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UTICAJ STARENJA NA IMUNSKI ODGOVOR | NEUROINFLAMACIJU:
ISPITIVANJA NA MODELU EKSPERIMENTALNOG AUTOIMUNSKOG
ENCEFALOMIJELITISA

Rezime

Starenje uti¢e na incidenciju vecine inflamatornih autoimunskih bolesti, Sto se
povezuje sa starenjem imunskog sistema, tzv. imunoloSkim starenjem (engl.
immunosenescence). Budu¢i da je pokazano da postoje znacajne individualne razlike u
procesu starenja ispitivan je znaCaj genetskih faktora (sojnih razlika) za starenjem
uslovljene promene u incidenciji inflamatornih autoimunskih bolesti kod pacova.
Koris¢en je model eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE)
indukovanog inokulacijom homogenata singene ki¢mene mozdine u kompletnom
Frojndovom adjuvansu uz ko-administraciju inaktivisane Bordetella pertussis, koji
mimikrira ranu inflamatornu fazu multiple skleroze, naj¢esce inflamatorne autoimunske
bolesti centralnog nervnog sistema, ¢ija incidencija pokazuje jasnu uzrasnu zavisnost
(smanjuje se starenjem). U istrazivanja su ukljuene adultne i stare Zenke pacova Dark
Agouti (DA) soja, koji pokazuju izrazitu osetljivost na indukciju EAE-a u adultnom
uzrastu i1 pacova Albino Oxford (AO) soja, koji su u adultnom uzrastu relativno
rezistentni na indukciju EAE-a. Cilj je bio i da se definisu celijski i molekularni
mehanizmi, koji bi mogli da budu odgovorni za moguce 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 tezinu bolesti kod DA pacova, a da kod AO pacova
dovodi do razvoja bolesti blagog protrahovanog toka, koja pokazuje znacajnu
incidenciju (62,5%). Razlike u klini¢kom ispoljavanju bolesti kod ova dva soja pacova
su se mogle povezati sa sojnim razlikama u mehanizmima koji su ukljuceni u kontrolu
intenziteta primarnog (auto)imunskog odgovora u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, ali i
migracije aktivisanih neuroantigen-specifi¢cnih T pomoénickih 17 (engl. T helper 17,
Th17) ¢elija, posebno zadrzavanja u slezini (ekspresija CD44s molekula na povrsini Th
¢elija 1 zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ regulatornih T-limfocita), kao klju¢nih za

razvoj bolesti u ovom modelu, u ciljni organ (ki¢menu mozdinu) i autoimunskog



odgovora 1 inflamacije u ki¢menoj mozdini. Smanjenje tezine neuroloskog deficita
starenjem kod DA pacova koreliralo je sa smanjenjem veli¢ine mononuklearnog
infiltrata i sadrzaja Thl7 limfocita, a posebno visoko patogenih Thl7 limfocita koji
sintetiSu interferon (engl. interferon, IFN)-y i faktor koji stimulise kolonije granulocita i
makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) u ovom
infiltratu, dok se starenjem kod AO pacova povecavala i veli¢ina ukupnog
mononuklearnog infiltrata i sadrzaj visoko patogenih Thl7 limfocita u njemu. Ove
uzrasne i sojne razlike u broju visoko patogenih Thl7 limfocita koji su infiltrirali
ki¢menu mozdinu su se mogle povezati sa razlikama u efikasnosti generisanja
neuroantigen-specificnih Thl17 c¢elija u dreniraju¢éim limfnim C¢vorovima, njihovoj
podloZznosti apoptozi 1 reaktivaciji u ki¢menoj mozdini, te karakteristikama lokalne
mikrosredine u smislu ekspresije citokina koji su neophodni za usmeravanje i
odrzavanje njihove diferencijacije. Uzrasne i sojne razlike u prezivljavanju i reaktivaciji
encefalitogenin CD4+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini su reflektovale uzrasne i sojne
razlike u intrinzicnim karakteristikama ovih c¢elija (ekspresija CD134 molekula),
zastupljenosti antigen prezentujucih celija nastalih iz proinflamatornih monocita, ali 1
uzrasne 1 sojne razlike u sposobnosti ¢elija u ki¢menoj mozdini da kontroliSu njihovo
prezivljavanje (CX3CR1+ urodenoubilacke celije sa protektivnim delovanjem) 1
reaktivaciju (CD4+ i CD8+CD25+Foxp3+ regulatorni T-limfociti). Ove razlike su
mogle da se povezu i sa razlikama u neuroprotektivnom kapacitetu mikroglijalnih ¢elija,
procenjenom na osnovu njihove sposobnosti da vrse fagocitozu i endocitozu i sekretuju
molekule sa neuroprotektivnim/anti-inflamatornim svojstvima. Uzrasnim i sojnim
razlikama u broju Th limfocita u kicmenoj mozdini pacova doprinele su i razlike u
generisanju neuroantigen-specificnih Th17 limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima.
Ove razlike su korelirale sa sojnim specifi¢nostima u aktivaciji CD4+ T-limfocita, $to se
moglo povezati sa uzrasnim i sojnim razlikama u broju aktivisanih konvencionalnih
dendritskih ¢elija, kao i razlikama u proliferativnom kapacitetu CD4+ T-limfocita. Za
razliku od AO pacova kod kojih starenje nije znaCajno uticalo na proliferaciju
neuroantigen specificnih CD4+ T-limfocita u kulturi, proliferacija ovih c¢elija se
starenjem smanjivala kod DA pacova, §to se moglo objasniti sa sojnim razlikama u
njihovom intrinzicnom kapacitetu za proliferaciju, kao i sa sojnim razlikama u

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



uslovljeno povecanje efikasnosti generisanja Thl7 ¢elija 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
vaznih za usmeravanje/odrzavanje diferencijacije ovih Celija, ve¢ i ve¢om zastupljenosti
terminalno diferentovanih CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfocita, koji sintetiSu IL-17,
buduci da je pokazano da ove Celije ,,pomazu‘“ terminalnu diferencijaciju Th17 limfocita
1 omoguéavaju njihov izlazak iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, fenomen oznacen kao
“reverzna pomo¢” (engl. reverse help). Na kraju, imajuéi u vidu brojne uzrasno i sojno
zavisne razlike u mehanizmima razvoja i1 kontrole Thl7 <¢elijskog odgovora, od
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova do kicmene moZzdine, ostaje otvoreno pitanje koje su od
opisanih razlika nastale primarno, a koje posledi¢no, sekundarno, doprinose¢i sojnim i
uzrasnim razlikama u klinickom ishodu imunizacije.

U zakljucku, rezultati istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske
disertacije doprinose boljem razumevanju ¢elijskih i molekularnih mehanizama koji
stoje u osnovi imunopatogeneze EAE-a, posebno specifi¢nosti vezanih za starenje, kao i
moguceg znafaja genetskih faktora za razvoj ove bolesti. Uz sva ograni¢enja vezana za
translaciju rezultata dobijenih na pacovskim modelima autoimunskih bolesti na
odgovaraju¢e humane bolesti, rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima bi mogli da budu
zna€ajni, ne samo za bolje razumevanje patogeneze i kliniCke slike rane inflamatorne
faze humane bolesti, posebno individualnih varijacija u njihovim karakteristikama, ve¢,
dalekosezno, i za dizajniranje uzrasno i individualno specificnih terapijskih pristupa u

ovoj bolesti.

Kljuéne reci: starenje, eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, sojne razlike,
GM-CSF i IFN-y-produkuju¢i 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 Agouiti
(DA) strain, which show high susceptibility to EAE induction at an young adult age and
rats of Albino Oxford (AQ) 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 (Thl7)
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 Thl7 cells that synthesize interferon (IFN)-y 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 Thl7
lymphocytes in it increased with aging. These age- and strain-related differences in the
number of highly pathogenic Thl7 lymphocytes infiltrating the spinal cord could be
associated with the differences in the efficacy of neuroantigen-specific Thl7 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 Thl7 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 Thl7 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 Thl7 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-y-producing Th17 lymphocytes, regulatory T-

lymphocytes, microglia.
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1. UuvOD

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 ¢ak pojacavaju (Burkle i sar., 2007; Pawelec, 2014).
Starenjem imunskog sistema (engl. immunosenescence) dolazi do promene svih tipova
imunskih celija, i cirkuliSu¢ih faktora (citokina, hemokina i drugih solubilnih molekula)
(Nikolich-Zugich, 2017). Shodno tome, promene koje nastaju tokom starenja zahvataju
oba odeljka imunskog sistema, odnosno i1 urodeni i steCeni imunski sistem. Medutim,
smatra se da su ove promene izrazenije u steCenom odeljku imunskog sistema, a
posebno u njegovom T-¢elijskom subodeljku (Miiller i Pawelec, 2015). Iako su brojne
starenjem uslovljene promene imunskog sistema detektovane i1 objasnjene, ostaju
nerasvetljeni medusobni uticaji ovakvih promena, kao i koje od promena nastaju kao
direktna posledica starenja, a koje kao posledica kompenzacije ili prilagodavanja
primarnim promenama koje nastaju starenjem u imunskom sistemu (Nikolich-Zugich,
2017).

1.1.1. Uticaj starenja na maticne hematopoetske celije

Proliferativni kapacitet maticnih hematopoetskih ¢elija kostne srzi, koje mogu
diferencirati kako u limfoidne, tako i u mijeloidne progenitore, starenjem se smanjuje
(Lansdorp 1 sar., 1994). Osim smanjenja proliferativnog kapaciteta mati¢nih
hematopoetskih ¢elija kostne srzi, uoCena je i njihova veéa sposobnost diferencijacije ka
mijeloidnim, nego ka limfoidnim progenitorima (Rossi i sar., 2005; Cho i sar., 2008;
Geiger 1 Rudolph, 2009). Stoga, kostna srz starih miSeva sadrzi ve¢i broj mijeloidnih
progenitora na racun limfoidnih u poredenju sa kostnom srzi mladih zivotinja (Rossi 1
sar., 2005). Ovo se povezuje sa efikasnijim urodenim, a slabijim steCenim imunskim
odgovorom kod starih (Rossi 1 sar., 2005). Medutim, ukazano je 1 na postojanje
intrinzi¢nih defekta mijeloidnih progenitora kod starih miSeva (Signer i sar., 2007), koji
dovode do manje efikasne mijelopoeze nego kod mladih miseva, $to objaSnjava

¢injenicu da nema znacajnih razlika u broju zrelih mijeloidnih ¢elija kod mladih i starih
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miSeva. Medutim, treba naglasiti da ovi intrinzi¢ni defekti mogu doprineti smanjenju
funkcije mijeloidnih ¢elija kod starih zivotinja (Signer i sar., 2007). Pokazano je da
starenjem uslovljenim promenama mati¢nih hematopoetskih ¢elija doprinose genetski
faktori. Kod starih D2 miSeva izrazenija je sklonost ovih ¢elija da diferentuju u
mijeloidne nego u limfoidne progenitore, u poredenju sa B6 miSevima, sa posledi¢nim
smanjenjem broja prekursora T-limfocita i B-limfocita (Cho i sar., 2008). Smatra se da
bi smanjenje broja limfoidno opredeljenih mati¢nih hematopoetskih c¢elija moglo
doprineti veéoj incidenciji infektivnih (Pfister i sar., 2008) i malignih (Yancik, 2005)
bolesti kod starih jedinki. Pretpostavlja se da bi slede¢i mehanizmi mogli da stoje u
osnovi starenjem uslovljenih promena u hematopoetskom odeljku kostne srzi: 1)
skraenje telomera (Vaziri i sar., 1994); 2) epigenetske promene, tako da mijeloidni
progenitori pokazuju manju metilaciju DNK u poredenju sa limfoidnim (Chambers i

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

1.1.2. Uticaj starenja na steceni imunski odgovor

lako starenje uti¢e na sve tipove celija imunskog sistema, smatra se da su
starenjem uzrokovane promene posebno izrazene u Celijama steCene imunosti, i da
najvise pogadaju T-limfocite (Nikolich-Zugich, 2014; Miiller i Pawelec, 2015).
Involucija timusa je bioloski fenomen karakteristican za starenje, koji obuhvata
smanjenje mase organa i celularnosti, kao i promene u tkivnoj organizaciji koje se
ogledaju u zameni funkcionalnog tkiva kore 1 srzi timusa masnim tkivom, Sto
posledi¢no 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 1 smanjenja broja timusnih emigranata, odrzavanje ukupnog broja T-
limfocita relativno konstantnim ostvaruje se homeostatskom proliferacijom memorijskih
T-¢elija (dugoZive¢ih Celija generisanih nakon prvog izlaganja antigenu) na periferiji
(Berzins 1 sar., 2002). Ovo se povezuje sa suzavanjem T-Celijskog 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-celijskom
odeljku dolazi i do kvalitativnih promena. Naivni T-limfociti starih osoba pokazuju
brojne funkcionalne defekte, ukljucuju¢i smanjenu produkciju interleukina (IL)-2,

poremecaje u proliferaciji 1 diferencijaciji u efektorske celije u poredenju sa ovim
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¢elijama mladih osoba (Haynes 1 sar., 1999; Pfister 1 sar., 2006). Posledi¢no, sposobnost
T-Celija da obezbede efikasan imunski odgovor na nove antigenske “izazove” se
smanjuje. Medutim, starenje smanjuje i sposobnost efikasnog imunskog odgovora na
antigene sa kojima se imunski sistem ve¢ susreo, ¢emu doprinosi i izmenjen aktivacioni
potencijal memorijskih T-limfocita, jo§ jedna od vaznih promena do kojih dolazi
starenjem imunskog sistema (Lerner i sar., 1989; Nel i Slaughter, 2002). Defekti u
formiranju imunoloske sinapse utvrdeni su kako kod naivnih (Garcia i Miller, 2001),
tako i kod memorijskih (Eisenbraun i sar., 2001) T-limfocita starih miSeva. S obzirom
na to da kostimulatorni molekul CD28 ima znacajnu ulogu 1 u regulaciji citoskeleta
(Zumerle 1 sar., 2017), starenjem uslovljeno smanjenje u povrsinskoj ekspresiji ovog
molekula bi moglo uticati na uspe$no formiranje imunoloske sinapse (Nel i Slaughter,
2002; Weng 1 sar., 2009). Gubitak povrSinske ekspresije CD28 kostimulatornog
molekula starenjem daleko je izraZeniji na CD8+ nego CD4+ T-limfocitima (Goronzy i
sar., 2001). Budu¢i 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 ¢elija mogla da predstavlja bioloSki marker kompromitovane
imunokompetentnosti (Goronzy i sar., 2001). Gubitak ekspresije CD28 molekula na
CD4+ T-limfocitima pracen je i “defektom” u ekspresiji CD154 (CD40L) molekula
(Weiskopf i sar., 2009), Sto Se povezuje sa smanjenom sposobnoscu ovih celija 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 ¢elije migriraju na mesto
inflamacije, sintetisu velike koli¢ine interferona-y (IFN-y), kao i citotoksi¢nih enzima,
perforina i granzima B, i da doprinose oSteCenju tkiva i stvaranju sredine u kojoj
autoreaktivni T-limfociti mogu biti aktivisani i na nespecifi¢an na¢in (Broux i sar.,
2012; Thewissen i sar., 2007; Peeters i sar., 2017). Osim tokom starenja, nadeno je
povecanje zastupljenosti CD4+CD28- T-limfocita u perifernoj krvi tokom razvoja
autoimunskih bolesti, $to 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 ¢elija detektovano je i u mozdanim 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), ukljucujuci i pacove
Dark Agouti (DA) soja (Nacka-Aleksi¢ i sar., 2018).

Molekularne studije pokazuju da su T-celije programirane da kako se
priblizavaju zavrSnim stadijumima Svog replikativnog Zivotnog veka, eksprimiraju
receptore karakteristiCne za Urodenoubilacke celije (engl. natural killer cells, NK ¢elije)
(Abedin i sar., 2005). Pokazano je da T-limfociti starih osoba postaju skloniji aktivaciji
posredstvom receptora urodene imunosti, poput receptora ubilackih celija sli¢nih
imunoglobulinima (engl. killer cell immunoglobulin-like receptors, KIRS) ili receptora
ubilackih ¢elija sli¢nih lektinima (engl. killer cell lectin-like receptors, KLRs), tipicnim
za funkciju NK celija (Abedin 1 sar., 2005). Smatra se da ekspresija receptora
karakteristicnih za NK ¢elije na T-limfocitima starih jedinki predstavlja adaptivni
mehanizam (Abedin i sar., 2005; Vallejo, 2006), u uslovima suzavanja T-celijskog
repertoara i niza promena u urodenom imunskom odgovoru do kojih dolazi starenjem,
ukljucyjuéi 1 defekte u funkciji NK ¢elija (Plackett 1 sar., 2004). Do danas ostaje nejasno
koje bi bile sve reperkusije ekspresije receptora urodene 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 odrzavanje homeostaze u
organizmu u bazalnim uslovima (Goronzy i sar., 2012). Starenje dovodi i do promena
na nivou gotovo svih puteva sprovodenja signala od T-éelijskog receptora (TCR)
(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-¢elijski 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-¢elija (Plunkett i sar.,
2007). Promene funkcije T-limfocita nastale starenjem, mogu biti prevazidene
delovanjem inflamatornih citokina ili adjuvanasa (Haynes i sar., 2004; Sharma i sar.,
2008). Konacno, starenjem nastale intrinzicne promene T-limfocita, pre svega njihova
smanjena sposobnost da se aktiviSu i proliferiSu, mogu doprinositi manjoj incidenciji
autoimunskih bolesti kod starih (Tatari-Calderone i sar., 2012). Opisane su sojne razlike

u starenjem uslovljenim promenama u T-Celijskom odeljku miseva, 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 utice ne samo na konvencionalne T-celije, ve¢ i na regulatorne T-
limfocite (Treg) (Jagger i sar., 2014; Henson, 2017), koji imaju ulogu da sprece
aktivaciju autoreaktivnih limfocita, suprimiraju razvoj alergije i patogenom indukovane
imunopatologije (Corthay, 2009). Pokazano je da starenjem kod miSeva 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 povecanja kako procentualne zastupljenosti Treg u
okviru CD4+ T-limfocita, tako i apsolutnog broja ovih ¢elija. U okviru CD4+ Treg
razlikuyju se dve populacije celija: prirodne ili urodene Treg celije (engl. natural
regulatory T cells, nTreg), koje nastaju u timusu i adaptivne ili inducibilne Treg ¢elije
(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
povecanje broja Treg starenjem, na racun nTreg ili iTreg, ili ovo povecanje reflektuje
povecanje broja celija koje pripadaju 1 jednom i drugom subsetu Treg. Od
pretpostavljenih mehanizama, koji bi mogli objasniti veée prisustvo Treg kod starih
jedinki, istrazivanja ukazuju na klju¢nu ulogu boljeg prezivljavanja ovih celija na
periferiji (Raynor i sar., 2013; Jagger i sar., 2014). Pokazano je da Treg Celije starih
jedinki ostvaruju nishodnu regulaciju gena za proapoptotski Bim [protein 11 slic¢an B-
¢elijskom limfomu (Bcl) 2] protein, koji pripada Bcl-2 familiji proteina, Sto im
obezbeduje prednost u prezivljavanju u poredenju sa Treg celijama mladih jedinki
(Chougnet i sar., 2011). S druge strane postoje i podaci koji pokazuju da se starenjem
povecava i zastupljenost CD4+ iTreg (Sharma i sar., 2006; Rosenkranz i sar., 2007,
Raynor i sar., 2012). Pokazano je da kod starih miSeva postoji korelacija izmedu
povecanog broja iTreg Celija i oslabljenog imunskog odgovora na antigene tumora
(Sharma i sar., 2006), i patogena (Belkaid i Rouse, 2005; Lages i sar., 2008).
Posledi¢no, akumulacija iTreg kod starih osoba se povezuje sa vecom incidencijom
malignih bolesti kod starih, ve¢om incidencijom i tezim klini¢kim 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 veéine autoimunskih bolesti kod starih u

poredenju 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 ¢vorovima razlicitih sojeva miSeva, kao i da je manja zastupljenost ovih
¢elija 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 ¢elija znaCajan faktor koji uti¢e na razvoj

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

Starenjem dolazi i do znacajne promene u humoralnom imunskom odgovoru.
Kod ljudi i miSeva utvrdeno je da starenje utice na smanjenje somatskih hipermutacija u
B-limfocitima i promene klase teskih lanaca (Frasca i sar., 2008). Takode, 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 i1 za promenu klase teskih lanaca (Frasca i sar., 2008). Postojanje
,defekta“ u ovim mehanizmima kompromituje stvaranje efikasnih antitela kod starih
ljudi i miSeva (Frascai sar., 2008).

