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Imunomodulatorni efekat ekstracelularnih vezikula L1 larvi Trichinella spiralis na modelu 

respiratorne alergije kod BALB/C miševa 

SAŽETAK 

Respiratorne alergije predstavljaju rastući zdravstveni problem i posledica su preteranog imunskog 

odgovora na bezopasne supstance iz spoljne sredine. Istraživanja su pokazala da helminti poput 

Trichinelle spiralis posredstvom ekskretorno sekretornih produkata larvi (ES L1) mogu da usmere 

imunski odgovor ka anti-inflamatornom i regulatornom i tako ublaže alergijom indukovanu 

inflamaciju. Nedavno je pokazano da ES L1 produkti sadrže ekstracelularne vezikule (EV), 

membranom ograničene pakete koje u ekstracelularni prostor oslobađaju sve vrste ćelija, zbog čega se 

definišu kao jedan od fundamentalnih mehanizama međućelijske komunikacije.  

Cilj ove studije je da se ispitaju morfološke karakteristike i imunomodulatorna svojstva EV T. spiralis 

(TsEV) u in vitro uslovima na humanim ćelijama i u in vivo uslovima na ekspreimentalnom modelu 

respiratornih alergija. Rezultati glikokarakterizacije TsEV su potvrdili prisustvo specifičnih gliko-

epitopa koji mogu da aktiviraju receptore prisutne na dendritskim ćelijama (DC). U in vitro uslovima 

TsEV su stimulisale diferencijaciju DC tolerogenog fenotipa koji se karakteriše ekspresijom gena 

uključenih u sazrevanje DC kao i niskom ekspresijom površinskih kostimulatornih molekula a 

povišenom ekspresijom tolerogenih markera, IDO-1 i ILT3. DC kultivisane u prisustvu TsEV su 

povećano produkovale IL-10 i TGF-β, regulatornih citokina, dok su u ko-kuluturi sa alogenim T 

limfocitima stimulisale razvoj Th2, Tr1 i inducibilnih regulatornih FoxP3+ T ćelija. Opisana tolerogena 

svojstva DC ostala su očuvana čak i nakon izlaganja inflamatornom stimulusu.  

U cilju ispitivanja terapijskog potencijala TsEV in vivo uslovima sprovedeno je istraživanje na BALB/c 

miševima sa respiratornom alergijom izazvanom ovalbuminom (OVA). Tretman ovih miševa je 

podrazumevao intranazalnu primenu TsEV i to u vidu ko-aplikacione primene (davanje TsEV u toku 

indukcije alergije) i vidu terapijske primene (davanje TsEV nakon indukcije alergije i pre ponovnog 

susreta sa OVA). Intranazalna primena TsEV značajno je smanjila prisustvo makrofaga, neutrofila i 

eozinofila i smanjila zastupljenost mukusa u disajnim putevima. Terapijski pristup davanja TsEV 

doveo je do smanjenja Th2 citokina (IL-4, IL-5, IL-13) i IgE specifičnih za OVA, i uticao na povećanu 

produkciju IL-10 na lokalnom ali i na sistemskom nivou. Pored toga, zabeležena je ekspanzija 

regulatornih T ćelija, FoxP3⁺ i Tr1, u plućima i slezini, što je dodatno doprinelo uspostavljanju anti-

inflamatornog profila. Ova studija je po prvi put pokazala da TsEV ispoljavaju imunomodulatorni 

potencijal koji se može iskoristiti za snižavanje inflamacije u respiratornim alergijama te bi se mogle 

koristiti kao osnova za razvoj inovativnih platformi za tretman respiratornih alergija.   

Ključne reči: Trichinella spiralis, ES L1, ekstracelularne vezikule, TsEV, respiratorne alergije, 

dendritske ćelije, regulatorni T limfociti 

Naučna oblast: Biologija 

Uža naučna oblast: Imunobiologija 

UDK broj:  

 



 
 

The immunomodulatory effect of extracellular vesicles from L1 larvae of Trichinella spiralis on a 

respiratory allergy model in BALB/C mice 

ABSTRACT 

Respiratory allergies represent a growing health concern, stemming from an exaggerated immune 

response to otherwise harmless environmental substances. Research has shown that helminths such as 

Trichinella spiralis can direct immune responses toward the anti-inflammatory and regulatory profile 

through their excretory-secretory (ES L1) products, thus reducing allergic inflammation. Recently, it 

has been demonstrated that ES L1 products contain extracellular vesicles (EV), membrane-bound 

packages released by all cell types into the extracellular space, hence considered fundamental 

mediators of intercellular communication. 

The aim of this study was to investigate the morphological characteristics and immunomodulatory 

properties of T. spiralis-derived EV (TsEV) under in vitro conditions using human cells, as well as in 

vivo using an experimental model of respiratory allergy. Glycan characterization of TsEV confirmed 

the presence of specific glycoepitopes which are capable of activating receptors expressed on dendritic 

cells (DCs). In vitro experiments showed that TsEV induced the development of a tolerogenic DC 

phenotype, as evidenced by the expression of genes involved in DC maturation, low expression of 

costimulatory surface molecules, and increased expression of tolerogenic markers IDO-1 and ILT3. 

TsEV-treated DCs exhibited increased production of IL-10 and TGF-β cytokines and promoted the 

differentiation of Th2 cells, FoxP3⁺ inducible regulatory T cells, and Tr1 cells when cocultured with 

allogeneic T lymphocytes. Importantly, these tolerogenic properties of DCs were preserved even after 

exposure to an inflammatory stimulus. 

To evaluate the therapeutic potential of TsEV in vivo, experiments using BALB/c mice with 

experimental ovalbumin (OVA)-induced respiratory allergy were conducted. Intranasal TsEV 

treatment was assesed in an co-application model (TsEV applied during allergy induction) as well as in 

a therapy model (TsEV applied after allergy induction but prior to allergen re-challenge). Intranasal 

application of TsEV significantly reduced the presence of macrophages, neutrophils, and eosinophils, 

as well as mucus accumulation in the airways. The therapeutic approach led to decreased levels of Th2 

cytokines (IL-4, IL-5, IL-13) and OVA-specific IgE, alongside increased IL-10 production at both 

local and systemic levels. Furthermore, an expansion of regulatory T cells, including FoxP3⁺ and Tr1 

subsets, was observed in the lungs and spleen, contributing to the establishment of the anti-

inflammatory profile. 

This study is the first to demonstrate that TsEV possess immunomodulatory properties capable of 

reducing inflammation in respiratory allergies, suggesting their potential to serve as a foundation for 

the development of innovative therapeutic platforms aimed at treating respiratory allergies. 

Key words: Trichinella spiralis, ES L1, extracellular vesicles, TsEV, respiratory allergies, dendritic 

cells, regulatory T lymphocytes 

Research area: Biology  

Area of special interest: Immunobiology  

UDC number:  
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IFN - interferon 
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NK - urođenoubilačke ćelije (engl. Natural Killer cells) 
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Nucleotide-binding Oligomerization Domain containing protein (NOD)-Like Receptors) 

NO - azot oksid (engl. Nitric Oxide) 

OVA -ovalbumin 

PAMP - molekulski obrasci patogena (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns) 

PBMC - mononuklearne ćelije periferne krvi (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) 

PBS - fosfatni pufer sa dodatkom soli (engl. Phosphate Buffered Saline) 

PCR - polimerazna lančana reakcija (engl. Polymerase Chain Reaction) 
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TGF-β - transformišući faktor rasta-beta (engl. Transforming Growth Factor-β) 

Th - pomoćničke T ćelije (engl. T helper cells) 

TLR - receptori slični Toll-u (engl. Toll-Like Receptors) 

TNF-α - faktor nekroze tumora (engl. Tumour Necrosis Factor) 

tolDC - tolerogene dendritske ćelije (engl. Tolerogenic Dendritic Cells) 

Treg - regulatorni T limfociti (engl. Regulatory T cells) 
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1.1. Globalna zastupljenost alergija 

Alergije su poremećaji imunskog odgovora koji dovode do povećane osetljivosti organizma na 

određene nepatogene strane supstance, poznate kao alergeni. Svaka nepatogena strana supstanca koja 

izaziva povećan odgovor imunskog sistema i podstiče proizvodnju antitela specifičnih za nju naziva se 

alergenom. Najčešći izvori alergena su: grinje u kućnoj prašini, polen, životinjska dlaka, mikrogljive, 

hrana (posebno mleko, jaja, pšenica, soja, morski plodovi, voće i orašasti plodovi), ubodi osa i pčela, 

određeni lekovi, lateks, hemikalije za domaćinstvo [1]. Alergija podrazumeva reakciju rane 

preosetljivosti tj. tip 1. Ovaj tip preoseteljivosti započine jako brzo, u roku od nekoliko minuta nakon 

ponovnog kontakta sa alergenom kod osoba koje su prethodno bile izložene istom alergenu (rana) i 

prouzrokuje patološke posledice po sopstveno tkivo tih osoba (preosetljivost) [2]. Nakon prvobitne 

reakcije dolazi do nastanka niza drugih inflamatornih komponenti koje učestvuju u drugoj fazi koja se 

naziva kasnom reakcijom. Ove reakcije se nazivaju alergije ili atopije a bolesti do kojih dovode se 

nazivaju alergijske, atopijske ili bolesti rane preosetljivosti. Alergije uključuju različite simptome kao 

što su kijanje, osip, oticanje, respiratorne smetnje, gastrointestinalne probleme ili čak ozbiljan 

anafilaktički šok u težim slučajevima [3,4].  

Prema targetiranim tkivima alergije se mogu se klasifikovati u nekoliko osnovnih vrsta [5]: 

1. Respiratorne alergije: uključuju alergijski rinitis (alergiju na prašinu, polen, kućnu prašinu itd.) i 

astmu izazvanu alergenima (poput prašine, grinje, dlaka kućnih ljubimaca). 

2. Dermatološke alergije: obuhvataju reakcije na koži poput ekcema, kontaktnog dermatitisa ili 

urtikarije/koprivnjače koje se javljaju usled dodira s alergenima kao što su određeni materijali 

(lateks, metal itd.), sapuni ili biljke. 

3. Očne alergije: uključuju alergijski konjunktivitis koji može izazvati svrab, crvenilo i suzenje očiju, 

obično usled reakcije na alergene kao što su polen, prašina ili dlake kućnih ljubimaca. 

4. Ostale alergije:  

4.1. Alergije na određene vrste hrane poput alergije na proizvode životinjskog porekla, kao i 

orašaste plodove, što može izazvati gastrointestinalne simptome poput dijareje, povraćanja ili 

bolova u stomaku  

4.2. Alergije na ujede insekata mogu izazvati lokalni svrab i otok. U nekim slučajevima, ove 

alergije mogu dovesti do anafilaktičkog šoka, koji može izazvati reakcije širom tela, kao što su 

otežano disanje, oticanje lica i usana, pad krvnog pritiska i gubitak svesti. 
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Osoba može istovremeno imati više vrsta alergija i ozbiljnost simptoma može varirati od blagih 

iritacija do po život opasnog anafilaktičkog šoka [6]. 

Alergije pogađaju od 30 do 40% svetske populacije, pri čemu zastupljenost i kompleksnost 

alergijskih bolesti nastavlja da raste [7]. Svake godine broj ljudi koji pati alergije se povećava, pri 

čemu su istraživanja pokazala da je između 1926-2017 došlo do porasta zastupljenosti atopijskog 

dermatitisa kod muškaraca od 0,15% 1926. do 2,9% u 2017. godini [8]. Na osnovu istraživanja Svetske 

organizacije za alergije 5,12% svetske populacije ima alergijski rinitis, 3,8% ljudi pati od astme i 2,88 

– 3,2% ima alergiju na supstance u hrani [9,10]. 

Respiratorne alergije, poput astme i alergijskog rinitisa, predstavljaju najčešći oblik alergija, 

čija zastupljenost stalno raste, posebno u zemljama s razvijenom industrijom. Učestalost alergijskog 

rinitisa u ekonomski razvijenim zemljama se povećala za 2-3% u poslednje tri decenije, kod dece čak 

15-30%, dok je kod odraslih ljudi 2-10% [11]. Respiratorne alergije predstavljaju globalni zdravstveni 

problem koji ugrožava normalan način života tako što otežavaju disanje, remete san, ometaju 

obavljanje osnovnih dnevnih aktivnosti i smanjuju sposobnost za fizičku aktivnost i rad [12].  
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1.2. Nastanak respiratornih alergija 

Mehanizam nastanka respiratornih alergija još uvek nije u potpunosti razjašnjen, ali dosadašnja 

istraživanja ukazuju na to da su one rezultat kombinacije genetske predispozicije i izloženosti raznim 

faktorima sredine. Ovi faktori mogu ometati pravilan razvoj tokom detinjstva i oblikuju imunski 

odgovor na način koji vodi nastanku alergija [13]. Istraživanja su pokazala da zastupljenost nastanka 

alergija zavisi od više različitih gena (Tabela 1.) [2].  

Tabela 1. Geni odgovorni za razvoj alergija 

Geni i molekuli koji utiču na razvoj alergija Uloga u imunskom odgovru kod alergija 

Genski klaster citokina (IL-4, IL-5, IL-13), CD14, β2-

adrenergički receptor 

IL-4 i IL-13 omogućavaju promenu klase u IgE, IL-5 stimuliše aktivaciju i 

povećano stvaranje eozinofila, CD14 je deo LPS receptora koji kroz 

interakciju sa TLR4 utiču na ostvarivanje balansa između Th1 i Th2 

imunskog odogovora na antigene; β2-adrenergički receptor reguliše 

kontrakciju glatkih mišića bronhija 

MHC molekuli II klase Određeni aleli mogu da regulišu T ćelijski odgovor na alergene 

FcεRI β lanac Reguliše aktivaciju mast ćelija 

Faktor stem ćelija, IFN-γ, STAT6 Faktor stem ćelija utiče na rast i diferencijaciju mast ćelija, IFN-γ 

moduliše dejstvo IL-4 citokina, STAT6 omogućava signalnu transdukciju 

IL-4 

α lanac receptora za IL-4 citokin Deo subjedinice receptora za citokine IL-4 i IL-13 

ADAM33 Metaloproteinaza koja učestuvje u remodelovanju respiratornih puteva 

Citokin IL-33 i njegov receptor IL-33 indukuje otpuštanje Th2 citokina kod T limfocita, mast ćelija, 

eozinofila i urođenih limfoidnih ćelija (engl. Innate lymphoid cells, ILC) 

Fosfodiesteraza 4D Reguliše kontrakciju glakih mišića disajnih puteva 

TSLP Aktivacija kožnih dendritskih ćelija (Langerhansovih ćelija) 

 

Izloženost sredinskim uticajima može da deluje sinergistički sa različitim genetskim 

predispozicijama i na taj način sredinski fatori značajno utiču na nastanak alergija. Pod uticajem 

sredine spadaju izloženost alergenima, infektivnim agensima i drugim faktorima koji utiču na 

mukoznu barijeru kao što su npr. različite čestice zagađivača u vazduhu [14]. Istraživanja pokazuju da 

su deca koja odrastaju u urbanim sredinama, gde su često izložena zagađivačima poput izduvnih 

gasova i duvanskog dima, sklonija razvoju respiratornih alergija. S druge strane, deca koja odrastaju u 

ruralnim područjima imaju nižu stopu nastanka respiratornih alergija, što može biti povezano s manjim 

izlaganjima urbanim zagađivačima i životu u drugačijem imunskom okruženju [15,16]. Jedno od 

mogućih objašnjenja za povećanu učestalost astme i drugih atopijskih bolesti u ekonomski razvijenim 

zemljama leži u nižem nivou izloženosti infektivnim agensima, što je osnova tzv. higijenske hipoteze. 

Ova hipoteza sugeriše da nedostatak ranih infekcija tokom detinjstva može ometati normalno 
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sazrevanje imunskog sistema, što povećava rizik od razvoja alergijskih bolesti. Higijenska hipoteza će 

biti detaljnije razmatrana kasnije. 

1.3. Imunski odgovor u osnovi respiratornih alergija 

Imunski sistem je složenа mreža organa, tkiva, ćelija i molekula koja štiti telo od infekcija, 

održava tkivnu homeostazu i sprečava nastanak bolesti putem mehanizama urođenog i adaptivnog 

imuniteta. Ipak, imunski sistem je podložan poremećajima kao što su autoimunost, imunodeficijencija i 

preosetljivost. Reakcija preosetljivosti podrazumeva patološku reakciju imunskog sistema pri 

ponovnom susretu sa datim antigenom. Kada je takva reakcija usmerena protiv sopstvenih antigena 

zbog prekida autotolerancije, nastaju autoimunske bolesti, dok prekomeran imunski odgovor na 

nepatogene antigene iz spoljašnje sredine može izazvati oštećenje tkiva, pogotovo ukoliko se ove 

reakcije ponavljaju i ako su slabo kontrolisane pa postaju hronične [2].  

Respiratorne alergije nastaju usled preteranog imunskog odgovora na supstance u vazduhu koje 

nisu infektivne prirode. Respiratorni epitel je prvi koji stupa u kontakt sa infektivnim i neinfektivnim 

supstancama iz vazduha. Epitel gornjog respiratornog trakta ima više funkcija u koje spadaju 

sprečavanje prolaza mirkoorganizama, dopremanje imunskih ćelija i otpuštanje inflamatornih 

komponenti urođenog imunskog sistema. Barijera respiratornog epitela se sastoji od cilijarnih ćelija, 

neuroendokrinih ćelija, peharastih ćelija koje ispuštaju mukus, bazalnih ćelija (stem ćelije epitela 

traheja i bronhija) i Klara ćelija koje otpuštaju anti-inflamatorni protein uteroglobin (Slika 1.) [17]. 

Alergeni prolaze kroz respiratorni epitel putem više različitih mehanizama koji mogu zavisiti od 

prirode alergena i stanja imunskog sistema domaćina. Različiti poremećaji respiratornog epitela mogu 

takođe biti uzrok veće osetljivosti prema alergenima pa tako ljudi koji boluju od alergijskog rinitisa 

imaju smanjenu ekspresiju surfaktantskog proteina A koji može da vezuje alergene i da ublaži 

inflamaciju u toku imunskog odgovora indukovanog njima [18]. Pokazano je i da disbioza mikrobioma 

epitela može da dovede do poremećaja funkcionisanja ove barijere i da povećano prisustvo bakterije 

Staphylococcus aureus direktno remeti mukoznu barijeru i pokreće Tip 2 humoralnog odgovora [19]. 

Duvanski dim može da remeti proteine međućelijskih veza respiratornog epitela i da utiče na 

remodelovanja epitela [20].  
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Slika 1. Anatomija ljudskog respiratornog trakta i zastupljenost ćelija u različitim delovima epitela disajnih puteva.  

A) Mukozu epitela nosa i traheje čine cilijarne ćelije, peharaste ćelije, bazalne ćelije, Klara ćelija, neuroendokrine i serozne 

ćelija, dok se u submukozu protežu seromukozne žlezde. Broniolarni epitel sastoji se i od bronhoalveolarnih stem ćelija i 

Klara ćelija , koje su najzastupljeniji tip ćelija u tom epitelu. B) Sprovodni deo disajnih puteva obuhvata nosnu šupljinu, 

ždrelo i grkljan, u kojem se nalaze epiglotis, glasne žice i glotis. Grkljan se nastavlja u traheju, koja se račva u primarne 
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bronhije, a one se dalje granaju na sekundarne bronhije, broniole i terminalne i respiratorne bronhiole (koje sadrže alveole). 

Respiratorni deo disajnih puteva omogućava razmenu gasova i započinje respiratornim bronhiolama. Svaka bronhiola vodi 

ka alveolarnim duktusima, a zatim ka alveolarnim kesicama koje sadrže alveole. Preuzeto iz [21]. 

 

Ćelije koje među prvima reaguju na promene u disajnim putevima su epitelne ćelije respiratornog 

trakta koje mogu da produkuju citokine kao što su timusni stromalni limfopoetin (engl. thymic stromal 

lymphopoietin, TSLP), interleukin-25 (IL-25), IL-33 i hemokine za dopremanje pomoćničkih T 

limfocita (Slika 2.). Pored njih na promenu reaguju i limfociti urođene imunosti tipa 2 (engl. innate 

lymphoid cells, ILC2) koji su aktivirani citokinima epitelnih ćelija i koji produkuju citokine IL-5 i IL-

13 karakteristične za Tip 2 imunskog odgovora kod alergija. Alergene detektuju rezidentne antigen-

prezentujuće ćelije (engl. antigen presenting cells, APC) kao što su dendritske ćelije i makrofagi koje 

mogu da ih detektuju putem receptora za prepoznavanje molekulskih obrazaca (engl. pattern 

recognition receptors, PRR) i koje su dodatno aktivirane citokinima TSLP i IL-13 [22]. APC su 

specijalizovane ćelije koje sakupljaju antigene, obrađuju ih, trasportuju do perifernih limfnih tkiva i 

tamo prikazuju (prezentuju) limfocitima. Da bi nastao antigen specifičan odgovor T ćelija neophodna 

su tri signala u toku interakcije APC i T ćelija [23]. Prvi signal je interakcija molekula glavnog 

kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) sa T-ćelijskim 

receptorom (engl. T cell receptor, TCR) pored kojeg se nalaze i CD4 ili CD8 koreceptori. Postoje dva 

tipa MHC molekula: MHC molekuli klase I koji se nalaze na svim ćelijama sa jedrom, koji prepoznaju 

CD8+ T ćelije; MHC molekuli klase II se nalaze na APC i prepoznaju ih CD4+ T ćelije. CD4+ T ćelije 

se nazivaju pomoćničke T ćelije (engl. T helper cells, Th), koje prepoznaju peptide prezentovane na 

MHC molekulima klase II koji vode poreklo od obrađenih antigena ekstracelularnih mikroorganizama. 

CD8+T ćelije se nazivaju citotoksične T ćelije i one prepoznaju peptide prezentovane na MHC 

molekulima klase I poreklom od antigena intracelularnih mikroorganizama i antigena tumorskih ćelija. 

Drugi signal je interakcija kostimulatornih molekula  

• CD80 i CD86 se vezuju za CD28 na T ćelijama i ključni su za njihovu aktivaciju 

• protein inducibilni kostimulator (engl. inducible costimulator, ICOS) koji se 

vezuje za ICOS ligand na T ćelijama 

• CD40 koji se vezuje za CD40 ligand na T limfocitima i stimuliše dodatnu 

ekspresiju kostimulatora na APC i koji stimuliše ekspresiju IL-12 citokina koji 

reguliše diferencijaciju T ćelija u Th1 ili Th2  

Treći signal su citokini koje luče APC i koji utiču na polarizaciju T ćelija. U slučaju kada je 

polarizacija CD4+ T limfocita u pravcu Th1, citokini koje APC oslobađaju su IL-12 i IL-23, a u slučaju 

Th17 polarizacije neophodno je prisustvo faktora transformacije rasta β (engl. transforming growth 
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factor, TGF-β), IL-6 i IL-23. T limfociti se mogu diferencirati i u regulatorne T ćelije, primarno pod 

uticajem tolerogenih dendritskih ćelija i anti-inflamatornih citokina, poput IL-10 i TGF-β. O ulozi 

tolerogenih DC i mehanizmima indukcije Treg ćelija biće reči u poglavljima 1.3.1 i 1.3.2.  

U toku alergijskih reakcija i infekcija sa helmintima, APC i okolne imunske ćelije otpuštaju 

TSLP, IL-6, IL-10, IL-33 koji utiču na blokiranje Th1 i Th17 polarizacije i stimulišu diferencijaciju i 

aktivaciju Th2 ćelija [24]. Aktivirane Th2 ćelije dolaze do respiratornog epitela usled dejstva 

hemokina i tu produkuju IL-4, IL-5 i IL-13 citokine [25]. IL-4 citokin utiče na promenu klase antitela u 

IgE kod B limfocita.  

 

 

 

Slika 2. Pokretanje imunskog odgovora u alergijama. Epitelne ćelije disajnog trakta reaguju na promene prouzrokovane 

prisustvom alergena produkcijom IL-25, IL-33 i TSLP koji utiču na  aktivaciju limfocita urođene imunosti tipa 2 (ILC2), 

aktivaciju rezidentnih antigen-prezentujućih ćelija (APC) i stimulišu dopremanje naivnih CD4+ T limfocita. APC unose 

alergen i obrađene antigene alergena prezentuju naivnim CD4+ T ćelijama, koje se u prisustvu IL-4 diferenciraju u Th2 

ćelije. Ove ćelije luče Th2 citokine: IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13. B ćelije zatim proizvode IgE antitela, koja se vezuju za 

specifične FcεRI receptore na bazofilima i mast ćelijama, efektorskim ćelijama inflamacije izazvane alergijom. Ovaj proces 

se naziva senzibilizacija. Prilikom ponovljenog kontakta sa istim alergenom dolazi do brze degranulacije ovih efektorskih 

ćelija, što dovodi do otpuštanja granula i oslobađanja medijatora inflamacije alergijskih reakcija (histamin, leukotrijeni itd.) 

koji izazivaju reakcije  rane preosetljivosti. IL-4 dodatno deluje autokirno i stimuliše razvoj Th2 ćelija, IL-5 učestvuje u 

aktivaciji, regrutaciji i preživljavanju eozinofila, IL-9 i IL-13 povećavaju produkciju mukusa, dok produkti eozinofila 

izazivaju oštećenje epitela. Th2 ćelije produkuju citokine kao što su IL-25, IL-33 i TSLP koji dodatno stimulišu ILC2 ćelije 

čime se pojačava alergijska reakcija. Preuzeto iz [26]. 

 

 



9 
 

B limfocti su jedan od podtipova APC i jedina su vrsta ćelija koja može da produkuje antitela. 

B limfociti produkuju antitela kada su aktivirani folikularnim pomoćničkim T ćelijama (engl. T 

folicular helper cells, Thf) u  sekundarnim limfnim organima. Kao odgovor na CD40 ligand i citokine 

IL-4 i IL-13 koje produkuju Thf ćelije, B ćelije podležu promeni teškog lanca imunoglobulina i 

počinju da produkuju imunoglobulin E (IgE antitelo) [27]. Terminalno diferencirani B limfociti ulaze u 

cirkulaciju i nazivaju se plazma ćelije, koje produkuju alergen specifična IgE antitela. IgE cirkuliše kao 

bivalnentno antitelo i obično je prisutno u koncentraciji manjoj do 100 IU/mL kod zdravih ljudi dok u 

patološkim stanjima kao što su atopijski ekcem, alergijska bronhopulmonalna aspergiloza i infekcije 

helmintima koncentracija IgE u krvi može da poraste i preko 1000 IU/mL [28]. Alergične osobe u 

odgovoru na prisustvo alergena produkuju visoke nivoe IgE antitela, dok zdrave osobe produkuju 

druge izotipove imunoglobulina, kao što su IgM i IgG i samo malu količinu IgE antitela [29]. IgE se 

vezuje za Fc receptor (FcεRI) na mast ćelijama i bazofilima i aktivira ih. Proces vezivanja IgE antitela 

za mast ćelije naziva se senzibilizacija zato što oblaganje IgE antitelom specifičnim za antigen čini 

mast ćelije osetljivim na aktivaciju pri sledećem kontaktu sa tim antigenom. Iako je koncentracija IgE 

antitela u serumu niska u poređenju sa drugim izotipovima, zbog visokog afiniteta FcεRI receptora za 

IgE, ovi receptori su uvek obloženi IgE antitelima čak i kod zdravih osoba. Međutim, prisustvo samog 

IgE nije dovoljno za aktivaciju ovih ćelija već je neophodno unakrsno vezivanje receptora 

posredstvom antigena, što se dešava prilikom alergijske reakcije [30]. Kod zdravih ljudi mast ćelije su 

obložene IgE antitelima raznih specifičnosti zato što mnogi antigeni mogu da pokrenu slab IgE 

odgovor pa je broj IgE antitela specifičnih za bilo koji antigen  prisutan na mast ćelijama nedovoljan 

da pokrene aktivaciju mast ćelija. Mast ćelije koje su obložene velikom količinom istih IgE antitela, 

specifičnim za određen alergen, će biti aktivirane kada stupe u kontakt sa tim alergenom [31]. 

Aktivacija mast ćelija dovodi do otpuštanja sadržaja njihovih granula, tj. medijatora inflamacije 

alergijskih reakcija. U njih spadaju histamin,  koji utiče na kontrakciju glatkih mišića, proteaze koje 

mogu da oštete okolno tkivo, lipdini medijatori poreklom od arahidonske kiseline (prostaglandini i 

leukotrieni), faktor nekroze tumora α (engl. tumor necrosis factor α, TNF-α), IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

9, IL-13 i hemokini [32]. Bazofili se aktiviraju sličnim mehanizmom, preko FcεRI receptora i njihova 

aktivacija utiče na otpuštanje medijatora kao što su histamin i citokini IL-4 i IL-13. IL-4, koji luče 

mast ćelije, bazofili i Th2 ćelije, podstiče endotelske ćelije da proizvode hemokine koji privlače 

eozinofile na mesto upale [33]. Na mestu  inflamacije eozinofile aktivira  IL-5 citokin, koji ih stimuliše 

da otpuštaju sadržaj iz svojih granula, tj.  reaktivne oblike kiseonika, enzime koji mogu da oštete 
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okolno tkivo i citokine IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9 i IL-13 [34]. Citokin IL-13 dodatno 

stimuliše povećano otpuštanje mukusa unutar tkiva respiratornog epitela.  

Alergijske reakcije se sastoje iz rane i kasne fazu, u zavisnosti od vremena pojave simptoma 

nakon izlaganja alergenu i njihovog intenziteta [35]. Rana faza alergijske reakcije nastaje nekoliko 

minuta nakon ponovnog izlaganja alergenu i obuhvata aktivaciju mast ćelija i bazofila koji oslobađaju 

medijatore od kojih histamin, prostaglandini i leukotrieni dovode do vazodilatacije, konstrikcije glatkih 

mišića i inflamacije okolnog tkiva. Posledice ovih reakcija mogu biti slaba lokalna zapaljenja koja se 

povlače u roku od sat vremena ili mogu dovesti do najtežeg oblika reakcije rane faze što je anafilaksija. 

Anafilaksija je sistemska reakcija koju karakteriše edem u larinksu, bronhokonstrikcija, povećana 

produkcija mukusa u bronhijama i nagli pad krvnog pritiska zbog čega anafilaktički šok može biti i 

smrtonosan [33]. Uzrok ove reakcije je širenje antigena kroz krvne sudove, što može biti posledica 

injekcije sa određenim terapeutikom, uboda insekta ili apsorpcije kroz epitelnu površinu kao što je 

mukoza creva. Alergeni koji mogu da uzrokuju anafilaksiju su antibitoici iz porodice penicilina, 

proteini iz kikirikija, orašastog voća, riba, morskih plodova, mleka, jaja, pčelinjeg otrova, ali ima i 

drugih izvora u hrani i u spoljašnjoj sredini. Najčešći tretman za anafilaksiju je epinefrin koji brzo 

ublažava bronhokonstrikciju, vazodilataciju i omogućava normalan protok vazduha kroz respiratorne 

puteve. Reakcija kasne faze alergije nastaje nakon 4-6 sati od kontakta sa alergenom. Medijatori koji 

su ispušteni u toku rane faze kao što su hemokini i citokini utiču na regrutovanje i aktivaciju 

eozinofila, neutrofila i Th2 limfocita. Eozinofili i neutrofili oslobađaju medijatore koji oštećuju tkiva 

dok Th2 ćelije mogu da pogoršaju inflamaciju dodatnim lučenjem citokina. Inflamacija kasne faze 

traje naјduže 24 sata a zatim postepeno opada i posledice su opstrukcija disajnih puteva, kašalj i 

fibroza disajnih puteva usled hronične inflamacije i remodelovanja tkiva [36].  

APC su ključne u razvijanju i modulisanju imunskog odgovora. U alergijama to su makrofagi i 

dendritske ćelije i one se aktiviraju kada se za njihove PRR receptore za prepoznavanje molekulskih 

obrazaca vežu antigeni [37]. PRR receptori mogu  biti: solubilni, kao što su komponente komplementa, 

kolektini (npr. surfaktant A) i pentraksini (npr. C reaktivni protein, CRP); membranski, u koje spadaju 

receptori slični Toll proteinu (engl. Toll-like receptors, TLRs), lektinski receptori C tipa (engl. C-type 

lectin receptors - CLRs), receptori čistači (engl. scavenger receptors - SRs) i N-formilpeptid receptori 

(engl. N-formyl peptide receptors - FPRs); i citoplazmatski, kao što su: receptori slični NOD-u, (engl. 

