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UTICAJ STARENJA NA IMUNSKI ODGOVOR I NEUROINFLAMACIJU: 

ISPITIVANJA NA MODELU EKSPERIMENTALNOG AUTOIMUNSKOG 

ENCEFALOMIJELITISA 

 

Rezime 

 

Starenje utiče na incidenciju većine inflamatornih autoimunskih bolesti, što se 

povezuje sa starenjem imunskog sistema, tzv. imunološkim starenjem (engl. 

immunosenescence). Budući da je pokazano da postoje značajne individualne razlike u 

procesu starenja ispitivan je značaj genetskih faktora (sojnih razlika) za starenjem 

uslovljene promene u incidenciji inflamatornih autoimunskih bolesti kod pacova. 

Korišćen je model eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) 

indukovanog inokulacijom homogenata singene kičmene moždine u kompletnom 

Frojndovom adjuvansu uz ko-administraciju inaktivisane Bordetella pertussis, koji 

mimikrira ranu inflamatornu fazu multiple skleroze, najčešće inflamatorne autoimunske 

bolesti centralnog nervnog sistema, čija incidencija pokazuje jasnu uzrasnu zavisnost 

(smanjuje se starenjem). U istraživanja su uključene adultne i stare ženke pacova Dark 

Agouti (DA) soja, koji pokazuju izrazitu osetljivost na indukciju EAE-a u adultnom 

uzrastu i pacova Albino Oxford (AO) soja, koji su u adultnom uzrastu relativno 

rezistentni na indukciju EAE-a. Cilj je bio i da se definišu ćelijski i molekularni 

mehanizmi, koji bi mogli da budu odgovorni za moguće sojno zavisne starenjem 

uzrokovane razlike u osetljivosti na indukciju ove bolesti. 

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pokazali su da starenje 

smanjuje incidenciju EAE-a i težinu bolesti kod DA pacova, a da kod AO pacova 

dovodi do razvoja bolesti blagog protrahovanog toka, koja pokazuje značajnu 

incidenciju (62,5%). Razlike u kliničkom ispoljavanju bolesti kod ova dva soja pacova 

su se mogle povezati sa sojnim razlikama u mehanizmima koji su uključeni u kontrolu 

intenziteta primarnog (auto)imunskog odgovora u drenirajućim limfnim čvorovima, ali i 

migracije aktivisanih neuroantigen-specifičnih T pomoćničkih 17 (engl. T helper 17, 

Th17) ćelija, posebno zadržavanja u slezini (ekspresija CD44s molekula na površini Th 

ćelija i zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita), kao ključnih za 

razvoj bolesti u ovom modelu, u ciljni organ (kičmenu moždinu) i autoimunskog 



 

 

odgovora i inflamacije u kičmenoj moždini. Smanjenje težine neurološkog deficita 

starenjem kod DA pacova koreliralo je sa smanjenjem veličine mononuklearnog 

infiltrata i sadržaja Th17 limfocita, a posebno visoko patogenih Th17 limfocita koji 

sintetišu interferon (engl. interferon, IFN)-γ i faktor koji stimuliše kolonije granulocita i 

makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) u ovom 

infiltratu, dok se starenjem kod AO pacova povećavala i veličina ukupnog 

mononuklearnog infiltrata i sadržaj visoko patogenih Th17 limfocita u njemu. Ove 

uzrasne i sojne razlike u broju visoko patogenih Th17 limfocita koji su infiltrirali 

kičmenu moždinu su se mogle povezati sa razlikama u efikasnosti generisanja 

neuroantigen-specifičnih Th17 ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima, njihovoj 

podložnosti apoptozi i reaktivaciji u kičmenoj moždini, te karakteristikama lokalne 

mikrosredine u smislu ekspresije citokina koji su neophodni za usmeravanje i  

održavanje njihove diferencijacije. Uzrasne i sojne razlike u preživljavanju i reaktivaciji 

encefalitogenih CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini su reflektovale uzrasne i sojne 

razlike u intrinzičnim karakteristikama ovih ćelija (ekspresija CD134 molekula) , 

zastupljenosti antigen prezentujućih ćelija nastalih iz proinflamatornih monocita, ali i 

uzrasne i sojne razlike u sposobnosti ćelija u kičmenoj moždini da kontrolišu njihovo 

preživljavanje (CX3CR1+ urođenoubilačke ćelije sa protektivnim delovanjem) i 

reaktivaciju (CD4+ i CD8+CD25+Foxp3+ regulatorni T-limfociti). Ove razlike su 

mogle da se povežu i sa razlikama u neuroprotektivnom kapacitetu mikroglijalnih ćelija, 

procenjenom na osnovu njihove sposobnosti da vrše fagocitozu i endocitozu i sekretuju 

molekule sa neuroprotektivnim/anti-inflamatornim svojstvima. Uzrasnim i sojnim 

razlikama u broju Th limfocita u kičmenoj moždini pacova doprinele su i razlike u 

generisanju neuroantigen-specifičnih Th17 limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima. 

Ove razlike su korelirale sa sojnim specifičnostima u aktivaciji CD4+ T-limfocita, što se 

moglo povezati sa uzrasnim i sojnim razlikama u broju aktivisanih konvencionalnih 

dendritskih ćelija, kao i razlikama u proliferativnom kapacitetu CD4+ T-limfocita. Za 

razliku od AO pacova kod kojih starenje nije značajno uticalo na proliferaciju 

neuroantigen specifičnih CD4+ T-limfocita u kulturi, proliferacija ovih ćelija se 

starenjem smanjivala kod DA pacova, što se moglo objasniti sa sojnim razlikama u 

njihovom intrinzičnom kapacitetu za proliferaciju, kao i sa sojnim razlikama u 

supresornom delovanju CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita. Starenjem 



 

 

uslovljeno povećanje efikasnosti generisanja Th17 ćelija kod AO pacova, za razliku od 

DA pacova (kod kojih je starenje imalo suprotan efekat) se moglo povezati, ne samo sa 

razlikama u citokinskom profilu lokalne mikrosredine u smislu ekspresije citokina 

važnih za usmeravanje/održavanje diferencijacije ovih ćelija, već i većom zastupljenosti 

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

budući da je pokazano da ove ćelije „pomažu“ terminalnu diferencijaciju Th17 limfocita 

i omogućavaju njihov izlazak iz drenirajućih limfnih čvorova, fenomen označen kao 

“reverzna pomoć” (engl. reverse help). Na kraju, imajući u vidu brojne uzrasno i sojno 

zavisne razlike u mehanizmima razvoja i kontrole Th17 ćelijskog odgovora, od 

drenirajućih limfnih čvorova do kičmene moždine, ostaje otvoreno pitanje koje su od 

opisanih razlika nastale primarno, a koje posledično, sekundarno, doprinoseći sojnim i 

uzrasnim razlikama u kliničkom ishodu imunizacije.  

U zaključku, rezultati istraživanja sprovedenih u okviru ove doktorske 

disertacije doprinose boljem razumevanju ćelijskih i molekularnih mehanizama koji 

stoje u osnovi imunopatogeneze EAE-a, posebno specifičnosti vezanih za starenje, kao i 

mogućeg značaja genetskih faktora za razvoj ove bolesti. Uz sva ograničenja vezana za 

translaciju rezultata dobijenih na pacovskim modelima autoimunskih bolesti na 

odgovarajuće humane bolesti, rezultati dobijeni u ovim istraživanjima bi mogli da budu 

značajni, ne samo za bolje razumevanje patogeneze i kliničke slike rane inflamatorne 

faze humane bolesti, posebno individualnih varijacija u njihovim karakteristikama, već, 

dalekosežno, i za dizajniranje uzrasno i individualno specifičnih terapijskih pristupa u 

ovoj bolesti. 

 

Ključne reči: starenje, eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, sojne razlike, 

GM-CSF i IFN-γ-produkujući Th17 limfociti, regulatorni T-limfociti, mikroglija. 
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INFLUENCE OF AGING ON IMMUNE RESPONSE AND 

NEUROINFLAMMATION: RESEARCH IN EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE 

ENCEPHALOMYELITIS 

 

Summary 

 

Aging affects the incidence of most inflammatory autoimmune diseases, which 

is associated with the aging of the immune system, the so-called immunosenescence. 

Since it has been shown that there are significant individual differences in the aging 

process, the significance of genetic factors (strain differences) for age-related changes in 

the incidence of inflammatory autoimmune diseases in rats was investigated. The model 

of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) induced by inoculation of the 

syngenic spinal cord homogenate in a complete Freund's adjuvant with co-

administration of inactivated Bordetella pertussis was used. This model mimics the 

early inflammatory phase of multiple sclerosis, the most common inflammatory 

autoimmune disease of the central nervous system, whose incidence shows a clear age 

dependency (decreases with aging). Young adult and aged female rats of Dark Agouti 

(DA) strain, which show high susceptibility to EAE induction at an young adult age and 

rats of Albino Oxford (AO) strain, which are relatively resistant to EAE induction at an 

young adult age were used in this research. The aim of this doctoral dissertation was to 

define cellular and molecular mechanisms that could be responsible for presumed strain 

specificities in age-related changes in the disease induction and development. 

 The results obtained in this doctoral dissertation showed that aging decreases the 

incidence of EAE and the disease severity in DA rats, while in AO rats it leads to 

development of mild clinical disease of prolonged duration, exhibiting a significant 

incidence (62.5%). Differences in the clinical manifestations of the disease in these two 

rat strains could be associated with strain differences in the mechanisms involved in 

controlling the intensity of the primary (auto) immune response in the draining lymph 

nodes, but also the migration of activated neuroantigen-specific T helper 17 (Th17) 

cells, in particular their retention in the spleen (Th cell surface expression of CD44s 

molecule and the frequency of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T lymphocytes), the key 

cells for the development of the disease in this model, to the target organ (spinal cord) 



 

 

and autoimmune response and inflammation in the spinal cord. Decreased severity of 

neurological deficit with aging in DA rats correlated with reduced size of mononuclear 

cell infiltrate and the number of Th17 lymphocytes in spinal cord, and in particular, the 

frequency of highly pathogenic Th17 cells that synthesize interferon (IFN)-γ and 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in this infiltrate, while in 

AO rats mononuclear cell infiltrate size and the frequency of highly pathogenic Th17 

lymphocytes in it increased with aging. These age- and strain-related differences in the 

number of highly pathogenic Th17 lymphocytes infiltrating the spinal cord could be 

associated with the differences in the efficacy of neuroantigen-specific Th17 cell 

generation in draining lymph nodes, in their susceptibility to apoptosis and reactivation 

in the spinal cord, and in the characteristics of the local microenvironment in terms of 

expression of cytokines which are necessary for directing and maintaining their 

differentiation. Age- and strain-related differences in the survival and reactivation of 

encephalytogenic CD4+ T lymphocytes in the spinal cord reflected age and strain-

related differences in the intrinsic characteristics of these cells (expression of CD134 

molecule), in the frequency of antigen presenting cells derived from proinflammatory 

monocytes, but also age- and strain-related differences in the ability of the cells in the 

spinal cord to control their survival (CX3CR1+ natural killer cells with a protective 

role) and reactivation (CD4+ and CD8+CD25+Foxp3+ regulatory T lymphocytes). 

These differences could also be associated with the differences in the neuroprotective 

capacity of the microglia, estimated based on their capacity for phagocytosis and 

endocytosis and for secretion of molecules with neuroprotective/anti-inflammatory 

properties. Age- and strain-related differences in the number of Th lymphocytes in the 

spinal cords of rats were also linked with differences in the generation of neuroantigen-

specific Th17 lymphocytes in draining lymph nodes. These differences correlated with 

the strain specificities in the activation of CD4+ T lymphocytes, which could be 

associated with age- and strain-related differences in the number of activated 

conventional dendritic cells, as well as with the differences in the proliferative capacity 

of CD4 + T lymphocytes. In contrast to AO rats in which aging did not significantly 

affect the proliferation of neuroantigen specific CD4+ T lymphocytes in culture, in DA 

rats the proliferation of these cells decreased with aging, which could be explained by 

the strain differences in their intrinsic proliferative capacity, and by strain differences in 



 

 

suppressive action of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T lymphocytes. Increase in 

efficiency of Th17 cell generation in AO rats with aging, unlike DA rats (in which 

aging had the opposite effect), could be linked, not only with differences in the cytokine 

profile of the local microenvironment in terms of expression of cytokines important for 

directing/maintaining the differentiation of these cells, but also with greater frequency 

of terminally differentiated CD11b+CXCR3+CD8+ T lymphocytes, which synthesize 

IL-17, since it has been shown that these cells "help" the terminal differentiation of 

Th17 lymphocytes and allow their migration from draining lymph nodes, a phenomenon 

termed "reverse help". Finally, bearing in mind many age- and strain-related differences 

in the mechanisms of development and control of the Th17 cell response, an open 

question remains which of the described differences developed primarily, and which 

ones were, consequently, secondary, contributing to the strain- and age-related 

differences in the clinical outcome of immunization. 

In conclusion, the results of the research conducted within this doctoral 

dissertation contribute to a better understanding of the cellular and molecular 

mechanisms that underlie the EAE immunopathogenesis, and the age-related 

specificities in particular, as well as the possible significance of genetic factors for the 

development of this disease. With all the limitations associated with translating the 

results obtained in rat autoimmune disease models to corresponding human diseases, the 

results obtained in this doctoral dissertation could be significant, not only for a better 

understanding of the pathogenesis and clinical picture of the early inflammatory phase 

of the human disease, and particularly individual variations in its characteristics, but 

ultimately, also for designing age- and individually-specific therapeutic approaches for 

this disease. 

 

Key words: aging, experimental autoimmune encephalomyelitis, strain 

differences, GM-CSF and IFN-γ-producing Th17 lymphocytes, regulatory T-

lymphocytes, microglia. 
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1. UVOD  

 

1.1. Uticaj starenja na imunski odgovor 

Tokom starenja dolazi do kontinuiranog remodelovanja imunskog sistema 

(starenja imunskog sistema), tako da se neke funkcije ovog sistema smanjuju, druge 

ostaju bez bitnih promena ili se čak pojačavaju (Burkle i sar., 2007; Pawelec, 2014). 

Starenjem imunskog sistema (engl. immunosenescence) dolazi do promene svih tipova 

imunskih ćelija, i cirkulišućih faktora (citokina, hemokina i drugih solubilnih molekula) 

(Nikolich-Žugich, 2017). Shodno tome, promene koje nastaju tokom starenja zahvataju 

oba odeljka imunskog sistema, odnosno i urođeni i stečeni imunski sistem. Međutim, 

smatra se da su ove promene izraženije u stečenom odeljku imunskog sistema, a 

posebno u njegovom T-ćelijskom subodeljku (Müller i Pawelec, 2015). Iako su brojne 

starenjem uslovljene promene imunskog sistema detektovane i objašnjene, ostaju 

nerasvetljeni međusobni uticaji ovakvih promena, kao i koje od promena nastaju kao 

direktna posledica starenja, a koje kao posledica kompenzacije ili prilagođavanja 

primarnim promenama koje nastaju starenjem u imunskom sistemu (Nikolich-Žugich, 

2017). 

 

1.1.1. Uticaj starenja na matične hematopoetske ćelije 

Proliferativni kapacitet matičnih hematopoetskih ćelija kostne srži, koje mogu 

diferencirati kako u limfoidne, tako i u mijeloidne progenitore, starenjem se smanjuje 

(Lansdorp i sar., 1994). Osim smanjenja proliferativnog kapaciteta matičnih 

hematopoetskih ćelija kostne srži, uočena je i njihova veća sposobnost diferencijacije ka 

mijeloidnim, nego ka limfoidnim progenitorima (Rossi i sar., 2005; Cho i sar., 2008; 

Geiger i Rudolph, 2009). Stoga, kostna srž starih miševa sadrži veći broj mijeloidnih 

progenitora na račun limfoidnih u poređenju sa kostnom srži mladih životinja (Rossi i 

sar., 2005). Ovo se povezuje sa efikasnijim urođenim, a slabijim stečenim imunskim 

odgovorom kod starih (Rossi i sar., 2005). Međutim, ukazano je i na postojanje 

intrinzičnih defekta mijeloidnih progenitora kod starih miševa (Signer i sar., 2007), koji 

dovode do manje efikasne mijelopoeze nego kod mladih miševa, što objašnjava 

činjenicu da nema značajnih razlika u broju zrelih mijeloidnih ćelija kod mladih i starih 
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miševa. Međutim, treba naglasiti da ovi intrinzični defekti mogu doprineti smanjenju 

funkcije mijeloidnih ćelija kod starih životinja (Signer i sar., 2007). Pokazano je da 

starenjem uslovljenim promenama matičnih hematopoetskih ćelija doprinose genetski 

faktori. Kod starih D2 miševa izraženija je sklonost ovih ćelija da diferentuju u 

mijeloidne nego u limfoidne progenitore, u poređenju sa B6 miševima, sa posledičnim 

smanjenjem broja prekursora T-limfocita i B-limfocita (Cho i sar., 2008). Smatra se da 

bi smanjenje broja limfoidno opredeljenih matičnih hematopoetskih ćelija moglo 

doprineti većoj incidenciji infektivnih (Pfister i sar., 2008) i malignih (Yancik, 2005) 

bolesti kod starih jedinki. Pretpostavlja se da bi sledeći mehanizmi mogli da stoje u 

osnovi starenjem uslovljenih promena u hematopoetskom odeljku kostne srži: 1) 

skraćenje telomera (Vaziri i sar., 1994); 2) epigenetske promene, tako da mijeloidni 

progenitori pokazuju manju metilaciju DNK u poređenju sa limfoidnim (Chambers i 

sar., 2007; Ji i sar., 2010) i 3) promene citokinskog okruženja (Challen i sar., 2010). 

 

1.1.2. Uticaj starenja na stečeni imunski odgovor 

Iako starenje utiče na sve tipove ćelija imunskog sistema, smatra se da su 

starenjem uzrokovane promene posebno izražene u ćelijama stečene imunosti, i da 

najviše pogađaju T-limfocite (Nikolich-Žugich, 2014; Müller i Pawelec, 2015). 

Involucija timusa je biološki fenomen karakterističan za starenje, koji obuhvata 

smanjenje mase organa i celularnosti, kao i promene u tkivnoj organizaciji  koje se 

ogledaju u zameni funkcionalnog tkiva kore i srži timusa masnim tkivom, što 

posledično vodi manjem stvaranju i izlasku naivnih T-limfocita iz timusa na periferiju 

(Taub i Longo, 2005; Lynch i sar., 2009). U uslovima starenjem uslovljene atrofije 

(involucije) timusa i smanjenja broja timusnih emigranata, održavanje ukupnog broja T-

limfocita relativno konstantnim ostvaruje se homeostatskom proliferacijom memorijskih 

T-ćelija (dugoživećih ćelija generisanih nakon prvog izlaganja antigenu) na periferiji 

(Berzins i sar., 2002). Ovo se povezuje sa sužavanjem T-ćelijskog repertoara i 

promenom odnosa naivnih i memorijskih T-limfocita u korist memorijskih (Berzins i 

sar., 2002; Goronzy i sar., 2007). Osim kvantitativnih, tokom starenja u T-ćelijskom 

odeljku dolazi i do kvalitativnih promena. Naivni T-limfociti starih osoba pokazuju 

brojne funkcionalne defekte, uključujući smanjenu produkciju interleukina (IL)-2, 

poremećaje u proliferaciji i diferencijaciji u efektorske ćelije u poređenju sa ovim 



Uvod 

_____________________________________________________________________________ 

3 

 

ćelijama mladih osoba (Haynes i sar., 1999; Pfister i sar., 2006). Posledično, sposobnost 

T-ćelija da obezbede efikasan imunski odgovor na nove antigenske “izazove” se 

smanjuje. Međutim, starenje smanjuje i sposobnost efikasnog imunskog odgovora na 

antigene sa kojima se imunski sistem već susreo, čemu doprinosi i izmenjen aktivacioni 

potencijal memorijskih T-limfocita, još jedna od važnih promena do kojih dolazi 

starenjem imunskog sistema (Lerner i sar., 1989; Nel i Slaughter, 2002). Defekti u 

formiranju imunološke sinapse utvrđeni su kako kod naivnih (Garcia i Miller, 2001), 

tako i kod memorijskih (Eisenbraun i sar., 2001) T-limfocita starih miševa. S obzirom 

na to da kostimulatorni molekul CD28 ima značajnu ulogu i u regulaciji citoskeleta 

(Zumerle i sar., 2017), starenjem uslovljeno smanjenje u površinskoj ekspresiji ovog 

molekula bi moglo uticati na uspešno formiranje imunološke sinapse (Nel i Slaughter, 

2002; Weng i sar., 2009). Gubitak površinske ekspresije CD28 kostimulatornog 

molekula starenjem daleko je izraženiji na CD8+ nego CD4+ T-limfocitima (Goronzy i 

sar., 2001). Budući da je pokazano da visoka zastupljenost CD8+CD28- T-limfocita u 

perifernoj krvi korelira sa slabijim imunskim odgovorom na vakcinaciju, smatra se da bi 

zastupljenost ovih ćelija mogla da predstavlja biološki marker kompromitovane 

imunokompetentnosti (Goronzy i sar., 2001). Gubitak ekspresije CD28 molekula na 

CD4+ T-limfocitima praćen je i “defektom” u ekspresiji CD154 (CD40L) molekula 

(Weiskopf i sar., 2009), što se povezuje sa smanjenom sposobnošću ovih ćelija da 

pomognu proliferaciju B limfocita, kao i stvaranje antitela. Osim toga, CD28- T-

limfociti pokazuju smanjenu osetljivost na apoptotske signale, i smanjeni proliferativni 

kapacitet (Vallejo, 2005). S druge strane, pokazano je i da ove ćelije migriraju na mesto 

inflamacije, sintetišu velike količine interferona-γ (IFN-γ), kao i citotoksičnih enzima, 

perforina i granzima B, i da doprinose oštećenju tkiva i stvaranju sredine u kojoj 

autoreaktivni T-limfociti mogu biti aktivisani i na nespecifičan način (Broux i sar., 

2012; Thewissen i sar., 2007; Peeters i sar., 2017). Osim tokom starenja, nađeno je 

povećanje zastupljenosti CD4+CD28- T-limfocita u perifernoj krvi tokom razvoja 

autoimunskih bolesti, što se povezuje sa atrofijom timusa indukovanom delovanjem 

proinflamatornih citokina, kao i njihovim direktnim delovanjem na CD4+ T-limfocite 

(Schmidt i sar., 1996; Moosig i sar., 1998; Fasth i sar., 2004; Sun i sar., 2008; Maly i 

sar., 2015; Lee i sar., 2016). Prisustvo ovih ćelija detektovano je i u moždanim lezijama 

i perifernoj krvi bolesnika sa multiplom sklerozom (Thewissen i sar., 2007; Broux i sar., 
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2012; Peeters i sar, 2017), kao i u sklopu razvoja eksperimentalnog autoimunskog 

encefalomijelitisa (EAE) kod glodara (Vanheusden i sar., 2017), uključujući i pacove 

Dark Agouti (DA) soja (Nacka-Aleksić i sar., 2018). 

 Molekularne studije pokazuju da su T-ćelije programirane da kako se 

približavaju završnim stadijumima svog replikativnog životnog veka, eksprimiraju 

receptore karakteristične za urođenoubilačke ćelije (engl. natural killer cells, NK ćelije) 

(Abedin i sar., 2005). Pokazano je da T-limfociti starih osoba postaju skloniji aktivaciji 

posredstvom receptora urođene imunosti, poput receptora ubilačkih ćelija sličnih 

imunoglobulinima (engl. killer cell immunoglobulin-like receptors, KIRs) ili receptora 

ubilačkih ćelija sličnih lektinima (engl. killer cell lectin-like receptors, KLRs), tipičnim 

za funkciju NK ćelija (Abedin i sar., 2005). Smatra se da ekspresija receptora 

karakterističnih za NK ćelije na T-limfocitima starih jedinki predstavlja adaptivni 

mehanizam (Abedin i sar., 2005; Vallejo, 2006), u uslovima sužavanja T-ćelijskog 

repertoara i niza promena u urođenom imunskom odgovoru do kojih dolazi starenjem, 

uključujući i defekte u funkciji NK ćelija (Plackett i sar., 2004). Do danas ostaje nejasno 

koje bi bile sve reperkusije ekspresije receptora urođene imunosti na T-limfocitima, 

odnosno da li bi ovo vodilo smanjenoj sposobnosti organizma za adekvatan imunski 

odgovor nakon izlaganja antigenu, ili bi bilo korisno za održavanje homeostaze u 

organizmu u bazalnim uslovima (Goronzy i sar., 2012). Starenje dovodi i do promena 

na nivou gotovo svih puteva sprovođenja signala od T-ćelijskog receptora (TĆR) 

(Henson, 2017). Promene su detektovane na nivou fosforilacije tirozinskih ostataka 

proteina, mobilizacije kalcijuma i translokacije protein kinaze C do plazma membrane 

(Pahlavani, 1998; Garcia i Miller, 2009; Larbi i sar., 2004). Dakle, T-ćelijski odgovor 

kod starih osoba je usporen i manjeg intenziteta nego kod mladih, posmatrano bilo kroz 

indukciju prenosa signala (Larbi i sar., 2006) ili proliferaciju T-ćelija (Plunkett i sar., 

2007). Promene funkcije T-limfocita nastale starenjem, mogu biti prevaziđene 

delovanjem inflamatornih citokina ili adjuvanasa (Haynes i sar., 2004; Sharma i sar., 

2008). Konačno, starenjem nastale intrinzične promene T-limfocita, pre svega njihova 

smanjena sposobnost da se aktivišu i proliferišu, mogu doprinositi manjoj incidenci ji 

autoimunskih bolesti kod starih (Tatari-Calderone i sar., 2012). Opisane su sojne razlike 

u starenjem uslovljenim promenama u T-ćelijskom odeljku miševa, poput onih u 
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zastupljenosti naivnih i memorijskih/aktivisanih T-splenocita (Pinchuk i Filipov, 2008) 

ili u proliferativnom kapacitetu T-limfocita (Vibert i Thomas-Vaslin, 2017). 

Starenje utiče ne samo na konvencionalne T-ćelije, već i na regulatorne T-

limfocite (Treg) (Jagger i sar., 2014; Henson, 2017), koji imaju ulogu da spreče 

aktivaciju autoreaktivnih limfocita, suprimiraju razvoj alergije i patogenom indukovane 

imunopatologije (Corthay, 2009). Pokazano je da starenjem kod miševa u sekundarnim 

limfnim organima (Sharma i sar., 2006; Chiu i sar., 2007), kao i kod ljudi u perifernoj 

krvi (Gregg i sar., 2005), dolazi do povećanja kako procentualne zastupljenosti Treg u 

okviru CD4+ T-limfocita, tako i apsolutnog broja ovih ćelija. U okviru CD4+ Treg 

razlikuju se dve populacije ćelija: prirodne ili urođene Treg ćelije (engl. natural 

regulatory T cells, nTreg), koje nastaju u timusu i adaptivne ili inducibilne Treg ćelije 

(engl. inducible regulatory T cells, iTreg), koje nastaju aktivacijom konvencionalnih T-

limfocita na periferiji (Feuerer i sar, 2009; Huehn i sar., 2009). Ostaje nejasno da li je 

povećanje broja Treg starenjem, na račun nTreg ili iTreg, ili ovo povećanje reflektuje 

povećanje broja ćelija koje pripadaju i jednom i drugom subsetu Treg. Od 

pretpostavljenih mehanizama, koji bi mogli objasniti veće prisustvo Treg kod starih 

jedinki, istraživanja ukazuju na ključnu ulogu boljeg preživljavanja ovih ćelija na 

periferiji (Raynor i sar., 2013; Jagger i sar., 2014). Pokazano je da Treg ćelije starih 

jedinki ostvaruju nishodnu regulaciju gena za proapoptotski Bim [protein 11 sličan B-

ćelijskom limfomu (Bcl) 2] protein, koji pripada Bcl-2 familiji proteina, što im 

obezbeđuje prednost u preživljavanju u poređenju sa Treg ćelijama mladih jedinki 

(Chougnet i sar., 2011). S druge strane postoje i podaci koji pokazuju da se starenjem 

povećava i zastupljenost CD4+ iTreg (Sharma i sar., 2006; Rosenkranz i sar., 2007; 

Raynor i sar., 2012). Pokazano je da kod starih miševa postoji korelacija između 

povećanog broja iTreg ćelija i oslabljenog imunskog odgovora na antigene tumora 

(Sharma i sar., 2006), i patogena (Belkaid i Rouse, 2005; Lages i sar., 2008). 

Posledično, akumulacija iTreg kod starih osoba se povezuje sa većom incidencijom 

malignih bolesti kod starih, većom incidencijom i težim kliničkim tokom infektivnih 

bolesti, a manjom efikasnosti vakcinacije u ovoj uzrasnoj populaciji (Pawelec i sar., 

2002; Taub i Longo, 2005; Dejaco i sar., 2006). Osim toga, akumulacija Treg kod starih 

se povezuje sa manjom incidencijom većine autoimunskih bolesti kod starih u 

poređenju sa pojavom ovih bolesti u pubertetu ili adultnom uzrastu (Beeson, 1994; 
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Vadasz i sar., 2013; Watad i sar., 2017). Pokazane su i razlike u zastupljenosti CD4+ 

Treg u limfnim čvorovima različitih sojeva miševa, kao i da je manja zastupljenost ovih 

ćelija pozitivno korelirala sa predispozicijom za spontani razvoj autoimunskih bolesti 

(Tucker i sar., 2011). Smatra se i da je odnos Treg i efektorskih T-limfocita genetski 

kontrolisan, a da je disbalans odnosa ovih ćelija značajan faktor koji utiče na razvoj 

određenih autoimunskih bolesti (Tucker i sar., 2011). 

Starenjem dolazi i do značajne promene u humoralnom imunskom odgovoru. 

Kod ljudi i miševa utvrđeno je da starenje utiče na smanjenje somatskih hipermutacija u 

B-limfocitima i promene klase teških lanaca (Frasca i sar., 2008). Takođe, starenjem 

dolazi i do nishodne regulacije ekspresije aktivacijom-indukovane citidin deaminaze 

(engl. activation-induced cytidine deaminase, AID), koja je potrebna kako za somatske 

hipermutacije, tako i za promenu klase teških lanaca (Frasca i sar., 2008). Postojanje 

„defekta“ u ovim mehanizmima kompromituje stvaranje efikasnih antitela kod starih 

ljudi i miševa (Frasca i sar., 2008).  

Kod starih miševa opisan je slabiji humoralni imunski odgovor u poređenju sa 

mladim miševima, s tim da je ova nishodna regulacija humoralnog imunskog odgovora 

bila različitog stepena kod različitih sojeva ispitivanih miševa (Asanuma i sar, 2001). 

 

1.1.3. Uticaj starenja na urođeni imunski odgovor 

Iako se smatra da starenjem uslovljene promene prevashodno zahvataju ćelije 

stečene imunosti, sve je više podataka koji pokazuju da starenje pogađa i ćelije urođene 

imunosti (Caruso, 2009). Promene urođene imunosti u starenju su složene i vode 

slabijem urođenom imunskom odgovoru, ali paradoksalno i ushodnoj regulaciji nekih 

signalnih puteva, poput pojačane fosforilacije STAT (engl. signal transducer and 

activator of transcription)1 i STAT3, kao i porastu koncentracije citokina, kao što su IL-

6 i faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF)-α (Montgomery i Shaw, 

2015). 

Brojne funkcije makrofaga takođe mogu biti pogođene procesom starenja. 

Pokazano je da se starenjem smanjuje fagocitna sposobnost makrofaga što dovodi do 

produženog uklanjanja ćelijskog debrija u oštećenom tkivu i posledično kompromituje 

reparaciju oštećenog tkiva (Swift i sar., 2001; Plowden i sar., 2004). Starenjem se 
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smanjuje i stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika u makrofagima, što ima za posledicu 

smanjenu efikasnost makrofaga u uklanjanju patogena (Plowden i sar., 2004). 

Peritonealni makrofagi starih miševa nakon stimulacije lipopolisaharidom (engl. 

lipopolysaccharide, LPS) sintetišu veće količine prostaglandina E2 u odnosu na mlade 

miševe (Wu i sar., 1998). Pokazano je da se starenjem menja i citokinski sekretorni 

profil mišjih makrofaga. Preciznije, nađeno je da se starenjem povećava sposobnost 

mišjih makrofaga da sintetišu IL-10, a smanjuje sposobnost sinteze IL-6, TNF-α, IL-1β 

i IL-12 u odgovoru na stimulaciju LPS-om (Chelvarajan i sar., 2005; Sebastian i sar., 

2005; Shaw i sar., 2010). Ispitivanja uticaja starenja na makrofage pacova pokazala su 

da su starenjem uslovljene promene u sekreciji citokina sojno zavisne (Dimitrijević i 

sar., 2014). Konkretno, nađeno je da se starenjem smanjuje sposobnost peritonealnih 

makrofaga pacova DA soja da sintetišu TNF-α i IL-10 nakon stimulacije LPS-om u 

kulturi, dok peritonealni makrofagi pacova Albino Oxford (AO) soja starenjem 

povećavaju sintezu ovih citokina u odgovoru na stimulaciju LPS-om (Dimitrijević i sar., 

2014). Osim toga, u slezini, limfnim čvorovima i kostnoj srži starih miševa, u poređenju 

sa mladim miševima, odnos proinflamatornih M1 i antiinflamatornih M2 makrofaga 

(Mantovani i sar., 2004) se pomera na stranu M2 makrofaga (Jackaman i sar., 2013). 

Kod starih AO pacova utvrđeno je da je u peritonealnim makrofagima, metabolizam 

arginina usmeren više prema sintezi uree nego azot (II) oksida (Dimitrijević i sar., 

2014), što bi išlo u prilog polarizacije ma/krofaga u M2 makrofage (Thomas i Mattila, 

2014). Uz sve ove promene pokazano je i da se starenjem smanjuje ekspresija molekula 

glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, 

MHC) II klase na površini makrofaga miševa nakon stimulacije IFN-γ (Herrero i sar., 

2001), što implicira i manju sposobnost ovih ćelija da prezentuju antigene CD4+ T-

limfocitima. 

Do danas nije formirana potpuno jasna slika o uticaju starenja na dendritske 

ćelije. Primećeno je da starenje utiče na kapacitet mišjih dendritskih ćelija da 

preuzimaju antigene endocitozom, što se manifestuje redukcijom broja i veličine 

endocitoznih vakuola (Chougnet i sar., 2015). Smatra se da je u osnovi ove promene 

smanjeno stvaranje adenozin-trifosfata i pad membranskog potencijala mitohondrija 

(Chougnet i sar., 2015). Pokazano je da mišje dendritske ćelije pokazuju i smanjenu 

fagocitoznu sposobnost (Chougnet i sar., 2015). Kod starih osoba je pokazan i „defekt“ 
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u migratornoj sposobnosti dendritskih ćelija diferenciranih iz monocita, kao i povećana 

produkcija TNF-α i IL-6 nakon stimulacije ovih ćelija LPS-om i jednolančanom 

ribonukleinskom kiselinom (RNK), a IL-6 i IFN-α nakon stimulacije sopstvenom 

dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK) u poređenju sa dendritskim ćelijama mladih 

jedinki (Agrawal i sar., 2009). Smatra se da se ove starenjem nastale promene 

dendritskih ćelija mogu pripisati smanjenoj aktivnosti fosfoinozitol 3 kinaze (Agrawal i 

sar., 2007). 

Pokazano je da se starenjem menjaju i pacovske dendritske ćelije. 

Konvencionalne dendritske ćelije pacova, posebno značajne za aktivaciju i polarizaciju 

autoreaktivnih CD4+ T-limfocita u EAE-u (Greter i sar., 2005; McMahon i sar., 2005), 

starenjem pokazuju i fenotipske i funkcijske promene, kao i da su te promene sojno 

zavisne (Voisine i sar., 2002; Stojić-Vukanić i sar., 2013; Bufan i sar., 2015). Kod AO 

pacova nađeno je starenjem uslovljeno povećanje procentualne zastupljenosti CD4- 

ćelija u okviru populacije slezinskih konvencionalnih dendritskih ćelija (Stojić-Vukanić 

i sar., 2013). Ove ćelije, za razliku od CD4+ konvencionalnih dendritskih ćelija, mogu 

da oslobađaju velike količine proinflamatornih citokina i da usmeravaju imunski 

odgovor ka tipu 1 pomoćničkih T-ćelija (engl. Type 1 T helper cells, Th1) (Voisine i 

sar., 2002). S druge strane, starenje kod DA pacova nije uticalo na promenu 

procentualne zastupljenosti CD4- ćelija u okviru slezinskih konvencionalnih dendritskih 

ćelija (Bufan i sar., 2015). Nakon in vitro stimulacije LPS-om konvencionalne 

dendritske ćelije starih AO pacova pokazale su veću sekreciju IL-6 i IL-23, ali i IL-12 i 

TNF-α u poređenju sa ovim ćelijama mladih pacova istog soja (Stojić-Vukanić i sar., 

2013). S druge strane, konvencionalne dendritske ćelije starih DA pacova nakon 

stimulacije LPS-om, u poređenju sa ovim ćelijama izolovanim iz mladih pacova istog 

soja, sekretovale su više IL-6 i IL-23, ali i IL-10, dok je sekrecija TNF-α bila smanjena 

(Bufan i sar., 2015). Konzistentno prethodnim nalazima, ispitivanja u ko-kulturi 

alogenih CD4+ limfocita izolovanih iz mladih životinja i konvencionalnih dendritskih 

ćelija AO pacova pokazala su da se koncentracije IFN-γ i IL-17 u ovim kulturama 

povećavaju u prisustvu dendritskih ćelija starih životinja u poređenju sa dendritskim 

ćelijama mladih pacova, dok se u ko-kulturi alogenih CD4+ limfocita i konvencionalnih 

dendritskih ćelija DA pacova koncentracije IFN-γ i IL-17 nisu značajno menjale u 
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prisustvu dendritskih ćelija starih životinja u poređenju sa dendritskim ćelijama mladih 

pacova (Stojić-Vukanić i sar., 2013). 

Starenje kod ljudi povećava apsolutni broj NK ćelija u perifernoj krvi (Almeida-

Oliveira i sar., 2011). Osim promene u broju ovih ćelija, starenje utiče i na povećanje 

zastupljenosti NK ćelija sa izraženijom citotoksičnom funkcijom i smanjenje onih 

odgovornih za produkciju citokina kod ljudi (Krishnaraj i Bhooma, 1996; Almeida-

Oliveira i sar., 2011). Veći broj rezultata potvrđuje i da se kod ljudi citotoksičnost na 

nivou pojedinačne NK ćelije smanjuje starenjem (Mariani i sar., 1996; Hazeldine i sar., 

2012). Osim toga, pokazano je da se kod miševa tokom starenja značajno menja 

sposobnost sazrevanja NK ćelija, te da kod starih miševa ove ćelije pokazuju značajan 

funkcijski deficit (Nair i sar., 2015). Utvrđena je i smanjena sposobnost NK ćelija da 

migriraju iz krvi u limfni čvor koji drenira mesto infekcije kod starih miševa (Fang i 

sar., 2010). 

Konačno, iako nema podataka o sojnim razlikama u uticaju starenja na 

funkcijski kapacitet NK ćelija, važno je istaći da su uočene značajne sojne razlike u 

funkcijskom kapacitetu NK ćelija mladih miševa (Whyte i Miller, 1998). 

 

1.1.4. Uticaj starenja na sekreciju proinflamatornih citokina 

Uočeno je da tokom starenja dolazi do progresivnog porasta koncentracije 

proinflamatornih markera u perifernoj krvi (Franceschi i sar., 2000). Ovaj fenomen 

opisuje se terminom “inflamatorno” starenje (engl. inflammaging) (Franceschi i sar., 

2000). Iako postoji više teorija koje pokušavaju da objasne ovaj fenomen, nijedna od 

njih ne opisuje na zadovoljavajući način ovaj fenomen. Prema “teoriji stresa” organizam 

je konstantno izložen delovanju stresora, i ovaj fenomen nastaje kao rezultanta njihovog 

delovanja (Butcher i Lord, 2004; Xia i sar., 2016). Druga teorija povezuje oksidativni 

stres, inflamaciju i starenje (De La Fuente i Miquel, 2009). Prema ovoj teoriji, starenjem 

uslovljene promene u imunskom sistemu nastaju kao rezultanta delovanja oksidativnog 

i inflamatornog stresa, koji u imunskim ćelijama dovode do aktivacije signalnog puta 

nuklearnog faktora kapa B (De La Fuente i Miquel, 2009). Smatra se da ovaj signalni 

put ima ključnu ulogu u odgovoru imunskih ćelija na infekciju, dok se poremećaji ovog 

signalnog puta dovode u vezu sa razvojem tumora, inflamatornih i autoimunskih bolesti 

(De La Fuente i Miquel, 2009). Uz prethodne teorije postoji još jedna teorija – teorija 
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oštećenja DNK. U osnovi ove teorije stoje podaci koji ukazuju da oštećenje DNK 

indukuje odgovor koji može dovesti do reparacije, oštećenja, apoptoze ili starenja ćelije 

(Hewitt i sar., 2012). Shodno ovoj teoriji, akumulacija oštećenja DNK matičnih ćelija i 

stromalnih fibroblasta tokom starenja rezultuje pojačanom sintezom proinflamatornih 

citokina i stvaranjem “začaranog kruga”, u sklopu kojeg proinflamatorni citokini 

indukuju DNK oštećenje i u ćelijama koje okružuju ćelije u kojima je inicijalno došlo 

do oštećenja DNK, čime se ostvaruje propagacija inflamatornog oštećenja, što dovodi 

do inflamatornog starenja (Bonafè i sar., 2012). Konačno, postoji mišljenje da bi 

starenjem uslovljen poremećaj autofagije mogao da dovede do stvaranja reaktivnih 

oblika kiseonika, koji bi aktivacijom receptora za pirinski domen 3 familije receptora za 

domene slične oligomerizovanim vezanim nukleotidima (engl. nucleotide-binding 

oligomerization domain-like receptor family, pyrin domain containing 3, NLRP3), 

mogli da stimulišu stvaranje IL-1β i IL-18, te ubrzano starenje (Salminen i sar., 2012). 

Ova hronična inflamacija niskog stepena koja se javlja tokom starenja predstavlja 

značajan faktor rizika za povećan morbiditet i mortalitet starih osoba za 

kardiovaskularne bolesti, dijabetes tipa 2, sarkopeniju, tumore, Parkinsonovu bolest, 

Alchajmerovu bolest i dr. (Skoog i sar., 2002; Giunta i sar., 2008; Grivennikov i sar., 

2010; Cevenini i sar., 2013; Franceschi i Campisi, 2014; Calabrese i sar., 2018). Smatra 

se da povećano oslobađanje proinflamatornih citokina kod starih stvara okruženje koje 

je pogodno za pojavu autoimunskih fenomena (Grolleau-Julius i sar., 2010), tako da se 

starenje može posmatrati kao autoimunski, autoinflamatorni fenomen (Franceschi i sar., 

2017). Za ovu niskogradnu inflamaciju kod starih jedinki veruje se da su odgovorni 

uglavnom endogeni molekuli, izmenjeni delovanjem stresora ili starenjem ćelije, tzv. 

molekularni obrasci oštećenih ćelija (engl. damage-associated molecular patterns, 

DAMPs), alarmini. Starenjem se povećava njihovo stvaranje, a smanjuje uklanjanje 

(Franceschi i sar., 2017). Ove molekule prepoznaju receptori ćelija urođenog imunskog 

sistema indukujući inflamatorni odgovor (Lin i sar., 2009; Anderson i sar., 2013). 

S druge strane, ova niskogradna hronična inflamacija kod starih bi mogla da 

dovede i do porasta koncentracije kortizola u krvi (Giunta, 2008). Zapravo, neuroni 

hipotalamusno-hipofizno-nadbubrežne osovine ispoljavaju brojne receptore za brojne 

citokine, uključujući i IL-1, IL-6 i TNF (Turnbull i Rivier, 1999), te bi porast 

koncentracije ovih citokina u moždanom tkivu kod starih uticao i na porast sekretorne 
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aktivnosti hipotalamusno-hipofizno-nadbubrežne osovine, te posledično i do povećanog 

oslobađanja kortizola iz kore nadbubrega, koji deluje imunoregulatorno i sprečava 

preteranu reakciju imunskog sistema, koja bi mogla dovesti do tkivnog oštećenja 

(Giunta, 2008). Tome u prilog ide činjenica da visokosrodni sojevi pacova koji su 

rezistentni na indukciju EAE-a (PVG, F344 and BN) imaju više nivoe steroidnih 

hormona, uključujući i kortikosteron, u cirkulaciji (Günther i sar., 1978; Villas i sar., 

1978). Pored toga, pokazano je i da “inflamatorno” starenje kod ljudi i miševa indukuje 

promene u imunskim ćelijama, koje doprinose nishodnoj regulaciji imunskog odgovora 

na antigene (Frasca i Blomberg, 2015). 