Kod starih miseva opisan je slabiji humoralni imunski odgovor u poredenju sa
mladim miSevima, s tim da je ova nishodna regulacija humoralnog imunskog odgovora

bila razli¢itog stepena kod razlicitih sojeva ispitivanih miSeva (Asanuma i sar, 2001).

1.1.3. Uticaj starenja na urodeni imunski odgovor

lako se smatra da starenjem uslovljene promene prevashodno zahvataju Celije
steCene imunosti, sve je viSe podataka koji pokazuju da starenje pogada i ¢elije urodene
imunosti (Caruso, 2009). Promene urodene imunosti u starenju su slozene i vode
slabijem urodenom imunskom odgovoru, ali paradoksalno i ushodnoj regulaciji nekih
signalnih puteva, poput pojacane fosforilacije STAT (engl. signal transducer and
activator of transcription)1 i STAT3, kao i porastu koncentracije citokina, kao $to su IL-
6 i faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF)-o (Montgomery i Shaw,
2015).

Brojne funkcije makrofaga takode mogu biti pogodene procesom starenja.
Pokazano je da se starenjem smanjuje fagocitna sposobnost makrofaga Sto dovodi do
produzenog uklanjanja celijskog debrija u oSte¢enom tkivu i posledi¢no kompromituje

reparaciju oSteCenog tkiva (Swift i sar., 2001; Plowden i sar., 2004). Starenjem se
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smanjuje i stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika u makrofagima, $to ima za posledicu
smanjenu efikasnost makrofaga u uklanjanju patogena (Plowden i sar., 2004).
Peritonealni makrofagi starih miseva nakon stimulacije lipopolisaharidom (engl.
lipopolysaccharide, LPS) sintetiSu vece koli¢ine prostaglandina E2 u odnosu na mlade
miSeve (Wu i sar., 1998). Pokazano je da se starenjem menja i citokinski sekretorni
profil mi§jih makrofaga. Preciznije, nadeno je da se starenjem povecava sposobnost
miSjih makrofaga da sintetiSu IL-10, a smanjuje sposobnost sinteze IL-6, TNF-o, IL-1p
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 (Dimitrijevi¢ i
sar., 2014). Konkretno, nadeno je da se starenjem smanjuje sposobnost peritonealnih
makrofaga pacova DA soja da sintetiSu TNF-o i IL-10 nakon stimulacije LPS-om u
kulturi, dok peritonealni makrofagi pacova Albino Oxford (AO) soja starenjem
povecavaju sintezu ovih citokina u odgovoru na stimulaciju LPS-om (Dimitrijevié i sar.,
2014). Osim toga, u slezini, limfnim ¢vorovima i kostnoj srzi starih miSeva, u poredenju
sa mladim miSevima, odnos proinflamatornin M1 i antiinflamatornin M2 makrofaga
(Mantovani i sar., 2004) se pomera na stranu M2 makrofaga (Jackaman i sar., 2013).
Kod starih AO pacova utvrdeno je da je u peritonealnim makrofagima, metabolizam
arginina usmeren viSe prema sintezi uree nego azot (II) oksida (Dimitrijevi¢ 1 sar.,
2014), sto bi islo 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 povrsini makrofaga miSeva nakon stimulacije IFN-y (Herrero i sar.,
2001), sto implicira i manju sposobnost ovih ¢elija da prezentuju antigene CD4+ T-

limfocitima.

Do danas nije formirana potpuno jasna slika o uticaju starenja na dendritske
¢elije. PrimeCeno je da starenje utiCe na kapacitet miSjih dendritskih celija da
preuzimaju antigene endocitozom, S$to se manifestuje redukcijom broja i veli¢ine
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 misje dendritske celije pokazuju i smanjenu

fagocitoznu sposobnost (Chougnet i sar., 2015). Kod starih osoba je pokazan i ,,defekt*
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u migratornoj sposobnosti dendritskih ¢elija diferenciranih iz monocita, kao 1 povecana
produkcija TNF-o i IL-6 nakon stimulacije ovih ¢elija LPS-om i jednolancanom
ribonukleinskom kiselinom (RNK), a IL-6 i IFN-a nakon stimulacije sopstvenom
dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK) u poredenju sa dendritskim ¢elijama mladih
jedinki (Agrawal i sar., 2009). Smatra se da se ove starenjem nastale promene
dendritskih ¢elija mogu pripisati smanjenoj aktivnosti fosfoinozitol 3 kinaze (Agrawal i

sar., 2007).

Pokazano je da se starenjem menjaju i1 pacovske dendritske Ccelije.
Konvencionalne dendritske ¢elije pacova, posebno znacajne 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; Stoji¢-Vukani¢ i sar., 2013; Bufan i sar., 2015). Kod AO
pacova nadeno je starenjem uslovljeno povecanje procentualne zastupljenosti CD4-
¢elija u okviru populacije slezinskih konvencionalnih dendritskih éelija (Stoji¢-Vukanié¢
1 sar., 2013). Ove ¢elije, za razliku od CD4+ konvencionalnih dendritskih ¢elija, mogu
da oslobadaju velike koli¢ine proinflamatornih citokina i da usmeravaju imunski
odgovor ka tipu 1 pomoc¢nickih T-¢elija (engl. Type 1 T helper cells, Thl) (Voisine i
sar., 2002). S druge strane, starenje kod DA pacova nije uticalo na promenu
procentualne zastupljenosti CD4- ¢elija u okviru slezinskih konvencionalnih dendritskih
¢elija (Bufan i sar., 2015). Nakon in vitro stimulacije LPS-om konvencionalne
dendritske ¢elije starih AO pacova pokazale su vecu sekreciju IL-6 i IL-23, ali i IL-12 i
TNF-a u poredenju sa ovim ¢elijama mladih pacova istog soja (Stoji¢-Vukani¢ i sar.,
2013). S druge strane, konvencionalne dendritske celije starih DA pacova nakon
stimulacije LPS-om, u poredenju sa ovim ¢elijama izolovanim iz mladih pacova istog
soja, sekretovale su vise IL-6 i IL-23, ali i I1L-10, dok je sekrecija TNF-a bila smanjena
(Bufan i sar., 2015). Konzistentno prethodnim nalazima, ispitivanja u ko-kulturi
alogenih CD4+ limfocita izolovanih iz mladih Zivotinja i konvencionalnih dendritskih
¢elija AO pacova pokazala su da se koncentracije IFN-y i IL-17 u ovim kulturama
povecavaju u prisustvu dendritskih ¢éelija starih Zivotinja u poredenju sa dendritskim
¢elijama mladih pacova, dok se u ko-kulturi alogenih CD4+ limfocita i konvencionalnih

dendritskih ¢elija DA pacova koncentracije IFN-y i IL-17 nisu zna¢ajno menjale u
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prisustvu dendritskih ¢elija starih Zivotinja u poredenju sa dendritskim ¢elijama mladih

pacova (Stojié-Vukani¢ i sar., 2013).

Starenje kod ljudi povecava apsolutni broj NK ¢elija u perifernoj krvi (Almeida-
Oliveira i sar., 2011). Osim promene u broju ovih ¢elija, starenje utiCe i na povecanje
zastupljenosti NK c¢elija sa izrazenijom citotoksi¢nom funkcijom i smanjenje onih
odgovornih za produkciju citokina kod ljudi (Krishnaraj i Bhooma, 1996; Almeida-
Oliveira i sar., 2011). Veci broj rezultata potvrduje i da se kod ljudi citotoksi¢nost na
nivou pojedina¢ne NK c¢elije smanjuje starenjem (Mariani i sar., 1996; Hazeldine i sar.,
2012). Osim toga, pokazano je da se kod miSeva tokom starenja znaCajno menja
sposobnost sazrevanja NK ¢elija, te da kod starih miSeva ove Celije pokazuju znacajan
funkcijski deficit (Nair i sar., 2015). Utvrdena je i smanjena sposobnost NK c¢elija da
migriraju iz krvi u limfni ¢vor koji drenira mesto infekcije kod starih miSeva (Fang i
sar., 2010).

Kona¢no, iako nema podataka o sojnim razlikama u uticaju starenja na
funkcijski kapacitet NK ¢elija, vazno je ista¢i da su uocCene znaCajne sojne razlike u

funkcijskom kapacitetu NK ¢elija mladih miseva (Whyte i Miller, 1998).

1.1.4. Uticaj starenja na sekreciju proinflamatornih citokina

Uoceno 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 viSe teorija koje pokusavaju da objasne ovaj fenomen, nijedna od
njih ne opisuje na zadovoljavajuci nacin ovaj fenomen. Prema “teoriji stresa” organizam
je konstantno izloZen delovanju stresora, 1 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
1 inflamatornog stresa, koji u imunskim ¢elijama dovode do aktivacije signalnog puta
nuklearnog faktora kapa B (De La Fuente i Miquel, 2009). Smatra se da ovaj signalni
put ima klju¢nu ulogu u odgovoru imunskih ¢elija na infekciju, dok se poremecaji ovog
signalnog puta dovode u vezu sa razvojem tumora, inflamatornih i autoimunskih bolesti

(De La Fuente i Miquel, 2009). Uz prethodne teorije postoji jo$ jedna teorija — teorija
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oSte¢enja DNK. U osnovi ove teorije stoje podaci koji ukazuju da oSteCenje DNK
indukuje odgovor koji moze dovesti do reparacije, oSte¢enja, apoptoze ili starenja celije
(Hewitt i sar., 2012). Shodno ovoj teoriji, akumulacija oStecenja DNK mati¢nih ¢elija i
stromalnih fibroblasta tokom starenja rezultuje pojacanom sintezom proinflamatornih
citokina 1 stvaranjem ‘“zaCaranog kruga”, u sklopu kojeg proinflamatorni citokini
indukuju DNK oste¢enje i u ¢elijama koje okruzuju ¢elije u kojima je inicijalno doslo
do oste¢enja DNK, Cime se ostvaruje propagacija inflamatornog ostecenja, sto dovodi
do inflamatornog starenja (Bonafe i sar., 2012). Kona¢no, postoji miSljenje da bi
starenjem uslovljen poremecaj autofagije mogao da dovede do stvaranja reaktivnih
oblika kiseonika, koji bi aktivacijom receptora za pirinski domen 3 familije receptora za
domene sli¢ne oligomerizovanim vezanim nukleotidima (engl. nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor family, pyrin domain containing 3, NLRP3),
mogli da stimuliSu stvaranje IL-1p i IL-18, te ubrzano starenje (Salminen i sar., 2012).
Ova hroni¢na inflamacija niskog stepena koja se javlja tokom starenja predstavlja
znaCajan faktor rizika za poveéan 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 povecano oslobadanje proinflamatornih citokina kod starih stvara okruzenje koje
je pogodno za pojavu autoimunskih fenomena (Grolleau-Julius i sar., 2010), tako da se
starenje moze 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 ¢elije, tzv.
molekularni obrasci oSteCenih ¢elija (engl. damage-associated molecular patterns,
DAMPs), alarmini. Starenjem se povecava njihovo stvaranje, a smanjuje uklanjanje
(Franceschi 1 sar., 2017). Ove molekule prepoznaju receptori ¢elija urodenog imunskog
sistema indukuju¢i inflamatorni odgovor (Lin i sar., 2009; Anderson i sar., 2013).

S druge strane, ova niskogradna hroni¢na inflamacija kod starih bi mogla da
dovede i do porasta koncentracije kortizola u krvi (Giunta, 2008). Zapravo, neuroni
hipotalamusno-hipofizno-nadbubrezne osovine ispoljavaju brojne receptore za brojne
citokine, ukljuéuju¢i i IL-1, IL-6 i TNF (Turnbull i Rivier, 1999), te bi porast

koncentracije ovih citokina u mozdanom tkivu kod starih uticao i na porast sekretorne
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aktivnosti hipotalamusno-hipofizno-nadbubrezne osovine, te posledi¢no i do povecanog
oslobadanja kortizola iz kore nadbubrega, koji deluje imunoregulatorno i sprecava
preteranu reakciju imunskog sistema, koja bi mogla dovesti do tkivnog oStecenja
(Giunta, 2008). Tome u prilog ide Cinjenica da visokosrodni sojevi pacova koji su
rezistentni na indukciju EAE-a (PVG, F344 and BN) imaju viSe nivoe steroidnih
1978). Pored toga, pokazano je i da “inflamatorno” starenje kod ljudi i miSeva indukuje
promene u imunskim ¢elijama, koje doprinose nishodnoj regulaciji imunskog odgovora

na antigene (Frascai Blomberg, 2015).

1.1.5. Uticaj starenja na neuroinflamaciju

Postoje brojni klinicki 1 eksperimentalni dokazi da starenjem dolazi do razvoja
niskogradne inflamacije u mozdanom tkivu (Norden i Godbout, 2013). Saglasno ovome,
u nervnom tkivu ljudi i glodara, ukljuCuyju¢éi DA pacove, starenjem se povecava
koncentracija proinflamatornih citokina IL-1p 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-Aleksi¢ i sar., 2017). Razvoj
neuroinflamacije niskog intenziteta koja se uocava u starenju se povezuje sa oste¢enjem
krvno-mozdane barijere usled hroni¢nog izlaganja delovanju proinflamatornih citokina,
Sto dovodi do povecanog ulaska proinflamatornih citokina i imunskih ¢elija u mozdano
tkivo (Di Benedetto i sar., 2017). Ovo posledi¢no dovodi do aktivacije rezidentnih
¢elija, pre svega celija mikroglije, i tako doprinosi razvoju inflamacije (Di Benedetto i
sar., 2017; Wolfe i sar., 2018). Uoceno je da mikroglija tokom starenja povecava
ekspresiju inflamatornih medijatora nakon stimulacije, odnosno da pokazuje “preterani”
inflamatorni odgovor (Norden i sar., 2015). Ovakvim promenama mikroglije u starenju
najverovatnije doprinosi i pojacan intenzitet oSte¢enja izazvanih delovanjem slobodnih
radikala (Gemma i sar., 2007), kao i promene na nivou regulacije gena za insulinu
slican 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 znacajne i promene u
inflamazomima neurona (Mawhinney i sar., 2011; Fenn i sar., 2015). U prilog

poslednjem govorila bi povecana ekspresija NLRP3 u hipokampusu starih miSeva u
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odnosu na mlade zivotinje (Wang i Sar., 2018), budu¢i da je kod starih miSeva sa
delecijom NLRP3, inflamacija u CNS-u bila znaCajno smanjena u poredenju sa

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

O uticaju genetskih faktora na intenzitet neuroinflamacije kod starih govore
podaci o ushodnoj regulaciji potencijalno proinflamatornin gena u prefrontalnom
korteksu starenjem kod ljudi, kao $to 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 slican 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 miseva (Kigerl i sar., 2006 Nikodemova i Watters, 2011).

Mikroglija starih miSeva pokazuje i morfoloSke promene. Ove promene se
ogledaju u smanjenju broja i duzine nastavaka, dok se telo celije uvecava sa
formiranjem sferoidnih evaginacija. Ovakva mikroglija oznacava se kao “distrofi¢na
mikroglija” (Streit, 2006; Flanary i sar., 2007). Novija istrazivanja pokazuju da se
starenjem povecava broj mikroglijalnih ¢elija specifi¢nog fenotipa, koje se oznacavaju
kao tzv. “tamna” mikroglija, usled prisutnih znakova izrazenog oksidativnog stresa, tj.
kondenzovane, guste citoplazme i nukleoplazme 1 dilatiranog endoplazmatskog
retikuluma (Bisht i sar., 2016). Ove morfoloske promene se povezuju sa ekstenzivnom
fagocitozom sinapsnih elemenata i remodelovanjem neuronske mreze (Bisht i sar.,
2016). Smatra se da ova “distrofi¢ina” mikroglija gubi svoju neuroprotektivnu funkciju,
te moze 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 isklju¢ivo mikroglija (Harrison i sar.,
1998). Interakcija CX3CL1-CX3CRI1 je klju¢na za modulaciju aktivacije mikroglije i
sledstveno ograni¢avanje razvoja autoimunske neuroinflamacije (Cardona i sar., 2006).

Smatra se da bi poremecaj ove interakcije, do koga dolazi u starenju, mogao da bude od
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znacaja za razvoj autoimunskih bolesti CNS-a u ovoj uzrasnoj grupi (Lyons i sar., 2009;
Fenn i sar., 2013).

Uoceno 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 racun onih protektivnog M2 fenotipa, $to bi takode moglo da doprinese

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

1.1.6. Starenje imunskog sistema i autoimunost

Incidencija autoimunskih fenomena se povecava starenjem (Datta i Sarvetnick,
2009; Tatari-Calderone i sar., 2012). Ovo Sse povezuje sa smanjenjem apoptoze i
homeostatskom proliferacijom T-limfocita kod starih (Nikolich-Zugich, 2017).
Povecanje homeostatske proliferacije kod starih Zivotinja se povezuje sa smanjenim
stvaranjem T-limfocita u timusu, i posledi¢no izlaskom naivnih T-limfocita iz timusa na
periferiju (Goronzy i sar., 2007, Miiller i Pawelec, 2015). Vazno je ista¢i da se
starenjem favorizuje prezivljavanje 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
aktivisanihn/memorijskih T-limfocita i sti¢u efektorske funkcije (Kieper i Jameson,
1999; Cho i sar., 2000; Goldrath i sar., 2000).

Kod ljudi i miSeva detektovana je i subpopulacija B-limfocita koji eksprimiraju
CD11b i CDllc, ali ne i CD21 i oznaceni su kao B-limfociti povezani sa starenjem
(engl. age-associated B cells, ABCs) (Naradikian i sar., 2015). Ove ¢elije ¢ine 30-40%
zrelih recirkuliSu¢ih B-limfocita kod miSeva starih 24-30 meseci (Ratliff i sar., 2013).
Deplecija ovih ¢elija u animalnim modelima dovela je do smanjenja titra autoreaktivnih
antitela (Rubtsov i sar., 2011), §to ukazuje na znacajnu ulogu ovih ¢elija u razvoju
autoimunosti. Ne samo da ove celije mogu sintetisati autoantitela, ve¢ njihova visoka
ekspresija MHC molekula Il 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 vecine autoimunskih bolesti, ne samo da se ne povecava starenjem, vec je
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znatno manja u kasnijem Zivotnom dobu nego u pubertetu i u adulthom 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), ¢ija je
incidencija ve¢a u kasnom Zzivotnom dobu (Beeson, 1994; Watad i sar., 2017), dok
incidencija inflamatorne bolesti creva ima dva pika, prvi izmedu 20-40. godine i drugi
nakon 60. godine (Watad i sar., 2017). Smanjenje incidencije autoimunskih bolesti kod
starih se objasSnjava ekspanzijom Treg celija 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, imajuci
u vidu Cinjenicu da se u slucaju primarne bilijarne ciroze, koja se najcesce javlja kod
zena starosti 50-65 godina, patogena antimitohondrijalna antitela mogu detektovati pre
pojave klinicki manifestne bolesti (Mousa 1 sar., 2016), moze se pretpostaviti da se 1
neke druge autoimunske bolesti pocinju razvijati mnogo pre nego Sto Se pojavi klinicki

manifestna bolest (Watad i sar., 2017).

