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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mr sc. dr med. Biljane Bufsod nazivom:,Uticaj starenja na
fenotipske i funkcijske karakteristike dendritskin ¢elija razli¢itih sojeva pacova“

napisana je na 161 strani i sadrzi 26 slika, 1ltalbe345 literaturnin navoda. Sadrzaj



doktorske disertacije izloZen je u slémhe poglavljima: Uvod (27 strana), Ciljevi istrazivja
(3 strane), Materijal i metode (27 strana), Rexul(d3 strane), Diskusija (27 strana),
Zakljucak (5 strana) i Literatura.

U poglavlju UVOD, na pregledan @ izneti su relevantni podaci iz literature, koji
nedvosmisleno ukazuju na opravdanost istraZivamg, su prikazana u disertaciji i iz kojih
jasno proizilazi da su ciljevi istrazivanja smisdarprecizno definisani.

CILJ ISTRAZIVANJA ove doktorske disertacije je bio da se ispita jistarenja na
fenotipske i funkcijske karakteristike konvenciarialdendritskinéelija (kDC) pacova Albino
Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) soja i da se utvrdla li ove promene koreliraju sa
promenom u osetljivosti na indukciju organ-speaiin autoimunskih bolesti.

PoglavljeMATERIJAL | METODE sadrzidetaljan opis metoda koje su kéese
za izolovanje i kultivaciju kKD, kao i metode koje su koé&ne za ispitivanje fenotipskih i
funkcijskin karakteristika k. Osim toga, budti da je za ispitivanje korelacije izrde
promena u funkcijskim karakteristikama &D osetljivosti na indukciju organ-spedifiih
autoimunskih bolesti kori&n eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis AB,
eksperimentalni model za mulpiplu sklerozu, detalje opisan postupak za indukciju ove
bolesti, kao i parametri za @genje razvoja bolesti.

U istrazivanjima su koré&&ne mlade (3 meseca) i stare (26 meseci) Zzenke/@#@d i
DA soja. Zivotinjama su, nakon Zrtvovanja sleziagljivo vaiene; manji deo tkiva je uziman
za analizu ekspresije gena za citokine, a ostagakkgrien za izolovanje splenocita
enzimskom digestijom, a potom je na gustinskom igeatili izdvajanaelijska frakcija niske
gustine u kojoj se nalaze(D Jedan deo ovibelija je je upotrebljen za ispitivanje ispoljenost
povrdinskih molekula (CD4, CD11b, MHC Il, CD40, CIp8CD86 i TLRA4).Celije koje
ispoljavaju CD103 (subjedinicaioxs2 integrina) molekul su identifikovane kot&njem
monoklonskog MRC OX62 antitela (u daljem tekstuCRD potom je ispitivana njihova
endocitozna sposobnost.

Iz drugog del&elija iz iste frakcije su izdvajane OX62¢lije kori&enjem magnetnih
kuglica vezanih za MRC OX62 monoklonsko antiteledah deo ovako izdvojenitelija je
iskori&en za ispitivanje ekspresije gena za citokine (TNM:-6, IL-1p3, TGF$ i IL-10) i
TLR (engl. Toll like receptor) 4, receptor koji prepoznajelekulske obrasce patogena.

Izdvojene KO su, tokom ndi, kultivisane u kompletnom medijumu sa ili bez dtich
lipopolisaharida (LPS), liganda za TLR4, koji stiida aktivaciju/sazrevanje @ Nakon

kultivacije ispitivana je:



» vijabilnost ¢elija, kori&enjem 7-aminoaktinomicin D (7-AAD), metodom
protaine fluorocitometrije,

* ispoljavanje povrsinskih molekula (MHC II, CD40, 80, CD86) koriéenjem
metode proténe fluorocitometrije,

» produkcija citokina (IL-10, TNFe, IL-6, TGF$, IL-12, I1L-23), odréivanjem
njihove koncentracije u supernatantima enzimskinuriatestovima (engl.
Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) i ekspraglevantnih gena u
samim ¢elijama, metodom latane reakcije polimeraze u realnom vremenu

(engl. Real-time polimerase chain reaction, RT-PCR).

Alostimulatorna sposobnost KDje procenjivana merenjem proliferativnog odgovora
CD4+ T limfocita koji su prethodno obelezenih flascentnom bojom- 5(6)-
karboksifluorescein  diacetat sukcinimidil estrom FEE), metodom protme
citofluorimetrije.

U drugom segmentu studije ispitivana je osetljivpscova na indukciju EAE-a.
Zivotinje su imunizovane ubrizgavanjem paste kagasastojala od homogenataitkene
mozdine DA pacova i kompletnog Freund-ov adjuvansabkutanog davanjBordetella
pertussis vakcine. Kod ovih Zivotinja svakodnevno je @a tok bolesti i kvantifikovani su
klini¢ki znaci.

Dozvolu za rad sa eksperimentalnim zivotinjamaklapu istrazivanj&iji su rezultati
prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, je izdalgicka komisija Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, odlukom od 19.6.2012. gedzavedenom pod brojem 6/12.

Statisttka zn&ajnost razlika izméu grupa razliite starosti u ispoljenosti povrsinskih
markera na sveZe izolovanim €De odrelivana Studentovim t- tesom, dok je Zapost
promena ekspresije IRNK odligana Mann-Whitney U-testom. Uticaj starenja i
kultivacije/LPS-a na kD je testiran dvofaktorskom analizom varijanse, uimpnu
Bonferroni testa zgost hoc poreienje. Kruskal-Wallis test, uz primenu Mann-Whitngy
testa zapost hoc poreienje, je korien za testiranje uticaja starenja/LPS-a na ekgpresi
IRNK za citokine. Statistka zn&ajnost je testirana koKiénjem komercijalnih statiskih
paketa (SPSS for Windows 16.0. i GraphPad PrismOy. ¥ vrednost < 0.05 je smatrana
statisteki znatajnom.

REZULTATI su prikazani na 26 slika uz 1 tabelu.



U poglavljuDISKUSIJA dobijeni rezultati su kritki diskutovani u svetlu relevantnih
podataka iz literature.
Na kraju disertacije, dati sBAKLJU CCI, koji proizilaze iz rezultata istraZivanja i

njihove analize.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U prvom segmentu poglavli@EZULTATI opisani su podaci dobijeni analizom uticaja
starenja na fenotipske i funkcijske karakteriskks( sveze izolovanih iz slezine pacova AQ i
DA soja.