 

1.1.5. Uticaj starenja na neuroinflamaciju 

Postoje brojni klinički i eksperimentalni dokazi da starenjem dolazi do razvoja 

niskogradne inflamacije u moždanom tkivu (Norden i Godbout, 2013). Saglasno ovome, 

u nervnom tkivu ljudi i glodara, uključujući DA pacove, starenjem se povećava 

koncentracija proinflamatornih citokina IL-1β i/ili IL-6 (Henry i sar., 2009; Fenn i sar., 

2013; Norden i sar., 2015), a smanjuje koncentracija antiinflamatornih citokina IL-10 i 

IL-4 (Ye i Johnson, 2001; Maher i sar., 2005; Nacka-Aleksić i sar., 2017). Razvoj 

neuroinflamacije niskog intenziteta koja se uočava u starenju se povezuje sa oštećenjem 

krvno-moždane barijere usled hroničnog izlaganja delovanju proinflamatornih citokina, 

što dovodi do povećanog ulaska proinflamatornih citokina i imunskih ćelija u moždano 

tkivo (Di Benedetto i sar., 2017). Ovo posledično dovodi do aktivacije rezidentnih 

ćelija, pre svega ćelija mikroglije, i tako doprinosi razvoju inflamacije (Di Benedetto i 

sar., 2017; Wolfe i sar., 2018). Uočeno je da mikroglija tokom starenja povećava 

ekspresiju inflamatornih medijatora nakon stimulacije, odnosno da pokazuje “preterani” 

inflamatorni odgovor (Norden i sar., 2015). Ovakvim promenama mikroglije u starenju 

najverovatnije doprinosi i pojačan intenzitet oštećenja izazvanih delovanjem slobodnih 

radikala (Gemma i sar., 2007), kao i promene na nivou regulacije gena za insulinu 

sličan faktor rasta 1 i hemokina (CX3C-motiv) ligand 1 (CX3CL1), negativnih 

modulatora aktivacije mikroglije, od strane mikroRNK (Fenn i sar., 2013). Osim toga, 

za razvoj neuroinflamacije kod starih bi mogle da budu značajne i promene u 

inflamazomima neurona (Mawhinney i sar., 2011; Fenn i sar., 2015). U prilog 

poslednjem govorila bi povećana ekspresija NLRP3 u hipokampusu starih miševa u 
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odnosu na mlade životinje (Wang i sar., 2018), budući da je kod starih miševa sa 

delecijom NLRP3, inflamacija u CNS-u bila značajno smanjena u poređenju sa 

kontrolnim životinjama istog uzrasta (Youm i sar., 2013).  

O uticaju genetskih faktora na intenzitet neuroinflamacije kod starih govore 

podaci o ushodnoj regulaciji potencijalno proinflamatornih gena u prefrontalnom 

korteksu starenjem kod ljudi, kao što su geni za nuklearni faktor kappa B subjedinicu 1 

(engl. nuclear factor kappa B subunit 1, NF kB1), faktor 6 povezan sa TNF receptorom 

(engl. TNF receptor associated factor 6, TRAF6), receptor sličan Tollu (engl. Toll-like 

receptor, TLR) 4, IL-1 receptor 1, translokatorni protein (engl. translocator protein, 

TSPO) i glijalni kiseli fibrilarni protein (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP). 

Postoje podaci koji jasno ukazuju da postoje sojne razlike u neuroinflamatornom 

odgovoru kod mladih miševa (Kigerl i sar., 2006 Nikodemova i Watters, 2011). 

Mikroglija starih miševa pokazuje i morfološke promene. Ove promene se 

ogledaju u smanjenju broja i dužine nastavaka, dok se telo ćelije uvećava sa 

formiranjem sferoidnih evaginacija. Ovakva mikroglija označava se kao “distrofična 

mikroglija” (Streit, 2006; Flanary i sar., 2007). Novija istraživanja pokazuju da se 

starenjem povećava broj mikroglijalnih ćelija specifičnog fenotipa, koje se označavaju 

kao tzv. “tamna” mikroglija, usled prisutnih znakova izraženog oksidativnog stresa, tj. 

kondenzovane, guste citoplazme i nukleoplazme i dilatiranog endoplazmatskog 

retikuluma (Bisht i sar., 2016). Ove morfološke promene se povezuju sa ekstenzivnom 

fagocitozom sinapsnih elemenata i remodelovanjem neuronske mreže (Bisht i sar., 

2016). Smatra se da ova “distrofičina” mikroglija gubi svoju neuroprotektivnu funkciju, 

te može doprineti razvoju neurodegenerativnih bolesti (Spittau, 2017), kao i razvoju 

neurodegeneracije u autoimunskim bolestima CNS-a (Thompson i Tsirka, 2017). 

Starenje dovodi do smanjenja ekspresije hemokina CX3CL1, (poznat pod nazivom 

fraktalkin i neurotaktin) (Wynne i sar., 2010; Bachstetter i sar., 2011; Deak i Sonntag, 

2012), koji konstitutivno eksprimiraju neuroni, a koji se vezuje za CX3C hemokinski 

receptor 1 (CX3CR1), koji u CNS-u eksprimira isključivo mikroglija (Harrison i sar., 

1998). Interakcija CX3CL1-CX3CR1 je ključna za modulaciju aktivacije mikroglije i 

sledstveno ograničavanje razvoja autoimunske neuroinflamacije (Cardona i sar., 2006). 

Smatra se da bi poremećaj ove interakcije, do koga dolazi u starenju, mogao da bude od 
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značaja za razvoj autoimunskih bolesti CNS-a u ovoj uzrasnoj grupi (Lyons i sar., 2009; 

Fenn i sar., 2013). 

Uočeno je da se starenjem menja i fenotip makrofaga koji se mogu izolovati iz 

tkiva CNS-a, odnosno da se favorizuje diferencijacija makrofaga proinflamatornog M1 

fenotipa na račun onih protektivnog M2 fenotipa, što bi takođe moglo da doprinese 

razvoju neuroinflamacije (Di Benedetto i sar., 2017). 

 

1.1.6. Starenje imunskog sistema i autoimunost 

Incidencija autoimunskih fenomena se povećava starenjem (Datta i Sarvetnick, 

2009; Tatari-Calderone i sar., 2012). Ovo se povezuje sa smanjenjem apoptoze i 

homeostatskom proliferacijom T-limfocita kod starih (Nikolich-Žugich, 2017). 

Povećanje homeostatske proliferacije kod starih životinja se povezuje sa smanjenim 

stvaranjem T-limfocita u timusu, i posledično izlaskom naivnih T-limfocita iz timusa na 

periferiju (Goronzy i sar., 2007, Müller i Pawelec, 2015). Važno je istaći da se 

starenjem favorizuje preživljavanje i homeostatska proliferacija T-limfocita sa visokim 

aviditetom za sopstvene peptide prikazane u sklopu MHC molekula u odnosu na T-

limfocite sa niskim aviditetom (Tatari-Calderone i sar., 2012). Kao posledica procesa 

ekspanzije, T-limfociti sa visokim aviditetom za sopstvene antigene zadobijaju fenotip 

aktivisanih/memorijskih T-limfocita i stiču efektorske funkcije (Kieper i Jameson, 

1999; Cho i sar., 2000; Goldrath i sar., 2000). 

Kod ljudi i miševa detektovana je i subpopulacija B-limfocita koji eksprimiraju 

CD11b i CD11c, ali ne i CD21 i označeni su kao B-limfociti povezani sa starenjem 

(engl. age-associated B cells, ABCs) (Naradikian i sar., 2015). Ove ćelije čine 30-40% 

zrelih recirkulišućih B-limfocita kod miševa starih 24-30 meseci (Ratliff i sar., 2013). 

Deplecija ovih ćelija u animalnim modelima dovela je do smanjenja titra autoreaktivnih 

antitela (Rubtsov i sar., 2011), što ukazuje na značajnu ulogu ovih ćelija u razvoju 

autoimunosti. Ne samo da ove ćelije mogu sintetisati autoantitela, već njihova visoka 

ekspresija MHC molekula II klase i kostimulatornih molekula implicira da one mogu i 

prezentovati autoantigene T-limfocitima (Rubtsov i sar., 2011). 

Bez obzira na prethodno opisane fenomene koji se javljaju u starenju, 

incidencija većine autoimunskih bolesti, ne samo da se ne povećava starenjem, već je 
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znatno manja u kasnijem životnom dobu nego u pubertetu i u adultnom uzrastu 

(Beeson, 1994; Vadasz i sar., 2013; Watad i sar., 2017). Preciznije, izuzetak su bulozni 

pemfigoid (Kridin i Ludwig, 2018) i gigantocelularni arteritis (Berti i sar., 2015), čija je 

incidencija veća u kasnom životnom dobu (Beeson, 1994; Watad i sar., 2017), dok 

incidencija inflamatorne bolesti creva ima dva pika, prvi između 20-40. godine i drugi 

nakon 60. godine (Watad i sar., 2017). Smanjenje incidencije autoimunskih bolesti kod 

starih se objašnjava ekspanzijom Treg ćelija na periferiji i starenjem uslovljenim 

smanjenjem sposobnosti T-limfocita da efikasno odgovore na stimulaciju 

(auto)antigenima (opisano u sekciji 1.1.2.) (Vadasz i sar., 2013). S druge strane, imajući 

u vidu činjenicu da se u slučaju primarne bilijarne ciroze, koja se najčešće javlja kod 

žena starosti 50-65 godina, patogena antimitohondrijalna antitela mogu detektovati pre 

pojave klinički manifestne bolesti (Mousa i sar., 2016), može se pretpostaviti da se i 

neke druge autoimunske bolesti počinju razvijati mnogo pre nego što se pojavi klinički 

manifestna bolest (Watad i sar., 2017). 

 

1.2. Uticaj starenja na incidenciju i kliničke karakteristike multiple skleroze 

1.2.1. Incidencija i patogeneza multiple skleroze 

Multipla skleroza predstavlja najčešće autoimunsko oboljenje CNS-a, koje se 

karakteriše inflamacijom i demijelinizacijom koje zahvataju različite delove CNS-a 

(Tullman, 2013). Na osnovu analize 38 studija, 19 iz severne i 12 iz južne Evrope, 5 iz 

Australije i 2 iz Sjedinjenih Američkih Država ukupna stopa incidencije multiple 

skleroze je 3,6/100 000 osoba kod žena i 2/100 000 osoba kod muškaraca (Alonso i 

Hernan, 2008; Watad i sar., 2017), a početak bolesti je najčešće između 20. i 50. godine 

života (Polliack i sar., 2001; Alonso i Hernan, 2008). Prvi simptomi bolesti retko se 

javljaju pre 10. i nakon 60. godine života (Ditamo i sar., 2005; Tullman, 2013). 

Kohortne studije pokazuju da je udeo onih bolesnika kod kojih se bolest razvila nakon 

50. godine života 0.45%-1.33% (Leibowitz i sar., 1964; White i sar., 1990; Delalande i 

sar., 2002; Tremlett i Devonshire, 2008; Bove i sar., 2012). 

Smatra se da u multiploj sklerozi dolazi do aktivacije perifernih autoreaktivnih 

efektorskih CD4+ T-limfocita, koji potom migriraju u CNS i iniciraju oboljenje 

(hipoteza “spolja ka unutra”) (Baecher-Allan i sar. 2018). Međutim, nasuprot ovoj jeste 
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hipoteza prema kojoj je inicijalni događaj u multiploj sklerozi unutar CNS-a (Dargahi i 

sar., 2017). Prema prvoj hipotezi periferno aktivisani autoreaktivni T-limfociti prolaze 

krvno-moždanu barijeru, zajedno sa B-limfocitima i monocitima, i dospevaju u CNS 

gde dolazi do njihove reaktivacije (Baecher-Allan i sar. 2018). Th1 ćelije oslobađaju 

IFN-γ i TNF-α, a Th17 ćelije sekretuju IL-17, kao i IL-21 i IL-22 (Baecher-Allan i sar. 

2018). Kod miševa je pokazano da Th17 ćelije mogu koeksprimirati i IFN-γ i faktor koji 

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

stimulating factor, GM-CSF) i ove ćelije poseduju izrazit patogeni kapacitet (Sheng i 

sar., 2014; McWilliams i sar., 2015). 

Pored CD4+ T-limfocita, i CD8+ T-limfociti takođe mogu sekretovati i IL-17 

(Srenathan i sar., 2016). Svojim citotoksičnim dejstvom CD8+ T-limfociti mogu dovesti 

i do direktnog oštećenja aksona neurona (Sobottka i sar., 2009). Ovo oštećenje, može 

dovesti do poremećaja u prenošenju nervnih impulsa, što, u zavisnosti od lokalizacije i 

zastupljenosti, ima za posledicu pojavu različitih neuroloških simptoma i znakova 

(Lubetzki i Stankoff, 2014). 

U CNS-u, kao i na periferiji, efektorski T-limfociti mogu biti izloženi uticaju 

različitih subsetova regulatornih ćelija CD4+ i CD8+ Treg (Baecher-Allan i sar. 2018), 

regulatornih Th ćelija tipa 1 (Tr1), koje predstavljaju Treg ćelije indukovane na 

periferiji hroničnom aktivacijom CD4+ T-limfocita antigenom u prisustvu IL-10 i 

pokazuju CD4+CD25+Foxp3 (engl. forkhead box P3, Foxp3)- fenotip (Zeng i sar., 

2015), regulatornih B-ćelija, a regulatorna svojstva mogu imati i NK ćelije (Baecher-

Allan i sar. 2018). Važno je napomenuti da postoje podaci koji ukazuju da makar neki 

od ovih subsetova pokazuju sojne razlike u regulatornom kapacitetu, što se povezuje sa 

sojnim razlikama u osetljivosti pacova na indukciju EAE-a (Sun i sar., 1999). 

Istraživanja ukazuju i na mogućnost da se primarni proces koji inicira razvoj 

multiple skleroze odvija u CNS-u. Inicijalni događaj može biti intrinzični poremećaj 

oligodendrocita, koji dovodi do oligodendrocitne distrofije i posledičnog inflamatornog 

procesa (Lucchinetti i sar., 2000; Dargahi i sar., 2017). Ovo dovodi do aktivacije 

rezidentnih imunskih ćelija u CNS-u, verovatno mikroglijalnih ćelija, koje ushodno 

regulišu MHC molekule klase I i II, kao i kostimulatorne molekule, sintetišu citokine i 

hemokine, te omogućuju ulazak T-limfocita, B-limfocita, makrofaga i dendritskih ćelija 
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u CNS (Hemmer i sar., 2006). Ove ćelije oslobađaju citokine, reaktivne oblike 

kiseonika i azota, matriksne metaloproteinaze, što dovodi do oštećenja mijelina, razvoja 

inflamatornog procesa i destrukcije nervnog tkiva (Koriem, 2016; Dargahi i sar., 2017). 

 

1.2.2. Uticaj starenja na kliničke karakteristike multiple skleroze 

Istraživanja pokazuju da vreme početka bolesti predstavlja značajan faktor koji 

određuje klinički tok multiple skleroze (Musella i sar., 2018). Kod bolesnika sa kasnim 

početkom multiple skleroze (KPMS), tj. početkom nakon 50. godine života, klinički tok 

je najčešće primarno progresivni, dok je kod bolesnika sa početkom bolesti pre 40. 

godine najčešće relapsno-remitentan sa mogućim kasnijim razvojem sekundarno 

progresivnog oblika (Hooge i Redekop, 1992; Noseworthy, 1993; Kis i sar., 2008). 

Ukoliko je kod bolesnika sa KPMS prisutan relapsno-remitentan oblik bolesti, kod njih 

najčešće brže dolazi do razvoja sekundarno progresivnog oblika u odnosu na bolesnike 

sa ranijim početkom bolesti (Martinelli i sar., 2004).  

Najčešći inicijalni simptomi kod bolesnika sa KPMS jesu motorne smetnje 

donjih ekstremiteta (Polliack i sar., 2001; Delalande i sar., 2002; Paty i sar., 2003). 

Simptomima u čijoj osnovi su motorna ili cerebelarna oštećenja pridružuju se tokom 

vremena i senzorni poremećaji, kao i disfunkcija sfinktera, dok su vizuelne smetnje 

retke kod ovih bolesnika (Martinelli i sar., 2004). 

Patohistološki nalazi ukazuju da se bolest kod bolesnika sa KPMS značajno 

razlikuje od bolesti kod bolesnika sa njenim ranijim početkom, a karakteriše se 

izraženijom degenerativnom patologijom i manje izraženim inflamatornim promenama 

(Paty i sar., 2003; Martinelli i sar., 2004). 

 

1.3. Uzrasne i sojne razlike u eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu 

1.3.1. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

EAE je najčešće korišćeni eksperimentalni model multiple skleroze 

(Constantinescu i sar., 2011). Različiti modeli ove bolesti, mimikriraju njene različite 

patogenetske apekte - neuroinflamaciju, demijelinizaciju, remijelinizaciju i 

neurodegeneraciju. Međutim, nijedan model EAE-a ne obuhva čitav spektar 
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patogenetskih i kliničkih karakteristika multiple skleroze, stoga se različiti modeli ove 

bolesti koriste za ispitivanje njenih različitih patogenetskih i kliničkih aspekata 

(Lassmann i Bradl, 2017). Bolest se najčešće indukuje aktivnom imunizacijom 

homogenatom kičmene moždine ili peptidima mijelina poput mijelin baznog proteina 

(MBP), proteolipidnog proteina (PLP), mijelin-asociranog glikoproteina (MAG) ili 

mijelin oligodendrocitnog glikoproteina (MOG), uz primenu adjuvanasa, čija je uloga 

da aktiviraju urođeni imunski odgovor (Constantinescu i sar., 2011; Stromnes i 

Goverman, 2006a). U zavisnosti od primenjenog antigena, imunizacionog protokola, 

vrste i soja eksperimentalnih životinja tok bolesti može biti akutni, hronično progresivni 

ili relapsno-remitentan (Bittner i sar., 2014). Pokazano je da se bolest može indukovati 

kod veoma osetljivih sojeva pacova i bez korišćenja adjuvansa (Levine i Wenk, 1965; 

Stosic-Grujicic i sar., 2004). Međutim, najčešće se primenjuje imunizacioni protokol u 

kome je indukcija bolesti olakšana primenom adjuvansa, najčešće kompletnog 

Frojndovog adjuvansa (KFA) (Billiau i Matthys, 2001). Osim što KFA produžava 

vreme oslobađanja antigena sa mesta aplikacije, zahvaljujući mikobakterijskoj 

komponenti, KFA podstiče Th1 (Lucey i sar., 1996), a posebno Th17 (Tigno-Aranjuez i 

sar., 2009; Damsker i sar., 2010) odgovor na antigene mijelina. Smatra se da IL-17 ima 

ključnu ulogu u razvoju EAE-a u modelima u kojima se za indukciju bolesti, kao 

adjuvans, koristi KFA (Komiyama i sar., 2006; Damsker i sar., 2010). Podaci ukazuju 

da je diferencijacija Th17 ćelija veoma dinamičan i kompleksan proces, koji zavisi 

prevashodno od polarizujućih citokina (Kurebayashi i sar., 2013), što ima za posledicu 

izrazitu plastičnost Th17 limfocita, koja se ogleda u tome da ove ćelije mogu ko-

eksprimirati transkripcione faktore ili citokine karakteristične za druge subsetove CD4+ 

T-limfocita, poput Foxp3 transkripcionog faktora (Zhou i sar., 2008; Bhaumik i Basu, 

2017), ili IFN-γ (Kaufmann i sar., 2012; Zielinski i sar., 2012; Cosmi i sar., 2014). U 

mišjim modelima EAE-a, kao i humanoj bolesti, najveća patogenost pokazana je za one 

Th17 limfocite koji koeksprimiraju IFN-γ i GM-CSF (Codarri i sar., 2011; El-Behi i 

sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 2015; Rasouli i sar., 2015). 

Za KFA je takođe pokazano da utiče na povećanje permeabilnosti krvno-

moždane barijere (Rabchevsky i sar., 1999), podstiče fagocitoznu/pinocitoznu aktivnost 

dendritskih ćelija, kao i oslobađanje citokina kao što su: TNF-α, IL-12, IL-6 i IFN-γ i 

hemokina poput IL-8 i monocitnog hemoatraktantnog proteina-1 (Billiau i Matthys, 
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2001). U sklopu nekih protokola za imunizaciju kod miševa, ali i kod pacova, 

uključujući DA pacove, posebno kada je potrebno dobiti robustan i reproducibilan 

model, koristi se i dodatni tretman davanjem inaktivisane Bordetella pertussis ili njenog 

toksina (Miyakoshi i sar., 2003; Constantinescu i Hilliard, 2005). Bordetella pertussis ili 

njen toksin utiču na povećanje propustljivosti krvno-moždane barijere, te posledično i 

na ulazak ćelija u CNS (Brückener i sar., 2003, Sakuma i sar., 2004), aktiviraju antigen-

prezentujuće ćelije u limfnim organima i u CNS-u, te olakšavaju aktivaciju 

autoreaktivnih T ćelija, odnosno njihovu reaktivaciju u ciljnom organu (Hofstetter i sar., 

2002). Treba napomenuti da noviji podaci ukazuju da Bordetella pertussis ili njen 

toksin doprinose razvoju multiple skleroze kod ljudi (Rubin i Glazer, 2016). Naime, 

imajući u vidu podatke koji pokazuju subkliničku nazofaringealnu kolonizaciju ovom 

bakterijom u populacijama vakcinisanih protiv velikog kašlja (Zhang i sar, 2014) i 

ulogu Bordetella pertussis u razvoju EAE-a (Brückener i sar., 2003, Sakuma i sar., 

2004), pretpostavlja se da je kolonizacija ovom bakterijom značajan faktor u razvoju 

multiple skleroze (Rubin i Glazer, 2016). EAE se može indukovati i pasivno, 

adoptivnim transferom preaktivisanih encefalitogenih CD4+ T-limfocita u naivne 

recipijente (Stromnes i Goverman, 2006b). Prednosti ovakvog modela nad aktivno 

indukovanim EAE-om jesu mogućnost obeležavanja T-limfocita pre transfera, te se 

njihova lokacija i aktivnost mogu pratiti, kao i mogućnost in vitro manipulacije 

efektorskom funkcijom T-limfocita pre transfera, što omogućuje istraživačima 

ispitivanje značaja koje određene funkcije ovih ćelija imaju za patogenezu bolesti 

(Stromnes i Goverman, 2006b). Adoptivnim transferom se direktno indukuje efektorska 

faza EAE-a, a značajni nedostatak ovakvog modela je odsustvo rasprostranjene 

primarne fokalne demijelinizacije, bez obzira na korišćenu vrstu i soj eksperimentalnih 

životinja (Lassmann i Bradl, 2017). S obzirom na načine indukcije, oba modela, aktivni 

i pasivni EAE, nisu pogodni za ispitivanje „okidača“ autoimunskog procesa usmerenog 

na CNS. Uspostavljen je model u kome eksperimentalne životinje spontano razvijaju 

bolest. Ovo je postignuto korišćenjem transgenih životinja, čiji T-limfociti eksprimiraju 

TCR, koji prepoznaje mijelinske antigene (Bettelli i sar., 2003). 

U istraživanjima opisanim u ovoj tezi korišćen je aktivni model EAE-a. 

Imunizacija je izvršena ubrizgavanjem homogenata kičmene moždine singenih životinja 

emulgovanom u KFA i dodatno ubrizgavanjem suspenzije inaktivisane Bordetella 
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pertussis. Pokazno je da u ovom modelu EAE prolazi kroz dve faze: induktivnu i 

efektorsku. U induktivnoj fazi dolazi do aktivacije i diferencijacije encefalitogenih 

CD4+ T-limfocita u drenirajućem limfnom čvoru (Miller i sar., 2007). Diferencijaciju 

encefalitogenih CD4+ T-limfocita u efektorske ćelije u drenirajućem limfnom čvoru 

mogu pomoći CD8+ T-limfociti putem oslobađanja IFN-γ i IL-17, što je opisano 

terminom “reverzna pomoć“ (engl. reverse help) (Camara i sar., 2013; Huber i sar., 

2015). Smatra se da je ovaj mehanizam posebno značajan u onim modelima EAE-a koje 

karakteriše relativno blaga klinička slika bolesti (Camara et al., 2013). S druge strane, 

na aktivaciju CD4+ T-limfocita uticaj mogu ostvarivati Treg ćelije utičući na interakciju 

T limfocita i dendritskih ćelija (Rossi i Constantin, 2016). Supresorno delovanje Treg 

mogu ostvariti i delujući na proliferativni odgovor CD4+ T-limfocita na antigensku 

stimulaciju (Takahashi i sar., 1998; Sojka i sar., 2008). 

Neuroantigen specifični CD4+ T-limfociti aktivisani u drenirajućim limfnim 

čvorovima migriraju u CNS prolazeći kroz slezinu (Constantinescu i sar., 2011). Na tom 

putu može doći do njihovog zadržavanja u slezini (Flügel i sar., 2001; Staykova i sar., 

2002; Yang i sar., 2002; Tischner i sar., 2006). Na zadržavanje neuroantigen specifičnih 

CD4+ T-limfocita u slezini može uticati ekspresija glikoproteina CD44, preciznije 

njegove izoforme CD44s (Yang i sar., 2002), kao i zastupljenost Treg u slezini  

(Tischner i sar., 2006). Pokazano je da Treg utiču na zadržavanje aktivisanih 

neuroantigen specifičnih CD4+ T-limfocita u slezini i tako ograničavaju infiltraciju 

CNS-a ovim ćelijama (Tischner i sar., 2006). 

Efektorska faza obuhvata migraciju aktivisanih neuroantigen-specifičnih CD4+ 

T-limfocita u CNS, influks proinflamatornih monocita u CNS, aktivaciju perifernih 

monocita i rezidentnih makrofaga, kao i mikroglijalnih ćelija citokinima koje 

oslobađaju Th ćelije i nastanak oštećenja tkiva delovanjem medijatora koje oslobađuju 

Th ćelije i proinflamatorni monociti/makrofagi (Miller i sar., 2007; Croxford i sar., 

2015a). Tokom efektorske faze EAE-a, GM-CSF koji sekretuju Th ćelije ima ključnu 

ulogu u održavanju neuroinflamatornog procesa delujući na mijeloidne ćelije koje 

infiltriraju CNS (Croxford i sar., 2015b). Utvrđeno je i da bi selektivni gubitak 

ekspresije GM-CSF od strane autoreaktivnih Th ćelija, pre svega, imao posledice za 

njihovu patogenost tokom efektorske faze EAE-a (Codarri i sar., 2011). Ispitivanja na 

mišjem modelu EAE-a pokazala su da je uloga GM-CSF kritična za razvoj EAE-a, bez 
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obzira na genetsku osnovu miševa (Codarri i sar., 2011). U lezijama CNS-a pacijenata 

sa multiplom sklerozom detektovani su CD4+ i CD8+ T-limfociti koji sintetišu GM-

CSF, a veliki broj ovih ćelija istovremeno je eksprimirao i IFN-γ i IL-17 (Rasouli i sar., 

2015). Utvrđeno je da IFN-β suprimira sintezu GM-CSF od strane T-limfocita in vitro, a 

i značajno veći broj CD4+ i CD8+ T-limfocita koji sintetišu GM-CSF utvrđen je u 

perifernoj krvi pacijenata sa multiplom sklerozom koji nisu bili na terapiji IFN-β, u 

odnosu na one koji su bili na ovakvoj terapiji ili u odnosu na zdrave kontrole, što 

ukazuje na značaj GM-CSF u patogenezi multiple skleroze (Rasouli i sar., 2015). 

Ispitivanja ukazuju na neophodnost GM-CSF u aktivaciji mikroglije u EAE-u 

(Ponomarev i sar., 2007). U razvoju EAE-a mikroglija može imati značajnu ulogu u 

oštećanju tkiva CNS-a, pre svega oslobađanjem većih količina proinflamatornih 

citokina i neurotoksičnih medijatora tokom akutne faze bolesti (Chu i sar., 2018). Važno 

je istaći da je pokazano da mikroglija može doprineti i ograničavanju autoimunske 

neuroinflamacije i tkivnog oštećenja (Goldmann i Prinz, 2013). Kontrola aktivacije 

mikroglije i njenog neurotoksičnog delovanja ostvaruje se posredstvom interakcije 

između CX3CL1 hemokina i njegovog receptora (Cardona i sar., 2006). Vezivanje 

CX3CL1 za receptor na ćelijama mikroglije dovodi do nishodne regulacije ekspresije 

proinflamatornih citokina, pre svega IL-1β (Bhaskar i sar., 2010), ushodnom 

regulacijom anti-inflamatornih/immunoregulatornih citokina, kao što su IL-4, IL-10, IL-

13, IL-33 i faktora transformacije rasta-β (engl. transforming growth factor β, TGF-β) 

(Tang i Le, 2016). Sve ovo, uz pojačanu fagocitnu aktivnost (Huang i sar., 2016), 

doprinosi supresiji razvoja EAE-a (Jiang i sar., 2012) i pomaže u tkivnoj reparaciji 

(Laria i sar., 2016). 

 

1.3.2. Uticaj starenja i soja na incidenciju i klinički tok EAE-a 

Relativno oskudni literaturni podaci ukazuju da starenje ima uticaja kako na 

incidenciju EAE-a, tako i na klinički tok bolesti (Ludowyk i sar., 1993; Ditamo i sar., 

2005; Tatari-Calderone i sar., 2012; Peferoen i sar., 2016). Međutim, važno je 

napomenuti da postojeći podaci nisu konzistentni. U literaturi se nalaze podaci koji 

pokazuju da se kod Wistar pacova starenjem smanjuje incidencija aktivno indukovanog 

EAE-a, tako da je ona kod ovih pacova starosti 15 meseci iznosila 14,6%, a kod mladih 

pacova starosti 7 nedelja 78,3% (Ditamo i sar., 2005). Pokazano je da starenje utiče na 
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smanjenje osetljivosti na indukciju EAE-a kod BALB/c i SJL miševa (Endoh i Tabira, 

1990). S druge strane, starenje nije imalo uticaja na osetljivost na indukciju EAE-a kod 

rezistentnih pacova Brown-Norway soja (Källén i Nilsson, 1989). U odnosu na mlade 

Wistar pacove, kod starih Wistar pacova induktivna faza EAE-a je bila značajno dužeg 

trajanja, a ovo je koreliralo sa slabijom indukcijom Th1 odgovora na imunizaciju 

(Ditamo i sar., 2005). Starenje je uticalo i na kliničku sliku EAE-a kod Lewis pacova 

(Ben-Nun i sar., 1980; Ludowyk i sar., 1993). Aktivna indukcija EAE-a kod mladih 

Lewis pacova u najvećem broju slučajeva dovodi do razvoja bolesti akutno-monofaznog 

oblika sa spontanim oporavkom i najčešće bez demijelinizacije ili sa oštećenjem 

mijelina slabog intenziteta, dok starenje utiče na razvoj hroničnog ili relapsno-

remitentnog oblika bolesti (Ben-Nun i sar., 1980; Ludowyk i sar., 1993). Matejuk i 

njegovi saradnici (2005) uočili su da je starenje kod miševa C57BL/6 soja uticalo na 

razvoj EAE-a teže kliničke slike, dok je tok bolesti bio hroničan, bez remisija, za razliku 

od mladih miševa kod kojih je tok bolesti bio akutan sa nepotpunom remisijom. S druge 

strane, Tatari-Calderone i sar. (2012) uočili su da starenje kod istog soja miševa dovodi 

do razvoja blaže kliničke slike EAE-a. Kod Biozzi ABH miševa, kod kojih aktivna 

indukcija bolesti najčešće dovodi primarno do relapsno-remitentne bolesti, koja 

sekundarno dobija progresivni tok, starenje je uticalo na razvoj primarno progresivnog 

EAE-a (Peferoen i sar., 2016). 

Nekonzistentnost podataka vezanih za uticaj starenja na osetljivost na indukciju 

EAE-a, kao i na klinički tok, može se povezati sa podacima koji pokazuju da su u 

različitim studijama korišćene različite vrste i sojevi životinja, da su životinje bile 

različite hronološke (a verovatno i biološke) starosti i različitog pola, da su korišćeni 

različiti protokoli za imunizaciju u smislu vrste i sadržaja antigena, i adjuvansa, 

administracije Bordetella pertussis (Ben-Nun i sar., 1980; Källén i Nilsson, 1989; 

Endoh i sar., 1990; Di Rosa i sar., 2000; Ditamo i sar., 2005; Matejuk i sar., 2005; 

Teuscher i sar., 2006; Constantinescu i sar., 2011; Tatari-Calderone i sar., 2012). 

 

1.4. Sojne razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a 

Sojne razlike u osetljivosti mladih životinja na indukciju EAE-a pokazne su kod 

pacova i miševa i ukazano je na neke od razlika u mehanizmima razvoja bolesti koji bi 

mogli biti odgovorni za ove razlike (Becker, 2016). Pokazano je da su sojne razlike u 
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osetljivosti mladih DA i AO pacova izrazito robusne, pa je istraživački interes u ovoj 

disertaciji fokusiran na ćelijske i molekularne mehanizme razvoja EAE-a kod pacova 

ova dva soja. Mladi pacovi DA soja su izrazito osetljivi na indukciju EAE-a, te se kod 

njih bolest može indukovati i bez primene adjuvansa (Stosic-Grujicic i sar., 2004). 

Takođe, pokušaj da se izazove imunološka tolerancija imunizacijom MBP-om 63-81 

emulgovanom u nekomplentnom Frojndovom adjuvanasu, odnosno imunizacijom koja 

kod većine glodara dovodi do razvoja tolerancije na razvoj EAE-a (Alvord i sar., 1965; 

Bernard, 1977; Lenz i sar., 1999), imao je kod DA pacova, neočekivano, za rezultat 

razvoj EAE-a (Lenz i sar., 1999), što ide u prilog izrazitoj osetljivosti ovog soja za 

razvoj EAE-a. Za razliku od DA pacova, AO pacovi su relativno rezistentni na 

indukciju EAE-a (Mostarica-Stojkovic i sar., 1982a). Pokazano je da se rezistencija na 

EAE kod AO pacova može delimično nadvladati prethodnim tretmanom niskom dozom 

rendgenskog zračenja ili ciklofosfamidom, i sugerisano da u osnovi njihove rezistencije 

na razvoj EAE-a nakon imunizacije MBP-om emulgovanom u KFA jeste aktivnost 

supresornih mehanizama, a ne nemogućnost da se indukuju efektorski T-limfociti 

(Mostarica-Stojkovic i sar., 1982b). 

Kada su u pitanju mehanizmi koji obezbeđuju izrazitu osetljivost DA soja na 

indukciju EAE-a, istraživanja su pokazala značajno manju ekspresiju iRNK za IFN-γ i 

IL-17, kao i sintezu ovih citokina od strane mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova izolovanih iz AO pacova u poređenju sa istim ćelijama DA pacova u 

induktivnoj fazi bolesti (Miljkovic i sar., 2006). U induktivnoj fazi EAE-a 

mononuklearne ćelije drenirajućih limfnih čvorova DA pacova pokazale su i veću 

sintezu IL-12, kao i veću ekspresiju iRNK za subjedinice ovog citokina p35 i p40 u 

odnosu na mononuklearne ćelije drenirajućih limfnih čvorova AO pacova (Markovic i 

sar., 2009). U istoj fazi bolesti, u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih 

čvorova DA pacova utvrđena je i veća ekspresija iRNK za p19, jedinstvenu subjedinicu 

IL-23, citokina neophodnog za preživljavanje, ekspanziju, i funkciju Th17 ćelija 

(McGeachy i Cua, 2008), nego u ovim ćelijama AO pacova (Markovic i sar., 2009). 

Ekspresija iRNK za IL-6 u u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova 

AO pacova, za razliku od DA pacova, nije bila detektabilna (Markovic i sar., 2009). 

Iz kičmene moždine DA pacova izolovan je veći broj mononuklearnih ćelija 

nego iz kičmene moždine AO pacova i detektovan veći broj CD4+ T-limfocita, kao i 
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CD11b+ ćelija kod DA nego kod AO pacova. Ekspresija iRNK za IL-17 i IFN-γ je bila 

veća u mononuklearnim ćelijama izolovanim iz kičmene moždine DA nego AO pacova 

(Miljković i sar., 2011). U tkivu kičmene moždine AO pacova utvrđena je i značajno 

veća ekspresija CXC- (motiv sadrži dva cisteinska ostatka razdvojena jednom 

aminokiselinom različitom od cisteina, X) hemokin ligand (CXCL)12 (Miljković i sar., 

2011), hemokina koji sprečava prelazak infiltrišućih ćelija iz perivaskularnog prostora u 

parenhim CNS-a (McCandless i sar., 2006), nego kod DA pacova.  

Iako prethodno pomenuta istraživanja ukazuju na neke od ćelijskih i 

molekularnih mehanizama koji bi mogli da objasne razlike u osetljivosti mladih 

adultnih DA i AO pacova na indukciju EAE-a ovaj fenomen još uvek nije potpuno 

razjašnjen, te zahteva dalja istraživanja. U literaturi nema podataka o uporednoj analizi 

uticaja starenja na patogenezu EAE-a kod DA i AO pacova, iako bi se to moglo 

očekivati imajući u vidu prethodno iznete podatke koji pokazuju da starenje deluje na 

sojno specifičan način na makar neke od tipova imunskih ćelija koje učestvuju u 

patogenezi EAE-a (Bufan i sar., 2015; Dimitrijević i sar. 2014). Osim toga, uprkos 

činjenici da se starenjem, zavisno od vrste, i posebno važno soja, osetljivost na 

indukciju EAE-a, menja različito (u suprotnom smeru) (Endoh i sar., 1990; Ditamo i 

sar., 2005; Matejuk i sar., 2005), pažljivom analizom dostupne literature nije bilo 

moguće naći podatke koji bi ukazivali da su ispitivane sojne razlike u uticaju starenja na 

ćelijske i molekularne mehanizme razvoja EAE-a. Na osnovu ovih saznanja i podataka 

vezanih za sojne razlike u ćelijskim i molekularnim mehanizmima razvoja EAE-a kod 

mladih eksperimentalnih životinja DA i AO soja, postavljeni su centralna hipoteza i 

ciljevi istraživanja. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Centralna hipoteza je da starenje, delujući na sojno specifičan način, utiče na 

osetljivost pacova na indukciju EAE-a i kliničku sliku indukovane bolesti. 

U skladu sa postavljenom hipotezom, centralni cilj istraživanja je bio da se:  

1) ispita uticaj starenja na osetljivost pacova DA i AO soja na indukciju klinički 

manifestnog EAE-a imunizacijom emulzijom homogenata kičmene moždine pacova i 

KFA uz ko-administraciju inaktivisanih bakterija (Bordetella pertussis) i kliničke 

karakteristike bolesti i  

2) definišu ćelijski i molekularni mehanizmi, koji bi mogli da budu odgovorni za 

pretpostavljene sojno zavisne starenjem uzrokovane promene u indukciji i kliničkom 

ispoljavanju ove bolesti. 

Da bi se ostvario centralni cilj definisana su tri potcilja: 

1. Da se istraži uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na ćelijske i molekularne 

mehanizme koji bi mogli da dovedu do razvoja primarnog CD4+ T-ćelijskog 

odgovora različitog intenziteta i kvaliteta (imajući u vidu efikasnost 

diferencijacije Th0 u visoko patogene Th17 limfocite koji pored IL-17 

produkuju i IFN-γ i GM-CSF) u drenirajućim limfnim čvorovima; 

2. Da se ispita uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na zadržavanje aktivisanih, 

u drenirajućem limfnom čvoru, CD4+ T-limfocita specifičnih za neuroantigene 

u slezini na putu do CNS-a (kičmene moždine) i 

3. Da se utvrdi uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na preživljavanje, 

reaktivaciju CD4+ T-limfocita specifičnih za neuroantigene u kičmenoj moždini 

i njihovu diferencijaciju u visoko patogene Th17 limfocite, koji pored IL-17 

produkuju i IFN-γ i GM-CSF, i ćelijske i molekularne mehanizme koji stoje u 

osnovi ovih procesa. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Eksperimentalne životinje 

Za eksperimentalni rad u istraživanju u okviru ove studije korišćene su ženke 

pacova DA i AO visokosrodnih sojeva, uzrasta 3-4 meseca (mladi odrasli pacovi) i 24-

26 meseci (stari pacovi), odgajane u štali Centra za imunološka istraživanja „Branislav 

Janković“, Instituta za virusologiju, vakcine i serume „Torlak“ u Beogradu. Životinje su 

gajene u standardnim laboratorijskim uslovima (konstantna temperatura od 21±2 ºC, 

relativna vlažnost vazduha 50-60%, svetlosni režim 12 h svetlost/12 h mrak, sa 3-4 

životinje u kavezu i bez ograničenja pristupa hrani i vodi). 

Svi eksperimenti u okviru ove studije izvedeni su u skladu sa principima koje 

propisuje direktiva Evropske komisije 2010/63/EU i u skladu sa Pravilnikom za rad sa 

eksperimentalnim životinjama Instituta za virusologiju, vakcine i serume „Torlak“ i 

odobrenjem Uprave za veterinu (Ministarstvo za poljoprivredu i zaštitu životne sredine) 

broj 323-07-01577/2016-05/14. U skladu sa 3R principom, činjeni su napori da se broj 

životinja smanji na minimalno neophodan za dobijanje relevantnih rezultata i da se 

patnja životinja smanji na najmanju moguću meru. 

 

3.2. Eksperimentalni protokol 

U okviru ove studije je sproveden „pilot“ eksperiment u kome su imunizovane 

mlade i stare ženke DA (9 mladih i 11 starih) i AO (13 mladih i 13 starih) pacova i 

svakodnevno je praćena klinička slika od 7. do 60. dana posle imunizacije (d.p.i.), kako 

bi se sagledao uticaj genetskih faktora i starenja na klinički tok bolesti. 

Nakon „pilot“ eksperimenata, sprovedeni su eksperimenti u kojima su životinje 

žrtvovane u induktivnoj fazi EAE-a 7. d.p.i., odnosno u efektorskoj fazi na vrhuncu 

bolesti, koji je kod DA pacova (shodno „pilot“ eksperimentu) bio 13. d.p.i., a kod AO 

pacova 16. d.p.i. Za procenu starenjem uslovljenih promena u efektima inokulacije 

homogenata kičmene moždine korišćene su zdrave životinja oba soja i uzrasta. 

Životinje anestezirane intraperitonealnom injekcijom 800 µl/100g telesne mase 

rastvora za anesteziju (katamin, 100 mg/ml; Ketamidor, Richter Pharma AG, Wels, 
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Austria; ksilazin, 20 mg/ml; Xylased, Bioveta, Ivanovice na Hané, Češka Republika i 

fiziološki rastvor, u odnosu 1:0,5:8,5), su žrtvovane intrakardijalnom perfuzijom 

fosfatnim puferom (pH 7,3), u čiji sastav ulaze: Na2HPO4 (10 mmol/L), KH2PO4 (1,8 

mmol/L), NaCl (137 mmol/L) i KCl (2,7 mmol/L), a koji je obezbeđen iz Instituta za 

virusologiju, vakcine i serume “Torlak” u Beogradu. Pošto su životinje perfundovane, 

pažljivo su vađene slezine i kičmene moždine 13. d.p.i. kod DA pacova, odnosno 16. 

d.p.i. kod AO pacova, ili drenirajući zatkoleni limfni čvorovi 7.d.p.i. 

Tkivo kičmene moždine korišćeno je za histopatološku analizu prisustva 

perivaskularnih infiltrata. Mononuklerne ćelije izolovane iz kičmene moždine su 

podvrgavane imunofenotipizaciji u cilju detekcije: zastupljenosti CD4+ T-limfocita, 

procenta aktivisanih i apoptotičnih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita, 

zastupljenosti CD8+ T-limfocita, proliferacije ex vivo efektorskih CD8+ T-limfocita, 

zastupljenosti CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ i CD8+ T-limfocita, zastupljenosti 

NK ćelija i u okviru njih procenta CX3CR1+ i granzim B+ ćelija, zastupljenosti 

CD11b+ ćelija različitog nivoa aktivacije, zastupljenosti ćelija mikroglije i u okviru njih 

procenta CX3CR1+ ćelija i onih koje sintetišu IL-1β, korišćenjem metode protočne 

citofluorometrije. Osim toga, u ovim ćelijama je analizirana ekspresija iRNK za 

inflamatorne i anti-inflamatorne/imunoregulatorne citokine, enzim hem-oksigenazu 

(HO)-1 primenom kvantitativne lančane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. 

quantitative real-time polimerase chain reaction, RT-qPCR). Mononuklerne ćelije 

izolovane iz kičmene moždine su podvrgavane i restimulaciji forbol 12-miristat 13-

acetatom (PMA) i jonomicinom ili MBP-om radi ispitivanja sinteze IFN-γ i IL-17 i 

granzima B metodom protočne citofluorometrije i sekrecije  IFN-γ i IL-17 metodom 

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

Analizirana je i fagocitna i endocitozna sposobnost ćelija mikroglije koje su se nalazile 

u suspenziji mononuklernih ćelija kičmene moždine. 

U mononuklearnim ćelijama izolovanim iz slezine ispitana je metodom protočne 

citofluorometrije: zastupljenost CD4+ T-splenocita i ekspresija aktivacionih markera na 

ovim ćelijama kod svih eksperimentalnih grupa, kao i procentualna zastupljenost 

CD44+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita kod DA pacova, a metodom qRT-PCR 

ekspresija iRNK za CD44 u CD4+ T-splenocitima DA pacova. 
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Mononuklearne ćelije izolovane iz drenirajućih limfnih čvorova bile su 

podvrgnute imunofenotipizaciji radi utvrđivanja zastupljenosti CD4+ T-limfocita, kao i 

procenata aktivisanih ćelija i CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita. 

