, on an active EAE model in 3-month-old (young adult) and 22-
26-month-old (aged) Dark Agouti rats and 2) identify the cellular and molecular
mechanisms behind the observed sex differences. Irrespective of age, the incidence
of EAE was lower in male than in age-matched female rats. However, contrary to
aged male rats, young male rats, which developed clinically manifested disease,
exhibited more severe motor deficit than the age-matched female rats.

Irrespective of age, at the peak of EAE, the greater mean maximal score was
associated with: (i) greater number of overall and reactivated CD4+ T cells isolated
from spinal cord (SC); (ii) upregulated expression of mRNA for CD4+ T helper
(Th)17 polarizing cytokines (IL-6, IL-1f, IL-23/subunit p19) in SC mononuclear

cells and, consequently, greater percentage of Th17 cells among the T-lymphocytes



and (iii) greater activation of myeloid cells (according to the mean fluorescence
intensity of CD45 and CD11b molecules on the surface of these cells), accompanied
by upregulated expression mRNA for TNF-a and iNOS in SC mononuclear cells.
Also, in both, young males and aged females, the more severe disease was
consistent with greater frequency of Th17 cells of the highly pathogenic IL-
17+IFN-y+ phenotype, which was consistent with the upregulated expression of
mRNA for granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in SC
mononuclear cells of these animals. The frequency of Th17 cells was greater in
young male rats than in females, while it declined with ageing becoming
considerably lower in aged male rats compared with the corresponding females.
This suggests that, at the target organ level, ageing affects the Th17 immune
response more severely in male than in female rats. This assumption was
consistent with the greater decrease of the frequency of highly pathogenic IL-
17+IFN-y+ cells within the Th17 cell subpopulation in male rat SC than in females.
On the other hand, the frequency of IFN-y+ Th (Th1) cells decreased with ageing in
SC of rats of bots sexes, but, irrespective of age, it was lower in male rats compared
with the corresponding females. These results implicate that the direction of the
sexual dimorphism in Th1 cell differentiation did not change with ageing and that
ageing selectively affects the Th17 immune response in a sexually dimorphic
manner.

Irrespective of age, in the draining lymph node (DLN), in the inductive phase
of the disease: (i) less pronounced increase in the frequency of activated CD4+ T
cells upon inoculation of syngenic SC homogenate; (ii) lower proliferative response
of CD4+ lymphocytes in vitro upon stimulation with myelin basic protein (MBP),
related to a more efficient suppressive function of regulatory CD4+ cells and (iii)
lower concentration of IL-17 and IFN-y, the cytokines crucial for EAE pathogenesis,
in the supernatants of MBP-stimulated mononuclear cell cultures was found in
male compared with age-matched female rats. These results implicate that,
contrary to the expectations based on SC mononuclear cell analysis, the peripheral
immune response was lower in both, young and aged male rats when compared
with age-matched females. The discrepancy in the number of CD4+ T cells

infiltrated in the SC and the magnitude of the peripheral immune response in



young animals could be attributed to sexually dimorphic mechanisms of CD4+ T
cell-transmigration control (i.e. expression of certain chemokines and/or their
corresponding receptors) and their reactivation in SC tissue. On the other hand,
considering that in young animals the direction of the sexual dimorphism in the
severity of EAE was consistent with the direction of the sexual dimorphism in the
number of CD4+ T cells and their phenotype in the SC, it can be concluded that the
target organ has a decisive role in determining the severity of EAE. The
discrepancy between the direction of the sexual dimorphism in the immune
response in the DLN and the number of CD4+ T cells infiltrating the SC disappeared
with ageing. This, along with the other previously described results, suggests that
ageing influences the sexual dimorphism in the severity of EAE by inducing sex
specific alterations in the mechanisms controlling CD4+ T cell entry, their
reactivation and differentiation in Th17 cells in the spinal cord tissue, as well as
their plasticity, in terms of differentiation into highly pathogenic IL-17+IFN-y+
cells.

In conclusion, the results obtained in this research are important not only for
better understanding of the pathogenesis of EAE, especially the mechanisms
determining the severity of the disease, but for understanding sex differences in
CD4+ lymphocytes-mediated immune response in general. Although direct
extrapolation of experimental results into clinical practice can not be made, the
presented results are clearly a valuable empirical grounding for better
comprehension of sex/age differences and differences in the response to therapy
of people with MS and, possibly, for considering therapeutic approaches that

would be sex- and age specific.
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1.UVOD

1.1. Polne razlike u prevalenci autoimunskih bolesti

U autoimunske bolesti se ubrajaju oboljenja u kojima imunski odgovor prema
sopstvenim antigenima dovodi do oStecenja ili poremecaja funkcije tkiva/organa
(McCombe i sar., 2009). Autoimunske bolesti mogu biti generalizovane ili zahvatati
odredeni organ/sistem organa, mogu biti posredovane humoralnim i/ili ¢elijskim
imunskim mehanizmima, a njihove posledice mogu biti blage ili katastrofalne
(McCombe i sar., 2009).

Epidemioloski podaci ukazuju da su incidenca i prevalenca autoimunskih
bolesti u svetu u kontinuiranom porastu (Lerner i sar., 2015). Procenjuje se da
pribliZno 78% svih obolelih od autoimunskih bolesti ¢ine Zene (Fairweather i sar.,
2008). Zene tesce obolevaju i od organ-specifi¢nih autoimunskih bolesti, kao $to su
Graves-Basedowljeva bolest, Hashimotov tireoiditis, multipla skleroza (MS), ali i od
generalizovanih autoimunskih bolesti (npr. sistemski eritematozni lupus) (Ngo i
sar., 2014). lako osnova ovog bioloSkog fenomena nije potpuno razjasnjena, smatra
se da bi polno specifi¢ne razlike u imunskim funkcijama mogle da budu od znacaja

(Zandman-Goddard i sar., 2007).

1.2. Polne razlike u imunskom odgovoru

Poznato je da se imunski sistem Zena i musSkaraca razlikuje (McCombe i
Greer, 2013), a slicne razlike su pokazane i kod vecine Zivotinjskih vrsta (McKean i
Nunney, 2005). Generalno, Zenski pol karakteriSe ve¢a imunska reaktivnost, Sto,
smatra se, doprinosi njihovom efikasnijem imunskom odgovoru u infektivnim i
pojedinim neinfektivnim bolestima (Ansar Ahmed i sar., 1995; Hewagama i sar.,,
2009). Naime, pokazano je da je u perifernoj krvi kod Zena (Amadori i sar., 1995;
Das i sar., 2008) i nekih oglednih Zivotinja (Xia i sar., 2009), odnos CD4+/CD8+
limfocita pomeren ka CD4+ T-limfocitima, Sto bi moglo da doprinosi vecoj
imunskoj reaktivnosti jedinki Zenskog pola (Sainz i sar., 2013). Generisanje veceg
broja specifi¢cnih CD4+ T-limfocita u odgovoru na imunizaciju (Ho i sar., 1995),
efikasnije odbacivanje alografta (Komi i Lassila, 2000) i relativna rezistencija na

indukciju imunotolerancije (Bebo i sar., 1999a), sugeriSu da je kod jedinki Zenskog
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pola T-¢elijski imunski odgovor efikasniji. Zene, ali i Zenke razli¢itih Zivotinjskih
vrsta, na imunizaciju i infekciju reaguju poveéanom i prolongiranom sintezom
imunoglobulina (Ig), pa se, sledstveno, kod njih nalazi i ve¢a koncentracija Ig, Sto
ukazuje i na snazniji B-cCelijski odgovor (Styrt i Sugarman, 1991; Furman i sar.,,
2013; Wesotowska i sar., 2013). Robusniji imunski odgovor kod Zena se ogleda i u
ceS¢em razvoju komplikacija tokom infekcija (npr. infekcija virusom influence),
koje nastaju kao rezultanta prekomerne produkcije citokina (tzv. citokinska oluja)
(Robinson i sar., 2011).

Pored navedenih polnih razlika u kvalitetu imunskog odgovora, literaturni
podaci ukazuju da Zene imaju 1.7 puta viSe T-Celija specificnih za sopstvene
antigene nego muskarci (Su i sar., 2013), Sto verovatno doprinosi vecoj incidenci i
prevalenci autoimunskih bolesti kod Zena.

[ako su polne razlike u imunskim funkcijama opisane, faktori koji ih
uslovljavaju i €elijski i molekularni mehanizmi koji stoje u osnovi ovih razlika, jos$

uvek nisu razjasnjeni.

1.2.1. Uticaj genetskih, epigenetskih i hormonskih faktora na polne razlike u
imunskom odgovoru

Danas se smatra da u nastanku polnih razlika u imunskom odgovoru, a
sledstveno i u autoimunskim bolestima, vaznu ulogu imaju genetski, epigenetski,
sredinski i hormonski faktori (Ngo i sar., 2014).

[ako se geni na X hromozomu namecu kao glavna meta za ispitivanje polnih
razlika u imunskom odgovoru (Fish, 2008), najveci broj gena koji su relevantni za
imunski odgovor se nalazi na autozomima. Medutim, pokazano je da je i aktivnost
ovih gena regulisana na polno specifican nacin (Ellegren i Parsch, 2007). Geni koji
kodiraju sistem humanih leukocitnih antigena (HLA) (humani oblik glavnog
kompleksa tkivne podudarnosti, engl. major histocompatibility complex, MHC), su
locirani u regionu genoma Kkoji sadrzi veliki broj gena koji kodiraju proteine
znacajne za regulaciju imunskog odgovora (Simmonds i Gough, 2007). Mnoge
autoimunske bolesti ljudi i visokosrodnih Zivotinja povezane su sa odredenim HLA
alelima (Simmonds i Gough, 2007), pogotovo kod jedinki Zenskog pola (Ngo i sar,

2014). Naime, pokazano je da su rizicni HLA-DR i -DQ HLA aleli ¢eSc¢e zastupljeni
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kod Zena obolelih od MS-e, miastenije gravis, reumatoidnog artritisa (RA),
autoimunskog hepatitisa tip 1, hroni¢ne inflamatorne demijelinizirajuce
polineuropatije i drugih autoimunskih bolesti, u odnosu na obolele muskarce
(Meyer i sar., 1996; Celius i sar., 2000; Czaja i Donaldson, 2002., Avidan i sar.,
2014).

Pored genetskih faktora, epigenetska regulacija ekspresije gena koji su
relevantni za imunske funkcije bi takode mogla da bude znacajna za polni
dimorfizam u imunskom odgovoru, a sledstveno, i u incidenci i klinickoj
prezentaciji autoimunskih bolesti (Quintero-Ronderos i Montoya-Ortiz, 2013). Ove
promene mogu biti nasledne, ali i sredinski faktori kao Sto su pusenje, ksenobiotici,
izlaganje suncevoj svetlosti, metabolizam vitamina D, nacin ishrane i sl. takode
mogu da utiCu na epigenetsku regulaciju ekspresije gena koji su znacajni za
imunske funkcije (Ellis i sar., 2014). Polne razlike u epigenetskoj regulaciji genske
aktivnosti usled delovanja spoljasnjih faktora mogu biti posledica razlic¢itog
izlaganja polova pojedinim sredinskim faktorima, ili polno specificne osetljivosti
na njihovo delovanje (McCombe i sar., 2009).

Razvoj imunskih poremecaja je tesno povezan sa stanjima u kojima dolazi do
izrazenih promena u sekreciji i aktivnosti polnih hormona (estrogena,
progesterona i androgena), kao Sto su pubertet (Lamason et al., 2006), graviditet
(Buyon, 1998; Perricone i sar., 2012), menopauza (Sammaritano, 2012), upotreba
oralnih kontraceptiva (Canto-Cetina i Cetina-Manzanilla, 2007), starenje (Bove,
2013; Vadasz i sar., 2013) i sl. Ovi podaci, uz podatke o polnom dimorfizmu u
imunskom odgovoru i modulatornim efektima koje polni hormoni ispoljavaju na
imunske c¢elije in vitro (Whitacre i sar., 1999), ukazuju na ulogu ovih hormona u
razvoju polnog diergizma (funkcijskih razlika) u protektivnom imunskom
odgovoru i u autoimunosti.

Generalno, smatra se da estrogeni stimuliSu imunski odgovor, a da androgeni
deluju imunosupresivno (Morell, 1995; Verthelyi, 2001). Medutim, efekti
estrogena, kako na protektivni imunski odgovor, tako i na destruktivni
autoimunski odgovor, su, po svemu sudeci, dvojaki i dozno zavisni. Pri niskim
koncentracijama estrogena u cirkulaciji imunski odgovor se pojacava, a pri visokim

koncentracijama (kao u graviditetu) inhibiSe, i to prevashodno onaj posredovan
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CD4+ “pomoc¢nickim” T-limfocitima (engl T helper, Th) koji sintetiSu IFN-y (Th1
odgovor) (Whitacre i sar., 1999). Ovaj podatak navodi na zakljucak da bi davanje
estrogena u visokim dozama moglo biti korisno u autoimunskim bolestima koje su
primarno posredovane Th celijama, kao $to su MS (Martin i McFarland, 1995;
Steinman, 1996) i RA (Feldman i sar., 1996). U prilog ovoj tvrdnji idu podaci da u
graviditetu, kod obolelih od MS-e i RA-a, dolazi do remisije bolesti (@stensen i
Villiger, 2007; McCombe i Greer, 2013). U animalnom modelu MS-e -
eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE), takode dolazi do
remisije u graviditetu (Gatson i sar., 2011). U prilog imunomodulatorne uloge
estrogena govori i ¢injenica da skoro sve celije imunskog sistema ispoljavaju kako
unutarcelijske, tako i membranske estrogenske receptore (ER) (Cunningham i
Gilkeson, 2010). U T-¢elijskom odeljku, pokazano je da estrogeni uticu na
diferencijaciju timocita (Rijhsinghani i sar., 1996), zastupljenost pojedinih
subpopulacija T-limfocita na periferiji, kao i na njihovu aktivaciju (Ku i sar., 2009),
citokinski profil (Kumru i sar.,, 2004), njihovo ,naseljavanje“ (engl. homing) u
organima (Lélu i sar., 2010), ekspanziju regulatornih CD4+CD25+Foxp3+ (Treg)
¢elija (Polanczyk i sar., 2004) i sl. Takode, estrogeni utiCu i na razvoj i maturaciju
B-limfocita (Ahmed i sar., 1999; Gonzales i sar., 2010), njihovu aktivaciju i
apopotozu (Grimaldi i sar., 2002), kao i na sintezu antitela (Beagley i Gockel, 2003).
Pored toga, pokazan je uticaj estrogena i na Celije urodene imunosti. Estrogeni
utiCu na ekspresiju MHC molekula II klase i kostimulatornih molekula na antigen-
prezentujuéim éelijama (APC) (Flynn, 1986; Carreras i sar., 2009; Xie i sar., 2011).
U kontekstu autoimunosti, posebno je vazna aberantna ekspresija MHC molekula II
klase na ciljnim ¢elijama pojedinih organa. Pretpostavlja se da je ovakva ekspresija
MHC molekula II klase indukovana interferonom-y (IFN-y) i da je povezana sa
pojavom organ-specificnih autoimunskih bolesti (Bottazzo i sar, 1986; Davies,
1990; Hill i sar, 1990). Budu¢i da estrogeni stimuliSu ekspresiju IFN-y
(Karpuzoglu-Sahin i sar., 2001), smatra se da je konstitutivno veéa produkcija IFN-
y od strane jedinki Zenskog pola (Zhang i sar., 2012), jedan od faktora koji
povezuje estrogene i vecu autoimunsku reaktivnost Zena (Karpuzoglu-Sahin i sar.,
2001). Broj cirkuliSuc¢ih neutrofila i monocita (England i Bain, 1976; Northern i

sar., 1994), kao i zastupljenost tkivnih makrofaga (Scotland i sar., 2011), ekspresija
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receptora sli¢nih Toll-u (engl. Toll-like receptor, TLR) na makrofagima i njihova
fagocitna aktivnost (Scotland i sar., 2011), ekspresija citokina (Bouman i sar.,
2004; Willis i sar., 2003) i inducibilne sintaze azot-oksida (iNOS) (Garcia-Duran i
sar., 1999; Hong i Zhu, 2004) od strane celija urodene imunosti, takode su pod
uticajem estrogena.

Ulogu u modulaciji imunskog odgovora ima i progesteron, a svoje efekte
ostvaruje vezujuci se za citosolne ili membranske progesteronske receptore (PR)
u/na imunskim c¢elijama (Hughes, 2012). Za progesteron se uglavnom vezuju anti-
inflamatorni efekti. Specifi¢nije, nadeno da visoke koncentracije progesterona
favorizuju preusmeravanje imunskog odgovora ka Th2 tipu (Piccinni i sar., 1995).
Ovaj fenomen verovatno doprinosi remisiji u bolestima koje su posredovane Th
¢elijama, kao Sto su MS i RA, u graviditetu (Piccinni i sar.,, 1995). Pored toga,
progesteron smanjuje sintezu azot oksida (NO) (Miller i sar., 1996) i ekspresiju
TLR-a na makrofagima (Jones i sar, 2008), smanjuje sintezu IFN-y u
urodenoubilackim (engl. natural killer, NK) ¢elijama (Arruvito i sar., 2008), utice na
ekspresiju MHC molekula II klase i kostimulatornih molekula na dendritiskim
¢elijama (Ivanovai sar., 2005; Liang i sar., 2006) i dr.

Pored receptora za Zenske gonadne hormone, Celije imunskog sistema
eksprimiraju i receptore za androgene hormone (Lin i sar., 1996). Medutim, efekti
androgena na imunske funkcije mogu zavisiti od toga o kojem je androgenu rec i
od njegove koncentracije/doze. Na primer, pojedine studije izveStavaju o
imunosupresivnim efektima sintetskih androgena (Fujii i sar., 1975; Paavonen,
1994; Olsen i Kovacs, 1996), dok se za endogene androgene smatra da imaju
imunostimulatorne efekte (Calabrese i sar., 1989). Osim toga, dihidrotestosteron
moZe da deluje i indirektno, putem ER, buduc¢i da u perifernim tkivima dolazi do
njegove aromatizacije do estrogena (Mendelsohn i Karas, 2005; Lund, 2006).
Generalno, androgeni uticu na diferencijaciju timocita (Olsen i sar., 2001) i
smanjuju proliferaciju i diferencijaciju T-limfocita (Sthoeger i sar., 1988; Sakiani i
sar.,, 2013) Verovatno dominantni imunomodulatorni efekti testosterona su
indukcija ekspresije anti-inflamatornog/imunoregulatornog citokina interleukina
(IL)-10 i inhibicija ekspresije IL-12 i [FN-y (Liva i Voskuhl, 2001, van den Broek i

sar.,, 2005), odnosno, inhibicija Th1l imunskog odgovora (Kissick i sar., 2014).
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Pored toga, androgeni inhibiSu diferencijaciju B-limfocita (Sthoeger i sar., 1988),
kao i njihovu funkciju, prevashodno smanjenjem sinteze IgA (Calabrese i sar.,
1989). U prilog anti-inflamatornim/imunosupresivnim efektima androgena idu i
podaci koju ukazuju da androgeni suprimiraju sintezu IL-1f i IL-6 u
monocitima/makrofagama (Li i sar., 1993; Cutolo i sar., 1995). Takode, pokazano
je da inhibiraju i citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija (Marsshall-Gradisnik i sar., 2008).

Polni hormoni, osim direktnih, imaju i indirektne efekte na imunske funkcije,
moduliSuéi koncentraciju drugih hormona koji ucestvuju u regulaciji imunskog
odgovora (Giefing-Kroll i sar., 2015). Aktivnost hipotalamo-hipofizno-adrenalne
(engl. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) osovine i odgovor na stres su takode
pod uticajem polnih hormona kod Zivotinja i ljudi (Morale i sar., 2001; Roca i sar.,
2005). Tokom perinatalnog perioda, gonadni hormoni, posebno estrogeni,
ostvaruju trajne efekte na organizaciju nervnog sistema i oblikovanje polnog
dimorfizma HPA osovine, dok su u odraslom dobu cirkuliSuéi polni steroidi
odgovorni za tranzitorne efekte, odnosno, modulaciju aktivnosti ove osovine
(Patchev i sar., 1995). Pokazano je da Zenke razlicitih vrsti, ukljucujuci i Zene,
imaju veCe koncentracije kortikosterona/kortizola u cirkulaciji od
muzjaka/muskaraca (Griffin i Whitacre, 1991; Wilder, 1995). Otkrice estrogen-
zavisnog elementa u promotorskom regionu gena koji kodira kortikotropin-
oslobadaju¢i hormon, potvrduje povezanost ova dva hormonska sistema
(Whitacre, 2001). Bududi da glukokortikoidi deluju na sve ¢€elije imunskog sistema
(Miller i sar., 1998), interakcija estrogena i glukokortikoida se takode mora uzeti u
obzir prilikom proucavanja polnih razlika u imunskom odgovoru (Whitacre, 2001).

Pokazano je i da drugi hormoni, kao, na primer, prolaktin, hormon rastenja,
insulinu-slican faktor rasta - 1 (IGF-1) i leptin uti¢u na imunski odgovor (Clark,
1997; Nicot, 2009; Berczi, 1994). Njihova koncentracija u serumu je takode polno
specificna, Sto, verovatno, doprinosi polnim razlikama u imunskom odgovoru
(Besedovsky i del Ray., 1996; Nicot, 2009).

S obzirom na veliki broj faktora koji, deluju¢i na razli¢itim nivoima regulacije
imunskog odgovora, doprinose razvoju polnog dimorfizma i diergizma u
imunskom odgovoru, opravdano je smatrati da je polni dimorfizam u imunskom

odgovoru, pa i u incidenci i tezini klinic¢ke slike i/ili klinickom toku autoimunskih
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bolesti, uklju¢ujué¢i MS-u i njen eksperimentalni model EAE, rezultanta delovanja

svih ovih faktora, a ne bilo kojeg od njih pojedina¢no (Dai i Ahmed, 2014).
Medutim, iako su mnogi faktori koji uticu na polni dimorfizam i diergizam u

imunskom odgovoru poznati, molekularni i ¢elijski mehanizmi koji su odgovorni za

ove fenomene joS uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.

1.3. Polne razlike u incidenci i klinickim karakteristikama MS-e

MS je hronicna, inflamatorna, demijeliniziraju¢a bolest centralnog nervnog
sistema (CNS) i jedna od najceS¢ih organ-specificnih autoimunskih bolesti.
KarakteriSe je postojanje jasno ogranicenih polja demijelinizacije (plakovi) u
kojima je, u aktivnoj fazi bolesti, prisutan inflamatorni infiltrat koji se sastoji od
CD4+ i CD8+ T-limfocita, B-limfocita, makrofaga i aktivisane mikroglije (Pender i
Greer, 2007). Lezije su diseminovane u beloj masi mozga i kitmene mozdine, Sto
dovodi do pojave razli¢itih neuroloskih ispada. Uzroci MS-e su jo$ uvek nepoznati.
Smatra se da se bolest javlja kod genetski predisponiranih osoba, a penetraciju

bolesti omogucavaju razliciti stohasticki i sredinski faktori (Dendrou i sar., 2015).

1.3.1. Faktori koji uti¢u na razvoj MS-e i polne razlike u MS-i

Razvoj MS-e je usko povezan sa prevalencom specificnih polimorfizama gena
koji su relevantni za imunske funkcije (Epplen i sar., 1997). Smatra se da je
polimorfizam HLA gena, a posebno HLA-DRB1 alela, najznacajniji genetski faktor
rizika za razvoj MS-e (Oksenberg i Barcellos, 2005). Neki od rizicnih HLA alela
(DRB1*1501) se CeSce nalaze kod osoba Zenskog pola (Bove i Chitnis, 2014), Sto bi
moglo da se poveZe sa ve¢om incidencom MS-e kod Zena. Polimorfizam gena koji
kodiraju a-lanac receptora za IL-2 i IL-7, takode moZe imati ulogu u obolevanju od
MS-e (Dendrou i sar.,, 2009; Hartman i sar., 2014). Pokazano je da su rizi¢ni
polimorfizmi i ovih gena prevalentniji kod Zena nego kod muskaraca obolelih od
MS-e (Majdinasab i sar., 2014). Genetski faktori, osim Sto uti¢u na predispoziciju za
obolevanje od MS-e, mogu da budu determinativni i za teZinu bolesti, uticu¢i na
patogenetske mehanizme oStecenja, ali i na osetljivost nervnog tkiva na oStecenje.
Naime, u organ-specificnim autoimunskim bolestima, ukljucujuci i MS-u, osetljivost

cilinog tkiva na efekte citokina i oSteenje izazvano oksidativnom stresom,
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povecanim oslobadanjem glutamata ili drugim oblicima citotoksi¢nosti, je takode
genetski determinisana (Hill i sar., 2007). Budu¢i da je ekspresija gena koji su
potencijalno odgovorni za osetljivost Celija na oSte¢enje, u mozgu polno dimorfna
(Du i sar., 2004; Davies i Wilkinson, 2006), moze se zakljuciti da su genetski faktori
vazni ne samo za polne razlike u obolevanju od MS-e, nego i za polne razlike u
teZini bolesti.

Pored genetskih, sredinski faktori imaju vaZnu ulogu u razvoju MS-e
(Kuusisto i sar., 2008). Aktivaciju T- i B-limfocita, koji su specifitni za
neuroantigene, najcesS¢e uzrokuju virusi (Epstein-Barr virus, humani herpes virus
tip 6, kao i retrovirusi) (Kakalacheva i sar., 2011). Smatra se da APC aktivisane
virusnim antigenima mogu da dovedu do aberantne aktivacije autoreaktivnih T-
¢elija (,bystander” aktivacija) (Harkiolaki i sar., 2009). Aberantna aktivacija T-
Celija specificnih za sopstvene neuroantigene moZe nastati i usled ukrstene
reaktivnosti na antigenske epitope virusa i domacina (fenomen molekularne
mimikrije) (Olson i sar., 2001). Prekid imunske tolerancije i razvoj MS-e moZe
nastati i kao posledica: (i) stvaranja novih autoantigena usled delovanja razlicitih
sredinskih faktora (Scally i sar., 2013); (ii) oslobadanja antigena koji su
sekvestrirani u CNS-u na periferiju, usled delovanja egzogenih c¢inioca, npr.
infektivnih agenasa koji pokazuju tropizam za CNS (kao u modelu Thelier virusom
izazvanog miSjeg encefalomijelitisa) (Dendrou i sar., 2015); (iii) promene
ekspresije rizicnih gena, npr. HLA-DR15 alela, pod uticajem sredinskih faktora
(Handunnetthi i sar., 2010) i sl. Osim virusnih infekcija, geografska Sirina, izlaganje
odredenim ksenobioticima, puSenje, dijeta i deficit vitamina D, znacajno koreliraju
sa obolevanjem od MS-e (Franklin i Nelson, 2003; Handunnetthi i sar., 2010; Lauer,
2010). Pretpostavlja se da su polne razlike u izloZenosti ili osetljivosti na delovanje
sredinskih faktora odgovorne za vecu incidencu MS-e kod Zena (Setlow i sar., 1998;
Voskuhl i Gold, 2012). U prilog toj pretpostavci ide i zapaZanje da se polne razlike u
obolevanju od MS-e gube sa promenom izloZenosti odredenim sredinskim
faktorima (Setlow i sar., 1998).

Pored genetskih i sredinskh faktora, smatra se da bi za polni dimorfizam u
razvoju MS-e mogli biti vazni i hormoni, pre svega polni dimorfizam u

koncentraciji polnih steroida. U prilog ovoj hipotezi su podaci koji ukazuju na
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pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije gonadnih estrogena i progesterona u
cirkulaciji, tokom lutealne faze menstrualnog ciklusa, i broja i zapremine lezija kod
Zena sa MS-om (Pozzilli i sar., 1999). O znacaju Zenskih gonadnih hormona za
patogenezu MS-e govore i podaci o remisiji bolesti u graviditetu, posebno u
drugom i treCem trimestru, kada su koncentracije cirkuliSu¢ih estrogena i
progesterona veoma visoke (van Walderveen i sar., 1994).

Prilikom razmatranja uloge polnih hormona u patogenezi MS-e, moraju se
uzeti u obzir i polne razlike u ekspresiji receptora za polne steroidne hormone, ne
samo u/na imunskim ¢elijama (Kovats i sar., 2010), nego i ¢elijama CNS-a (Jung-
Testas i Baulieu, 1998). Takode, treba imati u vidu da bi vaZznu ulogu u nastajanju
polnih razlika u patogenezi MS-e mogle da imaju i polne razlike u lokalnoj de novo
sintezi steroidnih hormona (neurosteroida) i metabolizmu primarnih steroidnih
hormona. Pokazano je da polni steroidni hormoni i njihovi metaboliti posredstvom
ne samo receptora za polne hormone, vec¢ i drugih tipova receptora, mogu uticati
na tezinu neuroinflamacije i stepen oStecenja ciljnog tkiva (Giatti et al., 2010;
Luchetti i sar., 2014). Naime, gonadni i lokalno sintetisani steroidni hormoni i
njihovi metaboliti mogu da ostvaruju brze, negenomske efekte u CNS-u,
interakcijom sa ligand-zavisnim jonskim kanalima (npr. GABAa receptori) i drugim
membranskim receptorima (McEwen, 1991; Lambert i sar., 2003; Melcangi i sar.,

2006).

1.3.2. Patogeneza MS-e

TaCan mehanizam nastanaka MS-e, kao i odgovor na pitanje da li se njen
razvoj razlikuje izmedu obolelih od ove bolesti, nisu poznati. JoS uvek nije jasno da
li je MS bolest koja je inicirana na periferiji, ili u CNS-u. U patogenetskom modelu
po kojem bolest pocinje van CNS-a, autoreaktivne T-Celije se aktivisSu na periferiji,
¢emu doprinose genetski i sredinski faktori. Aktivisane ¢elije zatim infiltriraju CNS,
zajedno sa B-¢elijama i monocitima (Dendrou i sar., 2015). Ovaj model korelira sa
ve¢inom modela EAE-a kod oglednih Zivotinja. Alternativno, razvoj bolesti mogu
inicirati procesi koji se odvijaju u CNS-u, sa ulaskom autoreaktivnih limfocita i
monocita sa periferije kao sekundarnim fenomenom (Dendrou i sar., 2015).

Pretpostavlja se da bi iniciraju¢i dogadaji mogli biti virusne infekcije CNS-a
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(Ransohoff i Engelhardt, 2012; Louveau i sar., 2015), ili primarno
neurodegenerativni procesi slicni onima koji se javljaju u Alchajmerovoj ili
Parkinsonovoj bolesti (Heneka i sar., 2014).

Infiltracija CNS-a imunskim/inflamatornim ¢elijama sa periferije je izraZena
joS u ranoj fazi MS-e. Na osnovu visokog aviditeta za molekule mijelinskog porekla,
kao Sto su bazni protein mijelina (engl. myelin basic protein, MBP), proteolipidni
protein (PP) i mijelinski oligodendrocitni protein (MOG), koji pokazuju CD4+
limfociti izolovani iz krvi obolelih od MS-e, pretpostavlja se da su antigeni mijelina
glavne ,mete“ autoreaktivnih CD4+ T-Celija u MS-i (Bielekova i sar., 2004).

Smatra se da u patogenezi MS-e glavnu ulogu imaju autoreaktivne Th17 i Thl
¢elije (Dendrou i sar., 2015). Njihov znacaj u razvoju MS-e jo$ uvek nije u
potpunosti jasan, s obzirom na to da razlicite studije izveStavaju o predominaciji
jednog ili drugog tipa celija u razli¢itim fazama bolesti (Frisullo i sar., 2008;
Tzartos i sar., 2008). S druge strane, pojedini Th limfociti u aktivnim lezijama MS-e
pokazuju intermedijarni fenotip i koeksprimiraju i IL-17 i IFN-y (Cao i sar., 2015).
Medutim, novija istrazivanja isticu da bi posebno vaznu ulogu u patogenezi MS-e
mogle imati Th Ccelije koje sintetiSu faktor koji stimuliSe kolonije granulocita i
makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)
(Nosterisar., 2014).

Imaju¢i u vidu da raspoloZiva imunomodulatorna terapija smanjuje
uCestalost relapsa, ali ne i dugoroCnu progresiju MS-e, smatra se da neuro-
aksonalno oStecenje izazvano autoimunskim procesom pokrec¢e samoodrZzivu
hroni¢nu inflamaciju i neurodegeneraciju (Dendrou i sar., 2015). Ona je prisutna
cak i odsustvu kontinuirane infiltracije celija sa periferije, koja se vremenom
neumitno smanjuje nezavisno od terapije (pretpostavlja se zbog iscrpljivanja
imunskih ¢elija usled hroni¢nog izlaganja antigenima) (Wherry, 2011). Hroni¢na
inflamacija se odrZava na racun Celija koje ve¢ jesu, ili su postale, rezidentne u CNS-
u: limfociti obrazovanjem tercijernih limfoidnih struktura u tkivu CNS-a (Howell i
sar.,, 2011), a mikroglija i astrociti sintezom niza neurotoksi¢nih i inflamatornih
medijatora (citokini, hemokini, reaktivni oblici kiseonika i azota), koji dovode do
neuro-aksonalnog ostec¢enja i neurodegeneracije (Friese i sar., 2014; Heneka i sar.,,

2014).
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1.3.3. Polne razlike u epidemioloskim i klinickim karakteristikama MS-e

S obzirom na sve prethodno navedeno, klinicki tok MS-e i njeni simptomi su
takode heterogeni, odrazavajuci razlike u vremenskoj i prostornoj diseminaciji
lezija u CNS-u. NajceS¢u formu MS-e (85% obolelih) karakteriSe inicijalna epizoda
neuroloskog deficita pra¢ena periodom poboljSanja (remisija), posle Cega slede
naizmenicne smene relapsa (pogorsanja) i remisija (Pender i Greer, 2007). Relapsi
koincidiraju sa fokalnom inflamacijom i demijelinizacijom CNS-a. Vremenom,
neuroloski deficiti se akumuliraju i oko 80% obolelih razvija sekundarno
progresivni oblik MS-e (Pender i Greer, 2007). Umesto Kkarakteristicnih
inflamatornih lezija, javlja se neurodegeneracija, atrofija tkiva i gubitak aksona
PribliZzno 10% obolelih od MS-e ima primarno progresivni oblik bolesti, koji
odlikuje akumulacija neuroloskih deficita bez jasnih faza remisije i relapsa (Pender
i Greer, 2007).

MS pogada Zene tri puta viSe od muskaraca (Bove i Chitnis, 2013), sa
trendom stalnog rasta obolevanja Zena tokom poslednjih 50 godina (Trojano i sar.,
2012). Prvi simptomi se kod muskaraca prosecno javljaju neSto Kkasnije u
poredenju sa Zenama (Paty i sar., 1997). Osim na prevalencu, pol utice i na klinicki
tok MS-e (Tomassini i Pozzilli, 2009). Naime, iako su Zene podloZnije obolevanju od
MS-e, one ceSce imaju benigniji tok bolesti, dok muskarci ¢eS¢e boluju od primarno
progresivnog toka i oporavak posle inicijalnog ataka je slabije izraZen u odnosu na
Zene (Bove i Chitnis, 2014). Pored toga, kod musSkaraca se brZze nego kod Zena
razvija teSka onesposobljenost (Weinshenker i sar., 1991; Confavreux i sar., 2003).
Uocene su polne razlike i u simptomatologiji MS-e. Motorni simptomi se ceSc¢e
javljaju kod muskaraca i udruzZeno sa kasnijim pocetkom bolesti (Hawkins i
McDonell, 1999). Kognitivni poremecaji su takode ces¢i kod muSkaraca (Benedict i
Zivadinov, 2011), dok su senzitivni simptomi, na primer neki bolni sindromi
(neuralgija n. trigeminusa, periferni neuropatski bol), ¢es¢i kod Zena (Osterberg i

sar., 2005).
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1.4. Polne razlike u EAE-u
1.4.1. EAE

EAE je najstariji i najzastupljeniji eksperimentalni model MS-e (Katsnelson,
2012). EAE nije jedinstvena bolest, ve¢ skup razli¢itih modela indukovane
autoimunske neuroinflamacije kod oglednih Zivotinja (Baker i sar., 2011).

Generalno, istrazivanja na modelu EAE-a omogucavaju analizu imuno-
genetskih karakteristika MS-e (HLA-restrikciju i riziCne gene za oboljevanje od MS-
e), ali i patohistoloskih odlika bolesti (inflamacija, demijelinizacija posredovana
imunskim mehanizmima i sl.) (Mix i sar., 2010). Pored toga, EAE je znacajan i za
proucavanje imunopatogeneze MS-e (npr. prekid imunotolerancije, aktivacija
encefalitogenih T-limfocita, transmigracija imunskih/inflamatornih ¢elija kroz
hemato-encefalnu barijeru, znacaj pojedinih subpopulacija T-limfocita za
patogenezu MS-e, imunski mehanizmi demijelinizacije i oStecenje tkiva i sl.)
(Krishnamoorthy i Wekerle, 2009; Pachner, 2011). Osetljivi sojevi miSeva, pacova,
zamoraca i nehumanih primata su najces¢e koris¢ene ogledne Zivotinje za
proucavanje autoimunske neuroinflamacije u EAE-u.

[ako EAE reprodukuje brojne patogenetske, patohistoloske i Kklinicke
karakteristike MS-e, nijedan eksperimentalni model ne moze da simulira ceo
spektar klinickih i histoloskih varijeteta MS-e (Baker i sar., 2011; Denic i sar,
2011), Za ovo postoji viSe objaSnjenja. Pre svega, za razliku od EAE-a, MS je
spontana bolest bez ociglednog egzogenog uzroka (iako postojanje takvog uzroka
nije iskljuceno) (Constantinecsu i sar., 2011). Dalje, velike evolutivne razlike
izmedu Coveka i oglednih Zivotinja se odraZavaju i na razlike u urodenom i
adaptivnom imunskom odgovoru ovih vrsta (Mestas i Hughes, 2004). Pored toga,
MS-i nedostaju neki elementi klasicne autoimunosti, prema kriterijumima koje su
naveli Schwartz i Datta (1989), Sto je dodatno potkrepljeno odsustvom terapijskog
efekta Cak i posle agresivne imunosupresije (Mix i sar., 2010). Osim toga,
neimunski mehanizmi demijelinizacije koji se srecu u MS-i, retko su prisutni u
EAE-u (Siffrin i sar., 2010). Konac¢no, za razliku od najveceg broja varijeteta EAE-a
u kojima CD4+ T-Celije imaju glavnu ulogu u patogenezi bolesti (Constantinescu i
sar., 2011), smatra se da u patogenezi MS-e vaznu ulogu imaju pre svega i CD8+ T-

limfociti, ali i B-limfociti i periferni makrofagi (Denic i sar., 2011).
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Na kraju, vazno je naglasiti da, pored znacaja koji EAE ima za ispitivanje
klju¢nih genetskih, patogenetskih i patohistoloskih karakteristika MS-e, ovaj
eksperimentalni model MS-e je koristan i za in vivo proucavanje razvoja i
efikasnosti imunskog odgovora koji je posredovan CD4+ T-limfoctima (Petermann
i Korn, 2011), kao i organ-specificnih autoimunskih bolesti koje su posredovane

CD4+ T-Celijama generalno (Constantinescu i sar., 2011).

1.4.2. Modeli EAE-a

U zavisnosti od koriScene vrste i soja oglednih Zivotinja, aktivnog ili pasivnog
nacina imunizacije, antigena i adjuvanasa kojima se bolest izaziva, postoji viSe
modela EAE-a. Razli¢iti modeli EAE-a su nastali iz potrebe da se ispitaju razliciti
patogenetski, patohistoloski, klinicki i terapijski aspekti humane bolesti (Mix i sar.,
2011). Klasi¢ni EAE je bolest u kojoj imunizacija neuroantigenima u adjuvansu
indukuje migraciju aktivisanih autoreaktivnih T-limfocita i monocita kroz hemato-
encefalnu barijeru u parenhim CNS-a, sa sledstvenom lokalnom inflamacijom
(aktivni EAE) (Miller i Karpus, 2007). Alternativno, adoptivni transfer
autoreaktivnih Celija, koje su specfi¢ne za neuroantigene, iz imunizovanih donora u
naivne ili imunodeficijentne singene recipijente, mozZe dovesti do slicnih efekata,
indukujudi bolest relativno homogenom populacijom T-¢elija koje su specificne za
neuroantigene (pasivni EAE) (Miller i Karpus, 2007). Koji ¢e se model EAE-a
koristiti u istrazivanjima, zavisi, pre svega, od postavljenog cilja istraZivanja.
Aktivni EAE je vaZan instrument za ispitivanje razvoja imunskog odgovora
posredovanog CD4+ T-limfocitima, kako njegove induktivne, tako i efektorske faze
(Teixeira i sar.,, 2005; Miller i Karpus, 2007). Induktivna faza podrazumeva
aktivaciju CD4+ T-Celija, koje su specificne za epitope neuroantigena, u limfnim
¢vorovima i slezini, u odgovoru na imunizaciju neuroantigenima (Constantinescu i
sar., 2011). Ove celije diferenciraju u Th17 ili Th1 limfocite, za koje se smatra da
imaju glavnu ulogu u patogenezi EAE-a (Kramer i Gaffen, 2007; McFarland i
Martin, 2007). Aktivisane autoreaktivne CD4+ T-Celije se zatim akumuliraju u
slezini, pre migriranja u ciljni ogan - kicmenu moZdinu (Fliigel i sar., 2001).
Efektorska faza ukljucuje prepoznavanje neuroantigena na infiltriSu¢im i

rezidentnim APC od strane autoreaktivnih CD4+ T-¢elija i pokretanje inflamatorne
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kaskade koja rezultuje oSte¢enjem tkiva i eventualno demijelinizacijom (Miller i
Karpus, 2007; Constantinescu i sar., 2011). NajceS¢e koris¢eni antigeni za
aktivaciju Celija koje su specificne za neuroantigene su derivati mijelina: MBP,
MOG, PLP, mijelin-asocirani glikoprotein (MAG) i sl. (Mix i sar., 2010). Pored ovih
antigena, koriste se i drugi antigeni kao Sto su neurofascin (NF) 155, NF 156,
astrocit-tipicni Ca2+-vezujuci protein S1008 i dr. (Mix i sar., 2010).

Napredovanje genetskog inZnjeringa omogucilo je i razvoj transgenih modela
EAE-a, u kojima su T-limfociti oglednih Zivotinja modifikovani da reaguju na
specificne neuroantigene i tako spontano razvijaju bolest. Sli¢no, genetske
manipulacije omogucavaju indukciju EAE-a u dizajniranim Zivotinjama kojima
nedostaje odredeni citokin ili imunski molekul, pruzaju¢i uvid u detalje

molekularnih mehanizama EAE-a, a potencijalno i MS-e (Mix i sar., 2010).

1.4.3. Polne razlike u klini¢ckim karakteristikama EAE-a

Kod glodara se EAE tipi¢no manifestuje flakcidnom (mlitavom) paralizom
koja progredira u kaudo-kranijalom smeru (Miller i Karpus, 2007; Mannie i sar.,
2009). Patoloski klinic¢ki nalaz se obicno javlja od 7. do 14. dana posle aktivne
indukcije EAE-a, a neSto ranije posle adoptivnog transfera aktivisanih T-Celija koje
su specificne za neuroantigene (Mannie i sar., 2009). Ispoljavanje simptoma moze
biti monofazno, hronicno ili relapsno-remitentno (Miller i Karpus, 2007). Patoloski
proces obitno zahvata kicmenu moZdinu, a ponekad i cerebelum, kada se u
klinickoj slici javlja ataksija (Katsnelson, 2012). Patohistoloski, prisutna je
inflamacija, a kod pojedinih modela se moZe javiti demijelinizacija pracena
oStecenjem aksona (Katsnelson, 2012). U nekim sluc¢ajevima monofaznog ili
relapsno-remitentnog EAE-a se moZe uociti i remijelinizacija (Katsnelson, 2012).

Varijabilnost patohistoloskih i klini¢kih oblika EAE-a, na neki nacin, odrazava
heterogenost humane bolesti. Klinicke karakteristike EAE-a zavise od vrste i soja
Zivotinja, budu¢i da su osetljivost na indukciju EAE-a i klinicki parametri bolesti
(teZina simptoma, pocetak, vrhunac i trajanje bolesti), genetski determinisani
(Butterfield i sar., 1998; Summers deLuca i sar., 2010). Pored toga, patoloski
parametri EAE-a zavise i od nac¢ina imunizacije, od toga koji je antigen primenjen i

od njegove koliCine, koriS¢enja adjuvansa, ali i godiSnjeg doba kada se indukuje
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bolest, uslova pod kojima se ¢uvaju Zivotinje (pre svega, od prisustva/odsustva
razli¢itih patogena na/u Zivotinjama) i sl. (Teuscher i sar., 2004; Baxter, 2007;
Miller i Karpus, 2007; Merrill, 2008; Columba-Cabezas i sar., 2009; Pachner, 2011).

U zavisnosti od vrste, soja i uzrasta oglednih Zivotinja, ali i nac¢ina imunizacije,
primenjenog antigena i adjuvansa, kao i drugih varijacija u eksperimentalnom
protokolu, smer polnih razlika u osetljivosti na indukciju i maksimalnom
neuroloSkom znaku EAE-a moze biti varijabilan. Konkretno, ispitivanja na SJL/]
miSevima sugeriSu da su Zenke ovog soja osetljivije na adoptivni transfer CD4+ T-
Celija koje su specificne za MBP od muZjaka (Cua i sar., 1995a; Voskuhl i sar., 1996;
Dalal i sar., 1997). Zatim, muZjaci Lewis pacova su pokazali vecu osetljivost na
indukciju EAE-a pasivnim transferom autoreaktivnih ¢elija od Zenki ovog soja
indukciju aktivnog EAE-a imunizacijom MBP-om u kompletnom Frojndovom
adjuvansu (KFA), dok su Zenke ovog soja rezistentne na indukciju bolesti
(Staykova i sar., 2002). Takode, motorni deficit je bio teZi kod muZjaka pacova
Dark Agouti (DA) soja imunizovanih kicmenom moZdinom zamorceta nego kod
Zenki (Massella i sar., 2012). Sli¢no je pokazano i kod muzZjaka miSeva C57BL/6
soja koji su imunizovani peptidom MOGss.s5 (Harpaz i sar., 2012). Papenfuss i njeni
saradnici (2004) su najbolje demonstrirali varijabilnost polnih razlika u EAE-u,
kada su prikazali veoma heterogene polne razlike (ili odsustvo istih) u osetljivosti,
klinickom toku i teZini bolesti kod sedam razliCitih sojeva miSeva imunizovanih
neuroantigenima ili peptidima dokazano aktivnim za svaki soj.

Slicno kao i kod MS-e, polne razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a i
klinickim manifestacijama bolesti, rezultanta su delovanja genetskih, sredinskih i
hormonskih faktora. Ispitivanjem prevalence gena koji odreduju osetljivost na
indukciju EAE-a, utvrdeno je da je EAE, kao i MS, usko povezan sa polimorfizmom
MHC gena (Encinas i sar., 1996; Olsson i sar., 2000). Medutim, najveci broj genskih
lokusa koji odreduju klinicke manifestacije EAE-a, nalazi se u regionima genoma
koji ne pipadaju kompleksu gena tkivne podudarnosti (Andersson i Karlsson,
2004). Jos znacajnije, pokazano je da ti genski lokusi imaju polno specificnu
ekspresiju (Buterfield i sar., 1998; Summers deLuca i sar., 2010; Bearoff i sar.,

2015).
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[spitivanja uticaja sredinskih faktora koji su povezani sa obolevanjem od MS-
e, kao Sto su deficit vitamina D, stres, infekcije, izloZenost toksinima i sl. su
pokazala da ovi faktori uticu i na razvoj i klinicku prezentaciju EAE-a (Krementsov
i Teuscher, 2013). Osetljivost oglednih Zivotinja na dejstvo pojedinih sredinskih
faktora moZe biti polno dimorfna i, sledstveno, uticati na polni dimorfizam u
ispoljavanju EAE-a kod tih Zivotinja (Pankevich i sar., 2011; Krementsov i
Teuscher, 2013).