Nucleotide-binding Oligomerization Domain- NOD-like receptors, NLRs) i receptori slični RIG-u 

(engl. Retinoic acid-inducible gene-I - RIG-like receptors, RLRs).  
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Makrofagi imaju nekoliko važnih uloga u razvijanju imunskog odgovora: fagocituju i 

uništavaju patogene mikroorganizme, uklanjaju ćelije mrtvih tkiva, pokreću proces reparacije tkiva i 

produkuju citokine koji pokreću i regulišu inflamaciju [2]. Na makrofagima su eksprimirani PRR 

receptori koji prepoznaju patogene mikroorganizme i oštećene ćelije i zatim aktiviraju makrofage. 

Osim preko PPR receptora, makrofagi mogu da se aktiviraju i u interakciji sa Th1 ćelijama. Ove ćelije, 

pomoću CD40 liganda na svojoj površini i IFN-γ koji luče, stimulišu sposobnost makrofaga da unište 

fagocitovane mikroorganizme. Ovaj vid aktivacije makrofaga naziva se klasična aktivacija makrofaga i 

dovodi do nastanka M1 makrofaga koji uništavaju patogene i pokreću inflamatorni odgovor. Sa druge 

strane, kada nema jakih signala sa PRR i stimulacija se vrši putem IL-4, IL-5 i IL-13 (Th2 citokinima), 

dolazi do alternativne aktivacije makrofaga. Ovako aktivirani makrofagi se označavaju kao M2 i svoju 

ulogu ostvaruju u reparaciji tkiva i kontroli inflamacije tj. anti-inflamatornom odgovoru. Th2 citokini 

stimulišu makrofage da otpuštaju faktore rasta koji deluju na fibroblaste tako što povećavaju sintezu 

kolagena i izazivaju fibrozu [38]. Pored podele po fenotipu makrofagi se mogu deliti u zavisnosti od 

rasprostranjenosti po tkivima. Tkivno rezidentni makrofagi obuhvataju osteoklaste u kostima, 

mikrogliju u moždanom tkivu, histiocite u intersticijalnom vezivnom tkivu, slezinske makrofage, 

Kupferove ćelije u jetri i crevima i alveolarne makrofage u plućima [39].  

Alveolarni makrofagi (AM) su najbrojnije ćelije urođenog imunskog odgovora koje se nalaze 

u distalnim delovima pluća i zahvataju luminalne površine alveolarnih prostora. Njihova glavna uloga 

je, kao tkivno rezidentnih APC, da odreaguju na prisustvo patogena i zagađivača iz vazduha ali takođe 

učestvuju u održavanju homeostaze uklanjanjem apoptotskih ćelija i podsticanjem zarastanja rana. 

Međutim, pod određenim stimulusima, mogu da imaju i pro-inflamatornu ulogu [40]. Nakon prvog 

izlaganja alergenu dolazi do brzog regrutovanja monocita do respiratornog epitela, koji zatim stimulišu 

inflamaciju. AM u tom slučaju ublažavaju tu inflamaciju u cilju održavanja homeostaze. Nakon 

ponovnog izlaganje alergenu, inflamacija može postati hronična i karakteriše se povećanim prisustvom 

imunskih ćelija i Th2 citokina u tkivu pluća. U tom slučaju AM gube supresivnu funkciju i učestvuju u 

širenju Th2 imunskog odgovora u respiratornom epitelu [41]. 

1.3.1. Dendritske ćelije 

Dendritske ćelije (engl. dendritic cell, DC) su najpotentnije antigen-prezentujuće ćelije koje 

stimulišu imunski sistem i vrše aktivaciju, ali i kontrolu urođenog i adaptivnog imunskog odgovora. 

Pod uticajem različitih stimulusa DC mogu zadobiti različit funkcionalni fenotip, koji potom 

omogućava pokretanje odgovarajućeg imunskog odgovora. DC utiču na polarizaciju humoralnog 
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imunskog odgovora i, pod uticajem različitih antigena, igraju ključnu ulogu u indukciji imunske 

tolerancije i u regulaciji imunskog odgovora posredovanog T ćelijama [42]. DC su ćelije koje mogu 

biti tkivno rezidentne ili cirkulišuće, a njihova uloga je da detektuju patogene mikroorganizme, 

pokreću mehanizme urođenog imunskog odgovora i obrađuju antigene kako bi ih prezentovale T 

ćelijama, čime započinju adaptivni imunski odgovor.  

DC nastaju iz hematopoetskih stem ćelija (engl. hematopoietic stem cells, HSC) u 

kompleksnim procesima koji počinju u koštanoj srži. Na ovom mestu se nalaze i nehematopoetske 

ćelije koje usmeravaju sazrevanje HSC putem kontaktno zavisnih signala i faktora sazrevanja 

hematopoetskih ćelija. Sledeći korak u sazrevanju HSC mogu biti: 

• zajedničke limfoidne progenitorske ćelije iz kojih nastaju T limfociti, B limfociti, 

urođenoubilačke ćelije (engl. natural killer, NK) i ILC ćelije  

•  zajednički mijeloid-megakariocitno-eritrocitni prekursori kao sto je prekursor monocita i 

dendritskih ćelija.  

Stadijumi sazrevanja zajedničkih progenitorskih ćelija mijeloidne loze do subpopulacija DC 

obuhvataju četiri stadijuma: stadijum progenitorskih ćelija koštane srži, stadijum prekursora DC, 

stadijum nezrelih DC i stadijum zrelih DC. Nezrele DC prolaze cirkulacijom u potrazi za patogenim 

mirkoorganizmima ili mrtvim ćelijama čije antigene prepoznaju putem PRR receptora. DC preuzimaju 

antigene i usled dejstva različitih medijatora one podležu morfološkim i funkcionalnim promenama u 

zrele DC koje mogu da prezentuju obrađene antigene naivnim T ćelijama. U zavisnosti od prirode 

stimulusa koji je uticao na nezrele DC zavisiće u kom pravcu će biti usmeren adaptivni imunski 

odgovor koji obuhvata diferencijaciju i proliferaciju Th1, Th2, Th17 ili regulatornih T ćelija. U toku 

sazrevanja DC dolazi do povećane ekspresije MHC molekula, kostimulatornih molekula CD40, CD80 

i CD86, adhezivnih molekula iz familije β-integrina i unutarćelijskih adhezivnih molekula (engl. 

Intracellular Adhesion Molecule, ICAM). Zrele DC putuju do limfoidnih organa gde prezentuju deo 

obrađenog antigena naivnim T ćelijama i utiču na njihovu proliferaciju i diferencijaciju. 

1.3.1.1. Podvrste dendritskih ćelija i njihova uloga u imunskom odgovoru 

DC su heterogena grupa APC koja se razlikuje po funkciji i fenotipu, pri čemu se podvrste 

dendritskih ćelija mogu okarakterisati na osnovu prisustva površinskih markera, transkripcionih 

faktora, razvoja iz različitih prekursorskih ćelija, prisustva u tkivima i funkcija [2]. Iako većina DC 

potiče iz mijeloidne loze, postoje podtipovi koji imaju drugačije poreklo kao što su Langerhansove 
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ćelije koje nastaju od monocita poreklom iz jetre fetusa koje rano u toku razvoja organizma nastanjuju 

kožu ili folikulske dendritske ćelije koje nastaju iz migratornih mezenhimskih matičnih ćelija iz 

koštane srži [43]. Sve DC eksprimiraju MHC I i II molekule koji su ključni u prezentovanju antigena 

CD8+ i CD4+ T ćelijama. MHC I molekul poseduju sve ćelije sa jedrom dok MHC II molekul poseduju 

sve APC ćelije. Humani MHC molekuli su kompleksi humanih leukocitnih antigena (HLA). MHC I 

čine antigeni klase I (HLA-A, HLA-B i HLA-C) dok MHC II čine antigeni klase II (HLA-DP, HLA-

DQ i HLA-DR) [2]. HLA-DP i HLA-DQ se ne koriste kao glavni markeri za detekciju MHC klase II 

jer su slabije izraženi, imaju specifična biohemijska svojstva i ređe su prisutni na površini ćelija. S 

druge strane, HLA-DR je najizraženiji molekul MHC klase II na antigen-prezentujućim ćelijama, zbog 

čega se smatra najpouzdanijim i najpraktičnijim markerom za njihovu identifikaciju [44]. 

Među glavnim podvrstama izdvajaju se klasične (konvencionalne) dendritske ćelije, 

plazmocitne dendritske ćelije i dendritske ćelije poreklom od monocita [45]. Klasične ili 

konvencionalne DC (engl. classical dendritic cells, cDC) su glavni tip DC zadužen za obradu 

proteinskih antigena koji prođu kroz epitelnu barijeru nakon čega ih prezentuju T ćelijama. One 

predstavljaju najbrojniju podvrstu DC u epitelu i limfnim organima. Površinski markeri prisutni na 

svim cDC su CD11c, HLA-DR i CD45. U koštanoj srži, zajednički prekursor DC diferencira se u 

prekursore cDC, koji dalje mogu postati pre-cDC1 ili pre-cDC2 u zavisnosti od ekspresije 

transkripcionih faktora. Nakon što migriraju u periferna tkiva i limfne organe, pre-cDC1 sazrevaju u 

naivne cDC1, dok pre-cDC2 sazrevaju u naivne cDC2. Naivne cDC1 su diferencirane cDC koje mogu 

da obrađuju i prezentuju antigene ali nisu u potpunosti aktivirane, imaju slabu ekspresiju površinskih 

markera MHC i slabo aktiviraju T ćelije. U toku infekcija sa intracelularnim patogenima dolazi do 

otpuštanja inflamatornih signala koji aktiviraju maturaciju naivnih u zrele cDC1, kao što su molekulski 

obrasci patogena (engl. pathogen associated molecular patterns, PAMP), interferoni tipa 1 (IFN-α, 

IFN-β) i IFN-γ, IL-1β, TNF-α [46]. Zrele cDC1 mogu efikasno da prezentuju antigene T ćelijama i da 

započnu jaku aktivaciju T limfocita u pravcu Th1. cDC1 putem IL-12 citokina i površinskih 

kostimulatornih molekula CD40, CD80, CD86, HLA-DR omogućavaju aktivaciju Th1 ćelija i 

produkciju IFN-γ u cilju odbrane od infekcija. cDC1 su ključne i u aktivaciji ILC1 ćelija i NK ćelija. 

Markeri zrelih cDC1 su CD141, CLEC9A, HLA-DR, CD40, CD86, hemokinski receptor 7 (engl. C-C 

chemokine receptor, CCR7) [42]. Naivne cDC2 ćelije, za razliku od cDC1, mogu nastati i od 

prekursora monocita, a njihova aktivacija je podstaknuta signalnim molekulima koji se oslobađaju 

tokom alergijskih reakcija i infekcija izazvanih ekstracelularnim patogenima. Ovi signalni molekuli 

uključuju PAMP molekule, kao i citokine poput GM-CSF i prostaglandina E2, koji stimulišu 



14 
 

sazrevanje cDC2 ćelija. Zrele cDC2 ćelije putem kostimulatornih molekula na površini, poput OX40L, 

i produkcijom citokina IL-2, IL-10 i TSLP, podstiču diferencijaciju i aktivaciju Th2 ćelija. Pored toga, 

cDC2 mogu indukovati i Th17 polarizaciju putem površinskih molekula CD40, CD80, CD86 i HLA-

DR; i citokina IL-6, IL-23 i TGF-β [47]. Osim uloga u imunskom odgovoru, cDC2 ćelije su ključne i 

za održavanje imunske tolerancije, jer podstiču diferencijaciju regulatornih T ćelija [48]. Markeri 

zrelih cDC2 su CD1c, CD11b, CD127α, HLA-DR, CD40, CD86, CCR7.  

Plazmocitne DC (pDC) sazrevaju od zajedničkog prekursora DC u koštanoj srži u kojoj 

potpuno sazrevaju i odakle odlaze u krvotok i  periferne limfne organe. pDC produkuju interferone tip 

1 i tip 3 kao i TNF-α i IL-6 usled signalnih molekula oslobođenih u toku infekcija sa intracelularnim 

patogenima. pDC utiču na aktivaciju Th1 imunskog odgovora i stimulišu aktivaciju NK ćelija. Markeri 

pDC su CD123, CD303, CD304 [49]. 

Od HSC nastaje i zajednički monocitni progenitor koji se kasnije, preko monocita, diferencira u 

dendritske ćelije (engl. Monocyte derived DC, moDC). Monociti koji su CD14+ mogu sazrevati u 

moDC pod uticajem citokina GM-CSF i IL-4, kao i inflamatornih signala koji pokreću njihovo 

sazrevanje [50,51]. U zavisnosti od prisutnih signala, moDC mogu poprimiti fenotip cDC, koje dalje 

usmeravaju diferencijaciju Th1, Th2 ili Th17 ćelija. Pored toga, moDC se mogu diferencirati i u 

indukovane tolerogene dendritske ćelije, koje podstiču razvoj regulatornih T ćelija, o čemu će biti 

detaljnije reči u nastavku teksta. 

U plućima i drenirajućim limfnim čvorovima DC koje su najviše su zastupljene CD11c+DC 

koje vode poreklo od prekursora cDC. Mogu se podeliti u dve podgrupe u zavisnosti od nivoa 

ekspresije CD11b i CD103 markera. U toku homeostaze, plućne CD11bhigh DC utiču na nastanak Th2 

imunskog odgovora dok CD103+DC utiču na nastanak Th1 i Th17 imunskog odgovora. Sa druge 

strane, pokazano je da su u toku alergijom izazvana inflamacije obe vrste ćelija neophodne za 

uklanjanje inflamacije, pa tako CD103+DC su bitne u toku primarne senzitizacije na antigen dok su 

CD11bhighDC bitne u ponovnom kontaktu na alergen [52] i da i CD11b+DC i CD103+DC mogu da 

utiču na povećanje prisustva regulatornih T ćelija u toku alergijske reakcije [53].  

DC su takođe bitne za ostvarivanje imunske tolerancije i sprečavanje produkcije efektorskih T 

ćelija protiv sopstvenih antigena. U odsustvu infekcije, DC kontinuirano preuzimaju i procesuiraju 

sopstvene antigene i nepatogene antigene prisutne u ekstracelularnom prostoru i migriraju u regionalna 

limfoidna tkiva, pri čemu ne sazrevaju u potpunosti. Ovakve delimično sazrele DC favorizuju 

produkciju imunosupresivnih regulatornih T ćelija (Treg), značajnih za održavanje periferne 

tolerancije, zbog čega se nazivaju tolerogene dendritske ćelije (tolDC) [54]. Pored njih, u 



15 
 

konvencionalne tolDC spadaju i diferencirane dendritske ćelije, poput cDC2 i pDC, koje mogu steći 

tolerogeni kapacitet pod uticajem specifičnih stimulusa kao što su  retinoična kiselina i citokina IL-10 i 

TGF-β. Indukovane tolDC potiču od monocita i mogu biti generisane u eksperimentalnim uslovima, 

što im daje značajan terapeutski potencijal. Citokini IL-10 i TGF-β igraju ključnu ulogu u njihovoj 

indukciji tako što inhibiraju sazrevanje monocita, smanjuju ekspresiju inflamatornih citokina IL-6 i IL-

12, dok istovremeno povećavaju ekspresiju inhibitornih molekula poput imunoglobulina nalik 

transkriptu 3 (engl. Immunoglobulin-like transcript 3, ILT3) i  ILT4 [55], kao i enzima indolamin 2,3-

dioksigenaza (IDO), koji je ključan za diferencijaciju regulatornih T ćelija [56]. Pored citokina 

indukovane tolDC mogu nastati i pod uticajem farmakoloških agenasa kao što su vitamin D3, 

rapamicin i deksametazon. Indukovane tolDC mogu nastati od monocita i pod dejstvom stimulusa 

poreklom od parazitskih antigena, o čemu će biti reči kasnije u tekstu. tolDC slabo eksprimiraju HLA-

DR i imaju nizak ili srednji nivo ekspresije kostimulatornih molekula CD80 i CD86. Međutim, tolDC 

imaju povećanu ekspresiju inhibitornih molekula, uključujući ILT3, ILT4 i ligande za programiranu 

ćelijsku smrt (engl. Programmed cell death ligand 1, PD-L1). Jedan od ključnih markera za indukciju i 

stabilizaciju fenotipa tolDC je neintegrinski receptor specifičan za dendritske ćelije (engl. Dendritic 

Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-Integrin, DC-SIGN). Ovaj receptor se vezuje za glikane koji 

sadrže manozu ili fukozu, i moduliše signalizaciju TLR receptora, čime omogućava održavanje 

tolerogenog profila DC. tolDC imaju smanjenu produkciju inflamatornih citokina poput IL-12, i 

povećanu produkciju anti-inflamatornih citokina poput IL-10 i TGF-β putem kojih omogućavaju 

razvoj regulatornog imunskog odgovora. 

1.3.2. Regulatorni imunski odgovor 

Na periferiji CD4+T ćelije mogu da se diferenciraju u inducibilne Treg koje ograničavaju 

inflamaciju i uspostavljaju imunsku toleranciju. U zavisnosti od mesta nastajanja i ekspresije 

površinskih markera i efektorskih mehanizama razlikuju se dve populacije Treg. Urođene Treg (engl. 

natural Treg, nTreg) nastaju i diferenciraju se u timusu, tako da poseduju CD4, CD25 i FoxP3 markere 

pre odlaska na periferiju. Svoje regulatorne funkcije stiču i ispoljavaju u timusu i ne menjaju ih na 

periferiji. Inducibilne Treg (engl. inducible Treg, iTreg), nastaju od naivnih T limfocita in vivo ili in 

vitro uslovima kao što su organičeno izlaganje antigenima i/ili kostimulacija delovanjem tolerogenih 

dendritskih ćelija. Za razliku od nTreg one su manje stabilne u inflamatornim uslovima. U iTreg 

spadaju i Tr1 ćelije koje ne poseduju FoxP3 marker ali eksprimiraju visoku količinu IL-10 citokina 

[57]. tolDC imaju nižu ekspresiju kostimulatornih molekula CD80 i CD86 što rezultira slabijom 
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aktivacijom naivnih T limfocita putem CD28 receptora. Slaba aktivacija CD28 receptora je ključna u 

diferencijaciji naivnih T limfocita u Treg. tolDC utiču na nastanak Treg i preko prisustva inhibitornih 

molekula kao što su ILT3, ILT4 i receptor za programiranu ćelijsku smrt. tolDC eksprimiraju IDO 

enzim koji katalizuje triptofan u neposrednoj okolini ćelije. Naivni T limfociti detektuju nedostatak 

triptofana što stimuliše signalnu transdukciju u naivnim T limfocitima da se diferenciraju u Treg [58]. 

tolDC produkuju citokine IL-10 i TGF-β koji utiču na smanjenu produkciju pro-inflamatornih citokina, 

blokiraju diferencijaciju u Th1, Th2 i Th17 dok stimuišu ekspresiju FoxP3 markera na Treg. Iako 

TGF-β može da utiče na diferencijaciju Th17 ćelija, visoka koncentracija TGF-β utiče na 

diferencijaciju Treg dok IL-10 utiče na stabilizaciju Treg fenotipa. Retinoična kiselina koju ispuštaju 

tolDC utiče na TGF-β zavisnu indukciju Treg iz naivnih T limfocita [59]. 

Treg indukuju toleranciju otpuštanjem citokina i putem površinskih markera. Treg visoko 

eksprimiraju receptor za citokin IL-2 (CD25) putem kojeg smanjuju količinu IL-2 u neposrednoj 

okolini i na taj način smanjuju proliferaciju efektorkih T ćelija. Treg remete i protok kalcijuma do 

efektorskih T ćelija koji je neophodan za počenu aktivaciju putem TCR receptora. Preko ICOS 

receptora Treg smanjuju diferencijaciju T ćelija u Th2 [60], dok putem CD85k receptora suprimiraju 

dejstvo Th1 tako što blokiraju njihovu proliferaciju i otpuštanje IFN-γ [61]. Preko TIGIT receptora, 

Treg blokiraju efektorske funkcije Th1 i Th17 ćelija i deluju i na CD155 marker na DC čime se 

pokreće signalna transdukcija koja stimuliše produkciju IL-10 citokina [62][63].Treg produkuju 

citokine IL-10, TGF-β i IL-35 koji suprimiraju aktivaciju i proliferaciju T i B limfocita, podstiču 

razvoj iTreg i doprinose tolerogenim funkcijama tolDC [64][65]. Treg ćelije, putem inhibitornih 

signala, izazivaju anergiju u efektorskim T ćelijama, što je stanje u kojem one ne reaguju na antigensku 

stimulaciju, čime se održava imunska tolerancija [66]. tolDC i Treg imaju međusobno zavistan odnos 

koji podržava imunosupresivno i tolerogeno mikrookruženje. Njihova interakcija je ključna za 

održavanje imunske homeostaze i sprečavanje autoimunskih i alergijskih reakcija. tolDC stimulišu 

Treg ćelije, a one zauzvrat dodatno potiskuju aktivaciju cDC i održavaju tolerogen fenotip tolDC. Ova 

povratna sprega je ključna za dugoročno suzbijanje inflamatornih reakcija i održavanje tolerancije, što 

je važno u kontekstu autoimunskih bolesti i alergija. 

Regulacija imunskog odgovora predstavlja ključni mehanizam u očuvanju homeostaze 

organizma u toku koje tolDC i Treg igraju centralnu ulogu u održavanju tolerancije prema sopstvenim 

antigenima i u kontroli prekomernih reakcija na antigene iz spoljašnje sredine. Kada ovaj mehanizam 

zakaže, dolazi do preterane aktivacije imunskog sistema, što može dovesti do inflamacije tkiva i 

razvoja sistemskih autoimunskih bolesti ali i do nastanka alergijskih reakcija. Istraživanja pokazuju da 
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pacijenti sa astmom imaju smanjen broj FoxP3+ Treg ćelija u bronhoalveolarnoj tečnosti, kao i 

smanjenu cirkulaciju i migraciju ovih ćelija ka plućnom epitelu u poređenju sa zdravim osobama [67]. 

Takođe, uočena je povezanost između smanjene funkcionalnosti pluća i nedovoljno efikasnih 

supresivnih mehanizama Treg ćelija. Ove ćelije u astmi često ispoljavaju povišenu ekspresiju CRTH2 

receptora, koji je karakterističan za humane Th2 ćelije, što ukazuje na fenotipsku sličnost sa Th2 

populacijom [68]. Smanjena imunosupresivna funkcija Treg ćelija kod osoba sa astmom dodatno se 

ogleda u sniženoj produkciji IL-10, što utiče na smanjenu indukciju tolDC ali i na smanjenje svih 

drugih anti-inflamatornih efekata indukovanih ovim citokinom [69]. Eksperimentalni modeli astme 

dodatno potvrđuju ulogu Treg ćelija u regulaciji Th2 odgovora izazvanog alergenima. Pokazano je da 

ove ćelije mogu da suzbiju produkciju Th2 citokina, redukuju infiltraciju eozinofila i smanje 

prekomerno lučenje mukusa u disajnim putevima [70]. Ova istraživanja ukazuju da bi terapije, koje 

koje bi potencijalno stimulisale tolDC i poboljšale funkciju Treg, mogle da se koriste u ublažavanju 

simptoma alergija, smanjenjem preteranog Th2 odgovora [71].  

1.4. Terapije  

Lečenje respiratornih alergija usmereno je na olakšavanje simptoma i kontrolisanje preterane 

aktivnosti imunskog odgovora. Osnovne strategije lečenja respiratornih alergija uključuju izbegavanje 

alergena, upotrebu farmakoloških lekova kao i imunoterapiju koja postepeno povećava toleranciju 

organizma na određene alergene [72]. Prilagođavanje terapije težini simptoma, vrsti alergena i drugim 

relevantnim faktorima igra ključnu ulogu u postizanju efikasne kontrole alergijskih simptoma. U većini 

slučajeva delotovorna terapija za lečenje ovih alergija obuhvata kombinovanu upotrebu farmakoloških 

preparata i personalizovanu imunoterapiju prilagođenu potrebama svakog pacijenta [7]. Trenutno 

dostupni tretmani se mogu podeliti u tri grupe, pri čemu farmakološki lekovi koji služe za smanjivanje 

inflamacije pripadaju prvoj, dok tretmani koji imaju za cilj smanjenje prekomerne aktivnosti pojedinih 

komponenti imunskog sistema čine druge dve grupe tretmana (anti-IgE terapije  i alergen-specifične 

imunoterapije) [73] .  

1.4.1. Terapije farmakološkim lekovima 

Osnovni ciljevi terapije respiratornih alergija farmakološkim lekovima su kontrola simptoma, 

prevencija pojave novih simptoma i poboljšanje kvaliteta života pacijenta. Trenutne strategije lečenja 

imaju za cilj ili smanjenje efekta lokalnog otpuštanja medijatora iz aktiviranih ćelija ili smanjenje 

efekata tih medijatora na ciljne organe. S obzirom na interakciju više medijatora i raznolikost 
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inflamatornih ćelija u respiratornim alergijama, terapije usmerene samo na jedan medijator nisu 

dovoljno efikasne u ublažavanju svih simptoma respiratornih alergija [74]. Stoga, kombinacija lekova 

sa različitim mehanizmima delovanja može pružiti najveće olakšanje. Trenutno, različite glavne klase 

lekova dostupne za lečenje respiratornih alergija su: β2-agonisti, muskarinski agonisti, antihistaminici, 

kortikosteroidi, stabilizatori mast ćelija, antileukotrieni i dekongestivi. Detaljan opis mehanizama 

delovanja ovih lekova i njihovih neželjenih dejstava se nalazi u Tabeli 2. Terapije farmakološkim 

lekovima su neophodne za smanjenje i prevenciju simptoma i izuzetno su važne u akutnim, kritičnim 

slučajevima. Međutim, farmakološke terapije nisu dovoljno delotvorne u sprečavanju nastanka 

respiratornih alergija i malo je verovatno da mogu da utiču na uobičajeni tok bolesti, koja može postati 

i hronična [75].  
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Farmakološki lek  Način delovanja Nuspojave 

β2-agonisti   Vezuju za β2-adrenergičke receptore glatko-mišićnih ćelija, epitelnih ćelija, 

ćelija submukoznih žlezdi, ali za receptore imunskih ćelija kao mast ćelija, 

makrofaga i eozinofila [76] 

Unakrsna aktivacija sa β1-adrenergičkim receptorima što 

dovodi do anksioznosti, tahikardije, drhtanja i znojenja [77] 

*Brzodelujući β2-agonisti (engl. 

short-acting β2-agonists, SABA) 

Vreme delovanja je nekoliko minuta a dužina trajanja 4-6 sati, 

preporučuju se kao terapija za astmu [78] 

Povećana oralna primena može pogoršati simptome, stoga se 

preporučuje inhalatorna upotreba [79,80] 

*Dugodelujući β2-agonisti (engl.  

long-acting β2-agonists, LABA) 

Dužina trajanja 12-24 sata, 

preporučuju kao terapija za astmu i hroničnu obstruktivnu bolest pluća [81] 

Prepisuje se upotreba samo uz inhalatorne kortikosteroide zato 

što ne smanjuju inflamaciju disajnih puteva [82,83] 

Muskarinski agonisti  Blokiraju vezivanje acetilholina na muskarinske receptore glatkih mišića i 

submukoznih žlezdi, čime omogućava bronhodilataciju; sprečavaju 

inflamatorno dejstvo acetilholina, koje utiče na preživljavanje i migraciju 

inflamatornih ćelija [84] 

Pacijenti koji boluju od gaukoma uskog ugla, prostatne 

hipertrofije ili obstrukcije mokračnog mehura ne smeju da ih 

uzimaju posebno ukoliko se primenjuje i terapija sa drugim 

antiholinergičnim agensom [85,86] 

*Brodelujući muskarinski 

agonisti (engl. short-acting 

muscarinic antagonist, SAMA) 

Vreme delovanja 6-9 sati, 

preporučuju se kao terapija za  astmu i hroničnu obstruktivnu bolest pluća 

Privremeno poboljšava funkciju pluća, ali ne uklanja simptome; 

spada među najmanje efikasne tretmane [74,87] 

*Dugodelujući muskarinski 

agonisti (engl. long-acting 

muscarinic antagonist, LAMA)  

Vreme delovanja 12-24 sata, preporučuju kao terapija za dugotrajnu astmu Mogu da izazivaju gastrointestinalni probleme i srčane aritmije 

[88,89] 

Antihistaminici  Vezuju se za H1 histaminske receptore na  glatko-mišićnim i endotelnim 

ćelijama, sprečavajući vezivanje histamina i tako smanjuju oticanje tkiva, 

crvenilo i produkciju mukusa. Često se koriste u kombinaciji s drugim 

lekovima, kao što su stabilizatori mast ćelija i dekongestivi. Najčešće se 

primenjuju u lečenju alergijskog rinokonjunktivitisa i astme. [90] 

 

Antihistaminici prve generacije imaju manje selektivno dejstvo, 

tako da pored na H1 receptore, deluju i na muskarinske, 

serotoninske, α-adrenergičke receptore, kao i na kalijumove 

kanale na srčanim ćelijama, što može dovesti do brojnih 

neželjenih efekata. Ovi lekovi lako prolaze krvno-moždanu 

barijeru, utičući na centralni nervni sistem, pa se često koriste i 

kao sedativi. [91] 

Kortikosteroidi  Vezuju se za glukokortikosteroidne receptore i indukuju transkripciju gena 

anti-inflamatornih medijatora kao što su annexin 1, IkB i CD163, dok 

istovremeno blokiraju ekspresiju gena koji kodiraju inflamatorne medijatore. 

Na ćelijskom nivou, smanjuju dotok inflamatornih ćelija do sluzokože nosa i 

inhibiraju sazrevanje ćelija, kao i produkciju Th2 citokina, ekspresiju FcεRI i 

oslobađanje medijatora iz mast ćelija. Takođe sprečavaju promenu klase 

antitela u IgE. Osim toga, utiču na okolne ćelije smanjujući ekspresiju ICAM-

1 molekula. Zajedničko dejstvo ovih efekata uključuje anti-inflamatorno, anti-

proliferativno, imunomodulatorno i vazokonstriktivno delovanje. Ovi lekovi se 

koriste u lečenju astme, alergijskog rinitisa i hronične opstruktivne bolesti 

pluća [92] 

Zbog širokog spektra delovanja, glukokortikosteroidi mogu 

izazvati brojne neželjene efekte. Inhalaciona (lokalna) primena 

često dovodi do iritacije sluzokože disajnih puteva i razvoja 

kandidijaze. S druge strane, sistemska i dugotrajna primena 

može prouzrokovati ozbiljnije komplikacije poput poremećaja 

funkcije nadbubrežnih žlezda, osteoporoze, hiperglikemije, 

katarakte i glaukoma, kao i povećanog rizika od infekcija usled 

imunosupresivnog dejstva na sistemskom nivou.[93,94] 

Stabilizatori mast ćelija (kormoni) Inhibiraju degranulaciju mast ćelija, a njihovo anti-inflamatorno dejstvo 

obuhvata inhibiciju aktivacije i migracije leukocita, sprečavanje aktivacije 

makrofaga i smanjenje regrutovanja neutrofila u vaskularni endotel. 

Mogu izazvati iritaciju sluzokože disajnih puteva i 

bronhospazam, a takođe su povezani sa glavoboljom i 

gastrointestinalnim problemima. Njihovo delovanje je slabije u 

poređenju sa antihistaminicima. 

Inhibitori leukotriena  Cys-leukotriene proizvode različite inflamatorne ćelije kao što su eozinofili, Mogu biti hepatotoskični ali i izazvati gastrointestinalne 

Tabela 2. Farmakološki lekovi za respiratorne alergije 
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 bazofili, alveolarni makrofagi, monociti i mast ćelije.  Leukotrieni učestvuju u 

patogenezi bronhijalne astme i alergijskog rinitisa. Učestvuju u kontrakciji 

glatko-mišićnog tkiva, remete mukocilijarni protok, povećavaju otpuštanje 

mukusa i dovode eozinofile do disajnih puteva. Agonisti leuotriena se koriste 

ne samo za rane simptome astme i alergijskog rinitisa već i za kasnije faze 

alergije zbog svog anti-inflamatornog dejstva. Agonisti leukotriena mogu 

ublažiti simptome alergije smanjenjem vazodilatacije, blokiranjem lučenja 

sluzi i hemoaktanata koji dovode eozinofile na mesto upale[95]. 

probleme i neuropsihijatrijske nuspojave  [75,96] 

Dekongestivi Oni izazivaju indirektnu aktivaciju α-adrenergičkih receptora koji se nalaze u 

mišićima oko krvnih sudova sluzokože nosa. Kada su ovi receptori aktivirani, 

dolazi do vazokonstrikcije krvnih sudova, što rezultira smanjenim protokom 

krvi. Ovo smanjenje protoka dovodi do smanjenja edema i produkcije mukusa, 

čime se poboljšava protok vazduha. Na taj način, ublažavaju otok i zapušenje 

disajnih puteva. Često se koriste u kombinaciji sa kortikosteroidima ili 

antihistaminicima [97]. 