Ispitivana je proliferacija CD4+ limfocita u kulturi mononuklearnih ćelija drenirajućih 

limfnih čvorova, u bazalnim uslovima (u odsustvu poznatog stimulatora), kao i u 

odgovoru na stimulaciju mitogenom - konkanavalinom A (ConA) i neuroantigenom-

MBP-om. U suspenziji mononuklearnih ćelija sveže izolovanih iz drenirajućih limfnih 

čvorova ispitivana je i zastupljenost CD8+ T-limfocita i terminalno 

diferenciranih/efektorskih CD8+ T-limfocita, proliferacija konvencionalnih CD8+ T-

limfocita, a u kulturama ovih ćelija proliferacija CD8+ limfocita, u odsustvu ili sa 

prisutnim MBP-om ili ConA. U sveže izolovanim ćelijama je analizirana i ekspresija 

iRNK za inflamatorne/imunoregulatorne citokine. Ove ćelije su i restimulisane PMA i 

jonomicinom ili MBP-om radi ispitivanja sinteze INF-γ i IL-17 metodom protočne 

citofluorometrije i njihove sekrecije ELISA metodom. U sveže izolovanim 

suspenzijama mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova ispitivana je i 

zastupljenost konvencionalnih dendritskih ćelija, kao i procenat MHC II+, CD80+ i 

CD86+ ćelija u okviru konvencionalnih dendritskih ćelija, metodom protočne 

citofluorometrije. 

 

3.3. Indukcija EAE-a i evaluacija kliničke slike imunizovanih životinja 

Indukcija EAE-a izvršena je intradermalnim ubrizgavanjem u plantarnu stranu 

zadnje leve šapice životinja 100 µl emulzije homogenata kičmene moždine singenih 

životinja u KFA. Emulzija je dobijena homogenizacijom kičmene moždine (1g) u 

fiziološkom rastvoru (2,5 ml) u homogenizeru na ledu. Pomoću špriceva zapremine 5 

ml, spojenih plastičnom spojnicom, homogenat kičmene moždine emulgovan je sa 

istom zapreminom KFA. Nakon ubrizgavanja ovako dobijenog emulgata kičmene 

moždine u KFA, u istu šapicu je supkutano, sa dorzalne strane, aplikovano 250 µl 

fiziološkog rastvora u kojem je resuspendovano 5x108 inaktivisane Bordetella-e 

pertussis. 

Životinje su svakodnevno pažljivo pregledane, a telesna masa životinja praćena. 

Evaluacija neurološkog deficita sprovođena je svakodnevno korišćenjem sledeće skale: 



Materijal i metode 

_____________________________________________________________________________ 

28 

 

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. Za životinje kod kojih je došlo do razvoja klinički 

manifestne bolesti hrana je izgnječena i zajedno sa vodom postavljena u niži položaj 

kako bi bile dostupne životinjama u svakom trenutku. 

 

3.4. Histopatološka analiza tkiva kičmene moždine 

Po tri životinje sa reprezentativnom kliničkom slikom iz svake eksperimentalne 

grupe odabrane su za histopatološku analizu. Kod ovih životinja je nakon perfuzije 

fosfatnim puferom, izvršena i perfuzija 4% paraformaldehidom. Pošto su izvađene, 

kičmene moždine su podeljene na cervikalni, torakalni i lumbo-sakralni segment i 

ostavljeni da se preko noći fiksiraju u 4% formaldehidu, a zatim procesuirani za 

svetlosno-mikroskopsku analizu i ukalupljeni u parafin. Transverzalni preseci tkiva 

debljine 5 µm dobijeni korišćenjem mikrotoma (Leica RM 2155, Leica Microsystems 

GmBH, Wetzlar, Nemačka) deparafinisani su upotrebom ksilola, a zatim hidratisani u 

seriji alkohola opadajuće koncentracije i potom obojeni hematoksilinom i eozinom. 

Svaki 50-ti presek kičmene moždine je slikan i analiziran na prisustvo znakova 

inflamatornog procesa, a 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, (Wraith i sar., 2009). 

Fotomikrografije su dobijane i analizirane korišćenjem Olympus BH2 mikroskopa 

(Olympus OpticalCo., Ltd, Tokyo, Japan) opremljenog digitalnom kamerom (Color 

View III, Olympus Soft Imaging Solutions, Münster, Nemačka) i Analysis FIVE 

kompjuterskim programom (Olympus Soft Imaging Solutions). 

 

3.5. Hemikalije, antitela i imunokonjugati 

Da bi se pripremila emulzija za imunizaciju životinja, korišćen je KFA (Sigma-

Aldrich Chemie GmBH, Taufkirchen, Nemačka) koji je sadržao u 1 ml: 1 mg 

inaktivisanih Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC 25177), 0,85 ml parafinskog 
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ulja i 0,15 ml manid monooleata. Takođe, za imunizacijuje korišćena i suspenzija 

inaktivisanih bakterija Bordetella pertussis, dobijena od Instituta za virusologiju, 

vakcine i serume „Torlak”. 

Za histopatološku analizu tkiva kičmene moždine korišćeni su 4% 

paraformaldehid (Sigma-Aldrich), ksilol (Zorka Pharmacy, Šabac, Srbija), apsolutni 

etanol (Alkaloid, Skopje, Makedonija), hematoksilin (Merck KGaA, Darmstadt, 

Nemačka) i eozin (Sigma-Aldrich). 

Kako bi se izolovale mononuklearne ćelije iz kičmene moždine korišćen je 

gustinski gradijent Percoll (Sigma-Aldrich), gustine 1,13 g/ml. Za dobijanje izotoničnog 

Percoll-a gustine 1,122 g/ml korišćeni su 10 puta koncentrovani fosfatni pufer i 

komercijalni gustinski gradijent Percoll u odnosu 1:10. Gradijenti gustine 1,085 g/ml 

(70% Percoll) i gustine 1,048 g/ml (40% Percoll), dobijeni su od izotoničnog gradijenta 

dodavanjem odgovarajuće količine fosfatnog pufera. 

U ovoj studiji korišćena su sledeća monoklonska antitela za obeležavanje 

membranskih i intracelularnih antigena: fluorescein-izotiocijanatom (FITC) ili 

fikoeritrinom (PE) konjugovano anti-CD4 (klon OX-38) antitelo; FITC-om/PE-om/ 

alofikocijaninom (APC)/biotinom konjugovano anti-CD8 (klon OX-8) antitelo; 

peridinin hlorofil proteinom (engl. Peridinin chlorophyll protein, PerCP) konjugovano 

anti-TCRαβ (klon R73) antitelo; biotinom konjugovana anti-CD134 (klon OX-40), anti-

CD45 (klon OX-1) antitela; FITC-om ili biotinom konjugovano anti-CD11b (klon 

WT.5) antitelo; FITC-om ili PE-om konjugovano anti- CD161a (klon 10/78) antitelo; 

PE-om konjugovano anti-ED2 (CD163; klon HIS36) antitelo; biotinom konjugovano 

anti-CD80 (klon 3H5) i anti-CD86 (clone 24F) antitela; FITC-om konjugovana anti-

RT1B (MHC II, klon OX-6) i anti-CD44H (klon OX-49) antitela; FITC-om 

konjugovano anti-IFN-γ (klon DB-1) antitelo; PE-om konjugovana anti-IL17A (klon 

TC11-18H10) i anti-IL-10 (klon A5-4) antitela. Gore navedena monoklonska antitela 

nabavljena su od BD Biosciences Pharmingen (Mountain View, CA, SAD). Takođe, 

sekundarna antitela: PerCP-om i PE-om konjugovan streptavidin, PE-om konjugovan 

magarac anti-zec F(ab’)2 IgG, kao i izotipske IgG kontrole su nabavljeni od BD 

Biosciences Pharmingen. Korišćena su i sledeća antitela: FITC-om konjugovana anti-

IL-17A (klon eBio17B7) i anti-Foxp3 (klon FJK-16s) antitela, tandem konjugatom 



Materijal i metode 

_____________________________________________________________________________ 

30 

 

PerCP-eFluor710 konjugovano anti-CD25 (klon OX-39) antitelo, koja su nabavljena od 

eBioscience (San Diego, CA, SAD), a od Serotec (Oxford, UK) nabavljeno je FITC-om 

konjugovano anti-CD11b (klon ED8) antitelo, PE-om konjugovana anti CD45 (klon 

OX-1) i anti-αE2 podjedinica integrina (anti-OX62 antitelo; klon OX62) antitela. Od 

BioLegend (San Diego, CA, SAD) nabavljena su Alexa Fluor 647-konjugovano anti-

TCRαβ (klon R73) antitelo i FITC-om konjugovano anti-granzim B (klon GB11) 

antitelo. Korišćena su i APC-om konjugovano anti-CXCR3 antitelo (klon 868013, R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, SAD) i Alexa Fluor 647-konjugovano anti-GM-CSF 

(klon 83308, Novus Biologicals, Littleton, CO, SAD) antitelo. 

Korišćena su i poliklonska antitela tj. nekonjugovano kunić anti-CX3CR1 

antitelo i biotinom konjugovano zec anti-IL-1β antitelo, koja su nabavljena od Abcam 

(Cambridge, UK). Za određivanje procentualne zastupljenosti apoptotičnih ćelija u 

okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita, izolovanih iz kičmene moždine pacova, 

korišćen je FITC-om konjugovan protein aneksin V (engl. annexin V) nabavljen od BD 

Biosciences Pharmingen. 

Tokom postupka obeležavanja antigena upotrebljavan je fosfatni pufer, kome su 

dodati 2% fetalni teleći serum (engl. fetal calf serum, FCS) (Gibco, Grand Island, NY, 

SAD) i 0.09% natrijum-azid (NaN3, Sigma-Aldrich). 

Za ispitivanje proliferativnog kapaciteta CD4+ i CD8+ T-limfocita drenirajućih 

limfnih čvorova korišćeni su neuroantigen - rekombinantni MBP (Sigma-Aldrich) i 

mitogen - ConA (Sigma-Aldrich), a za detektovanje proliferišućih ćelija (ćelije u 

S+G2/M fazi ćelijskog ciklusa) 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) (BD Biosciences). S 

obzirom na to da nuklearni protein Ki-67 ima esencijalnu ulogu u ćelijskoj proliferaciji i 

da je njegova ekspresija prisutna tokom G1, S, G2 i M faze ćelijskog ciklusa, ali nije 

detektabilna tokom G0 faze, ovaj protein se koristi kao ćelijski marker proliferacije 

(Scholzen i Gerdes, 2000; Soares i sar. 2010). Stoga, PE-om konjugovano anti-Ki-67 

(klon B56) antitelo (BD Biosciences Pharmingen) korišćeno je za ispitivanje ex vivo 

proliferacije konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita. 

Prilikom određivanja intracelularne ekspresije citokina, za stimulaciju 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine i drenirajućih limfnih čvorova korišćeni su: 

PMA (Sigma-Aldrich), jonomicin (Sigma-Aldrich), a kao blokator proteinskog 
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transporta korišćen je brefeldin A (eBioscience). Za određivanje procentualne 

zastupljenosti IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kulturama 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine, korišćen je MBP za stimulaciju 

ovih ćelija preko noći. Takođe, ConA i MBP su korišćeni za stimulaciju kultivisanih 

CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova, a radi određivanja koncentracija IL-

17A i IFN-γ u supernatantima ovih kultura. 

Za kultivisanje mononuklearnih ćelija kičmene moždine/limfnog čvora 

upotrebljen je engl. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medijum (Sigma-

Aldrich), koji je obogaćen 25 mM N-2-hidroksietilpiperazin N’-2-etansulfonskom 

kiselinom (HEPES) (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutaminom (Serva, Heidelberg, 

Nemačka), 1 mM natrijum piruvatom (Serva), 100 i.j./ml penicillinom (ICN, Costa 

Mesa, CA, SAD), 100 μg/ml streptomicinom (ICN), a dodat je i 10% FCS, prethodno 

toplotom inaktivisan u vodenom kupatilu. 

Za magnetno izdvajanje ćelija (engl. magnetic-activated cell sorting, MACS) 

kičmene moždine i drenirajućih limfnih čvorova, korišćene su LS kolone i odgovarajući 

Quadro MACS separator, mikročestice (engl. MicroBeads) vezane za anti-CD8 (klon 

G28) i anti-CD6 (klon OX-52) antitela, kao i anti-biotin mikročestice nabavljeni od 

Miltenyi Biotec (Gladbach, Nemačka). U proceduri je korišćen i MACS pufer koji je 

sadržao fosfatni pufer uz dodatak 2 mM etilendiamintetrasirćetne kiseline (EDTA) 

(Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, Švajcarska) i 0.5% goveđeg serum albumina 

(engl. bovine serum albumine, BSA) (Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, 

Switzerland). 

Za izolaciju ukupnih RNK iz mononuklearnih ćelija i CD11b+ ćelija kičmene 

moždine, kao i mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova korišćen je aparat 

ABI Prism 6100 Nucelic Acid PrepStation (Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) 

i komercijalni komplet reagenasa (Total RNA Chemistry Starter Kit,Applied 

Biosystems, kojeg čine: rastvori za pranje (Wash Solution 1 i 2), rastvor za spiranje 

(Elution Solution) i rastvor dezoksiribonukleaze (Absolute RNA Wash Solution). 

Za reverznu transkripciju - transkripciju RNK u komplementarnu 

dezoksiribonukleinsku kiselinu (engl. complementary DNA, cDNK) korišćen je 

komplet komercijalnih reagenasa (High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
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Kit,Applied Biosystems) kojeg čine: pufer za reverznu transkripciju (10× RT Buffer), 

rastvori nukleotida (25× dNTP Mix) i nasumičnih prajmera (10× RT Random Primers), 

reverzna transkriptaza (Multiscribe Reverse Transcriptase) i inhibitor aktivnosti 

ribonukleaze (RNaze) (RNAse inhibitor). 

U procedurama vezanim za kvantifikaciju ekspresije gena korišćeni su 

komercijalna TaqMan smeša reagenasa za merenje ekspresije gena (Gene Expression 

Master Mix, Applied Biosystems) i komercijalni TaqMan eseji za merenje ekspresije 

iRNK pacova: IFN-γ (Ifng; Rn00594078_m1), IL-17a (Il17a; Rn01757168_m1), IL-12a 

(Il12a; Rn00584538_m1), IL-23a (Il23a; Rn00590334_g1), IL-6 (Il6; 

Rn99999011_m1), IL-1β (Il1b; Rn99999009_m1), hem-oksigenaza (HO)-1 (engl. heme 

oxygenase1, Hmox1; Rn005613787_m1), TGF-β (Tgfb1; Rn00572010_m1), CD44 

(Cd44; Rn01637065_m1), β-actin (Actb; Rn00667869_m1) i gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza (Gapdh; Rn99999916_sl). Svi navedeni eseji nabavljeni su od Applied 

Biosystem. 

Za određivanje koncentracije IL-17A ELISA metodom korišćen je komercijalni 

kit (Rat IL-17A ELISA MAX™ Deluxe, BioLegend), dok za određivanje koncentracije 

IFN-γ istom metodom nije korišćen komercijalni kit, već pojedinačno nabavljene 

komponenete: prečišćeno antitelo protiv pacovskog rekombinantnog IFN-γ (klon DB1), 

biotinom konjugovano poliklonsko anti-IFN-γ antitelo konjugovano sa biotinom i 

rekombinantni pacovski IFN-γ (eBioscience, Vienna, Austrija), ekstravidin-peroksidaza 

i orto-fenilendiamin (engl. ortho-phenylenediamine, OPD) (Sigma-Aldrich). U ELISA 

testu za određivanje koncentracije IFN-γ korišćen je karbonatni pufer za razblaživanje 

antitela kojim su oblagani bazeni mikrotitracione ploče i citratni pufer za rastvaranje 

OPD-a. Karbonatni pufer pravljen je tako što je 0,8403 g NaHCO3 (Sigma-Aldrich) i 

0,3655 g Na2CO3 (Sigma-Aldrich) rastvarano u 100 ml destilovane vode. Citratni pufer 

dobijen je tako što su najpre napravljeni rastvori 0.1 M limunske kiseline (Sigma-

Aldrich) i 0.2 M Na2HPO4 x 2H2O (Sigma-Aldrich) u destilovanoj vodi i nakon toga, 

pomešano je 49 ml rastvora limunske kiseline sa 51 ml rastvora Na2HPO4 x 2H2O 

(Sigma-Aldrich), kako bi se dobilo 100 ml pufera. Za ispiranje mikrotitracione ploče, 

prilikom izvođenja ELISA testa za određivanje koncentracije IL-17A i IFN-γ korišćen 

je pufer koji je sadržavao fosfatni pufer uz dodatak 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich). 
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3.6. Izolacija mononuklearnih ćelija  

3.6.1. Izolacija mononuklearnih ćelija iz kičmene moždine 

Nakon perfuzije životinja fosfatnim puferom izvađene su kičmene moždine iz 

kičmenog kanala i potom pasirane kroz najlonske mrežice sa porama veličine 70 μm 

(BD Biosciences, Erembodegem, Belgija). Sadržaj je prikupljan u Petrijevu šolju, koja 

je sadržala hladan (+4 ºC) RPMI 1640 medijum sa 5% FCS-om. Ćelijske suspenzije su 

centrifugirane na 800 × g 6 minuta na +4 ºC, i potom oprane u RPMI 1640 medijumu sa 

5% FCS-om. Dobijeni talog je resuspendovan u 4 ml 40% Percoll-a, i naslojen na 70% 

Percoll zapremine 2,5 ml. Ćelije su zatim centrifugirane na 1000 × g, 50 minuta na 

sobnoj temperaturi, bez kočenja prilikom zasutavljanja centrifuge. Ćelije koje su se 

izdvojile između dva sloja su pažljivo pokupljene, resuspendovane u RPMI 1640 

medijumu sa 5% FCS-om, dva puta isprane centrifugiranjem. i resuspendovane u 200 µl 

RPMI 1640 medijuma sa 5% FCS-om. Brojanje živih ćelija izvršeno je uz pomoć 

vitalne boje tripan plavo (Sigma-Aldrich) u poboljšanom Neubauerovom 

hemocitometru. 

 

3.6.2. Izolacija mononuklearnih ćelija iz slezine i drenirajućih limfnih čvorova  

Tkivo slezine/drenirajućih limfnih čvorova je macerirano i propušteno kroz 

plastičnu mrežicu (otvori veličine 60 μm) u epruvetu sa hladnim rastvorom fosfatnog 

pufera sa 2% FCS-om i 0.09% NaN3. U suspenziji ćelija slezine izvršeno je liziranje 

dodavanjem (u odnosu 1:4) rastvora amonijum hlorida (NH4Cl). Ćelijske suspenzije 

slezine/drenirajućih limfnih čvorova su oprane tri puta centrifugiranjem (350 × g, 5 

minuta) u hladnom fosfatnom puferu sa 2% FCS-om i 0.09% NaN3. Žive ćelije su 

brojane u poboljšanom Neubauerovom hemocitometru. 

 

3.6.3. Magnetno izdvajanje CD11b+ ćelija iz suspenzija mononuklearnih ćelija kičmene 

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

moždine/slezine/drenirajućih limfnih čvorova 
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Kako bi se izvršilo magnetno izdvajanje CD11b+ ćelija iz suspenzije 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine, 1x107 ćelija je resuspendovano u 100 µl 

MACS pufera i dodato im je 20 µl anti-CD11b (klon WT.5) antitela koje je 

konjugovano sa biotinom. Posle 30 minuta inkubacije na +4 °C, ćelije su dva puta 

oprane u 1 ml MACS pufera. Na talog ćelija resuspendovan u 80 µl MACS pufera 

dodato je 20 µl anti-biotin mikročestica, i ćelije su inkubirane 15 minuta na +4 °C. Po 

isteku inkubacije ćelije su oprane sa 1 ml MACS pufera, istaložene centrifugiranjem 

resuspendovane u 0,5 ml MACS pufera. Suspenzija ćelija obeleženih mikročesticama je 

zatim propuštena kroz LS kolonu smeštenu u magnetno polje Quadro MACS 

separatora. Obeležene CD11b+ ćelije („pozitivna“ ćelijska frakcija) su se zadržale na 

koloni, dok su neobeležene CD11b- ćelije, posle prolaska kroz kolonu i ispiranja kolone 

MACS puferom (3 x 3 ml), sakupljene kao „negativna“ frakcija ćelija. U cilju dobijanja 

CD11b+ ćelija, LS kolona je uklonjena iz magnetnog polja, dodato je 5 ml MACS 

pufera i obeležene CD11b+ ćelije su, pomoću klipa, istisnute iz kolone i sakupljene. 

Čistoća izdvojene ćelijske frakcije proveravana je obeležavanjem sa anti -CD11b 

antitelom koje je konjugovano sa FITC-om i metodom protočne citofluorometrije je 

pokazano da je 90-95% ćelija bilo CD11b+, a upotrebnom vitalne boje Tripan plavo da 

su žive ćelije bile zastupljene sa više od 95%. 

Dobijena CD11b- frakcija ćelija kičmene moždine i na identičan način dobijena 

CD11b- frakcija ćelija iz suspenzija mononuklearnih ćelija slezine/drenirajućih limfnih 

čvorova korišćene su za izdvajanje CD4+ T-limfocita. Ćelije CD11b- frakcija su 

resuspendovane u 80 µl MACS pufera, dodato je 20 µl anti-CD8 mikročestica, i kao što 

je prethodno opisano izdvajana je “negativna” frakcija ćelija. U daljem postupku 

izdvajanja u CD8- frakciju ćelija dodavano je antitelo protiv pacovskih T-ćelija 

konjugovano sa mikročesticama. Nakon inkubacije, imunomagnetnim razdvajanjem, na 

način koji je prethodno opisan, izdvajana je “pozitivna” frakcija ćelija. Posle bojenja 

antitelom protiv CD4 molekula, metodom protočne citofluorometrije pokazano je da je 

ovako dobijena “pozitivna” frakcija sadržala 90-95% CD4+ T-limfocita. 

 

3.6.4. Stimulacija ćelija kičmene moždine i drenirajućih limfnih čvorova za analizu 

sinteze citokina protočnom citofluorometrijom 



Materijal i metode 

_____________________________________________________________________________ 

35 

 

Izolovane mononuklearne ćelije kičmene moždine/drenirajućih limfnih čvorova, 

kao i magnetnim izdvajanjem izolovani CD4+ T-limfociti iz suspenzija mononuklearnih 

ćelija kičmene moždine/drenirajućih limfnih čvorova su zasejavane (106/ml) u RPMI 

1640 medijumu obogaćenom sa 2 mM L-glutaminom (Serva), 1 mM natrijum 

piruvatom (Serva), 100 i.j./ml penicillinom (ICN), 100 μg/ml streptomicinom (ICN), i 

10% FCS-om. Zasejavano je 500 µl suspenzije ćelija u ploče sa 24 bazena (Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, Nemačka). Suspenzije su sadržavale 200 ng/ml PMA (Sigma-

Aldrich) i 400 ng/ml jonomicina (Sigma-Aldrich) i 3 μg/ml blokatora proteinskog 

transporta brefeldina A (eBioscience). Ploče su inkubirane 4h na 37 °C, u atmosferi sa 

5% CO2. Po isteku inkubacionog vremena, suspenzije su prebačene u epruvete, ćelije 

istaložene centrifugiranjem, prane, te na ovaj način pripremljene za unutarćelijsko 

bojenje citokina. 

 

3.6.5. Kultivisanje mononuklearnih ćelija kičmene moždine/drenirajućih limfnih 

čvorova za analizu sinteze citokina nakon restimulacije MBP-om (engl. “recall cytokine 

production” test) 

Mononuklearne ćelije (2×105/bazenu) izolovane iz kičmene 

moždine/drenirajućih limfnih čvorova kultivisane su u pločama sa 96 bazena sa “U” 

dnom (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) na 37 °C, u atmosferi sa 

5% CO2 u kompletnom RPMI 1640 medijumu sa ili bez dodatog MBP-a u koncentraciji 

od 20 μg/ml. Period inkubacije trajao je preko noći u slučaju mononuklearnih ćelija 

kičmene moždine, odnosno 72h u slučaju ćelija drenirajućeg limfnog čvora. Ćelije 

drenirajućih limfnih čvorova su potom restimulisane PMA-om i jonomicinom u 

prisustvu brefeldina A i potom pripremljene za proceduru unutarćelijskog bojenja 

citokina kao što je opisano u sekciji 3.6.4. Ćelije kičmene moždine inkubirane su sa 

brefeldinom A poslednja 4h kultivacije, a potom prikupljene u epruvete, istaložene 

centrifugiranjem, prane, te na ovaj način pripremljene za unutarćelijsko bojenje 

citokina. 

 

3.6.6. Kultivisanje mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova za analizu 

proliferacije CD4+ i CD8+ T-limfocita 
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Mononuklearne ćelije izolovane iz drenirajućih limfnih čvorova (2x105/bazenu) 

kultivisane su u pločama sa 96 bazena sa “U” dnom (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, SAD), u RPMI-1640 medijumu sa 10% FCS-om tokom 72h u prisustvu 

2.5 μg/ml ConA ili 20 μg/ml MBP-a ili samo u medijumu. Ćelije su inkubirane na 37 

°C, u atmosferi sa 5% CO2. Po isteku inkubacije ćelije su istaložene centrifugiranjem 

(350 × g, 5 minuta na +4 °C). Ćelije su oprane dva puta i inkubirane sa antitelima 

specifičnim za CD4 i CD8 obeleženim fluorohromima, da bi se potom pristupilo 

bojenju 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD), bojom koja se vezuje za DNK, i analizi 

ćelijskog ciklusa prema proceduri opisanoj u sekciji 3.7.3. 

 

3.6.7. Analiza fagocitoze lateksnih čestica  

Žuto-zeleno fluorescentne čestice lateksa prečnika 1 µm, koncentracije 108 

čestica/ml (Sigma-Aldrich) su najpre sonifikovane u ultrazvučnom kupatilu u trajanju 

od 2 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je 1µl ovih čestica inkubiran sa 100 µl 

suspenzije mononuklearnih ćelija kičmene moždine (1×106/ml) u kompletnom RPMI 

1640 medijumu obogaćenom sa 5% FCS-a u trajanju od 30 minuta na 37 ºC. Fagocitoza 

je prekidana postavljanjem ćelija na led 5-10 minuta, a onda su ćelije prane hladnim 

fosfatnim puferom i pristupilo se obeležavanju membranskih antigena, a potom analizi 

ćelija protočnom citofluorometrijom. Kao kontrola korišćene su ćelije, koje su 

inkubirane sa lateks česticama na temperaturi od +4 ºC. 

 

3.6.8. Analiza endocitoze dekstrana 

Suspenzija mononuklearnih ćelija kičmene moždine (1×106/ml) u kompletnom 

RPMI 1640 medijumu obogaćenom sa 5% FCS-a inkubirana je sa dekstranom koji je 

obeležen FITC-om (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich) 90 minuta na 37 ºC. Kao kontrola 

korišćene su mononuklearne ćelije kičmene moždine inkubirane sa dekstranom koji je 

obeležen FITC-om na +4 ºC. Dodavanjem hladnog fosfatnog pufera sa 2% FCS-om i 

0.09% NaN3 prekinuto je preuzimanje dekstrana. Ćelije su potom oprane dva puta kako 

bi se uklonio višak dekstrana, da bi se potom pristupilo obeležavanju membranskih 

antigena. Ćelije su analizirane protočnom citofluorometrijom. 



Materijal i metode 

_____________________________________________________________________________ 

37 

 

3.7. Protočna citofluorometrija 

3.7.1. Priprema uzoraka za analizu ekspresije membranskih antigena 

Iz ćelijskih suspenzija izdvajana je zapremina u kojoj je broj ćelija bio 1×105- 

1×106 ćelija u posebne epruvete, a potom su ćelije taložene centrifugiranjem (350 × g, 5 

minuta, +4 °C). Na talog ćelija dodavane su odgovarajuće (titracijom određene) 

zapremine antitela direktno obeleženih fluorohromima i inkubirane 30 minuta, u mraku, 

na temperaturi +4 ºC. Po isteku inkubacionog vremena ćelije su prane dva puta 

centrifugiranjem (350 × g, 5 minuta, +4 °C) u fosfatnom puferu sa 2% FCS-om i 0.09% 

NaN3 i jednom u fosfatnom puferu sa 0.09% NaN3. Ćelije su zatim resuspendovane u 

350 µl fosfatnog pufera sa 0.09% NaN3 i analizirane su metodom protočne 

citofluorometrije. Kad su se u prvom koraku koristila antitela konjugovana biotinom ili 

neobeležena antitela, u drugom koraku dodavali su se sekundarni reagensi: PerCP-om i 

PE-om konjugovan streptavidin ili PE-om konjugovan magarac anti-zec F(ab’)2 IgG, a 

ćelije su potom inkubirane 30 minuta, u mraku, na temperaturi +4°C, prane i potom 

resuspendovane u 350 µl fosfatnog pufera sa 0.09% NaN3 i analizirane protočnom 

citofluorometrijom. 

 

3.7.2. Priprema uzoraka za analizu ekspresije unutarćelijskih antigena  

Pošto je izvršeno obeležavane površinskih antigena (opisano u sekciji 3.7.1.) 

pristupalo se obeležavanju unutarćelijskih antigena - citokina, Foxp3, Ki-67 i granzima 

B. Mononuklearne ćelije kičmene moždine/drenirajućih limfnih čvorova su fiksirane i 

njihova membrana je permeabilizovana primenom pufera za fiksaciju/permeabilizaciju 

iz komercijalnog kita (eBioscience), koji je razblaživan u odnosu 1:4 odgovarajućim 

rastvaračem, preko noći na temperaturi od 4 ºC. Ćelije su potom prane dva puta u 700 µl 

pufera za permeabilizaciju iz istog komercijalnog kita (razblažen u odnosu 1:10 

fosfatnim puferom) i inkubirane sa odgovarajućim antitelom 30 minuta u mraku (na 

sobnoj temperaturi, osim u slučaju obeležavanja Foxp3 antigena, kada je inkubacija bila 

na +4 ºC). Po isteku inkubacionog perioda ćelije su ponovo prane dva puta puferom za 

permeabilizaciju i zatim resuspendovane u 350 μl fosfatnog pufera sa 0,09% NaN3, da 

bi potom bile analizirane metodom protočne fluorocitometrije. 
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3.7.3. Analiza ćelijskog ciklusa CD4+ i CD8+ limfocita bojenjem DNK vezujućom 

bojom 7-AAD  

Posle kultivacije u trajanju od 72h, ćelije drenirajućih limfnih čvorova su prane 

dva puta i potom inkubirane sa antitelima specifičnim za CD4 i CD8 obeleženim 

fluorohromima. Posle inkubacije ćelije su prane i resuspendovane u 150 μl 50% 

rastvora FCS-a u fosfatnom puferu sa 0,09% NaN3. Ćelije su potom fiksirane i 

permeabilizovane postepenim dodavanjem hladnog 70% rastvora etanola u zapremini 

od 450 µl, a onda ostavljene preko noći na temperaturi od +4 ºC. Posle inkubacije, ćelije 

su prane, a zatim im je dodavan 7-AAD u zapremini od 10 μl. Nakon inkubacije u 

trajanju od 30 minuta na +4 ºC, ćelije su prane i resuspendovane u 350 µl fosfatnog 

pufera sa NaN3. Ćelijski ciklus je analizovan korišćenjem Dean-Jet-Fox modela i 

platforme za analizu ćelijskog ciklusa FlowJo softvera  verzija 7.8. (TreeStar Inc, 

Ashland, OR, SAD). 

 

3.7.4. Određivanje procentualne zastupljenosti apoptotičnih ćelija u CD4+ T-

limfocitima kičmene moždine 

Za određivanja procentualne zastupljenosti apoptotičnih ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine pacova, korišćen je Aneksin V 

komercijalni kit (BD Pharmingen). Nakon inkubacije mononuklearnih ćelija kičmene 

moždine sa antitelima za membranske antigene, ćelije su oprane jednom u fosfatnom 

puferu sa 2% FCS-om i 0.09% NaN3, i jednom u fosfatnom puferu. Ćelije su nakon toga 

resuspendovane u 50 µl aneksin V vezujućeg pufera (razblažen dejonizovanom vodom 

u odnosu 1:10) i zatim je dodavan 1,5 µl aneksin V obeležen FITC-om. Nakon 

inkubacije u trajanju od 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi, dodavano je još 250 

µl razblaženog aneksin V vezujućeg pufera i zastupljenost apoptotičnih (aneksin V+) 

ćelija je određivana protočnim fluorocitometrom. 

 

3.7.5. Analiza uzoraka protočnom citofluorometrijom 

U ovoj studiji korišćena su dva protočna citofluorometra: analogni FACSCalibur 

i digitalni FACSVerse (Becton Dickinson, Mountain View, CA, SAD). Po uzorku je 
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učitavano 20 000-50 000 ćelija. Analiza ćelija iz istog uzorka učitavanog kako na 

FACSCalibur-u, tako i na FACSVerse-u pokazala je da se podaci dobijeni sa jednog i 

drugog aparata mogu porediti. Laserski izvori svetlosti kod oba citometra jesu argonski 

jonski laser talasne dužine 488 nm, kao i  diodni laser talasne dužine 635 nm, što je 

omogućilo analizu do četiri različita parametra (fluorohroma). 

Talasna dužina laserskog zraka odgovara talasnoj dužini pobuđivanja 

fluorohroma koji se koristi. Ćelije iz suspenzije za čije su membranske ili unutarćelijske 

antigene vezana antitela obeležena fluorohromima, prolaze kroz fokusirani laserski 

svetlosni snop, te dolazi do ekscitacije fluorohroma i emitovanja fluorescence, koju 

detektuju fotodetektori citometra. Detektovanjem rasipanja svetlosti u ravni upadnog 

laserskog zraka dobija se uvid u dimenzije same ćelije, dok se detektovanjem rasipanja 

svetlosti upravno na upadni laserski zrak dobija informacija o granuliranosti ćelije. 

Za određivanje procentualne zastupljenosti ćelija koje ispoljavaju antigen, tj. 

ćelija pozitivnih za određeni antigen, korišćen je kompjuterski program FlowJo 

software v.7.8 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, SAD). Kako bi se detektovalo 

nespecifično bojenje korišćene su IgG izotipske kontrole ili u slučaju poliklonskih 

antitela korišćeno je bojenje samo sa sekundarnim antitelom. U slučajevima 

višekolornog bojenja korišćene su i kontrole, koje obuhvataju sve fluorohrome 

korišćene u datom bojenju, osim onog koji se meri (engl. fluorescence minus one 

control, FMO), kako bi se omogućilo adekvatno postavljanje granica za selektovanje 

(„gejtovanje“) određenog subseta ćelija. 

 

3.8. Određivanje koncentracije citokina enzimskim imunološkim metodama 

Koncentracije citokina IL-17A i IFN-γ određivane su u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine. Mononuklearne ćelije kičmene 

moždine (106 ćelija/ml) zasejavane su u 500 µl kompletnog RPMI 1640 medijuma 

obogaćenog 10% FCS-om, a u ploči sa 24 bazena. Medijumu su dodati i 200 ng/ml 

PMA i 400 ng/ml jonomicina. Ćelije su inkubirane 4h na 37 °C, u atmosferi sa 5% CO2, 

a potom su centrifugirane (350 × g) i izdvojeni su supernatanti, koji su čuvani na -70 ºC 

do određivanja citokina. 
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3.8.1. Određivanje koncentracije IL-17A 

Dan pre izvođenja testa potreban broj bazena ploče sa 96 bazena obložen je sa 

100 µl razblaženog (1:200) antitela specifičnog za pacovski IL-17A, pokriveni 

adhezivnim filmom i inkubirani na temperaturi 2-8 ºC preko noći. Po isteku 

inkubacionog vremena bazeni su isprani četiri puta puferom za ispiranje , a višak ovog 

pufera je eliminisan okretanjem i tapkanjem ploče na apsorptivni papir. Potom je dodato 

200 μL komercijalnog rastvarača za standard i ploča je inkubirana 1h uz neprekidno 

mešanje na sobnoj temperaturi. Bazeni su zatim ispirani i dodavano je 100 µl standarda 

(pacovski IL-17A), odnosno supernatanta. Nakon inkubacije od 2h uz mešanje na 

sobnoj temperaturi dodavano je anti-IL-17A antitelo za detekciju konjugovano biotinom 

(100 µl, razblaženo 1:200) i nastavljena je inkubacija u istim uslovima još 1h. 

Peroksidaza rena konjugovana avidinom (engl. avidin-horseradish peroxidase, HRP) 

razblažena u odnosu 1:1000, i u zapremini od 100 µl, dodavana je u isprane bazene. Po 

isteku inkubacije od 30 minuta, u isprane bazene je dodat rastvor supstrata. Razvijanje 

boje je trajalo 15 minuta u mraku. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 100 µl tzv. stop 

rastvora, odnosno 2N H2SO4. Intenzitet boje je meren na spektofotometru na talasnoj 

dužini od 450 nm. Koncentracija citokina je određivana na osnovu standardne krive. 

Standardi su korišćeni u sedam različitih, dvostruko opadajućih, koncentracija počev od 

1000 pg/ml, dok je kao nula korišćen komercijalni rastvarač za standard i uzorke. 

Minimalna koncentracija IL-17A koju je moguće detektovati ovim testom iznosi 8 

pg/ml. 

 

3.8.2. Određivanje koncentracije IFN-γ 

Dan pre izvođenja testa potreban broj bazena mikrotitracione ploče sa 96 bazena 

(Nunc MaxisorpTM) obložen je sa 50 µl anti-IFN-γ antitela (1 µg/ml), pokriven 

adhezivnim filmom i inkubiran na temperaturi 2-8 ºC preko noći. Potom je po odlivanju 

sadržaja, bazenima dodat fosfatni pufer sa 1% albuminom goveđeg seruma (engl. 

bovine serum albumine, BSA) (Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, Švajcarska) u 

zapremini od 200 µl. Po isteku inkubacije od 1h na sobnoj temperaturi, bazeni su tri 

puta isprani sa 200 µl fosfatnog pufera kome je dodato 0,05% Tween 20. Standardi 

(rekombinantni pacovski IFN-γ) ili uzorci su dodavani u isprane bazene u zapremini od 
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50 µl i inkubirani 1h na sobnoj temperaturi. Anti-IFN-γ antitelo konjugovano biotinom 

(2 μg/ml, zapremine 50 µl) dodavano je u isprane bazene, koji su ponovo inkubirani 1h 

na sobnoj temperaturi. Potom je u isprane bazene dodavano 50 µl ekstravidin 

peroksidaze razblažene u fosfatnom puferu sa 1% BSA u odnosu 1:1000 i inkubirano je 

1h. Za razvijanje boje bilo je dovoljno 15 minuta inkubacije sa 50 µl supstrata (H2O2 + 

OPD). Zaustavljanje reakcije ostvareno je dodavanjem 4 N H2SO4. Intenzitet boje je 

meren na spektofotometru na talasnoj dužini od 492 nm. Koncentracija IFN-γ je 

određivana na osnovu standardne krive. Minimalna koncentracija IFN-γ koja se može 

detektovati ovim testom iznosi 5,6 pg/ml. 

 

3.9. Relativna kvantifikacija ekspresije gena metodom lančane reakcije polimeraze 

u realnom vremenu 

3.9.1. Izolacija ukupne RNK iz mononuklearnih ćelija kičmene 

moždine/slezine/drenirajućih limfnih čvorova i CD11b+ ćelija kičmene moždine 

Mononuklearne ćelije kičmene moždine/drenirajućih limfnih čvorova ili 

CD11b+ ćelije kičmene moždine (105) su lizirane u 200 μl rastvora za prečišćavanje 

nukleinskih kiselina i lizati su čuvani na -70°C. Izolovanje ukupne RNK iz lizata ćelija 

obavljeno je upotrebom aparata ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStation i 

komercijalnih reagenasa u okviru Total RNA chemistry starter kit, koji su opisani 

detaljnije u sekciji 3.5. 

 

3.9.2. Prevođenje ukupne RNK u cDNK 

Svaka reakcija reverzne transkripcije je sadržala: 10 μl prečišćene RNK, 2 μl 

pufera za reverznu transkripciju, 0,8 μl mešavine nukleotida, 2 μl smeše nasumičnih 

prajmera, 1 μl reverzne transkriptaze, 1 μl inhibitora RNaze i 3,2 μl vode prečišćene od 

nukleinskih kiselina i nukleaza. Reakcija reverzne transkripcije RNK se odvijala kroz 

inkubacije od 10 minuta na 25 °C, zatim 120 minuta na 37 °C i 5 sekundi na 85 °C, na 

aparatu Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR. Sintetisana cDNK korišćena je za 

kvantifikaciju ekspresije gena metodom RT-qPCR. 
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3.9.3. Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu 

Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu predstavlja kombinaciju 

klasičnog umnožavanja lančanom reakcijom polimeraze i fluorimetrije, u kojoj postoji 

korelacija između koncentracije produkta reakcije i intenziteta fluorescence. RT-qPCR 

reakcija je okarakterisana vremenskom tačkom (PCR ciklus) u kojoj se amplifikacija 

ciljnog produkta prvi put detektuje. Ova vrednost se uobičajeno definiše kao ciklus u 

kojem je intenzitet fluorescence značajno veći od nivoa šuma, tzv. pragovnog ciklusa 

(engl. threshold cycle, Ct), i meri se u eksponencijalnoj fazi reakcije. Vrednost Ct zavisi 

od polaznog broja kopija ciljne sekvence i koristi se za izračunavanje eksperimentalnih 

rezultata. 

Reakcije RT-qPCR postavljane su u triplikatu, u ukupnoj zapremini od 25 μl (5 

μl cDNK, 12,5 μl smeše ragenasa za merenje ekspresije gena, 1,25 μl eseja specifičnog 

za gensku sekvencu od interesa i 6,25 μl vode). Reakcije su se odvijale pod standardnim 

uslovima definisanim za korišćeni aparat i podrazumevali su: inkubacije od 2 minuta na 

50 ºC, zatim od 10 minuta na 95 ºC, i 40 ciklusa od po 15 sekundi na 95 ºC i inkubaciju 

od jednog minuta na 60 ºC. U slučaju mononuklearnih ćelija kičmene moždine i 

drenirajućih limfnih čvorova za endogenu kontrolu, tj. referentni gen, izabran je β-aktin, 

dok je za splenocite kao referentni gen korišćen gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 

(engl. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH Referentni geni su 

korišćeni sa ciljem normalizacije razlika u količini polaznog materijala i izabrani su na 

osnovu optimalne stabilnosti ekspresije u različitim eksperimentalnim uslovima, koja je 

utvrđena kompjuterskim programom NormFinder v0.953 software 

(http://moma.dk/normfinder-software; Andersen et al., 2004). 

Kvantifikacija ekspresije gena od interesa izvršena je pomoću kompjuterskog 

programa SDS software v.1.4.0., korišćenjem komparativne (dCt) metode. Relativne 

količine iRNK od interesa izražene su kao 2–dCt vrednosti, gde je dCt = Ct ciljnog gena – 

Ct referentnog gena. 

 

3.10. Statistička obrada podataka 

Za statističku obradu podataka u okviru ove doktorske disertacije korišćena je 

dvofaktorska analiza varijanse (engl. two-way analysis of variance, two-way ANOVA). 
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Kako bi smo utvrdili između kojih eksperimentalnih grupa je postojala statistički 

značajna razlika korišćen je naknadni Bonferroni test (engl. Bonferroni test for post-hoc 

comparisons). Za utvrđivanje statistički značajnih razlika u ekspresiji CD44 na CD4+ 

T-splenocitima, kao i zastupljenosti CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita 

kod DA pacova, primenjen je Studentov t-test za neuparene uzorke (engl. unpaired 

Student's t-test). Statistička obrada podataka urađena je statističkim programom 

GraphPad Prism v 5.0. (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, SAD). Svi rezultati su 

izraženi kao srednja vrednost ± standardna greška (engl. standard error of the mean, 

SEM). Razlike su smatrane statistički značajnim za p vrednost ≤0,05. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Uticaj starenja na kliničku i histološku sliku EAE-a kod pacova DA i AO soja 

4.1.1. Starenje smanjuje osetljivost DA pacova na indukciju EAE-a, a povećava 

osetljivost AO pacova na indukciju EAE-a  

Pacovi DA soja obe starosti razvili su akutnu monofaznu bolest sa vrhuncem 

ostvarenim 13. d.p.i. i spontanim oporavkom (Slika 1). Svi mladi pacovi DA soja 

ispoljili su klinički manifestnu bolest, dok je incidencija klinički manifestne bolesti kod 

starih pacova ovog soja bila 33,3% (Tabela 1). Između mladih i starih DA pacova nije 

bilo razlike u dužini asimptomatske faze bolesti (Tabela 1), ali je maksimalni klinički 

skor (zbir najvećih kliničkih znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova 

sa kliničkim znacima EAE-a u grupi) bio značajno veći (p≤0,001) kod mladih u odnosu 

na stare DA pacove (Tabela 1).  

 

Slika 1. Uticaj starenja na osetljivost DA i AO pacova na indukciju EAE-a. Linijski dijagram 
prikazuje dnevni klinički skor EAE-a kod DA i AO pacova iz četiri eksperimenta (kod DA pacova i starih 
AO pacova srednji klinički skor je računat tako što je zbir kliničkih skorova svih bolesnih životinja 

podeljen sa brojem obolelih životinja). Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SEM. U prvom 
eksperimentu (9 mladih i 11 starih DA pacova; 13 mladih i 13 starih AO pacova) prisustvo neuroloških 
znakova je praćeno do 35. d.p.i. U naredna tri eksperimenta, DA pacovi (6 životinja svakog uzrasta po 
eksperimentu) su žrtvovani na vrhuncu bolesti, 13. d.p.i. (označeno crvenom strelicom), a AO pacovi (6 
životinja svakog uzrasta po eksperimentu) 16. d.p.i. kada je neurološki skor dostigao plato (označeno 
plavom strelicom). DA mlade vs DA stare: * p≤0,05, *** p≤0,001; AO mlade vs AO stare: *** p≤0,001; 

AO stare vs DA stare: aa p≤0,01, aaa p≤0,001; AO mlade vs DA mlade: y p≤0,05, yyy p≤0,001. 



