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Uticaj različitih ekstrakata krastavca (Cucumis sativus L. cv. Chinese long) na 

encefalitogeni potencijal T limfocita pacova u eksperimentalnom autoimunskom 

encefalomijelitisu 

Sažetak 

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je model multiple skleroze (MS), 

hronične inflamatorne bolesti centralnog nervnog sistema (CNS). Osnovne patogene 

populacije u EAE su efektorski T limfociti koji produkuju interferon-γ (Th1) ili 

interleukin-17 (Th17) i aktivirani makrofagi koji dovode do oštećenja CNS. Imajući u 

vidu da krastavac (Cucumis sativus) predstavlja bogat izvor sekundarnih metabolita kao 

što su polifenoli i kukurbitacini, u ovoj studiji je po prvi put ispitivano dejstvo različitih 

ekstrakata krastavca na encefalitogeni potencijal T limfocita, efektorske funkcije 

makrofaga i antigen-prezentujuću aktivnost dendritskih ćelija (DĆ). Rezultati su 

pokazali da ekstrakt lista krastavca (ELK) ostvaruje najpotentnije dejstvo, inhibirajući 

produkciju IFN-γ i IL-17 od strane encefalitogenih T limfocita, modulišući signalne 

puteve Nf-κB i p38 (MAPK). Pored toga, ELK je ostvario inhibitorno dejstvo na 

efektorske funkcije makrofaga i antigen-prezentujuću aktivnost DĆ u koncentracijama 

koje nisu pokazale citotoksičnost na embrione zebrice (Danio rerio) in vivo. Dalje, ELK 

je uspešno inhibirao encefalitogene T limfocite nakon in vivo primene u EAE. 

Kvantitativna i kvalitativna analiza ELK metodom masene spektrometrije potvrdila je 

prisustvo 37 različitih jedinjenja od kojih su kukurbitacini bili najzastupljenija 

jedinjenja. Shodno tome, ispitana su i imunomodulacijska dejstva kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na glavnim imunskim ćelijama uključenim u patogenezu EAE. Ova 

ispitivanja su potvrdila dejstva ELK, sugerišući da su kukurbitacini, kao glavni 

konstituenti ovog ekstrakta, barem delimično odgovorni za ostvarena dejstva ELK. 

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na to da ekstrakt lista krastavca i 

kukurbitacini ostvaruju snažne antiencefalitogene efekte u modelu EAE i ukazuju na 

važnost dodatnih istraživanja u cilju pronalaženja odgovarajućih tretmana autoimunosti 

CNS.  

Ključne reči: eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, encefalitogene T ćelije, 

ekstrakt lista krastavca, kukurbitacini 

Naučna oblast: Biologija, Imunologija 



 
 

Effects of different Cucumber extracts (Cucumis sativus L. cv. Chinese long) on the 

encephalitogenic pontential of T lymphocytes in experimental autoimmune 

encephalomyelitis 

Abstract 

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model of multiple 

sclerosis (MS), a chronic inflammatory disease of the central nervous system (CNS). T 

lymphocytes, which produce interferon-γ (Th1) or interleukin-17 (Th17), and activated 

macrophages, that lead to CNS damage, are the major pathogenic cell populations in 

EAE. Having in mind that cucumber (Cucumis sativus) is a rich source of secondary 

metabolites such as polyphenols and cucurbitacins, in this study, for the first time, the 

effects of various cucumber extracts were investigated on encephalytogenic T 

lymphocytes, effector function of macrophages and antigen-presenting activities of 

dendritic cells (DC). The results show that cucumber leaf extract (CLE) expresses the 

most potent effect by inhibiting the production of IFN-γ and IL-17 in encephalytogenic 

T lymphocytes, through modulation of signaling pathways Nf-κB and p38 (MAPK). 

Additionally, CLE imposes an inhibitory effect on the effector functions of 

macrophages and antigen-presenting activity of DC in concentrations that do not show 

cytotoxicity in zebrafish (Danio rerio) in vivo. Also, CLE inhibits generation of 

encephalitogenic cells in vivo. Phytochemical analysis of CLE, characterized by mass 

spectrometry, confirmed the presence of 37 different compounds, among which 

cucurbitacins were the most abundant compounds. Hence, the immunomodulatory 

effects of cucurbitacin B and cucurbitacin E were also examined on the major immune 

cells involved in EAE pathogenesis. The obtained results confirm the effects of CLE, 

suggesting that cucurbitacins are, at least partially, responsible for its effects. The 

results of this doctoral dissertation indicate that the cucumber leaf extract and its major 

constituents cucurbitacins have anti-encephalitogenic effects in the EAE model, 

Moreover, they suggest the importance of additional research towards novel highly 

efficient CNS autoimmunity treatments. 

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, encephalitogenic T cells, 

cucumber leaf extract, cucurbitacins 

Research area: Biology, Immunology 
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1. Uvod  
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1.2.   Multipla skleroza, etiologija i rizici 

 

Procenjuje se da oko 2.5 miliona ljudi širom sveta boluje od multiple skleroze (MS), 

hronične inflamacijske bolesti centralnog nervnog sistema (CNS), koja izaziva ozbiljne 

motorne i senzorne neurološke disfunkcije. Multipla skleroza je učestalija u ženskoj 

populaciji i pogađa najčešće mlade odrasle osobe (Compston i Coles, 2008). Bolest se 

manifestuje na različite načine koji uključuju senzorne, pre svega vizuelne smetnje, 

motorne disfunkcije, umor, bolove i kognitivne poremećaje (Compston i Coles, 2008). 

Kliničke manifestacije bolesti su posledica lezija unutar CNS (Kearney i sar., 2015). 

Ove lezije su glavna odlika MS i nastaju usled infiltracije imunskih ćelija u CNS koju 

predvode CD4
+
 T limfociti reaktivni na antigene CNS. Kada dospeju unutar CNS, ove 

ćelije pokreću inflamaciju, demijelinizaciju, gliozu i degradaciju aksona što dovodi do 

prekida u prenosu nervnih signala i manifestacije bolesti (Frischer i sar., 2009). Zbog 

ovakve imunske reaktivnosti koja narušava strukturu i finkcije CNS, multipla skleroza 

se smatra autoimunskom bolešću, a autoreaktivni CD4
+
 T limfociti koji reaguju na 

antigene CNS osnovnom encefalitogenom populacijom imunskih ćelija.  

Najčešća forma MS koja se javlja kod više od 85% pacijenata je relapsno-remitentna 

MS (RRMS). Karakterišu je inicijalne epizode neuroloških disfunkcija koje su praćene 

periodom remisije i kliničkog oporavka da bi se ciklus relapsa i remisije stalno 

smenjivao tokom bolesti. Relapsi su povezani sa inflamacijom CNS i demijelinizacijom 

koje su prepoznatljive na magnetnoj rezonanci kao lezije u beloj masi CNS (Kutzelnigg 

i Lassmann, 2014). Međutim, poboljšanja tokom svake remisije se smanjuju kako se 

oštećenja CNS nagomilavaju pa približno 80% pacijenata razvije sekundarnu 

progresivnu MS nakon 10 – 20 godina od uspostavljene dijagnoze. U sekundarnoj 

progresivnoj MS inflamacijske lezije više nisu karakteristične, a progresivni tok bolesti 

je posledica atrofije CNS tj. smanjenja zapremine mozga i gubitka aksona. Svega 10% 

pacijenata razvije primarno-progresivnu bolest, kod koje se stanje pacijenata konstantno 

pogoršava bez prisutnih remisija. Pored pobrojanih formi MS, postoje i retke forme kao 

što je progresivno-relapsna i pedijatrijska bolest, kao i tumefaktivni oblik MS koji 

uključuje posebno agresivnu formu Marburg MS. Sa druge strane, postoje i benigne 

forme bolesti, gde tokom dugog niza godina ne dolazi do nastajanja trajnih neuroloških 

deficita (Dendrou i sar., 2015). 
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Kako se karakterizacija različitih formi MS vremenom unapređuje, glavni izazov je 

odrediti da li različite forme bolesti mogu biti klasifikovane kao jedinstvene bolesti i da 

li bi takav pristup imao uticaja na razumevanje patofizioloških mehanizama i terapijsku 

primenu (Dendrou i sar., 2015). Dobar primer neophodnosti pravilne klasifikacije 

bolesti je optički spinalni encefalitis (OSE) koji se smatrao formom multiple skleroze 

(Lennon i sar., 2004). Međutim, zahvaljujući detaljnom izučavanju patogeneze OSE, 

utvrđeno je da je ova bolest zapravo posledica imunske reaktivnosti na akvaporin 4 u 

astrocitima (Lennon i sar., 2005). Takođe, pokazano je da je klasična terapija MS 

kontraindikovana kod pacijenata obolelih od OSE (Miller i sar., 2008). Pretpostavlja se 

da će i druge forme MS biti definisane kao posebne bolesti na osnovu specifičnosti 

njihove etiopatogeneze i da će se zahvaljujući tome unaprediti i njihova terapija. 

Tačan uzrok MS još uvek je nepoznat. Takođe, ne zna se da li on varira od pacijenta do 

pacijenta. Ali ono što se pretpostavlja je da se bolest razvija kod genetički podložnih 

osoba na slučajan način pod uticajem različitih faktora spoljašnje sredine. Genetičke 

varijante čine oko 30% rizika za nastanak bolesti, kolika je i verovatnoća da će 

monozigotni blizanac dobiti ovu bolest ukoliko je drugi već ima. Studije genetičkih 

asocijacija na čitavom genomu (GWAS, od eng. Genome-Wide Association Studies) su 

pokazale da je više od 100 genskih regiona povezano sa MS (Miller i sar., 2008). 

Uprkos činjenici da faktori spoljašnje sredine većim udelom doprinose riziku nastanka 

bolesti, malo je urađeno na tom polju iz razloga što je interpretacija uzročnika faktora 

sredine veoma kompleksna, a ponekad i zbunjujuća kada su u pitanju npr. epidemiološki 

podaci (Brodin i sar., 2015) (Belbasis i sar., 2015). Bez jasnih faktora spoljašnje sredine 

koji bi uzrokovali MS i dalje ostaje pitanje da li je pokretač za nastanak bolesti na 

periferiji ili u samom CNS. U modelu koji podržava stanovište da je pokretač za 

nastanak MS na periferiji pretpostavka je da autoreaktivne T ćelije koje se aktiviraju na 

periferiji različitim mehanizmima (molekulska mimikrija (Harkiolaki i sar., 2009) 

(Münz i sar., 2009) (Olson i sar., 2005), bistandardna aktivacija ili ko-ekspresija T 

ćelijskog receptora (TCR, od eng. T Cell Receptor) različitih specifičnosti (Ji i sar., 

2010)) dospevaju do CNS zajedno sa aktiviranim B ćelijama i monocitima.  
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Alternativno, događaji u samom CNS mogu da budu pokretač za razvoj bolesti, pri 

čemu se infiltracija autoreaktivnih limfocita dešava kao sekundarni fenomen. Ovi 

primarni događaji u CNS bi mogli biti virusna infekcija, neurodegeneracija ili 

oligodendropatija (Heneka i sar., 2014).  

Kada se govori o genetičkim predispozicijama za MS, većina „rizičnih“ gena pripada 

genima imunskog sistema. Zbog toga, uočeno preklapanje u genskim regionima 

povezanim sa MS i drugim autoimmunskim bolestima nije iznenađujuće (Beecham i 

sar., 2013), pa samim tim opravdano može da se posumnja da su predispozicije za MS u 

stvari u imunskom sistemu, što na kraju i podržava model koji objašnjava da inicijacija 

MS nastaje na periferiji, a ne u CNS. Analize bazirane na traganju za genima 

kandidatima, izdvojile su interleukin(Il)-2, interferone (Ifn) i Nf-κb bitnim za nastanak 

bolesti (Taşan i sar., 2015). Međutim, pronađene saglasnosti ne znače nužno i uzrok za 

nastanak bolesti. Do danas, nekoliko genskih alela je označeno genetičkim 

determinantama za nastanak bolesti. To su: HLA-A*02:01 i HLA-DRB1*15:01 (Friese i 

sar., 2008) (Gregersen i sar., 2006) kao i aleli koji kodiraju α lance receptora citokina 

IL-2 i IL-7 (IL-2Rα i IL-7Rα) (Hartmann i sar., 2014) (Dendrou i sar., 2009) (Gregory i 

sar., 2007) (Lundström i sar., 2013). Ova otkrića govore o ulozi mehanizma centralne 

tolerancije kao i u razlikama u efektorskim funkcijama T ćelija na periferiji zbog 

izmenjene osetljivosti na citokine, produkciju citokina i homeostatsku proliferaciju, a 

sve u kontekstu predispozicija za nastanak MS. Iako je i dalje ograničen, sadašnji stav u 

vezi sa genskim polimorfizmima asociranim sa MS je da varijante gena HLA 

prvenstveno definišu antigensku specifičnost u CNS utičući na repertoar T ćelija, dok 

druge genske varijante utiču na prag aktivacije imunskih ćelija, pa samim tim i na 

verovatnoću nastanka autoimunosti CNS. Pored toga, ne treba zaboraviti ni epigenetičke 

faktore koji značajno doprinose regulaciji genske ekspresije i faktorima rizika za 

nastanak MS. 

Ako se govori o faktorima sredine koji doprinose nastanku bolesti, oni se mogu svrstati 

u dve kategorije. Prvoj kategoriji pripadaju faktori koji su direktno uključeni u 

aktiviranje autoreaktivnih T ćelija i toj kategoriji pripadaju obrazci virusa i obrazci 

mirkroorganizama koji mehanizmom molekulske mimikrije doprinose aktiviranju ovih 

ćelija (Harkiolaki i sar., 2009) (Münz i sar., 2009) (Olson i sar., 2005). 



5 
 

Dalje, faktori sredine mogu da dovedu do narušavanja centralne tolerancije i stvaranja 

novih autoantigena (Scally i sar., 2013) ili do modifikacije i oslobađanja postojećih kao 

što je to slučaj kod Tejlorovog mišijeg modela virusnog encefalomijelitisa (Münz i sar., 

2009) (Miller i sar., 1997). Drugoj kategoriji pripadaju spoljašni faktori sa 

imunomodulacijskim aktivnostima, koji utiču na prag aktivacije autoreaktivnih T ćelija 

stvarajući proinflamacijski milje. Zanimljivo je da npr. periferna inflamacija izazvana 

nekom infekcijom može direktno da utiče na CNS tako što citokini sekretovani na 

periferiji aktiviraju aferentne nervne završetke, cirkumventrikularne organe i 

perivaskularne makrofage u CNS (Dantzer i sar., 2008), dok ćelije urođene imunosti u 

horoidnom pleksusu mogu da odgovore na molekulske obrazce asocirane sa patogenima 

(PAMP, od eng. Pathogen-Associated Molecular Pattern) (Quan i sar., 1998) (Vitkovic i 

sar., 2000). Pored toga, u ovakvom proinflamacijskom miljeu može doći i do aktivacije 

mikroglije u CNS. Ovaj fenomen postavlja pitanje da li, u nekim slučajevima, MS može 

biti rezultat periferne inflamacije koja pokreće mikroglijom indukovanu 

neurodegeneraciju, bez potrebe za prethodnim aktiviranjem autoreaktivnog odgovora. 

Do danas, faktori sredine za koje postoje mnogi pokazatelji da su uključeni u razvoj MS 

spadaju nedostatak vitamina D, humani citomegalovirus (Belbasis i sar., 2015), 

poremećen cirkadialni ritam (Hedström i sar., 2011). Pušenje i Epštajn-Barov virus 

(EBV) i dalje ostaju kao najpotvrđeniji doprinosioci MS (Belbasis i sar., 2015) iako 

njihov doprinos ukupnom riziku nastanka MS nije ništa veći od bilo kog pojedinačnog 

genskog faktora (Belbasis i sar., 2015). Pored toga što se o ulozi humanih virusa u 

nastanku MS sve više pridaje važnosti, razumevanje njihovog uticaja je još uvek 

nedovoljno ispitano (Virgin, 2014). Isto je i sa mikrobiomom creva, čiji genom je oko 

100 puta veći od humanog i čije promene sastava su i te kako pod uticajem faktora 

sredine (Yatsunenko i sar., 2012). Studije na životinjskim modelima MS su pokazale da 

promene u mikrobioti creva mogu da izmene incidencu i jačinu inflamacije CNS, kao i 

same posledice bolesti (Berer i sar., 2011). Međutim, direkta veza između mikrobiote i 

MS kod ljudi još uvek nije potvrđena. 
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1.2.   Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis  

 

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je najbolje okarakterisan i 

najčešće korišćen životinjski model MS. Prvi put je opisan pre više od 75 godina i može 

se indukovati aktivno ili pasivno u različitim osetljivim vrstama i sojevima glodara i 

primata (Rivers i Schwentker, 1935). Aktivna indukcija podrazumeva imunizaciju 

homogenatom tkiva CNS ili specifičnim antigenima CNS, kao što su bazni protein 

mijelina (MBP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein (MOG), proteolipidni protein 

(PLP), kao i peptidima ovih proteina koji su emulgovani u odgovarajućem adjuvansu 

(Gold i sar., 2006). Alternativno, bolest može biti izazvana transferom encefalitogenih 

CD4
+
 T ćelija dobijenih iz limfnih organa životinja kod kojih je prethodno uspostavljen 

aktivan EAE. Ovakav postupak se naziva pasivna indukcija EAE (Ben-Nun i sar., 

1981).  

Kliničke manifestacije EAE zavise od vrste i soja životinja, ali i od načina indukcije 

(Simmons i sar., 2013). Karakterišu ga pareza ili paraliza, koje se šire od repa, preko 

zadnjih i prednjih udova, dovodeći u teškim slučajevima, do smrti eksperimentalne 

životinje. U EAE se inflamacija predominantno dešava u kičmenoj moždini životinja što 

izaziva paralizu. Iako ovaj model obezbeđuje mnoge uvide u inflamaciju CNS, 

nedostatak inflamacije u mozgu je osnovna razlika u odnosu na pacijente obolelih od 

MS. Međutim razvijen je model EAE koji se odlikuje inflamacijom i u mozgu i u 

kičmenoj moždini. U pitanju je model EAE u C3HeB/FeJ miševima (Stromnes i sar., 

2008). Pored klasičnog modela indukcije EAE imunizacijom, genetičkim inženjeringom 

su razvijeni životinjski modeli kod kojih se EAE može razviti spontano jer njihovi 

limfociti eksprimiraju T ćelijske receptore i/ili antitela specifična za antigene mijelina 

(Krishnamoorthy i sar., 2007). Postoje i životinjski modeli kod kojih je proces 

demijelinizacije u CNS izazvan hemijski (kuprizonom, etidijum bromidom, 

lizolecitinom) ili virusom (TMEV, od eng. Theiler's Murine Encephalomyelitis Virus ili 

mišjim virusom hepatitisa) (Rodriguez, 2007). 

Osnovni nedostatak EAE, kao modela MS, je što ne prikazuje čitav spektar 

inflamacijskih mehanizama i neurodegeneracija koje se mogu uočiti kod MS. Dalje, 

većina sojeva, uključujući i najkorišćeniji soj C57BL/6 pokazuje monofazni tok bolesti. 
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Međutim, dostupni su sojevi koji ostvaruju relapsno-remitentni i progresivni model 

bolesti (Simmons i sar., 2013). Pored spomenute razlike u mestima inflamacije CNS 

kod pacijenata obolelih od MS i životinja kojima je indukovan EAE, infiltrati imunskih 

ćelija unutar CNS se bitno razlikuju u modelu EAE i MS. Tako je zbog imunizacijskog 

režima CD4
+
 T ćelijski odgovor dominantan u EAE, dok su u MS najviše zastupljene 

CD8
+
 T ćelije (Babbe i sar., 2000). Isto tako, kao problem se javlja i genetička 

heterogenost koja postoji kod obolelih od MS, ali ne i kod EAE modela gde se koriste 

inbredni sojevi životinja (Mix i sar., 2010). Iako ovi i drugi problemi ograničavaju 

interpretaciju rezultata, EAE doprinosi rasvetljavanju složenosti i heterogenosti same 

MS, pogotovo ako se različiti modeli EAE proučavaju paralelno.  

 

1.3. Imunopatogeneza multiple skleroze i eksperimentalnog autoimunskog 

encefalomijelitisa 

 

Objašnjenje patogeneze MS koje podržava stanovište da bolest nastaje na periferiji u 

saglasnosti je sa metodom indukcije EAE u kome antigeni CNS, emulgovani u smešu za 

imunizaciju, kada se ubrizgaju životinji dovode do nastanka bolesti. Primena antigena 

dovodi do lokalnog aktiviranja antigen-prezentujućih ćelija (dendritskih ćelija (DĆ), 

makrofaga), preuzimanja antigena od strane ovih ćelija i prezentaciju naivnim T 

limfocitima u drenirajućim limfnim čvorovima (DLČ). Naivne CD4
+
 T ćelije pomoću 

svog TCR prepoznaju antigen koji je prikazan u sklopu glavnog kompleksa tkivne 

podudarnosti II (MHC II, od eng. Major Histocompatibility Complex II) od strane 

antigen prezentujućih ćelija (APĆ). Nakon toga, vođenje specifičnim ko-stimulatornim 

signalima i citokinskim miljeom okolne sredine, ove ćelije se aktiviraju i diferenciraju u 

encefalitogene pomoćničke subpopulacije Th1 i Th17 (Th od engl. T helper) (Hafler i 

sar., 2005) (Kapadia i Sakic, 2011). Th1 i Th17 ćelije napuštaju DLČ, ulaze u 

cirkulaciju i dospevaju do CNS gde se reaktiviraju dejstvom lokalnih antigen-

prezentujućih ćelija, što dalje dovodi do regrutovanja imunskih ćelija na mesto 

inicijalne infiltracije i širenja inflamacije u CNS (McMahon i sar., 2005) (Ransohoff i 

sar., 2003) (Slika 1). Pokazano je da različiti citokini indukuju diferencijaciju Th1 i 

Th17 ćelija sa različitim fenotipom i funkcijama (Sonar i Lal, 2017).  
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Tokom aktiviranja TCR, u prisustvu citokina IL-12 i IFN-γ dolazi do aktiviranja 

signalnih puteva IL-12/STAT4 i IFN-γ/STAT1 unutar T ćelija, čija posledica je 

produkcija proteina regulatora ekspresije gena T-bet, koji je odgovoran za 

diferencijaciju T ćelija u Th1 subpopulaciju (Szabo i sar., 2000) (Thieu i sar., 2008). 

Th1 ćelije produkuju citokine IFN-γ i faktor nekroze tumora (TNF, od eng. Tumor 

Necrosis Factor) koji u uslovima inflamacije aktiviraju makrofage i pomažu eliminaciju 

unutarćelijskih bakterija i virusa (Knochelmann i sar., 2018). Međutim, prekomerna 

aktivacija i funkcionisanje ovih ćelija povezana je sa patogenezom EAE, MS i drugim 

autoimunskim bolestima (Yang i sar., 2009). 

 

 

 
Slika 1. Shematski prikaz imunopatogeneze EAE. Objašnjenje u tekstu. 

 

Th1 ćelije su dugo vremena smatrane efektorskim ćelijama u indukciji EAE (Sospedra i 

sar., 2005). Adoptivni transfer Th1 ćelija može da indukuje EAE, a miševi deficijentni u 

regulatornom proteinu T-bet su rezistentni na indukciju EAE (Bettelli i sar., 2004).  
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Međutim, otkrićem da je citokin IL-23 neohodan za razvoj EAE (Becher i sar., 2002), 

došlo se do otkrića Th17 ćelija koje su zavisne od prisustva IL-23 i koje mogu da 

indukuju EAE (Cua i sar., 2003). U mnogim EAE modelima, bolest indukovana Th17 

ćelijama ispoljava mnogo jaču kliničku sliku nego ona indukovana Th1 ćelijama 

(Langrish i sar., 2005a) (Jäger i sar., 2009). Th17 ćelije se uglavnom nalaze u 

mukoznim mestima kao što su gastrointestinalni trakt i pluća. Ove ćelije sekretuju 

različite citokine, kao što su IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 i faktor stimulacije rasta 

granulocita i makrofaga (GM-CSF, od eng. Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor) (Stadhouders i sar., 2018).  

ROR-γt je glavni regulatorni protein koji učestvuje u diferencijaciji Th17 ćelija i 

direktno indukuje ekspresiju citokina IL-17A/F (Ivanov i sar., 2006). Konvencionalne 

Th17 ćelije nastale u prisustvu TGF-β1 i IL-6 su nepatogene u EAE i imaju ulogu u 

održanju homeostaze mukoze i antibakterijsku funkciju (McGeachy i sar., 2007). 

Međutim, nekoliko drugih faktora kao što su IL-1β, IL-23 i TGF-β3 se definišu kao 

faktori koji favorizuju jako patogene Th17 ćelije u EAE (Langrish i sar., 2005b) 

(Ghoreschi i sar., 2010) (Stockinger i Omenetti, 2017). Regulatorni protein STAT3 je 

posebno neophodan za odgovor ćelije na IL-6 i IL-21. Na molekulskom nivou, STAT3 

stimuliše ekspresiju ROR-γt koji je potreban za diferencijaciju Th17 ćelija. STAT3 

takođe podiže ekspresiju receptora IL-23 (IL-23R), nepohodnog za razvoj Th17 i 

citokina IL-17 potrebnog za efektorske funkcije ove ćelijske populacije (Nurieva i sar., 

2007) (Ivanov i sar., 2006). Diferencijacija naivnih T ćelija u različite subpopulacije 

takođe je regulisana molekulima mikroRNK (miRNK) (Teteloshvili i sar., 2015). 

miRNK predstavljaju veliku familiju RNK molekula dužine oko 22 nukleotida čija se 

uloga ogleda u post-transkripcionoj regulaciji genske ekspresije kod životinja i biljaka 

(Krol i sar., 2010) (Eulalio i sar., 2008). Tako je pokazano da miR-146a kontroliše Th1 

diferencijaciju dok miR-155 i miR-326 učestvuju u diferencijaciji Th17 ćelija (Hu i sar., 

2013).  

Mnoga istraživanja rađena su na ispitivanju uloge Th1 i Th17 ćelija u EAE i MS. Obe 

ćelijske populacije, i Th1 i Th17 su identifikovane i u CNS i cerebrospinalnoj tečnosti 

(CSF, od eng. Cerebrospinal Fluid) pacijenata sa MS (Link i sar., 1992) (Kebir i sar., 

2007a).  
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Međutim, nije najjasnije da li i kako ove ćelijske subpopulacije korelišu sa različitim 

tipovima patologije i obrascima inflamacije. Različite studije su pokazale različitu 

predominantnost jedne ili druge ćelijske populacije u ranoj fazi bolesti kao i tokom 

relapsa i progresije (Frisullo i sar., 2008) (Tzartos i sar., 2008). Studija koja je ispitivala 

udeo Th1 i Th17 ćelija tokom remisije i relapsa, pokazala je da najveći deo T ćelija u 

CSF produkuje IFN-γ, a da se broj Th17 ali ne i Th1 značajno povećava tokom perioda 

relapsa u odnosu na remisiju (Brucklacher-Waldert i sar., 2009). Isto tako, pokazano je 

da pacijenti oboleli od RRMS koji imaju lezije predominantno u kičmenoj moždini 

poseduju značajno viši odnos Th17:Th1 ćelija u odnosu na pacijente sa lezijama 

predominantnim u mozgu (Johnson i sar., 2016). Adoptivni transfer Th1 vs Th17 ćelija 

u EAE pokazao je da T ćelije utiču i na sastav i na lokalizaciju infiltrata u CNS. Th1 

ćelije indukuju produkciju hemokinskih liganda CXCL9 i CXCL10 u CNS, koji 

privlače monocite u CNS. Sa druge strane, Th17 ćelije indukuju CXCL1 i CXCL2 

ekspresiju i na taj način više privlače neutrofile u infiltrate CNS (Kroenke i sar., 2008). 