Analiza zastupljenosti CD4+ i CD4- subpopulacijakviru populacije kI AO pacova
je pokazala da je starenje dovelo do promene njigoadnosa, tako da je, za razliku od
mladih Zivotinja, kod kojih su dominantnu subpomijla ¢inile CD4+ kDC, kod starih
Zivotinja je odnos ovih subopulacija promenjen wido CD4- kDC. Promena odnosa
subpopulacija kD sa starenjem nije dana kod pacov®A soja. Kod oba uzrasta Zivotinja
ovog soja CD4- subpopulacija je bila dominantna.

Analiza fenotipa sveZe izolovanih KDzZivotinja AO soja je pokazala da su sveze
izolovane KO starih Zivotinja imale zr@jno veéu (p<0.001) povrsinsku gustinangl. mean
fluorescence intensity, MFI) MHC molekula 1l klasalok je povrSinska gustina
kostimulatornih molekula (CD80, CD86 i CD40) bilaazajno manja (p<0.05) u odnosu na
éelije mladih Zivotinja. Takde, u sveze izolovanim KD starih Zivotinja bila je manja
procentualna zastupljenostlija koje su eksprimirale TLR4 molekul u odnosu istu
populacijué¢elija kod mladih zivotinja.

Kod sveze izolovanih kD starih ZivotinjaDA soja je, u odnosu na sveze izolovane
kDC mladih Zivotinja, nden manji (p<0.01) procenat MHC |+ i CD4Gelija. Sa druge
strane, u okviru iste populacigelija starih zivotinja, nden je veéi (p<0.01) procenatelija
koje ispoljavaju CD80 i CD86 molekule u pdemju satelijama mladih pacova. Za razliku od
AO soja, kod DA soja starenje je pdéap (p<0.001) procentualnu zastupljenost TLR4+ u
okviru populacije sveZe izolovanih KDslezine.

Starenje je pov@lo (p<0.001) preuzimanje dekstrana endocitozonstoahe kI
pacova AO soja, a smanjilo (p<0.05) njegovo prearija od strane kO DA pacova.

Analiza ekspresije gena za pro-inflamatorne/imunugatorne citokine je pokazala
da slezinske kD starihAO pacovasadrze vée kolicine iRNK za TNFe (p<0.05) i IL-1
(p<0.01) i manje kodine (p<0.05) iRNK za IL-6, u odnosu na €Dmladih Zivotinja istog



soja. Ekspresija gena za imunomodulatorne/imunesipre citokine IL-10 | TGH, nije se
zn&ajnije promenila starenjem kod ovih pacova.

Kada je analizirana ekspresija gena za iste citokirkDC DA pacova dobijeni su
nesto drugdji rezultati. Ovecelije starih DA pacova su eksprimiraleé¢eekolicine IRNK za
TNF-a (p<0,05) i IL-6 (p<0.01), a manju (p<0.05) kohu IRNK za ILf3 u odnosu na
odgovarajde éelije mladih Zivotinja. Ekspresija iRNK za IL-10 fela veta u kDC starih
pacova. Starenje nije uticalo na ekspresiju IRNK&{3 .

Koli¢ina iRNK za TLR4 u k@@ starih pacova oba soja je bila u saglasnosti sa
rezultatom povrsinske ispoljenosti ovog molekulaaire, starenje je smanjilo (p<0.01)
koli¢inu iRNK za TLR4 u sveZe izolovanim KDstarih AO pacova, a pogao je (p<0.01) u
istim ¢elijama DA pacova.

U drugom segmentu poglaviREZULTATI su opisani podaci dobijeni ispitivanjem
uticaja starenja na sposobnost aktivacije/sazrav&llC pacova AO i DA soja nakon
stimulacije LPS-om u kulturi.

Analiza fenotipskih karakteristika KDmladih i starihAO pacova stimulisanih LPS-
om, pokazala je statigki znaajno povéanje procentualne zastupljenosti ili povrSinske
gustine svih ispitivanih markera (MHC Il, CD80, C®BCD40) u poréenju satelijama iste
uzrastne grupe koje su gajene bez prisustva oudgréasazrevanja. Patenjem fenotipskih
karakteristika k@' nakon stimulacije LPS-om mladih i starih AO pacaatena je manja
(p<0.001) povrSinska gustina MHC Il i & kostimulatornih molekula u palenju sa
stimulisaniméelijama mladih zivotinja.

Analiza uticaja LPS-a na fenotipske karakteristik®C mladih DA pacova je
pokazala da je ovaj faktor sazrevanja uticao nagamje ekspresije svih ispitivanih markera,
osim CD40. Kod k@ starih Zivotinja, LPS je z®ajnije uticao samo na promenu ekspresije
CD86, jer je povéao i procentualnu zastupljenost CD8&stija (p<0.05) i gustinu njegove
ispoljenosti (p<0.001), u patenju sa KD starih Zivotinja gajenih u odsustvu LPS-a.

Prethodno navedene promene u ispoljenosti ispitivgoovrSinskin molekula su
rezultirale manjom (p<0.001) gustinom ispoljendgiHC 1l i CD40 molekula i manjim
(p<0.05) procentom CD86+elija u okviru populacije kD starih Zivotinja koje su
stimulisane LPS-om, u patenju sa odgovaragim kDC mladih Zivotinja.

Analiza alostimulatorne sposobnosti €e pokazala da su nestimulisane(k[bez
obzira na soj i uzrast zivotinja iz kojih su izoéme, indukovale proliferaciju alogenih CD4+.

T limfocita, ali su bile manje efikasne u pdeaju sa k@ stimulisanim LPS-om. Pored toga,



LPS-om stimulisane kO starih Zivotinja su pokazale manju sposobnost kodanja
proliferacije alogenih CD4+ T limfocita u odnosu oxe¢elije mladih zivotinja istog soja.

Ispitivanja ekspresije gena za citokine uckD ¢elijama iz kulture su pokazala da su
ove starih ZivotinjaAO soja, gajene samo u kompletnom medijumu, eksprimiraléeve
bazalne nivoe iRNK za: TNE-(p<0.05), IL-12p35 (p<0.001), IL-23p19 (p<0.001)Li6
(p<0.05) i manje (p<0.001) za IL-10 u odnosudedije mladih zivotinja gajene pod istim
uslovima. Koltine eksprimirane iRNK za TGB-se nisu razlikovale kod nestimulisanih&D
mladih i starih zivotinja.