Pored genetskih i sredinskih faktora, znacCajan broj studija ukazuje na moguci
znacaj polnih steroida za razvoj polnog dimorfizma u EAE-u (Voskuhl i Palaszynski,
2001; van den Broek i sar., 2005; Spence i Voskuhl, 2012). Medutim, treba
pomenuti da gonadektomija miSeva nastalih ukrStanjem SJL/] i B10.S/SgMcdj
sojeva, nije dovela do gubitka polnih razlika u parametrima EAE-a (pocetak bolesti,
klini¢ki znak na vrhuncu bolesti, kumulativni skor, trajanje EAE-a), koji su uoceni
kod intaktnih Zivotinja (Fillmore i sar., 2004). Osim toga, gonadektomija je kod
istih Zivotinja indukovala pojavu znacajnog polnog dimorfizma u incidenci i tezini
bolesti, koji nije postojao kod intaktnih miseva (Fillmore i sar., 2004). Heterogeni
eksperimentalni podaci o uticaju polnih hormona na polni dimorfizam u studijama
EAE-a, na razli€itim sojevima oglednih Zivotinja, bi mogli da impliciraju je taj uticaj
sojno specifican (Papenfuss i sar, 2004). Pored toga, ovakvi rezultati bi mogli da
znace da polni hormoni, posredstvom organizacionih (u toku kriticnih perioda
razvoja, kao Sto su perinatalni, peripubertetni), a ne aktivacionih efekata,
doprinose razvoju polnog dimorfizma u EAE-u (Arnold, 2009).

Na kraju, treba istaci da, iako su brojni faktori koji uti¢u na polni dimorfizam
u imunskom odgovoru, kao i u incidenci i klinickom ispoljavanju autoimunskih
bolesti, ukljucuju¢i i MS-u i njen animalni model EAE, identifikovani i opisani,
¢elijski i molekularni mehanizmi koji stoje stoje u osnovi tih dimorfizama do sada

nisu u potpunosti razjasnjeni.
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1.5. Uticaj starenja na polne razlike u autoimunskim bolestima
1.5.1. Uticaj starenja na imunski odgovor i autoimunost

Tokom hronobioloskog starenja organizma, nervni, endokrini i imunski
sistem trpe najviSe promena (Gameiro i sar., 2010). Koncept imunoloSkog starenja
(engl. immunosenescence) podrazumeva kvantitativne i kvalitativne promene koje
nastaju u imunskom sistemu starenjem. One ne znafe nuZno progresivnu
deterioraciju imunskih funkcija, ve¢ pre remodelovanje imunskog sistema, pri
cemu su neke funkcije oslabljene, a druge ostaju nepromenjene ili ¢ak bivaju
pojacane (Caruso i sar., 2013).

[ako su promene usled starenja vidljive u skoro svim c¢elijama imunskog
sistema (Kohut i Senchina, 2004), najdramatic¢nije i najkonzistentnije su promene u
T-Celijskom odeljku (Pawelec i sar., 2010). Promena odnosa naivnih i memorijskih
T-limfocita, u korist ¢elija memorijskog fenotipa, predstavlja vaznu karakteristiku
starenja (Miller, 1996; Hakim i sar., 2004). Do redukcije populacije naivnih T-celija
na periferiji dolazi primarno usled involucije timusa i sledstvenog smanjenja
timopoeze (Pido-Lopez i sar., 2001). Populacija naivnih T-limfocita je dodatno
kompromitovana stalnom aktivacijom ovih ¢elija u odgovoru na akutne i hroni¢ne
antigenske stimuluse, ¢ime sti¢u memorijski fenotip (Ci¢in-Sain i sar., 2007). Da bi
se kompenzovalo smanjenje timopoeze i oCuvao ukupan broj perifernih T-
limfocita, dolazi do njihove homeostatske proliferacije (Pawelec i sar., 2010).
Deobom, naivne T-Celije sticu fenotip i karakteristike slicne memorijskim T-
¢elijama (Surh i Sprent, 2008). Tako se, tokom starenja, populacija naivnih T-celija
progresivno smanjuje, a populacija memorijskih T-¢elija povecava (Lerner i sar.,
1989).

Pored kvantitativnih, imunolosko starenje podrazumeva i Kkvalitativne
promene T-Celija. In vitro studije su pokazale defekte u formiranju T-¢elijskih
sinapsi, kao i u ranim fazama prenosa aktivacijskih signala, u T-limfocitima starih
ljudi i miseva (Miller i sar., 1997; Fiilop i sar., 1999; Tamir i sar., 2000; Pawelec i
sar.,, 2001). Promene u T-Celijskoj signalizaciji su zabeleZene i u naivnim i u
memorijskim T-limfocitima starih jedinki (Garcia i Miller, 2002). Pored defekata u
Celijskoj aktivaciji i prenosu signala, i proliferativni odgovor T-limfocita slabi

tokom starenja (Campisi, 2001). Smanjena proliferacija T-limfocita, koja je
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pokazana kod starih ljudi i miseva, bi se mogla objasniti smanjenjem sinteze IL-2 i
ekspresije receptora za IL-2 na povrSini T-limfocita (Miller i sar., 1996), kao i
skra¢enjem telomera ostarelih T-limfocita (Campisi, 2001). Koncentracija IL-7, jo$
jednog vaznog citokina za razvoj, prezivljavanje i proliferaciju T-limfocita (Schluns
i sar,, 2000), se takode smanjuje starenjem (Andrew i Aspinall, 2002; Kang i sar.,,
2004).

U starenju su uocene i brojne fenotipske promene T-Celija (Goronzy i
vaznog kostimulatornog molekula CD28, Sto je tipicno za Ccelije koje su se
ekstenzivno delile (Weyand i sar., 1998; Batliwalia i sar., 2000; Chamberlein i sar.,
2000). Imajudi u vidu vaznu ulogu CD28 za aktivaciju i preZivljavanje T-limfocita
(June i sar., 1990), smatralo bi se da njegovo odsustvo implicira T-Celijsku anergiju
i povecanu sklonost ka apoptozi starih ¢elija (Goronzy i Weyand, 2013). Medutim,
pokazano je da su CD28- T-Celije koji se akumuliraju starenjem, a posebno
CD4+CD28- T-celije, otporne na proapoptotske signale i da imaju izraZena
proinflamatorna svojstva i vaznu ulogu u patogenezi autoimunskih poremecaja
(Schrimer i sar.,, 1998; Vallejo i sar.,, 2000, Goronzy i Weyand, 2003). Pored
smanjenja ekspresije CD28, smanjena je ekspresija i drugih aktivacijskih markera
na povrsini T-limfocita (CD69, CD27, CD25) (Goronzy i Weyand, 2012), Sto govori
u prilog izmenjenom procesu aktivacije T-limfocita u starenju (Fiilop i sar., 1999).

Sinteza brojnih citokina koji uc¢estvuju u imunskim/inflamacijskim procesima
se takode smanjuje u starenju (Straub, 2000). Pokazano je da je ekspresija gena za
IL-6, [FN-y, IL-4 i faktor transformacije rasta-f3 (engl. transforming growth factor-f3,
TGF-B) u kostnoj srzi, slezini i limfnim ¢vorovima pacova uzrasta 12 meseci, bila
veca nego kod pacova uzrasta 3 meseca, dok je kod Zivotinja uzrasta 24 meseca
bila manja od koncentracije izmerene kod onih uzrasta 3 i 12 meseci (Pachéwka i
sar., 2011). Smanjenje sinteze citokina tokom starenja zabeleZeno je i u humanim
mononuklearnim ¢elijama (Hirokawa i sar., 2013).

Promene uzrokovane imunoloSkim starenjem stvaraju i predispoziciju za
poveanu autoimunost (Vadasz i sar., 2013), Sto, na prvi pogled, deluje
paradoksalno u odnosu na oslabljenu imunsku reaktivnost. Vice versa, pokazano je

da osobe koje boluju od autoimunskih bolesti pokazuju znake prevremenog
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imunoloSkog starenja (Prelog, 2006). Na T-Celijskom nivou, homeostatska
proliferacija, inacCe esencijalna za ocuvanje ukupnog broja T-limfocita u uslovima
smanjene timopoeze, se smatra jednim od glavnih predisponiraju¢ih mehanizama
poveCane autoimunosti kod starih jedinki. Naime, homeostatska proliferacija
favorizuje selekciju T-limfocita sa ve¢im aviditetom za sopstvene peptide, niZim
pragom aktivacije i izrazenim proinflamatornim svojstvima (Tatari-Calderone i
sar., 2012; Vadasz i sar., 2013). Akumulacija CD4+CD28- T-Celija starenjem, takode
doprinosi povecanoj autoimunosti (Weyand i sar., 2003), budu¢i da su ove Ccelije
autoreaktivne, imaju izraZena proinflamatorna svojstva i smanjenu osetljivost na
indukciju apoptoze, kojom se fizioloski ograni¢ava imunski proces (Schmidt i sar.,
1996).

Starenje smanjuje efikasnost anatomskih barijera, Sto dovodi do olakSane
invazije patogena, ali potencijalno i do ekspozicije prethodno sekvestriranih
sopstvenih antigena (Hasler i Zouali, 2005). Kumulativno oStecenje izazvano
reaktivnim oblicima kiseonika, hroni¢nim inflamatornim procesima i
konkomitantnim patologijama, doprinosi oslobadanju skrivenih antigena
(Lindstrom i Robinson, 2010). Osim toga, i sopstveni antigeni trpe promene
uslovljene starenjem, koje povecavaju njihovu imunogenost (Hasler i Zouali, 2005).
Takode, neefikasna eliminacija infektivnih agenasa moZe da predisponira
autoimunski proces, mehanizmom ukrStene reaktivnosti ili interferiranjem sa
signalnim procesima koji reguliSu imunski odgovor (Hasler i Zouali, 2003). Svi
navedeni fenomeni su prisutni u starenju i mogu indukovati imunski odgovor na
sopstvene/izmenjene antigene.

Medutim, vazno je istaci da se incidenca autoimunskih bolesti, ukljuc¢ujudi i
MS-u, generalno ne povecava kod starih (Vollmer i Waxman, 1991; Tatari-
Calderone i sar., 2012; Vadasz i sar., 2013). Jedan od mehanizama kojima imunski
sitem balansira poveéanu autoimunost u starenju je ekspanzija adaptivnih Treg
¢elija na periferiji (Vadasz i sar., 2013), ¢iji se broj kod starih povecava i do 2,4
puta (Montoya-Ortiz, 2013). Ove celije nastaju aktivacijom zrelih konvencionalnih
T-limfocita, pod specificnim uslovima suboptimalnog izlaganja antigenima i/ili
kostimulaciji, usled kumulativnog oStecenja tkiva starenjem i perzistentnih

infekcija (Curotto de Lafaille i Lafaille, 2009; Josefowicz i Rudensky, 2009).
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Na kraju, treba ista¢i da sve opisane promene koje nastaju u T-Celijskom
odeljku starenjem, u klinickom smislu imaju dvostruke posledice. Sa jedne strane,
intrinzicne promene u T-limfocitima koje nastaju starenjem i, sledstveno,
smanjena efikasnost imunskog odgovora, uz ekspanziju regulatornih ¢elija na
periferiji, onemogucavaju razvoj autoimunskih bolesti i pored povecanja
autoimunskih fenomena u starenju (Vadasz i sar., 2013). Medutim, s druge strane,
ove promene doprinose povecanom morbiditetu od infekcija kod starih, koje kod
ove populacije imaju teZi tok i loSiji ishod (Gavazzi i Krause, 2002; Jackson i sar.,
2001), Sto je delimicno posledica i slabijeg vakcinalnog odgovora kod starih jedinki
(Aspinall i sar., 2007; Jackson i sar., 2001, Giefing-Kroll i sar., 2015). Jo$ jedna
posledica smanjene imunske reaktivnosti na nove antigene i vele supresije

imunskog odgovora od strane regulatornih ¢elija, je veca incidenca malignih

bolesti kod stare populacije (Bulati i sar., 2008, Vadasz i sar., 2013).

1.5.2. Uticaj starenja na polne razlike u imunskom odgovoru

Literaturni podaci jasno ukazuju da je proces starenja imunskog sistema
polno dimorfan (Caruso i sar., 2013) i da koincidira sa promenama u hormonskom
statusu (Furman, 2015). Polne razlike u efektima starenja zabeleZene su u svim
zivotinjskim vrstama (Tower i Arbeitman, 2009). Kod ljudji, i ostalih vrsta sa XY
determinacionim sistemom polova, starenje ima ve¢i uticaj na musSki nego na
zenski pol (Tower i Arbeitman, 2009), Sto se ogleda i u duZem Zivotnom veku Zena
(Van Oyen i sar., 2012).

Glavne bioloSke determinante za duzi Zivotni vek Zena, pored rodno
specifi¢nih ¢inilaca i onih vezanih za Zivotni stil, su genetski, imunski i hormonski
faktori (Giefing-Kroll i sar., 2015). Tako, jedan od faktora koji bi mogao da bude
odgovoran za brze starenje muskaraca u odnosu na Zene je brzina skracenja
telomera, koja je ve¢a kod muskaraca (Barrett i Richardson, 2011). Moguce je da je
ovaj fenomen posledica delovanja polnih hormona, budu¢i da estrogen stimuliSe
transkripcioni faktor c-myc koji stimuliSe telomerazu, Sto bi moglo da ima ,anti-
ageing” efekat na Celije Zenki (Kyo i sar., 1999). S obzirom na to da dugovec¢nost
pozitivno korelira sa boljom ocCuvanos$¢u imunskih funkcija (Francheschi i sar.,

1995), duZi Zivotni vek Zena nego musSkaraca sugeriSe da je imunski sistem kod
20



Zena efikasniji tokom duZeg perioda Zivota (Aspinall, 2000). U prilog tome govori i
manja stopa mortaliteta usled infekcija kod Zena, u poredenju sa muskarcima,
tokom starenja (Aspinall, 2000).

Bolju oCuvanost imunskih funkcija kod Zena nego kod muskaraca su pokazale
i studije na relativno velikim uzorcima humanih populacija koje su ispitivale
promene u imunskom sistemu povezane sa starenjem (Garcia Verdecia i sar., 2013;
Hirokawa i sar., 2013). Ukupan broj T-Celija, broj T-Celija naivnog fenotipa
(CD4+CD45RA+ T-celije), proliferativni odgovor T-Celija, kao i broj B-cCelija, se
tipicno smanjuju starenjem kod oba pola, ali su kod muSkaraca te promene
prominentnije nego kod Zena (Hirokawa i sar., 2013). Takode, smanjenje sinteze
citokina u kulturama limfocita starih osoba, u odnosu na kulture limfocita mladih,
je izraZenije kod musSkaraca nego kod Zena (Hirokawa i sar., 2013).

Na kraju, moZe se re¢i da uprkos tome S$to je polni dimorfizam u imunskim
funkcijama uocen kod mladih i starih jedinki, podaci vezani za eventualne promene
u njegovoj izraZenosti ili smeru su krajnje oskudni, a celijski i molekularni

mehanizmi odgovorni za ovaj fenomen jo$ uvek nedovoljno ispitani.

1.5.3. Uticaj starenja na incidencu i klinicke karakteristike MS-e

[spitivanje uticaja starenja na MS-u podrazumeva dva aspekta: (i) uticaj
uzrasta na pojavu MS-e i (ii) uticaj starenja na osobe koje ve¢ boluju od MS-e. MS se
tipicno javlja izmedu 20. i 40. godine, a vrlo retko se prvi put ispoljava joS u
pubertetu (Ghezzi, 2010). Oblik bolesti u kojem se pojava prvih simptoma javlja
posle 50. godine (engl. late-onset MS, LOMS), je redak i ucestvuje sa 0-12% u
ukupnoj prevalenci MS-e (Bove i sar., 2012). Veoma kasni pocetak bolesti, posle 60.
godine (engl. very late onset MS, VLOMS), je vrlo redak (manje od 1% obolelih od
MS) (Bove i sar., 2012).

U literaturi za sada ne postoji konsenzus o korelaciji izmedu uzrasta u kojem
bolest pocinje i njene progresije. Pojedine studije sugerisu da je vremenski period
potreban za razvoj blage ili srednje onesposobljenosti duzi kod MS-e sa ranim
pocetkom (peripubertetni period ili, izuzetno retko, u detinjstvu), nego kod one
kod koje se prve manifestacije javljaju u adultnom/kasnom uzrastu (Simone i sar.,

2002). Medutim, druge studije ukazuju da rani poCetak bolesti ¢eS¢e dovodi do
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tezih posledica (Ozakbas i sar., 2012). Sa druge strane, pokazano je da su
primarno-progresivni tok MS-e i motorni ispadi ¢e$¢i kod LOMS-e (Kis i sar., 2008).

Stare osobe koje ve¢ boluju od MS-e, pokazuju brZe napredovanje ka
ireverzibilnoj onesposobljenosti, kao posledica progresivnog gubitka aksona i
kumulativnih neuroloSkih oStecenja, ali i sinergistickih efekata starenja (Stern i
sar., 2010). Pored toga, starije osobe su osetljivije na neZeljene efekte terapije, Sto
dodatno oteZava modifikaciju bolesti kod ove populacije obolelih od MS-e (Stern i
sar., 2010).

Uticaj starenja na polne razlike tokom evolucije MS-e kod ljudi koje boluju od
ove bolesti je malo ispitivan, ali neka istraZivanja pokazuju da hormonalne
promene u menopauzi dovode do gubitka polnog dimorfizma u klinickim
karakteristikama MS-e (Bove i sar., 2012).

Promene u incidenci i klinickim manifestacijama MS-e koje se javljaju tokom
starenja kod Zena koje boluju od ove bolesti, povezuju se sa hormonalnim
promenama koje nastaju usled menopauze (Bove i Chitnies, 2013; Christianson i
sar.,, 2015). Medutim, podaci o promenama klinickih ispoljavanja MS-e posle
menopauze su inkonzistentni. Naime, pribliZzno polovina bolesnica u studijama sa
relativno malim brojem ispitanica je prijavila pogorSanje simptoma posle
menopauze (Smith i Studd, 1993; Holmgqvist i sar., 2006). S druge strane,
povezanost izmedu menopauze i simptoma MS-e nije uoCena u istraZivanju na
velikoj kohorti bolesnica (Wundes i sar., 2011). Smatra se da izvesnu ulogu u
heterogenim rezultatima razliCitih studija imaju i metodoloSke razlike izmedu
istraZivanja (Bove i sar., 2012).

Nekoliko studija koje su ispitivale pojavu MS-e u starijem uzrastu je pokazalo
da je u LOMS kohorti bilo viSe muskaraca, sugerisuci da je Zenski pol faktor rizika
za ranu pojavu MS-e (Polliack i sar., 2001; Tremlett i Devonshire, 2006). Medutim,
uoceno je da se klinicke manifestacije MS-e razlikuju kod Zena koje obolevaju u
odmaklom dobu, u odnosu na one kod kojih se bolest javlja u adultnom uzrastu.
Naime, Zene koje oboljevaju od LOMS-e imaju veée poteSkoce sa koordinacijom
pokreta od Zena kod kojih se MS prvi put manifestuje u reproduktivnom periodu
(Polliack i sar., 2001; Tremlett i Devonshire, 2006). U kontektstu polnih razlika,

kod musSkaraca LOMS ima progresivniji tok i dovodi do teZeg motornog deficita u
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odnosu na Zene koje boluju od ovog oblika bolesti (Polliack i sar., 2001; Tremlett i

Devonshire, 2006).

1.5.4. Uticaj starenja na osetljivost na indukciju i klinicke karakteristike EAE-a

Studije o uticaju starenja na osetljivost oglednih Zivotinja na indukciju EAE-a
i teZinu bolesti su retke i sa konfliktnim rezultatima. Generalno, stare Zivotinje su
manje osetljive na indukciju EAE-a (Chitnis i Weiner, 2011). Na primer, pokazano
je da se kod Zenki DA pacova, starenjem smanjuje incidenca bolesti, kao i tezina
neuroloskog deficita (Djiki¢ i sar., 2014; 2015). Smanjenje osetljivosti na indukciju
EAE-a starenjem pokazano je i kod muZjaka pacova Wistar (Ditamo i sar., 2005) i
Fisher 344 soja (Levine i Sowinski, 1976), Zenki miSeva C57BL/6 (Tatari-
Calderone i sar., 2012) i BALB/c soja, iako su u tom soju pojedine Zenke pokazivale
histoloske znake EAE-a, ali bez klinickih manifestacija bolesti (Endoh i sar., 1990).
Smanjenje osetljivosti na indukciju EAE-a starenjem je koreliralo sa smanjenom
sposobnos¢u reaktivacije i proliferacije T-limfocita (Endoh i sar., 1990; Ditamo i
sar., 2005; Djiki¢ i sar., 2014). Pored toga, pojedine studije su ukazale na smanjenje
sinteze citokina (Endoh i sar., 1990), ili kvalitativno drugaciji citokinski profil T-
limfocita (“skretanje” ka Th2 tipu imunskog odgovora) kod starih Zivotinja
(Ditamo i sar., 2005), kao na potencijalne mehanizme koji stoje iza smanjene
osetljivosti na indukciju EAE-a kod ovih Zivotinja. Takode, povecanje zastupljenosti
Treg Celija starenjem, verovatno doprinosi restrikciji razvoja EAE-a kod starih
Zivotinja (Djikic i sar., 2014; 2015). Medutim, postoje studije koje ukazuju i da se
starenjem osetljivost na indukciju i tezina bolesti povecavaju. Na primer, pokazano
je da se starenjem gubi rezistencija muZjaka miSeva soja SJL/] na indukciju EAE-a i
da je za to odgovoran polimorfizam gena na Y hromozomu. Takode, ova studija je
pokazala da se kod Zivotinja oba pola, teZina bolesti znacajno povecava starenjem
(Spach i sar., 2009). Klinicki teZi EAE kod starih Zenki miSeva soja C57BL/6] se
povezuje sa povecanom ekspresijom brojnih gena uklju¢enih u regulaciju odgovora
na stres i akutni inflamatorni odgovor kod starih miSeva ovog soja (Seo i sar.,
2013).

Inkonzistentni rezultati razlicitih studija koje ispituju uticaj starenja na EAE,

verovatno su, pre svega, posledica genetskih razlika izmedu pojedinih vrsta i
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sojeva oglednih Zivotinja, kao i razlika u njihovom hronoloskom/bioloskom
uzrastu, ali i razli¢itih protokola za indukciju bolesti (Ben-Nun i sar., 1980; Kallén i
Nilsson, 1989; Endoh i sar., 1990; Lydowik i sar., 1993; Ditamo i sar., 2005;
Matejuk i sar., 2005; Tatari-Calderone i sar., 2012).

Za sada nema egzaktnih podataka o polnim razlikama u incidenci i teZini
EAE-a kod starih Zivotinja. Ispitivanja koja su sproveli Spach i njeni saradnici
(2009) samo sugeriSu da bi polni dimorfizam u osetljivosti na EAE mogao da se
menja sa uzrastom. JoS manje ima podataka o Ccelijskim i molekularnim
mehanizmima koji bi mogli da stoje u osnovi polnog dimorfizma kod starih

oglednih Zivotinja i coveka.
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2. CILJEVI

Imajuci u vidu sve navedeno u uvodu ove doktorske disertacije, klju¢ni ciljevi
disertacije su bili da se:

1. ispitaju polne razlike u klinickim parametrima EAE-a kod mladih pacova i,
ukoliko se utvrdi da one postoje, da se identifikuju celijski i molekularni
mehanizmi koji su odgovorni za te razlike;

2. ispita da li dolazi do promene u polnom dimorfizmu u klinickim
manifestacijama EAE-a kod starih pacova i, ako je odgovor pozitivan, da se utvrde
¢elijski i molekularni mehanizmi koji su odgovorni za taj fenomen.

U cilju realizacije ovih ciljeva, postavljena su dva zadatka:

1. Da se kod Zivotinja oba pola i uzrasta u dreniraju¢em limfnom ¢voru (u
induktivnoj fazi bolesti) i ciljnom organu - kicmenoj moZdini (u razli¢itim fazama
bolesti) ispitaju fenotipske i funkcijske karakteristike T-limfocita (narocito CD4+
T-limfocita, koji se smatraju Kkljutnim efektorskim celijama u EAE-u),
odredivanjem:

(i) procentualne zastupljenosti razliCitih efektorskih i imunoregulatornih
subpopulacija T-limfocita;

(ii) aktivacijskog statusa CD4+ T-limfocita;

(iii) funkcijskog kapaciteta CD4+ T-limfocita (merenjem sinteze/sekrecije
razliitih proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih citokina).

2. Da se kod zivotinja oba pola i uzrasta u dreniraju¢em limfnom ¢voru (u
induktivnoj fazi bolesti) i ciljnom organu - kicmenoj mozdini (u razli¢itim fazama
bolesti) ispita fenotipski profil i funkcijski kapacitet APC i/ili efektorskih
mijelodnih ¢elija (dendritske Celije, makrofagi/mikroglija), odredivanjem:

(i) procentualne zastupljenosti razli¢itih subpopulacija ovih ¢elija;

(ii) njihovog aktivacijskog statusa;

(iii) njihovog  funkcijskog  kapaciteta (odredivanjem  ekspresije
iRNK/sekrecije proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih citokina

i drugih bioaktivnih molekula koji su relevantni za patogenezu bolesti).

25



3. MATERIJAL I METODE
3.1. Ogledne Zivotinje

U eksperimentalnom radu koris¢ene su Zenke i muzjaci pacova srodnickog
DA soja, uzrasta 3 meseca (mlade adultne Zivotinje) i 22-26 meseca (stare
Zivotinje). Pacovi su gajeni u Centru za imunoloSka istraZivanja ,Branislav
Jankovic“, Instituta za virusologiju, vakcine i serume ,Torlak” u Beogradu. Pacovi
su uzgajani u standardnim laboratorijskim uslovima: temeperatura od 21 °C + 2 °C,
relativna vlaznost vazduha 50% - 60%, rezim smenjivanja svetla i mraka u
intervalima od 12h i ad libitum pristup hrani i vodi. Zivotinje su bile smestane u
grupama od po tri pacova istog pola i uzrasta, u providne kaveze od pleksiglasa sa
sterilnom piljevinom.

Mladim Zenkama uzimani su vaginalni brisevi tokom dve nedelje pre
imunizacije za EAE i u eksperiment su uklju¢ene samo one Zivotinje koje su imale
najmanje 2 regularna estrusna ciklusa. Na dan Zrtvovanja, ove Zivotinje su se
nalazile u razli¢itim fazama estrusnog ciklusa. Vaginalni brisevi starih Zenki pacova

pokazali su postojanje konstantnog estrusa.

3.2. Eksperimentalni protokol

[straZzivanja iz kojih je proistekao ovaj rad su obuhvatila dve velike grupe
eksperimenata.

U prvoj grupi eksperimenata, koriS¢ene su mlade, a u drugoj stare Zivotinje. U
obe grupe eksperimenata, imunizovane Zivotinje su deljene u tri podgrupe. Jedna
podgrupa je Zrtvovana 7. dana posle imunizacije (d.p.i.) (induktivna faza bolesti),
druga na vrhuncu bolesti - 13. d.p.i. (mlade) odnosno 14. d.p.i. (stare), a treca
podgrupa Zivotinja je ostavljena za pracenje klinicke slike bolesti. Sve Zivotinje su
pregledane svakodnevno, pocevsi od 7. d.p.i, izmedu 9 i 10 ¢asova pre podne, do
dana Zrtvovanja, odnosno do 30. d.p.i. (Zivotinje koje su ostavljene za pracenje
klinicke slike EAE-a). Dan na koji su Zivotinje imunizovane oznacen je kao ,nulti“
dan.

Pored opisanih eksperimentalnih grupa, za analizu polnih razlika u procentu
aktivacije CD4+ T-limfocita, koriS¢ene su i intaktne (neimunizovane) Zivotinje oba

pola i uzrasta.
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Na dan Zrtvovanja, Zivotinje su anestezirane intraperitonealnim davanjem
rastvora u ¢iji je sastav ulazio ketamin - 100 mg/ml; Ketamidor, Richter Pharma
AG, Wels, Austria i ksilazin - 20 mg/ml; Xylased, Bioveta, Ivanovice na Hané, Czech
Republic i ¢&ist fizioloski rastvor, u odnosu 1:0,5:8,5. Zivotinje su dobijale 80 mg/kg
telesne tezine ketamina i 8 mg/kg telesne tezine ksilazina. Anestezirane Zivotinje
su zatim perfundovane intrakardijalno, fosfatnim puferom (pH 7,3). Posle
perfuzije, iz Zivotinja su izolovani: (i) 7. d.p.i, poplitealni limfni ¢vorovi iz noZice u
koju su imunizovane (drenirajuci limfni ¢vorovi) i kicmena moZdina, a (ii) 13. d.p.i.
(mladi), odnosno 14. d.p.i. (stari pacovi), kitmena moZdina.

Sedmog d.p.i, ispitivano je:

(i) procentualna zastupljenost glavnih subpopulacija T-limfocita i APC, ekspresija
aktivacijskih markera na CD4+ T-¢elijama izolovanih iz drenirajuc¢eg limfnog ¢vora
i kicmene mozdine;

(ii) proliferacija CD4+ limfocita drenirajuéeg limfnog ¢vora, u kulturi, u bazalnim
uslovima i u prisustvu MBP-a i konkanavalina A (engl. Concanavalin A, ConA);

(iii) procentualna zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ Treg celija drenirajuceg
limfnog ¢vora i njihov supresorski kapacitet u klasicnom in vitro testu supresije;
(iv) ekspresija proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih citokina u
T-limfocitima izolovanim iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora i kicmene mozdine;

(iv) koncentracija proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih
citokina u supernatantima kultura mononuklearnih celija izolovanih iz
drenirajuceg limfnog ¢vora i kicmene mozdine;

(v) ekspresija iRNK za citokine koji u€estvuju u polarizaciji CD4+ T-limfocita i za
faktor nekroze tumora-a (engl. tumor necrosis factor-a, TNF-a) i iNOS u
mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz kicmene moZdine,

(vi) ekspresija iRNK za hemokin CXCL12 (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand 12)
u tkivu ki¢cmene moZdine.

Trinaestog (kod mladih), odnosno 14. (kod starih pacova) d.p.i, ispitivano je:
(i) prisustvo inflamatornih lezija na presecima tkiva kicmene mozdine obojenih
hematoksilinom i eozinom, odnosno prisustvo demijelinizacije na presecima
obojenim Luxol fast plavom bojom, kao i povrSina preseka kicmene mozdine koju

zauzimaju Celije koje ispoljavaju ED1 (CD68) molekul (marker aktivisane
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mikroglije i makrofaga) (Jones i sar., 2004) na presecima kicmene moZdine
koriS¢enjem imunohistohemijske metode;

(ii) procentualna zastupljenost glavnih subpopulacija T-limfocita i ekspresija
aktivacijskih markera na CD4+ T-Celijama izolovanih iz kicmene moZzdine;

(iii) apoptoza CD4+ T-Celija izolovanih iz kicmene moZdine;

(iii) procentualna zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ Treg Ccelija izolovanih iz
kicmene mozdine;

(iv) ekspresija proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih citokina u
T-limfocitima izolovanim iz kicmene modine;

(iv) koncentracija proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih
citokina u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene
moZdine.

(v) ekspresija iRNK za citokine koji u¢estvuju u polarizaciji CD4+ T-limfocita, TNF-
a, iNOS i arginazu-1 (Arg-1) u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz ki¢mene
mozdine;

(vi) zastupljenost razli¢ito aktivisanih subpopulacija CD11b+ c¢elija izolovanih iz

ki¢mene mozdine.

3.3. Indukcija EAE-a, klinicka i histopatoloska evaluacija EAE-a
3.3.1. Indukcija EAE-a

Mladi i stari pacovi oba pola imunizovani su encefalitogenom pastom
pripremljenom od homogenata ki¢mene mozdine singenih Zivotinja, koji je
emulgovan u KFA-u. Kicmena moZdina (1g) je homogenizovana u 2,5 ml fizioloSkog
rastvora u homogenizeru na +4°C. Jednake zapremine (2,5 ml) homogenata
kicmene moZdine i KFA su zatim pomeSane uz pomo¢ Spriceva zapremine 10 ml,
spojenih plasticnom spojnicom, vodec¢i racuna da se vodena faza prvo potisne u
uljanu, kako bi se obezbedila encefalitogenost emulzije (Beeton i sar., 2007).
Emulzija je zatim energi¢no potiskivana kroz spojene Spriceve, uz povremeno
hladenje na +4 °C, sve do konzistencije ¢vrste paste koja ostaje kompaktna i kada
se pasta stavi u vodu. Sto pl paste ovakve konzistencije je ubrizgavano plantarno
(intradermalno) u zadnju desnu Sapicu Zivotinja. U istu Sapicu je ubrizgavano

dorzalno (supkutano) 250 ul 5 x 108 suspenzije Bordetellae pertussis, bududi da je
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pokazano da pertusis toksin povecava propustljivost hemato-encefalne barijere i

olaksava transmigraciju Celija iz periferne krvi u CNS (Bergman i sar., 1978).

3.3.2. Analiza neuroloskog deficita kod pacova

Tezina klinicke slike bolesti procenjivana je na osnovu ispoljavanja
neuroloskog deficita, a prema skali: 0, odsustvo bolesti; 0,5, atonija distalog dela
repa; 1, potpuna atonija repa; 2, pareza (slabost) zadnjih ekstremiteta; 3, paraliza
(oduzetost) zadnjih ekstremiteta; 4 paraliza zadnjih i prednjih ekstremiteta

(kvadriplegija) pra¢ena inkontinencijom, moribundno stanje.

3.3.3. Analiza histoloskih promena u kicmenoj moZdini

Za histopatolosku analizu EAE-a, tri mlada muzjaka (srednji maksimalni
klini¢ki znak 3) i tri mlade Zenke (srednji maksimalni klini¢ki znak 2) su bili
anestezirani kao $to je prethodno opisano. U dubokoj anesteziji su kroz levu sr¢anu
komoru perfundovani fosfatnim puferom, a zatim 4% paraformaldehidom.
Ki¢mene moZdine su zatim paZzljivo izvadene, podeljene na 3 segmenta (cervikalni,
torakalni i lumbo-sakralni) i fiksirane preko noc¢i u 4% formaldehidu. Posle
fiksacije, svaki segment je bio dodatno podeljen na serijske preseke debljine 3 - 4
mm, koji su zatim zajedno ukalupljeni u jedan parafinski blok. Transverzalni
preseci ukalupljenog tkiva debljine 5 um, dobijeni upotebom mikrotoma (Leica RM
2155, Leica Microsystems GmBH, Wetzlar, Nemacka), bojeni su hematoksilinom i
eozinom 1 ispitivani na postojanje karakteristi¢cnih histopatoloSkih znakova
inflamacije, prema sledecoj skali: 0, bez prisustva inflamatornih celija; 1, malo
pojedinacnih inflamatornih ¢elija; 2, organizovani perivaskularni inflamatorni
¢elijski infiltrati; 3, ekstenzivni perivaskularni ¢elijski infiltrati sa Sirenjem u okolni
subarahnoidalni prostor i parenhim kicmene mozdine (Day, 2005). Pregledan je
priblizno svaki 150. presek svakog od 3 segmenta ki¢mene mozdine (ukupno 60
preseka: po 15 iz cervikalnog i lumbo-sakralnog i 30 iz torakalnog segmenta).

Za detekciju demijelinizacije, preseci susedni onima koji su bojeni
hematoksilinom i eozinom su bojeni Luxol fast plavom bojom (Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Taufkirchen, Nemacka).
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Za detekciju celija koje ispoljavaju ED1 antigen, dodatni preseci (po 5 iz
cervikalnog i lumbo-sakralnog i 10 iz torakalnog segmenta ki¢cmene moZdine
svakog pacova), uzorkovani iz priblizno podjednako udaljenih nivoa ki¢mene
mozdine, podvrgnuti su imunohistohemijskom bojenju upotrebom ED1 (1:150)
monoklonskog antitela koje je konjugovano sa biotinom. Antitela su razblaZena
koriS¢enjem komercijalno dostupnog reagensa za smanjivanje nespecificnog
bojenja (Background Reducing Antibody Diluent, DakoCytomation, Glostrup,
Danska), dok je za ispiranja izmedu pojedinih koraka koris¢en fosfatni pufer (pH
7,3). Tkiva su prvo deparafinisana upotrebom ksilola, a zatim hidratisana u seriji
alkohola opadajuce koncentracije. Pre zapocinjanja procedure
imunohistohemijskog bojenja, preseci su zagrevani 21 minut u komercijalno
dostupom rastvoru za demaskiranje epitopa (Target Retrieval Solution,
DakoCytomation), u mikrotalasnoj pecnici, kako bi se povratila nativna
konformacija antigena ispoljenih na ¢elijama. Aktivnost peroksidaze prisutne u
¢elijama suprimirana je inkubacijom preseka u vodenom rastvoru 3% H20, dok je
nespecifi¢no vezivanje antitela onemoguéeno nanoSenjem 2,5% konjskog seruma
na preparate. Preseci su zatim inkubirani sa ED1 antitelima na +4 °C preko no¢i.
Posle inkubacije preparati su tretirani rastvorom koji je sadrzao kompleks avidina
i peroksidaze izolovane iz rena koja je konjugovana sa biotinom (ABC reagens), iz
Vectastain elite ABC kita za detekciju (Vector Laboratories, Inc.). Za vizualizaciju
enzimom obeleZenog ED1 antigena koriS¢en je rastvor 3’,3’-diaminobenzidina
(DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector Laboratories, Inc.), koji, u prisustvu H20> i
peroksidaze, dovodi do formiranja precipitata braon boje. Nakon dostizanja
optimalnog intenziteta bojenja, reakcija je prekinuta ispiranjem u vodi, preseci su
kontrastirani u rastvoru hematoksilina i montirani koris¢enjem odgovarajuceg
vodenog medijuma (Faramount Aqueous Mounting Medium, DakoCytomation).

Za analizu preparata koriS¢en je mikroskop Olympus BH2 (Olympus Optical
Co., Ltd, Tokyo, Japan), opremljen digitalnom kamerom (Color View III, Olympus
Soft Imaging Solutions, Miinster, Nemacka) i pripadaju¢im softverom (engl.
software) Analysis FIVE (Olympus). Za kvantifikaciju ¢elija koje ispoljavaju ED1,

koriSc¢en je softver Image ] (Rasband, 1997-2014), kao Sto je prethodno opisano
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(Donnelly i sar., 2009). PovrSina koju zauzimaju celije koje eksprimiraju ED1

izraZena je kao % ukupne analizirane povrsine.

3.4. Hemikalije, antitela i imunokonjugati

Za pripremu encefalitogene paste koriScen je KFA sa 1 mg/ml inaktivisanih
Mycobacterium tuberculosis H37Ra, 0,85 ml parafinskog ulja i 0,15 ml manid
monooleata (Sigma-Aldrich). Fizioloski rastvor (0,9 % m/V rastvor NaCl u
redestilovanoj sterilisanoj vodi) i suspenziju inaktivisanih bakterija Bordetella
pertussis, obezbedio je Institut za visrusologiju, vakcine i serume “Torlak”.

Za pripremu tkiva za histopatoloSku analizu, koriS¢en je 4% paraformaldehid
(Sigma-Aldrich). KoriS¢eni su jo$S i hematoksilin (Merck KGaA, Darmstadt,
Nemacka), eozin (Sigma-Aldrich), etanol p.a. (Alkaloid, Skopje, Makedonija) i ksilol
(0-m-p-Ksilol, Zorka Pharmacy, Sabac).

Za izdvajanje mononuklearnih c¢elija iz ki¢émene moZdine KkoriS¢en je
komercijalni gustinski gradijent Percoll® (Sigma-Aldrich). Gradijenti razlicitih
gustina dobijeni su tako Sto je 450 ml komercijalnog Percoll-a gustine 1,13 g/ml
pomesano sa 50 ml 10x koncentrovanog fosfatnog pufera, kako bi se dobio
izotonic¢ni Percoll (p = 1,122 g/ml). Gradijent gustine 1,085 g/ml (70% Percoll) je
dobijen tako Sto je 70 ml izotoni¢nog Percoll-a pomeSano sa 30 ml fosfatnog
pufera, a gradijent gustine 1,048 g/ml je dobijen tako Sto je 40 ml izotonicnog
Percoll-a pomeSano sa 60 ml fosfatnog pufera. Gradijenti su pripremani jedan dan
pre eksperimenta i Cuvani na +4 °C. Na dan eksperimenta, gradijenti su
temperirani na sobnu temperaturu pre nalivanja.

Za magnetno razdvajanje Celija limfnih ¢vorova i kicmene moZdine (engl.
magnetic-activated cell sorting, MACS) na osnovu ekspresije povrsinskih antigena,
koriS¢ene su mikrocCestice (engl. MicroBeads) vezane za anti-CD6 (klon 0X-52,
Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany) antitelo, zatim mikrocestice vezane za anti-
CD8 (clone G28, Miltenyi Biotec) i anti-CD45RA (klon OX-33, Miltenyi Biotec)
antitela, kao i anti-biotin mikrocestice (Miltenyi Biotec) i LS kolona (Miltenyi
Biotec), uz odgovaraju¢i magnetni separator (Quadro MACS separator) (Miltenyi
Biotec). Celije su tokom izvodenja procedure magnetne separacije bile prane u

MACS puferu koji je sadrzao fosfatni pufer, 2mM etilendiamintetrasircetne kiseline
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(EDTA) (Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, Svajcarska) i 0,5% govedeg serumskog
albumina (engl. bovine serum albumine, BSA) (Fluka AG Chemie GmbH).

Za kultivisanje cCelija limfnog ¢vora i kicmene mozdine koriS¢en je RPMI-1640
medijum (Sigma-Aldrich), oboga¢en sa 2 mM L-glutaminom (Serva, Heidelberg,
Nemacka), 25 mM N-2-hidroksietilpiperazin N’-2-etansulfonskom kiselinom
(HEPES) (Sigma-Aldrich), 1 mM natrijum piruvatom (Serva), 100 i.j./ml
penicillinom (ICN, Costa Mesa, CA, SAD), 100 pg/ml streptomicinom (ICN), kao i
fetalnim tele¢im serumom (engl. fetal calf serum, FCS) (Gibco, Grand Island, NY,
SAD), u koncentraciji od 10%. FCS je prethodno inaktivisan zagrevanjem na 56 °C u
vodenom kupatilu 30 minuta.

Za obeleZzavanje membranskih i unutarcelijskih antigena, koriS¢ena su
slede¢a monoklonska antitela: anti-CD4 (klon 0X-38) antitelo konjugovano sa
fluorescein-izotiocijanatom (FITC) ili fikoeritrinom (PE), anti-CD8 (klon 0X-8)
antitelo konjugovano sa FITC-om/PE-om/biotinom, anti-TCRaf3 (klon R73)
antitelo konjugovano sa peridinin hlorofil proteinom (engl. Peridinin chlorophyll
protein, PerCP), anti-CD134 (klon 0X-40) i anti-CD45 (klon OX-1) antitela
konjugovana sa biotinom, anti-CD161 (klon 1/78) i anti-IFN-y (klon DB-1) antitela
konjugovana sa FITC-om, anti-IL17A (klon TC11-18H10) i anti-IL-10 (klon A5-4)
antitela konjugovana sa PE-om, anti-CD45RA (klon 0X-33) antitelo konjugovano sa
tandem konjugatom koji kombinuje PE i cijaninsku boju (PE-Cy™5), anti-CD11b
(klon WT.5) antitelo konjugovano sa biotinom, anti-CD3 (NA/LE, klon G4.18) i
anti-CD28 (NA/LE, clone ]JJ319) antitela, koja su nabavljena od BD Pharmingen
(Mountain View, CA, SAD). Anti-IL-17A (klon eBio17B7) antitelo konjugovano sa
FITC-om i anti-CD25 (klon OX-39) antitelo konjugovano sa tandem konjugatom
PerCP-eFluor710 su kupljena od eBioscience (San Diego, CA, SAD). Anti-CD11b
(klon ED8) antitelo konjugovano sa FITC-om i anti-CD68 (klon ED1) antitelo
konjugovano sa biotinom, nabavljeni su od Serotec (Oxford, UK), a anti-TCRaf3
(klon R73) antitelo konjugovano sa Alexa Fluor647 od BioLegend (San Diego, CA,
SAD). Streptavidin konjugovan sa PerCP-om i PE-om, kao i odgovarajuce izotipske
kontrole su nabavljeni od BD Pharmingen (Mountain View, CA, SAD).

Za analizu apoptoti¢nih celija ex vivo koriS¢en je protein aneksin V (engl.

annexin V) konjugovan sa FITC-om (BD Bioscience, Pharmingen, Nemacka).
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Za bojenje intracelularnog antigena Foxp3 (engl. forkhead box p3), koris¢en
je komercijalni Foxp3 kit koji sadrzi monoklonsko anti-Foxp3 (klon FJK-16s)
antitelo konjugovano sa FITC-om (eBioscience).

Za stimulaciju mononuklearnih celija u cilju odredivanja intracelularne
ekspresije citokina, koriS¢eni su: forbol 12-miristat 13-acetat (PMA) Sigma-
Aldrich), jonomicin (Sigma-Aldrich) i brefeldin A (eBioscience).

Za stimulaciju i detekciju vijabilnih proliferiSu¢ih CD4+ limfocita u kulturama
mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog cvora, koris¢eni su: ConA (Sigma-
Aldrich), rekombinantni MBP iz mozga zamorcCeta (Sigma-Aldrich) i 7-
aminoaktinomicin D (7-AAD) (BD Biosciences).

Za detekciju proliferisucih ¢elija u in vitro testu supresije proliferacije od
strane CD4+CD25+ (Celija, koris¢en je 5(6)-karboksifluorescein diacetat
sukcinimidil estar (CFSE) (Sigma-Aldrich). CFSE je rastvaran u dimetil-sulfoksidu
(DMSO) (Sigma-Aldrich). Ova boja tek posle pasivne difuzije u Celiju i delovanja
intracelularnih esteraza postaje fluorescentna, jer nastaje fluorescentni
karboksifluorescein sukcinimidil estar. Ovo novonastalo jedinjenje reaguje sa
intracelularnim aminima i formira fluorescentne konjugate koji ostaju u celiji.
Prilikom deobe celije, boja se podjednako rasporeduje na cCelije ¢erke i ne prenosi
se na okolne celije.