Pored toga, klinički simptomi Th1 i Th17 posredovanog EAE su različiti. Tako Th1 

ćelije indukuju klasični EAE dok Th17 indukuju raznovrsne atipične siptome povezane 

sa paralizom repa i zadnjih ekstremiteta kao što su ataksija, defekti u propriocepciji i 

kotrljanje (Stromnes i sar., 2008) (Domingues i sar., 2010). Zbog toga, Th1 i Th17 ćelije 

deluju kao ključne odrednice sastava infiltrata i obrazca inflamacije u CNS. Međutim, 

zbunjujući faktor u istraživanjima Th1 i Th17 ćelija u EAE bio je uočena plastičnost u 

produkciji citokina od strane ovih ćelija. Naime, Th17 ćelije mogu istovremeno da 

eksprimiraju regulatorne proteine ROR-γt i T-bet i da produkuju oba citokina IL-17 i 

IFN-γ (Abromson-Leeman i sar., 2009). Ovakva plastičnost se pokazala kao jako 

patogena u modelu EAE (Peters i sar., 2011). Takođe, postoje i dokazi da i Th1 ćelije 

mogu da eksprimiraju IL-17 (Kurschus i sar., 2010) i da su IL-17
+
IFN-γ

+
 T ćelije 

detektovane i u mozgu pacijenata obolelih od MS (Kebir i sar., 2009). “Fate-mapping” 

studije u EAE korišćenjem “reporter” miša kod kojeg je moguće pratiti produkciju IL-

17 u vremenu, pokazale su da do dve trećine ćelija infiltrisanih u CNS u nekom trenutku 

produkuju IL-17, da bi u sledećem produkciju IL-17 zamenila produkcija IFN-γ (Hirota 

i sar., 2011). Ove “ex-Th17” ćelije smanjile su produkciju IL-17 i ROR-γt i povećale 

produkciju receptora IL-12 na način zavisan od IL-23.  
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Da bi se detaljnije ispitao uticaj citokina IFN-γ i IL-17 u patogenezi EAE, napravljeni 

su EAE modeli koji su deficijentni u ovim citokinima. Bez obzira na činjenicu da Th1 

ćelije mogu da indukuju EAE, studije su pokazale da IFN-γ nije neophodan za nastanak 

EAE i da čak može imati supresivnu aktivnost (Ferber i sar., 1996a) (Wensky i sar., 

2005). Na primer, primena IFN-γ direktno u CNS promoviše inflamaciju (Simmons i 

Willenborg, 1990) (Sethna i Lampson, 1991) dok administracija antitela koja blokiraju 

IFN-γ pojačava EAE (Billiau i sar., 1988). EAE je takođe pogoršan kod miševa kojima 

nedostaju geni koji kodiraju za citokin IFN-γ, njegov receptor (IFN-γR) i p35 

subjedinicu IL-12, što sugeriše na protektivnu ulogu ovog citokina u neuroinflamaciji 

(Steinman, 2007). Međutim, pilot studija gde je IFN-γ davan MS pacijentima 

obustavljena je iz raloga što su se simptomi bolesti pogoršali, ukazujući na to da ovaj 

citokin ipak deluje proaktivno na samu bolest (Panitch i sar., 1987).  

Iako je pokazano da IL-17 nije obavezan za indukciju EAE (Haak i sar., 2008), takođe 

je pokazano da Th17 ćelije izazivaju jače manifestacije bolesti EAE, i modeli koji su 

deficijentni u citokinu IL-17 i njegovom receptoru (IL-17R) odlikovali su se smanjenom 

incidencom i jačinom bolesti, kao i odloženim početkom bolesti (Hofstetter i sar., 2005) 

(Hu i sar., 2010). S obzirom na rezultate ovih istraživanja, urađene su kliničke studije sa 

ciljem neutralisanja IL-17 kod pacijenata. Rezultati su pokazali da je primena anti-IL-17 

antitela kod pacijenata obolelih od RRMS dovela do redukcije aktivnih lezija i trenda 

smanjenja perioda relapsa (Havrdová i sar., 2016). Iako različiti citokini doprinose 

patogenezi inflamacije CNS, verovatno je balans IL-17, IFN-γ i drugih citikina taj koji 

određuje indukciju i manifestaciju bolesti (Simmons i sar., 2013). U svakom slučaju, 

jasno je da i Th1 i Th17 ćelije imaju značajnog udela u patogenezi MS i EAE, te je 

proučavanje njihove modulacije kako u in vitro sistemu tako i u EAE od izuzetnog 

značaja za identifikaciju potencijalnih terapeutika za MS.  

Rane studije na spontanom transgenom modelu EAE koji poseduje TCR specifičan za 

MBP pokazale su da bolest može biti sprečena adoptivnim transferom netransgenih 

CD4
+
 T limfocita (Lafaille i sar., 1994) (Olivares-Villagómez i sar., 1998). Tek kasnije 

su identifikovane regulatorne CD4
+
CD25

high
 T ćelije (Treg) koje imaju supresivni 

karakter jer adoptivni transfer ovih ćelija smanjuje jačinu bolesti (Kohm i sar., 2002).  
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Uloga ovih ćelija je u ograničavanju imunskog odgovora i održavanju imunske 

homeostaze (Lee i Lee, 2018). Nepravilna diferencijacija i funkcionisanje Treg dovodi 

do razvoja autoimunskih bolesti (Li i Zheng, 2015). Foxp3 je ključni regulatorni protein 

neohodan za nastanak timusnih (t)Treg ćelija i njihovu supresivnu aktivnost (Fontenot i 

sar., 2003). Pored (t)Treg, aktivacijom naivnih CD4
+ 

T limfocita u prisustvu antigena i 

adekvatne kombinacije citokina, pre svega IL-2 i TGF-β, na periferiji nastaju periferne 

(p)Treg (Kanamori i sar., 2016) (Josefowicz i sar., 2012) (Hadis i sar., 2011). Perifernim 

Treg pripada i poseban tip regulatornih ćelija tzv. Tr1 ćelije koje ne eksprimiraju 

regulatorni protein Foxp3 kao klasične Treg ali su jako bitne u supresiji imunskog 

odgovora jer produkuju velike količine antiinflamacijskog citokina IL-10 (Groux i sar., 

1997). Njihova diferencijacija zavisi od prisustva IL-10 i ekspresije receptora aril 

ugljovodonika AhR (od eng. Aryl Hydrocarbon Receptor) (Zeng i sar., 2015). U EAE 

populacija Treg u CNS je jako niska u početnim fazama bolesti ali se povećava tokom 

toka bolesti i većina ovih ćelija je specifićna za antigene CNS. Takođe, primećeno je da 

Treg ćelije dostižu pik tokom faze oporavka od EAE (Liu i sar., 2006) (Korn i sar., 

2007) što navodi na zaključak da su one jako bitne u ovoj fazi bolesti i da njihova 

primena kod MS pacijenata može imati efekta. Zaista, kod obolelih je pokazana 

smanjena funkcija Treg izolovanih iz periferne krvi i CSF u poređenju sa zdravim 

osobama (Frisullo i sar., 2009) (Viglietta i sar., 2004) (Haas i sar., 2005). Takođe, ove 

ćelije su pokazale veću podložnost ka ekspresiji IFN-γ u poređenju sa zdravim osobama 

(Dominguez-Villar i sar., 2011). Otkriće da menjanje funkcije Treg može da ublaži 

EAE, obezbedile su nove strategijske pristupe u tretmanu MS. Dakle, jasno je da je 

sposobnost farmakoloških agenasa da stimulišu Treg poželjna terapijska osobina u 

tretmanu MS. 

Iako su u MS predominantno prisutne autoreaktivne T ćelije, antigen-prezentujuće ćelije 

imaju izuzetno značajnu ulogu, prevashodno zato što aktiviraju T ćelije i produkuju 

citokine potrebne za njihovu dalju diferencijaciju. Tokom aktivne indukcije EAE, 

antigeni CNS se preuzimaju od strane dermalnih DĆ i prezentuju T ćelijama u 

drenirajućim limfnim čvorovima. Dalje, da bi autorektivne T ćelije dospele u CNS one 

moraju biti licencirane za ulazak u CNS, odnosno moraju biti reaktivirane u okviru 

krvno-moždane barijere ili CSF-moždane barijere (Sie i Korn, 2017).  
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Identifikacija APĆ koje su odgovorne za ovaj proces i dalje je nepotpuna. Nekoliko 

studija je potvrdilo prisustvo DĆ u meningama i horoidnom pleksusu u stanju 

hoemostaze (Prodinger i sar., 2011) (Bulloch i sar., 2008). Međutim, još nije jasno da li 

se DĆ nalaze i u perivaskularnom prostoru post-kapilarnih venula, mestu gde se dešava 

reaktivacija i prolazak encefalitogenih T limfocita u parenhim CNS (Engelhardt i sar., 

2016). Mišljenje je da taj prostor naseljavaju DĆ koje potiču od monocita krvi (moDĆ). 

Pored toga, moDĆ bi mogle učestvovati i u unakrsnoj prezentaciji antigena CD8
+
 T 

limfocitima na MHC I zavisan način. Pokazano je da moDĆ produkuju azot monoksid 

(NO) i TNF koji su sami po sebi značajni efektorski molekuli u patogenezi autoimunosti 

u CNS, a koji i podstiču aktivaciju T limfocita (Ji i sar., 2013). Koristeći esej 

transmigracije humanih monocita u in vitro sistemu, pokazano je da monociti stiču 

fenotip DĆ tokom transmigracije kroz krvno-moždanu barijeru, a da su endotelske ćelije 

krvnih sudova izvor GM-CSF, neophodnog za ovu tranziciju (Ifergan i sar., 2008). Iz 

prethodno navedenog je jasno da je ispitivanje uticaja na sposobnost DĆ da vrše 

efikasnu prezentaciju antigena izuzetno značajno za razumevanje terapijskog potencijala 

farmakoloških agenasa u tretmanu MS. 

Jako bitne ćelije u efektorskoj fazi EAE i MS predstavljaju mikroglija i makrofagi. Ove 

ćelije su uključene u destrukciju tkiva i smanjenje funkcionalnosti CNS u EAE i MS 

(Bogie i sar., 2014). Takođe, smatra se da i one mogu obaviti reaktivaciju T limfocita u 

CNS i tako doprineti inicijalnim fazama autoimunosti usmerenim protiv CNS 

(Bartholomäus i sar., 2009) (Brown i Sawchenko, 2007) (Kivisäkk i sar., 2009). U 

fizološkim uslovima mikroglija interaguje sa neuronima i podržava razviće i utiče na 

održanje homeostaze mozga (Michell-Robinson i sar., 2015). Mikroglija takođe 

produkuje različite neurotrofijske faktore koji promovišu diferencijaciju i preživljavanje 

neurona (Ueno i sar., 2013). Plastičnost i heterogenost su glavne odlike makrofaga i 

mikroglije. U odgovor na različite stimuluse, makrofagi i mikroglija podležu klasičnoj 

M1 aktivaciji ili alternativnoj M2 aktivaciji (Martinez i Gordon, 2014). Tip polarizacije 

je kontrolisan unutarćelijskim faktorima npr. epigenetičkim faktorima ili spoljašnjim 

kao što su citokini (Murray, 2017). M1 aktivacija je proinflamacijska i neurotoksična i 

indukovana je stimulatorima TLR (od eng. Toll like Receptor) i IFN-γ što je tipično za 

bakterijske infekcije.  
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M1 makrofagi produkuju velike količine TNF, IL-12, IL-1β, IL-6 i IL-23 koji utiču na T 

ćelije da diferenciraju u Th1 i Th17 subpopulacije (Krausgruber i sar., 2011). Zatim, 

Th1 ćelije obezbeđuju pozitivnu povratnu spregu koja dalje podstiče funkciju M1 

makrofaga (Mosser i Edwards, 2008). M1 makrofagi takođe eksprimiraju nikotinamid 

adenin dinukleotid fosfat oksidazu (NADPH) (Xu i sar., 2016) koja stvara reaktivne 

vrste kiseonika (ROS, od eng. Reactive Oxygen Species) kao i inducibilnu azot 

monoksid sintazu (iNOS, od engl. Inducible Nitric Oxide Synthase) koja konvertuje L-

arginin u NO (Panaro i sar., 2003). U reakciji ROS i NO nastaju peroksinitriti, molekuli 

koji poseduju snažnu antimikrobnu aktivnost (Gookin i sar., 2005). Pored toga, M1 

makrofagi eksprimiraju visok nivo molekula MHC I i II, kostimulatorne molekule 

(CD40, CD80, CD86), Fc receptore i integrine koji svi zajedno olakšavaju indukciju 

inflamacije i neurotoksičnost (Yin i sar., 2017). Za razliku od M1 aktivacije, M2 

aktivacija je antiinflamacijskog karaktera i podrazumeva aktivnosti uključene u 

oporavak tkiva nakon inflamacije. Ovi makrofagi su obično indukovani od strane 

citokina IL-4, IL-10, IL-13 i prisustvom apoptotičnih ćelija u okolini. M2 makrofagi 

produkuju antinflamacijske citokine IL-10, TGF-β i enzim arginazu 1 koja prevodi L-

arginin u poliamine (Martins i sar., 2011) (Italiani i Boraschi, 2014). Sa druge strane M2 

makrofagi produkuju velike količine IL-10 i imaju ulogu u supresiji adaptivnog 

imunskog odgovora (Boven i sar., 2006). Pored toga, M2 makrofagi sekretuju različite 

faktore rasta koji potpomažu oporavak tkiva (Stadelmann i sar., 2002). 

Kod miševa kojima je mikroglija inaktivirana odložen je početak bolesti i smanjeni 

klinički simptomi zbog smanjene inflamacije u CNS, što potvrđuje njenu bitnu ulogu u 

patogenezi EAE i MS (Mishra i Yong, 2016). Pored toga, kod miševa je pokazano da 

M1 mikroglija prelazi u M2 fenotip tokom procesa remijelinizacije (Miron i sar., 2013). 

Iako su podele na M1 i M2 makrofage od pomoći da konceptualno objasne njihove 

aktivnosti in vitro, to nije slučaj in vivo. Naime, u in vivo uslovima teško je odrediti da li 

ćelije poseduju M1 ili M2 fenotip. U svakom slučaju, makrofagi i mikroglija doprinose 

patogenezi EAE i MS, te je ispitivanje farmakološkog uticaja na njihove efektorske 

funkcije od velikog značaja za ispitivanje terapeutskog potencijala za tretman MS. 
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Pored navedenih populacija imunskih ćelija, značajnu ulogu u patogenezi MS imaju i 

CD8
+
 T limfociti i B limfociti. Istraživanja na pacijentima obolelim od MS pokazala su 

da CD8
+
 T limfociti imaju značajnu ulogu u patogenezi bolesti (Huseby i sar., 2012) 

(Mars i sar., 2011). Takođe, CD8
+
 T ćelije su zastupljene u većem broju u lezijama CNS 

u odnosu na CD4
+
 T ćelije (Woodroofe i sar., 1986) (Hauser i sar., 1986). Mijelin-

specifični CD8
+
 T limfociti se mogu uočiti i kod EAE modela, a njihova aktivacija je 

posledica ukrštene prezentacije od strane moDĆ u CNS (Ji i sar., 2013). Nemijelinski 

antigeni astrocita mogu da pokrenu spontani relapsno-remitentni model bolesti kod miša 

aktiviranjem autoreaktivnih CD8
+
 T ćelija u CNS (Sasaki i sar., 2014). Pored toga, 

patologija ovog modela je kontrolisana B ćelijama i virusima, sugerišići da kompleksna 

multicelularna interakcija i faktori sredine mogu da doprinesu heterogenosti bolesti. 

Kod čoveka, do četvrtine CD8
+
 T ćelija u aktivnim lezijama CNS je u stanju da 

produkuje IL-17, pa se ove ćelije smatraju invarijantnim T ćelijama asociranim sa 

mukozom (MAIT, od eng. Mucosa-Associated Invariant T Cells) (Sasaki i sar., 2014). 

Efikasna autologa transplatacija ćelija kostne srži kod pacijenata sa jakom kliničkom 

manifestacijom bolesti rezultuje u dugotrajnom smanjenju broja ovih ćelija, ukazujući 

na njihovu jako bitnu ulogu u patogenezi bolesti (Abrahamsson i sar., 2013). S obzirom 

da su ćelijske populacije autoreaktivnih CD4
+
 i CD8

+
 T limfocita pronađene kod 

obolelih od MS, navodi se na zaključak da obe populacije doprinose patogenezi MS. 

Iako je prisutnost T ćelija detektovana u plakama karakterističnim za MS, B ćelije 

takođe doprinose patogenezi MS kao APĆ koje aktiviraju autoreaktivne T ćelije i 

produkuju autoantitela i proinflamacijske citokine. Prisustvo oligoklonalnih grupacija B 

ćelija u CSF i parenhimu CNS detektovano je kod više od 95% pacijenata. U ovim 

grupacijama dolazi do klonalne ekspanzije B ćelija i siteze IgG autoantitela. U plakama 

gde se aktivno dešava obrada i prezentacija antigena, kao i siteza autoreaktivnih antitela 

detektovano je prisustvo plazma ćelija (Dargahi i sar., 2017). Interesantno je da preko 

50 antitela izolovanih iz CSF pacijenata nije pokazalo reaktivnost na glavne proteine 

mijelina (MBP, PLP ili MOG) (Disanto i sar., 2012) ali je primećeno da se oni vezuju 

za različite unutarćelijske proteine ili za unutarćelijske lipidne komponente (Wekerle, 

2017).  
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Miševi deficijentni u B ćelijama (µMT
-/-

), kao i miševi kod kojih su B ćelije uklonjene 

upotrebom anti-CD20 antitela su korišćeni u eksperimentima u modelu EAE (Simmons 

i sar., 2013). Rezultati ovih eksperimenata dali su različite zaključke o ulozi B ćelija u 

EAE. U jednim eksperimentima, B ćelije su bile nosioci patogeneze EAE, dok su u 

drugim imale protektivnu ulogu (Weber i sar., 2010) (Fillatreau i sar., 2002). Ipak, 

smatra se da su ćelije koje pokreću autoimunski odgovor usmeren protiv CNS, CD4
+
 T 

limfociti, dok je efektorska i regulatorna uloga CD8
+
 T limfocita i B limfocita bitna u 

kasnijim fazama bolesti. 

 

1.4. Terapijski pristupi u multiploj sklerozi 

 

Terapijski pristupi u MS su uglavnom bazirani na supresiji imunskog odgovora. Lekovi 

koji se trenutno koriste u terapiji MS su nespecifično imunosupresivni, što povećava 

rizik za infekcije i kancer (Inglese i Petracca, 2015). Pacijenti oboleli od RRMS su u 

prošlosti najčešće tretirani intravenski kortikosteroidima, izmenom plazme ili 

injekcijama adrenokortikotropnog hormona (Citterio i sar., 2000). Iako su efikasni u 

redukciji trajanja relapsa i ubrzavanju oporavka pacijenata, ovi terapijski pristupi ne 

poseduju nikakvu neuroprotektivnu vrednost niti modifikuju tok bolesti (Inglese i 

Petracca, 2015) (Morrow i sar., 2009) (Havrdova i sar., 2009). Tek sredinom 90 godina 

prošlog veka napravljen je prvi veliki pomak ka poboljšanju terapije MS. Prvi lek za 

lečenje RRMS u ovoj generaciji lekova je bio IFNβ-1, Rebif® (IFN-β1a), Betaseron® 

(IFN-β1b), Extavia® (IFN-β1b), Avonex® (IFN-β1a, smanjenje Th17 ćelija) (Kappos i 

sar., 2007) (Koch i sar., 2007). Sledeći je bio kopakson Copaxone® (glatiramer acetat) 

(Ziemssen i Schrempf, 2007). Oba ova leka se smatraju modifikatorima toka bolesti. 

Oni se primenjuju intramuskularno ili subkutano i to na nedeljnoj bazi, što samo po sebi 

izaziva niz neželjenih reakcija kod pacijenata. Sledeći veliki korak u terapiji desio se 

uvođenjem lekova koji se primenjuju oralno (Ampyra® (dalfampridin, inhibicija 

kalijumovih kanala) (Pikoulas i Fuller, 2012), Aubagio® (terifunomid, inhibicija 

aktivacije T i B ćelija) (Palmer, 2010), Gilenya® (fingolimod, modulacija preko 

receptora sfingozina) (Choi i sar., 2011), Plegridy® (pegIFN-β1a) (Hoy, 2015), 

Tecfidera® (dimetilfumarat, kombinacija imunomodulatorne i imunosupresivne 

aktivnosti) (Albrecht i sar., 2012)) ili subkutano (Lemtrada® (alemtuzumab, deplecija 
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limfocita) (Cohen i sar., 2012), Tysabri® (natalizumab, inhibicija migracije limfocita) 

(Rice i sar., 2005) i Zinbryta® (daklizumab, blokada receptora za IL-2) (Bielekova, 

2018)), ali u dugim vremenskim razmacima koji se mere mesecima (Huang, 2015). Do 

danas, odobreno je 14 FDA lekova nove generacije za RRMS, a nekoliko njih je u 

različitim fazama razvoja. Za ove lekove je pokazano da redukuju pojavu relapsa, 

redukuju lezije u CNS, stabiliziju ili odlažu kliničke manifestacije MS (Dargahi i sar., 

2017). Generalno, ove terapije dramatično samanjuju broj napada i progresiju bolesti 

inhibirajući ili modulišući imunski odgovor kod pacijenata. Trenutno je fokus 

istraživanja na pronalaženju lekova za progresivne forme bolesti jer prethodno navedeni 

lekovi nisu efikasni za te forme MS. Jedini terapeutik koji je donekle efikasan u 

njihovom tretmanu je Novantrone® (mitoksantron, inhibicija aktivacije limfocita i 

makrofaga) (Hartung i sar., 2002), koji je međutim izuzetno imunosupresivan i ima 

izražene neželjene efekte. 

Pored dostupnih konvencionalnih terapija, indukcija tolerancije na sopstvene antigene i 

ponovni povratak imunske homeostaze su pristupi koji su u fokusu trenutnih 

istraživanja. U tom smislu terapije zasnovane na ćelijama predstavljaju potencijalni 

pristup u lečenju MS gde bi se prevazišli neki od najvećih nedostataka konvencionalne 

terapije kao što su generalna imunosupresivnost i nedostatak efikasnosti u prevenciji 

oštećenja tkiva CNS tokom inflamacije i stimulaciji oporavka oštećenog tkiva. Ovi 

terapijski pristupi se baziraju na različitim mehanizmima kao što je: modulacija 

imunskog odgovora upotrebom tolerogenih DĆ i Treg (Nathalie i sar., 2016) 

(Stojanovic i sar., 2017); oporavak defektnog imunskog sistema autologom 

transplatacijom hematopoetskih matičnih ćelija; modifikacija imunskog odgovora i 

mehanizama oporavka korišćenjem menzehimskih matičnih ćelija i drugih matičnih 

ćelija krvne loze, adipoznog tkiva, placente i dr. tkiva; farmakološka manipulacija 

endogenih matičnih ćelija kako bi se povećale njihove sposobnosti u obnavljanju 

oštećenog tkiva; zamena oštećenih ili izgubljenih oligodendrocita transplatacijom ili 

progenitorskim ćelijama ologodendrocita ili indukovanim progenitorskim ćelijama 

ologodendrocita (Scolding i sar., 2017). 
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Pored svih pobrojanih terapijskih pristupa potraga za novim, efikasnijim, bezbednijim i 

jeftinijim terapijama autoimunosti CNS i dalje traje. Potencijalni kandidati za tretman 

autoimunosti CNS su i biljni ekstrakti i njihove aktivne komponente koji pokazuju 

antiencefalitogeno dejstvo in vitro i ex vivo, kao i u modelima MS. 

 

1.5.   Jedinjenja biljaka kao modulatori imunskog odgovora 

 
 

Tokom godina sve više raste broj istraživanja o jedinjenjima biljaka kao 

imunomodulacijskim agensima, kao i potraga za novim jedinjenjima koja će imati 

primenu u lečenju različitih bolesti posredovanih imunskim mehanizmima.  

Biljke su bogat izvor imunomodulacijskih jedinjenja, u prvom redu polifenola. 

Polifenoli, sekundarni metaboliti biljaka, prisutni su u ishrani i široko se koriste u 

medicinske i kozmetičke svrhe. Oni ostvaruju antioksidacijska, imunomodulacijska, 

antikancerska i antimikrobna dejstva (Paszkiewicz i sar., 2012). Iako su polifenoli 

hemijski okarakterisani kao jedinjenja sa fenolnom strukturom, njihove strukture jako 

variraju i sadrže različite funkcionalne grupe. U polifenole spadaju fenolne kiseline, 

stilbeni, lignani i flavonoidi koji se dalje mogu svrstati u 6 podklasa: flavonole, flavone, 

izoflavone, flavanone, antocijanidine i flavanole (katehine i proantocijanidine). Ova 

raznovrsnost se dalje povećava jer polifenoli mogu biti asocirani i sa različitim ugljenim 

hidratima, organskim kiselinama, ali i međusobno (Manach, 2004).  

Istraživanja su pokazala da polifenoli kao što je epigalokatehin-3-galat (EGCG) iz 

zelenog čaja ili procijanidin iz jatobe ublažavaju EAE kod miševa, smanjujući 

autoreaktivni Th1 i Th17 odgovor, a povećavajući protektivni uticaj Treg (Wang i sar., 

2012b) (Miyake i sar., 2006). In vitro i in vivo eksperimenti su pokazali da naringenin i 

izokviritigenin iz sladića indukuju Treg populaciju u crevima i da ublažavaju 

eksperimentalni kolitis kod miševa (Guo i sar., 2015). Pretpostavlja se da naringenin 

deluje kao agonista receptora AhR koji se potom vezuje u promotorskom regionu Foxp3 

gena i indukuje njegovu ekspresiju (Wang i sar., 2012a). 
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1.6. Biološki aktivna jedinjenja krastavca 

 

Krastavac (C. sativus) je biljka koja je široko korišćena u ljudskoj ishrani. Pored uloge u 

ishrani krastavac se odavnina koristio i u narodnoj medicini. Različiti delovi biljke 

(koren, list, plod) su ispitivani u terapeutske svrhe (Mukherjee i sar., 2013). List, stablo i 

koren krastavca se koriste u kineskoj narodnoj medicini kao antidiuretik, detoksikant i 

antigonoretik (Mukherjee i sar., 2013). Takođe, detektovana su i antikosidacijska, 

antimikrobna (Sotiroudis i sar., 2010), andidijabetogena (Dixit i Kar, 2010) i 

hipolipidemijska (Sudheesh i Vijayalakshmi, 1999) svojstva ove biljke. 

Antihijaluronidazna i antielastazna aktivnost krastavca je iskorišćena u kozmetičkoj 

industriji (Nema i sar., 2011).  

Pored velikog broja polifenolnih jedinjenja krastavac sadrži i triterpenoidna jedinjenja 

kukurbitacine (Rice i sar., 1981). Kukrbitacini se mogu pronaći u različitim vrstama 

biljkama familije Cucurbitaceae kao što su Bryonia, Cucumis, Cucurbita, Luffa, 

Echinocystis, Lagenaria i Citrullus (Aeri i sar., 2015). Nivo kukurbitacina varira 

između biljnih tkiva. Najviše se nalaze u plodu, ali ih ima i u drugim delovima biljke, s 

tim što se za seme smatra da sadrži najmanje ovih jedinjenja (Gry i Andersson, 2006). 

Svi kukurbitacini sadrže 19(10→9β)-abeo-5α-lanostan prsten kao osnovu (Slika 2) i 

ukoliko u svom molekulu poseduju diosfenol strukturu uglavnom se nalaze u obliku 

glikozida, najčešće asosovani sa glukozom (Attard i Martinoli, 2015). Pored toga, 

kukurbitacini se razlikuju od većine ostalih tetracikličnih triterpena po tome što su jako 

nezasićeni i sadrže veliki broj keto, hidroksil i acetoksi grupa. Strukture različitih 

kukurbitacina su određene, a imena su dobili po slovima abecede: A, B, C, D, E, F, G, 

H, I, J, K, L, O, P, Q, R i S (Gry i Andersson, 2006).  
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Slika 2. Shematski prikaz osnovne strukture kukurbitacina.  

 

Detektovane su različite biološke aktivnosti ovih jedinjenja. Zabeležena je njihova 

antitumorska (Dong i sar., 2010), antiinflamacijska (Jayaprakasam i sar., 2003), 

antiaterosklerotična (Bernard i Olayinka, 2010) i antidijabetogena svojstva (Tan i sar., 

2008) (Harinantenaina i sar., 2006). Pored ispoljenih poželjnih dejstava ova jedinjenja 

pokazuju i visoku toksičnost. Opseg toksičnosti kukurbitacina na osnovu in vivo studija 

se kreće od 2 do 12.5 mg/kg (Gry i Andersson, 2006). Smatra se da prisustvo dvostruke 

veze na poziciji atoma C23 i acetil grupe na poziciji C25 značajno povećava toksičnost 

jedinjenja Pojava simptoma toksičnosti varira od načina primene jedinjenja (peroralno, 

intraperitonealno itd.), životinja koje se koriste u studijama i primenjene doze (Aeri i 

sar., 2015).  

 

1.7. Imunomodulacijske osobine kukurbitacina 

 

Među najistraživanijim kukurbitacinima je kukurbitacin E (KukE). Ispitivana su 

njegova antioksidacijska, antitumorska i imunomodulacijska svojstva. Istraživanja su 

pokazala da kukurbitacin E smanjuje produkciju NO, TNF, enzima ciklooksigenaze 

(COX) i IL-1β kod RAW264.7 makrofaga (Abdelwahab i sar., 2011a) (Qiao i sar., 

2013). Takođe, pokazano je da kukurbitacin E inhibira produkciju IL-2, TNF i IFN-γ 

kod Jurkat T ćelija (Wang i sar., 2015a).  

