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Uloga mikrobiote i limfnog tkiva creva u otpornosti pacova soja Albino Oksford

na indukciju eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa

Sazetak

Multipla ~ skleroza je  hroni¢na, inflamacijska, neurodegenerativna,
demijelinizirajuéa bolest centralnog nervnog sistema (CNS). Etiologija multiple
skleroze jo§ uvek nije poznata, ali je sve viSe podataka koji pokazuju ulogu crevne
mikrobiote u patogenezi bolesti. Vise podataka o znaCaju crevne mikrobiote u
autoimunosti CNS dobijeno je istrazivanjima na eksperimentalnom autoimunskom
encefalomijelitisu (EAE), zZivotinjskom modelu multiple skleroze. U EAE-u se
autoimunski odgovor protiv CNS-a pokrece u limfnim ¢vorovima koji dreniraju mesto
imunizacije, gde se CD4" T C¢elije specificne za antigene CNS-a aktiviraju i
diferenciraju u Th (engl. T helper) 1 ¢elije koje produkuju IFN-y i Th17 ¢elije koje
produkuju IL-17. Kada dospeju u CNS ove Th ¢elije bivaju reaktivirane od strane
lokalnih antigen-prezentuju¢ih celija. Nakon reaktivacije, encefalitogene Th celije

pokrecu 1 odrzavaju inflamaciju unutar CNS-a.

Albino oksford (AO) pacovi su veoma otporni na indukciju EAE-a. S druge
strane, Dark Agouti (DA) pacovi razvijaju EAE ¢ak i nakon blage imunizacije. U
dosadasnjim istraZivanjima je pokazano da se AO pacovi u odnosu na DA pacove
razlikuju po slaboj aktivaciji Thl 1 Thl7 ¢elija u relevantnim limfnim ¢vorovima u
odgovoru na encefalitogenu imunizaciju. Takode, pokazano je da relativno mali broj
encefalitogenih ¢elija infiltrira CNS AO pacova. Do sada nije vrSeno ispitivanje uloge

GALT-a i mikrobiote creva u otpornosti pacova soja AO na indukciju EAE-a.

Sve je viSe istrazivanja koja pokazuju da mikroorganizmi creva imaju vaznu
ulogu u regulaciji imunskog odgovora kroz interakciju sa limfnim tkivom creva (GALT,
engl. gut-associated lymphoid tissue). U istrazivanjima na EAE-u je pokazano da
odredeni mikroorganizmi creva pospeSuju tok bolesti, dok drugi ostvaruju terapeutske
efekte modulacijom odnosa Thl 1 Th17 encefalitogenih Celija i1 regulatornih T ¢elija
(Treg). Poznato je i da encefalitogene CD4" T Celije migriraju u GALT, ukljuéujuéi

mezenteri¢ne limfne ¢vorove 1 Pejerove ploce gde se mogu diferencirati u Treg. Smatra



se da znacajnu ulogu u ovoj rediferencijaciji imaju crevne bakterije i njihovi produkti.
Zbog toga je vazno utvrditi koje bakterije u crevima i na koji nacin ostvaruju ulogu u
patogenezi multiple skleroze, kako bi se modulacijom mikrobiote creva omogucila

prevencija i tretman bolesti.

Nedavna uporedna istrazivanja sastava mikrobiote creva osoba obolelih od
multiple skleroze 1 zdravih osoba pokazuju kod pacijenata povecanu ili smanjenu
zastupljenost pojedinih grupa bakterija, ukljucujuéi Clostridia klaster XIV 1 1V,
Bacteroides fragilis, i rodova Pseudomonas, Mycoplana, Haemophilus, Dorea 1 Blautia.
Medutim, rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu dovoljni da bi bilo razjaSnjeno na koji

nacin mikrobiota creva doprinosi patogenezi multiple skleroze.

Mikrobiota creva i GALT se smatraju vaznim ucesnicima u pokretanju,
propagaciji, ali i u prevenciji autoimunoskih procesa u CNS-u. Sastav mikrobiote creva
se razlikuje kod pacijenata obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba. U skladu sa
tim, soj pacova podlozan EAE-u, DA, i soj koji je otporan na indukciju EAE-a, AO,
pokazali su razlike u sastavu mikrobiote creva u ovom istrazivanju. Konkretno,
Turicibacter sp. 1 Clanovi Lachnospiraceae familije su identifikovani kao moguci

promoteri otpornosti na indukciju EAE-a ili oporavka od EAE-a.

Takode je pokazano da se Celijski sastav mezenteri¢nih limfnih ¢vorova, kao i
¢elijski sastav Pejerovih ploc¢a razlikuje izmedu AO 1 DA pacova, s tim da DA pacovi
imaju vise CD4" Celija, ali i viSe Treg-a. Pored toga, ¢elije GALT-a AO soja pacova
otpornog na EAE su produkovale manje IFN-y i IL-17 u poredenju sa DA sojem pacova
koji je podlozan indukciji EAE-a. Produkcija IL-10 kao glavnog imunoregulatornog
citokina u crevima koji ispoljava imunosupresivne efekte, razlikovala se izmedu ova

dva soja pacova.

Antibiotski tretman je narusio otpornost AO pacova prema indukciji EAE-a, §to
se ogledalo u pojavi blagih klinickih simptoma, pove¢anom broju infiltrata u ki¢menoj
mozdini i poviSenom nivou IL-17 u CNS-u. Primena antibiotika je dovela i do promena
u dreniraju¢im limfnim c¢vorovima. U njima je primecen povecan broj celija sa
poveéanom zastupljeno$¢u CD4" T ¢elija, koje su, produkovale vise proinflamacijskih
citokina. Analiza zastupljenosti Treg je pokazala da se procenat Treg razlikuje izmedu

sojeva samo u Pejerovim plo¢ama neimunizovanih Zivotinja, dok se nakon imunizacije



smanjuje udeo Treg u dreniraju¢éim limfnim c¢vorovima, mezentericnim limfnim
¢vorovima 1 Pejerovim plocama kod zivotinja tretiranih antibioticima. Sastav
mikrobiote creva AO pacova se znatno promenio nakon cetiri nedelje primene

antibiotika, nakon ¢ega su se promene izgubile.

Transferom mikrobiote creva AO pacova u DA pacove doslo je do ublazavanja
simptoma EAE-a kod DA pacova. U CNS-u dolazi do smanjenja koncentracije IL-17
kod tako tretiranih DA Zivotinja. UoCena je povecana celularnost u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima, kao i veca zastupljenost Treg u dreniraju¢im i mezenteri¢énim
limfnim ¢vorovima. Transfer mikrobiote je doveo i do znacajne promene diverziteta
crevne mikrobiote tretiranth DA pacova. Promene se naroCito zapazaju u diverzitetu

mlec¢nokiselinskih bakterija.

Rezultati ove doktrorske disertacije jasno pokazuju da crevna mikrobiota ima
bitnu ulogu u patogenezi autoimunskog procesa prisutnog u CNS-u i da bi njena

modulacija mogla biti novi pristup u terapiji multiple skleroze.

Kljuéne rec€i: eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, Albino Oksford pacovi,

mikrobiota creva, limfno tkivo creva.
Nau¢na oblast: Biologija
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Role of gut microbiota and gut-associated lymphoid tissue in resistance of Albino

Oxford rats to experimental autoimmune encephalomyelitis induction

Abstract

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory neurodegenerative demyelinating
disease of the central nervous system (CNS). Etiology of multiple sclerosis is still
unknown, but data are showing that gut microbiota plays an important role in the
pathogenesis of this disease. Information about the significance of gut microbiota in
CNS autoimmunity has been dominantly obtained in studies in experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal model of multiple sclerosis. The
autoimmune response against CNS starts in lymph nodes draining the site of
immunization in EAE. There, CD4" T cells are being activated and differentiated into
Th1 (helper T cells) and Th17 cells that produce IFN-y and IL-17, respectively. When
Th cells arrive in the CNS, they are reactivated by local antigen-presenting cells. After
the reactivation, these encephalitogenic T cells initiate and propagate CNS

inflammation.

Albino Oxford (AO) rats are highly resistant to EAE induction. On the other
hand, Dark Agouti (DA) rats develop EAE even after the mild immunization. In our
earlier studies it was shown that AO rats had less activated Th1l and Th17 cells in the
relevant lymph nodes in response to encephalitogenic immunization, unlike DA rats.
Also, it was shown that relatively small number of encephalitogenic cells infiltrated
CNS in AO rats. Up until now, the studies of role of GALT and gut microbiota in

resistance of AO rats in EAE induction have not been conducted.

It has been increasingly appreciated that gut microbiota plays an important role
in the regulation of the immune response through interaction with the cells of gut-
associated lymphoid tissue (GALT). In EAE studies specific gut microorganisms have
been proposed to promote the disease, while others have been shown to have therapeutic
effects by modulating ratio and activity of encefalitogenic Thl and Thl17 cells and
regulatory T cells (Treg). Encefalitogenic cells can also migrate to GALT, including

mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches, where they can be re-differentiated into



Treg. It is considered that intrinsic bacteria and their products play an important role in
this re-differentiation. That is why it has become important to determine which bacteria
and in what ways are implicated in multiple sclerosis pathogenesis, to prevent and treat
the disease by modulating gut microbiota. Recent comparative studies of gut microbiota
content of multiple sclerosis patients and healthy individuals have shown increased
presence of some groups of bacteria in patients, including Clostridia clusters XIV and
IV, Bacteroides fragilis, and Pseudomonas, Mycoplana, Haemophilus, Dorea, Blautia.
However, the results of previous studies cannot clarify what are the mechanisms of

contribution of gut microbiota to pathogenesis of multiple sclerosis.

Gut microbiota and GALT are considered to be important players in initiation,
propagation, but also in prevention of CNS autoimmunity. Gut microbiota content
differs among multiple sclerosis patients and healthy subjects. In accordance to that,
EAE-resistant rat strain and EAE-prone rat strain have different gut microbiota content
in our experiments. Specifically, Turicibacter sp. and members of Lachnospiraceae
family are identified as possible promoters of EAE resistance or EAE recovery. Besides,
it was demonstrated that mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches differ between
AO and DA rats. DA rats have higher proportion of CD4" cells and more Tregs. Further,
GALT cells of EAE-resistant rat strain produced less IFN-y and IL-17 in comparison to
EAE-prone rat strain. Production of IL-10, major immunoregulatory cytokine, was also

different among these rat strains.

Antibiotic treatment disturbed EAE resistance in AO rats. It was observed in the
form of mild clinical symptoms, higher number of spinal cord infiltrates and a higher
concentration of IL-17 in the CNS. Antibiotic effects were seen in lymph nodes
draining the site of immunization; they had higher cellularity, a higher proportion of
CD4" cells, and higher production of proinflammatory cytokines. Treg analysis showed
that there was a difference in Peyer’s patches of unimmunized rats. After the
immunization, less Treg was observed in draining lymph nodes, mesenteric lymph
nodes and Peyer’s patches in antibiotic treated rats. Gut microbiota content of AO rats

was significantly changed after four weeks of antibiotic treatment.

Gut microbiota transfer from AO rats into DA rats resulted in milder EAE

symptoms in DA rats and lower concentration of IL-17 in CNS. Increased proportion of



Treg was observed in draining lymph nodes in the treated animals. Gut microbiota
transfer led to more significant changes in gut microbiota diversity of treated rats,

especially in lactic acid bacteria.

Results of this doctoral thesis clearly demonstrate important role of gut
microbiota in the pathogenesis of the CNS autoimmunity. They also imply that
modulation of gut microbiota could be used as a novel therapeutic approach in multiple

sclerosis.

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, Albino Oxford rat, gut

microbiota, gut-associated lymphoid tissue.
Scientific field: Biology
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Lista skracenica:

AO - Albino Oksford

AhR — aril-hidrokarbonski receptor

Antb — zivotinje koje su primale tretman antibioticima
APC — antigen-prezentujuée ¢elije

BSA — govedi albumin iz seruma (engl. Bovine Serum Albumine)
CNS - centralni nervni sistem

ConA — konkanavalin A

CTL — citotoksi¢ni T limfociti

Ctrl — kontrolna zivotinja

d.p.i. — dan posle imunizacije

DA - Dark Agouti

DLC — drenirajuéi limfni &vorovi

DGGE — gel elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu (engl. Denaturing Gradient Gel

Electrophoresis)

Dsc — Dice koeficijent sli¢nosti (engl. Dice similarity coefficient)
EAE — eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

FCS — serum fetusa goveceta (engl. Fetal Calf Serum)

GALT - limfno tkivo creva (engl. Gut Associated Lymphoid Tissue)
Gmbt — transfer crevne mikrobiote (engl. Gut microbiota transfer)
HKM — homogenat kicmene mozdine

IFN — interferon

IL — interleukin

k.s. — klini¢ki skor



KFA — kompletni Frojndov adjuvans

MBP — bazni protein mijelina (engl. Myelin Basic Protein)

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex)
MKB — mle¢nokiselinske bakterije

ML — engl. Maximum Likelihood

MLC — mezenteri¢ni limfni évorovi

MOG — mijelinski oligodendrocitni glikoprotein

neim — neimunizovane zivotinje

NO — azot-monoksid

NSI — identi¢nost na nivou sekenci (engl. Nucleotide Sequence Identity)
PB — pufer za permeabilizaciju ¢elija (engl. Permeabilization Buffer)
PBS — engl. Phosphate Buffer Saline

PLP — proteolipidni protein

PP — Pejerove ploce

PSA — polisaharid A

RPMI — engl. Roswell Park Memorial Institute

RRMS — relapsno-remitentna multipla skleroza

RS — pacovski serum (engl. Rat Serum)

SCFA — kratkolancane masne kiseline (engl. Short-Chain Fatty Acids)
Th — pomo¢nicke T Celije (engl. helper T cells)

TMB - tetrametilbenzidin

TNF — faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor)

Treg — regulatorne T celije
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1.Uvod



1.1. Multipla skleroza

Multipla skleroza je hroni¢na, inflamacijska, neurodegenerativna, demijelinizirajuca
bolest centralnog nervnog sistema (CNS). Oko 2 500 000 ljudi u svetu pati od multiple
skleroze (Svetska zdravstvena organizacija, 2008), a u nekim zemljama multipla
skleroza dostize prevalencu od ¢ak 291 obolelih na 100 000 ljudi (preuzeto sa sajta
Statistika, 2015). Ova bolest zahvata uglavnom populaciju starosti izmedu 20 i 45
godina zivota (Goldenberg, 2012), ali se moze javiti i kod starijih i kod dece. Duplo
¢eSce pogada zene nego muskarace (Sadovnick i Baird, 1982), a sve je viSe podataka da
se taj odnos povecava i dostize odnos od 3:1 (Bove i Chitnis, 2013). Usled neadekvatog
sprovodenja nervnih impulsa dolazi do deficita u motornim, senzornim i kognitivnim
funkcijama obolelih, pa su najtipi¢niji simptomi koji se javljaju kod pacijenata obolelih
od multiple skleroze gubitak osecaja, utrnulost (parestezija) ili slabost u udovima,
disfunkcija besike, creva, seksualna disfunkcija, tremor, ataksija, disartrija, delimi¢an ili
kompletan gubitak centralnog vida, kao i zamucdeni ili duplirani vid, zamor, vrtoglavica,
gubitak sna, bol, depresija (Loma i Heyman, 2011; Goldenberg, 2012; Kister i sar.,
2013).

Multipla skleroza se karakteriSe razli¢itim tokom bolesti kod pacijenata (Canellas i
sar., 2007; Hawker, 2011). Na osnovu frekvencije ispada (relapsa) i obrazaca progresije
bolesti, napravljena je slede¢a podela. Najces¢i oblik je relapsno-remitentna multipla
skleroza (RRMS) kod koje su periodi neuroloskih ispada praceni periodima delimi¢nog
ili potpunog oporavka (remisije). Medutim, kod oko 80% pacijenata sa RRMS dolazi do
pogorSanja bolesti kada se neuroloske posledice akumuliraju tokom vremena bez
perioda oporavka i ovakva forma bolesti se naziva sekundarno progresivna multipla
skleroza (Fletcher i sar., 2010). S druge strane kod nekih pacijenata dolazi do
progresivnog toka bolesti od pocetka klinickih manifestacija pa je takva bolest
okarakterisana kao primarno progresivna. Cetvrti oblik multiple skleroze je progresivna
forma pra¢ena povremenim fazama oporavka i obelezava se kao progresivno-relapsna
multipla skleroza (Sospedra i Martin, 2005). Postoje i slucajevi klinicki izolovanog
sindroma, kada nakon jednog neuroloskog ispada ne dolazi do daljeg razvoja multiple
skleroze (Miller i sar., 2012). Bolest je heterogena 1 na osnovu histopatoloskih nalaza se

moze klasifikovati u Cetiri podtipa multiple skleroze (Lassmann i sar., 2001).



Inflamacijske plake, odnosno demijelinizirajuée lezije, kao patolosko obelezje
multiple skleroze se mogu nac¢i u razli¢itim delovima bele i sive mase mozga i kicmene
mozdine (Ochoa-Reparaz i1 Kasper, 2014). Proces demijelinizacije je pracen
narusavanjem integriteta krvno-mozdane barijere 1 inflamacijskom reakcijom koju
karakteriSu infiltrati sastavljeni uglavnom od T ¢elija i makrofaga (Wekerle, 2015).
Patoloski procesi u beloj masi CNS-a se karakteriSu perivaskularnim infiltratima
imunskih c¢elija 1 demijelinizacijom, dok se u sivoj masi uocavaju oste¢enja aksona i
neurona 1 inflamatorne lezije (Siffrin i sar., 2010). Jo$ uvek nije poznato da li prvo
dolazi do autoimunskih ili do neurodegenerativnih procesa u multiploj sklerozi, ali je
neosporna uloga imunskog sistema u patologiji multiple skleroze (Miljkovi¢ i

Spasojevi¢, 2013).

Iz ispitivanja u kojima je pokazano prisustvo inflamacijskih ¢éelija i njihovih
produkata u lezijama u mozgu pacijenata obolelih od multiple skleroze, kao i iz
ispitivanja na Zivotinjskim modelima proizasla je opste prihvac¢ena hipoteza. Smatra se
da je multipla skleroza posredovana T limfocitima ¢iji je odgovor usmeren protiv
antigena mijelina, a $to je dalje praéeno neurodegenerativnim procesima (Compston i
Coles, 2008). Autoreaktivni T limfociti migriraju kroz krvno-moZzdanu barijeru i
posreduju u oste¢enjima centralnih neurona i njihovih mijelinskih omotaca, a takode i u
oSte¢enju njihovih aksona (Fletcher i sar., 2010). CD4" T limfociti (Th, engl. T helper;
pomoc¢nic¢ke T celije) se naroCito isticu u patogenezi multiple skleroze jer svojom
aktivnoS¢u aktiviraju druge celije (Weiner, 2009). Thl ¢elije produkcijom interferona
(IFN)-y aktiviraju makrofage koji mogu direktno uticati na neurone i oligodendrocite
svojim produktima, poput proinflamacijskih citokina interleukina (IL)-1p, IL-6 1 faktora
nekroze tumora (TNF, engl. Tumor necrosis factor), kao i reaktivnim vrstama kiseonika
i azota (Benveniste, 1997; Shin i sar., 2012). Druga glavna populacija patogenih CD4"
T ¢elija su Th17 ¢elije koje produkcijom IL-17 privlace neutrofile (Hofstetter i sar.,
2005; Iwakura 1 Ishigame, 2006). Zapoceta inflamacijska reakcija u CNS-u, povecava
permeabilnost krvno-mozdane barijere 1 regrutuje i druge imunske ¢elije koje ucestvuju
u sledstvenoj neuroinflamaciji 1 neurodegeneraciji (Grigoriadis, van Pesch 1 ParadigMS
Group, 2015). Tako, CD8" citotoksi¢ni T limfociti (CTL) oslobadanjem perforina i
granzima deluju direktno na oligodendrocite i aksone (Sobottka i sar., 2009). Sa druge

strane, B limfociti produkcijom antitela aktiviraju sistem komplementa koji je



odgovoran za lizu mijelinskog omotaca (Nicol i sar., 2015). Medutim, i CTL i B
limfociti za svoje dejstvo zahtevaju pomo¢ Th ¢elija. Neravnoteza izmedu efektorskih i
regulatornih T celija (Treg), zbog defekta u Treg ili nedovoljno efikasne u supresiji
imunskog odgovora, vodi ka proinflamacijskom miljeu 1 podsti¢e demijelinizaciju i1
ostecenje aksona. U kasnijim fazama bolesti smanjuje se migracija imunskih celija sa
periferije, ali hroni¢na inflamacija i neurodegeneracija CNS-a se odrzavaju usled

disfunkcije astrocita i mikroglije (Sospedra i Martin, 2005).

Glavna morfoloska karakteristika multiple skleroze je primarna demijelinizacija
aksona koja dovodi do blokade ili usporavanja provodenja signala na mestima
demijelinizacije (Fletcher i sar., 2010). Do razvoja neuroloskih simptoma dolazi kada se
blokada provodenja signala deSava istovremeno na znacajnom broju nervnih vlakana
koji ucestvuju u odredenom signalnom putu (McDonald i Sears, 1970). Tokom
klinickog oporavka, inflamacija i edem CNS-a se smanjuju i smatra se da dolazi do
obnavljanja sprovodenja signala u CNS-u usled remijelinizacije. Nasuprot tome, gubitak
aksona je nepovratan i najverovatnije je glavni uzroc¢nik neuroloSke disfunkcije kod
hroni¢ne multiple skleroze jer korelira sa trajnim neuroloskim deficitom (Fletcher i sar.,
2010). Takode, moze do¢i do stvaranja lezija u sivoj masi, odnosno kortikalnih lezija.
Do oSte¢enja aksona moze do¢i usled delovanja CTL 1 makrofaga, tokom faze
demijelinizacije (Ferguson i sar., 1997; Trapp i sar., 1998), ali moZe biti i nezavisno od
demijelinizacije, kada je uzrokovano neadekvatnim funckionisanjem mitohondrija
unutar samog aksona (Bitsch i sar., 2000). Pored toga, do gubitka aksona moze do¢i 1
usled gubitka troficke podrske od strane oligodendrocita usled ¢ega aksoni postaju
osetljivi na oSte¢enja (Kornek i sar., 2000). Gubitak aksona u lezijama u kojima ne
dolazi do demijelinizacije, pokazuje da proces neurodegeneracije mozZe nastati
nezavisno od demijelinizacije 1 mozda joj ¢ak prethoditi. U prilog ovome su nalazi
uoceni kod pacijenata sa klinicki izolovanim sindromom i u veoma ranim fazama
RRMS. Ova heterogenost u histopatoloSkim nalazima pacijenata obolelih od multiple
skleroze je paralelna sa razli¢itim formama manifestacije bolesti, pa se multipla skleroza
sve viSe smatra skupom vise razli¢itih bolesti (Sospedra i Martin, 2005; Aharoni, 2013).
Zato, ne iznenaduje podatak da vecina postojecih terapeutika nije delotvorna kod svih

pacijenata.



Trenutno dostupni terapeutici za multiplu sklerozu imaju primarno ulogu u
smanjenju broja relapsa i1 usporavanju progresije bolesti. Veéina postojecih terapeutika
deluje samo na neke od aspekata patogeneze multiple skleroze, a zbog heterogenosti
bolesti nisu podjednako delotvorni kod svih pacijenata (Tanaka, Tanaka i Komori,
2009; Axtell, Raman i Steinman, 2013). Iz tog razloga, vazno je otkriti mehanizme koji
dovode do nastanka multiple skreroze, Sto bi dalje omoguéilo pronalazak adekvatne

terapije za svaku formu bolesti.

Epidemioloski podaci ukazuju da su i genetski i sredinski faktori ukljuceni u
patologiju multiple skleroze (Handel i sar., 2010). Poznato je da neki haplotipovi
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, engl. Major histocompatibility
complex), kao 1 neki aleli gena za citokine i1 njihove receptori su povezani sa veéim
rizikom za nastanak multiple skleroze (Gourraud i sar., 2012). Sredinski faktori
ukljucuju infekcije, nedovoljnu izlozenost suncevoj svetlosti i puSenje (Ascherio i
Munger, 2008; Handel i sar., 2010). Do sada je pokazana uloga virusnih infekcija u
indukciji multiple skleroze, ali je sve viSe istrazivanja koja pokazuju povezanost
mikrobiote creva i limfnog tkiva creva (GALT, engl. Gut-Associated Lyphoid Tissue)
sa multiplom sklerozom (Newland, Heitkemper 1 Zhou, 2016). Izmenjena kolonizacija
patogenim mikroorganizmima, do koje dolazi usled izmenjenih sredinskih uslova poput
produzene upotrebe antibiotika, moze dovesti do neravnoteze izmedu inflamacijskih
Th1 1 Th17 ¢elijskih populacija, s jedne strane, 1 antiinflamacijskih Th2 1 Treg s druge
strane (Ochoa-Reparaz 1 Kasper, 2014). Jasno je da su odnosi genetskih 1 sredinskih
faktora sloZeni, ali je takode postalo ocigledno da se odgovor ne moZze traziti samo u

CNS-u ve¢ 1 van njega, naro€ito u crevima.

Iako se autoimunski proces usmeren protiv antigena CNS-a smatra kljuénim
elementom u patogenezi bolesti, pocetni koraci autoimunosti nisu jo§ uvek poznati. Na
osnovu zivotinjskih modela multiple skleroze, predlozeno je da mikrobiota creva ima
ulogu u pokretanju autoimunoskih procesa CNS-a (Berer 1 Krishnamoorthy, 2012; Lee i
sar., 2011). PocCetni korak u autoimunskom procesu je aktivacija CD4" T ¢elija koje su
specijalizovane za tkiva CNS-a, a koje se zatim diferenciraju u Thl 1 Thl7 ¢celije
(Targoni i sar., 2001). Smatra se da bi molekulska mimikrija izmedu crevnih
mikroorganizama i antigena CNS-a mogla biti odgovorna za aktivaciju i diferencijaciju

ovakvih autoreaktivnih T ¢elija u GALT-u (Croxford i sar., 2002; Joscelyn 1 Kasper,



2014). Iako jo$ uvek nedostaju direktni dokazi koji pokazuju ulogu mikrobiote creva u
patogenezi autoimunskog odgovora u multiploj sklerozi, postoje korelacione studije
koje pokazuju prisustvo disbioze u crevima pacijenata obolelih od multiple skleroze.
Novija istrazivanja u kojima je nakon uradenog transfera crevne mikrobiote pacijenata
obolelih od multiple skleroze u miseve doslo do razvoja autoimunoskih procesa u CNS-
u (Berer i sar., 2017), pokazuju znacaj mikrobiote creva u razvoju multiple skleroze.
Identifikovane su i specifi¢ne bakterije koje se povezuju sa multiplom sklerozom, a koje
reguliSu imunski odgovor posredovan T limfocitima 1 doprinose nastanku

proinflamacijske sredine i in vitro i in vivo uslovima (Berer i sar., 2017).