1.2. Uticaj starenja na incidenciju i klinicke karakteristike multiple skleroze
1.2.1. Incidencija i patogeneza multiple skleroze

Multipla skleroza predstavlja najces¢e autoimunsko oboljenje CNS-a, koje se
karakteri$e inflamacijom i demijelinizacijom koje zahvataju razli¢ite delove CNS-a
(Tullman, 2013). Na osnovu analize 38 studija, 19 iz severne 1 12 iz juzne Evrope, 5 iz
Australije 1 2 iz Sjedinjenih Americkih Drzava ukupna stopa incidencije multiple
skleroze je 3,6/100 000 osoba kod zena i 2/100 000 osoba kod muskaraca (Alonso i
Hernan, 2008; Watad i sar., 2017), a pocCetak bolesti je najéesce izmedu 20. i 50. godine
zivota (Polliack 1 sar., 2001; Alonso i Hernan, 2008). Prvi simptomi bolesti retko se
javljaju pre 10. i nakon 60. godine zivota (Ditamo i sar., 2005; Tullman, 2013).
Kohortne studije pokazuju da je udeo onih bolesnika kod kojih se bolest razvila nakon
50. godine zivota 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). Medutim, nasuprot ovoj jeste
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hipoteza prema kojoj je inicijalni dogadaj u multiploj sklerozi unutar CNS-a (Dargahi i
sar., 2017). Prema prvoj hipotezi periferno aktivisani autoreaktivni T-limfociti prolaze
krvno-mozdanu barijeru, zajedno sa B-limfocitima i monocitima, i dospevaju u CNS
gde dolazi do njihove reaktivacije (Baecher-Allan i sar. 2018). Thl ¢elije oslobadaju
IFN-y i TNF-a, a Thl7 ¢elije sekretuju IL-17, kao i IL-21 i IL-22 (Baecher-Allan i sar.
2018). Kod miSeva je pokazano da Th17 ¢elije mogu koeksprimirati i IFN-y i faktor koji
stimuliSe kolonije granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) i ove celije poseduju izrazit patogeni kapacitet (Sheng i
sar., 2014; McWilliams i sar., 2015).

Pored CD4+ T-limfocita, i CD8+ T-limfociti takode mogu sekretovati i IL-17
(Srenathan i sar., 2016). Svojim citotoksi¢nim dejstvom CD8+ T-limfociti mogu dovesti
i do direktnog oSte¢enja aksona neurona (Sobottka i sar., 2009). Ovo oSte¢enje, moze
dovesti do poremecaja u prenosenju nervnih impulsa, §to, u zavisnosti od lokalizacije i

zastupljenosti, ima za posledicu pojavu razli¢itih neuroloSkih simptoma i znakova

(Lubetzki i Stankoff, 2014).

U CNS-u, kao i na periferiji, efektorski T-limfociti mogu biti izloZzeni uticaju
razlicitih subsetova regulatornih ¢elija CD4+ i CD8+ Treg (Baecher-Allan i sar. 2018),
regulatornih Th ¢elija tipa 1 (Trl), koje predstavljaju Treg celije indukovane na
periferiji hronicnom 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-¢elija, a regulatorna svojstva mogu imati i NK ¢elije (Baecher-
Allan i sar. 2018). Vazno je napomenuti da postoje podaci koji ukazuju da makar neki
od ovih subsetova pokazuju sojne razlike u regulatornom kapacitetu, Sto se povezuje sa

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

Istrazivanja ukazuju 1 na moguénost da se primarni proces koji inicira razvoj
multiple skleroze odvija u CNS-u. Inicijalni dogadaj moze biti intrinzi¢ni poremecaj
oligodendrocita, koji dovodi do oligodendrocitne distrofije 1 posledi¢nog inflamatornog
procesa (Lucchinetti i sar., 2000; Dargahi i sar., 2017). Ovo dovodi do aktivacije
rezidentnih imunskih ¢elija u CNS-u, verovatno mikroglijalnih ¢elija, koje ushodno
reguliSu MHC molekule klase I i II, kao i kostimulatorne molekule, sintetiSu citokine i

hemokine, te omogucuju ulazak T-limfocita, B-limfocita, makrofaga i dendritskih ¢elija

15



Uvod

u CNS (Hemmer i sar., 2006). Ove c¢elije oslobadaju citokine, reaktivne oblike
kiseonika i azota, matriksne metaloproteinaze, §to dovodi do oSte¢enja mijelina, razvoja

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

1.2.2. Uticaj starenja na klinicke karakteristike multiple skleroze

Istrazivanja pokazuju da vreme pocetka bolesti predstavlja znacajan faktor koji
odreduje klinicki tok multiple skleroze (Musella i sar., 2018). Kod bolesnika sa kasnim
pocetkom multiple skleroze (KPMS), tj. po¢etkom nakon 50. godine Zivota, klinicki tok
je najceSce primarno progresivni, dok je kod bolesnika sa pocetkom bolesti pre 40.
godine najce$¢e relapsno-remitentan sa moguéim 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
naj¢esce brze dolazi do razvoja sekundarno progresivnog oblika u odnosu na bolesnike

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

Najces¢i 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 ¢ijoj osnovi su motorna ili cerebelarna oStecenja pridruzuju se tokom
vremena i senzorni poremecaji, kao 1 disfunkcija sfinktera, dok su vizuelne smetnje

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

Patohistoloski nalazi ukazuju da se bolest kod bolesnika sa KPMS znacajno
razlikuje od bolesti kod bolesnika sa njenim ranijim pocetkom, a karakteriSe se
izrazenijom degenerativnom patologijom 1 manje izrazenim 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 najces¢e koriS€eni eksperimentalni model multiple skleroze
(Constantinescu 1 sar., 2011). Razli¢iti modeli ove bolesti, mimikriraju njene razlicite
patogenetske  apekte - neuroinflamaciju, demijelinizaciju, remijelinizaciju i

neurodegeneraciju. Medutim, nijedan model EAE-a ne obuhva Ccitav spektar
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patogenetskih 1 klinickih karakteristika multiple skleroze, stoga se razli¢iti modeli ove
bolesti koriste za ispitivanje njenih razli¢itih patogenetskih 1 klinickih aspekata
(Lassmann i Bradl, 2017). Bolest se najceS¢e indukuje aktivnom imunizacijom
homogenatom ki¢mene mozdine ili peptidima mijelina poput mijelin baznog proteina
(MBP), proteolipidnog proteina (PLP), mijelin-asociranog glikoproteina (MAG) ili
mijelin oligodendrocitnog glikoproteina (MOG), uz primenu adjuvanasa, ¢ija je uloga
da aktiviraju urodeni imunski odgovor (Constantinescu i sar., 2011; Stromnes i
Goverman, 2006a). U zavisnosti od primenjenog antigena, imunizacionog protokola,
vrste 1 soja eksperimentalnih Zivotinja tok bolesti moze biti akutni, hroni¢no progresivni
ili relapsno-remitentan (Bittner i sar., 2014). Pokazano je da se bolest moze indukovati
kod veoma osetljivih sojeva pacova i bez koriS¢enja adjuvansa (Levine i Wenk, 1965;
Stosic-Grujicic i sar., 2004). Medutim, najéeS$ée se primenjuje imunizacioni protokol u
kome je indukcija bolesti olakSana primenom adjuvansa, najceS¢e kompletnog
Frojndovog adjuvansa (KFA) (Billiau i Matthys, 2001). Osim $to KFA produzava
vreme oslobadanja antigena sa mesta aplikacije, zahvaljuju¢i mikobakterijskoj
komponenti, KFA podsti¢e Thl (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
Kljutnu 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 Thl7 celija veoma dinamican i kompleksan proces, koji zavisi
prevashodno od polarizujucih citokina (Kurebayashi 1 sar., 2013), Sto ima za posledicu
izrazitu plasti¢nost Thl17 limfocita, koja se ogleda u tome da ove celije mogu ko-
eksprimirati transkripcione faktore ili citokine karakteristi¢ne za druge subsetove CD4+
T-limfocita, poput Foxp3 transkripcionog faktora (Zhou i sar., 2008; Bhaumik i Basu,
2017), ili IFN-y (Kaufmann i sar., 2012; Zielinski i sar., 2012; Cosmi i sar., 2014). U
misjim modelima EAE-a, kao i humanoj bolesti, najve¢a patogenost pokazana je za one
Thl7 limfocite koji koeksprimiraju IFN-y 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 takode pokazano da utice na povecanje permeabilnosti krvno-
mozdane barijere (Rabchevsky i sar., 1999), podsti¢e fagocitoznuw/pinocitoznu aktivnost
dendritskih celija, kao i oslobadanje citokina kao §to su: TNF-a, IL-12, IL-6 i IFN-y 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 miSeva, ali i kod pacova,
uklju¢ujuéi 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 uticu na povecanje propustljivosti krvno-mozdane barijere, te posledicno 1
na ulazak ¢elija u CNS (Briickener i sar., 2003, Sakuma i sar., 2004), aktiviraju antigen-
prezentyjuce c¢elije u limfnim organima i u CNS-u, te olakSavaju aktivaciju
autoreaktivnih T ¢elija, 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,
imaju¢i u vidu podatke koji pokazuju subklinicku nazofaringealnu kolonizaciju ovom
bakterijom u populacijama vakcinisanih protiv velikog kaSlja (Zhang i sar, 2014) i
ulogu Bordetella pertussis u razvoju EAE-a (Brlckener i sar., 2003, Sakuma i sar.,
2004), pretpostavlja se da je kolonizacija ovom bakterijom znacajan faktor u razvoju
multiple skleroze (Rubin i Glazer, 2016). EAE se moze indukovati i pasivno,
adoptivnim transferom preaktivisanih encefalitogenin CD4+ T-limfocita u naivne
recipijente (Stromnes i Goverman, 2006b). Prednosti ovakvog modela nad aktivno
indukovanim EAE-om jesu moguénost obelezavanja T-limfocita pre transfera, te se
njihova lokacija i aktivnost mogu pratiti, kao i moguénost in vitro manipulacije
efektorskom funkcijom T-limfocita pre transfera, Sto omoguCuje istrazivacima
ispitivanje znacaja koje odredene funkcije ovih ¢elija imaju za patogenezu bolesti
(Stromnes i Goverman, 2006b). Adoptivnim transferom se direktno indukuje efektorska
faza EAE-a, a znaCajni nedostatak ovakvog modela je odsustvo rasprostranjene
primarne fokalne demijelinizacije, bez obzira na koriS¢enu vrstu i soj eksperimentalnih
zivotinja (Lassmann i Bradl, 2017). S obzirom na nacine indukcije, oba modela, aktivni
i pasivni EAE, nisu pogodni za ispitivanje ,,okidaca“ autoimunskog procesa usmerenog
na CNS. Uspostavljen je model u kome eksperimentalne zivotinje spontano razvijaju
bolest. Ovo je postignuto koris¢enjem transgenih Zivotinja, ¢iji T-limfociti eksprimiraju

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

U istrazivanjima opisanim u ovoj tezi koriS¢en je aktivni model EAE-a.
Imunizacija je izvrSena ubrizgavanjem homogenata ki¢mene moZzdine singenih zivotinja

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 dreniraju¢em limfnom ¢voru (Miller i sar., 2007). Diferencijaciju
encefalitogenin CD4+ T-limfocita u efektorske celije u dreniraju¢em limfnom ¢voru
mogu pomo¢i CD8+ T-limfociti putem oslobadanja IFN-y 1 IL-17, Sto je opisano
terminom “reverzna pomoc¢ (engl. reverse help) (Camara i sar., 2013; Huber i sar.,
2015). Smatra se da je ovaj mehanizam posebno zna¢ajan u onim modelima EAE-a koje
karakteriSe relativno blaga klinicka slika bolesti (Camara et al., 2013). S druge strane,
na aktivaciju CD4+ T-limfocita uticaj mogu ostvarivati Treg ¢elije utiCuci na interakciju
T limfocita i dendritskih ¢elija (Rossi i Constantin, 2016). Supresorno delovanje Treg
mogu ostvariti i deluju¢i na proliferativni odgovor CD4+ T-limfocita na antigensku
stimulaciju (Takahashi i sar., 1998; Sojka i sar., 2008).

Neuroantigen specificni CD4+ T-limfociti aktivisani u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima migriraju u CNS prolazeci kroz slezinu (Constantinescu i sar., 2011). Na tom
putu moze do¢i do njihovog zadrzavanja u slezini (Fliigel i sar., 2001; Staykova i sar.,
2002; Yang i sar., 2002; Tischner i sar., 2006). Na zadrZavanje neuroantigen specifi¢nih
CD4+ T-limfocita u slezini moze uticati ekspresija glikoproteina CD44, preciznije
njegove izoforme CD44s (Yang i sar., 2002), kao i zastupljenost Treg u slezini
(Tischner 1 sar., 2006). Pokazano je da Treg uticu na zadrZavanje aktivisanih
neuroantigen specificnih CD4+ T-limfocita u slezini i tako ograni¢avaju infiltraciju

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

Efektorska faza obuhvata migraciju aktivisanih neuroantigen-specifi¢nih CD4+
T-limfocita u CNS, influks proinflamatornin monocita u CNS, aktivaciju perifernih
monocita i rezidentnin makrofaga, kao i mikroglijalnih ¢elija citokinima koje
oslobadaju Th ¢elije i nastanak ostecenja tkiva delovanjem medijatora koje oslobaduju
Th ¢elije 1 proinflamatorni monociti/makrofagi (Miller i sar., 2007; Croxford i sar.,
2015a). Tokom efektorske faze EAE-a, GM-CSF koji sekretuju Th ¢elije ima kljuénu
ulogu u odrzavanju neuroinflamatornog procesa deluju¢i na mijeloidne celije koje
infiltriraju CNS (Croxford i sar., 2015b). Utvrdeno je i da bi selektivni gubitak
ekspresije GM-CSF od strane autoreaktivnih Th ¢elija, pre svega, imao posledice za
njihovu patogenost tokom efektorske faze EAE-a (Codarri i sar., 2011). Ispitivanja na

miSjem modelu EAE-a pokazala su da je uloga GM-CSF kriti¢na za razvoj EAE-a, bez
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obzira na genetsku osnovu miSeva (Codarri i sar., 2011). U lezijama CNS-a pacijenata
sa multiplom sklerozom detektovani su CD4+ i CD8+ T-limfociti koji sintetiSu GM-
CSF, a veliki broj ovih ¢elija istovremeno je eksprimirao i IFN-y i IL-17 (Rasouli i sar.,
2015). Utvrdeno je da IFN-f suprimira sintezu GM-CSF od strane T-limfocita in vitro, a
1 znacCajno vec¢i broj CD4+ 1 CD8+ T-limfocita koji sintetiSu GM-CSF utvrden je u
perifernoj krvi pacijenata sa multiplom sklerozom koji nisu bili na terapiji IFN-B, u
odnosu na one koji su bili na ovakvoj terapiji ili u odnosu na zdrave kontrole, §to
ukazuje na znacaj 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 moze imati znacajnu ulogu u
oSteCanju tkiva CNS-a, pre svega oslobadanjem vecih koliCina proinflamatornih
citokina i neurotoksi¢nih medijatora tokom akutne faze bolesti (Chu i sar., 2018). Vazno
je ista¢i da je pokazano da mikroglija moZze doprineti i ograniCavanju autoimunske
neuroinflamacije 1 tkivnog oSte¢enja (Goldmann i Prinz, 2013). Kontrola aktivacije
mikroglije 1 njenog neurotoksi¢nog delovanja ostvaruje se posredstvom interakcije
izmedu CX3CL1 hemokina i njegovog receptora (Cardona i sar., 2006). Vezivanje
CX3CLI za receptor na ¢elijama mikroglije dovodi do nishodne regulacije ekspresije
proinflamatornih citokina, pre svega IL-1B (Bhaskar i sar., 2010), ushodnom
regulacijom anti-inflamatornih/immunoregulatornih citokina, kao $to su IL-4, IL-10, IL-
13, 1L-33 i faktora transformacije rasta-p (engl. transforming growth factor B, TGF-p)
(Tang i Le, 2016). Sve ovo, uz pojacanu fagocitnu aktivnost (Huang i sar., 2016),
doprinosi supresiji razvoja EAE-a (Jiang i sar., 2012) i pomaze u tkivnoj reparaciji
(Laria i sar., 2016).

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

Relativno oskudni literaturni podaci ukazuju da starenje ima uticaja kako na
incidenciju EAE-a, tako i na klinicki tok bolesti (Ludowyk i sar., 1993; Ditamo i sar.,
2005; Tatari-Calderone i sar., 2012; Peferoen i sar., 2016). Medutim, vazno je
napomenuti da postoje¢i 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 utiCe na
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smanjenje osetljivosti na indukciju EAE-a kod BALB/c i SJL miSeva (Endoh i Tabira,
1990). S druge strane, starenje nije imalo uticaja na osetljivost na indukciju EAE-a kod
rezistentnih pacova Brown-Norway soja (Kallén i Nilsson, 1989). U odnosu na mlade
Wistar pacove, kod starih Wistar pacova induktivna faza EAE-a je bila znacajno duzeg
trajanja, a ovo je koreliralo sa slabijom indukcijom Thl odgovora na imunizaciju
(Ditamo i sar., 2005). Starenje je uticalo i na klini¢ku sliku EAE-a kod Lewis pacova
(Ben-Nun i sar., 1980; Ludowyk i sar., 1993). Aktivna indukcija EAE-a kod mladih
Lewis pacova u najveéem broju slucajeva dovodi do razvoja bolesti akutno-monofaznog
oblika sa spontanim oporavkom i najées¢e bez demijelinizacije ili sa oSte¢enjem
mijelina slabog intenziteta, dok starenje utice na razvoj hroni¢nog ili relapsno-
remitentnog oblika bolesti (Ben-Nun i sar., 1980; Ludowyk i sar., 1993). Matejuk i
njegovi saradnici (2005) uocili su da je starenje kod misSeva C57BL/6 soja uticalo na
razvoj EAE-a teze klinic¢ke slike, dok je tok bolesti bio hroni¢an, bez remisija, za razliku
od mladih miSeva kod kojih je tok bolesti bio akutan sa nepotpunom remisijom. S druge
strane, Tatari-Calderone i sar. (2012) uo¢ili su da starenje kod istog soja miSeva dovodi
do razvoja blaze klinicke slike EAE-a. Kod Biozzi ABH miSeva, kod kojih aktivna
indukcija bolesti naj¢es¢e 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 klini¢ki tok, moze se povezati sa podacima koji pokazuju da su u
razli¢itim studijama koriS¢ene razliite vrste i1 sojevi zivotinja, da SU zivotinje bile
razlic¢ite hronoloske (a verovatno i bioloSke) starosti i razli¢itog pola, da su koris¢eni
razli¢iti protokoli za imunizaciju u smislu vrste i sadrzaja antigena, i adjuvansa,
administracije Bordetella pertussis (Ben-Nun i sar., 1980; Kéllén 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 zivotinja na indukciju EAE-a pokazne su kod
pacova i miSeva 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 istrazivacki interes u ovoj
disertaciji fokusiran na celijske 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 moze indukovati i bez primene adjuvansa (Stosic-Grujicic i sar., 2004).
Takode, pokusaj da se izazove imunoloSka tolerancija imunizacijom MBP-om 63-81
emulgovanom u nekomplentnom Frojndovom adjuvanasu, odnosno imunizacijom koja
kod veéine glodara dovodi do razvoja tolerancije na razvoj EAE-a (Alvord i sar., 1965;
Bernard, 1977; Lenz i sar., 1999), imao je kod DA pacova, neocekivano, za rezultat
razvoj EAE-a (Lenz i sar., 1999), §to 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 moze delimi¢no nadvladati prethodnim tretmanom niskom dozom
rendgenskog zracenja 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 nemogucnost da se indukuju efektorski T-limfociti