 

α, β - nezasićeni keton 

diosfenol sistem 
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Kukurbitacin B (KukB), još jedno jedinjenje iz grupe kukurbitacina, inhibira antigen-

prezentujuću aktivnost makrofaga i smanjuje produkciju NO, TNF, IL-6, IL-12 i IL-1β 

kod ovih ćelija (Kim i sar., 2015a).  

23,24-dihidrokukurbitacin D inhibira produkciju NO od strane peritonelanih makrofaga 

miša inhibirajući signalni put NF-κB i ekspresiju iNOS (Park i sar., 2004). Kukurbitacin 

I je jedan od najjačih inhibitora aktivacije STAT3 regulatornog proteina. Pokazano je da 

ovaj kukurbitacin inhibira fosforilaciju tirozina u molekulu STAT3 i njegovo vezivanje 

za regulatorne sekvence na DNK molekulu (Blaskovich i sar., 2003). 

 

 

Imunomodulacijska dejstva kukurbitacina u kontekstu autoimunosti CNS nisu 

sprovedena do studije opisane u ovoj doktorskoj disertaciji. Pored ispitivanja 

antiencefalitogenog dejstva samih kukurbitacina, ova studija je uključila i ispitivanje 

dejstva ekstrakata različitih organa krastavca na encefalitogene ćelije. Predmet 

istraživanja bio je uticaj ekstrakata i njihovih aktivnih supstanci na T limfocite, 

makrofage i dendritske ćelije u in vitro i ex vivo sistemima, kao i na EAE.  
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2. Ciljevi  
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Biljke predstavljaju bogat izvor najrazličitijih jedinjenja koja mogu poslužiti za razvoj 

novih lekova i tretman raznih bolesti. Na osnovu dosadašnjih podataka o 

antinflamacijskom, antioksidacijskom i antidijabetogenom dejstvu krastavca, biljke 

široko rasprostranjene u ishrani ljudi, postavljen je osnovni cilj ovog istraživanja a to je 

da se ispitaju imunomodulacijska dejstva različitih ekstrakata krastavca na 

osnovne encefalitogene ćelije (T limfocite i makrofage) uključene u patogenezu 

EAE.  

Imajući u vidu osnovni cilj, uspostavljeni su sledeći specifični ciljevi: 

1. Pripremanje ekstrakata različitih organa krastavca (koren, list, stablo) 

različitim metodama ekstrakcije. 

2. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta pripremljenih ekstrakata na ćelije 

drenirajućih limfnih čvorova i CD4
+
 T limfocite u modelu EAE in vitro. 

3. Odabir ekstrakta sa najpotentnijim antiencefalitogenim efektom i 

fitohemijska analiza ekstrakta metodom masene spektrometrije. 

4. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta odabranog ekstrakta na CD4
+
 T 

limfocite, makrofage i dendritske ćelije u modelu EAE in vitro. 

5. Utvrđivanje ćelijskih i molekulskih mehanizama delovanja ekstrakta ex 

vivo u modelu EAE. 

6. Tretman EAE sa odabranim ekstraktom in vivo i praćenje kliničkog toka 

bolesti. 

7. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta jedinjenja KukB i KukE na CD4
+
 T 

limfocite i makrofage u modelu EAE in vitro. 

8. Ispitivanje toksičnosti odabranog ekstrakta i jedinjenja KukB i KukE u 

modelu zebrice in vivo. 
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3. Materijal i metode 
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3.1. Reagensi i rastvori 

  

U izvođenju eksperimenata korišćeni su sledeći reagensi i rastvori: bakar-sulfat 

(CuSO4), kalijum-sulfat (K2SO4), kalijum-hlorid (KCl), kalcijum-nitrat (Ca(NO3)2), 

magnezijum-sulfat (MgSO4), kalijum-dihidrogenfosfat (KH2PO4), mangan-sulfat 

(MnSO4), cink-sulfat (ZnSO4), amonijum-heptamolibdat ((NH4)6Mo7O24), borna 

kiselina (H3BO3), gvožđe(III)-etilendiamintetrasirćetna kiselina (Fe(III)-EDTA), 

metanol (MeOH), etanol (EtOH), n-heksan, hloroform (CHCl3), etil-acetat (EtOAc), 

metilen-hlorid (CH2Cl2), natrijum-sulfat (Na2SO4), kalcijum-hlorid (CaCl2), natrijum-

hidrogenkarbonat (NaHCO3), natrijum-karbonat (Na2CO3), natrijum-hidroksid (NaOH), 

kalijum-natrijum-tartarat, acetonitril (LC–MS čistoća, Fisher Scientific, Lafboro, Velika 

Britanija), mravlja kiselina (LC–MS čistoća, Merck, Darmštadt, Nemačka) standardi 

fenola (kofeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, protokatehuinska 

kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, gentinzinska, siringinska i sinapinska kiselina, 

vanilinska i cinaminska kiselina, aeskuletin, apigenin, apigetrin, viteksin i naringenin), 

kukurbitacin B (KukB) i kukurbitacin E (KukE) (svi nabavljeni od Sigma-Aldrich, 

Štajnhajm, Nemačka), medijum RPMI (od eng. Roswell Park Memorial Institute) - 

1640 sa 25 mM HEPES i 2 mM L-Glu (PAA Laboratories, Pašing, Austrija), natrijum-

piruvat (Na-piruvat, Sigma-Aldrich), L-glutamin (L-Glu, Sigma-Aldrich), antibiotici 

penicilin, streptomicin, nistatin i gentamicin (svi nabavljeni od Galenike, Beograd, 

Srbija), fetalni teleći serum (FCS, od eng. Fetal Calf Serum, PAA Laboratories), bazni 

protein mijelina (MBP, od eng. Myelin Basic Protein, dobijen ljubaznošću prof. 

Aleksandra Flugela, Univerzitet u Getingenu, Nemačka), peptid mijelin 

oligodendrocitnog proteina (MOG35-55, Tocris, Bristol, Velika Britanija), lipopolisaharid 

(LPS, Sigma Aldrich) faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF, od 

eng. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, Peprotech, Rocky Hill, 

SAD), puferisani rastvor fosfatnih soli (PBS, od eng. Phosphate Buffered Saline), 

Perkol (Sigma-Aldrich), pufer za eritrolizu (eBioscience, San Diego, SAD), pufer za 

vezivanje aneksinaV (5 × ABB, 5 × Annexin V Binding Buffer, Biotium, Hayward, 

SAD), rastvor tripan plavog (TB, od eng. Trypan Blue, BDSL, Velika Britanija), 

rastvor kristal violeta (CV, od eng. Crystal Violet, xxxxx), sirćetna kiselina 

(CH3COOH), (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT, Sigma 
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Aldrich), 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidin (TMB, eBioscience), hlorovodonična kiselina 

(HCl), dimetil-sulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich), nejonski detergent Tween 20 (Sigma 

Aldrich), goveđi serum albumin (BSA, od eng. Bovine Serum Albumin, frakcija V, 

Sigma Aldrich), kompetni Frojndov adjuvans (CFA, od eng. Complete Freund’s 

Adjuvant, Difco, Detroit, SAD), soj Mycobacterium tuberculosis H37 RA, reagensa za 

izolovanje RNK (TRIzol, Invitrogen, Carlsbad, SAD), izopropil-alkohol, 

dezoksiribonukleotid-trifosfati (dNTP, Fermentas, Vilnius, Litvanija), nasumični 

heksamerni prajmeri (Fermentas), komercijalni pufer za reverznu transkripciju 

(Fermentas), enzim reverzne transkriptaze Moloni virusa mišje leukemije (Fermentas), 

inhibitor RNaze (Fermentas), prajmeri za gene od interesa koji su navedeni u tabeli x 

(Metabion), komercijalna smeša za Real Time PCR- SYBR Green PCR Master Mix 

(Fermentas), glicerol, ditiotreitol (DTT), Folin-Ciocalteu reagens (xxx), β-

merkaptoetanol (β-ME, Fluka, Nemačka), Tris-HCl (Serva), etilendiamintetrasirćetna 

kiselina (EDTA, Sigma Aldrich), fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF, Serva), aprotinin 

(xxx), bromfenol plavo (USB Corporation), amonijum-persulfat (APS, Amersham 

Biosciences), natrijum-dodecilsulfat (SDS) (Applichem, Darmštadt, Nemačka), glicin 

(Serva), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED), akrilamid/bisakrilamid Rastvor 

29:1 (Serva, Hajdelberg, Nemačka), ECL rastvor za detekciju (GE Healthcare, 

Bakinghemšir, Velika Britanija), N-(1-naftil)etilendiamin-dihidrohlorid, sulfanilamid, 

fosforna kiselina (H3PO4), natrijum-nitrit (NaNO2), dihidrorodamin (DHR, Sigma 

Aldrich), rastvor fluorescentno obeleženih kuglica za fagocitozu (Sigma Aldrich), 

rastvor magnetnih kuglica obeleženih streptavidinom (ImagSAv kuglice, BD 

Biosciences, San Diego, SAD), rastvor avidina konjugovanog sa peroksidazom iz rena 

(avidin-HRP, od engl. Horse Radish Peroxidase), anti-CD4 antitelo obeleženo biotinom 

(eBioscience), komercijalni parovi antitela za merenje produkcije odgovarajućih 

citokina (pacovski IFN-γ, IL-6, IL-1β, IL-10 (R&D Systems, Minneapolis, SAD), 

pacovski TNF (BD Biosciences) i mišiji/pacovski IL-17 (eBioscience)), antitela za 

imunofluorescentno bojenje (anti- CD4-PE, - CD11b-FITC (BD Biosciences); anti- 

MHC II-PE (eBioscience), anti- CD80-FITC i anti-CD86-FITC (AbDSerotec, Oxford, 

Velika Britanija), anti- CD11c, anti- CD134-FITC i anti – F(ab’)2 (eBioscience)), 

aneksinV-FITC (Biotium, Fremont, SAD), antitela za detekciju proteina (anti-STAT3, 

anti- pSTAT3 (Cell Signaling Technology, Boston, SAD), anti-p38, anti-p-p38 (Santa 
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Cruz Biotechnology, Dalas, SAD) anti- IκB, - pIκB (Cell Signaling Technology)), 

sekundarno antitelo konjugovano sa HRP (ECL majmunsko antizečije, GE Healthcare, 

Bakingemšir, Velika Britanija), konkanavalin A (ConA, Pharmacia, Upsala, Švedska).  

Za gajenje biljaka korišćen je rastvor koji je u 5 L sadržavao u mM: 0.7 K2SO4, 0.1 

KCl, 2 Ca(NO3)2, 0.5 MgSO4 0.1 KH2PO4 i u µM: 0.5 MnSO4, 0.5 ZnSO4, 0.2 CuSO4 

0.01 (NH4)6Mo7O24, 10 H3BO3. 

Za pripremu ćelijskih suspenzija i kulture ćelija korišćen je medijum RPMI-1640 u koji 

je dodavan miks antibiotika penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100 IU/mL), 

nistatina (10 U/ml), gentamicina (100 µg/ml) i 5% FCS koji je prethodno inkubiran 30 

minuta na 56 ºC, u cilju inaktivisanja komponenti komplementa. U slučaju stimulacije 

ćelija proteinom MBP ili peptidom MOG35-55 korišćen je medijum sa 2% pacovskog 

seruma (RS, od eng. Rat Serum). Za gajenje DĆ korišćen je medijum za DĆ koji je 

sadržavao: 20% FCS, 2% L-Glu (200 mM), 2% Na-piruvat (100 mM) u RPMI-1640.  

Za gajenje embriona zebrica korišćen je rastvor koji je u 1L sadržavao: 5.5 mg KCl, 

294 mg CaCl2 × 2H2O, 123 mg MgSO4 × 7H2O i 63 mg NaHCO3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Metode uzgajanja biljaka, pripreme i karakterizacije biljnih 

ekstrakata 
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3.2.1. Uzgajanje biljaka u hidroponici 

 

Semena krastavca (Cucumis sativus L. cv. Chinese long, dobijeno ljubaznošću dr 

Miroslava Nikolića, IMSI, Univerzitet u Beogradu) su potopljena u zasićen rastvor 

CuSO4 preko noći, nakon čega su postavljena između dva vlažna filter papira i 

ostavljena u mraku da proklijaju. Nakon 6 dana, proklijala semena su prenesena u 

plastične posude (5 biljaka po posudi) u kojim je bilo 3 L kompletnog rastvora za 

uzgajanje biljaka. Gvožđe je naknadno dodato u obliku Fe(III)-EDTA u 50 mM 

koncentraciji. Rastvor je menjan na svakih 5 dana. Biljke su uzgajane 3 nedelje u 

kontrolisanim uslovima: fotoperiod 16:8h, temperatura 22˚C, intenzitet svetlosti 250 

µmol m
-2

s
-1

 i relativna vlažnost oko 70%. Nakon 3 nedelje, koren, stablo i list su 

sakupljeni i istog trenutka zamrznuti u tečnom azotu i skladišteni na -70˚C. Pored toga 

uzgajane su biljke kojima su ubodima sterilnom iglom nansesena mehanička oštećenja 

lista.  

 

3.2.2. Priprema različitih ekstrakata krastavca 

 

Ekstrakti lista krastavca pripremljeni su metodom particionih ekstrakcija rastvaračima 

različite polarnosti. 100 g lista je sprašeno u tečnom azotu i podeljeno na dva jednaka 

dela i ekstrahovano po protokolima prikazanim na slikama 3 i 4. Ekstrakcija i 

maceracija prvih 50 g je urađena u 500 mL 100% MeOH, na sobnoj temperaturi (RT, od 

eng. Room Temperature), uz mešanje na 180 rpm na šejkeru (Adolf Kühner AG) u 

staklenim erlenmajerima od 1 L tokom 24h. Nakon isteka vremena, metanolni ekstrakt 

je proceđen kroz filter papir, prebačen u balon za uparavanje i uparen do suva koristeći 

vakuum uparivač (Rotavapor R-200, Buchi). Talog u balonu je resuspendovan u 100 

mL 90% MeOH i ekstrahovan sa 100 mL n-heksana (3 × 33 mL) u levku za ekstrakciju. 

Heksanski sloj je potom odbačen, a 90% MeOH frakcija je koncentrovana pod sniženim 

pritiskom do vodene faze. Zatim je vodenoj fazi dodata voda do 100 mL i vodeni sloj je 

ekstrahovan sa 100 mL CHCl3 (3 × 33 mL). Dobijena CHCl3 frakcija je osušena 

upotrebom anhidrovanog Na2SO4, a zatim uparena do suva, rastvorena u EtOH do 

željene koncentracije i označena kao E1. Vodeni sloj zaostao nakon ekstrakcije sa 

CHCl3 je podvrgnut ekstrakciji sa 100 mL EtOAc (3 × 33 mL).  
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Dobijena EtOAc frakcija je osušena upotrebom anhidrovanog Na2SO4, uparena do suva, 

rastvorena u EtOH do željene koncentracije i označena kao E2. Vodeni sloj zaostao 

nakon ekstrakcije sa EtOAc je odbačen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Slika 3. Shematski prikaz protokola 1 ekstrakcije lista krastavca. 

 

 

 

List krastavca  

Ekstrakcija 100% MeOH 

Maceracija RT, 180 rpm, 24h  

Uparavanje do suva  

Resuspendovanje u 90% MeOH 

Ekstrakcija n-heksanom 

n-heksanska frakcija 90% MeOH frakcija 

Sušenje anh. Na2SO4 

Uparavanje do suva  

Koncetrovanje do vodene faze 

Dodavanje H20 

Ekstrakcija CHCl3 

Vodena frakcija 

Ekstrakcija EtOAc 

EtOAc frakcija 

E2 

Vodena frakcija odbačena 

Sušenje anh. Na2SO4 

Uparavanje do suva  

CHCl3 frakcija 

E1 
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Drugih 50 g lista je ekstrahovano po protokolu sličnom prethodnom. Ekstrakcija je 

urađena u 500 mL 96% EtOH, a maceracija izvedena na isti način kao u prethodnom 

protokolu. Nakon 24h, etanolni ekstrakt je proceđen kroz filter papir, osušen upotrebom 

anhidrovanog Na2SO4 i uparen do suva. Nakon toga, talog je resuspendovan u 100 mL 

60% MeOH i ekstrahovan sa 100 mL n-heksana (3 × 33 mL). 

Heksanski sloj je odbačen, a 60% MeOH frakcija je razblažena vodom do 40% MeOH i 

ekstrahovana sa 100 mL CH2Cl2 (3 × 33 mL). CH2Cl2 frakcija je osušena anhidrovanim 

Na2SO4, a zatim uparena do suva, rastvorena u EtOH do željene koncentracije i 

označena kao E3. Ekstrahovani 40% MeOH sloj je odbačen. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4. Shematski prikaz protokola 2 ekstrakcije lista krastavca. 

 

Ekstrakti korena i stabla krastavca su pripremljni na isti način kao ekstrakt lista po 

protokolu 2.  

List krastavca  

Ekstrakcija 96 % EtOH 

Maceracija 30˚C, 180 rpm, 24h 

Sušenje anh. Na2SO4 

Uparavanje do suva  

Resuspendovanje u 60% MeOH 

Ekstrakcija n-heksanom  

n-heksanska frakcija 60% MeOH frakcija 

Razblaženje vodom do 40% MeOH 

Ekstrakcija CH2Cl2 

CH2Cl2 frakcija 

E3 
40% MeOH frakcija odbačena 
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3.2.3. Kvalitativna i kvantitativna analiza ekstrakta lista krastavca 

 

Hromatografsko razdvajanje jedinjenja je rađeno upotrebom tečne hromatografije 

ultravisokih performansi (UHPLC, od eng. Ultrahigh-Performance Liquid 

Chromatography) sa kvaternernom pumpom Accela 600 i uzorkivačem Accela 

(ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). UHPLC sistem je bio povezan sa 

lenearnim jonskim trapom - OrbiTrap hibridnim masenim spektrometrom (LTQ 

OrbiTrap MS) koji je opremljen zagrejanim jonizacionim izvorom elektrospreja (HESI-

II, od engl. Heated Electrospray Ionization Probe, ThermoFisher Scientific). Za 

razdvajanje jedinjenja je korišćena C18 kolona (100 × 2.1 mm, veličina člestica 1.7 µm, 

Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza se sastojala od rastvora (A) vode + 0.1% 

mravlje kiseline i (B) acetonitrila. Za eluiranje je korišćen linearni gradijent rastvarača 

protoka 0.300 mL/min u sledećim uslovima: 0.0–1.0 min 5% (B), 1.0–16.0 min od 5% 

do 95% (B), 16.0–16.1 min od 95% do 5% (B), zatim 5% (B) 4 min. Zapremina uzorka 

je bila 5 µL (2 mg/mL) u MeOH.  

Maseni spektrometar je bio podešen u negativnom jonizacionom modu. Parametri HESI 

su bili sledeći: voltaža izvora 4.5 kV, voltaža kapilare -10 V, voltaža optike -35 V, 

temperatura kapilare 300 ˚C, pri protoku gasa N2 od 32 i 8 odgovarajućih jedinica (AU, 

od eng. Arbitrary Units). Maseni spektri su snimani u opsegu masa od 100 do 1500 m/z 

pri rezoluciji 30 000. Fragmentacija MS
2 

je rađena na najintezivnijim jonima 

detektovanim u opsegu MS spektra. Joni od interesa su izolovani jon-trapom i aktivirani 

sa 35% nivoom kolizione energije. Smanjenje ponavljanja identičnih jona prekursora u 

analizi je urađeno kao što je ranije opisano (Banjanac i sar., 2017). Jedinjenja su 

identifikovana na osnovu karakteristika spektara: maseni spektar, tačna masa, 

karakteristična fragmentacija i karakteristično retenciono vreme. Za kotrolu 

instrumenta, prikupljanje i obradu podataka je korišćen softverski paket Xcalibur 

(verzija 2.1, Thermo Fisher Scientific). Analiza čitavog spektra je urađena kako bi se 

detektovale monoizotopske mase nepoznatih jedinjenja sa nivoom fragmentacije do 

MS
4
. Za računanje masa jedinjenja korišćen je program ChemDraw (verzija 12.0).  
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Kvantitativna analiza metanolnog ekstrakata lista krastavca je rađena korišćenjem 

UHPLC sistema Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) povezanog sa tripl-

kvadrupol masenim spektrometrom (TSQ Quantum Access Max, Thermo Fisher 

Scientific, Bazel, Švajcarska). Za razdvajanje jedinjenja korišćena je C18 kolona (50 × 

2.1 mm) sa veličinom čestica 1.9 µm (Thermo Fisher Scientific, SAD), sa pretkolonom 

(20 × 2.1 mm). Kolona je termostatirana na 30 ˚C. Mobilna faza se sastojala od rastvora 

(A) vode + 0.1% mravlje kiseline i (B) acetonitrila sa protokom 0.4 mL/min i 

gradijentnom elucijom kao što je ranije opisano (Mišić i sar., 2015). Zapremina uzorka 

je bila 10 µL u MeOH. 

Uslovi rada masenog spektrometra sa HESI izvorom su bili sledeći: temperatura 

isparavanja 350˚C, voltaža spreja 3510 V, gas N2 na pritiscima 28 AU, 0 AU i 4 AU sa 

temperaturom kapilare 270˚C, naponom kapilare 35 V i naponom skimera 0 V. Za 

kvantifikaciju jedinjenja u uzorcima korišćena je metoda selektivnog reakcionog 

praćenja (SRM, od eng. Selected Reaction Monitoring). Podaci su prikupljani u 

negativnom modu, dok je za fragmentaciju korišćen argon kao kolizioni gas. Jedinjenja 

su kvantifikovana korišćenjem dostupnih standarda u opsegu koncentracija od 0.001 

µg/mL do 100 µg/mL. Koncentracija jedinjenja je izražena u ng/100 mg suvog 

ekstrakta. Koncentracija 4 jedinjenja koja pripadaju kukurbitacinima je određena na 

osnovu standardne prave napraveljene za KukB. Za kotrolu instrumenta, prikupljanje i 

obradu podataka je korišćen softverski paket Xcalibur.  

 

 

 

 

 

 

3.3. Metode indukcije eksperimentalnog autoimunskog 

encefalomijelitisa  
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3.3.1. Eksperimentalne životinje 

 

U ovoj doktorskoj disertaciji korišćene su ženke pacova genetički visokosrodnog soja 

Dark Aguti (DA), starosti od 2 - 3 meseca. Životinje su dobijene iz uzgajališta Instituta 

za biološka istraživanja „Siniša Stanković“ i čuvane pod standardnim uslovima bez 

ograničenja pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti su odobreni od strane Etičkog 

komiteta Instituta za biološka istraživanja „Siniša Stanković“ u Beogradu, (Br. 2-

10/15).  

 

3.3.2. Imunizacija životinja 

 

Za imunizaciju životinja su korišćeni MBP (1 mg/mL) ili peptid MOG35-55 (2 mg/mL) 

emulgovni istom količinom CFA koji je sadržao 5 mg/mL toplotom ubijenih i 

liofilizovanih bakterija Mycobacterium tuberculosis H37 RA. Za praćenje toka kliničke 

slike aktivni EAE je indukovan imunizacijom pacova homogenatatom kičmene 

moždine (HKM) u puferisanom fiziološkom rastvoru (PBS, 50% w/v) emulgovanim 

istom količinom CFA. EAE je indukovan intradermalnom injekcijom po 100 μL 

encefalitogene emulzije u zadnje šape pacova. 

 

3.3.3. Primena ekstrakta lista krastavca na pacovima in vivo 

 

ELK je primenjivan u emulziji za imunizaciju. Za in vivo eksperimente korišćene su 

emulzije: MOG35-55 + CFA + ekstrakt lista krastavca (0.5 mg/mL) i HKM + CFA + 

ekstrakt lista krastavca (1 mg/mL).  

 

3.3.4. Evaluacija kliničke slike 

 

Klinička slika razvoja EAE je praćena svakodnevno od dana imunizacije životinje, a 

stepen težine bolesti izražavan je kroz skalu od 0 do 4 na sledeći način: 0, odsustvo 

kliničkih manifestacija bolesti; 1. atonija repa; 2. pareza zadnjih ekstremiteta; 3. 

paraliza zadnjih ekstremiteta i 4. moribundno stanje ili smrt životinje.  
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Stepeni 2 i 3 često su bili udruženi sa inkontinencijom urina i fecesa. U slučaju kada su 

neurološki znaci bili slabije izraženi od tipičnih za određeni stepen, korišćene su i 

intermedijarne vrednosti (npr. jedan i po za vrlo blago izraženu parezu zadnjih 

ekstremiteta).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Metode izolovanje ćelija i tkiva 
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3.4.1. Izolovanje ćelija drenirajućeg limfnog čvora  

 

Sedmog dana nakon imunizacije tj. u induktivnoj fazi bolesti, životinje su žrtvovane i 

izvađeni su drenirajući (poplitealni) limfni čvorovi (DLČ) i iz njih izolovane ćelije. 

Tkivo je homogenizovano u PBS protiskivanjem kroz metalne mrežice i potom 

filtrirano kroz konusne najlonske mrežice promera 70 µm. Dobijena ćelijska suspenzija 

je cetrifugirana (500 g, 3 min), a ćelije su resuspendovane u 2% RS RPMI-1640 i 

prebrojane. Ćelije DLČ su dalje iskorišćenje za uspostavljenje kulture ćelija u kojem su 

stimulisane odgovarajućim antigenom i tretirane različitim ekstraktima i jedinjenjima 

kukurbitacin B i kukurbitacin E. Dalje, ćelije DLČ su iskorišćene i za izolavanje CD4
+
 

T limfocita ili za analizu na protočnoj citofluorimteriji u ex vivo eksperimentima. U 

svim koracima, od početka do kraja izolovanja ćelija drenirajućih limfnih čvorova 

korišćeni su sterilni rastvori i pribor. 

 

3.4.2. Prečišćavanje CD4
+ 

T ćelija magnetnom separacijom 

 

Izolovane ćelije DLČ su resuspendovane u 800 μL hladnog pufera za obeležavanje 

ćelija antitelima (3% FCS PBS) i dodato im je 10 μL anti-CD4 antitela obeleženog 

biotinom. Sve je rađeno u plastičnim tubama od 2 mL (Sarstedt, Numbreht, Nemačka). 

Ćelije su inkubirane 1h na ledu uz povremeno mućkanje. Nakon toga, ćelije su prane 

dva puta sa 1 mL PBS i jednom sa 1 mL hladnog pufera za magnetne kuglice (0,5% 

BSA, 2 mM EDTA PBS) i finalno resuspendovane u 800 μL ovog pufera. Ovako 

pripremljenoj ćelijskoj suspenziji je dodato 40 μL magnetnih kuglica obeleženih 

streptavidinom i suspenzija je ostavljena 1h na +4ºC uz povremeno mućkanje. Potom je 

ćelijska suspenzija izlagana magnetnom polju u trajanju od 8 min. Magnetne kuglice su 

se pod uticajem magnetnog polja lepile za zidove epruvete povlačeći sa sobom CD4
+
 T 

ćelije koje su bile vezane za magnetne kuglice interakcijom streptavidin-biotin.  

Rastvor iz epruveta je pažljivo odstranjen dok se još uvek nalazio u magnetnom polju, a 

ćelije zalepljene za zidove epruvete su ponovo resuspendovane u 800 μL rastvora za 

vezivanje magnetnih kuglica. Postupak izlaganja magnetnom polju je ponavljan još 2 

puta u trajanju od 4 min u cilju dobijanja visoko prečišćenih CD4
+
 T limfocita.  



36 
 

Na kraju, ćelije su resuspendovane u medijumu sa 5% FCS i prebrojane. CD4
+
 T 

limfociti su dalje iskorišćeni za uspostavljanje kulture ćelija sa različitim ekstraktima i 

jedinjenjima kukrurbitacin B i kukurbitacin E nakon čega su iskorišženje za izolaciju 

RNK i ukupnih protein.  

 

3.4.3. Izolovanje infiltrata kičmene moždine  

 

Infiltrati kičmene moždine (KM) izolovani su iz životinja imunizovanih HKM + CFA. 