Pod uticajem LPS-a, kD mladih Zivotinja su zrmjno poveéale (p<0.001) ekspresiju
samo iIRNK za IL-10 u podenju sa nestimulisaningelijama Zivotinja istog uzrasta.
Suprotno, u kI starih pacova nakon stimulacije LPS-omiea je povéana ekspresija
IRNK za: TNF#e (p<0.001), IL-12p35 (p<0.001), IL-23p19 (p<0.0ML)%6 (p<0.001) i TGFB
(p<0.001), dok se ekspresija IRNK za IL-10 nije ¢ajaije menjala, u podenju sa
nestimulisanim KD Zivotinja iste starosti.

Uoceno je, takde, da kDU starih pacova posle stimulacije LPS-om eksprimairaj
zn&ajno vee (p<0.001) kotiine iIRNK za: TNFe, IL-12p35, IL-23p19, IL-6 | TGH |
manje (p<0.001) za IL-10 nego o¥elije mladih pacova.

Analiza bazalne ekspresif@NK u nestimulisanim kD mladih i starihDA pacovaje
pokazala viSestruko ve (p<0.001) koliine iIRNK za IL-23p19 uelijama starih Zivotinja,
dok se ekspresije gena za druge ispitivane citoimng-a, 1L-12p35, IL-6, IL-10 i TGFB)
nisu razlikovale.

Nakon aktivacije pod uticajem LPS-a, &Dmladih pacova su ztiajno povéale
(p<0.05) sadrzaj iRNK za TNE; dok se ekspresija IRNK za IL-12p35, IL-6, IL-23p1L-
10 i TGF{ nije zn&ajnije promenila, u podenju sa kontrolniméelijama zivotinja istog
uzrasta. Sa druge bstrane, LPS je uticao nadaoye ekspresije IRNK za IL-6 (p<0.01), IL-
10 (p<0.001) i TGP (p<0.001) u k@@ starih Zivotinja.

Ispitivanje uticaja LPS-a na KDmladih i starih Zivotinja je pokazalo da ovelije
starih zivotinja ispoljavaju ztajno vee (p<0.001) kotiine iIRNK za IL-6, IL-23p19, IL-10 i
TGFJ negocelije mladih Zivotinja.

Koncentracije citokina u supernatantima kulturaCkinladih i starih pacovaba
ispitivana soja u prisustvu ili bez LPS-a bila je u saglasnostiesailtatima ekspresije njihove
IRNK.



Sposobnosti kD da usmeravaju diferencijaciju i polarizaciju CD4+ éelijskog
odgovora odréivna je na osnovu koncentracije IRN-narker CD4+ pommickih (Th)1l
limfocita, IL-4 (marker ThZelija) i IL-17 (marker Th1l7%elija) u supernatantima kokultura
kDC i CD4+ T limfocita. U supernatantima kokulturanstilisanih kBC mladih AO pacova,

u odnosu na one iz kokultura sa nestimulisaning kfvotinja istog uzrasta, koncentracije
IFN-y i IL-17 se nisu zn&jno razlikovale. Za razliku od njih, é@na je véa koncetracija
IFN-y (p<0.001) i IL-17 (p<0.05) u supernatantima kokrdt kDC stimulisanih LPS-om
starih Zivotinja i CD4+¢elija u odnosu na supernatante kokultura sa nebsiamim kDC
Zivotinja iste starosti. Kokao, pordenjem koncentracija citokina u supernatantima
kokultura kDC starih Zivotinja stimulisanih LPS-om i CD4+ limita& sa koncentracijom
citokina u supernatantima odgovarajukokultura mladih zivotinja, riene su zn&jno vee
(p<0.001) koncentracije IFN4 I1L-17.

Kod mladih DA pacova u supernatantima kokultura KDaktivisanih LPS-om i
alogenih CD4+ T limfocita izmerene sucee(p<0.05) koncentracije IFN-u poreenju sa
supernatantima kokultura sa nestimulisanimCkinladih pacova. Zatim, zsajno vee
(p<0.05)koncentracije IL-17 ndene su u supernatanima kokultura, kako nestimuhdako
i stimulisanih kO starih Zivotinja i CD4+ ¢elija, u pordenju sa odgovarafim
supernatantima kokultura mladih Zivotinja.

Bez obzira na prisustvo LPS-a, nisudeme razlike u koncentracijama IL-4 u
supernatantima kokultura CD4+ T limfocita i €Dmladih i starih Zivotinja oba ispitivana
soja.

U trecem delu poglavljl@EZULTATI opisani su podaci dobijeni @enjem razvoja
EAE-a kod mladih i starih Zivotinja AO i DA soja.od starih imunizovanih Zivotinja
relativno rezistentno@O soja naieno je povéanje incidence obolevanja (0% mlade vs 60%
stare). Prvi znaci bolesti u ovoj grupi zivotinja segistrovani 10.3 + 1.36 dana, dok je
maksimalni klinEki znak bio 2, Sto odgovara paraparezi zadnjihreksteta.

Kod starih imunizovanih Zivotinja osetljivdgA soja, naieno je smanjenje incidence
obelevanja (100% mlade vs. 27.3% stare). Kod owmibtinja nije bilo razlike u danu getka
bolesti (11.67+0.41 mlade i 11.33+0.41 stare), aestivotinje su ispoljile blazu klitku
sliku bolesti, Sto je procenjeno na osnovu maksmwglklinickog znaka 4 (tetraplegija tj.

moribundno stanje) kod mladih i 2 kod starih Ziagi



C. UPOREDNA ANALIZA POSTIGNUTIH REZULTATA SA PODACIMA  IZ
LITERATURE

U literaturi postoje podaci o uticaju starenja n& Bazligitin Zivotinjskih vrsta
(primati, miSevi, ljudi) (Agrawal i sar., 2007b; Wg i sar., 2010; Pereira i sar., 2011; Asquith
i sar., 2012), ali ne i o ticaju starenja n& Pacova. Podaci o uticaju starenja né Bu
umnogome kontradiktorni, &sto i neuporedivi jer se: 1) odnosedetije razlcitog porekla
(slezina, periferna krv, kostna srz), &lije nisu gajene pod istim uslovima, 3) su kéeis
razliciti protokoli za stimulaciju aktivacije/sazrevanjd) ne postoji potpuna podudarnost
izmedu razlgitin populacija/subpopulacija © izolovanih iz razkitih Zivotinjskih vrsta i 5)
¢elije potiu iz jedinki razltite starosti.