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

Kada su u pitanju mehanizmi koji obezbeduju izrazitu osetljivost DA soja na
indukciju EAE-a, istrazivanja su pokazala zna¢ajno manju ekspresiju iRNK za IFN-y i
IL-17, kao i sintezu ovih citokina od strane mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova izolovanih iz AO pacova u poredenju sa istim celijama DA pacova u
induktivnoj fazi bolesti (Miljkovic i sar.,, 2006). U induktivnoj fazi EAE-a
mononuklearne ¢elije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA pacova pokazale su i vecu
sintezu IL-12, kao i veéu ekspresiju iRNK za subjedinice ovog citokina p35 i p40 u
odnosu na mononuklearne ¢elije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova AO pacova (Markovic i
sar., 2009). U istoj fazi bolesti, u mononuklearnim c¢elijama drenirajué¢ih limfnih
¢vorova DA pacova utvrdena je i veca ekspresija iRNK za p19, jedinstvenu subjedinicu
IL-23, citokina neophodnog za prezivljavanje, ekspanziju, i funkciju Thl7 ¢elija
(McGeachy i Cua, 2008), nego u ovim ¢elijama AO pacova (Markovic i sar., 2009).
Ekspresija iIRNK za IL-6 u u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova

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

Iz kicmene mozdine DA pacova izolovan je veéi broj mononuklearnih celija

nego iz ki¢mene mozdine AO pacova i detektovan veéi broj CD4+ T-limfocita, kao i
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CD11b+ ¢elija kod DA nego kod AO pacova. Ekspresija iRNK za IL-17 i IFN-y je bila
veca u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz kicmene mozdine DA nego AO pacova
(Miljkovi¢ 1 sar., 2011). U tkivu kicmene mozdine AO pacova utvrdena je i znacajno
veéa ekspresija CXC- (motiv sadrzi dva cisteinska ostatka razdvojena jednom
aminokiselinom razli¢itom od cisteina, X) hemokin ligand (CXCL)12 (Miljkovi¢ i sar.,
2011), hemokina koji sprecava prelazak infiltriSucih Celija iz perivaskularnog prostora u

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

lako prethodno pomenuta istrazivanja ukazuju na neke od Celijskih i
molekularnih mehanizama koji bi mogli da objasne razlike u osetljivosti mladih
adultnin DA i AO pacova na indukciju EAE-a ovaj fenomen jo$ uvek nije potpuno
razjasnjen, te zahteva dalja istrazivanja. U literaturi nema podataka o uporednoj analizi
uticaja starenja na patogenezu EAE-a kod DA i AO pacova, iako bi se to moglo
o¢ekivati imajuéi u vidu prethodno iznete podatke koji pokazuju da starenje deluje na
sojno specifiCan na¢in na Mmakar neke od tipova imunskih ¢elija koje uCestvuju u
patogenezi EAE-a (Bufan i sar., 2015; Dimitrijevi¢ i sar. 2014). Osim toga, uprkos
Cinjenici da se starenjem, zavisno od vrste, i posebno vazno soja, osetljivost na
indukciju EAE-a, menja razli¢ito (u suprotnom smeru) (Endoh i sar., 1990; Ditamo i
sar., 2005; Matejuk i sar., 2005), pazljivom analizom dostupne literature nije bilo
moguce naci podatke koji bi ukazivali da su ispitivane sojne razlike u uticaju starenja na
¢elijske 1 molekularne mehanizme razvoja EAE-a. Na osnovu ovih saznanja i podataka
vezanih za sojne razlike u ¢elijskim i molekularnim mehanizmima razvoja EAE-a kod
mladih eksperimentalnih Zivotinja DA i AO soja, postavljeni su centralna hipoteza i

ciljeviistrazivanja.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Centralna hipoteza je da starenje, deluju¢i na sojno specifican nacin, utice na

osetljivost pacova na indukciju EAE-a i klini¢ku sliku indukovane bolesti.
U skladu sa postavljenom hipotezom, centralni cilj istrazivanja je bio da se:

1) ispita uticaj starenja na osetljivost pacova DA i AO soja na indukciju klinicki
manifestnog EAE-a imunizacijom emulzijom homogenata ki¢mene mozdine pacova i
KFA uz ko-administraciju inaktivisanih bakterija (Bordetella pertussis) i klinicke

karakteristike bolesti i

2) definiSu celijski 1 molekularni mehanizmi, koji bi mogli da budu odgovorni za
pretpostavljene sojno zavisne starenjem uzrokovane promene u indukciji i klinickom

ispoljavanju ove bolesti.
Da bi se ostvario centralni ciljdefinisana su tri potcilja:

1. Da se istrazi uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na ¢elijske 1 molekularne
mehanizme koji bi mogli da dovedu do razvoja primarnog CD4+ T-¢elijskog
odgovora razliitog intenziteta 1 kvaliteta (imaju¢i u vidu efikasnost
diferencijacije ThO u visoko patogene Thl7 limfocite koji pored IL-17
produkuju i IFN-y i GM-CSF) u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima;

2. Da se ispita uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na zadrzavanje aktivisanih,
u dreniraju¢em limfnom ¢voru, CD4+ T-limfocita specificnih za neuroantigene

u slezini na putu do CNS-a (ki¢mene mozdine) i

3. Da se utvrdi uticaj genetskih faktora (sojnih razlika) na prezivljavanje,
reaktivaciju CD4+ T-limfocita specifiénih za neuroantigene u kicmenoj mozdini
I njihovu diferencijaciju u visoko patogene Thl7 limfocite, koji pored IL-17
produkuju i IFN-y i GM-CSF, i ¢elijske i molekularne mehanizme koji stoje u

osnovi ovih procesa.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Za cksperimentalni rad u istrazivanju u okviru ove studije koris¢ene su zenke
pacova DA i AO visokosrodnih sojeva, uzrasta 3-4 meseca (mladi odrasli pacovi) i 24-
26 meseci (stari pacovi), odgajane u Stali Centra za imunoloska istrazivanja ,,Branislav
Jankovi¢“, Instituta za virusologiju, vakcine i serume ,, Torlak“ u Beogradu. Zivotinje su
gajene u standardnim laboratorijskim uslovima (konstantna temperatura od 21+2 °C,
relativna vlaznost vazduha 50-60%, svetlosni rezim 12 h svetlost/12 h mrak, sa 3-4

zivotinje u kavezu i bez ogranicenja 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 zivotinjama Instituta za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak® i
odobrenjem Uprave za veterinu (Ministarstvo za poljoprivredu i zastitu zivotne sredine)
broj 323-07-01577/2016-05/14. U skladu sa 3R principom, ¢injeni su napori da se broj
Zivotinja smanji na minimalno neophodan za dobijanje relevantnih rezultata i da se

patnja zivotinja smanji na najmanju mogu¢u meru.

3.2. Eksperimentalni protokol

U okviru ove studije je sproveden ,,pilot eksperiment u kome su imunizovane
mlade i stare zenke DA (9 mladih i 11 starih) i AO (13 mladih i 13 starih) pacova i
svakodnevno je pracena klinicka slika od 7. do 60. dana posle imunizacije (d.p.i.), kako

bi se sagledao uticaj genetskih faktora i starenja na klini¢ki tok bolesti.

Nakon ,,pilot* eksperimenata, sprovedeni su eksperimenti u kojima su zZivotinje
zrtvovane 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 ki¢mene mozdine kori$¢ene su zdrave zivotinja oba soja I uzrasta.

Zivotinje anestezirane intraperitonealnom injekcijom 800 pl/100g telesne mase
rastvora za anesteziju (katamin, 100 mg/ml; Ketamidor, Richter Pharma AG, Wels,

25



Materijal i metode

Austria; ksilazin, 20 mg/ml; Xylased, Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceska Republika i
fizioloSki rastvor, u odnosu 1:0,5:8,5), su Zrtvovane intrakardijalnom perfuzijom
fosfatnim puferom (pH 7,3), u ¢iji sastav ulaze: Na;HPO, (10 mmol/L), KH2PO, (1,8
mmol/L), NaCl (137 mmol/L) i KCI (2,7 mmol/L), a koji je obezbeden iz Instituta za
virusologiju, vakcine 1 serume “Torlak” u Beogradu. PoSto su zivotinje perfundovane,
pazljivo su vadene slezine 1 ki¢mene mozdine 13. d.p.i. kod DA pacova, odnosno 16.

d.p.i. kod AO pacova, ili drenirajuci zatkoleni limfni ¢vorovi 7.d.p.i.

Tkivo kiémene mozdine kori§¢eno je za histopatolosku analizu prisustva
perivaskularnih infiltrata. Mononuklerne c¢elije izolovane iz ki¢mene mozdine su
podvrgavane imunofenotipizaciji u cilju detekcije: zastupljenosti CD4+ T-limfocita,
procenta aktivisanih i apoptoticnih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita,
zastupljenosti CD8+ T-limfocita, proliferacije ex vivo efektorskin CD8+ T-limfocita,
zastupljenosti CD25+Foxp3+ ¢elija u okviru CD4+ i CD8+ T-limfocita, zastupljenosti
NK ¢elija i u okviru njih procenta CX3CRI+ i granzim B+ c¢elija, zastupljenosti
CDI11b+ ¢elija razli¢itog nivoa aktivacije, zastupljenosti ¢elija mikroglije i u okviru njih
procenta CX3CR1+ celija i onih koje sintetiSu IL-1P, koris¢enjem metode protocne
citofluorometrije. Osim toga, u ovim celijama je analizirana ekspresija IRNK za
inflamatorne i anti-inflamatorne/imunoregulatorne citokine, enzim hem-oksigenazu
(HO)-1 primenom kvantitativne lanCane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl.
quantitative real-time polimerase chain reaction, RT-gPCR). Mononuklerne ¢elije
izolovane iz ki¢mene mozdine su podvrgavane i restimulaciji forbol 12-miristat 13-
acetatom (PMA) i jonomicinom ili MBP-om radi ispitivanja sinteze IFN-y i IL-17 i
granzima B metodom protoc¢ne citofluorometrije i sekrecije IFN-y i IL-17 metodom
enzimske imunoadsorpcije (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).
Analizirana je i fagocitna i endocitozna sposobnost ¢éelija mikroglije koje su se nalazile

u suspenziji mononuklernih ¢elijaki¢mene mozdine.

U mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz slezine ispitana je metodom proto¢ne
citofluorometrije: zastupljenost CD4+ T-splenocita i ekspresija aktivacionih markera na
ovim ¢elijama kod svih eksperimentalnin grupa, kao i procentualna zastupljenost
CD44+ ¢elija 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 Ccelije izolovane 1z dreniraju¢ih limfnih ¢vorova bile su
podvrgnute imunofenotipizaciji radi utvrdivanja zastupljenosti CD4+ T-limfocita, kao i
procenata aktivisanih celija i CD25+Foxp3+ c¢elija u okviru CD4+ T-limfocita.
Ispitivana je proliferacija CD4+ limfocita u kulturi mononuklearnih ¢elija drenirajucih
limfnih ¢vorova, u bazalnim uslovima (u odsustvu poznatog stimulatora), kao i u
odgovoru na stimulaciju mitogenom - konkanavalinom A (ConA) i neuroantigenom-
MBP-om. U suspenziji mononuklearnih ¢elija sveze izolovanih iz drenirajucih limfnih
¢vorova ispitivana je i zastupljenost CD8+ T-limfocita i terminalno
diferenciranih/efektorskin CD8+ T-limfocita, proliferacija konvencionalnih CD8+ T-
limfocita, a u kulturama ovih ¢elija proliferacija CD8+ limfocita, u odsustvu ili sa
prisutnim MBP-om ili ConA. U sveZe izolovanim ¢elijama je analizirana i ekspresija
IRNK za inflamatorne/imunoregulatorne citokine. Ove ¢elije su i restimulisane PMA i
jonomicinom ili MBP-om radi ispitivanja sinteze INF-y i IL-17 metodom proto¢ne
citofluorometrije 1 njihove sekrecije ELISA metodom. U sveZze izolovanim
suspenzijama mononuklearnih ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova ispitivana je i
zastupljenost konvencionalnih dendritskih celija, kao i procenat MHC II+, CD80+ i
CD86+ ¢elija u okviru konvencionalnih dendritskih ¢elija, metodom protocne

citofluorometrije.

3.3. Indukcija EAE-a i evaluacija klinicke slike imunizovanih Zivotinja

Indukcija EAE-a izvrSena je intradermalnim ubrizgavanjem u plantarnu stranu
zadnje leve Sapice zivotinja 100 pl emulzije homogenata kicmene moZdine singenih
zivotinja u KFA. Emulzija je dobijena homogenizacijom ki¢mene mozdine (1g) u
fizioloSkom rastvoru (2,5 ml) u homogenizeru na ledu. Pomocu Spriceva zapremine 5
ml, spojenih plastiénom spojnicom, homogenat ki¢mene mozdine emulgovan je sa
istom zapreminom KFA. Nakon ubrizgavanja ovako dobijenog emulgata ki¢mene
mozdine u KFA, u istu Sapicu je supkutano, sa dorzalne strane, aplikovano 250 pl
fizioloskog rastvora u kojem je resuspendovano 5x10% inaktivisane Bordetella-e

pertussis.

Zivotinje su svakodnevno pazljivo pregledane, a telesna masa Zivotinja pra¢ena.

Evaluacija neuroloskog deficita sprovodena je svakodnevno koris¢enjem sledece skale:
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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 1 prednjih ekstremiteta (kvadriplegija), pracena inkontinencijom
mokrace i stolice, moribundno stanje. Za zivotinje kod kojih je doslo do razvoja klinicki
manifestne bolesti hrana je izgnjecena i zajedno sa vodom postavljena u nizi polozaj

kako bi bile dostupne zivotinjama u svakom trenutku.

3.4. Histopatoloska analiza tkiva kicmene moZdine

Po tri Zivotinje sa reprezentativnom klinickom slikom iz svake eksperimentalne
grupe odabrane su za histopatolosku analizu. Kod ovih Zzivotinja je nakon perfuzije
fosfatnim puferom, izvrSena 1 perfuzija 4% paraformaldehidom. PoSto su izvadene,
kiémene mozdine su podeljene na cervikalni, torakalni i lumbo-sakralni segment i
ostavljeni da se preko no¢i fiksiraju u 4% formaldehidu, a zatim procesuirani za
svetlosno-mikroskopsku analizu 1 ukalupljeni u parafin. Transverzalni preseci tkiva
debljine 5 um dobijeni koriS¢enjem mikrotoma (Leica RM 2155, Leica Microsystems
GmBH, Wetzlar, Nemacka) deparafinisani su upotrebom ksilola, a zatim hidratisani u
seriji alkohola opadaju¢e koncentracije i potom obojeni hematoksilinom 1 eozinom.
Svaki 50-ti presek ki¢mene mozdine je slikan i analiziran na prisustvo znakova
inflamatornog procesa, a prema sledecoj skali: O, bez prisutnih inflamatornih ¢elija; 1,
mali broj pojedina¢nih inflamatornih ¢elija; 2, organizovani perivaskularni inflamatorni
¢elijski infiltrati; 3, ekstenzivni perivaskularni Celijski infiltrati sa Sirenjem u okolni
subarahnoidalni prostor 1 parenhim ki¢mene mozdine, (Wraith 1 sar., 2009).
Fotomikrografije su dobijane i analizirane kori§¢enjem Olympus BH2 mikroskopa
(Olympus OpticalCo., Ltd, Tokyo, Japan) opremljenog digitalnom kamerom (Color
View III, Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Nemacka) i Analysis FIVE

kompjuterskim programom (Olympus Soft Imaging Solutions).

3.5. Hemikalije, antitela i imunokonjugati

Da bi se pripremila emulzija za imunizaciju zivotinja, koris¢en je KFA (Sigma-
Aldrich Chemie GmBH, Taufkirchen, Nemacka) koji je sadrzao u 1 ml: 1 mg
inaktivisanih Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC 25177), 0,85 ml parafinskog
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ulja 1 0,15 ml manid monooleata. Takode, za imunizacijuje koriS€ena i suspenzija
inaktivisanih bakterija Bordetella pertussis, dobijena od Instituta za virusologiju,

vakcine 1 serume ,, Torlak”.

Za histopatoloSku analizu tkiva kicmene mozdine koriS¢eni su 4%
paraformaldehid (Sigma-Aldrich), ksilol (Zorka Pharmacy, Sabac, Srbija), apsolutni
etanol (Alkaloid, Skopje, Makedonija), hematoksilin (Merck KGaA, Darmstadt,
Nemacka) 1 eozin (Sigma-Aldrich).

Kako bi se izolovale mononuklearne celije iz ki¢mene mozdine koriSéen je
gustinski gradijent Percoll (Sigma-Aldrich), gustine 1,13 g/ml. Za dobijanje izotoni¢nog
Percoll-a gustine 1,122 g/ml koriS§¢eni 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 izotoni ¢nog gradijenta

dodavanjem odgovarajuée koli¢ine fosfatnog pufera.

U ovoj studiji koris¢ena su slede¢a monoklonska antitela za obelezavanje
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-TCRof (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-y (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). Takode,
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. Kori$¢ena su i slede¢a antitela: FITC-om konjugovana anti-
IL-17A (klon eBiol7B7) i anti-Foxp3 (klon FJK-16s) antitela, tandem konjugatom
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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 EDS8) antitelo, PE-om konjugovana anti CD45 (klon
OX-1) i anti-aE2 podjedinica integrina (anti-OX62 antitelo; klon OX62) antitela. Od
BioLegend (San Diego, CA, SAD) nabavljena su Alexa Fluor 647-konjugovano anti-
TCRafp (klon R73) antitelo i FITC-om konjugovano anti-granzim B (klon GB11)
antitelo. Koris¢ena 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.

Koris¢ena su i poliklonska antitela tj. nekonjugovano kuni¢ anti-CX3CR1
antitelo i biotinom konjugovano zec anti-1L-1p antitelo, koja su nabavljena od Abcam
(Cambridge, UK). Za odredivanje procentualne zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija u
okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita, izolovanih iz ki¢mene mozdine pacova,
koris¢en je FITC-om konjugovan protein aneksin V (engl. annexin V) nabavljen od BD

Biosciences Pharmingen.

Tokom postupka obeleZzavanja antigena upotrebljavan je fosfatni pufer, kome su
dodati 2% fetalni tele¢i serum (engl. fetal calf serum, FCS) (Gibco, Grand Island, NY,
SAD) i0.09% natrijum-azid (NaN3, Sigma-Aldrich).

Za ispitivanje proliferativnog kapaciteta CD4+ i CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova koris§¢eni su neuroantigen - rekombinantni MBP (Sigma-Aldrich) i
mitogen - ConA (Sigma-Aldrich), a za detektovanje proliferisuc¢ih celija (Celije u
S+G2/M fazi ¢elijskog ciklusa) 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) (BD Biosciences). S
obzirom na to da nuklearni protein Ki-67 ima esencijalnu ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i
da je njegova ekspresija prisutna tokom Gl1, S, G2 1 M faze ¢elijskog ciklusa, ali nije
detektabilna tokom GO faze, ovaj protein se koristi kao Celijski marker proliferacije
(Scholzen i Gerdes, 2000; Soares i sar. 2010). Stoga, PE-om konjugovano anti-Ki-67
(klon B56) antitelo (BD Biosciences Pharmingen) koriS¢eno je za ispitivanje €X Vivo

proliferacije konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita.