1.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je najces¢e KkoriS¢en
zivotinjski model multiple skleroze (Lassmann i Horssen, 2011). Predstavlja
autoimunsku demijeliniziraju¢u bolest CNS-a. Za razliku od multiple skleroze,
etiologija 1 patogeneza EAE-a su dobro istraZzeni. Upravo iz tog razloga, saznanja
dobijena na EAE-u dovela su do razumevanja nekih mehanizama neuroimunskih
procesa koji karakteriSu patogenezu multiple skleroze (Fliigel i sar., 2001; Gold,
Linington 1 Lassmann, 2006). Takode su ispitivanja EAE-a dovela do razvoja odredenih
antiinflamacijskih 1 imunomodulatornih terapija multiple skleroze. Ipak treba pristupiti
sa rezervom prilikom tumacenja i translacije rezultata dobijenih na EAE-u na coveka,
jer ovaj model, kao 1 svi zivotinjski modeli ima svoja ogranic¢enja i1 ipak samo oponasa
autoimunsku patogenezu multiple skleroze (Steinman i1 Zamvil, 2005; Gold i sar., 2006;
Farooqi i sar., 2010; Buettner i Lochner, 2016). Brojne su razlike izmedu EAE-a i
multiple skleroze, poput imunoloskih razlika izmedu ljudi i eksperimentalnih zivotinja u
kojima se indukuje EAE (Mestas i Hughes, 2004); multipla skleroza se razvija spontano
kod 1ljudi, dok je EAE indukovan kod Zzivotinja; Zivotinje koje se koriste u
eksperimentima su geneticki visokosrodne (inbredne) i gaje se u strogo kontrolisanim
uslovima, pa samim tim nisu izloZene sredinskim faktorima koji oblikuju imunski

sistem ljudi (Adams i sar., 2003). Medutim, bez obzira na sva ta ogranic¢enja, upotreba



EAE-a je neophodna za proucavanje molekulskih mehanizama odgovornih za

patogenezu multiple skleroze.

EAE se kod podloznih eksperimentalnih zivotinja moze indukovati imunizacijom
antigenima CNS-a, poput baznog proteina mijelina (MBP), mijelinskog
oligodendrocitnog glikoproteina (MOG), proteolipidnog proteina (PLP) ili
homogenatom tkiva CNS, pa se EAE indukovan na ovakav nacin oznacava kao aktivni
EAE. (Krishnamoorthy 1 Wekerle, 2009; Miljkovi¢, Momcilovi¢, i sar., 2011).
Imunizacija se vrsi ubrizgavanjem emulzije, koja pored antigena sadrzi i adjuvans, koji
u sebi ima bakterijske komponente sposobne da aktiviraju urodeni imunski odgovor i
omoguce efikasnu obradu i1 prezentaciju antigena (Libbey i Fujinami, 2011). Osim toga,
EAE se moze izazvati 1 adoptivnim transferom aktiviranih T limfocita izolovanih iz
aktivno imunizovanih Zivotinja u singene neimunizovane zivotinje (pasivni EAE)
(Stromnes i Goverman, 2006). EAE moze imati akutni monofazni, relapsno-remitentni
ili hroni¢no-progresivni tok u zavisnosti od soja eksperimentalnih Zivotinja i
imunizacionog protokola (Steinman, 1999; Krishnamoorthy i Wekerle, 2009; Souza-

Moreira i sar., 2013).

Iz dosadasnjih istraZivanja je poznato da EAE pocinje kada nakon imunizacije
antigen-prezentujuée ¢elije (APC), koje se nalaze u kozi na mestu injekcije preuzmu i
obrade ubrizgane antigene, potom migriraju u drenirajuée limfne &vorove (DLC) i
prezentuju antigene specificnim T limfocitima. Prezentacija antigena se odigrava u
sklopu MHC molekula IT klase naivnim autoreaktivnim CD4" T limfocitima (Fletcher i
sar., 2010). Aktivirani CD4" T limfociti zatim proliferiSu i diferenciraju se u CD4" T
limfocite koji produkuju IFN-y ili IL-17 1 oznacene su kao Thl, odnosno Th17 ¢elije
(Petermann 1 Korn, 2011; Ciric i Rostami, 2013). Ovakvi T limfociti cirkulacijom
odlaze do razli¢itih delova organizma, a deo njih stize i do CNS-a i prolaze krvno-
mozdanu barijeru (Hickey i sar., 1991; Furtado i sar., 2008; O’Connor i sar., 2008).
CD4" T limfociti specifiéni za antigene CNS-a se zadrzavaju u perivaskularnom
prostoru (Kuerten 1 Lehmann, 2011). Tu dolazi do reaktivacije kada T ¢elijama bivaju
prikazani peptidi mijelina putem MHC molekula II klase koji se nalaze na rezidentnim
fagocitima CNS-a. Stimulisane efektorske T celije lokalno oslobadaju proinflamacijske
medijatore, citokine i hemokine, ¢ime dolazi do privlaenja drugih imunskih ¢elija 1

aktiviranja lokalnih glijalnih ¢elija (Becher i sar., 2006). Pokrenuta inflamacija rezultuje



demijelinizacijom i degeneracijom aksona, koji se manifestuju razli¢itim neuroloskim
deficitima koji oponaSaju faze neuroloskih ispada kod ljudi obolelih od multiple

skleroze (Fletcher i sar., 2010).

1.3. Citokini u multiploj sklerozi i eksperimentalnom autoimunskom

encefalomijelitisu

Interferon (IFN)-y, glavni citokin Th1 ¢elija, ima vaznu ulogu u imunostimulaciji i u
imunomodulaciji. Smatrano je da je IFN-y klju¢an za indukciju EAE-a. Kod miseva
obolelih od EAE-a je detektovan visok nivo IFN-y u CNS, u piku bolesti, ali se njegova
koncentracija smanjuje tokom oporavka. Medutim, miSevi koji su bili deficijentni za
IFN-y ili za njegov receptor su ipak razvijali EAE i ¢ak imali jacu bolest i vecu smrtnost
(Ferber i sar., 1996; Krakowski i Owens, 1996; Chu, Wittmer i Dalton, 2000). Ovim je
pokazano da postoje i drugi faktori, pored IFN-y, koji utiCu na autoimunost

posredovanu T ¢elijama.

Interleukin (IL)-17 je jedan od citokina koje produkuju Th17 ¢elije. Kod pacijenata
obolelih od MS je poviSen nivo IL-17 u krvi 1 CNS-u, tokom faze relapsa (Matusevicius
i sar., 1999). Pored toga, T limfociti koji produkuju IL-17 se nalaze u velikom broju u
lezijama u multiploj sklerozi i EAE-u (Tzartos i sar., 2008). Uloga IL-17 u
neuroinflamaciji, medutim, jo$ uvek nije dovoljno jasna, jer nije neophodan za razvoj
EAE, ali doprinosi razvoju bolesti. IL-17 indukuje sekreciju CCL2, IL-6 1 IL-8 1
pokrece stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika od strane endotelnih ¢elija krvno-mozdane
barijere (Luchtman i sar., 2014). Takode, posreduje u narusavanju funkcije krvno-
mozdane barijere (Kebir i sar., 2007a; Huppert i sar., 2010; Larochelle i sar, 2011) 1
sekreciji proinflamacijskih medijatora, IL-1p 1 IL-6 i azot-monoksida, od strane
astrocita (Trajkovic i sar., 2001; Ma i sar., 2010). Osim toga, IL-17 aktivira ¢elije
mikroglije, koje kada su stimulisane produkuju CXCL12 i IL-6. Ovi faktori ostvaruju
povratno dejstvo na IL-7 tako S§to promoviSu diferencijaciju Th celija adaptivne

imunosti ka Th17 fenotipu, ¢ime se povecava inflamacija (Luchtman i sar., 2014).



IL-10 je prototipski regulatorni citokin koji menja i urodeni i adaptivni imunski
odgovor 1 sprecava neodgovaraju¢u i destruktivnu imunsku aktivnost kakva je u
autoimunskim poremecajima (Li 1 Flavell, 2008). IL-10 se generalno smatra
supresivnim, antiiflamacijskim citokinom 1 povezuje se sa fazom remisije u multiploj
sklerozi, kada se primeéuje ekspanzija ¢éelija koje produkuju IL-10 (Kennedy i sar.,
1992; Balashov i sar., 2000). Knockaut misSevi za IL-10 su podlozniji indukciji EAE
(Bettelli 7 sar., 1998), dok je pokazano da je IL-10 efikasan u prevenciji nastanka EAE
(Rott, Fleischer 1 Cash, 1994; Cua i sar., 1999). IL-10 se smatra glavnim
imunomodulatornim citokinom u interakciji mikrobiote creva i GALT-a (Levast i sar.,
2015). Produkuju ga i parenhimske ¢elije creva i ¢elije GALT-a, ukljucujuéi epitelne
¢elije, makrofage, T 1 B Celije, dendritske Celije, NK celije i limfociti urodene imunosti
(Levast i sar., 2015). Vazno je napomenuti da je njegova produkcija od strane Treg u
GALT-u kljucna za antiencefalitogenu aktivnost ovih ¢elija u EAE-u (Telesford i sar.,

2015).

1.4. Razlike izmedu sojeva pacova u podloznosti indukciji eksperimentalnog

autoimunskog encefalomijelitisa

Poznato je da se razliite vrste zivotinja, kao 1 razliCiti sojevi razlikuju po
podloznosti razvoju EAE-a u zavisnosti od izbora adjuvansa i1 proteina mijelina koji se
koriste za imunizaciju, ali i od vremena njhove primene. Soj albino Oksford (AO)
pacova je inbredni soj koji je veoma otporan na indukciju EAE-a, ¢ak 1 u uslovima kada
se kod drugih relativno otpornih sojeva razvija EAE (Miljkovic i sar., 2006). Nasuprot
njima je soj Dark Aguti (DA) pacova koji je jako podlozan indukciji EAE-a. DA pacovi
razvijaju klini¢ku bolest nakon imunizacije homogenatom ki¢mene moZzdine ¢ak i bez
prisustva adjuvansa (Stosic-Grujicic i sar., 2004). Zato je ispitivanje razlika u
imunskom odgovoru usmerenom protiv CNS-a izmedu AO 1 DA pacova koristan alat u
odredivanju celijskih i molekulskih faktora vaznih za patogenezu EAE-a i1 potencijalno
za patogenezu multiple skleroze. U dosadasnjim ispitivanjima razlika izmedu ova dva
soja, analizirani su DLC koji oslikavaju de$avanja u inicijalnoj fazi EAE-a. ZapaZena je

niza produkcija IL-2 1 manji broj ¢elija kod AO pacova nego kod DA, §to moZe ukazati



na postojanje ograni¢avanja proliferacije limfocita kod AO pacova (Vukmanovi¢ i sar.,
1989; Vukmanovir i sar., 1990). Takode je prisutan veci broj ¢elija specificnih za MBP
u DLC DA pacova i veéa produkcija azot monoksida (NO) (Miljkovic i sar., 2006).
Povecana je i produkcija IFN-y i IL-17 u éelijama DLC-a koje su stimulisane MBP-om,
Sto ukazuje da su ovi proinflamacijski citokini produkovani upravo od strane celija
specificnih za ovaj antigen (Miljkovic i sar., 2006). S druge strane, nivo ekspresije gena
za proinflamacijske citokine u ¢elijama slezine je ve¢i kod DA pacova nego kod AO, ali
se produkcija IFN-y razlikuje u zavisnosti od tipa adjuvansa koriS¢enog prilikom
imunizacije zivotinja (Miljkovic i sar., 2006; Markovic i sar., 2009). Na nivou CNS-a
su uoceni daleko intenzivniji infiltrati u ki¢menim mozdinama DA pacova (Miljkovi¢,
Stanojevi¢, i sar., 2011). Osim toga, pokazan je i ve¢i kapacitet celija CNS-a AO
pacova da indukuju apoptozu infiltriraju¢ih autoreaktivnih limfocita u poredenju sa DA

pacovima (Vukmanovié, Mostarica Stojkovi¢ i Luki¢, 1989; Vukmanovié i sar., 1990).

1.5. Uloga mikrobiote creva u razvoju multiple skleroze i eksperimentalnog

autoimunskog encefalomijelitisa

Sve je viSe istrazivanja koja pokazuju ukljucenost disbioze mikrobiote creva u
brojnim bolestima, poput gojaznosti, dijabetesa tipa 2, inflamacijskih bolesti creva
(Mielcarz i Kasper, 2015; Budhram i sar., 2017), ali 1 autoimunskih bolesti kao $to su
dijabetes tipa 1, reumatoidni artritis 1 multipla skleroza (Berer i Krishnamoorthy, 2012).
Pod pojmom crevne mikrobiote podrazumevaju se svi mikroorganizmi koji nastanjuju
digestivni sistem nekog organizma. Ukupan genom mikrobiote creva se oznacava kao
mikrobiom (Ochoa-Repdraz i sar., 2011). 99% mikrobioma ljudi je bakterijski (Qin i
sar., 2010). Ostale grupe mikroorganizama koje safinjavaju mikrobiotu creva odraslih
ljudi su Archaea, virusi 1 gljive (Bhargava i Mowry, 2014). Generalno se smatra da je
crevo fetusa sterilno 1 da do pocetne kolonizacije dolazi po rodenju. Medutim, novija
istrazivanja ukazuju na mogucée prisustvo mikrobiote tokom neonatalnog perioda
(Jiménez et al., 2008; Collado ef al., 2016), ali ove tvrdnje je potrebno detaljnije ispitati.
Prvi mikroorganizmi koji naseljavaju creva su poreklom od majke 1 iz okolne sredine

(Falk i sar., 1998). Vise faktora uti¢e na kolonizaciju, ukljuuju¢i nacin porodaja,
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gestacionu starost, ishranu, higijenu 1 antibiotike (Bennel i Nord, 1987; Balmer, Hanvey
1 Wharton, 1994). Do jedne godine starosti bebe imaju jedinstven profil mikrobiote koju
saCinjavaju uglavnom bakterije iz razdela Actinobacteria i Proteiobacteria (Palmer i
sar., 2007; Quigley, 2013). Diverzitet mikrobiote creva dostize maksimum u
adolescenciji, kada postaje stabilan i sastoji se predominantno od razdela Firmicutes i
Bacteroidetes (O’Toole i Claesson, 2010; Quigley, 2013). U samim crevima postoji
prostorna raspodela razlic¢itih bakterijskih vrsta, gde se uoc¢ava povecanje diverziteta od
zeluca ka debelom crevu (Bhargava i Mowry, 2014). Terminalni ileum je regija u kojoj
dolazi do prelaza od aerobnih ka predominantno anaerobnim bakterijskim vrstama
(Quigley, 2013). Unutar creva se razlikuje zastupljenost bakterija u zavisnosti od toga
da li se posmatra lumen creva ili mukozna povrsina (Swidsinski i sar., 2005; Carroll i
sar., 2011). Ovo je bitno iz razloga Sto bakterije koje su blize mukoznoj povrSini mogu
imati znacajniji uticaj na imunski sistem, dok one vrste koje su u lumenu mogu biti
vazne za energetske 1 metabolicke funkcije. Ovo treba uzeti u razmatranje s obzirom da

se vecina ispitivanja mikrobiote creva zasniva na analizi uzoraka fecesa.

Mikrobiota creva ima vaznu ulogu u razvoju imunskog sistema (Lee & Mazmanian,
2010; Maynard i sar., 2012). Neki komensalni mikroorganizmi podsti¢u nastanak Treg
koje produkuju IL-10. Treg dovode do supresije imunskog odgovora na komensalne
bakterije. Za razliku od toga, ima bakterija koje omogucavaju sazrevanje Thl7 celija,
Sto omogucava zaStitu organizma od patogena (Lee i sar., 2011; Atarashi i sar., 2013;
Bhargava 1 Mowry, 2014). Pored modulacije imunskog sistema, crevna mikrobiota ima
znacajnu ulogu 1 u metabolickim funkcijama, poput varenja Secera poreklom iz hrane,
dekonjugacije Zucnih kiselina, produkcije kratkolan¢anih masnih kiselina (engl., short
chain fatty acids - SCFA) 1 metabolizma lekova (Bhargava 1 Mowry, 2014). SCFA, kao
Sto su butirat, propionat i acetat, produkti su fermentacije nesvarljivih ugljenih hidrata 1
imaju izrazene antiinflamacijske efekte. One mogu putem receptora kuplovanih sa G
proteinom da deluju na ¢elije urodene imunosti, ili da indukuju diferencijaciju naivnih
CD4" T ¢elija u Treg razli¢itim mehanizmima (Arpaia i sar., 2013; Smith i sar., 2013).
Sli¢no tome, metaboliti triptofana vezivanjem za AhR (aril-hidrokarbonski receptor)
indukuju produkciju IL-22 (Veldhoen i sar., 2008) 1 na taj nac¢in menjaju Th17 odgovor
u crevima (Perdew 1 Babbs, 1991). Bacteroides fragilis svojim produktom,

polisaharidom A (PSA) deluje na DC koje usmeravaju diferencijaciju T ¢elija u Treg (J
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Ochoa-Reparaz i sar., 2010; Bhargava i Mowry, 2014). Lipidi mikroorganizama takode
mogu imati imunoregulatorne efekte (Berer i Krishnamoorthy, 2014). Primer je lipid
654 kojeg produkuju brojne bakterije koje pripadaju Bacteroides vrstama, a za koji je
pokazano da se nalazi u smanjenoj koncentraciji kod pacijenata obolelih od multiple
skleroze u poredenju sa zdravim osobama (Farrokhi i sar., 2013). Jo§ jedan primer
bakterijskih produkata koji imaju imunomodulatorno dejstvo je ATP, koji podstice

diferencijaciju Th17 ¢elija u crevima (Atarashi i sar., 2008).

Mikrobiota creva je kljucan faktor u razvoju ¢elijske i humoralne komponente
GALT-a (Sommer i sar., 2014), dok je njena disbioza povezana sa raznim bolestima
(Carding i sar., 2015). Doprinos mikrobiote creva multiploj sklerozi jo§ uvek nije
dovoljno razjasnjen. Uglavnom postoje nalazi iz studija kontrole slu€aja koji su od
ograni¢enog znacaja za razumevanje patogeneze bolesti (Dendrou i sar., 2015; Mielcarz
i Kasper, 2015). Skorije komparativne studije sastava mikrobiote creva pacijenata
obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba pokazuju da je smanjena zastupljenost
Faecalibacterium (Cantarel i sar., 2015), Clostridia klastera XIVa, IV, Bacteroides
fragilis, Sutterella wadsworthensis (Miyake i sar., 2015), Butyricimonas (Jangi i sar.,
2016) 1 Parabacteroides, Adlercreutzia 1 Prevotella rodova (Chen i sar., 2016) kod
pacijenata obolelih od multiple skleroze. Nasuprot tome, pokazano je da je sastav
Methanobrevibacter 1 Akkermansia (Jangi i sar., 2016), Psuedomonas, Mycoplana,
Haemophilus, Blautia, 1 Dorea rodova (Chen i sar., 2016) povecan kod pacijenata
obolelih od multiple skleroze. Skorije objavljeni izvestaji su ukazali na prisustvo novih
rodova bakterija, kao Sto je Acinetobacter, kod pacijenata sa multiplom sklerozom.
Nasuprot tome, mikrobiota creva je jasno povezana sa patogenezom EAE-a. Klinicki
tok EAE-a se moZe menjati manipulacijom mikrobiote creva. Na primer, pokazano je da
su akseni¢ni miSevi (Zivotinje koje se gaje u strogo kontrolisanim sterilnim uslovima i
nemaju mikroorganizme ni u gastrointestinalnom traktu, ni na povrsini koze) otporni na
indukciju EAE (Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011). U skladu sa tim, oralni tretman
antibioticima kod konvencionalno gajenih miSeva je doveo do smanjenja jacine klinicke
slike EAE-a (Yokote i sar., 2008; Ochoa-Reparaz i sar., 2009). Ovi podaci podrzavaju
ideju da disbioza mikrobiote creva aktivno doprinosi razvoju i progresiji multiple
skleroze (Ochoa-Reparaz i sar., 2009; Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011). Ipak,

mikrobiota creva takode doprinosi i imunskoj privilegiji CNS-a, s obzirom da se krvno-
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mozdana barijera i normalna aktivnost mikroglije ne mogu pravilno uspostaviti kod

akseni¢nih miSeva (Braniste i sar., 2014; Erny i sar., 2015).

Kona¢no, u nedavno objavljenim radovima prikazani su rezultati funkcionalnih
studija sa mikrobiotom pacijenata obolelih od multiple skleroze (Berer i sar., 2017,
Cekanaviciute i sar., 2017). Naime, pokazano je da transfer mikrobiote pacijenata u
akseni¢ne miseve omogucava ispoljavanje klinickih znakova nakon indukcije EAE-a.
Otkri¢e Cinioca mikrobiote koji su patogeni ili protektivni u multiploj sklerozi, ili
otkri¢e njihovih produkata sa takvim efektima, moglo bi otvoriti nove moguénosti za
dijagnozu 1 terapiju ove bolesti. Terapija bi se oslanjala na tretman antibioticima i
probioticima, kao 1 na transfer mikrobiote creva iz zdravih donora. Medutim, ve¢ je
poznato da je mikrobiota creva individualna i teSko je efikasno promeniti sastav
mikrobiote creva (Lozupone i sar., 2012). Stoga su dalja ispitivanja na

eksperimentalnim modelima neophodna.

1.6. Uloga antibiotika u modulaciji mikrobiote creva i uticaj na

eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Antibiotici dovode do promene mikrobiote creva. MiSevi koji su oralno primali
antibiotike su manje podloZni razvoju autoimunskih modela bolesti kao §to je EAE. U
studijama koje su sproveli Ochoa-Reparaz i1 saradnici, poboljSanje EAE-a je povezano
sa smanjenim IFN-y i IL-17, povecanjem IL-13 i IL-10 u mezentericnim limfnim
¢vorovima, limfnim ¢vorovima slezine 1 cervikalnim limfnim ¢vorovima, kao i
sistemskom stimulacijom Treg i B regulatornih ¢elija (Ochoa-Reparaz i sar., 2009;
Javier Ochoa-Reparaz i sar., 2010). Cinjenica da antibiotici pomeraju Th1/Th2
ravnotezu ka Th2 smeru je u skladu sa higijenskom hipotezom (Fleming i sar., 2011). U
ranijim istrazivanjima koje su sproveli Yokote i saradnici, takode su prime¢eni smanjeni
nivoi proinflamacijskih citokina, uklju¢uju¢i IFN-y i IL-17, u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima kod Zivotinja sa EAE-om tretiranim antibioticima (Yokote i sar., 2008).
Razli¢iti antibiotici su bili koriS¢eni u ispitivanjima u EAE-u, §to moze rezultirati
razli¢itim profilima mikrobiote creva 1 moZe objasniti varijabilnost imunskih

mehanizama (Wang i1 Kasper, 2014). Aktuelne studije podrzavaju korisnu ulogu

13



antibiotskih tretmana u neurolo$kim poremecajima ponaSanja. Osnovni mehanizmi
mogu ukljuciti smanjenje koncentracije luminalnog lipopolisaharida (i samim tim i
potencijalno smanjenje hroni¢ne inflamacije) i promene u signalu CNS-a, kao $to je
ekspresija BDNF (engl. Brain Derived Neurotrophic Factor) u hipokampusu (Sandler i
sar., 2000; Bercik i sar., 2011; Ait-Belgnaoui i sar., 2012).

Razli¢ite kombinacije primenjenih antibiotika mogu ostvariti razli¢ite efekte. Oralna
primena neapsorbujuc¢ih antibiotika koji se sastojao od kanamicina, kolistina 1
vankomicina, samo jednu nedelju pre indukcije EAE-a dovela je do smanjenja klinickih
simptoma bolesti. Ovo je bilo praéeno smanjenom produkcijom proinflamacijskih
citokina, IFN-y, IL-17, TNF 1 IL-6, od strane reaktivnih T ¢elija koje su specifi¢ne za
MOG, u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima. Ovakav miks antibiotika doveo je 1 do
smanjenja Th17 celija u mezentericnim imfnim ¢vorovima, ali ne i do promena u
FoxP3" Treg (Yokote i sar., 2008). Drugaciji tretman antibioticima (ampicilin,
vankomicin, neomicin sulfat i metronidazol), pre indukcije EAE-a nije doveo do
promena u nastanku EAE-a. Ovo je pripisano povecanju Treg u mezentericnim limfnim
¢vorovima 1 cervikalnim limfnim ¢vorovima kod zivotinja tretiranih antibioticima.
Povec¢anje Treg je najverovatnije uzrokovano povecanjem dendritskih celija u
Pejerovim plo¢ama i mezenteri¢nim limfnim &vorovima. DC dovode do poveéane
konverzije naivnih CD4" T ¢elija u Treg (Ochoa-Reparaz i sar., 2009). Ukratko,
antibiotici mogu promeniti ocekivani imunski status koji je oblikovan komensalnim
mikroorganizmima i1 samim tim da dovedu do promene u predispoziciji ka

poremecajima CNS-a.

1.7. Primena mikrobiote creva u terapiji multiple skleroze i eksperimentalnog

autoimunskog encefalomijelitisa

Zabelezeno je nekoliko uspes$nih pokuSaja lecenja EAE-a uz pomo¢ odredenih
bakterija 1 njihovih produkata. U brojnim ispitivanjima je pokazano da Bacteroides
fragilis 1 njegov kapsularni PSA imaju povoljne efekte na EAE (Mielcarz 1 Kasper,
2015). Stavise, terapijski efekti su postignuti i primenom Salmonella typhimurium u

kojoj su eksprimirane CFA/I fimbrije E. coli, ili Bifidobacterium animalis, ili
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Lactobacillus spp. ili drugih mlecnokiselinskih bakterija (MKB) kao i meSavinom
probiotika koja se sastojala od Lactobacillus spp., Bifidobacterium bifidum i
Streptococcus thermophilues (Mielcarz 1 Kasper, 2015). Vecéina ovih ispitivanja
pokazuje da su terapijski efekti ostvareni kroz inhibiranje produkcije IL-17 ili IFN-y od
strane encefalitogenih Th17 i Th1 ¢elija, kao i kroz stimulaciju Treg (Mielcarz i Kasper,
2015). Iako se smatra da Thl i Thl7, kao glavne celije koje pokrecu autoimunost
usmerenu ka CNS-u (Petermann i Korn, 2011; Dendrou i sar., 2015) nastaju u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima u EAE-u, a da zatim odlaze u CNS, sve viSe se smatra
da deo njih migrira u GALT, uklju¢ujuéi mezenteri¢ne limfne &vorove (MLC) i
Pejerove ploce (PP) gde se mogu ponovo diferencirati i postati Treg koje ¢e se boriti

protiv bolesti (Esplugues i sar., 2011; Califano i sar., 2014).