Imaju neselektivno i sistemsko delovanje, što može izazvati 

nuspojave poput hipertenzije, pospanosti, nervoze i nesvestice. 

Ređe se javljaju efekti poput tahikardije, halucinacija i 

epileptičnih napada [98]. 
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1.4.2. Anti-IgE antitela  

Anti-IgE terapije imaju potencijal da blokiraju kaskadu inflamacije koja se javlja kod 

respiratornih alergija, čime smanjuju štetne promene u disajnim putevima tokom ovih stanja. Ovaj lek 

se može primenjivati subkutano ili intravenski, a podrazumeva unos monoklonskih antitela protiv IgE 

antitela prisutnih u krvi [99]. Ova monoklonska antitela se vezuju za slobodna IgE antitela, 

sprečavajući njihovu interakciju sa FcεRI receptorom na mast ćelijama i bazofilima, čime se 

onemogućava njihova degranulacija. Takođe, sprečavaju i vezivanje IgE antitela za FcεRIII receptor na 

B limfocitima, čime se onemogućava prezentacija antigena na tim ćelijama i oslobađanje Th2 citokina. 

Kao rezultat, dolazi do smanjenog otpuštanja citokina IL-2, IL-4, IL-5 i IL-13 što utiče i na smanjenu 

zastupljenost eozinofila [100]. Trenutno je omalizumab jedino monoklonsko anti-IgE antitelo koje je 

odobrila uprava za hranu i lekove Sjedinjenih Američkih Država (engl. food and drug administration, 

FDA, SAD). Omalizumab ima visoko selektivan mehanizam delovanja i dobar profil bezbednosti. 

Međutim, on je trenutno jedini odobren lek ovog tipa na tržištu i nije finansijski dostupan svim 

pacijentim [101]. Osim toga, efekat terapije je ograničen, jer deluje isključivo na IgE antitela, koja nisu 

jedini uzročnici alergijskih reakcija. 

1.4.3. Alergen-specifične imunoterpije 

Alergen-specifična imunoterapija (engl. allergen-specific immunotherapy, AIT) podrazumeva 

postepeno davanje sve većih doza ekstrakata alergena tokom dužeg perioda, često i nekoliko godina. 

Za razliku od farmakoloških lekova koji se fokusiraju samo na simptome, a ne na uzrok bolesti, ova 

terapija može pružiti trajno rešenje  [102]. AIT terapije mogu biti posebno korisne za pacijente koji ne 

reaguju na farmakološke lekove ili imaju ozbiljne neželjene efekte od njih. Mehanizam delovanja još 

uvek nije u potpunosti razjašnjen, ali se smatra da sukcesivno davanje alergena u povećanim dozama 

smanjuje aktivaciju i degranulaciju mast ćelija i bazofila. Tokom AIT terapije, utvrđeno je da dolazi do 

oslobađanja histamina i leukotriena, medijatora anafilakse, ali to ne izaziva sistemski anafilaktički 

odgovor. Ovo delimično oslobađanje medijatora rezultira smanjenjem praga aktivacije mast ćelija i 

bazofila [103]. Takođe je utvrđeno da AIT omogućava nastanak tolDC i na taj način se smanjuje 

preterani imunski odgovor na alergene. Pretpostavlja se da postepena stimulacija imunskog sistema sa 

malim dozama alergena dovodi do nastanka tolDC i Treg koje zatim i utiču na anergiju T limfocita, 

omogućavaju širenje anti-inflamatornih citokina i ekspresiju inhibitornih molekula koji omogućavaju 

ublažen imunski odgovor nakon sledećeg kontakta sa alergenom [104]. Glavne prednosti AIT tretmana 

u odnosu na ostale dostupne terapije su dugotrajna zaštita od teških simptoma i prevencija progresije 

alergije u ozbiljnije stadijume. AIT terapije se mogu primenjivati subkutano i sublingvalno, što 
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predstavlja efikasan i praktičan način davanja. Upotreba AIT može smanjiti intenzitet simptoma 

respiratornih alergija za 20-40%, a efekat terapije može trajati i do osam godina nakon njenog 

završetka [105]. Međutim, široka primena AIT-a ograničena je pretežno tehničkim pitanjima kao što su 

kvalitet alergenskih supstanci, dostupnost ekstrakata alergena za imunizaciju za mnoge alergene, kao i 

rizik od pojave neželjenih efekata [106]. AIT terapija se razmatra individualno za svakog pacijenta, 

posebno kod osoba sa astmom. Preporučuje se isključivo za pacijente sa umerenim simptomima astme, 

dok se kod pacijenata sa teškom astmom ne preporučuje zbog povećanog rizika od anafilaktičkih 

reakcija. Takođe, AIT se i dalje preporučuje primarno kao dodatni tretman koji se može započeti samo 

kada su simptomi astme uveliko pod kontrolom uz pomoć drugih terapija. AIT terapija je razvijena za 

ograničen broj alergena, a njena dostupnost u velikoj meri zavisi od zemlje. U Evropi postoje AIT za 

veliki asortiman alergena, u Kanadi je AIT registrovana samo za polen trave, dok je u brojnim drugim 

državama još uvek nedostupna ili se primenjuje u vrlo ograničenoj meri [107,108]. 

 

1.5. Terapije parazitima i parazitskim antigenima 

1.5.1. Higijenska hipoteza  

Veliki broj epidemioloških istraživanja su pokazala da u područjima sa visokim stopama 

infekcija crevnim parazitima, oboljenja poput astme i drugih alergijskih bolesti, nisu toliko zastupljene 

kao u razvijenim zemljama [109–113]. Naime, visoko industrijalizovane zemlje, zahvaljujući dobrim 

sanitarnim uslovima i visokom nivou zdravstvene zaštite, sveli su kontakte ljudi sa infektivnim 

agensima na minimum [114]. Negativna korelacija između učestalosti alergijskih bolesti i infekcija 

helmintima istražena je još šezdesetih godina prošlog veka, što je dovelo do formulisanja "higijenske 

hipoteze". Ova hipoteza sugeriše da smanjena izloženost infektivnim agensima u detinjstvu može 

ometati pravilan razvoj imunskog sistema, čineći ga sklonim preteranom odgovoru na autoantigene 

(što vodi ka razvoju autoimunskih bolesti) ili na strane, nepatogene antigene, poput alergena (što vodi 

ka alergijskim bolestima) [115,116]. Adekvatno sazrevanje imunskog sistema u velikoj meri zavisi i od 

mehanizama koji se aktiviraju tokom imunskog odgovora na infekciju parazitima, kao što su infekcije 

sa helmintima. 
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1.5.2. Imunski odgovor na helmintske parazite 

Helminti predstavljaju široku grupu višećelijskih organizama, unutar koje se posebno izdvajaju 

brojne parazitske vrste adaptirane na život unutar tela domaćina, bilo da su to ljudi ili životinje. 

Parazitske helminte karakteriše složen životni ciklus sa više razvojnih stadijuma, koji se često odvijaju 

u različitim domaćinima, uključujući kičmenjake i bezkičmenjake. Tokom dugog procesa ko-evolucije, 

oni su razvili različite mehanizme kojima uspešno izbegavaju ili ograničavaju imunski odgovor 

domaćina, što im omogućava da godinama prežive u organizmu domaćina [117]. Imunski odgovor na 

helminte, koji služi da efikasno ukloni parazite, ograniči njihovo širenje i smanji štetu uzrokovanu 

infekcijom parazitima, ima brojne sličnosti sa imunskim reakcijama u alergijama (Th2 citokinski 

profil, povećano prisustvo IgE antitela, aktivacija eozinofila i mast ćelija). Međutim, zbog specifičnih 

odbrambenih mehanizama, neki helminti indukuju kombinaciju modifikovanog Th2 i regulatornog 

odgovora što omogućava parazitima da opstanu u domaćinu (Slika 3.) [118]. Kliničke studije su 

pokazale da infekcije helmintima podstiču i razvoj tolDC, putem kojih stimulišu regulatorni imunski 

odgovor [119–122]. Zbog ovih saznanja sproveden je značajan broj eksperimentalnih studija koje se 

fokusiraju na ispitivanje supresije autoimunskih i alergijskih bolesti primenom infekcija različitih 

helminata, kao i proizvoda ovih parazita ili primenom rekombinantnih komponenti parazitskih 

proizvoda. 

Na mišjem modelu respiratornih alergija indukovanih sa ovalbuminom (OVA) pokazano je da 

infekcije različitim vrstama helminata smanjuju simptome. Infekcija helmintom Heligmosomoides 

polygyrus snižava nivo eozinofila indukovanih alergijom i smanjuje nivo inflamacije u 

bronhoalveolarnim putevima [123–125]. Takođe, infekcija miševa helmintom Schistosoma mansoni 

smanjuje inflamaciju u toku alergijske reakcije, što je posledica smanjene ekspresije IL-5 citokina i 

povećane ekspresije IL-10 u ćelijama pluća [126]. OVA indukovana alergija je ispitivana i kod miševa 

koji su  inficirani helmintom Trichinella spiralis, kod koje je pokazano da i u toku hronične i u toku 

akutne faze infekcije dolazi do snižavanja simptoma alergije [127]. Mnoge studije ukazuju da je 

Trichinella spiralis, zahvaljujući svom jedinstvenom životnom ciklusu i sposobnosti da izazove 

imunomodulaciju, izuzetno pogodan kandidat za ublažavanje simptoma autoimunskih i alergijskih 

bolesti. 
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Slika 3. Imunski odgovor na helminte. Infekcija helmintima dovodi do širenja modifikovanog Th2 imunskog odgovora. 

Antigeni parazita prepoznaju dendritske ćelije (DC), koje prezentuju antigene parazita naivnim T ćelijama. Diferencijacija 

Th2 ćelija utiče na produkciju citokina IL-5 (koji pospešuje eozinofiliju), IL-4, IL-9, IL-13, kao produkciju IgE antitela, 

koji se vezuju za FcεRI receptore na bazofilima i mast ćelijama što utiče na oslobađanje inflamatornih medijatora. IL-4 i 

IL-13 povećavaju pokretljivost ćelija glatkih mišića, stimulišu intestinalnu permeabilnost i povećavaju lučenje mukusa. Ovi 

citokini takođe podstiču diferencijaciju alternativno aktiviranih makrofaga (AAM), koji mogu inaktivirati diferencijaciju 

Th1 i Th17 ćelija, a u nekim slučajevima mogu da indukuju fibrozu u tkivima. Infekcije sa helmintima usled svojih 

odbrambenih mezanizama izbegavanja imunskog odgovora utiču i na diferencijaciju regulatornih T ćelija usled kojih dolazi 

do širenja anti-inflamatornih citokina. Preuzeto iz [128].  

 

1.6. Trichinella spiralis 

1.6.1. Životni ciklius 

T. spiralis je parazitski helmint razdela Nematoda koji je zastupljen kako kod domaćih 

životinja, najčešće svinja, tako i kod divljih životinja kao što su divlja svinja, medved, lisica i dr. Kod 

ljudi T. spiralis izaziva trihinelozu, oboljenje koje najčešće ima blagu kliničku sliku i često prolazi bez 

izraženih simptoma, dok u retkim slučajevima može doći do ugrožavanja vitalnih funkcija i smrti 

domaćina. T. spiralis je jedinstvena nematoda po tome što se sva tri stadijuma životnog ciklusa – 

adultni oblik, novorođena larva (engl. new born larvae, NBL) i infektivna mišićna larva (L1) razvijaju 

unutar jednog domaćina [129]. Takođe, za razliku od drugih intracelularnih parazita, T. spiralis ne 

uništava mišićne ćelije koje naseljava, što je čini jednom od najuspešnijih simbiotskih parazita 

[130,131]. 
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Infekcija domaćina nastaje usled konzumiranja mesa koje u sebi sadrži inkapsulirane infektivne 

larve L1 (Slika 4.). U želudcu dolazi do razlaganja kapsule usled dejstva hlorovodonične kiseline i 

gastrointestinalnih enzima što omogućava oslobađanje infektivnih larvi. Oslobođene larve se aktiviraju 

pomoću uticaja žučnih sokova i prodiru u mukozu tankog creva, nakon čega se presvlače četri puta 

tokom prvih 30 sati (stadijumi sazrevanja L2-L4) i sazrevaju u adulte. Adulti kopuliraju i 5. - 6. dana 

nakon infekcije ženke mogu da produkuju novorođene larve (engl. newly borne larvae, NBL), u 

crevnoj mukozi. NBL zatim prodiru u krvotok i limfotok putem kojih dospevaju u razna tkiva i organe. 

Međutim, samo larve koje prodiru u poprečno-prugaste mišiće mogu da nastave svoj razvoj [132]. 

Larve probijaju sarkolemu mišićnih ćelija i ulaze u citoplazmu ćelija. Mišićna ćelija zatim gubi 

organizaciju mišićne ćelije, dolazi do njenog remodelovanja i transformacije u novu strukturu koja se 

naziva “ćelija negovateljica”. Ove ćelije nastaju fuzijom inficirane mišićne ćelije i satelitske ćelije, 

prekursora mišićne ćelije [133]. Potvrđeno je da se ekskretorno-sekretorni produkti mišićnih larvi (ES 

L1) nalaze u citosolu i nukleusima inficiranih mišićnih ćelija i zbog čega se smatra ovi produkti mogu 

imati važnu ulogu u reorganizaciji ćelija domaćina. Tokom reorganizacije mišićne ćelije dolazi do 

smanjene ekspresije strukturnih i regulatornih gena, uključujući gene za kontraktilne proteine poput 

aktina i miozina, dok se istovremeno indukuje ekspresija novih transkripata, kao što su kisela 

fosfataza, kolagen, solubilni faktor i vaskularni endotelijalni faktor rasta [134–136]. Usled ovih 

promena oko ćelije negovateljice počinje da se stvara kapsula koja se satstoji od dva sloja, unutrašnji 

sloj je izgrađen od kolagena tipa IV i njega stvara ćelija negovateljica, dok se spoljašnji sloj sastoji od 

kolagena tipa VI, koji stvaraju okolni fibroblasti [137]. Kapsula predstavlja polupropustljivu 

membranu okruženu novoformiranim krvnim sudovima, koja omogućava prolazak hranljivih materija 

male molekulske mase ka parazitu, kao i transport ES L1 iz parazita ka domaćinu. Istovremeno, 

kapsula onemogućava prolaz specifičnih antitela i imunskih ćelija usmerenih protiv parazitskih 

komponenti, čime se parazitu omogućava da ostane neprimećen u organizmu domaćina i po nekoliko 

godina [138,139]. 
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Slika 4. Životni ciklus Trichinella spiralis. Infekcija počinje konzumiranjem mesa inficiranog sa L1 larvama T.spirlis. U 

želudcu L1 larve se oslobađaju kapsule nakon čega prodiru u crevnu mukozu gde sazrevaju u adultne forme. Adulti 

komuliraju i ženke produkuju novorođene larve (NBL) koje cirkuliši krvnim sistemom i prodiru u tkiva i organe. Samo 

larve koje prodiru u poprečno-prugaste mišiće nastavljaju razvoj. U mišićima, larve probijaju sarkolemu mišićnih ćelija, 

prodiru u citoplazmu i formiraju ćeliju negovateljicu unutar koje se inkapsuliraju, čime nastaje L1 stadijum larve 

T.spiralis.Preuzeto iz [140]. 

 

S druge strane, T. spiralis svojim ES L1 produktima utiče na modulaciju imunskog odgovora 

domaćina, i to ne samo usmerenog prema helmintskim antigenima, već i prema drugim, irelevantnim 

antigenima kao što se autoantigeni ili alergeni, što može dovesti do ublažavanja prekomernog 

imunskog odgovora povezanog sa stanjima kao što su alergije i autoimunske bolesti i doprineti opštem 

balansu imunskog sistema. 

Efekat infekcije T. spiralis na ublažavanje inflamatornih bolesti pokazan je u brojnim 

životinjskim modelima, uključujući modele ulcerativnog kolitisa [141][142,143], dijabetesa tipa 1 

[144], reumatoidnog artritisa [145], multiple skleroze [146,147] i respiratorne alergije [148,149].  

Multipla skleroza (MS) je hronična inflamatorna, demijelinizirajuća i neurodegenerativna 

bolest centralnog nervnog sistema (CNS). Imunopatologija MS-a posredovana je aktivacijom Th1 i 

Th17 ćelija, koje infiltriraju CNS i reaguju na sopstveni mijelin kao antigen. Ove ćelije proizvode 

inflamatorne citokine, pre svega IFN-γ i IL-17, koji doprinose oštećenju mijelina i aksona, što je 

povezano sa progresivnom neurodegeneracijom i razvojem invaliditeta. Istraživanja na životinjskom 
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modelu MS, eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (engl. experimental autoimmune 

encephalomielitis, EAE), pokazala su da infekcija sa T. spiralis utiče na ublažavanje kliničke slike 

EAE-a [146]. Infekcija sa T. spiralis ublažave simptome EAE-a tako što usmerava imunski odgovor ka 

anti-inflamatornom profilu i ekspanziji Treg, što utiče na povećanu produkciju IL-4, TGF-β i IL-10, 

smanjenu produkcije IFN-γ i IL-17 [147,150]. Kako se infekcija ne može primenjivati u terapijske 

svrhe, proučavani su i efekti produkata mišićnih larvi T. spiralis i pokazano je da primena ES L1 

produkata dovodi takođe do ublažavanja simptoma u EAE modelu, kao i da mehanizmi delovanja 

uključuju antiinflamatorni i regulatorni tip imunskog odgovora. ES L1 produkti dovode i do smanjene 

ekspresije matriksnih metaloproteinaza (MMP) koje su uključene u mehanizme za indukciju 

neuroinflamacije, demijelinizacije i oštećenja aksona, kao što je MMP-9 [151]. 

Slično kao u modelu MS, u  eksperimentalnom modelu respiratornih alergija indukovanih sa 

OVA, pokazano je da infekcija sa T. spiralis dovodi so smanjenja inflamacije u bronhoalveolarnim 

putevima i do povećanog prisustva Treg u drenirajućim limfnim čvorovima, gde dolazi i do povećane 

ekspresije IL-10 i TGF-β [148]. Takođe je pokazano da se značajno povećanje Treg događa u hroničnoj 

fazi infekcije, u kojoj mišićna larva T. spriralis produkuje ES L1 [127]. Istraživanja u kojima su 

korišćene adultne formi T.spiralis su pokazala da i adultne forme mogu da utiču na smanjenje IFN-γ, 

IL-4, OVA specifičnih IgE i eozinofila ali i na povećanje nivoa IL-10 [149].  

Primena antigena T. spiralis može smanjiti nivo inflamacije prisutne u alergijskim i 

autoimunskim bolestima, što ukazuje na potencijalnu terapeutsku upotrebu istovremeno rešavajući 

problem upotrebe živih parazita u terapijskim pristupima. 

1.6.2. Antigeni parazita T.spirallis 

Antigeni T. spiralis igraju ključnu ulogu u imunskom odgovoru domaćina na infekciju i u 

samom preživljavanju parazita. U zavisnosti od lokalizacije, oni  mogu biti površinski, koji se nalaze 

na kutikuli parazita, ekskretorno-sekretorni, koje parazit izlučuje i somatski koji se nalaze unutar 

struktura parazita i postaju dostupni u toku promena stadijuma parazita ili ukoliko dođe do uništavanja 

parazita [152]. Antigeni T. spiralis mogu biti specifični za određene životne stadijume, kao što je ES 

L1 koji oslobađa mišićna larva, ili prisutni u svim fazama razvoja [153]. Prelaskom iz jednog u drugi 

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

ekskretorno-sekretornih što predstavlja jednu od mogućih strategija izbegavanja imunskog odgovora 

domaćina. Mnogi od ovih antigena su imunogeni i utiču na razvoj imunskog odgovora kod domaćina 

koji se sastoji iz dve faze koje se razlikuju po tome da li se produkuju antitela na antigene u toku prve 

faze infekcije (antigene karakteristične za unutrašnje strukture parazita) koja traje dve nedelje nakon 
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infekcije, ili produkuju antitela na antigene koji se produkuju u toku druge kasnije faze infekcije koja 

počinje 4-5 nedelja nakon infekcija. Drugu fazu indukuju antigeni prisutni na površini parazita i u ES 

proizvodima L1 larvi [154] koji su označeni kao TSL antigeni. Primenom monoklonskih antitela 

antigeni mišićnih larvi T. spiralis su klasifikovani u 8 grupa (TSL1-TSL8) [155]. TSL-1 antigeni su 

glikoproteini koji su zastupljeni kako u ES L1 produktima tako i na površini kutikule parazita [156].  

ES L1 produkti koje mišićna larva produkuje nakon inkapsulacije su do sada samo delom 

okarakterisani. Pokazano je da sadrže proteine toplotnog šoka, endonukleaze, proteinaze, protein-

kinaze, inhibitore proteinaza, superoksid-dismutaze, glikozidaze itd. [157]. Najzastupljeniji proteini u 

sastavu ES L1 jesu TSL-1 glikoproteini molekulskih masa 43, 45 i 53 kDa koje prepoznaje 7C2C5Ag 

antitelo [158]. TSL-1 glikoproteini poseduju u svom sastavu N-glikane sa tri- i tetra-antenarnom 

strukturom, koja sadrži grane (tzv. antene) GalNAcβ 1–4 GlcNAcβ, na čijim terminalnim delovima se 

nalazi šećer tiveloza (3,6-dideoksi-D-arabinoheksoza, Tyv), šećer karakterističan za stadijum mišićnih 

larvi čitavog genusa Trichinella [159,160]. Veliki broj ovih grana je fukozilovan na GlcNAc 

reziduama [161]. Gruden-Movsesijan i saradnici (2002) su opisali da N-glikani mišićne larve T. 

spiralis poseduju strukture sa terminalno postavljenom manozom i trimanoznim jezgrom, pri čemu je 

jezgro uglavnom fukozilovano. Tiveloza formira epitope na glikanskom antigenima koji stimulišu 

stvaranje antitela specifična za stadijum mišićne larve koja mogu da štite od reinfekcije [162,163]. 

Manozu u ES L1 produktima prepoznaje C tip lektinskih receptora (kao što je DC-SIGN prisutan na 

tolDC). Ovi receptori su ključni za prepoznavanje antigena, njihovu internalizaciju i prezentaciju od 

strane dendritskih ćelija T limfocitima što stimuliše njihovu diferencijaciju i proliferaciju.  

Infekcija T. spiralis ima dugotrajan uticaj na imunski sistem domaćina zahvaljujući ES L1 

produktima. Osim što pokreću Th2 imunski odgovor, koji tokom infekcije nadjačava Th1 odgovor, ES 

L1 proizvodi takođe aktiviraju regulatorne mehanizme koji ne samo da omogućavaju parazitu da 

izbegne imunski odgovor domaćina, već i ublažavaju preterane i neželjene imunske reakcije, poput 

onih usmerenih na autoantigene. Ova složena interakcija između parazita i imunskog sistema domaćina 

predstavlja bogat izvor potencijalnih imunomodulatornih mehanizama koji bi mogli biti iskorišćeni za 

kontrolu autoimunskih i alergijskih bolesti. 

Imunomodulatorna svojstva produkata T. spiralis potvrđena su u animalnim modelima bolesti 

kao što je EAE, kako prilikom direktne primene, tako i putem DC koje su prethodno tretirane ovim 

produktima. Pokazano je da primena ekstrakata ukupnih solubilnih proteina mišićnih larvi smanjuje 

produkciju Th1 citokina (TNF-α i IL-12) kod DC aktiviranih sa inflamatonim stimulansom, dok 

istovremeno povećava ekspresiju molekula OX40L, koji ima ključnu ulogu u polarizaciji imunskog 

odgovora ka Th2 i regulatornom tipu [164]. Smatra se da profilaktička primena ES L1 produkata 
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putem ovih efekata ublažava simptome EAE kod miševa. Istraživanja Sofronić-Milosavljević i 

saradnika (2013) su pokazala da  ES L1 indukuje razvoj poluzrelih DC sa smanjenom produkcijom IL-

12, ali povećanom produkcijom IL-10, što se pokazalo efikasnim u prevenciji i ublažavanju EAE kod 

Dark Agouti pacova. U ovom modelu, pacovi tretirani DC, koje su prethodno stimulisane sa ES L1, su 

imali smanjenu produkciju IL-17 i IFN-γ, i povećanu produkciju IL-4, IL-10 i TGF-β, kako na 

lokalnom nivou CNS-a tako i na sistemskom nivou. Povećanje broja CD4⁺CD25⁺Foxp3⁺ regulatornih 

T ćelija, zajedno sa povišenim nivoima IL-10 i TGF-β, ukazuje na ključnu ulogu ovih mehanizama u 

supresiji inflamacije u modelu EAE.  

U in vitro istraživanjima na humanim DC, pokazano je da ES L1 indukuje razvoj tolerogenih 

DC putem aktivacije receptora TLR2, TLR4 i DC-SIGN. ES L1 produkti su stimulisali ekspresiju 

CD40 i CCR7 markera na DC putem aktivacije DC-SIGN receptora. S druge strane, rezultati ovih 

istraživanja su pokazali da je neophodna aktivacija TLR2, TLR4 i DC-SIGN da bi se stimulisala 

diferencijacija Th2 i Treg ćelija u ko-kulturi [165,166].  

Pored solubilnih molekula, T. spiralis produkuju ekstracelularne vezikule i u adultnim i u 

mišićnim stadijumima. Pokazano je da ES L1 produkti sadrže i ekstracelularne vezikule koje imaju 

imunomodulatorne sposobnosti slične onim koje su pokazane sa primenom ES L1 produkata.  

1.7. Ekstracelularne vezikule 

Ekstracelularne vezikule (EV) su biološkom membranom ograničene vezikule, koje sve vrste ćelija 

oslobađaju u ekstracelularni prostor. One predstavljaju pakete biomolekula koje ćelije razmenjuju u 

svim fiziološkim i patofiziološkim stanjima u organizmu i stoga su definisane kao jedan od 

fundamentalnih načina međućelijske komunikacije [167,168]. U zavisnosti od biogeneze i veličine 

razlikuju se dve vrste vezikula i to egzozomi i ektozomi [169]. U širem smislu tu spadaju i apoptotska 

tela koja se mogu klasifikovati kao EV ali je njihova uloga u međućelijskoj komunikaciji manje 

istražena. 

1.7.1. Biogeneza i podela 

Proces biogeneze vezikula obuhvata selektovanje i pakovanje molekulskog sadržaja ćelije u 

vezikule i njihovo oslobađanje, bilo iz multivezikularnih tela, kao u slučaju egzozoma, ili direktno sa 

plazma membrane, kao u slučaju ektozoma (Slika 5.) [170]. Biogeneza egzozoma započinje 

formiranjem ranog endozoma, koji može nastati endocitozom plazma membrane ili odvajanjem sa 

trans strane Goldžijevog kompleksa [171]. Rani endozomi sazrevaju u kasne endozome tj. 

multivezikularna tela (engl. multivesicular body, MVB), invaginacijom njihove membrane koja vodi 
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formiranju intraluminalnih vezikula (ILV), unutar MVB. Opisana su dva mehanizma nastanka ILV, 

jedan koji uključuje endozomalni kompleks za sortiranje (engl. endosome sorting complexes required 

for transport, ESCRT) i jedan nezavisan od ESCRT. U prvom mehanizmu se sortiraju ubikvitovani 

proteini sukcesivnim smenjivanjem ESCRT 0, I, II i III kompleksa proteina u okviru kojeg dolazi do 

invaginacije membrane i formiranja ILV [172]. U ESCRT nezavisne mehanizme ubrajaju se 

sindekan-sintetin ALIX signalna transdukcija [173], ceramidni put [174] i put koji uključuje 

tetraspanin CD63 [175]. U oba tipa mehanizama su uključeni i tetraspanini, proteini slični proteinima 

toplotnog šoka 70 kDa (engl. heat-shock cognate, Hsc) i sfingozin-1-fosfat kao i komponente lipidnih 

ostrvaca. Nakon formiranja ILV, MVB se prenose do plazma membrane putem Rab proteina koji 

pripadaju porodici enzima koji hidrolizuju guanozin trifosfat u guonozin difosftat (GTP-aze) i putem 

mikrotubula [176]. Fuzija MVB sa plazmamembranom i konačno oslobađanje egzozoma iz ćelije je 

omogućeno putem receptora za vezivanje solubilnih proteina osetljivih na N-etilmaleimid (engl. 

soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor, SNARE) [177]. Međutim, 

umesto da se uputi ka plazma membrani, MVB može da se spoji i sa lizozomom, u kom slučaju dolazi 

do razgradnje njegovog sadržaja. Još uvek nije u potpunosti poznato šta određuje da li će MVB biti 

selektovan za oslobađanje vezikula u spoljašnju sredinu ili za razgradnju ali se smatra da to zavisi od 

posttranslacionih modifikacija proteina gena 101 povazanog za predispozicijom na tumore (engl. 

tumor susceptibility gene 101, TSG101) i tetraspanina 6.  
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Slika 5. Biogeneza i oslobađanje ekstracelularnih vezikula (EV). Proces oslobađanja egzozoma u ekstracelularnu 

sredinu uključuje tri ključna: biogenezu egzozoma, intracelularni transport multivezikularnih tela i njihovo spajanje sa 

plazma membranom. Rani endozomi nastaju endocitozom plazma membrane ili od trans-Goldži mreže. Rani endozomi 

sazrevaju u kasne endosome, koji potom formiraju multivezikularna tela (MVB) kroz proces unutrašnjeg uvlačenja 

membrane endozoma, čime se stvaraju intraluminalne vezikule. Multivezikularna tela se mogu spojiti sa plazma 

membranom, što dovodi do oslobađanja egzozoma u ekstracelularni prostor, ili njihovo spajanje sa lizozomima ili 

autofagozomima, gde se razgrađuju. U biogenezi egzozoma, njihovom transportu i fuziji sa plazma membranom učestvuje 

više molekula kao što su RAB proteini, ESCRT kompleksi, sindekan, tetraspanini, aktin i SNARE proteini. Ektozomi 

nastaju pupljenjem plazma membrane. Njihova biogeneza i oslobađanje takođe uključuju više molekula, uključujući male 

GTP-aze, ESCRT komplekse i sfingomijelinaze. Preuzeto iz [170]. 

 

Ektozomi nastaju pupljenjem plazma membrane. U zavisnosti od toga šta stimuliše pupljenje 

plazma mebranu razlikuje se više vrsta ektozoma kao što su mikrovezikule, onkozomi koje oslobađaju 

tumorske ćelije, migrazomi koje oslobađaju izbočeni delovi membrana migratornih ćelija, egzofere 

koje sadrže oštećene organele i proteinske agregate itd. [169]. Ovaj proces uključuje proteine ESCRT 

kompleksa, GTP-aza poput ARF1, ARF6 i RhoA, kao i prisustvo sfingomijelinaze ali ovi mehanizmi 

nisu još u potpunosti razjašnjeni [178]. 

1.7.2. Fizičko-hemijske karakteristike i sastav EV 

S obzirom na to da se smatra da je srednja veličina dijametra egzozoma manja od srednje 

veličine ektozoma, njihovi opsezi dijametara se toliko preklapaju da se ne mogu koristiti kao pouzdan 
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kriterijum za razlikovanje ova dva tipa vezikula [179]. Zbog toga će se u nastavku koristi termin 

ekstracelularne vezikule, kao zajednički naziv za oba tipa vezikula.  