Na piku bolesti (klinički slika 2 - 3) životinje se žrtvovane i izvađene su kičmene 

moždine. U cilju eliminisanja ćelija prisutnim u krvnim sudovima iz KM, životinje su 

najpre perfundovane sterilnim rastvorom PBS. KM su izolovane iz perfundovanih 

životinja i držane na ledu do narednog koraka. KM su homogenizovane u rastvoru PBS 

protiskivanjem kroz metalne mrežice. Dobijena ćelijska suspenzija je cetrifugirana (800 

g, 3 min), a talog je resuspendovan u 3 mL 30% Perkola i nanesen na 2,5 mL 70% 

Perkola pri čemu se formirao koncentracijski gradijent Perkola. Izotonične 

koncentracije Perkola su pripremane od štoka koji je pravljen mešanjem 9 V Perkola i 1 

V 10 x koncentrovanog PBS. Nakon centrifugiranja u trajanju od 50 minuta na 870 g u 

plastičnim tubama mogao se uočiti beli prsten infiltriranih ćelija KM koji se nalazio na 

granici dva sloja. Interfazni prsten je pažljivo sakupljan i pran od ostataka Perkola u 

PBS. Ćelijska suspenzija je centrifugirana (900 g, 10 min), a ćelije resuspendovane u 

medijumu sa 5% FCS i brojane. Infiltrati KM (IKM) su iskorišćeni za uspostavljanje 

kulture ćelija sa ekstraktom lista krastavca i jedinjenjima kukrbitacina B i E. I u ovom 

protokolu kao i u prethodnom se vodilo računa o sterilnosti u radu. 
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3.4.4. Izolovanje ćelija peritonealnog ispirka 

 

Ćelije peritonealnog ispirka (PEC, od eng. Peritoneal Exudate Cell) su dobijene 

ubrizgavanjem po 10 mL sterilnog hladnog PBS u peritonealnu šupljinu pacova i 

sakupljanjem peritonealne tečnosti u sterilne epruvete. Za dobijanje kulture PEC, 

peritonealni ispirak je centrifugiran (500 g, 3 min). Dobijene ćelije PEC su iskorišćenje 

za dobijanje populacije peritonealnih makrofaga, uspostavljanje kulture makrofaga i 

njihov tretman ekstraktom lista krastavca i jedinjenjima KukB i KukE. 

 

3.4.5. Dobijanje dendritskih ćelija iz matičnih ćelija kostne srži 

 

Iz DA pacova je vađen femur i stavljen u 10% FCS RPMI-1640. Kost je sečena sa obe 

strane i sadržaj ispiran sa 10 mL 10% FCS RPMI-1640 u petri šolju. Krvave krpice su 

razbijane pipetiranjem. Sadržaj petri šolje je potom prebacivan u tube od 50 mL i 

centrifugiran (500 g, 5 min). Supernatant je odlivan, a ćelijski talog je resuspendovan u 

1 mL pufera za lizu eritrocita u trajanju od 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon isteka 

vremena, reakcija liziranja je prekidana sa 9 mL 10% FCS RPMI-1640 i ćelije su 

profiltrirane kroz konusne najlonske mrežice promera 70 µm i centrifugirane (500 g, 5 

min). Ćelijski talog je resuspendovan u medijumu za gajenje DĆ i ćelije su 

prebrojavane.  

U cilju dobijanja DĆ, ćelije kostne srži su postavljane u koncentraciji od 1× 10
6 

ćelija/mL u ploči sa 24 bunara i stimulisane sa GM-CSF (20 ng/mL). Medijum je 

menjan svaki drugi dan narednih 6 dana, tako da je polovina medijuma zamenjenjivana 

svežim i novom količinom GM-CSF. Ćelije su razdvajane 4 dana tako što je pipetom uz 

blago mućkanje polovina medijuma (500 µL) zajedno sa ćelijama prebacivana u nove 

bunare, a ostatak medijuma do 1 mL nadoknađivan svežim medijumom i propisanom 

količinom GM-CSF. Sedmog dana DĆ su stimulisane LPS u cilju dobijanja zrelih DĆ i 

tretirane ekstraktom lista krastavca i dalje korišćenje za eksperimente ko-kultivacije sa 

CD4
+ 

T limfocitima. 
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3.4.6. Određivanje broja ćelija 

 

Broj ćelija u dobijenim ćelijskim suspenzijama je određen brojanjem živih ćelija pod 

mikroskopom u komori po Bürker-Türk-u, pri čemu je 20 μL ćelijske suspenzije 

mešano sa 180 μL 0.1% rastvorom TB i nanošeno na komoru. Mrtve ćelije (obojene u 

plavo usled narušene građe membrane) nisu brojane. 

 

3.4.7. Uspostavljanje kulture ćelija 

 

Na osnovu dobijenog broja ćelija, ćelijska suspenzija DLČ je razblaživana medijumom 

sa 2% RS RPMI-1640 kako bi se dobila željena koncentracija ćelija za dalje 

eksperimente. Ćelije su kultivisane u ploči za kultivisanje sa 24 bunara (Sarstedt, 

Numbreht, Nemačka). Svaki bunar je sadržavao približno 5 x 10
6
 ćelija u 1 mL. Ćelije 

su u zavisnosti od prethodne imunizacije restimulisane peptidom MOG35-55 ili MBP u 

finalnoj koncentraciji od 10 μg/mL i tretirane različitim koncentracijama ekstrakata ili 

KukB ili KukE. Ploča je zatim inkubirana 24 časa u inkubatoru sa vlažnom atmosferom 

na temperaturi od 37 ºC i pri koncentraciji CO2 od 5 %. Nakon 24h, sadržaji bunara su 

sakupljeni i centrifugirani (500 g, 3 min), supernatanti su korišćeni za merenje 

produkcije citokina testom ELISA, a ćelijski talozi su korišćeni za merenje 

metaboličkog vijabiliteta ćelija testom MTT ili za izolaciju RNK. 

CD4
+
 T limfociti dobijeni prečišćavanjem iz ćelija DLČ su stimulisani anti-CD3 i anti-

CD28 antitelima u koncentraciji od 1 µg/mL i tretirani različitim koncetracija ekstrakata 

ili KukB ili KukE. Ćelije su kultivisane u ploči za kultivisanje sa 24 bunara. Ploča je 

inkubirana 24 časa u inkubatoru sa vlažnom atmosferom na temperaturi od 37ºC i pri 

koncentraciji CO2 od 5 %. Nakon isteka vremena, sadržaji bunara su sakupljeni i 

centrifugirani (500 g, 3 min), supernatanti su korišćeni za merenje produkcije citokina 

testom ELISA, a ćelijski talozi su korišćeni za merenje metaboličkog vijabiliteta ćelija 

testom MTT ili za izolaciju RNK. U eksperimentima koji su zahtevali analizu 

unutarćelijskih signalnih puteva, 2.5 x 10
6
 CD4

+
 T limfocita je kultivisano u 5% FCS 

RPMI-1640, i tretirano ekstraktima lista krastavca (10 µg/mL) ili KukE (50 ng/mL) u 

trajanju od 30 i 60 min, nakon čega su ćelije iz oba tretmana korišćene za pripremu 

uzoraka za analizu na Western blotu ili za izolaciju RNK u slučaju tretmana sa KukE.  
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Infiltrati KM dobijeni iz KM na piku bolesti EAE su kultivisani u ploči sa 24 bunara u 

koncentraciji 2 x 10
6
 ćelija/mL u 5% FCS RPMI-1640 u prisustvu ekstrakta lista 

krastavca (10 µg/mL) ili KukB (50 ng/mL) ili KukE (50 ng/mL). Nakon inkubacije od 

24h, ćelije su centrifugirane (500 g, 3 min), a supernatanti korišćeni za merenje 

produkcije citokina testom ELISA.  

Ćelije PEC su korišćenje za dobijanje kulture peritonelanih makofaga. Ćelije su 

kultivisane u ploči za kultivisanje sa 24 bunara. U svaki bunar je dodato po 300 μL 

ćelijske suspenzije koja je sadržala 2 × 10
6
 ćelija. Ploča je zatim inkubirana 2h u 

inkubatoru kako bi se peritonealni makrofagi adherirali za dno bunara ploče. Nakon 

inkubacije supernatant je odbačen, bunari isprani 2 × 1 mL PBS, pri čemu su ćelije koje 

su adherirale za podlogu smatrane makrofagima, a potom je dodat medijum za 

kultivaciju ćelija. Ćelije su stimulisane LPS (10 ng/mL) i tretirane ekstraktom lista 

krastavca (5 i 10 µg/mL), ili KukB (50 ng/mL) ili KukE (50 ng/mL). Inkubacija kulture 

je trajala 24h. Nakon 24h, supernatanti su sakupljni u cilju određivanja produkcije 

citokina testom ELISA i produkcije nitrita metodom po Grisu, a ćelije su korišćene za 

merenje vijabilnosti testom CV ili za merenje nivoa ekspresije površinskih molekula, 

nivoa fagocitoze, produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, od eng. Reactive Oxygen 

Species) metodom protočne citofluorimetrije.  

DĆ dobijene iz ćelija kostne srži diferencijacijom u prisustvu GM-CSF, sedmog dana su 

stimulisane LPS (100 ng/ml) i tretirane ekstraktom lista krastavca (10 µg/mL) u trajanju 

od 24h. Nakon toga ćelije su analizirane metodom protočne citofluorimetrije ili su 

tretirane peptidom MOG35-55 u cilju pripreme za ko-kultivaciju sa CD4
+
 T limfocitima.  

 

3.4.8. Ko-kultivacija dendritskih ćelija sa CD4
+
 T limfocitima 

 

DĆ dobijene iz ćelija kostne srži diferencijacijom u prisustvu GM-CSF, sedmog dana su 

stimulisane LPS (100 ng/ml) i tretirane ekstraktom lista krastavca (10 µg/mL) u trajanju 

od 24h. Nakon toga u kulturu je dodat peptid MOG35-55 (10 µg/mL) u trajanju još 24h. 

CD4
+
 T limfociti su izolovani sedmog dana metodom magnetne separacije iz DLČ 

životinja prethodno imunizovanih sa MOG35-55 u CFA.  
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DĆ i CD4
+
 T limfociti su pomešani u odnosu 1:10 u U-ploči sa 96 bunarića u ukupnoj 

zapremini od 250 µL u medijumu za DĆ. Ćelije su inkubirane narednih 120h u 

inkubatoru, nakon čega su supernantanti sakupljeni za određivanje produkcije citokina 

metodom ELISA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Testovi za određivanje funkcija ćelija imunskog sistema 
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3.5.1. Merenje vijabilnosti ćelija testom MTT 

 

Metabolička vijabilnost neadherentnih ćelija je određivana kolorimetrijskim testom 

MTT. Test je zasnovan na redukciji tetrazolijumove soli MTT pomoću mitohondrijskih 

oksidoreduktaza pri čemu nastaje nerastvorno ljubičasto obojeno jedinjenje formazan. 

Uzorci kultura ćelija u kojima je trebalo da se odredi vijabilnost ćelija su prebačeni u 

tube od 1.5 mL i centrifugirani (500 g, 3 min). Nakon toga, supernatanti su odliveni, a 

talogu ćelija je dodato po 300 µL 0.5 mg/mL rastvora MTT u medijumu za kultivisanje 

ćelija. Uzorci su inkubirani 1 - 2h u inkubatoru nakon čega su ponovo centrifugirani 

(500 g, 3 min), ćelijski talog je resuspendovan u 200 µL DMSO i razliven u triplikatima 

(po 50 µL) u ploču sa 96 bunarića. Apsorbancija rastvora je merena pomoću 

spektrofotometra (Titertek) na 540 nm. Vijabilnost ćelija je izražena kao procenat ili kao 

A540. 

 

3.5.2. Merenje vijabilnosti ćelija testom CV 

 

Za određivanje broja živih, adherentnih ćelija korišćen je test CV. Test je rađen u ploči 

u kojoj su ćelije gajene. Nakon odlivanja supernatanta u bunare je dodato po 300 μL 

100% MeOH kako bi se ćelije fiksirale za dno bunara. Posle 10 min, metanol je odliven, 

a ploča je ostavljena da se osuši na sobnoj temperaturi. Zatim je u svaki bunar dodato po 

300 μL 0.1% rastvora CV i ostavljeno 10 min na sobnoj temperaturi. Ploča je dobro 

isprana u hladnoj vodi i osušena na sobnoj temperaturi. Posle sušenja u bunare je dodato 

po 300 μL 33% rastvora sirćetne kiseline. Iz svakog bunara je razliveno tri puta po 50 

μL u mikrotitar ploču i apsorbancija rastvora merena pomoću spektrofotometra (Titertek) 

na 540 nm. Izmerene apsorbance odgovarale su intenzitetu boje, pa samim tim i 

vijabilnosti ćelijskih kultura, odnosno relativnom broju živih, adherentnih ćelija u 

kulturama. 
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3.5.3. Merenje produkcije citokina testom ELISA  

 

Koncentracija citokina u supernatantima ćelijskih kultura je određivana primenom testa 

ELISA. U tu svrhu korišćene su mikrotitar ploče MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Danska) sa 

96 mesta (bunarića) i komercijalni parovi antitela za merenje koncentracija 

odgovarajućih citokina: IL-1β, IL-6, TNF, IFN-γ, IL-17 i IL-10 (eBioscience). Sam 

postupak izvođenja metode obavljen je prema protokolima obezbeđenim od strane 

proizvođača. Prvi korak je podrazumevao oblaganje bunarića ploča odgovarajućim 

primarnim antitelom (50 μL u bunariće) u razblaženju preporučenom od strane 

proizvođača, u rastvoru PBS preko noći. Nakon inkubacije, ploče su ispirane 3 × 0.05% 

rastvorom Tween 20 u PBS (tPBS). Blokiranje nespecifičnog vezivanja antitela za ploču 

rađeno je rastvorom 10% FCS PBS (za citokine IFN-γ, IL-17, IL-10 i TNF), odnosno 

1% BSA PBS (za citokine IL-1β i IL-6). Nakon ponovnog ispiranja, uzorci i standardi 

su nanošeni (50 μL u bunariće) i ploče su inkubirane 2h na sobnoj temperaturi. Sledilo 

je ponovno ispiranje rastvorom tPBS i dodavanje sekundarnog antitela obeleženog 

biotinom odgovarajućeg razblaženja u odgovarajućem rastvoru za blokiranje. Nakon 1h 

inkubiranja u rastvoru sekundarnog antitela, ploče su ispirane i dodavan je rastvor 

avidina konjugovanog HRP, 30 min na sobnoj temperaturi. Ploče su ponovo ispirane (3 

× tPBS) i dodavano je po 50 μL TMB, supstrata za peroksidazu. Po razvijanju boje 

reakcija je prekidana 50 μL 1M HCl, a apsorbancija merena pomoću spektrofotometra 

(Titertek) na 450 nm. Svaki uzorak je rađen u duplikatu. Količina citokina (ng/mL) 

određivana je korišćenjem standardne prave dobijene na osnovu vrednosti apsorbancije 

za rekombinantni citokin koji je prethodno serijski razblažen. 

 

3.5.4. Imunofluorescencentno bojenje površinskih molekula i protočna 

citofluorimetrija 

 

Fenotipska karakterizacija ćelija DLČ, infiltrata KM, makrofaga i DĆ je vršena 

tehnikom direktne i indirektne imunofluorescencije korišćenjem protočnog 

citofluorimetra (CyFlow Space, Partec, Munster, Nemačka). U DLČ ispitivana je 

ekspresija površinskih molekula CD4, CD134, MHC II i CD80. Na makrofagima je 

detektovan nivo ekspresije MHC II, CD86 i CD11b, a na DĆ MHC II i CD86.  
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Po dobijanju suspenzije ćelija, ćelije su prebacivane u plastične epruvete za protočnu 

citofluorimetriju (u broju od 5 x 10
5
 do 1 x 10

5
) i centrifugirane (800 g, 3 min). Posle 

centrifugiranja i odlivanja supernatanta ćelije su resuspendovane u 100 µL 10% RS u 

PBS i dodavana su antitela odgovarajućeg razblaženja. Ćelije su inkubirane 30 min na 4 

ºC u mraku. Po isteku inkubacije, ćelije su ispirane 2 × 1 mL PBS, centrifugirane (800 

g, 3 min), finalno resuspendovane u 2 mL PBS i analizirane na protočnom 

citofluorimetru. 

 

3.5.5. Merenje nivoa apoptoze 

 

Apoptotične ćelije su detektovane metodom protočne citofluorimetrije pomoću 

aneksinV-FITC proteina koji se vezuje za fosfatidilserin na spoljašnjoj površini 

membrane ćelija koje ulaze u proces apoptoze. Uzorci ćelija (1 × 10
6
) su prebacivani u 

plastične epruvete za protočnu citofluorimetriju i centrifugirani (500 g, 3 min). Nakon 

centrifugiranja, supernatanti su odlivani, ćelijski talog je resuspendovan u 100 µL ABB 

i dodavan je aneksinV-FITC odgovarajućeg razblaženja. Ćelije su inkubirane 15 min na 

sobnoj temperaturi u mraku, nakon čega su uzorci ispirani sa 1 mL ABB i finalno 

resuspendovani u 2 mL ABB i analizirani na protočnom citofluorimetru.  

 

3.5.6. Merenje nivoa fagocitoze 

 

Nivo fagocitoze je određivan u makrofagima i dendritskim ćelijama metodom protočne 

citofluorimetrije. Fluorescentno obeležene kuglice za fagocitozu su preopsonizovane u 

50% FCS PBS, 1h na 37 ˚C. Rastvor kuglica (500 µL) u preporučenom razblaženju je 

stavljan preko makrofaga i dendritskih ćelija koji su bili u kulturi 24h sa LPS i 

inkubiran 1h u inkubatoru. Nakon isteka inkubacije, rastvor je sklonjen, ćelije su isprane 

2 × 1 mL PBS i dodato je po 300 µL duplo razblaženog radnog rastvora TB (1-2 min) u 

cilju gašenja zelene fluorescence koja potiče od kuglica koje su se polepile po površini 

samih ćelija. Rastvor TB je odlivan, ćelije su ispirane 2 × 1 mL PBS, skidane sa 

podloge, centrifugirane (500 g, 3 min), finalno resuspendovane u 2 mL PBS i 

analizirane protočnom citofluorimetrijom.  
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3.5.7. Merenje produkcije reaktivih vrsta kiseonika 

 

Produkija ROS u makrofagima je određivana metodom protočne citofluorimetrije. Po 

500 µL 1 µM DHR u 10% RS RPMI je stavljano preko makrofaga. Ćelije su inkubirane 

30 min u inkubatoru. Nakon 30 min, supernatanti su odlivani, a preko ćelija je dodavan 

rastvor LPS (100 ng/mL) u medijumu u cilju stimulacije produkcije ROS i ćelije su 

dodatno inkubirane 90 min u inkubatoru. Nakon isteka inkubacije, ćelije su ispirane 2 × 

1 mL PBS, skinute sa podloge, centrifugirane (500 g, 3 min), finalno resuspendovane u 

2 mL PBS i analizirane protočnom citofluorimetrijom.  

 

3.5.8. Merenje produkcije azot monoksida 

 

Produkcija NO od strane makrofaga je određivana Grisovom reakcijom koja se zasniva 

na određivanju koncentracije nitrita kao indikatora proizvodnje NO. U cilju stimulacije 

produkcije NO makrofagi su tretirani LPS. Ukratko, 50 μL supernatanta iz svakog 

bunara pomešano je sa 50 μL Grisovog reagensa (1:1 rastvor 0.1% naftiletilendiamin 

dihidrohlorida i 1% sulfanilamida u 5% H3PO4). Apsorbancija tako nastalog rastvora 

merena je u mikrotitar ploči na spektrofotometru (Titertek) na 570 nm, a koncentracija 

nitrita izračunavana na osnovu kalibracione prave dobijene određivanjem apsorbancija 

poznatih koncentracija NaNO2.  

 

3.5.9. Metoda reakcije lančanog umnožavanja (PCR) 

 

3.5.9.1. Izolovanje ukupne RNK 

 

Svi uzorci za izolovanje RNK su bili resuspendovani u 500 µL reagensa za izolovanje 

RNK i čuvani u zamrzivaču na -20 ºC. Uzorci su dopunjavani sa po 100 μL hladnog 

hloroforma, blago vorteksirani, a zatim centrifugirani (12000 g, 20 min, +4 ºC). Od 

ovog koraka uzorci su sve vreme držani na ledu. Nakon centrifugiranja uzoraka dolazilo 

je do razdvajanja tečnosti na donji organski sloj u kome su zaostali proteini, gornji 

vodeni sloj u kome se nalazila RNK, dok se između ovih slojeva formirao prsten koji je 

sadržao DNK.  
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Vodena faza je prebacivana u plastične tube od 1.5 mL u koje je već odmereno 300 μL 

izopropil-alkohola, a ostatak je odbacivan. Nakon izlaganja temperaturi od -20
o
C u 

trajanju od 30 min sledilo je ponovno centrifugiranje (12000 g, 20 min, +4 ºC). RNK je 

precipitirala na dnu, a supernatanti su odlivani. Talog je ispiran dodavanjem 500 μL 

70% etanola, i centrifugiran (12000 g, 10 min, +4 ºC). Etanol je odlivan, a talog RNK je 

sušen i finalno rastvaran u 13 μL vode bez nukleaza (eng. RNase Free Water). 

Alternativno za određivanje realtivne promene miRNK uzorci su resuspendovani u 26 

μL.  

U oba slučaja, po 3 µL uzorka je uzimano za spektrofotometrijsko određivanje 

koncetracije RNK. Pravljena su dva razblaženja svakog uzorka: 1 µL + 49 µL vode i 2 

µL + 48 µL vode. Koncentracija RNK (µg/µL) je merena u uzorcima zadavanjem 

programa za određivanje koncentracije RNK na spektrofotometru. Finalna koncetracija 

je računata kao srednja vrednost iz dva merenja različitog razblaženja. Na osnovu 

dobijene koncentracije RNK izračunata je količina (µg) RNK u uzorcima. Takođe, 

meren je i odnos apsorbancija A260/A280 koji je govorio o čistoći uzoraka.  

 

3.5.9.2. Reakcija reverzne transkripcije (RTs) 

 

Reakcija RTs se koristi da bi se izolovana RNK prevela u cDNK. Za reakciju RTs su 

korišćene jednake količine (1 - 3 µg) RNK svakog uzorka. U 11.5 µL svakog uzorka je 

dodato po 1 µL nasumičnih heksamernih prajmera. Uzorci su inkubirani 5 min na 70 ºC, 

a potom prebacivani na led. Nakon toga u uzorke je dodavano po 7.5 μL rastvora koji je 

po uzorku sadržao: 4 μL koncentrovanog pufera za reverznu transkripciju, 0.5 μL 

inhibitora RNaze, 2 μL smeše dNTP (10 mM) i 1 μL enzima reverzne transkriptaze 

Moloni virusa mišje leukemije. Finalna zapremina reakcione smeše je bila 20 μL. 

Reakcije je nastavljena inkubacijom 10 min na 25ºC, a potom 60 min na 42ºC. 

Konačno, reakcija je prekidana inkubacijom uzoraka na 70ºC tokom 10 minuta i na 

95ºC tokom 3 minuta. Uzorci cDNK su čuvani na +4ºC do dalje upotrebe. Za 

prevođenje molekula miRNK u cDNK koristili su se miRNK specifični prajmeri (Stem-

loop prajmeri, Invitrogen, Carlsbad, SAD, Tabela 1).  
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Svaki uzorak je bio podeljen na dve reakcione smeše od po 11.5 μL. Jedna reakciona 

smeša je služila za prevođenje miRNK u cDNK upotrebom miRNK specifičnog 

prajmera, a druga za standardnu rekciju RT. U svaku reakcionu smešu je dodavano po 1 

μL odgovarajućeg prajmera, nakon čega je nastavljeno sa reakcijom RTs kao što je već 

opisano.  

 

3.5.9.3. Kvantitativna reakcija lančanog umnožavanja u realnom vremenu 

 

Kvantitativna reakcija lančanog umnožavanja u realnom vremenu (Real-time qPCR, od 

eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction) korišćena je za analizu relativne promene 

transkripcije iRNK gena od interesa. U eksperimentima je korišćena ploča sa 96 

bunarčića adaptirana za kvantitativni PCR (MicroAmp
TM

 Optical, Applied Biosystems, 

SAD) i u bunariće je dodavano po 8 μL reakcione smeše za PCR. Korišćene su po dve 

reakcione smeše u duplikatu za svaki uzorak, jedna za gen od interesa, a druga za 

referentni gen (Gapdh ili U6). Reakcione smeše za kvantitativni PCR su sadržale po 

uzorku: 5 μL Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix, 1 μl specifičnih prajmera 

(Forward i Reverse, Tabela 1) za gen od interesa ili za referentni gen i 2 μL 

dejonizovane vode. Nakon nalivanja ploče sa reakcionim smešama u bunariće je 

dodavano po 2 μL odgovarajućeg uzorka cDNK prethodno razblaženog 5 puta u 

dejonizovanoj vodi. Ploča je pokrivana optičkim adhezivnim filmom (Applied 

Biosystems, Foster City, SAD), centrifugirana kratko i prenošena u termoblok aparata 

za kvantitativni PCR (ABI PRISM 7000, Applied Biosystems). Uslovi amplifikacije 

bili su sledeći: 10 minuta na 95°C, a zatim 40 ciklusa koji su obuhvatali korake od 15 

sekundi na 95°C i 60 sekundi na 60°C. Za analizu dobijenih rezultata korišćen je 

odgovarajući kompjuterski program (7500 System software) obezbeđen od proizvođača 

aparata za kvantitativni PCR (Applied Biosystems). Vrednosti relativnih promena 

miRNK određivane su u odnosu na referentni gen U6 dok su promene svih ostalih gena 

određivane u odnosu na referentni gen Gapdh i iskazane kao 2
-dCT

 gde je dCt razlika 

između Ct vrednosti gena od interesa i referentnog gena.  
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3.5.9.4. Prajmeri  

 

 U reakciji RT za prevođenje miRNK u cDNK su korišćeni miR-155 i miR-146 

Stem Loop specifični prajmer, dok su u reakciji RT-qPCR korišćeni Forward i Reverse 

prajmeri. Sekvence prajmera date su u Tabeli 1. 

 
Tabela 1. Sekvence prajmera korišćene u reakciji RTs i RT-qPCR. 

Sekvenca (5’→3’) 

miR-155 Stem Loop prajmer 

5’-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACC 

CCC TA-3’ 

miR-146 Stem Loop prajmer 

5’-GTC GTA TCC AUC AGG GTC CGA GGT ATT CGC ACT GGA TAC GAC AAC 

CCA-3’ 

U6  

F – 5’-TGC TTC GGC AGC ACA TAT AC-3’ 

R - 5’-TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’  

Gapdh 

F - 5’- TGG ACC TCA TGG CCT ACA T-3’  

R - 5’-GGA TGG AAT TGT GAG GGA GA-3’ 

miR-155 

F - 5’-GGA GGT TAA TGC TAA TTG TGA TAG-3’ 

R - 5’-GTG CAG GGT CCG AGG T-3’ 

IFN-γ 

F - 5’-TGG CAT AGA TGT GGA AGA AAA GAG-3’ 

R - 5’-TGC AGG ATT TTC ATG TCA CCA T-3’ 

IL-10 

F - 5’-GAA GAC CCT CTG GAT ACA GCT GC 

R - 5’-TGC TCC ACT GCC TTG CTT TT-3’ 

IL-17 

F - 5’-ATC AGG ACG CGC AAA CAT G-3’ 

R - 5’-TGA TCG CTG CTG CCT TCA C-3’ 

T-bet 

F - 5’-CCA ACA ATG TGA CCC AGA TGA T-3’ 

R - 5’-CTG GCT CAC CGT CAT TCA-3’ 
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3.5.10. Metoda Western blot  

 

3.5.10.1. Izolovanje proteina i određivanje koncentracije proteina metodom po 

Loriju 

 

Priprema uzoraka za analizu metodom Western blot podrazumevala je izolovanje 

ukupnih proteina iz ćelija. Ćelije su lizirane u 100 µL pufera za liziranje (62.5 mM Tris 

(pH 6.8), 2% w/v SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT). Usled liziranja ćelija i oslobađanja 

DNK stvarao se sluzavi rastvor koji je homogenizovan uvlačenjem i istiskivanjem 

sadržaja pomoću šprica kroz igle promera 16G. Nakon toga je merena koncentracija 

proteina u uzorcima, metodom po Loriju. Metoda se zasniva na reakciji peptidnih veza 

proteina i bakarnih jona u alkalnoj sredini pri čemu nastaje kompleks, koji uz oksido-

redukcionu reakciju fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa sa tirozinom daje 

postojanu boju čija se apsorbancija meri na 670 nm. 5 µL uzorka je razblaživano 4 × u 

dejonizovanoj vodi i dodavano je 300 µL reagensa C koji je dobijan mešanjem rastvora 

2% Na2CO3 u 0,1 M NaOH i 1% CuSO4 x 5H2O i 2% K-Na-tartarat u H2O u razmeri 

98:1:1. Nakon snažnog vorteksiranja i inkubiranja na sobnoj temperaturi 15 min 

dodavano je 60 µL Folin-Ciocalteu reagensa. Uzorci su ponovo vorteksovani i 

inkubirani 30 min uz povremeno vorteksovanje, dok se boja nije razvila. Istim 

postupcima su tretirani i rastvori poznatih koncentracija proteina BSA (1 - 10 mg/mL) 

koji su bili potrebni za pravljenje standardne prave.  