Kod pacijenata obolelih od multiple skleroze je takode primeéeno smanjenje
bakterija koje produkuju butirat. Ovaj fenomen je primeéen i kod infekcije bakterijom
Clostridium difficile, gde je doSlo do antiinflamacijskih promena u mikrobioti creva
nakon primene fekalnog transfera, §to ukazuje na potencijalnu ulogu i u terapiji multiple
skleroze (Borody i Campbell, 2012; Borody i Khoruts, 2012; Evrensel i Ceylan, 2016).
Ima pokusSaja transplantacije fekalne mikrobiote kod pacijenata obolelih od multiple
skleroze, koja se vrsi radi tretiranja konstipacije, ali se pokazalo da ima i druge povoljne
efekte. Borody i saradnici su primetili povoljne neuroloSke efekte transplantacije kod tri
pacijenta obolela od multiple skleroze. Kod ovih pacijenata je doSlo do oporavak
funkcije creva 1 beSike, a takode im se povratila 1 sposobnost hodanja (Borody i
Khoruts, 2012; Xu i sar., 2015). Medutim, ovi rezultati, iako deluju obecavajuce, nisu

dobijeni u kontrolisanoj studiji, pa se samim tim moraju uzeti sa rezervom.
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2. Ciljevi



Osnovna hipoteza ovog rada je da GALT i mikrobiota creva imaju ulogu u

otpornosti pacova soja AO na indukciju EAE-a, te da modulacija sastava mikrobiote

creva 1 sledstvene promene u sastavu 1 funkcionisanju GALT-a dovode do

prevazilazenja otpornosti AO pacova na EAE. Iz tog razloga su ciljevi ovog

istrazivanja:

1. Da se ustanove razlike na nivou GALT-a 1 mikrobiote creva kod AO 1 DA

pacova pre i nakon indukcije EAE-a kako bi se identifikovali potencijalni

¢elijski i molekulski faktori koji su vazni za otpornost na indukciju EAE-a:

Analizom brojnosti ¢elija mezenteri¢nih limfnih ¢vorova i Pejerovih kod
neimunizovanih AO i DA pacova

Analizom produkcije proinflamacijskih citokina, IFN-y i IL-17, 1
antiinflamacijskog citokina IL-10 u ¢elija mezenteri¢nih limfnih Corova i
Pejerovih plo¢a kod neimunizovanih AO i DA pacova

Fenotipskom analizom c¢elija mezenteri¢nih limfnih ¢orova i Pejerovih
plo¢a kod neimunizovanih AO 1 DA pacova

Analizom uzoraka fecesa neimunizovanih AO i1 DA pacova radi
utvrdivanja razlika u sastavu crevne mikrobiote

Ispitivanjem razlika u celularnosti mezenteri¢cnih limfnih Corova 1
Pejerovih plo¢a izmedu sojeva nakon imunizacije, u vremenskim
tackama koje odgovaraju induktivnoj fazi, piku bolesti 1 oporavku kod
DA pacova

Uporednom analizom produkcije citokina kod pacova sojeva AO i DA
nakon imunizacije smeSom homogenata kicmene mozdine 1 kompletnog
Frojndovog adjuvansa

Fenotipskom analizom ¢elija AO 1 DA pacova koji su imunizovani
Analizom sastava mikrobiote creva u odgovaraju¢im vremenskim

tackama tokom EAE-a kod AO 1 DA pacova

2. Da se eliminiSe otpornost AO pacova na indukciju EAE-a modulacijom sastava

mikrobiote creva tretmanom antibioticima Sirokog spektra u trajanju od Cetiri

nedelje, od rodenja do razdvajanja mladunaca od majke 1 da se uradi:

Pracenje efekta antibiotika na klinicki tok EAE-a kod pacova soja AO
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Histoloska analiza ki¢menih moZzdina na prisustvo infiltrirajucih ¢elija 1
analiza homogenata kicmene mozdine

Analiza ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova tokom EAE-a

Analiza uzoraka fecesa radi pra¢enja promena u sastavu mikrobiote
creva izazvanih produZzenim antibiotskim tretmanom, pre i1 nakon
imunizacije zivotinja

Analiza brojnosti 1 zastupljenosti razli¢itih tipova ¢elija u mezentericnim
limfnim ¢orovima i Pejerovim plo¢ama kod AO pacova koji su bili pod
tretmanom antibioticima i kod netretiranih kontrolnih Zivotinja, pre i
nakon imunizacije

Analiza produkcije citokina u mezentericnim limfnim corovima i
Pejerovim plocama kod tretiranih 1 kontrolnih Zivotinja, pre i posle

indukcije EAE-a

3. Izvrsiti transfer mikrobiote creva AO pacova u DA pacove kako bi se ispitao

njihov potencijalno terapeutski efekat:

Ispitivanjem uticaja transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove
na klini¢ki tok EAE-a

Ispitivanjem efekta transfera mikrobiote creva AO pacova odredivanjem
koncentracije citokina u homogenatima ki¢mene mozdine DA pacova u
piku bolesti

Ispitivanjem razlika u DLC tretiranih i kontrolnih DA pacova u
induktivnoj fazi bolesti

Ispitivanjem uticaja transfera mikrobiote creva na broj ¢elija i funkcije
mezentericnih limfnih ¢vorova tretiranih 1 kontrolnih DA pacova
Ispitivanjem razlika u sastavu mikrobiote creva DA pacova koji su
primili mikrobiotu AO pacova 1 netretiranth DA pacova, u vreme
razdvajanja mladunaca od majke, u vreme imunizacije Zivotinja i u

razli¢itim fazama tokom EAE-a.
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3. Materijal i metode



3.1. Reagensi i rastvori

PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) rastvor u vodi pravljen je od 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4 x 2 H20, 1,76 mM KH2PO4 (LachNer,
Neratovice, Ce§ka), pH="74.

RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute)-1640 (sa 25mM-HEPES i 2mM-
L glutaminom) sa dodatkom antibiotika penicilina (100 IU/ml) i gentamicina (100
ng/ml), antimikotika nistatina (10 U/ml), 5 uM B-merkaptoetanola i 5% FCS ili 2%

pacovskog seruma (RS, engl. Rat serum) je koriS¢en za uzgajanje svih celija.

Serum fetusa goveceta (FCS, engl. Fetal Calf Serum) (PAA Laboratories,
PaSing, Austrija) je inkubiran 30 min na 56°C kako bi se inaktivirale komponente

komplementa, a onda je dodavan u medijum u cilju kultivacije ¢elija.

Pacovski serum (RS, engl. Rat serum), gentamicin (Galenika, Beograd, Srbija),
penicilin, (Galenika, Beograd, Srbija), kompletni Frojndov adjuvans - KFA (Difco,
Detroit, MI, USA), M.tuberculosis H37Ra (Difco), MBP (poklon profesora Alexander
Fliigel, Univerzitet u Getingenu, Nemacka), Neosulfox (Sulfadimidin natrijum 10 %,
neomicin sulfat 6 %, oksitetraciklin hidrohlorid 4 %, .,,Fm Pharm® d.o.o., Subotica,
Srbija), 2,5 g/l Pentrexyl (ampicillin, Galenika, Beograd, Srbija), fizioloski rastvor
(Hemofarm, VrSac, Srbija), konkanavalin A (ConA; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD),
trizol (ThermoScientific, Braunschweig, Nemacka), tripan plavo (Fluka, Buch,
Nemacka), Tween-20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), avidin konjugovan sa HRP
(eBioscience, San Diego, SAD), tetrametilbenzidin (TMB, eBioscience, San Diego,
SAD), HCl (Zorka, Sabac, Srbija), govedi albumin iz seruma (BSA, engl. Bovine
Serum Albumine, Applichem, Barcelona, Spanija), pufer za permeabilizaciju ¢elija (PB,
engl. Permeabilization Buffer, eBioscience, San Diego, SAD), Majerov hematoksilin
(BioOptica, Milano, Italija), eozin (Molar, Budapest, Madarska), paraformaldehid
(Zorka, Sabac, Srbija), ksilol (Zorka, Sabac, Srbija), DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD), parafin (Novogen Diagnostik, Istanbul, Turska), 6xLoading Dyu Solution
(Thermo Scientific, Kalifornija, SAD).
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3.2. Eksperimentalne Zivotinje

KoriS¢ene su zenke pacova genetski visokosrodnih sojeva Albino Oxford (AO) i
Dark Agouti (DA), starosti do 12 nedelja. Zivotinje su uzgajane u odgajalistu za
zivotinje Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“ u standardnim uslovima,
sa konstantnim pristupom vodi 1 hrani. Svi eksperimenti su odobreni od strane etickog
komiteta Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢® u Beogradu (Odluka br.

04-04/15). Tri do pet Zivotinja je odgajano u istom kavezu.

3.2.1. Indukcija EAE i procena klinicke slike

Za eksperimente u kojima je pracen klinicki tok bolesti zivotinje su imunizovane
sa 100 pl smeSe, koju su cinile jednake zapremine homogenata ki¢mene mozdine
(HKM) DA pacova i PBS (engl. phosphate buffered saline) (1g HKM/1 ml PBS)
emulgovanom u istoj zapremini KFA suplementiranog sa 5 mg/ml M.tuberculosis
H37Ra (HKM+KFA). Za pracenje antigen-specificne produkcije citokina u ¢elijama
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, Zivotinje su imunizovane sa 100 ul emulzije, koja se
sastojala od MBP (50 pg/pacovu), emulgovanog u istoj zapremini KFA
suplementiranog sa 5 mg/ml M. tuberculosis H37Ra (MBP+KFA). Zivotinjama je 100
pl emulzije ubrizgano intradermalno u jednu zadnju Sapicu kada su imunizovane sa
HKM+KFA, odnosno u obe zadnje Sapice kada su imunizovane emulzijom MBP+KFA.
Pacovi su svakodnevno posmatrani radi pracenja pojave i razvoja klinickih simptoma
bolesti. Ocene su davane prema sledecoj skali: 0 - bez klini¢kih simptoma; 1 - gubitak
tonusa u repu, 2 - pareza zadnjih ekstremiteta, 3 - paraliza zadnjih ekstremiteta, 4 -
moribundno stanje ili smrt. Kod pacova soja DA su se razlikovale sledece faze EAE:
pocetak bolesti, 9.-11. dan posle imunizacije (d.p.i.) (klini¢ki skor 1); vrhunac bolesti,
12.-16. d.p.i. (klinicki skor 2-4) i oporavak, 18-22 d.p.i. (klinicki skor 1 ili manje).
Kumulativni klini¢ki skor (k.s.) je izraCunavan kao suma dnevnih k.s. Trajanje oznacava
broj dana tokom kojih su uoceni klinicki simptomi kod svakog pacova. Srednji k.s. je
izraCunavan kao kumulativni k.s. podeljen sa trajanjem. Uzorci AO pacova su

analizirani u skladu sa fazama bolesti kod DA pacova.
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3.3. In vivo tretman AO pacova antibioticima

Pacovi soja AO su primali antibiotski tretman pocevsi od dana rodenja do
Cetvrte nedelje zivota kada su mladunci odvajani od majki. Tretman antibioticima se
sastojao od primene 2,5 g/l Neosulfox (Sulfadimidin natrijum 10 %, neomicin sulfat 6
%, oksitetraciklin hidrohlorid 4 %), 2,5 g/l Pentrexyl (ampicillin). Antibiotici su davani
u pijacoj vodi 1 menjani na svaka dva dana. Od trenutka rodenja doza je postepeno
povecavana od 0,5 g/l do 2,5 g/l. Najvisa doza je dostignuta sedmog dana postpartum.
Pacovima je voda sa antibioticima bila na raspolaganju da je piju ad libitum tokom
Cetiri nedelje, odnosno tokom perioda dojenja, sve do odvajanja mladunaca od majke.
Nakon odvajanja mladunaca od majke, od Cetvrte do osme nedelje Zivota Zivotinje su
bile bez ikakvog tretmana. U osmoj nedelji pacovi su imunizovani, nakon ¢ega im je
pracen klini¢ki skor bolesti. U odredenim vremenskim tackama koje odgovaraju
prethodno navedenim fazama bolesti kod DA pacova, izolovane su ¢elije AO pacova i
uradene su ex vivo analize. Uzorci fecesa su sakupljani od majki na dan okota, a od
mladunaca na dan prestanka antibiotskog tretmana odnosno na dan razdvajanja od
majki, nultog d.p.i. (dan imunizacije), sedmog d.p.i. (induktivna faza), 14. d.p.i. (pik
bolesti) 1 u oporavku (35. d.p.i). Kontrolne Zivotinje su uzgajane i analizirane uporedo
sa tretiranim zivotinjama. Kontrolne 1 tretirane Zivotinje su bile potomci muzjaka i Zenki

iz istih okota.

3.4. Transfer mikrobiote creva AO pacova u DA pacove

Za analizu transfera crevne mikrobiote (Gmbt, engl. Gut microbiota transfer),
sadrzaj cekuma dobijen iz zdravih odraslih netretiranih AO pacova starosti dva do Cetiri
meseca je rastvaran u fizioloSkom rastvoru (jedan cekum je rastvaran u 40 ml) i filtriran
kroz filter papir. Ovo je dalje razblaZivano u pijacoj vodi i davano DA pacovima da piju
ad libitum. Kontrolni DA pacovi su imali istu koli¢inu fizioloSkog rastvora u svojoj
pijacoj vodi. Takode, feces koji je dobijen od AO pacova nakon presvlacenja je
prenosen u Cistu prostirku DA pacova. Kombinovani tretman je poc¢injao nedelju dana

pre rodenja mladunaca i trajao je 12 nedelja. Kontrolnim pacovima nije dodavan feces
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AO pacova u prostirku niti su pili vodu sa sadrzajem cekuma. Pacovi su imunizovani sa
osam nedelja starosti. Tretirane i kontrolne Zivotinje su bile potomci muzjaka i Zenki iz
istih okota. Uzorci fecesa su sakupljani u obe grupe zivotinja radi utvrdivanja sastava

mikrobiote creva. Zivotinje su zrtvovane u odredenim fazama EAE-a.

3.5. Izolovanje Celija mezenteri¢nih, poplitealnih limfnih ¢vorova i Pejerovih ploca

Nakon Zzrtvovanja, sterilnim priborom su izolovani poplitealni limfni ¢vorovi
koji dreniraju zadnje apice (DLC) iz Zivotinja imunizovanih emulzijom napravljenom
od MBP i KFA. Limfni ¢vorovi su izolovani Cetvrtog, sedmog i 14. dana posle
imunizacije. Po &etiri mezenteriéna limfna ¢vora (MLC) je izolovano iz neimunizovanih
Zivotinja, kao 1 iz imunizovanih Zivotinja na ¢etvrtog, sedmog i 14. d.p.i. Limfni ¢vorovi
su homogenizovani mehanickim putem, protiskivanjem kroz metalne mrezice i potom je
homogenizovano tkivo filtrirano kroz sterilnu najlonsku filter mrezicu promera 40 pum.
Pejerove ploe (PP) su izolovane iz tankog creva neimunizovanih Zivotinja i
imunizovanih Zivotinja na &etvrtog, sedmog i 14. d.p.i. Celije Pejerovih ploa su
izolovane mehanickim putem, protiskivanjem kroz plasti¢ne mreZice promera 70 pm.
Izolovane celije su taloZzene na 500g, tri minuta, nakon ¢ega su resuspendovane u
odgovaraju¢i medijum. Celije su odmah nakon izolovanja kori$éene za analizu
proto¢nom citofluorimetrijom ili su gajene u kulturi. Sve celijske kulture su gajene u
inkubatoru sa vlaznom atmosferom, pri koncentraciji CO2 od 5 % 1 na temperaturi od
37° C (u daljem teksu inkubacija). MLCC (2,5x10%ml) i PPC (2x10%ml) su uzgajane u
RPMI-1640 medijumu suplementiranom 5% FCS-om u plo¢ama sa 24 bunarica
(Sarstedt, Niimbreht, Nemacka) i stimulisane su 2,5 ug/ml ConA. DLCC (5x10%ml) su
uzgajane u RPMI-1640 medijumu suplementiranim 2% RS-om u plocama sa 24
bunari¢a (Sarstedt, Niimbreht, Nemacka) i stimulisane 10 pg/ml MBP-om. Celije su
stimulisane tokom 24h, nakon cega su supernatanti Celijskih kultura sakupljani 1
zamrzavani na -20°C do upotrebe za analizu produkcije citokina. Supernatanti su takode
dobijeni i iz homogenata ki¢menih moZzdina (1g ki¢mene moZdine je homogenizovan u

2 ml PBS-a) nakog taloZenja pri brzini od 10000 g u trajanju od 20 minuta.
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3.6. Odredivanje broja Zivih ¢elija metodom tripan plavo bojenja

Celije su nakon izolovanja resuspendovane u PBS-u sa 0,1 % tripan plavog u
odnosu 1:10. Broj ¢elija je odredivan brojanjem pod mikroskopom u komori po Biirker-
Tiirk, pri ¢emu mrtve ¢elije, koje su se bojile plavo usled narusene grade membrane,
nisu brojane. Broj ¢elija je izraCunat po formuli broj ¢elija/broj polja x 2,5 1 izrazen kao

broj ¢elija/ml.

3.7. Merenje produkcije citokina ELISA testom

Koncentracija citokina je odredivana sendvi¢ ELISA metodom. Ploce sa 96
bunari¢a (MaxiSorp plo¢e, Nunc, Rothschild, Danska) su oblagane sa 50 ul primarnog
antitela i inkubirane preko no¢i na sobnoj temperaturi ili na +4° C, po preporuci
proizvodaca. Zatim su bunari¢i ispirani rastvorom PBS + 0,01% Tween (tri puta sa 200
pl po bunari¢u) u cilju uklanjanja nevezanog antitela. Nespecifi¢na mesta vezivanja na
primarnom antitelu 1 plastici bunarica su blokirana sa 100 ul odgovarajuceg rastvora lh,
nakon ¢ega su bunari¢i ponovo ispirani rastvorom PBS + 0,01% Tween (tri puta sa 200
pl po bunari¢u), a zatim su nalivani supernatanti uzoraka i rastvori citokina poznate
koncentracije (50 pl po bunari¢u) i inkubirani 2h na sobnoj temperaturi. Po isteku
inkubacije ploCe su ispirane tri puta 1 dodavano je 50 pl sekundarnog antitela
obelezenog biotinom po bunari¢u. Nakon 1h inkubacije na sobnoj temperaturi i pranja
ploca, sipano je 50 pl rastvora avidina konjugovanog sa HRP-om po bunaricu i plo¢e su
inkubirane 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije ploce su
ispirane tri puta rastvorom za pranje i dodavano je 50 pl supstrata za peroksidazu
(TMB) 1 ploc¢e su drzane u mraku. Po pojavi reakcije (plava obojenost rastvora),
reakcija razvijanja boje je prekidana sa 50 pul 1M HCI. Finalno su apsorbance uzoraka
ocitavane pomocu automatskog Citaca za mikrotitarske ploce, koriS¢enjem filtera za
talasnu duzinu od 450 nm 1 korigovane za apsorbancu na talasnoj duzini od 670 nm.
Koncentracija proteina je odredivana koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu

vrednosti apsorbancije za serijska razblaZzenja citokina poznatih koncentracija.
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Za detekciju IL-10 pacovski IL-10 DuoSet ELISA je koris¢en po preporuci
proizvodaca (R&D Systems, Minneapolis, MN). Za detekciju IFN-y i IL-17 koriS¢eni su
parovi antitela u skladu sa preporukama proizvodaca (eBioscience, San Diego,
Kalifornija). Koris¢ena su sledeCa antitela: precis¢eno anti-pacovsko IL-10 misje
monoklonsko antitelo (67232; R&D), biotinilizirano anti-pacovsko IL-10 kozje
poliklonsko antitelo (R&D), precis¢eno anti-pacovsko IFN-y misje monoklonsko
antitelo (DB1; eBioscience), biotinilizirano anti-pacovsko IFN-y zecije poliklonsko
antitelo, preCiS¢eno anti-misje/pacovsko IL-17 pacovsko monoklonsko antitelo
(eBiol7CK15A5; eBioscience), biotinom obelezeno anti-misje/pacovsko IL-17
pacovsko monoklonsko antitelo (eBiol7B7; eBioscience). Uzorci su analizirani u
duplikatima i rezultati su izracunati na osnovu standardne krive koja je napravljena od
poznatih koncentracija rekombinantnih citokina: IL-10 (R&D Systems), IFN-y i IL-17
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA).

3.8. Analiza ¢elija metodom proto¢ne citofluorimetrije

Metodom proto¢ne citofluorimetrije moguce je brzo i precizno okarakterisati
fluorescentne signale dobijene od pojedinacnih celija. Ova metoda omogucava
simultanu analizu viSe povrSinskih 1 unutarcelijskih markera koji su obelezeni razli¢itim
fluorescentnim bojama. Intenzitet fluorescencije obelezenih uzoraka je detektovan na
CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru i analiziran je koriS¢enjem softverskog

programa FlowMax (Partec, GmbH, Miinster, Nemacka).

3.8.1. Analiza fenotipskih markera éelija

Priprema ¢elija za analizu metodom protocne citofluorimetrije podrazumevala
njihovo izlaganje fluorescentno obeleZzenim antitelima za povrSinske markere celija
imunskog sistema. Nakon izolacije 3x10° ¢elija je resuspendovano u rastvoru za bojenje
¢elija. Dodavano je antitelo i1 inkubirano je 30 minuta na +4° C. Po isteku inkubacije

¢elije su talozene na 800g, tri minuta nakon cCega su resuspendovane u 2ml PBS-a.
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Celije su zatim analizirane na protoénom citofluorimetru (Partec, Munster, Nemacka)
koris¢éenjem CyFlow programa. Rezultati citofluorimetrije su prikazani kao procenat
¢elija koji je vezao odgovarajuce antitelo. Takode, odredivana je i jacina fluorescencije,

mfi (engl., mean fluorescence intensity).

Celije su obojene sledeéim antitelima: anti-CD4 konjugovano sa PE (misje
monoklonsko OX35; eBioscience, San Diego, CA, SAD), anti-CD8 konjugovano sa
FITC (misje monoklonsko OX8; AbD Serotec,Oxford, UK), anti-CD25 konjugovano sa
FITC (misje monoklonsko NDS601; AbD Serotec), anti-CD80 konjugovano sa PE
(misje monoklonsko 3HS5; eBioscience), anti-MHC II konjugovano sa FITC (misje
monoklonsko HIS19; eBioscience). Odgovarajuce izotipske kontrole su koriS¢ene za
odredivanje granica za pozitivnost ¢elijskih markera. Kori$¢ena je i negativna kontrola u
kojoj su ¢elije inkubirane bez dodatog antitela (neobojene ¢elije). Tipic¢no, proporcija

¢elija obojenih antitelima izotipske kontrole je bila <1 %.

3.8.2. Detekcija regulatornih T ¢elija

Regulatorne ¢elije su detektovane analizom povrSinskih markera CD4 1 CD25 i
unutarcelijskog transkripcionog faktora FoxP3. Treg su definisane kao populacija ¢elija
koja eksprimira FoxP3 wu okviru populacije CD4'CD25" ¢éelija. Celije su
resuspendovane u rastvoru PBS-a sa 1% BSA 1 dodata su antitela za povrSinske
markere CD4-PE 1 CD25-FITC po opisanom protokolu. Po isteku inkubacije, ¢elije su
fiksirane kako bi se zadrzala struktura celija. Potom su celije permeabilizovane
rastvorom za permeabilizaciju celija kako bi kroz nastale pore u ¢elijskoj membrani
molekuli unutar éelije postali dostupni. Celije su zatim obojene sa FoxP3 antitelom

konjugovanim sa PE-Cy5 (pacovsko monoklonsko antitelo FJIK-16s, eBioscience).

Odgovaraju¢e izotipske kontrole su koriS¢ene za odredivanje granica za
pozitivnost ¢elijskih markera. Tipicno, proporcija Celija obojenih antitelima izotipske
kontrole je bila <1 %. Analiza je uradena na Partec CyFlow Space citometru (Partec,
Munster, Nemacka). Rezultati citofluorimetrije su prikazani kao proporcija celija

vezanih za odgovarajuce antitelo.
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3.9. Priprema histoloskih preparata u parafinu

Kako bi se detektovali inflamatorni infiltrati u kimenim moZdinama
imunizovanih Zivotinja, izvrSeno je bojenje hematoksilinom i eozinom. Histoloska
analiza je radena na imunizovanim AO pacovima koji su primali antibiotski tretman i
njihovim kontrolama, kao i na imunizovanim DA pacovima kojima je izvrSen transfer
mikrobiote creva AO pacova i odgovaraju¢im kontrolama. Pacovi su Zrtvovani na piku
bolesti, kicmene mozdine su izolovane i fiksirane u 4 % paraformaldehidu rastvorenom
u PBS-u, 48h na +4°C. Nakon fiksacije, uzorci su drzani dva puta po 30 minuta u 30 %
etanolu 1 dva puta po 30 minuta u 50 % etanolu. Po isteku vremena tkivo je ostavljano u
70 % etanolu u kojem mozZe da stoji 1 do 6 meseci do dalje analize. Uzorci su drZani dva
puta po 1h u 96% i1 100 % etanolu, a potom dva puta po pet minuta u ksilolu. Tkivo je
zatim kalupljeno u otopljenom parafinu i preparati su ¢uvani na sobnoj temperaturi.
Isecci transverzalnog lumbosakralnog dela (L1-L5) debljine 5 um su stavljani na ista

predmetna stakla SuperFrost (ThermoScientific, Braunschweig, Nemacka).

3.9.1. Bojenje hematoksilinom i eozinom

Vrsena je deparafinizacija tkivnih isecaka drzanjem dva puta po pet minuta u
ksilolu, kako bi bili dostupni za bojenje. Nakon toga su preseci rehidratisani u rastvoru
etanola smanjujucéi koncentracije od 100 %, preko 90 % do 70 %, 1 na kraju u
destilovanoj vodi. Preseci su zatim izlagani bojenju hematoksilinom u trajanju od 10
minuta kako bi se obojila Celijska jedra, a zatim i bojenju eozinom u trajanju od dva
minuta ¢ime su bojeni proteini citoplazme. Uzorci su sprovodeni sukcesivno kroz seriju
etanola rastuc¢e koncentracije (70 %, 90 %, 100 %) 1 ksilola u trajanju od po pet minuta.
Nakon ksilola, preseci kiémenih mozdina su pokrivani pokrovnim staklom koris¢enjem
DPX-a. Preseci su posmatrani i fotografisani na mikroskopu Leica (Leica Microsystems
GmbH), koriS¢enjem softvera ACDSee 6. Obojene celije su brojane iz pet Zivotinja po
grupi. Broj infiltrata 1 broj Celija po infiltratu je izbrojan iz histoloskih podataka

dobijenih od 120 preseka po grupi.