EV sadrže proteine, nukleinske kiseline, lipide i metabolite. Različiti biomolekuli, a naročito 

proteini, mogu se nalaziti unutar lumena vezikula, biti ugrađeni u njihovu membranu kao 

transmembranski proteini, ili biti asocirani za spoljašnju površinu EV. Proteini i drugi molekuli 

asocirani za spoljašnju površinu EV zajedno čine koronu EV (engl. corona EV). Sastav EV u velikoj 

meri zavisi od različitih faktora, uključujući fiziološko stanje ćelije, tip i intenzitet stimulusa kojem je 

ćelija izložena, kao i mehanizme biogeneze specifičnih subpopulacija EV. Jedna ćelija, tako, može u 

istom trenutku oslobađati EV različitog sastava. Zbog ove visoke heterogenosti EV, do sada nije 

identifikovan nijedan protein koji se nalazi u svim EV, tj. koji bi mogao poslužiti kao biomarker svih 

EV. Međutim, neki od često pristutnih proteina u EV se ipak koriste kao markeri, najčešće u 

kombinaciji. Neki od takvih markera su tetraspanini (CD9, CD63 i CD81) ili proteini ključni za 

biogenezu vezikula poput ALIX i TSG101. Osim markera, EV takođe mogu prenositi transkripcione 

faktore, faktore rasta, citokine, hemokine i razne druge proteine, a njihov sadržaj i zastupljenost 

variraju u zavisnosti od ćelije porekla i njenog stanja [180]. Tako je pokazano da EV poreklom od Treg 

poseduju CD4 i CD25 markere karakteristične za ove ćelije kao i IL-35, koji ima ulogu u 

imunosupresiji [181]. Sadržaj lipida, pored proteina, obuhvata i lipide, i to one koju su zastupljeni i u 

ćelijskim membranama, kao što su sfingomijelin, holesterol, gangliozid GM3, disaturisani lipidi, 

fosfatidilserin i ceramid itd. Razlike u lipidnom sastavu različitih tipova EV odražavaju njihove puteve 

biogeneze jer lipidni profil zavisi od toga da li EV potiču iz plazma membrane ili endozomalnog 

sistema, što može dalje uticati na mehanizam njihove internalizacije [182]. Lipidi EV mogu imati i 

regulatornu ulogu pa je tako pokazano da EV poreklom od dendritskih ćelija poseduju 

lizofosfatidilholin koji utiče na dopremanje T limfocita do limnfih čvorova [183]. U EV se takođe 

mogu naći fragmentisani delovi dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) koja može biti genomska i 

mitohondrijalna kao i molekuli ribonukleinske kiseline (RNK) kao što su informacione RNK (iRNK) 

i/ili male RNK [184]. Različite vrste malih RNK su nađene u EV:  mikroRNK (miRNK), ribozomalna 

RNK, kratke ne-kodirajuće RNK, fragmenti transportne RNK, piwi interagujuće RNK i YRNK. 

Transport RNK u okviru EV ih štiti od digestije RNAzom kada su u ekstracelularnom prostoru. Neke 

RNK su stabilizovane vezivanjem za proteine kao što su ribonukleoproteini, argonaut2 (AGO2), 

lipoproteini visoke ili niske gustine (engl. High-density lipoproteins, HDL; low-density lipoproteins, 

LDL). Ovi proteini su nađeni i u EV [185]. miRNK su molekuli nekodirajuće RNK dužine 19-24 

nukleotida (nt) koje utiču na translaciju iRNK (gensku ekspresiju) i imaju udela u regulaciji skoro svih 

bioloških procesa. U mnogim studijama je pokazano da EV prenose miRNK. EV poreklom od Treg 
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mogu da prenesu miR-150-5p i miR-142-3p dendritskim ćelijama, čime utiču na promenu fenotipa u 

tolerogeni i stimulišu povećanu ekspresiju IL-10 citokina čak i nakon dodatne stimulacije dendritskih 

ćelija sa inflamatornim stimulusom, kao što je lipopolisaharid (LPS) [186].  

1.7.3.  Interakcija EV i ciljnih ćelija  

EV oslobođene iz ćelija mogu stići do drugih, prostorno bliskih ili udaljenih ćelija prolaskom 

kroz ekstracelularni prostor ili putem telesnih tečnosti. EV ciljnim ćelijama prenose bioinformacije 

putem: direktnog kontakta molekula na površini EV i ciljne ćelije; fuzije EV sa plazma membranom i 

oslobađanjem sadržaja u citosol ćelije; endocitozom EV u toku koje dolazi do fuzije EV sa 

membranom endozoma i oslobađanjem sadržaja u citosol (Slika 6.) Direktan kontakt EV sa ćelijom 

obuhvata interakciju liganda i receptora gde ne dolazi do dopremanja sadržaja vezikula do citoplazme 

ćelije. Ovaj način komunikacije, prikazan kroz interakciju EV iz B limfocita i DC, koje na površini 

nose MHC molekule poreklom od tih ćelija i na taj način aktiviraju naivne T limfocite [187]. EV mogu 

da nose i inhibitorne molekule na površini kao što PD-L1 koji ima imunosupresivno dejstvo i 

zaustavlja proliferaciju T limfocita [188]. Unos sadržaja vezikula u različite vrste ćelija može biti 

preko fuzije sa membranom (u toku koje se i deo membrane EV integriše u plazma membranu ciljne 

ćelije [189]) ili preko različitih mehanizma endocitoze kao što su: receptorom vođena endocitoza, 

kaveolin-vođena endocitoza, endocitoza pomožu lipidnih splavova, fagocitoza i makropinocitoza. U 

oba slučaja sadržaj EV dospeva u unutrašnjost ciljne ćelije, pokrećući signalne transdukcije. Ove 

signalne promene dalje dovode do različitih fizioloških i patoloških promena u organizmu. 
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Slika 6. Interakcija EV sa ciljnom ćelijom. EV mogu pokrenuti intracelijske signalne transdukcija prijemnih ćelija putem 

direktnog kontakta liganda i receptora, kao što su prezentacija antigena, imunska modulacija itd. Egzogene EV mogu 

preneti svoj sadržaj fuzijom sa plazma membranoom ili endocitozom (receptorima vođena endocitoza, kaveolin-vođena 

endocitoza, endocitoza pomoću lipidnih splavov, fagocitoza i makropinoza). Fuzija EV sa plazma membranom može 

osloboditi njihov sadržaj u citoplazmu ćelije, dok EV internalizovane endocitozom stižu do multivezikularnog tela (MVB) 

putem endozomalnog puta. Ove EV se mogu razgraditi ukoliko stupe u kontakt sa lizozomom. Takođe EV mogu da 

oslobode svoj sadržaj u citosol ćelije putem fuzije sa membranom MVB. ILV-intraluminalne vezikule. Preuzeto iz [170]. 

 

EV imaju ulogu u skoro u skoro svim fiziološkim procesima i pronađene su u svim telesnim 

tečnostima kao što su krv, urin, pljuvačka, suze, semena tečnost, cerebro-spinalna tečnost, pleunarna 

tečnost itd [190].   

Analizom pleuralne i bronhoalveolarne tečnosti (engl. Bronchoalveolar lavage fluid, BALF) 

utvrđeno je prisustvo EV koje u zdravim plućima potiču od respiratornog epitela, endotelskih ćelija 

plućnih krvnih sudova, glatko-mišićnih ćelija i fibroblasta [191,192]. EV mogu da potiču i od 

imunskih ćelija prisutnih u plućima, kao što su alveolarni makrofagi, eozinofili i neutrofili i EV mogu 

da sadrže MHC molekule, kostimulatorne molekule kao što je CD86, kao i CD36, koji je ključan za 

prepoznavanje bakterijskih antigena [193]. EV poreklom od imunskih ćelija ključne su u regulaciji 

inflamacije bronhoalveolarnih puteva pa tako EV poreklom od alveolarnih makrofaga prenose miR-

223 i miR-10 do ćelija plućnog epitela koje utiču na eksprimiranje anti-inflamatornih citokina i 

održavanje homeostaze pluća [192]. 
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Zastupljenost ovih EV zavisi od fiziološkog stanja pluća i menja se u različitim patološkim 

uslovima, zbog čega EV mogu poslužiti kao biomarkeri za različite bolesti. EV su uključene u sve 

fiziološke procese, a promene u njihovom broju, sastavu ili efikasnosti prenosa informacija odražavaju 

različita patološka stanja. Istraživanja EV u telesnim tečnostima pokazala su njihovu značajnu ulogu u 

modulaciji inflamatornih procesa i razvoju brojnih bolesti kao što su respiratorne alergije. Analizom 

EV iz krvi atopičara utvrđeno je povećano prisustvo EV poreklom iz eozinofila, koje utiču na 

povećanu produkciju reaktivnih oblika kiseonika, stimulišu hemotaksu eozinofila i njihovu adheziju za 

površinu ćelija pluća. Ove EV utiču i na strukturno remodelovanje bronhoalveolarnih puteva, 

povećanu apoptozu eozinofila za ćelije respiratornog epitela i  na stvaranje fibroznog tkiva u plućima 

[194]. EV poreklom od mast ćelija mogu da prenose histamine, prostaglandine i druge inflamatorne 

medijatore do okolnih ćelija prisutnih u plućnom epitelu i time da utiču na aktivaciju B i T limfocita 

[195]. Sa druge strane EV poreklom od B limfocita mogu da stimulišu proliferaciju T ćelija i 

pospešuju njihovo otpuštanje IL-4, IL-5 i IL-13 citokina.  

EV poreklom od ovih ćelija mogu da služe i kao biomarkeri ovih bolesti pa je tako primećeno 

da EV iz plazme i pljuvačke asmatičara poseduju povećan nivo miR-122-5p, u čije target gene spadaju 

geni za funkcionisanje i aktivaciju APC kao i geni za diferencijaciju Th2 ćelija [196].  

Ova istraživanja ukazuju da bolje razumevanje međućelijske komunikacije putem EV u 

(pato)fiziološkim stanjima može da ukaže na to koji su ključni molekuli koji bi se mogli targetirati 

novim terapijama.  

1.7.4. Uloga EV u međućelijskoj komunikaciji između različitih organizama 

EV omogućavaju međućelijsku komunikaciju između ćelija jednog organizma ali i između 

ćelija različitih organizama. Brojna istraživanja sprovedena su u cilju razumevanja mehanizama 

pomoću kojih patogeni organizmi kao što su bakterije, gljivice ili paraziti utiču na imunski odgovor pri 

čemu je pokazano da mnogi od tih mehanizama uključuju EV. Tako EV poreklom od patogenih 

bakterija Klebsiella Pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa mogu da aktiviraju otpuštanje 

inflamatornih citokina iz ćelija pluća ali i omogućavaju homolog prenos gena između bakterija koje su 

rezistentne na antibiotike [197]. EV poreklom od gljive Cryptococcus neoformans modulišu imunski 

odgovor tako što onemogućavaju  otpuštanje inflamatornog citokina IL-12 iz makrofaga i stimulišu 

otpuštanje anti-inflamatornih citokina IL-10 i TGF-β [198]. 

Kao što je ranije navedeno, parazitski helminti su razvili strategije pomoću kojih manipulišu 

imunskim sistemom domaćina. Analizom njihovih parazitskih produkata utvrđeno je prisustvo 
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parazitskih EV koje direktno interaguju sa različitim ćelijama domaćina i prenose bioaktivni sadržaj 

kojim modulišu njihovu fiziologiju uglavnom u cilju regulacije i kontrole inflamacije. 

1.7.4.1. Imunomodulatorna uloga EV parazitskih helminata 

Helminti koriste različite odbrambene mehanizme kako bi izbegli imunski odgovor domaćina, 

među kojima je i oslobađanje ekstracelularnih vezikula [199]. Ove EV imaju ključnu ulogu u 

interakciji sa imunskim sistemom domaćina, modulišući imunski odgovor i olakšavajući preživljavanje 

parazita. Okarakterisane su EV koje oslobađaju različite vrste helminata, koje uključuju metilji 

(Fasciola hepatica [200], Echinostoma caproni [201], Dicrocoelium dendriticum [202], Opisthorchis 

viverrini [203], Schistosoma mansoni [204] i S. japonicum [205]); pantljičare (Echinococcus 

multilocularis [206], E. granulosus [207], Taenia crassiceps [208], i Mesocestoides corti [209]); 

nematode (Heligmosomoides polygyrus [210], Trichuris suis [211], T. muris [212], Trichinella spiralis 

[213], Teladorsagia circumcincta [214], Brugia malayi [215], Dirofilaria immitis [216] i 

Nippostrongylus brasiliensis [217]) i drugi helminti.  

Efekti helmintskih EV na imunski sistem imaju i svoje prednosti za domaćina, kod koga mogu 

smanjiti simptome autoimunskih bolesti i alergija. Stoga brojne studije imaju za cilj da pokažu kako 

primena parazitskih EV u različitim eksperimentalnim modelima autoimunskih bolesti i alergija može 

dovesti do smanjenja simptoma. Smatra se da bi otkrivanje mehanizama koje pokreću parazitske EV 

moglo dovesti do nove generacije lekova za ove bolesti. 

EV F. hepatica sprečavaju pojavu težih simptoma eksperimentalno indukovanog ulcerativnog 

kolitisa tako što utiču na smanjenje ekspresije inflamatornih citokina. Ove EV indukuju kombinovani 

Th1/Th2 odgovor kod miševa koji se karakteriše specifičnim fenotipom DC (povećavana ekspresija 

površinskih markera CD80, CD86, CD40 i SIGNR1, i povećana produkcija TNF-α) kao i smanjenim 

lučenjem IL-2 citokina od strane T limfocita [218]. EV N. brasiliensis utiču na smanjenje simptoma 

kolitisa kod miševa tako što smanjuju ekspresiju citokina  IL-6, IL-1β, IFN-γ i IL-17 u crevima miševa 

[217].  

Međutim samo za EV nekih vrste parazita je pokazano da njihov imunomodulatorni efekat 

počiva na aktiviraju mehanizama regulatornog imunskog odgovora. Na modelima respiratorne alergije 

pokazano je da EV E. granulosus utiču na smanjenje Th2 i Th17 citokina u BALF, smanjuju 

zastupljenost CD4+IL-4+ limfocita, dok povećavaju udeo Treg ćelija u drenirajućim limfnim 

čvorovima [207].  

Kako je pokazano da ES L1 ima imunomodulatorna svojstva i kako je ranije pokazano da 

mnogi helminti produkuju EV, postavljena je hipoteza da i T.spiralis produkuje EV i da su one 
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odgovorne za deo imunomodulatornih efekata ES L1. Ova hipoteza je potvrđena istraživanjima koja su 

2019. godine dovela do otkrića TsEV [213]. Nadjeno je da su TsEV veličine 30-80 nm, da nose 

glikoproteine sa imunodominantnim epitopom karakterističnim za mišićne larve roda Trihinella kao i 

da indukuju povećanu ekspresiju IL-10 i IL-6 i smanjenu ekspresiju IL-17 od strane perifernih 

mononuklearnih ćelija čoveka (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Ovaj efekat je bio 

sličan efektu samog ES L1, što je išlo u prilog hipotezi da EV imaju imunomodulatornu funkciju.  

Dodatno, Yang i saradnici su 2020. godine pokazali da TsEV imaju veliki potencijal u regulisanju 

simptoma eksperimentalno indukovanog kolitisa, tako što smanjuju ekspresiju Th1 i Th17 citokina dok 

stimulišu ekspresiju Th2 citokina i regulatornog imunskog odgovora. Takođe, pokazano je i  da miševi, 

koji su primili TsEV tretman pre indukcije kolitisa, imaju smanjen broj M1 makrofaga i povećan broj 

alternativno aktiviranih M2 makrofaga u crevima [219]. U in vitro istraživanjima potvrđeno je da 

TsEV promovišu polarizaciju makrofaga poreklom iz koštane srži ka M2b tipu a inhibiraju aktivaciju 

fibroblasta [220]. Grupa iz Japana je pokazala da adultne forme T. spiralis takođe otpuštaju EV i da 

imaju drugačije funkcije u poređenju sa EV iz mišićnih larvi. EV adultnih larvi suprimiraju ekspresiju 

mucin asociranih gena, a EV mišićnih larvi indukuju ekspresiju gena koji utiču na diferencijaciju 

mioblasta. Zajedničko im je to da obe vrste EV deluju inhibitorno na ekspresiju IL-6 citokina [221].  

Na osnovu ovih istraživanja može se zaključiti da je TsEV aktivna komponenta T. spiralis ES 

L1 produkata koja u in vitro i u in vivo eksperimentima utiče na snižavanje ekspresije citokina Th1 i 

Th17 imunskog odgovora i inflamatornih ćelija ali i da utiče na uravnoteženje preteranog Th2 

imunskog odgovora prisutnih u alergijskim bolestima putem stimulisanja ćelija regulatornog imunskog 

odgovora i stimulisanja ekspresije anti-inflamatornih citokina. Ovi rezultati ukazuju da bi dalje 

istraživanje TsEV i njihovih imunomodulatornih kapaciteta moglo voditi  dizajnu novih terapeutskih 

pristupa u borbi protiv inflamatornih oboljenja kao što su respiratorne alergije.  
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Infekcija helmintom Trichinella spiralis ili primena ekskretorno-sekretornih produkata 

mišićnih larvi ovog parazita (ES L1) dovodi do ublažavanja prekomerne inflamacije koja je prisutna 

kod autoimunskih i alergijskih oboljenja, aktivacijom regulatornih mehanizama koji kontrolišu 

funkcionisanje imunskog sistema i intenzitet imunskog odgovora. ES L1 produkti sadrže kompleksnu 

smešu bioaktivnih molekula, uključujući i ekstracelularne vezikule (TsEV). Ekstracelularne vezikule 

predstavljaju jedan od osnovnih načina komunikacije između ćelija, kako u okviru jednog organizma, 

tako i između različitih organizama, pa čak i različitih vrsta. Tako se i komunikacija između parazita i 

organizma domaćina ostvaruje putem EV. Iako su TsEV prepoznate kao komponenta ES L1, njihova 

uloga u generisanju tolerogenih DC, ključnih za pokretanje i održavanje Th2 i regulatornog imunskog 

odgovora karakterističnog za T. spiralis, kao i njihov uticaj na ublažavanje alergijskih oboljenja, i dalje 

su slabo istraženi. 

Osnovni cilj istraživanja obuhvaćenih ovom studijom je otkrivanje uticaja primene TsEV na 

aktivaciju humanih DC i posledičnu polarizaciju T ćelijskog odgovora in vitro, kao i na modulaciju 

imunskog odgovora in vivo u animalnom modelu respiratorne alergije. U skladu sa osnovnim ciljem 

postavljeni su sledeći neposredni zadaci: 

1. Karakterizacija TsEV, uključujući njihove fizičke osobine i glikobiološka svojstva. 

2. Ispitivanje uticaja TsEV na sazrevanje humanih DC poreklom iz mononuklearnih ćelija periferne 

krvi, putem analize ekspresije površinskih markera karakterističnih za DC i njihovog citokinskog 

profila, kao i ekspresije gena povezanih sa tolerogenim statusom DC. 

3. Utvrđivanje kapaciteta DC da prezentuju antigene TsEV i izvrše polarizaciju alogenih naivnih T 

limfocita poreklom iz humane periferne krvi, ispitivanjem proliferacije i citokinskog profila T 

limfocita nakon ko-kultivacije sa stimulisanim DC, kao i zastupljenosti regulatornih T ćelija u 

populaciji efektornih ćelija. 

4. Ispitivanje uticaja intranazalno aplikovanih TsEV na imunski odgovor zdravih BALB/c miševa 

karakterizacijom fenotipa ćelija pluća i slezine. 

5. Ispitivanje efekata dva različita modaliteta intranazalne primene TsEV na modulaciju OVA 

indukovane respiratorne alergije kod BALB/c miševa putem histološke analize pluća, 

karakterizaciju fenotipa ćelija iz pluća i slezine, merenje produkcije citokina i određivanje nivoa 

antitela specifičnih za OVA-u serumu. 

6. Ispitivanje uticaja ex vivo TsEV tretmana na funkcionalne karakteristike imunskih ćelija 

izolovanih iz pluća i slezina. 



40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Eksperimentalne životinje 

Sve životinje koje su korišćene u ovoj studiji nabavljene su iz vivarijuma Vojnomedicinske 

akademije (VMA) u Beogradu i smeštene su za vreme trajanja eksperimenata u vivarijumu INEP-a u 

skladu sa prethodno razvijenim protokolima u kontrolisanim uslovima, sa nesmetanim pristupom vodi 

i peletiranoj hrani. Za održavanje soja T. spiralis korišćeni su Wistar pacovi muškog pola starosti od 5 

do 6 nedelja. Za eksperimente indukovanja respiratorne alergije korišćeni su visoko srodni BALB/c 

miševi ženskog pola starosti od 6 do 8 nedelja.  

Sve procedure u radu sa životinjama bile su u skladu sa pravilnikom i odobrenjima Etičkog 

komiteta za rad sa eksperimentalnim životinjama i odobrene su od strane Ministarstva poljoprivrede i 

zaštite životne sredine Republike Srbije (Odluka br. 323-07-00758/2021-05, usvojena datuma 

05.02.2021. i Odluka br. 323-07-09554/2022-05, usvojena datuma 22.08.2022). 

 

3.2. Održavanje soja T. spiralis 

Parazitski helmint T. spiralis u INEP-u se održava serijskim pasažom na Wistar pacovima. 

Izoenzimske analize sprovedene u Evropskoj referentnoj laboratoriji za parazite u Rimu (European 

Union Reference Laboratory for Parasites, Institute Superiore di Sanita, Rome, Italy) potvrdile su da 

ovaj parazit pripada T1 genskom pulu i da je reč o vrsti T. spiralis a izolat je označen kao ISS 7564. Za 

izolaciju mišićnih larvi (L1 stadijum), pacovi su inficirani sa 8500 infektivnih larvi i žrtvovani dva 

meseca nakon infekcije. 

3.3. Izolovanje infektivnih mišićnih larvi (L1) T. spiralis 

Nakon žrtvovanja inficiranih pacova,  koža i unutrašnji organi su uklonjeni, dok je mišićno 

tkivo usitnjeno električnim aparatom za seckanje Sencor (Okov, Beograd, Srbija) i korišćeno za 

izolaciju larvi. Infektivne mišićne L1 larve su izdvojene metodom enzimske digestije mesa (1% pepsin 

u 1% HCl (pH 1,6-1,8), u toku 4 h na 37°C uz konstantno mešanje) u skladu sa direktivom Evropske 

unije broj 2075/2005. Nakon digestije, sadržaj je propušten kroz mikrobiološko sito prečnika 180 µm, 

a zatim ostavljen u levku za sedimentaciju da se taloži 30 min. Nakon taloženja, 40 ml sadržaja je 

ispušteno iz levka, od čega je 30 ml supernatanta uklonjeno a talog sa larvama je ispran sa toplim PBS-

om. Sav sadržaj je potom prebačen na petri šolju radi brojanja larvi. Larve su korišćene za sledeću 

infekciju ili za pripremu ekskretorno-sekretornih (ES L1) produkata mišićnih larvi T. spiralis. 
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3.4. Priprema ES produkata L1 larvi T. spiralis 

Izolovane larve su kultivisane u kompletnom DMEM medijumu sa 10mM Hepesa (Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Germany), 1mM Na-piruvata (Serva, Heidelberg, Germany), 44mM Na-

bikarbonata (Sigma-Aldrich) i 50 U/ml antibiotika/antimikotika (Biowest, Nuaillé, France) tokom 18-

20 h na 37°C, uz prisustvo 5% CO2. Nakon kultivacije larve su izdvojene spontanim taloženjem, a 

medijum koji sadrži ES L1 produkte filtriran je kroz 0,22 μm filter za velike volumene (Sarstedt, 

Numbreht, Germany). Medijum je dijalizovan prema PBS-u u zapremini tri puta većoj od zapremine 

polaznog medijuma i koncentrovan preko Amicon sistema (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) uz 

korišćenje membrana za ultrafiltraciju od 10 kDa  (Merck Milipore). Volumen ES L1 produkata je 

skoncentrovan na 24 ml nakon čega je profiltriran kroz 0,22 µm filter (Sarstedt) od čega je 2 ml 

čuvano na -20°C do upotrebe a ostatak korišćen za izolaciju vezikula.  

3.6. Izolovanje i karakterizacija TsEV 

3.6.1. Izolovanje TsEV  

TsEV su izolovane kombinacijom metoda diferencijalnog centrifugiranja i ultrafiltracije. ES L1 

produkti su prvo centrifugirani pri 300 g tokom 10 minuta, nakon čega je supernatant podvrgnut 

daljem centrifugiranju na 3000 g tokom 15 minuta na 18°C. Nakon toga je talog uklonjen a supernatant 

je centrifugiran na 17,000 g tokom 25 min, a zatim na 110,000 g tokom 2 h (k-faktor = 307.4), (SW 41 

T rotor, ultracentrifuga Optima L-90K,  Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA). Konačni talog, 

obogaćen sa TsEV resuspendovan je u 100 μl sterilnog PBS-a i  ispran sa šest volumena PBS-a  

korišćenjem Vivaspin 500 koncentratora sa membranom praga propustljivosti od 100 kDa (100 kDa 

MWC0 PES; Sartorius Stedim Lab Ltd, Stonehouse, UK). Koncentracija proteina u uzorku određena je 

bihinonskom reakcijom (engl. bicinchoninic acid, BCA) korišćenjem komercijalnog dostupnog kita 

(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany), po uputstvu proizvođača. 

3.6.2. Analiza praćenja nanočestica  

Merenje koncentracije i veličine čestica prisutnih u TsEV uzorku je vršeno pomoću PMX-430 

ZetaView QUATT instrumenta za praćenje nanočestica, sa softverom Zetaview verzije 8.05.16 SP3 

(Particle Metrix, Inning, Ammersee, Germany), koji se zasniva na principu praćenja nanočestica u 

stacionarnom rastvoru (engl. Nanoparticle tracking analysis, NTA). Instrument je podešen 

(poravnavanje kamere/lasera i optimizacija fokusa) korišćenjem polistirenskih standarnih kuglica od 

100 nm prema uputstvima proizvođača. Uzorci su razblaženi u PBS puferu da bi se postigao optimalan 

broj čestica po kadru. Za merenja u režimu raspršivanja svetlosti (engl. scatter mode) korišćen je plavi 

laser (488 nm). Kamera je bila podešena na: osetljivost 78, brzina zatvarača 100 i brzina kadrova 30 
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kadrova/s. Parametri posle akvizicije bili su: minimalna površina 10, maksimalna površina 1000 i 

minimalna osvetljenost 20. Temperatura je tokom svih merenja bila 25 °C. 

3.6.3. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM) 

Vezikule iz uzorka su adherirane na bakarne mrežice (sa 200 okaca) obložene Formvarom (Ted 

Pella, Redding, CA, USA) tako što su postavljene na 10 µl uzorka i inkubirane 45 min na sobnoj 

temperaturi. Višak tečnosti je uklonjen upijanjem filter papirom, a zatim su mrežice fiksirane 10 min 

na sobnoj temperaturi sa 2% paraformaldehidom. Mrežice su zatim isprane PBS-om, tri puta po 2 

minuta i dodatno fiksirane 2,5% glutaraldehidom, 10 min sa na sobnoj temperaturi. Konačno, mrežice 

su isprane u dH2O tokom 1 min i osušene na vazduhu. Snimanje je izvršeno korišćenjem Phillips 

CM12 electronskog mikroskopa (Philips, Eindhoven, The Netherlands) opremljen digitalnom 

kamerom SIS MegaView III (Olympus Soft Imaging Solutions, Münster, Germany).   

3.6.4. Glikokarakterizacija TsEV 

Analiza glikozilacije TsEV je rađena po modifikovanoj metodi iz rada Kosanović i saradinci 

(2014) [222]. TsEV su adherirane na ploče od 96 bunara sa ravnim dnom (NuncMaxisorp, Thermo 

Fisher Scientific) u prisustvu karbonantnog pufera (35mM NaHCO3, 15mM Na2CO3, pH 9.4) preko 

noći na 4 °C. Razblaženja TsEV su bila 3 × 107/50 µl, 3 × 106/50 µl, 6 × 105/50 µl i 3 × 105/50 µl. 

Sledećeg dana ploče su isprane (sva ispiranja su vršena tri puta sa TBS/0,05% Tween-om (TBS-T)), 

nakon čega su blokirane sa 1% BSA/TBS, 3h na sobnoj temperaturi. Nakon još jednog ispiranja su 

dodati sledeći biotinilizovani lektini (Tabela 4.): biljni lektini Con A, WGA, WFA, HPA, RCA II, 

PHA-L, UEA I, AAA koncentraciji 0.25 µg/ml; i nekonjugovan animalni lektin DC-SIGN 4 µg/ml. 

Lektini su inkubirani 1h na sobnoj temperaturi a zatim su ploče isprane. U sledećem koraku je dodat 

avidin obeležen sa peroksidazom rena (engl. avidin-horse radish peroxidase;avidin-HRP) razblažen u 

TBS-u 1:250 u bunare sa biljnim lektinima dok je u bunare sa DC-SIGN dodato sekundarno antitelo 

obeleženo sa biotinom (anti-IgG FC biotin conjugated FAB110B, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), u razblaženju 1:150,000. Avidin-HRP i sekundarno antitelo sa biotinom su inkubirani 1h na 

sobnoj temperaturi, nakon čega su ploče ponovo isprane. U bunare sa sekundarnim antitelom je dodat 

avidin-HRP i inkubiran 1h. Nakon ispiranja u sve bunare je dodat 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidin (TMB) 

substrat (Thermo Fisher Scientific) i inkubiran do pojave boje. Razvijanje boje je zaustavljeno 

dodavanjem stop pufera (2M H2SO4). Intenzitet boje je meren na 450 nm sa korekcijom na 570 nm 

pomoću TECAN Spark 10M čitača za ploče (Tecan Trading AG, Männedorf, Switzerland). 

Specifičnost vezivanja lektina za TsEV (ispitivanje lektin-glikan interakcije) je  testirano inkubiranjem 

lektina u rastvorima odgovarajućih inhibitornih šećera (Tabela 4.), 30 min pre dodavanja u bunare. 
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Tabela 3. Koncentracije lektina i inhibitornih šećera 

Lektin Inhibitorni šećer 

Concanavalin A (Con A) biotinilizovan  

0,25 µg/ml   

(Vector laboratories, Newark, CA, USA)  0,2 M Methyl α-D-mannopyranoside (MetMan) 

(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) rhDC-SIGN/Fc Chimera (rhDC-SIGN )  

4 µg/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) 

Wheat Germ Agglutinin (WGA) 

biotinilizovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  

1 M N-Acetyl-D-glucosamine (GlcNAc)  

(Sigma Aldrich) 

Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) 

biotinilizovan   

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  
0,2 M N-Acetyl-D-galactosamine (GalNAc) 

(Sigma Aldrich) 

 
Helix Pomatia Agglutinin (HPA) 

biotiniluzovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories) 

Ricinus Communis Agglutinin II (RCA II) 

biotinilizovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  

0,2 M D-Lactose monohydrate (Lac)  

(Sigma Aldrich) 

Phytohaemagglutinin -L (PHA-L) 

biotinilizovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  

0,2 M D-galactose (Gal) (Sigma Aldrich) 

Ulex europaeus agglutinin I (UEA I) 

biotinilizovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  
0,1 M L-Fucose (Fuc) (Sigma Aldrich) 

Anguilla anguilla agglutinin (AAA) 

biotinilizovan  

0,25 µg/ml (Vector laboratories)  
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3.7. In vitro diferencijacija monocita periferne krvi u DC 

3.7.1. Izolacija humanih ćelija 

Humane mononuklearne ćelije periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells, 

PBMC) su izolovane iz leukocitno-trombocitnog sloja pune krvi (engl. Buffy coats) dobrovoljnih 

davalaca. Krv je razblažena sa 0,02% EDTA/PBS (PBS/EDTA) u odnosu 1/1 na volumen krvi nakon 

čega je naneta na površinski sloj gradijenta gustine Hystopaque-1077 (Sigma Aldrich) i centrifugirana 

pri 2200 rpm 20 min. Nakon centrifugiranja sakupljen je središnji sloj u kome su mononuklearne ćelije 

(sloj između donjeg sloja u kojima su eritrociti i gradijent i gornjeg sloja u kome je plazma sa 

trombocitima). Ćelije su isprane od gradijenta centrifugiranjem u PBS/EDTA tokom 10 min pri 1800 

rpm. Dobijeni talog ćelija je ispran sa RPMI/10% FCS nakon čega je tretiran sa 3 ml rastvora za 

liziranje eritrocita (hemolizin, 155 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA) tokom 5 min. Iz 

ovako pripremljenih PMBC izolovani su monociti i T ćelije (T ćelije su bile poreklom od alogenih 

donora).  

Monociti su izolovani korišćenjem “Pan Monocyte isolation kit”-a (Miltenyl Biotech, Cologne, 

Germany), za negativno  magnetno sortiranje humanih monocita, po uputstvu proizvođača. Ukratko, u 

suspenziju 1  × 107 PBMC (30 μl, u hladnom sorting puferu: PBS  pH 7,2; 2 mM EDTA, 0,5 % BSA), 

je dodato 10 μl blokirajućeg reagensa za Fcγ receptor i 10 μl biotinom obeleženih antitela na antigene 

koji nisu eksprimirani na humanim monocitima a jesu na drugim PBMC. Nakon inkubacije od 5 min 

na 4°C, dodato je 30 μl pufera i 20 μl magnetnih kuglica obloženih anti-biotin antitelima. Nakon 

vezivanja ćelija koje nisu monociti za kuglice, tokom 10 min na 4°C, nevezane ćelije tj. monociti su 

odvojeni na koloni MiniMACS (Miltenuyi Biotech, Cologne, Germany). Kada se kolona, u koju je 

dodata prethodno pripremljena suspenzija ćelija, prisloni uz magnet, monociti, kao nevezane ćelije, 

prolaze kroz kolonu tokom elucije puferom i sakupljaju se, dok ostale ćelije ostaju vezane za magnetne 

kuglice u koloni.   