Rezultati 

_____________________________________________________________________________ 

45 

 

Kod mladih pacova AO soja nije bilo onih sa kliničkim znakom, dok je kod 

starih pacova incidencija bolesti bila 62,5% (Tabela 1). Bolest je kod starih AO pacova 

bila produženog trajanja i dostigla je plato 16. d.p.i. (Slika 1). Dan početka bolesti nije 

se razlikovao između starih AO i DA pacova, a maksimalni klinički skor bio je veći 

(p≤0,001) kod starih DA pacova (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Uticaj starenja na incidenciju, početak bolesti i maksimalni klinički skor EAE-a 

kod DA i AO pacova. 

 Incidencaa 

 

Početak 

bolestib 

(d.p.i.) 

Maksimalni klinički skorc 

Mlade DA 24/24 (100%) 10,7 ± 0,29 2,33 ± 0,10 

Mlade AO 0/24 (0%) / / 

Stare DA 8/24 (33,3%) 11,7 ± 0,21 1,25 ± 0,16 *** vs mlade DA 

Stare AO 15/24 (62,5%) 10,4 ± 0,70 0,63 ± 0,06 *** vs stare DA 

 
a Broj pacova sa kliničkim znacima EAE-a/ukupan broj imunizovanih pacova u grupi; b Dan posle 

imunizacije (d.p.i.) kada su pacovi ispoljili prve kliničke znake EAE-a; c suma maksimalnih kliničkih 

znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova sa kliničkim znacima EAE-a u grupi. Svi 

podaci predstavljeni su kao srednja vrednost ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta.*** p<0,001. 

 

4.1.2. Uticaj starenja na histološku sliku EAE-a kod DA i AO pacova je sojno zavisan 

Histološka analiza transverzalnih preseka kičmene moždine, obojenih 

hematoksilinom i eozinom, pacova imunizovanih radi indukcije EAE-a, bila je u skladu 

sa kliničkim nalazima. Nađeni su ekstenzivni perivaskularni infiltrati i značajna 

infiltracija parenhima kičmene moždine mononuklearnim ćelijama kod mladih DA 

pacova na vrhuncu bolesti (Slika 2). Ove promene bile su najizraženije u 

lumbosakralnom regionu. Kod mladih AO pacova inflamatorne ćelije retko su se mogle 

videti perivaskularno ili u parenhimu kičmene moždine (Slika 2). Srednji histološki skor 

je bio značajno veći (p≤0,001) kod mladih DA pacova (2,2±0,11) u poređenju sa onim 

kod mladih AO pacova (1,03±0,05). Na presecima kičmene moždine starih pacova oba 

soja, perivaskularni infiltrati sastavljeni od mononuklearnih ćelija bili su retki, a 

infiltracija parenhima kičmene moždine ovim ćelijama siromašna (Slika 2). Srednji 



Rezultati 

_____________________________________________________________________________ 

46 

 

histološki skor je ukazivao na izraženiju (p≤0,01) inflamaciju kod starih DA 

(1,68±0.07) u odnosu na stare AO (1,38±0.04) pacove. 

 

Slika 2. Starenje utiče na patohistološke karakteristike EAE-a kod DA i AO pacova. Na 
hematoksilinom i eozinom obojenim transverzalnim presecima lumbalnog dela kičmene moždine (a,c,e,g) 
neimunizovanih i (b,d,f,h) EAE imunizovanih (gore) mladih i (dole) starih (A,B) DA i (C,D) AO pacova 
analizovano je prisustvo mononuklearnog ćelijskog infiltrata. Tkivo za analizu od imunizovanih DA 
pacova je uzimano na vrhuncu bolesti, (13. d.p.i.), a od AO pacova kada je klinički skor dostigao plato 
(16. d.p.i.). (A,C) Reprezentativne fotomikrografije prikazuju (b) ekstenzivnu perivaskularnu infiltraciju 

mononuklearnim ćelijama i njihovo značajno prisustvo u parenhimu kičmene moždine imunizovanih 
mladih DA pacova i (f) retke mononuklearne ćelije u perivaskularnom prostoru i parenhimu kičmene 
moždine imunizovanih mladih AO pacova, a (a,e) odsustvo inflamatornog infiltrata u kičmenim 
moždinama neimunizovanih mladih pacova oba soja. (B,D) Reprezentativne fotomikrografije prikazuju 
retke perivaskularne infiltrate i siromašnu infiltraciju parenhima kičmene moždine imunizovanih starih 
pacova oba soja, sa neznatno izraženijom infiltracijom kod (d) DA u poređenju sa (h) AO pacovima, a 

odsustvo inflamatornog infiltrata u kičmenim moždinama (c,g) neimunizovanih pacova istog uzrasta. 
Histopatološke promene su kvantifikovane na način opisan u poglavlju Materijal i metode. Brojevi na 
fotomikrografijama predstavljaju srednji skor ± SEM (n=3 životinje/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za srednji skor imunizovanih pacova 
[F(1,20)=45,6; p≤0.001]. DA mlade vs DA stare, *** p≤0,001; AO mlade vs AO stare, ** p≤0,01; AO stare 

vs DA stare, aa p≤0,01; AO mlade vs DA mlade, yyy p≤0,001. Merna dužina, 200 µm 

 

4.2. Uticaj starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklearnih 

ćelija izolovanih iz kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a 

Imajući u vidu da težina neurološkog deficita u EAE-u zavisi od veličine 

infiltracije kičmene moždine limfocitima i drugim imunskim ćelijama (monociti) 

(Constantinescu i sar., 2011), određena je veličina mononuklearnog infiltrata u 

kičmenoj moždini.  
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4.2.1. Uzrasne i sojne razlike u ukupnom broju mononuklearnih ćelija izolovanih iz 

kičmene moždine 

Iz kičmene moždine mladih DA pacova izolovan je značajno veći (p≤0,001) 

ukupan broj mononuklearnih ćelija u odnosu na mlade AO pacove (Slika 3). Kod starih 

DA pacova ukupan broj mononuklearnih ćelija u kičmenoj moždini bio je manji 

(p≤0,001) nego kod mladih pacova istog soja, dok je kod starih pacova AO soja bio veći 

(p≤0,01) nego kod mladih životinja ovog soja (Slika 3). Nije bilo razlike u broju ovih 

ćelija kod starih DA i AO pacova (Slika 3). 

 

 

 

4.2.2. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama fenotipskih i funkcijskih 

karakteristika CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine pacova u efektorskoj 

fazi EAE-a 

4.2.2.1. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti CD4+ T-limfocita u 

okviru mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine i njihovom ukupnom broju  

Ključnu ulogu u pokretanju i razvoju neuroinflamacije u modelu EAE-a imaju 

neuroantigen-specifični CD4+ T-limfociti (Constantinescu i sar., 2011). Aktivirani u 

perifernim limfnim organima, CD4+ T-limfociti prolaze kroz krvno-moždanu barijeru i 

infiltriraju CNS, gde njihova reaktivacija vodi produkciji proinflamatornih citokina i 

omogućava ulazak drugih ćelija iz krvi dovodeći do oštećenja tkiva i razvoja inflamacije 

(Fletcher i sar., 2010). Analiza procentualne zastupljenosti CD4+ T-limfocita u okviru 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova pokazala je 

veću (p≤0,001) zastupljenost ovih ćelija kod mladih DA pacova u poređenju sa mladim 

AO pacovima (Slika 4). Starenjem se njihova procentualna zastupljenost smanjivala 

Slika 3. Uticaj starenja na broj mononuklearnih 

ćelija izolovanih iz kičmene moždine DA i AO 

pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Histogram prikazuje 
broj mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine 

mladih i starih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i 
soja za broj mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene 
moždine imunizovanih pacova [F(1,20)=71,33; p≤0.001]. ** 

p≤0,01; *** p≤0,001. 
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(p≤0,01) kod DA pacova, dok se kod AO pacova nije menjala (Slika 4). Posledično, 

procentualna zastupljenost CD4+ T-limfocita u okviru mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih starih DA pacova bila je značajno veća 

(p≤0,001) nego u okviru ovih ćelija izolovanih iz kičmene moždine starih AO pacova 

(Slika 4). 

 

Slika 4. Starenje utiče na zastupljenost CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini u 

efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju CD4 
vs TCRαβ imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija kičmene moždine mladih i starih 
imunizovanih DA i AO pacova. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD4+TCRαβ+ 
limfocita u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj 
CD4+TCRαβ+ limfocita koji infiltriraju kičmene moždine ovih životinja. Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju 
efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD4+TCRαβ+ limfocita u mononuklearnim ćelijama 
kičmene moždine imunizovanih pacova. [F(1,20)=4,43; p≤0,05] i za ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=216,4; 
p≤0.001]. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

Broj CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine mladih DA pacova bio je 

veći (p≤0,001) od onog izolovanog iz kičmene moždine mladih AO i starih DA pacova 

(Slika 4). Za razliku od pacova DA soja, kod pacova AO soja starenje je dovelo do 

infiltracije kičmene moždine značajno većim (p≤0,05) brojem CD4+ T-limfocita. 

Međutim, kao i kod mladih pacova, broj ovih ćelija bio je veći (p≤0,01) kod starih DA 

nego kod starih AO pacova (Slika 4). 

 

4.2.2.2. Uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti aktivisanih CD4+ T-limfocita u 

kičmenoj moždini pacova izolovanih u efektorskoj fazi EAE-a 
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Aktivisani efektorski CD4+ T-limfociti ushodno regulišu CD134 (OX 40 

receptor) (Carboni i sar., 2003; Flügel i sar., 2001). Pokazano je i da encefalitogeni 

efektorski CD4+ T-limfociti nishodno regulišu ekspresiju aktivacionih markera pre 

prolaska kroz krvno-moždanu barijeru (Carboni i sar., 2003), tako da njihovo prisustvo 

na površini CD4+T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine ukazuje na uspešnost 

reaktivacije CD4+T-limfocita posle ulaska u kičmenu moždinu (Flügel i sar., 2001). 

Imajući ovo u vidu, analizirali smo procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u okviru 

subpopulacije CD4+ T-limfocita i njihov ukupni broj u kičmenoj moždini pacova 

imunizovanih u cilju indukcije EAE-a. 

Procentualna zastupljenost CD134+ ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-

limfocita i njihov ukupni broj u kičmenoj moždini bili su značajno veći (p≤0,001) kod 

mladih DA pacova nego kod mladih AO pacova (Slika 5). Starenje je kod DA pacova 

uticalo na smanjenje kako procentualne zastupljenosti (p≤0,01) CD134+ ćelija u okviru 

subpopulacije CD4+ T-limfocita, tako i ukupnog broja (p≤0,001) ovih ćelija (Slika 5). 

Suprotno ovome, starenjem je kod AO pacova došlo do povećanja (p≤0,05) i 

procentualne zastupljenosti i ukupnog broja ovih ćelija (Slika 5). Kod starih pacova 

procentualna zastupljenost CD134+ ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita bila 

je veća (p≤0,01) kod starih DA pacova (Slika 5). Osim toga, više (p≤0,01) ovih ćelija je 

izolovano iz kičmene moždine starih DA pacova u poređenju sa onim izolovanim iz 

starih AO pacova (Slika 5). 

 

Slika 5. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita i ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti 
profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CD134 u subpopulaciji CD4+ T-limfocita kičmene moždine  
mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova (koje su izdvojene – “gejtovane” kao što je ilustrovano na 
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slici 4). CD134+ ćelije su uokvirene na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu 
zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita kičmene moždine imunizovanih životinja 
i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita koji infiltriraju njihove kičmene moždine. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu 
interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita 

[F(1,20)=17,93; p≤0,001] i za ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=64,96; p≤0,001] u kičmenoj moždini 
imunizovanih životinja. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

U skladu sa prethodnim nalazima, kod mladih pacova procentualna zastupljenost 

ćelija koje ispoljavaju aktivacioni marker CD25 (CD25+) u okviru subseta 

konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita bila je značajno veća (p≤0,001) kod DA 

nego kod AO pacova (Slika 6). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,01) zastupljenosti 

ovih ćelija u okviru konvencionalnih CD4+ T-limfocita kod DA pacova (Slika 6). Za 

razliku od DA pacova, kod AO pacova je starenjem došlo do povećanja (p≤0,01) 

njihove zastupljenosti u okviru konvencionalnih CD4+ T-limfocita kod AO pacova 

(Slika 6). Međutim, i kod starih DA pacova procentualna zastupljenost CD25+ ćelija  u 

okviru Foxp3-CD4+ T-limfocita je ostala veća (p≤0,05) nego kod AO pacova istog 

uzrasta (Slika 6). 

U skladu sa analizom ukupnog broja CD134+CD4+ T-limfocita, veći (p≤0,001) 

ukupni broj aktivisanih CD25+ Foxp3-CD4+ ćelija nađen je u kičmenoj moždini mladih 

DA pacova u poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 6). Kod DA pacova došlo je do 

smanjenja (p≤0,001) ukupnog broja ovih ćelija sa starenjem, dok je kod AO pacova 

njihov broj bio veći (p≤0,05) kod starih AO u odnosu na mlade pacove istog soja (Slika 

6). Iz kičmene moždine starih DA pacova izolovan je veći (p≤0,01) broj ovih ćelija 

nego iz kičmene moždine starih AO pacova (Slika 6). 
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Slika 6. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u okviru Foxp3-CD4+ 

ćelija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz kičmene moždine DA i AO 

pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (levo) 
prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija kičmene moždine (Foxp3-
CD4+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ 
ćelija kičmene moždine (CD25+ ćelije uokvirene su na svakom profilu). Histogrami prikazuju (gornji) 

procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz kičmene moždine 
imunizovanih mladih i starih DA i AO pacova i (donji) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija koje 
infiltriraju kičmenu moždinu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu 
zastupljenost CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ ćelija kičmene moždine imunizovanih DA i AO 
pacova [F(1,20)=25,36; p≤0,001] i za ukupan broj CD25+ Foxp3-CD4+ ćelija u njihovim kičmenim 

moždinama [F(1,20)=95,97; p≤0,001]. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

4.2.2.3. Uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti apoptotičnih ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine pacova u efektorskoj fazi EAE-a 

U skladu sa većim brojem CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

mladih DA pacova nego mladih AO pacova, bio je manji (p≤0,001) procenat 

apoptotičnih aneksin V+ ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita mladih DA u 

odnosu na mlade AO pacove (Slika 7). Starenje je dovelo do povećanja (p≤0,01) 

zastupljenosti apoptotičnih ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita DA pacova, 
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odnosno, do smanjenja (p≤0,01) njihove zastupljenosti kod AO pacova (Slika 7). U 

skladu sa većim brojem CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini starih DA pacova u 

odnosu na stare AO pacove, nađen je manji (p≤0,01) procenat apoptotičnih aneksin V+ 

ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine starih 

DA pacova u poređenju sa starim AO pacovima (Slika 7). 

 

Slika 7. Uticaj starenja na zastupljenost apoptotičnih (Aneksin V+) ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-

a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (levo) prikazuju imunocitohemijsko 
bojenje fluorescentnom bojom obeleženim aneksinom V CD4+ T-limfocita (koji su izdvojeni – 

“gejtovani” kao što je ilustrovano na slici 4). Aneksin V+ ćelije su uokvirene na svakom profilu. 
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Aneksin V+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita 
kičmene moždine imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za 
procentualnu zastupljenost Aneksin V+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita [F(1,20)=21,43 p≤0,001]. ** 
p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

4.2.2.4. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 u CD4+ T-limfocitima DA i AO pacova u 

efektorskoj fazi EAE-a 

U razvoju EAE-a indukovanog mijelinskim antigenima emulgovanim u KFA 

dominantnu ulogu ima IL-17 (Komiyama i sar., 2006; Damsker i sar., 2010), pri čemu 

CD4+ T-limfociti predstavljaju glavni izvor ovog citokina (Komiyama i sar., 2006). 

Imajući ove podatke u vidu, ispitana je zastupljenost IL-17+ ćelija u okviru 

subpopulacije CD4+ T-limfocita i njihov ukupni broj u kičmenoj moždini imunizovanih 

pacova u efektorskoj fazi EAE-a. 

Procentualna zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-limfocitima (p≤0,01), kao i 

njihov ukupni broj (p≤0,001), bili su značajno veći u kičmenoj moždini mladih DA 
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pacova nego u kičmenoj moždini mladih AO pacova (Slika 8A). Starenje je uticalo na 

smanjenje kako procentualne zastupljenosti (p≤0,01) tako i ukupnog broja (p≤0,001) IL-

17+ CD4+ T-limfocita kod DA pacova, dok je kod AO pacova dovelo do povećanja i 

procenta (p≤0,01) i ukupnog broja (p≤0,05) ovih ćelija (Slika 8A). Ipak, procenat IL-

17+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita (p≤0,01), kao i ukupan broj IL-17+CD4+ T-

limfocita (p≤0,05), bio je veći kod starih DA pacova u poređenju sa starim AO 

pacovima (Slika 8A).  
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Slika 8. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz kičmene 

moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IL-17+ ćelija u okviru CD4+ T-
limfocita kičmene moždine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutarćelijska ekspresija 
citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode). IL-17+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo) 

procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-limfocitima kičmene moždine imunizovanih životinja 
i (desno) ukupan broj IL17+CD4+ T-limfocita izolovan iz kičmene moždine ispitivanih životinja. (Panel 

B) Histogrami prikazuju (levo) koncentraciju IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija 
kičmene moždine DA i AO pacova restimulisanih 4h PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u 
poglavlju Materijal i metode) i (desno) ekspresiju iRNK za IL-17 u mononuklearnim ćelijama kičmene 
moždine imunizovanih pacova. (Panel C) Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili 

prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-γ+GM-CSF+ u IL-17+CD4+ T-limfocitima. IFN-γ+GM-CSF+ 
ćelije su uokvirene na svakom profilu. CD4+ T-limfociti su izdvojeni iz suspenzije mononuklearnih ćelija 
kičmene moždine imunizovanih pacova metodom magnetnog izdvajanja (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode), a IL17+CD4+ T-limfociti su izdvojeni – “gejtovani” kao što je ilustrovano na panelu 
A. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ u CD4+ T-limfocitima 
izolovanim iz kičmene moždine DA i AO pacova, a koja je izračunata na osnovu podataka o 

procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD4+ T-limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti 
IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u IL-17+CD4+ T-limfocitima. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je 
značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-
limfocitima [F(1,20)=30,08; p≤0,001] i za ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=26,4; p≤0,001] u kičmenoj 
moždini imunizovanih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Rezultati ekspresije iRNK za IL-17 izraženi su kao 2–dCt vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa 

(stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za 
procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-limfocitima [F(1,20)=30,08; p≤0,001], ukupan broj 
ovih ćelija [F(1,20)=26,4; p≤0,001] u kičmenoj moždini imunizovanih životinja, koncentraciju IL-17 

[F(1,20)=16,34; p≤0,001] u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih 
pacova, ekspresiju iRNK za IL-17 [F(1,26)=13,84; p≤0,001] u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine 

imunizovanih pacova i procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija [F(1,20)=30,08; p≤0,001] 
u CD4+ T-limfocitima kičmene moždine imunizovanih pacova. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

Pored analize procentualne zastupljenosti IL-17+ ćelija u okviru subpopulacije 

CD4+ T limfocita, ispitana je i koncentracija ovog citokina u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova i  

restimulisanih PMA-om i jonomicinom. Uzrasne i sojne razlike u koncentraciji IL-17A 

u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine 

imunizovanih pacova i restimulisanih PMA-om i jonomicinom korespondirale su sa 

procentualnom zastupljenošću IL-17+ ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T limfocita. 

Naime, veća (p≤0,001) koncentracija IL-17A izmerena je u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine mladih DA pacova nego mladih AO pacova 

(Slika 8B). Starenje je dovelo do smanjenja (p≤0,001) koncentracije IL17A u 

supernatantima kultura mononuklearnih ćelija kičmene moždine DA pacova (Slika 8B). 

S druge strane, starenje je uticalo na povećanje (p≤0,05) koncentracije ovog citokina u 

supernatantima kultura mononuklearnih ćelija kičmene moždine AO pacova (Slika 8B). 
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Međutim, veća (p≤0,001) koncentracija IL17A izmerena je u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine starih DA pacova u poređenju sa kulturama 

ovih ćelija starih AO pacova (Slika 8B). 

Ispitana je i ekspresija iRNK za IL-17A u sveže izolovanim mononuklearnim 

ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. Ekspresija iRNK za 

IL-17A bila je veća (p≤0,001) u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine mladih 

DA pacova nego mladih AO pacova (Slika 8B). Starenjem se kod DA pacova 

smanjivala (p≤0,05) ekspresija iRNK za IL-17A u mononuklearnim ćelijama kičmene 

moždine, dok je kod AO pacova ekspresija iRNK za ovaj citokin rasla (p≤0,05) u ovim 

ćelijama (Slika 8B). Ipak, ekspresija iRNK za IL-17A bila je veća (p≤0,001) u sveže 

izolovanim mononuklearnim ćelijama kičmene moždine starih DA nego starih AO 

pacova (Slika 8B). 

Imajući u vidu podatke koji ukazuju na to da: 1) CD4+IL-17+ T-limfociti 

pokazuju visok stepen plastičnosti, tj. imaju sposobnost da diferenciraju u subsetove 

ćelija različitih fenotipskih odlika i patogenog kapaciteta (McGeachy i sar., 2007; 

Kaufmann i sar., 2012; Zielinski i sar., 2012); 2) kod miša i čoveka CD4+IL-17+ T-

limfociti koji koeksprimiraju IFN-γ i GM-CSF imaju najveći patogeni kapacitet 

(Codarri i sar., 2011; El-Behi i sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 2015) 

ispitana je procentualna zastupljenost IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u IL-17+CD4+ T-

limfocitima. Na osnovu podataka o procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD4+ 

T-limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti  IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u IL-17+ 

CD4+ T-limfocitima, izračunata je procentualna zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ 

ćelija u CD4+ T-limfocitima. Kod mladih DA pacova nađena je veća (p≤0,001) 

procentualna zastupljenost ovih ćelija u poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 8C). 

Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,01) procentualne zastupljenosti ovih ćelija u 

CD4+ T-limfocitima DA pacova (p≤0,01). Nasuprot tome, starenjem se povećavala 

(p≤0.05) procentualna zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u CD4+ T-

limfocitima AO pacova (Slika 8C). Medutim, bez obzira na suprotan uticaj starenja na 

procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T 

limfocita, njihova procentualna zastupljenost je ostala veća (p≤0,01) kod starih DA 

pacova u poređenju sa starim AO pacovima (Slika 8C). 
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U narednom koraku ispitana je ekspresija iRNK za IL-1β i IL-6, kao i za IL-

23/p19, citokine koji obezbeđuju usmeravanje diferencijacije CD4+ T-limfocita u Th17 

ćelije, njihovo preživljavanje, umnožavanje i sticanje patogenog potencijala, u 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine (Ghoreschi i sar., 2010; McGeachy i sar., 

2007; Zhou i sar., 2009). 

Ekspresija iRNK za IL-1β u sveže izolovanim mononuklearnim ćelijama 

kičmene moždine mladih DA pacova bila je veća (p≤0,001) nego u odgovarajućim 

ćelijama mladih AO pacova (Slika 9). Kod DA pacova starenje je dovelo do smanjenja 

(p≤0,001) ekspresije iRNK za IL-1β, a kod AO pacova do njenog povećanja (p≤0.01) 

(Slika 9). Međutim, ekspresija iRNK za IL-1β bila je veća (p≤0,001) u mononuklearnim 

ćelijama kičmene moždine starih DA pacova u odnosu na ekspresiju iRNK za ovaj 

citokin u odgovarajućim ćelijama starih AO pacova (Slika 9). 

Kod mladih pacova utvrđena je veća (p≤0,05) ekspresija iRNK za IL-6 u 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine DA nego AO pacova (Slika 9). Starenje je 

uticalo na povećanje (p≤0,001) ekspresije iRNK za IL-6 u ovim ćelijama kod pacova 

oba soja. U mononuklearnim ćelijama kičmene moždine starih DA pacova ekspresija 

iRNK za IL-6 bila je veća (p≤0,001) nego u ovim ćelijama starih AO pacova (Slika 9). 

Ispitivanje ekspresije iRNK za IL-23/p19 u sveže izolovanim mononuklearnim 

ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi pokazalo je kod 

mladih pacova veću (p≤0,01) ekspresiju iRNK za ovaj citokin kod DA pacova u 

poređenju sa AO pacovima (Slika 9). Ekspresija iRNK za ovaj citokin u izolovanim 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine DA pacova se starenjem nije menjala, dok 

je u ovim ćelijama AO pacova rasla (p≤0,05) (Slika 9). Sledstveno, ekspresija iRNK za 

IL-23/p19 u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine starih DA pacova bila je veća 

(p≤0,01) u odnosu na onu u ovim ćelijama starih AO pacova (Slika 9). 
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Slika 9. Ekspresija iRNK za citokine značajne za polarizaciju Th17 ćelija u 

mononuklearnim ćelijama izolovanim iz kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj 

fazi EAE-a. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno) ekspresiju iRNK za IL-1β i IL-6 i IL-23/p19 
u monuklearnim ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova. Rezultati su izraženi kao 2 –dCt 
vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu 
interakciju efekata starenja i soja za eksresiju iRNK za IL-1β [F(1,26)=41,2; p≤0,001] i IL-6 [F(1,26)=34,05; 
p≤0,001]. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

4.2.2.5. Uticaj starenja na ekspresiju IFN-γ u CD4+ T-limfocitima DA i AO pacova u 

efektorskoj fazi EAE-a 

Iako je pokazano da IFN-γ nije neophodan za razvoj EAE-a (Ferber i sar., 1996), 

brojni podaci ukazuju na značaj ovog citokina u razvoju EAE-a (Merrill i sar., 1992; 

Olsson, 1992; Sanvito i sar., 2010). Imajući ovo u vidu ispitana je zastupljenost IFN-γ+ 

ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita. U subpopulaciji CD4+ T-limfocita 

procentualna zastupljenost IFN-γ + ćelija bila je veća (p≤0,001) kod mladih DA pacova 

u poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 10A). Takođe, broj IFN-γ+CD4+ T-

limfocita izolovanih iz kičmene moždine mladih DA pacova bio je značajno veći 

(p≤0,001) u poređenju sa onim izolovanim iz kičmene moždine mladih AO pacova 

(Slika 10A). Kod DA pacova starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) procentualne 

zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita, kao i njihovog ukupnog 

broja, u kičmenoj moždini (Slika 10A). Za razliku od DA pacova, kod AO pacova 

starenje nije dovelo do promene u procentualnoj zastupljenosti ovih ćelija, ali jeste do 

povećanja (p≤0,05) njihovog ukupnog broja u kičmenoj moždini (Slika 10A). Međutim, 

veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-

limfocita, kao i veći (p≤0,01) broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita nađen je kod starih DA 

pacova u odnosu na stare AO pacove (Slika 10A). 

 



Rezultati 

_____________________________________________________________________________ 

58 

 

 

Slika 10. Uticaj starenja na ekspresiju IFN-γ u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz kičmene 

moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-γ+ ćelija u okviru CD4+ T-
limfocita kičmene moždine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutarćelijska ekspresija 
citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode). IFN-γ+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo) 

procentualnu zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD4+ T-limfocitima kičmene moždine imunizovanih životinja 
i (desno) ukupan broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita izolovan iz kičmene moždine ispitivanih životinja. (Panel 

B) Histogrami prikazuju (levo) koncentraciju IFN-γ u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija 
kičmene moždine DA i AO pacova restimulisanih 4h PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u 
poglavlju Materijal i metode) i (desno) ekspresiju iRNK za IFN-γ u mononuklearnim ćelijama kičmene 
moždine imunizovanih pacova. (Panel C) Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za IL12/p35, citokina 

značajnog za diferencijaciju Th1 ćelija, u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine imunizovanih 
pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Rezultati ekspresije iRNK za 
IFN-γ i IL12/p35 izraženi su kao 2–dCt vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska 
analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost 
IFN-γ + ćelija u CD4+ T-limfocitima [F(1,20)=17,27; p≤0,001], ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=51,47; 
p≤0,001] u kičmenoj moždini imunizovanih životinja, koncentraciju IFN-γ [F(1,20)=15,75; p≤0,001] u 

supernatantima kultura mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih pacova, ekspresiju iRNK 
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za IFN-γ [F(1,26)=4,25; p≤0,05] u mononuklearnim ćelijama kičmene  moždine imunizovanih pacova. * 
p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

U skladu sa imunofenotipskom analizom, koncentracija IFN-γ bila je veća 

(p≤0,001) u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija kičmene moždine 

restimulisanih PMA-om i jonomicinom mladih DA pacova nego mladih AO pacova 

(Slika 10B). Koncentracija IFN-γ bila je manja (p≤0,001) u supernatantima kultura 

ćelija starih DA pacova u poređenju sa koncentracijom ovog citokina u supernatantima 

ćelijskih kultura mladih pacova istog soja (Slika 10B). Za razliku od DA pacova, 

starenje nije uticalo na koncentraciju IFN-γ u supernatantima kultura mononuklearnih 

ćelija kičmene moždine AO pacova (Slika 10B). U supernatantima  kultura 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine starih DA pacova izmerena je veća (p≤0,001) 

koncentracija IFN-γ nego u odgovarajućim supernatantima starih AO pacova (Slika 

10B). 

Konzistentno rezultatima dobijenim imunofenotipskim analizama i ispitivanjem 

koncentracije IFN-γ u supernatantima kultura mononukleranih ćelija kičmene moždine  

restimulisanih PMA-om i jonomicinom, ekspresija iRNK za IFN-γ bila je veća 

(p≤0,001) u sveže izolovanim mononuklearnim ćelijama kičmene moždine mladih DA 

pacova u odnosu na AO pacove ovog uzrasta (Slika 10B). Starenje je dovelo do 

povećanja (p≤0,05) ekspresije iRNK za IFN-γ u mononukleranim ćelijama kičmene 

moždine DA pacova, ali nije imalo uticaja na ekspresiju iRNK za ovaj citokin u ovim 

ćelijama AO pacova (Slika 10B). Ekspresija iRNK za IFN-γ u mononukleranim 

ćelijama kičmene moždine starih DA pacova bila je veća (p≤0,05) nego u ovim ćelijama 

starih AO pacova (Slika 10B). 

S obzirom na to da je pokazano da je IL-12 od esencijalnog značaja za 

diferencijaciju Th1 ćelija (Prochazkova i sar., 2012), ispitana je i ekspresija iRNK za 

IL12/p35 u sveže izolovanim mononuklearnim ćelijama kičmene moždine. Rezultati 

koji su dobijeni korelirali su sa analizom procentualne zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u 

subpopulaciji CD4+ T-limfocita (Slika 10C). Ekspresija iRNK za IL12/p35 u 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine mladih DA pacova bila je veća (p≤0,001) u 

odnosu na onu u ovim ćelijama mladih AO pacova (Slika 10C). Starenje je dovelo do 

smanjenja (p≤0,01) ekspresije iRNK za ovaj citokin u mononuklearnim ćelijama 
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kičmene moždine DA pacova, ali nije imalo uticaja na njegovu ekspresiju u ovim 

ćelijama AO pacova (Slika 10C). Mononuklearne ćelije kičmene moždine starih DA 

pacova pokazivale su ushodnu regulaciju (p≤0,001) ekspresije iRNK za IL12/p35 u 

poređenju sa ovim ćelijama starih AO pacova (Slika 10C). 

 

4.2.3. Sojne razlike u uticaju starenja na fenotipske i funkcijske karakteristika CD8+ T-

limfocita izolovanih iz kičmene moždine pacova u efektorskoj fazi EAE-a 

S obzirom na to da je pokazano da, osim CD4+ T-limfocita, oštećenju CNS-a u 

EAE-u doprinose i CD8 T-limfociti (Sobottka i sar., 2009; Huber i sar., 2015; Ritzel i 

sar., 2016), ispitali smo i procentualnu zastupljenost CD8+ T limfocita u okviru 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine, kao i njihov ukupni broj. 

Kod mladih pacova utvrđena je veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost CD8+ 

T-limfocita u okviru mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine DA pacova 

u odnosu na AO pacove (Slika 11). Takođe, i broj ovih ćelija bio je značajno veći 

(p≤0,001) kod mladih DA pacova nego kod mladih AO pacova (Slika 11). Starenje je 

uticalo na smanjenje (p≤0,001) kako procentualne zastupljenosti, tako i ukupnog broja 

CD8+ T-limfocita kod DA pacova (Slika 11). S druge strane, kod AO pacova starenje 

nije uticalo na procentualnu zastupljenost CD8+ T-limfocita, ali je ukupni broj ovih 

ćelija bio veći (p≤0,01) kod starih AO pacova u poređenju sa mladim AO pacovima 

(Slika 11). Međutim, procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita u okviru 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine (p≤0,001), kao i ukupan broj ovih ćelija u 

mononuklernom infiltratu (p≤0,01) bio je veći kod starih DA pacova u poređenju sa AO 

pacovima istog uzrasta (Slika 11). 

Procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita u okviru mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine, kao i njihov ukupni broj kod imunizovanih pacova bili 

su veći (p≤0,001) nego kod neimunizovanih pacova istog soja i uzrasta (Slika 11). Kod 

mladih neimunizovanih pacova procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita u 

mononuklearnom infiltratu (p≤0,01), kao i ukupan broj ovih ćelija (p≤0,05) bili su veći 

kod DA nego kod AO pacova (Slika 11). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti CD8+ T-limfocita u mononuklearnom infiltratu kod 

neimunizovanih AO pacova, dok kod neimunizovanih DA pacova starenje nije uticalo 
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na procentualnu zastupljenost ovih ćelija (Slika 11). Starenjem se nije značajno menjao 

broj CD8+ T-limfocita u mononuklearnom infiltratu izolovanom iz kičmene moždine ni 

DA ni AO pacova (Slika 11). Procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita nije se 

razlikovala u mononuklearnom infiltratu neimunizovanih starih DA i AO pacova (Slika 

11). Međutim, manje (p≤0,01) CD8+ T-limfocita je izolovano iz kičmene moždine AO 

nego DA pacova (Slika 11). 

 

 

Slika 11. Uticaj starenja na zastupljenost CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti 
profili prikazuju CD8 vs TCRαβ imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija kičmene moždine 
(CD8+TCRαβ+ ćelije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (levo) procentualnu 
zastupljenost CD8+ T-limfocita u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine neimunizovanih i 

imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 
neimunizovanih i imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu 
zastupljenost CD8+ T-limfocita u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova 
[F(1,20)=382,6; p≤0,001] i za ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=107,5; p≤0,001] u kičmenoj moždini 
imunizovanih životinja. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. + EAE pacovi vs neimunizovani pacovi 

odgovarajućeg uzrasta i soja; +++ p≤0.001. 
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4.2.3.1. Uzrasne i sojne razlike u proliferaciji CD8+ T limfocita izolovanih iz kičmene 

moždine 

Imajući u vidu da je aktivacija i klonska ekspanzija antigen-specifičnih CD8+ T-

ćelija neophodna za njihovu funkciju (Curtsinger i sar., 2003), u subpopulaciji 

konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita analizirana je zastupljenost ćelija koje 

ispoljavaju Ki-67. Ki-67 je nuklearni protein koji ispoljavaju ćelije tokom svih faza 

procesa deobe, ali ne i u stanju mirovanja (Soares i sar. 2010). Nađeno je da je 

procentualna zastupljenost Ki67+ ćelija u okviru subpopulacije konvencionalnih Foxp3-

CD8+ T-limfocita mladih DA pacova bila veća (p≤0,001) nego u okviru ove 

subpopulacije ćelija mladih AO pacova (Slika 12). Starenjem se smanjivala 

zastupljenosti Ki-67+ ćelija u okviru subpopulacije konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-

limfocita i DA (p≤0,001) i AO (p≤0,01) pacova (Slika 12). Međutim, procenat ovih 

ćelija ostao je veći (p≤0,001) u okviru Foxp3-CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene 

moždine starih DA pacova u poređenju sa onim nađenim u subpopulaciji ovih ćelija 

izovanih iz kičmene moždine AO pacova (Slika 12). 

 

 

Slika 12. Uticaj starenja na proliferaciju CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski konturni 
profili prikazuju bojenje Ki-67+ ćelija u subsetu Foxp3-CD8+ ćelija kičmene moždine. Ki-67+ ćelije su 
uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Ki67+ ćelija u okviru 
Foxp3-CD8+ T-limfocita u kičmenoj moždini imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata 
starenja i soja za procentualnu zastupljenost Ki67+ ćelija u okviru Foxp3-CD8+ T-limfocita 
[F(1,20)=107.5; p≤0.001] imunizovanih pacova. ** p≤0,01; *** p≤0,001. 
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4.2.3.2. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u 

okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

Imajući u vidu podatke koji ukazuju da bi ulogu u imunopatogenezi, ne samo 

humane bolesti, već i EAE-a mogli imati CD8+ T-limfociti koji sintetišu IFN-γ i IL-17 

(Ifergan i sar., 2011; Srenathan i sar., 2016), analizirana je procentualna zastupljenost 

IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u okviru subpopulacije CD8+ T-ćelija sveže izolovanih iz 

kičmene moždine pacova oba soja i uzrasta. 

Zastupljenost IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bila je veća 

(p≤0,001) kod mladih imunizovanih DA pacova nego kod mladih imunizovanih AO 

pacova (Slika 13A). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) procentualne 

zastupljenosti ovih ćelija kod imunizovanih DA pacova, ali ne i na njihovu zastupljenost 

kod imunizovanih AO pacova (Slika 13A). Sledstveno, veća (p≤0,001) procentualna 

zastupljenost ovih ćelija je nađena kod imunizovanih starih AO u poređenju sa 

imunizovanim starim DA pacovima (Slika 13A). Kod mladih neimunizovanih pacova 

procentualna zastupljenost IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bila je jako 

niska tj. ispod 0,3%, dok ove ćelije nisu detektovane kod neimunizovanih starih pacova. 

Zastupljenost IFN-γ+ ćelija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita izolovanih 

iz kičmene moždine imunizovanih životinja bila je značajno veća (p≤0,001) kod mladih 

DA pacova u poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 13B). Starenje je imalo 

suprotan uticaj na procentualnu zastupljenost ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ T-ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih DA i AO pacova. Naime, starenje je 

dovelo do smanjenja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji 

CD8+ T-ćelija DA pacova, a povećalo (p≤0,001) njihovu procentualnu zastupljenost u 

ovoj subpopulaciji ćelija AO pacova (Slika 13B). Međutim, procentualna zastupljenost 

IFN-γ+ ćelija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita ostala je značajno veća 

(p≤0,001) kod starih DA pacova u odnosu na njihovu zastupljenost u ovoj subpopulaciji 

ćelija starih AO pacova (Slika 13B). Kod imunizovanih pacova procentualna 

zastupljenost IFN-γ+ ćelija u okviru CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

bila je veća nego kod sojno i uzrasno odgovarajućih neimunizovanih pacova (Slika 

13B). Veća (p≤0,05) procentualna zastupljenost ovih ćelija detektovana je kod 
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neimunizovanih mladih DA pacova nego kod neimunizovanih mladih AO pacova (Slika 

13B). Starenje je dovelo do povećanja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti IFN-γ+ 

ćelija u CD8+ T-limfocitima kako kod DA, tako i kod AO pacova (Slika 13B). Kod 

starih neimunizovanih pacova veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost ovih ćelija 

nađena je kod DA pacova (Slika 13B). 

 

 

Slika 13. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-γ u CD8+ T-limfocitima izolovanih iz 

kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju zastupljenost IL-17+ ćelija u okviru CD8+ T-
limfocita kičmene moždine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutarćelijska ekspresija 
citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode). IL-17+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu 

zastupljenost IL-17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima kičmene moždine imunizovanih pacova. (Panel B) 

Reprezentativni protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju zastupljenost IFN-γ+ ćelija u 
okviru CD8+ T-limfocita kičmene moždine mladih i starih neimunizovanih (levo) i imunizovanih (desno) 
DA i AO pacova. Unutarćelijska ekspresija citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i 
jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). IFN-γ+ ćelije uokvirene su na svakom 
profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima kičmene 

moždine neimunizovanih i imunizovanih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za 
procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija [F(1,20)=79.53; p≤0.001] i IFN-γ+ ćelija [F(1,20)=130.4; p≤0.001] u 
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okviru CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova. * p≤0,05; *** p≤0,001. + 
EAE pacovi vs neimunizovani pacovi odgovarajućeg uzrasta i soja; +++ p≤0.001. 

 

Sledeći zadatak bio je da se ispita antigenska specifičnost CD8+ T-limfocita 

izolovanih iz CNS-a. Kako bi se ostvario ovaj zadatak ispitana je promena procentualne 

zastupljenosti i IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kulturama 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine i stimulisanih mijelin baznim 

proteinom (MBP+ kulture) u odnosu na kontrolne kulture, u koje nije dodavan ovaj 

protein (MBP- kulture). Najpre je određena procentualna zastupljenost IL-17+ i IFN-γ+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama i kontrolnim kulturama 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova. U 

kontrolnim kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine mladih pacova nije bilo 

razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita 

(Slika 14A). Starenje je dovelo do smanjenja (p≤0,01) procentualne zastupljenosti 

IL17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim kulturama mononuklearnih ćelija 

kičmene moždine kod pacova oba soja (Slika 14A). Posledično, nije bilo razlike u 

zastupljenosti ovih ćelija u CD8+ T-limfocitima u odgovarajućim kulturama starih 

pacova (Slika 14A). Procentualna zastupljenost IL-17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u 

MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine bila je veća (p≤0,05 za 

kulture mononuklearnih ćelija kičmene moždine AO mladih i p≤0,001 za kulture 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine pacova ostalih eksperimentalnih grupa) nego u 

odgovarajućim kontrolnim kulturama (Slika 14A). Veća (p≤0,05) zastupljenost IL-17+ 

ćelija u CD8+ T-limfocitima bila je u MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene 

moždine mladih DA pacova nego u odgovarajućim kulturama mladih AO pacova (Slika 

14A). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,01) procentualne zastupljenosti IL17+ ćelija 

u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine 

pacova oba soja (Slika 14A). U MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene 

moždine starih DA pacova utvrđena je manja (p≤0,05) procentualna zastupljenost 

IL17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima nego u odgovarajućim kulturama starih AO pacova 

(Slika 14A). Procentualno povećanje zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima 

u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine mladih DA pacova bilo je veće (p≤0,05) 

nego u kulturama ovih ćelija mladih AO pacova (Slika 14A). Više izraženo (p≤0,001) 
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procentualno povećanje zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima bilo je u 

MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine starih pacova nego u kulturama ovih ćelija 

mladih pacova oba soja (Slika 14A). U MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine starih 

DA pacova utvrđeno je manje procentualno povećanje IL-17+ ćelija u CD8+ T-

limfocitima nego u odgovarajućim kulturama starih AO pacova (Slika 14A). 

Procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima bila je veća 

(p≤0,05) u kontrolnim kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine mladih DA 

nego mladih AO pacova (Slika 14B). U kontrolnim kulturama ćelija kičmene moždine 

starih DA pacova bila je manja (p≤0,001) procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u 

CD8+ T-limfocitima nego u odgovarajućim kulturama mladih DA pacova, dok u 

kontrolnim kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine starih i mladih AO 

pacova nije bilo promene u zastupljenosti ovih ćelija (Slika 14B). Nije bilo razlike u 

procentualnoj zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim 

kulturama starih pacova (Slika 14B). Procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD8+ 

T-limfocitima u MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine bila je veća 

(p≤0,001) nego u odgovarajućim kontrolnim kulturama (Slika 14B). U MBP+ 

kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine mladih DA pacova bila je veća 

(p≤0,001) zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima nego u odgovarajućim 

kulturama mladih AO pacova (Slika 14B). Starenje je uticalo na promenu u 

zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u suprotnom smeru u MBP+ 

kulturama DA i AO pacova. Kod DA pacova starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,05) 

zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama, dok je kod AO 

pacova starenje dovelo do povećanja (p≤0,001) zastupljenosti ovih ćelija u 

odgovarajućim kulturama (Slika 14B). Posledično, manja procentualna zastupljenost 

IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima utvrđena je u MBP+ kulturama mononuklearnih 

ćelija kičmene moždine starih DA pacova nego u odgovarajućim kulturama starih AO 

pacova (Slika 14B). Procentualno povećanje IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima bilo 

je izraženije (p≤0,01) u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine mladih DA pacova u 

odnosu na ono utvrđeno u odgovarajućim kulturama mladih AO pacova (Slika 14B). 