27



3.10. Analiza mikrobiote

3.10.1. Priprema uzoraka za analizu

Uzorci fecesa su sakupljani i od AO i od DA zivotinja od majki na dan okota, a
od mladunaca u vremenskim tackama koji su odgovarali danu razdvajanja od majki
(Cetvrta nedelja zivota), danu imunizacije (osam nedelja starosti), kao i terminima koji
odgovaraju fazi indukcije (devet nedelja starosti), vrhunca bolesti (10 nedelja starosti) i
oporavka kod pacova soja DA. Po sakupljanju, uzorci su zamrzavani i ¢uvani na -20° do

analize.

3.10.2. Izolovanje DNK

Bakterijska DNK iz uzoraka tankog creva je izolovana koriS¢enjem kita za
izolaciju DNK iz tkiva (ZR Genomic DNA™ — Tissue MiniPrep; Zymo Research,
Irvine, CA, USA). Bakterijska DNK iz zamrznutih uzoraka fecesa je izolovana
upotrebom QIAamp DNA stool minikit za izolaciju DNK iz fecesa (Qiagen, Hilden,

Nemacka).

3.10.3. DenaturiSuca gradijent gel elektroforeza (DGGE) i sekvenciranje DNK

DGGE je tehnika koja se koristi za separaciju DNK fragmenata na osnovu
njihove pokretljivosti pod uslovima povecane denaturacije (uglavnom je povecana
koncentracija formamida/uree) (Fischer i Lerman, 1979). Ovo je molekularna metoda
koja se Cesto koristi za brzu analizu sastava, raznovrsnosti i dinamike populacije
mikroorganizama. Metoda je brza, dostupna i dozvoljava simultanu analizu vise

uzoraka.

Nakon izolacije DNK sledi priprema PCR (lancana reakcija polimeraze; engl.
Polymerase Chain Reaction) produkata za DGGE analizu, priprema gela i puStanje

uzoraka na gel, a zatim sekvenciranje DGGE traka. PCR sa izolovanom DNK kao
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matricom je postavljen u skladu sa procedurom iz rada Lukic i sar., 2013. Neposredno
nakon zavrSetka reakcije, PCR produkti su pomeSani sa bojom za nanoSenje (6x
Loading Dye Solution, Thermo Scientific) u odnosu 1:1 1 10 pl smeSe je naneto na gel
sa gradijentnom denaturiSu¢eg agensa koji je pripremljen uz pomo¢ aparata DGGE-
2001 (C.B.S. Scientific, Kalifornija, SAD). Gelovi su sadrzali 16,25 % rastvor
akrilamid:bisakrilamid 19:1 (40 %) i 30 — 60 % gradijent uree i formamida (80 % se
odnosi na 5,6 M ureu i 32 % formamid). Uzorci na gelu su razdvajani tokom 16h, pri
konstantnoj voltazi od 85 V u 1xTAE pufer (40 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 7.4, 20
mM siréetna kiselina) i temperaturi razdvajanja od 56-60°C. Po zavrSetku elektroforeze,
gel je pazljivo skinut sa ploca i fiksiran rastorom 10 % etanola i 0,5 % siréetna kiselina i
obojen u 0,1 % srebro nitratu. Razvijanje je vrSeno u rastvoru 1,5 % NaOH, 0,1 %
NaBHa, 1 0,048 % formaldehida, do pojave vidljivih traka. DNK fragmenti od interesa
su izolovani sa DGGE gela i usitnjeni, nakon ¢ega je suspenzija inkubirana na +98°C u
trajanju od 10 minuta (Luki¢ i sar.., 2013). Nakon inkubacije, suspenzija je talozena
kako bi se odvojile Cestice gela. Supernatanti (30 pl) su koris¢eni za PCR sa setom
prajmera specifiénim za Lactobacillus sp. 1 srodne mlecnokiselinske bakterije, Lab-
0159f (Metabion International, Martinsried, German), u kombinaciji sa univerzalnim
reverznim prajmerom Uni-0515GCr (Metabion International, Martinsried, Germany;
Heilig i sar., 2002), kao 1 sa univerzalnim setom prajmera U-968-GC-f u kombinaciji sa
L1401-r, koji su komplementarni 16s rDNK specificnoj za Eubacteria. Dobijeni
produkti PCR su preciS¢eni koriS¢enjem QIAquick PCR purification kit (Qiagen) i
ligirani unutar pBluescriptT/A vektora (Uzelac i sar., 2015), odnosno pJET1.2/blunt
vektora (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific) (20). Ligirani konstrukti su
transformisani u Caz-indukovanim kompetentnim DH5a ¢elijama (Hanahan, 1983).
Transformanti sa ligiranim konstruktima su odabirani kao bele kolonije na Luria-
Bertani agar (LA) plocama koje sadrze 100 pg/ml ampicilina i 20 pg/ml X-Gal (5-
bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-galaktozidaza) kao Sto je preporuceno od proizvodaca
(Promega, Madison,WI, USA). Za svaku izolovanu traku DNK je odabrana jedna bela
kolonija i plazmidi su izolovani upotrebom QIAprep spin miniprep kita (Qiagen).
Sekvenciranje izolovanih pBluescriptT/A plazmida koji sadrze insert je uradeno
upotrebom MI13F/R prajmera u Macrogen Europe Service (Amsterdam, Holandija).

Sekvenciranje izolovanih pJET1.2/blunt plazmida koji sadZe insert je uradeno
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upotrebom pJET1.2 prajmera u Macrogen Europe Service (Amsterdam, Holandija).
Anotacija sekvenci i pretrazivanje baza podataka za slicnosti u sekvencama je uradeno

pomoc¢u BLAST programa (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.10.4. Filogenetska analiza

Filogenetske interferencije su dobijene koriS¢enjem programa MEGA verzije 7.0
(Kumar i sar.., 2016). Visestruka poravnanja DNK sekvenci su izvrSena upotrebom
Clustal W sa podrazumevanim parametrima. Konstrukcija DA/AO filogenetskog stabla
mikrobiote creva je sprovedena uz pomo¢ Maximum Likelihood (ML) metode bazirane
na Tamura-Nei modelu. Butstrap 1000 kopija je koriS¢en za zakljuc¢ivanje ML nivoa
stabla. Analiza je ukljuc¢ivala 30 nukleotidnih sekvenci, 16S rRNK gene dobijene uz
pomo¢ DGGE analize.

3.11. Statisticka obrada podataka

Two-way ANOVA pracena Studentovim t testom (two-tailed) ili Mann-Whitney
U test su koriS¢eni za statistiCku analizu podataka. Statisticki znacajnom je smatrana p-
vrednost manja od 0,05. Za analizu DGGE profila mikrobiote, FiSerov exact test je
primenjen. Razlike u DGGE profilu mikrobiote creva kod razli€itih grupa Zivotinja su
izraCunavane po Dice koeficijentu slicnosti (Dsc, engl. Dice similarity coefficient).

Sli¢nost izmedu pojedinacnih grupa je odredena kao:
Dsc=2jx100/a+b

Gde je: a broj DGGE traka u jednoj grupi; b broj DGGE traka u drugoj grupi; j
broj istih traka u obe grupe. Dsc = 100 predstavlja potpuno identicne DGGE profile,
dok Dsc = 0 predstavlja potpuno razli¢ite DGGE profile.
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4. Rezultati



4.1. Razlike izmedu sojeva AO i DA na nivou GALT-a

Sve je veci broj podataka koji ukazuje na znacaj GALT-a u patogenezi autoimunosti
CNS-a. S obzirom da se AO i DA pacovi razlikuju u podloznosti indukcije EAE, ova
dva soja pacova su koriS¢ena u eksperimentima kako bismo ispitivanjem razlika na
nivou GALT-a izmedu soja otpornog na EAE 1 soja podloznog indukciji EAE-a
identifikovali potencijalni ¢elijski 1 molekulski faktori koji su vazni za otpornost na
EAE. EAE je indukovan ubrizgavanjem HKM-+KFA emulzije ili, alternativno,
MBP+KFA emulzije. Uporedivani su GALT i mikrobiota creva izmedu sojeva. Analize
su radene na neimunizovanim zivotinjama i imunizovanim pacovima AO i DA soja, u
vremenskim tatkama koje odgovaraju induktivnoj fazi i piku bolesti kod DA pacova. 1z
pacova AO i DA soja su izolovane i analizirane ¢elije MLC i PP. Uporedivana je
brojnost ¢elija izmedu sojeva, kao i unutar soja pre i nakon imunizacije. Izolovane ¢elije
su fenotipski okarakterisane i prac¢ena je produkcija citokina ELISA metodom, kao i

ekspresija povrsinskih markera proto¢nom citofluorimetrijom.
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4.1.1. Brojnost Pejerovih plo¢a neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova

PP su najizraZenije limfne strukture creva. Imaju strukturu limfnih folikula i
predstavljaju mesta indukcije imunskog odgovora u crevima (Jung, Hugot i Barreau,
2010). Kako bismo ustanovili da li i u kojoj meri GALT ima ulogu u otpornosti AO
pacova na indukciju EAE-a, prvo je bilo neophodno utvrditi postojanje bazi¢nih razlika
izmedu sojeva na nivou GALT u in vitro eksperimentima uradenim na celijama
izolovanim iz neimunizovanih pacova sojeva AO i DA. Izolovane su PP tankog creva i
uporedivan je broj PP izmedu sojeva, kao i broj ¢elija po PP. Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu ova dva soja pacova kod neimunizovanih zivotinja. Kako
bismo ustanovili §ta se deSava tokom EAE-a, Zivotinje su imunizovane HKM+KFA.
Broj PP i broj ¢elija po PP je uporedivan izmedu sojeva u terminu koji odgovara
induktivnoj fazi EAE kod DA pacova (Sesti d.p.i.) i piku bolesti (13-15 d.p.i.). Ni u
jednom od posmatranih termina nije bilo razlika u broju PP izolovanih iz svake

zivotinje, kao ni u broju PPC izmedu sojeva. Brojnost éelija se nije menjala nakon

imunizacije.
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Grafik 1. Broj PP i broj ¢elija u PP kod neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova.
PP su izolovane iz tankog creva neimunizovanih Ziotinja i Zivotinja imunizovanih HKM+KFA
(5mg/ml) u vremenskim tackama koje odgovaraju induktivnoj fazi kod DA pacova (Sesti d.p.i.)
i piku bolesti (13.-15. dan) (A). Celije PP su izbrojane metodom tripan plavo bojenja, gde su
brojane samo Zive Celije (koje se nisu obojile plavo) (B). Podaci su predstavljeni kao srednje

vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta.
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4.1.2. Brojnost ¢elija mezenteri¢nih limfnih ¢vorova neimunizovanih i

imunizovanih AO i DA pacova

Limfni ¢vorovi koji dreniraju creva su medu najve¢im u telu, oslikavajuéi
konstantnu izloZzenost creva sredinskim faktorima. U MLC se odigrava diferencijacija
efektorskih 1 Treg koji su poreklom iz razli¢itih delova creva (Ivanov i sar., 2006). 1z
tog razloga su MLC bile slede¢e limfne strukture koje smo uporedivali izmedu AO i
DA pacova. MLC su uporedivani izmedu razli¢itih sojeva neimunizovanih Zivotinja i
imunizovanih Zivotinja $estog d.p.i. i 13-15 d.p.i. Po &etiri MLC je izolovano iz svake
zivotinje i broj éelija po MLC je analiziran. Nije bilo statisticki znacajne razlike kod
neimunizovanth AO 1 DA pacova. Nakon imunizacije Zivotinja HKM+KFA ni u
jednom od posmatranih termina nije uoéena razlika u broju MLCC izmedu sojeva, kao
ni u odnosu na neimunizovane Zzivotinje. Brojnost ¢elija se nije razlikovala izmedu

sojeva i nije se menjala nakon imunizacije.
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Grafik 2. Broj ¢elija MLC AO i DA soja pacova. MLCC su izolovane iz neimunizovanih
Zivotinja i Zivotinja kojima je EAE indukovan ubrizgavanjem HKM+KFA (5 mg/ml). Celije
MLC imunizovanih AO i DA pacova su izolovane u vremenskoj tatki koja odgovara
induktivnoj fazi kod DA pacova (Sesti d.p.i.) 1 piku bolesti (12-16. dan). Podaci su predstavljeni

kao srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta.
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4.1.3. Produkcija IFN-y u éelijama Pejerovih ploca

U cilju utvrdivanja razlika u efektorskim funkcijama limfocita vaznih za
patogenezu EAE-a, uporedivan je nivo IFN-y kao glavnog citokina kog produkuju Th1
éelije, izmedu razliGitih sojeva pacova. Celije PP su izolovane iz neimunizovanih i
imunizovanih Zivotinja i kultivisane u prisustvu ConA. Celije PP DA pacova koje su
stimulisane ConA, produkovale su vise IFN-y nego c¢elije PP AO pacova. Produkcija
IFN-y bila je smanjena u PPC oba soja nakon imunizacije i u induktivnoj fazi i u piku

EAE-a.
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Grafik 3. Produkcija IFN-y u PPC AO i DA pacova. PP i éelije PP su izolovane iz
neimunizovanih zivotinja, Sestog d.p.i. (induktivna faza EAE-a) i 13-15 d.p.i. (pik EAE-a).
Celije PP su nakon izolacije stimulisane ConA. Nakon 24h sakupljeni su supernatanti i ELISA
metodom je odredivan nivo citokina. Dobijene vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti +
SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisticki
znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. *p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku u

odnosu na neimunizovane zivotinje istog soja.
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4.1.4. Produkcija IL-17 u ¢elijama Pejerovih ploc¢a

Kako bi se odredila funkcionalnost Th17 ¢elija u PP, merena je produkcija
proinflamacijskog citokina IL-17. Produkcija IL-17 u ¢elijama PP je uporedivana
izmedu pacova sojeva AO i DA, kao i unutar soja izmedu neimunizovanih i
imunizovanih Zivotinja. Celije su gajene u kulturi i stimulisane ConA. Uo&eno je da
nakon stimulacije ¢elija ConA dolazi do znacajno vece produkcije IL-17 kod DA
pacova u odnosu na stimulisane ¢elije AO pacova. Ova razlika izmedu sojeva se gubila
nakon imunizacije. Generalno su PPC DA pacova produkovale vise IL-17 od PPC AO

pacova.
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Grafik 4. Produkcija IL-17 u PP AO i DA pacova. Celije PP su izolovane iz neimunizovanih
zivotinja i Zivotinja imunizovanih HKM+KFA (5 mg/ml) u dva termina, Sestog d.p.i. i 13-15
d.p.i. Nakon izolovanja, ¢elije su kultivisane i stimulisane u prisustvu ConA. Nakon 24h
inkubacije, supernatanti su sakupljeni i ELISA metodom je odredivan nivo IL-17. Podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta.
*p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. *p<0,05 predstavlja

statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na neimunizovane Zivotinje istog soja.

36



4.1.5. Produkcija IL-10 u ¢elijama Pejerovih ploc¢a

IL-10 je antiinflamacijski citokin koji ima vaznu ulogu u interakciji mikrobiote
crevna i GALT-a. Njegova produkcija od strane Treg u GALT-u omogucéava ovim
¢elijama da ostvare antiencefalitogenu aktivnost u EAE-u (Berer i Krishnamoorthy,
2012; Telesford, Ochoa-Reparaz i Kasper, 2014). Zato je bilo vazno odrediti da li
postoje razlike u produkciji ovog citokina izmedu soja koji je otporan na indukciju
EAE-a i soja podloznog na indukciju EAE-a. Produkcija IL-10 je odredena u PPC
izolovanim iz neimunizovanih Zivotinja i imunizovanih Sestog i 13-15 d.p.i. Produkcija
IL-10 je veéa kod neimunizovanih zivotinja oba soja u odnosu na dan 6 ili 13-15 d.p.i.
Jedini izuzetak je uoéen kod PPC DA pacova u periodu 13.-15. danu, gde je nastanak
IL-10 slican kao kod neimunizovanih Zivotinja. Sojne razlike su uocene samo 13.-15.

dana, kada je produkcija IL-10 bila ve¢a kod DA pacova u odnosu na AO pacove.
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Grafik 5. Produkcije IL-10 u PPC AO i DA pacova. Produkcija IL-10 je odredivana u
kulturi PPC dobijenih iz neimunizovanih AO i DA pacova i na danu Sest i 13-15 nakon
imunizacije. Kultivacija ¢elija je trajala 24h u prisustvu ConA. Koncentracija IL-10 je merena
ELISA testom iz supernatana celijskih kultura. Dobijene vrednosti su prikazane kao srednje
vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja
statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu

razliku u odnosu na neimunizovane zivotinje istog soja.
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4.1.6. Produkcija IFN-y u éelijama mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Kako bismo odredili ulogu GALT-a u patogenezi EAE-a, odredivali smo
funkcionalnost Th1 ¢elija i u MLC. U tu svrhu je merena produkcija proinflamacijskog
citokina, IFN-y. Uporedivana je produkcija u ¢elijama AO i DA pacova izolovanih u
razli¢itim terminima, kod neimunizovanih Zivotinja i nakon indukcije EAE-a. Celije
MLC neimunizovanih DA pacova produkovale su vise IFN-y nego ¢elije MLC AO
pacova. Nakon imunizacije doslo je do statisticki znaCajnog smanjenja u produkciji
IFN-y u éelijama MLC DA pacova. Kao posledica toga, uoava se znadajno manja

produkcija u ¢elijama MLC DA pacova nego u éelijama AO pacova Sestog d.p.i.
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Grafik 6. Produkcija IFN-y u éelijama MLC AO i DA pacova. Celije MLC su izolovane iz
neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5
mg/ml) u jednu zadnju $apicu. Sestpg d.p.i. i 13-15 d.p.i. izolovano je po &etiri MLC iz kojih su
dobijene celije. Sve celije su kultivisane u prisustvu ConA, tokom 24h, nakon cega je
odredivana produkcija IFN-y ELISA testom. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD.
Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu
razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku u odnosu na

neimunizovane zivotinje istog soja.
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4.1.7. Produkcija IL-17 u ¢elijama mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Isto kao i kod PP, i u MLC smo Zeleli da ispitamo funckionalnost jo§ jedne
populacije CD4" T limfocita bitne za patogenezu EAE, Th17 ¢elija. Produkcija IL-17 je
merena u ¢elijama MLC AO i DA pacova koji su bili neimunizovani, a zatim i kod
zivotinja kojima je indukovan EAE i to u tackama koje odgovaraju induktivnoj fazi 1
piku bolesti. UoCava se znacajno veca produkcija IL-17 kod neimunizovanih DA
pacova, da bi se ta razlika izgubila nakon imunizacije Sestog d.p.i., a zatim je u piku

bolesti ponovo doslo do znacajno vece produkcije IL-17 kod DA pacova u odnosu na

AQ pacove.
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Grafik 7. Produkcija IL-17 u MLCC AO i DA pacova. Celije MLC su izolovane iz
neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5
mg/ml) u jednu zadnju $apicu. Sestog d.p.i. i 13-15 d.p.i. izolovano je po éetiri MLC iz kojih su
dobijene ¢elije. Sve celije su kultivisane u prisustvu ConA, tokom 24h, nakon Cega je
odredivana produkcija IL-17 ELISA testom. Dobijeni podaci su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisticki
znadajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku u

odnosu na neimunizovane Zivotinje istog soja.
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4.1.8. Produkcija IL-10 u ¢elijama mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Kao antiinflamacijski citokin, IL-10 ima bitnu ulogu u odrzavanju imunske
homeostaze u crevima. Zato je bilo bitno ispitati kako izgleda profil produkcije IL-10 u
¢elijama GALT-a AO i DA pacova koji se razlikuju po podloznosti na indukciju EAE-a.
Produkcija IL-10 je odredivana u kulturi ¢elija MLC neimunizovanih pacova AO i DA
soja, kao 1 iz imunizovanih pacova oba soja Sestog dana i 13-15. dana nakon
imunizacije. Oslobadanje IL-10 je bilo sli¢cno kod neimunizovanih AO pacova i Sestog
dana, ali se zatim smanjivalo u terminu 13-15 d.p.i. Nasuprot tome, produkcija IL-10 se
povecavala Sestog dana kod DA pacova, a zatim se vratila na bazalni nivo, kao kod
neimunizovanih Zivotinja, u terminu 13-15 d.p.i. Zanimljivo je da je produkcija IL-10
bila znacajno veéa kod DA pacova nego kod AO u svim posmatranim vremenskim

taCkama.
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Grafik 8. Produkcija IL-10 u MLCC AO i DA pacova. Celije MLC su izolovane iz
neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5
mg/ml) u jednu zadnju $apicu. Sestog d.p.i. i 13-15 d.p.i. izolovano je po éetiri MLC iz kojih su
dobijene celije. Sve celije su kultivisane u prisustvu ConA, tokom 24h, nakon cega je
odredivana produkcija IL-10 ELISA testom. Dobijeni podaci su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisticki
znalajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku u

odnosu na neimunizovane Zivotinje istog soja.
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4.1.9. Fenotipska analiza Celija Pejerovih plo¢a neimunizovanih i imunizovanih AO

i DA pacova

CD4" T limfociti, odnosno njihovi podtipovi Thl i Thl7 ¢elije se smatraju
glavnim celijskim populacijama u patogenezi EAE-a. Svojom aktivno$¢u oni privlace i
aktiviraju druge ¢elije, medu kojima su i CD8" T (elije. Smatra se da pored odlaska u
CNS, deo encefalitogenih ¢elija migrira i u GALT. Kako bi se odredio procenat T ¢elija
u PP, ¢elije su obojene anti-CD4 i anti-CDS8 antitelima. Samo zive ¢elije su ukljuCene u
analizu. Proporcija CD4" T ¢elija u PP bila je visa kod neimunizovanih DA pacova
nego kod AO pacova, a isti fenomen se uocavao i Sestog d.p.i. Nije bilo razlike izmedu
sojeva pacova u piku bolesti, medutim dolazilo je do znatajnog smanjenja CD4" kod
DA pacova u piku, i u odnosu na neimunizovane i u odnosu na Sesti dan. Zastupljenost
CD8" T C(elija se znaCajno smanjivala i kod AO i kod DA u piku u odnosu na
neimunizovane. Nije bilo razlike izmedu sojeva u zastupljenosti CD8" T ¢elija ni kod
neimunizovanih Zivotinja, ni kod imunizovanih Zivotinja. Kod DA je uoceno znacajno

smanjenje CD8" na piku u odnosu na $esti dan.
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Grafik 9. Analiza fenotipskih markera T éelija u PP AO i DA pacova. PPC su izolovane iz
neimunizovanih AO i1 DA pacova, kao i iz zivotinja kojima je indukovan EAE, Sestog i 13-15
d.p.i. Odmah nakon izolovanja, ¢elije su obeleZene fluorescentnim antitelima i analizirane
metodom proto¢ne citofluorimetrije. Procenti CD4" (A) i CD8" (B) ¢elija su prikazani kao
srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05
predstavlja statisticki zna¢ajnu razliku izmedu AO i DA pacova. *p<0,05 predstavlja statisticki
znacajnu razliku u odnosu na neimunizovane zivotinje istog soja. "p<0,05 predstavlja statisticki

znacajnu razliku izmedu Sestog i 13-15 d.p.i. unutar soja.
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4.1.10. Analiza zastupljenosti Treg u ¢elijama Pejerovih plo¢ama neimunizovanih i

imunizovanih AO i DA pacova

Treg su klju¢ne za odrzavanje mutualizma sa mikrobiotom u crevima (Craig L.
Maynard i sar., 2012). Osim toga, primeceno je da Treg u GALT-u ima vaznu ulogu i u
regulaciji autoimunosti CNS-a. Produkcijom IL-10, ove ¢elije dovode do ublazavanja
simptoma EAE-a (Berer i Krishnamoorthy, 2012). Kako bi se identifikovale Treg,
proporcija FoxP3" ¢elija je odredivana unutar populacije CD4"'CD25" Celija u okviru
PP. Kod neimunizovanih zivotinja nije bilo razlike u zastupljenosti Treg izmedu sojeva,
1 ovaj fenomen se zadrzao i nakon imunizacije. Kod oba soja, AO 1 DA, pacova
postojalo je znacajno povecanje u piku bolesti 1 u poredenju sa neimunizovanim
zivotinjama istog soja i u poredenju sa imunizovanim Zzivotinjama istog soja u

induktivnoj fazi.
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Grafik 10. Prisustvo Treg u PP AO i DA pacova. Razlike u Treg izmedu sojeva su
odredivane u neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova. AO i DA pacovi su imunizovani
emulzijom HKM+KFA i Zivotinje su Zrtvovane $estog i 13-15 d.p.i. Celije PP su izolovane i
analizirane metodom proto¢ne citofluorimetrije. Na osnovu procenta FoxP3" ¢elija unutar
populacije zivih ¢elija koje su eksprimirale povrSinske markere CD4 i CD25, odredivana je
zastupljenost Treg unutar PPC. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD. Rezultati su
dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statistiCki znaajnu razliku
izmedu AO i DA pacova. * p<0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na
neimunizovane zivotinje istog soja. "p<0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu 6 i

13-15 d.p.i. unutar soja.
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4.1.11. Fenotipska analiza ¢elija mezenteri¢nih limfnih ¢vorova neimunizovanih i

imunizovanih AO i DA pacova

MLC su analizirani kako bi se odredila zastupljenost razli¢itih tipova éelija u
njima. Celije MLC su analizirane kod neimunizovanih Zivotinja i kod imunizovanih u
induktivnoj fazi i u piku bolesti. Procenat CD4" ¢elija bio je ve¢i kod neimunizovanih
pacova DA soja. Nakon imunizacije nije bilo razlike izmedu sojeva u procentu CD4"
¢elija ni u jednom terminu. Nakon imunizacije se smanjivao procenat CD4" ¢éelija kod
oba soja pacova u oba posmatrana termina. Izmedu neimunizovanih AO i DA pacova
nije bilo statisti¢ki znadajne razlike u procentu CD8" T éelija. Sestog dana se smanjila
zastupljenost CD8" T ¢elija kod pacova AO soja u odnosu na neimunizovane Zivotinje.
U piku bolesti je uofen smanjen procenat CD8" T ¢elija kod Zivotinja oba soja u
poredenju sa neimunizovanim zivotinjama. Kod AO pacova bilo je zna¢ajnog smanjenja

u procentu CD8" T ¢elija u piku bolesti u odnosu na induktivnu fazu.
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Grafik 11. Fenotipska analiza T ¢elija MLC AO i DA pacova. MLCC su izolovane iz
neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova u vremenskim tackama koje odgovaraju
induktivnoj fazi kod DA pacova (3esti d.p.i.) i piku bolesti (12-16. dan). Celije su analizirane na
proto¢nom citofluorimetru. Dobijeni podaci su prikazani kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati
su dobijeni iz Cetiri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku
izmedu AO i DA pacova. #*p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku u odnosu na
neimunizovane Zzivotinje istog soja. "p<0,05 predstavlja statisticki znafajnu razliku izmedu

Sestog i 13-15 d.p.i. unutar soja.
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4.1.12. Analiza zastupljenosti Treg u cCelijama mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova

MLCC su izolovane iz neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja. Treg su
identifikovane kao CD4'CD25'FoxP3" éelije unutar éelija MLC. Procenat Treg kod
neimunizovanih zivotinja je bio veci kod pacova soja DA nego kod pacova soja AO.
Nakon imunizacije ¢elije MLC su analizirane u induktivnoj fazi i u piku bolesti. Nije
bilo razlike izmedu sojeva ni u jednom terminu. Znacajno smanjenje se uocava i kod
AO 1 kod DA u induktivnoj fazi u odnosu na neimunizovane. Kod AO i DA pacova u
piku bolesti dolazi do znacajnog povecanja zastupljenosti Treg u odnosu na induktivnu

fazu, a kod DA pacova je povecanje na piku znacajno i u odnosu na neimunizovane.
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Grafik 12. Prisustvo Treg u MLCC AO i DA pacova. Celije MLC su izolovane iz
neimunizovanih AO i DA pacova, kao i iz Zivotinja kojima je indukovan EAE imunizacijom
HKM+KFA emulzijom. Proto¢nom citofluorimetrijom, unutar populacije CD4°CD25" Celija
odredivan je procenat FoxP3" ¢elija, koje su okarakterisane kao Treg. Procenti Treg Celija
unutar MLCC prikazani su kao srednje vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz Getiri nezavisna
eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0,05
predstavlja statisticki znacajnu razliku u odnosu na neimunizovane Zivotinje istog soja. "p<0,05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu 6 i 13-15 d.p.i. unutar soja.
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4.2. Analiza crevne mikrobiote neimunizovanih Zivotinja

Mikrobiota creva ima ulogu u razvoju struktura GALT-a. Takode, moZe ostvarivati
protektivne ili Stetne efekte u razliCitim bolestima. Smatra se da disbioza mikrobiote
creva ima ulogu u patogenezi autoimunosti CNS-a. Iz tog razloga smo uporedivali
sastav mikrobiote creva sojeva pacova koji se razlikuju u podloznosti na EAE. Kako
bismo odredili da li se pacovi sojeva AO 1 DA razlikuju po sastavu mikrobiote creva,
diverzitet vrsta roda Lactobacillus je ispitan DGGE analizom amplikona rDNK
koriS¢enjem prajmera specificnih za Lactobacillus sp. Za ovu analizu, DNK je

izolovana iz uzoraka fecesa ili tkiva tankog creva (zavrsni deo ileuma).

