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IZVEŠTAJ 

 

A. PRIKAZ SADRŽAJA DOKTORSKE DISERTACIJE 

 Doktorska disertacija dr med. Jasmine Đuretić (rođena Đikić) „Uticaj starenja na 

imunski odgovor i neuroinflamaciju: ispitivanja na modelu eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa“ sa literaturom sadrži 184 strana i organizovana je u 

šest poglavlja: Uvod (23 strane), Ciljevi istraživanja (1 strana), Materijal i metode (19 

strana), Rezultati (74 strane), Diskusija (25 strana) i Zaključci (2 strane). Doktorska 

disertacija sadrži i rezime na srpskom i engleskom jeziku, sadržaj poglavlja i 

potpoglavlja, spisak korišćene literature koja broji 393 reference, 1 tabelu i 40 slika. 

U UVODU su pregledno izloženi relevantni literaturni podaci koji opisuju 

aktualna saznanja vezana za genetski uslovljene razlike u uticaju starenja na imunski 

odgovor i neuroinflamaciju, uključujući i autoimunsku inflamaciju. Posebno ističemo da 

je u ovom poglavlju ukazano na uzrasne razlike u prevalenci i kliničkom ispoljavanju 

multiple skleroze, kao najzastupljenije inflamatorne autoimunske bolesti centralnog 

nervnog sistema. Osim toga, izneti su podaci koji ukazuju na postojanje sojnih razlika u 

osetljivosti eksperimentalnih životinja na indukciju i razvoj eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa (EAE), najčešće korišćenog eksperimentalnog modela 

multiple skleroze, i naglašena je činjenica da još uvek nisu razjašnjeni ćelijski i 

molekularni mehanizmi koji stoje u osnovi uzrasnih i individualnih/sojnih razlika u 

patogenezi i sledstveno kliničkom ispoljavanju EAE-a i humane bolesti - multiple 

skleroze. U ovom delu disertacije ukazano je i na izrazitu razliku u osetljivosti Dark 

Agouti (DA) i Albino Oxford (AO) pacova na indukciju EAE-a, kao i razlike u uticaju 

starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike različitih tipova imunskih ćelija ova 

dva soja pacova, što ih čini pogodnim za ispitivanje imunopatogenetskih i 

neuroinflamatornih mehanizama na kojima se temelje sojne i, moguće, uzrasne razlike, 

u patogenezi EAE-a. 
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CILJEVI ISTRAŽIVANJA ove doktorske disertacije bili su da se ispita uticaj 

starenja na osetljivost ženki DA (u adultnom uzrastu izrazito osetljive na indukciju 

EAE-a) i AO (u adultnom uzrastu relativno rezistentne na indukciju ove bolesti) pacova 

na klinički ishod imunizacije homogenatom kičmene moždine u kompletnom 

Frojndovom adjuvansu (KFA) uz koadministraciju inaktivisane Bordetella pertussis 

(protokol koji kod adutnih životinja osetljivog soja dovodi do razvoja klinički 

manifestnog EAE-a) i definišu ćelijski i molekularni mehanizmi, koji bi mogli da budu 

odgovorni za moguće sojno zavisne starenjem uzrokovane razlike u osetljivosti na 

indukciju ove bolesti i u njenom kliničkom ispoljavanju. 

U poglavlju MATERIJAL I METODE opisana je indukcija EAE-a kod ženki 

pacova DA i AO soja uzrasta 3-4 meseca (mladi adultni pacovi) i 24-26 meseci (stari 

pacovi) i evaluacija kliničke slike imunizovanih životinja. Indukcija EAE-a izvršena je 

intradermalnim ubrizgavanjem emulzije homogenata kičmene moždine u KFA uz ko-

administraciju inaktivisane Bordetella pertussis. Za evaluaciju neurološkog deficita 

korišćena je sledeća skala: 0, odsustvo znakova bolesti; 0,5, gubitak tonusa distalnog 

dela repa; 1, potpuni gubitak tonusa repa; 2, slabost zadnjih ekstremiteta; 3, oduzetost 

zadnjih ekstremiteta; 4, oduzetost zadnjih i prednjih ekstremiteta (kvadriplegija), 

praćena inkontinencijom mokraće i stolice, moribundno stanje. Opisan je i način 

izdvajanja i pripreme tkiva kičmene moždine za histopatološku analizu, a procena 

prisutnih znakova inflamatornog procesa na transverzalnim presecima tkiva kičmene 

moždine vršena je prema sledećoj skali: 0, bez prisutnih inflamatornih ćelija; 1, mali 

broj pojedinačnih inflamatornih ćelija; 2, organizovani perivaskularni inflamatorni 