Prilikom odredivanja intracelularne ekspresije citokina, za stimulaciju
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine i dreniraju¢ih limfnih ¢vorova koriSéeni su:

PMA (Sigma-Aldrich), jonomicin (Sigma-Aldrich), a kao blokator proteinskog
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transporta koris¢en je brefeldin A (eBioscience). Za odredivanje procentualne
zastupljenosti IL-17+ i IFN-y+ c¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kulturama
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene moZzdine, koris¢en je MBP za stimulaciju
ovih ¢elija preko no¢i. Takode, ConA i MBP su kori§¢eni za stimulaciju kultivisanih
CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, a radi odredivanja koncentracija IL-

17A i IFN-y u supernatantima ovih kultura.

Za kultivisanje mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine/limfnog c¢vora
upotrebljen je engl. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medijum (Sigma-
Aldrich), koji je obogac¢en 25 mM N-2-hidroksietilpiperazin N’-2-etansulfonskom
kiselinom (HEPES) (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutaminom (Serva, Heidelberg,
Nemacka), 1 mM natrijum piruvatom (Serva), 100 i.j./ml penicillinom (ICN, Costa
Mesa, CA, SAD), 100 pg/ml streptomicinom (ICN), a dodat je 1 10% FCS, prethodno

toplotom inaktivisan u vodenom kupatilu.

Za magnetno izdvajanje ¢elija (engl. magnetic-activated cell sorting, MACS)
ki¢mene mozdine i1 dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, koriS¢ene su LS kolone i odgovarajuci
Quadro MACS separator, mikrocestice (engl. MicroBeads) vezane za anti-CD8 (klon
G28) i anti-CD6 (klon OX-52) antitela, kao i anti-biotin mikrocestice nabavljeni od
Miltenyi Biotec (Gladbach, Nemacka). U proceduri je koris¢en i MACS pufer koji je
sadrzao fosfatni pufer uz dodatak 2 mM etilendiamintetrasiréetne kiseline (EDTA)
(Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, Svajcarska) i 0.5% govedeg serum albumina
(engl. bovine serum albumine, BSA) (Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG,

Switzerland).

Za izolaciju ukupnih RNK iz mononuklearnih ¢elija i CD11b+ celija kicmene
moZdine, kao 1 mononuklearnih ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova koriS¢en 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 Cine: 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, c¢DNK) koris¢en je

komplet komercijalnih reagenasa (High-Capacity cDNA Reverse Transcription
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Kit,Applied Biosystems) kojeg Cine: pufer za reverznu transkripciju (10x RT Buffer),
rastvori nukleotida (25x dNTP Mix) 1 nasumi¢nih prajmera (10x RT Random Primers),
reverzna transkriptaza (Multiscribe Reverse Transcriptase) i inhibitor aktivnosti
ribonukleaze (RNaze) (RNAse inhibitor).

U procedurama vezanim za kvantifikaciju ekspresije gena koris¢eni su
komercijalna TagMan smeSa reagenasa za merenje ckspresije gena (Gene EXxpression
Master Mix, Applied Biosystems) i komercijalni TagMan eseji za merenje ekspresije
IRNK pacova: IFN-y (Ifng; Rn00594078 m1), IL-17a (1117a; Rn01757168_m1), IL-12a
(112a; Rn00584538 ml), IL-23a  (ll23a; Rn00590334 gl), IL-6 (llI6;
Rn99999011 m1l), IL-1B (ll1b; Rn99999009 ml), hem-oksigenaza (HO)-1 (engl. heme
oxygenasel, Hmox1l; Rn005613787_ml), TGF-B (Tgfbl; Rn00572010_ml), CD44
(Cd44; Rn01637065 ml), B-actin (Actb; Rn00667869_ml) i gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (Gapdh; Rn99999916 sl). Svi navedeni eseji nabavljeni su od Applied
Biosystem.

Za odredivanje koncentracije IL-17A ELISA metodom kori$¢en je komercijalni
kit (Rat IL-17A ELISA MAX™ Deluxe, BioLegend), dok za odredivanje koncentracije
IFN-y istom metodom nije koriS¢en komercijalni kit, ve¢ pojedinacno nabavljene
komponenete: preciSc¢eno antitelo protiv pacovskog rekombinantnog IFN-y (klon DB1),
biotinom konjugovano poliklonsko anti-IFN-y antitelo konjugovano sa biotinom i
rekombinantni pacovski IFN-y (eBioscience, Vienna, Austrija), ekstravidin-peroksidaza
i orto-fenilendiamin (engl. ortho-phenylenediamine, OPD) (Sigma-Aldrich). U ELISA
testu za odredivanje koncentracije IFN-y koriS¢en je karbonatni pufer za razblaZivanje
antitela kojim su oblagani bazeni mikrotitracione ploce i citratni pufer za rastvaranje
OPD-a. Karbonatni pufer pravljen je tako §to je 0,8403 g NaHCO3 (Sigma-Aldrich) i
0,3655 g Na,COs3 (Sigma-Aldrich) rastvarano u 100 ml destilovane vode. Citratni pufer
dobijen je tako $to su najpre napravljeni rastvori 0.1 M limunske kiseline (Sigma-
Aldrich) 1 0.2 M Na;HPO,4 x 2H,O (Sigma-Aldrich) u destilovanoj vodi i nakon toga,
pomeSano je 49 ml rastvora limunske kiseline sa 51 ml rastvora Na,HPO. x 2H,0
(Sigma-Aldrich), kako bi se dobilo 100 ml pufera. Za ispiranje mikrotitracione ploce,
prilikom izvodenja ELISA testa za odredivanje koncentracije IL-17A i IFN-y koris¢en
je pufer koji je sadrzavao fosfatni pufer uz dodatak 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich).
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3.6. Izolacija mononuklearnih celija
3.6.1. Izolacija mononuklearnih ¢elijaiz kicmene mozdine

Nakon perfuzije zivotinja fosfatnim puferom izvadene su ki¢mene moZzdine iz
kicmenog kanala i potom pasirane kroz najlonske mrezice sa porama veli¢ine 70 pm
(BD Biosciences, Erembodegem, Belgija). Sadrzaj je prikupljan u Petrijevu Solju, koja
je sadrzala hladan (+4 °C) RPMI 1640 medijum sa 5% FCS-om. Celijske suspenzije su
centrifugirane na 800 x g 6 minuta na +4 °C, 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. Celije su zatim centrifugirane na 1000 x g, 50 minuta na
sobnoj temperaturi, bez kolenja prilikom zasutavljanja centrifuge. Celije koje su se
izdvojile izmedu dva sloja su pazljivo pokupljene, resuspendovane u RPMI 1640
medijumu sa 5% FCS-om, dva puta isprane centrifugiranjem. i resuspendovane u 200 pl
RPMI 1640 medijuma sa 5% FCS-om. Brojanje zivih celija izvrSeno je uz pomoé
vitalne boje tripan plavo (Sigma-Aldrich) u poboljsanom Neubauerovom

hemocitometru.

3.6.2. Izolacija mononuklearnih ¢elijaiz slezine 1 dreniraju¢ih limfnih ¢vorova

Tkivo slezine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova je macerirano i propusteno kroz
plasticnu mrezicu (otvori veli¢ine 60 pm) u epruvetu sa hladnim rastvorom fosfatnog
pufera sa 2% FCS-om i 0.09% NaNs. U suspenziji ¢elija slezine izvrSeno je liziranje
dodavanjem (u odnosu 1:4) rastvora amonijum hlorida (NH4C1). Celijske suspenzije
slezine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova su oprane tri puta centrifugiranjem (350 % g, 5
minuta) u hladnom fosfatnom puferu sa 2% FCS-om i 0.09% NaNs. Zive éelije su

brojane u poboljsanom Neubauerovom hemocitometru.

3.6.3. Magnetno izdvajanje CD11b+ Celija iz suspenzija mononuklearnih ¢elija kicmene
mozdine 1 CD4+ T-limfocita iz suspenzija mononuklearnih ¢elija ki¢mene

mozdine/slezine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
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Kako bi se izvrSilo magnetno izdvajanje CDI11b+ celija iz suspenzije
mononuklearnih éelija ki¢mene mozdine, 1x107 ¢éelija je resuspendovano u 100 ul
MACS pufera i dodato im je 20 upl anti-CD11lb (klon WT.5) antitela koje je
konjugovano sa biotinom. Posle 30 minuta inkubacije na +4 °C, celije su dva puta
oprane u 1 ml MACS pufera. Na talog ¢elija resuspendovan u 80 ul MACS pufera
dodato je 20 pl anti-biotin mikroCestica, i ¢elije su inkubirane 15 minuta na +4 °C. Po
isteku inkubacije ¢elije su oprane sa 1 ml MACS pufera, istalozene centrifugiranjem
resuspendovane u 0,5 ml MACS pufera. Suspenzija ¢elija obelezenih mikrocesticama je
zatim propusStena kroz LS kolonu smeStenu u magnetno polje Quadro MACS
separatora. Obelezene CD11b+ ¢elije (,,pozitivna“ Celijska frakcija) su se zadrzale na
koloni, dok su neobelezene CD11b- ¢elije, posle prolaska kroz kolonu i ispiranja kolone
MACS puferom (3 x 3 ml), sakupljene kao ,,negativna* frakcija ¢elija. U cilju dobijanja
CDI11b+ ¢elija, LS kolona je uklonjena iz magnetnog polja, dodato je 5 ml MACS
pufera i obelezene CD11b+ ¢elije su, pomocu klipa, istisnute iz kolone i sakupljene.
Cisto¢a izdvojene céelijske frakcije proveravana je obeleZavanjem sa anti-CD11b
antitelom koje je konjugovano sa FITC-om i metodom protocne citofluorometrije je
pokazano da je 90-95% celija bilo CD11b+, a upotrebnom vitalne boje Tripan plavo da

su zive ¢elije bile zastupljene sa vise od 95%.

Dobijena CD11b- frakcija ¢elija ki¢mene mozdine i na identi¢an nacin dobijena
CD11b- frakcija celija iz suspenzija mononuklearnih ¢elija slezine/dreniraju¢ih limfnih
&vorova koris¢éene su za izdvajanje CD4+ T-limfocita. Celije CD11b- frakcija su
resuspendovane u 80 pul MACS pufera, dodato je 20 pl anti-CD8 mikrocestica, i kao §to
je prethodno opisano izdvajana je “negativna” frakcija celija. U daljem postupku
izdvajanja u CD8- frakciju ¢elija dodavano je antitelo protiv pacovskih T-¢elija
konjugovano sa mikro€esticama. Nakon inkubacije, imunomagnetnim razdvajanjem, na
nacin koji je prethodno opisan, izdvajana je “pozitivna” frakcija celija. Posle bojenja
antitelom protiv CD4 molekula, metodom proto¢ne citofluorometrije pokazano je da je

ovako dobijena “pozitivna” frakcija sadrzala 90-95% CD4+ T-limfocita.

3.6.4. Stimulacija c¢elija kicmene mozdine i dreniraju¢ih limfnih ¢vorova za analizu

sinteze citokina proto¢nom citofluorometrijom
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Izolovane mononuklearne celije kicmene mozdine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova,
kao i magnetnim izdvajanjem izolovani CD4+ T-limfociti iz suspenzija mononuklearnih
¢elija ki¢mene mozdine/drenirajuéih limfnih &vorova su zasejavane (10%ml) u RPMI
1640 medijumu obogac¢enom sa 2 mM L-glutaminom (Serva), 1 mM natrijum
piruvatom (Serva), 100 i.j./ml penicillinom (ICN), 100 pg/ml streptomicinom (ICN), i
10% FCS-om. Zasejavano je 500 ul suspenzije ¢elija u ploce sa 24 bazena (Sarstedt AG
& Co., Numbrecht, Nemacka). Suspenzije su sadrzavale 200 ng/ml PMA (Sigma-
Aldrich) 1 400 ng/ml jonomicina (Sigma-Aldrich) i 3 pg/ml blokatora proteinskog
transporta brefeldina A (eBioscience). Ploce su inkubirane 4h na 37 °C, u atmosferi sa
5% CO,. Po isteku inkubacionog vremena, suspenzije su prebacene u epruvete, Celije
istaloZene centrifugiranjem, prane, te na ovaj nain pripremljene za unutarcelijsko

bojenje citokina.

3.6.5. Kultivisanje mononuklearnih c¢elija ki¢mene mozdine/dreniraju¢ih limfnih
¢vorova za analizu sinteze citokina nakon restimulacije MBP-om (engl. “recall cytokine

production” test)

Mononuklearne celije (2x10%bazenu) 1zolovane 1z ki¢mene
mozdine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova kultivisane su u ploCama sa 96 bazena sa “U”
dnom (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) na 37 °C, u atmosferi sa
5% CO; u kompletnom RPMI 1640 medijumu sa ili bez dodatog MBP-a u koncentraciji
od 20 pug/ml. Period inkubacije trajao je preko noci u slu¢aju mononuklearnih celija
ki¢mene mozdine, odnosno 72h u slu¢aju ¢elija drenirajuéeg limfhog &vora. Celije
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova su potom restimulisane PMA-om i jonomicinom u
prisustvu brefeldina A 1 potom pripremljene za proceduru unutaréelijskog bojenja
citokina kao §to je opisano u sekciji 3.6.4. Celije ki¢mene mozdine inkubirane su sa
brefeldinom A poslednja 4h kultivacije, a potom prikupljene u epruvete, istalozene
centrifugiranjem, prane, te na ovaj nalin pripremljene za unutarcelijsko bojenje

citokina.

3.6.6. Kultivisanje mononuklearnih c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova za analizu

proliferacije CD4+ i CD8+ T-limfocita
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Mononuklearne ¢elije izolovane iz drenirajuéih limfnih ¢vorova (2x10%bazenu)
kultivisane su u plo¢ama 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 pg/ml ConA ili 20 pg/ml MBP-a ili samo u medijumu. Celije su inkubirane na 37
°C, u atmosferi sa 5% CO.. Po isteku inkubacije ¢elije su istalozene centrifugiranjem
(350 x g, 5 minuta na +4 °C). Celije su oprane dva puta i inkubirane sa antitelima
specificnim za CD4 i CDS8 obelezenim fluorohromima, da bi se potom pristupilo
bojenju 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD), bojom koja se vezuje za DNK, i analizi

¢elijskog ciklusa prema proceduri opisanoj u sekciji 3.7.3.

3.6.7. Analiza fagocitoze lateksnih Cestica

Zuto-zeleno fluorescentne Cestice lateksa preénika 1 pm, koncentracije 108
Cestica/ml (Sigma-Aldrich) su najpre sonifikovane u ultrazvué¢nom kupatilu u trajanju
od 2 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je 1ul ovih Cestica inkubiran sa 100 ul
suspenzije mononuklearnih ¢elija ki¢émene mozdine (1x108/ml) u kompletnom RPMI
1640 medijumu oboga¢enom sa 5% FCS-a u trajanju od 30 minuta na 37 °C. Fagocitoza
je prekidana postavljanjem cCelija na led 5-10 minuta, a onda su ¢elije prane hladnim
fosfatnim puferom 1 pristupilo se obelezavanju membranskih antigena, a potom analizi
¢elija protocnom citofluorometrijom. Kao kontrola koriS¢éene su celije, koje su

inkubirane sa lateks Cesticama na temperaturi od +4 °C.

3.6.8. Analiza endocitoze dekstrana

Suspenzija mononuklearnih ¢elija ki€émene mozdine (1x10%ml) u kompletnom
RPMI 1640 medijumu oboga¢enom sa 5% FCS-a inkubirana je sa dekstranom koji je
obelezen FITC-om (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich) 90 minuta na 37 °C. Kao kontrola
koris¢ene su mononuklearne celije kicmene mozdine inkubirane sa dekstranom koji je
obelezen FITC-om na +4 °C. Dodavanjem hladnog fosfatnog pufera sa 2% FCS-om i
0.09% NaNj3 prekinuto je preuzimanje dekstrana. Celije su potom oprane dva puta kako
bi se uklonio viSak dekstrana, da bi se potom pristupilo obelezavanju membranskih

antigena. Celije su analizirane proto¢nom citofluorometrijom.

36



Materijal i metode

3.7. Protocna citofluorometrija
3.7.1. Priprema uzoraka za analizu ekspresije membranskih antigena

Iz Celijskih suspenzija izdvajana je zapremina u kojoj je broj Celija bio 1x10°-
1x10° éelija u posebne epruvete, a potom su ¢elije talozene centrifugiranjem (350 x g, 5
minuta, +4 °C). Na talog celija dodavane su odgovarajuce (titracijom odredene)
zapremine antitela direktno obeleZenih fluorohromima i1 inkubirane 30 minuta, u mraku,
na temperaturi +4 °C. Po isteku inkubacionog vremena c¢elije su prane dva puta
centrifugiranjem (350 x g, 5 minuta, +4 °C) u fosfatnom puferu sa 2% FCS-om i 0.09%
NaN; i jednom u fosfatnom puferu sa 0.09% NaNs. Celije su zatim resuspendovane u
350 pl fosfatnog pufera sa 0.09% NaNsz i analizirane su metodom protocne
citofluorometrije. Kad su se u prvom koraku Kkoristila antitela konjugovana biotinom ili
neobeleZena 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
¢elije su potom inkubirane 30 minuta, u mraku, na temperaturi +4°C, prane i potom
resuspendovane u 350 pl fosfatnog pufera sa 0.09% NaNs i analizirane proto¢nom

citofluorometrijom.

3.7.2. Priprema uzoraka za analizu ekspresije unutarcelijskih antigena

Posto je izvrSeno obelezavane povrSinskih antigena (opisano u sekciji 3.7.1.)
pristupalo se obelezavanju unutaréelijskih antigena - citokina, Foxp3, Ki-67 i granzima
B. Mononuklearne c¢elije kicmene mozdine/dreniraju¢ih limfnih ¢vorova su fiksirane i
njihova membrana je permeabilizovana primenom pufera za fiksaciju/permeabilizaciju
iz komercijalnog kita (eBioscience), koji je razblazivan u odnosu 1:4 odgovarajuéim
rastvaraéem, preko no¢i na temperaturi od 4 °C. Celije su potom prane dva puta u 700 pl
pufera za permeabilizaciju iz istog komercijalnog kita (razblazen u odnosu 1:10
fosfatnim puferom) i inkubirane sa odgovaraju¢im antitelom 30 minuta u mraku (na
sobnoj temperaturi, osim u slu¢aju obeleZzavanja Foxp3 antigena, kada je inkubacija bila
na +4 °C). Po isteku inkubacionog perioda celije su ponovo prane dva puta puferom za
permeabilizaciju i zatim resuspendovane u 350 pl fosfatnog pufera sa 0,09% NaNs3, da

bi potom bile analizirane metodom proto¢ne fluorocitometrije.

37



Materijal i metode

3.7.3. Analiza c¢elijskog ciklusa CD4+ 1 CD8+ limfocita bojenjem DNK vezujuom
bojom 7-AAD

Posle kultivacije u trajanju od 72h, ¢elije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova su prane
dva puta i potom inkubirane sa antitelima specificnim za CD4 i CD8 obelezenim
fluorohromima. Posle inkubacije celije su prane i resuspendovane u 150 pl 50%
rastvora FCS-a u fosfatnom puferu sa 0,09% NaNs. Celije su potom fiksirane i
permeabilizovane postepenim dodavanjem hladnog 70% rastvora etanola u zapremini
od 450 pl, a onda ostavljene preko no¢i na temperaturi od +4 °C. Posle inkubacije, ¢elije
su prane, a zatim im je dodavan 7-AAD u zapremini od 10 pl. Nakon inkubacije u
trajanju od 30 minuta na +4 °C, ¢elije su prane i resuspendovane u 350 pl fosfatnog
pufera sa NaNs. Celijski ciklus je analizovan kori§éenjem Dean-Jet-Fox modela i
platforme za analizu celijskog ciklusa FlowJo softvera verzija 7.8. (TreeStar Inc,
Ashland, OR, SAD).