T ćelije alogenih donora su izolovane iz suspenzije PBMC korišćenjem “Pan T Cel Isolation 

Kit”-a (Miltenyl Biotech, Cologne, Germany), za negativno magnetno sortiranje humanih T ćelija, po 

uputstvu proizvođača. Ukratko, u suspenziju 1 × 107  PBMC (40 μl, u hladnom sorting puferu: PBS  

pH 7,2; 2 mM EDTA, 0.5 % BSA) je dodato 10 μl biotinom obeleženih antitela na antigene CD14, 

CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, i CD235a koji nisu eksprimirani na humanim T 

ćelijama a jesu na drugim PBMC. 

Nakon inkubacije od 5 min na 4°C, dodato je 30 μl pufera i 20 μl magnetnih kuglica obloženih 

anti-biotin antitelima ili sa anti-CD61 antitelom. Nakon vezivanja ćelija koje nisu T ćelije za kuglice, 

tokom 10 min na 4°C, nevezane ćelije tj. T ćelije su odvojene na koloni MiniMACS (Miltenuyi 
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Biotech, Cologne, Germany). Kada se kolona, u koju je dodata prethodno pripremljena suspenzija 

ćelija, prisloni uz magnet, T ćelije, kao nevezane ćelije, prolaze kroz kolonu tokom ispiranja sa 

puferom i sakupljaju se, dok ostale ćelije ostaju vezane za magnetne kuglice u koloni.   

Sortirane ćelije su centrifugirane na 1200 rpm 10 min i resuspendovane u medijumu. Radi 

određivanja vijabilnosti, ćelije su obojene sa 0,1% Tripan plavim razblaženim u PBS-u, koje boji mrtve 

ćelije. Broj ćelija je određen korišćenjem Neubauer-ove komore za brojanje ćelija (Beoco, Hamburg, 

Germany). 

3.7.2. Kultivacija i stimulacija DC  

Kako bi se dobile nezrele DC vršena je kultivacija 2 × 106/2 ml monocita (u pločama sa 6 

bazena, Sarstedt), u kompletnom DC growth medijumu (CellGenix, Freiburg im Breigau, Germany) 

kao i u pristustvu faktora rasta GM-CSF (25 ng/ml, NOVUS biologicals, Centennial, CO, USA) i 

humani rekombinantni IL-4 (25 ng/ml, R&D Systems), tokom tri dana, na  37°C i u prisustvu 5% CO2.  

Četvrtog dana od početka kultivacije ćelije su tretirane sa antigenima T. spiralis ES L1 (50 

μg/ml) ili sa 3 × 107 TsEV/ml (2,5 µg/ml TsEV). Ćelije kultivisane samo u medijumu korišćene su kao 

negativna kontrola.  

Petog dan od početka kultivacije, ćelije koje su prethodno tretirane sa ES L1 ili sa TsEV su 

stimulisane i sa 200 ng/ml LPS poreklom od Escherichia coli (Sigma Aldrich) i sa 20 ng/ml humanog 

rekombinantnog IFN-γ (R&D Systems). Kao pozitivna kontrola korišćene su ćelije koje nisu tretirane 

četvrtog dana sa ES L1 ili TsEV a petog dana su stimulisane sa  LPS/IFN-γ. 

Šestog dana od početka kultivacije DC su sakupljene, pri čemu su supernatanti  izdvojeni za 

dalju analizu citokina (poglavlje 3.10.), dok su ćelije podeljene na one koje će biti podvrgnute 

fenotipskoj karakterizaciji putem protične citometrije (poglavlje 3.9); one koje će biti ko-kultivisane sa 

T limfocitima alogenih donora (poglavlje 3.7.3.), i one koje će biti odmah resuspendovane u 500 µl 

TRIzol reagensa (Thermo Fisher Scientific) i zamrznute na -80°C za PCR analizu (poglavlje 3.7.4.).  

3.7.3. Ko-kultivacija DC sa naivnim T limfocitima 

DC tretirane sa ES L1, TsEV i/ili stimulisane LPS/IFN-γ korišćene su za kultivaciju sa naivnim 

T limfocitima alogenih donora u cilju ispitivanja takvih DC da prezentuju antigene T. spiralis naivnim 

T limfocitima. 

Radi praćenja uticaja tretiranih i/ili stimulisanih DC na proliferaciju T limfocita, T ćelije su 

obleležene fluorescentnom bojom, ko-kultivisane sa DC i analizirane protočnom citometrijom. 

Obeležavanje T ćelija je vršeno CellTrace Far red bojom (Invitrogen Thermo Fisher, Dreieich, 

Germany), po uputstvu proizvođača. Ukratko, 1 × 107 T limfocita resuspendovanih u 750 μl 
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PBS/EDTA je pomešano sa 750 μl Cell Trace Far red boje, razblažene 1:750 u PBS/EDTA i inkubirane 

20 min na 37°C. Nakon toga je dodato 3 volumena RPMI/FCS, suspenzija ćelija je inkubirana 5 min 

na 37°C i potom centrifugirana 1800 rpm 10 min. Ćelije izdvojene u talogu su resuspendovane u 

RPMI/FCS - i zasađene u ploču sa U dnom od 96 bunara sa DC u ukupnom volumenu od 200 µl po 

bunaru. DC i T ćelije su zasađene u odnosu 1:10 (1 × 104 DC i 1 × 105 T ćelija) i 1:20 (0,5 × 104 DC i 1 

× 105 T ćelija). Ćelije su ko-kultivisane pet dana, nakon čega su  sakupljene i isprane sa PBS-om. 

Ćelijama je zatim dodat propidium-jodid, interkalirajući agens koji fluorescira u crvenom delu spektra, 

čime su obeležene mrtve ćelije. Analiza je vršena protočnom citometrijom (BD LSR II, BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA), a rezultati su obrađeni korišćenjem programa FlowJo VX (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Potencijal tretiranih i/ili stimulisanih DC da aktiviraju T ćelije (alostimulatorni potencijal) je 

analiziran nakon ko-kultivacije DC i T ćelija fenotipskom karakterizacijom T ćelija kao i određivanjem 

produkcije citokina. DC (dobijene kako je opisano u poglavlju 3.7.2.) i T ćelije (dobijene kako je 

opisano u poglavlju 3.7.1.), su isprane sa RPMI/FCS i zasađene u ploče od 96 bunara sa U dnom u 

odnosu 1:20 (0,5 × 104 DC i 1 × 105 T ćelija) u ukupnom volumenu od 200 µl po bunaru nakon čega su 

kultivisane šest dana. Trećeg dana je dodat  IL-2 (2 ng/ml; R&D Systems). Poslednjeg dana kultivacije, 

tri sata pre isteka inkubacije, ćelije, u čijim kondicioniranim medijumima je planirano određivanje 

nivoa produkcije citokina, su aktivirane sa 20 ng/ml forbol 12-miristat 13-acetata (engl. phorbol 12-

myristate 13-acetate, PMA), 500 µg/ml kalcijum jonofora (Ca-I), dok je u one ćelije koje su bile 

namenjene za analizu protočnom citometrijom, dodat i monenzin (3 µg/ml), koji sprečava otpuštanje 

citokina. Sve tri supstance su od proizvođača Sigma-Aldrich. Da bi se utvrdila sposobnost DC da 

indukuju diferencijaciju regulatornih T ćelija, one su kultivisane sa T ćelijama alogenih donora u 

odnosu 1:50 (0,2 × 104 DC i 1 × 105 T ćelija) i stimulisane sa 2 ng/ml  IL-2 trećeg dana (R&D 

Systems). Šestog dana ćelije su stimulisane sa PMA, Ca-I, i dodat je  monenzin tri sata pre sakupljanja 

ćelija i analize protočnom citometrijom.  

3.7.4. Izolovanje RNK  

RNK je izolovana iz DC resuspendovanih u 500 µl TRIzol reagensa (poglavlje 3.7.2.).  Uzorci 

su prvo otopljeni, intenzivno vorteksovani, stavljeni na led i nakon toga je dodato u svaki uzorak po 

100 µl hloroforma (Sigma Aldrich). Uzorci su ponovo vorteksovani, centrifugirani na 12000 rpm u 

trajanju od 15 min na 4°C čime su se izdvojile tri faze: donja faza (u kojoj su proteini), vodena faza (u 

kojoj je RNK), i srednja faza (u kojoj je  DNK). Vodena faza je izdvojena i u njoj je precipitacija RNK 

izvršena dodavanjem u svaki uzorak po 600 μl hladnog 70 % etanola (ZORKA Pharma, Šabac, Srbija) 
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nakon čega je DNK uklonjena korišćenjem Ambion DNA-free™ Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Dreieich, Germany), po uputstvu proizvođača. 

3.7.5. Reverzna transkripcija (RT) i polimerazna lančana reakcija u realnom vremenu 

(qPCR) 

RNK koja je izolovana prevedena je u komplementarnu DNK (cDNK) pomoću reakcije 

reverzne transkripcije (RT) korišćenjem komercijalnog kita High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Ukupna RNK izolovana iz DC je korišćena kao matrica 

za RNK-zavisnu DNK polimerazu (enzim reverzna transkriptaza) da bi se sintetisala cDNK. Prvo je 

napravljena smeša u kojoj se nalazila određena koncentracija RNK molekula, nasumični hekasameri i 

sterilna voda bez nukleaza, nakon čega je zagrevana 5 min na 65 °C, da bi se uklonile sekundarne 

strukture RNK i omogućila enzimska reakcija. Zatim su u smešu dodani reakcioni pufer, dNTP smeša, 

RiboLock inhibitor ribonukleaza i enzim reverzna transkriptaza. Reakcioni ciklus obuhvatao je sledeće 

temperaturne uslove: 25 °C tokom 10 minuta, 42 °C tokom 60 minuta, 70 °C tokom 10 minuta. 

Efikasnost reverzne transkripcije proveravana je PCR-om korišćenjem prajmera za konstitutivno 

eksprimirane gene (tzv. housekeeping genes), pri čemu je za humane uzorke korišćen GAPDH gen. 

Ekspresija ciljnih gena detektovana je na aparatu za qPCR (7500 real-time PCR system, Applied 

Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD) pomoću FastGene 2X IC Green Universal ROX (Nippon 

Genetics, Tokio, Japan). Napravljena je smeša za svaki gen koji se ispituje: IC Green, 1 μL Rox low, 1 

μL Forward i 1 μL Reverse prajmera. cDNK je dodavana u volumenu od 2 μL po reakciji po bunarčiću. 

Nakon toga se primenio program u kojem je početna denaturacija podešena na 95 °C tokom 2 minuta, 

denaturacija na 95 °C tokom 5 sekundi, hibridizacija prajmera i elongacija na 60 °C tokom 30 sekundi. 

Svaki uzorak je testiran u tehničkom duplikatu ili triplikatu. Relativna ekspresija target gena 

normalizovana je u odnosu na ekspresiju GAPDH gena, a proračun je urađen korišćenjem 2-ΔΔCt 

metode. Upotrebljeni prajmeri navedeni su u Tabeli 4.. 

 

 

Tabela 4. Lista prajmera koji su korišćeni za umnožavanje cDNK 

Gene  Oligonukleotidne sekvence 5’–3’ Target Reference 

GAPDH_F GTGAAGGTCGGAGTCAACG NM_001357943.2 
NM_001289745.3 

NM_001289746.2 
NM_002046.7 

[223] 

GAPDH_R TGAGGTCAATGAAGGGGTC  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676440496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1675171238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1675059531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519316078
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mTOR_F AGCATCGGATGCTTAGGAGTGG 

 

 

 

XM_054335746.1 

XM_054335745.1 

XM_054335744.1 
XM_011541166.3 

XM_047416724.1 

XM_047416721.1 

NM_001386500.1 

NM_001386501.1 

NM_004958.4 

XM_017000900.1 

[224] 

mTOR_R CAGCCAGTCATCTTTGGAGACC  

SOCS1_F TTCGCCCTTAGCGTGAAGATGG  

NM_003745.2 

[225] 

SOCS1_R TAGTGCTCCAGCAGCTCGAAGA  

SOCS3_F CATCTCTGTCGGAAGACCGTCA NM_001378933.1 
NM_001378932.1 

NM_003955.5 

[226] 

SOCS3_R GCATCGTACTGGTCCAGGAACT  

IDO1_F TGCATCCCAGAACTAGACGTGC  

NM_002164.6 

[227] 

IDO1_R GCCTGATCTCATAGAGTCTGGC  

Ahr_F GTCGTCTAAGGTGTCTGCTGGA 
NM_001621.5 

[228] 

Ahr_R CGCAAACAAAGCCAACTGAGGTG  

RELB_F ATGGCATCGAGAGCAAAC 

 

NM_001411087.1 

XM_047439190.1 

XM_047439189.1 

XM_005259128.3 

NM_006509.4 

[229] 

RELB_R AGAGAAGAAGTCAGGGTCTG  

NFκB2_F CCATGACAGCAAATCTCC 

 

NM_001261403.3 
NM_002502.6 

NM_001322934.2 
NM_001322935.1 
NM_001077494.3 

NM_001288724.1 

[230] 

NFκB2_R TAAACTTCATCTCCACCCC  

 

3.8. Ispitivanje potencijala TsEV da smanje respiratornu alergiju in vivo  

3.8.1. Aplikacija TsEV zdravim miševima 

Da bi se ispitalo kakav efekat TsEV imaju kod zdravih miševa, kao preliminarni eksperiment za 

aplikaciju TsEV u alergijskom modelu, miševima, kod kojih nije indukovana alergija, TsEV su 

intranalazno (i.n.) aplicirane u količini 0,5 × 10⁸ TsEV/30 μl (istoj koja je kasnije korišćena u 

terapijskom modelu) u toku šest uzastopnih dana (grupa “TsEV”, Slika 7A). 

Kontrolna grupa za ovaj eksperiment su bili miševi kod kojih nije indukovana alergija a koji su 

i.n. primili PBS umesto TsEV (grupa “PBS”, Slika 7A).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2462507405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2462507403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2462507401
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217266131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217266129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217266127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1895976007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1895975993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1653961062
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1034557342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1919270904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1820735736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1820735728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1820735725
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519245059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519311823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2288627376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217322334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217322332
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2217322331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519246411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676439977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676318082
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1552482508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1019366639
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=570359565
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=570359558
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3.8.2. Indukcija respiratorne alergije kod BALB/c miševa i tretman sa TsEV 

Respiratorna alergija na ovalbumin (OVA), je indukovana kod BALB/c miševa putem 

intraperitonealne (i.p.) injekcije suspenzije od 150 µl koja sadrži 10 µg (Sigma Aldrich) i 67% (v/v) 

aluminijum hidroksid gela (alum) (Alu-Gel-S Suspension; Serva Electrophoresis, Heidelberg, 

Germany), 1. i 14. dana eksperimenta (dani senzitizacije na OVA). Tokom 22. - 24. dana (dani 

stimulacije alergijskog odgovora) miševima je i.n. aplicirano 100 µg OVA u 30 µl PBS po mišu (Slika 

7). 

Kontrolna grupa (grupa “Kontrola”) je primila i.p. PBS sa alumom 1. i 14. dana, dok je od 22. - 

24. dana primila i.n. PBS. 

3.8.3. Ispitivanje potencijala TsEV da smanje respiratornu alergiju 

Ispitivanje potencijala TsEV da smanje respiratornu alergiju je vršeno u dva modela primene: 

ko-aplikacionom i terapijskom modelu (Slika 7B). 

U ko-aplikacionom modelu (grupa “Ko-aplikacija”), miševima je i.n. aplicirano 0.5 × 10⁸ TsEV 

u 30 μl 30 minuta pre senzitizacije OVA-om, 1. i 14. dana, kao i pre svakog intranazalnog davanja 

OVA tokom dana stimulacije alergijskog odgovora (dani 22.-24.). Ukupna količina TsEV koju je jedan 

miš primio u ko-aplikacionom modelu iznosila je 2,5 × 10⁸ / 150 µl.  

U terapijskom modelu (grupa “Terapija”), miševima je i.n. dato 0,5 × 10⁸ TsEV u 30 μl od 19. - 

21. dana, kao i tokom dana stimulacije alergijskog odgovora, 30 min pre i.n. davanja OVA. Ukupna 

količina TsEV koju je jedan miš primio u terapijskom modelu iznosila je 3 × 10⁸ / 150 µl. 

U svim eksperimentima, pre svakog i.n. davanja miševi su anestezirani sa 5% (v/v) izofluranom 

(Vetflurane, gaseous anesthetic, Virbac, Carros, France) uz prisustvo protoka vazduha 3 L/min 

korišćenjem R650-IE Veterinary Anesthesia Machine (RWD, Guangdong, China). Svi miševi u svim 

eksperimentima su žrtvovani dva dana nakon poslednjeg i.n davanja nakon čega su prikupljeni krv, 

bronhoalveolarni lavaž i izolovani pluća i slezina.  
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Slika 7. Shema dizajna eksperimenata indukcije respiratorne alergije kod miševa i primene različitih tretmana 

TsEV. (A) TsEV tretman na zdravim miševima: Miševi su šest uzastopnih dana primali i.n. 0.,5 × 10⁸ TsEV (TsEV grupa) 

ili samo PBS (PBS grupa). (B) Miševi su senzitizovani i.p. aplikacijom sa 100 ug OVA 1. i 14. dana i zatim su primili i.n. 

OVA od 22. do 24. dana (Alergije grupa). Kontrolna grupa je umesto OVA primila  PBS. Miševi na kojima su testirana dva 

modela tretmana TsEV su imali isti način indukcije alergije samo što je grupa miševa na kojoj je praćen ko-aplikacioni 

model 1. i 14. dana dobila 0,5 × 10⁸ TsEV i.n. pre aplikacije OVA i.p i zatim od 22. do 24. dana dobila 0,5 × 10⁸ TsEV i.n. 

pre aplikacije OVA i.n. Grupa miševa na kojima je praćen terpijski model je dobila 0,5 × 10⁸ TsEV i.n. od 19. do 21. dana i 

30 minuta pre aplikacije OVA i.n. od 22. do 24. dana.  

 

3.8.4. Karakterizacija ćelija prisutnih u bronhoalveolarnom lavažu  

Za prikupljanje bronhoalveolarnog lavaža (BAL), pluća miševa su dva puta isprana sa po 500 

µl hladnog PBS-a. Sakupljena tečnost je centrifugirana na 300 × g, 5 minuta, pri 4°C, nakon čega su 

talozi resuspendovani u PBS-u. Iz suspenzije je izdvojeno 5 × 10⁴ ćelija koje su postavljene na 

mikroskopske pločice centrifugiranjem pri 800 × g, 5 minuta. Pločice su zatim ostavljene da se osuše 

na sobnoj temperaturi i obojene hematoksilin-eozinom (H&E), što će biti detaljno opisano u poglavlju 

3.8.6. Ćelije su analizirane korišćenjem Tissue FAXSi Plus sistema, a brojanje je obavljeno u Tissue 
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FAXS viewer softveru (oba TissueGnostics, Vienna, Austria). Na svakoj pločici je izbrojano najmanje 

150 ćelija, uključujući makrofage, eozinofile, limfocite i neutrofile. 

3.8.5. Priprema tkiva pluća za histološku analizu 

Plućno tkivo je izolovano iz donjeg režnja pluća miša i fiksirano u 7,5% formaldehidu (SAV 

Liquid Production, Flintsbach, Germany). Nakon 24 sata tkivo je isprano u PBS-u, a zatim podvrgnuto 

procesu dehidratacije kroz seriju rastvora alkohola rastuće koncentracije: 70% alkohol (2 h), 96% 

alkohol (24 h, ponovljeno dva puta), 99,8% alkohol (24 h, ponovljeno tri puta). Nakon toga, tkivo je 

inkubirano u rastvorima ksilola i alkohola u sledećim odnosima: 2/3 99,8% alkohola i 1/3 ksilola (20 

min), 1/3 99,8% alkohola i 2/3 ksilola (20 min) (svi Zorka Pharma, Šabac, Srbija), te u čistom ksilolu 

tri puta po 10 minuta. Nakon završene dehidratacije, tkivo je parafinizovano inkubacijom u parafinu 

približno 12 sati, a zatim je izvršeno kalupljenje. Kalupi su postavljeni na hladnu ploču (temperatura 

između -10°C i -12°C) kako bi se parafin očvrsnuo i mogao biti uklonjen iz kalupa. Tkivo je sečeno 

mikrotomom BioBase BK-2218 BK-2268 (Biobase, Shandong, China) na preseke debljine 3 µm, pri 

čemu su obuhvaćene četiri različite dubljine tkiva, s razmakom od 60 µm između prvog i poslednjeg 

isečka. Tako pripremljeni uzorci korišćeni su za bojenje hematoksilin-eozinom i perjodatnom 

kiselinom i Šifovim reagensom (engl. Periodic Acid-Schiff, PAS) (oba Sigma-Aldrich). Pre bojenja, 

tkivo je deparafinizovano inkubacijom u ksilolu (15 min), a zatim rehidrirano kroz seriju rastvora 

alkohola opadajuće koncentracije (99,8%, 96% i 70%, po 5 min svaki), nakon čega je isprano u dH20. 

3.8.6. Određivanje prisustva inflamatornih ćelija i mukusa u plućima 

Preparati sa presecima pluća bojeni su sa H&E ili sa PAS. Hematoksilin boji jedra ćelija, dok 

eozin boji citoplazmu, a PAS metodom se prikazuje prisustvo mukusa u i oko peharastih ćelija. 

Svi koraci vršeni su uranjanjem pločica u odgovarajuće pufere u plastičnim posudama za 

histološka bojenja (LabSphere, New Hampshire, USA). Za bojenje sa H&E pločice su prvo isprane sa 

dH20 5 min, nakon čega su inkubirane sa hematoksilinom 3 min. Ispiranje pločica je vršeno 

potapanjem 10-15x u vodi iz česme nakon čega su isprane i potapanjem dH20 2 min. Pločice su zatim 

inkubirane u eozinu 5 min nakon čega je pponovljen proces ispiranja pločica sa vodom iz česme i sa 

dH20. Pločice su zatim dehidrirane u procesu potapanja u 96% alohol 40 sekundi nakon čega su 

potopljene u ksilol 15 min. 

Za bojenje sa PAS pločice su ispranje u dH20 5 min nakon čega su potopljene u perjodatnu 

kiselinu 10 min. Pločice su isprane potapanjem u dH20 nakon čega su inkubirane u Šifovom reagensu 

30 min. Pločice su isprane potapanjem u vodu iz česme 10 min nakon čega su isprane još i sa dH20 5 

min. Nakon toga na pločice je naneto 10 µl/preseku hematoksilina razblaženog u dH20 u odnosu ¼ koji 



53 
 

je stajao na pločicama 10 sekundi. Pločice su na kraju dehidrirane potapanjem u 96% alkohol 20 

sekundi nakon čega su potopljene u ksilol 15 min. Sve pločice su nakon H&E ili PAS bojenja 

montirane nanošenjem 10 µl/preseku Canada balzama (Sigma-Aldrich) i stavljanjem pokrovnog stakla 

na pločicu čime su pripremljene za mikroskopsko posmatranje. 

Preseci tkiva analizirani su svetlosnim mikroskopom Olympus IX73 (Olympus Optical Co., 

GmbH, Germany) i fotografisani pri uvećanjima od 20× i 40×. Procena prisustva inflamatornih ćelija i 

mukusa vršena je prema kriterijumima definisanim u radu Zeiss et al. (2015). Za procenu inflamacije u 

peribronhijalnim i perivaskularnim regijama korišćeni su sledeći parametri: 

    0 – nema inflamacije 

    1 – mali broj inflamatornih ćelija 

    2 – sloj od 1–4 inflamatorne ćelije 

    3 – sloj od 4–10 inflamatornih ćelija 

    4 – sloj od više od 10 inflamatornih ćelija 

 

Za PAS bojenje primenjen je sledeći kriterijum za procenu količine mukusa i prisustva peharastih ćelija 

u epitelu: 

    0 – nema izraženih peharastih ćelija 

    1 – mala količina mukusa, do 1/3 epitela sadrži peharaste ćelije 

    2 – umerena količina mukusa, 1/3–2/3 epitela sadrži peharaste ćelije 

    3 – visoka količina mukusa, više od 2/3 epitela sadrži peharaste ćelije 

 

3.8.7. Izolovanje i gajenje ćelija iz pluća 

Miševi su žrtvovani mešavinom ketamina 80-100 mg/kg i ksilazina 5-10 mg/kg 

intraperitonealnom injekcijom 100 µl  po životinji, 48 sati nakon poslednjeg intranazalnog davanja. 

Nakon prikupljanja BAL, pluća su aseptično uklonjena, usitnjena skalpelom i inkubirana 1 h na 37°C 

5% CO₂ u 2 ml RPMI 1640, uz dodatak 100 μg/ml gentamicina (Carl Roth, Lauterbourg, France) i 

enzima 50 µg/ml Liberase TL (Roche, Mannheim, Germany) i 500 μg/ml DNaze (Sigma-Aldrich). 

Nakon inkubacije, tkivo je protisnuto kroz mrežicu sa porama promera 70 μm. Eritrociti su uklonjeni iz 

taloga inkubiranjem u 3 ml hemolizina 5 min. Reakcija hemolize je zaustavljena dodavanjem i 

centrifugiranjem u RPMI/10%FCS sa 100 μg/ml gentamicina. 
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Jedan deo ćelija (4 × 10⁶/ml) resuspendovan je u RPMI/10%FCS sa gentamicinom i izdvojen je 

za površinsko i unutarćelijsko bojenje i stimulisan sa 20 ng/ml PMA, 500 ng/ml Ca-I i 2 μM 

monenzina tokom 4 sata na 37°C u atmosferi sa 5% CO₂. 

Drugi deo ćelija resuspendovan je u RPMI sa 10% FCS, 100 μg/ml gentamicina, 2 mM 

merkaptoetanola i 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich), nakon čega su zasađene u koncentraciji 5 × 

10⁶/ml u ploče za ćelijsku kulturu sa 96 bunara i U-dnom (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Ove ćelije 

su gajene u prisustvu specifičnog stimulusa (100 μg/ml OVA) ili samo u medijumu na 37°C sa 5% 

CO₂. 

Dodatno su izdvojene plućne ćelije iz grupe miševa kod kojih je indukovana alergija i 

kultivisane 1h uz stimulaciju sa 100 μg/ml OVA nakon čega su tretirane sa 3 × 10⁷ TsEV/ml. Nakon 72 

sata, svi supernatanti su sakupljeni i sačuvani za određivanje koncentracije citokina. 

3.8.8. Izolovanje i gajenje ćelija iz slezine 

Slezine miševa su aseptično uklonjene, zatim protisnute kroz metalnu mrežicu sa porama 

promera 100 μm, a dobijena suspenzija ćelija je filtrirana kroz mrežicu od 70 μm u RPMI sa 10% FCS. 

Suspenzija je nanešena na 4 ml površinskog sloja gradijenta Hystopaque-1077 nakon čega su uzorci 

centrifugirani na 4000 rpm 30 min. Sakupljen je srednji sloj mononuklearnih ćelija koje su zatim 

isprane sa RPMI/10% FCS centrifugiranjem 1800 rpm 10 min. Eritrociti su uklonjeni iz taloga 

inkubiranjem u 3 ml hemolizina 5 min. Reakcija hemolize je zaustavljena dodavanjem i 

centrifugiranjem u RPMI/10%FCS. 

Splenociti su gajeni pod istim uslovima kao plućne ćelije. Kultivisano je 5 × 10⁶ ćelija/ml u 

pločama sa 96 bunara, uz dodatnu stimulaciju sa OVA ili bez (gajene samo u medijumu).  

Splenociti namenjeni za površinsko i unutarćelijsko bojenje resuspendovani su u 

RPMI/10%FCS sa 100 μg/ml gentamicina (4 × 10⁶ ćelija/ml) i stimulisani sa PMA, Ca-I i monenzinom 

(u koncentracijama navedemim kao u poglavlju 3.8.7) tokom 4 h na 37°C sa 5% CO₂.  

Drugi deo splenocita resuspendovan je u RPMI sa 10% FCS, 100 μg/ml gentamicina, 2 mM 

merkaptoetanola i 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich), nakon čega su ćelije zasađene u koncentraciji 5 

× 10⁶/ml u ploče za ćelijsku kulturu sa 96 bunara i U-dnom (Sarstedt). Ove ćelije su gajene u prisustvu 

specifičnog stimulusa (100 μg/ml OVA) ili samo u medijumu na 37°C sa 5% CO₂. 

Dodatno su izdvojene plućne ćelije iz grupe miševa kod kojih je indukovana alergija i 

kultivisane 1h uz stimulaciju sa 100 μg/ml OVA nakon čega su tretirane sa 3 × 10⁷ TsEV/ml. Nakon 72 

sata, svi supernatanti su sakupljeni i sačuvani za određivanje koncentracije citokina. 
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3.8.9. Određivanje nivoa OVA specifičnih antitela u serumu 

Krv je sakupljena iz vene na obrazu miševa u tri različita vremena: na početku eksperimenata 

(0. dan), pre dana stimulacije alergijskog odgovora (21. dan) i na dan žrtvovanja (26. dan). Serum je 

izolovan centrifugiranjem krvi u Microtainer SST epruvetama (BD Biosciences) pri 10,000 x g tokom 

5 minuta, zatim je sakupljen i čuvan na −20°C do određivanja koncentracija OVA-specifičnih IgE, 

IgA, IgG1 i IgG2a antitela. Za detekciju antitela, 5 μg/ml OVA u volumenu 100 µl/bunaru je naneseno 

na ploče sa 96 bunara i inkubirano preko noći na 4°C. Sledećeg dana ploče su isprane 3 puta sa 

PBS/0.05% Tween-om (PBS-T) i blokirane sa 1% BSA/PBS-T, 2 sata na 37°C. Nakon blokiranja, BSA 

je uklonjen, a dodato je 100 µl/bunaru  seruma  razblaženih  u 0,5% BSA/PBS-T (1:10 za određivanje 

IgE, 1:10 za IgA, 1:2000 za IgG1, i 1:500 za IgG2a) i inkubirano 2 sata na sobnoj temperaturi. Ploče 

su zatim isprane 3 puta sa PBS-T, i dodata su prečišćena pacovska anti-miš antitela [anti-IgE (R35-72), 

anti-IgA (C10-1), anti-IgG1 (A85-1), anti-IgG2a (R19-15)] (BD Biosciences), razblažena 1:500 u 

0,5% BSA/PBS-T i inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon toga, ploče su ponovo isprane sa 

PBS-T i inkubirane 2 sata na sobnoj temperaturi sa HRP-konjugovanim mišjim anti-pacovskim IgG 

antitelima (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc, Ely, UK), razblaženim 1:2000 u 0,5% 

BSA/PBS-T. Nakon još jednog ispiranja sa  PBS-T, dodat je TMB substrat. Reakcija je zaustavljena 

nakon razvijanja boje dodavanjem 0,18 M H2SO4, a optička gustina (engl. optical density, O.D.) je 

merena na talasnoj dužini od 405 nm pomoću TECAN Spark 10M čitača za ploče (Tecan Trading AG, 

Männedorf, Switzerland). 

3.9. Fenotipska karakterizacija ćelija protočnom citometrijom 

Analiza ekspresije površinskih i intracelularnih markera na humanim i mišjim ćelijama 

sprovedena je primenom protočne citometrije (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS), nakon 

vezivanja fluorescentno obeleženih antitela na specifične antigene za njih.  

U prvom koraku ćelije (2 x 105 humanih i 4 x 105 mišjih po uzorku) su isprane u puferu za 

FACS (PBS sa 1% BSA i 0,01 % NaN3), centrifugiranjem na 1500 rpm, 10 minuta na 4°C. Za 

blokiranje Fcγ receptora na humanim ćelijama je korišćen Fc blokator (BD Biosciences), specifičan za 

humani Fcγ receptor. Mišje ćelije inkubirane sa 2 % rastvorom normalnog seruma miša u PBS-u, u 

trajanju od 30 min na 4°C. Nakon ovog koraka, sledilo je još jedno ispiranje u puferu za FACS. Ćelije 

su potom inkubirane sa antitelima protiv površinskih markera 30 minuta na 4°C. 

Korišćena su sledeća direktno konjugovana antitela za karakterizaciju humanih DC: anti-CD40-

Alexa Fluor 488 (AF488)  (5C3); anti-CCR7-Phycoerythrin (PE) (G043H7); anti-CD86-Peridinin 

Chlorophyll Protein/Cyanine5.5 (PerCP/Cy5.5) (BU63); anti-Ig-like transcript (ILT)3-Peridinin 
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Cyanine 7 (PerCy7) (ZM4.1); anti-CD83-Alexa Fluor 700 (AF700) (HB15e) i anti-HLA-DR-

Allophycocyanin/Cyanine7 (APC-Cy7) (L243) (BioLegend). 