ćelijski infiltrati; 3, ekstenzivni perivaskularni ćelijski infiltrati sa širenjem u okolni 

subarahnoidalni prostor i parenhim kičmene moždine. Dat je detaljan opis postupaka 

izolacije mononuklearnih ćelija iz kičmene moždine, slezine i drenirajućih limfnih 

čvorova, kao i postupka magnetnog izdvajanja CD11b+ ćelija iz suspenzija 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine i CD4+ T-limfocita iz suspenzija 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine/slezine/drenirajućih limfnih čvorova. Takođe, 

opisani su postupci kultivisanja mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova za 

analizu proliferacije CD4+ i CD8+ T-limfocita, kao i kultivisanje mononuklearnih ćelija 

kičmene moždine/drenirajućih limfnih čvorova za analizu sinteze citokina nakon 

restimulacije mijelin baznim proteinom (MBP). Za određivanje procentualne 
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zastupljenosti i broja određenih subpopulacija T-limfocita i ćelija urođene imunosti, i za 

analizu njihove aktivacije, proliferacije, apoptoze, sinteze citokina, fagocitoze i 

endocitoze korišćene su fluorescentne boje i odgovarajuća monoklonska/poliklonska 

antitela, koja su bila ili obeležena fluorohromima ili su sekundarno, u sklopu 

imunofenotipizacije, obeležavana korišćenjem odgovarajućih sekundarnih antitela ili 

reagenasa (za biotinizovana antitela) za koje su bili vezani fluorohromi. Za prikupljanje 

podataka za analizu korišćen su analogni FACSCalibur i digitalni FACSVerse (Becton 

Dickinson, Mountain View, CA, SAD) protočni citofluorometri, a za određivanje 

zastupljenosti ćelija koje ispoljavaju određeni molekul/antigen korišćen je softverski 

program FlowJo software v.7.8 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, SAD). Metodom lančane 

reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. quantitative real-time polymerase chain 

reaction, RTq-PCR) ispitivana je, u mononuklearnim ćelijama kičmene 

moždine/drenirajućih limfnih čvorova ekspresija informacionih ribonukleinske kiselina 

(iRNK) za: a) citokine - interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-23/p19, koji su neophodni za 

usmeravanje i održavanje diferencijacije T pomoćničkih 17 (engl. T helper 17, Th17) 

ćelija, sa ključnom ulogom u razvoj EAE-a u modelu koji je korišćen (Komiyama i sar, 

2006; Damsker i sar, 2010), b) IL-17, c) IL-12/p35, citokina značajnog za 

diferencijaciju Th1 ćelija (Prochazkova i sar, 2012) i d) interferon (IFN)-γ. Istom 

metodom u CD11b+ ćelijama kičmene moždine ispitana je ekspresija iRNK za 

transformišući faktora rasta-β (engl. transforming growth factor β, TGF-β) i enzim hem 

oksigenazu (HO-1), kao i ekspresija iRNK za CD44 u CD4+ T-splenocitima. Za 

ispitivanje koncentracije citokina IL-17A i IFN-γ u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine korišćena je metoda enzimske 

imunoadsorpcije (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA). 

Za određivanje statističke značajnosti razlika između eksperimentalnih grupa 

korišćena je  dvofaktorska analiza varijanse (engl. two-way analysis of variance, two-

way ANOVA) i Bonferroni test za post hoc poređenja. Studentov t-test za neuparene 

uzorke (engl. unpaired Student's t-test) korišćen je kako bi se utvrdila statistička 

značajnost razlika u ekspresiji CD44 molekula na CD4+ T-splenocitima i u 

zastupljenosti CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita kod DA pacova. 