3.7.4. Odredivanje procentualne zastupljenosti apoptoticnih celija u CD4+ T-

limfocitima ki¢mene mozdine

Za odredivanja procentualne zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija u subpopulaciji
CD4+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine pacova, koris¢en je Aneksin V
komercijalni kit (BD Pharmingen). Nakon inkubacije mononuklearnih ¢elija ki¢mene
mozdine sa antitelima za membranske antigene, ¢elije su oprane jednom u fosfatnom
puferu sa 2% FCS-om i 0.09% NaNs, i jednom u fosfatnom puferu. Celije su nakon toga
resuspendovane u 50 pl aneksin V vezujuceg pufera (razblazen dejonizovanom vodom
u odnosu 1:10) i zatim je dodavan 1,5 pl aneksin V obelezen FITC-om. Nakon
inkubacije u trajanju od 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi, dodavano je jos 250
ul razblazenog aneksin V vezujuCeg pufera i zastupljenost apoptoti¢nih (aneksin V+)

¢elijaje odredivana proto¢nim fluorocitometrom.

3.7.5. Analiza uzoraka proto¢nom citofluorometrijom

U ovoj studiji kori§¢ena su dva proto¢na citofluorometra: analogni FACSCalibur
I digitalni FACSVerse (Becton Dickinson, Mountain View, CA, SAD). Po uzorku je
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ucitavano 20 000-50 000 celija. Analiza celija iz istog uzorka ucitavanog 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 duZine 488 nm, kao i diodni laser talasne duzine 635 nm, §to je

omogucilo analizu do Cetiri razli¢ita parametra (fluorohroma).

Talasna duzina laserskog zraka odgovara talasnoj duzini pobudivanja
fluorohroma koji se koristi. Celije iz suspenzije za &ije su membranske ili unutaréelijske
antigene vezana antitela obelezena 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 celije, dok se detektovanjem rasipanja

svetlosti upravno na upadni laserski zrak dobija informacija o granuliranosti celije.

Za odredivanje procentualne zastupljenosti Celija koje ispoljavaju antigen, tj.
¢elija pozitivnih za odredeni antigen, koriS¢en je kompjuterski program FlowlJo
software v.7.8 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, SAD). Kako bi se detektovalo
nespecificno bojenje koriS¢ene su IgG izotipske kontrole ili u slucaju poliklonskih
antitela koris¢eno je bojenje samo sa sekundarnim antitelom. U slucajevima
viSekolornog bojenja koriS¢ene su 1 kontrole, koje obuhvataju sve fluorohrome
koriS¢ene u datom bojenju, osim onog koji se meri (engl. fluorescence minus one
control, FMO), kako bi se omogué¢ilo adekvatno postavljanje granica za selektovanje

(,,gejtovanje*) odredenog subseta celija.

3.8. Odredivanje koncentracije citokina enzimskim imunolo§kim metodama

Koncentracije citokina IL-17A i IFN-y odredivane su u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine. Mononuklearne celije kicmene
mozdine (10° ¢éelija/ml) zasejavane su u 500 pl kompletnog RPMI 1640 medijuma
obogacenog 10% FCS-om, a u plo¢i sa 24 bazena. Medijumu su dodati i 200 ng/ml
PMA i 400 ng/ml jonomicina. Celije su inkubirane 4h na 37 °C, u atmosferi sa 5% CO,,
a potom su centrifugirane (350 x g) i izdvojeni su supernatanti, koji su ¢uvani na -70 °C

do odredivanja citokina.
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3.8.1. Odredivanje koncentracije IL-17A

Dan pre izvodenja testa potreban broj bazena ploce sa 96 bazena oblozen je sa
100 pl razblazenog (1:200) antitela specificnog za pacovski IL-17A, pokriveni
adhezivnim filmom i inkubirani na temperaturi 2-8 °C preko no¢i. Po isteku
inkubacionog vremena bazeni su isprani Cetiri puta puferom za ispiranje , a visak ovog
pufera je eliminisan okretanjem i tapkanjem ploce na apsorptivni papir. Potom je dodato
200 pL komercijalnog rastvaraca za standard i ploca je inkubirana lh uz neprekidno
mesanje na sobnoj temperaturi. Bazeni su zatim ispirani i dodavano je 100 pl standarda
(pacovski IL-17A), odnosno supernatanta. Nakon inkubacije od 2h uz meSanje na
sobnoj temperaturi dodavano je anti-IL-17A antitelo za detekciju konjugovano biotinom
(100 ul, razblazeno 1:200) 1 nastavljena je inkubacija u istim uslovima jo§ 1h.
Peroksidaza rena konjugovana avidinom (engl. avidin-horseradish peroxidase, HRP)
razblazena u odnosu 1:1000, i u zapremini od 100 pl, 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 pl tzv. stop
rastvora, odnosno 2N H,SO.. Intenzitet boje je meren na spektofotometru na talasnoj
duzini od 450 nm. Koncentracija citokina je odredivana na osnovu standardne krive.
Standardi su koriS¢eni u sedam razlicitih, dvostruko opadajucih, koncentracija pocev od
1000 pg/ml, dok je kao nula koris¢en komercijalni rastvara¢ za standard i1 uzorke.
Minimalna koncentracija IL-17A koju je moguce detektovati ovim testom iznosi 8

pg/ml.

3.8.2. Odredivanje koncentracije IFN-y

Dan pre izvodenja testa potreban broj bazena mikrotitracione ploce sa 96 bazena
(Nunc Maxisorp™) oblozen je sa 50 pl anti-IFN-y antitela (1 ug/ml), pokriven
adhezivnim filmom i inkubiran na temperaturi 2-8 °C preko no¢i. Potom je po odlivanju
sadrzaja, bazenima dodat fosfatni pufer sa 1% albuminom govedeg seruma (engl.
bovine serum albumine, BSA) (Fluka AG Chemie GmbH, Buchs SG, Svajcarska) u
zapremini od 200 pl. Po isteku inkubacije od 1h na sobnoj temperaturi, bazeni su tri
puta isprani sa 200 pl fosfatnog pufera kome je dodato 0,05% Tween 20. Standardi

(rekombinantni pacovski IFN-y) ili uzorci su dodavani u isprane bazene u zapremini od
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50 pl i inkubirani 1h na sobnoj temperaturi. Anti-IFN-y antitelo konjugovano biotinom
(2 pg/ml, zapremine 50 pl) dodavano je u isprane bazene, koji su ponovo inkubirani 1h
na sobnoj temperaturi. Potom je u isprane bazene dodavano 50 pl ekstravidin
peroksidaze razblazene 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 ul supstrata (H20; +
OPD). Zaustavljanje reakcije ostvareno je dodavanjem 4 N H,SO.. Intenzitet boje je
meren na spektofotometru na talasnoj duzini od 492 nm. Koncentracija IFN-y je
odredivana na osnovu standardne krive. Minimalna koncentracija IFN-y koja se moze

detektovati ovim testom iznosi 5,6 pg/ml.

3.9. Relativna kvantifikacija ekspresije gena metodom lan¢ane reakcije polimeraze

u realnom vremenu

3.9.1. Izolacija  ukupne RNK iz mononuklearnih  ¢elija  kiCmene

mozdine/slezine/drenirajuc¢ih limfnih ¢vorovai CD11b+ ¢elijaki¢mene mozdine

Mononuklearne ¢elije ki€mene mozdine/dreniraju¢ih limfnih c¢vorova ili
CDI11b+ ¢éelije ki¢mene mozdine (10°) su lizirane u 200 ul rastvora za preiSéavanje
nukleinskih kiselina i lizati su ¢uvani na -70°C. Izolovanje ukupne RNK iz lizata ¢elija
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. Prevodenje ukupne RNK u cDNK

Svaka reakcija reverzne transkripcije je sadrzala: 10 pl pre¢is¢ene RNK, 2 ul
pufera za reverznu transkripciju, 0,8 pl meSavine nukleotida, 2 ul smeSe nasumi¢nih
prajmera, 1 pl reverzne transkriptaze, 1 pl inhibitora RNaze i 3,2 pl vode precisé¢ene 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 kori$¢ena je za
kvantifikaciju ekspresije gena metodom RT-qPCR.
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3.9.3. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu

LanCana reakcija polimeraze u realnom vremenu predstavlja kombinaciju
klasicnog umnoZavanja lan¢anom reakcijom polimeraze i fluorimetrije, u kojoj postoji
korelacija izmedu koncentracije produkta reakcije i intenziteta fluorescence. RT-qPCR
reakcija je okarakterisana vremenskom tackom (PCR ciklus) u kojoj se amplifikacija
ciljnog produkta prvi put detektuje. Ova vrednost se uobicajeno definise kao ciklus u
kojem je intenzitet fluorescence znacajno veci od nivoa Suma, 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 izracunavanje eksperimentalnih

rezultata.

Reakcije RT-gPCR postavljane su u triplikatu, u ukupnoj zapremini od 25 pl (5
ul ¢cDNK, 12,5 pl smeSe ragenasa za merenje ekspresije gena, 1,25 pl eseja specifiCnog
za gensku sekvencu od interesa i 6,25 pl vode). Reakcije su se odvijale pod standardnim
uslovima definisanim za kori$¢eni aparat i podrazumevali su: inkubacije od 2 minuta na
50 °C, zatim od 10 minuta na 95 °C, i 40 ciklusa od po 15 sekundi na 95 °C i inkubaciju
od jednog minuta na 60 °C. U sluaju mononuklearnih ¢elija ki¢mene moZdine i
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova za endogenu kontrolu, tj. referentni gen, izabran je B-aktin,
dok je za splenocite kao referentni gen koris¢en gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(engl. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH Referentni geni su
koriS¢eni sa ciljem normalizacije razlika u koli¢ini polaznog materijala i izabrani su na
osnovu optimalne stabilnosti ekspresije u razli¢itim eksperimentalnim uslovima, koja je
utvrdena kompjuterskim programom NormFinder v0.953 software
(http://moma.dk/normfinder-software; Andersen etal., 2004).

Kvantifikacija ekspresije gena od interesa izvrSena je pomocu kompjuterskog
programa SDS software v.1.4.0., koris¢enjem komparativne (dCt) metode. Relativne
koli¢ine iRNK od interesa izrazene su kao 2-9“ vrednosti, gde je dCt = Ct ciljnog gena —

Ct referentnog gena.

3.10. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka u okviru ove doktorske disertacije koriS¢ena je

dvofaktorska analiza varijanse (engl. two-way analysis of variance, two-way ANOVA).
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Kako bi smo utvrdili izmedu kojih eksperimentalnih grupa je postojala statisticki
znacCajna razlika korisc¢en je naknadni Bonferroni test (engl. Bonferroni test for post-hoc
comparisons). Za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika u ekspresiji CD44 na CD4+
T-splenocitima, kao i zastupljenosti CD25+Foxp3+ ¢elija u okviru CD4+ T-splenocita
kod DA pacova, primenjen je Studentov t-test za neuparene uzorke (engl. unpaired
Student's t-test). Statisticka obrada podataka uradena je statistiCkim programom
GraphPad Prism v 5.0. (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, SAD). Svi rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost + standardna greSka (engl. standard error of the mean,

SEM). Razlike su smatrane statisticki znaajnim za p vrednost <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Uticaj starenja na klinicku i histolosku sliku EAE-a kod pacova DA i AO soja

4.1.1. Starenje smanjuje osetljivost DA pacova na indukciju EAE-a, a povecava

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 klini¢cki manifestnu bolest, dok je incidencija klini¢ki manifestne bolesti kod
starih pacova ovog soja bila 33,3% (Tabela 1). Izmedu mladih i starih DA pacova nije
bilo razlike u duzini asimptomatske faze bolesti (Tabela 1), ali je maksimalni klinicki
skor (zbir najvecih klinickih znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova
sa klini¢kim znacima EAE-a u grupi) bio znacajno veéi (p<0,001) kod mladih u odnosu

na stare DA pacove (Tabela 1).

| kdksk |

i p— 5] [
=] th < Ul
1 1 1 1

Srednji klini¢ki skor

=
h
1

—o— Mlade DA -4 Stare DA —e— Mlade AO --¥-- Stare AO

Slika 1. Uticaj starenja na osetljivost DA i AO pacova na indukciju EAE-a. Linijski dijagram
prikazuje dnewni klinicki skor EAE-a kod DA i AO pacova iz Eetiri eksperimenta (kod DA pacova i starih
AQO pacova srednji klini¢ki skor je racunat tako §to je zbir klinickih skorova svih bolesnih Zivotinja
podeljen sa brojem obolelih zivotinja). 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 neurolo§kih
znakova je praceno do 35. d.p.i. U naredna tri eksperimenta, DA pacovi (6 zZivotinja svakog uzrasta po
eksperimentu) su zrtvovani na vrhuncu bolesti, 13. d.p.i. (oznac¢eno crvenom strelicom), a AO pacovi (6
zivotinja svakog uzrasta po eksperimentu) 16. d.p.i. kada je neuroloski skor dostigao plato (oznaceno
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.
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Kod mladih pacova AO soja nije bilo onih sa kliniCkim znakom, dok je kod
starih pacova incidencija bolesti bila 62,5% (Tabela 1). Bolest je kod starih AO pacova
bila produZzenog trajanja i dostigla je plato 16. d.p.i. (Slika 1). Dan pocetka bolesti nije
se razlikovao izmedu starih AO i DA pacova, a maksimalni klini¢ki skor bio je veci

(p<0,001) kod starih DA pacova (Tabela 1).

Tabela 1. Uticaj starenja na incidenciju, pocetak bolesti i maksimalni klini¢ki skor EAE-a
kod DA i AO pacova.

Incidenca? Podetak Maksimalni klini¢ki skor®
bolesti®
(d.p.i.)
Milade 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 **x vsmiade DA
Stare AO  15/24(62,5%)  10,4+0,70 0,63 0,06 *** vsstare DA

2 Broj pacova sa klinickim znacima EAE-a/ukupan broj imunizovanih pacova u grupi; ® Dan posle
imunizacije (d.p.i.) kada su pacovi ispoljili prve klinicke znake EAE-a; ¢ suma maksimalnih klini¢kih
znakova svih pacova u eksperimentalnoj grupi/broj pacova sa klinickim znacima EAE-a u grupi. Svi
podaci predstavijeni su kao srednjavrednost = SEM iz tri nezavisna eksperimenta.*** p<0,001.

4.1.2. Uticaj starenja na histoloSku sliku EAE-a kod DA i AO pacova je sojno zavisan

Histoloska analiza transverzalnih preseka ki¢mene mozdine, obojenih
hematoksilinom i eozinom, pacova imunizovanih radi indukcije EAE-a, bila je u skladu
sa klinickim nalazima. Nadeni su ekstenzivni perivaskularni infiltrati i znacajna
infiltracija parenhima ki¢mene mozdine mononuklearnim c¢elijama kod mladih DA
pacova na vrhuncu bolesti (Slika 2). Ove promene bile su najizrazenije u
lumbosakralnom regionu. Kod mladih AO pacova inflamatorne ¢elije retko su se mogle
videti perivaskularno ili u parenhimu ki¢cmene moZdine (Slika 2). Srednji histoloski skor
je bio znacajno veéi (p<0,001) kod mladih DA pacova (2,2+0,11) u poredenju sa onim
kod mladih AO pacova (1,0340,05). Na presecima ki¢mene mozdine starih pacova oba
soja, perivaskularni infiltrati sastavljeni od mononuklearnih ¢elija bili su retki, a

infiltracija parenhima ki¢mene moZzdine ovim celijama siromaSna (Slika 2). Srednji
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histoloSki skor je wukazivao na izrazeniju (p<0,01) inflamaciju kod starih DA

(1,68+0.07) u odnosu na stare AO (1,38+0.04) pacove.

DA AO

Neimunizovani pacovi EAE pacovi- efektorska faza Neimunizovani pacovi EAE pacovi- efektorska faza
AAa L b ’ 224011 C e ¥emr_ ) f . T 1.03:0.05

Miade

B¢ ; T 1.68£0.07 D g ° S h ST T3810.04

Stare

Slika 2. Starenje uti¢e na patohistolo§ke karakteristike EAE-a kod DA i AO pacova. Na
hematoksilinom i eozinom obojenim transverzalnim presecima lumbalnog dela kicmene mozdine (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 ¢elijskog infiltrata. Tkivo za analizu od imunizovanih DA
pacova je uzimano na vrhuncu bolesti, (13. d.p.i.), a od AO pacova kada je klinicki skor dostigao plato
(16. d.p.i.). (A.C) Reprezentativne fotomikrografije prikazuju (b) ekstenzivnu perivaskularnu infiltraciju
mononuklearnim ¢elijama i njihovo znacajno prisustvo u parenhimu ki¢mene mozdine imunizovanih
mladih DA pacova i (f) retke mononuklearne Celije u perivaskularnom prostoru i parenhimu ki¢mene
mozdine imunizovanih mladih AO pacova, a (a,e) odsustvo inflamatornog infiltrata u ki¢menim
mozdinama neimunizovanih mladih pacova oba soja. (B,D) Reprezentativne fotomikrografije prikazuju
retke perivaskularne infiltrate i siromasnu infiltraciju parenhima ki¢mene mozdine imunizovanih starih
pacova oba soja, sa neznatno izrazenijom infiltracijom kod (d) DA u poredenju sa (h) AO pacovima, a
odsustvo inflamatornog infiltrata u ki¢menim mozdinama (c,g) neimunizovanih pacova istog uzrasta.
Histopatoloske promene su kvantifikovane na nacin opisan u poglavlju Materijal i metode. Brojevi na
fotomikrografijama predstavljaju srednji skor + SEM (n=3 zivotinje/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za srednji skor imunizovanih pacova
[F(1,200=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 duZina, 200 UM

4.2. Uticaj starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklearnih

Celija izolovanih iz kicmene moZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a
Imaju¢i u vidu da tezina neuroloskog deficita u EAE-u zavisi od veli¢ine

infiltracije ki¢mene mozdine limfocitima i drugim imunskim celijama (monociti)

(Constantinescu 1 sar., 2011), odredena je veli¢ina mononuklearnog infiltrata u

ki¢menoj mozdini.

46



Rezultati

4.2.1. Uzrasne 1 sojne razlike u ukupnom broju mononuklearnih ¢elija izolovanih iz

kiémene mozdine

Iz kicmene mozdine mladih DA pacova izolovan je znacajno veci (p<0,001)
ukupan broj mononuklearnih ¢elija u odnosu na mlade AO pacove (Slika 3). Kod starih
DA pacova ukupan broj mononuklearnih ¢elija u kicmenoj mozdini bio je manji
(p<0,001) nego kod mladih pacova istog soja, dok je kod starih pacova AO soja bio veci
(p<0,01) nego kod mladih Zivotinja ovog soja (Slika 3). Nije bilo razlike u broju ovih
¢elijakod starih DA i AO pacova (Slika 3).

Mononuklearne elije Slika 3. Uticaj starenja na broj mononuklearnih
“ wrw L aw celija izolovanih iz kimene moZdine DA i AO
- ety pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Histogram prikazuje
% 34 broj mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine
= mladih i starih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao
g 3 srednja vrednost = SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
> varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i
& soja za broj mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kiémene
0- mozdine imunizovanih pacova [F(1,20=71,33; p<0.001]. **
Yllaﬂ;AStare hllad/e\itare p§0,01, skkk p§0,001 .