TGF-β  

F - 5’-CCC TGC CCC TAC ATT TGG A-3’ 

R - 5’-ACG GTG ATG CGG AAG CAC-3’ 

 

miR-146  

F - 5’-GGC GAT GAG AAC TGA ATT CCA-3’ 

R - 5’-GTG CAG GGT CCG AGG T-3’ 

 

Cyp1A 

F - 5’-GGG GAG GTT ACT GGT TCT GG-3’ 

R - 5’-CGG ATG TGG CCC TTC TCA AA-3’  
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Apsorbancija uzoraka i standardnih razblaženja je merena na 670 nm u mikrotitar ploči 

na spektrofotometru (Titertek). Nepoznata koncentracija proteina u uzorcima je 

određivana pomoću standardne prave poznatih koncentracija BSA.  

 

3.5.10.2. Elektroforeza proteinskih uzoraka na SDS poliakrilamidnom gelu i 

transfer proteina na polivinildifluoridnu (PVDF) membranu 

 

Uzorci (30 μg proteina) su mešani u odnosu 3:1 sa puferom za uzorke (250 mM Tris-

HCl pH 6.8, 8% SDS, 20% β-ME, 0,008% bromfenol plavo, 40% glicerol), kuvani 5 

min na 95 ˚C i nanošeni na 12% SDS poliakrilamidni gel postavljen u sistemu za 

elektroforezu (Biometra). Pored uzoraka nanošeni su i proteinski markeri poznatih 

molekulskih masa (PageRuler, Termo Fisher Scientific). Sistem je nalivan Tris-

glicinskim puferom, a elektroforeza se odvijala u uslovima jačine struje od 25 mA kroz 

koncetrujući gel i 30 mA kroz gel za razdvajanje. 

Nakon završene elektroforeze, gelovi su vađeni iz sistema nakon čega je sledio transfer 

proteina sa gela na polivinildifluoridnu (PVDF) membranu korišćenjem polusuvog 

bloting sistema (Fastblot B43, Biorad, Getingen, Nemačka). Jačina struje prilikom 

transfera je bila 5 mA/cm
2
 gela.  

 

3.5.10.3. Vizuelizacija proteinskih traka i denzitometrijska analiza  

 

Nakon transfera proteina sa gela na membranu sledila je detekcija proteina od interesa. 

Najpre su blokirana nespecifična mesta vezivanja antitela na membrani korišćenjem 5% 

BSA u tPBS (0,1% Tween 20 PBS), 1 h na sobnoj temperaturi. Zatim je membrana 

sečena u nivou molekulskih masa željenih proteina i svaki deo membrane je inkubiran 

preko noći na +4°C sa odgovarajućim primarnim antitelima specifičnim za proteine 

STAT3, p38 i IκB i njihove fosforilisane forme pSTAT3, p-p38 i pIκB (Santa Cruz) u 

razblaženju preporučenom od strane proizvođača.  

Sledećeg dana, membrana je ispirana 5 × 5 min u rastvoru tPBS i inkubirana 1h na 

sobnoj temperaturi sa sekundarnim anitelom. Nakon inkubacije membrana je ponovo 

ispirana 5 × 5 min u rastvoru tPBS.  
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Vizuelizacija specifičnih proteinskih traka na fotografskim filmovima ostvarivana je u 

reakciji hemiluminiscencije upotrebom ECL reagensa (GE Healthcare). Količina 

proteina merena je denzitometrijski pomoću softverskog programa ImageJ nakon čega 

je izražena kao odnos ukupne i fosforilisane forme ispitivanog proteina.  

 

3.6. Test za određivanje toksičnosti u in vivo modelu zebrice  

 

Odrasle jedinke zebrica, soja Tübingen, su gajene po standardnoj proceduri opisanoj u 

protoklima (Westerfield, 2007). Embrioni dobijeni nakon mrešćenja su gajeni na 28˚C i 

praćen je njihov razvoj sledećih 72h. Tretman različitim dozama ekstrakta lista 

krastavca, KukB i KukE usledio je 6h nakon fertilizacije. Svaki tretman je 

podrazumevao prisustvo 12 embriona u 750 µL rastvora za gajenje embriona u ploči sa 

24 bunara. Tretmani su izvođeni u duplikatima. Kontrolne grupe su umesto tretmana 

sadržale rastvarač odgovarajućeg razblaženja. Embrioni su posmatrani u tri vremenske 

tačke (24, 48 i 72h nakon fertilizacije) pod svetlosnim mikroskopom pri uveličanju 40x.  

Praćen je razvoj embriona, odnosno smrtnost i različite morfološke promene tokom 

razvića (razvoj tela, glave, očiju, repa, srca, cirkulacija, skolioza, pigmentacija, 

deformitet žumanceta, formiranje edema). Opaženi efekti su bili značajni ako su uočeni 

u više od 50% embriona po tretmanu u poređenju sa kontrolnom grupom. 

Svi eksperimenti na zebricama su sprovedeni u skladu sa standardnim protokolima 

(Westerfield, 2007). 
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3.7.   Statistička obrada podataka 

 

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± standardna devijacija (SV ± SD) 

dobijene u više nezavisnih eksperimenata. Za analizu statističke značajnosti razlika 

srednjih vrednosti je koriščen Studentov t-test, Mann-Whitney test, one-way ANOVA 

Dunette post hok test, two-way ANOVA Sidak post hok test. Svi testovi su urađeni 

pomoću softverskog paketa Graphpad Prism 7 (Graphpad, San Diego, SAD). Vrednost 

parametara p manja od 0.05 je smatrana statistički značajnom. 
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4. Rezultati 
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4.1. Uporedna analiza imunomodulacijskog efekta različitih ekstrakata lista 

krastavca na ćelije drenirajućih limfnih čvorova i prečišćene CD4
+
 T limfocite in 

vitro  

 

Ekstrakcijama su dobijena tri različita ekstrakta lista krastavca, poznatih koncentracija, 

rastvorena u etanolu i označena kao E1-3. E1 - hloroformski ekstrakt; E2 - etilacetatni 

ekstrakt; E3 - metilenhloridni ekstrakt.   

Na početku su ispitane imunomodulacijske aktivnosti pripremljenih ekstrakata in vitro. 

Ćelije DLČ su izolovane sedmog dana nakon imunizacije DA pacova peptidom MOG35-

55 i tretirane različitim koncentracijama ekstrakata E1-3 u prisustvu MOG35-55 u trajanju 

od 24h sa ciljem restimulacije T limfocita. Nakon isteka vremena, metabolička 

vijabilnost ćelija je određena testom MTT, dok je testom ELISA određivana produkcija 

glavnih proinflamacijskih citokina IFN-γ i IL-17. 

Dobijeni rezultati su poređeni u okviru samih ekstrakata, ali i ekstrakata međusobno. 

Rezultati testa MTT su pokazali da ekstrakti E2 i E3 u koncentracijama od 50 µg/mL 

smanjuju preživljavanje ćelija DLČ nakon 24h u kulturi, dok u nižim koncentracijama 

od 1 i 10 µg/mL ovaj efekat izostaje (Slika 5A). Iz tog razloga, niže koncentracije 

ekstrakata su izabrane za dalji rad. Hloroformski ekstrakt E1 nije imao uticaja na 

preživljavanje ćelija ni u jednoj primenjenoj koncentraciji.  

Rezultati merenja produkcije citokina IFN-γ i IL-17 u supernatantima ćelija DLČ su 

pokazali da ekstrakt E3 smanjuje produkciju oba citokina u primenjenoj koncentraciji 

od 10 µg/mL, dok E2 u istoj koncentraciji smanjuje produkciju citokina IFN-γ. Ekstrakt 

E1 ne ostvaruje efekat na produkciju pomenutih citokina ni u jednoj od testiranih 

koncentracija (Slika 5B, C).  

Poređenje produkcije ovih citokina pod uticajem netoksičnih koncentracija ispitivanih 

ekstrakata, pokazalo je da ekstrakt E3 ostvaruje najsnažniji uticaj na njihovo smanjenje 

u ćelijama DLČ.  
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Slika 5. Efekat različitih ekstrakata lista krastavca na vijabilnost i produkciju citokina u 

ćelijama drenirajućih limfnih čvorova. Ćelije DLČ su stimulisane peptidom MOG35-55 (10 

µg/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (1 i 10 µg/mL) ekstrakata u trajanju od 24h. Nakon 24h, 

metabolička vijabilnost ćelija je određena testom MTT (A). Produkcija citokina IFN-γ i IL-17 je 

određena u supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA (B, C). Rezultati su predstavljeni kao 

srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p 

< 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; # p < 0.05 predstavlja 

statističku značajnost između istih koncentracija u različitim tretmanima; NS - bez statističke 

značajnosti. 

 

Kao što je već rečeno u uvodu, CD4
+
 T limfociti, odnosno Th1 i Th17 ćelijske 

populacije predstavljaju glavne ćelije uključene u imunopatogenezu EAE i MS. Imajući 

to u vidu, sledeći cilj je bio da se ispita efekat pripremenjenih ekstrakata na CD4
+ 

T 

limfocite dobijene magnetnom separacijom ćelija DLČ iz životinja koje su prethodno 

imunizovane peptidom MOG35-55.  

A

 

B C 
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Nakon prečišćavanja magnetnom separacijom dobijeni CD4
+
 T limfociti su stimulisani 

24h sa anti-CD3 i anti-CD28 antitelima u prisustvu 1 i 10 µg/mL ekstrakata. Produkcija 

citokina IFN-γ i IL-17 je merena u supernatantima ćelija testom ELISA.  

Rezultati su pokazali da jedino ekstrakt E3 dovodi do smanjenja produkcije oba 

ispitivana citokina u koncentraciji od 10 µg/mL, kako u poređenju sa sopstvenom 

kontrolom, tako i u poređenju sa istim koncentracijama ekstrakata E1 i E2 (Slika 6A, 

B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Efekat različitih ekstrakata lista krastavca na produkciju citokina u prečišćenim 

CD4
+
 T limfocitima. CD4

+
 T limfociti su prečičćeni iz ćelija DLČ i stimulisani u prisustvu 

anti-CD3 i anti-CD28 antitela (1 µg/mL) i u odsustvu (0) ili prisustvu (1 i 10 µg/mL) različitih 

ekstrakata u trajanju od 24h. Produkcija citokina IFN-γ i IL-17 je određena u supernatantima 

ćelijskih kultura testom ELISA (A, B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD 

dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; # p < 0.05 predstavlja statističku značajnost 

između istih koncentracija u različitim tretmanima; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Na osnovu ovih rezultata može se zaključiti da je ekstrakt E3 u koncentracijama koje ne 

utiču na preživljavanje ćelija DLČ i CD4
+
 T limfocita ostvario najizraženiji uticaj na 

smanjenje produkcije glavnih proinflamacijskih citokina uključenih u patogenezu EAE. 

Zbog toga je metoda njegove pripreme izabrana kao standardna metoda za pripremanje 

ekstrakata koji će biti korišćeni u svim daljim istraživanjima.  

A B 
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4.2. Uporedna analiza imunomodulacijskog efekta ekstrakata korena, stabla i 

lista krastavca na ćelije drenirajućih limfnih čvorova in vitro  

 

Nakon izbora metode za pripremu ekstrakata, pripremeljeni su ekstrakti korena, stabla i 

lista biljaka koje su gajene u normalnim uslovima i biljaka kojima su ubodom igle 

izazvana mehanička oštećenja (rupe) lista sa ciljem indukcije stresa i eventualnog 

povećanja produkcije bioaktivnih jedinjenja u biljci. Uporedno su testirani njihovi 

imunomodulacijski efekti. Kao i u prethodnom eksperimentu, ekstrakti su primenjeni na 

ćelijama DLČ imunizovanih životinja u koncentracijama od 1 i 10 µg/mL nakon čega je 

merena metabolička vijabilnost ćelija testom MTT i produkcija citokina IFN-γ i IL-17. 

Rezultati su pokazali da ekstrakti korena i stabla smanjuju preživljavanje ćelija u 

koncentraciji od 10 µg/mL, dok ekstrakt lista ne utiče na preživljavanje ćelija DLČ ni u 

jednoj od dve testirane koncentracije (Slika 7A). Sve tri vrste ekstrakata začajno su 

smanjile produkciju citokina IFN-γ u koncentraciji od 10 µg/mL, dok je produkcija 

citokina IL-17 bila smanjena nakon tretmana ćelija ekstraktima stabla i lista. I u jednom 

i u drugom slučaju nije bilo značajne razlike u produkciji ispitivanih citokina kada su se 

ekstrakti međusobno poredili (Slika 7B, C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Slika 7. Efekat ekstrakata korena, stabla i lista krastavca na vijabilnost i produkciju 

citokina u ćelijama drenirajućih limfnih čvorova. Ćelije DLČ su stimulisane peptidom 

MOG35-55 (10 µg/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (1 i 10 µg/mL) ekstrakata u trajanju od 24h. 

Nakon 24h, metabolička vijabilnost ćelija je određena testom MTT (A). Produkcija citokina 

IFN-γ i IL-17 je određena u supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA (B, C). Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; # p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost između istih koncentracija u različitim tretmanima; NS - bez 

statističke značajnosti. 

 

Sa druge strane, ekstrakti korena, stabla i lista biljaka kojima su bila naneta mehanička 

oštećena lista (Koren-R, Stablo-R, List-R) značajno su smanjili produkciju oba citokina 

IFN-γ i IL-17 u obe ispitivane koncentracije, bilo da je poređenje rađeno u okviru samih 

ekstrakata ili ekstrakata međusobno, s tim što je uticaj ekstrakta List-R bio najizraženiji 

(Slika 8A, B). 
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Slika 8. Efekat ekstrakata Korena-R, Stabla-R i Lista-R na produkciju citokina u ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova. Ćelije DLČ su stimulisane peptidom MOG35-55 (10 µg/mL) u 

odsustvu (0) ili prisustvu (1 i 10 µg/mL) ekstrakata u trajanju od 24h. Produkcija citokina IFN-γ 

i IL-17 je određena u supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA (A, B). Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; # p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost između istih koncentracija u različitim tretmanima; NS-bez 

statističke značajnosti. 

 

S obzirom da je ekstrakt List-R pokazao najizraženiji uticaj na smanjenje produkcije 

proinflamacijiskih citokina IFN-γ i IL-17, sledeći cilj je bio da se u supernatantima 

ćelija tretiranih ekstraktom List-R odredi i produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10. 

Rezultati su pokazali da je produkcija IL-10 ostala nepromenjena u poređenju sa 

netretiranom kontrolom, što je ukazalo da ovaj ekstrakt specifično utiče na citokine 

IFN-γ i IL-17 (Slika 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 9. Efekat ekstrakta List-R na produkciju citokina IL-10 u ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova. Ćelije DLČ su stimulisane peptidom MOG35-55 (10 µg/mL) u odsustvu (0) ili 

prisustvu (1 i 10 µg/mL) ekstrakta u trajanju od 24h. Produkcija citokina IL-10 je određena u 

supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 

± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost u svim poređenjima; NS - bez statističke značajnosti. 
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Ovi rezultati su pokazali da su svi pripremeljeni ekstrakti (Koren, Stablo, List, Koren-R, 

Stablo-R i List-R) ostvarili imunomodulacijske aktivnosti na ćelijama DLČ s tim što se 

u svakoj grupi ekstrakt lista krastavca izdvajao kao najpotentniji. Posebno je izražen 

antiinflamacijski potencijal ekstrakta List-R (u daljem tekstu ELK) koji je očuvao 

produkciju citokina IL-10 i pokazao izrazit uticaj na smanjenje produkcije citokina IFN-

γ i IL-17 u reaktiviranim ćelijama DLČ. Iz tog razloga imunomodulacijske osobine 

ELK su ispitane i na drugim ćelijama imunskog sistema.  

 

4.3. Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na CD4
+
 T limfocite in 

vitro 

 

S obzirom da je ELK pokazao antiencefalitogeni efekat na ćelijama DLČ, sledeći cilj je 

bio da se taj efekat ispita na CD4
+
 T limfocitima prečišćenim iz DLČ životinja koje su 

prethodno imunizovane peptidom MOG35-55. Nakon prečišćavanja magnetnom 

separacijom dobijeni CD4
+
 T limfociti su stimulisani 24h sa anti-CD3 i anti-CD28 

antitelima u prisustvu 10 µg/mL ELK. Produkcija citokina IFNγ, IL-17 i IL-10 je 

merena u supernatantima ćelija testom ELISA.  

Rezultati su pokazali da ELK u koncentraciji od 10 µg/mL značajno smanjuje 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN-γ i IL-17, dok produkcija antiinflamacijskog 

citokina IL-10 ostaje nepromenjena u poređenju sa netretiranom kontrolom (Slika 10).  
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Slika 10. Efekat ELK na produkciju citokina u prečišćenim CD4
+
 T limfocitima. CD4

+
 T 

limfociti su prečičćeni iz ćelija DLČ i stimulisani u prisustvu anti-CD3 i anti-CD28 antitela (1 

µg/mL) i u odsustvu (0) ili prisustvu (10 µg/mL) ELK u trajanju od 24h. Produkcija citokina 

IFN-γ, IL-17 i IL-10 je određena u supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA. Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez 

statističke značajnosti. 

 
 

Nakon što je utvrđeno da ELK ostvaruje efekat na produkciju citokina u CD4
+
 T 

limfocitima sledeći cilj je bio da se ispita uticaj ELK na glavne unutarćelijske signalne 

puteve NF-κB i p38 MAPK (od eng. Mitogen-Activated Protein Kinase) uključene u 

aktivnost CD4
+
 T limfocita. U tu svrhu, ćelije su u kratkim vremenskim intervalima od 

30 i 60 minuta tretirane sa 10 µg/mL ELK, nakon čega su ukupni proteini izolovani i 

pripremeljeni za analizu metodom Western blot. Merenjem nivoa ukupne i fosforilisane 

forme regulatornih proteina IκB i p38 pokazano je da ELK smanjuje aktivaciju 

signalnog puta NF-κB i aktivira signalni put p38 u poređenju sa nestimulisanom 

kontrolom (Slika 11A, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 11. Efekat ELK na signalne puteve u prečišćenim CD4

+ 
T limfocitima. CD4

+
 T 

limfociti su prečičćeni iz ćelija DLČ tretirani u odsustvu (0) ili prisustvu (10 µg/mL) ELK u 

trajanju od 30 i 60 min. Nakon isteka vremena, ukupni proteini su izolovani iz ćelija i metodom 

Western blot je određen odnos proteina pIκB/IκB (A) i p-p38/p38 (B). Rezultati su predstavljeni 

kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, 

**p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke 

značajnosti. 
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Dalje, relativna promena (iRNK) Tbet, glavnog regulatornog proteina odgovornog za 

diferencijaciju i održavanje Th1 subpopulacije CD4
+
 T limfocita, merena je metodom 

RT-qPCR. Rezultati su pokazali da ELK u koncentraciji od 10 µg/mL značajno 

smanjuje ekspresiju (iRNK) Tbet u poređenju sa kontrolom (Slika 12). 

 

Slika 12. Efekat ELK na ekspresiju T-bet. CD4
+
 T 

limfociti su prečičćeni iz ćelija DLČ tretirani u 

odsustvu (0) ili prisustvu (10 µg/mL) ELK u trajanju 

od 24h. Relativna promena (iRNK) Tbet određena je 

metodom RT-qPCR. Rezultati su predstavljeni kao 

srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, 

*p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu 

na 0; NS - bez statističke značajnosti. 
 

 

Ovi rezultati su pokazali da je ELK smanjio aktivnost encefalitognih CD4
+
 T limfocita 

in vitro, tako što je smanjio produkciju citokina IFN-γ i IL-17 u ovim ćelijama. Ovaj 

efekat je najverovatnije ostvaren inhibicijom unutarćelijskog signalnog puta NF-κB, 

produkcije (iRNK) regulatornog proteina TBET i aktivacije signalnog puta p38 MAPK 

u ovim ćelijama. 
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4.4. Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na imunske ćelije creva 

in vitro  

 

S obzirom da su creva bitno mesto za uspostavljanje i homeostazu imunskog sitema, ali 

i za patogenezu EAE, sledeći od ciljeva je bio da se ispita uticaj ELK na imunskim 

ćelijama creva. Ćelije mezenteričnih limfnih čvorova i ćelije Pejerovih ploča DA 

pacova su izolovane i stimulisane konkanavalinom A (ConA) u cilju nespecifične 

aktivacije limfocita. U isto vreme ćelije su tretirane sa 10 µg/mL ELK u trajanju od 24h. 

Testom ELISA merena je produkcija citokina IFN-γ, IL-17 i IL-10 u supernatantima 

ćelija.  

Rezultati su pokazali da primenjena koncentracija ELK značajno smanjuje produkciju 

citokina IFN-γ, IL-17 i u MLČ i u PP, dok produkcija IL-10 ostaje očuvana (Slika 13A, 

B).  

 

 

 

 

 

Slika X. 

 
Slika 13. Efekat ELK na produkciju citokina u ćelijama mezenteričnih limfnih čvorova i 

pejerovih ploča. Ćelije MLČ i PP su stimulisane sa ConA (1 µg/mL) u odsustvu (0) ili 

prisustvu (10 µg/mL) ELK u trajanju od 24h. Produkcija citokina IFNγ, IL-17 i IL-10 je 

određena u supernatantima ćelijskih kultura MLČ (A) i PP (B) testom ELISA. Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez 

statističke značajnosti. 
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Ovi rezultati su jasno ukazali na supresivni efekat koji ELK ostvaruje na ćelijama 

imunskog sistema creva kroz inhibiciju produkcije proinflamacijskih citokina IFN-γ i 

IL-17 i održavanje produkcije antiinflamacijskog citokina IL-10 nakon nespecifične 

poliklonske aktivacije limfocita.  

 

4.5.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na infiltrate kičmene 

moždine in vitro  

 

Nakon indukcije aktivnog EAE imunizacijom DA pacova sa HKM + CFA, u toku pika 

bolesti dolazi do infiltracije efektorskih CD4
+ 

T limfocita, makrofaga i drugih ćelija 

imunskog sistema u CNS što dovodi do inflamacije i oštećenja tkiva. Stoga je sledeći 

cilj ove doktorske disertacije bio da se ispita uticaj ELK na ćelijama koje su infiltrirale 

KM imunizovanih pacova (IKM) in vitro. Infiltrati imunskih ćelija su izolovani na 

gradijentu Perkola, a potom tretirani sa ELK bez dodatne stimulacije jer se ove ćelije 

smatraju in vivo reaktiviranim u CNS.  

Rezultati su pokazali da ELK u primenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL značajno 

smanjuje produkciju glavnih efektorskih citokina IFNγ i IL-17 od strane IKM, dok 

produkcija IL-10 ostaje nepromenjena (Slika 14).  

 

 

 

 

 

 
 
 
Slika 14. Efekat ELK na produkciju citokina u infiltratima kičmene moždine. Infiltrati 

imunskih ćelija izolovanih iz kičmene moždine su tretirani u odsustvu (0) ili prisustvu (10 

µg/mL) ELK u trajanju od 24h. Produkcija citokina IFNγ, IL-17 i IL-10 je određena u 

supernatantima ćelijskih kultura testom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 

± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 
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Ovi rezultati pokazuju da u in vitro uslovima ELK ostvaruje antiencefalitogeni 

potencijal na IKM odgovornim za oštećenje i inflamaciju CNS. 

 

4.6.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na makrofage in vitro  

 

S obzirom da makrofagi predstavljaju značajnu ćelijsku populacija koje učestvuju u 

efektorskoj fazi EAE, sledeći cilj je bio da se ispita efekat ELK na funkcionisanje ovih 

ćelija.  

Peritonealni makrofagi su dobijeni lavažom peritoenalne šupljine zdravih DA pacova, a 

potom su stimulisani LPS i tretirani različitim koncentracijama ELK. Nakon 24h 

analizirana je vijabilnost ćelija testom CV, a aktivacioni status ćelija je procenjen 

merenjem produkcije proinflamacijskih citokina IL-1β, IL-6, TNF testom ELISA, zatim 

merenjem produkcije nitrita metodom po Grisu, merenjem reaktivnih kiseoničnih vrsta, 

nivoa fagocitoze i ekspresije površinskih molekula (MHC II, CD86, CD11b) metodom 

protočne citofluorimetrije. 

Rezultati su pokazali da ELK u koncentracijama od 50 i 100 µg/mL smanjuje 

preživljavanje ćelija, dok u nižim koncentracijama od 2, 5 i 10 µg/mL nema efekta na 

vijabilitet (Slika 15A). Iz tog razloga, niže koncentracije ELK, 5 i 10 µg/mL, su 

korišćenje u eksperimentima sa makrofagima in vitro. Rezultati metode po Grisu, 

pokazali su da ELK u koncentraciji od 10 µg/mL značajno smanjuje produkciju nitrita 

od strane aktiviranih makrofaga (Slika 15B).  
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Slika 15. Efekat ELK na vijabilnost i produkciju NO u makrofagima. Peritoenalni 

makrofagi su stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (2, 10, 50 i 100 µg/mL) 

ELK u trajanju od 24h. Nakon 24h, vijabilnost ćelija je određena testom CV (A), a akumulacija 

nitrita testom Gris (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri 

nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Koncetracija ELK od 10 µg/mL povećava apoptozu u odnosu na netretiranu kontrolu, 

dok koncentacija od 5 µg/mL blago smanjuje procenat apoptotičnih ćelija (Slika 16). 

Rezultati testa ELISA su pokazali da ELK u koncentraciji od 10 µg/mL smanjuje 

produkciju citokina TNF, dok produkcija IL-1β i IL-6 ostaje nepromenjena u odnosu na 

netretiranu kontrolu (Slika 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16. Efekat ekstrakta lista krastavca na apoptozu 

makrofaga. Peritoenalni makrofagi su stimulisani LPS (10 

ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (5 i 10 µg/mL) ELK u 

trajanju od 24h. Nakon 24h, apoptoza ćelija je određena 

metodom protočne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni 

kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 

0.05 predstavlja statističku značajnost u svim poređenjima; NS 

- bez statističke značajnosti. 
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Slika 17. Efekat ELK na produkciju citokina u makrofagima. Peritoenalni makrofagi su 

stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (10 µg/mL) ELK u trajanju od 24h. 

Nakon 24h, produkcija citokina IL-1β, IL-6 i TNF je određena testom ELISA. Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez 

statističke značajnosti. 

 

Merenjem nivoa ekspresije površinskih molekula pokazano je da ELK u obe 

koncentracije značajno smanjuje nivo ekspresije MHC II, CD86 i CD11b na površini 

makrofaga (Slika 18A). Takođe, ELK smanjuje procenat ćelija koje vrše fagocitozu kao 

i nivo fagocitoze po ćeliji (Slika 18B). Isto tako, procenat ćelija i produkcija ROS po 

ćeliji je smanjena nakon tretmana makrofaga sa ELK (Slika 18C). 
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Slika 18. Efekat ELK na nivo ekspresije površinskih molekula, nivo fagocitoze i 

produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta u makrofagima. Peritoenalni makrofagi su 

stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (5 i 10 µg/mL) ELK u trajanju od 24h. 

Nakon 24h, procenat ćelija i nivo ekspresije (mfi) površinskih molekula MHC II, CD86 i 

CD11b (A), fagocitoza (B) i produkcija ROS (C) su određeni metodom protočne 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku 

značajnost u svim poređenjima; NS–bez statističke značajnosti. 

 

Iz ovih rezultata se može zaključiti da ELK u koncentracijama koje ne utiču na 

preživljavanje makrofaga in vitro, značajno smanjuje aktivacioni status ovih ćelija 

smanjenjem produkcije glavnih medijatora inflamacije kao što su NO, ROS i citokini, 

smanjenjem nivoa fagocitoze i ekspresije površinskih molekula uključenih u 

prezentaciju antigena. 

 

4.7.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na dendritske ćelije in 

vitro 

 

Uloga DĆ u započinjanju imunskog odgovora, aktivaciji i diferencijaciji naivnih T 

limfocita, kao i u reaktivaciji već postojećeg antigen-specifičnog odgovora je 

neizostavna. S obzirom da model EAE omogućava izučavanje antigen-specifičnog 

imunskog odgovora, sledeći cilj je bio da se ispita uticaj ELK na ovaj proces. Efekat je 

ispitan u in vitro modelu diferencijacije DĆ, kao i u sistemu ko-kultivacije DĆ sa CD4
+
 

T limfocitima.  
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DĆ su dobijene diferencijacijom iz ćelija kostne srži u prisustvu GM-CSF. ELK (10 

µg/mL) je dodat sedmog dana zajedno sa LPS koji je stimulator sazrevanja nezrelih DĆ 

u zrele DĆ. Nakon završene diferencijacije u trajanju od sedam dana i dobijanja zrelih 

DĆ, meren je nivo fagocitoze kao i nivo ekspresije površinskih molekula (MHCII i 

CD86) metodom protočne citofluorimetrije. 