Razlike su smatrane statistički značajnim za p vrednost ≤0,05. Za statističku analizu 
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podataka korišćen je statistički program GraphPad Prism v 5.0. (GraphPad Software, 

Inc., La Jolla, CA, SAD). 

Na osnovu prethodno izloženog, a u kontekstu očekivanih podataka (prema 

potciljevima i glavnom cilju istraživanja), članovi Komisije su mišljenja da je izbor 

metoda bio adekvatan, a njihov prikaz takav da omogućava reproducibilnost 

istraživanja.   

REZULTATI su predstavljeni tekstualno i grafički, kroz 40 slika, i u 1 tabeli. 

U DISKUSIJI su rezultati dobijeni istraživanjima u sklopu doktorske disertacije 

analizirani u kontekstu podataka dobijenih u drugim istraživanjima i objavljenih u 

relevantnim međunarodnim časopisima, kako bi se sagledali njihov značaj i ograničenja 

i izvukli odgovarajući zaključci u skladu sa postavljenim potciljevima i glavnim ciljem 

istraživanja. 

U sklopu onog dela doktorske disertacije koji je označen kao ZAKLJUČCI 

sažeto su sumirani najvažniji rezultati istraživanja, na način koji nedvosmisleno 

implicira da su, u visokom stepenu, realizovani potciljevi, pa sledstveno i glavni cilj 

istraživanja. 

U LITERATURI su navedene 393 bibliografske jedinice, od kojih značajan 

broj datira iz poslednjih pet godina. 

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA 

 Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije logično su podeljeni 

na one dobijene ispitivanjem kliničke i patohistološke slike bolesti i analizom ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine, slezine i drenirajućih limfnih čvorova. Rezultati su, kao 

što je već rečeno, osim tekstualno, prikazani i grafički i tabelarno. Grafički prikazi  su 

dobro osmišnjeni da budu ilustrativni. 

Prva grupa rezultata pokazuje da starenje smanjuje incidenciju EAE-a kod 

pacova DA soja, koji pokazuju izrazitu osetljivost na indukciju EAE-a u adultnom 

uzrastu, a povećava incidenciju kod pacova AO soja, koji su u adultnom uzrastu 

relativno rezistentni na indukciju EAE-a. Starenje je smanjivalo i težinu maksimalnog 
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neurološkog deficita kod DA pacova, a kod pacova AO soja dovodilo do razvoja 

relativno blagog neurološkog deficita protrahovanog trajanja. Patohistološka analiza 

preseka tkiva kičmene moždine imunizovanih pacova pokazala je inflamatorne 

promene, koje su bile u skladu sa kliničkom slikom.  

Druga grupa rezultata pokazala je da je broj mononuklearnih ćelija izolovanih 

iz kičmene moždine imunizovanih pacova, kao i broj Th17 limfocita, a posebno 

zastupljenost visoko patogenih Th17 limfocita koji sintetišu IFN-γ i faktor koji stimuliše 

kolonije granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor, GM-CSF), korelirao sa težinom kliničke slike EAE-a. U prilog sojnim razlikama 

u starenjem uslovljenim promenama u zastupljenosti Th17 limfocita u kičmenoj 

moždini išle su i razlike u ekspresiji iRNK za citokine koji usmeravaju (IL-1β, IL-

6)/održavaju (IL-23) diferencijaciju ovih ćelija. Bez obzira na uzrast, veći broj Th1 

limfocita izolovan je iz kičmene moždine DA nego AO pacova, što je bilo u skladu sa 

rezultatima dobijenim  ispitivanjem ekspresije iRNK za IFN-γ u mononukleranim 

ćelijama kičmene moždine, koncentracije IFN-γ u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih životinja restimulisanih forbol 