Sa druge strane, iako je pacov, posle mis&esag kori&ena laboratorijska Zivotinja
nedostaju podaci o uticaju starenja na acova. 1z tog razloga, istrazivanja prikazaniajo
doktorskoj disertaciji su bila usmerena na ispitjeauticaja starenja na(Dpacova dva soja
razlicite sklonosti ka razvoju Th1/Th1l7 posredovanih satmskih bolesti, od kojih je jedan
relativno rezistentan (AO), a drugi (DA) osetljikuki¢ i sar., 2001; Miljkowt i Mostarica
Stojikovi¢, 2006; Miljkovi¢ i sar., 2006; Markovii sar., 2009).

Prema dostupnim literaturnim podacima, u okviruCkpacova (svih osim kO u
timusu) se mogu razlikovati bar dve, morfoloskndgpski i funkcijski razlikite supopulacije,
zaciju se identifikaciju koristi, pre svega prisusttjo odsustvo CD4 molekula na povrSini
¢elija (Liu i sar., 1998; Turnbull i MacPherson, 200rinite i sar., 2000; Voisine i sar., 2002;
Yrlid i MacPherson, 2003).

Hubert i saradnici (Hubert i sar., 2006) su pokiadalse odnosi subpopulacija’Du
slezinama pacova Sprague-Dawley, Lewis i Brown Ngrsojeva razlikuju i da su sojno
zavisni. Rezultati ove studije su to potvrdili. @stoga, oni su pokazali i kakvi su odnosi
glavnih subpopulacija u okviru populacije &Dpacova AO i DA soja, koji nisu postojali u
dostupnoj literaturi. Takie, pokazano je da starenje dovodi do promena u sodno
subpopulacija kod AO, ali ne i DA pacova. Ovakveukati navode na zaklak da se
promena odnosa subpopulacija ne deSava nuzno tetayenja i da je i sojno zavisna. Prema
dostupnim literaturnim podacima, promena odnosgapililacija slezinskih kD opisana je
kod starih miSeva C57BL/6 soja (Wong i sar., 2080k nema podataka o uticaju starenja na
zastupljenost pojedigaih subpopulacija kD kod pacova.

S obzirom na raatite funkcijske karakteristike navedih subpopulad&faC, njihova

relativna zastupljenost se povezuje sa sklémds& usmeravanju Thkelijskog odgovora u



pravcu Thl ili Th2 (Fournie i sar., 2001; Hubestr., 2006). Shodno tome, dominacija CD4+
¢elija, koje karakteriSe produkcija male katie IL-12 i odsustvo produkcije TNé&- kod
mladih zivotinja AO soja, mogla bi biti povezanarstativnom neosetljiv@sl ovog soja na
razvoj Th1/Th1l7 posredovanih autoimunskih boleBoufnie i sar., 2001; Markavii sar.,
2009). Suprotno ovome, kod pacova DA soja, kojpgetljiv na indukovanje autoimunskih
bolesti posredovanih Thl/Thlcelijskim odgovorom (Luki i sar., 2001; Miljkow i
Mostarica-Stojkovd, 2006; Miljkovic i sar., 2006), niena je dominacija CD4éelija, koje
odlikuje produkcija velikih koliina pro-inflamatornih citokina (Voisine i sar., ZMubert i
sar., 2006). Promene odnosa CD4+ i CDACKmja je ndena kod starih AO pacova, mogla
bi se povezati sa promenom njihove osetljivosti indukciju Th1/Th1l7 posredovanih
autoimunskih bolesti, Sto je tak® ispitivano u ovoj studiji.

Ispitivanja karakteristika kD mladih Zivotinja su pokazala da o¥elije imaju odlike
nezrelih OC, §to je u skladu sa literaturnim podacima, premjgnia gotovo sve D slezine
miSa imaju karakteristike nezrelielija (Iwasaki i Kelsall, 1999; Wilson i sar., 2003
Rezultati ove studije su pokazali da starenjgeutia promenu fenotipskih karakteristika&D
kao i da je véina tih promena sojno zavisna.

Starenje je dovelo do promenjene endocitozne absitirkDC, vazne Kkarakteristike
nezrelih BC (Banchereau i sar., 2000) i ono je bilo u saglarea opisanim fenotipskim
promenama oviltelija. Naime, k@I starih Zivotinja AO soja su pokazaleéue a DA soja
manju sposobnost preuzimanja dekstrana u deoja sa celijama mladih Zivotinja
odgovarajdeg soja. Rezultati koje su dobili Agrawal i saradlr(Agrawal i sar., 2007a)
ukazuju na smanjeno preuzimanje antigena od stranenih OC monocitnog porekla kod
starih osoba i ovakav nalaz pripisuju promena ungsa signala u okviru PI3K/AKT
signalnog puta u tindelijama (Agrawal i sar., 2007a).

Analiza produkcije citokina od strane sveze izolukiskDC je obuhvatila oddivanje
koli¢ine iRNK za TNFa, IL-6, IL-1B, IL-10 i TGF. Produkcija TNFe je kod kDC starih
Zivotinja oba soja bila v@& u pordenju sa istim¢elijama mladih Zivotinja odgovarajag
soja. Povéanu bazalnu produkciju ovog citokina od stran€ Bu nasle i druge grupe
Istraziv&a | povezuju ga sa pog@nim bazalnim nivoom aktiviranog transkripcionog
nuklearnog faktora-kapa Ber{gl. nuclear factor kB NF-kB) (Agrawal i sar., 2009;nda
2010; Gupta i sar., 2014). Tale ovakav nalaz govori u prilog hrénbg sistemskog pro-
inflamatornog statusa kod starih jedinki ramih vrsta (Brutnsgaard i Pedersen, 2003;
Gobmez i sar., 2006; Vasto i sar., 2007; Wong i Megon, 2013) i ukazuje na maguwilogu

DC u razvoju ovog fenomena.