Fenotip T ćelija iz ko-kulture je utvrđen korišćenjem sledećih antitela na površinske markere: 

anti-CD127-PE (A019D5); anti-CD25-PerCP/Cy5.5 (BC96); anti-CD8-PECy7 (SK1); anti-CD4-

AF700 (A161A1) (BioLegend).  

Za karakterizaciju mišjih ćelija korišćena su sledeća antitela na površinske markere: anti-Ly6G-

AF488 (RB-68C5) (Invitrogen Thermo Fisher Dreieich, Germany); anti-CD3- Fluorescein 

Isothiocyanate (FITC) (17A2) (BioLegend);  anti-CD4-FITC (GK1.5) (Sony Biotechnology, San Jose, 

CA, USA); anti-MHC class II (I-A)-PE (NIMR-4) (eBioscience, San Diego, CA, USA); anti-CD19-PE 

(QA17A27); anti-CD45-PE-Dazzle 594 (30-F11); anti-Ly6C-PerCP/Cy5.5 (BioLegend); anti-CD8a- 

Peridinin Cyanine 5 (PerCy5) (53-6.7); anti-CD11b-PerCy7 (M1/70) (Invitrogen); anti-TCRβ-PerCy7 

(H57-597) (BioLegend); anti-CD103-Allophycocyanin (APC) (2E7) ( BioLegend); anti-CD49b-APC 

(DX5) (MACS Miltenyi Biotec, Cologne, Germany); anti-CD107 (SiglecF)-AF700 (1RNM44N) 

(Invitrogen) i anti-CD11c- APC-Cy7 (N418) (BioLegend). 

Pre intracelularnog bojenja, ćelije su inkubirane u puferu za fiksaciju ćelija, 80 µl/uzorku 

(BioLegend), 15 min uz vorteksovanje, nakon čega su isprane sa puferom za permabelizaciju ćelija 

400 µl/uzorku (BioLegend) u kojem je rađen ceo postupak intracelularnog bojenja.  

Antitela za intacelularno bojenje humanih ćelija obuhvataju: anti-IL-10-PE (JES3-13F1); anti-

TGF-β-PeCy7 (S20006A) (BioLegend); anti-IL-12p40/p70-PE (20C2) (BD Biosciences) i anti-

indolamine 2,3 dioxygenase (IDO)-1-APC (700838) (R&D systems).  

Za intracelularno bojenje humanih T ćelija korišćena su: anti-IFN-γ-FITC (L243) (Sony 

Biotechnology, San Jose, CA, USA); anti- Foxp3-FITC (236A/E7) (Thermo Fisher Scientific); anti-IL-

4-PE (8D4-8) (eBioscience); anti-TGF-β-PeCy7 (S20006A) (BioLegend) i anti-IL-10-PE (JES3-19F1) 

(BioLegend).   

Za ćelije pluća i slezine miševa korišćena su sledeća antitela za intracelularno bojenje: anti-IL-

17-PE (eBio17B7) (eBioscience); anti-IL-4-Biotin (BVD6-24G2) (eBioscience); anti-IL-10-Biotin 

(JES5-2A5) (eBioscience); anti-LAP (TGF-β)-PE (TW7-16B4) (BioLegend), anti-IFN-γ-APC 

(XMG1.2) (BioLegend) i anti-Foxp3-PE-Cy5 (376209) (R&D systems).  

Kako bi se detektovale ćelije za koja su vezana biotinilizovana antitela, mišje ćelije su dodatno 

inkubirane sa APC-Cy Streptavidin-om 1:400 (BioLegend), 30 min na 4°C.  

Da bi se utvrdilo nespecifično bojenje korišćene su sledeće izotipske kontrole: IgG1 negativna 

kontrola-FITC (P3.6.2.8.1), IgG1 negativna kontrola l-PE (P3.6.2.8.1), IgG1κ negativna kontrola -

PerCP (MOPC-31C), IgG1 negativna kontrola -PECy7 (P3.6.2.8.1), IgG1 negative control-APC 
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(P3.6.2.8.1) (sve eBioscience), IgG1κ negative control-AF700 (MOPC-21) (BioLegend) i IgG1 

negativna kontrola-APCCy7 (MOPC-21) (Abcam, Cambridge, UK).  

Utvrđivanje vijabilnosti ćelija, odnosno isključivanje mrtvih ćelija tokom FACS analize,  je 

vršeno na osnovu obeležavanja humanih ćelija bojom Fixable Viability Stain 620 (FVS) (BD 

Bioscience) a  mišjih ćelija GloCell Fixable Viability Dye Red 780 (GloCell) 

Preklapanje signala između kanala je kompenzovano na početku analize, korišćenjem ćelija 

obeleženih pojedinačnim antitelima, a nespecifična fluorescencija je određena korišćenjem 

odgovarajućih izotipskih negativnih kontrola. Analiza fenotipa je vršena na BD LSR II protočnom 

citometru (BD Biosciences) dok su rezultati analizirani uz pomoć FlowJoVX (BD Biosciences). 

3.10. Određivanje koncentracije citokina ELISA testa  

Supernatanti humanih DC analizirani su na prisustvo citokina IL-10, IL-12p40/p70 i TGF-β, 

dok su supernatanti humanih T ćelija testirani na IL-4, IL-10, IFN-γ i TGF-β. Detekcija je izvršena 

korišćenjem komercijalnih DuoSet sandwich ELISA testova u skladu sa uputstvima proizvođača (R&D 

Systems).  

Citokinski profili mišjih ćelija pluća i slezine, uključujući IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 i IFN-γ, 

određeni su iz supernatanata kultura ovih ćelija, primenom komercijalnih Ready-SET-Go! ELISA 

testova (eBioscience), prema uputstvima proizvođača.  

3.11. Statistička obrada podataka 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± strandardna devijacija (SD) duplikata kultura, 

četiri nezavisna eksperimenta sa humanim ćelijama i tri nezavisna eksperimenta sa mišjim ćelijama.  

Statistička obrada je rađena na programu GraphPad Prism 8.0.1 for Windows (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Shapiro-Wilk test je korišćen za određivanje normalnosti distribucije 

na osnovu koje je odabran parametarski ili neprametarski test. Za analizu razlike između različitih 

tretmana kultura humanih ćelija i za analizu fenotipskih karakteristika ćelija miševa korišćena je 

jednofaktorska analiza varijanse (engl. analysis of variance, ANOVA) praćena Tukey testom za 

višestruka poređenja. U slučaju da raspodela podataka nije imala normalnu distribuciju korišćen je 

Kruskal-Wallis test. Za poređenje fenotipa ćelija miševa tretiranih sa TsEV i netretiranih kontrola 

korišćen je Student T test kao i za poređenje fenotipa mišjih ćelija stimulisanih sa OVA i ćelija 

stimulisanih sa OVA+TsEV. U analizi supernatanata ćelija miševa i u analizi seruma miševa iz više 

vremenskih tačaka korišćena je dvofaktorska analiza varijanse praćena Tukey testom za višestruka 

poređenja. Vrednost parametara p manja od 0,05 je smatrana statistički značajnom. 
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4.1. Karakterizacija TsEV  

4.1.1. Morfologija, veličina i koncentracija TsEV 

Kako bi se ispitala veličina i morfološke karakteristike ekstracelularnih vezikula, TsEV 

izolovane iz ES L1 produkata analizirane su transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). Ova 

analiza je potvrdila prisustvo čestica nalik EV (Slika 8A). Partikule su okruglog, konkavnog oblika i 

visoke propustljivosti za elektrone, što je u skladu s prethodnim istraživanjima [213]. 

Analiza praćenja nanočestica (NTA) pokazala je da je koncentracija TsEV 7,8 × 10¹⁰ 

partikula/ml (ukupan broj 7,8 × 10⁹ u 100 µl), dok je njihova prosečna veličina iznosila 156 ± 74 nm. 

Profil raspodele broja čestica po njihovoj veličini ukazuje na heterogenost populacije vezikula tj. 

prisustvo subpopulacija vezikula različitih veličina (Slika 8B). 

 

4.1.2. Glikozilacija TsEV 

Glikozilacija TsEV analizirana je korišćenjem biljnih lektina, koji specifično prepoznaju i 

vezuju određene gliko-epitope. Ova analiza je pokazala reaktivnost sledećih lektina sa TsEV: ConA 

(koji primarno vezuje trimanozilno jezgro glikana visoko-manoznog tipa), WGA (koji primarno vezuje  

ponovke N-acetil glukozamina (N-acetyl glucosamine, GlcNAc) a može prepoznavati i N-acetil 

neuraminsku kiselinu (sijalinsku kiselinu) na neredukujućem kraju glikana), WFA (koji vezuje GalNAc 

vezane β1-4 vezom za GlcNAc ili terminalne β-GalNAc), AAA (koji se primarno vezuje za fukozu 

vezanu α1-6 za GlcNAc u jezgru kompleksnih glikana) kao i vezivanje za receptor DC-SIGN (koji se 

specifično vezuje za visoko-manozni tip glikana). Vezivanje ovih lektina je bilo dozno zavisno, što 

govori o specifičnosti vezivanja. Takođe, ovo vezivanje je bilo onemogućeno u prisustvu inhibitornih 

šećera, što govori o lektin-glikan interakcijama. S druge strane, lektini PHA (koji vezuje bianternarne 

glikane sa bisektnim GlcNAc i kao i tri- i tetra-antenarne strukture), HPA (koji vezuje terminalne 

GlcNAc i GalNAc, karakteristične za O-glikanske lance), RCA (koji vezuje terminalni N-acetil 

laktozamin tipa 2, tj. terminalnu galaktozu vezanu β1-4 vezom za GlcNac) i UEA (koji vezuje 

fukozilovane lance glikana, u kojima je fukoza vezana α1-2 vezom), nisu pokazali reaktivnost prema 

TsEV (Grafik 1.).  
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Slika 8. Određivanje morfoloških karakteristika TsEV i njhove veličine. (A) Rezultati merenja sa elektronskim 

mikroskopom ukazuju da su TsEV konkavnog oblika i da su velike propustljivosti za elektrone. (B) Analiza nanočestica 

ukazuuje da su TsEV imaju prosečnu veličinu od 156 ± 74 nm i koncentraciju od 7,8 × 10¹⁰ p/ml. 
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Grafik 1. Glikanski profil TsEV. TsEV su imobilisane na čvrstoj fazi u rastućim koncentracijama (3 × 105 TsEV/bun, 6 × 

105 /bun, 3 × 106 /bun i 3 × 107 /bun)  nakon čega su inkubirane sa konjugovanim lektinima (ConA, WFA, WGA, AAA, 

DC-SIGN, HPA, PHA, RCA i UEA) sa ili bez prisustva odgovarajućih inhibitornih šećera (ConA+MetMan, 

WFA+GalNAc, WGA+GlcNAc, AAA+Fuc, DC-SIGN+MetMan, HPA+GalNAc, PHA+Gal, RCA+Gal i UEA+Fuc). 

Vrednosti su kvantifikovane merenjem absorbance na 450 nm sa korekcijom na 570 nm (engl. optical density, OD). 

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SD iz tri nezavisno izvedena eksperimenta. 

 

 

 

 

 

 



62 
 

4.2. TsEV pokazuju imunomodulatorne efekate u modelu humanih DC in vitro  

4.2.1. TsEV utiču na diferencijaciju i sazrevanje DC  

Diferencijacija ćelija praćena je analizom ekspresije površinskih markera sazrevanja, 

citokinskog profila i promenom funkcionalnih karakteristika, odnosno sposobnosti tretiranih DC da 

polarizuju alogene CD4 T limfocite. Kako bismo ispitali uticaj TsEV na sazrevanje DC, ćelije su 

tretirane sa TsEV četvrtog dana kulture, a zatim su petog dana stimulisane inflamatornim koktelom 

LPS/IFN-γ (koji dovodi do potpunog sazrevanja DC) tokom 24h ili je ovaj inflamatorni tretman 

izostavljen. Kao pozitivna kontrola za diferencijaciju tolerogenog fenotipa DC korišćene su ćelije 

tretirane sa ES L1. Analiza ekspresije markera sazrevanja na DC nakon tretmana sa TsEV nije pokazala 

značajne promene u ekspresiji HLA-DR, CD86 i CD40 molekula (Grafik 2A), slično kao i kod DC 

tretiranih sa ES L1. Sa druge strane oba tretmana su uticala na značajno povećanje ekspresije CD83, 

dok je tretman sa TsEV uticao i na značajno povećanje ekspresije CCR7 na DC. Ovi rezultati ukazuju 

da tretman sa TsEV slično kao i tretman sa ES L1, indukuje nastanak DC delimično zrelog fenotipa. 

DC stimulisane samo sa LPS/IFN-γ ispoljavale su povećanu ekspresiju svih površinskih 

markera (HLA-DR, CD83, CD86, CD40 i CCR7), što je očekivano za zreli fenotip DC nakon izlaganja 

inflamatornom stimulusu (Grafik 2A). Nasuprot tome, DC prethodno tretirane TsEV ili ES L1 

produktima pokazale su slabiju ekspresiju markera sazrevanja čak i nakon stimulacije LPS/IFN-γ, pri 

čemu je ovaj efekat bio naročito izražen kod markera CD83, CD40 i CCR7. Ovi rezultati potvrđuju da 

TsEV, slično ES L1 produktima, utiču na sposobnost maturacije DC.  

Tolerogeni potencijal DC analiziran je praćenjem ekspresije tolerogenih markera IDO-1 i ILT3 

[231,232]. Pod uticajem TsEV kao i ES L1 produkata, zabeležen je i značajan porast ekspresije ILT3 u 

poređenju sa kontrolnim netretiranim DC, dok je kod IDO-1 markera primećen samo trend porasta 

ekspresije iako bez statističke značajnosti (Grafik 2B). Stimulacija nezrelih DC pomoću LPS/IFN-γ 

dovela je do značajnog porasta ekspresije ILT3. Međutim, kod DC prethodno tretiranih sa TsEV ili ES 

L1 produktima, a zatim stimulisanih sa LPS/IFN-γ, ekspresija ILT3 ostala je nepromenjena u 

poređenju sa ćelijama tretiranim samo sa LPS/IFN-γ. I ekspresija IDO-1 je značajno porasla nakon 

stimulacije LPS/IFN-γ kod DC tretiranih TsEV i ES L1 produktima u odnosu na netretirane ćelije 

(Medijum), pri čemu nije primećena statistički značajna razlika između ova dva tretmana. 
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Grafik 2. Uticaj TsEV na ekspresiju površinskih markera dendritskih ćelija. Naivne DC su tretirane sa ES L1 

produktima (50 µg/ml) ili sa TsEV (2.5 µg/ml tj. 3 × 107 p/ml) četvrti dan nakon sađenja ćelija. Nakon 24h, ove ćelije su 

dodatno tretirane sa LPS/IFN-γ nakon čega su sakupljene i analizirane protočnom citometrijom. Netretirane ćelije 

kultivisane samo u medijumu su korišćene kao negativna kontrola (Medijum). Rezultati markera HLA-DR, CD86 i CD40 

su prikazani kao medijana fluorescentnog intenziteta (MFI) dok su rezultati markera CD83, CCR7 (A), ILT3 i IDO (B) 

prikazani kao procenat ekspresije (%). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD iz četiri nezavisno izvedena 

eksperimenta. Statistička značajnosti je predstavljena kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.0001 kada se 

vrednosti porede sa kontrolom (Medijum) ili kada se vrednosti tretmana uporede međusobno što je utvrđeno primenom 

jednofaktorske analize varijanse praćenom sa Tukey testom za višestruka poređenja.  

Funkcionalna karakterizacija DC praćena je intracelularnim bojenjem IL-12, IL-23, IL-10 i 

TGF-β citokina i određivanjem njihove koncentracije u supernatantima DC (Grafik 3.). Rezultati obe 
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analize pokazali su da stimulacija DC sa TsEV ne utiče na otpuštanje citokina IL-12, koji podstiče 

diferencijaciju IFN-γ-produkujućih Th1 ćelija [2], niti IL-23, koji stimuliše ekspanziju Th17 ćelija 

[233] u poređenju sa kontrolnim netretiranim DC. Antitelo koje se koristi za merenje intracelularne 

ekspresije IL-12p40/p70 prepoznaje p40 subjedinicu prisutnu u oba citokina, IL-12 i IL-23 [234] zbog 

čega je grafik koji prikazuje intracelularnu ekspresiju IL-12p40/p70 (Grafik 3A) korišćen za 

interpretaciju intracelularne ekspresije IL-12 i IL-23 citokina. Ovi rezultati ukazuju da TsEV, kao i ES 

L1, ne podstiču otpuštanje IL-12 i IL-23 citokina iz DC (Grafik 3A i B). Nasuprot tome, TsEV i ES L1 

produkti su značajno povećali procenat TGF-β+ i IL-10+ DC (Grafik 3A) i podigli nivo koncentracije 

IL-10 i TGF-β citokina u supernatantima DC kultura, u odnosu na netretirane kontrolne DC (Grafik 

3B). 

DC prethodno stimulisane sa TsEV ili ES L1 produkti zadržale su funkcionalnu stabilnost 

uprkos prisustvu inflamatornog stimulusa (izlaganje LPS/IFN-γ). Pored uticaja na markere maturacije, 

tretman TsEV, kao i tretman ES L1 produktima, uticao je da se održi niska intracelularna ekspresija i 

produkcija inflamatornih citokina IL-12 i IL-23, čak i nakon LPS/IFN-γ stimulacije. Nasuprot tome, 

stimulacija netretiranih DC pomoću LPS/IFN-γ uticala je na značajno povećanje ekspresije i 

produkcije ovih citokina, što je očekivano za DC koje sazrevaju pod uticajem inflamatornog stimulusa 

(Grafik 3B).  

U neinflamatornim uslovima, DC tretirane sa TsEV su imale značajno više nivoe 

intracelularnog IL-10 u odnosu na netretirane DC, dok u inflamatornim uslovima to povećanje nije 

uočeno. Međutim, koncentracija IL-10 je bila značajno viša kod tretiranih DC bez obzira na uslove. 

Slični rezultati su dobijeni i kod DC tretiranih sa ES L1. 

DC su na tretman sa TsEV reagovale povišenom produkcijom TGF-β citokina, na sličan način 

kao i IL-10, s tim da je nivo intracelularnog TGF-β i u inflamatornim uslovima bio takođe statistički 

značajno povišen. TsEV su stimulisale produkciju TGF-β u DC u sličnoj meri kao i ES L1. 

Zajedno, ovi rezultati pokazuju da TsEV izazivaju povišenu produkciju anti-inflamatornih 

citokina, čak i u inflamatornim uslovima. 
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Grafik 3. Uticaj TsEV na produkciju citokina od strane dendritskih ćelija. (A) Rezultati analize ekspresije citokina IL-

10, IL-12p40/p70 i TGF-β DC su utvrđeni intracelularnim bojenjem DC i merenjem na protočnom citometru.  Rezultati su 

prikazani kao procenat ekspresije citokina ± S.D. donijeni iz četiri različita eksperimenta. (B) Koncentracija citokina IL-23, 

IL-10, IL-12p70, i TGF-β (pg/mL) iz supernatanata DC je utvrđena ELISA testovima. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± S.D. iz četiri različita eksperimenta. Statističa značajnost je utvrđena primenom jednofaktorske jednofaktorske 

analize varijanse praćenom Tukey testom za višestruka poređenja, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.0001.  
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4.2.2. TsEV utiču na promenu ekspresije gena za maturaciju DC  

Kako bi se istražili molekularni mehanizmi koji stoje iza indukcije tolerogenih DC putem 

TsEV, analizirana je ekspresiju gena uključenih u signalne puteve: molekulske mete rapamicina kod 

sisara (engl. mammalian target of rapamycin, mTOR), supresora citokinskog signalizovanja 1 (engl. 

Suppressor of cytokine signaling, SOCS1), SOCS3, aril-hidrokarbonskog receptor (AhR), IDO-1, 

nuklearnog faktora κB (engl. Nuclear Factor kappa light chain enhancer of activated B cells, NF-κB2) i 

transkripcionog faktora RelB. Prethodna istraživanja istakla su ove signalne puteve kao ključne u 

procesu maturacije DC [235,236].  Tretirane DC su sakupljene i zamrznute na -80°C da bi kasnije bile 

iz njih izolovana RNK i analizirana ekspresija navedenih gena.  

Kao što je prikazano na Grafiku 4., DC tretirane sa TsEV statistički značajno više eksprimirale 

mTOR, AhR, NF-κB2, RelB, SOCS1 i SOCS3 u poređenju sa kontrolnim, netretiranim DC. Slično 

tome, DC tretirane ES L1 antigenima  značajno povećale ekspresiju RelB i SOCS1, dok je ekspresija 

SOCS3, AhR i NF-κB2 imala samo tendenciju ka povećanju. Ekspresija IDO-1 u ćelijama tretiranim sa 

TsEV i ES L1 bila je vrlo niska. Međutim, nakon izlaganja inflamatornom stimulusu (LPS/IFN-γ), 

netretirane kontrolne DC, kao i DC tretirane TsEV i ES L1 antigenima, pokazale su značajan porast 

ekspresije IDO-1. Ovi rezultati ukazuju da tretman sa TsEV utiče na promenu ekspresije gena 

uključenih u signalne puteve koji vode ka razvoju tolerogenih DC, i to je slično efektima tretmana sa 

ES L1. 
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Grafik 4. Uticaj TsEV na ekspresiju gena u dendritskim ćelijama. Relativni nivoi ekspresije iRNK za mTOR, AhR, 

RelB, NF-κB2 i IDO u DC izraženi u odnosu na vrednosti za GAPDH a rezultati su prikazani kao relativna zastupljenost 

ciljnog gena korišćenjem 2-ΔΔCt metode. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± S.D iz tri rezličita eksperimenta. 

Statističla značajnost je utvrđena primenom jednofaktorske analize varijanse praćenom Tukey testom za višestruka 

poređenja, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.0001. 
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4.2.3. DC tretirane sa TsEV ograničavaju proliferaciju alogenih T ćelja 

Kako bi se ispitao uticaj tretmana sa TsEV na sposobnost humanih DC da modulišu 

proliferaciju T ćelija, tretirane DC su kultivisane sa alogenim CD3+ T limfocitima. Proliferacija T 

ćelija praćena je smanjenjem intenziteta obojenosti T ćelija nakon njihove deobe što se kvantifikuje 

kao indeks proliferacije (Grafik 5.). DC tretirane sa TsEV ili ES L1 produktima su pokazale smanjenu 

sposobnost stimulacije proliferacije T ćelija u poređenju sa zrelim DC koje su stimulisane LPS/IFN-γ. 

Ovaj efekat zadržan je i nakon izlaganja inflamatornom stimulusu. 

Rezultati ukazuju da tretman humanih DC sa TsEV ili ES L1 produktima dovodi do smanjene 

sposobnosti ovih ćelija da indukuju proliferaciju alogenih T limfocita, što se održava i nakon 

inflamatorne stimulacije. Ovi nalazi potvrđuju imunomodulatorni potencijal TsEV, koji doprinosi 

razvoju tolerogenog fenotipa DC sa ograničenom alostimulatornom funkcijom. 

 

Grafik 5. Proliferacija T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC stimulisanim sa TsEV. DC tretirane sa ES L1 

produktima ili sa TsEV i/ili sa LPS/IFN-γ su pre stavljanja u ko-kulturu isprane od tretmana i zatim kultivisane pet 

dana sa alogenim T limfocitima (1 × 105 ćelija/bunaru) pri čemu su odnosi DC:T ćelija bili 1:10 i 1:20. Proliferacija je 

merena kao procenat CellTrace Far Red+ T ćelija i rezultati su prikazani kao srednje vresnosti indeksa proliferacije ± 

S.D. iz tri različita eksperimenta. Statističke značajnosti su utvrđene jednofaktorskom analizom varijanse koja je 

praćena Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.0001. 
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4.2.4. DC tretirane sa TsEV utiču na produkciju anti-inflamatornih citokina u ko-

kuluturi sa alogenim T ćelijama 

Sposobnost DC tretiranih sa TsEV i ES L1 produktima da polarizuju Th odgovor ispitana je 

analizom intracelularne ekspresije citokina IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-10 i TGF-β u CD4⁺ T ćelijama iz ko-

kultura sa DC (Grafik 6A i Grafik 7.) kao i merenjem koncentracije ovih citokina u supernatantima ko-

kultura (Grafik 6B).  

Rezultati su pokazali da DC tretirane sa TsEV nisu indukovale polarizaciju Th1 odgovora, 

budući da ekspresija inflamatornog citokina IFN-γ ni u T ćelijama, ni u supernatantima, nije pokazala 

značajne promene u poređenju sa kontrolnim uzorcima (Medijum) (Grafik 6A, B). S druge strane, DC 

tretirane ES L1 produktima imale su sposobnost indukcije IFN-γ, ali značajno manju u poređenju sa 

LPS/IFN-γ stimulisanim ćelijama. T ćelije koje su bile u ko-kulturi sa DC tretiranim sa TsEV  i ES L1 

produktima, a zatim stimulisane LPS/IFN-γ, pokazale su i značajno smanjenu intracelularnu ekspresiju 

IFN-γ (Grafik 6A) i smanjen nivo produkcije ovog citokina u supernatantima (Grafik 6B).  

Što se tiče analize citokina Th17, procenat IL-17+CD4+ T ćelija u ko-kulturama sa DC 

tretiranim sa TsEV bio je na nivou netretiranih kontrola i nije se menjao ni nakon tretmana 

inflamatornim stimulusom LPS/IFN-γ, što je takođe uočeno i kod DC tretiranih ES L1 produktima. 

Analiza citokina Th2 i regulatornog imunskog odgovora pokazala je da su, TsEV, slično ES L1 

produktima, podstakle DC-posredovanu ekspanziju CD4+T ćelija koje eksprimiraju IL-4, IL-10 i TGF-

β, kao i povećanu produkciju ovih citokina u supernatantima ko-kultura, u poređenju sa netretiranim 

DC kontrolama. Nakon stimulacije sa  LPS/IFN-γ, DC tretirane sa TsEV i ES L1 produktima su 

zadržale sposobnost da produkuju IL-4, IL-10 i TGF-β citokine, što potvrđuje njihov 

imunomodulatorni potencijal tj. da dovode do razvoja stabilnog tolerogenog fenotipa DC. 
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Grafik 6. Citokinski profil T limfocita nakon ko-kultivacije sa DC stimulisanim sa TsEV. DC tretirane sa ES L1 

produktima ili sa TsEV i/ili sa LPS/IFN-γ su pre stavljanja u ko-kulturu isprane od tretmana i zatim kultivisane šest dana sa 

alogenim T limfocitima (Tly) (1 × 105 ćelija/bunaru) pri čemu su odnosi DC:T ćelija bili 1:20. (A) Procenat CD4+ T ćelija 

koje eksprimiraju cytokine. T ćelije su kultivisane sa DC nakon čega su tretirane sa PMA/kalcijum jonoforom/monenzinom 

poslednja četiri sata pre podizanja ćelija za analizu protočnom citometrijom. Strategija formiranja graničnika za analizu 

određenih molekula i kombinacija molekula prikazana je na Grafiku 7. (B) Koncentracija citokina u supernatantima DC:T 

kultura nakon tretmana sa PMA/kacijum jonoforom su utvrđene ELISA testom. Rezultati su prikazani kao srednje vrednsoti 

± S.D.  rezultata iz četiri različita eksperimenta. Statističke značajnosti su utvrđene sa jednofaktorskom analizom varijanse 

koja je praćena Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 

0.0001 

 



71 
 

Grafik 7. Strategija analize intracelularne ekspresije T limfocita nakon ko-kulture sa tretiranim DC. Prikazani su 

reprezentativni dijagrami sa strategijama formiranja graničnika koje su korišćene za analizu intracelularne ekspresije 

citokina IFN-γ, IL-4, IL-10, TGF-β i IL-17 unutar CD4+ T limfocita (Rezultat u okviru Grafika 6A). Iznad odgovarajućih 

histograma navedeni su procenti pozitivnih ćelija (%) za ispitivani citokin. 
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4.2.5. DC tretirane sa TsEV utiču na diferencijaciju regulatornih T ćelija 

Procenat inducibilnih FoxP3+ Treg ćelija u ko-kulturi DC/T ćelija određen je na osnovu 

praćenja ekspresije FoxP3 markera unutar populacije CD4+CD127-CD25+ T ćelija (Grafici 8 i 9). DC 

tretirane sa TsEV indukovale su značajno povećanje procenta CD4+CD25+FoxP3+ ćelija u poređenju sa 

ko-kulturama sa kontrolnim netretiranim DC. Ovo je bilo slično efektu koji je primećen kod DC 

tretiranih sa ES L1 produktima. Ova sposobnost indukcije Treg ćelija zadržana je i nakon stimulacije 

sa LPS/IFN-γ tj. u inflamatornim uslovima (Grafik 8), ukazujući na stabilnost tolerogenog fenotipa DC 

generisanog pod uticajem TsEV ili ES L1 produkata. Sve CD4+CD25+ T ćelije su imale povećanu 

intracelularnu ekspresiju TGF-β, ali su DC tretirane sa TsEV ili ES L1 produktima uticale na statistički 

značajno povećanje ekspresije TGF-β unutar CD4+CD25+ T ćelijske subpopulacije, u poređenju sa T 

ćelijama u ko-kulturi sa kontrolnim DC. Isti efekat je uočen i nakon dodatne stimulacije sa LPS/IFN-γ 

(Grafik 8). Pored toga, kultivacija T ćelija sa DC tretiranim sa TsEV ili ES L1 produktima dovela je i 

do veće ekspresije IL-10 unutar CD4+CD25+T ćelijske populacije u poređenju sa kontrolnim DC. 

Međutim, ovo povećanje nije bilo statistički značajno nakon dodatnog stimulusa sa LPS/IFN-γ. 

Pored FoxP3+ Treg ćelija, analizirano je i prisustvo drugog tipa inducibilnih regulatornih T 

ćelija, Tr1 ćelija (Grafik 8). Ovaj tip regulatornih T ćelija karakteriše visoka produkcija IL-10 i 

nedostatak ekspresije FoxP3 markera [237]. DC tretirane sa TsEV ili ES L1 produktima su indukovale 

razvoj Tr1 ćelija u većem procentu u poređenju sa netretiranim DC. Kapacitet DC tretiranih sa TsEV ili 

ES L1 produktima da indukuju Tr1 ćelije nije bio umanjen nakon stimulacije sa LPS/IFN-γ, što 

dodatno potvrđuje kapacitet TsEV da preko DC da indukuju regulatorni odgovor i u inflamatornim 

uslovima. 

Prethodno navedeni rezultati ukazuju da TsEV indukuju razvoj tolerogenih DC, koje produkuju 

anti-inflamatorne i regulatorne citokine ali ne i one vezane za Th1 i Th17 odgovor, imaju smanjenu 

LPS/IFN-γ-indukovanu sposobnost alo-stimulatorne proliferacije T ćelija dok polarizuju T ćelijski 

odgovor ka razvoju Th2 i T regulatornih ćelija.  

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 8. Kapacitet DCs tretiranih sa TsEV da polarizuju regulatorne T ćelije. Nakon tretmana sa ES L1 produktima 

ili sa TsEV i/ili sa LPS/IFN-γ, DC su isprane od tretmana i kultivisane šest dana sa alogenim T limfocitima (Tly) u odnosu 

DC:T 1:50. Nakon toga culture su tretirane sa PMA/kacijum jonoforom/monenzinom četriri sata nakon čega su ćelije 

sakupljene i analizirane na protočnom citometru. Strategija formiranja graničnika za analizu određenih molekula i 

kombinacija molekula prikazana je na Grafiku 9. Rezultati su prikazani kao srednje vresnosti procenata ekspresije ± S.D. 

rezultata iz četiri različita eksperimenta. Statističke značajnosti su utvrđene korišćenjem jednofaktorske analize varijanse 

koja je praćena Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, i ****P < 

0.0001. 
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Grafik 9. Strategija analize Treg ćelija nakon ko-kulture sa tretiranim DC. Reprezentativne strategije analize Treg 

(analizirane su kao limfocitne ćelije koje su CD4+CD25+CD127-FoxP3+), T ćelija koje eksprimiraju IL-10 i TGF-β 

(analizirane unutar CD4+CD25+) i Tr1 ćelija (analizirane kao CD4+FoxP3-IL-10+) izolovanih nakon ko-kulture sa tretiranim 

DC (Rezultat u okviru Grafika 8). Iznad odgovarajućih histograma navedeni su procenti pozitivnih ćelija (%) za svaki 

ispitivani molekul. 
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4.3. TsEV smanjuju inflamaciju u in vivo modelu respiratorne alergije kod miševa  

Prethodno navedeni rezultati in vitro ispitivanja su pokazali da  TsEV utiču na diferencijaciju 

fenotipa DC u tolerogeni, tj. DC koje produkuju anti-inflamatorne citokine i dovode do razvoja 

regulatornih T ćelija.  