12-miristat 13-acetatom (PMA) i jonomicinom, i ekspresije iRNK za IL-12/p35 u 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine. Pokazane su i sojne razlike u starenjem 

uslovljenim promenama u preživljavanju i reaktivaciji CD4+ T-limfocita u kičmenoj 

moždini.  Preciznije, utvrđeno je da se starenjem smanjuje preživljavanje i efikasnost 

reaktivacije CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini DA pacova i starenje ima potpuno 

suprotan efekat na ove fenomene u kičmenoj moždini AO pacova. Osim toga, nađeno je 

da je broj CD8+ T-limfocita (kojima se takođe pripisuje patogenetska uloga u EAE-u i 

humanoj bolesti) izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova, i njihov 

citokinski profil, korelirao je sa sojnim i uzrasnim promenama u težini kliničke slike. 

Analiza je obuhvatila i ćelije koje bi mogle da imaju regulatornu/protektivnu 

ulogu u razvoju EAE-a i humane bolesti. Bez obzira na uzrast, veći broj CD4+ i CD8+ 

CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita izolovan je iz kičmene moždine DA nego AO 

pacova, ali njihov odnos se razlikovao, budući da je on kod AO pacova bio pomeren u 

smeru manje efikasnih CD8+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita (što bi moglo da 

se poveže sa protrahovanim tokom bolesti). Ispitivanja kičmene moždine su pokazala i 
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starenjem uslovljene sojne razlike u zastupljenosti subpopulacije urođenoubilačkih 

ćelija (engl. natural killer cells, NK ćelije), sa moguće regulatornom/protektivnom 

ulogom u razvoju EAE-a (Huang i sar, 2006; Hertwig i sar, 2016), koje su se takođe 

mogle povezati sa manjom osetljivošću starih DA pacova na indukciju bolesti, odnosno 

protrahovanim tokom bolesti kod starih AO pacova u odnosu na DA pacove istog 

uzrasta.  

Ispitivanja ćelija kičmene moždine su uključila i ćelije mikroglije. Rezultati su 

pokazali da bi za sojno zavisne uzrasne promene u kliničkoj slici EAE-a mogle da budu 

od značaja i razlike u zastupljenosti ćelija mikroglije protektivnog CX3CR1+ fenotipa 

(Cardona i sar, 2006). U prilog ovoj pretpostavci išle su i razlike u zastupljenosti 

CD163+ ćelija (Zhang i sar, 2011) i ćelija inflamatornog IL-1β+  fenotipa u okviru 

ćelija mikroglije, kao i razlike u ekspresiji iRNK za molekule značajne za 

neuroprotektvinu aktivnost ćelija mikroglije, kao što su TGF-β i HO-1 (Abutbul i sar, 

2012; Lastres-Becker i sar, 2014).  

Treća grupa rezultata bila je vezana za ispitivanja ćelija izolovanih iz slezine. 

Ovi rezultati su pokazali da starenjem kod DA pacova, za razliku od AO pacova, 

najverovatnije u slezini dolazi do zadržavanja CD4+ T-limfocita aktivisanih u 

drenirajućim limfnim čvorovima, što utiče na infiltraciju kičmene moždine ovim 

ćelijama. Povećano zadržavanje ovih ćelija u slezini DA pacova tokom starenja je 

koreliralo  sa većom ekspresijom standardne izoforme glikoproteina CD44 (CD44s 

molekula) na površini CD4+ T-splenocita, kao i povećanjem zastupljenosti 

CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita, što je moglo i da objasni uočeni 

fenomen (Yang i sar, 2002; Tischner i sar, 2006).  

Četvrta grupa rezultata bila je vezana za ispitivanja ćelija izolovanih iz 

drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih životinja. Oni su pokazali da se starenjem 

smanjuje efikasnost  generisanja Th17 ćelija kod DA, a povećava kod AO pacova. U 

skladu sa ovim nalazima uočene su sojne razlike u zastupljenosti aktivisanih 

konvencionalnih dendritskih ćelija sa ključnom ulogom u inicijaciji imunskog odgovora 