Osim toga, promena produkcije IL-6 i 1[B1kod kDC starih Zivotinja bila je sojno-
zavisna. Rezultati dobijeni na miSijem modelu paj@azda IL-6 ima dominantu ulogu u
regulaciji aktivacionog statusa(Du stanju bez infekcije/inflamacije u slezini, kgja ogleda
u spréavanju njihove aktivacije/sazrevanja (Park i sd004). Ovakve tvrdnje ne
potkrepljuju dobijene rezultate, buduwla je ekspresija gena za ovaj citokin bila nibdd BC
starih AO pacova, nezrelijeg fenotipa, a viSa kadl fzacova. Mogte objasnjenje bi bilo da
neki drugi faktor/i imaju dominantniju ulogu u regiji aktivacionog statusa®kod pacova
ili kod starih zivotinja.

Kada su u pitanju imunosupresivni citokini, ekspeesRNK za TGF se nije
znatajno promenila sa starenjem kod &Dspitivanih sojeva, dok je efekat na IL-10 bio
razlicit. Kod kDC starih AO pacova je produkcija ostala nepromenjeiok su kI starih
DA pacova eksprimirale vise nivoe ovog citokinagdnosu k@ mladih Zivotinja istog soja.
U literaturi se @ koje produkuju ovaj citokin oz&avaju kao éelije sa tolerogenom
funkcijom (Steinman i sar., 2003). Disregulacijaogwkcije ovog citokina bi mogla biti
posledica intrizikih promena, budii da je kod nekih ljudi utena genetski uslovljena
osobina, da se u starosti, u odgovoru na @avelivo pro-inflamatornih medijatora, aktivira
anti-inflamatorni odgovor, produkcija IL-10 i TGE-koji treba da spte potencijalno Stetno
dejstvo hronine inflamacije (Larbi i sar., 2008). Naravno, odimrizi¢nih i promene koje
poti¢u iz okruZenja [@ bi mogle da uslove promene u produkciji citokina.

Nalazi Huberta i saradnika (Hubert i sar., 20063aufu na to da obe subpopulacije
pacovskih kI eksprimiraju iRNK za TLR4. U ovom istraZivanju,imsekspresije iRNK za
TLR4 u kDC pacova, potweno je i prisustvo produkta na povrsini oviklija. Takale,
rezultati ove studije su pokazali sojno-zavisartajtstarenja na promenu ekspresije TLR4
kod kDC, jer je kod starih AO pacova dena manja, a kod DA va ekspresija ovog
molekula.

Literaturni podaci koji se odnose na promene elssjgrd LR4 kod starih jedinki nisu
konzistentni. Renshaw i saradnici (Renshaw i s2002) su nasli da kod slezinskih i
peritonealnih makrofaga, starenje snizava eksprédiR4, koja je zavisna od lokalizacije i
aktivacionog status&elija. Sa druge strane, studije na miSevima nisdapale da se
ekspresija TLR4 na limfocitima, makrofagama i pmréalnim makrofagama menja sa
starenjem (Boehmer i sar., 2004; Sun i sar., 20ddR,su Asquith i saradnici (Asquith i sar.,
2012), nasli powsanu ekspresiju ovog molekula na mononuklearééijama periferne Kkrvi

starih rhesus majmun®lécaca mulatta).



LPS-om stimulisane kO starih AO pacova je Kkarakterisala ¢ae espresija
kostimulatornih molekula (CD80, CD86 i CD40) ¢aeprodukcija TNFa, 1L12, IL-6, IL-23 i
TGF{ i manja IL-10, u odnosu na KDmladih Zivotinja. Oveelije su ispoljile sposobnost
da indukuju Thl i ThlZelijski odgovor, ali su imale i nizu alostimulatorraktivnost u
poratenju sa stimulisanim kO mladih Zivotinja.

Za razliku od njih, LPS-om stimulisane KDstarih Zivotinja DA soja su imale nezreliji
fenotip, sa manjom ispoljenas MHC II, CD86 i CD40 molekula, u odnosu na stirsahe
¢elije mladih. Ovecelije su produkovale e kolicine IL-10, IL-6 i IL-23 i imale véu
ekspresiju TGH3, dok je produkcija TNF: bila manja u pomenju sa kontrolnim,
stimulisanim k' mladih Zivotinja. Stimulisane kO starih Zivotinja nisu imale sposobnost
da indukuju Thielijski odgovor, za razliku od stimulisanih KDmladih. Kada je u pitanju
sposobnost indukovanja ThZ@lijskog odgovora, iako je pokazano da suCk&arih jedinki
indukovale produkciju IL-17 kod alogenih CD4+ T fgita u ve&oj meri nego 5to su to
¢inile ¢elije mladih Zzivotinja, ova njihova sposobnost njeveana pod uticajem LPS-a.
Takaie, LPS-om stimulisane KD starih pacova oba soja su imale sniZenu sposobnost
stimulacije alogenih CD4+ T limfocita u pdenju sa kI mladih Zivotinja istog soja.

Brojne studije su imale za cilj da ispitaju sposudirDC starih jedinki da odgovore na
aktivacione stimuluse, ng&e na agoniste TLR4, TLR2/6 i TLR9 i dobijeni su lré&n
dobijenimin vitro od maténih ¢elija kostne srzi, a manji broj na humanin@ Bobijenim od
monocita periferne krvi i D poreklom od nehumanih primata (Tesar i sar., 2@6jleau-
Julius i sar., 2006; Agrawal i sar., 2007b; Agrawahr., 2009; Jones i sar., 2010; Asquit i
sar., 2012). Rezultati ¢mne sprovedenih studija pokazuju da starenje un@rgposobnost
DC da odgovore na inflamatorni stimulus (Grollesuiulil sar., 2006; Pereira i sar., 2011; Li
i sar., 2012), dok je jedan broj studija pokazapameenjenu sposobnost (Tesar i sar., 2006;
Jones i sar., 2010) itiak poj&anu sposobnosielija da odgovore na aktivacione stimuluse
(Agrawal i sar., 2007b; Agrawal i sar., 2009).