4.2.2. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama fenotipskih i funkcijskih
karakteristika CD4+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine pacova u efektorskoj
fazi EAE-a

4.2.2.1. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti CD4+ T-limfocita u

okviru mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine i njihovom ukupnom broju

Kljuénu ulogu u pokretanju i razvoju neuroinflamacije u modelu EAE-a imaju
neuroantigen-specificni CD4+ T-limfociti (Constantinescu i sar., 2011). Aktivirani u
perifernim limfnim organima, CD4+ T-limfociti prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru i
infiltriraju CNS, gde njihova reaktivacija vodi produkciji proinflamatornih citokina i
omogucava ulazak drugih ¢elija iz krvi dovode¢i do oStecenja tkiva i razvoja inflamacije
(Fletcher i sar., 2010). Analiza procentualne zastupljenosti CD4+ T-limfocita u okviru
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova pokazala je
vecu (p<0,001) zastupljenost ovih ¢elija kod mladih DA pacova u poredenju sa mladim
AO pacovima (Slika 4). Starenjem se njihova procentualna zastupljenost smanjivala

47



Rezultati

(p<0,01) kod DA pacova, dok se kod AO pacova nije menjala (Slika 4). Posledi¢no,
procentualna zastupljenost CD4+ T-limfocita u okviru mononuklearnih ¢elija
izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih starih DA pacova bila je znacajno veca

(p<0,001) nego u okviru ovih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine starih AO pacova

(Slika 4).

Mononuklearne ¢elije

Mlade ) Stare
Mononuklearne ¢elije CD4+ T-limfociti
—_
54 ek Fedkede s
:; 50 g e 157 sede e *k 2.0
= mﬁ g
3 4N = L5 2
+ Z10 o
o 304 = 3
g = 1.0 <
=4 3 &=
@) 201 o 5 =
= = 0.5 —
& 107 & =S
: S
© 0 0- -0
Milade Stare  Mlade Stare Mlade Stare  Mlade Stare
DA AO DA AO

Slika 4. Starenje uti¢e na zastupljenost CD4+ T-limfocita u ki¢émenoj mozdini u
efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD4
vs TCRaf imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine mladih i starih
imunizovanih DA i AO pacova. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD4+TCRafp+
limfocita u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj
CD4+TCRap+ limfocita koji infiltriraju kicmene mozdine ovih zivotinja. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je zna¢ajnu interakciju
efekata starenjai sojaza procentualnu zastupljenost CD4+TCRaf+ limfocitau mononuklearnim ¢elijama
ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. [F(1,20=4,43; p<0,05] i za ukupan broj ovih ¢elija [F(1,20=216,4;
p<0.001]. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Broj CD4+ T-limfocita izolovanih iz kicmene mozdine mladih DA pacova bio je
veéi (p<0,001) od onog izolovanog iz ki¢mene mozdine mladih AO i starih DA pacova
(Slika 4). Za razliku od pacova DA soja, kod pacova AO soja starenje je dovelo do
infiltracije ki¢mene mozdine znacajno veéim (p<0,05) brojem CD4+ T-limfocita.
Medutim, kao i kod mladih pacova, broj ovih ¢elija bio je veéi (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

kicmenoj mozdini pacova izolovanih u efektorskoj fazi EAE-a
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Aktivisani efektorski CD4+ T-limfociti ushodno reguliSu CD134 (OX 40
receptor) (Carboni i sar., 2003; Flugel i sar., 2001). Pokazano je i da encefalitogeni
efektorski CD4+ T-limfociti nishodno reguliSu ekspresiju aktivacionih markera pre
prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (Carboni i sar., 2003), tako da njihovo prisustvo
na povrsSini CD4+T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine ukazuje na uspeSnost
reaktivacije CD4+T-limfocita posle ulaska u ki¢menu mozdinu (Fliigel i sar., 2001).
Imajuéi ovo u vidu, analizirali smo procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elija u okviru
subpopulacije CD4+ T-limfocita i njihov ukupni broj u ki¢menoj mozdini pacova

imunizovanih u ciljuindukcije EAE-a.

Procentualna zastupljenost CD134+ celija u okviru subpopulacije CD4+ T-
limfocita 1 njithov ukupni broj u ki¢menoj mozdini bili su znacajno ve¢i (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+ celija u okviru
subpopulacije CD4+ T-limfocita, tako i ukupnog broja (p<0,001) ovih celija (Slika 5).
Suprotno ovome, starenjem je kod AO pacova doslo do povecanja (p<0,05) i
procentualne zastupljenosti i ukupnog broja ovih ¢elija (Slika 5). Kod starih pacova
procentualna zastupljenost CD134+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita bila
je veéa (p<0,01) kod starih DA pacova (Slika 5). Osim toga, viSe (p<0,01) ovih ¢elija je
izolovano iz ki¢mene mozdine starih DA pacova u poredenju sa onim izolovanim iz

starih AO pacova (Slika 5).
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Slika 5. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elija u subpopulaciji
CD4+ T-limfocita i ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovanih iz kiémene mozdine
DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti
profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CD134 u subpopulaciji CD4+ T-limfocita kiémene mozdine
mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova (koje su izdvojene — “gejtovane” kao §to je ilustrovano na
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slici 4). CD134+ c¢elije su uokvirene na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu
zastupljenost CD134+ ¢elijau subpopulaciji CD4+ T-limfocita ki¢mene moZdine imunizovanih Zivotinja
i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita koji infiltriraju njihove ki¢mene mozdine. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu
interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elijau okviru CD4+ T-limfocita
[F1,200=17,93; p<0,001] i za ukupan broj ovih ¢elija [F(120=64,96; p<0,001] u ki¢menoj mozdini
imunizovanih zivotinja. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

U skladu sa prethodnim nalazima, kod mladih pacova procentualna zastupljenost
¢elija koje 1ispoljavaju aktivacioni marker CD25 (CD25+) u okviru subseta
konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita bila je znacajno veca (p<0,001) kod DA
nego kod AO pacova (Slika 6). Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,01) zastupljenosti
ovih ¢elija u okviru konvencionalnih CD4+ T-limfocita kod DA pacova (Slika 6). Za
razlika od DA pacova, kod AO pacova je starenjem dosSlo do povecanja (p<0,01)
njihove zastupljenosti u okviru konvencionalnin CD4+ T-limfocita kod AO pacova
(Slika 6). Medutim, 1 kod starih DA pacova procentualna zastupljenost CD25+ ¢elija u
okviru Foxp3-CD4+ T-limfocita je ostala veca (p<0,05) nego kod AO pacova istog
uzrasta (Slika 6).

U skladu sa analizom ukupnog broja CD134+CD4+ T-limfocita, ve¢i (p<0,001)
ukupni broj aktivisanih CD25+ Foxp3-CD4+ ¢elija naden je u kicmenoj mozdini mladih
DA pacova u poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 6). Kod DA pacova doslo je do
smanjenja (p<0,001) ukupnog broja ovih ¢elija sa starenjem, dok je kod AO pacova
njihov broj bio veci (p<0,05) kod starih AO u odnosu na mlade pacove istog soja (Slika
6). Iz kicmene mozdine starih DA pacova izolovan je veéi (p<0,01) broj ovih celija

nego iz ki¢mene mozdine starih AO pacova (Slika 6).
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Slika 6. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija u okviru Foxp3-CD4+
¢elija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢elija izolovanih iz kicmene mozZdine DA i AO
pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski ta¢kasti profili (levo)
prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine (Foxp3 -
CD4+ ¢elije su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3 -CD4+
¢elija kicmene mozdine (CD25+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu). Histogrami prikazuju (gornji)
procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD4+ ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine
imunizovanih mladih i starih DA i AO pacova i (donji) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢elija koje
infiltrirgju ki¢menu mozdinu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu
zastupljenost CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD4+ ¢elija ki¢mene mozdine imunizovanih DA i AO
pacova [F(1,20=25,36; p<0,001] i za ukupan broj CD25+ Foxp3-CD4+ ¢elija u njihovim ki¢émenim
mozdinama [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 apoptoticnih ¢elija u subpopulaciji

CDA4+ T-limfocitaizolovanih iz kicmene mozdine pacova u efektorskoj fazi EAE-a

U skladu sa veé¢im brojem CD4+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine
mladih DA pacova nego mladih AO pacova, bio je manji (p<0,001) procenat
apoptoti¢nih aneksin V+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita mladih DA u
odnosu na mlade AO pacove (Slika 7). Starenje je dovelo do povecanja (p<0,01)
zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija 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 ve¢im brojem CD4+ T-limfocita u ki€¢menoj moZzdini starith DA pacova u
odnosu na stare AO pacove, naden je manji (p<0,01) procenat apoptoticnih aneksin V+
¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita izolovanih iz kicmene mozdine starih

DA pacova u poredenju sa starim AO pacovima (Slika 7).
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Slika 7. Uticaj starenja na zastupljenost apoptoti¢nih (Aneksin V+) éelija u subpopulaciji
CDA4+ T-limfocita izolovanih iz kicmene mozZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-
a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili (Ievo) prikazuju imunocitohemijsko
bojenje fluorescentnom bojom obeleZenim aneksinom V CD4+ T-limfocita (koji su izdvojeni —
“gejtovani” kao Sto je ilustrovano na slici 4). Aneksin V+ celije su uokvirene na svakom profilu.
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Aneksin V+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita
ki¢mene mozdine imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za
procentualnu zastupljenost Aneksin V+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita [Fq,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 ¢emu
CD4+ T-limfociti predstavljaju glavni izvor ovog citokina (Komiyama i sar., 2006).
Imajuéi ove podatke u vidu, ispitana je zastupljenost IL-17+ celija u okviru
subpopulacije CD4+ T-limfocita i njihov ukupni broj u ki¢menoj mozdini imunizovanih
pacova u efektorskoj fazi EAE-a.

Procentualna zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD4+ T-limfocitima (p<0,01), kao i

njihov ukupni broj (p<0,001), bili su znacajno veéi u kicmenoj mozdini mladih DA
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pacova nego u ki¢menoj mozdini 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 povecanja i
procenta (p<0,01) i ukupnog broja (p<0,05) ovih ¢Celija (Slika 8A). Ipak, procenat IL-
17+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita (p<0,01), kao i ukupan broj IL-17+CD4+ T-
limfocita (p<0,05), bio je veéi kod starih DA pacova u poredenju sa starim AO
pacovima (Slika 8A).
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Slika 8. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz ki¢mene
mozZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IL-17+ ¢elijauokviru CD4+ T-
limfocita kicmene mozdine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutarcelijska ekspresija
citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglaviju
Materijal i metode). IL-17+ Ccelije uokvirene su na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo)
procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elijau CD4+ T-limfocitima ki¢mene mozdine imunizovanih zivotinja
i (desno) ukupan broj IL17+CD4+ T-limfocita izolovan iz ki¢mene mozdine ispitivanih Zivotinja. (Panel
B) Histogrami prikazuju (levo) koncentraciju IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija
kiémene mozdine DA i AO pacova restimulisanih 4h PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u
poglaviju Materijal i metode) i (desno) ekspresiju iRNK za IL-17 u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
mozdine imunizovanih pacova. (Panel C) Reprezentativni protoé¢no-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-y+GM-CSF+ u IL-17+CD4+ T-limfocitima. IFN-y+GM-CSF+
¢elije suuokvirene na svakom profilu. CD4+ T-limfociti suizdvojeni iz suspenzije mononuklearnih ¢elija
kicmene mozdine imunizovanih pacova metodom magnetnog izdvajanja (detaljno opisano u poglavlju
Materijal i metode), a IL17+CD4+ T-limfociti su izdvojeni — “gejtovani” kao $to je ilustrovano na panelu
A. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ u CD4+ T-limfocitima
izolovanim iz kiémene mozdine DA i AO pacova, a koja je izraCunata na osnowu podataka o
procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u CD4+ T-limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti
IFN-y+GM-CSF+ c¢elija u IL-17+CD4+ T-limfocitima. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je
znacajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima [F,20=30,08; p<0,001] i za ukupan broj ovih ¢éelija [F(1,20=26,4; p<0,001] u ki¢menoj
mozdini imunizovanih Zivotinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa).
Rezultati ekspresije iRNK za IL-17 izrazeni su kao 279 vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa
(stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za
procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD4+ T-limfocitima [F,20=30,08; p<0,001], ukupan broj
ovih ¢elija [F1,20=26,4; p<0,001] u ki¢menoj mozdini imunizovanih Zivotinja, koncentraciju IL-17
[Fa.20=16,34; p<0,001] u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija ki¢mene moZdine imunizovanih
pacova, ekspresijuiRNK za IL-17 [F(1,26=13,84; p<0,001]u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine
imunizovanih pacova i procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija [F(1,20=30,08; p<0,001]
u CD4+ T-limfocitima ki¢mene moZdine imunizovanih pacova. * p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001.

Pored analize procentualne zastupljenosti IL-17+ ¢elija u okviru subpopulacije
CD4+ T limfocita, ispitana je i koncentracija ovog citokina u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine imunizovanih pacova i
restimulisanin PMA-om i jonomicinom. Uzrasne i sojne razlike u koncentraciji IL-17A
u supernatantima Kkultura mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kiémene mozdine
imunizovanih pacova i restimulisanih PMA-om i jonomicinom korespondirale su sa
procentualnom zastupljeno$¢u IL-17+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T limfocita.
Naime, veca (p<0,001) koncentracija IL-17A izmerena je u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine mladih DA pacova nego mladih AO pacova
(Slika 8B). Starenje je dovelo do smanjenja (p<0,001) koncentracije IL17A u
supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine DA pacova (Slika 8B).
S druge strane, starenje je uticalo na povecanje (p<0,05) koncentracije ovog citokina u

supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine AO pacova (Slika §B).
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Medutim, veéa (p<0,001) koncentracija IL17A izmerena je u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine starih DA pacova u poredenju sa kulturama

ovih ¢elijastarih AO pacova (Slika 8B).

Ispitana je i ekspresija IRNK za IL-17A u sveZe izolovanim mononuklearnim
¢elijama kicmene mozdine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. Ekspresija iRNK za
IL-17A bila je veca (p<0,001) u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene mozdine 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 ¢elijama ki¢mene
mozdine, dok je kod AO pacova ekspresija iRNK za ovaj citokin rasla (p<0,05) u ovim
¢elijama (Slika 8B). Ipak, ekspresija iRNK za IL-17A bila je veca (p<0,001) u sveze
izolovanim mononuklearnim c¢elijama ki¢mene mozdine starih DA nego starih AO
pacova (Slika 8B).

Imaju¢i u vidu podatke koji ukazuju na to da: 1) CDA4+IL-17+ T-limfociti
pokazuju visok stepen plasti¢nosti, tj. imaju sposobnost da diferenciraju u subsetove
¢elija razli¢itih fenotipskih odlika i patogenog kapaciteta (McGeachy i sar., 2007;
Kaufmann 1 sar., 2012; Zielinski i sar., 2012); 2) kod misa i ¢oveka CD4+IL-17+ T-
limfociti koji koeksprimiraju IFN-y i GM-CSF imaju najve¢i patogeni kapacitet
(Codarri i sar., 2011; EI-Behi i sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 2015)
ispitana je procentualna zastupljenost IFN-y+GM-CSF+ celija u IL-17+CD4+ T-
limfocitima. Na osnovu podataka o procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u CD4+
T-limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u IL-17+
CD4+ T-limfocitima, izraCunata je procentualna zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+
¢elija u CD4+ T-limfocitima. Kod mladih DA pacova nadena je veéa (p<0,001)
procentualna zastupljenost ovih ¢elija u poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 8C).
Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,01) procentualne zastupljenosti ovih celija u
CD4+ T-limfocitima DA pacova (p<0,01). Nasuprot tome, starenjem se povecavala
(p<0.05) procentualna zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima AO pacova (Slika 8C). Medutim, bez obzira na suprotan uticaj starenja na
procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ c¢elija u subpopulaciji CD4+ T
limfocita, njihova procentualna zastupljenost je ostala veca (p<0,01) kod starih DA

pacova u poredenju sa starim AO pacovima (Slika 8C).
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U narednom koraku ispitana je ekspresija iRNK za IL-1p i IL-6, kao i za IL-
23/p19, citokine koji obezbeduju usmeravanje diferencijacije CD4+ T-limfocita u Thl7
¢elije, njihovo prezivljavanje, umnozavanje 1 sticanje patogenog potencijala, u
mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine (Ghoreschi i sar., 2010; McGeachy i sar.,

2007; Zhou i sar., 2009).

Ekspresija iRNK za IL-1p u sveZe izolovanim mononuklearnim ¢elijama
ki¢émene mozdine mladih DA pacova bila je veca (p<0,001) nego u odgovarajuéim
¢elijama mladih AO pacova (Slika 9). Kod DA pacova starenje je dovelo do smanjenja
(p<0,001) ekspresije iRNK za IL-1B, a kod AO pacova do njenog povecanja (p<0.01)
(Slika 9). Medutim, ekspresija iRNK za IL-1p bila je veéa (p<0,001) u mononuklearnim
¢elijama ki¢mene mozdine starih DA pacova u odnosu na ekspresiju iRNK za ovaj

citokin u odgovaraju¢im ¢elijama starih AO pacova (Slika 9).

Kod mladih pacova utvrdena je veéa (p<0,05) ekspresija iIRNK za IL-6 u
mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine DA nego AO pacova (Slika 9). Starenje je
uticalo na povecanje (p<0,001) ekspresije iRNK za IL-6 u ovim ¢elijama kod pacova
oba soja. U mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine starih DA pacova ekspresija

IRNK za IL-6 bila je ve¢a (p<0,001) nego u ovim ¢elijama starih AO pacova (Slika 9).