U procedurama vezanim za analizu ekspresije gena koriS¢eni su komercijalno
dostupni reagensi proizvodaca Applied Biosystems (Foster City, CA, SAD), osim
ukoliko nije navedeno drugacije. Izolacija ukupnih ribonukleinskih kiselina (RNK)
iz uzoraka je obavljena upotrebom reagenasa u sastavu Total RNA Chemistry
Starter Kit-a: rastvori za pranje (Wash Solution 1 i 2), rastvor za spiranje (Elution
Solution) i rastvor dezoksiribonukleaze (Absolute RNA Wash Solution). Za
transkripciju RNK u komplementarnu dezoksiribonukleinsku kiselinu (engl.
complementary DNA) (cDNK) koriS¢ene su komponente High Capacity cDNA
Reverse Transcrption Kit-a: pufer za reverznu transkripciju (10x RT Buffer),
rastvori nukleotida (25x dNTP Mix) i nasumicnih prajmera (10x RT Random
Primers), reverzna transkriptaza (Multiscribe Reverse Transcriptase) i inhibitor
aktivnosti ribonukleaze (RNaze) (RNAse inhibitor). UmnoZavanje metodom

lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl quantitative real-time
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polymerase chain reaction, qRT-PCR) je izvedeno pomoc¢u smeSe reagenasa za
merenje ekspresije gena (TagMan Gene Expression Master Mix) i eseja za merenje
ekspresije iRNK kod pacova (TagMan Gene Expression Assays: smeSe specificnih

oligonukleotidnih prajmera i proba obeleZenih fluorescentnim bojama; Tabela 1).
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Tabela 1. Tagman eseji za RT-qPCR analizu ciljnih i referentnog gena

Simbol Ime gena ID broj 2 ID eseja

116 Interleukin 6 NM_012589.1 Rn99999011_m1

[11b Interleukin 1 beta NM_031512.2 Rn99999009_m1

Tgfbl Transforming NM_021578.2 Rn00572010_m1
growth factor,
beta 1

1123a Interleukin 23, NM_130410.2 Rn00590334_g1
alpha subunit p19

[112a Interleukin 12A NM_053390.1 Rn00584538_m1
(subunit p35)

1127 Interleukin 27 XM_344962.4 Rn01510484_m1
(subunit p28)
Colony

Csf2 stimulating factor XM_340799.3 Rn01456850_m1
2 (granulocyte-
macrophage)

Tnf fumor necrosis NM_012675.3 Rn99999017_m1
factor

Nos2 Nitric oxide NM_012611.3 Rn00561646_m1
synthase 2,
inducible

Argl Arginase, liver NM_017134.2 Rn00691090_m1

Actb Actin, beta NM_031144.2 Rn00667869_m1

a [dentifikacioni broj u kompjuterskoj bazi podataka za refenciranje sekvenci Nacionalnog

Centra za Biotehnloske Informacije (engl. National Center for Biotechnology Information,

NCBI)
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Za merenje ekspresije gena koji kodira CXCL12, kori$¢ena je smeSa reagenasa
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, proizvodaca Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, MA, SAD), u kombinaciji sa odgovaraju¢im prajmerima (Metabion,
Martinsried, Nemacka): B-aktinF 5’-GCT TCT TTG CAG CTC CTT CGT-3’; B-aktinR
5’-CCA GCG CAG CGA TAT CG-3’; CXCL12F 5’-GAT TCT TTG AGA GCC ATG TC-3’;
CXCL12R 5’-GTC TGT TGT TGC TTT TCA GC-3".

Koncentracija citokina u supernatantima celijskih kultura merena je
metodom enzimske imunoadsorpcije (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ELISA). U te svrhe, koriS¢eni su komercijalni kitovi za pacovske citokine za: IL-17A4,
TNF-a, IL-6 (Biolegend), IL-10 i TGF-B (R & D Systems, Minneapolis, SAD), IL-1f3
(Thermo Fisher). Za merenje koncentracije IFN-y kori$¢eni su: preciS¢eno antitelo
protiv pacovskog rekombinantnog IFN-y (klon DB1), biotinom konjugovano
poliklonsko anti-IFN-y antitelo konjugovano sa biotinom i rekombinantni pacovski
IFN-y (eBioscience, Vienna, Austrija), kao i ekstravidin-peroksidaza i orto-fenilen-
diamin (engl. ortho-phenylenediamine, OPD) (Sigma-Aldrich). Za pripremu
karbonatnog pufera potebnog za razblaZivanje antitela kojim su oblagani bazeni
mikrotitracione ploCe za odredivanje koncentracije IFN-y, 0,8403 g NaHCOs3
(Sigma-Aldrich) i 0,36655 g Na»COs (Sigma-Aldrich) je rastvarano u 100 ml
destilovane vode. U istom ELISA testu koriS¢en je i citratni pufer za rastvaranje
OPD-a, koji se sastojao od 49 ml rastvora 0,1 M limunske kiseline (Sigma-Aldrich) i
51 ml rastvora 0,2 M Na;HPO4 x 2H20 (Sigma-Aldrich).

Za ispiranje bazenci¢a mikrotitracionih ploca prilikom izvodenja ELISA testa
za odredivanje koncentracija IFN-y, IL-17A, i TNF-a, koriS¢en je fosfatni pufer uz
dodatak 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich).

U eksperimentalnom radu su koriséeni i natrijum-azid (NaN3, Sigma-Aldrich)

i vitalna boja tripan plavo, nabavljeni od Sigma-Aldrich.

3.5. Izolovanje mononuklearnih ¢elija i priprema ¢elijskih suspenzija
3.5.1. Mononuklearne c¢elije kicmene moZdine
3.5.1.1. Izolovanje mononuklearnih ¢elija kitmene moZdine
Posle vadenja i merenja organa, kicmene mozdine su pazljivo propustane

kroz sterilne mreZice sa porama veli¢ine 70 pm (BD Biosciences, Erembodegem,
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Belgija), postavljene u petrijeve Solje. MoZdine su pasirane tuckom Sprica (od 2 ml)
sa 6 ml hladnog RPMI-1640 medijuma obogacenog sa 5% FCS-a, na ledu. Tako
dobijene suspenzije centrifugirane su (800 x g, 3 minuta na 4 °C) i oprane u RPMI-
1640 medijumu sa 5% FCS-a.

Da bi se dobile mononuklearne ¢elije, 1 ml taloga dobijene Celijske suspenzije
iz kicmene moZzdine pomeSan je sa 4 ml 40% Percoll-a i zatim pazljivo naslonjen na
2,5 ml 70% Percoll-a. Celije su zatim centrifugirane na 1000 x g, 50 minuta na
sobnoj temperaturi, bez ko¢enja prilikom zasutavljanja centrifuge. Mononuklearne
Celije koje su se izdvojile na interfazi izmedu gradijenata razliCite gustine su
pazljivo izolovane i oprane dva puta u RPMI-1640 medijumu sa 5% FCS-a i
resuspendovane u 200 pl istog medijuma. Zive ¢elije su brojane u poboljanom

Neubauerovom hemocitometru, koriS¢enjem vitalne boje tripan plavo.

3.5.1.2. Magnetno izdvajanje CD11b+ celija iz suspenzija mononuklearnih ¢elija
kicmene moZdine

Da bi se ispitala ekspresija citokina i enzima u mikrogliji i makrofagima
kicmene moZdine, iz mononuklearnog celijskog infiltrata izdvojena je visoko
obogacena populacija ovih ¢elija koriS¢enjem MACS.

[z podeSene suspenzije mononuklearnih celija kicmene moZdine, 1 x 107
Celija je izdvajano u epruvete, istaloZeno centrifugiranjem (300 x g, 5 minuta) i
resuspendovano u 100 pl MACS pufera. Na talog celija resuspendovan u 60 pl
MACS pufera je dodato po 20 pl antitela protiv pacovskih T-Celija i anti-CD45RA
antitela konjugovanih sa MicroBeads ¢esticama i inkubirano 15 minuta na +4 °C.
Posle inkubacije, ¢elije su oprane sa 1 ml MACS pufera, istaloZene centrifugiranjem
(300 x g, 5 minuta) i resuspendovane u 0,5 ml MACS pufera. Suspenzija celija
obeleZenih MicroBeads cesticama propustana je kroz LS kolonu smestenu, prema
uputstvima proizvodaca, u magnetno polje odgovaraju¢eg MACS separatora.
ObeleZene celije (T- i B-limfociti) su se zadrzavale na koloni, dok su neobeleZene
¢elije, posle prolaska kroz kolonu, izdvajane. Cisto¢a ovako izdvojene “negativne”
Celijske frakcije proveravana je obeleZavanjem dobijenih ¢elija sa anti-CD11b
antitelom koje je konjugovano sa FITC-om i dobijeno je da je 90% - 95% celija bilo

CD11b+.
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Posle imunomagnetnog preciS¢avanja, mikroglija i periferni makrofagi su
kultivisani u plo¢ama sa 24 bazena (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Germany) (1 x
106 celija/ml), na 37 °C, u atmosferi sa 5% v/v CO2. Posle isteka 12 casova,
izdvojeni su supernatanti i cuvani na -70 °C do odredivanja koncentracije pojedinih
citokina u njima ELISA testovima. Celije iz kultura su lizirane Kori$¢enjem
dvostruko razblaZenog pufera za preciS¢avanje nukleinskih kiselina (Nucleic Acid
Purification Lysis Solution, Applied Biosystems), alikvotirane (1 x 10> liziranih
¢elija) i zamrznute na -70 °C za dalju izolaciju RNK i analizu ekspresije gena za

citokine i enzime;

3.5.2. Mononuklearne celije limfnog ¢vora
3.5.2.1. Izolovanje mononuklearnih ¢elija limfnog ¢vora

Posle vadenja i merenja, tkivo limfnih ¢vorova je macerirano i protiskivano
kroz sterilnu mreZicu sa porama velicine 60 pm, a oslobodene celije spirane su
hladnim fosfatnim puferom kojem je dodato 2% FCS-a i 0.09% NaN3 (FACS pufer,
engl. Fluorescence Activated Cell Sorting). Ovako dobijena celijska suspenzija je
oprana 3 x u hladnom FACS puferu (300 x g, 5 minuta na +4 °C) i talog Celija
resuspendovan u hladnom FACS puferu. Posle toga, Celije su izbrojane, a suspenzije

podeSavane tako da gustina Celija bude 1 x 107 ¢elija/ml.

3.5.2.2. Magnetno izdvajanje CD4+CD25+ i CD4+CD25- limfocita iz suspenzija
mononuklearnih ¢elija limfnih ¢vorova

CD4+CD25+ i CD4+CD25- limfociti za izvodenje in vitro testa supresije
proliferacije dobijeni su iz povrSinskih limfnih ¢vorova, prema modifikovanoj
proceduri koju su opisali Lin i Hunig (2003). Posle vadenja ingvinalnih, aksilarnih i
cervikalnih limfnih ¢vorova, pripremljene su podeSene suspenzije mononuklearnih
¢elija na nacin koji je prethodno opisan. Celije (1 x 107) su zatim resuspendovane u
100 pl MACS pufera i dodato im je 10 pl anti-CD11b antitela koje je konjugovano sa
biotinom. Celije su tako inkubirane 30 minuta, na +4 °C, oprane 2 x sa 1 ml MACS
pufera. Na talog Celija resuspendovan u 40 pul MACS pufera je dodavano po 20 pl
anti-CD8 i anti-CD45RA antitela obeleZenih MicroBeads ¢esticama, kao i 20 pl anti-

biotin MicroBeads cestica i Celije su inkubirane 15 minuta na +4 °C. Posle
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inkubacije, pranja i propustanja kroz kolonu magnetnog separatora na nacin
prethodno opisan, izdvojena je “negativna” frakcija ¢elija, odnosno preciS¢ena
frakcija CD4+ T-limfocita. Posle bojenja specificnim antitelom protiv CD4 molekula,
protocno citofluorometrijska analiza (engl. flow cytometry analysis) je pokazala da
je ovako dobijena “negativna” frakcija sadrzala 90% - 95% CD4+ T-Celija.

U sledecem koraku, ove celije su bile indirektno obeleZene sa anti-CD25
antitelom konjugovanim sa biotinom i anti-biotin MicroBeads Cesticama prema
prethodno opisanoj proceduri i ponovo propustane kroz kolonu magnetnog
separatora. Na taj nacin su dobijene dve frakcije Celija: obeleZene celije koje su se
zadrzale na koloni (CD4+CD25+ T-imfociti) i neobeleZene ¢elije koje su prosle kroz
kolonu (CD4+CD25- T-limfociti). Proto¢no citofluorometrijska analiza i bojenje
povrsinskih markera specificnim antitelom su pokazali da je CD4+CD25- frakcija
izolovana sa prose¢nom cistocom od 85%, dok je specificno bojenje anti-Foxp3
antitelom potvrdilo da je 75% - 85% c¢elija u CD4+CD25+ populaciji bilo pozitivno
na Foxp3 marker regulatornih ¢elija.

[zdvojene CD4+CD25+ celije su sluZile kao regulatorne celije (Treg), dok su
CD4+CD25- celije sluzile kao efektorske celije (Tef) u in vitro testu supresije

proliferacije.

3.6. Protocna citofluorometrija
3.6.1. Priprema uzoraka za analizu ekspresije membranskih antigena

[z podeSenih Celijskih suspenzija izdvajana je zapremina u kojoj se nalazi 1-5
x 105 ¢elija u posebne epruvete. Celije su istaloZene centrifugiranjem (300 x g, 5
minuta na +4 °C) u FACS puferu i na talog celija su dodavana odgovarajuc¢a antitela
direktno obeleZena fluorohromima (direktno bojenje). Celije su inkubirane (30
minuta na +4 °C), oprane 2 x u FACS puferu i jednom u rastvoru fosfatnog pufera
sa 0,09% NaN3 i na kraju resuspendovane u 300 ul fosfatnog pufera sa 0,09%
NaNOs. Tako pripremljeni uzorci su analizirani na proto¢nom citometru (engl.
Flow cytometry analysis, FCA). Kada je izvodeno indirektno bojenje koriS¢enjem
neobeleZenih antitela ili antitela konjugovanih sa biotinom, posle inkubacije sa
ovim antitelima, ¢elijama je posle pranja u FACS puferu (2 x) dodavan odgovarajuci

sekundarni reagens (streptavidin konjugovan sa PE-om ili PerCP-om, ilj,
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odgovarajuce antitelo obeleZeno fluorohromom). Celije su zatim ponovo
inkubirane 30 minuta na +4 C. Posle inkubacije, ¢elije su oprane, resuspendovane i

analizirane na isti nac¢in kao posle direktnog bojenja.

3.6.1.1. Odredivanje apoptoti¢nih sveZe izolovanih celija

Procenat apoptoti¢nih celija u suspenziji sveze izolovanih mononuklearnih
Celija kitmene moZdine odredivan je koriS¢enjem Aneksin V komercijalnog kita
(BD Pharmingen). Aneksin V se specificno vezuje za fosfatidilserin koji se u
pocetnoj fazi apoptoze ispoljava na spoljnoj membrani apoptoti¢nih Celija (Vermes
i sar., 1995). Posle dodavanja anti-TCRaf3 i anti-CD4 antitela, Celije ki¢mene
mozdine su inkubirane 30 minuta na +4 C. Celije su zatim oprane u fosfatnom
puferu i 1x u aneksin V vezuju¢em puferu koji se dobija tako S$to se odgovarajuca
zapremina 10x koncentrata za vezuju¢i pufer iz komercijalnog kita razredi sa
destilovanom vodom u odnosu 1:10. Posle pranja, ¢elije su inkubirane sa 5 pl
aneksina V koji je obeleZen sa FITC-om, na sobnoj temperaturi tokom 15 minuta i

posle toga analizirane na proto¢nom citometru.

3.6.2. Priprema uzoraka za analizu ekspresije unutarcelijskih antigena
3.6.2.1. Odredivanje ekspresije Foxp3 transkripcionog faktora

Transkripcioni faktor Foxp3 je glavni regulator razvoja i funkcije
regulatornih ¢elija (Zhang i Zhao, 2007) i, kao takav, specificni marker prirodnih i
indukovanih regulatornih ¢celija (Fontenot i sar., 2005). Za odredivanje ekspresije
Foxp3 molekula, Celije drenirajuceg limfnog cvora i kicmene mozdine su najpre
obeleZene antitelima protiv CD4 i/ili CD8 (¢elije kitmene moZdine) molekula koja
su konjugovana sa PE-om, a zatim fiksirane i njihova membrana permeabilizovana
upotrebom odgovaraju¢ih reagenasa iz komercijalnog kita za izvodenje ove
procedure (eBioscience), prema uputstvu proizvodaca
(http://www.igb.illinois.edu/sites/biotec.uiuc.edu/files /upload/staining-
intracellular-antigens-for-flow-cytometry.pdf). Celije su posle toga inkubirane sa
antitelom protiv Foxp3 antigena koje je obeleZeno sa FITC-om (30 minuta na +4
°C), isprane (2 x) odgovaraju¢im puferom iz kita i resuspendovane u 300 pl

fosfatnog pufera sa 0,09% NaN3 i analizirane na prototnom citometru.
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3.6.2.2. Stimulacija Celija za ispitivanje sinteze citokina

SvezZe izolovane mononuklearne Celije limfnih ¢vorova i kicmene moZdine (1
x 106 celija/ml), zasejavane su u 500 ul RPMI-1640 obogacenim medijumom sa
10% FCS-a, u ploce sa 24 bazena tokom 4 c¢asa u atmosferi sa 5% v/v COz na 37 °C.
U svaki bazen je dodavano 200 ng/ml PMA i 400 ng/ml jonomicina u cilju
stimulacije T-cCelijske aktivacije i sinteze citokina, prema protokolima za
intracelularno bojenje citokina (http://www.igb.illinois.edu/sites/biotec.uiuc.edu
/files/upload/staining-intracellular-antigens-for-flow-cytometry.pdf). Dva casa
pre isteka kultivacije, dodavano je i 3 pg/ml brefeldina A koji sprecava formiranje
transportnih vezikula u goldZi aparatu celije i na taj na¢in zadrZava sintetisane
citokine unutar celije i olaksava njihovu detekciju
(http://www.ebioscience.com/brefeldin-a-solution.htm). Posle kultivacije, celije
su istaloZene centrifugiranjem (300 x g, 10 minuta na +4 °C), oprane (2 x) u FACS
puferu i zatim obleZene antitelima protiv povrSinskih antigena TCRaf i CDS,
ponovo oprane, fiksirane i njihove membrane permeabilizovane odgovarajuéim
reagensima iz komercijalnog kita za odredivanje ekspresije Foxp3 transkripcionog
faktora. Celije su zatim oprane 2 x u puferu za permeabilizaciju i obeleZene
antitelima protiv IL-17, [FN-y i IL-10, inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi
u mraku, zatim oprane u puferu za permeabilizaciju, resuspendovane u 300 pl

fosfatnog pufera sa 0,09% NaN3i analizirane na prototnom citometru.

3.6.3. Analiza uzoraka proto¢nom citofluorometrijom

Za analizu uzoraka suspenzije Celija limfnog c¢vora i ki¢mene moZdine
metodom protocne citofluorometrije, koris¢eni su analogni FACScan i FACSCalibur
proto¢ni citometri, kao i digitalni FACSVerse citometar (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, SAD). Svi citometri poseduju argonski jonski laser talasne
duZine 488 nm kojima pobuduju razli¢ite fluorohrome (FITC, CFSE, PE, PerCP, 7-
AAD), koji su koris¢eni u eksperimentima prikazanim u okviru ove disertacije.
FACSCalibur i FACSVerse protoc¢ni citometri poseduju i diodni laser talasne duZine
635 nm, Sto omogucava dodatnu fleksibilnost u odabiru fluorohroma (PE-Cy™S5,
PerCP-eFLuor710, Alexa Fluor647). Spektri koriS¢enih fluorohroma se medusobno

ne preklapaju (FITC: 350 nm, CFSE: 521 nm, PE: 585 nm, 7-AAD: 647 nm, PerCP:
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650 nm, PE-Cy™5/PerCP-eFLuor710/Alexa Fluor647: 667-668 nm), tako da se
mogu razdvojiti i istovremeno detektovati uz minimalni gubitak intenziteta
emitovane svetlosti, Sto omogucava istovremenu analizu viSe antigena (do 4, u
eksperimentima prikazanim u ovoj disertaciji). Za akviziciju podataka na FACScan i
FACSCalibur citometrima koristio se CellQuest™ softver (BD Biosciences), a uz
FACSVerse, odgovarajuc¢i FACSuite™ softver (BD Biosciences).

Za detekciju eventualnog nespecificnog bojenja, uz svako specifi¢cno antitelo
koriS¢ena su irelevantna antitela odgovarajuceg izotipa i obeleZena odgovaraju¢im
fluorohromom (izotipske kontrole).

Kako bi se identifikovale i selektovale Zeljene populacije ¢elija u kontekstu
veceg broja fluorohroma u datom panelu, koris¢ene su FMO (engl. fluorescence
minus one) kontrole koje se rutinski koriste u viSekolornim eksperimentima kao
dodatak kontrolama za kompenzaciju, u cilju pravilne interpretacije podataka.
FMO kontrole obuhvataju sve fluorohrome sadrzane na panelu, osim onog koji se
meri, i daju uvid u eventualno prelivanje fluorescence iz ostalih kanala u kanal od
interesa. Na taj nacin omogucavaju da se korektno postavi granica za selekciju
Zeljenih celija.

Princip rada proto¢nih citometara podrazumeva da svaka celija, posle
hidrodinamickog usmeravanja, prolazi kroz laserski snop, a detektor, koji se nalazi
u istoj ravni kao i laserski snop, beleZi prednje rasipanje svetlosti (engl. forward
scatter channel, FSC). FSC daje informaciju o velic¢ini Celije. Detektor bocnog (pod
pravim uglom) rasipanja svetlosti (engl. side scatter channel, SSC) daje informaciju
o granuliranosti Celija, tj. o njihovoj unutrasnjoj strukturi. Fluorohromi kojima su
obeleZene celije bivaju pobudeni apsorpcijom energije svetlosnog snopa iz lasera i
emituju svetlost vece talasne duZine nego Sto je apsorbovana. Na osnovu
emitovane fluorescence, uz informaciju o veli¢ini i granuliranosti ¢elija, dobijaju se
informacije o zastupljenosti Celija koje eksprimiraju ispitivane antigene, kao i o
gustini njihove ekspresije.

[z svakog uzorka je ucitavano 10 000/20 000 celija. Iz analize su iskljcene
mrtve Celije i Celijski debri, na osnovu njihovih FSC i SSC karakteristika. Za analizu
podataka dobijenih upotrebom protocnog citometra (odredivanje procenta

pozitivnih Celija i procena srednjeg intenziteta fluorescence za odredena antitela
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koja su obeleZena fluorohromima), koriséen je softver FlowJo v.7.8. (TreeStar Inc,
Ashland, OR, SAD).

Analiza ekspresije molekula CD11b, CD45 i CD134 na celijama ki¢mene
mozdine ukljucivala je i merenje srednjeg intenziteta fluorescence (engl. mean
fluorescence intensity, MFI) koju emituju fluorohromi vezani za antitelo odredene
specifi¢nosti i koji odraZava gustinu njihove ekspresije. Procenat promene MFI je

izraCunat prema jednacini (Kamath i sar., 1998):

% promene MFI = [(MFI eksperimentalne grupe - MFI kontrolne grupe) x 100]

MFI kontrolne grupe

3.7. Ispitivanje proliferacije CD4+ limfocita dreniraju¢eg limfnog ¢vora
Mononuklearne ¢elije izolovane iz limfnog ¢vora (1,5 x 106 ¢elija/ml) su
zasejavane u ploCe sa 96 bazena sa ovalnim dnom (Nunc™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD), u ¢istom RPMI-1640 medijumu oboga¢enom sa 10%
FCS-a, ili uz dodavanje 2,5 pg/ml ConA, ili 20 pg/ml MBP-a. Ovako pripremljene
kulture inkubirane su 72 ¢asa na 37 °C, u uslovima 5% v/v COz. Posle inkubacije,
Celije su istaloZene centrifugiranjem (300 x g, 10 minuta na +4 °C), a supernnatanti
izdvojeni i zamrznuti na -70 °C do izvodenja ELISA testova za odredivanje
koncentracije citokina. ProliferiSu¢i CD4+ limfociti (Celije u S+Gz/M fazama
Celijskog ciklusa) su odredivani po prethodno opisanoj metodi (Rabinovitch i sar.,
1986). IstaloZene celije su 2 x oprane u FACS puferu, a zatim inkubirane sa
antitelima umserenih protiv povrSinskih markera CD4 i CD8 (30 minuta na +4 °C),
oprane u hladnom fosfatnom puferu i resuspendovane u 150 pl 50% rastvora FCS-
a u fosfatnom puferu sa 0,09% NaNs. Celije su zatim fiksirane/permeabilizovane uz
dodavanje 450 pl ledeno hladnog 70% rastvora etanola u redestilovanoj vodi, u
kapima, uz mesanje, i inkubirane preko noé¢i na +4 °C. Posle toga, Celije su
istaloZene centrifugiranjem (300 x g, 10 minuta na +4 °C), oprane od etanola i
precipitiranih proteina prvo u hladnom FACS puferu, a zatim u fosfatnom puferu sa
0,09% NaNs. Celijama je zatim dodato 10 ul DNK-vezujuée boje 7-AAD i inkubirane
su 30 minuta na +4 °C. Uzorci su zatim ucitavani na analognom prototnom

citometru, uz koris¢enje softvera CellQuest™. Eventualno prisutni agregati Celija su
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eliminisani iz analize na osnovu Sirine (engl. 7-AAD width) i povrSine (engl. 7-AAD
area), 7-AAD fluorescentnog signala, uz pomo¢ modula za razlikovanje agregata
Celija (engl. doublet discriminating module, DDM). Procenat proliferisSucih celija je
dobijen koriS¢enjem Dean-Jet-Fox modela platforme za analizu Celijskog ciklusa

softvera Flow]Jo.

3.8. Odredivanje supresorske funkcije Treg celija limfnog ¢vora in vitro
3.8.1. Obelezavanje ¢elija limfnog ¢vora CFSE-om

Za ispitivanje supresorske funkcije Treg celija, koriS¢ene su CD4+CD25+ i
CD4+CD25- T-celije, magnetno izdvojene iz suspenzija mononuklearnih Ccelija
pripravljene iz superficijalnih (ingvinalnih, aksilarnih i cervikalnih) limfnih
¢vorova na nacin koji je prethodno opisan. Za obeleZavanje ovih ¢elija CFSE-om, 1
x 106 ¢elija je resuspendovano u 1 ml fosfatnog pufera i inkubirano sa 5 pm CFSE-a
(10 minuta na +37 °C). Reakcija je prekidana dodavanjem 5 x vece zapremine
ledeno hladnog fosfatnog pufera i inkubacijom od 5 minuta na hladnom. Celije su
oprane i CD4+CD25- ¢elije koje su bile obeleZene CFSE-om su kori$¢ene kao Tef u
in vitro testu supresije proliferacije, a CD4+CD25+ Ccelije koje su bile obelezene

CFSE-om su bile postavljene kao kontrola proliferacije Treg.

3.8.2. Test supresije proliferacije in vitro

Za izvodenje in vitro testa supresije proliferacije, koriS¢ene su ploce sa 96
bazena sa ovalnim dnom. Isti broj Tef celija (5 x 104 po bazenu) koje su obeleZene
CFSE-om je ko-kultivisan sa razliCitim brojem Treg celija (0; 5 x 104 i 2,5 x 104)
neobeleZenih CFSE-om, tako da je odnos Treg:Tef bio 0:1, 1:1 i 1:2. Celije su tako
inkubirane u kompletnom RPMI-1640 medijumu sa 10% FCS-a u atmosferi sa 5%
v/v CO2, 72 ¢asa na 37 °C. Ovako kultivisane ¢elije su bile stimulisane sa 1 ug/ml
anti-CD3 antitela vezanog za povrSinu ploc¢e i 1 pg/ml solubilnog anti-CD28
antitela, kao $to je prethodno opisano (Ephrem i sar., 2008). 1z svakog uzorka su
kultivisane i obeleZene Tef ¢elije nestimulisane anti-CD3/anti-CD28 antitelima, bez
prisustva Treg Celija (samo nestimulisane Tef ¢elije), kao negativna kontrola za
postavljanje markera za selekciju Celija koje su pozitivne na CFSE. Stimulisane Tef

Celije kultivisane bez Treg Celija (odnos 0:1, samo stimulisane Tef Celije) su sluZile
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kao pozitivna kontrola. Posle trodnevne inkubacije, ¢elije su istaloZene (300 x g, 10
minuta na +4 °C), izdvojene i oprane 2 x u FACS puferu. Supresorski kapacitet Treg
¢elija je procenjivan poredenjem %CFSE+ stimulisanih Tef ¢elija (Treg:Tef odnos
0:1), prema %CFSE+ Tef Celija ko-kultivisanih sa Treg celijama u 1:1 ili 1:2
Treg:Tef odnosu. Procenat supresije je racunat prema formuli:

100% - [(%CFSE+ stimulisane Tef + Treg / %CFSE+ samo stimulisane Tef) x 100]

3.9. Analiza ekspresije gena za citokine i enzime
3.9.1. Izolacija ukupne RNK iz tkiva kicmene moZdine, mononuklearnih ¢elija
kicmene moZdine i CD11b+ ¢elija kicmene moZdine
3.9.1.1. Izolacija ukupne RNK iz tkiva kicmene mozdine

Posle izolovanja i merenja kicmene moZdine, mali deo tkiva (~20 mg) je
zamrzavan u 1 ml 2 x koncentrovanog rastvora za preciS¢avanje nukleinskih
kiselina (Nucleic Acid Purification Lysis Solution) i ¢uvan na -70 °C do analize.
Neposredno pred izolaciju ukupne RNK, tkivo je odmrzavano i mehanicki
homogenizovano u rastvoru za precis¢avanje nukleinskih Kkiselina dvostruko
razblaZzenom upotrebom fosfatnog pufera (pH 7,3). Homogenat tkiva ki¢mene
mozdine je zatim prefiltriran koriS¢enjem aparata ABI Prism 6100 Nucelic Acid
PrepStation (Applied Biosystems), radi smanjenja viskoznosti homogenata tkiva i
uklanjanja krupnijih necistoca iz njega. Izolacija ukupne RNK je obavljana na ABI
Prism 6100 Nucelic Acid PrepStation aparatu, koriS¢enjem reagenasa iz Total RNA
Chemistry Starter Kit-a, prema preporuci proizvodaca. Dobijena je RNK preciS¢ena

od proteina, nukleaza i drugih necistoca

3.9.1.2. Izolacija ukupne RNK iz mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine i CD11b+
Celija kicmene moZdine

Za precis¢avanja ukupne RNK iz mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog
¢vora/kicmene mozdine i mikroglije/makrofaga kitmene mozdine, koriS¢ene su
suspenzije sveZe izolovanih mononuklearnih celija limfnog ¢vora i ki¢mene
moZdine ili suspenzije magnetno izdvojene mikroglije/makrofaga ki¢mene
moZdine. Iz svake suspenzije je izdvojeno 1 x 10> Celija koje su, posle taloZenja i

uklanjanja supernatanta, lizirane u 200 pl rastvora za preciS¢avanje nukleinskih
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kiselina, prethodno dvostruko razblazenog u fosfatnom puferu (pH 7,3). Lizati
¢elija su zatim zamrzavani na -70 °C. Izolovanje ukupne RNK, precis¢ene od
proteina, nukleaza i drugih necistoca, iz lizata Celija je obavljano na slican nacin
kao i iz tkiva kicmene moZzdine, koriS¢enjem aparata ABI Prism 6100 Nucelic Acid
PrepStation i pripadaju¢ih reagenasa (Total RNA Chemistry Starter Kit), prema

preporuci proizvodaca.

3.9.2. Transkripcija RNK u cDNK

Posle izolacije ukupne RNK, cDNK je sintetisana koriS¢enjem rastvora iz
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-a, prema instrukcijama
proizvodaca. Reakciona smesa je sadrzala: 10 pl preciS¢ene RNK, 2 ul pufera za
reverznu transkripciju, 0,8 pl mesavine nukleotida (100 mM), 2 pl smeSe
nasumicnih prajmera, 1 pl reverzne transkriptaze (50 U/ul), 1 pl inhibitora RNaze
(20 U/ul) i 3,2 ul vode precis¢éene od nukleinskih kiselina i nukleaza (voda za
primenu u PCR-u). Reakcija reverzne transkripcije RNK se odvijala kroz inkubacije
od 10 minuta na 25 °C, zatim 120 minuta na 37 °Ci 5 sekundi na 85 °C, na aparatu
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR. Sintetisana cDNK koriS¢ena je za

kvantifikaciju ekspresije gena metodom RT-qPCR.

3.9.3. RT-qPCR

Metoda RT-qPCR kombinuje konvencionalnu PCR amplifikaciju i
fluorimetriju, pri cemu postoje dva pristupa za kvantifikaciju ekspresije gena.
Jedan pristup obuhvata koriS¢enje specifi¢nih oligonukleotidnih proba obelezenih
fluorescentnim bojama, dok je drugi zasnovan na koriS¢enju boja koje se specifi¢no
vezuju za dvolancanu DNK (dsDNK-vezujuce boje). U slucaju dvostruko obeleZenih
specificnih proba, za jedan kraj je vezana boja koja se oznacava kao donor, a za
drugi kraj akceptorska boja. Donor, osvetljen svetloS¢u diode, emituje svetlost koju
apsorbuje akceptor. S obzirom na to da Taq polimeraza (polimeraza izolovana iz
Termophilus Aquaticusa) pokazuje 5’ egzonukelaznu aktivnost, tokom faze
elongacije u PCR reakciji dolazi do isecanja probe, a time i do razdvajanja donora i
akceptora, Sto za posledicu ima povecanje fluorescence donora koja se registruje

detektorom (Cikota i sar., 2002). Prilikom koriS¢enja dsDNK-vezujucih boja, poput
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SYBR Green-a i etidijum-bromida, boje se vezuju za novosintetisane dvolancane
molekule DNK nakon ¢ega pocinju da emituju fluorescencu (Cikota i sar., 2002).
KoriS¢enjem oba pristupa, nakupljanje proizvoda PCR reakcije se meri na osnovu
porasta fluorescence nakon svakog ciklusa umnoZavanja.

Sve PCR reakcije za analizu ekspresije gena za citokine i enzime (Tabela 1) u
uzorcima mononuklearnih c¢elija limfnog c¢vora i kicmene moZdine, kao i
mikroglije/makrofaga kicmene moZdine, su radene na aparatu Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR. Reakciona smeSa od 25 pl je sadrzala 5 pl cDNK, 12,5 pl
smeSe reagenasa za merenje ekspresije gena (2x TagMan Gene Expression Master
Mix), 1,25 pl smeSe oligonukleotidnih prajmera i probe (20x TagMan Gene
Expression Assay) i 6,25 ul vode za primenu u PCR-u. Svaka PCR reakcija, u
uslovima propisanim od strane proizvodaca, je ukljucivala inkubacije od 2 minuta
na 50 °C, zatim 10 minuta na 95 °C i 40 ciklusa umnozavanja od kojih su svaki
saCinjavale inkubacije od 15 sekundi na 95 °C i od jednog minuta na 60 °C.

Svi uzorci su radeni u triplikatu. U svojstvu endogene kontrole, tj. referentnog
gena, koriséen je B-aktin, buduci da je prethodno pokazano da na ekspresiju ovog
gena u analizovanim tkivima ne utiCu ni pol ni starenje. Ekspresija svih ispitivanih
gena je “normalizovana” u odnosu na ekspresiju gena za (3-aktin, da bi se izbegao
uticaj razlika u pocetnoj koli¢ini RNK i, sledstveno, cDNK, u pojeda¢nim uzorcima
na rezultate merenja.

Kvantifikacija ekspresije gena vrSena je na osnovu rednog broja ciklusa (Ct
vrednosti) u kome je registrovano znacCajno povecanje fluorescentnog signala
iznad granice detekcije (engl. threshold). Ct vrednost se uvek ,pojavljuje” u toku
eksponencijalne faze reakcije. Relativna ekspresija gena od interesa (ciljnog gena)
izraZavana je u odnosu na referentni uzorak. U svim merenjima, uzorci dobijeni od
Zenki pacova objedinjeni su i koriS¢eni kao referentni uzorak. Ekspresija ciljnog
gena kod muZjaka je izrazavana u relativnim jedinicama, kao N-puta razlika u
odnosu na ekspresiju odgovarajuceg gena kod Zenki (referentni uzorak), prema

formuli:
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N uzorka=2-24Ct

pri ¢emu je:
AACt = ACt uzorka - ACt referentnog uzorka
ACt uzorka = Ct ciljnog gena - Ct B-aktina

ACt referentnog uzorka = thiljnog gena ~ Ct B-aktina

Svi rezultati relativne kvantifikacije su prikazivani kao log10 vrednosti (vrednosti
< 0.0 odgovaraju smanjenju, dok vrednosti > 0.0 odgovaraju povecanju ekspresije

gena u uzorcima muzjaka, u donosu na uzorke Zenki).

3.10. Odredivanje koncentracije citokina ELISA testovima
3.10.1. Priprema uzoraka za izvodenje ELISA testova
3.10.1.1. Stimulacija mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora

Za odredivanje koncentracije citokina (IL-17, IFN-y, IL-10, IL-6 i TNF-a), 1,5 x
10 mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora/ml je kultivisano u plo¢ama
sa 96 bazena, u atmosferi sa 5% COz na 37 °C u ¢istom RPMI-1640 medijumu sa
10% FCS-a, ili sa dodavanjem 20 pg/ml MBP-a ili 2,5 pg/ml ConA. Posle 72 ¢asova,
Celije su istaloZene centrifugiranjem, supernatanti izdvojeni i ¢uvani na -70 °C do
odredivanja koncentracije navedenih citokina. Celije iz kultura su Kori$¢ene za

ispitivanje proliferacije.

3.10.1.2. Stimulacija mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine

Mononuklearne celije kicmene mozdine (1 x 10° ¢elija/ml) su kultivisane u
plotama sa 24 bazena u 500 pl RPMI-1640 medijuma sa 5% FCS-a kome je
dodavano 200 ng/ml PMA i 400 ng/ml jonomicina, u atmosferi sa 5% v/v CO2 na
37 °C. Posle 4 casa kultivacije i taloZenja celija iz kultura centrifugiranjem,
izdvojeni su supernatanti i zamrzavani na -70 °C. U njima su kasnije odredivane

koncentracije IL-17, IFN-yi IL-10.
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3.10.1.3. Stimulacija CD11b+ ¢elija kicmene mozdine

Celije mikroglije i makrofaga koje su magnetno izdvojene iz suspenzija
mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine kao Sto je prethodno opisano, kultivisane
su (1 x 10 ¢elija/ml) u plo¢ama sa 24 bazena u 500 pul RPMI-1640 medijuma sa
10% FCS-a u atmosferi sa 5% v/v COz na 37 °C, tokom 12 Casova. Posle toga, Celije
su istaloZene centrifugiranjem i izdvojene za odredivanje ekspresije gena za
enzime RT-qPCR-om, a supernatanti su izdvojeni i cuvani na -70 °C do izvodenja

ELISA testova za odredivanje koncentracije IL-13, IL-6, TNF-a, TGF- i IL-10.

3.10.1.4. Izvodenje ELISA testova

. Za odredivanje koncentracije IL-17A, koris¢en je komercijalni kit, prema
uputstvu proizvodacCa, u sastavu: mikrotitraciona plo¢a sa 96 bazena (Nunc
Maxisorpl] ), antitelo za oblaganje ploce specificno za pacovski IL-17A i antitelo za
detekciju antigena koje je konjugovano sa biotinom, enzim avidin koji je
konjugovan sa peroksidazom rena (engl. horseradish peroxidase, HRP), rastvor
supstrata za peroksidazu (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine, TMB), rekombinantni
pacovski IL-17A poznate koncentracije kao standard, komercijalni rastvara¢ za
standard i uzorke i puferovani rastvor za oblaganje ploce.

Oblaganje bazena ploce je obavljano 16-18 h pre izvodenja testa, tako Sto je
po 100 pl razblaZzenog (1:200) specificnog anti-IL-17A antitela naliveno u bazene
plocCe, pokriveno adhezivnim filmom i inkubirano preko no¢i na +4 °C. Posle
oblaganja, bazeni su ispirani 4 puta sa po 300 pl pufera za ispiranje (fosfatni
pufer/0.05% Tween 20) i dodato je po 200 ul komercijalnog rastvaraca za
standard. Nastavljena je inkubacija od 1 h na sobnoj temperaturi, uz mesanje. Posle
ispiranja, u bazene je dodavano po 100 pl standarda ili uzorka supernatanta u
triplikatu i nastavljena je inkubacija od 2 h. Standardi su kori$¢eni u sedam
dvostruko opadajuc¢ih koncentracija, pocev od 1000 pg/ml. Posle ispiranja bazena,
dodato im je po 100 pl razblaZzenog (1:200) detekcionog anti-IL-17A antitela koje
je konjugovano sa biotinom i inkubirano. Posle jednog sata, bazeni su ponovo
ispirani i po 100 pl razblaZene (1:1000) avidin-HRP-e je dodavano u svaki od njih,

uz inkubaciju od 30 minuta. Posle poslednjeg ispiranja, dodat je TMB koji se
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dejstvom peroksidaze tansformiSe u bojeni produkt. Plo¢a je ostavljena u mraku
15 minuta kako bi se dovrsSilo razvijanje boje. Reakcija je zaustavljana dodavanjem
100 pl 2 N HSO4 i intenzitet razvijene boje meren je na spektrofotometru na
talasnoj duzini od 450 nm. Koncentracija citokina je izraCunata na osnovu
intenziteta razvijene boje u uzorku (njegove opticke gustine), metodom linearne
regresije, u odnosu na standardnu krivu koja je pravljena prema standardnim
rastvorima poznatih koncentracija. Kao nulta vrednost koris¢en je komercijalni
rastvarac za standardne rastvore i uzorke. Prosetna minimalna koncentracija IL-

17A koju je moguce detektovati ovim testom je 8 pg/ml.

. Za odredivanje koncentracije IFN-y, korisS¢ene su pojedinatno nabavljene
komponente: preciS¢eno antietlo specificno za pacovski IFN-y za oblaganje ploce,
poliklonsko antitelo specificno za pacovski IFN-y koje je konjugovano sa biotinom,
rekombinantni pacovski IFN-y, ekstravidin peroksidaza i OPD.

Bazeni mikrotitracione ploCe su oblagani sa po 50 pl anti-IFN-y antitela
(koncentracije 1 ug/ml) jedan dan pre izvodenja ELISA testa i ploca je inkubirana
preko noc¢i na +4 °C pokrivena adhezivnim filmom. Sledeceg dana, sadrzaj bazena
je odlivan, pa inkubiran 1 h na sobnoj temperaturi sa 200 pl fosfatnog pufera/1%
BSA-om. Posle toga, bazeni su ispirani 3 x sa po 200 pl fosfatnog pufera/0.05%
Tween 20 i dodavano im je po 50 ul standarda ili uzorka u triplikatu. Polazna
koncentracija standarda od koje su pravljena opadaju¢a dvostruka razblaZenja je
bila 1000 pg/ml. Standardi i uzorci su inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi, a
zatim su bazeni ispirani, posle ¢ega im je dodavano po 50 pl anti-IFN-y antitela koje
je konjugovano sa biotinom (koncentracija 2 pg/ml), za detekciju IFN-y. PloCe su
inkubirane 1 h na sobnoj temeperaturi. Posle joS jednog ciklusa ispiranja,
bazenima je dodavano po 50 pl ekstravidin peroksidaze (razblaZene 1:1000) u
fosfatnom puferu sa 1% BSA-om. Posle inkubacije od 1 h, bazeni su ispirani i dodat
im je supstrat (50 ul H202 + OPD). Razvijanje boje je trajalo 15 minuta, posle Cega je
enzimska reakcija zaustavljena dodavanjem 4 N H,S04 i intenzitet boje je meren na

spektrofotometru na talasnoj duZini od 492 nm. Koncentracija IFN-y u uzorcima
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odredivana je prema standardnoj krivi. Srednja minimalna koncentracija IFN-y

koja se moZe detektovati ovim testom je 5,6 pg/ml

. Za odredivanje koncentracije IL-10 koriS¢en je komercijalni kit koji je
sadrZao: mikrotitracionu plocu sa 96 mesta obloZenu monoklonskim antitelom
koje je specificno za pacovski IL-10, poliklonsko antitelo koje je specificno za
pacovski IL-10 i konjugovano sa peroksidazom rena, H202 + TMB (supstrat),
rekombinantni pacovski IL-10 (standard), rastvor HCl-a za zaustavljanje reakcije,
komercijalni rastvara¢ za standardne rastvore i uzorke (puferovani rastvor
proteina) i puferovani rastvor za ispiranje.

U bazene mikrotitracione ploCe dodavano je po 50 pl komercijalnog
rastvaraca i standarda ili uzorka u triplikatu i inkubirano na sobnoj temperaturi 2
h. Bazeni su zatim ispirani 5 x sa 400 pl puferovanog rastvora za ispiranje i dodato
im je 100 pl poliklonskog anti-IL-10 antiela. Posle 2 h inkubacije na sobnoj
temperaturi, bazeni su ispirani i dodato im je 100 pl supstrata koji se inkubirao 30
minuta na sobnoj temperaturi, u mraku. Reakcija je zaustavljana dodavanjem 100
ul HCl-a i intenzitet boje je meren na spektrofotometru, na talasnoj duZini od 450
nm. Standardna kriva je konstruisana pomocu standarda (najveca koncentracija
2000 pg/ml), na isti nacin koji je prethodno opisan i koncentracija IL-10 u
uzorcima supernatanata odredivana je u odnosu na standardnu krivu. Ovaj test

detektuje i koncentracije IL-10 < 10 pg/ml.

. Koncentracija TNF-a odredivana je komercijalnim ELISA MAX™ Deluxe Set-
om, prema uputstvu proizvodaca. Kit sadrzi: mikrotitracionu plocu sa 96 bazena,
monoklonsko antitelo specifi¢no za pacovski TNF-a za oblaganje ploce, poliklonsko
antitelo specificno za pacovski TNF-a konjugovano sa biotinom za detekciju TNF-q,
avidin-HRP, komponente A i B za pravljenje TMB supstrata, rekombinantni
pacovski TNF-a (standard), puferovani rastvor za oblaganje ploce i komercijalni
rastvarac za pripremu standardnih rastvora i uzoraka.

Jedan dan pre izvodenja ELISA testa, bazeni mikrotitracione ploce su
obloZeni sa 100 pl specificnog monoklonskog antitela protiv pacovskog TNF-a

(razblaZenje 1:200). Ploca je pokrivena adhezivnim filmom i inkubirana preko no¢i
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na +4 °C. Sledeceg dana, bazeni su isprani 4 x sa 300 pl pufera za ispiranje (fosfatni
pufer/0.05% Tween 20) i dodato je po 200 pl rastvaraca da bi se sprecilo
nespecifi¢no vezivanje. PloCe su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi, uz mesanje,
i ponovo ispirane kao u prethodnom koraku. U svaki bazen je dodato po 50 pl
komercijalnog rastvaraca za standarde i uzorke i 50 pl standarda/uzoraka u
triplikatu, posle ¢ega su inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi, uz mesanje. Po
isteku inkubacije, bazeni su isprani i u svaki bazen je dodato 100 pl anti-TNF-a
detekcionog antitela obeleZenog biotinom (razblaZenje 1:200), posle Cega je sledila
jos jedna inkubacija od 1 h na sobnoj temperaturi, uz meSanje. Ploc¢a je zatim
ispirana i naliveno je 100 pl avidin-HRP-a (razblazenje 1:1000) da se inkubira 30
minuta. Posle ispiranja, u bazene je naliveno po 100 pl sveZe pripremljenog
rastvora supstrata i posle 15 minuta inkubacije u mraku, reakcija je zaustavljana
dodavanjem 100 pl 2N H2SOa. Intenzitet boje meren je na talasnoj duzini 450 nm
na spektrofotometru, a koncentracija TNF-a u uzorcima supernatanata izracunata
prema standardnoj krivi napravljenoj na osnovu standarda poznatih, dvostruko
opadaju¢ih koncentracija, pocev od 1000 pg/ml. Minimalna detektabilna

koncentracija TNF-a ovim kitom je 2 pg/ml.