(aktivacijom CD4+ limfocita) u korišćenom modelu EAE-a, kao i aktivaciji i 

proliferaciji CD4+ T-limfocita. Osim toga, rezultati ispitivanja ekspresije citokina 

odgovornih za usmeravanje (IL-1β, IL-6) i održavanje (IL-23) diferencijacije Th17 
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ćelija takođe su išli u prilog sojnim razlikama u uticaju starenja na generisanje Th17 

limfocita. U prilog prethodno opisanim rezultatima išao je i nalaz veće zastupljenosti 

terminalno diferenciranih CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfocita, koji sintetišu IL-17 u 

drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova u poređenju sa njihovom 

zastupljenošću u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova, budući da je 

pokazano da ove ćelije, u modelima klinički blage bolesti (EAE-a), pružaju CD4+ T- 

limfocitima tzv. „reverznu“ pomoć facilitirajući diferencijaciju Th17 limfocita i njihov 

izlazak iz drenirajućih limfnih čvorova (Camara i sar, 2013; Huber i sar, 2015). 

Promene u zastupljenosti Th1 ćelija bile su takođe u skladu sa onim registrovanim u 

kičmenoj moždini. Konačno, sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u 

generisanju limfocita Th17 i Th1 fenotipa mogle su se povezati i sa razlikama u 

zastupljenosti  CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita u mononuklearnim 

ćelijama drenirajućih limfnih čvorova (manja kod starih DA nego kod starih AO 

pacova). 

C. UPOREDNA ANALIZA POSTIGNUTIH REZULTATA SA 

PODACIMA IZ LITERATURE 

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije, po prvi put, prikazuju 

uporednu analizu uticaja starenja na osetljivost na razvoj EAE-a kod pacova DA i AO 

soja. U ovom segmentu doktorske disertacije jasno se navodi da su sojne razlike u 

uticaju starenja na osetljivost na indukciju EAE-a uočene i analizom drugih vrsta i 

sojeva glodara (Endoh i sar, 1990; Ditamo i sar, 2005; Matejuk i sar, 2005). Analizom 

literature se došlo do zaključka da se sojne razlike u osetljivosti eksperimentalnih 

životinja na indukciju EAE-a mogu objasniti ne samo genetskim (vrsnim i sojnim) 

razlikama, već i razlikama u: a) polu eksperimentalnih životinja (Ben-Nun i sar, 1980; 

Källén i Nilsson, 1989; Endoh i sar, 1990; Teuscher i sar, 2004; Ditamo i sar, 2005; 

Matejuk i sar, 2005; Tatari-Calderone i sar, 2012), b) protokolima koji su korišćeni za 

indukciju EAE-a (Di Rosa i sar, 2000; Constantinescu i sar, 2011), c) godišnjem dobu u 

vreme imunizacije (Teuscher i sar, 2004; Teuscher i sar, 2006), d) uzrastu u kojem su 

mladunci koji su kasnije imunizovani u cilju indukcije bolesti odvojeni od majke 

(Laban i sar., 1995) i e) uslovima u kojima su gajene životinje (Lehmann i Ben-Nun, 

1992; Schiffenbauer i sar, 1993; Dimitrijević i sar, 1994). Da bi se minimizirao uticaj 
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negenetskih faktora, u ovoj doktorskoj disertaciji su pažljivo kontrolisani svi drugi 

faktori koji bi mogli da utiču na bolest (životinje su bile istog pola i uzrasta, odvajane 

od majki u isto vreme, iz iste štalice, imunizovane prema istom protokolu, u isto vreme 

itd.) 

Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u zastupljenosti svih Th17 

limfocita i izrazito patogenih Th17 limfocita koji koeksprimiraju IFN-γ i GM-CSF 

(Codarri i sar, 2011; El-Behi i sar, 2011) u kičmenoj moždini korelirale su sa razlikama 

u težini neurološkog deficita kod imunizovanih DA i AO pacova. Ovakav nalaz bio je u 

skladu sa literaturnim podacima koji pokazuju da ove ćelije imaju ključnu ulogu u 

modelu EAE-a koji je korišćen (Hofstetter i sar, 2005; Komiyama i sar, 2006; Codarri i 

sar, 2011; El-Behi i sar, 2011). Sojne razlike u uticaju starenja na zastupljenost  Th17 

limfocita u kičmenoj moždini mogle su se povezati sa razlikama u ekspresiji  iRNK za 

IL-1β (El-Behi i sar, 2011) i IL-23 (Aggarwal i sar, 2003; Langrish i sar, 2005;Wu i sar, 

2016), citokina od značaja ne samo za diferencijaciju/održavanje diferencijacije Th17 

ćelija, već i za ispoljavanje GM-CSF u njima (El-Behi i sar, 2011; Wu i sar, 2016). 