Rezultati su pokazali da DĆ u prisusutvu 10 µg/mL ELK odlikuje značajno smanjen 

nivo fagocitoze u ukupnoj populaciji i po ćeliji (Slika 19A). Dalje, pokazano je da ELK 

u istoj koncentraciji smanjuje ekspresiju molekula CD86 na površini DĆ dok ekspresija 

MHC II ostaje nepromenjena (Slika 19B).  

 

Slika 19. Efekat ELK na ekspresiju površinskih molekula i nivo fagocitoze u dendritskim 

ćelijama. Dendritske ćelije su stimulisane LPS (100 ng/mL) u odsustvu ili prisustvu (10 µg/mL) 

ELK u trajanju od 24h. Nakon 24h, procenat ćelija i nivo ekspresije (mfi) površinskih molekula 

MHC II i CD86 (A), i fagocitoza (B) su određeni metodom protočne citofluorimetrije. Rezultati 

su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 

0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS 

- bez statističke značajnosti. 

 

U eksperimentu ko-kultivacije zrele DĆ dobojene u prisustvu 10 µg/mL ELK su 

izložene peptidu MOG35-55 i kokultivisane sa CD4
+
 T limfocitima prečišćenim iz 

MOG35-55 imunizovanih DA pacova u trajanju od 5 dana. Nakon završene ko-

kultivacije, merena je produkcija proinflamacijskog citokina IL-17 testom ELISA u 

supernatantima ćelija. Rezultati ovog eksperimenta su pokazali da DĆ, sazrele u 

prisustvu 10 µg/mL ELK inhibiraju produkciju IL-17 od strane CD4
+
 T limfocita (Slika 

20).  
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Ovi rezultati su pokazali da ELK utiče na funksionisanje DĆ tako što smanjuje 

produkciju citokina IL-17, odnosno ograničava Th17 specifični imunski odgovor u 

sistemu ko-kultivacije. Pored toga, DĆ tretirane sa ELK pokazale su značajno smanjen 

nivo fagocitoze i ekspresije površinskog molekula CD86. Dobijeni rezultati govore o 

tome da ELK najverovatnije utiče na antigen-prezentujuću aktivnost DĆ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Efekat ELK na produkciju citokina IL-17 u 

sistemu ko-kultivacije dendritskih ćelija sa Th 

limfocitima. Dendritske ćelije su stimulisane LPS (100 

ng/mL) u odsustvu ili prisustvu (10 µg/mL) ELK u trajanju 

od 24h. Nakon 24h, DĆ su ko-kultivisane sa CD4
+
 T 

limfocitima prečišćenim iz ćelija DLČ životinja 

imunizovanih peptidom MOG35-55. Ko-kultivacija je 

izvedena u prisustvu peptida MOG35-55 (10 µg/mL) u 

trajanju od 120h. Nakon isteka vremena, produkcija 

citokina IL-17 je određena u supernatantima ćelijskih 

kultura testom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao 

srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p 

< 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS 

- bez statističke značajnosti. 
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4.8.  Imunomodulacisjki uticaj ekstrakta lista krastavca na encefalitogene ćelije 

in vivo i ex vivo 

 

Pošto je pokazan imunomodulacijski efekat ELK in vitro, gde se jasno vidi da ELK 

inhibira encefalitogeni potencijal CD4
+
 T limfocita, kao i efektorske funkcije makrofaga 

i antigen-prezentujuću aktivnost DĆ, sledeći cilj je bio da se ispita efekat ELK in vivo, u 

modelu EAE.  

U tu svrhu, ELK je primenjen zajedno sa emulzijom za imunizaciju (MOG35-55 + CFA + 

0.5 mg/mL ELK). Ženke DA pacova su imunizovane i sedmi dan nakon imunizacije 

DLČ su izolovani, ćelije prebrojane i određen procenat CD4
+
, procenat aktiviranih 

CD4
+
 ćelija (CD134

+
 u CD4

+
), zatim procenat MHC II

+
 kao i procenat CD80

+
 u MHC 

II
+
 ćelijama. 

Rezultati su pokazali da je ukupan broj ćelija DLČ bio smanjen kod životinja koje su 

dobile ELK u emulziji za imunizaciju (Slika 21A), dok je procenat CD4
+
 kao i MHC II

+
 

ostao nepromenjen u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 21B, D). Sa druge strane, 

procenat CD134
+
 ćelija u okviru CD4

+
 je bio smanjen kod životinja koje su primile 

ELK, sugerišući njihovu smanjenu aktivnost (Slika 21C). Međutim, procenat MHC II
+
 

ćelija, kao i udeo CD80
+
 među njima ostao je nepromenjen (Slika 21E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Slika 21. Efekat ELK na encefalitogene ćelije in vivo i ex vivo. Ženke DA pacova su 

imunizovane peptidom MOG35-55 + CFA ili peptidom MOG35-55 + CFA + ELK (0.5 mg/mL). 

Sedmi dan nakon imunizacije poplitealni limfni čvorovi su izolovani. Određen je ukupan broj 

ćelija po limfnom čvoru (A). Odnos procenta CD4
+
 (B), CD134

+
 u CD4

+
 (C), MHC II

+
 (D) i 

CD80
+
 u MHC II

+
 (E) određen je metodom protočne citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni 

kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) ± SD. *****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p 

< 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na -ELK; NS - bez statističke značajnosti. 

 

U cilju provere funkcionalnosti ovako dobijenih ćelija, ćelije su izložene peptidu 

MOG35-55 u trajanju od 24h, nakon čega je merena produkcija relevantnih citokina 

testom ELISA. Pored toga, jedan deo ćelija je direktno iskorišćen za izolovanje ukupne 

RNK i merenje relativne promene (iRNK) Ifng, Il17, Tgfb i Il10 metodom RT-qPCR. 

Rezultati su pokazali da ćelije dobijene iz DLČ životinja koje su primile ELK značajno 

manje produkuju citokine IFN-γ i IL-17 nakon restimulacije peptidom MOG35-55, dok 

produkcija citokina TGF-β i IL-10 ostaje nepromenjena (Slika 22A). S druge strane, 

rezultati RT-qPCR pokazali su da je smanjenje u ekspresiji iRNK jedino uočljivo kod 

Ifng (Slika 22B).  

B C 

D E 



72 
 

 

Slika 22. Efekat ELK na produkciju citokina u encefalitogenim ćelijima u ex vivo 

uslovima. Ženke DA pacova su imunizovane peptidom MOG35-55 + CFA ili peptidom MOG35-55 

+ CFA + ELK (0.5 mg/mL). Sedmi dan nakon imunizacije ćelije su izolovane iz poplitealnih 

limfnih čvorova i tretirane su peptidom MOG35-55 (10 µg/mL) u trajanju od 24h. Produkcija 

citokina IFN-γ, IL-17 i IL-10 je određena testom ELISA (A). Alternativno, u ćelijama 

poplitealnih limfnih čvorova određena je relativna promena (iRNK) Ifng, Il17, Tgfb i Il10 

metodom RT-qPCR (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) 

± SD. *****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u 

odnosu na -ELK; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Ovi rezultati ukazuju da primena ELK zajedno sa emulzijom za imunizaciju negativno 

utiče na formiranje encefalitogenog imunskog odgovora u DLČ pacova na taj način što 

smanjuje ukupan broj ćelija, kao i procenat i aktivnost CD4
+
 T limfocita. Takođe, 

ispitivanje produkcije (iRNK) Ifng, Il17, Tgfb i Il10 i relevantnih citokina pokazalo je 

da ELK smanjuje funkcionalni status ćelija u DLČ.  
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4.9.  Efekat ekstrakta lista krastavca na klinički tok eksperimentalnog 

autoimunuskog encefalomijelitisa 

 

Da bi ispitali efekat ELK na klinički tok EAE, ženke DA pacova su imunizovane 

emulzijom HKM + CFA koja je sadržavala ELK (1 mg/mL) ili bila bez njega. Praćen je 

klinički tok bolesti. Rezultati su pokazali da primena ELK zajedno sa emulzijom utiče 

na klinički tok bolesti, ublažavajući simptome u početnim fazama bolesti (Slika 23).  

 

 
 

 
Slika 23. Klinička slika EAE. Ženke DA pacova su imunizovane sa HKM + CFA u odsustvu 

(kontrola) ili prisustvu ELK (1 mg/mL). Klinička slika bolesti praćena je od 7. do 31. dana. 

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) + SD. *****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na kontrolu. 

 

Ovi rezultati ukazuju da in vivo primena ELK u modelu EAE poseduje terapijski učinak 

u početnim fazama bolesti.  
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4.10. Efekat ekstrakta lista krastavca na razvoj embriona zebrice 

 

Model zebrice zbog svojih osobina predstavlja široko korišćen model sistem za 

ispitivanje embriotoksičnosti i citotoksičnosti različitih jedinjenja. Zbog toga, sledeći 

cilj istraživanja je bio da se ispita toksičnost ELK na modelu zebrice. 

Oplođena jaja zebrice su sakupljena i tretirana različitim dozama ELK i naredna 72h se 

pratio razvoj embriona, odnosno smrtnost i različite morfološke promene tokom razvića 

(razvoj tela, glave, očiju, repa, srca, cirkulacija, skoiloza, pigmentacija, deformitet 

žumanceta, formiranje edema).  

Rezultati su pokazali da doze ELK od 10 i 50 µg/mL ne ispoljavaju efekat na razvoj 

embriona zebrice, dok je doza od 100 µg/mL uticala na hipopigmetaciju embriona 

nakon 48h (Slika 24E). Međutim, doza od 500 µg/mL ELK dovela je do deformacije 

žumanceta, glave i repa u prvih 24 i 48 h nakon oplođenja kao i do formiranja edema, 

izmenjenih očiju i pigmetacije nakon 48h u poređenju sa kontrolnom netretiranom 

grupom (Slika 24B, C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 24. Efekat ELK na razvoj embriona zebrice in vivo. Razvoj embriona se pratio u 

odsustvu (A, D) i prisustvu različitih doza ELK (10, 50, 100 (E) i 500 (B, C) µg/mL). Prikazane 

su reprezentativne slike (40x uveličanje) embriona u razvoju u različitim vremenskim tačkama 

nakon fertilizacije (24h i 48h). Opaženi efekti su bili značajni ako su uočeni u više od 50% 

embriona po tretmanu u poređenju sa kontrolnom grupom. 

B C 

D 

48h 24h 

A 

E 

24h 

48h 

48h 
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Rezultati toksičnosti ELK u in vivo modelu zebrice pokazali su da ELK ne ostvaruje 

toksični efekat na embrionima zebrice u dozama koje su iznad doza koje ostvaruju 

imunomodulacijski efekat u in vitro uslovima. 

 

4.11. Kvalitativna i kvantitavna analiza ekstrakata lista krastavca 

 

Nakon in vitro i in vivo eksperimenata usledila je fitohemijska analiza ELK. 

Kvalitativna analiza je urađena pomoću UHPLC sistema povezanog sa OrbiTrap 

masenim spektrometrom.  

Rezultati su pokazali prisustvo 37 različitih jedinjenja koji se mogu svrstati u dve 

strukturno različite grupe: fenole (13 fenolnih kiselina i njihovih derivata, 9 flavonoida 

u formi aglikana i glikozida) i tetraciklične triterpenoide (4 derivata kukurbitacina). 15 

jedinjenja je potvrđeno korišćenjem dostupnih standarda, dok su preostala 

identifikovana na osnovu masa njihovih deprotovanih molekula ([M-H]
¯
), MS

4
 

fragmentacije kao i na osnovu poređenja sa hromatogramima i masenim spektrima 

dostupnih u literaturi. Hromatogram ELK je prikazan na slici 25.
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Slika 25. Hromatogram UHPLC analize ekstrakta lista krastavca. Uzorak ELK 5 µL (2 

mg/mL) rastvoren u MeOH je injektovan u UHPLC sistem opremeljen C18 kolonom koji je bio 

povezan sa linearnim jonskim trapom - OrbiTrap hibridnim masenim spektrometrom (LTQ 

OrbiTrap MS). Za razdvajanje i eluiranje jedinjenja je korišćen linearni gradijent rastvarača 

vode + 0.1% mravlje kiseline i acetonitrila. Rezultati su prikazani kao hromatogram relativne 

zastupljenosti jedinjenja i vremena elucije. Oznake pikova odgovaraju oznakama u TabeliX. 

 

Redni broj pikova, retenciona vremena (tR, min), nazivi jedinjenja, molekulske formule, 

izračunate i tačne mase ([M - H]
¯
, m/z), greške masa (Δ mDa), kao i glavni joni 

fragmentacija MS
2
, MS

3
 i MS

4
 prikazani su u tabeli 2. Među 14 derivata fenolnih 

kiselina pronađenih u ekstraktu, 4 su bili heksozidi kofeinske, kumarinske, sinapinske i 

ferulinske kiseline (Tabela 2). Svaka od njih je pokazala karakterističnu fragmentaciju 

(gubitak heksoze, 162 kDa). Pored toga, identifikovano je 19 derivata flavonoida od 

kojih 8 C,O –di i –tri glikozida, 7 O-glikozida, 2 C-glikozida i 2 aglikana. Jedinjenje 17, 

čije je tR (5.30 min) i [M - H]
¯
 na 623 m/z označeno je kao hrizoeriol 6-C-heksozid-7-O-

heksozid. Ovo jedinjenje fragmentacijom MS
2 

dalo je osnovni pik na 503 m/z (gubitak 

120 kDa) i fragmentacijom MS
3
 osnovni pik na 341 (gubitak još 162 kDa, tj. heksoze). 

Pozivajući se na studiju (Ferreres i sar., 2007), jedinjenje 15 je identifikovano kao 2”-O-

heksozil derivat jedinjenja 17, dok je jedinjenje 22 pozicioni izomer jedinjenja 15. 

Jedinjenja 14 i 16 identifikovana su kao analozi jedinjenja 15 sa različitim aglikanskim 

delom, apigenin i luteolin, redom. Dva slična jedinjenja, 18 (5.44 min) i 19 (5.72 min) 

sa identičnim molekulskim jonom [M - H]
¯
 na 609 m/z ali različitim obrazcem 

fragmentacije, identifikovani su kao luteolin 6-C-heksozid-7-O-heksozid i luteolin 6-C-

(2”-O-heksozil)heksozid, redom. Fragmentacioni obrazci ova dva jedinjenja mogu se 

pronaći u literaturi (Ferreres i sar., 2008). Apigenin 6-C-(2”-O-heksozil)heksozid 

(jedinjenje 26) sa tR 6.13 min i [M - H]
¯
 na 593 m/z, fragmentacijama MS

2 
i MS

3
 dalo je 

bazne pikove na 443 i 323 m/z što je u saglasnosti sa (Shizhong i sar., 2016). Pozivajući 

se na referencu (Yin i sar., 2008) jedinjenje 20, tR 5.85 min i 595 m/z označeno je kao 

naringenin 7-O-(2”-heksozil)heksozid. Pik na tR 7.07 min i [M - H]
¯
 na 477 m/z 

identifikovan je kao isorhamnetin 3-O-heksozid (jedinjenje 27). Ovo jedinjenje daje 

osnovne pikove MS
2
 na 314 i 315 m/z, koji odgovaraju gubitku heksoze (162 kDa) i 

MS
3
 osnovni pik na 285 m/z. MS

2
 spektar jedinjenja 30, tR 7.38 min i [M - H]

¯
 na 461 

m/z, identifikovanog kao hrizoeriol 7-O-heksozide, dao je osnovni pik fragmenta na 299 

m/z (deprotonovani hrizoeriol). MS
3
 i MS

4 
spektri ovog jedinjenja na 284 m/z i 256 
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m/z, redom, konačno su potvrdili prisustvo hrizoeriola u ekstraktu. Na osnovu 

fragmentacija ovo jedinjenje je identifikovano kao hrizoeriol 7-O-heksozid (Pereira i 

sar., 2013). U ekstraktu su bila pronađena i 4 triterpenoida iz grupe kukurbitacina: 

kukurbitacin F (KukF), kukurbitacin C (KukC), 2-O-heksozid kukurbitacina B (BH) i 3-

O-heksozid kukurbitacina C (CH). Sva 4 jedinjenja pojavila su se u MS spektru kao 

konjugati sa mravljom kiselinom ([M + HCOOH-H]
¯
), tako da su fragmentacioni joni 

koji zaista odgovaraju molekulskim jonima identifikovani u MS
2
 spektrima. Zajednička 

karakteristika glikozida kukurbitacina je bio nedostatak fragmenta koji bi odgovarao 

aglikanskom delu molekula u MS
2
 spektru, s obzirom da se fragmentacija desila na 

nekoj drugoj poziciji steroidnog molekula. Npr. jedinjenje BH, tR 9.22 min dalo je 

molekulski jon na 765 m/z i osnovni pik MS
2
 na 701 m/z čija razlika odgovara gubitku 

mravlje kiseline i vode. Dalje, osnovni pik MS
3
 na 683 m/z odgovara gubitku još jednog 

molekula vode. CH je pokazao sličan obrazac fragmentacije kao BH. 
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Table 2. Kvalitativna analiza ekstrakta lista krastavca ubotrebom UHPLC/LTQ Orbitrap MS
4
.  

Ozna-

čeni 

pika 

tR, 

min 
Naziv jedinjenja 

Molekulska 

formula, [M–

H]– 

Izračunate 

mase, [M–H]– 

Tačne mase, 

[M–H]– 

Δ 

mDa 

MS2 fragmenti, (% 

osnovnog pika) 

MS3 fragmenti, (% 

osnovnog pika) 

MS4 fragmenti, (% 

osnovnog pika) 

Fenolne kiseline i njihovi derivati 

1 4.44 Protokatehuinska kiselinab C7H5O4
– 153.01933 153.01848 0.85 

109c(100), 95(75), 79(20), 
59(10) 

81(100), 68(25), 65(15) – 

2 4.70 Heksozid kofeinske kiseline C15H17O9
– 341.08781 341.08539 2.42 203(10), 179(100), 135(10) 135(100) 135(100), 107(50) 

3 5.27 Heksozid kumarinske kiseline C15H17O8
– 325.09289 325.09152 1.37 

265(20), 187(40), 163(80), 

145(100), 119(10) 
117(100) – 

4 5.41 p-Hidroksibenzoeva kiselinab C7H5O3
– 137.02442 137.02359 0.83 109(10), 93(100) 93(100) – 

5 5.52 Heksozid sinapinske kiseline C17H21O10
– 385.11402 385.11292 1.10 223(100) 208(100), 179(50), 164(30) 

193(10), 164(100), 163(40), 

149(20) 

6 5.57 Heksozid ferulinske kiseline C16H19O9
– 355.10346 355.10226 1.20 193(100) 178(70), 149(100), 134(80) 134(100) 

7 5.77 Aeskuletinb C9H5O4
– 177.01933 177.01877 0.56 

147(10), 135(100), 133(60), 

131(30), 105(10) 
107(30), 91(100) – 

8 5.80 Kofeinska kiselinab C9H7O4
– 179.03498 179.03389 1.09 135(100) 

135(60), 117(15), 107(100), 

91(55), 79(15) 
– 

9 6.01 Siringinska kiselinab C9H9O5
− 197.04555 197.04404 1.51 183(100), 153(40), 138(10) 167(100), 138(10), 123(5) – 

10 6.68 p-Kumarinska kiselinab C9H7O3
– 163.04007 163.03917 0.90 119(100) 

119(60), 101(20), 93(25), 

91(100), 72(10) 
– 

11 6.82 Vanilinska kiselinab C8H7O4
– 167.03498 167.03406 0.92 

153(10), 152(80), 124(10), 
123(100), 108(20) 

108(100) 123(30), 80(35), 78(100) 

12 7.03 Sinapisnka kiselinab C11H11O5
− 223.06120 223.05992 1.28 208(100), 179(30), 164(20) 

193(10), 164(100), 149(15), 

135(5) 
149(100), 135(35) 

13 7.06 Ferulinska kiselinab C10H9O4
– 193.05063 193.04984 0.79 178(70), 149(100), 134(40) 134(100) – 

14 7.99 Metil kafeat C10H9O4
– 193.05063 193.04965 0.98 

178(25), 161(100), 149(30), 

147(50), 134(70) 
133(100) – 

Flavonoidi i njihovi derivati 

15 5.04 
Apigenin 6-C-(2′′,6′′-di-O-

heksozil)heksozid 
C33H39O20

– 755.20402 755.20013 3.89 
635(10), 593(100), 455(90), 

413(60), 293(20) 

575(10), 473(100), 413(60), 

341(15), 293(20) 

383(10), 353(10), 311(100), 

293(20), 282(70) 

16 5.18 Nepoznati C-glikozid 1 C34H41O21
– 785.21458 785.21051 4.07 

665(15), 623(100), 485(90), 

443(40), 432(15) 
605(10), 503(100), 443(50) 

488(10), 413(10), 341(80), 

323(15), 312(100) 

17 5.29 
Luteolin 6-C-(2′′-O- 

heksozil)heksozid -8-C- heksozid 
C33H39O21

– 771.19893 771.19672 2.21 
609(100), 591(10), 489(5), 
429(10) 

489(70), 429(100), 357(30), 
339(15), 309(30) 

411(10), 369(10), 351(50), 
339(20), 309(100) 

18 5.30 Diosmetin 6,8-di-C-glukozid C28H31O16
– 623.16176 623.16040 1.36 605(5), 533(20), 503(100) 

383(10), 341(100), 326(15), 

312(25) 
326(100), 313(10), 298(10) 

19 5.44 
Luteolin 6-C-(2′′-O- 

heksozil)heksozid 
C27H29O16

– 609.14611 609.14398 2.13 
519(80), 429(75), 447(100), 

357(60), 327(50) 
429(30), 357(95), 327(100) 299(100), 284(10) 
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20 5.72 Luteolin 6,8-di-C-heksozid C27H29O16
– 609.14611 609.14417 1.94 

489(60), 429(100), 357(25), 
339(15), 309(25) 

351(50), 339(20), 309(100) 267(100), 175(20) 

 

21 

 

5.85 

 

Naringenin 6-C-(2′′-O- 

heksozil)heksozid 

 

C27H31O15
– 

 

595.16684 

 

595.16412 

 

2.72 

 

475(70), 415(30), 343(30), 
313(100), 295(60) 

 

269(10), 219(20), 193(100), 
167(15), 149(10) 

 

165(100), 145(35), 125(20), 
121(15), 105(10) 

22 6.13 
Apigenin 6-C-(2′′-O- 

heksozil)heksozid 
C27H29O15

– 593.15119 593.14777 3.42 473(10), 413(100), 293(30) 335(5), 293(100) 

 

275(20), 265(60), 249(100), 
221(35), 173(80) 

23 6.26 Nepoznati C-glikozid 2 C28H31O16
– 623.16176 623.16064 1.12 503(5), 443(100), 323(20) 323(100) 308(100) 

24 6.44 
Kvercetin 3-O-(6"-O-

ramnozil)glukozidb 
C27H29O16

– 609.14611 609.14550 0.61 301(100) 179(100), 151(78), 107(4) 151(100), 107(2) 

25 6.59 Apigenin 8-C-glukozidb C21H19O10
− 431.09837 431.09634 2.03 341(20), 311(100) 283(100) 

283(50), 239(100), 224(40), 

197(50), 183(60) 

26 6.71 Kvercetin 3-O-glukozidb C21H19O12
– 463.08820 463.08685 1.35 301(100), 300(30) 

273(25), 257(20), 179(100), 
151(75) 

151(100) 

27 6.83 Diosmetin 6-C- heksozid C22H22O11
– 461.10894 461.10626 2.68 443(5), 371(20), 341(100) 298(100) 

298(100), 297(40), 269(30), 

253(20) 

28 7.07 Isorhamnetin 3-O- heksozid C22H21O12
– 477.10385 477.10162 2.23 

357(20), 315(50), 314(100), 

300(5), 285(10) 

300(30), 285(100), 271(75), 

257(10), 243(25) 
270(100) 

29 7.19 Naringenin 7-O- heksozid C21H21O10
– 433.11402 433.11279 1.23 271(100), 272(15) 

151(100), 119(5), 107(5), 
177(10) 

– 

30 7.25 Apigenin-7-O-glukozidb C21H19O10
− 431.09837 431.09680 1.57 311(5), 269(100) 

269(30), 255(100), 197(45), 

183(30), 151(20) 

210(10), 197(100), 181(50), 

169(40) 

31 7.38 Diosmentin 7-O- heksozid C22H21O11
− 461.10894 461.10721 1.73 

425(5), 415(5), 341(5), 

323(5) 299(100) 
284(100) 256(100) 

32 9.50 Naringeninb C15H11O5
− 271.06120 271.05957 1.63 225(5), 177(10), 151(100) 107(100) 65(100) 

33 9.55 Apigeninb C15H9O5
− 269.04554 269.04419 1.35 225(5), 177(15), 151(100) 65(100) – 

Kukurbitacini i njihovi derivati 

KukF 7.93 Kukurbitacin F C31H47O9
– 563.32256 563.31964 5.18 

517(100), 499(20), 487(10), 

459(15), 355(30) 

499(50), 487(60), 459(100), 

451(40), 427(40) 

451(100), 427(5), 411(15), 

385(34), 357(20) 

CH 8.11 Kukurbitacin C 2-O heksozid C39H59O15
– 767.38594 767.38318 3.60 

721(90), 703(100), 691(20), 

679(40), 673(60) 

685(75), 673(100), 655(25), 

629(40), 613(10) 

655(40), 629(100), 611(30), 

511(30), 493(60) 

BH 9.22 Kukurbitacin B 2-O heksozid C39H57O15
– 765.37029 765.36680 4.56 

719(35), 701(100), 683(5), 
677(10), 659(15) 

683(100), 657(20), 641(15), 
477(15) 

665(80), 655(95), 641(30), 
555(75), 485(100) 

KukC 9.83 Kukurbitacin C C33H49O10
– 605.33312 605.33069 4.01 

577(5), 559(15), 541(15), 

499(100) 

469(20), 413(20), 383(100), 

339(5), 273(65) 

365(10), 339(30), 327(35), 

273(100), 245(10) 

"–"- Nedektovani fragmenti. 
a 
Brojevi pikova i oznake koje odgovaraju Slici 25. 

b
 Potvrđeni korišćenjem dostupnih standarda. Ostala jedinjenja su potvrđena hromatografskim i masenim podacima dostupnim u literaturi.  

c 
Podebljani pikovi su dalje fragmentisani u MS

3
 i MS

4
 eksperimentima.  

d 
Molekulski joni derivata kukurbitacina su detektovani u masenom spektru kao konjugati sa mravljom kiselinom. 
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Pored kvalitativne, urađena je i kvantitativna analiza 16 fenolnih jedinjenja i 4 

kukurbitacina u ELK pomoću UHPLC-qqqMS
2
 sistema. Fenolna jedinjenja su 

raspoređena prema zastupljenosti u ELK u sledeće grupe: (1) fenolne kiseline i njihovi 

derivati, to su hidroksicinaminske (jedinjenja 7, 8, 10, 12, 13) i hidroksibenzoeve 

kiseline (1, 4, 9, 11) i (2) flavonoidi, uključujući flavone (33, 30, 25), flavonole (24, 26) 

i flavanone (32). Strukture fenolnih jedinjenja su nedvosmisleno potvrđene na osnovu 

njihovih retencionih vremena, MS i MS
2 

spektara referentnih standarda. Kukurbitacini 

su identifikovani na osnovu standarda KukB. Koliziona energija (20-30 eV) 

eksperimentalno je optimizovana za svako jedinjenje dok nije postignut stabilan 

fragmentacioni obrazac. 30 eV za fenolna jedinjenja i glikozide kukurbitacina i 20 eV 

za aglikane kukurbitacina. Po dva karakteristična fragmenta su izabrana za 

kvantifikaciju svakog jedinjenje u SRM modu UHPLC/MS instrumenta (Tabela 3).  

Rezultati su pokazali da su kukurbitacini daleko najzastupljenija grupa jedinjenja u 

ELK. Koncentracija najzastupljenijeg kukurbitacina, kukurbitacina C 3-O-heksozida 

bila je oko 282,833 ng/100 mg suvog ekstrakta, što je skoro 8 puta više nego 

koncentracija kukurbitacina C, drugog najzastupljenijeg jedinjenja (Tabela 3). 