A

Slika 1. DGGE
profil rDNK
amplifikona

dobijenih

koriséenjem
prajmera
specifi¢nih za
Lactobacillus sp.
16  jedinstvenih
traka DNK
fragmenata, 9
poreklom iz
fecesa (A) 1 7 iz
uzorka tkiva (D),
klonirano je i

sekvencirano.
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Analiza sekvenci je pokazala da vecina traka (14 od 16) pripada vrstama roda
Lactobacillus (99,23- 100 % identi¢nosti na nivou nukleotidnih sekvenci). Medu 16
analiziranih sekvenci, najzastupljenije su bile sekvence vrste Lactobacillus murinus (12

od 16), ukazuju¢i na dominantnost ove bakterijske vrste kod pacova oba soja.

Tabela 1. Klonovi sekvenciranih traka AO i DA pacova poreklom iz uzoraka fecesa (f) i

tkiva tankog creva (t), sa procentima identi¢nosti u odnosu na poznate sekvence u BLAST

bazi podataka.
N° klonova
Uzorak Bakterijske vrste® NSI (%)
(Slika 13)
AO (f) 1 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%
AO (f) 2 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.49%
AO (f) 4 L. johnsonii soj NCC 533 (NR_075064.1) 99.74%
AO (f) 7 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%
AO (f) 8 Turicibacter sanguinis soj MOL361 (NR_028816.1) 94.93%
DA (f) 3 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%
DA (f) 5 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23%
DA (f) 6 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%
AO (t) 10 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 100.00%
AO (t) 13 L. intestinalis soj TH4 16S (NR_117071.1) 100.00%
AO (t) 14 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23%
AO (t) 15 Atopostipes suicloacalis soj PPC79 (NR_028835.1) 96.65%
DA (t) 9 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 100.00%
DA (t) 11 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%
DA (t) 12 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23%
DA (t) 16 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74%

“vrste su imenovane u odnosu na najsrodnije bakterijske vrste. NSI-identi¢nost na nivou

nukleotidne sekvence.
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Kako bi se uporedile razlike u prisustvu specificnih traka u DGGE profilu pacova

soja AO i DA, upotrebljen je Fisher-ov egzaktni test. Samo trake koje su jasno vidljive i

nisu zamagljene su ukljuene u brojanje. Rezultati ovog testa su otkrili da je kod AO

pacova detektovano statisticki znacajno vise predstavnika vrste L.murinus, $to se vidi po

trakama 1 i 2. Generalno, AO pacovi imali su ve¢i diverzitet Lactobacillus vrsta. Osim

toga, prisustvo specifi¢nih traka uoceno je kod AO, ali ne i kod DA pacova (trake 8 i

15). Sekvenciranje trake 8 je pokazalo najvecu identiCnost sa rodom Turicibacter

(94,93% Turicibacter sanguinis soj MOL361) u uzorku fecesa, a sekvenciranje trake

broj 15 je pokazalo najveéu identi¢nost sa rodom Atopostipes (96,65% Atopostipes

suicloacalis soj PPC79) u uzorku tkiva creva.

Tabela 2. Rezultati FiSerove egzaktne analize prisustva specificnih traka na DGGE profilu

AO i DA pacova.
Broj uzoraka koji su sadrzali ispitivane trake
Broj traka p (Fiserov egzaktni test)
AO pacovi DA pacovi
1 7 1 0.005 *
2 6 1 0.029 *
3 4 4 1.000
4 7 5 0.462
5 6 6 1.000
6 1 3 0.559
7 5 1 0.103
8 7 0 0.001 *
9 0 4 0.070
10 5 1 0.103
11 0 4 0.070
12 0 3 0.192
13 6 3 0.266
14 1 3 0.559
15 4 0 0.070
16 3 4 1.000

*statisticki znacajna razlika izmedu AO i DA pacova (p< 0,05)
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4.3. Analiza crevne mikrobiote imunizovanih Zivotinja

Da bismo odredili potencijalne mikroorganizme odgovorne za ublazavanje
simptoma EAE-a kod DA pacova kao i kod AO pacova koji su otporni na indukciju
EAE-a, diverzitet mikrobiote creva je okarakterisan DGGE analizom rDNK amplikona
upotrebom DNK iz uzoraka fecesa koji su uzorkovani u razli¢itim fazama bolesti kod
DA pacova. Analiza sekvenci je pokazala da vecina traka (19 od 30) pripada vrstama
roda Latobacillus. Medu tim sekvencama, najzastupljenije su bile vrste Lactobacillus
kalixensis, L. johnsonii, L. intestinalis 1 L. faecalis koji su detektovani u svim uzorcima,
verovatno ¢ine¢i osnovnu mikrobiotu (engl. ,,core microbiota“) koja je merljiva ovom
metodom. L. helveticus, L. murinus/animalis 1 L. vaginalis, kao 1 vrste roda
Enterococcus su bile sporadi¢no prisutne kod AO i DA pacova, i kod zdravih i kod

zivotinja koje su razvile simptome EAE-a.
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Slika 2. DGGE profili rDNK amplikona dobijenih koriS¢enjem prajmera specifi¢nih za
rod Lactobacillus iz bakterijske DNK izolovane iz uzoraka fecesa AO i DA pacova. Uzorci
fecesa su sakupljeni u razli¢itim fazama EAE. Klonirano je i sekvencirano ukupno 30
jedinstvenih DNK fragmenata-traka, 16 izolovanih iz fecesa AO pacova i 14 iz fecesa DA

pacova.

Dalje, prisustvo specificnih traka na DGGE profilu AO i DA pacova je
procenjeno koriS¢enjem FiSerovog egzaktnog teksta gde su uraCunate samo jasno
vidljive trake. Rezultati FiSerovog egzaktnog testa su otkrili prisustvo predstavnika
familije Lachnospiraceae isklju¢ivo kod DA pacova, nezavisno od imunizacije, i kod
zdravih pacova i kod pacova kod kojih su se razvili simptomi EAE-a. Sli¢no tome,

bakterije koje pripadaju rodu Turicibacter su detektovane kod imunizovanih DA
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pacova, kako kod onih koji su bili bez simptoma, tako i kod zivotinja koje su imale
simptome EAE, ali nisu detektovane kod neimunizovanih DA pacova. S druge strane,
jedna grupa bakterija koja pripada filumu Firmicutes i bakterije koje pripadaju filumu
Proteobacteria (Burkholderiales, Undibacterium oligocarboniphilum) detektovane su
samo kod DA pacova na piku bolesti (12-15. d.p.i.). Generalno, kod pacova soja AO,
koji je otporan na indukciju EAE-a uoc¢eno je prisustvo samo lactobacila i enterokoka,
osim u slucaju dva AO pacova (jedan neimunizovani i jedan na 16. d.p.i.) gde je
detektovan predstavnik roda Anaerobiospirillum kao 1 kod imunizovanih DA pacova

(15d.p.i.).
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Slika 3. Identitet rDNK klonova dobijenih iz DGGE traka kod AO i DA pacova. Uzorci
fecesa AO i DA pacova su sakupljeni iz neimunizovanih zivotinja i zivotinja kojima je
indukovan EAE, u terminima koji odgovaraju induktivnoj fazi bolesti (Sesti d.p.i.) i piku bolesti
(12-16 d.p.i.). Brojevi 1-30 na y-osi koreliraju sa brojevima izolovanih traka, dok brojevi na x-
osi odgovaraju brojevima uzoraka sa slike 2. dobijenih iz pojedinacnih pacova. Unutar svakog
soja analizirano je po 5 uzoraka neimunizovanih Zivotinja (NI), 3 uzorka sa 6 d.p.i. i 12 uzoraka

sa 12-16 dp.i. Bilo je DA pacova koji nisu imali simptome EAE (NS - no symptoms) (4 uzorka).
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Konacno, ML filogenetske analize su razdvojile DA/AO crevnu mikrobiotu u dve
zasebne grupe. Vecéa grupa, Grupa I ukljucuje filum Firmicutes i bakterije iz familija
Lactobacillacae, Enterococcaceae 1 Turicibacteraceae. Manja 1 manje konzervirana
grupa, grupa II se sastoji od bakterija koje pripadaju filumima Firmicutes 1
Proteobacteria, ukljuéuju¢i  familije  Lachnospiraceae, Oxalobacteraceae i
Succinivibrionaceae. Zanimljivo je da su rezultati ML filogenetskih analiza otkrili
prisustvo klonova 2 i 7 samo kod zdravih DA pacova, kao i da ovi klonovi pripadaju
istoj filogenetskoj grupi unutar familije Lachnospiraceae, a mogucée i istoj vrsti.
Nasuprot tome, klonovi 6 i 18 koji su detektovani samo kod DA pacova sa simptomima
EAE-a prema ovoj filogenetskoj analizi najverovatnije pripadaju razli¢itim vrstama

unutar familije Lachnospiraceae.

Tree scale: 0.1

Colored ranges Groupl
5

ﬁ Bacteria detected only in DA rats
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Slika 4. Filogenetska interferencija 16s rRNK gena izmedu bakterija izolovanih iz uzoraka
fecesa AO i DA pacova. Filogenetsko stablo 16s rRNK gena je konstruisano metodom ML
(maximal likelihood) koris¢enjem Tamura-Nei modela matriksa distance. Brojevi u zagradama
odgovaraju brojevima izolovanih, kloniranih i sekvenciranih DGGE traka. Punom linijom je
oznatena Grupa | kojoj pripadaju bakterije iz filuma Firmicutes, 1 bakterije iz familija
Lactobacillaceae, Enterococcaceae i Turicibacteraceae. Isprekidanom linijjom je oznacena
grupa Il kojoj pripadaju bakterije iz filuma Firmicutes i Proteobacteria, ukljucujuéi familije

Lachnospiraceae, Oxalobacteriaceae i Succinivibrionaceae.
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4.4. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na otpornost AO pacova na EAE

Nakon utvrdivanja razlika izmedu AO 1 DA pacova na nivou GALT-a i1 crevne
mikrobiote, pristupili smo modulaciji crevne mikrobiote AO primenom antibiotika kako
bismo pokuSali da naruSimo njihovu otpornost na EAE. MeSavina antibiotika je
rastvarana u vodi i primenjivana svakog drugog dana od rodenja pacova pa sve do
Cetvrte nedelje starosti kada su mladunci odvajani od majki. Kontrolne Zivotinje su bile
iste starosti kao 1 tretirane i nisu primale nikakav tretman. Kada su dostigli osam nedelja
starosti, pacovi su imunizovani i dalje analizirani. Kako bismo ustanovili da li su
posmatrane promene u crevnoj mikrobioti i GALT-a kod Zzivotinja koje su tretirane
antibioticima od znafaja za patogenezu EAE-a, tretirane i kontrolne Zzivotinje su
imunizovane HKM+KFA emulzijom. Pacovi su svakodnevno posmatrani radi
utvrdivanja pojave simptoma EAE-a, posmatrani su histoloski preseci ki¢menih
mozdina i1 odredivana je koncentracija proinflamacijskih citokina u supernatantima
homogenata kicmene mozdine. Uticaj antibiotskog tretmana je ispitivan na celijama
DLC, MLC i PP, izolovanim iz neimunizovanih zivotinja 1 iz imunizovanih zivotinja,
Cetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. Ispitivana je celularnost, zastupljenost CD4" T ¢elija i Treg,
kao 1 produkcija proinflamacijskih citokina, IFN-y 1 IL-17, 1 antiinflamacijskog citokina,

IL-10.
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Slika S. Antibiotski tretman AO pacova. AO pacovi su tretirani antibioticima kako bi im se
narusio sastav mikrobiote. Tretman je poceo na dan rodenja i trajao je Cetiri nedelje, do trenutka
odvajanja od majki. Na taj nacin su mladunci bili posredno izloZeni antibioticima, preko majki.
Uzorci fecesa su sakupljeni u viSe vremenskih tac¢aka, na dan razdvajanja, na dan imunizacije,
kao i nakon imunizacije u induktivnoj fazi i u vreme klinicke manifestacije bolesti. Imunizacija

je izvrsena HKM+KFA emulzijom.
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4.4.1. Uticaj antibiotskog tretmana na klini¢ku sliku

Pacovi soja AO 1 DA su imunizovani HKM+KFA emulzijom. Klini¢ki skor je
pracen tokom 40 dana kako bismo odredili klini¢ke i histoloske manifestacije bolesti.
Za razliku od kontrolnih netretiranih pacova koji su svi bili bez klini¢kih znakova
bolesti tokom Ccitavog perioda posmatranja, visSe od 50% zivotinja koje su tretirane

antibioticima je pokazalo blage simptome EAE-a.
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Grafik 13. Uticaj antibiotskog tretmana na klinicku sliku EAE kod AQO pacova.
Kontrolnim (Ctrl) i AO pacovima tretiranim antibioticima (Antb) je indukovan EAE.
Svakodnevno su praceni klini¢ki znaci bolesti. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti +

SE. Rezultati su dobijeni od ukupno 20 Ctrl i 17 Antb pacova, iz 2 nezavisna eksperimenta.

Tabela 3. Efekat antibiotskog tretmana na klinicki tok EAE-a kod AO pacova.

incidenca pocetak kumulativni k.s. trajanje prosecni ks maksimalni k.s.
bolesti
Ctrl 0/20 / 0 0 0 0
Antb 9/17 194+42*% | 1,4+1,8*% 2,4 +2.8% 0,3+0,3* 0,4+04*

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SE. *p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu kontrolnih (Ctrl) i Zivotinja tretiranih antibioticima (Antb).
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4.4.2. Histoloska analiza ki¢menih mozZdina

Imunizovani pacovi soja AO koji su tretirani antibioticima, kao i njihove
kontrole, zrtvovani su u piku bolest i izolovane su kicmene mozdine. Histoloski preseci
ki¢menih mozdina su posmatrani radi utvrdivanja efekata antibiotika na infiltraciju. U
naSim eksperimentima se uoCava znaCajno veéi broj infiltrata i ve¢i broj celija u
infiltratima kod zivotinja koje su tretirane antibioticima. Ovo ukazuje da je gubitak
otpornosti na EAE, prac¢en brojnijim infiltratima u ki¢menoj mozdini i poveéanim
brojem celija u infiltratima, $to je u skladu sa pojavom klinickih znakova EAE-a kod

ovih Zivotinja.

mCirl CAntb

infiltrati Gelije u infiltratu

Slika 6. Uticaj antibiotskog tretmana na infiltraciju ¢elija u kicmenu mozdinu. Ki¢mene
mozdine su izolovane 15 d.p.i. i obojene hematoksilinom i eozinom. Prikazani su i odabrani
preseci kicmenih mozdina. (A) Broj infiltrata i broj ¢elija po infiltratu su prikazani kao srednje
vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta, iz ukupno 120 histoloskih
preseka dobijenih iz pet pacova po grupi. *p<0,05 predstavlja statisticki znaCajnu razliku
izmedu Antb i Ctrl pacova. (B)

53



4.4.3. Uticaj antibiotskog tretmana na koncentraciju citokina u homogenatima

ki¢mene mozdine

U piku bolesti kada su izolovane ki¢mene mozdine za histolosku analizu,
utvrdivana je i koncentracija citokina u homogenatima ki¢menih mozdina. Nivo IL-17
je bio znacajno visi u supernatantima homogenata kicmenih mozdina dobijenih iz AO
pacova koji su primali antibiotski tretman. Zanimljivo je da je kod ovih Zivotinja nivo

IFN-y bilo znac¢ajano smanjen.
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Grafik 14. Uticaj antibiotskog tretmana na koncentraciju proinflamacijskih citokina u
homogenatima ki¢émenih mozdina. AO pacovi koji su tretirani antibioticima (Antb) i
netretirani pacovi (Ctrl) su imunizovani i Zrtvovani u piku bolesti. U supernatantima dobijenim
taloZzenjem homogenata ki¢menih mozdina odredena je koncentracija IFN-y i IL-17. Podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta.

*p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.

54



4.4.4. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na brojnost celija drenirajucih

limfnih ¢vorova

U EAE-u imunski odgovor zapocinje u limfnim ¢vorovima koji dreniraju mesto
imunizacije. U njima T limfociti po prvi put susrecu antigene na koje postaju reaktivni.
Zato je bilo vazno ispitati kako je tretman antibioticima delovao na éelije DLC.
Celularnost DLC je uporedivana izmedu Zivotinja koje su primale antibiotski tretman i
kontrolnih AO pacova u razli¢itim vremenskim tackama nakon imunizacije. Broj ¢éelija
po DLC bio je znagajno veéi kod antibiotski tretiranih pacova &etvrtog d.p.i., ali ne i

sedmog i 14. d.p.i.
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Grafik 15. Uticaj antibiotskog tretmana na brojnost éelija DLC. Netretirani AO pacovi
(Ctrl) i pacovi tretirani antibioticima (Antb) su imunizovani HKM+KFA. DLC su izolovani
&etvrtog, sedmog i 14 d.p.i.. Uporedivana je brojnost éelija DLC izmedu tretiranih i netretiranih
zivotinja, kao 1 izmedu razli¢itih termina. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.
Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.5. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na brojnost ¢elija Pejerovih ploc¢a

Kako bi se ispitao efekat primene antibiotika na GALT analizirane su ¢elije PP.
PP su izolovane iz tankog creva kontrolnih i antibioticima tretiranih neimunizovanih i
imunizovanih AO pacova, u razli¢itim vremenskim tackama (Cetvrti d.p.i., sedmi d.p.i. i
14. d.p.1). Broj PP, kao i celularnost PP, bili su bez statisticki znacajne razlike kada su
posmatrane ove dve grupe zivotinja u svim vremenskim tackama, osim na 14 d.p.i. kada

se uocavao znacajno veci broj ¢elija kod zZivotinja tretiranih antibioticima.
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Grafik 16. Uticaj antibiotskog tretmana na broj PPC. Celije PP su izolovane iz
neimunizovanih i imunizovanih pacova koji su bili tretirani antibioticima (Antb) ili su bili bez
tretmana (Ctrl). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA i éelije su izolovane &etvrtog, sedmog i
14. d.p.i. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz dva
nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.6. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na broj delija mezenteri¢nih

limfnih ¢vorova

Kako bi se ispitao efekat primene antibiotika na GALT, osim PP analizirane su 1
éelije MLC. Uporedivanjem Zivotinja tretiranih antibioticima sa kontrolnim Zivotinjama
koje su bile bez tretmana, nije uocena statisticki znacajna razlika ni kod neimunizovanih

Zivotinja, a ni nakon imunizacije.
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Grafik 17. Uticaj antibiotskog tretmana na broj MLCC. AO pacovi su bili netretirani (Ctrl)
ili tretirani antibioticima (Antb). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA. MLCC su izolovane iz
neimunizovanih Zivotinja i imunizovanih ziotinja Cetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. Uporedivan je
broj ¢elija izmedu Zivotinja sa i bez tretmana, kao i izmedu neimunizovanih i imunizovanih
zivotinja. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz dva
nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.7. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-y u dreniraju¢im limfnim

¢vorovima

Efekat antibiotskog tretmana je ispitivan i na produkciju citokina u DLC koji
oslikavaju deSavanja u inicijalnoj fazi EAE-a. Produkcija IFN-y je merena u ¢elijama
DLC netretiranih AO pacova i pacova tretiranih antibioticima u induktivnoj fazi EAE-a,
cetvrtog 1 sedmog d.p.i. IFN-y je bio znacano ve¢i kod tretiranih pacova Cetvrtog d.p.i.,
dok sedmog d.p.i. nije bilo razlike izmedu grupa. S obzirom da smo pokazali da tretman
antibioticima dovodi po pojavljivanja blage klinicke slike, poveéanje koncentracije
IFN-y u ranoj induktivnoj fazi govori u prilog da pod uticajem antibiotika dolazi do

pokretanja jaceg autoimunskog odgovora.
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Grafik 18. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IFN-y u DLCC. Netretirani (Ctrl) i
AO pacovi tretirani antibiticima (Antb) su Zrtvovani cetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. (HKM+MBP).
DLCC su izolovane i gajene u kulturi 24h u prisustvu MBP. Nivo IFN-y je odreden ELISA
testom. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz dva
nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.8. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-17 u dreniraju¢im limfnim

¢vorovima

Produkcija IL-17 je odredivana ELISA testom na éelijama DLC stimulisanim
MBP cetvrtog i sedmog d.p.i. Uporedivana je produkcija citokina izmedu AO pacova
koji nisu bili tretirani i pacova koji su primali antibiotski tretman. Zapaza se isti
fenomen kao i kod produkcije IFN-y. Produkcija IL-17 se razlikovala izmedu tretiranih i
netretiranih Zzivotinja cetvrtog d.p.i., gde se uocavalo povecanje produkcije usled
primene antibiotika. Sedmog d.p.i nije bilo promena u produkciji IL-17 usled

antibiotskog tretmana.
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Grafik 19. Efekat tretmana antibioticima na produkciju IL-17 u DLCC. AO pacovi koji su
tretirani antibioticima (Antb) ili su bili netretirani (Ctrl), imunizovani su HKM+MBP. Celije su
izolovane Cetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. i kultivisane u prisustvu MBP. Rezultati dobijeni ELISA
testom su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna

eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.9. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-10 u dreniraju¢im limfnim

¢vorovima

Produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10 je merena u kulturi DLCC
stimulisanih MBP. AO pacovi koji su bili sa ili bez antibiotskog tretmana su
imunizovani HKM+MBP. Celije DLC su izolovane &etvrtog i sedmog d.p.i. kako bi se
ispitali efekti antibiotika na rana desavanja u EAE-u. Ni u jednoj od posmatranih tacaka
nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu zivotinja koje su primale antibiotski tretman

i kontrolnih zZivotinja.
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Grafik 20. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL-10 u DLCC. AO pacovi su bili
netretirani (Ctrl) ili tretirani antibioticima (Antb) i imunizovani sa HKM+MBP. DLCC su
izolovane iz pacova Cetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. Produkcija IL-10 je odredivana ELISA
metodom. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva
nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.10. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-y u mezenteri¢nim

limfnim ¢vorovima

Produkcija proinflamacijskog citokina koji produkuju Thl celije, IFN-y je
ispitivana kod neimunizovanih zivotinja i u dve vremenske tacke nakon imunizacije,
etvrtog i sedmog d.p.i. u MLCC kod netretiranih AO pacova i pacova tretiranih
antibioticima. Kod neimunizovanih zivotinja, kao i1 sedmog d.p.i. nije bilo razlike
izmedu tretiranih 1 netretiranih Zivotinja. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa
vidljiva je samo Cetvrtog d.p.i. gde je produkcija IFN-y veca kod antibioticima tretiranih

pacova.
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Grafik 21. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IFN-y u MLCC. AO pacovi su bili
bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman antibioticima (Antb). MLCC su izolovane iz
neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja, cetvrtog i sedmog d.p.i. (HKM+KFA) i odredivana je
produkcija IFN-y. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz
dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.11. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-17 u mezenteri¢nim

limfnim ¢vorovima

Produkcija IL-17 u éelijama MLC je bila bez statisti¢ki znacajne razlike izmedu
grupe zivotinja tretiranih antibioticima i kontrolnih Zivotinja, u svakoj od posmatranih
vremenskih tacaka. Dakle, tretman antibioticima nije uticao na produkciju IL-17 u

MLC.
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Grafik 22. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL-17 u MLCC. AO pacovi su bili
sa (Antb) ili bez (Ctrl) tretmana antibioticima. Zivotinje su imunizovane emulzijom
HKM+KFA. U MLCC izolovanim iz neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja u dve
vremenske tacke, Cetvrtog 1 sedmog d.p.i. merena je produkcija IL-17. Podaci su predstavljeni
kao srednje vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.12. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-10 u mezenteri¢nim

limfnim ¢vorovima

Nakon tretmana antibioticima, kao i u sluaju IL-17, u MLCC nije dolazilo do

znacajnih promena u produkciji IL-10 ni u jednoj od posmatranih vremenskih tacaka.
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Grafik 23. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL-10 u MLCC. AO pacovi bez
tretmana (Ctrl) i pacovi koji su primali tretman antibioticima (Antb) su imunizovani
HKM+KFA. MLCC su izolovane iz neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja u dve vremenske
tacke, Cetvrtog i sedmog d.p.i.. Produkcija IL-10 odredivana je ELISA metodom. Podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta.