Starenje nije dovelo do promene u procentualnom povećanju zastupljenosti IFN-γ+ 

ćelija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine DA pacova 

(Slika 14B). Procentualno povećanje zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima 
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u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine starih AO pacova bilo je izraženije 

(p≤0,001) nego u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine mladih AO pacova  (Slika 

14B). U MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine starih pacova utvrđeno je izraženije 

(p≤0,05) procentualno povećanje IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u kulturama 

starih AO pacova nego u odgovarajućim kulturama starih DA pacova (Slika 14B). 
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Slika 14. Uticaj starenja na zastupljenost MBP specifičnih CD8+ T-limfocita u kičmenoj 

moždini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski 
konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17 i (Panel B) IFN-γ u CD8+ T-
limfocitima kičmene moždine kultivisanih preko noći (levo) bez MBP-a (kontrole) i (desno) sa MBP-om 
(MBP+ kulture) (detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). Histogrami prikazuju (gornji) 
procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-17+ ćelija i (Panel B) IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima 

kičmene moždine u kontrolnim i MBP+ kulturama i (donji) (Panel A) procenat povećanja zastupljenosti 
IL-17+ i (Panel B) IFN-γ+ ćelija u MBP+ kulturama u odnosu na zastupljenost ovih ćelija u kontrolnim 
kulturama. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+ 
ćelija u MBP+ kulturama [F(1,8)=13.26; p≤0.01] i IFN-γ+ ćelija u kontrolnim [F(1,8)=7.613; p≤0.05] i 
MBP+ kulturama [F(1,8)=13.26; p≤0.01], kao i za procenat povećanja zastupljenosti IL17+ [F(1,8)= 91.7; 

p≤0.001] i IFN-γ+ [F(1,8)=25.67; p≤0.001] ćelija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama u odnosu na 
kontrolne kulture. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. + MBP+ kulture vs kontrolne kulture; + p≤0.05; 
+++ p≤0.001. 

 

Imajući u vidu da CD8+ T-limfociti koji sintetišu IFN-γ mogu da produkuju i 

granzime i perforin (Vukmanovic-Stejic i sar., 2000), i tako doprinesu razvoju lezija 

CNS-a u EAE-u, analizirana je procentualna zastupljenost ćelija koje sintetišu granzim 

B (granzim B+) u subpopulaciji CD8+ T-limfocita. Nađena je veća (p≤0,001) 

procentualna zastupljenost ovih ćelija kod mladih DA u odnosu na mlade AO pacove 

(Slika 15). Starenjem je došlo do smanjenja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita DA pacova, a povećanja njihove procentualne 

zastupljenosti (p≤0,001) u ovoj subpopulaciji T-limfocita AO pacova (Slika 15). 

Međutim, procentualna zastupljenost ovih ćelija je ipak ostala veća (p≤0,001) u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita starih DA pacova nego u ovoj subpopulaciji starih AO 

pacova (Slika 15). 

 

Slika 15. Uticaj starenja na zastupljenost granzim B+ ćelija u CD8+ T-limfocitima 

izolovanih iz kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju granzim B vs TCRαβ imunocitohemijsko bojenje 

CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova. Granzim B+TCRαβ+ ćelije su 
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uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost granzim B+ ćelija u CD8+ 
T-limfocitima izolovanim iz kičmene moždine imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata 
starenja i soja za procentualnu zastupljenost granzim B+ ćelija [F(1,20)=798.6; p≤0.001] u CD8+ T-
limfocitima kičmene moždine. *** p≤0,001. 

4.2.4. Uticaj starenja na zastupljenost i funkcijske karakteristike subpopulacija limfocita 

sa protektivnim ulogom u patogenezi EAE u kičmenoj moždini DA i AO pacova 

izolovanih u efektorskoj fazi bolesti 

U sledećem koraku ispitivana je zastupljenost limfocita sa protektivnom ulogom 

– CD25+Foxp3+T-ćelija i NK ćelija u imunopatogenezi EAE-a u kičmenoj moždini 

mladih i starih pacova DA i AO soja. 

 

4.2.4.1. Uticaj starenja na zastupljenost T-limfocita regulatornog CD25+Foxp3+ 

fenotipa u kičmenoj moždine DA i AO pacova  

Marker kako prirodnih, tako i inducibilnih regulatornih T-ćelija kod pacova jeste 

transkripcioni faktor Foxp3 (Fontenot i sar., 2005). Imajući u vidu da je pokazana 

akumulacija Foxp3+ ćelija u kičmenoj moždini pacova, kod kojih je indukovan akutni 

monofazni oblik EAE-a (Almolda i sar., 2011), kao i značaj njihove funkcije u razvoju 

EAE-a (McGeachy i sar., 2005), ispitana je zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ T-

limfocita. Takođe, s obzirom na to da je ukazano i na značaj CD8+CD25+Foxp3+ T-

limfocita za razvoj bolesti i težinu kliničke slike EAE-a (Sinha i sar., 2014), određena je 

i njihova zastupljenost u kičmenoj moždini DA i AO pacova. 

U mononuklearnim ćelijama izolovanim iz kičmene moždine pacova u 

efektorskoj fazi EAE-a, ispitana je procentualna zastupljenost ćelija regulatornog 

CD25+Foxp3+ fenotipa u subpopulaciji CD4+ T-limfocita sveže izolovanih iz kičmene 

moždine pacova DA i AO soja, kao i njihov broj. Kod mladih pacova veća (p≤0,001) 

procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija bila je u ovoj subpopulaciji DA pacova 

u odnosu na AO pacove (Slika 16A). Starenje je imalo suprotan efekat na zastupljenost 

ovih ćelija kod DA i AO pacova. Starenjem je došlo do smanjenja (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita DA pacova, a 

povećanja (p≤0,001) u ovoj subpopulaciji AO pacova (Slika 16A). Bez obzira na 

suprotan smer promena u procentualnoj zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD4+ 
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T-limfocita DA i AO pacova, njihova zastupljenost je ostala veća (p≤0,001) u ovoj 

subpopulaciji starih DA pacova (Slika 16A). 
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Slika 16. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ i CD8+ Treg limfocita i njihov međusobni 

odnos u kičmenoj moždini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju (Panel A) CD25 vs Foxp3 imunocitohemijsko 
bojenje CD4+ T-limfocita kičmene moždine (CD25+Foxp3+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), 
(Panel B) CD25 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje CD8+ T-limfocita kičmene moždine 
(CD25+Foxp3+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), i (Panel D) imunocitohemijsko bojenje IL-10+ 

ćelija u okviru CD8+CD25+Foxp3+ ćelija kičmene moždine imunizovanih DA i AO pacova (IL10+ 
ćelije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu zastupljenost 
CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita (levo) i ukupan broj CD4+CD25+Foxp3+ ćelija 
izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih životinja (desno), (Panel B) procentualnu zastupljenost 
CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD8+ T-limfocita (levo) i ukupan broj CD8+CD25+Foxp3+ ćelija 
izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih životinja (desno), (Panel C) količnik broja CD4+ i CD8+ 

Treg i (Panel D) procentualnu zastupljenost IL-10+ ćelija u okviru CD8+ CD25+Foxp3+ ćelija 
izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata 
starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u okviru CD4+ [F(1,20)=511.1; p≤0,001] 
i CD8+ [F(1,20)=58,84; p≤0.001] T-limfocita, količnik CD4+/CD8+ Treg [F(1,20)=228,1; p≤0,001] i 
procentualnu zastupljenost IL-10+ ćelija u CD8+CD25+Foxp3+ ćelija [F(1,20)=35,03; p≤0.001]. * p≤0.05; 

** p≤0.01; *** p≤0.001. 

 

Analizirana je i procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u subpopulaciji 

CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine DA i AO pacova. Nije bilo razlike u 

procentualnoj zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita izolovanih iz 

kičmene moždine  mladih DA i AO pacova (Slika 16B). Starenje je dovelo do 

povećanja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita pacova oba soja, ali je ovo povećanje bilo izraženije kod AO pacova (Slika 

16B). Posledično, njihova procentualna zastupljenost je bila manja (p≤0,001) u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita starih DA pacova nego u ovoj subpopulaciji starih AO 

pacova (Slika 16B). 

Veći (p≤0,001) broj CD4+CD25+Foxp3+, kao i CD8+CD25+Foxp3+ T-ćelija, 

izolovan je iz kičmene moždine mladih DA pacova u odnosu na broj ovih ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine mladih AO pacova (Slika 16A,B). Kod DA pacova 

starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) broja CD4+CD25+Foxp3+ i 

CD8+CD25+Foxp3+ T-ćelija, dok je kod AO pacova uticalo na povećanje (p≤0,01) 

broja CD4+CD25+Foxp3+ T-ćelija, ali nije imalo uticaja na broj CD8+CD25+Foxp3+ 

T-ćelija (Slika 16A,B). Veći broj CD4+CD25+Foxp3+ (p≤0,001) i 

CD8+CD25+Foxp3+ T-ćelija (p≤0,05) izolovan je iz kičmene moždine starih DA 

pacova nego starih AO pacova (Slika 16A,B). 
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Na osnovu ukupnog broja CD4+CD25+Foxp3+ i CD8+CD25+Foxp3+ T-ćelija 

u suspenzijama mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih 

pacova, izračunat je njihov odnos. Ovaj odnos je kod mladih pacova bio manji 

(p≤0,001) kod DA nego kod AO pacova, dok je kod starih DA pacova bio veći (p≤0,05) 

nego kod starih AO pacova (Slika 16C). Ovakva promena odnosa CD4+/CD8+ T 

regulatornih ćelija u kičmenoj moždini imunizovanih pacova reflektovala je manje 

izraženo povećanje (p≤0,001) broja regulatornih CD8+ T-ćelija starenjem kod DA nego 

kod AO pacova (Slika 16C). 

Imajući u vidu da je pokazano da CD8+CD25+Foxp3+ T-limfociti svoju 

regulatornu funkciju ostvaruju delom posredstvom IL-10 koji sintetišu (Noble i sar., 

2006), ispitana je i procentualna zastupljenost ćelija koje sintetišu IL-10 u okviru 

subseta CD8+CD25+Foxp3+ T-limfocita. Analiza je pokazala veću (p≤0,05) 

procentualnu zastupljenost ćelija koje sintetišu IL-10 u okviru ovog subseta ćelija 

mladih DA pacova u odnosu na mlade AO pacove (Slika 16D). Starenje nije imalo 

uticaja na procentualnu zastupljenosti ovih ćelija u okviru subseta CD8+CD25+Foxp3+ 

T- limfocita DA pacova, ali je kod AO pacova dovelo do povećanja (p≤0,001) njihove 

procentualne zastupljenosti (Slika 16D). Procentualna zastupljenost ćelija koje sintetišu 

IL-10 bila je manja (p≤0,01) u subsetu CD8+CD25+Foxp3+ T-limfocita starih DA nego 

u ovom subsetu ćelija starih AO pacova (Slika 16D). 

 

4.2.4.2. Uticaj starenja na zastupljenost NK ćelija u kičmenoj moždini DA i AO pacova 

i njihove fenotipske karakteristike  

Imajući u vidu podatke koji impliciraju ulogu NK ćelija koje eksprimiraju 

CX3CR1 molekul u ograničavanju inflamacije u kičmenoj moždini miševa kod kojih je 

indukovan EAE (Huang i sar., 2006; Hertwig i sar., 2016), ispitana je i njihova 

zastupljenost u kičmenoj moždini pacova oba soja.  

Rezultati su pokazali da su procentualna zastupljenost NK ćelija, kao i njihov 

ukupni broj, veći (p≤0,001) u populaciji mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene 

moždine mladih DA pacova u poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 17A). Starenje 

je uticalo na smanjenje (p≤0,001) kako procentualne zastupljenosti NK ćelija, tako i 

njihovog ukupnog broja, u populaciji mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene 
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moždine DA pacova (Slika 17A). Kod AO pacova starenje je dovelo do povećanja 

(p≤0,05) ukupnog broja NK ćelija koje infiltriraju kičmenu moždinu, ali nije imalo 

uticaja na njihovu procentualnu zastupljenost u suspenziji mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine (Slika 17A). Kod starih DA pacova bila je veća 

(p≤0.001) i procentualna zastupljenost i ukupni broj NK ćelija u populaciji 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine nego u ovoj populaciji ćelija AO pacova (Slika 

17A). 
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Slika 17. Uticaj starenja na broj NK ćelija i njihove fenotipske karakteristike, i na količnik 

ukupnog broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ćelija u kičmenoj moždini DA i AO pacova u 

efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju 

(Panel A) imunocitohemijsko bojenje CD161+ ćelija u okviru CD8+TCR- ćelija kičmene moždine 
(CD161+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), (Panel B) imunocitohemijsko bojenje CX3CR1+ ćelija 
u okviru NK ćelija kičmene moždine (CX3CR1+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), (Panel C) 

imunocitohemijsko bojenje granzim B+ ćelija u okviru NK ćelija kičmene moždine imunizovanih pacova 

(granzim B+ ćelije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu 
zastupljenost CD161+CD8+TCRαβ- NK ćelija u okviru mononuklearnih ćelija (levo) i ukupan broj 
CD161+CD8+TCRαβ- NK ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih životinja (desno), (Panel  

B) procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru NK ćelija (levo) i ukupan broj CX3CR1+ NK 
ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih životinja (desno), (Panel C) procentualnu 
zastupljenost granzim B+ ćelija u okviru NK ćelija i (Panel D) broj Foxp3-CD4+ ćelija (Foxp3-CD4+ 

ćelije izdvojene su kao što je ilustrovano na slici 6) izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih 
životinja (levo) i količnik broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ćelija kičmene moždine imunizovanih DA 
i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za (A) procentualnu zastupljenost 
CD161+CD8+TCRαβ- NK ćelija u okviru mononuklearnih ćelija [F(1,20)=20,92; p≤0,001] i broj 
CD161+CD8+TCRαβ- NK ćelija izolovanih iz kičmene moždine [F(1,20)=132,6; p≤0,001], (B) 

procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru NK ćelija [F(1,20)=74,54; p≤0,001] i broj CX3CR1+ 
NK ćelija [F(1,20)=108; p≤0,001], (D) količnik ukupnog broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ćelija 
[F(1,20)=123,7; p≤0,001]. * p≤0.05; *** p≤0.001. 

 

U okviru NK ćelija izolovanih iz kičmene moždine mladih DA pacova utvrđena 

je veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija u poređenju sa mladim 

AO pacovima (Slika 17B). Takođe, i veći (p≤0,001) broj CX3CR1+ NK ćelija je 

izolovan iz kičmene moždine mladih DA pacova nego mladih AO pacova (Slika 17B). 

Starenje je uticalo na povećanje (p≤0.001) procentualne zastupljenosti CX3CR1+ ćelija 

u okviru NK ćelija izolovanih iz kičmene moždine DA pacova, ali je manje (p≤0.001) 

ovih ćelija izolovano iz kičmene moždine starih nego mladih DA pacova (Slika 17B). 

Kod AO pacova starenje je dovelo do povećanja (p≤0.001) procentualne zastupljenosti 

CX3CR1+ ćelija u populaciji NK ćelija, ali nije imalo uticaja na broj ovih ćelija (Slika 

17B). U kičmenoj moždini starih DA pacova nađena je veća (p≤0,001) zastupljenost 

CX3CR1+ ćelija u okviru NK ćelija, kao i veći (p≤0,001) broj ovih ćelija , nego u 

kičmenoj moždini starih AO pacova (Slika 17B). 

S obzirom na to da je pokazano da NK ćelije koje eksprimiraju CX3CR1, 

delujući citotoksično na efektorske ćelije koje infiltriraju kičmenu moždinu (Hertwig i 

sar., 2016), imaju ključnu ulogu u smanjenju neurološkog oštećenja u EAE-u (Huang i 

sar., 2006, Hertwig i sar., 2016), ispitana je procentualna zastupljenost ćelija koje 

sintetišu granzim B u okviru populacije NK ćelija izolovanih iz kičmene moždine 

imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. Mladi AO pacovi su imali manju (p≤0,001) 
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zastupljenost ovih ćelija u okviru populacije NK ćelija (Slika 17C). Starenjem se 

procentualna zastupljenost ovih ćelija povećala (p≤0,001) kod pacova oba soja (Slika 

17C). Međutim, kod starih DA pacova nađena je veća (p≤0,001) procentualna 

zastupljenost granzim B + ćelija u okviru populacije NK ćelija u odnosu na stare AO 

pacove (Slika 17C). 

Imajući u vidu ulogu CX3CR1+ NK ćelija u ograničavanju neuroinflamacije  

(Hertwig i sar., 2016), određivan je broj konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita i 

analiziran odnos broja konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita i CX3CR1+ NK ćelija 

u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine. 

Broj Foxp3-CD4+ T-limfocita bio je veći (p≤0,001) kod mladih DA pacova 

nego kod mladih AO pacova (Slika 17D). Manje (p≤0,001) Foxp3-CD4+ T-limfocita 

izolovano je iz kičmene moždine starih nego mladih DA pacova, ali više (p≤0,001) iz 

kičmene moždine starih nego mladih AO pacova (Slika 17D). Broj ovih ćelija se nije 

razlikovao u kičmenoj moždini starih DA i AO pacova (Slika 17D). 

Količnik broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ćelija bio je manji (p≤0,001) u 

kičmenoj moždini mladih DA u odnosu na mlade AO pacove (Slika 17D). Starenje je 

uticalo na smanjenje ovog količnika kod DA (p≤0,05) pacova, ukazujući na efikasniju 

kontrolu encefalitogenih CD4+ T-limfocita od strane NK ćelija kod starih DA pacova. 

Ovaj količnik se starenjem smanjivao (p≤0,001) i kod AO pacova, ali je ipak kod starih 

AO pacova on ostao veći (p≤0,001) nego kod starih DA pacova (Slika 17D), što je 

impliciralo efikasniju kontrolu efektorskih CD4+ T-limfocita od strane NK ćelija kod 

starih DA pacova u odnosu na stare AO pacove. 

 

4.2.5. Uticaj starenja na fenotipske karakteristike CD11b+ ćelija u kičmenoj moždini 

DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a  

Na osnovu površinske ekspresije CD11b molekula mogu se identifikovati ćelije 

urođene imunosti u CNS-u (Perry i Teeling, 2013), dok se na osnovu površinske 

ekspresije CD45 molekula mogu razdvojiti neaktivisane ćelije mikroglije, koje se 

karakterišu veoma niskim nivoom ekspresije CD45 (CD45+ ćelije) i aktivisane ćelije 

mikroglije, koje imaju veću površinsku ekspresiju CD45 (CD45++ ćelije) (Zhang i sar., 

2002; Almolda i sar., 2009). Aktivacija mikroglije karakteriše patogenezu kako EAE-a, 
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tako i multiple skleroze (Benveniste i sar., 1997). Njena uloga može biti dvojaka budući 

da je pokazano da aktivisana mikroglija može imati ulogu ne samo u reaktivaciji CD4+ 

T-limfocita (Murphy i sar., 2010), već i u ograničavanju oštećenja CNS-a i autoimunske 

neuroinflamacije (Goldmann i Prinz, 2013). Najviši nivo ekspresije CD45 (CD45+++ 

ćelije) pokazuju ćelije monocitnog porekla (inflamatorni makrofagi i dendritske ćelije), 

koje iz periferne krvi ulaze u kičmenu moždinu (Zhang i sar., 2002 Croxford i sar., 

2015a). Treba napomenuti da ovakvu ekspresiju može pokazati i jako aktivisana 

mikroglija (Greter i sar.,2015). 

Mladi DA pacovi imali su manju (p≤0,001) procentualnu zastupljenost CD11b+ 

ćelija u okviru mononuklearnih ćelija izolovanih iz kičmene moždine u poređenju sa 

mladim AO pacovima (Slika 18). Starenje je dovelo do povećanja (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti ovih ćelija kod pacova oba soja (Slika 18). Međutim, kao i 

kod mladih pacova, manja (p≤0,001) procentualna zastupljenost ovih ćelija nađena je 

kod starih DA u poređenju sa starim AO pacovima (Slika 18). 

 

Slika 18. Uticaj starenja na zastupljenost CD11b+ ćelija u mononuklearnim ćelijama 

kičmene moždine  DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a i na ekspresiju CD45 

molekula na ovim ćelijama. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski gustinski profili prikazuju 
imunocitohemijsko bojenje CD45+ ćelija u okviru CD11b+ ćelija kičmene moždine imunizovanih 
pacova. Histogrami prikazuju (gornji) procentualnu zastupljenost CD11b+ ćelija u okviru 
mononuklearnih ćelija kičmene moždine DA i AO pacova (levo) i procentualnu zastupljenost CD45+ 
ćelija u CD11b+ ćelijama (desno) i (donji) procentualnu zastupljenost CD45++ (levo) i CD45+++ (desno) 

ćelija u okviru CD11b+ ćelija kičmene moždine DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja 
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vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata 
starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD45+ [F(1,20)=52,71; p≤0,001], CD45++ [F(1,20)=9,6; 
p≤0,01] i CD45+++ [F(1,20)=61,01; p≤0,001] ćelija u CD11b ćelijama kičmene moždine imunizovanih 
pacova. *** p≤0.001. 

 

Kod mladih pacova procentualna zastupljenost CD45+ ćelija je bila manja 

(p≤0,001) u populaciji CD11b+ ćelija kičmene moždine DA pacova nego AO pacova 

(Slika 18). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) zastupljenosti CD45+ ćelija u 

populaciji CD11b+ ćelija kičmene moždine DA pacova, dok nije imalo uticaja na 

njihovu procentualnu zastupljenost u populaciji CD11b+ ćelija kičmene moždine AO 

pacova (Slika 18). Nije bilo razlike u zastupljenosti ovih ćelija u populaciji CD11b+ 

ćelija kičmene moždine starih DA i AO pacova (Slika 18) 

Procentualna zastupljenost CD45++ ćelija, koje većinski odgovaraju ćelijama 

aktivisane mikrogije (Zhang i sar., 2002; Almolda i sar., 2009), nije se razlikovala u 

populaciji CD11b+ ćelija kičmene moždine mladih pacova DA i AO soja (Slika 18). 

Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) zastupljenosti CD45++ ćelija u populaciji 

CD11b+ ćelija kičmene moždine pacova oba soja (Slika 18). Međutim, kod starih 

pacova značajno veća (p≤0.001) zastupljenost ovih ćelija otkrivena je u populaciji 

CD11b+ ćelija kičmene moždine AO pacova u odnosu na DA pacove (Slika 18). 

Značajno veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost CD45+++ ćelija, većinski 

inflamatorni monociti i dendritske ćelije (Zhang i sar., 2002), nađena je u populaciji 

CD11b+ ćelija kičmene moždine mladih DA pacova nego u ovoj populaciji mladih AO 

pacova (Slika 18). Starenje nije imalo uticaja na procentualnu zastupljenost ovih ćelija u 

populaciji CD11b+ ćelija kičmene moždine DA pacova, ali je dovelo do povećanja 

(p≤0,001) njihove procentualne zastupljenosti u ovoj populaciji ćelija AO pacova (Slika 

18). Posledično, procentualna zastupljenost CD45+++ ćelija bila je veća (p≤0,001) u 

populaciji CD11b+ ćelija starih DA nego AO pacova (Slika 18). 

 

4.2.5.1. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti CX3CR1+ ćelija u okviru 

ćelija mikroglije 

Pokazano je da je za protektivnu ulogu mikroglije u ograničavanju autoimunske 

neuroinflamacije ključna interakcija proteina fraktalkina (CX3CL1) i njegovog 
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receptora CX3CR1 eksprimiranog na ćelijama mikroglije (Cardona i sar., 2006; Lyons i 

sar., 2009; Zujovic i sar., 2000). Imajući u vidu i da ekspresija CX3CR1 na ćelijama 

mikroglije pre nego što je izvršena imunizacija životinja može imati reperkusije na 

dešavanja u CNS-u nakon indukcije EAE-a (Corona i sar., 2010; Ritzel i sar., 2015), 

ispitana je procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru mikroglije izolovane 

kako iz kičmene moždine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi bolesti, tako i iz 

kontrolnih neimunizovanih pacova odgovarajućeg uzrasta i soja.  

Bez obzira na uzrast, kod neimunizovanih pacova procentualna zastupljenost 

CX3CR1+ ćelija u okviru CD11b+CD45+/++ ćelija koje su izolovane iz kičmene 

moždine bila je manja (p≤0,001) kod AO nego DA pacova (Slika 19). Starenje je uticalo 

na smanjenje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija u okviru mikroglije kod 

neimunizovanih pacova oba soja (Slika 19). 

Sa indukcijom bolesti, kod mladih pacova i DA (p≤0,001) i AO (p≤0,05) soja je 

došlo je do smanjenja  procentualne zastupljenosti CX3CR1+ ćelija u populaciji 

CD11b+CD45+/++ ćelija, da bi se u efektorskoj fazi kod mladih DA pacova smanjenje 

(p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija nastavilo, dok se kod mladih AO 

pacova procentualna zastupljenost ovih ćelija nije menjala. (Slika 19). S obzirom na to 

da je ovo smanjenje bilo značajno manje izraženo kod mladih AO nego mladih DA 

pacova, posledično je u efektorskoj fazi bolesti zastupljenost ovih ćelija u okviru 

CD11b+CD45+/++ ćelija mikroglije bila veća (p≤0,05) kod AO nego kod DA pacova 

(Slika 19). Za razliku od mladih pacova, kod imunizovanih starih DA pacova 

zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru CD11b+CD45-/+ ćelija mikroglije se 

kontinuirano povećavala sa progresijom bolesti (p≤0,001 induktivna faza u poređenju sa 

neimunizovanim životinjama i p≤0,05 efektorska faza u poređenju sa induktivnom 

fazom) (Slika 19). U odnosu na neimunizovane životinje, kod imunizovanih starih AO 

pacova došlo je do blagog povećanja (p≤0,05) zastupljenosti CX3CR1+ ćelija u okviru 

CD11b+CD45+/++ ćelija mikroglije u induktivnoj fazi, dok u efektorskoj fazi nije bilo 

promene u zastupljenosti ovih ćelija u odnosu na induktivnu fazu (Slika 19). Stoga, u 

efektorskoj fazi, suprotno u odnosu na mlade pacove, kod starih pacova zastupljenost 

CX3CR1+ ćelija je bila veća (p≤0,001) u populaciji CD11b+CD45+/++ ćelija 

mikroglije DA nego u ovoj populaciji AO pacova (Slika 19). 
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Slika 19. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru ćelija 

mikroglije DA i AO pacova u induktivnoj i efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski gustinski profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CX3CR1+ ćelija u okviru 

CD11b+CD45+/++ ćelija (izdvojenih kao što je ilustrovano na slici 18) izolovanih iz kičmene moždine 
(gornji) DA i (donji) AO pacova i (levi) mladih i (desni) starih imunizovanih i neimunizovanih pacova. 
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru CD11b+CD45+/++ ćelija 
kičmene moždine imunizovanih i neimunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja 
za procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ćelija u okviru CD11b+CD45+/++ ćelija [F(1,20)=234,6; 

p≤0,001] izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. * p≤0.05; *** p≤0.001. 
a AO vs DA pacovi odgovarajućeg uzrasta, b stari vs mladi pacovi odgovarajućeg soja, c induktivna faza 
EAE-a vs neimunizovani pacovi, d efektorska faza vs induktivna faza EAE-a. 

 

4.2.5.2. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti ćelija koje sintetišu IL-1β 

u okviru mikroglije 

S obzirom na to da je pokazano da je za neuroprotektivni uticaj mikroglije 

ključna nishodna regulacija sinteze IL-1β (Bhaskar i sar., 2010), ispitana je sinteza IL-

1β u CD11b+CD45+/++ ćelijama kičmene moždine. Kod mladih pacova veća (p≤0,001) 

procentualna zastupljenost ćelija koje su sintetisale IL-1β detektovana je u mikrogliji 

DA pacova  nego u mikrogliji AO pacova (Slika 20A). Starenje je uticalo na smanjenje 
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(p≤0,001) zastupljenosti ovih ćelija u mikrogliji DA pacova, dok je dovelo do povećanja 

(p≤0,001) njihove zastupljenosti u mikrogliji AO pacova (Slika 20A). Posledično, 

manja (p≤0,001) zastupljenost ćelija koje su sintetisale IL-1β bila je u mikrogliji starih 

DA pacova nego u mikrogliji starih AO pacova (Slika 20A). 

 

Slika 20. Uticaj starenja na zastupljenost ćelija koje sintetišu IL-1β u okviru mikroglije, 

fagocitnu sposobnost mikroglijalnih ćelija i ekspresiju iRNK za HO-1 i TGF-β u CD11b+ 

ćelijama mikroglije u kičmenoj moždini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. 
Reprezentativni protočno-citofluorometrijski profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-
1β+ ćelija, (Panel B) lateks+ ćelija, (Panel C) CD163+ ćelija i (Panel D) dekstran+ ćelija u okviru 
CD11b+CD45+/++ ćelija (izdvojenih kao što je ilustrovano na slici 18) DA i AO pacova u efektorskoj 
fazi EAE-a. Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-1β+ ćelija, (Panel B)  lateks+ 

ćelija, (Panel C) CD163+ ćelija i (Panel D) dekstran+ ćelija u okviru CD11b+CD45+/++ ćelija kičmene 
moždine imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). (Panel 

E) Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za HO-1 (levo) i TGF-β (desno) u CD11b+ mikroglijalnim 
ćelijama izdvojenim magnetnom separacijom (detaljnije objašnjeno u poglavlju Materijal i metode). 
Rezultati su izraženi kao 2–dCt vrednosti (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu 
interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-1β+ [F(1,20)=1772; p≤0,001], latex+ 

[F(1,20)=141,9; p≤0,001], CD163+ [F(1,20)=145,8; p≤0.001] i dextran+ [F(1,20)=240,1; p≤0,001] ćelija u 
CD11b+CD45+/++ ćelijama kičmene moždine imunizovanih pacova i za ekspresiju iRNK za HO-1 
[F(1,20)=126,6; p≤0,001] i TGF-β [F(1,20)=72,73; p≤0,001] u CD11b+ ćelijama mikroglije. *p≤0.05; 
**p≤0.01; ***p≤0.001. 
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4.2.5.3. Uzrasne i sojne razlike u fagocitnoj sposobnosti ćelija mikroglije 

Vezivanje CX3CL1 za receptor na ćelijama mikroglije podstiče fagocitnu 

sposobnost ovih ćelija (Huang i sar., 2016). Shodno ovom nalazu ispitana je i fagocitna 

sposobnost ćelija mikroglije izolovanih u efektorskoj fazi EAE korišćenjem čestica 

lateksa. Procentualna zastupljenost ćelija koje su fagocitovale čestice lateksa bila je 

veća (p≤0,05) u ćelijama mikroglije mladih DA pacova u poređenju sa ovom u ćelijama 

mikroglije mladih AO pacova (Slika 20B). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti ćelija mikroglije DA pacova koje su fagocitovale čestice 

lateksa (Slika 20B). Nasuprot ovome, procentualna zastupljenost ćelija koje su 

fagocitovale lateks bila je značajno manja (p≤0,001) u populaciji ćelija mikroglije starih 

u poređenju sa ćelijama mladih AO pacova (Slika 20B). Posledično, procentualna 

zastupljenost ovih ćelija bila je veća (p≤0,001) u mikrogliji starih DA pacova u 

poređenju sa ovom u mikrogliji starih AO pacova (Slika 20B). 

Podaci iz literature ukazuju na ushodnu regulaciju ekspresije CD163 molekula 

na fagocitujućim ćelijama (Zhang i sar., 2011), kao i na ključnu ulogu CD163+ ćelija 

mikroglije u ograničavanju neuroinflamacije u modelima akutnog EAE-a (Ahn et al., 

2012). Imajući ovo u vidu, ispitana je i procentualna zastupljenost CD163+ ćelija u 

okviru ćelija mikroglije izolovanih iz kičmene moždine pacova u efektorskoj fazi EAE. 

Kao što je očekivano (Zhang i sar., 2011), zastupljenost CD163+ ćelija u okviru 

mikroglije izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova pokazala je obrazac 

razlika sličan onom pokazanom za procentualnu zastupljenost ćelija koje su 

fagocitovale čestice lateksa. Dakle, kod mladih pacova oba soja nije bilo značajne 

razlike u procentualnoj zastupljenosti CD163+ ćelija u okviru ćelija mikroglije (Slika 

20C). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija 

mikroglije DA pacova (Slika 20C). S druge strane, starenje je dovelo do smanjenja 

(p≤0,01) njihove zastupljenosti u ćelijama mikroglije AO pacova (Slika 20C). U 

ćelijama mikroglije starih DA pacova nađena je veća (p≤0,001) zastupljenost CD163+ 

ćelija nego u ćelijama mikroglije starih AO pacova (Slika 20C). 

S obzirom na to da je pokazano da ćelije mikroglije koje pokazuju protektivni 

M2 fenotip eksprimiraju manozni receptor (Régnier-Vigouroux, 2003; Martinez i sar., 

2006), ispitano je i preuzimanje dekstrana endocitozom od strane ćelija mikroglije 
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izolovanih u efektorskoj fazi EAE-a. Kod mladih pacova uočeno je veće (p≤0,01) 

preuzimanje dekstrana od strane mikroglije AO pacova u odnosu na mikrogliju DA 

pacova (Slika 20D). Mikroglija starih DA pacova pokazala je veću (p≤0,001) 

sposobnost preuzimanja dekstrana u odnosu na mikrogliju mladih DA pacova (Slika 

20D). Suprotno ovome, mikroglija starih AO pacova imala je manju (p≤0,001) 

sposobnost preuzimanja dekstrana u poređenju sa mikroglijom mladih AO pacova 

(Slika 20D). Procenat ćelija koje su preuzele dekstran (dekstran+ ćelija) bio je veći 

(p≤0,001) među ćelijama mikroglije koje su izolovane iz kičmene moždine starih DA 

pacova nego iz kičmene moždine starih AO pacova (Slika 20D). 

 

4.2.5.4. Uzrasne i sojne razlike u ekspresiji iRNK za faktor transformacije rasta-beta 

(TGF-β) i hem-oksigenazu (HO)-1 u CD11b+ ćelijama mikroglije  

Pokazano je da mikroglija ograničava neuroinflamaciju ushodnom regulacijom 

nuklearnog faktora Nrf2 {engl. nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 }, koji dovodi 

do transkripcije gena koji kodira sintezu HO-1, enzima koji posreduje u rezoluciji 

inflamatornog procesa (Lastres-Becker i sar., 2014; Syapin, 2008). Smatra se da ključnu 

ulogu u smanjenju proinflamatornog fenotipa mikroglije ima fraktalkin/Nrf2/HO-1 

osovina (Lastres-Becker i sar., 2014). Imajući ovo u vidu, ispitana je ekspresija iRNK 

za HO-1 u CD11b+ ćelijama koje su izolovane magnetnom separacijom iz suspenzije 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih pacova. Ekspresija iRNK za 

HO-1 bila je veća (p≤0,001) u CD11b+ ćelijama izolovanim iz mononuklearnih ćelija 

kičmene moždine mladih AO pacova u poređenju sa onom u CD11b+ ćelijama kičmene 

moždine mladih DA pacova (Slika 20E). Starenje je imalo suprotan efekat na ekspresiju 

HO-1 u CD11b+ ćelijama DA i AO pacova. Naime, starenjem se povećavala (p≤0,001) 

ekspresija iRNK za HO-1 u CD11b+ ćelijama DA pacova, a smanjivala (p≤0.01) u 

ovim ćelijama AO pacova (Slika 20E). Ekspresija iRNK za HO-1 bila je veća (p≤0.001) 

u CD11b+ ćelijama starih DA pacova nego u ovim ćelijama AO pacova istog uzrasta 

(Slika 20E). 

Budući da tokom različitih inflamatornih procesa u CNS-u, TGF-β, indukujući 

ekspresiju CX3CR1 na ćelijama mikroglije, ima ključnu ulogu u postizanju tzv. 

„mirujućeg“ fenotipa ovih ćelija (Abutbul i sar., 2012; Wynne i sar., 2010), analizirana 
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je i ekspresija iRNK za TGF-β u CD11b+ ćelijama izolovanim iz suspenzije 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih pacova. Kod mladih pacova, 

veća (p≤0,01) ekspresija iRNK za TGF-β detektovana je u CD11b+ ćelijama 

izolovanim iz  kičmene moždine AO pacova nego DA pacova (Slika 20E). Starenje je, 

slično ekspresiji iRNK za HO-1, dovelo do ushodne regulacije (p≤0,001) ekspresije 

iRNK za TGF-β u CD11b+ ćelijama kičmene moždine DA pacova, a nishodne 

regulacije (p≤0,001) ekspresije iRNK za ovaj citokin u CD11b+ ćelijama kičmene 

moždine AO pacova (Slika 20E). Posledično, veća (p≤0,001) ekspresija iRNK za TGF-

β nađena je u CD11b+ ćelijama kičmene moždine starih DA pacova nego starih AO 

pacova (Slika 20E). 

 

4.3. Uticaj starenja na zadržavanje CD4+ T-limfocita u slezini DA i AO pacova 

imunizovanih u cilju indukcije EAE-a 

Imajući u vidu da se broj CD4+ T-limfocita koji su infiltrirali kičmenu moždinu 

razlikuje u zavisnosti od soja i uzrasta pacova, i da je pokazano da CD4+ T-limfociti 

specifični za neuroantigene, a indukovani u drenirajućem limfnom čvoru, pre ulaska u 

kičmenu moždinu prolaze kroz slezinu gde se mogu zadržati (Flügel i sar., 2001; 

Staykova i sar., 2002; Yang i sar., 2002; Tischner i sar., 2006 ), ispitana je zastupljenost 

aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini. 

Analiza ekspresije aktivacionog markera CD134 na CD4+ T-splenocitima 

izolovanim u efektorskoj fazi EAE-a pokazala je da je procentualna zastupljenost 

CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-splenocita mladih DA pacova bila veća 

(p≤0,001) nego u ovoj subpopulaciji mladih AO pacova. Starenje je kod oba soja 

pacova povećavalo (p≤0,001) zastupljenost ovih ćelija u okviru CD4+ T-splenocita 

(Slika 21). Procentualna zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-

splenocita starih DA pacova bila je veća (p≤0,001) nego u ovoj subpopulaciji starih AO 

pacova (Slika 21). Identičan obrazac uzrasnih i sojnih razlika pokazao je i broj 

CD134+CD4+ T-splenocita (Slika 21).  
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Slika 21. Starenje utiče na zastupljenost CD134+ T-limfocita u CD4+ T-limfocitima 

izolovanim iz kičmene moždine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju (levo) CD4 vs TCRαβ imunocitohemijsko bojenje 

mononuklearnih ćelija slezine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova (CD4+TCRαβ+ ćelije su 
uokvirene na svakom profilu) i (desno) imunocitohemijsko bojenje CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ 
T-splenocita mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. CD134+ ćelije su uokvirene na svakom 
profilu. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-
splenocita imunizovanih životinja i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-splenocita. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu 

interakciju efekata starenja i soja za ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=8,77; p≤0,01] u slezini imunizovanih 
životinja. *** p≤0,001. 

 

U sledećem koraku ispitana je ekspresija CD25+ u subsetu konvencionalnih 

Foxp3-CD4+ T-splenocita. Procentualna zastupljenost aktivisanih CD25+ ćelija u 

okviru ovog subseta CD4+ T-splenocita bila je veća (p≤0,001) kod mladih DA nego 

kod mladih AO pacova (Slika 22). Starenjem se procentualna zastupljenost ovih ćelija 

povećavala (p≤0.001) u subsetu Foxp3-CD4+ T-splenocita oba soja pacova. 

Procentualna zastupljenost CD25+ u subsetu Foxp3-CD4+ T-splenocita je kod starih 

DA pacova bila veća (p≤0.001) nego kod starih AO pacova (Slika 22). Sojne i uzrasne 

razlike u ukupnom broju CD25+Foxp3-CD4+ T-ćelija u slezini pratile su razlike u 

procentualnoj zastupljenosti CD25+ ćelija u Foxp3-CD4+ T-splenocitima (Slika 22). 
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Slika 22. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u okviru Foxp3-

CD4+ ćelija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz slezine DA i AO pacova 

u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (levo) 

prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija slezine (Foxp3-CD4+ ćelije 
su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ ćelija slezine 
(CD25+ ćelije uokvirene sun a svakom profilu). Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost 
CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz slezine imunizovanih mladih i starih DA i AO 
pacova i (desni) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz slezine. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju 

efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u subsetu CD4+Foxp3- splenocita 
imunizovanih DA i AO pacova [F(1,20)=8,21; p≤0,01] i za ukupan broj CD25+CD4+Foxp3- ćelija 
izolovanih iz slezina imunizovanih pacova [F(1,20)=140,3; p≤0,001]. *** p≤0,001. 

 

Imajući u vidu da iako se starenjem kod AO pacova procentualna zastupljenost 

aktivisanih ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita povećavala, kao i njihov 

broj u slezini, i infiltracija kičmene moždine CD4+ T-limfocitima se starenjem 

povećavala kod AO pacova i sledstveno su se javljali neurološki znaci bolesti, te se 

moglo pretpostaviti da povećano zadržavanje aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini 

nije značajno kompromitovalo povećanje osetljivosti AO pacova na indukciju EAE-a. S 

druge strane analiza ekspresije aktivacionih markera na CD4+ T-splenocitima DA 

pacova pokazala je da se starenjem kod ovih životinja povećavalo zadržavanje 
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aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini, te da bi taj mehanizam mogao da doprinese 

njihovom smanjenom ulasku u kičmenu moždinu i sledstveno manjoj osetljivosti na 

indukciju EAE-a. Shodno tome, u sledećoj fazi ispitivanja ispitivali smo mehanizme 

koji bi mogli da učestvuju u povećanju broja aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini DA 

pacova. 

 

4.3.1. Starenje povećava ekspresiju CD44 na CD4+ T-splenocitima 

Imajući u vidu da povećana ekspresija adhezivnog molekula CD44 na 

encefalitogenim T-limfocitima dovodi do povećanog zadržavanja ovih ćelija u slezini i 

na taj način ograničava njihovu migraciju u CNS (Yang i sar., 2002; Rigolio i sar., 

2008), ispitana je procentualna zastupljenost CD44+ ćelija u okviru subpopulacije 

CD4+ T-splenocita, kao i gustina ovog molekula na površini CD4+ T-splenocita 

izolovanih u efektorskoj fazi bolesti. Ekspresija CD44 molekula ispitivana je protočnom 

fluorocitometrijom nakon obeležavanja ovog molekula monoklonskim antitelom OX-49 

koje je bilo vezano za fluorohrom. Ovo antitelo reaguje sa glikoproteinom CD44H, koji 

se još označava i kao CD44s, a koji je eksprimiran na većini leukocita i čija se 

površinska ekspresija na T i B limfocitima povećava aktivacijom (Pure i Cuff, 2001; 

Baaten i sar., 2010). Ovo antitelo prepoznaje jedan epitop na standardnoj izoformi 

CD44 molekula (CD44s) kao i na varijantnoj izoformi (CD44v) (Camp i sar., 1991; van 

Weering i sar., 1993; Naor i sar., 2007). Ovo je važno budući da su CD44s i CD44v 

izoforme uključene u regulaciju migracije limfocita i njihovo preživljavanje (Camp i 

sar., 1991; van Weering i sar., 1993; Pure i Cuff, 2001; Baaten i sar., 2010). Imajući u 

vidu promene u MFI (Kamath i sar., 1998), starenjem se povećavala (p≤0,001) 

procentualna zastupljenost CD44+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-splenocita, kao i 

gustina ekspresije ovog molekula na CD44+CD4+ T-splenocitima (Slika 23). U skladu 

sa ovim nalazima ekspresija iRNK za CD44 bila je veća (p≤0,001) u CD4+ T-

splenocitima starih DA pacova u odnosu na mlade životinje istog soja (Slika 23). 
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Slika 23. Uticaj starenja na zastupljenost CD44+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita kod 

DA pacova na vrhuncu bolesti. Protočno-citofluorometrijski histogrami prikazuju 
imunocitohemijsko bojenje CD44+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita (izdvajani kao što je ilustrovano na 

slici 22) kod mladih i starih DA pacova na vrhuncu bolesti. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno) 
procentualnu zastzupljenost CD44+ ćelija u okviru CD4+ T-splenocita, srednji intenzitet fluorescence 
(MFI) za molekul CD44 na CD44+CD4+ T-splenocitima i ekspresiju iRNK za CD44 u CD4+ T-
splenocitima izdvojenim magnetnom separacijom (detaljnije opisano u poglavlju Materijal i metode). 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). **p≤0.01; ***p≤0.001. 

 

S obzirom na to da je pokazano da povećanje broja regulatornih 

CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocita u sekundarnim limfnim organima može bitno 

ograničiti infiltraciju CNS-a encefalitogenim T limfocitima (Tischner i sar., 2006), 

ispitana je procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u okviru subpopulacije 

CD4+ T-splenocita u efektorskoj fazi EAE-a, kao i njihov broj. Analiza je pokazala da 

se starenjem povećavala (p≤0,001) procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u 

okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita, kao i njihov broj u slezini (Slika 24). 

 

Slika 24. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ Treg u slezini kod DA pacova na vrhuncu 

bolesti. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju CD25 vs Foxp3 
imunocitohemijsko bojenje CD4+ T-splenocita (izdvajani kao što je ilustrovano na slici 22) kod mladih i 
starih DA pacova na vrhuncu bolesti (CD25+Foxp3+ ćelije uokvirene su na svakom profilu). Histogrami 
prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u CD4+ T-splenocitima i (desno) 

ukupan broj CD4+CD25+Foxp3+ ćelija izolovanih iz slezine mladih i starih DA pacova. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). ***p≤0.001. 
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4.4. Uticaj sojnih razlika na starenjem uslovljene promene fenotipskih i 

funkcijskih karakteristika mononuklearnih ćelija izolovanih iz drenirajućih 

limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a 

4.4.1. Uticaj starenja na ukupni broj CD4+ T-limfocita, njihov aktivacioni status i 

proliferaciju 

U sledećem koraku ispitvano je da li u izmenjenoj osetljivosti starih pacova na 

indukciju EAE-a u poređenju sa mladim životinjama istog soja učestvuju i promene u 

primarnom odgovoru na imunizaciju u drenirajućim limfnim čvorovima. 