Kako bi se ustanovilo da li je ovaj efekat dovoljan da bi se TsEV u perspektivi mogle iskoristiti 

kao osnova za dizajniranje novih imunomodulišućih terapeutika za inflamatorna oboljenja, njihov 

efekat je ispitan na i modelu respiratorne alergije kod miševa.   

 

4.3.1. TsEV utiču na diferencijaciju regulatornih T ćelija u plućima zdravih miševa 

Kako bi se utvrdilo da li TsEV utiču na promenu zastupljenosti populacija imunskih ćelija u 

plućima, nezavisno od respiratorne alergije, nakon i.n. davanja TsEV zdravim miševima, analizirane 

supopulacije imunskih ćelija uključenih u urođeni i adaptivni imunski odgovor (Slika 7A, grupa 

TsEV). Kontrolna grupa je umesto TsEV primila PBS (Slika 7A, grupa PBS).  

Ova analiza je pokazala da tretman TsEV nije doveo do značajnih promena u zastupljenosti 

makrofaga, eozinofila, neutrofila, monocita ili DC unutar populacije mijeloidnih ćelija (Grafici 10A i 

11). Međutim, uočeno je povećanje procenta  limfoidnih ćelija (CD4+ i CD8+ T ćelija), (Grafici 10B i 

12). Analiza ekspresije citokina dodatno je pokazala značajno povećanje CD4+IL-4+ i CD4+IL-10+ 

ćelija, kao i CD8+IFN-γ+, CD8+IL-10+ i CD8+TGF-β+ T ćelija (Grafik 10B). 

Pluća TsEV-tretiranih miševa imala su i povišen procenat regulatornih T ćelija, u okviru kojih 

je zapažena statistički značajna razlika u procentima CD4+Foxp3+ Treg ćelije i CD4+Foxp3-IL-10+ 

(Tr1) ćelija, u poređenju sa PBS-tretiranim kontrolama (Grafici 10C i 13). Pored toga, Treg ćelije u 

plućima TsEV-tretiranih miševa pokazale su povećanu intracelularnu ekspresiju anti-inflamatornih 

citokina, gde je detektovano značajno povećanje procentualne zastupljenosti populacija 

CD4+Foxp3+IL-10+ i CD4+Foxp3+TGF-β+ ćelija. 

Ovi rezultati ukazuju da i.n. tretman TsEV ne remeti značajno populaciju mijeloidnih i 

limfoidnih ćelija u plućima ali utiče na povećanje intracelularne ekspresije anti-inflamatornih citokina 

(IL-10 i TGF-β) i utiče na povećanje procenta regulatornih T ćelija. 
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Grafik 10. Uticaj TsEV i.n. tretmana na ćelije pluća zdravih miševa. Miševi su primili TsEV kao što je prikazano u Slici 

7A. Ćelije pluća su sakupljene i analizirane protočnom citometrijom. (A) Procent mijeloidnih ćelija u okviru kojih su 

analaizirani makrofagi, eozinofili, neutrofili, Ly6Chigh monociti, Ly6Clow monociti, CD103+DC i CD11b+DC. (B) Procenti 

pomoćničkih (CD4+) T limfocita i citotoksičnih (CD8+) T limfocita u plućima kao i procenti intracelularne ekspresije 

citokina IL-4, IL-17, IFN-γ, IL-10 i TGF-β u okviru tih populacija ćelija. (C) Procenti regulatornih T ćelija u okviru kojih 

su analizirane Treg (CD4+FoxP3+) i Tr1 (CD4+FoxP3-IL-10+) kao i procenti intracelularne ekspresije citokina IL-10 i TGF-

β u okviru tih populacija ćelija. Strategija formiranja graničnika za analizu određenih molekula i kombinacija molekula 

prikazana je na Graficima 11,12 i 13. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti ± S.D. Statističke značajnosti su utvrđene 

sa Student T testom i prikazane kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005. 
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Grafik 11. Strategija analize mijeloidnih ćelija izolovanih iz pluća miševa. Nakon žrtvovanja, pluća su sakupljena i 

vršena je enzimska digestija radi izolacije ćelija. Imunske ćelije su na protočnom citometru identifikovane kao CD45+ 

nakon čega su analizirane različite populacije mijeloidnih ćelija prisutnih u plućima u zavisnosti od zastupljenosti 

fenotipskih markera: makrofagi (CD11c+CD11blowSiglecF+CD103-), eozinofili (CD11b+SiglecF+), neutrofili 

(C11b+Ly6G+SiglecF-), Ly6Chigh monociti (CD11b+Ly6G-SiglecF-Ly6Chigh), Ly6Clow monociti (CD11b+Ly6G-SiglecF-

Ly6Clow),  CD103+DC (CD11c+CD11blowSiglecF-CD103+) i CD11b+DC (CD11b+MHC+Ly6G-). Rezultati su prikazani u 

okviru Grafika 10A. Iznad odgovarajućih histograma navedeni su procenti pozitivnih ćelija (%) za svaki ispitivani molekul. 
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Grafik 12. Strategija analize limfoidnih ćelija izolovanih iz pluća miševa. Imunske ćelije su identifikovane kao CD45+ 

nakon čega su analizirane različite populacije limfoidnih ćelija prisutnih u plućima u zavisnosti od zastupljenosti 

fenotipskih markera. Unutar CD3+CD4+ i CD3+CD8+ T limfocita analizinara je intracelularna ekspresija citokina IL-4, IL-

17, IFN-γ, IL-10 i TGF-β. B limfociti su analizirani kao CD3-CD19+ i urođenoubilačke ćelije (NK) su analizirane kao 

CD11b+CD49b+ ćelije. Rezultati su prikazani u okviru Grafika 10B. Iznad odgovarajućih histograma navedeni su procenti 

pozitivnih ćelija (%) za svaki ispitivani molekul. 
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Grafik 13. Strategija analize regulatornih T ćelija izolovanih iz pluća miševa. Imunske ćelije su identifikovane kao 

CD45+ nakon čega su analizirane različite populacije limfoidnih ćelija prisutnih u plućima u zavisnosti od zastupljenosti 

fenotipskih markera. Treg ćelije su analizirane kao CD3+CD4+FoxP3+ i unutar njih je analizirana i intracelularna ekspresija 

IL-10 i TGF-β. Tr1 ćelije su identifikovane kao CD3+CD4+FoxP3-IL-10+. Rezultati su prikazani u okviru Grafika 10C. 
Iznad odgovarajućih histograma navedeni su procenti pozitivnih ćelija (%) za svaki ispitivani molekul. 
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4.3.2. TsEV utiču na diferencijaciju regulatornih T ćelija u slezinama zdravih miševa 

Sistemski efekti tretmana sa TsEV su praćeni analizom limfoidnih populacija u slezini i 

praćenjem ekspresije citokina unutar tih populacija. Rezultati su pokazali da je tretman sa TsEV doveo 

do povećanja procenta CD4+ T ćelija u slezinama tretiranih miševa u poređenju sa kontrolnim grupama 

(Grafik 12 i 14A). S druge strane, nije zabeležena promena u procentu CD4+ T ćelija koje eksprimiraju 

intracelularne citokine IL-4, IL-17 i IFN-γ, dok je istovremeno zabeležen značajan porast procenta 

CD4+ T ćelija koje eksprimiraju anti-inflamatorne citokine IL-10 i TGF-β u odnosu na miševe tretirane 

samo sa PBS-om (Kontrola). 

Tretman TsEV doveo je i do povećanja ukupnog procenta CD8+ T ćelija u slezinama u 

poređenju sa kontrolnim miševima. Unutar ove populacije, zabeležen je značajan porast CD8+IL-4+ 

ćelija. Nasuprot tome, procenat CD8+ T ćelija koje intracelularno eksprimiraju inflamatorne citokine, 

poput IL-17 i IFN-γ, ostao je nepromenjen. Istovremeno, tretman TsEV je značajno povećao procenat 

CD8+ T ćelija koje eksprimiraju regulatorne citokine IL-10 i TGF-β, što ukazuje na to da je TsEV 

tretman značajno stimulisao razvoj regulatornih i anti-inflamatornih CD8+ T ćelija (Grafik 14A). 

Analizom populacije regulatornih ćelija u slezini utvrđeno je da je tretman sa TsEV značajno povećao 

procenat CD4+Foxp3+ T ćelija u poređenju sa kontrolama. Unutar ove populacije, primećen je značajan 

porast intracelularne ekspresije IL-10 i TGF-β citokina. Međutim, tretman sa TsEV nije uticao na 

povećanje procenta Tr1 ćelija u slezinama (Grafici 13 i 14B).  

Ovi rezultati ukazuju na sposobnost TsEV da stimulišu regulatorni imunski odgovor i na 

sistemskom nivou i u odsustvu inflamatornog oboljenja. 
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Grafik 14. Uticaj TsEV i.n. tretmana na ćelije slezine zdravih miševa. Miševi su primili TsEV kao što je prikazano u 

Slici 7A. Ćelije slezine su sakupljene i analizirane protočnom citometrijom. (A) Procenat pomoćničkih (CD4+) i 

citotoksičnih (CD8+) T limfocita kao i procenti ekspresije citokina IL-4, IL-17, IFN-γ, IL-10, TGF-β unutar populacija ovih 

ćelija. (B) Procenat regulatornih T ćelija u okviru kojih su analizirane Treg (CD4+Foxp3+) i Tr1 (CD4+Foxp3-IL-10+) ćelije 

kao i procenti intracelularne ekspresije citokina IL-10 i TGF-β u okviru Treg populacije ćelija. Strategija formiranja 

graničnika za analizu određenih molekula i kombinacija molekula je utvrđena na osnovu strategija sličnim onim prikazanim 

na Graficima 12 i 13 ali je analiza vršena na ćelijama iz slezine. Rezultati su prikazani kao srednje vrednsoti ± S.D. 

Statističke značajnosti su utvrđene sa Student T testom i prikazane kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005. 

 

 

4.4. TsEV tretman utiče na smanjenje prisustva inflamatornih ćelija u plućima miševa sa 

indukovanom respiratornom alergijom 

 Da bi se ispitali efekti TsEV u modelu respiratorne alergije, tretman sa TsEV je vršen na dva 

načina. U ko-aplikacionom modelu TsEV su davane u toku indukcije respiratorne alergije i pre 

restimulacije sa alergenom dok su u terapijskom modelu davane samo pre restimulacije sa alergenom 

(Slika 7B). Efekat TsEV tretmana na imunske ćelije u plućima je ispitivan kako na nivou ćelija 

prikupljenih u BAL tako i na nivou tkiva pluća.   
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U uzorcima BAL-a je uočeno smanjenje ukupnog broja ćelija kod miševa tretiranih sa TsEV u 

odnosu na miševe kod kojih je samo izazvana alergija (Alergija), pri čemu je to bilo statistički 

značajno samo u terapijskom modelu (Terapija) (Slika 9A). Pored smanjenja ukupnog broja 

inflamatornih ćelija, broj eozinofila i neutrofila bio je statistički značajno smanjen u oba modela.  

Histohemijska analiza isečaka pluća miševa kod kojih je samo indukovana alergija pokazala je 

prisustvo inflamatornih ćelija u peribronhijalnim i perivaskularnim regionima, prekomernu 

proizvodnju mukusa i povećano prisustvo goblet ćelija (Slika 9B i C). TsEV tretmani su doprineli 

smanjenju zadebljanja epitela, smanjenju pristustva inflamatornih ćelija i redukciji mukusa (Slika 9B i 

C). Međutim, statistička analiza je pokazala da su TsEV davane u okviru terapijskog modela izazvale 

statistički značajnije smanjenje ovih simptoma u poređenju sa alergijskom grupom nego one date u 

okviru ko-aplikacionog modela.  
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Slika 9. Uticaj TsEV tretmana na ćelijske populacije u BAL-u i histologiju pluća kod miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom. (A) Reprezentativne slike BAL preparata i diferencijalna analiza ćelijskih populacija u BAL 

uzorcima za svaku grupu (B-C) Reprezentativni preseci plućnog tkiva bojeni H&E i PAS metodom, prikazujući prisustvo 

inflamatornih ćelija i produkciju mukusa. Kvantifikacija histoloških uzoraka izvršena je korišćenjem histopatološkog skora 

bolesti (1–4 za H&E) i skora hiperprodukcije mukusa (0–3 za PAS). Statističke značajnosti su utvrđene primenom 

jednofaktorske analize varijanse koja je praćena Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.005  i ****P < 0.0001. Merna skala = 100 μm.  
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Analiza mijeloidnih ćelija pluća protočnom citometrijom je ukazala da su TsEV davane u 

okviru oba modela uticale na značajno smanjenje procenta makrofaga u odnosu na pluća miševa kod 

kojih je indukovana samo alergija (Grafici 11 i 15A). Slično kao i u analizi BAL, samo su TsEV 

davane u okviru terapijskog modela su dovele do statistički značajnog smanjenja procenta eozinofila 

dok je procenat neutrofila ostao nepromenjen u oba modela. Sa druge strane, procenat Ly6Clow 

monocita (neklasični monociti) je statistički smanjen davanjem TsEV u okviru oba modela u odnosu na  

miševa kod kojih je samo indukovana alegija, dok je procenat Ly6Chigh monocita (klasičnih monocita) 

pokazao samo trend smanjenja u oba modela. Analiza populacije DC je pokazala da je procenat 

CD11b+ DC ostao nepromenjen u oba modela ali je procenat CD103+ DC ćelija statistički značajno 

povećan nakon davanja TsEV u okviru ko-aplikacionog modela. 

 Za razliku od toga, procenat B limfocita u tkivu pluća je bio smanjen davanjem TsEV u okviru 

oba modela u odnosu na pluća miševa kod kojih je samo indukovana alegija (Grafici 12 i 15B).  

TsEV su u oba modela davanja dovele do statistički značajnog smanjenja procenta NK ćelija u 

plućima, pri čemu je ovaj efekat bio izraženiji kada su TsEV davane u okviru terapijskog modela. 

Međutim, ni sa jednim TsEV tretmanom nije došlo do promene procenta ukupnih CD4+ i CD8+ 

limfocita u poređenju sa kontrolnom grupom.  

Analiza populacija mijeloidnih i limfoidnih ćelija u plućima pokazala je da TsEV značajno 

smanjuju procenat makrofaga, NK ćelija i B limfocita, a povećavaju prisustvo DC ćelija u plućima, bez 

obzira na model davanja. TsEV tretmani, međutim, nisu uticali na ukupan broj CD4+ i CD8+ T 

limfocita u plućima. 
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Grafik 15. Uticaj TsEV tretmana na populacije mijeloidnih i limfoidnih ćelija u plućima miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom. (A) Procenti mijeloidnih ćelija u plućima u okviru kojih su analizirani procenti makrofaga, 

eozinofila, neutrofila, Ly6Chigh monocita, Ly6Clow monocita, CD103+ DC i CD11b+ DC. (B) Procenti limfoidnih ćelija u 

plućima u okviru kojih su analizirani procenti B limfocita (Bly), NK ćelija, CD4+ i CD8+ T limfocita. Strategija formiranja 

graničnika za analizu određenih molekula i kombinacija molekula prikazana je na Graficima 11 i 12. Rezultati su prikazani 

kao srednje vrednosti procenata ćelija ± SD rezultata iz tri različita eksperimenta. Statisitčke značajnosti su utvrđene 

primenom jednofaktorske analize varijanse koja je praćena Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005  i ****P < 0.0001. 

 

 

4.4.1. TsEV tretman smanjuje ekspresiju inflamatornih citokina i povećava ekspresiju 

anti-inflamatornih citokina i regulatornih T ćelija u plućima miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom 

U okviru analize limfoidnih ćelija pluća ispitivana je i intracelularna ekspresija citokina u CD4+ 

i CD8+ T ćelijama, kao i zastupljenost regulatornih T ćelija.  

Analiza CD4+ limfocita pokazala je da tretman sa TsEV smanjuje ekspresiju IL-4 i IFN-γ u 

ovim ćelijama, pri čemu su TsEV davane u okviru terapijskog modela uticale na statistički značajnije 

smanjenje ekspresije ovih citokina. TsEV su izazvale povećanu ekspresiju IL-10 citokina u poređenju 

sa alergijskom grupom, bez obzira na model primene  (Grafici 12 i 16A).  

Ovaj efekat primećen je i u analizi ekspresije citokina u CD8+ limfocitima. Tretman sa TsEV je 

doveo do smanjenja ekspresije IL-4, IL-17 i IFN-γ, dok je ekspresija IL-10 bila povećana u oba modela 

primene pri čemu su TsEV davane u okviru terapijskog modela imale statistički značajniji efekat 

(Grafici 16A).  
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Grafik 16. Uticaj TsEV tretmana na ekspresiju citokina u T limfocitima i na populacije Treg ćelija u plućima miševa 

sa indukovanom respiratornom alergijom. Miševi su tretirani prema protokolu prikazanom na Slici 7B. Ćelije pluća su 

sakupljene i analizirane pomoću protočne citometrije. (A) Procenat CD4+ i CD8+ T ćelija koje eksprimiraju IL-4, IL-17, 

IFN-γ, IL-10 i TGF-β citokine. (B) Procenat regulatornih T ćelija: Treg (CD4+Foxp3+) i Tr1 (CD4+Foxp3-IL-10+) ćelija, kao 

i Treg ćelija koje eksprimiraju IL-10 i TGF-β. Strategija formiranja graničnika za analizu određenih molekula i kombinacija 

molekula prikazana je na Graficima 12 i 13. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti procenata ćelija ± SD rezultata iz 

tri različita eksperimenta. Statisitčke značajnosti su utvrđene primenom jednofaktorske analize varijanse koja je praćena 

Tukey testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005  i ****P < 0.0001. 

 

Populacije regulatornih T ćelija praćene su na osnovu ekspresije intracelularnog Foxp3 

markera. Samo je kod miševa koji su primili TsEV u okviru terapijskog modela zapaženo značajno 

povećanje procenta CD4+Foxp3+ Treg ćelija u plućima (Grafici 14 i 16B). Međutim, ekspresija 

citokina IL-10 i TGF-β unutar Treg ćelija nije pokazala značajno povećanje ni nakon jednog modela 

primene TsEV (Grafik 16B). Procenti Tr1 ćelija takođe su ostali nepromenjeni nakon tretmana sa TsEV 

(Grafik 16B). 

Dobijeni rezultati ukazuju da TsEV utiču na modulaciju funkcionalnog profila T limfocita u 

plućima, smanjujući ekspresiju inflamatornih citokina u CD4+ i CD8+ T ćelijama, uz istovremeno 

povećanje ekspresije anti-inflamatornog citokina IL-10. Ovi efekti su izraženiji u terapijskom modelu 
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primene. Takođe, tretman TsEV u ovom modelu doveo je do povećanja zastupljenosti FoxP3+ 

regulatornih T ćelija, iako nije zabeležena povećana ekspresija IL-10 i TGF-β unutar ovih ćelija, niti 

promena u procentu Tr1 ćelija. Ukupno, ovi nalazi sugerišu da TsEV poseduju sposobnost 

imunomodulacije lokalnog T ćelijskog odgovora u plućima, prvenstveno kroz smanjenje inflamatorne 

aktivnosti i indukciju regulatornog fenotipa T ćelija. 

 

4.5. TsEV menjaju citokinski profil ćelija pluća i ćelija slezine kod miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom 

Uticaj TsEV na produkciju citokina (IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 i IFN-γ) praćen je u 

supernatantima ex vivo kultivisanh ćelija pluća i slezine miševa kod kojih je prethodno indukovana 

alergija i koji su tretirani sa TsEV in vivo. Ove ćelije su tokom kultivacije restimulisane sa alergenom 

(OVA), dok je ta stimulacija izostala kod kontrolnih ćelija (M). 

TsEV davane u okviru oba modela su značajno smanjile nivo IL-13 (Grafik 17A), pri čemu je 

efekat izraženiji nakon davanja tretmana u vidu ko-aplikacionog modela. Takođe, TsEV su dovele do 

smanjenja Th2 citokina IL-4 i IL-5, dok su istovremeno povećale nivo anti-inflamatornog IL-10 i 

smanjile produkciju inflamatornog IFN-γ, bez obzira na model davanja. 

Sličan obrazac uočen je i u kulturama splenocita, gde su tretmani sa TsEV smanjili nivo Th2 

citokina i IFN-γ, uz značajno povećanje IL-10 (Grafik 17B). Ovi rezultati su u skladu sa podacima 

intracelularne ekspresije i potvrđuju da tretmani sa TsEV efikasno redukuju Th2 odgovor dok 

istovremeno pojačavaju produkciju IL-10.  
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Grafik 17. Produkcija citokina u plućima i u slezinama nakon TsEV tretmana kod miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom. Miševi su tretirani prema protokolu prikazanom na Slici 7B. Ćelije pluća (A) i ćelije slezine (B) 

su izolovane i kultivisane u medijumu (M) ili u prisustvu OVA 100 µg/ml (OVA) 72h nakon čega su supernatanti sakupljeni 

koncentracije IL-4, IL-5, IFN-γ, IL-13 i IL-10 su izmereni korišenjem komercijalnih ELISA testova i određeni na osnovu 

standardne krive. Statisitčke značajnosti su utvrđene primenom jednofaktorske analize varijanse koja je praćena Tukey 

testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005  i ****P < 0.0001 

 

Direktni imunomodulatorni efekat TsEV na već aktivisane imunske ćelije je istražen 

određivanjem nivoa produkcije citokina od strane ex vivo kultivisanih ćelija  pluća i slezine miševa kod 

kojih je samo indukovana alergija a koje su u kulturi restimulisane sa alergenom (OVA) a zatim i 

tretirane sa TsEV (Grafik 18). U kulturama ćelija pluća, tretman sa TsEV je izazvao značajno smanjenu 

produkciju svih ispitivanih Th2 citokina, uz istovremeno povećanje produkcije IL-10, u poređenju sa 

grupom koja je bila samo OVA-restimulisana (Grafik 18A). S druge strane, TsEV nisu značajno uticale 

na produkciju IFN-γ u kultivisanim ćelijama pluća. 

Slični rezultati dobijeni su i u kulturama ćelija slezine, gde je tretman sa TsEV doveo do 

značajnog smanjenja nivoa IL-4 i IL-5 u poređenju sa ćelijama koje su samo stimulisane sa OVA, dok 

je produkcija IL-10 bila značajno povećana. Kao i u ćelijama pluća, nivo IFN-γ ostao je nepromenjen 

(Grafik 18B).  
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Ovi rezultati dodatno ukazuju na to da TsEV mogu efikasno da modifikuju fenotip već 

senzibilisanih imunskih ćelija i da usmere inflamatorni imunski odgovor kod respiratornih alergija ka 

anti-inflamatornom profilu. 

 

Grafik 18. Produkcija citokina u plućima i u slezinama miševa sa indukovanom respiratornom alergijom nakon ex 

vivo stimulacije sa TsEV. Ćelije pluća (A) i slezina (B) miševa grupe Alergije su izolovane i kultivisane u prisustvu OVA 

100 µg/ml (OVA) i nakon 1h su tretirane sa 3 × 10⁷ TsEV/ml (OVA+TsEV). Svi supernatanti su sakupljeni nakon 72h i 

izmerene su koncentracije citokina IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γ i IL-10 komercijalnim ELISA testovima. Statistističke 

značajnosti su utvrđene primenom Student T testa i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01 i ***P < 0.005.  
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4.6. TsEV tretman smanjuje nivo OVA-specifičnih antitela u serumu miševa sa indukovanom 

respiratornom alergijom 

Uticaj tretmana sa TsEV ispitivan je na sistemskom nivou i analizom nivoa OVA-specifičnih 

antitela u serumu u tri vremenska termina: 0. dana (pre indukcije alergije), 21. dana (nakon indukcije 

alergije) i 26. dana (dan žrtvovanja).  

Grupa miševa sa indukovanom alergijom pokazala je značajno povećane nivoe OVA-

specifičnih IgE, IgA, IgG1 i IgG2a antitela u sva tri termina, u poređenju sa kontrolnom grupom 

(Grafik 19).  

Oba modela davanja TsEV dovela su do značajnog smanjenja nivoa IgE antitela, u oba termina 

nakon indukcije alergije. 

 Nivoi IgA antitela takođe su bili sniženi u oba modela tretmana, ali su statistički značajne 

razlike zabeležene isključivo 26. dana, pri čemu su TsEV davane u okviru terapijskog modela pokazale 

izraženiji efekat.  

Ovako davane TsEV su bile efikasnije i u smanjenju IgG1 antitela, sa statistički značajnim 

razlikama 21. i 26. dana. TsEV su u oba modela tretmana doprinele smanjenju IgG2a antitela ali je 

značajno smanjenje detektovano tek 26. dana. 

Rezultati analize seruma ukazuju da tretman sa TsEV značajno utiče na smanjenje sistemskog 

humoralnog odgovora specifičnog za alergen. U oba modela primene, TsEV su dovele do redukcije 

OVA-specifičnih IgE, IgA, IgG1 i IgG2a antitela, pri čemu je terapijski model primene pokazao 

izraženiju efikasnost, naročito u kasnijim fazama eksperimenta. Ovi nalazi dodatno potvrđuju 

potencijal TsEV da modulišu alergijski imunski odgovor i na sistemskom nivou. 
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Grafik 19. Uticaj tretmana TsEV na nivo OVA-specifičnih antitela u serumu miševa sa indukovanom respiratornom 

alergijom. Miševima je sakupljen serum u tri termina da bi se odredilo prisustvo IgE, IgA, IgG1 i IgG2a antitela 

specifičnih na OVA. Statisitčke značajnosti su utvrđene primenom jednofaktorske analize varijanse koja je praćena Tukey 

testom za višestruka poređenja i prikazane su kao *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005  i ****P < 0.0001. 
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Respiratorne alergije predstavljaju značajan globalni zdravstveni problem, pri čemu postojeće 

terapije, poput antihistaminika i kortikosteroida, uglavnom donose samo privremeno ublažavanje 

simptoma. Iako alergen-specifična imunoterapija može pružiti dugotrajno olakšanje, njena primena je 

ograničena zbog nepoznavanja strukture mnogih alergena. Budući da se u osnovi alergijskih reakcija 

nalazi disbalans u funkcionisanju imunskog sistema, istraživanja usmerena ka sprečavanju prekomerne 

inflamacije i uspostavljanju imunske ravnoteže predstavljaju obećavajući pravac u formulisanju novih 

terapijskih strategija za prevenciju i lečenje ovih bolesti. 

Jedan od takvih pravaca obuhvata ispitivanje mehanizama koje helminti koriste da bi izbegli 

imunski odgovor organizma domaćina i obezbedili sebi opstanak. Jedan od mehanizama je i indukcija 

regulatornog imunskog odgovora, za čije pokretanje su ključne tolerogene DC (tolDC).  T. spiralis je 

parazit čiji ekskretorno-sekretorni produkti (ES L1) indukuju razvoj tolDC [166], koje poseduju 

potencijal da pokrenu procese koji vode ka ublažavanju simptoma autoimunskih i alergijskih bolesti, 

kao što su na primer EAE i respiratorne alergije [127,238–242]. Međutim, nije poznato koje 

komponente ES L1 su odgovorne za ovaj efekat. Ranija istraživanja su pokazala da su za 

imunomodulatorne efekte drugih helminata odgovorne EV koje se nalaze u njihovim produktima 

[243]. Istraživanja EV Echinococcus granulosus su pokazala da one ublažavaju simptome respiratorne 

alergije tako što smanjuju ekspresiju CD4+IL-4+ limfocita, dok povećavaju ekspresiju Treg ćelija u 

drenirajućim limfnim čvorovima [207]. Polazna hipoteza ove teze je da su EV iz ES L1 produkata T. 

spiralis (TsEV) pretežno odgovorne za imunomodulatorne efekte ES L1 T. spiralis. 

U ovom radu su analizirane karakteristike TsEV, kao što je njihova prosečna veličina, 

morfologija, koncentracija i glikozilacioni profil. Ispitana je i njihova sposobnost da indukuju 

diferencijaciju tolDC kao i kapacitet TsEV-tretiranih DC da stimulišu diferencijaciju Treg u in vitro 

uslovima. Njihova funkcionalna uloga dodatno je ispitana u in vivo modelu respiratorne alergije, sa 

ciljem procene njihovog terapijskog potencijala u lečenju respiratornih alergija. 

Prvi korak u ispitivanju TsEV obuhvatio je analizu morfologije putem TEM, kojom je 

potvrđeno prisustvo čestica koje po veličini i obliku odgovaraju EV, što je u skladu sa ranijim nalazima 

o njihovim karakteristikama [213]. Analizom praćenja nanočestica (NTA), određena je koncentracija 

partikula po mililitru uzorka, koja je bila u rangu EV drugih helminata [244] kao i njihova prosečna 

veličina. S druge strane, zbog metodoloških razlika u kultivaciji larvi T. spiralis, nije uvek moguće 

direktno porediti koncentracije TsEV sa onima iz drugih studija koje su se bavile njihovim 

istraživanjem [245]. Takođe, treba napomenuti i da podaci o veličini dobijeni TEM i NTA analizama 

nisu direktno uporedivi, jer se NTA metodom određuje hidrodimamički radijus čestica u suspenziji, 
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dok TEM prikazuje vezikule nakon procesa pripreme koji uključuje dehidrataciju, što može uticati na 

njihov oblik i veličinu [246–248].  

Ekstracelularne vezikule, čak i kada potiču iz iste ćelije, pokazuju značajnu heterogenost, jer 

njihove osobine zavise od brojnih faktora koje uključuju fiziološko stanje ćelije, vrstu i intenzitet 

stimulacije, kao i mehanizme njihove biogeneze. Zbog te složenosti, još uvek ne postoji univerzalni 

marker za EV, ali se tetraspanini poput CD9, CD63 i CD81 rutinski koriste za njihovu karakterizaciju. 

Yang i saradnici (2020) [249] pokazali su prisustvo tetraspanina na EV iz mišićnih larvi T. spiralis 

korišćenjem poliklonskih antitela protiv humanog CD63. Nasuprot tome, u istraživanju koje je prvi put 

identifikovalo TsEV unutar ES L1 produkata [213] nije zabeležena reaktivnost sa anti-humanim CD63 

antitelima. Odsustvo reaktivnosti može se objasniti činjenicom da helminti poseduju tetraspanine koji 

su evolutivno znatno udaljeni od humanih, pri čemu se ističe visoka divergentnost tetraspanina kod 

ovih organizama. Zbog toga se antitela koja prepoznaju humane CD63 tetraspanine ne mogu smatrati 

pouzdanim markerima za karakterizaciju TsEV [250]. Detekcija EV helminata može se zasnivati na 

proteinima specifičnim za određeni genus parazita, kao što je pokazano upotrebom monoklonskog 

antitela 7C2C5 koje prepoznaje imunodominantni epitop karakterističan za genus Trichinella [213]. 

Dodatna karakterizacija TsEV je izvršena analizom njihovih površinskih glikana, ugljeno-

hidratnih modifikacija proteina, lipida i RNK molekula. Informacije o strukturi glikana parazitskih 

antigena su od velikog interesa s obzirom da oni učestvuju u procesima kojima paraziti modulišu  

imunski odgovor domaćina, usmeravajući ga ka pravcu koji pogoduje njihovom opstanku [251]. Tako 

je nađeno da njihovim hemijskim modifikacijama ES L1 gubi efektivnost u stimulisanju tolDC [252]. 