Poslednji segment istrazivanja je bio pasreispitivanju osetljivosti starih zenki AO
i DA pacova na indukciju EAE. Mlade Zivotinje ovaadsoja se razlikuju prema osetljivosti
na indukciju ove bolesti, Sto ukazuje na snazanaptgenetskih faktora na ovu njihovu
osobinu (Fournié i sar., 2001; Swanborg, 2001; Rdilj¢ i Mostarica-Stojkowi, 2006). U
skladu sa literaturnim podacima (Mostarica-Stojkawsar., 1982; Luld i sar., 2001; Sto&i

Grujici¢ i sar., 2004), pokazano je da su mlade Zenke &vy@aosetljive na indukciju EAE,



dok su mlade Zenke AO soja relativno rezistentrezuRati istrazivanja koji su prikazani u
ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju promenjenu ths@st na indukciju EAE-a kod starih
Zivotinja. Ta&nije, stari pacovi AO soja su postali osetljiviflpk su stari pacovi DA soja
postali manje osetljivi i imali su blazu klitku sliku u pordenju sa mladim pacovima
odgovarajdeq, istog soja. Ovakav nalaz ne izn&ja, s obzirom da je ranije pokazano da je
kod glodara, mogta promena podloznosti razvoju EAE-a i kiike slike bolesti sa starenjem

I da su ove promene sojno-zavisne (Kallen i Nilssi#89; Ludowyk i sar., 1993; Ditamo i
sar., 2005). Naime, kod starih muzjaka Fisher paddwod starih BALB/c miSeva je dena
smanjena osetljivost (Levine i Sowinski, 1976, Bmd®ar., 1990), dok je kod starih Lewis

pacova promenjen kligki oblik bolesti (Ludowyk i sar., 1993).

Citirana literatura:

Agrawal A, Agrawal S, Cao JN, Su H, Osann K, Guptailtered innate immune functioning of dendritals
in elderly humans: a role of phosphoinositide 3aki-signaling pathway. J Immunol 2007a;178:6912-22.

Agrawal A, Agrawal S, Gupta S. Dendritic cells imnhan aging. Exp Gerontol 2007b;42:421-6.

Agrawal A, Tay J, Ton S, Agrawal S, Gupta S. Insezhreactivity of dendritic cells from aged subgetct self-
antigen, the human DNA. J Immunol 2009;182:1138-45.

Aspinall R, Goronzy JJ. Immune senescence. Cum @pmunol 2010;22:497-9.

Asquith M, Haberthur K, Brown M, Engelmann F, MuypA, Al-Mahdi Z, et al. Age-dependent changes in
innate immune phenotype and function in rhesus quEsa (Macaca mulatta). Pathobiol Aging Age Relat Di
2012;2.

Banchereau J, Briere F, Caux C, Davoust J, Lebe8&queu YJ, et al. Immunobiology of dendritic cellsnn
Rev Immunol 2000;18:767-811.

Boehmer ED, Goral J, Faunce DE, Kovacs EJ. Age+tgre decrease in Toll-like receptor 4-mediated
proinflammatory cytokine production and mitogenizatied protein kinase expression. J Leukoc Biol
2004;75:342-9.

Bruunsgaard H, Pedersen BK. Age-related inflamnyatgtokines and disease. Immunol Allergy Clin North
Am 2003;23:15-39.

Ditamo Y, Degano AL, Maccio DR, Pistoresi-Palenkl&, Roth GA. Age-related changes in the development
of experimental autoimmune encephalomyelitis. Imai@ell Biol 2005;83:75-82.

Endoh M, Rapoport Sl, Tabira T. Studies of expentak allergic encephalomyelitis in old mice. J
Neuroimmunol 1990;29:21-31.

Fournie GJ, Cautain B, Xystrakis E, Damoiseaux &sNVl, Lagrange D, et al. Cellular and genetic fcto
involved in the difference between Brown Norway drelvis rats to develop respectively type-2 and {ype
immune-mediated diseases. Immunol Rev 2001;1846045-

Gomez CR, Acuna-Castillo C, Nishimura S, Perez 8¢dbar A, Salazar-Onfray F, et al. Serum from defe#
rats conditions the activation of young macrophalylech Ageing Dev 2006;127:257-63.

Grolleau-Julius A, Garg MR, Mo R, Stoolman LL, YuRd.. Effect of aging on bone marrow-derived murine
CD11c+CD4-CD8alpha- dendritic cell function. J Ged A Biol Sci Med Sci 2006;61:1039-47.

Gupta S. Role of dendritic cells in innate and dgapimmune response in human aging. Exp Gerontol
2014;54:47-52.



Hubert FX, Voisine C, Louvet C, Heslan JM, OuabedHeslan M, et al. Differential pattern recognition
receptor expression but stereotyped responsivemessat spleen dendritic cell subsets. J Immunol
2006;177:1007-16.

Iwasaki A, Kelsall BL. Freshly isolated Peyer'sgtatbut not spleen, dendritic cells produce intéde 10 and
induce the differentiation of T helper type 2 cellExp Med 1999;190:229-39.

Jones SC, Brahmakshatriya V, Huston G, Dibble Jai®v&L. TLR-activated dendritic cells enhance the
response of aged naive CD4 T cells via an IL-6-ddpat mechanism. J Immunol 2010;185:6783-94.

Kallen B, Nilsson O. Age as a factor determiningcaptibility for experimental autoimmune encephatelitis
in the rat. Int Arch Allergy Appl Immunol 1989;9@%.

Larbi A, Franceschi C, Mazzatti D, Solana R, WikkyPawelec G. Aging of the immune system as a stn
factor for human longevity. Physiology 2008;23:64-7

Levine S, Sowinski R. Experimental allergic encdpheyelitis in aged F344 rats. J Gerontol 1976;31:27

Li G, Smithey MJ, Rudd BD, Nikolich-Zugich J. Agesmciated alterations in CD8alpha+ dendritic detisair
CD8 T-cell expansion in response to an intracellbcterium. Aging Cell 2012;11:968-77.

Liu L, Zhang M, Jenkins C, MacPherson GG. Dendritidl heterogeneity in vivo: two functionally diffent
dendritic cell populations in rat intestinal lymptan be distinguished by CD4 expression. J Immunol
1998;161:1146-55.

Ludowyk PA, Hughes W, Hugh A, Willenborg DO, Rodk&A, Parish CR. Astrocytic hypertrophy: an
important pathological feature of chronic experita¢émutoimmune encephalitis in aged rats. J Neurainol
1993;48:121-34.

Lukic ML, Mensah-Brown E, Galadari S, Shahin A. kaaf apoptosis of infiltrating cells as the meclsanmiof
high susceptibility to EAE in DA rats. Dev Immur001;8:193-200.