*p< 0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.13. Uticaj tretmana antibioticima na zastupljenost CD4" ¢elija u drenirajuc¢im

limfnim ¢vorovima

Slede¢i korak je bio analiza zastupljenost éelijskih populacija u DLC i kako
tretman antibioticima deluje na zastupljenost CD4" T ¢elija ¢elija u DLC. Ispitivane su
DLCC u grupi Zivotinja koje su primale antibiotski tretman i grupi onih koje su bile bez
tretmana. Zivotinje su imunizovane HKM+KFA i analizirane u tri termina, &etvrtog,
sedmog i 14 d.p.i. Statisti¢ki znaCajna razlika izmedu grupa u udelu CD4" T ¢elija

postoji samo cetvrtog d.p.i., kada se uocava smanjena zastupljenost kod tretiranih

Zivotinja.
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Grafik 24. Uticaj tretmana antibioticima na ekspresiju fenotipskih markera DLCC. Celije
su izolovane iz DLC pacova koji su imunizovani HKM+KFA, &etvrtog, sedmog i 14 d.p.i.
Pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili su tretirani antibioticima (Antb). Celije su analizirane
metodom proto¢ne citofluorimetrije. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = SD.
Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.14. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost Treg u drenirajuc¢im

limfnim ¢vorovima

Dalje nas je zanimalo da ispitamo kako tretman antibioticima utiCe na
zastupljenost CD4"CD25 Foxp3™ regulatornih T ¢elija. Pokazano je da je smanjen
procenat Treg u DLC kod AO pacova tretiranih antibioticima u odnosu na kontrolne

zivotinje ¢etvrtog d.p.i., dok sedmog i 14. d.p.i. nije bilo razlike izmedu grupa.
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Slika 7. Ispitivanje efekta antibiotiskog tretmana na Treg u DLC. AO pacovi su bili
netretirani (Ctrl) ili tretirani antibioticima (Antb) i imunizovani HKM+MBP. DLCC su
izolovane cCetvrtog, sedmog i 14 d.p.i. i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti = SD (A). Na reprezentativnivnim plotovima dobijenim
Cetvrtog d.p.i. je prikazana strategija ograni¢avanja na Treg za Ctrl i Antb zivotinje (B).
Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.15. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4" ¢elija u mezenteri¢nim

limfnim ¢vorovima

Kao i prilikom ispitivanja DLC, Zeleli smo da ispitamo efekat antibiotskog
tretmana na procenat CD4" ¢elija u MLC. ZapaZeno je smanjenje procenta CD4" éelija
u MLC AO pacova koji su primali antibiotski tretman. Diskretno, ali statisti¢ki znacajno
smanjenje se uocava i pre imunizacije, ali 1 nakon imunizacije ¢etvrtog i sedmog d.p.i.

Do statisti¢ki znacajne promene ne dolazi samo 14. d.p.i.
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Grafik 25. Zastupljenost CD4" T ¢elija u MLC nakon tretmana Zivotinja antibioticima.
AO pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman antibioticima (Antb). MLCC su
izolovane iz neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja u tri vremenske tacke, cetvrtog, sedmog i
14. d.p.i. (HKM+KFA) i analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Podaci su predstavljeni kao
srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05

predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.16. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u

mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima

Sledeci cilj nam je bio da ispitamo efekat antibiotskog tretmana na zastupljenost
Treg u MLC. Stoga su MLCC izolovane iz neimunizovanih pacova i pacova koji su
imunizovani HKM+KFA. Uporedivane su dve grupe zivotinja, netretirane i zivotinje
koje su primale antibiotski tretman tokom prve Cetiri nedelje zivota. Pokazano je da je
procenat Treg manji u MLC pacova tretiranih antibioticima u odnosu na kontrolne,
Cetvrtog 1 sedmog d.p.i. Pre imunizacije i u piku bolesti nije bilo razlike izmedu

tretiranih 1 netretiranih Zivotinja.
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Slika 8. Efekat antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u MLC. MLCC su izolovane iz
neimunizovanih ili imunizovanih (¢etvrtog, sedmog i1 14. d.p.i.) AO pacova. Pacovi su bili bez
tretmana (Ctrl) ili su primali antibiotski tretman (Antb). Izolovane ¢elije su analizirane
proto¢nom citofluorimetrijom. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = SD (A). Na
reprezentativnivnim plotovima dobijenim Cetvrtog d.p.i. je prikazana strategija ograni¢avanja na
Treg za Ctrl i Antb zivotinje (B). Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.17. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4" ¢elija u Pejerovim

plo¢ama

Dalje smo zeleli da istrazimo kako je dejstvo antibiotika delovalo na
zastupljenost CD4" ¢elija u PP. AO pacovi su primali antibiotike od rodenja do Setvrte
nedelje starosti, ili su bili bez tretmana. Zivotinje su imunizovane HKM+KFA i
analizirane u tri vremenske tacke. U skladu sa pretpostavkom da mikrobiota utice na
razvoj limfnih struktura creva i na zastupljenost ¢elija u njima su i dobijeni rezultati koji
pokazuju da usled deplecije mikrobiote antibioticima dolazi do znacajnog smanjenja u

zastupljenosti CD4" ¢elija. Statisti¢ki znacajne razlike nije bilo samo na 14 d.p.i.
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Grafik 26. Zastupljenost CD4" T éelija u PP nakon antibiotskog tretmana. AO pacovi su
bili netretirani (Ctrl) ili tretirani antibioticima (Antb) i imunizovani HKM+KFA. PPC su
izolovane izolovane iz neimunizovanih i imunizovanih zivotinja u tri vremenske tacke, ¢etvrtog,
sedmog i 14. d.p.i. i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Podaci su predstavljeni kao
srednje vrednosti = SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05

predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl pacova.
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4.4.18. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u Pejerovim

plo¢ama

Da bismo istrazili da li je tretman antibioticima doveo do promena u
zastupljenosti Treg u PP, identifikovali smo FoxP3" C(elije unutar populacije
CD4°CD25" ¢elija. Procenat Treg u PP je manji kod neimunizovanih antibioticima
tretiranih zivotinja. Kada su Zivotinje tretirane antibioticima uporedivane sa kontrolnim
zivotinjama nakon imunizacija, uocavalo se znacajno smanjenje Treg usled antibiotskog

tretmana cetvrtog i 14 d.p.i., dok sedmog d.p.i. nije bilo razlike.
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Slika 9. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u PP. AO pacovi su
bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman antibioticima (Antb). PPC su izolovane iz
neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja u tri vremenske tacke, Cetvrtog, sedmog i 14. d.p.i.
(HKM+KFA) i analizirane metodom protocne citofluorimetrije. Podaci su predstavljeni kao
srednje vrednosti = SD (A). Na reprezentativnivnim plotovima dobijenim cetvrtog d.p.i. je
prikazana strategija ogranicavanja na Treg za Ctrl i Antb Zivotinje (B). Rezultati su dobijeni iz

dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Antb i Ctrl

pacova.
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4.4.19. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na sastav mikrobiote creva

AOQO pacovi su tretirani antibioticima kako bi im se narusila crevna mikrobiota.
Tretman je po¢eo na dan okota i trajao je 4 nedelje, tako da su mladunci bili indirektno
izlozeni antibioticima preko majki. Uzorci fecesa su sakupljani u trenutku razdvajanja
mladunaca Sto odgovara periodu prekida antibiotskog tretmana (Cetiri nedelja starosti),
u vreme imunizacije (nultog d.p.i., osam nedelja starosti), nakon imunizacije sa
HKM+KFA u induktivnoj fazi EAE (sedmog d.p.i., deet nedelja starosti) i u vreme pika
bolesti (14 d.p.i., 10 nedelja starosti). Uradena je DGGE analiza rDNK umnozaka
koriS¢enjem DNK izolovane iz uzoraka fecesa. Tretman je doveo do promena u DGGE
profilu crevne mikrobiote u Cetvrtoj nedelji, gde se moze uociti da su specificne trake na
DGGE gelu koje predstavljaju glavnu mikrobiotu (engl. ,.core microbiota®) u
kontrolnim uzorcima, kao §to su na primer L. murinus i L. intestinalis, odsutne u
uzorcima pacova tretiranih antibioticima. Medutim, promene su manje izrazene u
osmoj, devetoj 1 10. nedelji zivota, usled relativne heterogenosti uzoraka. Stoga se moze
zakljuciti da je tretman antibioticima doveo do prolaznih promena u sastavu crevne
mikrobiote AO pacova. Prisustvo L. murinus kod tretiranih pacova 1 L. intestinalis kod
kontrolnih pacova na 0 d.p.i. sugeriSe da se kolonizacija bakterijom L. murinus odigrava
oportunisti¢ki, kada je zastupljenost drugih bakterija sa kojima su u kompeticiji
smanjena. Ipak, razlike u prisustvu L. intestinalis se gube na 14 d.p.1. Zanimljivo je da
se Roseburia sp., komensalna bakterija koja produkuje butirat, 1 L. gasseri uo€avaju

iskljucivo kod tretiranih pacova sedmog i 14 d.p.i.
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Slika 10. Uticaj antibiotskog tretmana na sastav crevne mikrobiote AO pacova. Netretirani
(C) 1 AO pacovi tretirani antibioticima (A) su imunizovani HKM+KFA. Uzorci fecesa su
sakupljani na dan razdvajanja mladunaca od majke (4w), na dan imunizacije (0 d.p.i.) i u vreme
koje odgovara induktivnoj fazi EAE-a (sedmi d.p.i.) i piku EAE (14 d.p.i.). DGGE profil rDNK
amplikona je dobijen koriS¢enjem prajmera specificnih za Lactobacillus sp, i bakterijske DNK
izolovane iz fecesa kao matrice. Svaki uzorak predstavlja pojedinacnog pacova. Strelice
pokazuju DGGE trake koje su prisutne kod kontrolnih uzoraka i kojih nije bilo kod tretiranih

Zivotinja u Cetvrtoj nedelji starosti. Brojevima su obelezene DGGE trake koje su sekvencirane.
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4.5. Ispitivanje uticaja transfera mikrobiote creva na GALT i sastav mikrobiote

creva

Poslednja grupa eksperimenata je radena na DA pacovima kojima je izvrSen transfer
crevne mikrobiote AO pacova, kako bismo utvrdili da li se njihova mikrobiota moze
primenjivati kao terapija u EAE-u. Tretman je zapocet dve nedelje pre rodenja i trajao je
12 nedelja. Tretman se sastojao od davanja sadrzaja cekuma AO pacova rastvorenog u
fizioloskom rastvoru koji je zatim dodatno razblazen pijacom vodom i fecesa AO
pacova koji je stavljan u cistu prostirku kod DA pacova. Transfer je raden dva puta
nedeljno. Donori crevne mikrobiote 1 fecesa su bile zdrave netretirane AO Zivotinje,
starosti dva do cetiri meseca. Kontrolnim Zivotinjama je davan fizioloski rastvor u
pijacoj vodi u istoj koli¢ini kao i tretiranoj grupi. Sa osam nedelja starosti, Zivotinjama
je indukovan EAE i praceni su klinicki znaci. U ispitivanju efekta transfera crevne
mikrobiote AO pacova u DA pacove, analizirane su éelije DLC i MLC. Analizirana je
njihova brojnost, zastupljenost odredenih populacija ¢elija i produkcija citokina u ranoj
fazi bolesti. Uzorci fecesa su sakupljani u svim grupama zivotinja radi utvrdivanja
sastava mikrobiote creva. Zivotinje su Zrtvovane u odredenim fazama EAE-a. Ki¢mene

mozdine su izolovane za histoloska bojenja, a u homogenatima ki¢menih moZzdina je

odredivana koncentracija citokina ELISA testom.
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Slika 11. Transfer crevne mikrobiote AO pacova u DA pacove. DA pacovi su kontinuirano
bili izlozeni crevnoj mikrobioti AO pacova od rodenja. EAE je indukovan HKM+KFA kada su
pacovi bili osam nedelja stari. Uzorci fecesa su sakupljeni u viSe vremenskih tac¢aka (Cetvrta
nedelja), na dan razdvajanja, na dan imunizacije (nulti d.p.i.), u induktivnoj fazi (sedam d.p.i.,

devet nedelja starosti) i u vreme klinicke manifestacije bolesti (14 d.p.i., 10 nedelja starosti).
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4.5.1. Transfer crevne mikrobiote AO pacova ublazava simptome EAE kod DA

pacova

Kako bi se ispitao povoljan efekat crevne mikrobiote AO pacova, uraden je njen
transfer u DA pacove koji su podlozni indukciji EAE-a. DA pacovi su kontinuirano
izlagani crevnoj mikrobioti AO pacova od rodenja do 12. nedelje Zivota. EAE je
indukovan pacovima sa osam nedelja starosti, ubrizgavanjem HKM+KFA. Pra¢enjem
simptoma bolesti uoceno je da dolazi do ublazavanja EAE-a kod DA pacova koji su

primali crevnu mikrobiotu AO pacova u odnosu na netretirane kontrolne Zivotinje.
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Grafik 27. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote AO pacova na EAE kod DA

pacova. DA pacovi su bili netretirani (Ctrl) ili su tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova

(Gmbt). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA i klini¢ki skorovi su pra¢eni svakodnevno.

Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SE. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna

eksperimenta. *p<0,05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl pacova.

Tabela 4. Efekat transfera crevne mikrobiote AO pacova na EAE kod DA pacova.

incidenca pocetak Kumulativni k.s. trajanje prosecni ks maksimalni k.s.
bolesti (dani)
Ctrl 15/15 99+ 1,1 22,6 £9,6 23,6+6,5 0,9+0,2 24+1,0
Gmbt 13/13 122+53 14,2 £ 8,2% 18,6 +7,6 0,7 +0,2% 1,6 £0,7*

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = SD. *p<0,05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu kontrolnih (Ctrl) i Zivotinja kojima je izvrSen transfer crevne mikrobiote (Gmbt).
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4.5.2. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na koncentraciju citokina u

homogenatima ki¢menih mozZdina

DA pacovima je izvrSen transfer crevne mikrobiote AO pacova. Tretirani i
netretirani DA pacovi su imunizovani i na piku bolesti su analizirani homogenati
ki¢menih mozdina. S obzirom da se Thl i1 Th17 celije smatraju glavnim patogenim
¢eijskim populacijama u EAE-u i da je uoCena povecana koncentracija njihovih
proinflamacijskih citokina u CNS-u DA pacova koji su podlozni na indukciju EAE-a,
rezultat da je koncentracija IL-17 smanjena u homogenatima ki¢cmenih mozdina pacova
kojima je transferom mikrobiote ublazen EAE je ocekivan. Za razliku od toga, neobi¢no

je da je doslo do povecanja koncentracije IFN-y kod tretiranih zivotinja.
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Grafik 28. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na koncentraciju citokina u
HKM. DA pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman crevnom mikrobiotom AO
pacova (Gmbt). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA i 14. d.p.i. su izolovane ki¢mene
mozdine. Nivo citokina je meren u supernatantima dobijenim taloZzenjem homogenata kicmenih
mozdina. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva
nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl

pacova.
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4.5.3. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na brojnost delija

drenirajucih limfnih ¢vorova

Zatim smo Zzeleli da vidimo da li poboljsanje u klinic¢koj slici prate i promene u
DLC. DA pacovi koji su bili bez tretmana ili su primali mikrobiotu AO pacova su
imunizovani i DLC su izolovani ¢etvrtog i sedmog d.p.i. U skladu sa o¢ekivanjima su
dobijena smanjenja brojnosti éelija DLC u induktivnoj fazi bolesti, i ¢etvrtog i sedmog

d.p.i. kod Zivotinja kojima je izvrSen transfer crevne mikrobiote.
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Grafik 29. Efekat transfera crevne mikrobiote na brojnost DLCC. DLC su izolovani iz DA
pacova koji su bili bez tretmana (Ctrl) ili tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova (Gmbt),
Cetvrtog 1 sedmog d.p.i. (HKM+KFA). Brojnost ¢elija je uporedivana izmedu tretirane i
netretirane grupe Zivotinja, kao i pre i nakon imunizacije. Podaci su predstavljeni kao srednje
vrednosti + SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja

statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl pacova.
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4.5.4. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na brojnost déelija

mezenteri¢nih limfnih ¢vorova

Dalje smo zeleli da utvrdimo da li do sli¢nih promena dolazi i na nivou GALT-a,
pa su u tu svrhu analizirani MLC. Celularnost MLC je ispitivana kod DA pacova kojima
je izvr$en transfer crevne mikrobiote AO pacova i odgovarajuéih kontrola. Zivotinje su
imunizovane HKM+KFA 1 Cetvrtog 1 sedmog d.p.i. su radene analize. Za razliku od

DLC, nije bilo statisticki znalajne razlike u celularnosti MLC ni u jednom od

posmatranih termina.
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Grafik 30. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na brojnost éelija MLC. DA
pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili im je izvrSen transfer crevne mikrobiote AO pacova
(Gmbt). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA. MLCC su izolovane &etvrog i sedmog d.p.i.
Broj ¢elija je predstavljen kao srednja vrednosti £ SD. Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna

eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl pacova.
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4.5.5. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4* ¢elija

u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima

Kako bi se ispitao uticaj transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4" T
limfocita, ¢elije DLC su analizirane metodom protoéne citofluorimetrije. Posmatrane su
dve vremenske tacke, Cetvrti i sedmi d.p.i. UoCeno je da nije bilo razlike u udelu CD4"

T u DLC izmedu grupa.
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Grafik 31. Uticaj transfera crevne mikrobiote na ekspresiju fenotipskih markera DLCC.
DA pacovi koji nisu bili tretirani (Ctrl) ili im je uraden transfer crevne mikrobiote AO pacova
(Gmbt) su imunizovani HKM+KFA. DLCC su izolovane &etvrtog i sedmog d.p.i. i analizirane
na proto¢nom citofluorimetru. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti = SD. Rezultati su

dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu

Gmbt i Ctrl pacova.
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4.5.6. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u

dreniraju¢im limfnim ¢vorovima

Posto smo dobili smanjenje klinickih simptoma EAE nakon transfera crevne
mikrobiote, zanimalo nas je da 1li je do takvog efekta doslo usled povecane
zastupljenosti Treg u DLC. Procenat Treg u DLC je je ispitivan detekcijom
CD4"CD25"FoxP3" ¢elija. Analize su radene nakon imunizacije ¢elija, u induktivnoj
fazi bolesti (Setvrti i sedmi d.p.i.). Uporedivanjem éelija DLC tretiranih i netretiranih
pacova, primeceno je da je procenat Treg veci kod tretiranih Zivotinja u svakoj

posmatranoj vremenskoj tacki, kao §to je i o¢ekivano.
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Slika 12. Uticaj transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u DLC. DA pacovi su
bili bez tretmana (Ctrl) ili su tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova (Gmbt). DLCC su
izolovane Cetvrtog 1 sedmog d.p.i. (HKM+KFA) i analizirane metodom proto¢ne
citofluorimetrije. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD (A). Na
reprezentativnivnim plotovima dobijenim Cetvrtog d.p.i. je prikazana strategija ograni¢avanja na
Treg za Ctrl i Antb zivotinje (B). Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl pacova.
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4.5.7. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4* ¢elija

u mezenteri¢nim limfnim évorovima

Efekte transfera crevne mikrobiote zeleli smo da ispitamo i u GALT-u.
Ispitivana je zastupljenost CD4" T limfocita u éelijama MLC metodom protoéne
citofluorimetrije. Celije netretiranih i tretiranih pacova su posmatrane u dve vremenske
tacke, Cetvrtog i sedmog d.p.i. Ni u jednom terminu nije doslo do statisticki znacajne

promene u zastupljenosti CD4" T izmedu grupa.
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Grafik 32. Fenotipska analiza ¢elija MLC nakon transfera crevne mikrobiote. DA pacovi
su bili netretirani (Ctrl) ili im je uraden transfer crevne mikrobiote AO pacova (Gmbt). Zivotinje
su imunizovane HKM+KFA. MLCC su izolovane &etvrtog i sedmog d.p.i. i analizirane na
metodom protocne citofluorimetrije. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.
Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu Gmbt i Ctrl pacova.
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4.5.8. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u

mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima

Zastupljenost Treg u MLC Zivotinja koje su tretirane crevnom mikrobiotom soja
pacova otpornog na EAE i netretiranih Zivotinja je takode uporedivan. MLC su
izolovane u dva termina nakon imunizacije zivotinja, ¢etvrtog i sedmog d.p.i. U skladu
sa pretpostavkom, transfer crevne mikrobiote je doveo do povecanja procenta Treg u

MLC u obe vremenske tacke (4 i 7 d.p.i.).
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Slika 13. Efekat transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u MLC. DA pacovi su
bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali crevnu mikrobiotu AO pacova (Gmbt) i imunizovani su
HKM+KFA. MLCC su izolovane ¢etvrtog i sedmog d.p.i. Podaci su predstavljeni kao srednje
vrednosti + SD (A). Na reprezentativnivnim plotovima dobijenim cetvrtog d.p.i. je prikazana
strategija ograniavanja na Treg za Ctrl i Antb zivotinje (B). Rezultati su dobijeni iz dva

nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Gmbt i Ctrl

pacova.

80



4.5.9. Uticaj transfera crevne mikrobiote AO pacova na sastav mikrobiote creva

DA pacova kojima je izvrSen transfer

Transfer crevne mikrobiote AO pacova u DA pacove je znaCajno uticao na
diverzitet crevne mikrobiote tretiranih pacova. Narocito je izmenjen diverzitet
mlecnokiselinskih bakterija DA pacova nakon transfera u poredenju sa kontrolnim
zivotinjama, u periodu od odvajanja od majki do imunizacije (Cetiri do osam nedelja
starosti). U isto vreme Dice koeficijent je statisticki znacajno veci kod tretiranih pacova,
Sto ukazuje na uspes$nu transplantaciju MKB sojeva iz AO u DA pacove kojima je
izvrSen transfer. Cetiri nedelje nakon odvajanja od majki, sli¢nost u MKB sojevima
izmedu AO i DA tretiranih pacova se smanjivao, ali u isto vreme koeficijent je rastao
izmedu kontrolne i tretirane grupe ukazujuci na vracanje sastava MKB na sastav kakav
je kod kontrolnih zivotinja. Osim toga, slicnosti u sastavu MKB izmedu ove dve grupe
pocinjao je ponovo da raste na 14 d.p.i., §to je verovatno efekat imunskih mehanizama
na sastav mikrobiote. Slicno, ukupan sastav crevne mikrobiote tretiranih DA pacova se
statistiCki znacajno razlikovao u odnosu na kontrolne Zivotinje u periodu od nultog d.p.i.
do sedmog d.p.i., dok je sli€nost izmedu AO 1 kontrolnih DA pacova bila najmanja na

sedmom d.p.i., ukazuju¢i da bi ova razlika mogla biti klju¢na za prognozu bolesti.
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Slika 14. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote
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T
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14 d.p.i.
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weaning 0d.p.i.

T
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AO pacova na sastav crevne

mikrobiote DA pacova. DA pacovi su bili netretirani (Ctrl) ili tretirani mikrobiotom AO

pacova (Gmbt). Zivotinje su imunizovane HKM+KFA. Uzorci fecesa su sakupljeni u vreme

razdvajanja od majke (weaning), na dan imunizacije (0 d.p.i.) i nakon imunizacije sedmog i 14.

d.p.i. DGGE profili su dobijeni koris¢enjem prajmera sprecificnih za Lactobacillus iz

bakterijske DNK izolovane iz AO pacova (donor), DA pacova kojima je izvrSen transfer crevne

mikrobiote (Gmbt) i kontrolnih DA pacova koji su bili bez tretmana (Ctrl). DGGE trake koje su

bile jasno vidljive na gelu su prikazane Sematski. Svaka kolona predstavlja pojedinacnu

zivotinju, a svaka taCka predstavlja pojedina¢nu traku na DGGE gelu. Prikazani box-plot

dijagrami su zasnovani na Dice koeficijentu sli¢nosti. *p<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnom

razlikom.
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4.Diskusija



U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da pacovi soja AO, koji su otporni na
indukciju EAE, imaju manje CD4" T limfocita u GALT-u i da ove Celije produkuju
manje proinflamacijskih citokina, IFN-y 1 IL-17 u poredenju sa DA pacovima koji su
podlozni indukciji EAE-a. Nakon imunizacije Zivotinja smanjen je procenat CD4" T
éelija u MLC kod oba soja, a takode je smanjen i procenat CD8" T ¢elija u GALT-u u
terminu koji odgovara piku EAE-a. AO pacovi imaju manju zastupljenost Treg u MLC
u odnosu na DA pacove. U oba soja pacova u induktivnoj fazi EAE-a je procenat ovih
¢elija smanjen, a zatim se ponovo povecava. U PP nema razlike u zastupljenosti Treg
izmedu sojeva, §to se odrzava i nakon imunizacije. U terminu koji odgovara piku EAE-a
povecan je procenat Treg u PP i AO i DA pacova. Oslobadanje IL-10 prati trend Treg,
manje je kod AO pacova u svim ispitivanim terminima u poredenju sa DA. Razlike
izmedu sojeva se uocavaju i1 u sastavu mikrobiote creva. Kod neimunizovanih AO
pacova se uocava prisustvo vrsta rodova Turicibacter i Atopostipes, kojih kod DA
pacova nema. Razlike postoje i nakon imunizacije zivotinja i ogledaju se u veéem
diverzitetu bakterijskih grupa kod DA pacova, dok su kod AO pacova identifikovane

Lachnospiraceae kao grupa bakterija koja bi mogla da modulise EAE.

Kako bismo potvrdili hipotezu da je za otpornost AO pacova na EAE zasluzan
GALT 1 crevna mikrobiota, modulisali smo sastav mikrobiote produzenom primenom
antibiotika. Zapaza se da nakon tretmana antibioticima dolazi do pojave blagih
simptoma EAE-a kod AO pacova, do povecane infiltracije ¢elija u kicmenu mozdinu 1
povecane koncentracije IL-17 u homogenatima ki¢menih mozdina. Promene se
uo¢avaju i u DLC, gde se detektuje poveéana produkcija IFN-y i IL-17, ali ne i
antiinflamacijskog citokina IL-10 kod Zivotinja tretiranih antibioticima. Promene u
GALT-u se ogledaju u specificnim promenama zastupljenosti Treg. Pre imunizacije se
zapaza manji procenat Treg kod tretiranih AO pacova, dok do smanjenja zastupljenosti
Treg u MLC dolazi nakon imunizacije. Tretman AO pacova antibioticima uti¢e i na
sastav crevne mikrobiote. NajizraZenije promene se uocavaju u cetvrtoj nedelji Zivota,

odnosno u periodu kada je antibiotski tretman prekinut 1 zZivotinje su odvojene od majki.

Za kraj smo Zeleli da proverimo da li je mikrobiota creva AO pacova odgovorna
za omogucavanje otpornosti na indukciju EAE-a, pa smo u tu svrhu izvrSili transfer
mikrobiote AO pacova u DA pacove koji su podlozni indukciji EAE-a. Prvo smo

posmatrali do kakvih promena ovaj transfer dovodi u CNS-u, a zatim i u GALT-u. DA
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pacovi kojima je izvrSen transfer crevne mikrobiote AO pacova pokazuju blaze
simptome EAE-a i imaju manju koncentraciju IL-17 u homogenatima ki¢menih
mozdina. Transfer mikrobiote dovodi do smanjene celularnosti DLC, ali do povecanja
procenta Treg u ovim limfnim ¢vorovima. Na nivou GALT-a takode dolazi do promena
u Treg, gde se zapaza poveéanje njihove zastupljenosti u MLC kod tretiranih Zivotinja.
Transferom crevne mikrobiote je izmenjen diverzitet mlecnokiselinskih bakterija u

periodu odvajanja mladunaca od majki.