Ispitivanja zastupljenosti Th1 limfocita i sinteze IFN-γ, citokina takođe značajnog za 

razvoj EAE-a (Ferber i sar, 1996; Sanvito i sar., 2010), u CD4+ T-limfocitima kičmene 

moždine podržala su njegovu ulogu u razvoju EAE-a (Kuchroo i sar, 1993; Lovett-

Racke i sar, 2004) i ukazala na mogući doprinos Th1 limfocita sojnim razlikama (u 

razvoju i kliničkom ispoljavanju EAE-a). 

Sojno zavisne uzrasne razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a su se mogle 

povezati sa razlikama u reaktivaciji CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

imunizovanih životinja, i njihovoj osetljivosti na apoptotske signale. U ovom segmentu 

rada su navedeni i podaci iz literature koji podržavaju ove nalaze (Vallejo, 2005; Tatari-

Calderone i sar, 2012; Müller i Pawelec, 2015).  

Podaci dobijeni ispitivanjem CD8+ T-limfocita takođe su pažljivo analizirani u 

kontekstu podataka iz literature vezanih za ulogu CD8+ T-limfocita koji sintetišu IL-17 

i IFN-γ u razvoju EAE-a (Huber i sar, 2009; Yen i sar, 2009; Vukmanovic-Stejic i sar, 

2000; Huseby i sar, 2001), posebno u onim modelima  EAE-a, u kojima bolest ima 

hronični tok (Ford i Evavold, 2005). Ova analiza je omogućila da se zaključi da bi veća 

zastupljenost CD8+ T-limfocita kod starih AO pacova nego starih DA pacova mogla da 
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bude jedan od faktora koji je doprineo razvoju bolesti protrahovanog toka kod starih AO 

pacova. 

Sagledavanje rezultata koji pokazuju uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti 

CD4+ i CD8+ CD25+Foxp3+ regulatornih ćelija u kontekstu podataka iz literature 

(Sharma i sar, 2006; Chiu i sar, 2007; Tucker i sa., 2011; Jagger i sar, 2014; Henson, 

2017) omogućilo je da se sugeriše da je odnos  

CD4+CD25+Foxp3+/CD8+CD25+Foxp3+ regulatornih ćelija, a ne apsolutni broj ovih 

ćelija značajan za sojne specifičnosti u kliničkoj slici EAE-a kod starih pacova.  

Analiza rezultata vezanih za ispitivanje NK ćelija u svetlu relevantnih podataka 

iz literature (Huang i sar, 2006; Hertwig i sar, 2016; Krishnaraj i Bhooma, 1996; Whyte 

i Miller, 1998; Almeida-Oliveira i sar, 2011) omogućila je da se zaključi da bi razlike u 

zastupljenosti NK ćelija sa regulatornom/protektivnom ulogom mogle da doprinesu 

smanjenju incidencije i težine bolesti kod straih DA pacova u poređenju sa mladim 

životinjama istog soja i protrahovanom toku bolesti kod starih AO pacova u poređenju 

sa DA pacovima istog uzrasta.  

Promene u mikrogliji su sagledane u kontekstu podataka iz literature koji 

ukazuju na uticaj starenja na funkcionalne karakteristike mikroglije (Fenn i sar., 2013; 

Norden i sar., 2015), posebno na njen potencijalno imunoregulatorni/protektivni 

kapacitet u razvoju oštećenja kičmene moždine (Cardona i sar, 2006; Goldmann i Prinz, 

2013; Wang i sar, 2009). Zahvaljujući ovoj analizi zaključeno je da su sojne razlike u 

imunoregulatornom/protektivnom kapacitetu mikroglije takođe mogle da doprinesu 

sojno specifičnim uzrasnim razlikama u kliničkom ispoljavanju EAE-a.   