Kod mladih pacova nije bilo razlike u broju mononuklearnih ćelija izolovanih iz 

drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova (Slika 25). Starenje nije imalo uticaja na 

promenu u ukupnom broju mononuklearnih ćelija kod DA pacova, ali jeste dovelo da 

porasta (p≤0,001) broja ovih ćelija kod AO pacova (Slika 25). Nije bilo značajne razlike 

u ukupnom broju mononuklearnih ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnim čvorovima 

starih DA i AO pacova (Slika 25). 

 

 

Procentualna zastupljenost CD4+ T-limfocita u okviru mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz limfnih čvorova imunizovanih životinja u induktivnoj fazi EAE-a bila je 

manja (p≤0,001) kod mladih AO pacova nego kod mladih DA pacova (Slika 26). 

Starenje je imalo suprotan efekat na procentualnu zastupljenost CD4+ T-limfocita u 

populaciji mononuklearnih ćelija pacova DA i AO soja (Slika 26). Kod DA pacova 

starenjem je došlo do smanjenja (p≤0,001), a kod AO pacova do povećanja (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti ovih ćelija (Slika 26). Nije bilo značajne razlike u 

procentualnoj zastupljenosti CD4+ T-limfocita u mononuklearnim ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova starih DA i AO pacova (Slika 26). 

Slika 25. Uticaj starenja na broj mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova DA i AO 

pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Histogram prikazuje broj 

mononuklearnih ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova 
mladih i starih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja 
za broj mononuklearnih ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih 
čvorova imunizovanih pacova [F(1,20)=8,98; p≤0.01]. *** 

p≤0,001. 
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Ukupan broj CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima bio je manji 

(p≤0,05) kod mladih AO pacova nego kod mladih DA pacova (Slika 26). Starenje nije 

uticalo na promenu ukupnog broja ovih ćelija kod DA pacova, dok je kod AO pacova 

dovelo do povećanja (p≤0,001) njihovog ukupnog broja u drenirajućim limfnim 

čvorovima (Slika 26). Ukupan broj CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim 

čvorovima starih DA i AO pacova nije se razlikovao (Slika 26). 

 

Slika 26. Starenje utiče na zastupljenost CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim 

čvorovima u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili 
prikazuju CD4 vs TCRαβ imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova 

mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. CD4+TCRαβ+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. 
Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD4+TCRαβ+ limfocita u mononuklearnim 
ćelijama drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj CD4+TCRαβ+ 
limfocita izolovan iz drenirajućih limfnih čvorova ovih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata 
starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD4+TCRαβ+ limfocita u mononuklearnim ćelijama 

kičmene moždine imunizovanih pacova. [F(1,20)=42,89; p≤0,001] i za ukupan broj ovih ćelija 
[F(1,20)=15,10; p≤0.001]. * p≤0,05; *** p≤0,001. 

 

Nije bilo značajne razlike u procentualnoj zastupljenosti aktivisanih CD134+ 

ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima 

mladih pacova DA i AO soja (Slika 27). Kod DA pacova starenje je dovelo do 

smanjenja (p≤0,01) njihove procentualne zastupljenosti subpopulaciji CD4+T-limfocita 

(Slika 27). Suprotno, kod AO pacova starenjem je došlo do povećanja (p≤0,001) 

njihove zastupljenosti (Slika 27). Posledično, procentualna zastupljenost ovih ćelija bila 

je manja (p≤0,001) kod starih DA pacova u odnosu na stare AO pacove (Slika 27). 

Kod mladih pacova ukupan broj aktivisanih CD134+CD4+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima bio je veći (p≤0,001) kod DA pacova u poređenju sa 
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AO pacovima (Slika 27). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,01) ukupnog broja ovih 

ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima DA pacova, dok je kod AO pacova dovelo do 

povećanja (p≤0,001) njihovog broja (Slika 27). Posledično, ukupan broj aktivisanih 

CD134+CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova bio je 

manji (p≤0,001) nego kod AO pacova (Slika 27). 

 

Slika 27. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita i ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovanih iz drenirajućih 

limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CD134 u subpopulaciji CD4+ T-

limfocita (koje su izdvojene kao što je ilustrovano na slici 26) drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih 
imunizovanih DA i AO pacova. CD134+ ćelije su uokvirene na svakom profilu. Histogrami prikazuju 
(levo) procentualnu zastupljenost CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih 
čvorova imunizovanih životinja i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovan iz drenirajućih 
limfnih čvorova ovih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu 

zastupljenost CD134+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita [F(1,20)=37,47; p≤0,001] i za ukupan broj ovih 
ćelija [F(1,20)=77,28; p≤0,001] u drenirajućim limfnim čvorovima imunizovanih životinja. ** p≤0,01; *** 
p≤0,001. 

 

Analiza aktivacionog statusa CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim 

čvorovima uključila je i ispitivanje ekspresije aktivacijskog molekula CD25 na subsetu 

konvencionalnih Foxp3- ćelija ove subpopulacije. Ova analiza je pokazala sličan 

obrazac uzrasno i sojno zavisnih razlika onom koji je opisan u ekspresiji CD134 

molekula na CD4+ T-limfocitima. Kod mladih pacova procentualna zastupljenost 

CD25+ ćelija u okviru subseta Foxp3-CD4+ T-limfocita bila je veća (p≤0,01) kod DA 

nego kod AO pacova (Slika 28). Starenjem se njihova procentualna zastupljenost 

smanjivala (p≤0,01) kod DA pacova, a povećavala (p≤0,01) kod AO pacova (Slika 28). 

Posledično, procentualna zastupljenost CD25+ ćelija u okviru Foxp3-CD4+ subseta T-
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limfocita bila je manja (p≤0,001) kod starih DA u odnosu na stare AO pacove (Slika 

28). 

Ukupan broj aktivisanih konvencionalnih CD25+Foxp3-CD4+ T-limfocita bio je 

veći (p≤0,001) u drenirajućim limfnim čvorovima mladih DA pacova u poređenju sa 

AO pacovima istog uzrasta (Slika 28). Starenjem se ukupan broj ovih ćelija kod DA 

pacova smanjivao (p≤0,001), dok se kod AO pacova povećavao (p≤0,001) (Slika 28). 

Posledično, ukupan broj ovih ćelija je stoga bio manji (p≤0.01) kod starih DA u odnosu 

na stare AO pacove (Slika 28). 

 

Slika 28. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u okviru Foxp3-

CD4+ ćelija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih 

čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski 
tačkasti profili (levo) prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ćelija 
drenirajućih limfnih čvorova (Foxp3-CD4+ ćelije su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje 
CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-CD4+ ćelija drenirajućih limfnih čvorova (CD25+ ćelije uokvirene su na 
svakom profilu). Histogrami prikazuju (levi) procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u subsetu Foxp3-

CD4+ ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih mladih i starih DA i AO pacova i 
(desni) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ćelija izolovan iz drenirajućih limfnih čvorova ovih životinja. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala 
je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD25+ ćelija u subsetu 
CD4+Foxp3- ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih DA i AO pacova [F(1,20)=29,54; p≤0,001] i 
za ukupan broj CD25+CD4+Foxp3- ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima [F(1,20)=155; p≤0,001]. * 

p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 
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Budući da svi aktivisani CD4+ T-limfociti neće proliferisati (Laouar i Crispe, 

2000; Sojka i sar., 2008), ispitivanja su nastavljena analizom njihove proliferacije u 

kulturi ćelija drenirajućih limfnih čvorova u bazalnim uslovima (u odsustvu bilo kakvog 

poznatog stimulatora-kontrolne kulture), kao i u odgovoru na stimulaciju mitogenom-

ConA (ConA+ kulture) i neuroantigenom-MBP-om (MBP+ kulture). U odgovoru na 

stimulaciju i mitogenom i neuroantigenom proliferacija CD4+ T-limfocita u svim 

kulturama drenirajućih limfnih čvorova bila je veća (p≤0,001) u odnosu na 

odgovarajuće kontrolne kulture (kulture ćelija drenrajućih limfnih čvorova izolovanih iz 

životinja istog soja i uzrasta) (Slika 29). 

U ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova 

nađena je veća (p≤0,001) procentualna zastupljenost proliferišućih ćelija u okviru CD4+ 

T-limfocita u poređenju sa kulturama ovih ćelija mladih AO pacova (Slika 29). 

Poređenje kultura ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih pacova pokazalo je 

da se starenjem smanjuje proliferacija CD4+ T-limfocita i DA (p≤0,001) i AO (p≤0,05) 

pacova (Slika 29). Procentualna zastupljenost proliferišućih ćelija u CD4+ T-

limfocitima bila je veća (p≤0,01) u ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova starih DA nego starih AO pacova (Slika 29). Analiza procentualnog povećanja  

zastupljenosti proliferišućih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama 

u odnosu na kontrolne kulture pokazala je da je ono bilo veće (p≤0,001) u kulturama 

ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova nego mladih AO pacova (Slika 

29). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) procentualnog povećanja zastupljenosti 

proliferišućih ćelija u okviru CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama u odnosu na 

kontrolne kulture ćelija izolovanih iz pacova oba soja, ali je ono ostalo veće (p≤0,001) u 

ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih DA pacova u poređenju sa 

ConA+ kulturama ovih ćelija izolovanih iz starih AO pacova (Slika 29). 

Proliferacija CD4+ T-limfocita u kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova 

ispitana je i u odgovoru na MBP. Slično kao u ConA+ kulturama ćelija  drenirajućih 

limfnih čvorova, u MBP+ kulturama ovih ćelija mladih DA pacova procenat 

proliferišućih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita bio je veći (p≤0.001) nego u 

odgovarajućim kulturama mladih AO pacova (Slika 29). Uporedna analiza proliferacije 

CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova pokazala je da 

je, za razliku od ConA+ kultura, proliferacija CD4+ T-limfocita bila uporediva u 
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kulturama ćelija mladih i starih AO pacova (Slika 29). Međutim, u MBP+ kulturama 

ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih DA pacova procentualna zastupljenost 

proliferišućih ćelija u okviru CD4+ T-limfocita bila je manja (p≤0,001) nego u 

odgovarajućim kulturama mladih pacova ovog soja (Slika 29). Kao u ConA+ kulturama, 

procentualna zastupljenost proliferišućih ćelija u CD4+ T-limfocitima bila je veća 

(p≤0,001) u kulturama starih DA pacova nego u odgovarajućim kulturama starih AO 

pacova (Slika 29). Procentualno povećanje zastupljenosti proliferišućih ćelija u okviru 

CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova u odnosu na 

ono u kontrolnim kulturama bilo je veće (p≤0,001) u MBP+ kulturama mladih DA 

pacova nego mladih AO pacova (Slika 29). Takođe, ono je bilo veće (p≤0,001) u MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova nego odgovarajućim 

kulturama starih DA pacova, dok nije bilo značajne razlike u njegovoj vrednosti u 

MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih AO pacova (Slika 

29). Posledično, veće (p≤0,001) procentualno povećanje zastupljenosti proliferišućih 

ćelija u okviru CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih čvorova u 

odnosu na kontrolne kulture bilo je u MBP+ kulturama ćelija starih DA pacova nego u 

MBP+ kulturama starih AO pacova (Slika 29). 
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Slika 29. Uticaj starenja na zastupljenost proliferišućih ćelija u okviru CD4+ T-limfocita u 

kulturi ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih DA i AO pacova.  (Panel A) 

Protočni-citofluorometrijski histogram prikazuje strategiju za izdvajanje (“gejtovanje”) ćelija u S+G2/M 
fazi ćelijskog ciklusa, detektovanih bojenjem nuklearnom bojom 7-AAD (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode), u okviru CD4+ limfocita (izdvojenih kao što je ilustrovano na desnom protočno -

citofluorometrijskom tačkastom profilu). Levi protočno-citofluorometrijski tačkasti profil prikazuje 
eliminaciju ćelijskog debrija i dubleta. (Panel B,C) Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost 
proliferišućih ćelija (ćelija u S+G2/M fazi ćelijskog ciklusa) u okviru CD4+ limfocita u (Panel B,C) 

kulturama drenirajućih limfnih čvorova bez dodatog stimulatora i u (Panel B) ConA i (Panel C) MBP-
om stimulisanim kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih DA i AO pacova. (Panel 

B,C umetak) Histogrami prikazuju procenat povećanja zastupljenosti proliferišućih ćelija u subpopulaciji 

CD4+ T-limfocita u (Panel B) ConA+ i (Panel C) MBP+ kulturama u odnosu na kontrolne kulture ćelija 
drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 
± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i 
soja za (Panel B) procent zastupljenosti proliferišućih ćelija u okviru CD4+ limfocita u ConA+ kulturama 
[F(1,20)=17,78; p≤0,001] i procenat povećanja proliferišućih ćelija [F(1,20)=27,39; p≤0,001] i (Panel C) 

procent zastupljenosti proliferišućih ćelija u okviru CD4+ limfocita u MBP+ kulturama [F(1,20)=173,1; 

p≤0,001] i procenat povećanja proliferišućih ćelija [F(1,20)=18,39; p≤0,001] * p≤0,05; ** p≤0,01; *** 
p≤0,001.+ vs bazalna proliferacija u kulturama drenirajućih limfnih čvorova pacova odgovarajućeg 
uzrasta i soja. ++ p≤0,01; +++ p≤0,001. 
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4.4.2. Uticaj starenja na zastupljenost IL-17+ i IFN-γ+ u CD4+ T-limfocitima 

drenirajućih limfnih čvorova  

Imajući u vidu značaj IL-17+ (Komiyama i sar., 2006; Damsker i sar., 2010) i 

IFN-γ+ (Merrill i sar., 1992; Olsson, 1992; Sanvito i sar., 2010) CD4+ T-limfocita u 

razvoju EAE-a, ispitivana je ekspresija ova dva citokina u CD4+ T-limfocitima 

drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. 

Dobijeni rezultati su pokazali veću (p≤0,001) zastupljenost IL-17+ ćelija u 

subpopulaciji CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova nego 

mladih AO pacova (Slika 30A). Starenje je imalo suprotan efekat na procentualnu 

zastupljenost ovih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita DA and AO pacova, budući 

da se ona smanjila (p≤0,001) kod DA pacova, a povećala (p≤0,01) kod AO pacova  

(Slika 30A). Međutim, bez obzira na suprotan efekat starenja kod DA i AO pacova, kod 

starih DA pacova nađena je veća (p≤0,01) procentualna zastupljenost IL-17+ ćelija u 

subpopulaciji CD4+ T-limfocita nego kod starih AO pacova (Slika 30A). 

Ukupan broj IL-17+CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima bio je 

veći (p≤0,001) kod mladih DA pacova nego kod AO pacova istog uzrasta (Slika 30A). 

Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) ukupnog broja ovih ćelija kod DA pacova, 

ali je povećalo njihov broj (p≤0,001) kod AO pacova (Slika 30A). Posledično, ukupan 

broj IL-17+CD4+ T-limfocita se nije značajno razlikovao između starih DA i AO 

pacova (Slika 30A). 
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Slika 30. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz 

drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A) 

Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IL-17+ 

ćelija u okviru CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih imunizovanih DA i AO 
pacova. Unutarćelijska ekspresija citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom 
(detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). IL-17+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. 
Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-limfocitima drenirajućih 
limfnih čvorova imunizovanih životinja i (desno) ukupan broj IL17+CD4+ T-limfocita izolovan iz 
drenirajućih limfnih čvorova ovih životinja. (Panel B) Reprezentativni protočno-citofluorometrijski 

tačkasti profili prikazuju procentualnu zastupljenost IFN-γ+GM-CSF+ u IL-17+CD4+ T-limfocitima. 
IFN-γ+GM-CSF+ ćelije su uokvitene na svakom profilu. CD4+ T-limfociti su izdvojeni iz suspenzije 
mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova metodom magnetnog 
izdvajanja (detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode), a IL17+CD4+ T-limfociti su izdvojeni 
(“gejtovani”) kao što je ilustrovano na panelu A. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IL-
17+IFN-γ+GM-CSF+ u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz drenirajućih limfnih čvorova DA i AO 

pacova, a koja je izračunata na osnovu podataka o procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD4+ T-
limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u IL-17+ CD4+ T-limfocitima. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala 
je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u CD4+ T-
limfocitima [F(1,20)=52,09; p≤0,001], ukupan broj ovih ćelija [F(1,20)=241,6; p≤0,001] u drenirajućim 
limfnim čvorovima imunizovanih životinja i procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija 

[F(1,20)=51,26; p≤0,001] u CD4+ T-limfocitima drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova. * 
p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 
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Imajući u vidu, kao što je prethodno već rečeno, da najveći stepen patogenosti 

kod miša i čoveka pokazuju IL-17+CD4+ T-limfociti koji koeksprimiraju IFN-γ i GM-

CSF (El Behi i sar., 2011; Coddari i sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 

2015), ispitivana je zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u CD4+ T-

limfocitima. Procentualna zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u CD4+ T-

limfocitima izračunata je iz procentualne zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD4+ T-

limfocitima, kao i procentualne zastupljenosti IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u IL-17+CD4+ 

T-limfocitima. 

Kod mladih pacova DA soja utvrđena je veća (p≤0,001) zastupljenost trostruko 

pozitivnih IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita nego kod 

mladih AO pacova (Slika 30B). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) 

zastupljenosti ovih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita kod DA pacova, a 

povećavalo (p≤0,001) njihovu zastupljenost u ovoj subpopulaciji AO pacova (Slika 

30B). Stari DA pacovi imali su ipak veću (p≤0,05) procentualnu zastupljenost IL-

17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita nego stari AO pacovi (Slika 

30B). 

U sledećem koraku ispitivana je ekspresija iRNK za IL-1β, IL-6 i IL-23/p19, 

citokine koji, kao što je već prethodno navedeno, imaju ključnu ulogu u 

usmeravanju/održavanju diferencijacije Th17 limfocita (Ghoreschi i sar., 2010; 

McGeachy i sar., 2007; Zhou i sar., 2009). Njihova ekspresija bila je veća (p≤0,001) u 

ćelijama drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova nego u odgovarajućim 

ćelijama mladih AO pacova (Slika 31). Starenjem se ekspresija iRNK za ove citokine u 

ćelijama drenirajućih limfnih čvorova DA pacova smanjivala (p≤0.001 za IL-6 i 

IL23/p19; p≤0.05 za IL-1β) , dok je kod AO pacova došlo do povećanja (p≤0,01) 

ekspresije iRNK za IL-6 i IL-1β, a ekspresija iRNK za IL23/p19 nije se menjala (Slika 

31). Nije bilo razlike u ekspresiji iRNK za IL-1β u ćelijama drenirajućih limfnih 

čvorova starih DA i AO pacova (Slika 31). Međutim, ekspresija iRNK za IL-6 i 

IL23/p19 bila je veća (p≤0,001) u ćelijama drenirajućih limfnih čvorova starih DA 

pacova u poređenju sa njihovom ekspresijom u odgovarajućim ćelijama starih AO 

pacova (Slika 31). 
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Slika 31. Ekspresija iRNK za citokine značajne za polarizaciju Th17 ćelija u 

mononuklearnim ćelijama izolovanim iz drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u 

induktivnoj fazi EAE-a. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno) ekspresiju iRNK za IL-1β i IL-
6 i IL-23/p19 u monuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova. Rezultati su 

izraženi kao 2–dCt vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse 
pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za eksresiju iRNK IL-1β [F(1,26)=15,06; p≤0,001] i 
IL-6 [F(1,26)=30,82; p≤0,001]. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

Imajući u vidu podatke, koji ukazuju da bi IFN-γ mogao da ima značajnu 

modulatornu ulogu u razvoju EAE-a (Arellano i sar., 2015), ekspresija ovog citokina je 

ispitivana u CD4+ T-limfocitima drenirajućih limfnih čvorova AO i DA pacova oba 

uzrasta. Procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-

limfocita bila je veća (p≤0,001) u drenirajućim limfnim čvorovima mladih DA pacova u 

poređenju sa drenirajućim limfnim čvorovima AO pacova istog uzrasta (Slika 32). 

Starenje je u drenirajućim limfnim čvorovima DA pacova dovelo do smanjenja 

(p≤0,001) procentualne zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD4+T-limfocitima (Slika 32). 

Nasuprot ovome, starenjem se povećala (p≤0,001) procentualna zastupljenost ovih 

ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima AO pacova (Slika 32). Kao rezultanta ovih 

promena, kod starih pacova procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija bila je uporediva u 

CD4+ T-limfocitima drenirajućih limfnih čvorova AO i DA pacova (Slika 32). 

Ukupan broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima bio je 

veći (p≤0,001) kod mladih DA pacova nego kod mladih AO pacova (Slika 32). 

Starenjem se smanjivao (p≤0.01) ukupan broj ovih ćelija kod DA pacova (Slika 32). 

Suprotno ovome, starenjem se povećavao (p≤0,001) broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima AO pacova (Slika 32). Posledično, ukupan broj ovih 

ćelija nije se bitno razlikovao u drenirajućim limfnim čvorovima starih AO i DA pacova 

(Slika 32). 
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Imajući u vidu ključnu ulogu IL-12 u diferencijaciji Th1 limfocita (Prochazkova 

i sar., 2012) u ćelijama drenirajućih limfnih čvorova AO i DA pacova oba uzrasta 

kvantifikovana je ekspresija transkripta gena za IL-12. Ekspresija iRNK za IL-12/p35 u 

ćelijama drenirajućih limfnih čvorova mladih DA pacova bila je veća (p≤0,001) nego u 

drenirajućim limfnim čvorovima mladih AO pacova (Slika 32). Starenje je imalo 

suprotan efekat na ekspresiju iRNK za ovaj citokin, tako da se ona smanjivala (p≤0,001) 

u ćelijama DA pacova, a povećavala (p≤0,01) u ćelijama AO pacova (Slika 32). 

Posledično, nije bilo značajne razlike u ekspresiji iRNK za IL-12/p35 u ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova starih DA i AO pacova (Slika 32).  

 

Slika 32. Uticaj starenja na ekspresiju IFN-γ u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz 

drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A) 

Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-γ+ 
ćelija u okviru CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih imunizovanih DA i AO 
pacova. Unutarćelijska ekspresija citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom 
(detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). IFN-γ+ ćelije uokvirene su na svakom profilu. 

Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD4+ T-limfocitima drenirajućih 
limfnih čvorova imunizovanih životinja i (desno) ukupan broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita izolovan iz 
drenirajućih limfnih čvorova ispitivanih životinja. (Panel B) Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za 
IL12/p35, citokina značajnog za diferencijaciju Th1 ćelija, u mononuklearnim ćelijama drenirajućih 
limfnih čvorova imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Rezultati ekspresije iRNK za IFN-γ i IL12/p35 izraženi su kao 2–dCt vrednosti [n=6/grupa (mlade) i 

n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja 
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za procentualnu zastupljenost IFN-γ + ćelija u CD4+ T-limfocitima [F(1,20)=92,47; p≤0,001], ukupan broj 
ovih ćelija [F(1,20)=114,6; p≤0,001] u drenirajućim limfnim čvorovima imunizovanih životinja i ekspresiju 
iRNK za IL12/p35 [F(1,26)=86,78; p≤0,05] u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova 
imunizovanih pacova. ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

4.4.3. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ ćelija u 

subpopulaciji CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u 

induktivnoj fazi EAE-a 

Imajući u vidu delovanje CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocita na proliferaciju 

CD4+ T-limfocita, kao i na sintezu citokina od strane ovih ćelija (Sojka i sar., 2008; 

Schmidt i sar., 2012), ispitana je i procentualna zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ 

ćelija u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova oba 

uzrasta u induktivnoj fazi EAE-a.  

Kod mladih pacova oba soja nije bilo razlike u procentualnoj zastupljenosti 

CD4+CD25+Foxp3+ ćelija u mononuklearnim ćelijama izolovanim iz drenirajućih 

limfnih čvorova (Slika 33). Starenjem je došlo do blagog smanjenja procentualne  

zastupljenosti CD4+CD25+Foxp3+ ćelija u okviru mononuklearnih ćelija DA pacova, 

koje nije bilo statistički značajno. Kod AO pacova starenje je dovelo do povećanja 

(p≤0,01) njihove zastupljenosti u okviru mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova (Slika 33). Posledično, kod starih pacova veća (p≤0,01) procentualna 

zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ ćelija detektovana je u mononuklearnim ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova AO nego DA pacova (Slika 33). 

U narednom koraku ispitana je procentualna zastupljenost IL-10+ ćelija u 

CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima. Kod mladih pacova nije nađena razlika u 

zastupljenosti ovih ćelija (Slika 33). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,05) 

zastupljenosti IL-10+ ćelija u CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima kod DA pacova, ali 

nije dovelo do promene u njihovoj zastupljenosti kod AO pacova (Slika 33). 

Posledično, kod starih pacova veća (p≤0,05) zastupljenost IL-10+ ćelija u 

CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima nađena je kod DA pacova u poređenju sa AO 

pacovima (Slika 33). 
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Slika 33. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ Treg limfocita u drenirajućim limfnim 

čvorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski profili prikazuju (gornji tačkasti) CD25 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje CD4+ 
T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova (CD25+Foxp3+ ćelije su uokvirene na svakom profilu) i (donji 
konturni) imunocitohemijsko bojenje IL-10+ ćelija u okviru CD4+CD25+Foxp3+ ćelija drenirajućih 

limfnih čvorova imunizovanih DA i AO pacova (IL10+ ćelije su uokvirene na svakom profilu). 
Histogrami prokazuju (gornji) procentualnu zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ ćelija u okviru 
mononuklearnih ćelija i (donji) procentualnu zastupljenost IL-10+ ćelija u okviru CD4+CD25+Foxp3+ 
ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja 
za procentualnu zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ ćelija u mononuklearnim ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova [F(1,20)=15,43; p≤0,001] i za procentualnu zastupljenost IL-10+ ćelija u okviru 
CD4+CD25+Foxp3+ ćelija drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova [F(1,20)=5,06; p≤0,05]. * 
p≤0,05; ** p≤0,01. 

 

4.4.4. Uticaj starenja na dendritske ćelije izolovane iz drenirajućih limfnih čvorova DA i 

AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a 

Dendritske ćelije predstavljaju najpotentnije antigen-prezentujuće ćelije, i one su 

uključene u započinjanje (auto)imunskog odgovora u drenirajućim limfnim čvorovima 

(Ganguly i sar., 2013). S obzirom na to da je pokazano da konvencionalne dendritske 
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ćelije imaju posebno važnu ulogu u aktivaciji i polarizaciji autoreaktivnih CD4+ T-

limfocita u EAE-u (McMahon i sar., 2005; Greter i sar., 2005), ispitan je i procenat i 

broj konvencionalnih dendritskih ćelija, kao i njihove fenotipske odlike. 

 

4.4.4.1. Uticaj starenja na zastupljenost konvencionalnih dendritskih ćelija u 

drenirajućim limfnim čvorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a i odnos 

aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija i konvencionalnih CD25+Foxp3-

CD4+ T-limfocita 

Procentualna zastupljenost konvencionalnih dendritskih ćelija bila je veća 

(p≤0,001) u populaciji mononuklearnih ćelija sveže izolovanih iz drenirajućih limfnih 

čvorova mladih DA pacova nego u ovoj populaciji AO pacova istog uzrasta (Slika 34). 

Starenje nije imalo uticaja na procentualnu zastupljenost ovih ćelija u populaciji 

mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova DA pacova (Slika 34). S druge 

strane, starenje je dovelo do povećanja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti 

konvencionalnih dendritskih ćelija u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih 

čvorova AO pacova (Slika 34). Ipak, u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih 

čvorova starih AO pacova bila je manja (p≤0,001) procentualna zastupljenost 

konvencionalnih dendritskih ćelija nego u ovim ćelijama starih DA pacova (Slika 34). 

Analiza broja konvencionalnih dendritskih ćelija je pokazala da je njihov broj 

bio veći (p≤0,001) u drenirajućim limfnim čvorovima mladih DA nego mladih AO 

pacova (Slika 34). Starenje je dovelo do porasta (p≤0,001) broja konvencionalnih 

dendritskih ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima oba soja pacova, tako da se on nije 

razlikovao u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA i AO pacova (Slika 34). 
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Slika 34. Uticaj starenja na zastupljenost konvencionalnih dendritskih ćelija u 

drenirajućim limfnim čvorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje OX62+ dendritskih 
ćelija u okviru mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova. OX62+ dendritske ćelije su uokvirene 
na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levi) procentualnu zastupljenost OX62+ dendritskih ćelija u 
okviru mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova i (desni) broj OX62+ dendritskih ćelija 
izolovan iz drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova u induktivnoj fazi. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju 

efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost OX62+ dendritskih ćelija u okviru mononuklearnih 
ćelija [F(1,20)=6,06; p≤0,05] i ukupan broj OX62+ dendritskih ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih 
čvorova [F(1,20)=109,4; p≤0,001]. *** p≤0,001. 

 

Imajući u vidu da se po preuzimanju antigena dendritske ćelije aktivišu i 

sazrevaju ushodno regulišiću ekspresiju MHC molekula II klase, kao i kostimulatornih 

molekula (CD80, CD86) (Cella i sar., 1997; 1999), ispitana je i procentualna 

zastupljenost ćelija koje eksprimiraju MHC molekule II klase, kao i onih koje 

eksprimiraju CD80 i CD86 molekule na svojoj površini. Nije uočena razlika u 

procentualnoj zastupljenosti ćelija koje eksprimiraju MHC molekule II klase, kao i 

CD80 i CD86 u okviru konvencionalnih dendritskih ćelija u drenirajućim limfnim 

čvorovima mladih DA i AO pacova (Slika 35). U drenirajućim limfnim čvorovima AO 

pacova starenje nije uticalo na promenu u procentualnoj zastupljenosti ćelija koje 

eksprimiraju MHC molekule II klase, kao i CD80 i CD86 u konvencionalnim 

dendritskim ćelijama, dok je u drenirajućim limfnim čvorovima DA pacova dovelo do 

smanjenja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija (Slika 35). Posledično, u 

drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova bila je veća procentualna 

zastupljenost ćelija koje eksprimiraju MHC molekule II klase (p≤0,001), kao i CD80 

(p≤0,01) i CD86 (p≤0,001) u subpopulaciji konvencionalnih dendritskih ćelija nego u 

ovoj subpopulaciji starih DA pacova (Slika 35). 
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U sledećem koraku određen je broj aktivisanih dendritskih ćelija. Broj CD80+ 

konvencionalnih dendritskih ćelija bio je veći (p≤0,001) u drenirajućim limfnim 

čvorovima mladih DA pacova nego u drenirajućim limfnim čvorovima mladih AO 

pacova (Slika 35). Starenje nije uticalo na promenu u broju ovih ćelija kod DA pacova, 

ali je kod AO pacova dovelo do povećanja (p≤0,001) njihovog broja (Slika 35). Nije 

bilo značajne razlike u broju CD80+ konvencionalnih dendritskih ćelija u drenirajućim 

limfnim čvorovima starih DA i AO pacova (Slika 35). Sličan obrazac sojnih i uzrastnih 

promena su pokazale i MHC II+ konvencionalne dendritske ćelije ćelije, kao i CD86+ 

konvencionalne dendritske ćelije. 
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Slika 35. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost ćelija koje eksprimiraju MHC 

molekule II klase, kao i kostimulatorne molekule CD80 i CD86 u okviru konvencionalnih 

dendritskih ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima mladih DA i AO pacova u 

induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju 
imunocitohemijsko bojenje (Panel A) MHC II+, (Panel B) CD80+ i (Panel C) CD86+ ćelija u okviru 
OX62+ dendritskih ćelija (izdvajanje OX62+ dendritskih ćelija ilustrovano je na slici 34). Histogrami 
prikazuju procentualnu zastupljenost (Panel A) MHC II+, (Panel B) CD80+, (Panel C) CD86+ ćelija u 
okviru OX62+ dendritskih ćelija i ukupan broj (Panel A) MHC II+OX62+ (Panel B) CD80+OX62+, 

(Panel C) CD86+ OX62+ dendritskih ćelija izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova 
u induktivnoj fazi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost (Panel A) 
MHC II+ [F(1,20)=35,3; p≤0,001], (Panel B) CD80+ [F(1,20)=17,21; p≤0,001] i (Panel C) CD86+ ćelija 
[F(1,20)=33,45; p≤0,001] u okviru OX62+ dendritskih ćelija i za ukupan broj (Panel A) MHC II+OX62+ 
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[F(1,20)=43,23; p≤0,001], (Panel B) CD80+OX62+ [F(1,20)=28,37; p≤0,001] i (Panel C) CD86+ OX62+ 
[F(1,20)=44,16; p≤0,001] dendritskih ćelija. *** p≤0,001. 

S obzirom na to da ishod interakcije konvencionalnih dendritskih ćelija i 

konvencionalnih/efektorskih CD4+ T-limfocita zavisi od njihovog brojčanog odnosa 

(Allenspach i sar., 2008), izračunat je odnos aktivisanih/zrelih konvencionalnih 

dendritskih ćelija i Foxp3- konvencionalnih CD4+ T-limfocita. U tom cilju određen je 

broj Foxp3-CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima imunizovanih DA i 

AO pacova oba uzrasta. Kod mladih pacova veći (p≤0,05) broj ovih ćelija izolovan je iz 

drenirajućih limfnih čvorova DA nego AO pacova (Slika 36). Starenje nije dovelo do 

promene broja Foxp3-CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima DA pacova, 

ali je dovelo do povećanja (p≤0,01) broja ovih ćelija kod AO pacova (Slika 36). 

Posledično, kod starih pacova nije bilo razlike u broju Foxp3-CD4+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima (Slika 36). Na osnovu ovih brojeva i prethodno 

navedenih brojeva aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija, određen je 

odnos aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija i Foxp3-CD4+ T-limfocita. 

Kod mladih DA pacova ovaj odnos je bio pomeren (p≤0,001) na stranu 

aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija u poređenju sa mladim AO 

pacovima (Slika 36). Za razliku od DA pacova, kod kojih se ovaj odnos sa starenjem 

smanjivao (p≤0,001) na račun aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija, kod 

AO pacova se povećavao (p≤0,001), odražavajući veću zastupljenost upravo 

aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ćelija (Slika 36). Ovo poslednje je 

koreliralo sa prethodno pokazanim (Slika 28) većim brojem aktivisanih efektorskih 

CD25+Foxp3-CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova u 

poređenju sa brojem ovih ćelija u drenirajućim limfnim čvorova mladih AO pacova. 

Sledstveno, kod starih AO pacova odnos CD80+ konvencionalnih dendritskih 

ćelija/FoxP3-CD4+ T-limfocita bio je pomeren (p≤0,05) na stranu CD80+ 

konvencionalnih dendritskih ćelija (Slika 36), što je koreliralo sa prethodno pokazanim 

(Slika 28) većim brojem aktivisanih efektorskih CD25+Foxp3-CD4+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova u poređenju sa njihovim brojem u 

drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova. Sličan obrazac sojnih i uzrasnih 

promena utvrđen je i kada je ispitivan odnos CD86+ konvencionalnih dendritskih 

ćelija/FoxP3-CD4+ ćelija i MHC II+ konvencionalnih dendritskih ćelija/FoxP3-CD4+ 

T-ćelija (Slika 36). 
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Slika 36. Uticaj starenja na količnik ukupnog broja MHC II+/CD80+/CD86+ dendritskih 

ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima DA i AO pacova u 

induktivnoj fazi EAE-a. Histogrami prikazuju (gornji) ukupan broj Foxp3-CD4+ T-limfocita (levo) i 
količnik ukupnog broja CD80+ dendritskih ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija (desno) i (donji) količnik ukupnog 
broja CD86+ dendritskih ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija (levo) i količnik ukupnog broja MHC II+ dendritskih 
ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija (desno). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za ukupan broj 

Foxp3-CD4+ ćelija [F(1,20)=8,55; p≤0,01], količnik ukupnog broja CD80+ dendritskih ćelija i Foxp3-
CD4+ ćelija [F(1,20)=95; p≤0,001], količnik ukupnog broja CD86+ dendritskih ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija 
[F(1,20)=52,37; p≤0,001] i količnik ukupnog broja MHC II+ dendritskih ćelija i Foxp3-CD4+ ćelija 
[F(1,20)=263,1; p≤0,001]. * p≤0,05; ** p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

4.4.5. Uticaj starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike efektorskih CD8+ T-

limfocita izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi 

EAE-a 

U modelima EAE-a, koje karakteriše slabo izražen neurološki deficit (kao u 

modelu EAE-a kod starih AO i DA pacova) CD8+ T-limfociti imaju važnu ulogu u 

drenirajućim limfnim čvorovima pomažući (neuro)antigen-specifičnim CD4+ T-

limfocitima da diferenciraju u patogene efektorske ćelije, što je opisano kao “reverzna 

pomoć“ (engl. reverse help) (Camara i sar., 2013). Shodno ovim nalazima, ispitivanje 
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ćelija drenirajućih limfnih čvorova je produbljeno analizom fenotipskih i funkcijskih 

katakteristika CD8+ T limfocita. 

4.4.5.1. Uticaj starenja na zastupljenost CD8+ T-limfocita i njihovu proliferaciju u 

drenirajućim limfnim čvorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a 

Kod mladih pacova ukupan broj CD8+ T-limfocita nije se razlikovao u 

drenirajućim limfnim čvorovima DA i AO pacova (Slika 37A). Starenje je uticalo na 

povećanje (p≤0,001) ukupnog broja ovih ćelija kod pacova oba soja (Slika 37A). 

Međutim, ovo povećanje je bilo izraženije kod AO pacova, te je stoga bio veći 

(p≤0,001) ukupni broj CD8+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima starih AO 

pacova u odnosu na DA pacove istog uzrasta (Slika 37A). 

Analiza procentualne zastupljenosti proliferišućih Ki-67+ ćelija u okviru subseta 

konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova pokazala je da 

je, bez obzira na uzrast, njihova procentualna zastupljenost veća (p≤0,01) u 

drenirajućim limfnim čvorovima DA nego AO pacova. (Slika 37B). Starenje je kod 

pacova oba soja uticalo na smanjenje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti ovih ćelija u 

subsetu Foxp3-CD8+ T-limfocita (Slika 37B). 

Budući da analiza proliferacije CD8+ T-limfocita ex vivo ne daje uvid u 

proliferaciju neuroantigen specifičnih CD8+ T-limfocita, ispitivanje je nastavljeno 

analizom njihove proliferacije u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova. 

Paralelno, kako bi se stekao uvid u proliferaciju CD8+ T-limfocita koja ne zavisi od 

prisustva antigen prezentujućih ćelija ispitana je njihova proliferacija u ConA+ 

kulturama. U svim ConA+ i MBP+ kulturama procenat proliferišućih ćelija u 

subpopulaciji CD8+ T limfocita bio je veći (p≤0.001) nego u kontrolnim kulturama 

(Slika 37C). U ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova DA pacova oba 

uzrasta proliferacija je bila veća (p≤0,05) nego u kulturama ovih ćelija AO pacova 

odgovarajućeg uzrasta (Slika 37C). U ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova starih pacova oba soja proliferacija je bila manja (p≤0,001) nego u kulturama 

mladih pacova odgovarajućeg soja (Slika 37C). Procentualna zastupljenost 

proliferišućih ćelija u CD8+ T-limfocitima nije se razlikovala u MBP+ kulturama ćelija 

drenirajućih limfnih čvorova mladih AO i DA pacova (Slika 37C). Starenje je uticalo na 

povećanje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti proliferišućih ćelija u MBP+ 
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kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova kako DA, tako i AO pacova (Slika 37C). 

Procenat proliferišućih ćelija u CD8+ T-limfocitima nije se razlikovao u MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih AO i DA pacova (Slika 37C). 

 

 

Slika 37. Uticaj starenja na zastupljenost CD8+ T-limfocita i njihovu proliferaciju u 

drenirajućim limfnim čvorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A) 
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Histogram prikazuje ukupan broj CD8+ T-limfocita izolovan iz drenirajućih limfnih čvorova 
imunizovanih pacova (Panel B) Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju 
bojenje Ki-67+ ćelija u subsetu Foxp3-CD8+ ćelija drenirajućih limfnih čvorova. Ki-67+ ćelije su 
uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Ki67+ ćelija u okviru 
Foxp3-CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova. (Panel C) Protočni-

citofluorometrijski histogram prikazuje strategiju za izdvajanje (“gejtovanje”) ćelija u S+G2/M fazi 
ćelijskog ciklusa, detektovanih bojenjem nuklearnom bojom 7-AAD (detaljno opisano u poglavlju 
Materijal i metode), u okviru CD8+ limfocita (izdvojenih kao što je ilustrovano na desnom protočno-
citofluorometrijskom tačkastom profilu). Levi protočno-citofluorometrijski tačkasti profil prikazuje 
eliminaciju ćelijskog debrija i dubleta. Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost proliferišućih 
ćelija (ćelija u S+G2/M fazi ćelijskog ciklusa) u okviru CD8+ limfocita u kulturama ćelija drenirajućih 

limfnih čvorova bez dodatog stimulatora i u kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova stimulisanih sa 
ConA ili MBP-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za broj CD8+ T-limfocita izolovan iz 
drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi [F(1,20)=51,18; p≤0,001]. *p≤0,05; ** 
p≤0,01; *** p≤0,001. + vs bazalna proliferacija u kulturama drenirajućih limfnih čvorova pacova 
odgovarajućeg uzrasta i soja. +++ p≤0,001. 

 

4.4.5.2. Uticaj starenja na zastupljenost terminalno diferentovanih/efektorskih CD8+ T-

limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima 

Imajući u vidu da se sposobnost „reverzne pomoći“ pripisuje terminalno 

diferenciranim CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfocitima (Christensen i sar., 2001; Groom 

i Luster, 2011; Camara i sar., 2013), ispitana je ekspresija ovih markera na površini 

CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova. Bez obzira na uzrast, 

procentualna zastupljenost CD11b+CXCR3+ u okviru CD8+ T-limfocita drenirajućih 

limfnih čvorova bila je veća (p≤0,001) kod DA nego kod AO pacova (Slika 38). 

Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti terminalno 

diferenciranih/efektorskih CD8+ T-limfocita u subpopulaciji CD8+ T-limfocita pacova 

oba soja (Slika 38). Procentualna zastupljenost ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita bila je veća (p≤0,001) u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova u 

poređenju sa starim AO pacovima (Slika 38). 

Ukupan broj terminalno diferentovanih/efektorskih CD8+ T-limfocita u drenirajućim 

limfnim čvorovima bio je veći (p≤0,001) kod mladih DA pacova nego kod mladih AO 

pacova (Slika 38). Starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) ukupnog broja ovih ćelija 

kod oba soja pacova (Slika 38). Kod starih pacova njihov broj je bio veći (p≤0,001) u 

drenirajućim limfnim čvorovima AO pacova u odnosu na DA pacove (Slika 38). 
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4.4.5.3. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-γ u CD8+ T-limfocitima drenirajućih 

limfnih čvorova izolovanih u induktivnoj fazi EAE-a 

Budući da terminalno diferencirani CD8+ T-limfociti mogu sintetisati i IL-17 i 

IFN-γ ispitivanja su nastavljena analizom procentualne zastupljenosti IL-17+ i IFN-γ+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova AO i DA pacova 

oba uzrasta. Analiza je pokazala veću (p≤0,001) procentualnu zastupljenost i IL-17+ i 

IFN-γ+ ćelija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita kod mladih DA pacova u 

poređenju sa mladim AO pacovima (Slika 39). Kod DA pacova starenje je uticalo na 

smanjenje (p≤0,001) procentualne zastupljenosti i IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 39). Nasuprot ovome, kod AO pacova starenje je 

dovelo do povećanja (p≤0,001) procentualne zastupljenosti i IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 39). U drenirajućim limfnim čvorovima starih 

AO i DA pacova nađena je slična procentualna zastupljenost IL-17+ ćelija u 

Slika 38. Uticaj starenja na zastupljenost 

terminalno diferentovanih/efektorskih 

CD8+ T limfocita u drenirajućim 

limfnim čvorovima DA i AO pacova u 

induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni 

protočno-citofluorometrijski tačkasti profili 
prikazuju CD11b vs CXCR3 
imunocitohemijsko bojenje CD8+ T-
limfocita. CD11b+CXCR3+ ćelije su 
uokvirene na svakom profilu. Histogrami 
prikazuju (levi) procentualnu zastupljenost 

CD11b+CXCR3+ ćelija u okviru CD8+ T-
limfocita i (desni) ukupan broj 
CD8+CD11b+CXCR3+ T limfocita 
izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova 
DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 

± SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza 
varijanse pokazala je značajnu interakciju 
efekata starenja i soja za procentualnu 
zastupljenost CD11b+CXCR3+ ćelija u 
okviru CD8+ T-limfocita [F(1,20)=17,55; 
p≤0,001] i za ukupan broj 

CD8+CD11b+CXCR3+ T-limfocita 
izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova 
imunizovanih pacova u induktivnoj 

fazi [F(1,20)=136,2; p≤0,001]. *** 

p≤0,001. 
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subpopulaciji CD8+ T-limfocita, dok je procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija bila 

veća (p≤0,001) u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita AO pacova u odnosu na 

njihovu zastupljenost u subpopulaciji ovih ćelija starih DA pacova (Slika 39). 