Glikane prepoznaju receptori na imunskim ćelijama koji poseduju lektinske domene, kao što su 

lektinski receptori C tipa (CTL), prisutni na antigen-prezentujućim ćelijama (APC). Analiza glikanskih 

struktura prisutnih u ES L1 sprovedena je primenom biljnih lektina. Rezultati su pokazali da među 

dominantnim ugljenohidratnim strukturama preovlađuju glikani sa trimanozilnim jezgrom (prepoznaje 

ih lektin ConA), kao i ponovljeni nizovi N-acetil glukozamina (prepoznaje ih WGA). Takođe su 

identifikovani kompleksni bianternarni glikani sa bisektnim N-acetil glukozaminom (PHA) i 

kompleksni glikani sa tri- i tetra-antenarnim lancima koje sadrže fukozu vezanu α1-6 za GlcNAc u 

jezgru (AAA) [253]. Ispitivanje TsEV pokazalo je da njihove glikane prepoznaju lektini ConA, WGA, 

AAA ali ne i PHA, što ukazuje na to da TsEV ne sadrže tri- i tetra-antenarne strukture. Ova razlika se 

može objasniti ne samo različitim sastavom ES L1 i TsEV, s obzirom na to da ES L1, pored TsEV, 

sadrži i solubilne proteine, već i  načinom na koje T. spiralis produkuje ES L1 i EV, pa se samim tim se 

razlikuju i obrasci glikozilacije molekula koji se oslobađaju u okviru ES L1 frakcije u odnosu na one 

koji su namenjeni za pakovanje u EV [254,255].  
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Od posebnog značaja je interakcija TsEV sa receptorom DC-SIGN (CD209), lektinom tipa C, 

koji prepoznaje visoko-manozni tip glikana i prisutan je pretežno na DC i pojedinim makrofagama 

[256,257]. Aktivacija ovog receptora utiče na signalne puteve koji favorizuju anti-inflamatorni odgovor 

i imunsku toleranciju. Pored direktne modulacije citokinske produkcije, DC-SIGN može kooperisati sa 

TLR receptorima, poput TLR4, modulišući signalizaciju preko NF-κB puta i podstičući transkripciju 

gena za IL-10 [258,259].  Ovde je prvi put pokazano da TsEV sadrže gliko-epitope koje prepoznaje 

receptor DC-SIGN, što može imati značajne implikacije na njihovu interakciju sa DC. U studiji 

Cvetković i saradnika (2020) pokazano je da blokiranje DC-SIGN receptora na DC pre dodavanja ES 

L1 menja proces njihovog sazrevanja, usled čega one ne dobijaju tolerogeni fenotip. 

Dendritske ćelije su profesionalne antigen-prezentujuće ćelije koje igraju ključnu ulogu u 

pokretanju i usmeravanju imunskog odgovora. Nakon stupanja u kontakt sa antigenima različitog 

porekla, DC obrađuju te antigene i prezentuju ih naivnim T ćelijama, koje se usled te interakcije 

diferenciraju u različite efektorske ili regulatorne subpopulacije. Uticaj TsEV na aktivaciju DC i 

sledstvenu polarizaciju adaptivnog imunskog odgovora ispitan je u kulturi humanih DC. Prethodno je 

pokazano da ES L1 produkti T. spiralis indukuju tolerogeni fenotip DC, koji ostaje stabilan i u pro-

inflamatornoj sredini, kao što je stimulacija sa LPS/IFN-γ [166]. Pod dejstvom pro-inflamatornog 

stimulusa LPS/IFN-γ, DC se diferenciraju u inflamatorne tip 1 (DC1) ćelije, koje karakteriše visoka 

ekspresija kostimulatornih molekula (HLA-DR, CD86, CD83, CD40, CCR7) i produkcija citokina  IL-

12 i IL-23, koji su ključni za indukciju Th1 i Th17 imunskog odgovora [233]. Nasuprot tome, TsEV-

tretirane humane DC pokazale su fenotipske karakteristike delimično zrelih, tolerogenih DC: smanjenu 

ekspresiju HLA-DR, CD83 i CCR7 i nisku produkciju IL-12, a visoku produkciju anti-inflamatornih 

citokina IL-10 i TGF-β. Važno je istaći da je ovaj fenotip ostao stabilan i nakon dodatne stimulacije 

pro-inflamatornim stimulusom LPS/IFN-γ, što je veoma značajno zbog potencijalnog korišćenja tolDC 

u tretmanu inflamatornih bolesti.  

Tolerogene DC se karakterišu i povišenom ekspresijom molekula važnih za indukciju 

tolerancije, poput IDO-1 i ILT3 [260]. Ekspresija IDO-1 je bila povećana u ćelijama tretiranim TsEV 

ili ES L1, a dodatno je porasla nakon LPS/IFN-γ stimulacije, što je u skladu s poznatim dejstvom IFN-

γ i LPS-a na indukciju IDO-1 [261] [262]. Ovaj efekat je potvrđen i analizom ekspresije IDO-1 gena, 

merena na nivou iRNK izolovanih iz DC tretiranih sa TsEV. IDO-1 je enzim koji katalizuje 

metabolizam triptofana što utiče na diferencijaciju Treg [263,264] i inhibira proliferaciju efektorskih T 

ćelija [265]. Pokazano je i da IDO-1 indukuje ekspresiju ILT3 i ILT4 na DC čime se dodatno stimuliše 

tolerogeni status DC [266]. Ipak, efekat TsEV na ekspresiju IDO-1 bio je umeren, što implicira da i 

drugi mehanizmi, uključujući ekspresiju ILT-3 i produkciju IL-10, doprinose indukciji tolerogenih 
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svojstava DC. ILT3 je inhibitorni receptor koji ograničava prezentaciju antigena i narušava TCR 

signalizaciju čime doprinosi anergiji T ćelija [260]. Visok nivo IL-10, koji je detektovan u TsEV-

tretiranim DC i T ćelijama iz ko-kultura, potencijalno stimuliše ekspresiju ILT3 i ILT4, čime se 

dodatno pojačava imunosupresivni potencijal DC [267].  

Analizom ekspresije površinskih markera utvrđeno je da TsEV utiču na povećanu ekspresiju  

receptora za hemokine CCR7 na DC. Ovaj receptor ima ključnu ulogu u regulaciji migracije DC iz 

perifernih tkiva ka limfnim čvorovima gde DC prezentuju antigene naivnim T limfocitima i pokreće se 

njihova ekspanzija i diferencijacija [268]. Nivo ekspresije CCR7 na TsEV-tretiranim DC je u skladu sa 

prethodnim studijama koje su pokazale da je CCR7 neophodan za migraciju tolerogenih DC u 

drenirajuće limfne čvorove i za indukciju periferne tolerancije [269,270].  

Daljom analizom intracelularne ekspresije i produkcije citokina potvrđeno je da TsEV stimulišu 

visoku produkciju anti-inflamatornih citokina IL-10 i TGF-β, uz minimalnu ekspresiju IL-12 i IL-23, 

čak i nakon pro-inflamatorne stimulacije. Citokini IL-10 i TGF-β predstavljaju ključne pokazatelje i 

medijatore tolDC, zajednički deluju na ograničavanje prekomerne aktivacije T ćelija i utiču na 

indukciju regulatornih T ćelija i uspostavljanje tolerancije [271,272]. IL-10 i TGF-β mogu inhibirati 

ekspresiju gena za IL-12p40, koji kodira subjedinicu p40 neophodnu za produkciju IL-12 i IL-23 

citokina, što dodatno objašnjava snižene nivoe ovih inflamatornih citokina u supernatantima DC 

tretiranih sa TsEV [273]. Povećana produkcija IL-10, uz istovremeno smanjenu produkciju IL-12 

stvara mikrookruženje koje pogoduje indukciji regulatornih T ćelija [66,274,275]. 

Ekstracelularne vezikule poreklom od parazita mogu na različite načine da utiču na modulaciju 

imunskog sistema domaćina. Pokazano je da, slično dejstvu TsEV, EV Schistosoma mansoni utiču na 

povećanu ekspresiju anti-inflamatornih citokina [276], dok EV iz Fasciola hepatica indukuju snažan 

pro-inflamatorni odgovor DC koji uključuje povećanu ekspresiju TNF-α i kostimulatornih molekula 

[218], što ukazuje na široki spektar imunomodulatornih mehanizama koje različiti helminti koriste u 

cilju izbegavanja imunskog odgovora organizma domaćina.  

Imajući u vidu da ES L1 produkti aktiviraju receptore na DC, čime utiču na transdukciju 

signala u DC [165,166,277], analizirana je i ekspresija gena čija aktivacija može biti posledica 

signalizacije nakon tretmana sa TsEV. Praćena je ekspresija gena koji su prethodno identifikovani kao 

ključni u formiranju tolerogenog fenotipa DC, uključujući mTOR, SOCS1, SOCS3, AhR, IDO-1, NF-

κB2 i RelB. U DC tretiranim TsEV zabeležena je izražena ekspresija svih analiziranih gena, što 

ukazuje na snažan uticaj ovih EV na regulaciju ključnih transkripcionih puteva povezanih sa 

tolerogenim fenotipom. 
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mTOR i SOCS geni povezani su sa regulacijom produkcije citokina u monocitima i DC [278]. 

Pojačana ekspresija mTOR pod uticajem TsEV korelira sa većom produkcijom anti-inflamatornog 

citokina IL-10 i smanjenjem produkcije pro-inflamatornog IL-12p70, što potvrđuje ulogu mTOR 

signalizacije u usmeravanju DC ka tolerogenom fenotipu. Pokazano je da je mTORC-1 signalizacija u 

intestinalnim DC neophodna za produkciju IL-10 i održavanje tolerancije u crevima [279], kao i da 

indukcija tolDC pod uticajem vitamina D3 zavisi od mTOR signalizacije [280].  

SOCS proteini predstavljaju negativne regulatore u okviru mehanizama kontrole imunskog 

odgovora i inflamacije [281]. DC kod kojih je aktivirana signalna transdukcija zavisna od SOCS3 

odlikuju se smanjenom ekspresijom MHC II i CD86, smanjenom produkcijom IL-12 i povećanom 

produkcijom IL-10, što vodi ka indukciji Th2 odgovora [282]. U ovoj studiji DC tretirane sa TsEV su 

pokazale povišenu ekspresiju gena SOCS1 i SOCS3, što je efekat sličan onom koji izazivaju EV 

parazita F. hepatica [218]. 

AhR je transkripcioni faktor koji se eksprimira u različitim ćelijama imunskog sistema, 

uključujući DC [283]. On je deo signalne kaskade u pozitivnoj povratnoj sprezi koja održava 

ekspresiju IDO-1, jednog od ključnih medijatora u regulatornom odgovoru [284]. Signalni put koji 

uključuje AhR pokreće i IL-10 čija je produkcija takođe stimulisana tretmanom TsEV, što doprinosi 

stabilizaciji i održavanju tolerogenih karakteristika DC [285,286]. To je potvrđeno i u rezultatima ovog 

rada gde je ekspresija Ahr je bila značajno povećana kod DC tretiranih sa TsEV koje su i produkovale 

visoke nivoe IL-10.  

Studije su pokazale da je nekanonski NF-κB signalni put (koji uključuje NF-κB2/p52 i RelB 

transkrpipcione faktore) značajan za imunsku toleranciju, naročito za indukciju Foxp3⁺ T regulatornih 

ćelija [287–289]. Smatra se da povišena ekspresija RelB i NF-κB2 može predstavljati tolerogeni 

marker DC u infkecijama helmintima [278]. Ovi nalazi su u skladu sa našim istraživanjima, koja su 

pokazala značajno povećanu ekspresiju gena povezanih sa alternativnim NF-κB putem nakon tretmana 

DC sa TsEV. Slični efekti zabeleženi su i kod drugih helminata. Tako antigeni Schistosoma mansoni 

aktiviraju alternativni NF-κB put u mišjim ćelijama [290], dok antigeni Brugia malayi pojačavaju 

ekspresiju RelB i NF-κB2 u humanim DC [291]. Takođe, povećana ekspresija RelB primećena je u DC 

izolovanim iz miševa koji su inficirani sa Nippostrongylus brasiliensis, što ukazuje da različiti paraziti 

mogu koristiti slične mehanizme imunomodulacije [292].  

Kako bismo ispitali da li DC tretirane sa TsEV imaju alo-stimulatorni kapacitet, ove ćelije su 

ko-kultivisane sa T limfocitima alogenog porekla. Rezultati su pokazali da TsEV-tretirane DC imaju 

ograničenu sposobnost stimulacije T ćelija, što se ogleda u slaboj proliferaciji T limfocita. Ovaj efekat 

verovatno je posledica niske ekspresije HLA-DR i kostimulatornih molekula, kao što je CD86, na 
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površini DC, koji imaju ključnu ulogu u aktivaciji i indukciji proliferacije T limfocita. Dendritske 

ćelije tretirane sa TsEV takođe imaju i smanjenu sposobnost da indukuju Th1 i Th17 imunski odgovor, 

što se ogleda u niskom nivou produkcije IFN-γ i IL-17, kao i u niskom procentu ćelija koje ih 

proizvode. Ovaj efekat se može objasniti smanjenom produkcijom IL-12 i IL-23 od strane DC 

[46,233]. Čak i pod uticajem pro-inflamatornih stimulusa, kao što je LPS/IFN-γ, TsEV-tretirane DC 

zadržavaju smanjen kapacitet da indukuju Th1 i Th17 odgovore. TsEV podstiču diferencijaciju DC sa 

tolerogenim svojstvima, koje ne promovišu produkciju inflamatornih citokina ključnih za razvoj 

autoimunskih bolesti već usmeravaju T ćelije ka izmenjenom Th2 i regulatornom fenotipu, slično 

efektima ES L1 [293]. DC tretirane sa TsEV podstiču T ćelije na povećanu produkciju IL-4, IL-10 i 

TGF-β. Uočeni efekat može biti posledica povećane produkcije IL-10 i TGF-β kod TsEV-tretiranih 

DC, čime doprinose usmeravanju T ćelijskog odgovora ka Th2 i anti-inflamatornom fenotipu 

[232,294].  

Najjasnija potvrda tolerogenih svojstava TsEV-tretiranih DC jeste njihova sposobnost da 

indukuju ekspanziju regulatornih T ćelija, kako klasičnih CD4⁺CD25⁺Foxp3⁺ Treg ćelija, tako i Tr1 

(CD4+CD25+Foxp3-IL-10+) ćelija, koje produkuju anti-inflamatorne citokine. Indukcija Foxp3⁺ Treg 

ćelija odgovara ranije opisanim efektima ES L1 produkata [166], a poznato je da ove ćelije igraju 

ključnu ulogu u održavanju tolerancije, između ostalog i putem produkcije IL-10 i TGF-β [65]. 

Prethodne studije su potvrdile da je interakcija između tolDC i Treg ćelija od suštinskog značaja za 

očuvanje imunske ravnoteže [66,69,295]. Prethodno je već opisano da TsEV-tretirane DC imaju 

povišenu ekspresiju tolerogenih markera IDO i ILT-3, promovišu Treg diferencijaciju [296–299].  

U ko-kulturi sa alogenim T limfocitima, TsEV-tretirane DC (kao i one tretirane sa ES L1) 

indukuju formiranje i Tr1 ćelija. Generalno, ove ćelije se diferenciraju na periferiji u prisustvu 

tolerogenih signala, karakterišu se visokom produkcijom IL-10 i TGF-β i deluju suprimirajuće na 

efektorske imunske ćelije. Za razliku od klasičnih Treg, Tr1 ćelije ne eksprimiraju Foxp3, već deluju 

nezavisno od njega [237]. Njihov zaštitni efekat je potvrđen transferom ćelija u modelima 

autoimunskih bolesti, gde su Tr1 sprečile razvoj EAE kod miševa [300]. Takođe, pokazano je da su 

ključne za obnovu imunske tolerancije u alergijskim bolestima, jer alergen-specifične terapije 

promovišu prelazak Th1 i Th2 ćelija u Tr1 fenotip [301].  

TsEV promovišu razvoj tolerogenog fenotipa DC, čime stimulišu regulatorni odgovor i 

potencijalno imaju sposobnost da suprimiraju prekomerne reakcije imunskog sistema, kao što je 

alergija. Zbog toga je terapijski potencijal TsEV ispitan in vivo na BALB/c miševima u modelu 

respiratorne alergije.  
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Poznato je da infekcija sa T. spiralis ili intraperitonealna primena ES L1 produkata indukuje 

povećanje produkcije IL-10 i ekspanziju Treg ćelija na lokalnom i sistemskom nivou, ključnih za 

očuvanje imunske homeostaze u domaćinu [238,240,302,303]. U ovoj studiji, intranazalna primena 

TsEV kod zdravih miševa nije promenila zastupljenost mijeloidnih ćelija u plućima, ali je dovela do 

umerene ekspresije Th2 citokina, bez značajnog uticaja na ekspresiju Th1 i Th17 citokina. Ovakav 

odgovor je u skladu sa imunskim profilom zabeleženim tokom infekcije sa T. spiralis u sličnim 

eksperimentalnim modelima [127,149]. Takođe, tretman sa TsEV je doveo do povećanog prisustva 

CD4⁺IL-10⁺ i CD8⁺IL-10⁺ ćelija, kao i do značajnog porasta proporcije regulatornih T ćelija u plućima 

i slezini, uključujući i klasične CD4⁺Foxp3⁺ Treg ćelije i Tr1 ćelije. Ovi nalazi ukazuju da TsEV mogu 

uticati na imunski odgovor kod zdravih miševa bez izazivanja inflamacije.  

S obzirom na to da TsEV ne indukuju inflamaciju u zdravim miševima, testirane su kao 

potencijalna terapija za ovalbuminom-indukovanu respiratornu alergiju, i to kroz dva eksperimentalna 

modela: ko-aplikacioni i terapijski. U ko-aplikacionom modelu, TsEV su intranazalno davane paralelno 

sa indukcijom alergije i pre izlaganja alergenu (OVA). Ovaj model je testiran da bi se iskoristila 

plastičnost naivnih T i B ćelija čime se smanjuje širenje inflamacije u toku senzitizacije sa alergenom 

[304]. U terapijskom modelu, TsEV su davane nakon indukcije alergije, nekoliko dana i neposredno 

pre izlaganja OVA. Terapijski modeli pokazali su nižu efikasnost u imunomodulaciji u odnosu na ko-

aplikacioni pristup, ali su ipak rezultirali značajnim smanjenjem simptoma alergije [305]. S obzirom na 

to da je terapijski model lakše primeniti u kliničkoj praksi, predstavlja relevantnu opciju za dalje 

istraživanje i potencijalnu primenu. Oba modela su se pokazala uspešnim u podsticanju nastanka 

regulatornih T ćelija [306,307].  

Kod miševa sa indukovanom alergijom, uočeno je pojačano prisustvo eozinofila i neutrofila u 

plućima, povišeni nivoi OVA-specifičnih IgE i IgG1 antitela u serumu, kao i intenzivna produkcija Th2 

citokina u plućima i slezini. I ko-aplikacioni i terapijski model TsEV doveli su do značajnog 

ublažavanja alergijom izazvane inflamacije u plućima, što je potvrđeno manjom infiltracijom 

eozinofila i neutrofila, sniženim histopatološkim skorom, smanjenom produkcijom mukusa i nižim 

nivoima Th2 citokina. Uz to, zabeležen je i uticaj na sistemski imunski odgovor, izražen kroz 

smanjenje OVA-specifičnih IgE i IgG1 u serumu, kao i redukovanu produkciju IL-4 i IL-5 u kulturama 

ćelija slezine.  

Pošto je in vitro potvrđeno da TsEV imaju značajan efekat na sazrevanje humanih DC, ispitan 

je i uticaj  TsEV na DC populacije u plućima. Tokom inflamacije, Ly6Chigh monociti se diferenciraju u 

inflamatorne DC i migriraju u pluća, gde luče hemokine koji privlače eozinofile i efektorske T ćelije u 

disajne puteve [308]. U fiziološkim uslovima, plućne DC čine tri glavne subpopulacije: plazmacitoidne 
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DC, kao i dve populacije koje potiču od prekursora konvencionalnih DC (cDC): CD11b⁺ DC, koje 

uglavnom podstiču Th2 imunski odgovor; i CD103⁺ DC, koje favorizuju razvoj Th1 i Th17 odgovora 

[309].  

Prethodne studije su pokazale i da prisustvo CD11b⁺ i CD103⁺ DC, Ly6Chigh i Ly6Clow 

monocita, kao i različitih podtipova plućnih makrofaga, značajno utiče na tok respiratornih alergija 

[310]. Iako se u plućima CD11b+ DC smatraju primarno zaslužne za indukciju Th2 odgovora dok 

CD103+ DC smatraju zaslužne za indukciju Th1 i Th17 odgovora, istraživanja su pokazala da su obe 

subpopulacije, CD11b⁺ i CD103⁺ DC, povezane sa nastankom alergijom izazvane inflamacije disajnih 

puteva i da CD103⁺ DC, u određenim okolnostima, takođe mogu indukovati Th2 odgovor [52]. 

Međutim, CD103+ DC ćelije su takođe pokazale sposobnost da indukuju i diferencijaciju CD4⁺Foxp3⁺ 

regulatornih T ćelija, čime doprinose ublažavanju inflamacije u modelima respiratorne alergije 

izazvane sa OVA [53]. Dodatno, studije na miševima bez funkcionalnih CD103⁺ DC ukazale su na 

važnu ulogu ovih ćelija u ublažavanju inflamacije tokom kasnijih faza alergijske reakcije [53,311].  

U okviru ove studije, u alergijskoj grupi zabeležen je porast CD11b⁺ DC, koji nije bio značajno 

promenjen nijednim tretmanom TsEV. Nasuprot tome, uočen je porast CD103⁺ DC kod miševa 

tretiranih sa TsEV, pri čemu je statistički značajno povećanje registrovano samo u modelu ko-

aplikacije. Imajući u vidu da CD103⁺ DC mogu podsticati razvoj Treg ćelija, naročito u prisustvu 

tolerogenih signala poput retinoične kiseline [53], može se pretpostaviti da su upravo ove ćelije, pod 

uticajem TsEV, imale ključnu ulogu u indukciji Treg odgovora i posrednom smanjenju inflamacije. 

Istraživanja Shi i saradnika (2024) pokazala su takođe povećanje broja CD103⁺ DC u plućima ali samo 

kod miševa inficiranih sa T. spiralis pre indukcije respiratorne alergije.  

Analiza nivoa citokina u supernatantima ćelija pluća pokazala je da tretman sa TsEV dovodi do 

smanjenja produkcije IL-4, IL-5 i IL-13, ključnih citokina uključenih u razvoj i održavanje inflamacije 

izazvane alergijom [312]. IL-4, kao centralni regulator B ćelijskih funkcija tokom alergijskih reakcija, 

povećava ekspresiju sopstvenog receptora, čime dodatno pojačava osetljivost B ćelija na IL-4 

signalizaciju [313]. Ovaj mehanizam pozitivne povratne sprege omogućava kontinuiranu produkciju 

IgE antitela specifičnih za alergen, dok istovremeno podržava preživljavanje i proliferaciju B ćelija 

tokom inflamacije izazvane alergijom [314]. U terapijskom modelu ispitivanom u okviru ove 

doktorske disertacije, zabeležena je značajno smanjena produkcija IL-4, kao i niži procenat CD4+IL-4+ 

i CD8+IL-4+ T ćelija u plućima. Ova redukcija može oslabiti pomenutu povratnu spregu, što je u skladu 

sa uočenim smanjenjem broja B ćelija u plućima i sniženim nivoima OVA-specifičnih IgE, IgG1 i IgA 

antitela u serumu. 



101 
 

Smanjena inflamatorna aktivnost nakon TsEV tretmana odrazila se i na smanjenje produkcije 

IL-5 u ćelijama pluća i slezine. IL-5 je jedan od ključnih citokina u razvoju alergijskih bolesti, jer 

stimuliše sazrevanje, preživljavanje i aktivaciju eozinofila [315,316]. Aktivirani eozinofili oslobađaju 

brojne inflamatorne medijatore, uključujući IL-4, IL-5 i IL-13, kao i lipide i citotoksične granule, koji 

doprinose simptomima poput bronhokonstrikcije i prekomerne produkcije mukusa [317,318]. Niži 

nivoi IL-5 u plućnim ćelijama tretiranih miševa bili su u saglasnosti sa smanjenim brojem eozinofila u 

bronhoalveolarnom lavažu i plućima, pri čemu je terapijski model pokazao izraženiju efikasnost. 

Pored eozinofila, u regulaciji produkcije citokina u okviru alergijskih reakcija učestvuju i Th2 

ćelije, mast ćelije, urođene limfoidne ćelije tipa 2 (ILC2), kao i NK ćelije. Aktivaciju NK ćelija 

podstiče IL-4, a ujedno i same NK ćelije doprinose produkciji IL-4, IL-5 i IL-13 [319,320]. U ovoj 

studiji, grupa alergičnih miševa je imala značajno veći procenat NK ćelija u plućima, dok je u oba 

modela tretmana sa TsEV uspešno smanjena njihova zastupljenost, s tim što je u terapijskom modelu 

bila statistički veću efikasnost ovog smanjenja. 

Posebno je značajno smanjenje nivoa IL-13 u plućima u oba modela primene TsEV. IL-13 je 

značajan u patogenezi alergija, jer učestvuje u regrutovanju i aktivaciji eozinofila, produkciji mukusa, 

fibrozi i remodelovanju disajnih puteva [321,322]. Za razliku od parazitskih infekcija koje izazivaju 

porast IL-13, čak i slučajevima kada se koriste u terapeutske svrhe na eksperimentalnim modelima 

alergijskih bolesti [149], tretman TsEV nije izazvao sličan efekat. To ukazuje da EV parazita mogu 

modulisati imunski odgovor bez izazivanja izražene inflamacije, koja se javlja prilikom primene živih 

parazita, što je potvrđeno i u studijama sa EV Heligmosomoides polygyrus [210,323]. 

Detektovana supresija Th2 imunskog odgovora nije bila posledica povećane produkcije Th1 

citokina, budući da je ekspresija IFN-γ bila značajno snižena u CD4+ i CD8+ T ćelijama pluća u oba 

eksperimentalna modela. Dalja analiza CD8+ T ćelija pokazala je da su miševi iz terapijskog modela 

imali znatno manji procenat CD8+IL-17+ ćelija u poređenju sa alergijskom grupom. Ova subpopulacija 

ćelija povezuje se sa patološkim procesima u različitim autoimunskim i alergijskim bolestima 

[324,325], što dodatno naglašava potencijal TsEV u modulaciji inflamacije.  

Kao što je prethodno istaknuto, tokom infekcije helmintima dolazi do aktivacije APC kao što su 

alternativno aktivirani makrofagi i tolDC što doprinosi povećanoj produkciji anti-inflamatornih 

citokina IL-10 i TGF-β [118,326]. Ovi citokini pospešuju razvoj Treg koje dodatno produkuju IL-10 i 

TGF-β, uspostavljajući snažno anti-inflamatorno mikrookruženje [327]. IL-10 inhibira dejstvo Th2 

imunskog odgovora smanjujući IL-4-zavisnu produkciju IgE od strane B ćelija, kao i preživljavanje i 

aktivaciju eozinofila i mast ćelija [328,329], dok TGF-β suzbija proliferaciju efektorskih T ćelija [330]. 

Diferencijacija tolDC i širenje Treg populacije dodatno su  podstaknuti ovim faktorima.  
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Imunomodulatorni i anti-inflamatorni potencijal TsEV ispitan je i ex vivo, na ćelijama pluća i 

slezine izolovanim iz miševa kod kojih je bila indukovana respiratorna alergija. Rezultati su pokazali 

da ove ćelije, restimulisane sa OVA u kulturi, a potom tretirane sa TsEV pokazuju smanjenu produkciju 

citokina IL-4, IL-5 i IL-13, i značajno višu produkciju IL-10 u odnosu na ćelije koje su bile izložene 

samo OVA. Dobijeni rezultati ukazuju na sposobnost TsEV da modulišu fenotip već senzibilizovanih 

imunskih ćelija, što je od velike važnosti za njihovu potencijalnu terapijsku primenu.  

TsEV, kao aktivni činilac ES L1 produkata T. spiralis, pokazuju obećavajući terapijski potencijal 

u modulaciji imunskog odgovora kod respiratornih alergija, što ih čini relevantnim kandidatom za 

razvoj novih pristupa lečenju. Utvrđeno je da ove ekstracelularne vezikule sadrže specifične gliko-

epitope koji bi nakon kontakta sa DC mogli da aktiviraju signalnu transdukciju i time podstaknu 

diferencijaciju tolDC. Takve tolDC ostaju stabilne u pro-inflamatornim uslovima i sposobne su da 

promovišu razvoj regulatornih T ćelija i produkciju anti-inflamatornih citokina. Indukcija Treg ćelija i 

pojačano otpuštanje anti-inflamatornih medijatora predstavljaju ključne mehanizme putem kojih TsEV 

efikasno suzbijaju inflamaciju izazvanu alergijom bez stimulisanja neželjenih imunskih reakcija, kao 

što su pokretanje Th1 i Th17 imunskog odgovora, što je bio čest izazov pri primeni parazitskih 

infekcija u lečenju inflamatornih  bolesti. Podaci dobijeni u in vivo i ex vivo eksperimentima potvrđuju 

da TsEV poseduju kapacitet da modulišu imunski odgovor u već prisutnoj inflamaciji, što ukazuje na 

njihov potencijal za kliničku primenu. Ovakav selektivan i balansiran imunomodulatorni efekat čini 

TsEV perspektivnim kandidatom za razvoj novih terapija u lečenju respiratornih alergija. 
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6. ZAKLJUČCI 
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeći zaključci: 

1. TsEV izolovane iz ES L1 produkata Trichinelle spiralis su okruglog, konkavnog oblika i visoke 

propustljivosti za elektrone što je potvrđeno transmisionom elektronskom mikroskopijom. 

Analiza praćenja nanočestica je pokazala prosečnu veličinu partikula od 156 ± 74 nm. 

 

2. Specifična reaktivnost TsEV sa različitim lektinima ukazuje da su TsEV visoko glikozilovane i 

potvrđuje prisustvo glikana sa trimanozilnim jezgrom, ponovljenim nizovima N-

acetilglukozamina, glikana sa N-acetilgalaktozaminom, kao i kompleksnih glikana koji sadrže 

fukozu. Od posebnog značaja je specifična interakcija TsEV sa DC-SIGN receptorom, koji je 

prisutan  pretežno na DC i pojedinim makrofagima i čija aktivacija utiče na signalne puteve 

koji favorizuju anti-inflamatorni odgovor i imunsku toleranciju.  

 

3. TsEV poseduju kapacitet da indukuju tolerogeni fenotip DC, koji ostaje stabilan u 

inflamatornim uslovima. DC, nepotpuno sazrele pod uticajem TsEV, pokazuju povećanu 

produkciju anti-inflamatornih i regulatornih citokina IL-10 i TGF-β, kao i povećanu ekspresiju 

tolerogenih markera ILT3 i IDO-1 u odnosu na nestimulisane DC. Tretman DC sa TsEV dovodi 

do značajnog povećanja ekspresije gena uključenih u signalne puteve koji regulišu 

diferencijaciju tolerogenih DC, uključujući mTOR, AhR, NF-κB2, RelB, SOCS1 i SOCS3.   

 

4. DC tretirane sa TsEV imaju ograničen alo-stimulatorni kapacitet u kokulturi sa alogenim T 

ćelijama i smanjenu sposobnost da indukuju Th1 i Th17 imunski odgovor, čak i u prisustvu 

pro-inflamatornih stimulusa, dok u isto vreme usmeravaju T ćelije ka Th2 i regulatornom 

fenotipu. Tolerogena svojstva DC koje su tretirane sa TsEV najjasnije potvrđuje njihova 

sposobnoct da indukuju ekspanziju regulatornih T ćelija, kako klasičnih CD4⁺CD25⁺Foxp3⁺ 

Treg ćelija, tako i Tr1 (CD4+CD25+Foxp3-IL-10+) ćelija.    

 

5. Intranazalni tretman TsEV kod zdravih miševa dovodi do ekspanzije regulatornih CD4+Foxp3+ 

T ćelija i CD4+Foxp3⁻IL-10+ Tr1 ćelija, uz pojačanu ekspresiju anti-inflamatornih i 

regulatornih citokina IL-10 i TGF-β, u plućima i slezini.  

 

6. U modelu respiratorne alergije, intranazalni TsEV tretman smanjuje prisustvo inflamatornih 

ćelija i citokina u plućima, pri čemu je terapijski model efikasniji u redukciji inflamacije i 

stimulaciji regulatornih T ćelija od ko-aplikacionog modela. TsEV aplikovane pre restimulacije 

sa alergenom (terapijski model), dovode do: a) smanjenja broja inflamatornih ćelija u plućima i 
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bronhoalvelarnom lavažu; b) smanjene ekspresije IL-4, IFN-γ i IL-17, i povećane ekspresije IL-

10 u CD4+ i CD8+ T limfocitima poreklom iz pluća; c) povećane zastupljenosti CD4+Foxp3+ 

Treg ćelija u plućima; d) smanjene produkcije Th2 citokina (IL-4, IL-5, IL-13) od strane ćelija 

pluća u kulturi .  

 

7. Intranazalni tretman sa TsEV dovodi do promena imunskog odgovora na sistemskom nivou, 

koje su izražene kroz smanjenje IgE, IgA, IgG1 i IgG2a antitela specifičnih na OVA u serumu, i 

redukovanu produkciju IL-4 i IL-5 u kulturama ćelija slezine, u odnosu na životinje sa 

respiratornom alergijom. 
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