T limfociti se smatraju kljuénim u patogenezi multiple skleroze i EAE-a
(Petermann i Korn, 2011). Narodito se isti¢e uloga autoreaktivnih CD4" T limfocita koji
se u perifernim limfnim organima diferenciraju u Thl i Th17 ¢elije (Dendrou i sar.
2015). Kako bi ostvarile encefalitogenu funkciju, Thl i Th17 ¢elije moraju da migriraju
u CNS. U EAE-u, ove ¢elije poticu iz limfnih ¢vorova koji dreniraju mesto imunizacije,
a zatim se diseminuju kroz telo u potrazi za APC koje prikazuju antigene CNS-a i koje
su sposobne da restimuliSu encefalitogene ¢elije (Sosa 1 Forsthuber, 2011), nakon cega
dolazi do njihove ekspanzije. Takve APC su prisutne unutar CNS-a imunizovanih
zivotinja, kao i u CNS-a pacijenata obolelih od multiple skleroze (Sosa i Forsthuber,
2011; Chastain i sar., 2012). Nakon restimulacije imunske ¢elije vr§e masivnu invaziju
CNS-a (Bartholoméus i sar., 2009), dolazi do intenzivne produkcije proinflamacijskih
citokina koji dovode do naruSavanja krvno-moZzdane barijere, Sto sve rezultuje
inflamacijom 1 oSte¢enjem tkiva. Medutim, skoro je pokazano da encefalitogene celije
takode u velikom broju migriraju ka GALT-u gde se mogu rediferencirati u Treg
(Esplugues i sar., 2011; Califano i sar., 2014). 1z tog razloga se ¢ini da je GALT vazan
u patogenezi autoimunoskih procesa u CNS-u. Nasi rezultati jasno pokazuju da se MLC
1 PP soja koji je otporan na indukciju EAE-a 1 soja koji je podlozan indukciji EAE-a
razlikuju. Tako nije uodena razlika u apsolutnom broju ¢elija po MLC ili po PP, udeo
CD4" T ¢elija je varijabilan izmedu sojeva. Naime, ve¢i udeo CD4" T ¢elija je primeéen
kod DA pacova i u MLC i u PP. Takode, ovaj udeo je smanjen u MLC oba soja nakon
imunizacije, dok se uo¢ava poveéanje u PP kod DA u piku bolesti. Stavise, udeo CD8"
T ¢elija je smanjen u MLC i PP kod oba soja u piku bolesti. Stoga, apsolutni broj T
éelija je smanjen u MLC i PP nakon imunizacije kod oba soja. Imajuéi u vidu da su

Thl, Th17 i Treg ¢elije od klju¢nog znacaja za patogenezu EAE-a, razumljivo je da ova
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zapazanja mogu biti bitna za razliku u podloznosti na indukciju EAE-a kod AO i DA

pacova.

Citokini su ukljuceni u patogenezu multiple skleroze tokom ¢itavog njenog toka,
od inicijalne diferencijacije patogenih T <celija na periferiji, pa do rezultujuce
inflamacije i1 tkivnog oste¢enja u CNS-u (Palle i sar., 2017). IFN-y 1 IL-17 su glavni
citokini koje produkuju Thl i Th17 ¢elije (Fletcher i sar., 2010; Nicol i sar., 2015).
Stavise, ovi citokini ispoljavaju razli¢ite efektorske funkcije u autoimunoskim
procesima u CNS-u. Vec¢inom deluju stimulacijom drugih ¢elija, kao §to su makrofagi i
neutrofili, koji dovode do destrukcije tkiva CNS-a, ali je uoceno i da oni sami imaju i
direktne efekte na rezidentne Celije CNS-a (Kurschus, 2015). Na primer, pokazano je da
IFN-y ima sposobnost indukcije ¢elijske smrti oligodendrocita (Vartanian i sar., 1995),
a da IL-17 promovise disfunkciju krvno-mozdane barijere (Kebir i sar., 2007b).
Prethodno je pokazano da je produkcija IFN-y i IL-17 smanjena u GALT-u i CNS-u kod
akseni¢nih miSeva koji su otporni na indukciju EAE-a u poredenju sa miSevima
slobodnim od specifi¢nih patogena, koji su podlozni razvoju EAE-a (Lee i sar., 2011).
U skladu sa tim je i zapazanje da je niZi nivo oba ova citokina u kulturama MLCC i
PPC AO pacova u poredenju sa DA pacovima. Takode, smanjena produkcija ovih
citokina u CNS-u AO pacova u odnosu na CNS DA pacova je prethodno pokazana od
strane naSeg tima (Miljkovi¢, Stanojevié, i sar., 2011). Stoga, mozZe se rec¢i da obrazac
produkcije IFN-y 1 IL-17 u crevima prati obrazac produkcije ovih citokina u CNS-u kod

Zivotinja otpornih na EAE.

Zanimljivo je da je produkcija IFN-y u GALT-u DA pacova visa kod
neimunizovanih Zzivotinja, ali da opada nakon imunizacije. Ovaj pad u produkciji IFN-y
moze delimi¢no biti objainjen smanjenjem udela CD4" T éelija u MLC i PP, do kog
takode dolazi nakon imunizacije. Pad u udelu CD4" T ¢elija je manji u odnosu na
smanjenje produkcije IFN-y. Takode, produkcija drugog citokina tipi¢nog za CD4" T
¢elije, IL-17 nije smanjena. Moguce je da je broj Celija koje produkuju IFN-y smanjen
ili da je produkcija ovog citokina po Celiji ograni¢ena. Zanimljivo je da takvo smanjenje
nije uoceno kod AO pacova. Zato moZemo pretpostaviti da nakon imunizacije Th17
¢elije dominiraju u GALT-u Zivotinja podloznih na indukciju EAE-a, ali ne i u GALT-u
zivotinja otpornih na indukciju EAE-a. PredloZzeno je da crevni komensali pruzaju

adjuvantni efekat i da promovisu Thl17 c¢elijski odgovor (Berer i1 Krishnamoorthy,
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2014). U skladu sa tim su ispitivanja u kojima je pokazano da crevna mikrobiota i
njihovi metaboliti doprinose usmeravanju celija ka Th17 fenotipu u modelu EAE-a.
Prethodno je pokazano da otpornost na indukciju EAE-a kod B10.S miseva zavisi od
sekvestracije Th17 celija u crevu (Berer, Boziki 1 Krishnamoorthy, 2014). Uoceni
obrazac produkcije IL-17 u MLC i PP AO i DA pacova ne podrazumeva da se
sekvestracija Th17 celija odigrava kod soja pacova otpornog na EAE. Ipak, treba
naglasiti da je proliferacija Th17 ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima znatno manja
kod AO pacova nego kod DA pacova (Miljkovic i sar., 2006). 1z tog razloga je upitno
da li je ocekivani broj Th17 ¢elija koje su migrirale u GALT AO pacova dovoljno veliki
da bi se promene u IL-17 detektovale ELISA testom.

FoxP3"CD4"CD25" Treg su T ¢elije koje nastaju u timusu ili njihov nastavak biva
indukovan na periferiji. Treg imaju bitnu ulogu u regulaciji imunskog odgovora
(Fontenot, Gavin i Rudensky, 2003; Hori 1 Sakaguchi, 2004). U velikom broju su
zastupljene u GALT-u, koje je konstantno izloZeno antigenima poreklom iz hrane 1
mikrobiotom. Treg imaju vaznu ulogu i u sprecavanju i ograni¢avanju autoimunskih
procesa u CNS-u, s tim §to joS uvek nije najjasnije na koji nac¢in su uklju¢ene u
patogenezu bolesti. U ispitivanjima EAE-a indukovanog MOG je pokazano da
deplecijom Treg dolazi do povecane podloznosti zivotinja na EAE (Kohm, Carpentier i
Miller, 2003). Takode, u eksperimentima radenim na miSevima je pokazano da transfer
Treg iz naivnih miSeva dovodi do ublazavanja simptoma kod aktivno indukovanog
EAE-a (Ochoa-Reparaz i sar., 2007). U naSim eksperimentima se primecuje pad u udelu
Treg unutar MLC kod oba soja pacova nakon imunizacije u induktivnoj fazi EAE-a.
Ipak, poveéanje udela Treg u MLC i PP se zapaza kod AO i DA pacova u vremenskoj
taCki koja odgovara piku bolesti kod DA pacova. GALT je poznato mesto dolaska i
indukcije Treg (Berer i1 Krishnamoorthy, 2012). Ranije je pokazano da je oralna
tolerancija na razli¢ite antigene CNS-a klju¢no odredena indukcijom Treg u PP (Santos
i sar., 1994; Song i sar., 2008). Osim toga, predlozeno je da simbiotske bakterije
indukuju CD39" na Treg u GALT-u i da su na ovaj na¢in Treg usmerene ka CNS-u gde
sprecavaju ili smanjuju inflamaciju (Wang i sar., 2014). Stoga, posmatrano smanjenje
udela Treg u PP nakon imunizacije kod DA pacova, ali ne i kod AO pacova moze biti
kljuc¢an element u otpornosti na EAE AO pacova. S druge strane, uofeno povecanje

zastupljenosti Treg u MLC i PP kod DA pacova u piku EAE-a moZe biti od znadaja za
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ograniCavanje inflamacije u CNS-u i1 pokretanje procesa koji ¢e konacno dovesti do

oporavka pacova od EAE-a.

Smatra se da Treg suprimiraju imunski odgovor putem nekoliko mehanizama.
Dominantan mehanizam dejstva Treg u crevima je produkcijom antiinflamacijskog
citokina IL-10 (Maynard i sar., 2012). Poznato je da u EAE-u IL-10 inhibira ekspresiju
gena za citokine u T ¢elijama, makrofagima i monocitima (Fiorentino i sar., 1991;
Matsuda i sar., 1994; Ito i sar., 1999). IL-10 ogranicava proliferaciju Thl ¢elija, ali ne
ispoljava sli¢an efekat i na Th17 ¢elije i CD8" T Celije (Rohrer i sar., 1995; Groux i
sar., 1996). Osim toga, IL-10 deluje i na APC, gde dovodi do smanjenja ekspresije
proteina bitnih za prezentaciju antigena, poput MHC II, kostimulatornih molekula i
adhezivnih molekula, ¢ime se smanjuje aktivacioni status APC (Rohrer i sar., 1995;
Groux i sar., 1996). U ispitivanjima u kojima je IL-10 primenjivan u terapijske svrhe,
njegova primena je dovela do sprecavanja i ublazavanja EAE-a (Rott, Fleischer i Cash,

1994; Rohrer i sar., 1995; Groux i sar., 1996).

Nedavno je pokazano da IL-10 kao jedan od glavnih regulatornih citokina
imunskog sistema ima bitnu ulogu 1 u imunoregulaciji u GALT-u (Rie Gaboriau-
Routhiau, Lé i Cerf-Bensussan, 2011; Levast, Li i Madrenas, 2015) pod uticajem
mikrobiote. Pokazano je da nativni mikroorganizmi creva kod ljudi, narocito klasteri IV
1 XIVa roda Clostridium stimuliSu akumulaciju Treg u crevima (Atarashi i sar., 2011).
Stavise, ¢ini se da IL-10 koji su produkovale ¢elije GALT-a ima vaznu ulogu u
regulaciji autoimunskih procesa u CNS-u. Naime, pokazano je da su Treg koje
produkuju IL-10 dominantne u ublazavanju EAE-a kod miSeva tretiranih kapsularnim
PSA poreklom od Bacteroides fragilis (Telesford i sar., 2015). Vredi napomenuti da su
klasteri roda Clostridium, XIVa 1 IV, koji su identifikovani kao dominantni u indukciji
crevnih Treg koje produkuju IL-10, pronadeni u smanjenom broju kod pacijenata
obolelih od multiple skleroze (Miyake i sar., 2015). lako se makrofagi i B celije
smatraju najpotentnijim proizvodacima IL-10 u GALT-u, ¢ini se da IL-10 koji su
produkovale regulatorne T ¢elije, bilo FoxP3™ ili Trl ¢elije, ima dominantnu ulogu u
izgradnji regulatorne sredine u tkivu creva (Guo, 2016). U skladu sa tim, nedostatak
receptora za IL-10 na makrofagima, a ne deficijencija IL-10 indukuje inflamaciju u
crevima (Shouval i sar., 2014; Zigmond i sar., 2014). Takode, pokazano je da

regulatorne B ¢elije koje produkuju IL-10 1 nastaju pod uticajem promena u mikrobioti,
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a koje se nalaze u slezini i1 limfnim ¢vorovima udaljenim od creva, sprecavaju razvoj
EAE-a (Javier Ochoa-Reparaz i sar., 2010). Stoga, je nastala potreba da se detaljnije
istraze Treg koje produkuju IL-10 u crevima kako bi se ispitala protektivna uloga

crevne mikrobiote u multiploj sklerozi.

Detaljna analiza produkcije IL-10 u CNS-u AO i DA pacova je prethodno uradena
od strane naSe grupe i1 smatra se da oslobadanje IL-10 unutar ciljnog tkiva moze biti
bitno za oporavak DA pacova od EAE-a (Blazevski i sar., 2013). Takode, veca
produkcija IL-10 je zapazena u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA pacova u
poredenju sa AO pacovima Sestog dana nakon imunizacije (Blazevski i sar., 2013).
Sli¢ni rezultati su primeéeni i kod MLC u ovom istrazivanju. Uogeno je veée otpustanje
IL-10 kod DA pacova pre imunizacije, kao i u Sestom danu i 13.-16. dana nakon
imunizacije. Zapravo, produkcija IL-10 kod AO pacova je ostala na bazalnom nivou
nakon imunizacije, dok se kod DA pacova povecala Sestog dana a zatim opala 13.-16.
dana. Zanimljivo je da produkcija IL-10 opada nakon imunizacije u PPC kod DA
pacova, a zatim raste ka bazalnom nivou 13.-16. dana. Ovo ukazuje da se mozda
odigrava redistribucija ¢elija koje produkuju IL-10 izmedu PP i MLC ili &ak
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, kod DA pacova nakon indukcije EAE-a. Drugo
objasnjenje je da neki faktori koji promovisu IL-10 mogu da deluju unutar MLC, a neki
elementi koji inhibiraju IL-10 da deluju unutar PP imunizovanih DA pacova. Ova dva
mehanizma ne mora da se iskljucuju 1 mogu delovati u saradnji kako bi modulisali

oslobadanje IL-10 u GALT-u.

Mikrobiota creva ima znacajne efekte na razvoj i odrZzavanje imunskog sistema.
Sve je viSe istrazivanja u kojima se ispituje uloga mikrobiote u razvoju bolesti creva, ali
1 drugih bolesti. U ispitivanjima na zivotinjama je pokazano da crevna mikrobiota ima
ulogu u progresiji demijelinizirajucih bolesti i da modulacijom mikrobiote moze do¢i ili
do pogorsanja bolesti ili do ublazavanja simptoma (Ezendam i van Loveren, 2008;
Ezendam i sar., 2008; Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011). U naSim eksperimentima,
izvr$ili smo uporednu molekularnu analizu diverziteta crevnih bakterija, konkretno
diverziteta Lactobacillus spp., kod AO i DA pacova koji se razlikuju po podloZnosti za
indukciju EAE-a. Interesantno je da je veca zastupljenost L. johnsonii i L. intestinalis
detektovana kod neimunizovanih AO pacova u poredenju sa DA pacovima. L. johnsonii

NCC 533 je humani izolat koji je intenzivno ispitivan zbog svojih probiotskih
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aktivnosti, uklju¢uju¢i imunomodulaciju (Haller, Blum, i sar., 2000; Haller, Bode, i
sar., 2000; Ibnou-Zekri i sar., 2003). Pokazano je da neutraliSe aktivnost E. coli koja
sprecava preuzimanje butirata od strane crevnih epitelnih ¢elija (Kumar, Stecher i
Tamura, 2016). L. intestinalis je Cesto izolovan iz miSeva kao rezidentni stanovnik
mikrobiote (Pefa i sar., 2004; Buhnik-Rosenblau, Danin-Poleg i Kashi, 2011). Stoga je
funkcionalna analiza doprinosa ovih bakterija otpornosti EAE-a opravdana. Jo$
neimunizovanih AO pacova, ali ne i u crevima neimunizovanih DA pacova. Obe
bakterije su relativno nove i nedovoljno istrazene. Turicibacter sanguinis je anaerobna,
Stapicasta, Gram-pozitivna bakterija sa malim sadrzajem guanina i citozina. Predlozeno
je da Turicibacter spp. spada u bakterije koje normalno naseljavaju crevo miSeva i da su
njene kvantitativne varijacije povezane sa genotipom domacina (Benson i sar., 2010).
Turicibacter je povecan u crevnom sadrzaju koza na ishrani bogatoj Zitaricama (Liu i
sar., 2014), kao i kod pacova koji su hranjeni je¢menim sladom (Zhong, Nyman i Fak,
2015). Ishrana u kojoj su zastupljena vlakna smanjuje hroni¢nu inflamaciju kao i
inflamaciju CNS, delimi¢no produkcijom SCFA od strane crevne mikrobiote
(Maslowski i sar., 2009; Erny i sar., 2015). Zanimljivo je da je porast bakterija roda
Turicibacter kod pacova koji su hranjeni je¢menim sladom u uzajamnoj vezi sa
porastom buterne kiseline (Zhong, Nyman i Fék, 2015). Ova SCFA dokazano reguliSe
imunski odgovor, stimuliSe metabolizam domacina i funkciju CNS-a (Bienenstock,
Kunze i1 Forsythe, 2015). Antiinflamacijski efekti bakterija roda Turicibacter su
predlozeni kod miSeva koji su bili na ishrani bez gvozda (Werner i sar., 2011) kao 1 kod
knockaut miSeva za CD8 T celije koji su otporni na razvoj kolitisa (Presley i sar.,
2010). Stoga, primamljivo je pretpostaviti da Turicibacter doprinosi otpornosti pacova
soja AO na indukciju EAE-a. Atopostipes suicloacale je fakultativno anaerobna,
katalaza-negativna, asporogena, Stapicasta bakterija koja pripada Clostridium podfilumu
Gram pozitivnih bakterija sa niskim sastavom guanina 1 citozina (Cotta i sar., 2004). Za
razliku od roda Turicibacter, nema podataka o efektima bakterija roda Atopostipes na
imunski sistem. Zanimljivo je da je kod imunizovanih Zivotinja zapaZena korelacija
izmedu prisustva Turicibacter sp. 1 vece produkcije IL-10 kod DA pacova u piku
bolesti. Porast Turicibacter sp. u sadrzaju creva korelira sa poveCanjem buterne

kiseline, SCFA sa imunomodulatornim potencijalom (Zhong, Nyman i Fék, 2015).
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Pored toga, ranije su ve¢ predlozeni moguc¢i antiinflamacijski efekti Turicibacter sp.
(Presley i sar., 2010; Werner i sar., 2011; Suchodolski i sar., 2012). Uzimajuéi u obzir
da Turicibacter sp. mogu doprineti otpornosti AO pacova na indukciju EAE-a, moze se
pretpostaviti da neki faktori domacina stimulisSu Turicibacter sp. kod DA pacova u piku
bolesti dovodeci do ublazavanja simptoma bolesti. Nedavno je pokazano da mikro RNK
(miRNK) u fecesu omogucava kontrolu domacdina nad mikrobiotom creva preko
transspecijske regulacije gena u bakterijama (Liu i sar., 2015). Bilo bi jako interesantno
ispitati da li miRNK reguliSu nivo Turicibacter sp. u neimunizovanim i imunizovanim

AO i1 DA pacovima

Osim toga, rezultati dobijeni na imunizovanim Zivotinjama su otkrili da ¢lanovi
familije Lachnospiraceae mogu biti povezani sa ublazavanjem simptoma EAE-a.
Prethodno je pokazano da su bakterije koje pripadaju familiji Lachnospiraceae
dominantno prisutne u crevnoj mikrobioti zivotinja sa blagim simptomima bolesti
(Reeves i sar., 2011). Autori su postavili hipotezu da ¢lanovi familije Lachnospiraceae
omogucavaju delimi¢no obnovljenu kolonizaciju koja dovodi do otpornosti na
Clostridium difficile v crevima misSeva. Dalje, uofena je smanjena rasprostranjenost
Lachnospiraceae u crevnoj mikrobioti pacijenata sa inflamatornom bolesti creva (Frank
i sar., 2007). Lachnospiraceae su Gram-pozitivne obligatorne anaerobne bakterije koje
uglavnom ne formiraju spore (Cotta i Forster, 2006). Zanimljivo je da su klonovi 2, 7 i
20 identifikovani kao ¢lanovi Lachnospiraceae familije, pokazali vecu sli¢nost sa
redom Clostridiales. Takson Clostridiales je red bakterija razdela Firmicutes sa vaznom
ulogom u fermentaciji dijetarnih vlakana u debelom crevu (Chinda i sar., 2004).
Stavise, bakterije koje pripadaju redu Clostridiales, narodito ¢&lanovi familije
Lachnospiraceae, identifikovane su kao najaktivniji ¢lanovi mikrobiote u crevima
zdravih odraslih osoba koji u velikoj meri doprinose produkciji SCFA u crevu (Chinda i
sar., 2004; Peris-Bondia i sar., 2011). SCFA, narocito butirat, ispoljavaju povoljne
aktivnosti za intestinalnu mukozu, dok je smanjenje koncentracije SCFA povezano sa
razli¢itim patologijama (Leonel 1 Alvarez-Leite, 2012). Stoga, moZe se pretpostaviti da
je povecanje Clostridiales 1 Lachnospiraceae kod zdravih DA pacova povezano sa
povecanom produkcijom butirata u crevu koja se, opet, povezuje sa boljim
zdravstvenim statusom (Sdemann i sar., 2000; Bourassa i sar., 2016; Tremlett i sar.,

2016).
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Moze se re¢i da je sastav mikrobiote creva AO pacova stabilniji, dok rezultati
dobijeni iz DA pacova ukazuju na veéi diverzitet bakterijskih grupa, narocito u piku
bolesti. Medutim, veci diverzitet bakterija kod DA pacova moze biti rezultat nizeg broja
laktobacila kao dominantne grupe kod DA pacova. Stoga, druge mikrobioloske grupe
preovladavaju usled nedostatka laktobacila. Produkcija IL-10 u MLC je stabilnija kod
AO pacova koji takode imaju i stabilniju crevnu mikrobiotu. Ova stabilnost moze
predstavljati bitan faktor u otpornosti AO pacova na EAE. S druge strane,
,nestabilnost™ crevne mikrobiote DA pacova moze dovesti do podloznosti EAE-a. 1z
tog razloga smo uradili eksperimente u kojima smo remetili crevnu mikrobiotu AO
pacova primenom antibiotika, kako bismo ispitali posledice koje ovakav tretman ima na
otpornost u autoimunosti CNS-a. Od ranije je poznato da antibiotici mogu da promoviSu
autoimunost. Pokazano je da kod NOD miSeva sa Guillain Barré sindromom
indukovanog infekcijom primena antibiotika je pogorSala neuroloske znake i lezije (St
Charles i sar., 2017). Takode, tretman antibioticima je favorizovao prajming
dijabetogenih T ¢elija, promoviSu¢i tako progresiju bolesti kod NOD miSeva (Sun et al.,
2015). U nasim eksperimentima smo pokazali da se primenom antibiotika narusSava
otpornost AO pacova na EAE. Naime, tretirane Zivotinje su ispoljile blage klinicke
simptome 1 imale ve¢i broj infiltrata i povecan broj ¢elija u infiltratima u ki¢menim
mozdinama. Analizom homogenata ki¢menih mozdina dobijen je poviSen nivo
proinflamacijskog citokina, IL-17, ali je zato nivo IFN-y bio smanjen kod Zivotinja
tretiranih antibioticima. Diferencijalni doprinos ¢elija koje produkuju IL-17 1 IFN-y
autoimunoskim procesima u CNS-u je ranije potvrden. Razli¢iti regioni CNS-a su
preferencijalno pod uticajem celija koje produkuju ili IL-17 ili IFN-y 1 kao posledica su
zapazeni razliciti klinicki ishodi (Fletcher et al., 2010; B.Ciric i A.Rostami, 2013). lako
su Thl7 ¢elije bile dominante u inflamaciji mozga ali ne 1 kicmene moZdine kod
miSeva, suprotno je primeceno kod ljudi (Simmons i sar., 2013). Nasi rezultati sugerisu
da su pacovi sli¢niji ljudima nego miSevima po tom pitanju. Takode je predloZzeno da
IFN-y ima regulatorna svojstva u mozgu miseva, ali ne i u kicmenoj moZzdini (Pierson i
sar., 2012). Ipak, relativno visok odnos IL-17 i IFN-y u ki¢menoj mozdini se ¢ini
obelezjem klinicke manifestacije EAE-a kod AO pacova, dok se suprotan odnos

primec¢uje kod ublazavanja EAE-a kod DA pacova, pa se moze naslutiti da bi IFN-y
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mogao imati vaznu antiinflamacijsku i neuroprotektivhu ulogu u ki¢menoj mozdini

pacova.