. Koncentracija IL-6 odredivana je pomoc¢u komercijalnog Legend max™ rat
ELISA Kit-a koji sadrzi: mikrotitracionu plocu sa 96 bazena obloZenih antitelom
specificnim za pacovski IL-6, antitelo konjugovano sa biotinom specificno za
pacovski IL-6, avidin-HRP, rastvor supstrata, rekombinantni pacovski IL-6
(standard), rastvor za zaustavljanje reakcije, komercijalni rastvarac za standarde i
uzorke i puferovani rastvor za ispiranje bazena.

Bazeni su najpre isprani 4 x sa 300 pl pufera za ispiranje i posle toga naliveni
sa po 50 pl rastvaraCa za standardne rastvore i uzorke i istom zapreminom
standarda/uzoraka u triplikatu. Posle inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi,
bazeni su isprani kao Sto je opisano i dodato je po 100 pl anti-IL-6 antitela koje je
konjugovano sa biotinom za detekciju pacovskog IL-6. Posle inkubacije od 1 h na
sobnoj temperaturi uz mesSanje, bazeni su ponovo isprani i uzorci i standardi
inkubirani sa 100 pl avidin-HRP-a 30 minuta na sobnoj temperaturi. Posle jo$

jednog pranja, dodato je po 100 pl rastvora supstrata i inkubirano 10 minuta u
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mraku. Razvijanje boje je zaustavljano dodavanjem 100 pl rastvora za
zaustavljanje reakcije, a intenzitet razvijene boje ocitavan je na spektrofotometru,
na talasnoj duzZini od 450 nm. Koncentracija IL-6 u uzorcima izracunata je u
odnosu na standardnu krivu, napravljena prema poznatim, dvostruko opadajuc¢im
koncentracijama standardnih rastvora, od kojih je pocetna bila 1200 pg/ml
Prose¢na minimalna koncentracija IL-6 koju je moguce detektovati ovim testom je
<6,2 pg/ml.

. Za odredivanje koncentracije IL-1f, koriS¢en je komercijalni ELISA Kit koji
sadrzi: obloZenu mikrotitracionu plo¢u sa 96 bazena, pretitrirano
komplementarno detekciono antitelo, kalibrisani rekombinantni proteinski
standard, streptavidin-HRP, TMB rastvor supstrata i rastvor za zaustavljanje
enzimske reakcije.

U bazene je dodato po 50 pl rastvaraca za standarde i uzorke i ista zapremina
standarada ili uzoraka u triplikatu. Posle toga, ploc¢a pokrivena adhezivnom folijom
je inkubirana na sobnoj temperaturi 2 h, posle ¢ega su bazeni isprani 5 x sa 300 pl
pufera za ispiranje. Dodato je 100 pl detekcionog antitela konjugovanog sa
biotinom svakom bazenu i inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim su
bazeni ponovo isprani. Posle dodavanja 100 pl streptavidin-HRP rastvora svakom
bazenu, joS jedne inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi i ispiranja,
bazenima je dodato i po 100 pl TMB rastvora supstrata. Ploca je zatim ostavljena
na tamnom mestu, kako bi se razvila boja od enzimske reakcije. Posle 30 minuta,
reakcija je zaustavljana dodavanjem 100 pl reagensa za zasutavljanje reakcije
svakom bazenu. Apsorbanca je ocitavana na spektrofotometru, na talasnoj duZzini
od 450 nm, a koncentracija IL-1f u supernatantima celijskih kultura izracunata
prema standardnoj krivi koja je konstruisana prema poznatim, dvostruko
opadaju¢im koncentracijama standardnih rastvora. Pocetna Kkoncentracija
standardnog rastvora je bila 2500 pg/ml. Ovim kitom se mogu detektovati

koncentracije IL-1f3 < 12 pg/ml u ispitivanim uzorcima.

. Koncentracija TGF-B odredivana je koriS¢enjem Quantikine® ELISA kita za
misji/pacovski/svinjski/macji TGF-B1 koji se sastoji od: mikrotitracione ploce sa

96 bazena obloZenih monoklonskim antitelom specifi¢cnim za TGF-f1, poliklonskog
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antitela specificnog za TGF-B1 Kkoje je konjugovano sa peroksidazom rena,
komercijalnih rastvaraca (engl. assay diluent i calibrator diluent), rekombinantnog
TGF-B1 poznate koncentracije (standard) komponenti supstrata A i B, rastvora za
zaustavljanje reakcije i puferovanog rastvora za ispiranje.

Kako bi se latentni TGF-B1 preveo u imunoaktivni oblik, pre pocetka
izvodenja testa 100 pl uzorka je pomeSano sa 20 pul 1N HCl-a i inkubirano 10
minuta na sobnoj temperaturi. Posle toga su uzorci neutralisani sa 20 pl 1.2N
NaOH/0.5 M HEPES-a i kao takvi koriS¢eni u testu za odredivanje koncentracije
TGF-B1.

U bazene mikrotitracione ploCe prvo je dodato 50 pl komercijalnog
rastvaraca i 50 pl standarda/uzoraka u triplikatu i inkubirano 2 h na sobnoj
temperaturi. Posle ispiranja 4 x sa 400 ul puferovanog rastvora za ispiranje i
dodato je 100 pl anti-TGF-B1 antitela konjugovanog sa enzimom. Po isteku
inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, bazeni su ponovo ispirani kao sto je
opisano i dodato im je po 100 pl rastvora supstrata dobijenog meSanjem
komponenti A i B u jednakim zapreminama. Inkubacija sa rastvorom supstrata je
trajala 30 minuta na sobnoj temperaturi. Posle isteka inkubacije, reakcija je
zaustavljana komercijalnim rastvorom i intenzitet razvijene boje ocitavan na
talasnoj duzini od 450 nm na spektrofotometru. Koncentracija TGF-f1 izraCunata
je na osnovu standardne krive u kojoj je najveca poznata koncentracija standarda
bila 1000 pg/ml. Minimalna koncentracija TGF-f1 koja se moZe detektovati ovim

testom je 4,6 pg/ml.

3.11. Statisticka obrada podataka

Svi rezultati su izraZeni kao srednja vrednost * standardna greska (engl.
standard error of the mean, SEM). Statisticka znacajnost razlika izmedu polova u
zastupljenosti subpopulacija i ekspresiji membranskih i unutarcelijskih markera
na/u celijama, kao i u ekspresiji iRNK za hemijske medijatore, odredivana je
Studentovim t-testom Statisticka znacajnost razlika u Kklinickim i histoloskim
parametrima bolesti, odredivana je neparametarskim Mann-Whitney U testom.
Uticaj pola na sekreciju citokina u supernatantima nestimulisanih ¢elijskih kultura

i onih stimulisanih MBP-om ili ConA, kao i na supresorski kapacitet Treg Celija u
54



odnosu na broj Tef cCelija, odredivan je dvofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA), uz primenu Bonfferoni testa za post hoc poredenje. Za statisticku obradu
podataka koriS¢en je statisticki program GraphPad Prism v 5.0. (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, SAD). Statisticki znac¢ajnom je smatrana vrednost p <

0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Polni dimorfizam u Klinickoj i histoloskoj slici EAE-a i fenotipskim i funkcijskim
karakteristikama mononuklearnih ¢elija koje ucestvuju u patogenezi EAE-a kod
mladih pacova

4.1.1. Mladi muzjaci imaju manju incidencu EAE-a i tezu bolest u odnosu na
Zenke pacova istog uzrasta

Kod mladih Zenki i muZjaka pacova, koji su imunizovani u cilju indukcije EAE-
a, svakodnevno su praceni neuroloski znaci bolesti. Pacovi oba pola su razvili
akutnu monofaznu bolest sa spontanim oporavkom.

Sve Zenke su imale klinicki manifestnu bolest, a samo 85% muzjaka pacova
(Tabela 2). Prvi neuroloski znaci EAE-a su uoceni 8. d.p.i. (Zenke), odnosno 9. d.p.i.
(muZjaci). Motorni deficit je progredirao do 13. d.p.i, kada je bio maksimalno
izrazen (engl. peak). Posle toga je usledio spontani oporavak., tako da ve¢ 20. d.p.i.

ni kod muzjaka ni kod Zenki nije bilo moguce uociti motorni deficit (Slika 1).
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Slika 1. Mladi muzZjaci imaju ve¢i maksimalni Kklinicki znak EAE-a u odnosu na
Zenke pacova. Linijski dijagram prikazuje klinicki tok EAE-a. Od 25 Zenki i 23 muzjaka
mladih pacova koji su razvili klini¢cki manifestni EAE, 15 Zivotinja svakog pola Zrtvovano je
na vrhuncu bolesti (strelica) za analiziranje ki¢mene moZdine. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM. Tackasti grafikon (engl scatter plot) prikazuje maksimalni
klinicki znak EAE-a kod pacova oba pola (n=15/pol). Horizontalne linije na grafikonu

predstavljaju srednju vrednost.
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[ako je manji procenat muzjaka razvio klinicki manifestnu bolest, oni koji su
oboleli, imali su prose¢no ve¢i maksimalni znak (p < 0.001) u odnosu na Zenke
mladih pacova (Slika 1). Kod njih je bolest trajala krace (p < 0.001), ali je indeks
teZine bolesti (kumulativni klinicki skor/broj dana sa klinickim znacima EAE-a)
(Fillmore i sar., 2004) bio veci (p < 0.01) u poredenju sa Zenkama pacova (Tabela

2).

Tabela 2. Uticaj pola na klinicke parametre EAE-a kod mladih pacova.

Srednji Indeks Trajanje
Pocetak
Pol Incidenca maksimalni tezine bolesti
bolestia
znakb bolestic (dani)d
. 25/25
Zenke 9,8+0,21 2,0+0,13 1,4+0,11 6,7+0,51
(100%)
23/27 11,3 +
MuZjaci 3,0 £0,20%* | 2,2+0,25% | 4,2 +0,53***
(85%) 0,24***

a Dan posle imunizacije kada su pacovi ispoljili prve klinicke znake EAE-a; » suma
maksimalnih klinickih znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova sa
klinickim znacima EAE-a u grupi; ¢ suma kumulativnih klinickih skorova svih pacova u
eksperimentalnoj grupi/broj dana sa klinicki manifestnim EAE-om; d trajanje bolesti kod
pacova koji su ispitivani na klinicke znake EAE-a do oporavka (10 Zenki i 8 muzjaka). Svi
podaci predstavljeni su kao srednja vrednost + SEM iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ** p<0.01; *** p<0.001.

4.1.2. Mladi muZjaci imaju teZu histolosku sliku EAE-a u odnosu na Zenke
pacova istog uzrasta

Budu¢i da su kod pacova koji razvijaju klinicki manifestan oblik EAE-a
nadene histoloSke inflamatorne promene u ki¢menoj mozdini i da su one
maksimalno izraZene na vrhucu bolesti (Williams i Moore, 1973), analizirano je
tkivo kicmene moZdine mladih pacova. Analiza preseka tkiva kicmene mozdine

pacova koji su bili obojeni hematoksilinom i eozinom, pokazala je prisustvo
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perivaskularnih infiltrata od mononuklearnih ¢elija na svim nivoima ki¢mene
moZdine. NajizraZenije promene uocene su u lumbosakralnom regionu.
Perivaskularni infiltrati i infiltracija parenhima inflamatornim c¢elijama su bili
izrazeniji u ki¢menoj moZzdini muzjaka (p < 0.05), u poredenju sa kicmenom
mozdinom Zenki pacova (Slika 2). Demijelinizacija nije uo¢ena ni kod kod muzjaka
ni kod Zenki mladih pacova, Sto odgovara podacima objavljenim i za druge modele

akutnog EAE-a kod pacova (Wekerle i Sun, 2010).
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Slika 2. Mladi muZjaci pacova pokazuju teZu histolo$ku sliku EAE-a na vrhuncu
bolesti u odnosu na Zenke istog uzrasta. Fotomikrografije preseka kicmene mozdine
(levo) Zenki i (desno) muZjaka pacova koji su obojeni hematoksilinom i eozinom
prikazuju: (a) prednji, (b) centralni i (c) lateralni region kicmene moZdine. DuZe strelice
ukazuju na perivaskularne inflamatorne infiltrate, a krace strelice na
subarahnoidalne/intraparenhimske infiltrate. Preseci su histopatoloski ocenjivani na
nacin opisan u poglavlju Materijal i metode. Brojevi koji su upisani ispod fotomikrografija
predstavljaju srednju vrednost inflamatornog histoloSkog skora + SEM (n=3/pol). * p <

0.05.
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4.1.3. Ispitivanje uticaja pola na fenotipske i funkcijske karakteristike
mononuklearnh ¢éelija koje su izolovane iz kicmene mozdine mladih pacova na
vrhuncu bolesti

Tokom efektorske faze EAE-a, autoreaktivni T-limfociti, ali i ¢elije urodene
imunosti (inflamatorni monociti, dendritske celije, neutrofili i sl.), prolaze krvno-
mozdanu barijeru i akumuliraju se u parenhimu CNS-a gde se reaktivisu i dovode
do oStecenja tkiva, Sto rezultuje pojavom neuroloSkih znakova EAE-a
(Constantinescu i sar., 2011). Shodno tome, na vrhuncu bolesti, ispitivano je
postojanje polnih razlika u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama

mononuklearnih ¢elija koje su infiltrirale kicmenu mozdinu mladih pacova.

4.1.3.1. Vise ukupno mononuklearnih ¢elija i viSe CD134+ CD4+ T-limfocita je
izolovano iz kicmene mozdine mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog
uzrasta

U skladu sa nalazima teZeg neuroloskog deficita i histopatoloSkog skora na
presecima tkiva kicmene moZdine, ve¢i ukupan broj mononuklearnih c¢elija je

izolovan iz kicmene moZdine muzZjaka (p < 0.01) nego Zenki pacova (Slika 3).

Mononuklearne celije
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Slika 3. Vise mononuklearnih ¢elija je izolovano na vrhuncu bolesti iz kicmene
mozdine mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta. Histogram
prikazuje broj mononuklearnih ¢elija koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka
mladih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6/pol). Prikazani su

podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

59



U skladu sa prethodnim nalazom, iako je procenat CD4+ T-limfocita u okviru
mononuklearnih Celija koje su izolovane iz kicmene moZdine muZjaka bio manji (p
< 0.05), broj ovih celija je bio znacajno vec¢i kod muzjaka (p < 0.001), nego kod
Zenki pacova (Slika 4).

Pokazano je da CD4+ T-limfociti koji su specifi¢ni za neuroantigene nishodno
reguliSu molekul CD134 pre transmigracije kroz hemato-encefalnu barijeru (Fliigel
et al, 2001). Smatra se da je prisustvo ovog molekula na povrSini CD4+ T-Celija
koje su izolovane iz ki¢mene moZdine Zivotinja sa EAE-om, pokazatelj njihove
reaktivacije u ovom tkivu (Fliigel et al., 2001; Carboni i sar., 2003; Djiki¢ i sar.,
2014). Ispitivanjem povrsinske ekspresije molekula CD134 na CD4+ T-Celijama,
dobijeno je da je procenat reaktivisanih celija u okviru CD4+ T-limfocita iz ki¢mene
moZdine muzjaka veci (p < 0.01) nego kod Zenki mladih pacova (Slika 4). Takode,
veli broj (p < 0.01) reaktivisanih CD4+ T-Celija je izolovan iz kicmene mozdine
muzjaka nego Zenki pacova (Slika 4).

Da bi se utvrdilo da li su polne razlike u broju CD4+ T-limfocita u ¢elijskom
infiltratu iz ki¢mene moZdine posledica polnih razlika u njihovoj apoptozi,
ispitivan je procenat apoptoticnih Celija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita.
Zastupljenost apoptoticnih, aneksin V+ Celija je bila veca (p < 0.05) u subpopulaciji

CD4+ T-Celija iz kicmene moZdine muZjaka u odnosu na Zenke pacova (slika 4).
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Slika 4. Vise CD4+TCRaf+ i CD134+CD4+TCRaf+ limfocita je izolovano na
vrhuncu bolesti iz Kicmene mozZdine mladih muzjaka pacova i procenat apoptoticnih
¢elija u subpopulaciji CD4+TCRaB+ limfocita je vec¢i nego kod Zenki istog uzrasta.
(Panel A) Donji protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju
molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima kicmene moZdine (levo) Zenki i (desno)
muzjaka mladih pacova. CD4+TCRaf+ limfociti su izdvajani (“gejtovani”), kao Sto je
prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) proto¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima.
Procenat CD4+TCRaf+ limfocita i CD134+ celija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je
oznacen na svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju (gornji)
broj CD4+TCRaf+ limfocita i (donji) broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita koji je izolovan iz
kicmene mozdine Zenki i muzjaka. (B) Protocno-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju bojenje fluorescentnom bojom obelezZenim aneksinom V CD4+TCRaf3+ limfocita
iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Procenat apoptoti¢nih
(aneksin V+) ¢elija u subpopulaciji CD4+TCRaf+ limfocita je oznacen na svakom protocno-
citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. * p < 0.05; ** p < 0.01.
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4.1.3.2. U ki¢menoj mozdini mladih muZjaka pacova broj CD4+CD25+Foxp3+ Treg
celija je veci, ali je odnos broja CD4+TCRaf+CD134+ i CD4+CD25+Foxp3+ Treg
¢elija nepovoljniji nego kod Zenki istog uzrasta

Budu¢i da akumulacija regulatornih CD4+ limfocita u ciljnom organu i
njihova supresorska funkcija imaju vaznu ulogu u patogenezi EAE-a (McGeachy i
sar.,, 2005), u sledetem koraku su ispitivane polne razlike u procentualnoj
zastupljenosti i broju regulatornih CD4+ limfocita u ki¢menoj mozdini mladih
pacova. Analizom ekspresije povrSinskog (CD25) i unutarcelijskog (Foxp3)
markera regulatornih CD4+ limfocita kod pacova (Fontenot i sar., 2005), nije
nadena znacajna razlika u procentu CD25+Foxp3+ cCelija u subpopulaciji CD4+
limfocita izmedu muZjaka i Zenki mladih pacova (Slika 5). Medutim, broj
CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija je bio veci (p < 0.001) u cCelijskom infiltratu koji je

izolovan iz kicmene moZdine muzjaka u poredenju sa Zenkama pacova (Slika 5).
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Slika 5. Vise CD4+CD25+Foxp3+ celija je izolovano na vrhuncu bolesti iz
ki¢mene mozdine mladih muZjaka pacova, iako se procenat CD25+Foxp3+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ limfocita nije razlikovao izmedu polova. Protocno-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD25 i Foxp3 bojenje CD4+ limfocita iz
kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. CD4+ limfociti su
izdvajani (“gejtovani”) kao S$to je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) protocno-
citofluorometrijskim histogramima. Procenat CD25+Foxp3+ Celija u okviru CD4+limfocita
je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj
CD4+CD25+Foxp3+ Treg ¢elija koji je izolovan iz kicmene moZdine Zenki i muzjaka mladih
pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci

iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

Pokazano je da klinicke manifestacije EAE-a ne zavise od apsolutnog broja
reaktivisanih CD4+ T-limfocita, kao ni od apsolutnog broja CD4+CD25+Foxp3+
Treg celija, ve¢ od odnosa ove dve subpopulacije limfocita u ciljnom tkivu (Oukka,
2007; Villares i sar., 2009). U skladu sa tezim neuroloSkim deficitom kod mladih

pacova muskog pola, odnos broja CD134+CD4+TCRaf+ limfocita i
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CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija je bio manje povoljan (p < 0.001) kod muzjaka (5,0

+0,07), u poredenju sa odnosom ovih ¢elija kod Zenki istog uzrasta (3,0 + 0,04).

4.1.3.3. Manja zastupljenost regulatornih CD8+ limfocita u mononuklearnom
Celijskom infiltratu kicmene moZdine mladih muZjaka u odnosu na Zenke pacova
istog uzrasta

Uzimajuci u obzir da i CD8+ T-limfociti imaju ulogu u regulaciji MS-e i EAE-a
(Mars i sar., 2008; Sinha i sar., 2014), odredivana je i zastupljenost CD8+ limfocita
regulatornog fenotipa u ki¢menoj mozdini mladih pacova na vrhuncu bolesti.
Slican procenat CD8+TCRaf+ limfocita je naden u suspenziji mononuklearnih
¢elija koje su izolovane iz kicmene moZdine mladih pacova oba pola, ali je broj
CD8+ T-limfocita bio ve¢i (p < 0.01) kod muzjaka nego kod Zenki (Slika 6).

Imajuci u vidu da CD8+ limfociti koji imaju regulatornu ulogu eksprimiraju
molekule CD25 i Foxp3 (Adams i sar., 2011), ispitivan je procenat Celija koje
ispoljavaju ove antigene u okviru subpopulacije CD8+ limfocita kicmene moZdine
mladih pacova. Nadeno je da je procenat ovih ¢elija bio manji (p < 0.001) u
kicmenoj mozdini muZjaka nego Zenki pacova (Slika 6). Osim CD8+CD25+Foxp3+
limfocita, pokazano je da i urodenoubilacke T-Celije (engl. natural killer T cells,
NKT cells), koje kod pacova imaju CD8+TCRaf+CD161+ fenotip (Badovinac et al.,
1998), imaju imunoregulatornu ulogu u EAE-u (Mars i sar., 2008). Analizom
ekspresije antigena CD161 na povrSini CD8+TCRaf+ celija kicmene moZdine
mladih pacova, nadeno je da je procenat ovih Celija bio manji (p < 0.05) u ki¢menoj

mozdini muZjaka nego Zenki pacova (Slika 6).
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Slika 6. U Kki¢menoj mozdini mladih muZjaka pacova procentualna
zastupljenost CD161+ i CD25+Foxp3+ celija u subpopulaciji CD8+ limfocita na
vrhuncu bolesti je manja u odnosu na Zenke istog uzrasta. (Panel A) Protoc¢no-
citofluorometrijski histogrami prikazuju CD161 ekspresiju na CD8+TCRaf3+ limfocitima iz
kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZjaka mladih pacova. Sivi histogrami
predstavljaju izotipsku kontrolu. CD8+TCRaf3+ limfociti su izdvajani (,gejtovani“) kao Sto
je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) protoc¢no-citofluorometrijskim tackastim
profilima. Procenat CD161+ celija u okviru CD8+TCRoaf3+ limfocita je oznafen na svakom
protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj CD8+TCRaf3+ Celija koji
je izolovan iz kiCmene mozZdine Zenki i muzjaka mladih pacova. (B) Protocno-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD25 i Foxp3 bojenje CD8+ limfocita iz
kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Procenat CD25+Foxp3+
¢elija u okviru CD8+ limfocita je oznaCen na svakom protocno-citofluorometrijskom
profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci
iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. * p < 0.05;

% b < 0.001.
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4.1.3.4. Mononuklearne celije Kkicmene moZdine mladih muzjaka pacova
eksprimiraju viSe IL-17, a manje IFN-y i IL-10 u odnosu na ove celije Zenki istog
uzrasta

U slede¢em koraku ispitivana je ekspresija citokina IL-17 i INF-y, za koje je
pokazano da su klju¢ni medijatori inflamatornog procesa i autoimunskog oSte¢enja
u organ-specificnim oboljenjima kao Sto su MS i njen animalni model EAE (Kramer
i Gaffen, 2007; McFarland i Martin, 2007). Ispitivana je i ekspresija IL-10, citokina
za koji je pokazano da ima vaZnu ulogu u kontroli (ograni¢avanju) razvoja MS-e

(Saraiva i O’Garra, 2010) i EAE-a (BlaZevski i sar., 2013).

4.1.3.4.1. Veéa zastupljenost IL-17+ Celija u okviru populacije T-limfocita i veca
zastupljenost IL-17+IFN-y+ ¢elija u okviru Th17 limfocita u kicmenoj moZdini mladih
muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Posle stimulacije mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine PMA-om i
jonomicinom, odredivan je procenat Celija u kojima je eksprimiran IL-17 u okviru
populacije TCRaf+ limfocita. Nadeno je da je procenat ovih Celija bio veéi (p <
0.001) kod muZjaka nego kod Zenki mladih pacova (Slika 7). Ukupan broj
TCRaB+IL-17+ celija koje je izolovan iz kicmene moZdine muZjaka je takode bio
veci (p < 0.001), nego broj ovih ¢elija koji je izolovan iz kicmene moZdine Zenki
pacova (Slika 7). Dodatna analiza fenotipa TCRaf+IL-17+limfocita je pokazala da je
antigen CD8 ispoljen na veoma malom procentu ovih ¢elija, te se moze zakljuciti da
su one uglavnom imale fenotip CD4+ T- (Th17) ¢elija (Slika 7).

T-limfociti koji sintetiSu IL-17 pokazuju znacajnu fenotipsku i funkcijsku
plasti¢nost, tako da, u zavisnosti od citokinskog okruzZenja, diferenciraju u celije
koje imaju razlicite ne samo fenotipske, vec¢ i funkcijske karakteristike (McGeachy i
sar., 2007; El-Behi i sar., 2011; Kaufmann i sar., 2012). Naime, pokazano je da cCelije
koje diferenciraju u prisustvu visokih koncentracija IL-6 i IL-23, pored IL-17
sintetiSu i INF-y i imaju izraZen patogeni potencijal (Ghoreschi i sar., 2010; Duhen i
sar., 2013). S druge strane, u prisustvu visokih koncentracija IL-6 i TGF-, Th17
celije diferenciraju u celije koje pored IL-17 sintetiSu i IL-10 i imaju minimalno
oStecujucu, ili Cak imunoregulatornu ulogu u EAE-u (McGeachy i sar., 2007;

Ghoreschi i sar., 2010).
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Imaju¢i u vidu prethodno izneto, analiza Th17 Ccelija koje su infiltrirale
kicmenu moZdinu mladih pacova je pokazala da je procenat celija izrazeno
patogenog IL-17+IFN-y+ fenotipa bio ve¢i (p < 0.001) kod mladih muzjaka u
poredenju sa Zenkama pacova (Slika 7). Nasuprot tome, procenat Celija sa IL-
17+IL-10+ fenotipom je bio manji (p < 0.001) u okviru Th17 (¢elija iz kicmene

mozdine muZjaka u odnosu na Zenke pacova (Slika 7).
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Slika 7. Ve¢i broj TCRap+IL-17+ celija je izolovan na vrhuncu bolesti iz
ki¢mene moZdine mladih muzjaka pacova i procenat IL-17+IFN-y+ Celija je veci, a IL-
17+IL-10+ ¢elija manji u Th17 subpopulaciji limfocita nego kod Zenki istog uzrasta.
(Panel A) Tackasti proto¢no-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-17 u
okviru TCRaf+ limfocita iz ki¢mene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih
pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenat IL-17+ celija u okviru
TCRaf+ limfocita je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogram
prikazuje broj TCRap+IL-17+ celija koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka
mladih pacova. (Umetak) Proto¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju povrsinsku
ekspresiju molekula CD8 na TCRaf3+IL-17+ limfocitima iz kicmene moZdine (levo) Zenki i
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(desno) muzjaka mladih pacova. Procenat CD8+ ¢elija u okviru TCRaf+IL-17+ limfocita je
oznaten na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. (B) Tackasti protocno-
citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IFN-y u okviru TCRaf+IL-17+ limfocita iz
kicmene mozdine Zenki i muzjaka mladih pacova. Procenat IL-17+IFN-y+ Celija u okviru
TCRaf+IL-17+ limfocita je oznacen na svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu (C)
Tackasti protocno-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru
TCRaB+IL-17+ limfocita iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka mladih pacova. Procenat IL-
17+IL-10+ ¢elija u okviru TCRaf+IL-17+ limfocita je oznacen na svakom protoc¢no-
citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.

Imajuci u vidu podatke koji ukazuju da je patogenost Th17 ¢elija kod miSeva
povezana sa sintezom GM-CSF-a u ovim Celijama (Codarri i sar., 2011; El-Behi i sar.,
2011, Duhen i sar., 2013), ispitana je ekspresija iRNK za ovaj citokin u
mononuklearnim c¢elijama kicmene moZdine mladih pacova. U skladu sa nalazom
veCe procentualne zastupljenosti izrazito patogenih IL-17+IFN-y+ Ccelija u
subpopulaciji Th17 limfocita kod muzjaka, ekspresija iRNK za GM-CSF je bila veca
(p < 0.001) u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZdine ovih Zivotinja nego

Zenki pacova (Slika 8).
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pokazano da pol i uzrast ne uticu na ekspresiju gena za
[-aktin, ekspresija gena za GM-CSF je “normalizovana” u
odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za GM-
CSF kod muzjaka je izrazavana u odnosu na ekspresiju
iRNK za GM-CSF kod Zenki + SEM (n = 6/pol). Prikazani
su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u

kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.1.3.4.2. Manja zastupljenost IFN-y+ Ccelija u okviru populacije T-limfocita u
ki¢menoj moZdini mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Analiza T-limfocita koji su infiltrirali kicmenu moZdinu mladih muzjaka
pacova je pokazala da je u okviru ovih ¢elija procenat IFN-y+ ¢€elija bio manji (p <
0.01) nego kod Zenki (Slika 9). Medutim, broj ovih ¢elija je bio slican kod pacova
muskog i Zenskog pola (Slika 9). Analiza povrSinske ekspresije antigena CD8 na
TCRaB+IFN-y+ limfocitima koji su izolovani iz kicmene mozdine Zivotinja oba pola

je pokazala da su u najvecem procentu to bile CD4+ T- (Th1) cCelije (Slika 9).
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Slika 9. Procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija u populaciji TCRaf+ limfocita
je manja u kulturama restimulisanih mononuklearnih ¢elija kicmene moZzdine
mladih muZjaka pacova nego Zenki na vrhuncu bolesti. Tackasti protocno-
citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IFN-y u okviru TCRaf+ limfocita iz
ki¢cmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Unutarcelijska ekspresija
citokina odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenat IFN-y+ ¢elija u okviru TCRaf+ limfocita je oznafen na
svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj TCRaf+IFN-y+
limfocita koji je izolovan iz kicmene moZdine Zenki i muzjaka mladih pacova. (Umetak)
Protoc¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju povrsSinsku ekspresiju molekula CD8 na
TCRaB+IFN-y+ limfocitima iz kicmene moZdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih
pacova. Procenat CD8+ celija u okviru TCRaf+IFN-y+ limfocita je oznac¢en na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01.
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Na osnovu podataka prethodno iznetih u ovom poglavlju, moZe se zakljuciti
da je odnos broja Th17 i Th1 celija bio viSe (p < 0.001) pomeren na stranu Th17
limfocita u ki¢menoj mozdini muzjaka (0,57 * 0,021) nego Zenki (0,33 * 0,012)

mladih pacova.

4.1.3.4.3. Manja zastupljenost IL-10+ Celija u okviru populacije T-limfocita u kicmenoj
moZdini mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Procentualna zastupljenost IL-10+ celija u populaciji TCRaf+ limfocita iz
kicmene mozdine mladih Zivotinja je bila manja (p < 0.001) kod muZjaka nego kod
Zenki pacova (Slika 10). Takode, manji (p < 0.001) broj ovih ¢elija je izolovan iz
kicmene moZdine muZjaka, u odnosu na Zenke mladih pacova (Slika 10). Nezavisno

od pola, ve¢ina TCRaf3+IL-10+ Celije je bila i CD4+ (Slika 10).
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Slika 10. Procentualna zastupljenost IL-10+ ¢elija u populaciji TCRaf+
limfocita je manja u Kkulturama restimulisanih mononuklearnih c¢elija ki¢cmene
mozdine mladih muzjaka pacova nego Zenki na vrhuncu bolesti. Tackasti proto¢no-
citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf+ limfocita iz ki¢cmene
mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina
odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenat IL-10+ celija u okviru TCRaf+ limfocita je oznafen na
svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj TCRap+IL-10+
limfocita koji je izolovan iz kicmene moZdine Zenki i muzjaka mladih pacova. (Umetak)
Protoc¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju povrsSinsku ekspresiju molekula CD8 na
TCRaf+IL-10+ limfocitima iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih
pacova. Procenat CD8+ celija u okviru TCRaf3+IL-10+ limfocita je oznafen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.

4.1.3.4.4. Uticaj pola na koncentraciju IL-17, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
restimulisanih mononuklearnih Celija kicmene moZdine mladih pacova

Uporedo sa analizom ekspresije IL-17, IFN-y i IL-10 u T-limfocitima koji su
izolovani iz kictmene moZdine mladih pacova, ispitivana je i sekrecija ovih citokina
od strane kultivisanih mononuklearnih ¢elija kicmene mozZdine koje su stimulisane
PMA-om i jonomicinom.

U skladu sa rezultatima dobijenim proto¢nom citofluorometrijom, izmerena

je veca koncentracija IL-17 (p < 0.001), a manja koncentracija IFN-y (p < 0.01) u
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supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kitmene moZdine mladih muzZjaka,

u odnosu na iste Celijske kulture Zenki pacova (Slika 11).
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Slika 11. Mononuklearne c¢elije koje su na vrhuncu bolesti izolovane iz
ki¢mene mozdine muzZjaka posle restimulacije in vitro sekretuju vise IL-17, a manje
IFN-y nego odgovarujuce celije Zenki mladih pacova. Histogrami prikazuju
koncentraciju (levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima kultura mononuklearnih
¢elija koje su izolovane iz kicmene moZdine Zenki i muZjaka mladih pacova i restimulisane
PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

U skladu sa manjom procentualnom zastupljenos¢u IL-10+ ¢elija u okviru
populacije T-limfocita iz kicmene moZdine mladih muZjaka i sekrecija IL-10 je bila
manja (p < 0.001), u kulturama njihovih mononuklearnih celija koje su

restimulisane PMA-om i jonomicinom (Slika 12).

IL-10 Slika 12. Mononuklearne ¢elije koje su na vrhuncu
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20 odgovarujuce celije Zenki mladih pacova. Histogram

| prikazuje koncentraciju IL-10 u supernatantima
enke Mudfact mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz kicmene mozdine
Zenki i muzjaka mladih pacova i restimulisane PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 6/pol).
Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u

kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.



4.1.3.4.5 Mononuklearne C(elije kicmene mozZdine mladih muZjaka pacova
eksprimiraju vise citokina koji su znacajni za diferencijaciju Th17, a manje onih koji
su znacajni za diferencijaciju Th1 Celija u odnosu na Zenke istog uzrasta

Imaju¢i u vidu prethodno navedene rezultate, u sledeem koraku je
analizirana ekspresija gena koji kodiraju citokine za koje je pokazano da imaju
klju¢nu ulogu u razvoju Th17, odnosno Th1 imunskog odgovora.

Poznato je da je u inicijalnoj fazi diferencijacije ThO celija u Th17 celije
potrebno prisustvo TGF-f i IL-6, kao i da ovaj proces pojacavaju TNF-a i IL-1f3
(Stockinger i Veldhoen, 2007). Takode, pokazano je da je u kasnijim fazama razvoja
Th17 celija, neophodan IL-23 za njihovo preZivljavanje i umnozavanje (Veldhoen i
sar., 2006).

Analizom sveZe izolovanih mononuklearnih ¢elija iz kicmene mozdine mladih
muzjaka pacova, dobili smo da je ekspresija iRNK za IL-6 (p < 0.01), IL-1B (p <
0.05) i IL-23/p19 (p < 0.01) bila veca, a ekspresija iRNK za TGF-$ (p < 0.01) manja
nego u odgovarajuéim Celijama Zenki (Slika 13).

S druge strane, pokazano je da je IL-12 neophodan za diferencijaciju Th1
¢elija (Prochazkova i sar., 2012). Osim toga, zna se da IL-27 doprinosi usmeravanju
ThO limfocita u Th1 €elijsku liniju stimulacijom transkripcionog faktora T-bet, kao i
da povecava efekte polarizacionog delovanja IL-12 (Fitzgerald i sar., 2007). Pri
tom, IL-27 reciproc¢no inhibiSe razvoj Th17 Celijske linije u modelima autoimunske
neuroinflamacije (Stumhofer i sar., 2006).

U saglasnosti sa manjim procentom Th1l celija u populaciji T-limfocita
kicmene moZzdine muZjaka, ekspresija iRNK za IL-12/p35 (p < 0.01) i [L-27/p28 (p
< 0.01) je bila manja u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine ovih Zivotinja,

u odnosu na iste Celije Zenki pacova (Slika 13).
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Slika 13. U mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene mozdine mladih muZzjaka
pacova ekspresija iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 limfocita
je veca, a ekspresija iRNK za citokine Kkoji su znacajni za diferencijaciju Th1l
limfocita manja nego kod Zenki na vrhuncu bolesti. Histogram prikazuje ekspresiju
iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 (IL-6, IL-1f, TGF-f, IL-23/p19) i
Th1 (IL-12/p35, IL-27/p28) limfocita u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine Zenki
i muzjaka mladih pacova. Budu¢i da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena
za [3-aktin, ekspresija gena za prikazane citokine je “normalizovana” u odnosu na
ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za IL-6, IL-13, TGF-$, IL-23/p19, 1L-12/p35, IL-
27/p28 kod muzjaka je izraZavana u odnosu na ekspresiju iRNK za odgovarajuce citokine
kod Zenki + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta

u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.1.3.5. Polne razlike u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama CD11b+ celija
kicmene moZdine mladih pacova

Celije urodene imunosti - rezidentne éelije mikroglije, ali i monociti Kkoji
krvlju dolaze u kitmenu mozdinu sa periferije i tu se konvertuju u inflamatorne
makrofage i dendritske celije (Croxford i sar., 2015b), imaju vaznu ulogu u
patogenezi EAE-a. Ove Celije su vazne za prezentaciju antigena T-limfocitima koji
su specificni za neuroantigene i, sledstveno, njihovu reaktivaciju, kao i za
diferencijaciju Th ¢elija, sekrecijom polarizacionih citokina (Almolda i sar., 2011;
Croxford i sar., 2015a). Pored toga, Celije urodene imunosti i direktno ucestvuju u
oStecenju tkiva, sintezom proinflamatornih citokina i reaktivnih oblika kiseonika i

azota, ali i u uklanjanju oSte¢enog tkiva (Almolda i sar., 2011; Parajuli i sar., 2012;
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Croxford i sar., 2015b). Imajudi u vidu ove Cinjenice, u slede¢em koraku je ispitivan
polni dimorfizam u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama ovih celija.

Celije urodene imunosti u CNS-u se identifikuju na osnovu povrsinske
ekspresije molekula CD11b, a na osnovu nivoa povrsSinske ekspresije molekula
CD45 se moze razdvojiti nekoliko tipova ovih celija (Perry i Teeling, 2013).
Neaktivisane, “mirujuce” (engl. resting) Celije mikroglije odlikuje veoma nizak nivo
povrSinske ekspresije CD45 (CD45- celije), dok aktivisane Ccelije mikroglije
pokazuju viSi nivo povrSinske ekspresije CD45 (CD45* ¢elije) (Zhang i sar., 2002;
Almolda i sar., 2009). [ako jako aktivisana mikroglija moZe imati visoku ekspresiju
CD45, smatra se da najvisi nivo ekspresije ovog molekula (CD45** ¢elije) uglavnom
imaju inflamatorni makrofagi i dendritske ¢elije monocitnog porekla (Zhang i sar.,
2002; Croxford i sar., 2015a).

Analiza CD11b+ celija je pokazala da je kod mladih muzjaka pacova bilo
procentualno vise (p < 0.001) CD45* Celija u okviru ove celijske populacije, u
poredenju sa Zenkama pacova (Slika 14). Budu¢i da nije bilo moguce jasno
razdvojiti subpopulacije CD45- i CD45* ¢elija, ispitivana je CD45-/* subpopulacija
¢elija. Njen procentualni udeo u okviru CD11b+ €elija je bio manji kod muzjaka (p <
0.001), nego kod Zenki mladih pacova (Slika 14). PovrSinska gustina ekspresije
(sudeti prema srednjem intenzitetu fluorescence, MFI) CD45 molekula na CD45/+
¢elijama (p < 0.001), kao i na CD45** ¢elijama (p < 0.01), je takode bila veca kod
muzjaka pacova (Slika 14). Nadeno je i da je MFI za CD11b molekul bio veci na
povrsini CD11b+CD45-/* (p < 0.01) i CD11b+CD45* (p < 0.001) celija kicmene

mozdine muZjaka nego Zenki pacova ovog uzrasta (Slika 14).
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Slika 14. Procentualna zastupljenost CD45++ celija je veca, a CD45/+ celija
manja u populaciji CD11b+ ¢elija kicmene moZdine mladih muZjaka pacova nego
Zenki na vrhuncu bolesti. (A) Gustinski proto¢no-citofluorometrijski profili prikazuju
ekspresiju molekula CD45 na CD11b+ ¢elijama kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno)
muzjaka mladih pacova. Procenti CD45+ i CD45/+ cCelija u okviru CD11b+ celija su
prikazani u svakom regionu (R). R1 = CD45++ Celije; R2 = CD45/+ ¢elije. (Panel B)
Histogrami prikazuju srednji intenzitet fluorescence (MFI) za molekul CD45 na (a)
CD11b+CD45+ i (b) CD11b+CD45-/* ¢elijama ki¢mene moZdine Zenki i muzjaka mladih
pacova. (Panel C) Histogrami prikazuju MFI za molekul CD11b na (a) CD11b+CD45+ i (b)
CD11b+CD45/+ celijama kicmene mozdine Zenki i muzjaka mladih pacova. MFI za
molekule CD45 i CD11b na CD11b+CD45+ i CD11b+CD45/+ ¢elijama za muZzjake je
prikazivan u odnosu na MFI za ove molekule na odgovarajuéim ¢elijama Zenki (vrednost
1). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci iz

jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.
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U saglasnosti sa rezultatima dobijenim proto¢nom citofluorometrijom,
imunohistohemijska analiza preseka tkiva kicmene moZdine je pokazala da je
gustina Celija koje ispoljavaju antigen ED1 (CD68), za koji se smatra da je marker
aktivisane mikroglije i makrofaga (Jones i sar., 2004), bila ve¢a (p < 0.01) na

presecima ki¢cmene mozdine mladih muzjaka nego Zenki pacova (Slika 15).

MuzZjaci

Slika 15. Gustina ED1+ ¢elija na presecima tKkiva kicmene moZdine je ve¢a na
vrhuncu bolesti kod mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta.
Fotomikrografije ilustruju ekspresiju antigena ED1 na presecima tkiva kicmene moZdine
(levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Gustina ED1+ ¢elija prikazana je u gornjem levom uglu svake fotomikrografije. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=3/pol). ** p < 0.01.

Pokazano je da Ccelije mikroglije ispoljavaju fenotipsku i funkcijsku
heterogenost i izuzetnu plasti¢nost, tako da u EAE-u mogu imati proinflamatornu -
oStecujucuy, ali i zaStitnu, imunoregulatornu ulogu (Rawji i Yong, 2013, Croxford i
sar.,, 2015b). S obzirom na to da kod pacova ushodna regulacija povrsinske
ekspresije CD4 molekula na celijama mikroglije koincidira sa pocetkom faze
oporavka u EAE-u, pretpostavlja se da CD4+ Ccelije mikroglije imaju
imunoregulatorna svojstva (Almolda i sar., 2009). Shodno tome, ispitivana je
povrsinska ekspresija CD4 molekula na CD11b+CD45/* populaciji ¢elija kicmene
mozdine mladih pacova. Nadeno je da je procentualna zastupljenost CD4+ Celija u
okviru cCelija mikroglije kod muZjaka bila drasticno manja (p < 0.001) u odnosu na

Zenke pacova (Slika 16).

77



Zenke MuzZjaci
CD11b+CD457* ¢elije

10t 10*

GexD
72+4.4% 26.7+2.4%

CD45

W A 10! ey
w0 w00 0 w0t w0 ' w0t et

Slika 16. Procenat CD4+ celija u subpopulaciji CD11b+CD45-/+ €elija kicmene
mozdine mladih muzZjaka pacova na vrhuncu bolesti je manji nego kod ZenKi istog
uzrasta. Gustinski proto¢no-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju molekula CD4
na CD11b+CD45/+ Celijama ki¢cmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZjaka mladih
pacova. Procenat CD4+ celija u okviru CD11b+CD45-/+Celija je oznacen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.

4.1.3.6. Veca ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS u mononuklearnim ¢elijama kicmene
mozdine mladih muzjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

U mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz ki¢mene mozdine mladih pacova
ispitivana je i ekspresija gena za TNF-a, za koji je pokazano da ima vaznu ulogu u
nastanku oStecenja tkiva u organ-specificnim autoimunskim bolestima (Kollias i
sar., 1999). Takode, ispitivana je ekspresija gena i za enzim iNOS, koji katalizuje
sintezu NO-a iz L-arginina i ima vaznu ulogu u oStecenju tkiva u MS-ii EAE-u (Kim i
sar., 2000; Liu i sar., 2001). Nadeno je da je ekspresija iRNK za TNF-a (p < 0.001),
kao i za iNOS (p < 0.01), bila ve¢a u mononuklearnim c¢elijama kicmene moZdine
muzjaka nego Zenki mladih pacova (Slika 17).

Osim toga, ispitivana je i ekspresija iRNK za Arg-1, enzima koji je inverzno
eksprimiran u tkivu u odnosu na iNOS, budu¢i da koristi isti supstrat L-arginin.
Shodno tome, ovaj enzim deluje protektivno u EAE-u ograni¢avanjem Kkolic¢ine
supstrata za produkciju toksicnog NO-a (Ahn i sar., 2012). Ekspresija iRNK za Arg-
1 je bila manja (p < 0.05) u mononuklearnim c¢elijama kicmene moZzdine mladih

muzjaka u poredenju sa Zenkama istog uzrasta (Slika 17).
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Slika 17. U mononuklearnim c¢elijama ki¢cmene mozdine mladih muZzjaka
pacova ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS je veca, a ekspresija iRNK za Arg-1 manja na
vrhuncu bolesti nego kod Zenki istog uzrasta. Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za
(levo) TNF-at i iNOS i (desno) Arg-1 u mononuklearnim celijama kicmene mozdine Zenki i
muzjaka mladih pacova. Bududi da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena
za [(-aktin, ekspresija gena za prikazane citokine je ,normalizovana” u odnosu na
ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za TNF-q, iNOS i Arg-1 kod muzjaka je izrazavana u
odnosu na ekspresiju iRNK za odgovarajuéi citokin i enzim kod Zenki + SEM (n = 6/pol).
Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati.