Markovic M, Miljkovic D, Momcilovic M, Popadic D, Mjkovic Z, Savic E, et al. Strain difference in
susceptibility to experimental autoimmune encepigigitis in rats correlates with T(H)1 and T(H)Iwucing
cytokine profiles. Mol Immunol 2009;47:141-6.

Miljkovic D, Mostarica- Stojkovic M. Resistance tdhe induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis —a tool for studying pathogen&dishe central nervous system autoimmunity. lugasl
Physiol Pharmacol Acta 2006: 42(1): 1-18.

Miljkovic D, Stosic-Grujicic S, Markovic M, Momcileic M, Ramic Z, Maksimovic-lvanic D, et al. Strain
difference in susceptibility to experimental autoiome encephalomyelitis between Albino Oxford andkDa
Agouti rats correlates with disparity in productiohlL-17, but not nitric oxide. J Neurosci Res B(&%:379-88.

Mostarica-Stojkovic M, Petrovic M, Lukic ML. Cellaf and genetic basis of the relative resistancéh¢o
induction of experimental allergic encephalomysliEAE) in albino oxford (AO) rats. Adv Exp Med Bio
1982;149:699-702.

Panda A, Arjona A, Sapey E, Bai F, Fikrig E, Monmtgery RR, et al. Human innate immunosenescenceesaus
and consequences for immunity in old age. Trendaunol 2009;30:325-33.

Panda A, Qian F, Mohanty S, van Duin D, Newman EKang L, et al. Age-associated decrease in TLR
function in primary human dendritic cells predigtBuenza vaccine response. J Immunol 2010;184:2518

Park SJ, Nakagawa T, Kitamura H, Atsumi T, KamonSdwa S, et al. IL-6 regulates in vivo dendritidl ce
differentiation through STAT3 activation. J Immuriil04;173:3844-54.

Pawelec G, Barnett Y, Forsey R, Frasca D, GlobefsdvicLeod J, et al. T cells and aging, January200
update. Fronti Biosci 2002;7:d1056-183.

Pereira LF, de Souza AP, Borges TJ, Bonorino Calreg in vivo CD4+ T cell expansion and differetita in
aged mice is not solely due to T cell defects: el@sed stimulation by aged dendritic cells. Mechidg®ev
2011;132:187-94.

Renshaw M, Rockwell J, Engleman C, Gewirtz A, KtSambhara S. Cutting edge: impaired Toll-likeeptar
expression and function in aging. J Immunol 2002;4697-701.

Shaw AC, Joshi S, Greenwood H, Panda A, Lord JMnd\gf the innate immune system. Curr Opin Immunol
2010;22:507-13.



Solana R, Tarazona R, Gayoso |, Lesur O, DupuBulap T. Innate immunosenescence: effect of agmg o
cells and receptors of the innate immune systehumans. Semin Immunol 2012;24:331-41.

Steinman RM, Hawiger D, Nussenzweig MC. Tolerogetandritic cells. Ann Rev Immunol 2003;21:685-711.

Stockwin LH, McGonagle D, Martin IG, Blair GE. Deritit cells: immunological sentinels with a centrale
in health and disease. Immunol Cell Biol 2000;78192.

Stosic-Grujicic S, Ramic Z, Bumbasirevic V, Harhaji Mostarica-Stojkovic M. Induction of experimehta
autoimmune encephalomyelitis in Dark Agouti rattheut adjuvant. Clin Exp Immunol 2004;136:49-55.

Sun Y, Li H, Yang MF, Shu W, Sun MJ, Xu Y. Effectd aging on endotoxin tolerance induced by
lipopolysaccharides derived from Porphyromonasigais and Escherichia coli. PloS one 2012;7:€39224

Swanborg RH. Experimental autoimmune encephalotig/éli the rat: lessons in T-cell immunology and
autoreactivity. Immunol Rev 2001;184:129-135.

Tesar BM, Walker WE, Unternaehrer J, Joshi NS, @bnA, Haynes L, et al. Murine [corrected] myeloid
dendritic cell-dependent toll-like receptor immuynig preserved with aging. Aging Cell 2006;5:473-86

Trinite B, Voisine C, Yagita H, Josien R. A subsétytolytic dendritic cells in rat. J Immunol 20065:4202-
8.

Turnbull E, MacPherson G. Immunobiology of dendréells in the rat. Immunol Rev 2001;184:58-68.

Vasto S, Candore G, Balistreri CR, Caruso M, CoteRomano G, Grimaldi MP, et al. Inflammatory netkgor
in ageing, age-related diseases and longevity. M@ging Dev 2007;128:83-91.

Voisine C, Hubert FX, Trinite B, Heslan M, Josien Rvo phenotypically distinct subsets of spleendtiic
cells in rats exhibit different cytokine productiand T cell stimulatory activity. J Immunol 20028t8284-91.

Wilson NS, El-Sukkari D, Belz GT, Smith CM, Stepted, Heath WR, et al. Most lymphoid organ dendagd
types are phenotypically and functionally immatBiod 2003;102:2187-94.

Wong CP, Magnusson KR, Ho E. Aging is associateth witered dendritic cells subset distribution and
impaired proinflammatory cytokine production. Expréntol 2010;45:163-9.

Wong CP, Magnusson KR, Ho E. Increased inflammatesponse in aged mice is associated with agestelat
zinc deficiency and zinc transporter dysregulatibMutr Bioch 2013;24:353-9.

Yrlid U, Macpherson G. Phenotype and function ofdendritic cell subsets. APMIS 2003;111:756-65.



D. OBJAVLJENI | SAOPSTENI REZULTATI KOJI  CINE DEO DOKTORSKE
DISERTACIJE

Rezultati doktorske disertacije mr sc. dr med. di§ Bufan su publikovani u 2 rada u
medunarodnim¢asopisima, odega jedan rad u vrhunskom do@arodnontasopisuM21) i
jedan rad u m#narodnomc¢asopisu(M23). Kandidat je deo rezultata svoje disertacije
izlagao u vidu jednog saopsStenja nadmearodnom natnom skupu Stampanog u izvodu
(M34) i jednog saopsStenja na skupu nacionalnogaaastampanog u izvodivie4).