Zaključak da se CD4+ T-limfociti na svom putu do kičmene moždine 

najverovatnije zadržavaju u slezini starih DA pacova u većoj meri nego u ovom organu 

mladih DA pacova doprinoseći manjoj incidenciji bolesti i njenom blažem kliničkom 

ispoljavanju kod obolelih životinja, takođe je bio zasnovan na kritičkom posmatranju 

dobijenih rezultata u kontekstu literaturnih podataka, posebno onih koji opisuju ulogu 

CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih ćelija (Flügel i sar, 2001; Staykova i sar, 2002; Yang 

i sar, 2002; Tischner i sar, 2006) i ekspresije CD44s glikoproteina na aktivisanim 

efektorskim CD4+ T-ćelijama (Yang i sar, 2002), u kontroli migracije  aktivisanih 
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CD4+ T-limfocita iz drenirajućih limfnih čvorova u kičmenu moždinu  (Flügel i sar, 

2001; Staykova i sar, 2002; Yang i sar, 2002; Tischner i sar, 2006 ). 

Sojno zavisne uzrasne promene u generisanju neuroantigen-specifičnih Th17 

limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima pažljivo su analizovane i u svetlu podataka 

do kojih su došli istraživači koji su ispitivali uticaj citokinskog okruženja na ovaj proces 

(El Mezayen i sar, 2009; Markovic i sar, 2009; Gomez i sar, 2010; Ouyang i sar, 2010). 

Analiza je pokazala da su dobijeni rezultati bili ne samo u skladu sa promenama u 

ciljnom organu, već i sa podacima koji opisuju uticaj citokina na diferencijaciju Th17 

ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima (El Mezayen i sar, 2009; Markovic i sar, 2009; 

Gomez i sar, 2010; Ouyang i sar, 2010). Sojne i uzrasne razlike u generisanju 

neuroantigen-specifičnih Th17 limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima analizovane 

su i u sklopu nalaza drugih istraživača vezanih za ulogu konvencionalnih dendritskih 

ćelija (Adachi i sar, 2002; Ishikawa i sar, 2002; Steger i sar, 1996; Lung i sar, 2000) i 

CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita (Thomas i sar, 2007). Ništa manje 

značajno za razumevanje prethodno pomenutih sojnih i uzrasnih razlika nije ni 

sagledavanje rezultata ispitivanja diferencijacije CD8+ T-limfocita, u kontekstu 

podataka koji ukazuju na važnu ulogu terminalno diferenciranog subseta ovih ćelija koji 

sintetiše IL-17 u sazrevanju Th17 limfocita (tzv. „reverzna pomoć“) (Christensen i sar, 

2001; Groom i Luster, 2011; Camara i sar, 2013; Huber i sar, 2015). Naime, 

zahvaljujući ovoj analizi došlo se do zaključka da je, za pojačano generisanje 

neuroantigen-specifičnih Th17 ćelija kod starih AO pacova u poređenju sa mladim, 

pored razlika u citokinskom okruženju, aktivaciji konvencionalnih dendritskih ćelija i 

broju regulatornih T-ćelija, bila važna i jača „reverzna pomoć“ CD8+ T-ćelija. 

U zaključku, članovi komisije, na osnovu sistematične analize svakog 

subsegmenta ovog dela doktorske disertacije, smatraju da je Kandidatkinja pokazala 

sposobnost sagledavanja dobijenih rezultata u kontekstu podataka iz literature u cilju 

njihovog kompetentnog tumačenja. 

D. OBJAVLJENI I SAOPŠTENI REZULTATI KOJI ČINE DEO 

DOKTORSKE DISERTACIJE 
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Rezultati doktorske disertacije dr med. Jasmine Đuretić publikovani su u dva 

rada u vrhunskom međunarodnom časopisu (M21), jednom u istaknutom 

međunarodnom časopisu (M22) i jednom prihvaćenom za publikovanje (12.11.2018. 

godine, dokaz u prilogu) u časopisu međunarodnog značaja (M23). 