4.1.3.6.1. Veca ekspresija proinflamatornih medijatora u CD11b+ Celijama kicmene
moZdine mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Da bi se ispitala uloga CD11b+ (mijeloidnih) ¢elija u neuroinflamaciji
indukovanoj inokulacijom singene ki¢cmene moZdine pacovima, analizirana je (i)
koncentracija proinflamatornih i anti-inflamatornih/imunoregulatornih citokina u
supernatantima kultivisanih CD11b+ ¢elija i (ii) ekspresija iRNK za oStecujuce i

anti-inflamatorne /imunoregulatorne enzime u kultivisanim CD11b+ ¢Celijama.
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Nadeno je da su koncentracije IL-6 (p < 0.001), IL-18 (p < 0.001), TNF-a (p <
0.01) i IL-10 (p < 0.01), bile vece u supernatantima kultura CD11b+ ¢elja koje su
bile magetno izdvojene iz suspenzije mononuklearnih ceija kicmene moZdine
muzjaka nego Zenki (Slika 18). S druge strane, koncentracija TGF-f je bila manja (p
< 0.01) u supernatantima kultura CD11b+ celija kicmene moZdine muzjaka u

poredenju sa kulturama istih ¢elija Zenki pacova (Slika 18).
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Slika 18. Polni dimorfizam u Kkoncentraciji proinflamatornih i anti-
inflamatornih/imunoregulatornih citokina u supernatantima kultura CD11b+ ¢elija
koje su izdvojene iz kicmene moZdine mladih pacova na vrhuncu bolesti. Histogrami
prikazuju koncentraciju (levo) proinflamatornih (IL-1B, IL-6 i TNF-a) i (desno) anti-
inflamatornih/imunoregulatornih (IL-10 i TGF-f) citokina u supernatantima kultura
CD11b+ celija koje su magnetno izdvojene iz suspenzija mononuklearnih ¢elija kicmene
mozdine mladih pacova (opisano u poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost # SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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Osim toga, ekspresija iRNK za iNOS je bila vec¢a (p < 0.01), a ekspresija iRNK
za kompetitivni enzim Arg-1 manja (p < 0.01) u kultivisanim CD11b+ ¢elijama

kicmene moZdine muzjaka nego u istim Celijama Zenki mladih pacova (Slika 19).

iNOS Arg-1

0.2 p<0.01

e
=
=

Jo

p<0.01

Relativna ekspresija
iRNK
(=3
Relativna ekspresija
iRNK
>
b7

-0.15

— Zenke [@MuZjaci

Slika 19. U kultivisanim CD11b+ celijama ki¢mene mladih muZjaka pacova
ekspresija iRNK za iNOS je veca, a ekspresija iRNK za Arg-1 manja na vrhuncu
bolesti nego kod Zenki istog uzrasta. Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za (levo)
iNOS i (desno) Arg-1 u kultivisanim CD11b+ ¢elijama koje su magnetno izdvojene iz
suspenzija mononuklearnih Celija kicmene mozdine mladih pacova (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Budu¢i da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena za 3-
aktin, ekspresija gena za prikazane enzime je ,normalizovana” u odnosu na ekspresiju
ovog gena. Ekspresija iRNK za iNOS i Arg-1 kod muZjaka je izraZzavana u odnosu na
ekspresiju iRNK za odgovaraju¢i enzim kod Zenki + SEM (n = 6/pol). Prikazani su podaci iz

jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.1.4. Ispitivanje uticaja pola na fenotipske i funkcijske karakteristike
mononuklearnih ¢éelija koje su izolovane iz kicmene moZdine i drenirajuéeg
limfnog ¢vora mladih pacova u induktivnoj fazi bolesti

Imajuci u vidu podatke koji ukazuju na postojanje polnog dimorfizma u
parametrima neuroinflamacije u ki¢menoj mozdini mladih pacova kojima je
inokulisana singena kiCmena moZdina, nametnulo se pitanje da li ovaj polni
dimorfizam poti¢e od polnih razlika u imunskom odgovoru na periferiji ili se
uspostavlja na nivou ciljnog organa. Da bi se odgovorilo na ovo pitanje, analizirane
su fenotipske i funkcijske karakteristike CD4+ T-limfocita i mijeloidnih ¢elija koje
su u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz kicmene moZdine i drenirajuceg limfnog

¢vora mladih pacova.
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4.1.4.1. Polni dimorfizam u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama
mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz ki¢mene moZdine mladih pacova u
induktivnoj fazi bolesti
4.1.4.1.1. Veca zastupljenost CD134+ Celija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita i
njihova efikasnija reaktivacija u kicmenoj mozdini mladih muZjaka pacova u odnosu
na Zenke istog uzrasta

Ukupan broj mononuklearnih €elija koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki
i muZjaka mladih pacova se nije znacajno razlikovao u induktivnoj fazi EAE-a (Slika
20).
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Slika 20. Broj ukupnih mononuklearnih ¢elija koji je izolovan iz ki¢mene
mozZdine mladih pacova u induktivnoj fazi bolesti se ne razlikuje izmedu polova.
Histogram prikazuje ukupan broj mononuklearnih c¢elija koji je izolovan iz ki¢mene
mozdine Zenki i muzjaka mladih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.

Analizom ekspresije povrSinskih markera, pokazano je da su procentualna
zastupljenost CD4+ Celija u okviru T-limfocita (p < 0.05), kao i broj (p < 0.01) ovih
¢elija bili manji u kicmenoj mozdini mladih muZjaka pacova nego Zenki istog
uzrasta (Slika 21). Medutim, analiza ekspresije aktivacijskog markera CD134 je
pokazala da je procenat reaktivisanih, CD134+ celija bio veéi (p < 0.01) u okviru
subpopulacije CD4+ limfocita kod muZjaka u odnosu na Zenke mladih pacova (Slika
21). Sude¢i prema srednjem intenzitetu fluorescence, povrSinska gustina
ekspresije ovog molekula je takode bila veéa (p < 0.001) na CD134+ CD4+ T-

¢elijama muzjaka nego Zenki pacova (Slika 21). Medutim, manji (p < 0.05) broj
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CD134+ CD4+ T-celija je izolovan iz kicmene mozdine mladih muzjaka pacova nego

Zenki istog uzrasta (Slika 21).
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Slika 21. Procenat CD134+ ¢elija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita i povrSinska
gustina ekspresije CD134 molekula na tim c¢elijama su ve¢i u kicmenoj mozdini
mladih muZjaka pacova, ali je apsolutni broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita manji
nego kod Zenki u induktivnoj fazi bolesti. Donji protocno-citofluorometrijski tackasti
profili prikazuju ekspresiju molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima iz ki¢mene
mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. CD4+TCRaf+ limfociti su izdvojeni
(“gejtovani”) kao Sto je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) protocno-
citofluorometrijskim tackastim profilima. Procenat CD4+TCRaf+ limfocita i CD134+ Celija
u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom
profilu. Histogrami prikazuju (a) broj CD4+TCRaf+ limfocita, (b) broj
CD134+CD4+TCRaf+ limfocita i (c) srednji intenzitet fluorescence (MFI) za molekul
CD134 na CD4+TCRap+CD134+ limfocitima iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka mladih
pacova. MFI za molekul CD134 na CD4+TCRaf+CD134+ limfocitima za muZjake je
prikazivan u odnosu na MFI za ovaj molekul na odgovarajucim ¢elijama Zenki (vrednost 1).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz
jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. * p < 0.05; ** p

<0.01.
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Da bi se utvrdilo da li je manji broj CD4+ T-¢elija kod muZjaka odraZavao
manju transmigraciju ovih celija kroz hemato-spinalnu barijeru, analizirana je
ekspresija iRNK za hemokin CXCL12, za koji je pokazano da ima vaznu ulogu u
kontroli transmigracije CD4+ T-Celija kroz hemato-encefalnu/hemato-spinalnu
barijeru kod glodara (McCandless i sar., 2006; Miljkovi¢ i sar., 2011). Nadeno je da
je ekspresija iRNK za CXCL12 bila manja (p < 0.01) u tkivu kicmene mozdine

muzjaka nego Zenki pacova (Slika 22).

Slika 22. Ekspresija iRNK za CXCL12 je u

CXCL12
% 0.2, induktivnoj fazi bolesti manja u tkivu Ki¢mene
E‘z 0.0+—= mozdine mladih muZjaka pacova nego Zenki
é QZ_: -0.21 istog uzrasta. Histogram prikazuje ekspresiju iRNK
g 0.4 za CXCL12 u tkivu kicmene mozdine Zenki i muzjaka
% o6 p<BI])1 mladih pacova. Budu¢i da je pokazano da pol i
Zenke MuZjaci uzrast ne utiCu na ekspresiju gena za [-aktin,

ekspresija gena za CXCL12 je ,normalizovana” u
odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za
CXCL12 kod muzjaka je izrazavana u odnosu na
ekspresiju iRNK za CXCL12 kod Zenki + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva
nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati.

4.1.4.1.2. Veéa zastupljenost IL-17+ Celija, a manja zastupljenost IL-10+ Ccelija u
okviru populacije T-limfocita u kicmenoj moZdini mladih muZjaka pacova u odnosu
na Zenke istog uzrasta

Protoc¢no-citofluorometrjiska analiza je pokazala da je procentualna
zastupljenost IL-17+ Celija bila ve¢a (p < 0.001) u okviru populacije T-limfocita koji
su 7. d.p.i. izolovani iz kicmene moZdine muZjaka nego Zenki mladih pacova (Slika
23). Procenat IFN-y+ Celija u okviru populacije T-limfocita kicmene moZdine se nije
razlikovao izmedu polova (Slika 23). Broj cCelija koje sintetiSu IL-17 je, medutim,
bio manji kod muZjaka u ovoj fazi bolesti (p<0.05), kao i broj Celija koje sintetiSu

[FN-y (p<0.001) u poredenju sa Zenkama mladih pacova (Slika 23).
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Slika 23. Manji broj TCRaf+IL-17+ i TCRap+IFN-y+ ¢elija je izolovan u
induktivnoj fazi bolesti iz kicmene moZdine mladih muzjaka pacova nego Zenki
istog uzrasta. Tackasti protocno-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju (gornji)
IL-17 i (donji) IFN-y u okviru TCRaf+ limfocita iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno)
muzjaka mladih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h
restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenti IL-
17+ i IFN-y+ ¢elija u okviru TCRaf+ limfocita prikazani su na svakom protoc¢no-
citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju broj (gornji) TCRaf+IL-17+ i (donji)
TCRaf+IFN-y+ limfocita koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka mladih
pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci

iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. *** p <
0.001.
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Analizom T-limfocita koji su 7. d.p.i. izolovani iz kicmene moZdine muZjaka,
dobijeno je da je procentualna zastupljenost ¢elija koje eksprimiraju IL-10 manja
(p <0.01), kao i broj (p < 0.001) ovih ¢elija u odnosu na Zenke mladih pacova (Slika
24).
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Slika 24. Manji broj TCRaf+IL-10+ limfocita je izolovan u induktivnoj fazi
bolesti iz kicmene mozdine mladih muzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta.
Tackasti protocno-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf+
limfocita iz kiCmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZzjaka mladih pacova.
Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenat IL-10+ ¢elija u okviru
TCRaf+ limfocita prikazan je na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu.
Histogram prikazuje broj TCRaf+IL-10+ limfocita koji je izolovan iz kitmene moZdine
Zenki i muzjaka mladih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =

9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. ** p < 0.01.

4.1.4.1.3. Uticaj pola na koncentraciju IL-17, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
mononuklearnih Celija kicmene moZdine mladih pacova

Koncentracija IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija koje su
u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz ki¢mene moZdine mladih pacova i
restimulisane PMA-om i jonomicinom, se nije razlikovala izmedu polova, dok je

koncentracija IFN-y bila manja (p < 0.01) u ovim supernatantima muZjaka nego

Zenki pacova (Slika 25).
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Slika 25. U supernatantima kultura restimulisanih mononuklearnih ¢elija
kicmene mozdine mladih muzjaka pacova koncentracija IL-17 se ne razlikuje, a
koncentracija IFN-y je manja u odnosu na Zenke u induktivnoj fazi bolesti.
Histogrami prikazuju koncentracije (levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima kultura
mononuklearnih celija koje su izolovane iz kicmene mozdine Zenki i muZjaka mladih
pacova i restimulisane PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz

jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

U skladu sa manjim brojem T-limfocita koji eksprimiraju IL-10 kod muZjaka
pacova, u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine ovih
Zivotinja, posle restimulacije PMA-om i jonomicinom, koncentracija IL-10 je bila

manja (p < 0.01) u odnosu na Zenke mladih pacova (Slika 26).

Slika 26. Mononuklearne c¢elije koje su
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metode). Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz
jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.



4.1.4.1.4. Veéa ekspresija iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 i
Th1 limfocita u mononuklearnim Celijama kicmene moZdine mladih muZjaka pacova
u odnosu na Zenke istog uzrasta

U sledeem koraku, u sveZe izolovanim mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
mozdine mladih Zivotinja, analizirana je ekspresija gena za citokine koji imaju
vaznu ulogu u diferencijaciji Th17 i Th1 limfocita. Nadeno je da je ekspresija iRNK
za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 limfocita (IL-6, IL-1B i IL-
23/p19) (Veldhoen i sar., 2006, Stockinger i Veldhoen, 2007) vec¢a (p < 0.01) u
mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine muZjaka u odnosu na iste Celije Zenki
pacova (Slika 27). Ekspresija iRNK za TGF-f3, za koji se takode smatra da ucestvuje
u polarizaciji Th celija ka Th17 celijskoj liniji (Veldhoen i sar., 2006), se nije
znacajno razlikovala izmedu polova (Slika 27). Ekspresija iRNK za IL-12/p35,
citokina od najveCeg znacaja za diferencijaciju Th1 celija (Prochazkova i sar.,
2012), je takode bila veéa (p < 0.001) u mononuklearnim celijama ki¢mene

moZdine muZjaka nego u istim ¢elijama Zenki pacova (Slika 27).
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Slika 27. Ekspresija iRNK za citokine Kkoji su znacajni za diferencijaciju Th17 i
Th1 éelija u induktivnoj fazi bolesti je ve¢a u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene
mozdine mladih muzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Histogram prikazuje
ekspresiju iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 (IL-6, IL-1(, TGF-§, IL-
23/p19) i Thl (IL-12/p35) limfocita u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene mozdine Zenki i
muzjaka mladih pacova. Bududi da je pokazano da pol i uzrast ne uticu na ekspresiju gena
za [3-aktin, ekspresija gena za IL-6, IL-1f3, TGF-$, IL-23/p19 i IL-12/p35 je ,normalizovana”
u odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za IL-6, IL-1f3, TGF-§, IL-23/p19 i IL-
12/p35 kod muzjaka je izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za odgovarajudi citokin
kod Zenki + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta

u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.1.4.1.5. Veca zastupljenost CD45** ¢elija u okviru populacije CD11b+ Celija kicmene
moZdine mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Analiza ekspresije CD45 molekula na povrSini CD11b+ (celija kicmene
mozdine je pokazala da je zastupljenost CD45+* Celija, pre pojave prvih neuroloskih
znakova EAE-a, bila vec¢a (p < 0.001) u ki¢menoj mozdini muzjaka u odnosu na
zenke mladih pacova (Slika 28). Procentualna zastupljenost CD45/+ celija u
populaciji CD11b+ ¢elija je u ovoj fazi bolesti bila ve¢a kod muZjaka nego kod Zenki
pacova (p < 0.001) (Slika 28).

Pored toga, ekspresija iRNK za TNF-a (p < 0.01) i iNOS (p < 0.01) je takode
bila ve¢a u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine muzjaka, u poredenju sa

Zenkama mladih pacova (Slika 28).
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Slika 28. Zastupljenost CD45++ cCelija u populaciji CD11b+ ¢elija i ekspresija
iRNK za TNF-«a i iNOS u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene mozdine su veéi u
induktivnoj fazi bolesti kod muZjaka nego kod Zenki mladih pacova. Gustinski
protoc¢no-citofluorometrijski profili prikazuju povrsinsku ekspresiju molekula CD45 na
CD11b+ ¢elijama kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZzjaka mladih pacova. Procenti
CD45++ i CD45-/+ ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija su prikazani u svakom regionu (R). R1 =
CD45++ Celije; R2 = CD45/+ Celije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n =
9). Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za TNF-a i iNOS u mononuklearnim celijama
ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka mladih pacova. Bududi da je pokazano da pol i uzrast ne
utiCu na ekspresiju gena za (-aktin, ekspresija gena zaTNF-a i iNOS je ,normalizovana” u
odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS kod muZzjaka je
izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za TNF-a i iNOS kod Zenki + SEM (n = 9/pol).
Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati.
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4.1.4.2. Polni dimorfizam u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama
mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz drenirajuceg limfnog Cvora mladih
pacova u induktivnoj fazi bolesti
4.1.4.2.1. Manja procentualna zastupljenost CD134+ Celija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita drenirajuceg limfnog cvora mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke
istog uzrasta

Ukupan broj mononuklearnih ¢elija izdvojen iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora
muzjaka je bio veci (p < 0.05) u induktivnoj fazi EAE-a u odnosu na Zenke mladih

pacova (Slika 29).
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Slika 29. Vise ukupno mononuklearnih ¢elija je izolovano u induktivnoj fazi
bolesti iz drenirajuceg limfnog ¢vora muZzjaka nego Zenki mladih pacova. Histogram
prikazuje ukupan broj mononuklearnih ¢€elija koji je izolovan iz drenirajuc¢eg limfnog ¢vora
Zenki i muzjaka mladih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati.

U skladu sa prethodnim nalazom, broj CD4+ T-Celija koji je izolovan iz
drenirajuéeg limfnog ¢vora muzjaka je bio ve¢i (p < 0.05) nego kod Zenki pacova,
iako se procentualni udeo CD4+ T-limfocita u ukupnim mononuklearnim ¢elijama
nije razlikovao izmedu polova (Slika 30). Medutim, procenat CD4+ T-limfocita koji
su ispoljavali aktivacijski marker CD134 je bio manji (p < 0.001) kod muZzjaka nego
kod Zenki pacova (Slika 30). Broj ovih ¢elija koji je izolovan iz drenirajuceg limfnog

¢vora se nije razlikovao izmedu oba pola mladih pacova (Slika 30).
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Slika 30. ViSe CD4+TCRaf+ limfocita je izolovano u induktivnoj fazi bolesti iz
drenirajuceg limfnog ¢vora mladih muzjaka pacova, a procenat CD134+ celija u ovoj
subpopulaciji limfocita je manji nego kod Zenki istog uzrasta. Donji proto¢no-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju molekula CD134 na CD4+TCRaf+
limfocitima drenirajuceg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muZjaka mladih pacova.
CD4+TCRaf+ limfociti su izdvajani (“gejtovani”) kao Sto je prikazano na odgovaraju¢im
(gornjim) proto¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima. Procenat CD4+TCRof3+
limfocita i CD134+ Celija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je oznaCen na svakom protoc¢no-
citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju (gornji) broj CD4+TCRaf+ limfocita i
(donji) broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita koji je izolovan iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora
Zenki i muzjaka mladih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =

9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.
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Prethodni nalaz je nametnuo pitanje da li su polne razlike u procentualnoj
zastupljenosti aktivisanih, CD134+ celija u okviru CD4+ T-limfocita drenirajuceg
limfnog ¢vora mladih pacova, odraz polnih razlika u sposobnosti aktivacije ovih
¢elija na inokulaciju antigena singene kicmene mozdine. Da bi se odgovorilo na to
pitanje, ispitan je procenat CD134+ Celija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita
poplitealnog ¢vora neimunizovanih mladih pacova oba pola. Nadeno je da se on
nije znacajno razlikovao izmedu neimunizovanih Zenki i muZjaka pacova (Slika
31). Medutim, poredenjem nalaza kod neimuinizovanih i imunizovanih pacova,
indirektno se moze zakljuciti da je procentualni porast u zastupljenosti aktivisanih
CD4+ T-limfocita poplitealnog limfnog ¢vora bio manji (p < 0.001) kod muZjaka
(42,1 £ 2,48%) u odnosu na Zenke (100,0 * 3,87%) mladih pacova.

Neimunizovani pacovi
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Slika 31. Odsustvo polnog dimorfizma u procentu CD134+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+TCRaff+ limfocita poplitealnog limfnog ¢vora kod
neimunizovanih mladih pacova. Donji protocno-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju ekspresiju molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima poplitealnog limfnog
¢vora (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih neimunizovanih pacova. CD4+TCRaf+
limfociti su izdvajani (“gejtovani”) kao Sto je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim)
protoc¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima. Procenat CD134+ Ccelija u okviru
CD4+TCRaf+ limfocita je oznacen na svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu (n =

5/pol). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM.
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Imajuéi u vidu ulogu APC u aktivaciji CD4+ T-limfocita, analizirana je
zastupljenost CD11b+CD45RA- ¢elija, kojima pripadaju konvencionalne dendritske
Celije i makrofagi (Robinson i sar., 1986), u dreniraju¢em limfnom ¢voru mladih
Zivotinja. Nadeno je da je procenat ovih Celija bio znacajno manji (p < 0.01) medu
mononuklearnim Celijama koje su izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka

nego Zenki mladih pacova (Slika 32).
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Slika 32. Procentualna zastupljenost CD11b+CD45RA- ¢elija je manja u okviru
mononuklearnih ¢elija koje su u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz drenirajuceg
limfnog ¢vora mladih muZjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Protoc¢no-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju molekula CD45RA i CD11b na
mononuklearnim ¢elijama koje su izolovane iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i
(desno) muzjaka mladih pacova. Procenat CD11b+CD45RA- ¢elija je oznaCen na svakom
protoc¢no-citofluorimetrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. **p < 0.01.
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4.1.4.2.2. Manja in vitro proliferacija CD4+ limfocita drenirajuéeg limfnog ¢vora na
stimulaciju MBP-om kod mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Znaju¢i da aktivacija limfocita specificnim antigenima, u ovom slucaju
autoantigenima kicmene moZdine, po pravilu dovodi do njihove klonske
ekspanzije, ispitivano je postojanje polnog dimorfizma u proliferativnom odgovoru
CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora. U bazalnim uslovima, procenat CD4+
limfocita u aktivnim (S+G2/M) fazama celijskog ciklusa je bio manji (p < 0.01) u
kulturama mononuklearnih C¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora muZjaka, u
poredenju sa istim Celijskim kulturama Zenki pacova (Slika 33). Sli¢no, u kulturama
stimulisanim sa ConA ili MBP-om, procenat CD4+ limfocita u S+G2/M fazama
Celijskog ciklusa je bio manji (p < 0.001) kod muZjaka nego kod Zenki mladih
pacova (Slika 33).
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Slika 33. Proliferacija CD4+ limfocita u odgovoru na stimulaciju MBP-om je
manja u Kkulturama mononuklearnih ¢elija koje su u induktivnoj fazi bolesti
izolovane iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora mladih muZzjaka pacova nego Zenki istog
uzrasta. (A) Tackasti protolno-citofluorometrijski profili prikazuju strategiju za
izdvajanje (“gejtovanje”) CD4+ limfocita iz kultura mononuklearnih éelija drenirajuceg
limfnog ¢vora Zenki i muZjaka mladih pacova. (Panel B) Proto¢no-citofluorometrijski
histogrami prikazuju distribuciju CD4+ limfocita drenirajuc¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i
(desno) muzjaka mladih pacova, kultivisanih (a) samo u medijumu ili u prisustvu (b) ConA
i (c) MBP-a, po fazama C(elijskog ciklusa na osnovu bojenja fluorescentnom DNK-
vezuju¢om bojom7-AAD. Procenat Celija u aktivnim (S+G2/M) fazama celijskog ciklusa je
oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom histogramu. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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4.1.4.2.3. Polni diergizam u supresorskoj funkciji Treg Celija limfnog ¢vora mladih
pacova

Pokazano je da regulatorne CD4+ T-Celije mogu da suprimiraju proliferaciju
efektorskih CD4+ limfocita in vivo i in vitro (de la Rosa i sar., 2004; Reddy i sar.,
2005), kao i da polne razlike u supresorskom kapacitetu regulatornih celija mogu
da doprinose polnim razlikama u osetljivosti miSeva na indukciju EAE-a (Reddy i
sar., 2005). Imajuci u vidu prethodno izneto, u sledecem koraku je ispitivano da li
je manja in vitro proliferacija CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka
posledica polnih razlika u zastupljenosti i/ili supresorskoj funkciji regulatornih
CD4+ limfocita. Nadeno je da se procenat CD25+Foxp3+ Celija nije znacajno
razlikovao u okviru CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora mladih pacova oba
pola (Slika 34).
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Slika 34. Procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elija u subpopulaciji CD4+
limfocita dreniraju¢eg limfnog c¢vora se ne razlikuje kod mladih pacova u
induktivnoj fazi bolesti. Proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD25 i
Foxp3 bojenje CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muZzjaka
mladih pacova. Procenat CD25+Foxp3+ celija u okviru CD4+ limfocita je oznaCen na
svakom protocno-citofluorimetrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta

u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

Zatim je, u in vitro testu supresije proliferacije, ispitivan funkcijski kapacitet
Treg Celija limfnih ¢vorova. U kulturama u kojima je odnos Treg:Tef Celija bio 1:1,
supresija proliferacije je bila manja (p < 0.01) nego kod Zenki pacova (Slika 35).

Ova razlika nije uocena pri odnosu Treg:Tef 1:2 (Slika 35).
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Slika 35. U in vitro testu, supresija proliferacije je manja kod mladih muzjaka
pacova u kulturama u kojima je odnos Treg:Tef celija 1:1 u poredenju sa ovim
kulturama ¢elija ZenKi istog uzrasta. (Panel A) Treg i Tef Celije su magnetno izdvojene
iz suspenzije mononuklearnih ¢elija limfnih ¢vorova Zenki i muZzZjaka mladih pacova
(opisano u poglavlju Materijal i metode) i stimulisane anti-CD3 i anti-CD28 antitelima
tokom 72 h u odnosu Treg:Tef 0:1, 1:1 i 1:2. Procenat proliferiSu¢ih Tef éelija je odredivan
na osnovu dilucije fluorescentne boje CFSE (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Protoc¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju diluciju boje CFSE (a) nestimulisanih i
stimulisanih Tef ¢elija kultivisanih (b) bez ili u prisustvu Treg Celija u odnosu (c) Treg:Tef

1:1 i (d) Treg:Tef 1:2 kod (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Procenat
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proliferiSucih Tef €elija je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. (B)
Linijski grafikon prikazuje procenat supresije proliferacije Tef Celija u kulturama sa
razli¢itim odnosom broja Tef i Treg ¢elija. Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajnu
interakciju uticaja pola i Treg:Tef odnosa (F1,20) = 6.42; p<0.05). Bonferroni post hoc test je
koriS¢en za odredivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu polova i razli¢itih odnosa
Treg i Tef Celija. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6/pol). ** p < 0.01;

*#* p <0.001; Au odnosu na Zenke; 2 u odnosu na Treg:Tef 0:1; bu odnosu na Treg:Tef 1:1.

Imajuc¢i u vidu prethodni nalaz, odreden je i odnos broja reaktivisanih,
CD134+ CD4+ T-limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija u dreniraju¢em limfnom
¢voru i on je bio povoljniji (p < 0.001) kod muzjaka (2,9 * 0,14) nego kod Zenki (5,0
+0,12) pacova.
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Pored toga, budu¢i da je pokazano da u modelima autoimunske inflamacije
proinflamatorni citokini (IL-6 i TNF-a) inhibiSu supresorsku funkciju regulatornih
limfocita (Korn i sar., 2007; Schadenberg i sar., 2011), ispitana je sekrecija ovih
citokina u nestimulisanim kulturama mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog
¢vora mladih pacova. Nadeno je da je sekrecija IL-6 (p < 0.001) i TNF-a (p < 0.01)
bila manja u kulturama mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka

u odnosu na iste kulture Celija Zenki pacova (Slika 36).
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Slika 36. Koncentracija IL-6 i TNF-a je manja u supernatantima Kkultura
mononuklearnih ¢elija koje su u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz drenirajuceg
limfnog ¢vora mladih muZzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Histogrami prikazuju
koncentraciju (levo) IL-6 i (desno) TNF-a u supernatantima mononuklearnih celija koje
su izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muzjaka mladih pacova i kultivisane 72
h u bazalnim uslovima (opisano u poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.1.4.2.4. Manja zastupljenost IL-17+ i IFN-y+ Celija u okviru populacije T-limfocita
drenirajuéeg limfnog ¢vora mladih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta
U cilju sagledavanja doprinosa polnih razlika u funkcijskim karakteristikama
T-limfocita drenirajuc¢eg limfnog c¢vora za nastanak polnog dimorfizma koji je
prethodno opisan u citokinskom profilu ovih ¢elija kicmene moZdine, ispitivan je
citokinski profil T-limfocita koji su 7. d.p.i. izolovani iz drenirajuc¢eg limfnog ¢vora
mladih pacova. Procentualna zastupljenost IL-17+ i [FN-y+ ¢elija u populaciji T-
limfocita drenirajuc¢eg limfnog ¢vora muzjaka je bila manja (p < 0.001) u odnosu na

Zenke pacova (Slika 37).

Zenke TCRap+ Celije Muzjaci

10° 4.2+021% 10°] . 2.8+0.24%

T e
0 100 100100 107 0102 10t 10t 10°

17 —»

4.1+0.58% s . 2.120.18% @

Slika 37. U kulturama restimulisanih mononuklearnih ¢elija drenirajuceg
limfnog ¢vora mladih muzjaka pacova procentualna zastupljenost IL-17+ i IFN-y+
¢elija u populaciji TCRap+ limfocita je manja nego kod Zenki u induktivnoj fazi
bolesti. Proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju (levo) IL-17 i
(desno) IFN-y u okviru TCRaf3+ limfocita drenirajuc¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno)
muZjaka mladih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h
restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenti IL-
17+ i IFNy+ C(Celija u okviru TCRaf+ limfocita su oznaCeni na svakom protoc¢no-
citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.
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S druge strane, procentualna zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru populacije
T-limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora se nije znacajno razlikovala izmedu Zenki i

muzjaka mladih pacova (Slika 38).
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Slika 38. U kulturama restimulisanih mononuklearnih ¢elija drenirajuceg
limfnog ¢vora mladih pacova nije bilo polnog dimorfizma u zastupljenosti IL-10+
¢elija u populaciji TCRaf+ limfocita u induktivnoj fazi bolesti. Protocno-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf3+ limfocita
drenirajuceg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muzjaka mladih pacova. Unutaréelijska
ekspresija citokina odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano
u poglavlju Materijal i metode). Procenti IL-10+ ¢elija u okviru TCRaf+ limfocita su
oznaceni na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.1.4.2.5. Manja koncentracija IL-17, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
restimulisanih mononuklearnih Celija drenirajuc¢eg limfnog c¢vora mladih muZjaka
pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

U skladu sa nalazima iznetim u prethodnom poglavlju je bila i manja
koncentracija IL-17 (p < 0.001) i IFN-y (p < 0.001) u supernatantima kultivisanih
mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora muzjaka stimulisanih MBP-om i
sa ConA (Slika 39). Za razliku od IL-17, ¢ija je koncentracija bila slicna u
supernatantima nestimulisanih Celija Zenki i muZjaka mladih pacova, koncentracija
[FN-y je u bazalnim uslovima bila manja kod muZjaka nego kod Zenki pacova (Slika

39).
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Slika 39. Koncentracija IL-17 i IFN-y je manja u supernatantima MBP-om
stimulisanih kultura mononuklearnih €elija drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka
nego zenki mladih pacova u induktivnoj fazi bolesti. Histogrami prikazuju
koncentraciju (levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima mononuklearnih ¢elija koje su
izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muzjaka mladih pacova i kultivisane 72 h u
bazalnim uslovima ili u prisustvu ConA ili MBP-a (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajnu interakciju uticaja pola i stimulatora na
sekreciju IL-17 (F248) = 22.65; p<0.001) i IFN-y (F248) = 133.8; p<0.001). Bonferroni post
hoc test je koriS¢en za odredivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu polova. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost = SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva

nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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Koncentracija IL-10 je takode bila manja u supernatantima Kkultura
mononuklearnih ¢elija drenirajuéeg limfnog ¢vora muZzjaka, u prisustvu MBP-a (p <
0.001) i ConA (p <0.05), u poredenju sa istim kulturama ¢elija Zenki mladih pacova
(Slika 40). Koncentracija ovog citokina se nije razlikovala u supernatantima
nestimulisanih kultura mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i

muzjaka mladih pacova (Slika 40).
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Slika 40. Koncentracija IL-10 je manja u supernatantima MBP-om stimulisanih
kultura mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora muZzjaka nego Zenki
mladih pacova u induktivnoj fazi bolesti. Histogram prikazuje koncentraciju IL-10 u
supernatantima mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora
ZenKki i muzjaka mladih pacova i kultivisane 72 h u bazalnim uslovima ili u prisustvu ConA
ili MBP-a (opisano u poglavlju Materijal i metode). Dvofaktorska ANOVA je pokazala
znacajnu interakciju uticaja pola i stimulatora na sekreciju IL-10 (F248) = 144.1; p<0.001).
Bonferroni post hoc test je koris¢en za odredivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu
polova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci

iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.2. Polni dimorfizam u Klinickoj slici EAE-a i fenotipskim i funkcijskim
karakteristikama mononuklearnih ¢elija koje ucestvuju u patogenezi EAE-a kod
starih pacova

Imajuci u vidu polni dimorfizam u tezini klinicke slike EAE-a kod mladih
pacova, kao i polno dimorfni uticaj starenja na imunski odgovor (Caruso i sar.,
2013; Hirokawa i sar., 2013), u drugom delu istraZivanja koja su vezana za ovu
doktorsku disertaciju ispitivan je polni dimorfizam u klinickoj slici i patogenetskim
karakteristikama EAE-a koji je indukovan inokulacijom singene ki¢mene mozdine

starim pacovima.

4.2.1. Stari muZjaci pacova imaju manju incidencu EAE-a i laksu bolest u
odnosu na Zenke istog uzrasta

Stari pacovi oba pola pokazali su izrazito smanjenu osetljivost na indukciju
EAE-a i obolele Zivotinje su imale znatno blazu klinicku sliku u poredenju sa
mladim pacovima. Kao i kod mladih pacova, osetljivost starih muzjaka na indukciju
bolesti je bila manja u odnosu na Zenke istog uzrasta (Tabela 3). Medutim, za
razliku od mladih pacova, oboleli stari muzjaci su imali manji maksimalni znak
EAE-a i klinicku laksSu bolest (p < 0.05) od obolelih Zenki istog uzrasta (Slika 41,
Tabela 3).
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Slika 41. Stari muZjaci imaju manji maksimalni znak EAE-a u odnosu na Zenke
pacova. Linijski dijagram prikazuje klinicki tok EAE-a. Od 18 Zenki i 18 muZjaka
imunizovanih homogenatom singene kicmene moZdine, 9 Zivotinja svakog pola Zrtvovano
je na vrhuncu bolesti (strelica) za analiziranje kicmene moZdine. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM. Tackasti grafikon prikazuje maksimalni klini¢ki znak EAE-a kod

pacova oba pola (n=9/pol).
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Neuroloski znaci EAE-a su se kod starih pacova javili nesto kasnije u odnosu
na mlade pacove, ali je bolest takode bila akutnog, monofaznog toka i trajala je
krac¢e kod muzjaka (p < 0.05) nego kod Zenki pacova (Tabela 3). Posle 22. d.p.i,,

nijedna Zivotinja nije pokazivala neuroloske znake bolesti (Slika 41).

Tabela 3. Uticaj pola na klinicke parametre EAE-a kod starih pacova.

Srednji Indeks Trajanje
Pocetak
Pol Incidenca maksimalni tezine bolesti
bolestia
znakb bolestic (dani)d
. 6/18
Zenke 11,3 +0,21 1,4 + 0,37 0,9 £0,15 9,0+1,59
(33,3%)
3/18
MuZjaci 12,3+0,33 0,5 +0,00* 0,5 +0,00* 4,2 +0,33*
(16,7%)

a Dan posle imunizacije kada su pacovi ispoljili prve Kklinicke znake EAE-a; b suma
maksimalnih klini¢kih znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova sa
klinickim znacima EAE-a u grupi; ¢ suma kumulativnih klini¢kih skorova svih pacova u
eksperimentalnoj grupi/broj dana sa klinicki manifestnim EAE-om; d trajanje bolesti kod
pacova koji su ispitivani na klinicke znake EAE-a do oporavka (9 Zenki i muzjaka). Svi
podaci predstavljeni su kao srednja vrednost *# SEM iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. * p<0.05.

4.2.2. Ispitivanje uticaja pola na fenotipske i funkcijske karakteristike
mononuklearnh ¢elija koje su izolovane iz kicmene moZdine starih pacova na
vrhuncu bolesti

S obzirom na to da je pokazano da je smer polnog dimorfizma u teZini
klinicke slike EAE-a (laksi neuroloski deficit kod muzjaka nego kod Zenki), kod
starih pacova bio suprotan u odnosu na onaj koji je pokazan kod mladih pacova,
ispitivani su celijski i molekularni mehanizmi koji bi mogli da stoje u osnovi ovog

fenomena.
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4.2.2.1. Manje ukupno mononuklearnih ¢elija i manje CD134+ CD4+ T-limfocita je
izolovano iz kicmene moZdine starih muzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta

U skladu sa lakSom klinickom slikom EAE-a, manje (p < 0.001)
mononuklearnih ¢elija je izolovano iz kicmene moZdine starih muZjaka nego Zenki

istog uzrasta na vrhuncu bolesti (Slika 42).
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Slika 42. Manje ukupno mononuklearnih ¢elija je izolovano na vrhuncu bolesti
iz kicmene mozdine starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta.
Histogram prikazuje ukupan broj mononuklearnih c¢elija koji je izolovan iz ki¢mene
mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.

U izolovanim Ccelijskim suspenzijama, CD4+ T-limfociti su procentualno bili
manje zastupljeni (p < 0.01) i njhov broj je takode bio manji (p < 0.001) kod
muzjaka nego kod kod Zenki starih pacova (Slika 43). Procenat reaktivisanih,
CD134+ celija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita je takode bio manji (p <
0.001) kod muzjaka, kao i broj ovih celija (p < 0.001) u poredenju sa starim
Zenkama pacova (Slika 43).

Zastupljenost apoptoticnih, aneksin V+ Celija je bila vec¢a (p < 0.01) u okviru
CD4+ T-limfocita koji su izolovani iz kicmene mozdine muzjaka, u odnosu na Zenke

starih pacova (Slika 43).

106



Zenke Mujaci CD4+TCRap+

57.0 £1.53% 47.0 £ 1.28%

p<0.001

Zenke MuZjaci

Broj éelija (x 105)
il A . R

CD134+CD4+TCRo.B+

»
in

»
> i

—

1.5
p<0.001

0.0 -

mnCDAH;‘ w e DI A ’ Zenke MuZjaci

Broj éelija (x 105)
=

S
P I

B Zenke Mujaci
CD4+TCRO§B+ Celije
10

131+ 0.(78%@

8.2+0.53%

Annexin V

50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
FSC —>»

L

Slika 43. Manje CD4+TCRaf+ i CD134+CD4+TCRaf+ limfocita je izolovano na
vrhuncu bolesti iz kicmene mozdine starih muzjaka pacova, a procenat aneksin V+
¢elija je veci u subpopulaciji CD4+TCRaf+ limfocita nego kod Zenki istog uzrasta.
(Panel A) Donji protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju
molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno)
muZjaka starih pacova. CD4+TCRaf+ limfociti su izdvajani (“gejtovani”) kao Sto je
prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) proto¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima.
Procenat CD4+TCRaf+ limfocita i CD134+ c¢elija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je
oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju (gornji)
broj CD4+TCRaf+ limfocita i (donji) broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita koji je izolovan iz
kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. (B) Proto¢no-citofluorometrijski tackasti
profili prikazuju bojenje fluorescentnom bojom obelezenim aneksinom V CD4+TCRaf+
limfocita iz kicmene moZzdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova. Procenat
apoptoti¢nih (aneksin V+) ¢elija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je oznacen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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4.2.2.2. U ki¢menoj moZdini starih muZzjaka pacova zastupljenost CD25+Foxp3+
¢elija u okviru CD4+ limfocita je veta i odnos CD4+TCRaf+CD134+ i
CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija je povoljniji nego kod Zenki istog uzrasta

Imaju¢i u vidu ulogu regulatornih c¢elija u supresiji autoimunske
neuroinflamacije (McGeachy i sar., 2005), ispitivana je zastupljenost
CD4+CD25+Foxp3+ Treg cCelija kictmenoj moZdini starih pacova. Nadeno je da je
procenat CD25+Foxp3+ Celija bio veci (p < 0.001) u subpopulaciji CD4+ limfocita iz
kicmene moZdine starih muZjaka pacova (Slika 44). Medutim, buduéi da je
apsolutni broj CD4+ limfocita koji je izolovan iz kicmene mozdine starih muzjaka
bio manji nego kod Zenki, i apsolutni broj CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija je takode
bio manji (p < 0.01) kod muzjaka nego kod Zenki starih pacova (Slika 44).
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Slika 44. Procenat CD25+Foxp3+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita je vec¢i, a
broj CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija manji na vrhuncu bolesti u kicmenoj mozdini starih
muzjaka pacova nego ZenKki istog uzrasta. TacCkasti protoc¢no-citofluorometrijski profili
prikazuju CD25 i Foxp3 bojenje CD4+ limfocita iz kicmene moZdine (levo) Zenki i (desno)
muzjaka starih pacova. CD4+ limfociti su izdvajani (“gejtovani”) kao $to je prikazano na
odgovaraju¢im (gornjim) protocno-citofluorometrijskim histogramima. Procenat
CD25+Foxp3+ celija u okviru CD4+ limfocita je oznafen na svakom protocno-
citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj CD4+CD25+Foxp3+ Treg limfocita
koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muZzjaka starih pacova. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost # SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.

U skladu sa laksim neuroloskim deficitom kod starih muzjaka, odnos broja
reaktivisanih, CD134+ CD4+ T-limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg celija je bio
povoljniji (p < 0.01) kod muzZjaka (5,0 + 0,65) u poredenju sa odnosom broja ovih
¢elija kod Zivotinja Zenskog pola (9,2 + 0,80).
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4.2.2.3. Manja zastupljenost CD25+Foxp3+ celija u okviru subpopulacije CD8+
limfocita u ki¢menoj mozdini starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog
uzrasta

Slicno kao kod mladih Zivotinja, procentualna zastupljenost CD8+TCRaf3+
limfocita se nije statisticki razlikovala izmedu polova, ali je broj ovih celija bio
manji (p < 0.01) kod starih muZjaka pacova u poredenju sa Zenkama (Slika 45).
Analizom ispoljavanja specificnih antigena, utvrdeno je da je procenat
CD25+Foxp3+ celija u subpopulaciji CD8+ limfocita bio manji kod starih muZzjaka
pacova (p < 0.001), dok se procenat CD161+ Celija u okviru CD8+TCRaf+ limfocita

nije razlikovao u poredenju sa Zenkama istog uzrasta (Slika 45).
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Slika 45. Manji broj CD8+TCRap+ limfocita je izolovan na vrhuncu bolesti iz
kicmene moZdine starih muZjaka pacova i procenat CD25+Foxp3+ celija u
subpopulaciji CD8+ limfocita je manji nego kod Zenki istog uzrasta. (Panel A)
Proto¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju ekspresiju molekula CD161 na
CD8+TCRaf+ limfocitima iz kicmene moZdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih
pacova. Sivi histogrami predstavljaju izotipsku kontrolu. CD8+TCRof+ limfociti su
izdvajani (,gejtovani“) kao Sto je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) protocno-
citofluorometrijskim tac¢kastim profilima. Procenat CD161+ ¢elija u okviru CD8+TCRaf+
limfocita je oznafen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogram
prikazuje broj CD8+TCRaf+ celija koji je izolovan iz kicmene moZdine Zenki i muzjaka
starih pacova. (B) Tackasti protocno-citofluorometrijski profili prikazuju CD25 i Foxp3
bojenje CD8+ limfocita iz kicmene moZdine (levo) Zenki i (desno) muZjaka starih pacova.
Procenat CD25+Foxp3+ ¢elija u okviru CD8+ limfocita je oznacen na svakom protocno-
citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.
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4.2.2.4. Mononuklearne ¢elije kicmene moZdine starih muzjaka eksprimiraju manje
IL-17, IFN-y i IL-10 u odnosu na odgovarajuce Celije Zenki pacova istog uzrasta
Imajuci u vidu da je kod mladih Zivotinja polni dimorfizam u teZini EAE-a
korelirao sa polnim razlikama u zastupljenosti Th17 Celija, ispitivano je postojanje
polnog dimorfizma u ekspresiji patogenih citokina i u T-limfocitima ki¢mene

mozdine starih pacova.

4.2.2.4.1. Manja zastupljenost IL-17+ Celija u okviru populacije T-limfocita i manja
zastupljenost IL-17+IFN-y+ Celija u okviru Th17 limfocita u kicmenoj moZdini starih
muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Dobijeni rezultati pokazali su da su procenat IL-17+ ¢elija (p < 0.001), u
okviru populacije T-limfocita iz kictmene mozdine starih muzjaka, kao i njihov broj
(p < 0.001), bili manji nego kod Zenki istog uzrasta (Slika 46). U okviru IL-17+
subpopulacije T-limfocita, zastupljenost Celija sa izrazito patogenim, IL-17+IFN-y+
fenotipom je takode bila manja (p < 0.001) kod muZzjaka u odnosu na Zenke starih
pacova (Slika 46). Procentualna zastupljenost Celija sa IL-17+IL-10+ fenotipom se
nije znacajno razlikovala u okviru IL-17+ T-limfocita Zenki i muzjaka starih pacova
(Slika 46). Analiza povrSinske ekspresije antigena CD8 na TCRaf+IL-17+¢elijama
iz kicmene moZdine starih pacova je pokazala da su, kao i kod mladih Zivotinja, ove

Celije uglavnom imale fenotip Th17 limfocita (Slika 46).
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Slika 46. U kulturama restimulisanih mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine
starih muzjaka pacova procenat IL-17+ ¢elija u populaciji TCRap+ limfocita i IL-
17+IFN-y+ €elija u okviru Th17 limfocita je manji na vrhuncu bolesti nego kod Zenki
istog wuzrasta. (Panel A) Tackasti protocno-citofluorometrijski profili prikazuju
ekspresiju IL-17 u okviru TCRaf+ limfocita iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno)
muZjaka starih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h
restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenat
[L-17+ ¢elija u okviru TCRoaf+ limfocita je oznaten na svakom protoc¢no-
citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj TCRoaf+IL-17+ Ccelija koji je
izolovan iz kitmene moZdine Zenki i muzjaka starih pacova. (Umetak) Protocno-
citofluorometrijski histogrami prikazuju povrsinsku ekspresiju molekula CD8 na
TCRaf+IL-17+ limfocitima iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih
pacova. Procenat CD8+ celija u okviru TCRaf3+IL-17+ limfocita je oznalen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. (Panel B) Tackasti proto¢no-citofluorometrijski
profili prikazuju ekspresiju IFN-y u okviru TCRaf+IL-17+ ¢elija iz kicmene mozdine Zenki
i muZjaka starih pacova. Procenat IL-17+IFN-y+ €elija u okviru TCRaf+IL-17+ limfocita je

oznaten na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. (C) Tackasti protocno-
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citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf+IL-17+ limfocita iz
kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. Procenat IL-17+IL-10+ ¢elija u okviru
TCRaf+IL-17+ limfocita je oznafen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz
jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01; ***

p <0.001.