Publikovani radovi iz doktorske disertacije:

1. Stojic-Vukanic Z,Bufan B, Arsenovic-Ranin N, Kosec D, Pilipovic |, Perisic4Nd
M, Leposavic G.Aging affects AO rat splenic conventional dendritell subset
composition, cytokine synthesis and T- helper polag capacity. Biogerontology 2013;
14(4): 443-459(M21)

2. Bufan B, biki¢ J, Nacka-Aleksi M, Stoji¢c-Vukani Z, Dimitrijevi¢ M, Leposavwt G.
Strain-specific differences in age-related changesat susceptibility to experimental
autoimmune encephalomyelitis and dendritic cell okyte gene expression.
Genetika 2014; 46(1):287-30(V23)

SaopsStenje na m@unarodnom skupu Stampano u izvodu

1. Bufan B, Stojic-Vukanic Z,, Arsenovic-Ranin N, Kosec D, Pilipovic |, Perisic M,
biki¢ J, Leposavic G. Age-asssociated shift in rat daodrell T-helper polarizing capacity.
15" International Congress of Immunology. August 222013, Milan, Italy. Book of
Abstracts P1.09.04 p28iM34)

Saopstenje na skupu nacionalnog ziaja Stampano u izvodu

1. Bufan B, Stojic-Vukani Z, Arsenové-Ranin N, Pilipovi 1, Kosec D, Nacka-Aleksi
M, biki¢ J, Perid&t M, Leposawt G. Uticaj starenja na fenotipske i funkcijske kaesistike
dendritskihcelija slezine pacova. Svetski dan imunologije-20424.2012. Srpska akademija
nauka i umetnosti, Beogra@64)



E. ZAKLJU CAK- OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Interesovanije istrazi¥a za promene imunskog odgovora kod starih Zivotitjjadi je
u porastu. Razlog za ovo jesu demografski podgcukazuju na produzenje zZivotnog veka i
poveanje broja starih ljudi i shvatanje da jéusana funkcija imunskog sistema jedan od
klju¢nih faktora koji odréuje duzinu zivotnog veka (Aspinall i Goronzy, 2010@ tom
kontekstu, treba ista da incidenca infektivnih bolesti i mortalitet adfektivnih bolesti
zn&ajno raste kod starih, dok se efikasnost odgovaraakcinaciju dramatho smanjuje.
Pored toga, utava se i powanje incidence malignih bolesti, dok su podaci wezza
autoimunske bolesti kod starih kontrodiktorni.

Kada je u pitanju uticaj starenja na pojediedjske komponente ovog sistema, ranije
je smatrano da promene primarno piaja odeljak stéenog imuniteta (Pawelec i sar., 2002),
a da komponente utenog imuniteta (gde spadaju iCD tokom starenja ne podlezu
promenama, ili podlezu znatno manje izrazenim prane. Rezultati brojnih istrazivanja
koja su vrSena poslednjih desetak godina su pokazgirotno (Panda i sar., 2009; Shaw i
sar., 2010; Solana i sar., 2012). Intaju vidu sve prethodno navedeno, verujemo da bi
rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertacijiogli da budu od zr@ja za bolje
razumevanju promena u funkciji kao profesionalnih antigen-prezenttifu é¢elija sa
vaznom ulogom u zagmjanju, odrzavanju i regulaciji imunskog odgovduad starih jedinki
(Banchereau i sar., 2000).

Osim toga, vazno je isiada rezultati ove disertacije ukazuju i na ulogenetskih
faktora u nastanaku promena funkcij€ Btarih jedinki. S obzirom na uloguDu imunskom
odgovoru, jasno je da bi ove promene mogle da imaazne patofizioloSke implikacije, Sto
dalje sugeriSe zraj genetskih faktora u imunopatologiji koja se jawod starih. Posebno,
treba istéi rezultate koji ukazuju da je promena u osetljiveksperimentalnih zivotinja na
indukciju organ specinih autoimunskih bolesti, kao Sto je EAE, kod s$tagenetski
uslovljena, Sto bi moglo da doprinese razumevaajje u@enog fenomena da genestski
faktori uticu na vreme pojave prvih simptoma autoimunske biokegiinu i tok bolesti.

Konano, treba istéd da bi rezultati ove doktorske disertacije, ukazupa neke od
celularnih i molekulskih mehanizama koji stoje @& promena koje se gavaju kod I
starih eksperimentalnih zivotinja, mogli da pregbtgu dobru polaznu osnovu za razvoj

imunofarmakoloskih ,intervencija“ s ciliem da ser&f@/umanje nezeljeni efekti starenja na



imunski sistem i patologiju koja je vezana za pa&aje njegove funkcije, odnosno da se
povea efikasnost imunskog odgovora, onda kada je teepoo, npr. pred velike hirurSke
zahvate, pri davanju sezonske vakcine protiv gtgha

Na osnovu svega izloZzenog moze se zakljaa rezultati kandidata mr sc. dr med.
Billane Bufan, koji su prikazani u ovoj doktorskdjsertaciji predstavljaju originalan i

znaajan nadni doprinos oblasti Farmakologije - Imunofarmakaojeg

Rezultati doktorske disertacije su publikovani tadwada: jedan rad u vrhunskom
medunarodnoméasopisu kategorij@M21 i jedan rad u m&narodnomcasopisu kategorije
M23 i u vidu jednog saopStenja nadaoearodnom natnom skupuf134) i jednog saopstenja

na skupu nacionalnog ztega Stampanog u izvodivi64).

Uzimaj&i u obzir sve izlozeno, Komisija u navedenom sastpuzitivho ocenjuje
doktorsku disertaciju mr sc. dr med. Biljane Bufampredlaze Nastavno-n&wom ve&u
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradupdhvati ovaj izveStaj i uputi il
nawnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja sagtssti za javnhu odbranu doktorske

disertacije pod nazivom:

,2uUticaj starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike dendritskih ¢elija razli¢itih

sojeva pacova®“.

Dr Zorica Stoj¢-Vukanic-mentor (Predsednik komisije),

vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu - Farmisia fakultet

Dr Gordana Leposagji

redovni profesor, Univerzitet u Beogradu - Farmaslddakultet

Dr Mirjana Dimitrijevic,
nawni savetnik, Centar za imunoloska istraZivanja yiskav Jankow"

Institut za virusologiju, serume i vakcine , TorlalBeograd

Beograd, 04.07.2014.