S razlogom se moze pretpostaviti da je mehanizam koji stoji iza efekata
antibiotika koji podsticu EAE, a koji su zapazeni kod AO pacova funkcionalna
posledica promena u sastavu mikrobiote koja je poremetila regulaciju imunskog
odgovora posredovanog Thl i Thl7 ¢elijama. Celije dreniraju¢ih limfnih &vorova
pacova koji su tretirani antibioticima produkuju vise IFN-y 1 IL-17, citokina koji su
markeri Thl i Th17. Ovo je mozda posledica smanjenog delovanja Treg s obzirom da je
mali udeo Treg zapazen u DLC nakon imunizacije. Ova hipoteza je u skladu sa
prethodnim izvestajima o efektima crevne mikrobiote na EAE. Na primer, jedna grupa
je pokazala da se povoljni efekti mikrobiote creva na EAE ostvaruju kroz stvaranje Treg
koji sprec¢avaju encefalitogenu funkciju pomocni¢kih T ¢elija (Kwon i sar., 2013).
Promene na nivou GALT-a nakon oralne primene antibiotika su upravo najizrazenije u
pogledu zastupljenosti Treg. Kod neimunizovanih Zivotinja se zapaza smanjenje
procenta Treg u PP nakon primene antibiotika, a nakon imunizacije se uocava
smanjenje udela ovih éelija i u PP i u MLC. Do sada je pokazano da se primenom
kapsularnog PSA komensalne bakterije Bacteroides fragilis postize ublazavanje
simptoma EAE. Kod ovih Zivotinja je zapazeno smanjenje udela ¢elija koje produkuju
IL-17 1 povecanje zastupljenosti Celija koje produkuju IL-10. Protektivni efekti ovih
bakterija su povezani sa povecanjem broja Treg u cervikalnim limfnim ¢vorovima
(Bhargava 1 Mowry, 2014; Ochoa-Reparaz 1 Kasper, 2014; Mielcarz 1 Kasper, 2015).
Takode, u studiji u kojoj su miSevi tretirani bakterijom Salmonella typhimurium doslo je
do smanjenja klinickog skora EAE-a (Jun i sar., 2005, 2012; Ochoa-Reparaz i sar.,
2007). Ovaj tretman je doveo do povecanja zastupljenosti Treg 1 smanjenja Thl 1 Th17
¢elija. Jo§ jedan primer smanjenja klinickog skora EAE-a je tretman probiotskim
bakterijama vrste roda Lactobacillus usled povecanja Treg koje su produkovale IL-10
(Lavasani i sar., 2010; Takata i sar., 2011). Ovo sugeriSe da, iako bi potencijalno i drugi
faktori, poput genetskih ili hormonskih, mogli biti zaduZeni za otpornost AO pacova na
indukciju EAE-a zapaZenu u naSim prethodnim eksperimentima, posmatrani gubitak
otpornosti usled antibiotskog tretmana govori u prilog crevne mikrobiote kao bitnog
faktora u otpornosti AO pacova. Ipak, ni efekti antibiotika na podloznost AO pacova na

indukciju EAE-a koji su nezavisni od mikrobiote ne mogu biti iskljueni. Medutim,
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znacajne modifikacije crevne mikrobiote AO pacova koje su uocene nakon antibiotskog
tretmana omogucavaju nam da pretpostavimo da su primeceni efekti antibiotika na
podloznost AO pacova na EAE-a, bar delimi¢no, posredovani mikrobiotom. Ovi efekti
su u vezi sa smanjenjem Treg 1 pojac¢anom regulacijom proinflamacijskih komponenti u
limfnim organima i unutar CNS-a, u ranoj induktivnoj fazi bolesti (Cetvrti d.p.i.), u
vreme kada nastaje autoimunski odgovor. Medutim, takve jasne razlike u crevnoj
mikrobioti nisu uocene u periodu kada su detektovani efekti na Treg, ukazujué¢i da bi
efekti na imunski sistem koji su zapazeni Cetvrtog d.p.i. mogli biti posledica disbioze
crevne mikrobiote indukovane antibioticima u ranom periodu zivota (do ¢etvrte nedelje
starosti). Sve se viSe smatra da rana kolonizacija creva mikroorganizmima ima
dugoro¢no dejstvo na zdravlje kroz interakciju sa imunskim sistemom, dok nedostatak
odgovarajuc¢e imunoloSke modulacije i indukcije imunoloske tolerance moze rezultovati

razvojem autoimunskih bolesti.

Mikrobiota creva i GALT se smatraju vaZnim ucesnicima u pokretanju,
propagaciji, ali takode 1 u spreavanju razvoja autoimunskih procesa u CNS-u (Lee i
Mazmanian, 2010; Bhargava i Mowry, 2014; Mielcarz i Kasper, 2015). Sastav crevne
mikrobiote se razlikuje kod pacijenata obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba
(Cantarel i sar., 2015; Miyake i sar., 2015; Chen i sar., 2016; Jangi i sar., 2016), a kao
Sto smo pokazali u ovoj disertaciji 1 izmedu soja pacova koji su podlozni i soja pacova
koji su otporni na indukciju EAE-a. Ima dosta izveStaja o efektima tretmana
antibioticima na razvoj EAE-a u kojima nije fokus na mikrobioti creva, ve¢ su
primenjivali antibiotike kako bi delovali na druge komponente koje su u vezi sa
patogenezom EAE-a. Ipak, ima 1 izveStaja €iji je fokus mikrobiota creva, a koji su
znacajno doprineli naSem razumevanju uloge mikrobiote u EAE-u. Oni svi prikazuju
povoljne efekte tretmana antibioticima na EAE-a. Nasi rezultati pokazuju da antibiotici
mogu imati i Stetno dejstvo za autoimunske procese u CNS-u, s obzirom da su AO
pacovi koji su otporni na razvoj EAE-a klinicki ispoljili bolest nakon antibiotskog
tretmana. Ovi suprotstavljeni rezultati mogu biti objasnjeni na viSe nacina. Na primer,
podaci koji pokazuju da antibiotici ostvaruju efekte ublazavanja bolesti se zasnivaju na
tretmanu odraslih Zivotinja, dok se efekti promovisanja bolesti koji su pokazani u naSim
eksperimentima u kojima su primenjivani antibiotici rezultirali primenom antibiotika od

neonatalnog perioda. Zaista, slicni rezultati su dobijeni u eksperimentalnoj psorijazi kod
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miSeva koji su tokom neonatalnog perioda bili tretirani antibioticima, §to je dovelo do
povecane podloznosti za razvoj bolest, dok je isti tretman kod odraslih Zivotinja ublazio
simptome bolesti (Zanvit i sar., 2015). Takode, brojna ispitivanja su otkrila da razliciti
antibiotici dovode do razli¢itih promena u crevnoj mikrobioti (Ferrer i sar., 2017), Sto
posledi¢no moze rezultovati razli¢itim modulacijama imunskog odgovora. Pokazano je
da tretman neomicinom rezultuje sprecavanjemrazvoja autoimunskog dijabetesa, dok
primena vankomicina pokre¢e dijabetogeni odgovor kod NOD miseva (Hu i sar., 2016).
Zbog toga se razlike u ishodu antibiotskog tretmana, kao $to su ublazavanje EAE koje
su drugi primetili u odnosu na prekid otpornosti na indukciju EAE-a koji je dobijen u
nasim eksperimentima, mogu delimi¢no pripisati upotrebi razli¢itih kombinacija
antibiotika. Nedavno je predlozeno od strane Qinghui i1 saradnika, koji su radili na
modulaciji mikrobiote creva u zivotinjskom modelu sistemskog lupusa eritematozusa da
je odgovarajuéi izbor antibiotika koji selektivno ciljaju bakterije od klju¢ne vaznosti za
ublazavanje bolesti. Ono $to je vazno je da bolest nije bila izmenjena kod akseni¢nih
miSeva, pokazujuéi da potpuno odsustvo crevne mikrobiote nije imalo efekta na bolest
koja nalikuje lupusu (Qinghui, Husen 1 Xin, 2015). U naSim istrazivanjima produZeni
tretman antibioticima je doveo do znaCajnih promena u crevnoj mikrobioti, sa
odsustvom vecih bakterijskih grupa, sli¢no kao kod akseni¢nih Zivotinja. Konkretno,
pripadnici roda Roseburia su detektovani kod pacova tretiranih antibioticima 14. d.p.i.
Pokazano je da promene u zastupljenosti Roseburia spp. koreliraju sa brojnim
bolestima, uklju€ujuéi sindrom iritabilnog creva, dijabetesa tipa 2, oboljenja nervnog
sistema 1 alergije, dok prisustvo Roseburia spp. ispoljava blagotvorne efekte kao
probiotik za obnavljanje povoljnih mikroorganizama (Tamanai-Shacoori i sar., 2017).
Zanimljivo, diverzitet crevne mikrobiote je uglavnom obnovljen u periodu nakon
primene antibiotika, iako neke odredene bakterijske grupe nisu izmenjene u poredenju
sa kontrolnom grupom. Uzimajuci u obzir prisustvo simptoma bolesti kod AO pacova,
inace otpornih na indukciju EAE-a, moze se zakljuciti da izmenjena mikrobiota koja
ima vecu zastupljenost bakterija koje su u vezi sa patogenezom EAE-a korelira sa

promocijom autoimunoskog procesa i simptoma bolesti.

Nasi rezultati su dobijeni kod pacova tretiranih antibioticima od rodenja do Cetvrte
nedelje zivota, Sto je vremenski dosta udaljeno od imunizacije (u osmoj nedelji starosti).

Ovo sugeriSe da naruSavanje crevne mikrobiote rano u detinjstvu moze stvoriti
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predispoziciju za razvoj autoimunoskih procesa CNS-a koja mogu biti pokrenuti
nezavisnim stimulusima u kasnijoj dobi. Zaista, razlike u crevnoj mikrobioti su bile
istaknute na kraju antibiotskog tretmana (Cetiri nedelja starosti), ali su skoro u
potpunosti izostali u vreme imunizacije (osam nedelja starosti). Ovo implicira da se
efekti antibiotika koji promovisu EAE postizu kroz perturbaciju crevne mikrobiote
tokom ranog perioda u zivotu, moguce preko efekata na razvoj adaptivnog imunskog
sistema. Shodno tome, bilo je manje Treg u PP kod ovih pacova. Da bi se utvrdilo da li
primena antibiotika u ranom detinjstvu moze biti predisponiraju¢i faktor za razvoj
multiple skeroze, neophodna su detaljnija istrazivanja efekata antibiotika primenjenih u
ranom postnatalnom periodu na GALT, kao i detaljne korelativne studije na
pacijentima. Vazno je naglasiti da je antibioticima uzrokovana disbioza kod dece ve¢
predloZzena kao mogu¢i predisponirajuci faktor za razvoj razli¢itih bolesti, ukljucujuéi i

autoimunske bolesti (Molloy, Bouladoux i Belkaid, 2012; Mueller i sar., 2015).

Vredno paZnje je da je crevna mikrobiota ne samo doprinela otpornosti AO
pacova za indukciju autoimunskih procesa u CNS-u, ve¢ je 1 njen transfer u DA pacove
ublazio simptome EAE-a kod primalaca. Ovo je u skladu sa idejom da modulacija
sastava 1 funkcije crevne mikrobiote moZe predstavljati dragocen terapeutski pristup u
terapiji multiple skleroze. U skladu sa tim je dokumentovano da lekovi koji moduliSu
multiplu sklerozu menjaju sastav crevne mikrobiote, npr. potenciraju zastupljenost
rodova Prevotella 1 Sutterella, a smanjuju udeo roda Sarcina kod pacijenata obolelih od
multiple skleroze koji su primali tretman (Jangi i sar., 2016). Isto tako, suplementacija
vitaminom D je dovela do povecanja vrsta rodova Akkermansia, Faecalibacterium i
Coprococcus kod pacijenata (Cantarel i sar., 2015). Tek treba ustanoviti da li su ove
promene u sastavu crevne mikrobiote vazne za ostvarivanje povoljnih efekata ovih
agenasa u multiploj sklerozi ili samo koreliraju sa izmenjenom patogenezom bolesti.
Stavise, funkcionalna ispitivanja ciljaju na izmenu crevne mikrobiote kao na primarno
sredstvo za smanjenje encefalitogenog imunskog odgovora u multiploj sklerozi, ako

bude neophodno.

Povoljni efekat transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove je bio
paralelan sa smanjenjem IL-17, a ne IFN-y u kicmenoj mozdini. Ovo je u skladu sa
dobijenim rezultatima kod Zzivotinja tretiranih antibioticima kod kojih je antibiotski

tretman doveo do povecanja IL-17 u odnosu na kontrolne Zivotinje koje nisu razvile
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EAE. Pored toga, kao i kod antibiotskog tretmana, i nakon transfera crevne mikrobiote
dolazi do najizrazenijih promena na nivou Treg. Naime, povecana proporcija Treg se
uodava u DLC i MLC DA pacova nakon imunizacije kao posledica transfera crevne
mikrobiote soja pacova otpornog na EAE. U skladu sa tim, povecanje potencijala Treg i
posledi¢no smanjenje encefalitogene aktivnosti Th1/Th17 su najverovatniji mehanizmi

za uocene povoljne efekte transfera crevne mikrobiote AO pacova u DA pacove.

Iako je sli¢nost u sastavu MKB izmedu AO 1 DA pacova kojima je izvrSen transfer
crevne mikrobio, najmanja sedmog d.p.i kada se uoCava ublazavanje bolesti kod DA
pacova kojima je izvrSen transfer u poredenju sa kontrolnim zivotinjama, to bi moglo
uputiti da se pozitivan uticaj transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove
ostvaruje u prvim danima Zivota. Uspeh transfera crevne mikrobiote iz pacova otpornih
na indukciju EAE-a u pacove koji su podlozni razvoju EAE-a nagovestava da bi sli¢na
terapija mogla biti primenjena i u terapiji multiple skleroze. Buduca ispitivanja treba da
ustanove da i je efekat crevne mikrobiote koji dovodi do otpornosti na EAE specifi¢an
za AO pacove ili se sli¢an efekat moze posti¢i i1 transferom mikrobiote creva nekog
drugog soja pacova ili mozda Cak autologim transferom crevne mikrobiote. Takode,
predstojeca istrazivanja treba da ispitaju da 1i crevna mikrobiota AO pacova ima
povoljne efekte u terapiji drugih autoimunskih bolesti i hroni¢nih inflamacijskih bolesti.
Transfer crevne mikrobiote se ¢ini obecavaju¢im pristupom za tretman bolesti koje su
povezane sa crevima, ukljucujuci 1 multiplu sklerozu (Evrensel 1 Ceylan, 2016). Ipak, u
naSim eksperimentima DA pacovi su bili izloZeni mikrobioti creva AO pacova od
samog rodenja pa sve do posle indukcije EAE-a, §to nije moguce na isti na¢in primeniti
kod ljudi. Transfer mikrobiote creva na taj nacin bi mogao biti izvodljiv kod ljudi samo
u preventivne svrhe kada bi bili utvrdeni geneticki markeri koji predisponirajuci faktori
za multiplu sklerozu. Jedna od glavnih prepreka za uspeSan transfer crevne mikrobiote
je otpornost uspostavljene crevne mikrobiote na promene (Sommer i sar., 2014). Dok
otpornost ,,zdrave® crevne mikrobiote doprinosi spreCavanju nastanka bolesti koje su
posledica disbioze, otpornost crevne mikrobiote koja je ve¢ u disbiozi sprecava uspesno
uvodenje pozeljnih mikroba u zajednicu. Treba naglasiti da je nedavno pokazano da
kratak tretman antibioticima prac¢en kratkotrajnim transferom crevne mikrobiote (oba
tretmana u trajanju od samo dva dana), a koji su sprovedeni tri dana nakon imunizacije,

Stiti miSeve od razvoja EAE-a (Chitrala i sar., 2017). Takav kratkotrajan a efikasan
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tretman kod ljudi bi predstavljao revolucionarni napredak u terapiji. Naravno, efikasnost
procedure bi trebalo proveriti u razli¢itim modelima multiple skleroze pre primene kod
ljudi.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj tezi pokazuju da se AO soj pacova koji je
otporan na indukciju EAE-a i DA soj pacova koji je podlozan indukciji EAE-a razlikuju
u cCelijskom sastavu GALT-a, u produkciji citokina od strane celija GALT-a 1 u
mikroorganizmima koji ¢ine njihove crevne mikrobiote. Nasi rezultati ukazuju da
zapazene razlike imaju znaCajnu ulogu u ispitivanim sojevima pacova na indukciju
EAE-a. Ovi rezultati mogu biti od znacaja za razumevanje patogeneze multiple skleroze
1 podloZznosti ovoj bolesti. Stoga su neophodna dalja istrazivanja, kao S$to su
funkcionalna disekcija specificnosti GALT-a svakog od sojeva, kao 1 izolacija,
propagacija i istrazivanje imunomodulatornih osobina bakterija koje su povezane sa
otpornos¢u na indukciju EAE-a. NasSa ispitivanja doprinose stanovistu da crevna
mikrobiota predstavlja bitan faktor u autoimunoskim procesima u CNS-u. Takode, ona
potkrepljuju ideju da modulacija crevne mikrobiote moZze biti iskoriS¢ena u terapiji

multiple skleroze.
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S.Z.akljucci



U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije, a na osnovu dobijenih

eksperimentalnih rezultata proizasli su slede¢i zakljucci:

e AO i DA pacovi se ne razlikuju po brojnosti ¢elija mezenteri¢nih limfnih ¢orova
i Pejerovih ploca ni u jednom od posmatranih termina.

e Soj pacova otporan na EAE ima manje CD4" T ¢elija u GALT-u i ove ¢elije
produkuju manje IFN-y i IL-17 u poredenju sa sojem pacova koji je podlozan
indukciji EAE-a.

e Bakterije rodova Turicibacter 1 Atopostipes su prisutne iskljuc¢ivo u
gastrointestinalnom traktu neimunizovanih pacova koji su otporni na indukciju
EAE-a.

e Nakon imunizacije, udeo CD4" T ¢elija u mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima se
smanjuje kod oba soja, dok se u Pejerovim plo¢ama povecava kod DA pacova u
piku bolesti.

e Proporcija CD8" T ¢elija je smanjena u GALT-u i AO i DA pacova u terminu
koji odgovara piku EAE-a kod DA pacova (13-15 d.p.1.).

e Produkcija IFN-y u GALT-u DA pacova opada nakon imunizacije, za razliku od
IL-17 ¢ija se produkcija ne menja znacajno. Produkcija proinflamacijskih
citokina se ne menja u GALT-u AO pacova sa imunizacijom.

e Kod neimunizovanih Zivotinja procenat Treg u mezentericnim limfnim
¢vorovima je veci kod DA pacova nego kod AO pacova, a u induktivnoj fazi
EAE udeo Treg se smanjuje u oba soja, da bi se ponovo povecao u piku bolesti.
U Pejerovim plo¢ama nema razlike izmedu sojeva u zastupljenosti Treg, ni pre a
ni posle imunizacije, s tim da dolazi do povecanja u piku bolesti i kod AO i kod
DA pacova.

e Produkcija IL-10 od strane ¢elija mezenteri€nih limfnih ¢vorova je ve¢a kod DA
pacova, pre imunizacije, ali 1 u induktivnoj fazi (Sesti d.p.i.) i u piku (13-16
d.p.i.). U Pejerovim plo¢ama dolazi do smanjene produkcije IL-10 nakon
imunizacije kod DA pacova, da bi se u piku bolesti vratila na bazalni nivo.

e Kod neimunizovanih AO pacova je veca zastupljenost Lactobacillus spp. nego

kod DA pacova. Takode je primeceno prisustvo vrste roda Turicibacter i
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Atopostipes iskljucivo kod AO. Nakon imunizacije sastav crevne mikrobiote ova
dva soja se i dalje razlikuje, s tim §to se kod AO pacova uocava stabilnija
mikrobiota, dok je kod DA ve¢i diverzitet bakterijskih grupa, narocito u piku
bolesti. Predstavnici familije Lachnospiraceae su identifikovani kao joS$ jedna

grupa bakterija koja bi mogla da bude odgovorna za modulaciju toka EAE-a.

Modulacijom crevne mikrobiote AO pacova dolazi do naruSavanja njihove
otpornosti na EAE. U ki¢menim mozdinama se uoc¢ava poveéan broj infiltrata, a
u homogenatima ki¢menih mozdina visi nivo IL-17, dok je nivo IFN-y smanjen.
Brojnost ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova je znatno veca kod pacova tretiranih
antibioticima u odnosu na netretirane, ali samo u ranoj induktivnoj fazi (Cetvrti
d.p.i.). Za razliku od toga, brojnost ¢elija u GALT-u se ne razlikuje izmedu
grupa ni u jednom posmatranom terminu.

Zastupljenost CD4" T limfocita u ¢elijama GALT-a je bez statisticki znacajne
razlike izmedu grupa, u svim posmatranim vremenskim tackama.

Celije drenirajuéih limfnih &vorova AO pacova tretiranih antibioticima
produkuju vise IFN-y i IL-17, ali ne i IL-10. U ¢elijama mezenteri¢nih limfnih
¢vorova neimunizovanih Zivotinja nema razlike u produkciji citokina, dok se na
7 d.p.i. produkcija IFN-y povecava kod tretiranih Zivotinja, a promena u IL-17 1
IL-10 nema.

Kod zivotinja tretiranih antibioticima ima manje Treg u Pejerovim plo¢ama,
nego u Pejerovim plocama kontrolnih Zivotinja pre imunizacije. Nakon
imunizacije dolazi do smanjenja udela Treg u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima
(Cetvrtog d.p.i.), mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima (Cetvrtog i sedmog d.p.i.) i
Pejerovim plocama (Cetrtog 1 14 d.p.i.) usled primene antibiotika.

Sastav mikrobiote AO pacova se znacajno menja antibiotskim tretmanom.
Promena je najuocljivija u Cetrtoj nedelji zivota, kada je prekinuto davanje
antibiotika. Promene su manje izraZzene u kasnijim nedeljama, §to ukazuje da su

promene u sastavu mikrobiote izazvane antibioticima prolazne.
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e Nakon izvrSenog transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove dolazi do
ublazavanja simptoma EAE-a kod DA pacova. Koncentracija IL-17 je smanjena
u homogenatima ki¢menih mozdina pacova kojima je izvrSen transfer, dok se
koncentracija IFN-y ne razlikuje izmedu tretirane i kontrolne grupe.

e Uocava se razlika u celularnosti drenirajuéih limfnih ¢vorova izmedu grupa, gde
je transfer mikrobiote doveo do smanjenja brojnosti ¢elija u induktivnoj fazi
bolesti.

e Udeo Treg je veci u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima 1 mezentericnim limfnim
¢vorovima tretiranih Zivotinja u svakom posmatranom vremenskom terminu.

e Transfer crevne mikrobiote iz AO u DA pacove je znafajno izmenio diverzitet
crevne mikrobiote tretiranih pacova. NaroCito je izmenjen diverzitet
mlecnokiselinskih bakterija u periodu od odvajanja od majki, da bi u vreme
imunizacije doSlo do smanjenja sli¢nosti izmedu AO pacova i DA pacova
kojima je izvrSen transfer. U piku bolesti, slicnost ponovo raste, §to je verovatno

usled dejstva imunskih mehanizama na sastav mikrobiote.

Osnovna hipoteza ove doktorske disertacije je da se GALT 1 mikrobiota creva razlikuju
kod sojeva pacova kod kojih postoji suprotnost u podloznosti na indukciju EAE-a, a da
se modulacijom mikrobiote creva i sledstvenim promenama u sastavu i funkcionisanju
GALT-a moze prevazi¢i otpornost AO pacova na EAE-a. Na osnovu dobijenih rezultata
nedvosmisleno se moze zakljuciti da postoje razlike na nivou GALT-a 1 mikrobiote
creva izmedu AO pacova koji su otporni na indukciju EAE-a i DA pacova koji su
podlozni indukciji EAE-a. Osim toga, modulacija mikrobiote creva primenom
antibiotika je dovela do naruSavanja otpornosti AO pacova na EAE-a. Promene u
crevnoj mikrobioti su pracene 1 promenama u CNS-u, drenirajué¢im limfnim ¢vorovima i
GALT-u. Ovo neosporno ukazuje na znacaj crevne mikrobiote u autoimunskim
procesima u CNS-u. S druge strane je u eksperimentima u kojima je uraden transfer
crevne mikrobiote AO pacova, koji su otporni na indukciju EAE-a, u DA pacove, koji
su podlozni indukciji EAE-a, pokazano da crevna mikrobiota moZe dovesti do
ublazavanja simptoma EAE-a. 1z ovoga se moze predloZziti modulacija mikrobiote creva

u terapiji multiple skleroze kao nov i obecavajuéi pristup.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucanu-a CysaHa CtaHucasrbesuh

Opoj nHpekca 63014/2014

UsjaBrbyjem
a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

«Ynora MykpobuoTe n NMMdHOr TKMBa LpeBa Y OTNOPHOCTU NaLoBa coja AnbuHo
Oxkcdopa Ha MHAYKLUM]Y eKcrepMMeHTanHOr ayToOMMYHCKOr eHuedanomMmmjenmtuca

e pe3yntat CoOnCTBeHOr UCTpaxnBadkor pana,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LenvHU HU Y AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujakbe OMNO KOje OunNnoMe npema CTyaujCKMM nporpamuMma gpyrux
BMCOKOLLIKOJFICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHUN U

e [a HMCaM KpLiMo/nma ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENeKTyamnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 04.05.2018.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa CysaHa CtaHucasibesuh

Bpoj nHpekca 53014/2014

Ctyavjcku nporpam Buonoruwja- umyHoburonoruja

Hacrnos paga _«Ynora MmkpobunoTte n numdHOr TKMBa LipeBa Y OTNOPHOCTU NaLoBa
coja AnouHo Okcdopa Ha MHAVKLW]Y ekcnepyuMeHTanHor ayTouMyHCKor
eHuedanommjenutTnca»

MeHTOp ap bophe MurbkoBuh

MotnucaHwu/a

W3sjaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr pada MCTOBETHA ENEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[os3sorbaBam ga ce objaBe MoOjM NMYHM nodaun Be3aHu 3a Aobujawe akagemcKor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3ume, rogmHa u Mecto pohewa n gatym
oabGpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpEXHMM CcTpaHuuama aurmtanHe
BubnmoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory n 'y nybnukauvjama YHusep3auteTa y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 04.05.2018.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [AurntanHu
penosvtopmnjym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

«Ynora MmkpobuoTe n NIMMdHOr TKMBAa LpeBa Y OTNOPHOCTU NaLoBa coja AnbuHo
Okcdopa Ha MHAOYKUM|Y ekcnepuMeHTanHor ayToMmMyHCKor eHuedanommjenutmcan

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM dopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaunjy noxpaweHy y OurntanHm penosmtopujym YHueepsnteTa
y Beorpagy mory fa kopucrte cBu koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4dno/na.

1. AyTOopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCrioBuma
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTopcTBO — AennTn nog UCTUM ycrioBnma

(MonMmo pa 3aoKkpyxuTe camo jedHy OA LecT NoHyheHux nuueHun, Kpatak onuc
nUuUeHuM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 04.05.2018.




1. AytopctBo - [lo3BosrbaBaTe yMHOXaBahwe, AUCTPUOYLM)y M jaBHO caonwiTaBake
aena, 1 npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ofapeheH o cTpaHe aytopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak 1y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
NUUEHLUM.

2. AyTopcTBO — HEekomepuujanHo. [Jo3sorbaBaTte yMHOXaBawe, QUCTPpUbyLumnjy 1 jaBHO
caornwtaesawe gena, v npepage, ako ce HaBefe Mme aytopa Ha HayuH ofpefeH oa
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 0O3BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AytopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBaH€,
ANCcTpnbyumnjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WNn
ynoTpebe gena y cBOM feny, ako Ce HaBede MMe ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M NpaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — OennTtu nog uctum ycrnosuma. [o3BosrbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwTaBawe gerna, v npepage, ako ce HaBefe
nMe aytopa Ha HadvH odpefeH oA cTpaHe ayTopa unu gasBaola NuUueHLe M ako ce
npepaga Auctpubympa nog WCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe aena, 6e3 npoMmeHa, npeobnukoBara unmn ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - Jdenutu noa WCTUM ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe,
ANCTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM UM cnuyHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO INnLeHuama OTBOPEeHOr Koaa.