U skladu sa nalazom manje zastupljenosti IL-17+IFN-y+ celija u okviru
subpopulacije Th17 limfocita kos starih muZjaka pacova je bila i manja (p < 0.001)
ekspresija gena za GM-CSF u mononuklearnim ¢éelijama kicmene moZdine muZjaka

nego Zenki starih pacova (Slika 47).
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Slika 47. Ekspresija iRNK za GM-CSF je manja na vrhuncu bolesti u
mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine starih muZjaka pacova nego Zenki
istog uzrasta. Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za GM-CSF u mononuklearnim
¢elijama ki¢mene mozdine zenki i muZzjaka starih pacova. Budu¢i da je pokazano da pol i
uzrast ne utiCu na ekspresiju gena za [(-aktin, ekspresija gena za GM-CSF je
ynormalizovana” u odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za GM-CSF kod
muzjaka je izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za GM-CSF kod Zenki + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati.
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4.2.2.4.2. Manja zastupljenost IFN-y+ Celija u okviru populacije T-limfocita u
ki¢menoj moZdini starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Kao i kod mladih Zivotinja, zastupljenost IFN-y+ Celija je bila manja (p < 0.01)
u okviru populacije T-limfocita u kicmenoj mozdini muzjaka starih pacova (Slika
48). Takode, manji broj (p < 0.001) IFN-y+ T-Celija je izolovan iz kicmene moZdine
starih muZjaka u odnosu na Zenke pacova (Slika 48). Analiza fenotipa IFN-y+ T-
¢elija je, slicno kao i kod mladih pacova, pokazala da su u najvecem procentu ove

Celije imale fenotip Th1 limfocita (Slika 48).
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Slika 48. Manja procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija u populaciji TCRaf+
limfocita u kulturama resimulisanih mononuklearnih ¢€elija i manji broj ovih ¢elija u
ki¢émenoj moZzdini starih muzjaka nego Zenki na vrhuncu bolesti. Tackasti proto¢no-
citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IFN-y u TCRaf3+ limfocitima iz ki¢mene
mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina
odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenat IFN-y+ ¢elija u okviru TCRaf+ limfocita je oznafen na
svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. (Umetak) Protocno-citofluorometrijski
histogrami prikazuju povrsinsku ekspresiju molekula CD8 na TCRaf3+IFN-y+ limfocitima
iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZzjaka starih pacova. Procenat CD8+ ¢elija u
okviru TCRaf+IFN-y+ limfocita je oznacen na svakom proto¢no-citofluorometrijskom
profilu. Histogram prikazuje broj TCRaf+IFN-y+ limfocita koji je izolovan iz ki¢mene
mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01.
115



[z iznetih podataka sledi da je odnos broja Th17 i Thl celija u ki¢cmenoj
moZdini teZe obolelih Zenki (0,29 + 0,015) bio vise (p < 0.05) pomeren na stranu
Th17 limfocita, u poredenju sa odnosom broja ovih ¢elija kod muZjaka (0,24 *

0,010) istog uzrasta.

4.2.2.4.3. Manja zastupljenost IL-10+ Celija u okviru populacije T-limfocita u kicmenoj
moZdini starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Procentualna zastupljenost IL-10+ celija u okviru TCRof+ limfocita
infiltriranih u kicmenu moZdinu starih pacova se nije statisticki razlikovala izmedu
polova (Slika 49). Medutim, manji (p < 0.001) broj ovih celija je izolovan iz
kicmene moZdine starih muZjaka u poredenju sa Zenkama pacova (Slika 49).
Ispitivanje povrSinske ekspresije CD8 antigena na TCRof+IL-10+ Ccelijama je

pokazalo da je najveci procenat ovih Celija bio CD4+ (Slika 49).
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Slika 49. Manji broj TCRaf+IL-10+ ¢elija je izolovan na vrhuncu bolesti iz
ki¢cmene moZdine starih muzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Tackasti protocno-
citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf+ limfocita iz ki¢cmene
mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina
odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenat IL-10+ celija u okviru TCRaf+ limfocita je oznaCen na
svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Histogram prikazuje broj TCRap+IL-10+
limfocita koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. (Umetak)
Protoc¢no-citofluorometrijski histogrami prikazuju povrsinsku ekspresiju molekula CD8 na
TCRaf+IL-10+ limfocitima iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZjaka starih
pacova. Procenat CD8+ c¢elija u okviru TCRaf3+IL-10+ limfocita je oznaCen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.

4.2.2.4.4. Uticaj pola na koncentraciju IL-17, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
mononuklearnih Celija kicmene moZdine starih pacova

Posle kratkotrajne restimulacije mononuklearnih celija ki¢émene moZdine
PMA-om i jonomicinom, koncentracije IL-17 (p < 0.001) i IFN-y (p < 0.01)
izmerene u supernatantima ovih ¢€elijskih kultura su bile manje kod starih muzjaka

nego kod Zenki pacova (Slika 50).
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Slika 50. Mononuklearne celije izolovane na vrhuncu bolesti iz ki¢cmene
moZdine starih muzjaka pacova sekretuju manje IL-17 i IFN-y posle restimulacije in
vitro nego odgovarujuce ¢elije Zenki istog uzrasta. Histogrami prikazuju koncentracije
(levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija koje su
izolovane iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova i restimulisane PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednje

vrednosti = SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta

u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

U supernatantima kultura mononuklearnih c¢elija koje su izolovane iz
kicmene moZdine starih muzjaka je izmerena manja (p < 0.001) koncentracija IL-

10 u odnosu na odgovarajuce supernatante Zenki pacova (Slika 51).
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Slika 51. Mononuklearne celije izolovane na vrhuncu bolesti iz kicmene
moZdine starih muzjaka pacova sekretuju manje IL-10 posle restimulacije in vitro
nego odgovarujuce celije Zenki istog uzrasta. Histogram prikazuje koncentraciju IL-10
u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz kicmene moZdine
zenki i muzjaka starih pacova i restimulisane PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 9/pol).

Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati.
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4.2.2.4.5. Mononuklearne C(elije kicmene moZdine starih muZjaka pacova
eksprimiraju manje citokina koji su znacajni za diferencijaciju Th17 i Th1 Celija u
odnosu na Zenke istog uzrasta

U slede¢em koraku je ispitivana ekspresija citokina u mononuklearnim
Celijama ki¢mene moZdine starih Zivotinja, koji uticu na fenotip Th celija na
vrhuncu bolesti. Analiza sveZe izolovanih mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine
je pokazala da je ekspresija iRNK za: IL-6 (p < 0.001), IL-1B (p < 0.01) i IL-23/p19
(p < 0.001), citokina za koje je ranije pomenuto da su vazni za diferencijaciju i
odrzavanje fenotipa Th17 Ccelija, bila manja u Ccelijama muzjaka nego u
odgovaraju¢im cCelijama Zenki pacova (Slika 52). Ekspresija iRNK za IL-27/p28,
citokina koji pomaze diferencijaciju Th1 ¢elija (Fitzgerald i sar., 2007) i recipro¢no
inhibiSe diferencijaciju Th17 ¢elija (Stumhofer i sar., 2006), je bila ve¢a (p < 0.001)
u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine starih muZjaka pacova u odnosu na
Zenke (Slika 52). Ekspresija iRNK za IL-12/p35, glavnog citokina za polarizaciju Th
¢elija u Th1 smeru (Prochazkova i sar., 2012), je bila manja (p < 0.01) (Slika 52),
dok je ekspresija iRNK za TGF-f3, za koji je pokazano da suprimira transkripcioni
faktor T-bet (Lee i sar., 2009), bila veca (p < 0.001) kod muzZjaka u odnosu na Zenke
pacova (Slika 52).

119



1L-6 IL-1B TGF-B IL-23/p19 IL-12/p35IL-27/p28

0.4+ p<0.001

=
T 02 p<0.001
) T
-0.0 ==
P = E
= %021
E o
2 0.4- <0.01
< 0.4 p<001 P
3 06 p<0.001
= 0.001
p<0.
-0.8-

— Zenke B Muzjaci

Slika 52. Ekspresija iRNK za citokine Kkoji su znacajni za polarizaciju Th17 i
Th1 ¢Celija je manja u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine starih muzjaka
pacova nego Zenki na vrhuncu bolesti. Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za citokine
koji su znacajni za diferencijaciju Th17 (IL-6, IL-1, TGF-$, IL-23/p19) i Th1 (IL-12/p35,
IL-27 /p28) limfocita u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZzdine Zenki i muzjaka starih
pacova. Buduéi da je pokazano da pol i uzrast ne uticu na ekspresiju gena za (-aktin,
ekspresija gena za prikazane citokine je ,normalizovana” u odnosu na ekspresiju ovog
gena. Ekspresija iRNK za IL-6, IL-1, TGF-3, IL-23/p19, IL-12/p35, IL-27 /p28 kod muZjaka
je izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za odgovarajuce citokine kod Zenki + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati.

4.2.2.5. Polne razlike u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama CD11b+ celija
kicmene moZdine starih pacova

Prema nivou povrsinske ekspresije molekula CD45 na CD11b+ Celijama koje
su izolovane iz kicmene moZdine starih pacova, razdvojene su tri frakcije ovih
celija: (i) CD45** (Celije, koje fenotipski u najvecoj meri odgovaraju celijama
monocitnog porekla (inflamatorni makrofagi i dendritske celije) koje perifernom
krvlju dolaze u kicmenu mozdinu (Croxford i sar., 2015b); (ii) CD45* celije, koje
odgovaraju aktivisanim celijama mikroglije (Zhang i sar., 2002; Almolda i sar.,
2009) i (iii) CD45- celije neaktivisane, ,miruju¢e” mikroglije (Zhang i sar., 2002;
Almolda i sar., 2009).

Nadeno je da je procentualna zastupljenost CD45** ¢elija u okviru populacije
CD11b+ celija kicmene mozdine starih pacova oba pola bila vrlo mala i da se

statisticki nije razlikovala izmedu polova (Slika 53). Medutim, zastupljenost

120



subpopulacije CD45* ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija je bila manja (p < 0.01), dok je
zastupljenost CD45- ¢elija bila ve¢a (p < 0.01) kod muzjaka nego kod Zenki starih
pacova (Slika 53).

U prilog manjoj aktivaciji CD11b+ celija kicmene moZdine starih muzZjaka
pacova je bila i manja (p < 0.05) povrSinska gustina ekspresije (sudeci prema
izmerenim MFI vrednostima) CD45 molekula na njihovim CD11b+CD45** i
CD11b+CD45* ¢elijama (Slika 53). Sli¢no, i MFI za CD11b molekul je bio manji na
CD11b+CD45** (p <0.01) i CD11b+CD45* (p < 0.001) ¢elijama muZjaka nego Zenki
starih pacova (Slika 53).

A B a  coubcpsstiije b cpubcpast Celije
L oyes 15
CD11b+ éelije 15
Zenke Muzjaci
0t w0t g 10 p<0.05 10 p<0.05
= =
3 3 % b4
0 R1 K 108 R1 E 05 a 05
10 RZ’ 1] IR2 |
0.0t O piac]
W 0 R3 o] R3 C Zenke MuZjaci enke MuZjaci
-
[=]
O R s R i e r- X a  cpubepds idije D CDIbCDAS’ celije
W w0 0w
L "co1ib —> 15 15
R1| 7.1£0.26% 6.8+0.24% = E 10
ERE ERS
R2 | 56.7+ 2.18% 44.3£2.08%" 2 oot 2 pevant
a a
R3|35.0+ 1.92% 48.5+£2.01%* Cos C s
0.0 0.0-%
Zenke MuZjaci Zenke MuZjaci

Slika 53. Procentualna zastupljenost CD45+ ¢elija je manja, a CD45- Celija veca
u okviru populacije CD11b+ ¢elija kicmene moZdine starih muZjaka pacova nego
Zenki na vrhuncu bolesti. (A) Gustinski protoc¢no-citofluorometrijski profili prikazuju
ekspresiju molekula CD45 na CD11b+ ¢elijama kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno)
muzjaka starih pacova. Procenti CD45+, CD45+ i CD45- Celija u okviru CD11b+ celija su
prikazani u svakom regionu (R). R1 = CD45+ €elije, R2 = CD45*i R3 = CD45- ¢elije. (Panel
B) Histogrami prikazuju srednji intenzitet fluorescence (MFI) za molekul CD45 na (a)
CD11b+CD45** i (b) CD11b+CD45+ Celijama kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih
pacova. (Panel C) Histogrami prikazuju MFI za molekul CD11b na (a) CD11b+CD45+ i (b)
CD11b+CD45+ ¢elijama kicmene moZdine Zenki i muzjaka starih pacova. MFI za molekule
CD45 i CD11b na CD11b+CD45+ i CD11b+CD45* celijama za muzjake je prikazivan u

odnosu na MFI za ove molekule na odgovaraju¢im ¢elijama Zenki (vrednost 1). Rezultati su
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prikazani kao srednje vrednosti # SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva
nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01.

Imaju¢i u vidu fenotipsku i funkcijsku heterogenost aktivisanih celija
mikroglije, ispitivana je zastupljenost celija koje ispoljavaju CD4 molekul na
njihovoj povrsini i za koje je ranije pomenuto da imaju imunoregulatorna svojstva.
Nadeno je da je procenat CD4+ ¢elija u okviru subpopulacije CD11b+CD45+ celija
kicmene mozdine muZzjaka bio veéi (p < 0.05) nego kod Zenki starih pacova (Slika

54).
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Slika 54. Procentualna zastupljenost CD4+ ¢elija je veéa u subpopulaciji
CD11b+CD45+ ¢elija kicmene moZdine starih muZjaka pacova nego Zenki na
vrhuncu bolesti. Gustinski proto¢no-citofluorimetrijski profili prikazuju ekspresiju CD4
molekula na CD11b+CD45+ ¢elijama kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muZzjaka
starih pacova. Procenat CD4+ Celija u okviru CD11b+CD45+ ¢elija oznacen je na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.* p < 0.05.
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4.2.2.6. Manja ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS u mononuklearnim ¢elijama
ki¢mene moZdine starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Analiza sveZe izolovanih mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine je pokazala
da je ekspresija iRNK za TNF-a (p < 0.001), kao i za enzim iNOS (p < 0.01) bila
manja u ovim ¢elijama muzjaka nego Zenki starih pacova (Slika 55). S druge strane,
ekspresija iRNK za enzim Arg-1 je bila ve¢a (p < 0.001) u mononuklearnim

Celijama kicmene moZdine muzjaka u odnosu na Zenke starih pacova (Slika 55).
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Slika 55. Ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS je manja, a ekspresija iRNK za Arg-1
ve¢a u mononuklearnim c¢elijama ki¢cmene mozdine starih muzjaka pacova nego
Zenki na vrhuncu bolesti. Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za (levo) TNF-a i iNOS i
(desno) Arg-1 u mononuklearnim celijama kicmene mozdine Zenki i muZzjaka starih
pacova. Buduéi da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena za (3-aktin,
ekspresija gena za prikazane citokine je ,normalizovana” u odnosu na ekspresiju ovog
gena. Ekspresija iRNK za TNF-q, iNOS i Arg-1 kod muzjaka je izrazavana u odnosu na
ekspresiju iRNK za odgovaraju¢i citokin i enzim kod Zenki + SEM (n = 9/pol). Prikazani su

podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.2.3. Ispitivanje uticaja pola na fenotipske i funkcijske karakteristike
mononuklearnih ¢éelija koje su izolovane iz kicmene moZdine i drenirajuéeg
limfnog ¢vora starih pacova u induktivnoj fazi bolesti

Budu¢i da je polni dimorfizam u tezini klinicke slike EAE-a pokazan i kod
starih pacova, analizirane su fenotipske i funkcijske karakteristike CD4+ T-
limfocita i mijeloidnih ¢elija koje su 7. d.p.i. izolovane iz njihove ki¢mene mozdine i
drenirajuéeg limfnog ¢vora, kako bi se ispitala uloga ciljnog organa u oblikovanju

polnog dimorfizma u klinickim manifestacijama EAE-a kod ovih Zivotinja.
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4.2.3.1. Polni dimorfizam u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama
mononuklearnih celija koje su izolovane iz kicmene moZdine starih pacova u
induktivnoj fazi bolesti
4.2.3.1.1. Manja zastupljenost CD134+ Ccelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita u
ki¢menoj moZdini starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Apsolutni broj mononuklearnih ¢elija koji je izolovan u induktivnoj fazi EAE-a
iz kicmene moZdine starih muzjaka pacova je bio manji (p < 0.001) nego kod Zenki

istog uzrasta (Slika 56).
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Slika 56. Manje mononuklearnih ¢elija je izolovano u induktivnoj fazi bolesti
iz kicmene moZdine starih muZjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Histogram
prikazuje ukupan broj mononuklearnih ¢elija koji je izolovan iz ki¢mene moZdine Zenki i
muZjaka starih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol).
Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati.

Medu izolovanim mononuklearnim c¢elijama, procentualna zastupljenost
CD4+ T-limfocita (p < 0.01), kao i broj (p < 0.001) ovih ¢elija su bili manji kod
muzjaka nego kod Zenki starih pacova (Slika 57). Analizom povrSinske ekspresije
CD134 molekula na CD4+ T-limfocitima, nadeno je da pribliZno isti procenat ovih
Celija eksprimira taj aktivacijski marker kod oba pola starih pacova (Slika 57).
Medutim, broj reaktivisanih, CD134+ CD4+ T-Celija u ki¢menoj moZdini starih
muzjaka pacova je i u ovoj, ranoj fazi bolesti bio manji (p < 0.01) u poredenju sa
Zenkama istog uzrasta (Slika 57). Sudeéi prema MFI, gustina povrsSinske ekspresije
molekula CD134 je takode bila manja (p < 0.001) na CD4+ T-¢elijama muzjaka nego

na tim ¢elijama Zenki starih pacova (Slika 57).
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Slika 57. Manje CD4+TCRap+ i CD134+ CD4+TCRaf+ limfocita je izolovano iz
kicmene mozdine starih muzjaka pacova i povrsinska gustina ekspresije CD134
molekula na CD4+TCRaf+ limfocitima je manja nego na istim ¢elijama Zenki u
induktivnoj fazi bolesti. Donji protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju
ekspresiju molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima iz kicmene mozdine (levo) Zenki i
(desno) muzjaka starih pacova. CD4+TCRaf+ limfociti su izdvojeni (“gejtovani”) kao $to je
prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) proto¢no-citofluorometrijskim tackastim profilima.
Procenat CD4+TCRaf+ limfocita i CD134+ celija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je
oznacen na svakom protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju (a) broj
CD4+TCRaf+ limfocita, (b) broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita i (c) srednji intenzitet
fluorescence (MFI) za molekul CD134 na CD4+TCRoaf+CD134+ limfocitima iz ki¢mene
mozdine Zenki i muZjaka starih pacova. MFI za CD134 molekul na CD4+TCRaf+CD134+
limfocitima za muzjake je prikazivan u odnosu na MFI za ovaj molekul na odgovarajué¢im
¢elijama Zenki (vrednost 1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol).
Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni

rezultati. ** p < 0.01.
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U slede¢em koraku ispitivana je ekspresija iRNK za hemokin CXCL12 u tkivu
kicmene mozdine, kako bi se utvrdilo da li je polni dimorfizam u broju CD4+ T-
Celija posledica polno dimorfne ekspresije ovog hemokina u kicmenoj mozdini
starih pacova. Medutim, iako je ekspresija iRNK za CXCL12 bila manja u tkivu

muzjaka nego Zenki starih pacova, razlika nije bila statisticki znacajna (Slika 58)

CXCL12

0.14
-0.14
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-0.3-
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Slika 58. Ekspresija iRNK za CXCL12 u tkivu kicmene mozdine Zenki i muzjaka
starih pacova se ne razlikuje u induktivnoj fazi bolesti. Histogram prikazuje ekspresiju
iRNK za CXCL12 u tkivu ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova. Buduéi da je
pokazano da pol i uzrast ne uticu na ekspresiju gena za (-aktin, ekspresija gena za CXCL12
je ,normalizovana” u odnosu na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za CXCL12 kod
muzjaka je izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za CXCL12 kod Zenki + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati.

4.2.3.1.2. Manje Th17, Thl i IL-10+ Th Celija u kicmenoj moZdini starih muZjaka
pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

[spitivanje procentualne zastupljenosti Celija koje sintetiSu IL-17 u okviru
populacije T-limfocita iz kicmene moZdine starih pacova je pokazalo da se ona nije
razlikovala izmedu polova u ovoj fazi bolesti (Slika 59). S druge strane,
procentualna zastupljenost Celija koje sintetiSu IFN-y je bila manja (p < 0.01) u
okviru populacije T-Celija iz kicmene moZdine muzjaka (Slika 59). Medutim,
apsolutni broj T-¢elija koje eksprimiraju IL-17 i IFN-y je bio manji (p<0.001) u

ki¢menoj mozdini muzjaka nego Zenki starih Zivotinja (Slika 59).
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Slika 59. Manje TCRaB+IL-17+ i TCRaB+IFN-y+ celija je izolovano iz kicmene
moZdine starih muzjaka pacova nego Zenki u induktivnoj fazi bolesti. Tackasti
protocno-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju (gornji) IL-17 i (donji) IFN-y u
okviru TCRap+ limfocita iz kicmene mozdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova.
Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h stimulacije PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenti IL-17+ i IFN-y+ ¢elija u
okviru TCRaf+ limfocita oznaceni su na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu.
Histogrami prikazuju broj (gornji) TCRaf3+IL-17+ i (donji) TCRap+IFN-y+ ¢elija koji je
izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muZjaka starih pacova. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ** p < 0.01.

Procentualna zastupljenost subpopulacije T-limfocita koji eksprimiraju IL-10
se takode nije znacajno razlikovala izmedu oba pola starih Zivotinja u ranoj fazi
bolesti (Slika 60). Medutim, manji (p<0.001) broj ovih cCelija je izolovan iz kicmene

mozdine muZjaka nego Zenki starih pacova (Slika 60).
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Slika 60. Manje TCRaf+IL-10+celija je izolovano iz kicmene moZzdine starih
muzjaka pacova nego Zenki u induktivnoj fazi bolesti. Reprezentativni tacCkasti
protoc¢no-citofluorometrijski profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf3+ limfocita
iz ki¢mene moZdine (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova. Unutaréelijska
ekspresija citokina odredivana je posle 4 h stimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u
poglavlju Materijal i metode). Procenat IL-10+ ¢elija u okviru TCRaf+ limfocita prikazan je
na svakom protocno-citofluorimetrijskom profilu. Histogram prikazuje broj IL-
10+TCRaf+ celija koji je izolovan iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz

jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.2.3.1.3. Manja koncentracija IL-17, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
mononuklearnih Celija kicmene moZdine starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke
istog uzrasta

U saglasnosti sa manjim brojem Th17 i Th1 ¢elija u kicmenoj moZdini starih
muzjaka, koncentracije IL-17 (p < 0.001) i IFN-y (p < 0.05) su bile manje u
supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine ovih pacova, u

odnosu na Zenke istog uzrasta (Slika 61).

128



IL-17 IFN-y

100 150

<0.05
80 p<0.001 P

60

pg/ml
pg/ml

40
20

Zenke MuZjaci Zenke MuZjaci

Slika 61. Mononuklearne celije koje su u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz
kicmene moZdine starih muzjaka pacova sekretuju manje IL-17 i IFN-y posle
restimulacije in vitro nego odgovarujuce celije Zenki istog uzrasta. Histogrami
prikazuju koncentraciju (levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima Kkultura
mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz kicmene moZdine Zenki i muZjaka starih pacova
i restimulisane PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva

nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
Sli¢no, i koncentracija IL-10 je bila manja (p < 0.01) u supernatantima kultura

mononuklearnih Celija kicmene moZdine starih muzjaka, nego u supernatantima

istih kultura ¢elija Zenki pacova (Slika 62).

Slika 62. Mononuklearne ¢elije koje su u

IL-10 induktivnoj fazi bolesti izolovane iz KkiCmene
25 moZdine starih muZjaka pacova sekretuju manje
201 IL-10 posle restimulacije in vitro nego
15 p<0.01

odgovarujuce celije ZenKi istog uzrasta. Histogram
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kicmene mozdine Zenki i muzjaka starih pacova i
restimulisane PMA-om i jonomicinom (opisano u
poglavlju Materijal i metode). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti + SEM (n = 9/pol). Prikazani su
podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u

kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.2.3.1.4. Manja ekspresija iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 i
Th1 limfocita u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZdine starih muZjaka pacova u
odnosu na Zenke istog uzrasta

U skladu sa manjim procentom Th17 limfocita u kicmenoj mozdini muzZjaka
starih pacova je bila i manja ekspresija iRNK za IL-6 (p < 0.001), IL-1f (p < 0.05) i
IL-23/p19 (p < 0.05) u mononuklearnim celijama kicmene moZdine muZjaka u
odnosu na odgovarajuce celije Zenki pacova (Slika 63). Ekspresija iRNK za IL-
12/p35 je takode bila manja (p < 0.05) u mononuklearnim celijama koje su
izolovane iz kicmene moZdine starih muZjaka nego u istim Celijama Zenki pacova
(Slika 63). Ekspresija gena koji kodira TGF-f3, u ovoj fazi EAE-a, nije se razlikovala

izmedu Zenki i muzjaka starih pacova (Slika 63).

s o01q L6 IL-1B TGF-§  IL-23/p19  IL-12/p35
wn
5
g 0 h——l—.»
% % 0.1 -
;z ) p<0.05 p<0.05
2 702 p<0.05
-
<
< -0.31
& p<0.001

-0.4-

— Zenke B Muzjaci

Slika 63. Ekspresija iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 i
Th1 cCelija je manja u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine starih muzjaka
pacova u odnosu na Zenke u induktivnoj fazi bolesti. Histogram prikazuje ekspresiju
iRNK za citokine koji su znacajni za diferencijaciju Th17 (IL-6, IL-1, TGF-f, IL-23/p19) i
Th1 limfocita (IL-12/p35) u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZdine Zenki i muZzjaka
starih pacova. Budu¢i da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena za (3-aktin,
ekspresija gena za IL-6, IL-13, TGF-f3, IL-23/p19 i IL-12/p35 je ,normalizovana” u odnosu
na ekspresiju ovog gena. Ekspresija iRNK za IL-6, IL-13, TGF-B, IL-23/p19 i IL-12/p35 kod
muzjaka je izrazavana u odnosu na ekspresiju iRNK za odgovaraju¢i citokin kod Zenki *
SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.2.3.1.5. Manja zastupljenost celija CD45* fenotipa, a veéa zastupljenost ¢elija CD45
fenotipa u okviru populacije CD11b+ Celija kicmene moZdine starih muZjaka pacova
u odnosu na Zenke istog uzrasta

Analiza ekspresije CD45 molekula na povrSini CD11b+ (celija ki¢mene
mozdine starih pacova je pokazala da je procenat CD45** Celija u ovoj fazi EAE-a
bio veoma mali kod Zivotinja oba pola (Slika 64). Medutim, procentualna
zastupljenost ovih celija u populaciji CD11b+ Ccelija kicmene moZdine starih
muzjaka pacova je ipak bila manja (p < 0.001) nego kod Zenki (Slika 64).
Zastupljenost subpopulacije celija CD45* se nije statisticki razlikovala izmedu
polova (Slika 64). S druge strane, procenat CD45- ¢elija je bio veci kod starih
muzjaka (p < 0.05), ukazuju¢i na manju aktivaciju ¢elija mikroglije muZjaka u
odnosu na Zenke starih pacova (Slika 64).

U skladu sa ovim nalazima je bila i manja ekspresija iRNK za proinflamatorni
citokin TNF-a (p < 0.001) u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene mozdine starih
muzjaka u poredenju sa odgovarajuc¢im Celijama Zenki (Slika 64). Ekspresija iRNK
za enzim iNOS u istim ¢elijama se u ranoj fazi bolesti nije razlikovala izmedu Zenki i

muzjaka starih Zivotinja (Slika 64).
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Slika 64. Manja zastupljenost CD45+* ¢elija i manja ekspresija iRNK za TNF-a
u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine starih muZzjaka pacova nego Zenki u
induktivnoj fazi bolesti. Gustinski proto¢no-citofluorometrijski profili prikazuju
povrsinsku ekspresiju CD45 molekula na CD11b+ ¢elijama kicmene mozdine (levo) Zenki i
(desno) muzjaka starih pacova. Procenti CD45++, CD45+ i CD45- ¢elija u okviru CD11b+
Celija su prikazane u svakom regionu (R). R1 = CD45+* €elije, R2 = CD45+ éelije i R3 = CD45-
¢elije. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (n = 9). Histogram prikazuje
ekspresiju iRNK za TNF-a i iNOS u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZzdine Zenki i
muzjaka starih pacova. Bududi da je pokazano da pol i uzrast ne uti¢u na ekspresiju gena
za [-aktin, ekspresija gena TNF-a i iNOS je ,normalizovana” u odnosu na ekspresiju ovog
gena. Ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS kod muzjaka je izraZavana u odnosu na ekspresiju
iRNK za TNF-a i iNOS kod Zenki + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva

nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.2.3.2. Polni dimorfizam u fenotipskim i funkcijskim karakteristikama
mononuklearnih celija koje su izolovane iz drenirajuceg limfnog cvora starih
pacova u induktivnoj fazi bolesti
4.2.3.2.1. Manji broj CD134+ CD4+ T-Celija je izolovan iz drenirajuéeg limfnog cvora
starih muZjaka pacova nego Zenki istog uzrasta

Broj mononuklearnih celija koji je 7. d.p.i. izolovan iz drenirajuceg limfnog
¢vora muzjaka je bio manji (p < 0.001) u poredenju sa brojem celija koji je izolovan

iz drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki starih pacova (Slika 65).
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Slika 65. Manje ukupno mononuklearnih ¢elija je izolovano u induktivnoj fazi
bolesti iz drenirajuceg limfnog ¢vora starih muzjaka pacova nego Zenki istog
uzrasta. Histogram prikazuje ukupan broj mononuklearnih ¢elija koji je izolovan iz
drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muZzjaka starih pacovaRezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

Procentualna zastupljenost i broj CD4+ T-limfocita su takode bili manji (p <
0.001) kod muZjaka nego kod Zenki starih pacova (Slika 66). S druge strane,
procenat CD4+ T-Celija koje su ispoljavale aktivacijski marker CD134 je bio veci (p
< 0.05) kod muzjaka nego kod Zenki starih pacova (Slika 66). Medutim, manji broj
aktivisanih, CD134+ CD4+ T-cCelija je izolovan (p < 0.001) iz drenirajuceg limfnog

¢vora muZzjaka u odnosu na Zenke starih pacova (Slika 66).
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Slika 66. Manje CD4+TCRaf+ i CD134+CD4+TCRap+ limfocita je izolovano u
induktivnoj fazi bolesti iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora starih muZzjaka pacova nego
zenki istog uzrasta. Donji protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju
ekspresiju CD134 na CD4+TCRaf3+ limfocitima dreniraju¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i
(desno) muzjaka starih pacova. CD4+TCRaf+ limfociti su izdvajani (“gejtovani”) kao $to je
prikazano na odgovarajuc¢im (gornjim) protocno-citofluorimetrijskim tackastim profilima.
Procenat CD4+TCRaf+ limfocita i CD134+ c¢elija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita je
oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Histogrami prikazuju (gornji)
broj CD4+TCRaf+ limfocita i (donji) broj CD134+CD4+TCRaf+ limfocita koji je izolovan iz
drenirajuceg limfnog €vora Zenki i muzjaka starih pacova. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. * p < 0.05; *** p < 0.001.

Za procenu aktivacije CD4+ T-cCelija starih Zivotinja na inokulaciju antigena
singene kiCmene moZdine, analizirana je i procentualna zastupljenost CD134+
¢elija u okviru CD4+ T-limfocita poplitealnog limfnog ¢vora neimunizovanih starih
pacova oba pola. Nadeno je da je ona bila ve¢a (p < 0.01) kod neimunizovanih
starih muzjaka pacova nego kod neimunizovanih Zenki tog uzrasta (Slika 67).
Medutim, poredenjem nalaza dobijenih kod neimunizovanih i imunizovanih
pacova, indirektno se moZe zakljuciti da je procentualni porast u zastupljenosti
ovih cCelija bio manji (p < 0.001) kod starih muZzjaka (28,0 * 1,18%), u odnosu na
Zenke (50,0 £ 2,00%) istog uzrasta.
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Slika 67. Procentualna zastupljenost CD134+ ¢elija u subpopulaciji
CD4+TCRaf+ limfocita poplitealnog limfnog ¢vora je ve¢a kod muzjaka nego kod
Zenki neimunizovanih starih pacova. Donji protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju ekspresiju molekula CD134 na CD4+TCRaf+ limfocitima poplitealnog limfnog
¢vora (levo) ZenKi i (desno) muZzjaka neimunizovanih starih pacova. CD4+TCRaf3+ limfociti
su izdvajani (“gejtovani”) kao Sto je prikazano na odgovaraju¢im (gornjim) protocno-
citofluorometrijskim tackastim profilima. Procenat CD134+ ¢elija u okviru CD4+TCRaf+
limfocita je oznafen na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. (n = 5/pol).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. ** p < 0.01.

U slede¢em koraku, u izolovanim mononuklearnim c¢elijama drenirajuceg
limfnog ¢vora starih pacova je ispitivana zastupljenost CD11b+CD45RA- ¢elija, za
koje je ranije pomenuto da obuhvataju konvencionalne dendritske Ccelije i
makrofage i koje imaju ulogu APC. Nadeno je da se njihova procentualna

zastupljenost nije razlikovala izmedu Zenki i muzjaka starih pacova (Slika68).
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Slika 68. Odsustvo polnog dimorfizma u procentualnoj zastupljenosti
CD11b+CD45RA- ¢elija u okviru mononuklearnih ¢€elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora
starih pacova u induktivnoj fazi bolesti. Protoc¢no-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju ekspresiju molekula CD45RA i CD11b na mononuklearnim ¢elijama koje su
izolovane iz drenirajué¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muZjaka starih pacova.
Procenat CD11b+CD45RA- celija je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom
profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci

iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.

4.1.3.2.2. Manja in vitro proliferacija CD4+ limfocita drenirajuc¢eg limfnog ¢vora na
stimulaciju MBP-om kod starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta

Imajuci u vidu nalaze koji ukazuju da je proliferativni odgovor CD4+ limfocita
dreniraju¢eg limfnog c¢vora mladih pacova imao polno dimorfni karakter,
ispitivano je postojanje polnog dimorfizma i u proliferativnom odgovoru ovih celija
kod starih pacova.

Utvrdeno je da je procenat CD4+ limfocita dreniraju¢eg limfnog ¢vora u
aktivnim fazama celijskog ciklusa, u bazalnim uslovima (samo u medijumu za
kultivaciju), bio slican izmedu oba pola starih pacova (Slika 69). Medutim, u
prisustvu ConA ili MBP-a, proliferativni odgovor CD4+ limfocita drenirajuceg
limfnog ¢vora muzjaka je bio znaCajno manji (p < 0.001) u odnosu na iste celije

Zenki starih pacova (Slika 69).
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Slika 69. Proliferacija CD4+ limfocita u odgovoru na ConA i MBP je u
induktivnoj fazi bolesti manja u kulturama mononuklearnih ¢elija drenirajuceg
limfnog ¢vora starih muZjaka pacova nego Zenki. (A) Tackasti protocno-
citofluorometrijski profili prikazuju strategiju za izdvajanje (“gejtovanje”) CD4+ limfocita
iz kultura mononuklearnih ¢€elija drenirajuc¢eg limfnog ¢vora Zenki i muzjaka starih pacova.
(Panel B) Protocno-citofluorometrijski histogrami prikazuju distribuciju CD4+ limfocita
drenirajuceg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova, kultivisanih (a)
samo u medijumu ili u prisustvu (b) ConA i (c) MBP-a, po fazama ¢elijskog ciklusa na
osnovu bojenja fluorescentnom DNK-vezujuéom bojom 7-AAD (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenat ¢elija u aktivnim (S+G2/M) fazama Ccelijskog ciklusa je
oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom histogramu. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati. ***p < 0.001.
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4.2.3.2.3. Veéa zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ Treg limfocita i veci supresorski
potencijal Treg Celija limfnog ¢vora starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog
uzrasta

U slede¢em koraku ispitivane su polne razlike u zastupljenosti i funkciji
regulatornih CD4+ limfocita limfnog Cvora starih pacova. Pokazano je da je
ucestalost CD25+Foxp3+ Celija bila ve¢a (p < 0.001) u okviru subpopulacije CD4+
limfocita dreniraju¢eg limfnog Cvora starih muZzjaka pacova nego Zenki istog

uzrasta (Slika 70).

Zenke Cpg+ limfociti  MuZiaci

10 82+0.67% | 19°7 12 0.45;,.

Slika 70. Veca procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elija u subpopulaciji
CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora starih muzjaka pacova nego Zenki u
induktivnoj fazi bolesti. Proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD25 i
Foxp3 bojenje CD4+ limfocita drenirajuc¢eg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muZzjaka
starih pacova. Procenat CD25+Foxp3+ Celija u okviru CD4+ limfocita je oznaCen na svakom
protoc¢no-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su

dobijeni sli¢ni rezultati. *** p < 0.001.

In vitro test supresije proliferacije je pokazao da je supresija proliferacije, u
oba ispitivana Treg:Tef ¢elijska odnosa, kod muZjaka bila znacajno efikasnija (p <

0.001) nego kod starih Zenki pacova (Slika 70).
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Slika 70. Veca supresija proliferacije Tef celija limfnog ¢vora je nadena u in
vitro testu kod muZzjaka nego kod Zenki starih pacova. (Panel A) Treg i Tef Celije su
magnetno izdvojene iz suspenzije mononuklearnih ¢elija limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka
starih pacova (opisano u poglavlju Materijal i metode) i stimulisane anti-CD3 i anti-CD28
antitelima tokom 72 h u odnosu Treg:Tef 0:1, 1:1 i 1:2. Procenat proliferiSucih Tef ¢elija je
odredivan na osnovu dilucije fluorescentne boje CFSE (opisano u poglavlju Materijal i
metode). Protocno-citofluorometrijski histogrami prikazuju diluciju boje CFSE (a)
nestimulisanih i stimulisanih Tef ¢elija kultivisanih (b) bez ili u prisustvu Treg ¢elija u
odnosu (c) Treg:Tef 1:1 i (d) Treg:Tef 1:2 kod (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih

pacova. Procenat proliferiSucih Tef je oznacen na svakom protocno-citofluorometrijskom
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profilu. (B) Linijski grafikon prikazuje procenat supresije proliferacije Tef celija u
kulturama sa razli¢itim odnosom broja Tef i Treg Celija. Dvofaktorska ANOVA je pokazala
znacajnu interakciju uticaja pola i Treg/Teff odnosa (F224) = 22.01; p<0.001). Bonferroni
post hoc test je koriS¢en za odredivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu polova i
razlic¢itih Treg:Tef odnosa. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6/pol).

*#* p < 0.001; Au odnosu na Zenke; 2 u odnosu na Treg:Tef 0:1; bu odnosu na Treg:Tef 1:1.

U suspenzijama mononuklearnih ¢éelija drenirajuceg limfnog ¢vora, nadeno je
da je odnos broja aktivisanih, CD134+ CD4+ T-limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg
¢elija bio povoljniji (p < 0.01) kod muzjaka (3,09 + 0.72), u poredenju sa odnosom
ovih Celija kod starih Zenki (4,0 + 0.63) pacova.
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4.2.3.2.4. Slicna zastupljenost IL-17+, IFN-y+ i IL-10+ Celija u okviru populacije T-
limfocita drenirajuéeg limfnog ¢vora Zenki i muZjaka starih pacova

Budu¢i da je analiza T-limfocita dreniraju¢eg limfnog ¢vora mladih pacova
pokazala postojanje polnog dimorfizma u ekspresiji glavnih patogenih citokina, na
isti nacin su analizirani i T-limfociti dreniraju¢eg limfnog ¢vora starih pacova.
Utvrdeno je da se zastupljenost T-Celija koje eksprimiraju IL-17 i IFN-y ne razlikuje

znacajno izmedu Zenki i muZzjaka starih pacova u ranoj fazi bolesti (Slika 71).
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Slika 71. Procenat IL-17+ i IFN-y+ Celija u okviru populacije T-limfocita u
kulturama restimulisanih mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora ZenKi i
muzjaka starih pacova se ne razlikuje u induktivnoj fazi bolesti. Protocno-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju ekspresiju (gornji) IL-17 i (donji) IFN-y u
okviru TCRaf3+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih
pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i
jonomicinom (opisano u poglavlju Materijal i metode). Procenti IL-17+ i IFNy+ cCelija u
okviru TCRaf+ limfocita su oznaceni na svakom protocno-citofluorometrijskom profilu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz

jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
Slicno, procentualna zastupljenost Ccelija koje sintetiSu IL-10 se nije

razlikovala u okviru populacije T-limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i

muzjaka starih pacova (Slika 72).
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Slika 72. Procenat IL-10+ ¢elija u okviru populacije T-limfocita u kulturama
restimulisanih mononuklearnih €elija drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muZjaka
starih pacova se ne razlikuje u induktivnoj fazi bolesti. Proto¢no-citofluorometrijski
tackasti profili prikazuju ekspresiju IL-10 u okviru TCRaf+ limfocita drenirajuc¢eg limfnog
¢vora (levo) Zenki i (desno) muzjaka starih pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina
odredivana je posle 4 h restimulacije PMA-om i jonomicinom (opisano u poglavlju
Materijal i metode). Procenti IL-10+ celija u okviru TCRaf+ limfocita su oznaceni na
svakom protocno-citofluorometrijskom profilu. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta

u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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4.2.3.2.5. Manja koncentracija IL-17+, IFN-y i IL-10 u supernatantima kultura
mononuklearnih éelija drenirajuéeg limfnog ¢vora starih muZjaka u odnosu na Zenke
pacova istog uzrasta

U supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija drenirajuceg limfnog ¢vora
muzjaka, koncentracija IL-17 je bila manja, kako u nestimulisanim (p< 0.01), tako i
u kulturama c¢elija kojima je bio dodat MBP ili ConA (p < 0.001), u poredenju sa
Zenkama starih pacova (Slika 73). Slicno, manje koncentracije IFN-y su izmerene u
supernatantima nestimulisanih (p < 0.001) C(celijskih kultura, kao i u
supernatantima kultura mononuklearnih C¢elija dreniraju¢eg limfnog Cvora
restimulisanih MBP-om (p < 0.001) ili sa ConA (p < 0.01), kod starih muZjaka

pacova nego kod Zenki istog uzrasta (Slika 73).
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Slika 73. Koncentracija IL-17 i IFN-y je manja u supernatantima MBP-om
stimulisanih Kkultura mononuklearnih ¢elija koje su u induktivnoj fazi bolesti
izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora muZjaka nego Zenki mladih pacova.
Histogrami prikazuju koncentraciju (levo) IL-17 i (desno) IFN-y u supernatantima
mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muzjaka
starih pacova i kultivisane 72 h u bazalnim uslovima ili u prisustvu ConA ili MBP-a
(opisano u poglavlju Materijal i metode). Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajnu
interakciju uticaja pola i stimulatora na produkciju IL-17 (F248) = 12,76; p<0.001) i [FN-y
(F248) = 44,50; p<0.001). Bonferroni post hoc test je koriS¢en za odredivanje statisticke
znacajnosti razlika izmedu polova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n =
9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna eksperimenta u kojima su dobijeni

sli¢ni rezultati.

143



[ koncentracija IL-10 je bila manja (p < 0.01) u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija drenirajuéeg limfnog ¢vora muZjaka u prisustvu MBP-a ili
ConA, kao i u bazalnim uslovima (p < 0.001), u odnosu na onu izmerenu u

odgovaraju¢im supernatantima kultura Celija Zenki istog uzrasta (Slika 74).
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Slika 74. Koncentracija IL-10 je manja u supernatantima MBP-om stimulisanih
kultura mononuklearnih ¢elija koje su u induktivnoj fazi bolesti izolovane iz
drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka nego Zenki mladih pacova. Histogram prikazuje
koncentraciju IL-10 u supernatantima mononuklearnih c¢elija koje su izolovane iz
drenirajuceg limfnog ¢vora Zenki i muzjaka starih pacova i kultivisane 72 h u bazalnim
uslovima ili u prisustvu ConA ili MBP-a (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajnu znacajnu interakciju uticaja pola i stimulatora
na produkciju IL-10 (Fz4s = 4,057; p<0.05). Bonferroni post hoc test je KkoriS¢en za
odredivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu polova. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 9/pol). Prikazani su podaci iz jednog od dva nezavisna

eksperimenta u kojima su dobijeni sli¢ni rezultati.
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5. DISKUSIJA

Rezultati dobijeni u toku izrade ove doktorske disertacije su pokazali da: (i)
postoji polni dimorfizam u osetljivosti na indukciju i u tezini EAE-a indukovanog
inokulacijom homogenata singene kicmene moZdine u KFA-u, kako kod mladih,
tako i kod starih DA pacova; (ii) starenjem se smanjuje osetljivost na indukciju i
teZina bolesti kod Zivotinja oba pola i (iii) starenje dovodi do inverzije smera
polnog dimorfizma u teZini neuroloskog deficita EAE-a. Drugim recima, rezultati
sugeriSu da u ovom modelu EAE-a, pol, uzrast i ciljni organ utiCu na osetljivost na

indukciju bolesti i teZinu neuroloskih znakova EAE-a.

5.1. Polni dimorfizam u klinickoj i histoloskoj slici EAE-a i fenotipskim i
funkcijskim Kkarakteristikama mononuklearnih c¢elija koje ucestvuju u
patogenezi EAE-a kod mladih pacova
5.1.1. Polni dimorfizam u klinickoj i histoloskoj slici EAE-a koji je indukovan
inokulacijom homogenata singene kicmene moZdine kod mladih pacova

Prvi deo studije je bio posvecen ispitivanju polnog dimorfizma u klinickim
karakteristikama EAE-a kod Zivotinja uzrasta 3 meseca. Rezultati prikazani u ovom
delu studije su pokazali da inokulacija singene ki¢mene mozdine u KFA-u izaziva
akutni, monofazni EAE, ne samo kod Zenki DA pacova, kako je ranije pokazano
(Stosi¢-Grujici¢ i sar., 2004; Djiki¢ i sar.,, 2014), ve¢ i kod muzZjaka ovog soja.
Medutim, interesantno je pomenuti da DA pacovi iz drugih uzgajivacnica,
imunizovani pacovskom kicmenom moZdinom u inkompletnom Frojndovom
adjuvansu ili u KFA-u, razvijaju hronicni ili relapsirajuci oblik bolesti (Tanuma i
sar., 2000). Razlika u klinickom toku EAE-a izmedu razli¢itih studija moZda nije
iznenadujuca, ako se uzmu u obzir sledece Cinjenice: (i) da je razvoj EAE-a pod
strogom genetskom kontrolom (Butterfield i sar., 1998; Summers deLuca i sar.,
2010) i (ii) da Zivotinje istog srodnickog soja iz razli¢itih uzgajivacnica mogu biti
genetski alogene, zbog slucajne promene ucestalosti alela kroz generacije
(genetickog drifta) i niza drugih faktora koji mogu da uti¢u na genetske varijacije
srodnickih Zivotinja (Bailey, 1982; Smits, 2004). U prilog tome govore i istraZivanja

koja pokazuju da se pacovi DA (Rintisch i Holmdahl, 2008) i Lewis (Kallen i
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Logdberg, 1982) soja ili misSevi soja SJL/] (Summers deLuca i sar., 2010), koji su
uzgajani u razli¢itim kolonijama, razlikuju u osetljivosti na indukciju autoimunskih
bolesti (ukljucujuci i EAE), ali i da klinicki tok autoimunskih bolesti kod njih moze
da varira. Pored toga, razlike u klinickom toku EAE-a mogu biti i posledica
varijacija u indukcionom protokolu (npr. kolicina inokulisanog antigena,
imunizacija homogenatom kicmene mozdine ili specificnim antigenima CNS-a i sl.)
(Di Rosai sar., 2000).