Kukurbitacini F i kukurbitacin B 2-O-heksozid bili su prisutni u značajno nižim 

koncentracijama (~6744 ng/100 mg i ~4943 ng/100 mg suvog ELK, redom). Među 

fenolima, apigenin 8-C-glukozid (25) je bio najzastupljenije jedinjenje ~2384 ng/100 

mg, zatim kofeinska kiselina ~1313 ng/100 mg i naringenin ~802 ng/100 mg. Ostali 

fenoli su bili prisutni u značajno nižim količinama.  
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Table 3. Kvantitativna analiza odabranih jedinjenja ekstrakta lista krastavca upotrebom UHPLC-qqqMS
2
 

sistema u SRM modu koristeći dva karakteristična MS
2
 fragmenta za svako jedinjenje.  

Označeni 

pika 

tR, 

min 

Naziv jedinjenja [M–H]– MS2 fragmenti 

[M–H]– 

Koncentracija 

(ng/100 mg suvog ELK) 

1 1.75 Protokatehuinska kiselinab 153 109;108 t 

4 2.53 p-Hidroksibenzoeva kiselinab 137 109; 93 t 

7 3.07 Aeskuletinb 177 149; 105 0,594±0,209 

8 3.19 Kofeinska kiselinab 179 135; 134 1312,997±106,743 

9 3.54 Siringinska kiselinab 197 182; 123 1,4330,213 

10 4.03 p-Kumarinska kiselinab 163 119; 93 72,832±2,905 

11 4.25 Vanilinska kiselinab 167 152; 123 t 

12 4.51 Sinapinska kiselina b 223 193; 121 38,2751,517 

13 4.51 Ferulinska kiselina b 193 178; 134 30,382±7,899 

24 4.58 Kvercetin-3-O-rutinozid (Rutin)b 609 301; 300 8,2600,146 

25 4.61 Apigenin 8-C-glukozid (Viteksin)b 431 311; 269 2383,974±51,477 

26 4.84 Kvercetin-3-O-glukozid 

(Isokvercetin)b 

463 300; 243 50,1494,179 

30 5.09 Apigenin-7-O-glukozid (Apigetrin)b 431 268; 211 22,1972,812 

32 6.36 Naringeninb 271 151; 119 802,433±38,156 

33 6.40 Apigeninb 269 149;117 5,263±2,028 

KukF 5.40 Kukurbitacin Fc,d 563 517; 487 6744,213±132,292 

CH 5.75 Kukurbitacin C 2-O heksozidc,d 767 722; 704 282833,200±1067,685 

BH 6.42 Kukurbitacin B 2-O heksozidc,d 765 702; 618 4943,665±41,840 

KukC 6.57 Kukurbitacin Cc,d 605 559; 500 35128,750±363,370 

"t"- Detektovani u tragovima. 
a 
Označeni pikovi, odgovaraju pikovima u Tabeli 2 i Slici 25. 

b 
Kvantifikovani

 
korišćenjem dostupnih standarda.  

c 
Kvantifikovani na osnovu standardne prave KukB. Jedinjenja su potvrđena hromatografskim i masenim 

podacima dostupnim u literaturi. 
d 
Molekulski joni derivata kukurbitacina su detektovani u masenom spektru kao konjugati sa mravljom 

kiselinom. 

Koncentracije jedinjenja su izražene kao ng/100 mg suvog ekstrakta lista krastavca. 

 

Na osnovu ovih rezultata se može zaključiti da ekstrakt lista krastavca obiluje različitim 

klasama jedinjenja, od kojih triterpeni kukurbitacini predstavljaju daleko 

najzastupljenije forme sekundarnih biljnih metabolita. Među kukurbitacinima, po 

zastupljenosti u ELK izdvojio se KukC i njegov 3-O-glikozid, a zatim KukF i glikozid 

KukB.  
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4.12. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na ćelije drenirajućih limfnih čvorova in vitro 

 

Nakon utvrđenog hemijskog sastava ELK i zaključka da ekstrakt u najvećoj meri sadrži 

glikozid KukC i KukC u odnosu na ostala jedinjenja, pretpostavka je bila da zapaženi 

efekti ekstrakta potiču od ovog jedinjenja. Međutim KukC je komercijalno nedostupan, 

a za izolovanje čistog jedinjenja su potrebne ogromne količine biljnog materijala. Pošto 

svi kukurbitacini dele veoma sličnu hemijsku strukturu, pretpostavljeno je da različiti 

kukurbitacini ostvaruju slične biološke efekte. Zbog toga je odlučeno da se ispitaju 

imunomodulacijske osobine KukB čiji glikozid je takođe prisutan u ELK, kao i KukE, 

koji je jedan od najzastupljenijih i najispitivanijih kukurbitacina u prirodi.  

Prvi korak je bio da se ispita efekat KukB i KukE na ćelije DLČ in vitro. Ćelije DLČ su 

izolovane 7. dana nakon imunizacije DA pacova MOG35-55 peptidom, a potom 

restimulisane istim peptidom i tretirane različitim koncentracijama KukB i KukE u 

trajanju od 24h. Nakon toga, metabolička vijabilnost ćelija merena je testom MTT, a 

produkcija relevantih citokina testom ELISA.  

Rezultati su pokazali da KukB u koncentracijama od 100 i 200 ng/mL smanjuje 

preživljavanje ćelija, dok u nižim koncentracijama nema uticaja na preživljavanje (Slika 

26A). Slični rezultati su dobijeni i za KukE gde je pokazano da koncentracije niže od 

100 ng/mL ne utiču na preživljavanje ćelija DLČ (Slika 26B). Za dalja istraživanja 

izabrana je koncetracija od 50 ng/mL i jednog i drugog jedinjenja. Tretiranjem ćelija 

DLČ sa 50 ng/mL KukB došlo je do značajnog smanjenja produkcije citokina IFN-γ i 

IL-17, dok je produkcija IL-10 ostala nepromenjena u odnosu na netretiranu kontrolu 

(Slika 26C). KukE je pokazao sličan trend u smanjenju produkcije IFN-γ i IL-17 (Slika 

26D).  
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Slika 26. Efekat KukB B i KukE E na vijabilnost i produkciju citokina u ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova. Ćelije DLČ su stimulisane peptidom MOG35-55 (10 µg/mL) u 

odsustvu (0) ili prisustvu (25, 50, 100 i 200 odnosno 400 µg/mL) KukB ili KukE u trajanju od 

24h. Nakon 24h, metabolička vijabilnost ćelija je određena testom MTT (A, B). Testom ELISA 

je određena produkcija citokina IFN-γ, IL-17 i IL-10 u supernatantima ćelijskih kultura 

tretiranih sa KukB (C), dok je produkcija citokina IFN-γ i IL-17 određena u supernatantima 

ćelijskih kultura tretiranih sa KukE (D). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD 

dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 

predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Ovi rezultati su pokazali da jedinjenja KukB i KukE u koncentraciji koja ne utiče na 

preživljavanje ćelija ostvaruju značajno imunomodulacijsko dejstvo tako što smanjuju 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN-γ i IL-17 u ćelijama DLČ.  

 

 

A B 

C D 
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4.13. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na prečišćene CD4
+
 T limfocite in vitro  

 

S obzirom da je u više prethodnih navrata opisan značaj CD4
+
 T ćelija u EAE, sledeći 

cilj je bio da se utvrdi efekat odabranih jedinjenja na ovim ćelijama.  

CD4
+
 T limfociti su prečišćeni magnetnom separacijom iz ćelija DLČ imunizovanih 

životinja kako je to već naglašeno ranije. Tako dobijene ćelije su potom stimulisane 

anti-CD3 i anti CD-28 antitelima i tretirane jedinjenjima KukB i KukE.  

Rezultati su pokazali da je KukB smanjio produkciju IL-17, dok je produkcija IL-10 i 

IFN-γ ostala nepromenjena u CD4
+
 T limfocitima iz MOG35-55 imunizovanih pacova 

(Slika 27A). Slično, KukE je doveo do smanjenja produkcije IFN-γ i IL-17 od strane 

CD4
+
 T limfocita iz MBP imunizovanih pacova (Slika 27B).  

 

 

Slika 27. Efekat KukB i KukE na produkciju citokina u prečišćenim CD4
+
 T limfocitima. 

CD4
+
 T limfociti su prečišćeni iz ćelija DLČ životinja imunizovanih sa MOG35-55 ili MBP, a 

potom stimulisani u prisustvu anti-CD3 i anti-CD28 antitela (1 µg/mL) i u odsustvu (0) ili 

prisustvu (50 ng/mL) KukB ili KukE u trajanju od 24h. Testom ELISA je određena produkcija 

citokina IFN-γ, IL-17 i IL-10 u supernatantima ćelijskih kultura tretiranih sa KukB (A), dok je 

produkcija citokina IFN-γ i IL-17 određena u supernatantima ćelijskih kultura tretiranih sa 

KukE (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku 

značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

 

 

B A 
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S obzirom da su uočeni isti trendovi u smanjenju produkcije glavnih efektorskih 

citokina od strane antigen-specifičnih CD4
+
 T limfocita, odlučeno je da se ispitaju 

unutarćelijski molekulski signalni putevi u ovim ćelijama. U tu svrhu izolovani CD4
+
 T 

limfociti iz MBP imunizovanih pacova su tretirani sa KukE u kratkim vremenskim 

intervalima od 30 i 60 min nakon čega su izolovani ukupni proteini i pripremljeni za 

analizu metodom Western blot.  

Merenjem nivoa ukupne i fosforilisane forme regulatornih proteina STAT3, IκB i p38 

došlo se do zaključka da KukE smanjuje aktivaciju STAT3 signalnog puta u oba 

vremenska intervala (Slika 28A), dok je aktivacija signalnog puta NF-κB smanjena 

nakon 60 min (Slika 28B). Nasuprot smanjenoj aktivaciji signalnih puteva STAT3 i NF-

κB, KukE je doveo do aktivacije p38 signalnog puta (Slika 28C).  

 

 

 

A B 

C 
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Slika 28. Efekat KukE na signalne puteve u prečišćenim CD4
+
 T limfocitima. CD4

+
 T 

limfociti su prečišćeni iz ćelija DLČ i tretirani u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukE u 

trajanju od 30 i 60 min. Nakon isteka vremena, ukupni proteini su izolovani iz ćelija i metodom 

Western blot je određen odnos proteina p-STAT3/STAT3 (A), pIκB/IκB (B) i p-p38/p38 (C). 

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni denzitometrijskom analizom iz tri 

nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Pored analize ova tri signalna puta, analiziran je i relativan nivo ekspresije miR-155, 

miR-146 i (iRNK) Cyp1a za koje je pokazana bitna uloga u funkcionisanju efektorskih 

CD4
+
 T limfocita. Rezultati RT-qPCR su pokazali da KukE dovodi do smanjenja nivoa 

relativne ekspresije miR-146 nakon 60 min (Slika 29A), dok su nivoi ekspresije miR-

155 i (iRNK) Cyp1a blago povišeni (Slika 29B, C).  

 

 

Slika 29. Efekat KukE na signalne puteve u prečišćenim CD4
+
 T limfocitima. CD4

+
 T 

limfociti su prečišćeni iz ćelija DLČ i tretirani u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukE u 

trajanju od 30 i 60 min. Nakon isteka vremena, ukupna RNK je izolovana i određena je relativna 

promena miR-146 (A), miR-155 (B) i (iRNK) Cyp1a (C) metodom RT-qPCR. Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 

***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku značajnost u odnosu na 0; NS - bez 

statističke značajnosti.  

A B 

C 
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Ovi rezultati nam ukuzuju da KukB i KukE ostvaruju inhibitorni efekat na 

encefalitogene CD4
+
 T limfocite smanjujući produkciju citokina IFN-γ i IL-17 od strane 

ovih ćelija. Uočeni efekat je posledica modulacije različitih signalnih puteva u CD4
+
 T 

limfocitima što je i pokazano u eksperimentima sa KukE, koji je inhibirao signalni put 

STAT3, NF-κB i nivo miR-146, dok je sa druge strane uticao na aktiviranje signalnog 

puta p38 MAPK i blago povećanje nivoa miR-155 i (iRNK) Cyp1a. 

 

4.14. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na makrofage in vitro  

 

Sledeći cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita uticaj KukB i KukE na 

efektorske funkcije peritonealnih makrofaga.  

Peritonalni makrofagi su dobijeni lavažom zdravih DA pacova, a potom su stimulisani 

LPS i tretirani različitim koncetracijama KukB i KukE. Funkcionalni status ćelija je 

utvrđen merenjem istih parametara kao i u eksperimentima sa ELK.  

Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da KukB u koncentraciji od 100 ng/mL, kao i 

u višim koncentracijama smanjuje preživljavanje ćelija, zbog čega je u daljim 

eksperimentima korišćena koncentracija od 50 ng/mL (Slika 30A). U koncentraciji od 

50 ng/mL KukB značajno smanjuje produkciju nitrita, kao i produkciju citokina IL-1β, 

IL-6 i TNF (Slika 20B, C). Isto tako, smanjen je nivo ekspresije molekula MHC II na 

površini ćelija, dok je nivo ekspresije CD86 i CD11b ostao nepromenjen (Slika 30D). 

Kada se govori o fagocitozi, tu je takođe uočljiv efekat KukB jer dolazi do smanjenja 

nivoa fagocitoze u ukupnom procentu ćelija i po ćeliji (Slika 30E). Međutim, efekat 

KukB izostaje kada je u pitanju produkcija ROS, gde ne postoje statistički značajne 

razlike u poređenju sa kontrolom (Slika 30F).  
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Slika 30. Efekat KukB na vijabilnost, produkciju nitrita, ekspresiju površinskih molekula, 

nivo fagocitoze i produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta u makrofagima. Peritoenalni 

makrofagi su stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukB u 

trajanju od 24h. Nakon 24h, vijabilnost ćelija je određena testom CV (A), a produkcija nitrita 

testom Gris (B). Procenat ćelija i nivo ekspresije (mfi) površinskih molekula MHC II, CD86 i 

CD11b (C), fagocitoza (D) i produkcija ROS (E) su određeni metodom protočne 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku 

značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

A B 

C D 

E F 
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Što se tiče uticaja KukE na makrofage može se reći da je ostvareno toksično dejstvo na 

preživljavanje makrofaga u koncentracijama 100, 400 ng/mL i višim, dok niže 

koncentracije nisu imale uticaja (Slika 31A). Dalje, KukE je smanjio produkciju nitrita i 

to na dozno zavisan način (Slika 31B). KukE u koncentraciji od 50 ng/ml je smanjio 

produkciju IL-6, ali ne i drugih ispitanih citokina (Slika 31C). Kada je reč o nivou 

ekspresije površinskih molekula MHC II, CD86 i CD11b, KukE nije ostvario značajni 

efekat (Slika 31D), ali je zato procenat i nivo fagocitoze kao i produkcija ROS smanjena 

u makrofagima nakon tretmana KukE (Slika 31E, F).  
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Slika 31. Efekat KukE na vijabilnost, produkciju nitrita, ekspresiju površinskih molekula, 

nivo fagocitoze i produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta u makrofagima. Peritoenalni 

makrofagi su stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukE u 

trajanju od 24h. Nakon 24h, vijabilnost ćelija je određena testom CV (A), a produkcija nitrita 

testom Gris (B). Procenat ćelija i nivo ekspresije (mfi) površinskih molekula MHC II, CD86 i 

CD11b (C), fagocitoza (D) i produkcija ROS (E) su određeni metodom protočne 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri nezavisna 

eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja statističku 

značajnost u odnosu na 0; NS - bez statističke značajnosti. 

 

Na osnovu ovih rezultata može se zaključiti da KukB i KukE ostvaraju vrlo sličan 

efekat delovanja na peritonealne makrofage in vitro, tako što oba jedinjenja u 

koncentraciji koja ne utiče na preživljavanje ćelija smanjuju nivo fagocitoze, kao i 

produkciju NO i citokina IL-6. Razlike su uočavaju na nivou produkcije ROS, gde je 

KukE za razliku od KukB inhibirao njihovu produkciju, dok je KukB sa druge strane 

smanjio produkciju citokina IL-1β i nivo ekspresije molekula MHC II u makrofagima. 
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4.15. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na infiltrate kičmene moždine in vitro  

 

Infiltrati imunskih ćelija su izolovani na piku bolesti iz kičmene moždine DA pacova 

imunizovanih HKM u CFA. IKM su potom tretirani sa KukB ili KukE bez dodatne 

stimulacije jer se ove ćelije već smatraju in vivo reaktiviranim u CNS.  

Rezultati su pokazali da KukB u primenjenoj koncentraciji od 50 ng/mL značajno 

smanjuje produkciju glavnih efektorskih citokina IFN-γ i IL-17 od strane IKM, dok 

produkcija IL-10 ostaje nepromenjena (Slika 32A), dok KukE jedino utiče na smanjenje 

produkcije IFN-γ (Slika 32B).  

 

Slika 32. Efekat Kukurbitacina B i Kukurbitacina E na produkciju citokina u infiltratima 

kičmene moždine. Infiltrati imunskih ćelija izolovanih iz kičmene moždine su tretirani u 

odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukB ili KukE u trajanju od 24h. Testom ELISA je 

određena produkcija citokina IFNγ, IL-17 i IL-10 u supernatantima ćelijskih kultura tretiranih sa 

KukB (A), dok je produkcija citokina IFNγ i IL-17 određena u supernatantima ćelijskih kultura 

tretiranih sa KukE (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD dobijeni iz tri 

nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

statističku značajnost u odnosu na 0; NS–bez statističke značajnosti. 

 

Ovi rezultati nam govore da oba jedinjenja smanjuju produkcije citokina IFN-γ od 

strane IKM, dok je KukB zadržao ovaj efekat i u slučaju citokina IL-17. Produkcija 

citokina IL-10 je ostala nepromenjena u tretmanu sa KukB. Sveukupni efekat govori o 

značajnom antiencefalitogenom potencijalu KukB i KukE. 

A B 
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4.16. Efekat odabranih jedinjenja kukurbitacina B i kukurbitacina E na razvoj 

embriona zebrice 

 

Kao što je prethodno opisano u odeljku 4.10. cilj je bio da se ispita toksičnost odabranih 

jedinjenja KukB i KukE na modelu zebrice.  

Oplođena jaja zebrice su sakupljena i tretirana različitim dozama KukB i KukE i 

naredna 72 h se pratio razvoj embriona, odnosno smrtnost i različite morfološke 

promene tokom razvića.  

Rezultati su pokazali da doze KukB od 10, 50, 100, 500 i 1000 ng/mL ne ispoljavaju 

toksični efekat na razvoj embriona zebrice. Jedino je doza od 5 µg/mL dovela do 100% 

smrtnosti embriona nakon 48h (Slika 33J, K). Za razliku od KukB, embrioni tretirani sa 

500 ng/mL KukE razvili su edeme žumancetne kesice nakon 48h dok je savijena kičma 

i hemaglutinacija uočena nakon 72h (Slika 33C, F). Pored simptoma koji su uočeni u 

dozi od 500 ng/mL u dozi od 1000 ng/mL uočeno je i proširenje žumanceta nakon 24h 

(Slika 33D).  
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J 

KukB 5000 ng/mL 

 

 

 

 

 
Slika 33. Efekat KukB i KukE na razvoj embriona zebrice in vivo. Razvoj embriona se 

pratio u odsustvu (G,H,I) i prisustvu različitih doza KukB i KukE (10, 50, 100, 500, 1000 i 5000 

ng/mL). Prikazane su reprezentativne slike (40x uveličanje) embriona u razvoju u različitim 

vremenskim tačkama nakon fertilizacije (24h, 48h i 72h). YSE - yolk sac edema, AYE - 

abnormal yolk extension, BS - bent spine, HE – hemaglutinacija, SBL - shortening of the body 

length. Opaženi efekti su bili značajni ako su uočeni u više od 50% embriona po tretmanu u 

poređenju sa kontrolnom grupom. 

 

Ovi rezultati pokazuju da KukB i KukE ne ostvaruju toksičan efekat na embrionima 

zebrice u dozama koje su iznad onih primenjenih u in vitro eksperimentima.  

 

 

 

 

 

K J 
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5. Diskusija 
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Terapijski pristupi u autoimunskim bolestima predstavljaju veliki izazov posebno zato 

što su uzročnici ovih bolesti često nepoznati, a za najveći broj ovih bolesti važi da 

nastaju kao posledica kombinacije genetičkih faktora i faktora spoljašnje sredine. 

Samim tim je teže identifikovati ciljeve delovanja lekova. Kada je MS u pitanju, 

različiti terapijski pristupi se primenjuju u tretmanu ove bolesti, a svi se u osnovi bave 

modulacijom imunskog sistema u cilju ublažavanja autoimunskog odgovora protiv CNS 

i povratka imunske ravnoteže. Jedinjenja biljaka, a posebno polifenoli, su pokazala da 

poseduju različite imunomodulacijske osobine delujući na različitim nivoima, od 

započinjanja, efektorskih funkcija do završetka imunskog odgovora. Pored polifenola 

biljke poseduju i druge sekundarne metabolite koji su vredni istraživanja, jer mogu 

imati farmakološki potencijal u lečenju bolesti. Zbog toga, u ovoj doktorskoj disertaciji 

su ispitivana imunomodulacijska svojstva različitih ekstrakata krastavca, biljke koja se 

svakodnevno koristi u ishrani ljudi širom sveta, a čija su antiinflamacijska, 

antioksidacijska i druga blagotvorna svojstva već potvrđena u različitim istraživanjima 

(Mukherjee i sar., 2013).  

Kao model sistem u ovoj doktorskoj disertaciji je korišćen EAE. Bolest je indukovana 

aktivnom imunizacijom ženki pacova soja DA antigenima CNS emulgovanim u CFA. 

Nakon imunizacije, praćen je imunomodulacijski uticaj različitih ekstrakata krastavca 

na ćelije i tkiva imunskog sistema i CNS. Ekstrakti krastavca su pripremani od biljaka 

koje su gajene u kontrolisanim uslovima hidroponike. Za pripremu ekstrakata 

primenjeni su različiti pristupi ekstrakcije. Svi ekstrakti su preliminarno testirani u in 

vitro sistemu na ćelijama dobijenim iz pacova imunizovanih da razviju EAE. U tom 

smislu najpre je ispitivan uticaj različitih ekstrakata krastavca na Th1 i Th17 ćelijski 

odgovor koji se formira u DLČ nakon imunizacije, a praćena je produkcija glavnih 

encefalitogenih citokina IFN-γ i IL-17. Ovo je učinjeno sa ciljem odabira ekstrakta sa 

najpotentnijim imunomodulacijskim svojstvima. Nakon odabira ekstrakta lista krastavca 

u daljim istraživanjima, ispitani su molekulski mehanizmi koji leže u osnovi delovanja 

ELK na CD4
+
 T limfocite. Posmatrana je produkcija citokina (IFN-γ, IL-17, IL-10) kao 

i aktivacija glavnih signalnih puteva odgovornih za aktivaciju i diferencijaciju CD4
+
 T 

limfocita kao što su signalni put Nf-κB i p38 (MAPK).  
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Dalje je ispitivan uticaj ELK na imunske ćelije creva, jer se smatra da se upravo u 

crevima vrši ključna regulacija (auto)imunskog odgovora. Takođe, vršeno je i 

ispitivanje ELK na ćelije koje su infiltrirale u kičmenu moždinu i dovele do inflamacije 

CNS, odnosno na encefalitogene ćelije dobijene iz samog ciljnog organa. In vitro je 

praćena produkcija citokina IFN-γ, IL-17 i IL-10 u ovim ćelijama.  

Takođe, pored ćelija adaptivne imunosti, ispitivan je i uticaj ELK na ćelije urođene 

imunosti kao što su DĆ i makrofagi in vitro. Eksperimenti ko-kultivacije DĆ sa 

encefalitogenim T limfocitima u prisustvu ELK dali su odgovor o uticaju ELK na DĆ 

ćelije koje su bitne za otpočinjanje imunskog odgovora. Isto tako, ispitan je uticaj ELK 

na makrofage koji su bitni u efektorskoj fazi EAE. U tom smislu, posmatrani su glavni 

parametri aktivacije makrofaga kao što su produkcija proinflamacijskih citokina IL-1β, 

IL-6 i TNF, ekspresija antigen prezentujućeg molekula MHC II i ko-stimulatornog 

molekula CD86. Pored toga, procenjen je i uticaj ELK na fagocitnu aktivnost makrofaga 

i produkciju ROS i NO.  

U cilju definisanja potencijalnih molekula odgovornih za imunomodulacijske osobine 

ELK, urađena je kvalitativna i kvantitativna analiza ELK upotrebom masene 

spektrometrije. Na osnovu dobijenih rezultata i konsultovanjem literature odabrana su 

jedinjenja kukurbitacin E i kukurbitacin B čija su imunomodulacijska dejstva takođe 

testirana u modelu EAE in vitro i in vivo. Na kraju, ELK, KukE i KukB su primenjeni in 

vivo u modelu zebrice i EAE. Rezultati na modelu zebrice su dali uvid u citotoksičnost 

ekstrakta i primenjenih jedinjenja. Testiranje u modelu EAE je omogućilo procenu 

potencijalnog farmakološkog dejstva ELK gde je u nezavisnim eksperimentima praćena 

klinička slika i ex vivo analizirani DLČ u cilju procene aktivacije CD4
+
 T limfocita, 

APĆ i produkcije citokina od interesa.  

Prvi korak u ispitivanju bioloških aktivnosti prirodnih proizvoda je njihova izolacija iz 

prirodnog izvora. Sam proces obično započinje ekstrakcijom tečnim rastvaračima, a 

nastavlja se različitim separacionim tehnikama u cilju dobijanja čistog jedinjenja. 

Ekstrakcija rastvaračima se zasniva na korišćenju dva rastvarača različite polarnosti koji 

se ne mešaju ili se mešaju u malom procentu. Tokom ekstrakcije jedinjenja se 

raspoređuju između rastvarača u zavisnosti od njihovih particionih koeficijenata koji 

zavise od fizičkih i hemijskih osobina molekula (Sarker i sar., 2005).  
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Zbog toga, izbor rastvarača predstavlja fudamentalni korak u optimizaciji procedure za 

ekstrakciju. Kada je potrebno izvesti veliki broj ekstrakcija, generalno nije prikladno 

ekstrahovati svaki biljni uzorak sa prilagođenim sistemom rastvarača. Iz tog razloga, 

obično se razvija opšti postupak pripreme ekstrakata koji uzima u obzir testiranje 

različitih frakcija ekstrakcije na biološku aktivnost (Statz i Coon, 1976). Ovakav pristup 

je primenjen u ovoj tezi. Za pripremu ekstrakata, konsultovanjem literature (Sarker i 

sar., 2005), izabrana su dva pristupa ekstrakcije, prvi u kojem je ekstrakcija vršena 

korišćenjem nemešljivih rastvarača (protokol 1), i drugi gde su korišćeni delimično 

mešljivi rastvarači (protokol 2). U početnoj fazi sva jedinjenja su ekstrahovana iz 

biljnog tkiva sa MeOH ili EtOH. U protoklu 1, maceracija se odvijala u 100% MeOH na 

sobnoj temperaturi, a u drugom protokolu u 96% EtOH na +30˚C. U oba slučaja je 

korišćeno mešanje kako bi se potpomogla ekstrakcija. Zatim je usledio korak 

„odmašćivanja“ sa n-heksanom u cilju uklanjanja nepolarnih jedinjenja kao što su 

hlorofil, lipidi i slično. Nakon ovog koraka usledila je ekstrakcija različitim 

rastvaračima pri čemu su dobijene frakcije koje su testirane na biološku aktivnost. U 

protokolu 1, vodeni rastvor je ekstrahovan rastvaračima rastuće polarnosti CHCl3 i 

EtOAc, dok je u drugom protokolu 40% MeOH rastvor ekstrahovan sa CH2Cl2. Na ovaj 

način se obezbeđuje razdvajanje jedinjenja na osnovu njihove polarnosti, gde se 

jedinjenja srednje polarnosti kao što su flavonoidi i neki terpeni očekuju u CHCl3 i 

CH2Cl2 dok u EtOAc prelaze više polarna jedinjenja kao što su monoglikozidi 

flavonoida. U zaostalom vodenom i 40% MeOH sloju se očekuju najpolarniji glikozidi i 

šećeri. Kao biljni materijal u oba protokola je korišćen list krastavca zbog svoje 

prednosti u biomasi i lakoći pripreme u odnosu na stablo i koren. Dobijena su tri 

različita ekstrakta: E1 - hloroformski ekstrakt; E2 - etilacetatni ekstrakt; E3 - 

metilenhloridni ekstrakt.  