Ukupan broj IL-17+CD8+ i IFN-γ+CD8+ ćelija u drenirajućim limfnim 

čvorovima mladih DA pacova bio je veći (p≤0,001) nego u drenirajućim limfnim 

čvorovima mladih AO pacova (Slika 39). Starenje je dovelo do smanjenja (p≤0,001) 

ukupnog broja IFN-γ+CD8+ ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima DA pacova, ali 

nije uticalo na ukupni broj IL-17+ CD8+ T-limfocita (Slika 39). S druge strane, kod AO 

pacova starenje je uticalo na povećanje (p≤0,001) ukupnog broja i IL-17+CD8+ i IFN-

γ+CD8+ ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima (Slika 39). Posledično, ukupan broj i 

IL-17+ i IFN-γ+CD8+ ćelija bio je značajno veći (p≤0,01) u drenirajućim limfnim 

čvorovima starih AO pacova nego starih DA pacova (Slika 39). 
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Slika 39. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-γ u CD8+ T-limfocitima drenirajućih 

limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni protočno-
citofluorometrijski konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17+ I (Panel B) 

IFN-γ+ ćelija u okviru CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova u induktivnoj 
fazi EAE-a. Unutarćelijska ekspresija citokina određivana je posle 4h restimulacije PMA-om i 
jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). IL17+ i IFN-γ+ ćelije su uokvirene na 
svakom profilu. Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u okviru CD8+ 
T-limfocita (levo) i ukupan broj IL-17+CD8+ T-limfocita izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova 
imunizovanih pacova (desno), (Panel B) procentualnu zastupljenost IFN-γ+ ćelija u okviru CD8+ T-

limfocita (levo) i ukupan broj IFN-γ+CD8+ T-limfocita izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova 
imunizovanih pacova (desno). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6/grupa). 
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu 
zastupljenost IL17+ [F(1,20)=79,53; p≤0,001] i IFN-γ+ [F(1,20)=130,4; p≤0,001] ćelija u CD8+ T-
limfocitima i za ukupan broj IL-17+CD8+ [F(1,20)=48,02; p≤0,001] i IFN-γ+CD8+ [F(1,20)=82,08; p≤0,001] 
T-limfocita izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih pacova u induktivnoj fazi. ** 

p≤0,01; *** p≤0,001. 

 

Kako bi se utvrdilo da li uzrastne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti 

IL-17+ i IFN-γ+ ćelije u subpopulaciji CD8+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova 

reflektuju razlike u procentualnoj zastupljenosti ćelija koje su specifične za 

neuroantigene, ispitana je promena procentualne zastupljenosti ovih ćelija u MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova u odnosu na odgovarajuće kontrolne 

kulture. Najpre je određena procentualna zastupljenost IL-17+ i IFN-γ+ ćelija u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama i kontrolnim kulturama ćelija 

drenirajućih limfnih čvorova. U kontrolnim kulturama ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova mladih DA i AO pacova nije bilo razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 40A). Starenje je uticalo na smanjenje 

(p≤0,001) zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kontrolnim 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova kod pacova oba soja, ali je njihova 

zastupljenost bila veća (p≤0,001) kod starih DA nego starih AO pacova (Slika 40A). U 

MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova zabeležena je 

veća (p≤0,001) zastupljenost IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita nego u 

odgovarajućim kontrolnim kulturama (Slika 40A). Veća (p≤0,001) zastupljenost IL-17+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita zabeležena je u MBP+ kulturama drenirajućih 

limfnih čvorova mladih DA nego AO pacova (Slika 40A). Starenje je dovelo do 

smanjenja (p≤0,001) zastupljenosti ovih ćelija u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih 

čvorova pacova oba soja, ali je kod starih pacova njihova veća (p≤0,001) zastupljenost 
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nađena u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova DA nego AO pacova 

(Slika 40A). Povećanje procentualne zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ 

T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova  u odnosu na 

odgovarajuće kontrolne kulture mladih DA pacova bilo je veće (p≤0,001) u odnosu na 

povećanje procentualne zastupljenosti ovih ćelija u odgovarajućim kulturama mladih 

AO pacova (Slika 40A). Povećanje procentualne zastupljenosti IL-17+ ćelija u MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova u odnosu na odgovarajuće kontrolne 

kulture je bilo više (p≤0,001) izraženo u kulturama starih i DA i AO pacova u odnosu 

na kulture ovih ćelija mladih životinja odgovarajućeg soja (Slika 40A).  U kulturama 

ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih DA pacova povećanje procentualne 

zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bilo je manje (p≤0.05) 

izraženo nego u odgovarajućim kulturama starih AO pacova (Slika 40A). 

Procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim 

kulturama drenirajućih limfnih čvorova bila je veća (p≤0,01) kod DA nego AO pacova 

odgovarajućeg uzrasta (Slika 40B). Starenje je uticalo na smanjenje (p≤0,001) 

procentualne zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim 

kulturama drenirajućih limfnih čvorova kod pacova oba soja (Slika 40B). U MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova DA i AO pacova zabeležena je veća 

(p≤0,001) zastupljenost IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita nego u 

odgovarajućim kontrolnim kulturama (Slika 40B). I u MBP+ kulturama drenirajućih 

limfnih čvorova veća (p≤0,05) zastupljenost IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita bila je kod DA nego AO pacova odgovarajućeg uzrasta (Slika 40B). Starenje 

je uticalo na smanjenje (p≤0,001) zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih čvorova pacova oba soja (Slika 40B). 

Povećanje procentualne zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita 

u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih čvorova mladih pacova u odnosu na 

odgovarajuće kontrolne kulture bilo je veće (p≤0,001) u kulturama DA pacova nego u 

odgovarajućim kulturama AO pacova (Slika 40B). I kod DA i AO pacova povećanje 

procentualne zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova u odnosu na odgovarajuće kontrolne 

kulture bilo je više (p≤0,001) izraženo kod starih pacova u odnosu na povećanje 
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procentualne zastupljenosti ovih ćelija u odgovarajućim kulturama mladih pacova, ali je 

ono bilo izraženije (p≤0,001) kod starih AO pacova nego starih DA pacova (Slika 40B). 

 

 

Slika 40. Uticaj starenja na zastupljenost MBP specifičnih CD8+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni 
protočno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17 i 
(Panel B) IFN-γ u CD8+ T-limfocitima drenirajućih limfnih čvorova kultivisanih preko noći (levo) bez 
MBP-a (kontrole) i (desno) sa MBP-om (MBP+ kulture) (detaljno opisano u poglavlju Materijal i 
metode). Histogrami prikazuju (gornji) procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-17+ ćelija i (Panel B) 
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IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima kičmene moždine u kontrolnim i MBP+ kulturama i (donji) (Panel 

A) procenat povećanja zastupljenosti IL-17+ i (Panel B) IFN-γ+ ćelija u MBP+ kulturama u odnosu na 
zastupljenost ovih ćelija u kontrolnim kulturama. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je značajnu interakciju efekata starenja i soja za 
procentualnu zastupljenost IL-17+ ćelija u kontrolnim kulturama [F(1,20)=45,06; p≤0.001] * p≤0,05; ** 

p≤0,01; *** p≤0,001. + MBP+ kulture vs kontrolne kulture; + p≤0,05; +++ p≤0,001. 
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5. DISKUSIJA 

 

5.1. Uticaj starenja na osetljivost na indukciju, kliničku i histološku sliku EAE-a 

kod DA i AO pacova 

Rezultati dobijeni u okviru istraživanja vezanih za ovu doktorsku disertaciju su 

pokazali da starenje utiče na: 1) incidenciju EAE-a (indukovanog inokulacijom 

homogenata singene kičmene moždine u KFA-u uz ko-administraciju B. pertussis) u 

suprotnom smeru kod DA i AO pacova (smanjuje incidenciju EAE-a kod pacova 

osetljivog DA soja, a povećava kod relativno rezistentnog AO soja); 2) težinu 

maksimalnog neurološkog deficita i klinički tok EAE-a, tako što smanjuje težinu 

maksimalnog neurološkog deficita kod DA pacova, a kod pacova AO soja dovodi do 

razvoja relativno blagog neurološkog deficita protrahovanog trajanja. Osim toga, 

rezultati su pokazali da promene u kliničkom ishodu inokulacije homogenata singene 

kičmene moždine u KFA-u koje nastaju starenjem reflektuju sojno-zavisne promene u 

različitim tipovima ćelija koje su uključene u autoimunski odgovor i njegovu kontrolu, 

na periferiji (ne samo u drenirajućim limfnim čvorovima, već i u slezini, kroz koju 

autoreaktivni T-limfociti aktivisani u drenirajućim limfnim čvorovima prolaze na putu 

do kičmene moždine) i u kičmenoj moždini, kao ciljnom organu. 

Osetljivost mladih DA pacova, kao i relativna rezistencija mladih AO pacova, na 

ovakav način indukcije EAE-a u skladu je sa ranije objavljenim podacima (Vukmanovic 

i sar., 1989; Miljković i sar., 2011). Razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a pokazane 

su i između nekih drugih sojeva pacova i miševa (Lando i sar., 1979; Storch i sar., 2006; 

Constantinescu i sar., 2011; McCarthy i sar., 2012). Sojne specifičnosti u uticaju 

starenja na osetljivost na indukciju EAE-a su takođe pokazane (Endoh i sar., 1990; 

Ditamo i sar., 2005; Matejuk i sar., 2005). Zavisno od životinjske vrste (pacov ili miš) i 

soja, starenje može da dovode kako do smanjenja osetljivosti na indukciju EAE-a 

(Ditamo i sar., 2005; Endoh i sar., 1990), tako i do povećanja osetljivosti (Matejuk i 

sar., 2005). Sojne razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a, osim genetskim razlikama 

koje evidentno postoje između oglednih životinja koje su korišćene u različitim 

studijama, mogu se pripisati: 1) razlikama u uzrastu i 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); 2) godišnjem 
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dobu u vreme imunizacije (Teuscher i sar., 2004; Teuscher i sar., 2006); 3) uzrastu u 

kojem su odvojene od majke (Laban i sar., 1995) i 4) uslovima u kojima su uzgajane 

životinje (Lehmann i Ben-Nun, 1992; Schiffenbauer i sar., 1993; Dimitrijević i sar., 

1994). Ovo poslednje se povezuje sa razlikama u izloženosti bakterijama (Lehmann i 

Ben-Nun, 1992) i njihovim enterotoksinima (Schiffenbauer i sar., 1993), stresu 

(Dimitrijević i sar., 1994), faktorima koji mogu uticati na mikrobiotu 

gastrointestinalnog trakta, poput vode, hrane (Bjorksten, 2008; Arndt i sar., 2014). Osim 

toga, razlike u osetljivosti oglednih životinja na indukciju EAE-a se mogu pripisati 

razlikama u protokolima koji su korišćeni za indukciju EAE-a (npr. homogenat kičmene 

moždine ili neuroantigen, razlike u količini antigena, razlike u vrsti adjuvansa koji je 

korišćen, administracija B. Pertussis itd.) (Di Rosa i sar., 2000; Constantinescu i sar., 

2011). Važno je napomenuti da su u svim eksperimentima prikazanim u ovom radu 

ogledne životinje bile ženskog pola, sličnog uzrasta kada su u pitanju i mlade i stare 

životinje, odvajane od majki u isto vreme, gajene u istim uslovima, kao i da su bile 

imunizovane u isto vreme, identičnim imunizacionim protokolom i od strane iste osobe. 

Drugim rečima, važno je istaći da se vodilo računa da se isključe varijacije u osetljivosti 

na indukciju EAE-a koje bi mogle da nastanu delovanjem različitih faktora za koje je 

pokazano da mogu prevazići uticaj genetskih faktora na osetljivost na razvoj kliničkog 

EAE-a (Teuscher i sar., 2004). 

Patohistološka analiza preseka tkiva kičmene moždine imunizovanih pacova 

pokazala je da starenje, u skladu sa kliničkom slikom, smanjuje infiltraciju 

inflamatornim ćelijama parenhima kičmene moždine DA pacova, a povećava infiltraciju 

parenhima kičmene moždine AO pacova. Uprkos suprotnim promenama izazvanim 

starenjem, veličina inflamatornog infiltrata je bila izraženija u kičmenoj moždini starih 

DA nego starih AO pacova. Bez obzira na soj i uzrast, broj mononuklearnih ćelija 

izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova korelirao je sa težinom kliničke 

slike i utvrđenom patohistološkom slikom, što je u skladu sa nalazima drugih istraživača 

(Day, 2005). 

 

5.2. Starenje utiče na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklernih ćelija 

kičmene moždine koje učestvuju u patogenezi EAE-a, na sojno zavisan način 
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Imajući u vidu da ključnu ulogu u patogenezi u modelu EAE-a koji je korišćen u 

ovoj studiji imaju CD4+ T-limfociti (Costantinescu i sar., 2011), analiziran je broj 

CD4+ T-limfocita i njihove fenotipske i funkcijske karakteristike. Veći broj CD4+ T-

limfocita izolovan je iz kičmene moždine životinja sa većim maksimalnim kliničkim 

skorom. Konkretnije, bez obzira na uzrast, veći broj ovih ćelija izolovan je iz kičmene 

moždine DA nego AO pacova. Starenje je kod DA pacova uticalo na smanjenje 

maksimalnog kliničkog znaka, ali i broja CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini, dok je 

kod AO pacova dovelo do povećanja maksimalnog kliničkog znaka, kao i broja CD4+ 

T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine AO pacova. Nalazi koji ukazuju da starenje 

smanjuje broj CD4+ T-limfocita koji infiltriraju kičmenu moždinu DA pacova, a 

povećava broj ovih ćelija koje infiltriraju kičmenu moždinu AO pacova bili su u skladu 

sa povećanjem procentualne zastupljenosti apoptotičnih ćelija u subpopulacij i CD4+ T-

limfocita DA pacova, odnosno kod AO pacova sa smanjenjem procentualne 

zastupljenosti apoptotičnih ćelija u okviru iste subpopulacije. Veća procentualna 

zastupljenost apoptotičnih ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita kod mladih 

AO pacova u odnosu na mlade DA pacove bila je u skladu sa ranije pokazanim sojnim 

razlikama u apoptozi encefalitogenih CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini mladih DA 

i AO pacova (Lukic i sar., 2001). Naime, nakon pasivnog transfera CD4+ T-limfocita 

zabeležen je veći broj CD4+ T-limfocita, a manji broj apoptotičnih ćelija u kičmenoj 

moždini mladih DA pacova u poređenju sa njihovim brojem u kičmenoj moždini mladih 

AO pacova (Lukic i sar., 2001). Broj CD4+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine 

starih DA pacova bio je veći od onog izolovanog iz kičmene moždine AO pacova istog 

uzrasta. Međutim, očigledno je da je i taj broj CD4+ T-limfocita (za koje se može 

pretpostaviti da su većinski bile specifične za neuroantigene) bio dovoljan da dovede do 

klinički manifestne bolesti kod starih AO pacova. U prilog ovom nalazu govore podaci 

da je kod pacova i jako mali broj encefalitogenih ćelija dovoljan da dovede do teške 

kliničke slike EAE-a (Sedgwick i sar., 1987). Dodatno, važno je napomenuti da su sojne 

i uzrasne razlike u zastupljenosti apoptotičnih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita 

koji su infiltrirali kičmenu moždinu pacova korelirale i sa procentualnom 

zastupljenošću CD134+ ćelija u ovoj subpopulaciji ćelija. Naime, pokazano je da 

CD134 molekul ushodno reguliše ekspresiju antiapoptotskih Bcl-xL i Bcl-2 gena, te 

suprimira apoptozu CD4+ T-limfocita (Rogers i sar., 2001). Manja procentualna 
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zastupljenost CD134+ ćelija u CD4+ T-limfocitima u kičmenoj moždini starih DA 

pacova u poređenju sa mladim pacovima istog soja ukazivala je i na manje efikasnu 

reaktivaciju encefalitogenih CD4+ T-limfocita. Naime, pre prolaska kroz krvno-

moždanu barijeru encefalitogeni efektorski CD4+ T-limfociti nishodno regulišu 

ekspresiju CD134 (Carboni i sar., 2003), te njegova ekspresija na površini CD4+ T-

limfocita izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih pacova ukazuje i na uspešnost 

njihove reaktivacije (Flügel i sar., 2001). Suprotno ovome, kod AO pacova starenjem je 

došlo do povećanja procentualne zastupljenosti CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-

limfocita, što je ukazivalo na bolju reaktivaciju CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini 

starih AO pacova u poređenju sa mladim AO pacovima. Osim toga, na osnovu 

dobijenih podataka može se zaključiti da je kod starih DA pacova reaktivacija CD4+ T-

limfocita bila efikasnija u odnosu na stare AO pacove. Promene nastale starenjem u 

ekspresiji još jednog aktivacionog markera CD4+ T-limfocita, CD25 molekula, u okviru 

subseta konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita, pokazale su obrazac promena koji je 

bio sličan onom koji opisan za promene u ekspresiji CD134, te dodatno učvrstile 

prethodne zaključke. 

Smanjena ekspresija CD134 na površini CD4+ T-limfocita bi mogla da utiče na 

efikasnost njihovog odgovora na molekularne signale relevatne za diferencijaciju koje 

im upućuju druge ćelije, uključujući i ćelije mikroglije (Sethna i Lampson, 1991; Duong 

i sar., 1992; Zhang i sar., 2010). Zaista, u skladu sa utvrđenim sojnim i uzrasnim 

razlikama u procentualnoj zastupljenosti CD134+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita bile 

su i razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-

limfocita. Naime, kod životinja kod kojih je nađena veća procentualna zastupljenost 

CD134+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita bila je veća i procentualna 

zastupljenost IL-17+ ćelija. U istom smislu su bili i nalazi dobijeni ispitivanjem 

koncentracija IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija izolovanih iz 

kičmene moždine imunizovanih pacova i restimulisanih PMA-om i jonomicinom. Treba 

istaći i da je obrazac uzrasnih i sojnih razlika u ekspresiji iRNK za IL-17 u sveže 

izolovanim mononuklearnim ćelijama kičmene moždine odgovarao obrascu razlika u 

procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita i 

koncentraciji IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ćelija izolovanih iz 

kičmene moždine imunizovanih pacova i restimulisanih PMA-om i jonomicinom. 
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Konačno, valja reći da je obrazac razlika u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ćelija u 

subpopulaciji CD4+ T-limfocita korelirao sa obrascem razlika u težini neurološkog 

deficita. Ovo je bilo u skladu sa činjenicom da pasivni transfer CD4+ T-limfocita koji 

su izolovani iz MOG peptidom imunizovanih miševa, koji su genetski deficijentni za 

IL-17, i stimulisani in vitro MOG peptidom tokom četiri dana dovodi do manje 

osetljivosti na indukciju EAE-a (Komiyama i sar., 2006). Naime, kod ovih životinja je 

bio odložen početak bolesti, slabije su bile izražene inflamatorne promene u kičmenoj 

moždini, a maksimalni klinički skor niži nego kod kontrolnih miševa kojima je izvršen 

pasivni transfer CD4+ T-limfocita koji su izolovani iz MOG peptidom imunizovanih 

miševa, koji nisu genetski deficijentni za IL-17, a stimulisani su in vitro na isti način 

(Komiyama i sar., 2006). Na značaj IL-17 u razvoju EAE-a ukazuju i podaci da in vivo 

tretman antitelima specifičnim za IL-17 dovodi do značajne supresije razvoja EAE-a u 

odnosu na kontrolne životinje koje nisu tretirane ovim antitelima (Hofstetter i sar., 

2005). 

U sledećem koraku ispitivana je ekspresija citokina koji imaju važnu ulogu u 

usmeravanju i održavanju diferencijacije CD4+ T-limfocita. Istraživanja u okviru ove 

doktorske disertacije uključila su ispitivanja ekspresije iRNK za IL-1β i IL-6, kao 

citokine koji su važni za usmeravnje diferencijacije CD4+ T-limfocita ka Th17 ćelijama 

(McGeachy i sar., 2007; McGeachy i Cua, 2008; McCandless i sar., 2009; Chung i sar., 

2009; Bhaumik i Basu, 2017). Ekspresija iRNK za IL-6 u mononuklearnim ćelijama 

kičmene moždine bila je veća kod pacova DA soja nego AO soja bez obzira na uzrast, 

što je bilo u skladu i sa većom ekspresijom IL-17 u mononuklernim ćelijama kičmene 

moždine ovih životinja. Ekspresija iRNK za IL-6 se starenjem povećavala kod pacova 

oba soja, ali je i ostala veća u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine starih DA 

pacova u poređenju sa ovim ćelijama starih AO pacova. Imajući u vidu podatke koji 

pokazuju da je za usmeravanje diferencijacije Th0 limfocita u Th17 ćelije neophodan ne 

samo IL-6 već i IL-1β (Chung i sar., 2009; McCandless i sar., 2009; Bhaumik i Basu, 

2017), starenjem uslovljeno smanjenje zastupljenosti Th17 ćelija u kičmenoj moždini 

DA pacova može se povezati sa smanjenjem ekspresije iRNK za IL-1β. U prilog ovom 

idu podaci koji pokazuju da je za usmeravanje diferencijacije Th0 limfocita u Th17 

ćelije značajniji optimalan odnos citokina koji učestvuju u usmeravanju i održavanju 

diferencijacije nego apsolutna količina svakog od njih pojedinačno (McGeachy i sar., 
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2007; McAleer i Kolls, 2011; Bhaumik i Basu, 2017). Međutim, bez obzira na uzrast, 

ekspresija iRNK za IL-6 i IL-1β i IL-23/p19 bila je veća u mononuklearnim ćelijama 

DA nego AO pacova, što je najverovatnije imalo za rezultat i veću zastupljenost Th17 

ćelija u kičmenoj moždini DA pacova u poređenju sa kičmenom moždinom AO pacova 

odgovarajućeg uzrasta. Starenjem se ekspresija iRNK za IL-23/p19 nije menjala u 

mononuklearnim ćelijama kičmene moždine pacova DA soja, dok se u ovim ćelijama 

pacova AO soja ona povećavala, što bi se moglo povezati sa povećanjem zastupljenosti 

Th17 ćelija u njihovoj kičmenoj moždini i, moguće, gubitkom rezistencije za razvoj 

EAE-a. Visoka ekspresija iRNK ne samo za IL-23/p19, već i za drugu subjedinicu IL-

23 nađena je u aktivnim lezijama CNS-a u multiploj sklerozi (Li i sar., 2007). Utvrđeno 

je i da su aktivirani makrofagi/mikroglija, kao i zrele dendritske ćelije izvori IL-23 u 

ovim lezijama (Li i sar., 2007). 

Pokazano je da ključnu ulogu u razvoju EAE-a ima subset Th17 limfocita koji 

uz IL-17 koeksprimira IFN-γ i, posebno oni koji uz ova dva citokina koeksprimiraju i 

GM-CSF, citokin za koji je pokazano, da je makar u mišijem modelu EAE-a, 

neophodan za razvoj bolesti (Codarri i sar., 2011; El-Behi i sar., 2011). Rezultati ove 

studije pokazali su da je procentualna zastupljenost ćelija koje ispoljavaju IFN-γ i GM-

CSF u subsetu Th17 ćelija korelirala sa težinom kliničke slike. Naime, starenjem se 

procentualna zatupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u subpopulaciji CD4+ T-

limfocita DA pacova smanjivala, a u subpopulaciji ovih ćelija AO pacova povećavala 

Pokazano je da IL-23, citokin koji održava Th17 polarizaciju i sekreciju IL-17 

(Aggarwal i sar., 2003; Langrish i sar., 2005), indukuje i ekspresiju GM-CSF (Wu i sar., 

2016), te tako doprinosi diferencijaciji visoko patogenih Th17 limfocita (El-Behi i sar., 

2011; Codarri i sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 2015). Imajući ovo u 

vidu, starenjem uslovljeno povećanje procentualne zastupljenosti IL-17+IFN-γ+GM-

CSF+ ćelija u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz kičmene moždine AO pacova bi se 

moglo povezati sa povećanjem ekspresije iRNK za IL-1β i IL-23/p19 u 

mononuklearnim ćelijama njihove kičmene moždine. S druge strane, manja 

procentualna zastupljenost IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u CD4+ T-limfocitima 

izolovanim iz kičmene moždine starih DA pacova u poređenju sa njihovom 

zastupljenošću u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz kičmene moždine mladih DA 
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pacova najverovatnije je odražavala starenjem uslovljeno smanjenje iRNK za IL-1β u 

mononukleranim ćelijama kičmene moždine.  

Uloga IFN-γ u razvoju EAE-a je kompleksna. Ovaj citokin može ispoljiti i 

proinflamatorne (Kuchroo i sar., 1993; Lovett-Racke i sar., 2004), ali i antiinflamatorne 

(Lublin i sar., 1993) efekte u razvoju EAE-a. Ovakvi nalazi mogu se objasniti: 

razlikama u tipu ćelija u kojima je ovaj citokin određivan (Sanvito i sar., 2010), 

razlikama u fazi bolesti u kojoj je njegova sinteza i sekrecija analizovana (Arellano i 

sar., 2015), mestom delovanja (kičmena moždina vs mozak) (Sanvito i sar., 2010). 

Analize u okviru ove studije pokazale su, bez obzira na uzrast, veći broj IFN-γ+CD4+ 

T-limfocita u kičmenoj moždini DA pacova nego AO pacova. Ovi nalazi bili su u 

skladu sa ekspresijom iRNK za IFN-γ u mononukleranim ćelijama izolovanim iz 

njihove kičmene moždine, kao i koncentracijom IFN-γ u supernatantima kultura 

mononuklearnih ćelija kičmene moždine imunizovanih životinja restimulisanih PMA-

om i jonomicinom. Starenjem se smanjivao broj IFN-γ+CD4+ T-limfocita u kičmenoj 

moždini DA pacova, a povećavao u kičmenoj moždini AO pacova. Sumirano, veći broj 

ovih ćelija izolovan je iz kičmene moždine onih životinja, kod kojih su patohistološke 

promene bile izraženije, a klinička slika teža. Shodno tome, može se zaključiti da 

rezultati dobijeni u okviru ove studije podržavaju proinflamatornu ulogu IFN-γ 

sintetisanog od strane CD4+ T limfocita u razvoju EAE-a. U prilog ovim rezultatima 

jesu i nalazi da su upravo CD4+ T-limfociti izvor IFN-γ, koji ostvaruje proinflamatorne 

efekte u razvoju EAE-a (Sanvito i sar., 2010), dok je za druge ćelije poput NK, NKT ili 

γδ T-limfocita, koje takođe mogu biti izvor IFN-γ, pokazano da mogu imati regulatornu 

ulogu u autoimunskoj neuroinflamaciji (Huang i sar., 2006; Mars i sar., 2009; 

Ponomarev i sar., 2004). Naši nalazi su takođe u skladu sa hipotezom da IFN-γ deluje 

proinflamatorno u kičmenoj moždini, a imunoregulatorno u mozgu (Sanvito i sar., 

2010). Uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti IFN-γ+CD4+ T-limfocita u kičmenoj 

moždini su korelirale sa uzrasnim i sojnim razlikama u ekspresiji iRNK za IL-12/p35, 

ključnog citokina za diferencijaciju IFN-γ+CD4+ T-limfocita (Prochazkova i sar., 

2012), u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine. Naime, eskpresija iRNK za IL-

12/p35 u mononuklearnim ćelijama kičmene moždine bila je veća kod DA nego kod 

AO pacova bez obzira na uzrast. Starenjem se ekspresija iRNK za IL-12/p35 u 
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mononuklearnim ćelijama kičmene moždine smanjivala kod DA pacova, a povećavala 

kod AO pacova. 

Istraživanja CD8+ T-limfocita u kičmenoj moždini u okviru ove disertacije, 

pokazala su da je njihov broj u kičmenoj moždini takođe korelirao sa težinom kliničke 

slike. Prisustvo i klonska ekspanzija CD8+ T-limfocita pokazani su u aktivnim lezijama 

u CNS-u (Babbe i sar., 2000) i cerebrospinalnoj tečnosti obolelih od multiple skleroze 

(Babbe i sar., 2000; Skulina i sar., 2004). S obzirom na to da je pokazano da se broj 

CD8+ T-limfocita koji infiltriraju kičmenu moždinu starenjem povećava kod 

neimunizovanih glodara (Ritzel i sar., 2016), ispitivana je zastupljenost IL-17+ i IFN-γ+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita neimunizovanih životinja i specifičnost CD8+ 

T-limfocita izolovanih iz imunizovanih životinja za MBP. Nađeno je da je, bez obzira 

na uzrast životinja, procentualna zastupljenost IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita izolovanih iz kičmene moždine neimunizovanih životinja bila značajno manja 

nego kod imunizovanih životinja, kao i da se starenjem zastupljenost ovih ćelija 

povećavala kod neimunizovanih pacova oba soja. Procentualna zastupljenost IL-17+ 

ćelija bila je jako niska, ispod 0,3%, kod neimunizovanih mladih pacova, dok ove ćelije 

nisu detektovane kod neimunizovanih starih pacova. Nađeno je da je procentualno 

povećanje zastupljenosti IFN-γ+ i IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u 

MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine starih AO pacova u odnosu 

na njihovu zastupljenost u kontrolnim kulturama bez MBP-a bilo veće nego u MBP+ 

kulturama mononuklernih ćelija kičmene moždine mladih AO pacova. Procentualno 

povećanje zastupljenosti IFN-γ+ i IL-17+ ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u 

MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine AO pacova oba uzrasta u 

odnosu na njihovu zastupljenost u kontrolnim kulturama bez MBP-a bilo je veće nego u 

MBP+ kulturama mononuklearnih ćelija kičmene moždine DA pacova odgovarajućeg 

uzrasta. Dakle, imajući u vidu odsustvo IL-17+CD8+ T-limfocita u kičmenoj moždini 

neimunizovanih starih pacova oba soja, kao i sojne razlike u povećanju zastupljenosti 

IL-17+ ćelija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama ćelija kičmene moždine starih 

pacova, može se pretpostaviti da je doprinos infiltrišućih efektorskih IL-17+CD8+ T-

limfocita razvoju bolesti bio veći kod starih AO pacova nego kod starih DA pacova. 

Uloga CD8+ T-limfocita koji sintetišu IL-17 u EAE-u zasnovana je prevashodno na 

oslobađanju IL-17, dok se ove ćelije karakterišu smanjenom citotoksičnošću, te stoga i 
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produkcijom granzima B i perforina (Huber i sar., 2009; Yen i sar., 2009). Podaci iz 

literature ukazuju da bi mogli imati važnu ulogu u hroničnoj bolesti (Ford i Evavold, 

2005). Shodno tome, veća procentualna zastupljenost ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ 

T-limfocita kičmene moždine kod starih AO pacova u odnosu na njihovu zastupljenost 

kod starih DA pacova, kao i izraženije procentualno povećanje zastupljenosti IL-17+ 

ćelija u CD8+ T-limfocitima u kulturama mononuklernih ćelija kičmene moždine starih 

AO pacova stimulisanih MBP-om u odnosu na povećanje u MBP-om stimulisanim 

kulturama mononuklernih ćelija kičmene moždine starih DA pacova, bi se moglo 

povezati sa razvojem bolesti protrahovanog trajanja kod starih AO pacova. 

Analiza uzrasnih i sojnih razlika u zastupljenosti IFN-γ+CD8+ T-limfocita u 

kičmenoj moždini pokazala je da su kod AO pacova, za razliku od DA pacova veći 

doprinos zastupljenosti IFN-γ+CD8+ T-limfocita u kičmenoj moždini starih AO pacova 

dali infiltrirajući nego rezidentni IFN-γ+CD8+ T-limfociti. Na ovakav zaključak 

ukazivali su rezultati koji su pokazali manju zastupljenost IFN-γ+ ćelija u subpopulaciji 

CD8+ T-limfocita izolovanih iz kičmene moždine neimunizovanih, ali i imunizovanih 

starih AO pacova u poređenju sa zastupljenošću ovih ćelija u subpopulaciji CD8+ T-

limfocita izolovanih iz kičmene moždine odgovarajućih starih DA pacova. Nalaz 

izraženijeg procentualnog povećanja zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u CD8+ T-limfocitima 

iz MBP+ kultura ćelija kičmene moždine u odnosu na njihov procenat u kontrolnim 

kulturama starih AO pacova u poređenju sa odgovarajućim kulturama starih DA pacova 

takođe je podržao ovakav zaključak. U skladu sa činjenicom da CD8+ T-limfociti, koji 

sintetišu IFN-γ, proizvode i citolitičke enzime (Vukmanovic-Stejic i sar., 2000), nađeno 

je da su uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti IFN-γ+ ćelija u 

subpopulaciji CD8+ T-limfocita korelirale sa promenama u zastupljenosti granzim B+ 

ćelija u ovoj subpopulaciji T-limfocita. U prilog ovim nalazima govore istraživanja 

drugih istraživača koja su pokazala da je pasivni transfer samo antigen specifičnih 

CD8+ T-limfocita dovoljan da indukuje EAE kod miševa i da upravo IFN-γ sintetisan 

od strane ovih ćelija ima ključnu patogenetsku ulogu u razvoju EAE-a (Huseby i sar., 

2001). 

Veći broj CD4+ i CD8+ Treg ćelija izolovan je iz kičmene moždine DA pacova 

nego AO pacova, bez obzira na uzrast. Broj CD4+ i CD8+ Treg ćelija u kičmenoj 

moždini starenjem se smanjivao kod DA pacova. Kod AO pacova starenje je dovelo do 
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povećanja broja CD4+ Treg u kičmenoj moždini, ali nije uticalo na promenu u broju 

CD8+ Treg. Izračunat je i količnik CD4+ i CD8+ Treg i pokazano je da je kod mladih 

pacova ovaj količnik bio značajno veći kod AO u poređenju sa DA pacovima, 

reflektujući značajno veću zastupljenost CD4+ Treg ćelija nego CD8+ Treg ćelija u 

kičmenoj moždini mladih AO pacova u poređenju sa DA pacovima. Kod starih pacova 

ovaj količnik je bio manji kod AO nego kod DA pacova, što je bila posledica različitog 

uticaja starenja na broj CD8+ Treg kod AO i DA pacova. Takođe, u poređenju sa DA 

pacovima, kod starih AO pacova uočena je i veća procentualna zastupljenost ćelija koje 

sintetišu IL-10 u subsetu CD8+ Treg ćelija u odnosu na njihovu zastupljenost u okviru 

istog subseta kod starih DA pacova, što je ukazivalo i na veće prisustvo onih CD8+ 

Treg koje ostvaruju regulatornu funkciju kod starih AO nego starih DA pacova. 

Međutim, iako je ukazano na to da CD8+ Treg ćelije imaju značajnu ulogu u razvoju i 

težini bolesti kako kod ljudi, tako i kod glodara (Sinha i sar., 2014), njihov 

regulatorni/supresorni kapacitet je manji nego CD4+ Treg ćelija (Mayer i sar., 2011), te 

bi ovakav nalaz mogao doprineti razvoju bolesti protrahovanog toka kod starih AO 

pacova u odnosu na stare DA pacove. Sojne razlike u broju CD8+ Treg u drenirajućim 

limfnim čvorovima i slezini mladih imunizovanih pacova pokazali su Sun i saradnici 

(1999). Rezultati prikazani u ovoj disertaciji, pokazuju, ne samo da sojne razlike u broju 

CD8+ Treg postoje u ciljnom organu pacova imunizovanih u cilju indukcije EAE-a, već 

i sugerišu da je odnos CD4+/CD8+ Treg, pre nego apsolutni broj CD8+ Treg u 

kičmenoj moždini imunizovanih pacova značajan za sojne razlike u kliničkoj slici EAE-

a. 

Imajući u vidu moguću regulatornu/protektivnu ulogu NK ćelija koje infiltriraju 

kičmenu moždinu u razvoju EAE-a (Xu i sar., 2005; Huang i sar., 2006; Hertwig i sar., 

2016), ispitivana je infiltracija kičmene moždine pacova NK ćelijama. Rezultati su 

pokazali da su, kako ukupni broj NK ćelija koje infiltriraju kičmenu moždinu 

imunizovanih životinja, tako i procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija koje 

najverovatnije predstavljaju ćelije zrelog fenotipa (Hertwig i sar., 2016; Hamann i sar., 

2011), u populaciji NK ćelija, uzrasno i sojno zavisni. Ukupni broj NK ćelija bio je 

najveći u kičmenoj moždini mladih DA pacova, koji su pokazivali najtežu kliničku sliku 

bolesti, dok je kod mladih AO pacova, koji nisu razvijali klinički manifestnu bolest, 

broj ovih ćelija bio izrazito mali. Kod starih pacova manji broj NK ćelija izolovan je iz 
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kičmene moždine AO nego DA pacova. Pokazano je da deplecija NK ćelija ili 

selektivna blokada migriranja ovih ćelija u CNS dovode do razvoja EAE-a teže kliničke 

slike (Zhang i sar., 1997; Matsumoto i sar., 1998; Xu i sar., 2005), dok ekspanzija NK 

ćelija redukuje broj encefalitogenih CD4+ T-limfocita u CNS-u i dovodi do razvoja 

EAE-a blažih kliničkih manifestacija (Hao i sar., 2010). Takođe, pokazano je da je kod 

miševa imunizovanih u cilju indukcije EAE-a, kod kojih postoji genetski uslovljen 

nedostatak CX3CR1, poremećena migracija NK ćelija u CNS (Huang i sar., 2006) i da 

oni razvijaju težu kliničku sliku EAE-a nego kontrolne  životinja sa očuvanom 

ekspresijom ovog proteina (Hertwig i sar., 2016). Shodno ovim nalazima, 

pretpostavljeno je da CX3CR1+ NK ćelije imaju regulatornu/protektivnu ulogu u 

razvoju EAE-a (Matsumoto i sar., 1998; Xu i sar., 2005; Huang i sar., 2006; Hertwig i 

sar., 2016). Rezultati dobijeni in vitro i in vivo istraživanjima ukazuju da CX3CR1+ NK 

ćelije ostvaruju regulatornu/protektivnu ulogu delujući citotoksično na encefalitogene 

CD4+ T-limfocite (Xu i sar., 2005; Hamann i sar., 2011; Hertwig i sar., 2016). U skladu 

sa prethodnim nalazima procentualna zastupljenost granzim B+ ćelija u populaciji NK 

ćelija izolovanih iz kičmene moždine imunizovanih životinja pokazala je isti obrazac 

uzrasnih i sojnih razlika kao i procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija u populaciji 

NK ćelija. Imajući u vidu ulogu CX3CR1+ NK ćelija u ograničavanju neuroinflamacije 

(Xu i sar., 2005; Hamann i sar., 2011; Hertwig i sar., 2016), ispitan je i odnos 

efektorskih Foxp3-CD4+ T-limfocita i CX3CR1+ NK ćelija u mononuklearnim 

ćelijama izolovanim iz kičmene moždine. Pokazano je da se starenjem kod DA pacova 

ovaj odnos smanjivao na račun povećanja broja CX3CR1+ NK ćelija implicirajući veći 

kapacitet NK ćelija u ograničavanju delovanja (neuro)antigen-specifičnih efektorskih 

CD4+ T-limfocita. S druge strane, odnos konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-

ćelija/CX3CR1+NK ćelija bio je kod starih AO pacova pomeren na stranu Foxp3-CD4+ 

ćelija, implicirajući manje efikasnu regulatornu aktivnost NK ćelija kod ovih životinja u 

poređenju sa starim životinjama DA soja. 

Istraživanja mehanizama koji stoje u osnovi uzrasnih i sojnih razlika u razvoju 

EAE-a obuhvatila su i ispitivanja zastupljenosti, fenotipskih i funkcijskih karakteristika 

mijeloidnih (CD11b+) ćelija. Ćelije mikroglije (CD45+/CD45++ ćelije), kao i 

CD45+++CD11b+ ćelije, koje fenotipski odgovaraju inflamatornim monocitima 

/makrofagima i dendritskim ćelijama monocitnog porekla koje infiltriraju kičmenu 
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moždinu (Croxford i sar., 2015a), pokazivale su uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti 

u kičmenoj moždini. Kod oba soja imunizovanih pacova starenje je uticalo na smanjenje 

procentualne zastupljenosti aktivisanih CD45++ ćelija mikroglije (Zhang i sar., 2002; 

Almolda i sar., 2009) u okviru populacije CD11b+ ćelija. U populaciji CD11b+ ćelija 

starih AO pacova nađen je veći procenat aktivisanih ćelija mikroglije nego u ovoj 

populaciji starih DA pacova. Imajući u vidu da aktivisana mikroglija može imati , ne 

samo oštećujuću (Wang i sar., 2009), već i protektivnu (Goldmann i Prinz, 2013) ulogu 

u razvoju EAE-a i da starenje u ćelijama mikroglije utiče na povećanje ekspresije gena 

koji kodiraju proteine, uključujući i CX3CR1, koji su uključeni u njihovo 

neuroprotektivno delovanje (Hickman i sar., 2013), u CD45++ CD11b+ ćelijama je 

analizirana ekspresija CX3CR1. Uzimajući u obzir da ekspresija CX3CR1 u ćelijama 

mikroglije u trenutku indukcije bolesti može uticati na odgovor na inflamatorni stimulus 

(Corona i sar., 2010; Ritzel i sar., 2015), ispitana je procentualna zastupljenost 

CX3CR1+ ćelija u mikroglijalnim ćelijama neimunizovanih pacova. Kako je ranije i 

pokazano (Sunnemark i sar., 2003), procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija bila je 

veoma visoka u mikrogliji neimunizovanih mladih DA pacova. Kod mladih AO pacova 

procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija u mikrogliji bila je niska i značajno manja 

nego kod mladih DA pacova. U skladu sa podacima da starenjem kod zdravih glodara 

dolazi do nishodne regulacije ekspresije CX3CR1 u ćelijama mikroglije (Wynne i sar., 

2010), procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija u mikrogliji se starenjem smanjivala 

kod oba soja pacova, ali je i kod starih pacova, kao i kod mladih, bila manja kod AO 

nego kod DA pacova. Indukcijom bolesti došlo je do smanjenja procentualne 

zastupljenosti CX3CR1+ ćelija u mikrogliji mladih pacova oba soja, s tim da je ovo 

smanjenje bilo izraženije kod DA nego kod AO pacova, te je u efektorskoj fazi 

procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija bila veća u mikrogliji AO nego DA pacova. 

Ovakvi rezultati bili su u skladu sa podacima koji pokazuju da miševi sa deficijencijom 

CX3CR1 molekula razvijaju težu kliničku sliku EAE-a (Huang i sar., 2006). U prilog 

postojanja sojnih razlika u ekspresiji CX3CR1 govore i sojne razlike u inflamatornom 

odgovoru ćelijskih linija ili primarnih ćelija mikroglije dobijenih iz neonatalnih 

životinja (McLaughlin i sar., 2006; Nickles i sar., 2008; Wei i Lin, 2009). Za razliku od 

mladih životinja, kod starih pacova je indukcijom bolesti došlo do povećanja 

procentualne zastupljenosti CX3CR1+ ćelija u mikrogliji, s tim da se ovo povećanje 
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održavalo tokom razvoja bolesti kod DA pacova, dok kod AO pacova nakon blagog 

porasta u induktivnoj fazi nije došlo do daljeg povećanja procentualne zastupljenosti 

CX3CR1+ ćelija u mikrogliji u efektorskoj fazi. Posledično, u efektorskoj fazi kod 

starih pacova procentualna zastupljenost CX3CR1+ ćelija bila je veća u mikrogliji DA 

nego AO pacova. U dostupnoj literaturi nema podataka o ekspresiji CX3CR1 u 

mikrogliji starih glodara tokom razvoja inflamacije u CNS-u. Ovi rezultati sugerišu da 

bi u sojnim i uzrasnim razlikama u kliničkom ishodu imunizacije u cilju indukcije EAE-

a važnu ulogu mogle da imaju sojne i uzrasne razlike u ekspresiji CX3CR1 molekula na 

ćelijama mikroglije u trenutku imunizacije, kao i promene u ispoljavanju ovog molekula 

nakon imunizacije. Ovakav zaključak je u skladu sa sve većim brojem  rezultata koji 

pokazuju da je osovina CX3CR1/CX3CL1 od ključnog značaja za održavanje 

mikroglije u stanju mirovanja, kao i za prevenciju oštećenja nastalih kao posledica 

preterane aktivacije mikroglije (Cardona i sar., 2006; Lyons i sar., 2009; Wolf i sar., 

2013). S obzirom na to da je pokazano da je za ostvarivanje neuroprotektivne funkcije 

mikroglije od presudnog značaja nishodna regulacija IL-1β (Bhaskar i sar., 2010) i da 

mikroglija životinja sa deficijetnom ekspresijom CX3CR1 molekula pokazuje ushodnu 

regulaciju IL-1β (Cardona i sar., 2006), ispitivana je ekspresija IL-1β. U skladu sa 

prethodno opisanim promenama u ekspresiji CX3CR1, procentualna zastupljenost IL-

1β+ ćelija u mikrogliji starih AO pacova bila je veća nego u mikrogliji starih DA 

pacova. Osim toga, u skladu sa podacima koji pokazuju da se aktivacijom 

CX3CR1/CX3CL1 osovine povećava fagocitna sposobnost ćelija mikroglije (Huang i 

sar., 2016), ćelije mikroglije starih AO pacova pokazivale su smanjenu sposobnost da 

vrše fagocitozu u poređenju sa ovim ćelijama starih DA pacova i mladih AO pacova. 