Pored toga, dobijeni rezultati su pokazali i da su muzjaci DA pacova manje
osetljivi na indukciju EAE-a od Zenki, $to je rezultovalo manjom incidencom
klini¢ki manifestne bolesti kod muZjaka. S druge strane, oboleli mladi muZjaci su
imali tezi neuroloski deficit od Zenki pacova. Manja incidenca EAE-a kod oglednih
Zivotinja muskog pola zabeleZena je i u drugim studijama (Papenfuss i sar., 2004;
Reddy i sar., 2005; Harpaz i sar., 2012), kao i klinicki teZa bolest kod muzjaka nego
kod Zenki oglednih Zivotinja (Sinha i sar., 2008; Taylor i sar., 2009; Massella i sar.,
2012). Medutim, polni dimorfizam u suprotnom smeru, ali i odsustvo polnog
dimorfizma u incidenci i tezini EAE-a su takode pokazani kod razlicitih sojeva
oglednih Zivotinja (Voskuhl i Palaszynski, 2001; Staykova i sar., 2002; Pappenfuss i
sar., 2004; van den Broek i sar., 2005; Caruso i sar., 2010; Giatti i sar., 2010;
Krementsov i sar.,, 2014). Heterogenost nalaza bi se, pre svega, mogla objasniti
razliCitom genetskom Kkonstitucijom oglednih Zivotinja koriS¢enih u ovim
studijama (Papenfuss i sar., 2004; Summers deLuca i sar., 2010), ali i razlikama u
uzrastu Zivotinja i indukcionom protokolu (da li je bolest indukovana aktivnom ili
pasivnom imunizacijom, koji je antigen koriS¢en i u kojoj koli€ini, da li je korisS¢en
adjuvans i/ili pertusis toksin), godisSnjeg doba kada se indukuje bolest,
prisustva/odsustva razli¢itih patogena na/u Zivotinjama i sl. (Fritz i McFarlin,
1989; Encinas i sar., 2001; Teuscher i sar., 2004; Baxter, 2007; Miller i Karpus,
2007; Merrill, 2008; Columba-Cabezas i sar., 2009; Pachner, 2011).

U skladu sa klinicki tezom boles¢u kod muZjaka pacova, patohistoloSka
analiza preseka tkiva njihove kiCmene moZdine je pokazala vecu infiltraciju
inflamatornih ¢elija u parenhim ovih Zivotinja nego kod Zenki istog uzrasta.
Demijelinizacija nije uocena ni kod muzjaka ni kod Zenki, Sto odgovara podacima

objavljenim za druge modele akutnog EAE-a kod pacova (Wekerle i Sun, 2010).
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Smatra se da u odsustvu demijelinizacije, neuroloski znaci EAE-a nastaju usled
edema i kompresije nerava (Paterson, 1976; Simmons i sar., 1982; 1983) ili

poremecaja monoaminergicke neurotransmisije (Carnegie, 1971; White, 1984).

5.1.2. Polni dimorfizam i diergizam mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz
ki¢cmene mozdine mladih pacova na vrhuncu bolesti

Budu¢i da je pokazan polni dimorfizam u teZini neuroloskih znakova EAE-a
kod mladih pacova, ispitivani su potencijalno odgovorni patogenetski mehanizmi.
Na vrhuncu bolesti, viSe mononuklearnih ¢elija je izolovano iz kicmene moZdine
teZe obolelih mladih muzjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta. Pozitivna
korelacija izmedu broja izolovanih inflamatornih/imunskih c¢elija iz ki¢mene
moZdine Zivotinja sa EAE-om i teZine bolesti pokazana je i u drugim studijama
(Black i sar., 2007). U suspenziji mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz
kicmene mozZdine, broj reaktivisanih, CD134+ CD4+ T-Celija je bio znacajno veci
kod mladih muZzjaka nego kod Zenki pacova. Ovakav nalaz bi mogao da ima vise
objasnjenja. Naime, reaktivacija antigen-specificnih celija dovodi do ushodne
regulacije ekspresije molekula CD134 na reaktivisanim CD4+ T-limfocitima i,
sledstveno, do ekspanzije tih Celija (Gramaglia i sar., 1998). Buduc¢i da je pokazano
da regulatorne T-Celije in vitro suprimiraju aktivaciju autoreaktivnih CD4+ T-Celija
na dozno-zavisan nacin (Thornton i Shevach, 1998; Takahashi i sar., 2000),
prethodni nalaz bi se mogao povezati i sa nepovoljnijim odnosom broja
CD134+CD4+TCRaf+ limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg c¢elija u ki¢menoj
mozdini muZjaka, u poredenju sa odnosom ovih celija kod Zenki pacova. Nalaz vece
zastupljenosti reaktivisanih CD4+ limfocita kod muZjaka bi se takode mogao
povezati sa podacima koji ukazuju da su regulatorne CD4+ Celije koje su izolovane
iz jako inflamirane sredine insuficijentne u pogledu supresije neuroantigen-
specifi¢nih €elija, kao i da proinflamatorni citokini ,Stite” efektorske CD4+ limfocite
od supresorskog dejstva regulatornih CD4+ celija (Korn i sar., 2007; Schadenberg i
sar., 2011). U prilog ovoj pretpostavci idu nalazi koji ukazuju na vecu ekspresiju
proinflamatornih citokina, kako u CD4+ T-limfocitima (IL-17), tako i u mijeloidnim
¢elijama (IL-6, IL-1B, TNF-a) koje su izolovane iz kicmene moZdine mladih muZjaka

pacova. Manja zastupljenost drugih subpopulacija regulatornih cCelija
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(CD8+CD25+Foxp3+ i NKT celije) u ki¢menoj moZdini mladih muZjaka, je,
verovatno, takode doprinela vecoj zastupljenosti reaktivisanih CD4+ T-limfocita u
ciljnom organu muZjaka u odnosu na Zenke istog uzrasta.

Analiza TCRaf+ Celija izolovanih iz kicmene mozdine mladih muzjaka pacova
je pokazala da je u okviru ove populacije Celija, procentualna zastupljenost IL-17+
limfocita bila veca, a procentualna zastupljenost IFN-y+ Celija manja nego kod
Zenki. Takode, u supernatantima kultura mononuklearnih celija kicmene moZdine
muzjaka pacova, kojima je bio dodat PMA i jonomicin, izmerena je veca
koncentracija IL-17, a manja koncentracija IFN-y nego kod Zenki istog uzrasta. U
skladu sa ve¢im procentom Th17 ¢elija u kicmenoj mozdini muzjaka je bila i veca
ekspresija iRNK za citokine koji imaju klju¢nu ulogu u diferencijaciji ¢elija Th17
fenotipa u EAE-u (IL-18, IL-6 i IL-23/p19) (McGeachy i Cua, 2008; Chung i sar.,
2009), u mononuklearnim celijama ki¢cmene moZdine. Ovi citokini se smatraju
negativnim regulatorima diferencijacije Th1 ¢elija (Diehl i sar.,, 2000; Wheeler i
sar.,, 2006; Waite i Skokos, 2012). U skladu sa ovom tezom, procentualna
zastupljenost Th1 ¢elija, u okviru populacije T-limfocita koji su infiltrirali kicmenu
mozdinu, je bila manja kod mladih muZjaka nego kod Zenki pacova. U prilog ovim
nalazima je bila i manja ekspresija iRNK za IL-12/p35, citokina koji je od kljutnog
znacaja za diferencijaciju Thl limfocita (Prochazkova i sar., 2012), u
mononuklearnim Celijama ki¢mene mozdine muZjaka u odnosu na Zenke pacova.
[ako se smatra da je TGF-B takode vazZan za diferencijaciju Th17 limfocita
(Veldhoen i sar., 2006; McGeachy i Cua, 2008; Chung i sar., 2009), ekspresija gena
za ovaj citokin je bila manja u mononuklearnim celijama kicmene mozdine
muzjaka nego Zenki pacova. Ovaj, na prvi pogled, neoCekivan nalaz, objasnjavaju
podaci koji su objavili Ghoreschi i njegovi saradnici (2010). Oni su pokazali da je u
odsustvu TGF-, diferencijacija Th17 c¢elija ne samo moguéa, ve¢ da takvo
citokinsko okruZenje generiSe patogenije forme Th17 limfocita, koji uz IL-17
sintetiSu i [FN-y (Ghoreschi i sar., 2010).

[ako rezultati mnogih studija sugerisu da Th17 limfociti imaju vaZnu ulogu u
patogenezi autoimunskih poremecaja koji su posredovani CD4+ T-Celijama (Park i
sar., 2005), uloga Th1 limfocita u nastanku ovih poremecaja se ne moZe zanemariti

(Jager i Kuchroo, 2010). U prilog ovoj tvrdnji ide cCinjenica da EAE razvijaju
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Zivotinje kojima je uklonjen gen za IL-17, ali i one kojima je uklonjen gen za IFN-y
(Jager i Kuchroo, 2010). Iako uloga Th17 i Th1 limfocita u patogenezi EAE-a nije u
potpunosti razjasnjena, pokazano je da u onim modelima u kojima se EAE indukuje
aktivnom imunizacijom oglednih Zivotinja mijelinskim antigenima, obe
subpopulacije Th limfocita imaju patogenetski znacaj (Jager i Kuchroo, 2010).
Podaci iz literature ukazuju da odnos ovih subpopulacija zavisi od vrste i soja
oglednih Zivotinja, kao i od indukcionog protokola (El-Behi i sar., 2010). U modelu
EAE-a koji je prikazan u ovoj disertaciji, apsolutni broj Th17 limfocita u kicmenoj
mozdini mladih Zivotinja oba pola je bio manji nego apsolutni broj Thl Ccelija.
Medutim, odnos broja Th17 i Th1 limfocita je bio viSe pomeren na stranu Th17
¢elija kod teZe obolelih mladih muZjaka pacova, u poredenju sa odnosom ovih
¢elija kod Zenki pacova. Sli¢no je pokazano i u nekim drugim modelima EAE-a
(Langrish i sar., 2005; Savarin i sar., 2012). Manja procentualna zastupljenost Th1
¢elija u okviru T-limfocita koji su infiltrirali kicmenu moZdinu muZjaka je u
saglasnosti sa podacima iz drugih studija u kojima je ispitivan CD4+ T-Celijski
odgovor na modelu EAE-a. Naime, pokazano je da mijelin-specificni CD4+ limfociti
izolovani iz adultnih muzjaka glodara kod kojih je indukovan EAE, eksprimiraju
manje IFN-y u odnosu na te Celije Zenki glodara istog uzrasta (Cua i sar., 1995b;
Bebo i sar., 1996; Voskuhl i sar., 1996; Bebo i sar., 1999b, Zhang i sar., 2012).
Smatra se da se Th17 i Th1 imunski odgovor medusobno recipro¢no reguliSu
in vivo, Sto je posebno izraZeno u onim modelima autoimunosti u kojima se koristi
KFA prilikom indukcije bolesti (Damsker i sar., 2010). Jedan od mehanizama
kojima se ostvaruje ova uzajamna regulacija je inhibicija sinteze IL-17 od strane
samog IFN-y. Naime, pokazano je da IFN-y suprimira ekspresiju IL-23 u
dendritskim celijama i makrofagima, destabiliSu¢i iRNK za podjedinicu p19 ovog
heterodimernog citokina (Qian i sar.,, 2011). Jo$ jedan faktor koji ucestvuje u
recipro¢noj regulaciji Th17 i Th1l imunskog odgovora u efektorskoj fazi EAE-a je
IL-27, citokin iz IL-12 porodice citokina (Fitzgerald i sar., 2007). Naime, sekrecija
IL-27 od strane APC u CNS-u i aktivisanih astrocita (Pflanz i sar., 2004; Fitzgerald i
sar., 2007), favorizuje ekspanziju CD4+ limfocita i njihovu diferencijaciju u smeru
Celija sa Th1 fenotipom, stimulacijom transkripcionog fakora T-bet (Pflanz i sar.,

2004). Pored toga, IL-27 povecava osetljivost naivnih Th limfocita na delovanje IL-
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12, bududi da indukuje ekspresiju receptora za ovaj citokin na njihovoj povrsini
(Fitzgerald i sar., 2007). U isto vreme, IL-27, suprimiraju¢i ekspresiju
transkripcionog faktora ROR-yt, inhibiSe sintezu IL-17 u CD4+ T-Celijama (Batten i
sar.,, 2006; Stumhofer i sar., 2006; Fitzgerald i sar., 2007). Uz sve prethodno
pomenuto, IL-27 stimuliSe i ekspresiju IL-10, koji takode suprimira ekspresiju
ROR-yt, te tako IL-27 i indirektno inhibiSe sintezu IL-17 u CD4+ limfocitima koji su
specificni za neuroantigene (Fitzgerald i sar.,, 2007; Stumhofer i sar., 2007; Gu i
sar., 2008). Imaju¢i u vidu prethodno iznete podatke, vec¢a zastupljenost Th17
limfocita u ki¢menoj mozdini muZjaka bi se mogla povezati i sa manjom
ekspresijom IL-27 i IL-10 koja je nadena u njihovim mononuklearnim ¢elijama, u
poredenju sa ekspresijom ovih citokina u istim ¢elijama Zenki pacova.

Razdvajanje uloga Th17 i Thl limfocita u patogenezi autoimunske
neuroinflamacije koja je posredovana CD4+ T-Celijama se dodatno komplikuje
plasti¢nos$c¢u ovih ¢elija, kako u perifernim limfoidnim organima, tako i u ciljnom
organu (McGeachy i sar., 2007; Kaufmann i sar., 2012; Zielinski i sar., 2012).
Pokazano je da Th17 limfociti, zavisno od okruZenja, mogu da sintetiSu i IFN-y i da
takve cCelije imaju izraZen destruktivni potencijal (McGeachy i sar., 2007; Duhen i
sar., 2013). Takode, postoje podaci koji ukazuju da Th17 Celije mogu da sintetiSu i
IL-10 i da te cCelije imaju minimalno oStecujuci kapacitet, ili ¢ak potencijalno
imunoregulatorne funkcije (McGeachy i sar., 2007; Ghoreschi i sar., 2010). U skladu
sa tezim neuroloskim deficitom kod mladih muzZjaka pacova, u mononuklearnom
Celijskom infiltratu kicmene moZdine ovih Zivotinja je bilo viSe izrazito patogenih
[L-17+IFN-y+ Celija, u odnosu na IL-17+IL-10+ cCelije, nego kod Zenki istog uzrasta.
Ovakav nalaz je bio u saglasnosti sa vefom ekspresijom IL-23 i IL-6 u
mononuklearnim c¢elijama ki¢mene mozdine muZjaka nego Zenki pacova
(McGeachy i sar., 2007, Ghoreschi i sar., 2010; Duhen i sar., 2013). S druge strane,
manja zastupljenost IL-17+IL-10+ ¢elija u subpopulaciji Th17 limfocita koji su
izolovani iz kicmene moZdine muZjaka, se moZe pripisati manjoj ekspresiji gena za
TGF-B i IL-27 u njihovim mononuklearnim ¢elijama, nego u ovim ¢elijama Zenki
pacova (Fitzgerald i sar., 2007; McGeachy i sar., 2007; Ghoreschi i sar., 2010).

[spitivanje polnog dimorfizma u citokinskom profilu mononuklearnih ¢elija

kicmene moZdine mladih pacova je pokazalo i ve¢u ekspresiju gena za GM-CSF u
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¢elijama koje su izolovane iz kitmene moZdine muzjaka nego Zenki pacova.
Mehanizam patogenog delovanja GM-CSF-a jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen.
Studije na miSevima su pokazale da su Th celije glavni izvor GM-CSF-a u EAE-u i da
se patogenost IL-17+IFN-y+ Celija moZe pripisati ovom citokinu (El-Behi i sar.,
2011; Coddari i sar., 2013; Duhen i sar., 2013; McWilliams i sar., 2015). Nedavno je
subpopulacija GM-CSF+IL-17+IFN-y+ Th limfocita pokazana i kod pacova Albino
Oxford soja (Stoji¢-Vukani¢ i sar., 2015). Osim toga, pokazano je da GM-CSF
inhibiSe regulatorne CD4+ limfocite i na taj nacin doprinosi neuroinflamaciji u
EAE-u (Kurschus, 2015). Pored dejstva na limfocite, GM-CSF deluje i na Ccelije
urodene imunosti. Nekoliko studija je pokazalo da IL-23 stimuliSe ekspresiju GM-
CSF-a u Th17 ¢elijama, Sto uzvratno indukuje sintezu IL-23 od strane dendritskih
¢elija monocitnog porekla (Sonderegger i sar., 2008; El-Behi i sar., 2011; Ko i sar.,,
2014). Na ovaj nacin, uspostavlja se pozitivna povratna sprega koja dovodi do
ekspanzije IL-17+IFN-y+ Celija i pojacava imunski/inflamatorni odgovor u CNS-u
(El-Behi i sar., 2011; Duhen i sar., 2013). Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene
podatke, veca ekspresija iRNK za IL-23 u mononuklearnim c¢elijama ki¢mene
mozdine muZjaka je bila u skladu sa ve¢om ekspresijom iRNK za GM-CSF u ovim
Celijama i vefom procentualnom zastupljeno$Séu IL-17+IFN-y+ celija u
subpopulaciji Th17 limfocita ovih Zivotinja. U prilog vecoj ekspresiji iRNK za GM-
CSF kod mladih muZjaka bi iSla i manja ekspresija iRNK za TGF-f u
mononuklernim ¢elijama kicmene moZdine, buduci da je pokazano da je ekspresija
GM-CSF-a veca u mikrosredini u kojoj je ekspresija TGF-3 manja (El-Behi i sar,,
2011). Pored podataka da GM-CSF povecava sposobnost dendritskih celija
monocitnog porekla da usmere diferencijaciju Th limfocita u izrazito patogene
Th17 celije (El-Behi i sar., 2011; Ko i sar., 2014), postoje podaci koji ukazuju da
GM-CSF indukuje i proliferaciju i aktivaciju mikroglije (Ponomarev i sar., 2007;
Parajuliisar., 2012).

U skladu sa prethodno iznetim su bili i nalazi dobijeni ispitivanjem
mijeloidnih (CD11b+) (¢elija kicmene moZdine na vrhuncu EAE-a. Procenat
CD11b+CD45+** celija, koje fenotipski odgovaraju inflamatornim makrofagima/
dendritskim ¢elijama monocitnog porekla i potencijalno jako aktivisanim celijama

mikroglije (Zhang i sar., 2002; Croxford i sar., 2015b), je bio drasti¢cno veci u
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kicmenoj moZdini muZjaka nego Zenki mladih pacova. Osim toga, gustina
povrsinske ekspresije molekula CD11b i CD45 na CD11b+CD45** ¢elijama ukazuje i
na to da su ove celije bile jace aktivisane kod muZjaka nego kod Zenki mladih
pacova. (Watanabe i sar., 1999). Osim toga, kod mladih muZjaka pacova je nadena i
veCa gustina povrsinske ekspresije CD11b i CD45 molekula na CD11b+CD45/+
Celijama, koje fenotipski odgovaraju celijama mikroglije (Zhang i sar., 2002;
Almolda i sar., 2009). Ovaj nalaz ukazuje i na jacu aktivaciju Celija mikroglije
muzjaka nego Zenki mladih pacova. Poznato je da aktivisane mijeloidne celije u
CNS-u sekretuju neurotoksi¢ne medijatore, kao Sto su reaktivni oblici kiseonika i
azota, glutamat i TNF-a (Parajuli i sar., 2012). U skladu sa ovim podacima,
izdvojene CD11b+ cCelije kictmene mozdine mladih muZjaka su u kulturi sekretovale
vise TNF-a i pokazivale vecu ekspresiju gena za iNOS, klju¢ni enzim u sintezi NO.
Osim toga, CD11b+ celije izdvojene iz suspenzije mononuklearnih celija kicmene
moZdine mladih muzjaka su pokazivale vecu sekreciju i drugih proinflamatornih
citokina (IL-18, IL-6) u odnosu na ove Celije Zenki pacova.

S druge strane, u supernatantima kultivisanih CD11b+ <¢elija ki¢mene
mozdine muzjaka pacova, nadena je veca koncentracija IL-10. Ovaj nalaz bi se
mogao povezati sa autoregulatornim svojstvima celija mikroglije (Aloisi, 2001).
Naime, pokazano je da u uslovima izraZene neuroinflamacije, koja moZe dovesti do
teSkog oStecenja nervnog tkiva i tako potencijalno ugroziti funkcije CNS-a koje su
od vitalnog znacaja, aktivisane Celije mikroglije sekretuju IL-10. Deluju¢i autokrino,
IL-10 reguliSe aktivnost samih celija mikroglije, a time i sekreciju inflamatornh
medijatora, spreCavajuci prekomerno oStecenje nervnog tkiva (Aloisi i sar., 1999;
O’Keefe i sar, 1999; Ledeboer i sar., 2002). U tom kontekstu, vec¢a koncentracija IL-
10 koja je izmerena u supernatantima kultivisanih CD11b+ ¢elija kitmene mozdine
muzjaka, bi mogla da se posmatra kao homeostatski mehanizam koji ima za cilj da
reguliSe aktivnost ¢elija mikroglije i minimizira oSte¢enje nervnog tkiva kod ovih
Zivotinja, kod kojih je inflamatorni proces bio jace izrazen (Aloisi, 1999; Ledeboer i
sar., 2002).

U skladu sa prethodno iznetim, procenat ¢elija mikroglije (CD11b+CD45-/*
¢elija) koje su na svojoj povrsini ispoljavale CD4 molekul, koji se smatra markerom

imunoregulatornih Celija mikroglije (Almolda i sar., 2009), je bio drasticno manji
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kod muZjaka nego kod Zenki pacova. Pretpostavlja se da imunoregulatorne ¢elije
mikroglije svoju funkciju ostvaruju uklanjanjem apoptoti¢nih limfocita
fagocitozom (Magnus i sar., 2001). Smatra se da fagocitoza apoptoti¢nih limfocita
od strane aktivisanih celija mikroglije sprecava njihovu sekundarnu nekrozu i
sledstveni razvoj inflamacije (Magnus i sar., 2001). Pokazano je da ¢elije mikroglije
koje fagocituju apoptoticne Ccelije sticu tolerogena svojstva i da se njihov
proinflamatorni potencijal znacajno smanjuje (Magnus i sar., 2001). U prilog ovim
pretpostavkama je bio veci procenat apoptoticnih CD4+ T-cCelija koji je naden u
kicmenoj mozdini muZjaka u odnosu na Zenke pacova. U korelaciji sa polnim
dimorfizmom u zastupljenosti CD4+ Ccelija mikroglije, i koncentracija TGF-3,
citokina za koji se smatra da ima klju¢nu ulogu u kontroli neuroinflamacije (Shin i
sar.,, 2012), je bila manja u supernatantima kultivisanih CD11b+ celija muZjaka
pacova. Takode, i ekspresija iRNK za Arg-1, enzima koji se smatra markerom
mijeloidnih ¢elija koje imaju anti-inflamatorna/imunoregulatorna svojstva u EAE-u
(Ahnisar., 2012), je bila manja u CD11b+ ¢elijama muZzjaka nego Zenki pacova.

Na osnovu svega prethodno iznetog, moze se zakljuciti da je smer polnog
dimorfizma u tezini klinicke slike EAE-a, na vrhuncu bolesti u potpunosti
odslikavao smer polnog dimorfizma i diergizma ne samo CD4+ limfocita, vec i

mijeloidnih ¢elija koje ucestvuju u neuroinflamaciji kod mladih pacova.

5.1.3. Polni dimorfizam i diergizam mononuklearnih Celija koje su izolovane iz
drenirajuéeg limfnog ¢vora i kicmene mozdine mladih pacova u induktivnoj
fazi bolesti

Imajuci u vidu smer polnih razlika u imunskom odgovoru u kicmenoj moZdini
na vrhuncu bolesti, postavilo se pitanje da li on odslikava polni dimorfizam u
imunskom odgovoru na periferiji ili se ove razlike razvijaju na nivou ciljnog
organa, i, ako je tako, u kojoj fazi bolesti dolazi do njihove pojave.

Da bi se odgovorilo na ova pitanja, ispitivane su mononuklearne C¢elije
izolovane iz drenirajuceg limfnog ¢vora i kicmene moZdine mladih pacova u
induktivnoj fazi bolesti, odnosno, 7. d.p.i. Rezultati dobijeni u tom delu studije
sugeriSu da je procentualni porast u zastupljenosti CD134+ CD4+ T-limfocita

poplitealnog limfnog ¢vora, posle imunizacije bio manji kod muZjaka nego kod
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Zenki mladih pacova. Manji procenat aktivisanih CD4+ T-Celija bi se mogao
povezati sa manjim procentom makrofaga i konvencionalnih dendritskih celija
(CD11b+CD45RA- celije) kod ovih zZivotinja i, sledstveno, nepovoljnijim odnosom
APC i CD4+ T-limfocita u drenirajuéem limfnom &évoru muZjaka. Ovaj nalaz je u
skladu i sa podacima koji ukazuju da muSkarci imaju 1,7 puta manje
autoreaktivnih limfocita nego Zene (Su i sar., 2013). U prilog takvom nalazu idu i
rezultati koji pokazuju manji procenat aktivisanih CD4+ limfocita u odgovoru na
unos mijelinskih antigena kod muzjaka miSeva (Dunn i sar., 2007). Ovakav nalaz se
objasnjava polnim dimorfizmom u ekspresiji transkripcionog faktora PPARa (engl.
peroxisome proliferator-activated receptor alpha) (receptor koji se aktivira uz
proliferaciju peroksizoma-a), koji reguliSe ekspresiju brojnih gena koji su
relevantni za imunske funkcije (Dunn i sar., 2007).

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji takode ukazuju da su CD4+ limfociti koji
su izolovani iz drenirajuc¢eg limfnog ¢vora muZjaka, znac¢ajno manje proliferisali in
vitro u odgovoru na stimulaciju MBP-om. Budu¢i da klonska ekspanzija
autoreaktivnih ¢elija u velikoj meri zavisi od supresorskog delovanja regulatornih
CD4+ limfocita (Sojka i sar., 2008; Corthay, 2009), nametnulo se pitanje da li je
manji proliferativni odgovor na antigensku stimulaciju intrinzi¢no svojstvo CD4+
limfocita muZjaka, kako je sugerisano kod glodara i muskaraca (Santoli i sar., 1976;
Bilbo i Nelson, 2003; Zhang i sar., 2012), ili posledica polnih razlika u
zastupljenosti i/ili funkcijskom kapacitetu regulatornih CD4+ limfocita. Rezultati
prikazani u ovoj disertaciji su pokazali da se procentualna zastupljenost
CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija u drenirajuem limfnom c¢voru nije statisticki
razlikovala izmedu Zenki i muzjaka mladih pacova. S druge strane, u in vitro testu
supresije proliferacije, smanjenje proliferacije Tef Celija limfnog ¢vora muZjaka je
bilo manje nego kod Zenki, samo onda kada je odnos Treg i Tef Celija u kulturi bio
1:1. Medutim, ova razlika se gubila pove¢anjem broja Tef ¢elija u odnosu na Treg
Celije. Ovakav nalaz implicira neSto manji supresorski kapacitet Treg celija koje su
izdvojene iz limfnih ¢vorova muZjaka i, na prvi pogled, nije u skladu sa prethodnim
nalazom koji ukazuje na manji proliferativni odgovor CD4+ limfocita u kulturama
mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora muZjaka. U trazenju

objaSenjenja za ovaj nalaz treba imati u vidu da je odnos CD134+ CD4+ T- limfocita
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i CD4+CD25+Foxp3+ Treg cCelija bio povoljniji u drenirajutem limfnom ¢voru
mladih muZjaka nego Zenki pacova. Osim toga, pokazano je da supresorska funkcija
regulatornih T-Celija zavisi, kao Sto je prethodno navedeno, od prisustva
proinflamatornih citokina u njihovom okruZenju (Korn i sar., 2007; Schadenberg i
sar.,, 2011). Pokazano je da je sekrecija IL-6 i TNF-a bila manja u kulturama
mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora mladih muzjaka nego Zenki
pacova istog uzrasta. Shodno tome, moZe se pretpostaviti da su, u uslovima
povoljnijeg odnosa aktivisanih CD4+ T- limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija i
manje koncentracije proinflamatornih citokina, kako je nadeno u dreniraju¢em
limfnom ¢voru mladih muZjaka pacova, CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celije muzjaka
efikasnije suprimirale proliferaciju CD4+ limfocita u poredenju sa Treg Celijama
Zenki.

Imajuc¢i sve prethodno navedeno u vidu, moglo bi se spekulisati da je
brojcano manji pul autoreaktivnih CD4+ limfocita, uz procentualno manju
aktivaciju ovih ¢elija u odgovoru na imunizaciju neuroantigenima u dreniraju¢em
limfnom c¢voru, uslovio sporije generisanje encefalitogenih CD4+ T-limfocita i,
posledi¢no, njihovu sporiju akumulaciju u ki¢cmenoj mozdini muZjaka pacova. I
zaista, u induktivnoj fazi bolesti je izolovan manji broj CD4+ T-limfocita iz kicmene
mozdine muZjaka nego Zenki mladih pacova. U skladu sa iznetom pretpostavkom,
logicno je ocekivati da je kod mladih muzjaka pacova bilo potreno duZe vreme da
se dosegne kritican (,prazni“) broj CD4+ T-cCelija, odnosno, broj celija koji je
neophodan za zapocinjanje autoimunske neuroinflamacije (Siegmund i sar., 2011).
Ova pretpostavka je korelirala i sa neSto kasnijim pocetkom neuroloSkih
manifestacija EAE-a kod muZjaka u odnosu na pacove Zenskog pola. Slitna
korelacija izmedu pojave simptoma EAE-a i brzine aukumulacije imunskih ¢elija u
CNS-u, pokazana je i u drugim modelima EAE-a. Naime, Siegmund i njeni saradnici
(2011) su pokazali da je kod genetski modifikovanih Zivotinja koje su ispoljile
defekt u aktivaciji T-limfocita u drenirajutem limfnom c¢voru, kao i manju
proliferaciju i sintezu citokina u odgovoru na stimulaciju mijelinskim antigenima in
vitro, akumulacija kriticnog broja CD4+ T-celija, koji je neophodan za otpocinjanje
autoimunske neuroinflamacije, u kicmenoj mozdini bila sporija. U skladu s tim, i

klinicke manifestacije bolesti su kod tih Zivotinja bile odloZene (Siegmund i sar.,
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2011). Medutim, vazno je naglasiti da uprkos tome Sto je kod ovih Zivotinja
aktivacija CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora bila slabija (kao Sto je to bio
slucaj kod mladih muZjaka pacova), posle reaktivacije u CNS-u, ove Celije su imale
isti, ili ¢ak i ve¢i potencijal da indukuju autoimunsku neuroinflamaciju kao i Celije
iz intaktnih Zivotinja (Siegmund i sar., 2011).

U traZenju objasSnjenja za manji broj CD4+ T-limfocita u kicmenoj moZdini
muzjaka u induktivnoj fazi bolesti, ispitivana je ekspresija gena za hemokin
CXCL12 u tkivu kicmene moZdine mladih pacova. Naime, smatra se da ovaj
hemokin ima plejotropnu imunoregulatornu ulogu u EAE-u (Karin, 2010), koju,
izmedu ostalog, ostvaruje ograniCavanjem infiltracije autoreaktivnih CD4+
limfocita u parenhim CNS-a i njihovim zadrZavanjem u perivaskularnom prostoru
(McCandless i sar., 2006, Miljkovi¢ i sar., 2011). Na osnovu ekspresije iRNK za
CXCL12, koja je bila manja u tkivu kicmene moZdine muzjaka, moZe se ocekivati
restriktivnija migracija CD4+ limfocita u parenhim ki¢mene moZdine Zenki nego
muzjaka pacova. Pored toga, pokazano je i da CXCL12 selektivno nishodno reguliSe
ekspresiju molekula CXCR4 na povrsini monocita i na taj nacin ogranic¢ava njihovu
transmigraciju u parenhim CNS-a (Man i sar., 2012). U skladu sa ovim,
procentualna zastupljenost CD45+* ¢elija, kojima uglavnom fenotipski odgovaraju
inflamatorni makrofagi i dendritske Celije monocitnog porekla (Croxford i sar.,
2015b), je bila ve¢a u populaciji CD11b+ ¢elija kicmene moZdine muZjaka. U skladu
sa veCim procentom CD45+* Celija je bila i vec¢a ekspresija iRNK za TNF-a i iNOS u
mononuklearnim ¢elijama muZjaka nego u istim celijama Zenki pacova. U
saglasnosti sa ve¢im procentom CD45** CD11b+ Ccelija, za koje se smatra da
predstavljaju klju¢ne APC u ranoj fazi EAE-a (Goverman, 2009; Mensah-Brown i
sar.,, 2011; Croxford i sar., 2015a), i vetom ekspresijom proinflamatornih
medijatora u mononuklearnim c¢elijama ki¢cmene mozdine, nadena je veca
zastupljenost, mada ne i broj, aktivisanih CD134+ CD4+ T-cCelija kod muZjaka nego
kod Zenki mladih pacova.

Inverzija smera polnog dimorfizma u broju CD134+ CD4+ T-limfocita na
vrhuncu bolesti u odnosu na njenu induktivnu fazu, bi se, pored restriktivnijeg
y2ulaska“ CD4+ celija u kicmenu moZdinu mladih Zenki u poredenju sa muZjacima

istog uzrasta, mogla objasniti i vecom povrSinskom gustinom ekspresije CD134
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molekula na povrsini CD4+ T-¢elija mladih muZjaka pacova. Naime, pokazano je da
ushodna regulacija ekspresije molekula CD134 na CD4+ limfocitima obezbeduje
njihovo bolje preZivljavanje (Rogers i sar., 2001) i proliferaciju posle reaktivacije
(Gramaglia i sar., 1998).

Bez obzira na manji broj CD4+ T-limfocita u kicmenoj moZdini muZjaka
pacova u ranoj fazi EAE-a, citokinski ,milje“ u tkivu njihove ki¢émene mozdine je,
sudeci prema vecoj ekspresiji iRNK za IL-6, [L-1 i IL-23/p19 u mononuklearnim
¢elijama, vec u toj fazi bolesti podrZzavao razvoj Th17 limfocita. U skladu sa ovim
nalazom, naden je veéi procenat IL-17+ celija u populaciji T-limfocita kicmene
moZdine muzjaka nego Zenki pacova. S druge strane, procentualna zastupljenost
IFN-y+ cCelija u populaciji T-limfocita kicmene moZdine se nije razlikovala izmedu
Zenki i muZjaka pacova u ovoj fazi bolesti.

Rezultati dobijeni analizom fenotipa i funkcijskih karakteristika
mononuklearnih celija koje su izolovane iz kicmene moZdine i drenirajuceg
limfnog ¢vora u induktivnoj fazi bolesti, sugerisu da je dinamika razvoja EAE-a kod
mladih Zivotinja imala polno dimorfni karakter. Osim toga, rezultati koji su
dobijeni u studiji na mladim Zivotinjama su pokazali da je polni dimorfizam u teZini
EAE-a bio u obrnutom smeru od onog koji je uo¢en u imunskom odgovoru na
periferiji, a korelirao sa polnim razlikama u imunskom odgovoru u ki¢menoj
mozdini. Imajué¢i ovo u vidu, moglo bi se zakljuCiti da je ciljni organ imao
determinativnu ulogu u odredivanju teZine neuroloSkog deficita u EAE-u kod

mladih Zivotinja.

5.2. Polni dimorfizam u Kklinickoj slici EAE-a i fenotipskim i funkcijskim
karakteristikama mononuklearnih celija koje ucestvuju u patogenezi EAE-a
kod starih pacova
5.2.1. Polni dimorfizam u klinickoj slici EAE-a koji je indukovan inokulacijom
homogenata singene kicmene moZdine kod starih pacova

Uzimaju¢i u obzir postojanje polnog dimorfizma u incidenci i teZini EAE-a
kod mladih pacova, kao i ¢injenicu da starenje na polno dimorfan na¢n utice na

imunski odgovor (Caruso i sar., 2013; Hirokawa i sar., 2013), postavilo se pitanje
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da li starenje utiCe na polne razlike u klinickim parametrima EAE-a, i, ako utice,
kako to Cini.

Rezultati dobijeni u drugom delu istrazivanja koja su vezana za ovu
disertaciju su potvrdili da starenje znacajno smanjuje incidencu i tezinu EAE-a, ne
samo kod Zenki DA pacova, kako je ranije pokazano (Djikic i sar., 2014; 2015), vec i
kod muzjaka ovog soja. Podaci o uticaju starenja na osetljivost na indukciju EAE-a
koji se mogu naci u literaturi su kontradiktorni. Smanjenje osetljivosti na indukciju
EAE-a starenjem pokazano je i u drugim studijama, na razli¢itim sojevima oglednih
zivotinjskih vrsta (Levine i Sowinski, 1976; Endoh i sar., 1990; Ditamo i sar., 2005;
Tatari-Calderone i sar., 2012). Medutim, u literaturi se nalaze i podaci koji ukazuju
na razvoj teze bolesti kod starih Zivotinja u odnosu na mlade (Spach i sar., 2009;
Seo i sar., 2013). Kontradiktorni nalazi su u najvecoj meri posledica genetskih
razlika izmedu razlicitih vrsta i sojeva koriS¢enih oglednih Zivotinja, varijacija u
njihovom hronoloSkom/bioloSkom uzrastu, ali i razlika u protokolu za indukciju
EAE-a (Ben-Nun i sar., 1980; Killén i Nilsson, 1989; Endoh i sar., 1990; Lydowik i
sar., 1993; Di Rosa i sar., 2000; Ditamo i sar., 2005; Matejuk i sar., 2005; Tatari-
Calderone i sar., 2012).

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji su ukazali na postojanje polnog
dimorfizma u osetljivosti na indukciju bolesti i teZini klinickih manifestacija EAE-a
i kod starih Zivotinja. Naime, stari muzjaci, za razliku od starih Zenki, su, po praviluy,
razvijali vrlo blag motorni deficit, koji se manifestovao samo atonijom vrha repa.
Medutim, treba napomenuti da i klinicki inaparentni EAE moZe biti pracen
Celijskim i molekularnim promenama u ciljnom tkivu koje su karakteristi¢ne za
autoimunsku neuroinflamaciju (Endoh i sar., 1990; Smith i sar, 1999). Iz
prikazanih rezultata takode proizilazi i zakljucak da starenje dovodi do inverzije
smera polnog dimorfizma u teZini klinickih parametara bolesti, u odnosu na onaj
koji je opisan kod mladih Zivotinja.

Generalno, o polnim razlikama u neuroinflamaciji kod starih Zivotinja se malo
zna. Dostupni literaturni podaci sugeriSu postojanje polnog dimorfizma u
odgovoru na ishemijsko oStecenje CNS-a, u smislu da stare Zenke misSeva razvijaju
tezu inflamaciju, usled vece propustljivosti hemato-encefalne barijere i vece

ekspresije proinflamatornih citokina u odnosu na stare muZjake, Sto se pripisuje
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smanjenju koncentracije cirkuliSuéih estrogena kao vaZnog neuroprotektivnog
faktora (Manwani i McCullough, 2011). Druga istraZivanja, medutim, ukazuju da
starosno uslovljene razlike u koncentraciji polnih steroida nisu jedini faktor koji
utiCe na polne razlike u teZini neuroinflamacije kod starih, u odnosu na mlade

Zivotinje (Li i sar., 2006).

5.2.2. Polni dimorfizam i diergizam mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz
ki¢cmene mozdine starih pacova na vrhuncu bolesti

Imajuci u vidu da je starenje dovelo do inverzije smera polnog dimorfizma u
tezini EAE-a, slede¢i korak u istraZivanju je bio da se ispitaju karakteristike
imunskog odgovora u kicmenoj moZzdini starih pacova na vrhuncu bolesti i da se
identifikuju patogenetski mehanizmi potencijalno odgovorni za razlike u teZini
EAE-a kod Zivotinja ovog uzrasta.

Slicno kao i kod mladih pacova, teZina neuroloSkog deficita je pozitivno
korelirala sa ukupnim brojem mononuklearnih ¢elija koji je izolovan iz ki¢mene
moZdine starih Zivotinja na vrhuncu bolesti. Uoceno je da je ovaj broj kod starih
pacova oba pola bio znacajno manji nego kod mladih Zivotinja u istoj fazi bolesti.
Medutim, u skladu sa lakSom boleS¢u kod starih muZjaka pacova, iz njihove
kicmene mozdine je izolovan znacajno manji broj reaktivisanih CD134+ CD4+ T-
Celija nego iz kicmene mozdine teZe obolelih Zenki istog uzrasta. Ovakvom nalazu
je verovatno doprinela i veca zastupljenost apoptoticnih CD4+ T-limfocita u
kicmenoj moZdini starih muZjaka pacova. Ve¢a apoptoza CD4+ T-cCelija bi mogla da
bude posledica njihove manje efikasne reaktivacije u ki¢menoj mozdini muzjaka
(Rogers i sar., 2001). Osim toga, veca procentualna zastupljenost apopoti¢nih CD4+
T-limfocita u ki¢cmenoj moZdini muZjaka, u poredenju sa Zenkama, je bila u
korelaciji i sa ve¢im procentom CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija kod ovih Zivotinja.
Naime, jedan od prominentnih mehanizama kojim CD4+CD25+Foxp3+ Treg celije
suprimiraju imunski odgovor u modelima autoimunske inflamacije, je indukcija
apoptoze efektorskih CD4+ limfocita, deprivacijom citokina koji su neophodni za
njihovo prezivljavanje u ciljnom organu (Pandiyan i sar.,, 2007). Bududi da je
pokazano da broj reaktivisanih Celija zavisi od broja i supresorskog kapaciteta

regulatornih CD4+ limfocita (Giiltner i sar., 2010), u skladu sa manjim brojem
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CD134+ CD4+ T-limfocita u ki¢menoj moZdini starih muzjaka pacova je bio i
povoljniji odnos broja ovih i CD4+CD25+Foxp3+ Treg cCelija u poredenju sa
Zenkama istog uzrasta. Takode, u skladu sa ranije navedenim podacima o
efikasnijoj supresiji autoreaktivnih CD4+ limfocita u kicmenoj mozdini u kojoj je
ekspresija proinflamatornih citokina manja, bila je i manja ekspresija gena za IL-6,
IL-1B i TNF-a u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZdine muZjaka nego Zenki
starih pacova.

S obzirom na to da je prethodno pokazano da je teZina EAE-a kod mladih
Zivotinja pozitivno korelirala sa ve¢im procentom Th17 ¢elija u inflamatornom
Celijskom infiltratu kicmene mozZdine, a posebno sa vetom procentualnom
zastupljenoscu izrazito patogenih IL-17+IFN-y+ celija medu njima, postavilo se
pitanje da li takva korelacija postoji i kod starih Zivotinja. Nadeno je da je procenat
Th17 celija bio manji u populaciji T-limfocita iz kitmene moZdine muZjaka nego
Zenki starih pacova. Osim toga, nadeno je da je odnos broja Th17 i Th1l ¢elija u
kicmenoj mozdini starih Zenki pacova bio pomeren na stranu Th17 limfocita, u
poredenju sa odnosom ovih ¢elija kod muzjaka. Ovaj nalaz, zajedno sa onim
dobijenim kod mladih Zivotinja, ukazuje da je, u poredenju sa lakSe obolelim
Zivotinjama, kod teZe obolelih, nezavisno od njihovog uzrasta, odnos broja Th17 i
Th1 Celija u kicmenoj mozdini bio viSe pomeren na stranu Th17 limfocita.

Manji procenat Th17 Celija u okviru populacije T-limfocita koji su izolovani iz
kicmene moZdine starih muZjaka je bio u skladu sa manjom ekspresijom iRNK za
citokine koji su neophodni za njihovu diferencijaciju (IL-1, IL-6 i IL-23/p19) u
mononuklearnim Celijama ki¢mene mozdine ovih Zivotinja, nego u istim Celijama
Zenki pacova. Manji procenat Th17 ¢elija u kicmenoj mozdini starih muzjaka bi se
mogao objasniti i vecom ekspresijom iRNK za IL-27 u mononuklearnim ¢elijama
kicmene mozdine ovih Zivotinja. Sudeéi prema podacima iz drugih radova, IL-27
inhibiSe diferencijaciju Th17 cCelija i ogranicava razvoj EAE-a (Batten i sar., 2006;
Stumhofer i sar., 2006). S druge strane, veca ekspresija gena za IL-27 kod starih
muzjaka pacova, naizgled nije korelirala sa manjom zastupljeno$¢u Th1 ¢elija kod
ovih Zivotinja, s obzirom na to da IL-27 stimuliSe ekspresiju T-bet u Th limfocitima
(Pflanz i sar., 2004). Medutim, Lucas i njeni saradnici (2003) su pokazali da IL-27,

za razliku od IL-12, nije dovoljan da samostalno dovede do potpune diferencijacije
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CD4+ T-¢elija u Th1 c¢elije. Manja procentualna zastupljenost Th1 ¢elija u populaciji
T-limfocita iz kicmene moZdine starih muZjaka je najverovatnije odrazavala manju
ekspresiju iRNK za [L-12/p35 u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozZdine ovih
Zivotinja, u odnosu na ekspresiju ovog gena kod Zenki istog uzrasta. Naime,
pokazano je da je IL-12 glavni citokin za razvoj Th1 ¢elija i da moZe samostalno da
konvertuje Th limfocite u celije Th1l fenotipa (Prochazkova i sar., 2012). Manja
zastupljenost Th1l celija kod muZjaka bi se dodatno mogla objasniti vecom
ekspresijom iRNK za TGF-f u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine ovih
pacova. Naime, pokazano je da TGF-f inhibiSe ekspresiju transkripcionog faktora
T-bet (Lee i sar., 2009). Na osnovu prethodno iznetog, moglo bi se zakljuciti da
diferencijacija Th limfocita u ¢elije odredenog fenotipa zavisi od odnosa razlicitih
citokina, a ne od apsolutne koli¢ine bilo kojeg od njih pojedina¢no (Kaufmann i sar,
2012).

U svetlu prethodne tvrdnje bi se mogla tumaciti i manja procentualna
zastupljenost Th17 limfocita u populaciji T-¢elija u ki¢menoj moZdini starih
muzjaka, u odnosu na Zenke istog uzrasta, u uslovima manje ekspresije IL-10.
Naime, buduc¢i da IL-10 inhibira ekspresiju transkripcionog faktora ROR-yt (Gu i
sar., 2008), ocekivalo bi se da manja ekspresija IL-10 u T-limfocitima iz ki¢mene
mozdine starih muzjaka omogudi efikasniju diferencijaciju Th limfocita u Th17
Celije, Sto nije nadeno kod ovih Zivotinja. Veca ekspresija iRNK za TGF-f u
mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZdine starih muzjaka, osim S$to je doprinela
manjoj zastupljenosti Th1 Celija u populaciji T-limfocita u kicmenoj moZzdini ovih
Zivotinja, verovatno je uticala i na manju zastupljenost Th17 Celija sa izraZenim
patogenim svojstvima (IL-17+IFN-y+ Celije) (Ghoreschi i sar.,, 2010) kod starih
muzjaka pacova. Osim toga, manji procenat IL-17+IFN-y+ Celija kod starih muZjaka
pacova je bio u saglasnosti sa manjom ekspresijom gena za GM-CSF, citokina koji se
smatra odgovornim za patogenost Th17 ¢elija (El-Behi i sar., 2011; Coddari i sar.,
2013; Duhen i sar.,, 2013; McWilliams i sar., 2015), u mononuklearnim celijama
kicmene moZdine ovih Zivotinja, nego u istim ¢elijama Zenki pacova.