 

Publikovani radovi iz doktorske disertacije: 

Djikić J, Nacka-Aleksić M, Pilipović I, Stojić-Vukanić Z, Bufan B, Kosec D, 

Dimitrijević M, Leposavić G. Age-associated changes in rat immune system: lessons 

learned from experimental autoimmune encephalomyelitis. Exp Gerontol 2014;58:179-

97. doi: 10.1016/j.exger.2014.08.005. (M21) 

Djikić J, Nacka-Aleksić M, Pilipović I, Kosec D, Arsenović-Ranin N, Stojić-

Vukanić Z, Dimitrijević M, Leposavić G. Age-related changes in spleen of Dark Agouti 

rats immunized for experimental autoimmune encephalomyelitis. J Neuroimmunol 

2015;278:123-35. doi: 10.1016/j.jneuroim.2014.12.014. (M22) 

Stojić-Vukanić Z, Pilipović I, Djikić J, Vujnović I, Nacka-Aleksić M, Bufan B, 

Arsenović-Ranin N, Kosec D, Leposavić G. Strain specificities in age-related changes 

in mechanisms promoting and controlling rat spinal cord damage in experimental 

autoimmune encephalomyelitis. Exp Gerontol 2018;101:37-53. doi: 

10.1016/j.exger.2017.11.002. (M21) 

Djuretić J, Pilipović I, Stojić-Vukanić Z, Leposavić G. Natural killer cells as 

participants in pathogenesis of rat experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE): 

lessons from research in rats of distinct age and strain. Centr Eur J Immunol (in press, 

dokaz u prilogu) (M23) 

E. ZAKLJUČAK – OBRAZLOŽENJE NAUČNOG DOPRINOSA 

DOKTORSKE DISERTACIJE 

Razultati prikazani u okviru doktorske disertacije dr med. Jasmine Đuretić 

(rođena Đikić) su potvrdili postojanje sojnih specifičnosti u uticaju starenja na 

incidenciju i kliničko ispoljavanje EAE-a i ukazali na potencijalno sojno specifične 
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„karike“ u kompleksnom patogenetskom lancu razvoja ove bolesti. Preciznije, budući 

da model EAE-a korišćen u istraživanjima prikazanim u ovoj disertaciji „mimikrira“ 

ranu inflamatornu fazu humane bolesti – multiple skleroze, rezultati su ukazali na sojne 

razlike u ćelijskim i molekularnim mehanizmima koji su uključeni u razvoj 

neuroinflamacije indukovane autoimunskim oštećenjem u kičmenoj moždini. Verujemo 

da je ovim rezultatima učinjen jedan mali korak u razumevanju složenih mehanizama 

razvoja autoimunske neuroinflamacije, posebno u razumevanju individualnih razlika u 

razvoju ovog procesa, što bi, osim fundamentalnog značaja, uz sve ograde vezane za 

translaciju rezultata dobijenih istraživanjima u eksperimentalnim modelima bolesti na 

odgovarajuće humane bolesti, moglo da ima implikacije na dalji razvoj 

personalizovanih pristupa u lečenju bolesti centralnog nervnog sistema koje, kao 

multipla skleroza, imaju inflamatornu autoimunsku komponentu u svojoj patogenezi. 

Imajući u vidu suštinski kvalitet i značaj rezultata, kao i činjenicu da su rezultati 

prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji „prošli“ i međunarodnu verifikaciju prihvatanjem 

za objavljivanje/objavljivanjem u međunarodnim časopisima (dva rada štampana u 

vrhunskom međunarodnom časopisu, jedan u istaknutom međunarodnom časopisu i 

jedan prihvaćen za publikovanje (12.11.2018. godine) u časopisu međunarodnog 

značaja), članovi Komisije predlažu Nastavno-naučnom veću Farmaceutskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu da prihvati pozitivan izveštaj i odobri odbranu doktorske 

disertacije  dr med Jasmine Đuretić (rođena Đikić) - oblast Farmakologija 

(Imunofarmakologija) 
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