Isti obrazac uzrasnih i sojnih razlika nađen je i kada je analizirana zastupljenost ćelija 

koje su eksprimirale CD163, marker mikroglije protektivnog M2 fenotipa (Zhang i sar., 

2011). Imajući u vidu da ćelije M2 mikroglije eksprimiraju manozni receptor (Régnier-

Vigouroux, 2003; Martinez i sar., 2006), ispitivano je i preuzimanje dekstrana, koje je 

posredovano ovim receptorom, od strane ćelija aktivisane mikroglije. Uočeno je da je 

uzrasni i sojni obrazac razlika u procentualnoj zastupljenosti ćelija koje su preuzele 

dekstran odgovarao onom koji je opisan za procentualnu zastupljenost CD163+ ćelija u 

okviru aktivisane mikroglije. Naime, kod mladih pacova manje dekstran+ ćelija nađeno 

je u okviru ćelija aktivisane mikroglije DA nego AO pacova. Starenje je imalo suprotan 
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efekat na zastupljenost dekstran+ ćelija kod DA i AO pacova, odnosno kod DA pacova 

starenje je uticalo na povećanje zastupljenosti dekstran+ ćelija, dok je kod AO pacova 

dovelo do smanjenja zastupljenosti ovih ćelija u okviru mikroglijalnih ćelija. 

Posledično, veća procentualna zastupljenost dekstran+ ćelija utvrđena je u ćelijama 

mikroglije starih DA pacova nego starih AO pacova. S obzirom na to da CD11b+ ćelije 

koje su izolovane iz kičmene moždine imunizovanih pacova većinski čine ćelije 

mikroglije, u prilog prethodnim rezultatima jesu i nalazi manje ekspresije iRNK za 

TGF-β, ključni citokin u kontroli neuroinflamacije (Shin i sar., 2012) i najpotentniji 

regulator mikroglijalne ekspresije CX3CR1 (Wynne i sar., 2010), u ovim ćelijama starih 

AO pacova u poređenju sa ekspresijom iRNK za TGF-β u istim ćelijama starih DA 

pacova. Treba napomenuti da su prethodni nalazi u skladu sa nalazima drugih 

istraživača koji pokazuju sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama ekspresije 

TGF-β u ćelijama mikroglije (Sierra i sar., 2007; Tichauer i sar., 2014). Imajući u vidu 

da je u neuroprotektivno delovanje mikroglije posredovano CX3CR1 uključen i enzim 

HO-1 (Lastres-Becker i sar., 2014; Syapin, 2008), ispitana je i ekspresija iRNK za HO-1 

u CD11b+ ćelijama. HO-1 inhibiše oksidativno oštećenje ćelija i smanjuje apoptozu, 

redukuje imigraciju inflamatornih ćelija u inflamirano tkivo i sekreciju proinflamatornih 

citokina (Alcaraz i sar., 2003). Nalaz manje ekspresije iRNK za HO-1 u CD11b+ 

ćelijama starih AO pacova nego u istim ćelijama starih DA pacova takođe je išao u 

prilog manjeg neuroprotektivnog kapaciteta mikroglije starih AO pacova nego starih 

DA pacova. U prilog prethodnom nalazu idu sojne razlike u ekspresiji HO-1 u mozgu 

mladih pacova pokazane u bolestima u čijem razvoju ne učestvuju imunski mehanizmi 

(Huang i sar., 2006). 

Analiza CD11b+ ćelija kičmene moždine je uključivala i ispitivanje CD45+++ 

ćelija, prevashodno inflamatornih makrofaga i dendritskih ćelija, koje su infiltrirale 

kičmenu moždinu imunizovanih životinja (Croxford i sar., 2015a). Procentualna 

zastupljenost ovih ćelija u okviru CD11b+ ćelija, korelirala je sa kliničkom slikom 

EAE-a kod ispitivanih životinja, što znači da je veća procentualna zastupljenost ovih 

ćelija u okviru CD11b+ ćelija utvrđena u kičmenoj moždini mladih DA pacova nego 

mladih AO pacova. Starenje je uticalo na povećanje zastupljenosti CD45+++ ćelija u 

CD11b+ ćelijama AO pacova, dok je kod DA pacova dovelo do blagog pada 

zastupljenosti CD45+++ ćelija u okviru CD11b+ ćelija, ali ne i statistički značajne 
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razlike. Sojne razlike u dinamici i intenzitetu infiltracije kičmene moždine 

imunizovanih mladih DA i AO pacova monocitima su ranije pokazane, odnosno veći 

broj monocita/makrofaga je izolovan je iz kičmene moždine mladih pacova DA pacova 

u poređenju sa pacovima istog uzrasta AO soja, kako u induktivnoj fazi, tako i na 

vrhuncu bolesti (Mensah-Brown i sar., 2011). 

 

5.3. Uticaj starenja na zadržavanje CD4+ T-limfocita u slezini DA i AO pacova 

imunizovanih u cilju indukcije EAE-a 

Imajući u vidu da encefalitogeni CD4+ T-limfociti, aktivisani u drenirajućim 

limfnim čvorovina na putu za CNS, mogu biti zadržani u slezini (Flügel i sar., 2001; 

Staykova i sar., 2002; Yang i sar., 2002; Tischner i sar., 2006) i da je, bez obzira na 

uzrast, veći broj mononulearnih ćelija izolovan iz kičmene moždine DA nego AO 

pacova, kao i da je starenje dovelo do smanjenja veličine ćelijskog infiltrata u kičmenoj 

moždini DA pacova, a povećanja u kičmenoj moždini AO pacova, analizirana je i 

procentualna zastupljenost aktivisanih ćelija u subpopulaciji CD4+ T-splenocita. 

Pokazano je da starenjem kod oba soja pacova dolazi do povećanja kako procentualne 

zastupljenosti aktivisanih ćelija u okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita, tako i 

njihovog ukupnog broja u slezini. Međutim, s obzirom na to da kod AO pacova 

starenjem dolazi i do povećanja zastupljenosti aktivisanih CD4+ T-limfocita u kičmenoj 

moždini, moglo se pretpostaviti da zadržavanje aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini 

najverovatnije nije značajno kompromitovalo infiltraciju kičmene moždine CD4+ T-

limfocitima specifičnim za neuroantigene. S druge strane, budući da je kod DA pacova 

nađeno smanjenje broja aktivisanih CD4+ T-limfocita u kičmenoj moždini starih u 

odnosu na mlade životinje, pretpostavljeno je i da bi kod starih DA pacova zadržavanje 

neuroantigen specifičnih CD4+ T-limfocita na njihovom putu od limfnih čvorova koji 

dreniraju mesto imunizacije do kičmene moždine, moglo doprineti manjoj infiltraciji 

ovim ćelijama kičmene moždine starih DA pacova u odnosu na mlade životinje ovog 

soja. 

Standardna izoforma glikoproteina CD44, CD44s izoforma, ispoljena je na 

većini leukocita, uključujući i T limfocite (McDonald i Kubes, 2015). Sa aktivacijom T 

limfocita njena ekspresija se povećava na površini ovih ćelija (Pure i Cuff, 2001; Baaten 

i sar., 2010). Imajući u vidu da povećanje ekspresije CD44s na CD4+ T-splenocitima 
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može biti odgovorno za zadržavanje CD4+ T-limfocita specifičnih za neuroantigene u 

slezini (Yang i sar., 2002), nalaz veće gustine ekspresije CD44s na CD4+ T-limfocitima 

starih DA pacova u poređenju sa mladim pacovima istog soja ukazivao je da bi 

povećana ekspresija ovog molekula mogla, makar delimično, da bude odgovorna za 

starenjem uslovljeno povećano zadržavanje CD4+ T-limfocita specifičnih za 

neuroantigene u slezini. U prilog ovakvom zaključku govore i podaci da kod miševa 

deficijentnih za CD44 molekul, dolazi do povećanja broja ćelija koje infiltriraju CNS i 

razvoja EAE-a teže kliničke slike u poređenju sa kontrolnim životinjama (Flynn i sar., 

2013). 

Zadržavanju encefalitogenih CD4+ T-limfocita u slezini starih DA pacova 

moglo je da doprinese i starenjem uslovljeno povećanje zastupljenosti CD4+ Treg, 

budući da je utvrđeno da povećanje broja CD4+ Treg u sekundarnim limfnim organima 

ograničava infiltraciju CNS-a encefalitogenim CD4+ T-limfocitima (Tischner i sar., 

2006). Naime, povećanje zastupljenosti ovih ćelija se povezuje sa ograničavanjem 

migracije CD4+ T-limfocita, najverovatnije usled smanjenja ekspresije CXCR3 

molekula na ovim ćelijama (Tischner i sar., 2006). U prilog nalazu dobijenom u ovoj 

disertaciji idu podaci koji pokazuju da kod starih glodara i ljudi dolazi do ekspanzije 

CD4+ iTreg na periferiji (Sharma i sar., 2006; Rosenkranz i sar., 2007; Raynor i sar., 

2012). Ova ekspanzija se povezuje sa smanjenjem incidencije autoimunskih bolesti  kod 

starih jedinki, uprkos povećanju autoimunosti tokom starenja (Vadasz i sar., 2013). 

Prisustvo većeg broja CD4+ Treg u slezini starih životinja bi moglo da se poveže sa 

većom površinskom ekspresijom CD44, jer je pokazano da veći broj CD4+ Treg u 

sekundarnim limfnim organima odražava ushodnu regulaciju ekspresije CD44 i veću 

gustinu na površini ćelije (Yang i sar., 2002; Bollyky i sar., 2009). U prilog značaja 

CD44 u regulaciji broja CD4+ Treg tokom razvoja EAE-a govori manji broj ovih ćelija 

na periferiji i teža klinička slika EAE-a kod miševa deficijentnih za CD44 (Flynn i sar., 

2013). 

 

5.4. Sojne specifičnosti u uticaju starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike 

mononuklernih ćelija drenirajućih limfnih čvorova pacova koji su imunizovani u 

cilju indukcije EAE-a 
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Imajući u vidu sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u broju T-ćelija 

koje infiltriraju kičmenu moždinu i njihovom fentopskom profilu analizovana je 

aktivacija/proliferacija i diferencijacija T-limfocita u limfnim čvorovima koji dreniraju 

mesto imunizacije. 

U skladu sa prethodnim ispitivanjima (Vukmanovic i sar., 1990), iz drenirajućih 

limfnih čvorova mladih AO pacova, u poređenju sa drenirajućim limfnim čvorovima 

mladih DA pacova, izolovan je manji ukupan broj CD4+ T-limfocita, kao i broj 

aktivisanih CD4+ T-limfocita. Ovi nalazi su bili u saglasnosti sa manjom proliferacijom 

CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova mladih AO 

pacova u poređenju sa MBP+ kulturama ovih ćelija mladih DA pacova. Dakle, 

infiltracija kičmene moždine mladih AO pacova manjim brojem CD4+ T-limfocita u 

odnosu na mlade DA pacove mogla je da bude i odraz manje efikasnog generisanja 

neuroantigen specifičnih CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima mladih 

AO pacova. Broj aktivisanih CD4+ T-limfocita se starenjem smanjivao u drenirajućim 

limfnim čvorovima DA pacova, a povećavao u drenirajućim limfnim čvorovima AO 

pacova. Ovaj nalaz se mogao povezati sa starenjem uslovljenim promenama u broju 

aktivisanih OX62+ dendritskih ćelija (a na osnovu ekspresije MHC molekula II klase i 

CD80 i CD86 molekula). Naime, pokazano je da se starenjem povećao i ukupan broj 

OX62+ dendritskih ćelija, kao i broj aktivisanih ćelija među njima (ćelije koje 

eksprimiraju MHC molekule II klase i CD80/86 kostimulatorne molekule). U prilog 

ovom nalazu jesu podaci da se starenjem broj dendritskih ćelija povećava u slezini i 

perifernoj krvi kod (NZWxBXSB)F1 miševa, sklonim razvoju autoimunskih bolesti 

(Adachi i sar., 2002). Povećanje broja OX62+ dendritskih ćelija u drenirajućim limfnim 

čvorovima AO pacova, kao i povećanje broja ćelija koje ispoljavaju kostimulatorne 

molekule je u skladu sa starenjem pokazanim povećanjem zastupljenosti CD4+ T-ćelija 

koje sekretuju GM-CSF u drenirajućim limfnim čvorovima AO pacova i njegovom 

većom produkcijom u kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova ovih životinja 

(Stojić-Vukanić i sar., 2015). S druge strane, iako se ukupan broj OX62+ dendritskih 

ćelija starenjem nije menjao kod DA pacova, broj aktivisanih ćelija se smanjivao. U 

prilog sojnim razlikama u uticaju starenja na broj dendritskih ćelija govore i nalazi 

dobijeni u mišjem modelu sistemskog eritemskog lupusa, koji pokazuju da su promene 

u broju dendritskih ćelija na periferiji sojno zavisne (Ishikawa i sar., 2002). Podataka o 
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značaju genetskih faktora za starenjem uslovljene promene u aktivaciji dendritskih 

ćelija nema. Međutim, s obzirom na podatke koji ukazuju da je za ishod interakcije 

dendritskih ćelija i CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima važniji odnos 

aktivisanih/zrelih dendritskih ćelija i konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita, nego 

apsolutni broj aktivisanih/zrelih dendritskih ćelija per se (Allenspach i sar., 2008), 

izračunat je i ovaj odnos. Starenje je kod AO pacova dovelo do pomeranja ovog odnosa 

na stranu dendritskih ćelija, dok se kod DA pacova ovaj odnos pomerao na stranu 

Foxp3-CD4+ T-limfocita. Ovaj nalaz je bio konzistentan sa smanjenjem broja 

aktivisanih CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova u 

poređenju sa mladim životinjama ovog soja, odnosno sa povećanjem broja ovih ćelija 

starenjem u drenirajućim limfnim čvorovoma AO pacova. Kod starih pacova, broj 

aktivisanih (MHC II+, CD80/86+) dendritskih ćelija bio je veći kod AO pacova nego 

kod starih DA pacova. U prilog ovom nalazu idu podaci koji ukazuju na individualne 

varijacije u uticaju starenja na ekspresiju humanog leukocitnog antigena (engl. human 

leukocyte antigen, HLA)-DR na dendritskim ćelijama čoveka (Steger i sar., 1996; Lung 

i sar., 2000). Odnos aktivisanih/zrelih dendritskih ćelija i konvencionalnih Foxp3-CD4+ 

limfocita kod starih pacova je bio nešto veći kod AO pacova. 

S obzirom na to da aktivacija CD4+ T-limfocita ne mora uvek da dovede do 

njihove proliferacije (Laouar i Crispe, 2000; Sojka i sar., 2008), analizovana je 

proliferacija CD4+ T-limfocita u kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova. 

Ispitivanja proliferacije CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih 

limfnih čvorova mladih i starih pacova pokazala su smanjenje procentualne 

zastupljenosti proliferišućih CD4+ T-limfocita u kulturama ovih ćelija starih DA pacova 

u poređenju sa mladim životinjama istog soja. Ovaj nalaz mogao je biti posledica ne 

samo nepovoljnijeg odnosa aktivisanih/zrelih OX62+ dendritskih ćelija i 

konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita u suspenzijama ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova starih pacova, već i starenjem uslovljenih intrinzičnih promena CD4+ T-

limfocita. Ovaj zaključak je izveden na osnovu činjenice da je proliferacija CD4+ T-

limfocita bila manja i u ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih DA 

pacova nego u odgovarajućim kulturama mladih DA pacova, budući da ConA direktno 

stimuliše proliferaciju CD4+ T limfocita (Quintans i sar., 1989). Starenjem uslovljeno 

smanjenje intrinzičnog kapaciteta CD4+ T-limfocita da proliferišu pokazano je i u 
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drugim studijama (Lefebvre i Haynes, 2012). S obzirom na to da bi manji proliferativni 

odgovor na antigensku stimulaciju mogao biti posledica i supresornog delovanja 

regulatornih CD4+ Treg ćelija (Takahashi i sar., 1998; Sojka i sar., 2008), ispitana je i 

procentualna zastupljenost ovih ćelija. Analize su pokazale da nije bilo značajne razlike 

u procentualnoj zastupljenosti CD4+ Treg ćelija u suspenziji mononulearnih ćelija 

izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova mladih i starih DA pacova. Međutim, 

zastupljenost IL-10+ ćelija u okviru CD4+ Treg ćelija se starenjem povećavala kod DA 

pacova, što je takođe moglo doprineti nalazu manjeg proliferativnog odgovora CD4+ T-

limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih DA pacova u 

poređenju onim u MBP+ kulturama mladih DA pacova (Barrat i sar., 2002). Nalaz veće 

zastupljenosti IL-10+ ćelija u CD4+ Treg ćelijama starenjem kod DA pacova bio je u 

skladu i sa starenjem uslovljenim smanjenjem ekspresije kostimulatornih molekula na 

dendritskim ćelijama, budući da je pokazano da CD4+ Treg ćelije mogu ostvariti uticaj 

na dendritske ćelije redukujući njihov kostimulatorni kapacitet (Cederbom i sar., 2000). 

S druge strane, uprkos manjoj zastupljenosti proliferišućih CD4+ T-limfocita u ConA+ 

kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih AO pacova u poređenju sa ConA+ 

kulturama mladih AO pacova, procentualna zastupljenost proliferišućih CD4+ T-

limfocita u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih čvorova starih i mladih AO pacova 

nije se razlikovala. Ovakvi nalazi bi se mogli povezati sa povoljnijim odnosom 

aktivisanih/zrelih dendritskih ćelija i konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita kod starih 

AO pacova u poređenju sa istim kod mladih pacova ovog soja. Procentualna 

zastupljenost CD4+ Treg u okviru mononuklearnih ćelija drenirajućih limfnih čvorova 

se starenjem povećavala kod AO pacova. Međutim, starenje nije imalo uticaja na 

zastupljenost IL-10+ ćelija u okviru CD4+ Treg kod AO pacova, što je, imajući u vidu 

prethodno navedene podatke do kojih su došli Cederbom i sar. (2000), bilo u skladu i sa 

nepromenjenom procentualnom zastupljenosti aktivisanih/zrelih ćelija u subpopulaciji 

OX62+ dendritskih ćelija AO pacova. Na osnovu prethodno navedenih rezultatata 

moglo bi se zaključiti da je odsustvo razlike u procentualnoj zastupljenosti 

proliferišućih CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih čvorova 

mladih i starih AO pacova bilo rezultanta starenjem uslovljenih promena u imunskim 

ćelijama koje su uključene u inicijaciju/regulaciju primarnog CD4+ T-ćelijskog 

odgovora. Kod starih pacova procentualna zastupljenost proliferišućih CD4+ T-
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limfocita je bila manja u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih AO 

pacova nego u odgovarajućim kulturama starih DA pacova. Ovo se najverovatnije može 

povezati sa manjim proliferativnim kapacitetom CD4+ T-limfocita starih AO pacova u 

poređenju sa onim koji pokazuju ove ćelije starih DA pacova. U prilog ovakvoj 

pretpostavci jeste i analiza proliferacije CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama ćelija 

drenirajućih limfnih čvorova, koja je pokazala manju proliferaciju CD4+ T-limfocita u 

ConA+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih AO pacova u poređenju sa 

proliferacijom ovih ćelija u odgovarajućim kulturama starih DA pacova. Kod starih 

pacova procentualna zastupljenost CD4+ Treg u mononuklearnim ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova bila je veća kod AO nego DA pacova, što je moglo uticati na manji 

proliferativni odgovor CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama drenirajućih limfnih 

čvorova starih AO pacova u poređenju sa proliferativnim odgovorom ovih ćelija u 

MBP+ kulturama starih DA pacova. S druge strane, zastupljenost IL10+ ćelija u subsetu 

CD4+ Treg ćelija se starenjem povećavala kod DA pacova, dok se kod AO pacova nije 

menjala, pa je kod starih pacova bila je veća kod DA nego kod AO pacova. Sumirano, 

prethodni nalazi impliciraju da je starenje kod DA pacova moglo da dovede do veće 

zastupljenosti CD4+ Treg ćelija koje su imale veći kapacitet da suprimiraju proliferaciju 

efektorskih CD4+ T-limfocita (Barrat i sar. 2002; Garg i sar., 2010), dok je kod AO 

pacova starenje povećavalo zastupljenost svih CD4+ Treg ćelija. U prilog nalazima 

dobijenim kod DA pacova idu podaci koji pokazuju da se starenjem povećava 

sposobnost mišjih CD4+ Treg ćelija da in vitro suprimiraju proliferaciju efektorskih T-

limfocita, kao i da se starenjem u populaciji ovih ćelija povećava zastupljenost ćelija 

koje sintetišu IL-10 (Garg i sar., 2014). S druge strane, u prilog razlikama u 

zastupljenosti CD4+ Treg ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima DA i AO pacova idu 

podaci koji pokazuju da su starenjem uslovljene promene u zastupljenosti CD4+ Treg u 

slezini i limfnim čvorovima miševa sojno zavisne (Thomas i sar., 2007). 

U sledećem koraku je ispitivan sekretorni profil CD4+ T-limfocita izolovanih iz 

drenirajućih limfnih čvorova imunizovanih životinja. Procentualna zastupljenost IL-17+ 

ćelija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita, kao i broj CD4+IL17+ T-limfocita, bili su veći 

u drenirajućim limfnim čvorovima mladih DA pacova nego mladih AO pacova. Ovi 

nalazi su bili u saglasnosti sa onim dobijenim u ranijim ispitivanjima drugih autora 

(Miljkovic i sar., 2006). Pokazane su i sojne razlike u sintezi IL-17 u CD4+ T-
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limfocitima drenirajućih limfnih čvorova miševa kod kojih je indukovan EAE (Langrish 

i sar., 2005). Manja zastupljenost IL-17+CD4+ T-limfocita u limfnim čvorovima mladih 

AO pacova u poređenju sa onom u limfnim čvorovima mladih DA pacova bila je u 

skladu sa manjom ekspresijom citokina koji usmeravaju/održavaju diferencijaciju Th0 u 

Th17 ćelije. Nalaz manje ekspresije iRNK za IL-6 i iRNK za IL-23/p19 u ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova mladih AO pacova u odnosu na ekspresiju iRNK za ove 

citokine u odgovarajućim ćelijama mladih DA pacova nađen je i u ispitivanjima drugih 

autora (Markovic i sar., 2009). Istraživanja u sklopu ove disertacije ukazala su i na 

manju ekspresiju iRNK za IL-1β u ovim ćelijama mladih AO pacova u poređenju sa 

ekspresijom iRNK za ovaj citokin u ćelijama mladih DA pacova. Starenje je kod DA 

pacova dovelo do smanjenja procentualne zastupljenosti IL-17+ ćelija u CD4+ T-

limfocitima drenirajućih limfnih čvorova i ukupnog broja IL-17+CD4+ T-ćelija u 

njihovim drenirajućim limfnim čvorovima, dok je kod AO pacova dovelo do potpuno 

suprotnog efekta. Nalaz dobijen kod AO pacova bio je u skladu s podacima koji ukazuju 

da se starenjem potencira diferencijacija Th17 ćelija kod C57BL/6 miševa, što bi moglo 

da doprinese lakšoj indukciji kolitisa kod ovih životinja (Ouyang i sar., 2011). Ovaj 

nalaz kod DA pacova bio je u skladu sa smanjenjem ekspresije iRNK za IL-6, IL-1β i 

IL-23/p19 starenjem u mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova. S druge 

strane, kod AO pacova starenje nije uticalo na ekspresiju iRNK za IL-23/p19 u ćelijama 

drenirajućih limfnih čvorova, ali jeste dovelo do povećanja ekspresije iRNK za IL-1β i 

IL-6, što je najverovatnije bilo dovoljno da favorizuje diferencijaciju Th0 u Th17 ćelije. 

U prilog nalazu dobijenom kod AO pacova govore podaci da se starenjem u slezini 

C57BL/6 miševa povećava ekspresija IL-1β i zastupljenost Th17 ćelija (Lim i sar., 

2014). S druge strane pokazano je da se starenjem smanjuje sinteza IL-1β i IL-6 u 

makrofagama izlovanim iz BALB/c miševa u odgovoru na stimulaciju 

lipopolisaharidom (Gomez i sar., 2010). Pokazano je da iako se starenjem kod C57BL/6 

miševa ne menja ekspresija IL23/p19, diferencijacija Th17 ćelija se povećava (Ouyang i 

sar.,2010). Činjenica da u literaturi postoje podaci koji ukazuju da se kod nekih sojeva 

miševa starenjem povećava ekspresija IL23/p19 (El Mezayen i sar., 2009), išli bi u 

prilog sojnim razlikama uočenim u ekspresiji ovog citokina starenjem kod DA i AO 

pacova. Posmatrani zajedno, prethodni podaci bi mogli da govore u prilog sojno-

zavisnim promenama u ekspresiji proinflamatornih citokina važnih za usmeravanje 
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diferencijacije Th17 ćelija tokom starenja, kakve su i uočene u ispitivanjima vezanim za 

ovu disertaciju. 

Ispitivanja uticaja starenja na CD4+ T-limfocite produbljena su ispitivanjem 

zastupljenosti visoko patogenih IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u okviru CD4+ T-

limfocita izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova. Ova ispitivanja su pokazala da je 

zastupljenost ovih ćelija bila veća kod mladih DA pacova nego mladih AO pacova. 

Starenjem se zastupljenost ovih ćelija menjala u suprotnom smeru kod DA i AO 

pacova, odnosno zastupljenost ovih ćelija se smanjivala starenjem kod DA pacova i 

povećavala starenjem kod AO pacova. Kod starih pacova procentualna zastupljenost IL-

17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova 

bila je veća kod DA nego AO pacova. S obzirom na to da IL-23, kako je ranije i 

navedeno, podstiče sintezu GM-CSF od strane CD4+ T-limfocita (Wu i sar., 2016), 

nalaz zastupljenosti IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita 

izolovanih iz drenirajućih limfnih čvorova je bio u skladu sa nalazom ekspresije iRNK 

za IL-23/p19, osim u slučaju starenjem uslovljenog povećanja IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ 

ćelija u okviru CD4+ T-limfocita drenirajućih limfnih čvorova kod AO pacova. 

Povećanje zastupljenosti IL-17+IFN-γ+GM-CSF+ ćelija u okviru CD4+ T-limfocita 

drenirajućih limfnih čvorova starenjem kod AO pacova moglo bi se objasnti 

povećanjem ekspresije iRNK za IL-1β, s obzirom na to da se smatra da osim IL-23, do 

ushodne regulacije ekspresije GM-CSF u Th17 ćelijama dovodi i IL-1β (El-Behi i sar., 

2011). Podataka o sojnim i uzrasnim razlikama u zastupljenosti ovih ćelija u 

drenirajućim limfnim čvorovima EAE pacova nema. 

U sklopu ove disertacije ispitivan je i razvoj primarnog Th1 odgovora u 

drenirajućim limfnim čvorovima životinja imunizovanih za EAE. Rezultati ove studi je 

potvrdili su da je procentualna zastupljenost IFN-γ+CD4+ T-limfocita, i ekspresija IL-

12, ključnog citokina za diferencijaciju Th1 limfocita, kako na nivou iRNK za IL-

12/p35, specifičnu subjedinicu ovog citokina, tako i IL-12 proteina, bila manja u 

mononuklearnim ćelijama drenirajućih limfnih čvorova mladih AO pacova u poređenju 

sa mladim DA pacovima (Miljkovic i sar., 2006; Markovic i sar., 2009). Starenje je kod 

DA pacova dovelo do smanjenja ekspresije iRNK za IL-12/p35, što je bilo u skladu sa 

nalazom smanjene zastupljenosti IFN-γ+CD4+ T limfocita u drenirajućim limfnim 

čvorovima. Ove nalaze potkrepljuju i ispitivanja Ditamo i sar. (2005), budući da su ona 



Diskusija 

_____________________________________________________________________________ 

140 

 

pokazala da starenje smanjuje jačinu Th1 imunskog odgovora kod Wistar pacova kod 

kojih je indukovan EAE i sledstveno tome kompromituje razvoj EAE-a. S druge strane, 

kod AO pacova starenje je imalo suprotan efekat na iste parametre Th1 odgovora koji su 

analizovani kod DA pacova. Ovaj nalaz podržavaju ranija istraživanja koja su utvrdila 

da kod C57BL/6 miševa, kod kojih starenje dovodi do razvoja teže kliničke slike EAE-

a, splenociti izolovani iz starih životinja pokazuju veću produkciju IFN-γ nego oni 

izolovani iz mladih životinja (Matejuk i sar., 2005). U drenirajućim limfnim čvorovima 

starih DA i AO pacova nije bilo razlike u zastupljenosti IFN-γ+CD4+ T-limfocita. Ovi 

nalazi su bili u skladu sa ekspresijom iRNK za IL-12/p35 u ćelijama drenirajućih 

limfnih čvorova starih DA i AO pacova. 

Brojni podaci ukazuju da CD8+ T-limfociti mogu imati značajnu ulogu u 

induktivnoj fazi EAE-a (Camara i sar., 2013; Huber i sar., 2015). Pokazano je da 

terminalno diferencirani CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfociti pomažu neuro(antigen)-

specifičnim CD4+ T-limfocitima da se u drenirajućim limfnim čvorovima diferenciraju 

u efektorske ćelije koje će infiltrirati CNS (tzv. „reverzna pomoć“), kao i da ovu pomoć 

CD8+ T-limfociti ostvaruju najverovatnije kroz oslobađanje IFN-γ i IL-17 (Christensen 

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

Eksperimentima u kojima je vršena deplecija CD8+ T-limfocita, pokazano je da je ova 

pomoć CD8+ T-limfocita bila izražena u onim modelima EAE-a, koje je odlikovala 

relativno blaga klinička slika bolesti, dok se u fulminantnim oblicima EAE-a bolest 

razvijala i u odsustvu CD8+ T-limfocita (Camara i sar., 2013). U skladu sa 

pretpostavkom da su terminalno diferencirani CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfociti 

odgovorni za ostvarivanje tzv. „reverzne pomoći“ CD4+ T-limfocitima, nađeno je 

povećanje broja terminalno diferenciranih CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfocita u 

drenirajućim limfnim čvorovima starenjem kod oba soja pacova. Međutim, ovo 

povećanje bilo je izraženije kod AO pacova, kod kojih je i neurološki deficit bio slabije 

izražen nego kod starih DA pacova. Osim ovoga, nađen je i veći broj IFN-γ+ i IL-17+ 

CD8+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova u poređenju sa 

brojem ovih ćelija u drenirajućim limfnim čvorovima starih DA pacova. Na osnovu 

ovih nalaza pretpostavljeno je da su CD4+ T-limfociti u drenirajućim limfnim 

čvorovima starih AO pacova dobijali „veću“ pomoć od strane CD8+ T-limfocita nego 

oni u drenirajućim limfnim čvorovima mladih AO pacova ili pak starih DA pacova. U 
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prilog ovome govori i izraženije procentualno povećanje zastupljenosti IFN-γ+ i IL-17+ 

ćelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama ćelija drenirajućih limfnih 

čvorova starih AO pacova u poređenju sa odgovarajućim kulturama mladih AO pacova, 

kao i starih DA pacova. Ovakav nalaz kod starih AO pacova mogao bi biti posledica il i 

veće procentualne zastupljenosti CD8+ T-limfocita specifičnih za MBP pre 

restimulacije u kulturi ili izrazitijeg proliferativnog odgovora ovih ćelija na stimulaciju 

MBP-om. Ispitivanja proliferacije CD8+ T-limfocita u kulturama ćelija drenirajućih 

limfnih čvorova nakon stimulacije MBP-om pokazala su povećanje proliferacije ovih 

ćelija starenjem kod oba soja pacova. Nasuprot ovakvim nalazima u kulturi, bez obzira 

na soj pacova, proliferacija CD8+ T-limfocita ex vivo i u ConA+ kulturi bila je manja 

kod starih pacova u poređenju sa mladim. Ovi nalazi su u skladu sa ranijim studijama 

koje su ukazale na starenjem uslovljeno smanjenje proliferacije sveže izolovanih i 

CD8+ T-ćelija u ConA+ kulturama (Kirschmann i Murasko, 1992; Nikolich-Zugich i 

sar., 2012). Međutim, pokazano je da starenje utiče i na smanjenje proliferativnog 

odgovora T-ćelija na stimulaciju specifičnim antigenom (Kirschmann i Murasko, 1992). 

Ova diskrepanca između rezultata dobijenih u prethodnim ispitivanjima i ispitivanjima 

prikazanim u ovoj disertaciji bi se mogla povezati sa podacima koji pokazuju da 

starenjem kod ljudi i miševa dolazi do akumulacije CD8+ T-limfocita koji ispoljavaju 

TCR visokog aviditeta za sopstvene peptide prikazane u sklopu MHC molekula 

(Goronzy i Weyand, 2012; Tatari-Calderone i sar., 2012; Vadasz i sar., 2013). Drugim 

rečima, moglo bi se pretpostaviti da je nalaz povećanja proliferacije CD8+ T-limfocita u 

odgovoru na stimulaciju MBP-om u kulturama ćelija drenirajućih limfnih čvorova starih 

pacova u odnosu na kulture ovih ćelija mladih životinja odgovarajućeg soja bio 

prevashodno posledica starenjem uslovljene akumulacije neuroantigen-specifičnih 

CD8+ T-limfocita u limfnim čvorovima. Nalaz manje proliferacije CD8+ T-limfocita u 

ConA+ kulturama kod starih AO pacova u poređenju sa odgovarajućim kulturama starih 

DA pacova, a odsustvo razlike u proliferaciji ovih ćelija u MBP+ kulturama starih 

pacova ova dva soja ukazivao je na izrazitiju akumulaciju neuroantigen-specifičnih 

CD8+ T-limfocita u limfnim čvorovima starih AO pacova. 

Na osnovu rezultata ove disertacije može se zaključiti da su za razlike u uticaju 

starenja na osetljivost za razvoj EAE-a kod DA i AO pacova značajnu ulogu mogle 

imati promene, ne samo na nivou ciljnog organa, već i na nivou drenirajućih limfnih 
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čvorova. Ove promene su kod DA i AO pacova išle u suprotnom smeru, tako da se 

starenjem kod DA pacova smanjivalo generisanje neuroantigen specifičnih CD4+ T-

limfocita, a kod AO pacova povećavalo. Generisanju encefalitogenih CD4+ T-limfocita 

u drenirajućim limfnim čvorovima starih AO pacova značajan doprinos dali su i CD8+ 

T-limfociti kroz tzv. „reverznu pomoć“, ostvarenu najverovatnije oslobađanjem IFN-γ i 

IL-17. 

Sumirano, rezultati prikazani u sklopu ove doktorske disertacije jasno ukazuju 

da starenje, na sojno zavisan način, utiče kako na mehanizme koju učestvuju u razvoju 

oštećujućeg CD4+ T-ćelijskog odgovora u drenirajućim limfnim čvorovima i kičmenoj 

moždini, tako i na mehanizme koji kontrolišu razvoj ovog odgovora. Imajući u vidu 

uzajamnu povezanost svih ispitivanih mehanizama, na osnovu dobijenih rezultata nije 

moguće jasno izdvojiti primarno nastale razlike/promene, od onih koje nastaju 

sekundarno, odnosno nije moguće odgovoriti na pitanje koje su razlike/promene od 

presudnog značaja za sojno različite uzrasne promene u kliničkom ispoljavanju EAE-a. 

Međutim, bez obzira na ovu činjenicu, opisani rezultati, bez svake sumnje, doprinose 

razumevanju mehanizama razvoja EAE-a, pa sledstveno, uz ograničenja vezana za 

translaciju podataka dobijenih u eksperimentalnim modelima autoimunskih bolesti, i 

boljem razumevanju inicijalne inflamatorne faze u razvoju humane bolesti - multiple 

skleroze. Osim toga, njihov značaj bi mogao da bude i u tome, što ukazuju na potrebu, 

ne samo uzrasno zavisnog, već i personalizovanog pristupa u terapiji multiple skleroze. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

Na osnovu dobijenih rezultata moguće je izvesti sledeće zaključke: 

1. Bez obzira na uzrast, ženke pacova DA soja imunizovane homogenatom kičmene 

moždine u KFA uz davanje Bordetella pertussis razvijaju EAE akutnog toka, s tim 

što se starenjem incidencija i težina kliničke slike bolesti (merena maksimalnim 

neurološkim deficitom) smanjuje, dok kod ovako imunizovanih ženki AO soja 

pacova, koje u adultnom uzrastu ne razvijaju klinički manifestnu bolest, starenje 

dovodi do razvoja relativno blagog neurološkog deficita protrahovanog trajanja. 

 

2. Starenjem uzrokovanim sojno zavisnim promenama u incidenciji i kliničkom 

ispoljavanju EAE-a doprinele su sojne i uzrasne razlike u celularnim i molekularnim 

mehanizmima razvoja bolesti kako u ciljnom organu (kičmenoj moždini), tako i na 

periferiji, u slezini (kao organu kroz koji prolaze aktivisani neuroantigen-specifični 

CD4+ T-limfociti na putu do kičmene moždine), i u drenirajućim limfnim 

čvorovima. 

 

3. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u osetljivosti na razvoj bolesti 

mogu se povezati sa suprotnim uticajem starenja na broj CD4+ T-limfocita sa 

dominantnom ulogom u razvoju bolesti u ovom modelu EAE-a (Th17 limfociti, 

posebno oni koji eksprimiraju IFN-γ i GM-CSF), koji su izolovani iz kičmene 

moždine, a što se može objasniti razlikama u uticaju starenja na generisanje 

neuroantigen-specifičnih CD4+ T-limfocita u drenirajućim limfnim čvorovima, 

njihovo preživljavanje i reaktivaciju u kičmenoj moždini, kao i 

usmeravanje/održavanje diferencijacije Th17 limfocita u ovom organu. 

 

4. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u preživljavanju i reaktivaciji 

neuroantigen specifičnih CD4+ T limfocita u kičmenoj moždini mogu se povezati i 

sa sojnim razlikama u intrinzičnim svojstvima samih CD4+ T-limfocita (ispoljavanje 

CD134 molekula), zastupljenosti citolitičkih CX3CR1+ NK ćelija sa protektivnim 

delovanjem, antigen prezentujućih ćelija nastalih iz proinflamatornih monocita, kao i 

broju i fenotipskom profilu regulatornih T-limfocita (odnos CD4+ i CD8+ Treg), dok 

bi se sojne razlike u broju Th17 limfocita mogle pripisati i razlikama u lokalnoj 
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sekreciji citokina koji usmeravaju (IL-1β, IL-6)/održavaju (IL-23) njihovu 

diferencijaciju. 

 

5. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u kliničkom toku bolesti mogu se 

povezati sa sojnim razlikama u sposobnosti mikroglije da ukloni 

oštećene/apoptotične ćelije i ćelijski debris i da sekretuje molekule sa 

imunoregulatornim/protektivnim svojstvima (manju efikasnost pokazuje mikroglija 

starih AO pacova nego mikroglija starih DA pacova), kao i da kontroliše sintezu 

proinflamatornih citokina, kao što je IL-β. 

 

6. Manjoj infiltraciji CD4+ T-limfocitima kičmene moždine starih DA pacova u odnosu 

na mlade pacove istog soja bi moglo da doprinese povećano zadržavanje aktivisanih 

(u drenirajućim limfnim čvorovima) neuroantigen-specifičnih CD4+ T-limfocita u 

slezini, a što bi moglo da se poveže sa većom ekspresijom CD44s molekula na ovim 

ćelijama i većom zastupljenošću regulatornih CD4+ Treg u slezini starih pacova. 

 

7. Divergentni uticaj starenja na generisanje antigen-specifičnih visoko patogenih Th17 

limfocita koji eksprimiraju IFN-γ i GM-CSF u drenirajućim limfnim čvorovima DA i 

AO pacova bi mogao da se poveže sa različitim uticajem starenja na broj aktivisanih 

dendritskih ćelija i T-regulatornih ćelija i sledstveno aktivaciju i proliferaciju 

konvencionalnih CD4+ T-ćelija, lokalnu ekspresiju citokina koji 

usmeravaju/održavaju diferencijaciju visoko patogenih Th17 limfocita i zastupljenost 

terminalno diferenciranih CD8+ T limfocita, posebno onih koji eksprimiraju IL-17, 

kao ćelija koje podržavaju diferencijaciju Th17 limfocita pružajući im tzv. 

„reverznu“ pomoć. 
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lAsiaea o ayropcrBy

lAt'te u npe3rMe ayropa JacurHa byperuh

Spoj r,rH4exca 16/08

t4sjaersyjenlr

ga je 4oxropcKa Ailcepraqraja nog HacnoBoM

Yrrqaj crapeFba Ha hMyHcKil oAroBop r,r neypor,trQnarvraqrajy: HcnilThBalba Ha

M OAefl y eKCn epr MeHTafl H Or ayrol/ MyH cxor e u qe+ anowujenutuca

pe3yaTaT concTBeHor rcTpax]/BaqKor paAa;

Aa AilCepraqn)a y LlenhHil H14 y.qenoBwa nuje 6Nna npe4floxeHa 3a crn.laFbe
Apyre EilnfloMe npeMa crygrjcxru nporpaMilMa Apyrux B14coKotxKoncK14x
ycTaHoBa;

Aa cy pesynTaTn KopeKrHo HaBeAeHn h

Ea HilcaM xpturo/na ayropcKa npaBa r Kopr4cl4o/na rHrenelfiyanHy ceojrany
Apyrl4x nhqa.

Ilornuc ayropa

Y Eeorpa4y, 22.05.2019.
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a

a
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O6pasaq 6.

l4sjaea o rcToBeTHocTh uITaMnaHe ta eneKrpoHcKe

Bep3uie AoKropcKor paAa

Itlt'te w npe3ilMe ayropa JacuuHa byperrh

Spoj rHgexca 16/08

Crygujcxtt nporpaM Oapua xon oruja - h rvyHoSa prva xonoruja

Yrraqaj crapeFba Ha hMyHcKt/ oAroBop 14 HeypollHSnarvaqrjy:
hcnHTilBaFba Ha MOAefly eKcnepilMeHTanHOr ayTol4MyHCKOr

paAa

.[p cll. l-opgana flenocaehh, pe4oaHr,r npoQecop

loseoruaeaM Aa ce o6jaae uoju
Ha3ilBa AOKTOpa HayKa, Kao uro cy

Hacnoe

Meurop

t4sjaeruyjerr,l Aa je uJTaMnaHa aeperaja Mor .qoKTopcKor pa,qa rcroBeTHa enexrponcxoj

aeparajm xojy carr,r npegao/na pagh noxpaFbeHa y flurutanHoM penosuropujyruy

Yxraeepsrrera y EeorPagY.

rilqHil noEaqh Be3aHil sa go6ujaue aKaAeMCKor

ilMe il npe3uMe, roAhHa il Mecro pofierua H AaryM

oE6paHe paAa.

Oar flrqHta nogaqr Mory ce o6iaanrw Ha MpexHvlM cTpaHilLlaMa AVrVTanHe

6r6nnotere, y efleKTpoHcKoM KaTanory t y ny6nraraqrajaua YHraepsrrera y

Seorpagy.

llornrc ayropa

Y 6eorpagy, 22.05.2019.



O6pasaq 7.

lAsiaea o Kopt4 urheruy

oenauhyjeu YnraepsrrercKy 6r6nnorery ,,ceero3ap Mapxosrh,, 4a y lurwannn
penosilropnjyu Ynraeepsrrera y Eeorpagy yHece vojy 40rropcKy Arcepraqrjy no4
HacnoBoM:

YrilLlai craperua Ha hNlvHcxil oArosop u Hevpor/HOraruaLlLriv: ilcnilrtaeaF"a Ha
M OEeny e Kcnepil M eHTafl HOr ayro 14 MyH cxor en qes anoM[)e nvrvca

xoja je nroje ayropcKo Aeno.

lrcepraqrajy ca cararra nprno3rMa npegao/na caM y eneKTpoHcxou $opuary noro4HoM
sa rpajHo apxhBilpaFbe,

Mojy AoKropcKy graceprarlrajy noxpalbeHy y lrrrranHour peno3Llrop tljyMy
YHreepsurera y Seorpagy r EocrynHy y orBopeHoM npucryny Mory Aa Kopr/cre cBr
xojr nou.rryjy ogpeg6e carqpxaHe y oga6paxoM rrny flhLleHLle Kpearuane sajegxrrle
(Creative Commons) sa xojy caM ce o4nyvro/na.

1. Ayropcreo (CC BY)

2. AyropcrBo - HeKoMepqrajanHo (CC BY-NC)
-- 

AyropcrBo - HeKoMepqr,rjanHo - 6es npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyropcrBo - HeKoMepqrajanno - AentArtA noA rcruM ycnoBilMa (cc By-NC-sA)

5. Ayropcreo - 6es npepaga (CC BY-ND)

6. AyropcrBo - Aenrril noA vlcrtlw ycaoBhMa (CC BY-SA)

(Monrarvo Aa 3aoKpyxilre caMo jeAny oA ruecr noHy[eHrx flrqeHqil.
Kparax onhc n[LleHqr,r je cacraBHil Aeo oBe rasjaae).

flornrc ayropa

Y Seorpagy,