Znacajno manja ekspresija gena za GM-CSF kod starih muzjaka je takode bila
u skladu sa manjom zastupljenoS¢u aktivisanih (CD45+*) celija mikroglije u

populaciji mijeloidnih (CD11b+) ¢elija kicmene mozdine ovih Zivotinja nego Zenki
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starih pacova. Pokazano je, naime, da GM-CSF indukuje aktivaciju i proliferaciju
¢elija mikroglije (Ponomarev i sar., 2007; Gonzalez i Pacheco, 2014). Takode, pored
manje zastupljenosti Celija aktivisane mikroglije u kicmenoj mozdini muZzjaka, i
povrSinska gustina ekspresije CD11b i CD45 molekula na njima je bila manja, u
poredenju sa istim Celijama Zenki starih pacova. Manja aktivacija Celija mikroglije
bi mogla biti odgovorna za manji procenat reaktivisanih CD4+ T-limfocita koji je
naden na vrhuncu bolesti u kicmenoj moZdini starih muzjaka pacova. Naime, Celije
mikroglije sticu maksimalnu sposobnost prezentacije antigena na vrhuncu EAE-a,
kada je, pod uticajem inflamatornog procesa, ekspresija MHC molekula II klase i
kostimulatornih molekula na povrsini ovih ¢elija maksimalna (Almolda i sar., 2011,
Mensah-Brown i sar., 2011). Procentualna zastupljenost ¢elija sa CD45+** fenotipom
u populaciji CD11b+ ¢elija je bila mala kod starih pacova oba pola i nije se
statisticki znacajno razlikovala izmedu polova. Ovaj podatak sugeriSe da je
starenjem dosSlo do znacajnog smanjenja transmigracije proinflamatornih
monocita u kitmenu moZdinu pacova oba pola. Imajuéi u vidu klju¢nu ulogu ovih
¢elija za inicijaciju i razvoj neuroinflamatornog procesa u EAE-u, kako je ranije
objasSnjeno, mali procenat CD11b+ c¢elija sa CD45** fenotipom je verovatno
znacajno doprineo lakSoj klinickoj slici EAE-a kod starih Zivotinja u poredenju sa
mladim pacovima. Osim toga, sudeci po gustini ekspresije molekula CD11b i CD45
na povrsSini ovih Celija, i njihova aktivacija je bila slabija kod muZjaka nego kod
Zenki starih pacova. Navedeni rezultati ukazuju da je aktivacija mijeloidnih celija
bila manja u kicmenoj mozdini muZjaka starih pacova, Sto je koreliralo sa blazom
klinickom slikom EAE-a kod ovih Zivotinja u odnosu na Zenke istog uzrasta.

U saglasnosti sa manjom aktivacijom mijeloidnih ¢elija je bila i manja
ekspresija gena za IL-6, IL-13, TNF-a i iNOS u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
moZdine muzjaka nego u odgovarajué¢im celijama Zenki starih pacova (Parajuli i
sar.,, 2012; Gonzdalez i sar., 2014). U skladu sa ovim nalazom je bila i manja
procentualna zastupljenost IL-10+ Th ¢elija kod muzjaka starih pacova (de Waal
Malefyt i sar., 1991; Saraiva i O’Garra, 2010). Naime, za razliku od TGF-§, ¢iji je gen
konstitutivno visoko eksprimiran u gotovo svim tkivima, ekspresija gena za IL-10
je minimalna u nestimulisanim tkivima i zahteva znacajnu aktivaciju celija

inflamatornim stimulusima (Banchereau i sar., 2012).
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U korelaciji sa polno dimorfnom klinickom slikom EAE-a kod starih Zivotinja
je bila i polno dimorfna procentualna zastupljenost CD4+ celija u populaciji
aktivisanih ¢elija mikroglije, za koje je ranije navedeno da imaju imunoregulatorna
svojstva i da doprinose ograniCavanju inflamatornog procesa (Almolda i sar.,
2009). Naime, procenat ovih Celija je bio veci kod muzjaka u poredenju sa Zenkama
starih pacova. U skladu s tim je bila i veca ekspresija gena za Arg-1, koji se smatra
markerom imunoregulatornih mijeloidnih ¢elija u EAE-u (Ahn i sar., 2012), u
mononuklearnim celijama kicmene mozdine starih muZjaka pacova nego Zenki
istog uzrasta.

Imajuci u vidu podatke diskutovane u ovom poglavlju, moglo bi se zakljuciti
da je polni dimorfizam u teZini neuroloskog deficita kod starih Zivotinja, kao i kod
mladih pacova, na vrhuncu bolesti pozitivno korelirao sa stepenom infiltracije
kicmene moZdine CD4+ limfocitima, njihovom reaktivacijom, procentualnom
zastupljenoS¢u Th17 (Celija i procentom IFN-y+IL-17+ ¢elija u okviru te
subpopulacije Th limfocita. Osim toga uocena je i pozitivna korelacija sa procentom
aktivisanih cCelija mikroglije i stepenom njihove aktivacije izraZenim kroz

povrsinsku gustinu ekspresije CD11b i CD45 molekula.

5.2.3. Polni dimorfizam i diergizam mononuklearnih ¢elija koje su izolovane iz
drenirajuéeg limfnog c¢vora i kicmene moZdine starih pacova u induktivnoj fazi
bolesti

Da bi se ispitalo da li se, kao kod mladih pacova, polne razlike u imunskom
odgovoru u ki¢menoj moZzdini na vrhuncu bolesti razvijaju na nivou ciljnog organa
ili odslikavaju polni dimorfizam u imunskom odgovoru na periferiji starih
Zivotinja, analizirane su i mononuklearne c¢elije dreniraju¢eg limfnog cvora i
ki¢mene moZdine u induktivnoj fazi bolesti.

Rezultati koji se odnose na ovu fazu istrazivanja pokazali su da je odgovor
CD4+ T-Celija na stimulaciju antigenima singene kicmene moZdine, kao i kod
mladih Zivotinja, bio manji kod muZjaka nego kod Zenki starih pacova. Naime, ako
bi se posmatrao samo procenat aktivisanih, CD134+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita, on je bio ve¢i kod starih muZjaka pacova, te bi se moglo zakljuciti da

prethodna konstatacija nije tacna. Ovaj nalaz je verovatno odraZavao povoljniji
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odnos CD4+ T-limfocita i APC drenirajuéeg limfnog ¢vora starih muzjaka pacova.
Medutim, poredenjem procenta CD134+ celija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita
poplitealnog limfnog ¢vora neimunizovanih i imunizovanih pacova, evidentno je da
je procentualni porast u zastupljenosti aktivisanih CD4+ T-limfocita, u odgovoru na
inokulaciju homogenata kicmene mozdine, bio manji kod starih muzjaka pacova
nego kod Zenki istog uzrasta. Pri traZenju objasSnjenja za ovaj nalaz, treba uzeti u
obzir podatke koji ukazuju da odrasli muskarci imaju manji pul autoreaktivnih
limfocita nego Zene (Su i sar., 2013). Takode, treba imati u vidu i podatke studija
koji sugeriSu da je manja aktivacija CD4+ T-cCelija limfnog ¢vora kod adultnih
muzjaka miseva, u odgovoru na unos mijelinskih antigena, polno specifi¢no
svojstvo (Dunn i sar., 2007). S druge strane, iako je procentualna zastupljenost
aktivisanih c¢elija u okviru CD4+ T-limfocita dreniraju¢eg limfnog Cvora starih
muzjaka bila ve¢a nego kod Zenki, s obzirom na to da je apsolutni broj CD4+ T-
limfocita koji je izolovan iz drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka bio manji, i broj
aktivisanih CD4+ T-¢elija je bio manji u poredenju sa Zenkama starih pacova.
Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je ne samo aktivacija, vec i
proliferacija CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora, koji su specificni za
neuroantigene, bila manja kod muzjaka nego kod Zenki starih pacova. Na ovo
ukazuje manja proliferacija CD4+ limfocita u kulturama mononuklearnih celija
drenirajuceg limfnog cvora starih muzjaka u prisustvu MBP-a, u odnosu na
odgovarajuce celije Zenki pacova istog uzrasta. Ovaj nalaz je u skladu sa podacima
koji pokazuju da CD4+ limfociti odraslih muSkaraca i muzZjaka glodara manje
proliferiSu u odnosu na ove Celije Zena, odnosno Zenki glodara (Santoli i sar., 1976;
Bilbo i Nelson, 2003; Zhang i sar., 2012), kao i da starenje viSe utiCe na
proliferativnu sposobnost limfocita muskaraca, nego Zena (Hirokawa i sar., 2013).
Imaju¢i u vidu da je proliferacija aktivisanih CD4+ limfocita i njihova
diferencijacija u efektorske celije u velikoj meri determinisana i supresorskom
aktivnos¢u regulatornih T-c¢elija (Sojka i sar., 2008), analizirana je i zastupljenost i
supresorska funkcija regulatornih CD4+ limfocita. Procentualna zastupljenost
CD25+Foxp3+ Celija u okviru CD4+ limfocita dreniraju¢eg limfnog cvora je bila
veca kod starih muZjaka nego kod Zenki pacova. Pored toga, klasicni in vitro test

supresije proliferacije je, za razliku od onog kod mladih Zivotinja, pokazao polni
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diergzam u supresorskoj funkciji Treg celija starih pacova u oba odnosa Treg:Tef
¢elija. Naime, supresija proliferacije Tef celija limfnog ¢vora je bila veéa kod
muzjaka nego kod Zenki starih pacova i kada je odnos Treg:Tef Celija u kulturi bio
1:1, ali i kada je ovaj odnos bio 1:2. U saglasnosti sa manjom aktivacijom i manjom
proliferacijom CD4+ limfocita kod muzjaka, u supernatantima kultura
mononuklearnih Celija drenirajuceg limfnog Cvora ovih Zivotinja, u prisustvu MBP-
a, 1 koncentracija citokina klju¢nih za patogenezu EAE-a (IL-17 i IFN-y) je bila
manja nego kod Zenki pacova.

Kao i na vrhuncu bolesti, 7. d.p.i. je izolovan manji broj ukupnih
mononuklearnih ¢elija, ali i manji broj CD4+ T-celija i reaktivisanih, CD134+ CD4+
T-Celija iz kicmene moZdine starih muzjaka pacova u poredenju sa Zenkama istog
uzrasta.

Prethodno izneti rezultati sugeriSu da bi manja infiltracija CD4+ T-Celija
koje su specificne za neuroantigene u kicmenu mozdinu starih muzjaka pacova
mogla da odraZava njihovo manje generisanje u dreniraju¢em limfnom ¢voru ovih
Zivotinja. Analiza ekspresije gena za CXCL12 (McCandless i sar., 2006, Miljkovic¢ i
sar., 2011) u tkivu kicmene moZdine, pokazala je da se ona nije razlikovala izmedu
Zenki i muzjaka starih pacova. Ovaj nalaz implicira da polni dimorfizam u broju
CD4+ T-Celija koje su izolovane iz kicmene moZdine starih Zivotinja, najverovatnije
nije bio posledica polnih razlika u efikasnosti njihove transmigracije kroz hemato-
encefalnu barijeru.

Manja infiltracija CD4+ T-limfocita u kicmenu moZdinu starih muZzjaka, uz
njihovu manju reaktivaciju u ciljnom tkivu (sudeci prema procentu CD134+ ¢elija u
okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita), je izvesno doprinela Kklini¢ki slabijoj
bolesti kod starih muZjaka nego kod Zenki pacova. Pored procentualno manje
aktivacije infiltriSu¢ih CD4+ T-limfocita, povrSinska gustina ekspresije CD134
molekula je takode bila manja na CD4+ T-¢elijama koje su izolovane iz ki¢mene
moZdine starih muZjaka nego Zenki istog uzrasta. Ovaj nalaz sugeriSe slabiju
aktivaciju CD4+ T-celija koje su infiltrirale kicmenu mozdinu muZjaka, $to bi moglo
da utice na manje prezivljavanje reaktivisanih ¢elija u njihovoj kicmenoj mozdini.
Naime, pokazano je da su slabije aktivisane CD4+ Celije podloZnije apoptozi, buduci

da CD134 molekul stimuliSe ekspresiju anti-apoptotskih proteina Bcl-2 i Bcl-xL i
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tako inhibiSe apoptozu efektorskih CD4+ limfocita u ciljnom tkivu (Rogers i sar.,
2001).

Analiza citokinskog profila infiltrisanih T-limfocita je pokazala da je
zastupljenost Thl C(celija, kao i na vrhuncu bolesti, bila manja u celijskim
suspenzijama kicmene mozdine starih muZjaka u odnosu na Zenke pacova. Ovaj
nalaz je bio u korelaciji sa manjom ekspresijom iRNK za IL-12/p35 (Prochazkova i
sar, 2012) u mononuklearnim celijama ki¢mene moZdine starih muZjaka nego
Zenki pacova istog uzrasta. Medutim, procentualna zastupljenost Th17 celija u
populaciji T-limfocita kicmene mozdine starih pacova se nije znacajno razlikovala
izmedu polova u ovoj fazi bolesti, iako je ekspresija iRNK za IL-6, IL-1 i IL-23/p19
(McGeachy i sar., 2007, Ghoreschi i sar.,, 2010) bila manja u mononuklearnim
¢elijama ki¢cmene mozdine muZjaka pacova. Na osnovu ovih nalaza, moglo bi se
zakljuciti da polne razlike u ekspresiji citokina koji su determinativni za smer
diferencijacije Th17 limfocita, u ranoj fazi bolesti, nisu bile dovoljne da obezbede
znacajnu polnu razliku u zastupljenosti glavne subpopulacije patogenih CD4+
¢elija. Ovi rezultati, u kontekstu prethodno iznetih za vrednosti istih parametara na
vrhuncu EAE-a, sugeriSu da je evolucija imunskog i inflamatornog odgovora u
ki¢menoj mozdini muzjaka, u funkciji vremena, ,stvorila“ citokinsko okruzenje koje
je manje favorizovalo diferencijaciju Th limfocita u Th17 ¢elije nego kod Zenki
pacova i, posledi¢no, dovelo do polnih razlika u zastupljenosti Th17 celija na
vrhuncu bolesti.

U prilog slabije izraZenoj neuroinflamaciji kod starih pacova, u odnosu na
mlade Zivotinje, govore i rezultati ispitivanja mijeloidnih (CD11b+) celija koji
pokazuju da je kod starih Zivotinja oba pola, najveéi procenat ovih celija u
pretklini¢koj fazi bolesti pripadao subpopulaciji neaktivisanih (CD45-) (Zhang i
sar., 2002; Almolda i sar., 2009) celija mikroglije. Medutim, ova subpopulacija je
bila procentualno viSe zastupljena kod starih muzjaka u odnosu na Zenke pacova. S
druge strane, subpopulacija inflamatornih makrofaga/dendritskih celija
monocitnog porekla (CD45* ¢elije) (Croxford i sar., 2015b), je bila zna¢ajno manje
zastupljena kod muZjaka nego kod Zenki starih pacova. Ako se ima u vidu da su ove
¢elije poreklom sa periferije glavne APC u inicijalnoj reaktivaciji infiltrisu¢ih CD4+

limfocita i otpocinjanju EAE-a (Goverman, 2009; Mensah-Brown i sar., 2011;
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Croxford i sar., 2015a), njihova manja zastupljenost je verovatno doprinela manjoj
reaktivaciji CD4+ T-limfocita u kicmenoj mozdini starih muZjaka pacova. Imajuéi u
vidu ulogu CD45** ¢€elija u inicijaciji inflamatornog i imunskog odgovora u EAE-u
(Mensah-Brown i sar., 2011, Croxford i sar., 2015a), manji procenat ovih celija u
populaciji CD11b+ C(Celija kicmene moZdine starih muZjaka, sugeriSe slabiji
inflamatorni odgovor u ciljnom tkivu ovih Zivotinja u odnosu na Zenke starih
pacova joS u ranoj fazi bolesti. U korelaciji sa ovim rezultatima je bila i manja
ekspresija gena za TNF-a (Gonzalez i sar., 2014) u mononuklearnim c¢elijama
kicmene moZdine muzjaka, u poredenju sa istim ¢elijama Zenki starih pacova.

Na osnovu svega iznetog u ovom poglavlju, moZe se zakljuciti da je kod starih
pacova, za razliku od mladih Zivotinja, smer polnih razlika u broju CD4+ Celija koje
su infiltrirale kicmenu moZdinu i u induktivnoj fazi bolesti i na vrhuncu EAE-a

korelirao sa ja¢inom CD4+ T-c¢elijskog odgovora u dreniraju¢em limfnom c¢voru.

5.3. Uticaj starenja na polni dimorfizam u teZini bolesti i fenotipskim i
funkcijskim Kkarakteristikama mononuklearnih ¢elija koje ucestvuju u
patogenezi EAE-a

Poredenjem rezultata dobijenih kod mladih i starih pacova, evidentno je da je
starenjem doSlo do inverzije smera polnog dimorfizma u teZini EAE-a kod pacova
DA soja. Na osnovu ove observacije, moglo bi se pretpostaviti da kod pacova ovog
soja, starenje znacajno uti¢e na autoimunsku neuroinflamaciju koja je indukovana
inokulacijom singene ki¢mene moZdine, i to na polno dimorfan nacin. Iz ove
pretpostavke je proizaslo i pitanje koje su to starenjem uslovljene promene polno
dimorfnih karakteristika (auto)imunskog odgovora odgovorne za klinicki uoceni
fenomen.

Poredenjem rezultata koji su prikazani u prvom i drugom delu ove
disertacije, moZe se zakljuciti da se smer polnog dimorfizma u imunskom odgovoru
na periferiji nije menjao starenjem. Kod pacova oba uzrasta, parametri aktivacije
CD4+ T-celija u poplitealnom limfnom ¢voru na inokulaciju antigena singene
kicmene moZdine su ukazivali na manji procenat aktivacije CD4+ T-¢elija kod

muzjaka pacova nego kod Zenki odgovarajuceg uzrasta. S druge strane, starenjem

167



se procenat aktivacije CD4+ T-limfocita smanjivao kod oba pola. Medutim, to
smanjenje je bilo izraZenije kod muzjaka, nego kod Zenki pacova.

Osim toga, CD4+ limfociti drenirajuceg limfnog ¢vora muzjaka oba uzrasta su,
in vitro, manje proliferisali u odgovoru na stimulaciju MBP-om u odnosu na iste
Celije Zenki pacova. Starenjem je, takode, zabeleZzen pad u proliferativnom
odgovoru mijelin-specificnih CD4+ limfocita kod pacova oba pola. Medutim, taj pad
je bio nesto viSe izraZen kod Zivotinja muskog pola u odnosu na one Zenskog pola.
Ovakav nalaz je u skladu sa podacima da, kod coveka, starenjem dolazi do
izraZenijeg smanjenja proliferativnog indeksa T-limfocita kod muskaraca nego kod
Zena (Hirokawa i sar., 2013).

[zraZenije smanjenje proliferacije CD4+ limfocita drenirajuceg limfnog ¢vora
muzjaka u odnosu na Zenke pacova starenjem, moZe se povezati sa sledeéim
Cinjenicama. Prvo, zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ Treg cCelija u dreniraju¢em
limfnom ¢voru je bila sli¢na kod mladih pacova oba pola, a ve¢a kod starih pacova
muskog pola u odnosu na Zenke istog uzrasta. Drugo, kapacitet ovih celija da in
vitro suprimiraju proliferaciju Tef Celija, koje su izolovane iz limfnih ¢vorova, je bio
manji kod mladih muZjaka pacova, ali samo u odnosu Treg:Tef 1:1, dok se u odnosu
Treg:Tef 1:2 nije razlikovao izmedu polova. S druge strane, supresorski kapacitet
Treg celija, koje su izdvojene iz limfnih ¢vorova starih muZjaka pacova, je bio
znacajno vec¢i u odnosu na Treg Celije starih Zenki pacova u oba ispitivana Treg:Tef
odnosa. Na osnovu ovih podataka, moZe se zakljuciti da su efekti starenja na
povecanje procentualne zastupljenosti CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija na periferiji
i njihov supresorski kapacitet, imali polno dimorfni karakter. Literaturni podaci
sugeriSu da starenje dovodi do umnoZavanja regulatornih CD4+ limfocita na
periferiji, kod ljudi (Gregg i sar., 2005; Vukmanovic-Stejic i sar. 2006; Montoya-
Ortiz, 2013) i oglednih Zivotinja (Nishioka i sar., 2006; Sharma i sar., 2006; Zhao i
sar., 2007; Lages i sar., 2008), kao i do povecanja efikasnosti njihove supresorske
funkcije (Gregg i sar., 2005; Sharma i sar., 2006; Garg i sar., 2014). Medutim, nema
podataka o polnom dimorfizmu u uticaju starenja na zastupljenost i funkciju
regulatornih CD4+ limfocita.

Konac¢no, na osnovu iznetih podataka, moZe se zakljuciti da iako starenje

utiCe na razlicite mehanizme koje stoje u osnovi polnog dimorfizma u imunskom
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odgovoru na antigene singene kicmene mozdine na periferiji, smer polnog
dimorfizma u jac¢ini imunskog odgovora posredovanog CD4+ limfocitima u
dreniraju¢em limfnom ¢voru se ne menja starenjem.

Rezultati koji su dobijeni analizom CD4+ T-Celija koje su infiltrirale ki¢menu
mozdinu u induktivnoj fazi bolesti su pokazali inverziju smera polnih razlika u
efikasnosti reaktivacije ovih celija u ciljnom organu. Naime, sudei prema
povrSinskoj gustini ekspresije za CD134, koji odrazava gustinu povrSinske
ekspresije CD134 molekula, reaktivacija CD4+ T-cCelija je bila efikasnija kod mladih
muzjaka pacova. S druge strane, za razliku od mladih, kod starih muzjaka je MFI za
CD134 molekul bio manji nego kod Zenki istog uzrasta. Ovi nalazi su korelirali sa
inverzijom smera polnih razlika u zastupljenosti CD11b+ celija sa CD45**
fenotipom, za koje se smatra da su klju¢ne za inicijalnu reaktivaciju infiltriSuc¢ih
CD4+ limfocita i za otpocinjanje efektorske faze EAE-a (Goverman, 2009; Mensah-
Brown i sar., 2011; Croxford i sar., 2015a). Naime, zastupljenost CD45** Celija u
okviru populacije CD11b+ Celija kicmene mozdine je kod mladih muzjaka bila veca,
dok je kod starih muzjaka bila manja u odnosu na Zenke pacova odgovarajuceg
uzrasta. Efikasnija reaktivacija antigen-specificnih CD4+ limfocita omogucava bolje
prezivljavanje i ve¢u ekspanziju ovih Celija (Gramaglia i sar., 1998), Sto je, izmedu
ostalog, verovatno doprinelo da ve¢i broj reaktivisanih CD4+ T-celija bude izolovan
iz kicmene mozdine teZe obolelih Zivotinja oba uzrasta, na vrhuncu bolesti.

Jedna od najznacajnijih promena do koje je doSlo starenjem je smanjenje
broja mononuklearnih celija koje ulestvuju u patogenezi EAE-a u kiCmenoj
mozdini pacova oba pola. Ova promena, koja je, najverovatnije, najve¢im delom
uslovljena manjim ,ulaskom“ patogenih celija sa periferije, je izvesno doprinela
manje izrazenoj neuroinflamaciji u kicmenoj mozdini starih pacova oba pola, i
sledstveno, lakSem neuroloskom deficitu u odnosu na mlade Zivotinje. Medutim, na
osnovu iznetih podataka, moZe se zakljuciti da je starenje na polno dimorfan nacin
uticalo na smanjenje infiltracije patogenih c¢elija u ciljni organ imunizovanih
Zivotinja. Naime, ova promena je bila izraZenija kod pacova muskog pola i,
verovatno, u velikoj meri je uticala na inverziju smera polnog dimorfizma u jacini
(auto)imunskog odgovora u kicmenoj moZdini ovih Zivotinja, a time i na inverziju

smera polnog dimorfizma u tezini EAE-a u odnosu na mlade pacove.
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Procenat reaktivisanih CD4+ T-cCelija u ki¢menoj mozdini na vrhuncu bolesti
je bio ve¢i kod mladih muZjaka nego kod Zenki pacova, za razliku od starih
muzjaka, kod kojih je procenat ovih Celija bio manji nego kod Zenki istog uzrasta.
Ovi nalazi bi se, izmedu ostalog, mogli povezati sa promenom odnosa reaktivisanih
CD4+ T-limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija starenjem. Naime, suprotno nego
kod starih muzjaka pacova, taj odnos je bio manje povoljan u ki¢menoj mozdini
mladih muzjaka u poredenju sa odnosom ovih Ccelija kod Zenki pacova
odgovarajuceg uzrasta. Inverziji smera polnog dimorfizma u odnosu broja
reaktivisanih CD4+T-limfocita i CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija kod starih pacova je
verovatno doprinela starenjem uslovljena polno specificna promena u
zastupljenosti CD4+CD25+Foxp3+ Treg Celija u kicmenoj moZdini ovih Zivotinja.
Naime, procenat ovih ¢elija u suspenziji mononuklearnih ¢elija iz kicmene mozdine
mladih pacova se nije razlikovao izmedu polova, dok je kod starih Zivotinja, njihov
procenat bio ve¢i kod muzjaka nego kod Zenki istog uzrasta. Konacno, starenjem je
doslo do inverzije smera polnog dimorfizma u ekspresiji gena za proinflamatorne
citokine i enzime, kako u limfocitima (IL-17), tako i u nelimfoidnim ¢elijama (IL-6,
IL-13, TNF-a, iNOS) kicmene moZdine pacova, tako da je ona bila veca kod mladih
muzjaka, a manja kod starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog uzrasta. Ova
promena je, moguce, kao Sto je vel reCeno, uticala da supresorska funkcija
CD4+CD25+Foxp3+ Treg celija u kicmenoj mozdini mladih muZjaka pacova bude
manja, a kod starih vec¢a nego kod Zenki odgovarajuceg uzrasta. Na osnovu svega
prethodno iznetog, moglo bi se spekulisati da je starenje na polno dimorfan nacin
uticalo na zastupljenost i efikasnost supresorske funkcije CD4+CD25+Foxp3+ Treg
¢elija u ciljnom organu.

Poredenjem rezultata koji su prikazani u ovoj disertaciji, indirektno se moze
zakljuciti da je starenjem doslo i do inverzije smera polnog dimorfizma u ekspresiji
citokina koji su znacajni za diferencijaciju Th17 limfocita (McGeachy i Cua, 2008;
Chung i sar., 2009) u mononuklearnim ¢elijama kicmene moZdine pacova. Naime,
ekspresija iRNK za IL-6, IL-1B i IL-23/p19 u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
moZdine mladih muZjaka je bila ve¢a u odnosu na Zenke pacova istog uzrasta. Ovaj
nalaz je bio u saglasnosti sa ve¢im procentom Th17 ¢elija u okviru T-limfocita

kicmene moZdine mladih muzjaka, u poredenju sa Zenkama pacova istog uzrasta.
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Za razliku od toga, ekspresija iRNK za iste citokine je bila znacajno manja u
mononuklearnim c¢elijama kicmene moZdine starih muZjaka pacova, Sto je dovelo
do manje procentualne zastupljenosti Th17 celija u populaciji T-limfocita kicmene
mozdine ovih Zivotinja u odnosu na Zenke istog uzrasta. U prilog takvim nalazima
ide i inverzija smera polnog dimorfizma u genskoj ekspresiji za IL-27, citokina za
koji se smatra da suprimira diferencijaciju Th17 c¢elija (Batten i sar., 2006;
Stumhofer i sar., 2006). Naime, ekspresija gena za ovaj citokin je bila manja u
mononuklearnim ¢elijama kicmene moZdine muZjaka nego Zenki mladih pacova,
dok je u istim Celijama starih muzjaka pacova bila ve¢a u odnosu na Zenke tog
uzrasta. Pored toga, starenje je dovelo i do inverzije smera polnog dimorfizma u
ekspresiji iRNK za GM-CSF u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZdine. Naime,
ekspresija gena za ovaj citokin je u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine
mladih muZjaka bila znacajno veca nego u istim ¢elijama Zenki mladih pacova. Za
razliku od toga, u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZdine starih muZjaka
pacova, ekspresija gena za ovaj citokin je bila daleko manja nego kod Zenki pacova
istog uzrasta. U skladu sa ovim nalazom, i zastupljenost izrazito patogenih IL-
17+IFN-y+ Celija u subpopulaciji Th17 limfocita (Coddari i sar., 2013; Duhen i sar.,
2013; McWilliams i sar.,, 2015) se menjala starenjem. Preciznije, procenat IL-
17+IFN-y+ Celija je bio vec¢i kod mladih muZjaka nego kod Zenki pacova istog
uzrasta, dok je procenat ovih ¢elija bio manji kod starih muzjaka pacova nego kod
teZe oblelih Zenki starih pacova. Na osnovu svega navedenog, moglo bi se zakljuciti
da starenje na polno specifican nacin utice na Th17 imunski odgovor u kicmenoj
mozdini DA pacova. Starenjem uslovljene kvantitativne i kvalitativne promene u
Th17 imunskom odgovoru kod muZjaka pacova su dovele do inverzije smera
polnog dimorfizma u ovom odgovoru u poredenju sa onim koji je pokazan kod
mladih pacova. Ove promene su, izvesno, znacajno uticale i na inverziju smera
polnog dimorfizma u teZini EAE-a kod starih Zivotinja.

S druge strane, starenje nije uticalo na smer polnog dimorfizma u ekspresiji
gena za IL-12/p35 u mononuklearnim celijama ki¢mene moZdine, koja je
konzistentno bila manja kod muZjaka pacova, bez obzira na njihov uzrast.
Sledstveno, i zastupljenost Thl c¢elija u okviru T-limfocita kicmene moZdine

(Prochazkova i sar., 2012), kao i sekrecija IFN-y u kulturama mononuklearnih
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¢elija koje su bile restimulisane PMA-om i jonomicinom, je bila manja kod muZjaka
pacova oba uzrasta. Ovi nalazi su u skladu sa podacima koji ukazuju da je IFN-y
konstitutivno manje eksprimiran kod muskaraca u odnosu na Zene (Zhang i sar.,,
2012), ali i da Th celije izolovane iz adultnih muzjaka glodara kod kojih je
indukovan EAE, eksprimiraju manje IFN-y nego iste Celije Zenki (Cua i sar., 1995b;
Bebo i sar., 1996; Voskuhl i sar., 1996; Bebo i sar., 1999b, Zhang i sar., 2012). Osim
toga, podaci iz literature ukazuju i da se starenjem ekspresija ovog citokina
smanjuje kod muZjaka glodara (Barrati sar., 1997).

Analiza podataka dobijenih tokom izrade ove doktorske disertacije pokazuje
da je starenje dovelo ne samo do polno specificnih promena u fenotipu i funkciji
CD4+ limfocita specificnih za neuroantigene, ve¢ i do fenotipskih i funkcijskih
promena u nelimfoidnim (mijeloidnim) ¢elijama. Zastupljenost razlicitih
subpopulacija ¢elija mijeloidne loze koje su izolovane iz kitmene moZdine pacova,
kao i stepen njihove aktivacije, su se takode menjali starenjem na polno specifican
nacin. Naime, kod mladih muZjaka pacova, na vrhuncu bolesti, najve¢i udeo u
populaciji CD11b+ ¢elija su imale CD45** ¢elije, odnosno, kako je ve¢ navedeno,
inflamatorni makrofagi/dendritske celije monocitnog porekla, €iji su prekursori iz
periferne krvi transmigrirali u kicmenu moZzdinu. Za razliku od mladih, kod starih
pacova, CD45- celije (Celije neaktivisane mikroglije) su bile najzastupljenije u
okviru CD11b+ populacije, dok je procenat CD45+ Celija je bio veoma mali kod
Zivotinja oba pola. Ovi podaci sugeriSu da je starenje na polno specifican nacin
uticalo na zastupljenost proinflamatornih mijeloidnih ¢elija u kicmenoj mozdini
pacova. Drugim recima, starenjem je doSlo do drasti¢nijeg smanjenja infiltracije
inflamatornih monocita u kicmenu moZzdinu pacova muskog pola, koji su, kako je
ranije objasnjeno, posebno vazni za inicijalnu reaktivaciju infiltriSu¢ih CD4+
limfocita i otpocinjanje neuroinflamatornog procesa (Croxford i sar., 2015a). Pored
toga, iz iznetih podataka sledi da je starenjem doSlo do inverzije polnog
dimorfizma i u stepenu aktivacije mijeloidnih ¢elija. Naime, CD11b+CD45* ¢elije
(aktivisane celije mikroglije) i CD11b+CD45** Ccelije (ugavnom inflamatorni
makrofagi i dendritske celije monocitnog porekla), sudeé¢i prema povrsinskoj
gustini ekspresije molekula CD45 i CD11b na ovim ¢elijama, su bile jace aktivisane

kod mladih muzjaka nego kod Zenki pacova. Za razliku od toga, sude¢i na osnovu
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istih parametara, aktivacija ovih ¢elija je bila slabija kod starih muzjaka nego kod
Zenki pacova istog uzrasta. Osim toga, procenat imunoregulatornih CD4+ ¢elija u
okviru aktivisanih ¢elija mikroglije (Almolda i sar., 2009) je kod mladih muZjaka
bio drasticno manji u poredenju sa Zenkama, dok je kod starih muzjaka pacova,
procenat ovih celija bio ve¢i u odnosu na Zenke istog uzrasta. U korelaciji sa
prethodno iznetim rezultatima je bila i inverzija smera polnog dimorfizma u
ekspresiji iRNK za proinflamatorne, odnosno anti-inflamatorne/imunoregulatorne
faktore u mononuklearnim celijama kicmene mozdine pacova. Naime, ekspresija
iRNK za proinflamatorne citokine (IL-6, IL-13, TNF-a) i za enzim iNOS je bila veca,
dok je ekspresija gena za imunoregulatorni citokin TGF-$ i enzim Arg-1 bila manja
kod mladih muzjaka pacova, u poredenju sa ekspresijom istih faktora kod Zenki
odgovarajuceg uzrasta. S druge strane, ekspresija gena za IL-6, IL-1, TNF-a i iNOS
je bila manja, a za TGF-B i Arg-1 veca u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
moZdine starih muzjaka pacova nego Zenki istog uzrasta. Ovi nalazi bi, makar
delimi¢no, mogli da se poveZu sa podacima koji ukazuju da, kod ¢oveka i glodara,
starenjem dolazi do veceg smanjenja ekspresije nekih proinflamatornih medijatora
(IL-6, IL-13, GM-CSF i dr.) kod jedinki muskog pola, nego kod jedinki Zenskog pola
(Barrat i sar., 1997; Hirokawa i sar., 2013; Poveshchenko i sar., 2014). Svi naveden
i podaci sugeriSu da je kod pacova muskog pola, starenje dovelo do izraZenijih
promena i u mijeloidnim celijama koje u€estvuju u patogenezi EAE-a, u poredenju
sa pacovima Zenskog pola. Izrazeniji pad u infiltraciji inflamatornih monocita i
aktivaciji Celija mikroglje do kojeg je doSlo starenjem, je izvesno uticao i na
smanjenje reaktivacije neuroantigen-specificnih CD4+ limfocita kod muZjaka
pacova. Osim toga, vete smanjenje procentualne zastupljenosti mijeloidnih celija
sa proinflamatornim fenotipom kod muzZjaka pacova je, najverovatnije, doprinelo i
inverziji smera polnog dimorfizma u ekspresiji proinflamatornih medijatora, kako
onih koji nespecificno ucestvuju u neuroinflamatornom procesu, tako i onih koji su
kljucni za razvoj Th17 imunskog odgovora kod ovih Zivotinja.

Konac¢no, na osnovu svega iznetog, moze se zakljuciti da je starenjem doslo
do inverzije smera polnog dimorfizma u fenotipskim i funkcijskim
karakteristikama mononuklearnih celija kicmene mozdine (infiltracija patogenih

Celija sa periferije, reaktivacija neuroantigen-specificnih CD4+ limfocita i
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diferencijacija Th17 limfocita, aktivacija CD11b+ (elija i ekspresija
proinflamatornih medijatora, zastupljenost imunoregulatornih celija mikroglije i
ekspresija anti-inflamatornih/imunoregulatornih medijatora). Osim toga,
starenjem je dosSlo do pojave polnog dimorfizma, koji nije uocen u ciljnom organu
mladih Zivotinja, u nekim drugim patogenetskim korelatima EAE-a (zastupljenost i,
moguce, supresorska aktivnost CD4+CD25+Foxp3+ Treg cCelija). Ove promene su
pozitivno korelirale sa inverzijom smera polnog dimorfizma u teZini neuroloskog
deficita EAE-a kod starih pacova. Imaju¢i u vidu ovu korelaciju, moglo bi se
zakljuciti da su polno dimorfne promene u ki¢menoj mozdini koje nastaju
starenjem, najverovatnije, odgovorne za inverziju smera polnog dimorfizma u
tezini EAE-a kod pacova DA soja. U skladu sa ovom tezom su podaci iz drugih
studija koji ukazuju da ciljni organ zacajno utice na teZinu EAE-a (Kawakami i sar.,
2004), ali i drugih organ-specificnih autoimunskih bolesti, ukljucuju¢i i MS-u (Hill i
sar., 2007).

Na kraju, rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na
znacaj bioloskih razlika izmedu polova, kao i na znacaj uzrasta za patogenezu, a
konsekventno i terapiju automunskih bolesti. U onoj meri u kojoj se istrazZivanja na
eksperimentalnim modelima mogu ekstrapolirati na ¢oveka, ova studija ukazuje na
potrebu za dizajniranjem terapijskih strategija koje bi uzimale u obzir i pol i uzrast
bolesnika. Pored toga, ona ukazuju na Celijske i molekularne patogenetske, ali i
protektivne mehanizme od znacaja za razvoj bolesti, Sto bi moglo da bude vazno za
definisanje novih ciljnih molekula u terapiji MS-e, a moguce i drugih autoimunskih

bolesti koje su posredovane CD4+ limfocitima.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata, moguce je izvesti 3 grupe zakljucaka.

I grupa:

1. Inokulacija homogenata singene kicmene moZdine mladim pacovima DA soja
rezultuje manjom incidencom, a teZom klinickom slikom EAE-a kod muzjaka u
odnosu na Zenke.

2. Teza klinicka slika EAE-a kod mladih muZzjaka pacova u odnosu na Zenke istog
uzrasta je korelirala sa:

a) veéim brojem mononuklearnih Celija, ve¢im brojem reaktivisanih CD4+ T-¢elija i
nepovoljnijim odnosom broja CD134+CD4+TCRaf3+ i CD4+CD25+Foxp3+ Treg
¢elija u njihovoj kicmenoj moZdini na vrhuncu bolesti;

b) vetom procentualnom zastupljenos¢u Th17 ¢elija u okviru populacije T-
limfocita i ve¢im procentom visoko patogenih IL-17+IFN-y+ c¢elija u okviru
subpopulacije Th17 limfocita u kicmenoj moZdini na vrhuncu bolesti;

c) vecom ekspresijom iRNK za GM-CSF u mononuklearnim celijama ki¢mene
mozdine na vrhuncu bolesti;

d) ve¢im procentom CD11b+CD45+* ¢elija (proinflamatorni makrofagi/dendritske
¢elije monocitnog porekla/jako aktivisane Celije mikroglije) u kicmenoj moZdini na
vrhuncu bolesti, njihovom jaCom aktivacijom i, sledstveno, vecom sekrecijom
proinflamatornih medijatora u kulturama mijeloidnih (CD11b+) ¢elija kicmene
mozdine ovih Zivotinja;

e) manjom ekspresijom iRNK za CXCL12 u tkivu ki¢cmene moZdine, i sledstveno,
najverovatnije, efikasnijom transmigracijom CD4+ limfocita i proinflamatornih
monocita u parenhim ki¢mene moZdine, Sto se moglo povezati sa ve¢im brojem
infiltrisanih i reaktivisanih CD4+ T-cCelija koji je izolovan na vrhuncu bolesti, bez
obzira na nalaze koji ukazuju na manje efikasno generisanje neuroantigen-

specificnih CD4+ T-cCelija u dreniraju¢em limfnom ¢voru u induktivnoj fazi bolesti.
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Il grupa:

1. Inokulacija homogenata singene ki¢mene moZdine starim pacovima DA soja
rezultuje manjom incidencom i tezinom klinicke slike EAE-a kod muZjaka u odnosu
na Zenke pacova.

2. Laksa klinicka slika EAE-a kod starih muZjaka pacova u odnosu na Zenke istog
uzrasta je korelirala sa:

a) manjim brojem ukupnih mononuklearnih ¢elija i manjim brojem reaktivisanih
CD4+ T-celija koji je izolovan iz kiCmene moZdine na vrhuncu bolesti,
najverovatnije kao posledica manje efikasnog generisanja neuroantigen-specificnih
CD4+ T-¢elija u dreniraju¢em limfnom ¢voru, a na Sta ukazuje manja proliferacija
CD4+ limfocita u kulturi u odgovoru na stimulaciju MBP-om (najverovatnije usled
vece zastupljenosti i vece supresorske aktivnosti regulatornih CD4+ limfocita);

b) manjim procentom Th17 ¢elija u okviru populacije T-limfocita koji su infiltrirali
ki¢menu moZdinu i manjom zastupljenos¢u visoko patogenih IL-17+IFN-y+ ¢elija u
okviru ove subpopulacije limfocita na vrhuncu bolesti;

d) manjom ekspresijom iRNK za GM-CSF u mononuklearnim celijama ki¢mene
mozdine na vrhuncu bolesti;

e) manjom procentualnom zastupljenoS¢u CD11b+CD45+ Celija (aktivisane celije
mikroglije) u kicmenoj moZzdini, njihovom slabijom aktivacijom i manjom
ekspresijom iRNK za proinflamatorne medijatore u mononuklearnim c¢elijama

ki¢mene mozdine.

III grupa:

1. Starenje na polno dimorfan nacin uti¢e na klinicko ispoljavanje EAE-a, tako da je
kod starih Zivotinja, za razliku od mladih, neuroloski deficit manje izrazen kod
muzjaka.

2. Starenjem uslovljene polno dimorfne promene u klini¢ckim manifestacijama EAE-
a bi se mogle povezati sa njegovim polno dimorfnim uticajem na: infiltraciju i/ili
reaktivaciju CD4+ T-limfocita u ki¢menu/oj mozdinu/i, razvoj Th17 imunskog
odgovora u ovom organu, na infiltraciju proinflamatornih monocita u parenhim

kicmene moZdine i aktivaciju i fenotipski/funkcijski profil ¢elija mikroglije.
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[Tpusor 1.
H3jaBa 0 ayTOpCcTBY

lMornucana: Mupjana Hanka-Anexcuh

6poj ynuca: 37/08

HzjaB/pyjeMm

Jla je JOKTOpPCKA JUcepTanuja 10/i HacJ0BOM
[losiHe pa3jiMKe y NaTOreHe3u ayTOUMYHCKOT eKClepHMeHTa/HOT

eHnedaoMHjeTUTHCA KOJ Tal0oBa

e pe3yJITaT CONCTBEHOT HCTPaXXUBA4KOT pPaja,
e [1a IpeJJIoXKeHa JiucepTanyja y LeJHHH HH Y eJIOBUMa HUje OMla NpejioeHa
3a Jobujame OUJIO KOje [MILJIOMe IIpeMa CTY/JMjCKMM TMporpaMHMa JIpPyTrHUX
BUCOKOUIKOJICKUX YCTAaHOBA,

° 1a Cy pe3yJTaTH KOPeKTHO HaBeJleHH U

e Ja HMCAM KpIUIMJIA ayTOPCKA IpaBa W KOPUCTHJIA HHTEJEKTYaJHy CBOjUHY

JOpYyTHX JIHLA.

[loTnuc foxTopaHzaa

V Beorpaay, qo. 06 . 1516
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[Ipusor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITaAMIIaHE U €JIEKTPOHCKe

Bep3Hje JOKTOPCKOr paja

WUmMe u npesumMe aytopa: MupjaHa Hanka-Anexcuh

Bpoj ynuca: 37/08

Ctyaujcku nporpam: ®apmakosioruja - MMyHopapmakosoruja

Hacnos paga: [IlosiHe pasjdke y DaTOreHe3u eKCHepUMeHTaJTHOT
ayTOMMyHCKOT eHIledaIoMHjeTHTHCA KO J| Al 0Ba

MenTop: Ap cu. Fopaana Jlenocasuh, pejosHy npodecop
Mornucana: Mupjana Hanka-Anekcuh

HsjaB/byjeM fa je ITaMnaHa BepsWja MOr [JOKTOPCKOr paja HCTOBETHA
eJeKTPOHCKO] Bep3Mju Kojy caM Ipejaja 3a o6jaB/buBaitbe Ha MOpTany
Jlururandor penosuTopHjyMa YHHBep3uTeTa y Beorpasy. /Jlo3Bo/baBaM Ja ce
ofjaBe MOjM JIMYHM [OJAaNM Be3aHM 3a JobHjarbe aKaZleMCKOr 3Bama JOKTOpa
HayKa, Kao MTO Cy UMe M NMpe3nMe, FOJHHA M MecTo pohema W Jatym oAbpane
paga. OBH JIMYHH HOAALM MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEKHMM CTpPaHHIlaMa JUrHTalHe
6UBIMOTEKe, ¥ eJEeKTPOHCKOM KaTaJory W y NybiMkalMjaMa YHHBEp3uTeTa y

Beorpagy.
[IoTniyc foKTOpaHAa

AweloAobad]

Y Beorpaay, A0 6. er? 6
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[Ipuor 3.
H3jaBa o kopulrhemy

OpnamhyjeM VYHHMBep3UTeTCKy 6ubnuvoTeky ,CBertozap MapkoBuh” pga y
JUruTajiHyu penos3uTopujyM YHHUBep3uTeTa y Beorpagy yHece Mojy JJOKTOPCKY

JlUcepTalMjy MOJ HACIOBOM:
Ilo1He pas/IMKe y HaTOTEHE3U eKCIepUMEeHTaTHOT ayTOMMYHCKOT

ennedasoMHje/IMTHCA KOJ NAaL0Ba

KOja je Moje ayTOpCKO JieJio.

JlucepTannjy ca CBUM IIpUJIO3MMa INpefaja caM Y eJIeKTPOHCKOM dQopMary

MOroJHOM 3a TPajHO apXMBHPamE,

Mojy JOKTOpCKy JWcepTanujy TnoxpameHy Y JIMIHTalHH peno3uTOpPHjyM
VHupepauTeTa y beorpajy Mory ia KOpUCTe CBH KOjH MOLITYjy oJpefibe cajpiKaHe
y ofgabpanoM TNy nulleHlle KpeaTtusHe 3ajeguuie (Creative Commons) 3a Kojy

CaM ce ooNny4dH.aa.

1. AytopcTBO
2. AyTopcTBO - HeKOMepLHjaJHO
@yTopCTBo — HEKOMepLHjaJHo - 6e3 npepaje
4. AyTopcTBO — HEKOMEPLIHUjaJHO — JIeJIUTH N0 HCTHM YCIOBUMA
5. AyropcTBo - Ge3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — AeJIMUTH I10J{ HCTHM YCI0BHMaA

[loTniuc goxTopaHga

P4 zﬁ%@fﬁszzz[

V Beorpaay, A -06. L6 .
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