Testiranje ekstrakata na ćelijama DLČ i CD4
+
 T limfocitima prećišćenim iz DLČ 

imunizovanih životinja pokazalo je da ekstrakt E3 pripremljen po protokolu 2 u 

koncentraciji koja ne utiče na preživljavanje ćelija dovodi do značajnog smanjenja 

produkcije citokina IFN-γ i IL-17 u ovim ćelijama u odnosu na ekstrakte E1 i E2. Na 

osnovu ovog rezultata, metoda pripreme ekstrakta prema protoklu 2 je izabrana za 

pripremu svih drugih ekstrakta. 
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U sledećem koraku odabranom metodom ekstrakcije napravljeni su ekstrakti korena, 

stabla i lista biljaka gajenih u normalnim uslovima, kao i ekstrakti listova kojima su 

nanošena mehanička oštećenja. Nanošenjem ovakvih oštećenja u biljkama se aktiviraju 

biološki mehanizmi odbrane biljaka od stresa koji kao posledicu imaju povećanje 

produkcije različitih sekundarnih jedinjenja (de Matos Nunes i sar., 2014).  

Napravljeni ekstrakti su takođe testirani na ćelijama DLČ i ustanovljeno je da ekstrakt 

lista krastavca (ELK) kome su naneta mehanička oštećenja ostvaruje najizraženiji efekat 

na smanjenje produkcije proinflamacijskih citokina IFN-γ i IL-17. Iz tog razloga, ELK 

dobijen ekstrakcijom lista sa mehaničkim oštećenjem je korišćen u daljim istraživanjima 

ove doktorske disertacije.  

Fitohemijska analiza ELK je ustanovila prisustvo 37 različitih jedinjenja iz grupe 

polifenola i tetracikličnih triterpena kukurbitacina. Identikovana polifenolna jedinjenja u 

ELK su već potvrđena u krastavcu i srodnim vrstama. Derivati flavona (apigenin, 

luteolin i hrizoeriol) se uglavnom pojavljuju kao flavonoid C-glikozidi u ektraktu 

krastavca (Abu-Reidah i sar., 2012) (Yasir i sar., 2016), što je i potvrđeno u ovoj studiji. 

Među izmerenim flavonoidima, apigenin 8-C-glukozid je nazastapljeniji u ELK. Pored 

toga identifikovano je prisustvo kvercetina, kofeinske kiseline i naringenina. 

Fitohemijska analiza ELK je i u saglasnosti sa nekim ranijim studijama, koje su 

pokazale visoku zastupljenost kukurbitacina u krastavcu i generalno u vrstama familije 

Cucurbitaceae. Kukurbitacin C predstavlja najzastupljeniji kukurbitacin u krastavcu 

(Chen i sar., 2005). Glikozilovane forme ovog kukurbitacina (Kukurbitacin C 3-O 

heksozid) izolovane su iz lišća krastavca cultivar 9930 (Zhong i sar., 2017), koji je 

takođe korišćen u ovoj doktorskoj disertaciji. Ovo jedinjenje je potvrđeno kao 

dominantan kukurbitacin u ELK. Iako je KukB prisutan u mnogim Cucurbitaceae 

vrstama (Chen i sar., 2005), ovo jedinjenje nije identifikovano u ELK. Međutim, njegov 

glikozid (Kukurbitacin B 2-O-heksozid) je pronađen u ELK, a njegovo prisustvo je 

prethodno detektovano u dinji (Cucumis melo) (Xu i sar., 2013). Takođe, kukurbitacin F 

je široko rasprostranjen u Cucurbitaceae familiji (Chen i sar., 2005), a pronađen je i u 

ELK. Kako najzastupljenija komponenta ELK, KukC, nije komercijalno dostupan, 

istraživanja su bila fokusirana na KukB i KukE.  
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Iako su kukurbitacini dominantno prisutani u ELK kao glikozidi, pretpostavka je da se 

aglikanski deo oslobađa dejstvom biljnih i bakterijskih glikozidaza tokom varenja (Gry i 

Andersson, 2006). Isto tako, treba napomenuti da kukurbitacini dele veoma sličnu 

hemijsku strukturu, zbog čega je pretpostavka da će ostvariti slične efekte u biološkim 

sistemima. Iz tog razloga, imunomodulacijski efekti jedinjenja KukB i KukE su ispitani 

na CD4
+
 T limfocitima i makrofagima in vitro. 

U ovoj studiji je pokazano da ELK, KukB i KukE ostvaruje inhibitorni efekat na 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN-γ i IL-17 u ćelijama DLČ restimulisanih 

peptidom MOG35-55. Pored toga, produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10 ostala je 

očuvana nakon primene ELK i KukB. Ovi rezultati ukazuju da ELK, KukB i KukE 

imaju sposobnost da ograniče Th1 i Th17 imunski odgovor u ćelijama koje su izolovane 

iz DLČ u kojima je odgovor i započeo. Takođe, smanjena produkcija citokina IFN-γ i 

IL-17 je uočena u MLČ i PP nakon primene ELK što govori o uticaju ELK na imunske 

ćelije creva gde se dešava propagacija i regulacija encefalitogenih T ćelija (Wekerle i 

sar., 2013). Pored toga, ELK i KukE su inhibirali produkciju IFN-γ i IL-17 u CD4
+
 T 

limfocitima prečišćenim iz DLČ imunizovanih životinja, dok je KukB bio uspešan u 

inhibiciji IL-17. I u ovim slučajevima produkcija citokina IL-10 je ostala očuvana. Sa 

druge strane, ELK i KukB su uspeli da inhibiraju produkciju IFN-γ i IL-17 u in vivo 

restimulisanim CD4
+
 T limfocitima u kičmenoj moždini pacova kod pacova sa EAE, 

dok je efekat KukE ispoljen samo u slučaju IFN-γ. Na kraju, sama primena ELK in vivo 

dovela je do smanjene produkcije ovih citokina u DLČ. Naime, primena ELK zajedno 

sa emulzijom za imunizaciju na DA pacovima je smanjila ekspanziju encefalitogenih 

ćelija u DLČ što je potvrđeno ex vivo merenjem ukupne populacije DLČ i merenjem 

procenta aktiviranih CD4
+
 limfocita (CD134

+
CD4

+
) u ukupnoj populaciji CD4

+
 T 

limfocita. Pored toga, izlaganje ovako dobijenih ćelija peptidu MOG35-55 u cilju 

restimulacije antigen specifičnog odgovora i provere funkcionalnosti ovih ćelija 

pokazalo je da encefalitogene ćelije dobijene na ovaj način poseduju značajno manji 

relativan nivo (iRNK) Ifng i Il17, dok je na proteinskom nivou potvrđeno samo 

smanjenje produkcije citokina IFN-γ. Relativan nivo (iRNK) Tgfb i Il10 ostao je 

nepromenjen nakon tretmana sa ELK. Ovi rezultati pokazuju efikasnost ELK u 

ograničavanju T ćelijskog odgovora in vivo. 
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Sposobnost ELK i njegovih aktivnih komponenti da inhibiraju produkciju IFN- i IL-

17, odnosno funkcije Th1 i Th17 ćelija može imati izuzetna značaj za njihovo 

antiencefalitogeno delovanje. Naime, pozitivna koleracija između povećanja produkcije 

IFN-γ i IL-17 i demijelinizacije CNS u MS i modelu je EAE je potvrđena u mnogim 

studijama (Arellano i sar., 2015). Pokazano je da IFN-γ reguliše infiltraciju makrofaga i 

neutrofila u CNS (Lee i sar., 2012). Pored toga, IFN-γ aktivira mikrogliju što dodatno 

doprinosi neuroinflamaciji.  

Međutim, pored patogene uloge, potvrđena je i regulatorna uloga IFN-γ u inflamaciji 

CNS (Krakowski i Owens, 1996) (Ferber i sar., 1996b). Takođe, IL-17 ispoljava svoje 

patogeno dejstvo na CNS tako što narušava integritet krvno-moždane barijere i 

omogućava inflitraciju imunskih ćelija u parenhim CNS (Kebir i sar., 2007b) (Huppert i 

sar., 2010). Sa druge strane, ELK, KukB i KukE ne inhibiraju produkciju IL-10, za koji 

je pokazana nauroprotektivna funkcija u MS i EAE. Glavna uloga ovog citokina je u 

supresiji inflamacijskog odgovora i ograničavanju produkcije proinflamacijskih citokina 

(IL-1β, IL-6, IL-12, i TNF) (von Boehmer, 2005). Pored toga, IL-10 inhibira 

prezentaciju antigena od strane APĆ tako što smanjuje ekspresiju molekula MHC II i 

ko-stimulatornih molekula CD80 i CD86 na ovim ćelijama (Kwilasz i sar., 2015). 

Istraživanja uticaja prirodnih proizvoda iz biljaka na Th1 i Th17 ćelijski odgovor su 

pokazala da luteolin i apigenin inhibiraju proliferaciju antigen-specifičnih T ćelija i 

produkciju IFN-γ u mišjim i humanim autoreaktivnim T ćelijama in vitro (Verbeek i 

sar., 2005) (Verbeek i sar., 2004). Miševi tretirani apigeninom su pokazali ublaženu 

kliničku sliku EAE u progresivnom i relapsno-remitentnom modelu EAE (Ginwala i 

sar., 2016). Ova jedinjenja su detektovana i u ELK. Sposobnost ELK, KukB i KukE da 

ograniče produkciju citokina IFN-γ i IL-17 i očuvaju produkciju IL-10 in vitro i in vivo 

jasno govori o njihovom antiencefalitogenom potencijalu i mogućnosti da održe 

antinflamacijsko okruženje u limfnim tkivima i CNS. 

Ovi rezultati su dalje podržani uočenim smanjenjem aktivacije NF-κB signalnog puta i 

aktivacijom p38 signalnog puta u encefalitogenim CD4
+
 T limfocitima pod uticajem 

ELK. Uočeni efekat ELK na CD4
+
 T limfocite je takođe pokazan i u eksperimentima sa 

KukE koji koji je inhibirao signalni put STAT3, NF-κB i nivo miR-146, dok je sa druge 

strane uticao na aktiviranje signalnog puta p38 MAPK i blago povećanje nivoa miR-155 
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i (iRNK) Cyp1a u CD4
+
 T limfocitima. Signalni put NF-κB reguliše diferencijaciju 

CD4
+
 T limfocita, posebno Th17 ćelija (Dong, 2008). Specifično isključivanje IκB 

kinaze (IKK)β neophodne za aktivaciju signalnog puta NF-κB u T limfocitima pokazalo 

je da su takvi miševi jako rezistentni na indukciju EAE i da poseduju smanjen broj Th17 

ćelija (Greve i sar., 2007). Pored direktnog uticaja na T ćelije, NF-κB ostvaruje 

indirektni uticaj na Th17 tako što reguliše produkciju proinflamacijskih citokina IL-6 i 

IL-23 u DĆ i makrofagima (Sun i sar., 2013). Isto tako, NF-κB je bitan i za 

funkcionisanje Th1 ćelija, što je pokazano u studiji gde su miševi deficijenti za c-Rel, 

subjedinicu NF-κB, pokazali defekt u Th1 imunskom odgovoru i produkciji citokina 

IFN-γ (Hilliard i sar., 2002).  

Različiti polifenoli deluju na signalni put Nf-κB. Tako je pokazano da apigenin inhibira 

translokaciju NF-κB u nukleus ćelije i da inhibira fosforilaciju IκBα nakon reaktivacije 

CD4
+
 T limfocita periferne krvi, kao i u Jurkat T ćelijama (Xu i sar., 2008). 

Kukurbitacini tako ostvaruju dejstvo na signalni put Nf-κB i p38. Naime, različite 

studije su već pokazale da KukE inhibira signalni put NF-κB u ćelijskoj liniji makrofaga 

RAW 264.7 (Qiao i sar., 2013), Jurkat T ćelijskoj liniji (Wang i sar., 2015b), mikrogliji 

(Park i sar., 2015) i u sinovijalnim ćelijama (Jia i sar., 2015). Sa druge strane, pokazano 

je da KukE inhibira signalni put p38 u Jurkat T ćelijama (Wang i sar., 2015b). Takođe, 

KukB, čiji glikozidi su dominantno prisutni u ELK pokazao je stimulatorni efekat na 

signalni put p38 u gliomima i ćelijskim linijima leukemije (Yin i sar., 2008). Dalje, 

pokazano je da KukD povećava nivo fosforilisane forme p38 u ćelijskoj liniji K562 (Liu 

i sar., 2010), a KukI u ćeliijskim linijama leukemije (Ishdorj i sar., 2011). Iako se 

signalni put p38 generalno smatra aktivirajućim za signalni put NF-κB, postoje 

eksperimenti koji su pokazali da su ova dva puta međusobno negativno regulisana. Tako 

je pokazano da je aktivacija signalnog puta NF-κB inhibirana kao posledica p38 

signalnog puta pokrenutog Na-salicilatom, sorbitolom, vodonik peroksidom, arsenitom i 

vitaminom C (Bowie i O’Neill, 2000) (Schwenger i sar., 1998). Pretpostavljeni 

mehanizam ovakve signalne kaskade je da kinaza p38 inhibira transformišućim 

faktorom rasta β aktiviranu protein kinazu 1 (TAK1), što posledično ograničava signalni 

put NF-κB (Cheung i sar., 2003). Na ovaj način se mogu objasniti potencijalni 

molekulski mehanizmi delovanja ELK i kukurbitacina na CD4
+
 T limfocite koji 

pokazuju da je inhibicija signalnog puta NF-κB posledica aktivacije signalnog puta p38. 
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Pored inhibicije signalnog puta NF-κB, KukE je inhibirao i signalni put STAT3 u CD4
+
 

T limfocitima. Naime, STAT3 signalni put je esencijalan za nastanak i diferencijaciju 

Th17 ćelija (Nurieva i sar., 2007) (Ivanov i sar., 2006). Miševi koji su deficijentni za 

Stat3 u CD4
+
 T limfocitima pokazali su rezistentnost ka indukciji EAE (Xuebin i sar., 

2008). U studijama koje su se već bavile ispitivanjem uticaja KukE na ove signalne 

puteve pokazano je da KukE inhibira signalni put STAT3 u ćelijama kancera pankreasa 

(Sun i sar., 2010), endotelijalnim ćelijama (Dong i sar., 2010), kancerskim ćelijama 

bešike (Huang i sar., 2012), dojke (Lan i sar., 2013) i mikroglije (Park i sar., 2015).  

Povišen relativni nivo (iRNK) Cyp1a u CD4
+
 T limfocitima, nakon tretmana sa KukE, 

ukazuje na još jedan mogući molekularni mehanizam dejstva ovog jedinjenja, a to je 

posredstvom AhR. CYP1a je među prvim enzimima koji se eksprimiraju nakon 

aktivacije AhR (Furman i sar., 2009). Regulatorni protein AhR aktiviraju različiti mali 

molekuli iz hrane, metabolizma, zatim zagađivači i produkti mikroorganizama. Ovaj 

protein se eksprimira u ćelijama imunskog sistema i obezbeđuje integrativnu vezu 

između spoljašnje sredine i imunskog sistema. Posebno je zastupljen u imunskim 

ćelijama lokalizovanim u crevima (Gutiérrez-Vázquez i Quintana, 2018). AhR je prvo 

prepoznat kao regulatorni protein koji se aktivira na prisistvo ksenobiotika dioksina kao 

što je TCDD (2,3,7,8-tetrahlorodibenzo-p-dioksin) (Poland i Knutson, 1982). Pored 

toga AhR aktiviraju i različiti sekundarni metaboliti biljaka. Tako je pokazano da se 

AhR aktivira od strane glukobrasicina, jedinjenja koja sadrže indol grupu i koja su 

široko zastupljena u rodu Brassica kojem pripadaju karfiol, brokoli i kupus. Nakon 

konzumiranja ovih biljaka, glukobrascini se metabolišu od strane enzima MO u indol-3-

carbinol (I3C) i indol-3-acetonitril (I3ACN) (Loub i sar., 1975). I3C i I3ACN se dalje 

neenzimskim reakcijama transformišu u agoniste AhR, 3,3’diindolilmetan (DIM), 2-

(indol-3-metil)-3,3’-diindolilmetan i indolo[3,4-b]carbazol (ICZ) (Bjeldanes i sar., 

1991) (Chen i sar., 1996) (Degner i sar., 2009). Rouse i sar. su pokazali da pretretman 

miševa sa I3C i DIM kompletno sprečava kliničke simptome EAE i infiltraciju 

imunskih ćelija u CNS. Molekulski mehanizmi u osnovi ovih rezultata su pokazali da 

AhR suprimiraju Th17 ćelije i indukuju Treg (Rouse i sar., 2013). Pored toga pokazano 

je da su naringenin i apigenin takođe agonisti AhR (Wang i sar., 2012a), a ova 

jedinjenja su detektovana i u ELK.  
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Iako je u ovoj doktorskoj tezi pokazano da je relativan nivo (iRNK) Cyp1a povišen 

nakon tretmana CD4
+
 T limfocita sa KukE, ova promena može biti posledica i nekih 

drugih uticaja koji su nezavisni od signalnog puta AhR, pa su dalja ispitivanja potrebna 

da bi se ispitala tvrdnja o direktnom uticaju KukE na ovaj signalni put.  

Različite studije su pokazale da su miR-146 i miR-155 usko povezane sa patogenezom 

MS i EAE (Mccoy, 2017). Tako je pokazano da miR-155 promoviše Th17 imunski 

odgovor i reaktivaciju encefalitogenih ćelija (O’Connell i sar., 2010) (Jevtić i sar., 2015) 

u EAE, dok je povišen nivo miR-146 pronađen u mononuklernim ćelijama periferne 

krvi obolelih od MS (Fenoglio i sar., 2011). Iako KukE nije uticao na relativan nivo 

miR-155, nivo miR-146 je bio smanjen u CD4
+
 T limfocitima nakon tretmana sa KukE. 

U rezultatima koji su ispitivali uticaj ELK, KukB i KukE na ćelije urođene imunosti, 

makrofage i DĆ, takođe je pokazan njihov supresivni kapacitet. Pokazano je da ELK i 

KukE ostvaruju dejstvo na efektorske funkcije makrofaga, inhibirajući njihovu 

sposobnost produkcije NO i ROS. NO nastaje kao proizvod enzimske reakcije iNOS u 

CNS i značajno doprinosi patogenezi MS i EAE (Cross i sar., 1997) (Mitrovic i sar., 

1995) (Smith i Lassmann, 2002) mada su poznati i pozitivni efekti NO u CNS kao što je 

indukcija apoptoze autoreaktivnih T ćelija (Okuda i sar., 1997) (Zettl i sar., 1997). 

Štetni efekti NO su posebno izraženi nakon interakcije sa O2
¯

 pri čemu nastaje 

peroksinitrit, koji izaziva peroksidaciju lipida i oštećenje oligodendrocita (Cross i sar., 

1997). Oštećenja aksona u MS su povezana sa prisustvom makrofaga i mikroglije koji 

produkuju reaktivne vrste kiseonika i azota u blizini aksona (Lassmann, 2010). Zbog 

toga je inhibicija produkcije ROS i NO u makrofagima dodatni antiencefalitogeni uticaj 

ELK i KukE. KukB je takođe uspeo da inhibira produkciju NO u makrofagima, ali ne i 

ROS. Dalje, pokazano je da ELK, KukB i KukE inhibiraju proces fagocitoze u 

makrofagima. Kako je poznato da je KukE inhibitor depolimerizacije aktina (Sörensen i 

sar., 2012), pretpostavljeni mehanizam može biti upravo nemogućnost reorganizacije 

aktinskih filamenata tokom procesa fagocitoze što dovodi do inhibicije samog procesa.  

Ispitivanja ekspresije površinskih molekula uključenih u prezentaciju antigena od strane 

makrofaga i DĆ pokazala su da ELK u značajnoj meri inhibira ekspresiju molekula 

MHC II i CD86 na površini makrofaga i ekspresiju CD86 na površini DĆ.  
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Sa druge strane, KukB je uspeo da inhibira ekspresiju molekula MHC II na povšini 

makrofaga, dok KukE nije uticao na ekspresiju ovih molekula na površini ćelija. Da bi 

se detaljnije ispitao uticaj ELK na prezentaciju antigena od strane APĆ, urađeni su 

eksperimenti ko-kultivacije DĆ pretretiranih sa ELK i CD4
+
 T limfocita u prisustvu 

antigena (MOG35-55). Smanjenje produkcije citokina IL-17 u supernatantima ko-kultura 

u kojima su DĆ bile pretetrirane ELK jasno govori o antiencefalitogenom potencijalu 

ELK da ograniči Th17 ćelijski odgovor. Pored toga, DĆ tretirane ELK su pokazale 

smanjen nivo fagocitoze i ekspresiju molekula CD86 na svojoj površini što dodatno 

podržava objašenjenje da ELK sprečava prezentaciju antigena od strane DĆ i na taj 

način ograničava inicijaciju i propagaciju antigen-specifičnog encefalitogenog 

imunskog odgovora.  

Dalje, ispitivanje uticaja ELK, KukB i KukE na produkciju glavnih proinflamacijskih 

citokina makrofaga (IL-1β, IL-6 i TNF) je pokazalo njihov delimično inhibitorni efekat. 

IL-1β je proinflamacijski citokin čiji su primarni izvor monociti iz krvi, tkivni 

makrofagi i DĆ (Dinarello, 2009). IL-1β promoviše proces inflamacije, indukujući 

ekspresiju gena i sintezu COX-2, fosfolipaze tipa 2 i iNOS, zatim produkciju 

prostaglandina-E2 (PGE2), aktivaciju faktora koagulacije i produkciju NO (Dinarello, 

2009). Takođe bitna uloga ovog citokina je u sposobnosti da poveća ekspresiju 

adhezivnih molekula (hemokina, selektina) na površini endotelijalnih ćelija (Wang i 

sar., 1995). Time se pospešuje infiltracija ćelija imunskog sistema iz cirkulacije u 

ekstravaskularni prostor i indukuje proces inflamacije na mestu infekcije. U rezultatima 

ove teze pokazano je da je jedino KukB ostvario inhibitorni uticaj na produkciju ovog 

citokina od strane LPS stimulisanih makrofaga. Dalje, KukB i KukE su smanjili 

produkciju citokina IL-6 od strane makrofaga. IL-6 se takođe smatra proinflamacijskim 

citokinom, ali je ta osobina slabije izražena nego kod IL-1β i TNF, s obzirom da 

pokazuje i izvesna antiinflamacijska dejstva (Kishimoto, 2010). Ovaj citokin je 

esencijalan za diferencijaciju Th17 ćelija (Yamashita i sar., 2011) pa je inhibicija 

njegove produkcije od strane makrofaga pod uticajem KukB i KukE jasan pokazatelj 

njihove antiencefalitogene aktivnosti. TNF predstavlja još jedan proinflamacijski 

citokin koga primarno produkuju makrofagi (Parameswaran i Patial, 2010). Pored 

makrofaga ovaj citokin produkuju i T limfociti (von Fliedner i sar., 1992).  
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Makrofagi produkuju velike količine TNF u imunskom odgovoru na različite 

bakterijske infekcije. Ovaj citokin je prvenstveno uključen u procese inflamacije, gde 

lokalno utiče na ekspresiju i produkciju hemokina i citokina, promovišući adheziju, 

ekstravazaciju, privlačenje i aktivaciju limfocita na mestu infekcije (Parameswaran i 

Patial, 2010). U ispitivanjima imunomodulacijskih efekata ELK na makrofage pokazano 

je da ELK ihhibira produkciju ovog citokina, ali da nema uticaja na produkciju IL-1β i 

IL-6. Imunosupresivna dejstva KukB su već pokazana u studiji na peritoenalnim 

makrofagima miševa gde je utvrđeno da KukB inhibira produkciju citokina IL-1β i IL-

6, kao i ekspresiju površinskog molekula MHC II, dok ekspresija CD86 ostaje 

nepromenjena (Kim i sar., 2015b), što je potvrđeno i u ovoj doktorskoj disertaciji. U 

istoj studiji je pokazano da KukB uspešno inhibira produkciju NO i ROS. Isto tako, 

pokazano je da KukE smanjuje produkciju NO u ćelijskoj liniji makrofaga RAW 264.7 

(Abdelwahab i sar., 2011b). Za flavonoid naringenin, koji je sastavni deo ispitivanog 

ELK, pokazano je da efikasno inhibira iNOS u RAW 274.6 makrofagima i BV2 

ćelijama mikroglije (Chao i sar., 2010). Sveukupno rezultati dobijeni u in vitro 

ispitivanjima na makrofagima jasno govore o supresivnom efektu koje ELK, KukB i 

KukE ostvaruju na efektorske funkcije makrofaga. Pored toga, ELK doprinosi i 

smanjenoj aktivnosti DĆ i redukciji Th17 ćelijskog odgovora pokrenutog od strane DĆ. 

Analize toksičnosti ELK, KukB i KukE na modelu zebrice pokazale su odsustvo 

toksičnog efekta na razvoj embriona zebrice u koncentracijama koje su ostvarile 

imunoregulatorno dejstvo in vitro. Blagi poremećaji razvoja embriona zebrice uočeni su 

jedino u koncentracijama koje su bile 10 puta veće od primenjenih u EAE 

eksperimentima. Ovakav pristup ispitivanju toksičnosti nekog jedinjenja je vrlo 

koristan, jer na brz, efikasan i pouzdan način daje uvid u toksičnost nekog jedinjenja i 

omogućava procenu toksičnosti jedinjenja ukoliko se razmišlja npr. o in vivo primeni 

istog. Samim tim, ovi rezultati ukazuju da bi primena ELK i kukurbitacina bila 

bezbedna u in vivo modelu EAE. 

Na kraju, primena ELK u emulziji za imunizaciju in vivo inhibirala je kliničke znake 

EAE kod DA pacova u početnoj fazi bolesti, međutim efekti su izostali u kasnijim 

fazama.  
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Razumljivo je pretpostaviti da bi prolongirana aplikacija ELK ili neki drugi vid 

administracije npr. peroralna ili intraperitonealna, mogla da ostvari povoljne efekte u 

razvoju EAE.  

Imajući u vidu sveukupni doprinos Th1, Th17 ćelija, makrofaga i DĆ patogenezi EAE i 

MS sa razlogom se može reči da su ELK, KukB i KukE ostvarili povoljne efekte na 

autoimunost CNS. Ovi rezultati ukazuju i na to da su kukurbitacini kao glavni 

konstituenti ELK odgovorni i za antiencefalitogene osobine ELK. Ipak, da bi se 

ostvareni efekti ELK sa sigurnošću pripisali kukurbitacinima, neophodno je utvrditi i 

biološke efekte drugih kukurbitacina prisutnih u ELK, sa posebnim osvrtom na KukC 

kao najzastupljenije jedinjenje u ELK. Konačno, ovi rezultati jasno ukazuju da ELK ima 

potentno anti-encefalitogeno dejstvo koje je vredno daljeg ispitivanja. 
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6. Zaključci 
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Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata može se izvesti nekoliko zaključaka 

iz ove doktorske disertacije: 

1. Pripremljeni ekstrakti korena, lista i stabla krastavca su ostvarili 

imomodulacijske efekte in vitro na ćelije drenirajućih limfnih čvorova i 

CD4
+
 limfocite s tim što je ekstrakt lista krastavca (ELK) ostvario 

najizraženije antiencefalitogeno dejstvo. 

2. ELK je inhibirao Th1 i Th17 autoimunski odgovor in vitro i in vivo kao i 

efektorske funkcije makrofaga i antigen-prezentujuću aktivnost 

dendritskih ćelija  

3. Primena ELK in vivo je ublažila klinički tok EAE u početnim fazama 

bolesti. 

4. Fitohemijska analiza ELK metodom masene spektrometrije utvrdila je 

prisustvo 37 različitih jedinjenja u ekstraktu, među kojima su klasa 

jedinjenja tetracikličnih terpena kukurbitacina daleko najzastupljenija, a 

posebno jedinjenja Kukurbitacin C 2-O heksozid i Kukurbitacin C.  

5. Jedinjenja KukB i KukE su ostvarila slične efekte kao i ELK na CD4
+
 

limfocite i makrofage, inhibirajući encefalitogeni potencijal ovih ćelija in 

vitro. 

6. Analiza toksičnosti ELK, KukB i KukE na modelu zebrice pokazala je da 

koncentracije koje ostvaruju biološku aktivnost in vitro ne utiču na 

toksičnost u ovom model sistemu.  

 

Na osnovu svih rezultata može se izneti opšti zaključak o imunomodulacijskom 

potencijalu različitih ekstrakata krastavca, posebno ekstrakta lista krastavca, čije 

antiencefalitogeno dejstvo je pokazano na T limfocitima, makrofagima i dendritskim 

ćelijama u modelu EAE, s posebnim osvrtom na kukurbitacine, najzastupljenije 

konstituente ekstrakta, čiji imunosupresivni kapacitet je takođe potvrđen u ovoj studiji.  
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дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 
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