Ispitivanje ekspresije IRNK za IL-23/p19 u sveze izolovanim mononuklearnim
¢elijama ki¢mene mozdine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi pokazalo je kod
mladih pacova vecu (p<0,01) ekspresiju iRNK za ovaj citokin kod DA pacova u
poredenju sa AO pacovima (Slika 9). Ekspresija iRNK za ovaj citokin u izolovanim
mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine DA pacova se starenjem nije menjala, dok
je uovim ¢elijama AO pacova rasla (p<0,05) (Slika 9). Sledstveno, ekspresija iRNK za
IL-23/p19 u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine starih DA pacova bila je veca

(p<0,01) u odnosu na onu u ovim ¢elijama starih AO pacova (Slika 9).
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Slika 9. Ekspresija iRNK za citokine znacajne za polarizaciju Th17 ¢elija u
mononuklearnim éelijama izolovanim iz kicmene moZdine DA i AO pacova u efektorskoj
fazi EAE-a. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno) ekspresiju iRNK za IL-1B 1 IL-6 i IL-23/p19
u monuklearnim ¢elijama ki¢émene mozdine imunizovanih pacova. Rezultati su izrazeni kao 279
vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu
interakciju efekatastarenjai sojaza eksresijuiRNK za IL-1f [F,26)=41,2; p<0,001]1 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-y u CD4+ T-limfocitima DA i AO pacova u
efektorskoj fazi EAE-a

lako je pokazano da IFN-y nije neophodan za razvoj EAE-a (Ferber i sar., 1996),
brojni podaci ukazuju na znacaj ovog citokina u razvoju EAE-a (Merrill i sar., 1992;
Olsson, 1992; Sanvito 1 sar., 2010). Imaju¢i ovo u vidu ispitana je zastupljenost IFN-y+
¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita. U subpopulaciji CD4+ T-limfocita
procentualna zastupljenost IFN-y + ¢elija bila je veca (p<0,001) kod mladih DA pacova
u poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 10A). Takode, broj IFN-y+CD4+ T-
limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine mladih DA pacova bio je znacajno veci
(p<0,001) u poredenju sa onim izolovanim iz kicmene mozdine mladih AO pacova
(Slika 10A). Kod DA pacova starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001) procentualne
zastupljenosti ovih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita, kao i njihovog ukupnog
broja, u kiémenoj mozdini (Slika 10A). Za razliku od DA pacova, kod AO pacova
starenje nije dovelo do promene u procentualnoj zastupljenosti ovih ¢elija, ali jeste do
povecanja (p<0,05) njihovog ukupnog broja u ki¢menoj mozdini (Slika 10A). Medutim,
veca (p<0,001) procentualna zastupljenost IFN-y+ celija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita, kao 1 ve¢i (p<0,01) broj IFN-y+CD4+ T-limfocita naden je kod starih DA

pacova u odnosu na stare AO pacove (Slika 10A).
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Slika 10. Uticaj starenja na ekspresiju IFN-y u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz ki¢mene
moZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski tackasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-y+ ¢elijau okviru CD4+ T-
limfocita kicmene mozdine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutarcelijska ekspresija
citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglaviju
Materijal i metode). IFN-y+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levo)
procentualnu zastupljenost IFN-y+ ¢elijau CD4+ T-limfocitima ki¢mene moZzdine imunizovanih Zivotinja
i (desno) ukupan broj IFN-y+CD4+ T-limfocita izolovan iz ki¢mene mozdine ispitivanih Zivotinja. (Panel
B) Histogrami prikazuju (levo) koncentraciju IFN-y u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija
ki¢mene mozdine DA i AO pacova restimulisanih 4h PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u
poglavju Materijal i metode) i (desno) ekspresiju iRNK za IFN-y u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene
mozdine imunizovanih pacova. (Panel C) Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za IL12/p35, citokina
znacajnog za diferencijaciju Thl c¢elija, u mononuklearnim ¢éelijama ki¢mene mozdine imunizovanih
pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Rezultati ekspresije iRNK za
IFN-y i IL12/p35 izrazeni su kao 2-9¢t vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska
analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost
IFN-y + ¢elija u CD4+ T-limfocitima [F(1,20=17,27; p<0,001], ukupan broj ovih ¢elija [F(1.20)=51,47;
p<0,001] u kiémenoj mozdini imunizovanih Zivotinja, koncentraciju IFN-y [F(1,20=15,75; p<0,001] u
supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine imunizovanih pacova, ekspresiju iRNK
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za IFN-y [F(1.26=4,25; p<0,05] u mononuklearnim ¢éelijama ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

U skladu sa imunofenotipskom analizom, koncentracija IFN-y bila je veca
(p<0,001) wu supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine
restimulisanin PMA-om i jonomicinom mladih DA pacova nego mladih AO pacova
(Slika 10B). Koncentracija IFN-y bila je manja (p<0,001) u supernatantima kultura
¢elija starih DA pacova u poredenju sa koncentracijom ovog citokina u supernatantima
¢elijskih kultura mladih pacova istog soja (Slika 10B). Za razliku od DA pacova,
starenje nije uticalo na koncentraciju IFN-y u supernatantima kultura mononuklearnih
¢elija kicmene mozdine AO pacova (Slika 10B). U supernatantima Kultura
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine starih DA pacova izmerena je veca (p<0,001)

koncentracija IFN-y nego u odgovarajué¢im supernatantima starih AO pacova (Slika
10B).

Konzistentno rezultatima dobijenim imunofenotipskim analizama i ispitivanjem
koncentracije IFN-y u supernatantima kultura mononukleranih ¢elija ki¢mene mozdine
restimulisanin PMA-om i jonomicinom, ekspresija iRNK za IFN-y bila je veca
(p<0,001) u sveze izolovanim mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine mladih DA
pacova u odnosu na AO pacove ovog uzrasta (Slika 10B). Starenje je dovelo do
povecanja (p<0,05) ekspresije iRNK za IFN-y u mononukleranim ¢elijama ki¢mene
mozdine DA pacova, ali nije imalo uticaja na ekspresiju iRNK za ovaj citokin u ovim
¢elijama AO pacova (Slika 10B). Ekspresija iRNK za IFN-y u mononukleranim
¢elijama ki¢mene mozdine starih DA pacova bila je veca (p<0,05) nego u ovim ¢elijama
starih AO pacova (Slika 10B).

S obzirom na to da je pokazano da je IL-12 od esencijalnog znacaja za
diferencijaciju Thl celija (Prochazkova i sar., 2012), ispitana je i ekspresija iIRNK za
IL12/p35 u sveZe izolovanim mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZdine. Rezultati
koji su dobijeni korelirali su sa analizom procentualne zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ T-limfocita (Slika 10C). Ekspresija iRNK za IL12/p35 u
mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine mladih DA pacova bila je veca (p<0,001) u
odnosu na onu u ovim ¢elijama mladih AO pacova (Slika 10C). Starenje je dovelo do

smanjenja (p<0,01) ekspresije iIRNK za ovaj citokin u mononuklearnim ¢elijama
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kicmene mozdine DA pacova, ali nije imalo uticaja na njegovu ekspresiju u ovim
¢elijama AO pacova (Slika 10C). Mononuklearne ¢elije ki€mene mozdine starih DA
pacova pokazivale su ushodnu regulaciju (p<0,001) ekspresije iRNK za IL12/p35 u
poredenju sa ovim ¢elijama starih AO pacova (Slika 10C).

4.2.3. Sojne razlike u uticaju starenja na fenotipske i funkcijske karakteristika CD8+ T-

limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine pacova u efektorskoj fazi EAE-a

S obzirom na to da je pokazano da, osim CD4+ T-limfocita, oSte¢enju 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 ¢elijaizolovanih iz kicmene mozdine, kao i njihov ukupni broj.

Kod mladih pacova utvrdena je veca (p<0,001) procentualna zastupljenost CD8+
T-limfocita u okviru mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine DA pacova
u odnosu na AO pacove (Slika 11). Takode, i broj ovih ¢elija bio je znacajno veci
(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
¢elija bio veéi (p<0,01) kod starih AO pacova u poredenju sa mladim AO pacovima
(Slika 11). Medutim, procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita u okviru
mononuklearnih ¢elija kiémene mozdine (p<0,001), kao i ukupan broj ovih ¢elija u
mononuklernom infiltratu (p<0,01) bio je veéi kod starih DA pacova u poredenju sa AO

pacovima istog uzrasta (Slika 11).

Procentualna zastupljenost CD8+ T-limfocita u okviru mononuklearnih celija
izolovanih iz ki¢mene mozdine, kao i njihov ukupni broj kod imunizovanih pacova bili
su vedéi (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 1 ukupan broj ovih ¢elija (p<0,05) bili su vec¢i
kod DA nego kod AO pacova (Slika 11). Starenje je uticalo na povecéanje (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 Celija (Slika 11). Starenjem se nije znacajno menjao
broj CD8+ T-limfocita u mononuklearnom infiltratu izolovanom iz ki¢mene mozdine 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). Medutim, manje (p<0,01) CD8+ T-limfocita je izolovano iz ki¢mene mozdine AO
nego DA pacova (Slika 11).

Mononuklearne éelije
Neimunizovani pacovi EAE pacovi
Milade - Stare Milade . Stare

o

> TCRop

Mononuklearne celije CD8+ T-limfociti
Rk
dewd Rk
o 4+ o *kk  E%
- e 1

= 15 = " e ;
— 0.4 | dew | Hvrw* fikad 4
2 LR 4 =]
= = =
o = 03 .
S 107 = 031

s
+ = e
o a |, =
3 = 0.2 3E
=S . 3 =
U *k % % %k, - p— e+ f—
jast P it e’ 0.1 <
+ e 2 R i
® ® ~
g Jrm | o Lo
@] Miade Stare  Mlade Stare Miade Stare  Mlade Stare Miade Stare  Mlade Stare Miade Stare  Miade Stare

DA A0 DA A0 DA A0 DA A0
Neimunizovani EAE pacovi Neimunizovani EAE pacovi
pacovi Efektorska faza pacovi Efektorska faza

Slika 11. Uticaj starenja na zastupljenost CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine
DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti
profili prikazuju CD8 vs TCRaf imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine
(CD8+TCRap+ celije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (levo) procentualnu
zastupljenost CD8+ T-limfocita u mononuklearnim c¢elijama kiémene mozdine neimunizovanih i
imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine
neimunizovanih i imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa).
Dwvofaktorska analiza varijanse pokazala je zna¢ajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu
zastupljenost CD8+ T-limfocita u mononuklearnim ¢elijama ki¢émene moZdine imunizovanih pacova
[F(1,200=382,6; p<0,001] i za ukupan broj ovih ¢elija [F1.20=107,5; p<0,001] u ki¢menoj moZzdini
imunizovanih Zivotinja. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. + EAE pacovi vs neimunizovani pacovi
odgovarajuceg 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 kicmene

mozdine

Imajuéi u vidu da je aktivacija i klonska ekspanzija antigen-specificnih CD8+ T-
¢elija neophodna za njihovu funkciju (Curtsinger 1 sar., 2003), u subpopulaciji
konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita analizirana je zastupljenost celija koje
ispoljavaju Ki-67. Ki-67 je nuklearni protein koji ispoljavaju celije tokom svih faza
procesa deobe, ali ne i u stanju mirovanja (Soares i sar. 2010). Nadeno je da je
procentualna zastupljenost Ki67+ Celija u okviru subpopulacije konvencionalnih Foxp3-
CD8+ T-limfocita mladih DA pacova bila veca (p<0,001) nego u okviru ove
subpopulacije celija mladih AO pacova (Slika 12). Starenjem se smanjivala
zastupljenosti Ki-67+ ¢elija u okviru subpopulacije konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-
limfocita i DA (p<0,001) i AO (p<0,01) pacova (Slika 12). Medutim, procenat ovih
¢elija ostao je veéi (p<0,001) u okviru Foxp3-CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene
mozdine starith DA pacova u poredenju sa onim nadenim u subpopulaciji ovih Celija

izovanih iz kicmene mozdine AO pacova (Slika 12).
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Slika 12. Uticaj starenja na proliferaciju CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozZdine
DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski konturni
profili prikazuju bojenje Ki-67+ ¢elijau subsetu Foxp3-CD8+ ¢elijaki¢mene mozdine. Ki-67+ ¢elije su
uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Ki67+ ¢elija u okviru
Foxp3-CD8+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja
wrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je zna¢ajnu interakciju efekata
starenja i soja za procentualnu zastupljenost Ki67+ ¢elija 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-y+ ¢éelija u

okviru subpopulacije CD8+ T-limfocitaizolovanih iz kicmene mozdine

Imajuéi u vidu podatke koji ukazuju da bi ulogu u imunopatogenezi, ne samo
humane bolesti, ve¢ i EAE-a mogli imati CD8+ T-limfociti koji sintetiSu IFN-y i IL-17
(Ifergan i sar., 2011; Srenathan i sar., 2016), analizirana je procentualna zastupljenost
IL-17+ i IFN-y+ ¢elija u okviru subpopulacije CD8+ T-¢elija sveZe izolovanih iz

ki¢mene mozdine pacova oba soja i uzrasta.

Zastupljenost IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bila je veca
(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 ¢elija kod imunizovanih DA pacova, ali ne i na njihovu zastupljenost
kod imunizovanih AO pacova (Slika 13A). Sledstveno, veca (p<0,001) procentualna
zastupljenost ovih celija je nadena kod imunizovanih starih AO u poredenju sa
imunizovanim starim DA pacovima (Slika 13A). Kod mladih neimunizovanih pacova
procentualna zastupljenost IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bila je jako

niska tj. ispod 0,3%, dok ove ¢elije nisu detektovane kod neimunizovanih starih pacova.

Zastupljenost IFN-y+ ¢elija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita izolovanih
iz ki¢mene mozdine imunizovanih Zivotinja bila je znacajno veca (p<0,001) kod mladih
DA pacova u poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 13B). Starenje je imalo
suprotan uticaj na procentualnu zastupljenost ovih ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-¢elija
izolovanih iz ki¢cmene mozdine imunizovanih DA i AO pacova. Naime, starenje je
dovelo do smanjenja (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija u subpopulaciji
CD8+ T-¢elija DA pacova, a povecalo (p<0,001) njihovu procentualnu zastupljenost u
ovoj subpopulaciji ¢elija AO pacova (Slika 13B). Medutim, procentualna zastupljenost
IFN-y+ ¢elija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita ostala je znacajno veca
(p<0,001) kod starih DA pacova u odnosu na njihovu zastupljenost u ovoj subpopulaciji
¢elija starih AO pacova (Slika 13B). Kod imunizovanih pacova procentualna
zastupljenost IFN-y+ ¢elija u okviru CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine
bila je veéa nego kod sojno i uzrasno odgovaraju¢ih neimunizovanih pacova (Slika

13B). Vecéa (p<0,05) procentualna zastupljenost ovih C¢elija detektovana je kod
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neimunizovanih mladih DA pacova nego kod neimunizovanih mladih AO pacova (Slika
13B). Starenje je dovelo do povecanja (p<0,001) procentualne zastupljenosti IFN-y+
¢elija u CD8+ T-limfocitima kako kod DA, tako i kod AO pacova (Slika 13B). Kod
starih neimunizovanih pacova veca (p<0,001) procentualna zastupljenost ovih ¢elija

nadena je kod DA pacova (Slika 13B).
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Slika 13. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-y u CD8+ T-limfocitima izolovanih iz
kicmene mozZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. (Panel A) Reprezentativni
protoéno-citofluorometrijski konturni profili prikazuju zastupljenost IL-17+ ¢elija u okviru CD8+ T-
limfocita kicmene mozdine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. Unutaréelijska ekspresija
citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-om i jonomicinom (detaljno opisano u poglaviju
Materijal i metode). IL-17+ celije uokvirene su na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu
zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. (Panel B)
Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju zastupljenost IFN-y+ ¢elija u
okviru CD8+ T-limfocita kiémene mozdine mladih i starih neimunizovanih (levo) i imunizovanih (desno)
DA i AO pacova. Unutaréelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-om i
jonomicinom (detaljno opisano u poglaviju Materijal i metode). IFN-y+ ¢elije uokvirene su na svakom
profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima ki¢mene
mozdine neimunizovanih i imunizovanih Zivotinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za
procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija [F(1,20=79.53; p<0.001]1 IFN-y+ ¢elija [F(1,20=130.4; p<0.001]u
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okviru CD8+ T-limfocita izolovanih iz kiémene mozdine imunizovanih pacova. * p<0,05; *** p<0,001. +
EAE pacovi vs neimunizovani pacovi odgovaraju¢eg uzrasta i soja; +++ p<0.001.

Slede¢i zadatak bio je da se ispita antigenska specificnost CD8+ T-limfocita
izolovanih iz CNS-a. Kako bi se ostvario ovaj zadatak ispitana je promena procentualne
zastupljenosti i IL-17+ i IFN-y+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kulturama
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine i stimulisanih mijelin baznim
proteinom (MBP+ kulture) u odnosu na kontrolne kulture, u koje nije dodavan ovaj
protein (MBP- kulture). Najpre je odredena procentualna zastupljenost IL-17+ i IFN-y+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama i kontrolnim kulturama
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. U
kontrolnim kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine mladih pacova nije bilo
razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita
(Slika 14A). Starenje je dovelo do smanjenja (p<0,01) procentualne zastupljenosti
IL17+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim kulturama mononuklearnih ¢elija
kicmene mozdine kod pacova oba soja (Slika 14A). Posledi¢no, nije bilo razlike u
zastupljenosti ovih c¢elija u CD8+ T-limfocitima u odgovarajuéim kulturama starih
pacova (Slika 14A). Procentualna zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima u
MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine bila je veéa (p<0,05 za
kulture mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine AO mladih i p<0,001 za kulture
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine pacova ostalih eksperimentalnih grupa) nego u
odgovaraju¢im kontrolnim kulturama (Slika 14A). Veca (p<0,05) zastupljenost IL-17+
¢elija u CD8+ T-limfocitima bila je u MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija kicmene
mozdine mladih DA pacova nego u odgovaraju¢im kulturama mladih AO pacova (Slika
14A). Starenje je uticalo na povecanje (p<0,01) procentualne zastupljenosti IL17+ ¢elija
u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama mononuklearnih celija ki¢émene mozdine
pacova oba soja (Slika 14A). U MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene
mozdine starih DA pacova utvrdena je manja (p<0,05) procentualna zastupljenost
IL17+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima nego u odgovaraju¢im kulturama starih AO pacova
(Slika 14A). Procentualno povecanje zastupljenosti IL-17+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima
u MBP+ kulturama ¢elija kicmene mozdine mladih DA pacova bilo je vece (p<0,05)
nego u kulturama ovih ¢elija mladih AO pacova (Slika 14A). Vise izrazeno (p<0,001)
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procentualno povecanje zastupljenosti IL-17+ celija u CD8+ T-limfocitima bilo je u
MBP+ kulturama ¢elija kicmene moZdine starih pacova nego u kulturama ovih ¢Celija
mladih pacova oba soja (Slika 14A). U MBP+ kulturama ¢elija kicmene mozdine starih
DA pacova utvrdeno je manje procentualno povecanje IL-17+ celija u CD8+ T-

limfocitima nego u odgovaraju¢im kulturama starih AO pacova (Slika 14A).

Procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima bila je veca
(p<0,05) u kontrolnim kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine mladih DA
nego mladih AO pacova (Slika 14B). U kontrolnim kulturama ¢elija kicmene mozdine
starih DA pacova bila je manja (p<0,001) procentualna zastupljenost IFN-y+ Celija u
CD8+ T-limfocitima nego u odgovaraju¢im kulturama mladih DA pacova, dok u
kontrolnim kulturama mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine starih 1 mladih AO
pacova nije bilo promene u zastupljenosti ovih Celija (Slika 14B). Nije bilo razlike u
procentualnoj zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim
kulturama starih pacova (Slika 14B). Procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija u CD8+
T-limfocitima u MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine bila je veca
(p<0,001) nego u odgovaraju¢im kontrolnim kulturama (Slika 14B). U MBP+
kulturama mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine mladih DA pacova bila je veca
(p<0,001) zastupljenost IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima nego u odgovaraju¢im
kulturama mladih AO pacova (Slika 14B). Starenje je uticalo na promenu u
zastupljenosti IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima u suprothom smeru u MBP+
kulturama DA 1 AO pacova. Kod DA pacova starenje je uticalo na smanjenje (p<0,05)
zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama, dok je kod AO
pacova starenje dovelo do povecanja (p<0,001) =zastupljenosti ovih celija u
odgovaraju¢im kulturama (Slika 14B). Posledi¢no, manja procentualna zastupljenost
IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima utvrdena je u MBP+ kulturama mononuklearnih
¢elija ki¢mene mozdine starih DA pacova nego u odgovaraju¢im kulturama starih AO
pacova (Slika 14B). Procentualno poveéanje IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima bilo
je izrazenije (p<0,01) u MBP+ kulturama celija kicmene mozdine mladih DA pacova u
odnosu na ono utvrdeno u odgovaraju¢im kulturama mladih AO pacova (Slika 14B).
Starenje nije dovelo do promene u procentualnom povecanju zastupljenosti IFN-y+
¢elija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama ¢elija kicmene mozdine DA pacova
(Slika 14B). Procentualno povecanje zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima
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u MBP+ kulturama celija kicmene mozdine starih AO pacova bilo je izraZenije

(p<0,001) nego u MBP+ kulturama c¢elija kicmene mozdine mladih AO pacova (Slika

14B). U MBP+ kulturama ¢elija ki¢mene mozdine starih pacova utvrdeno je izraZenije

(p<0,05) procentualno povecanje IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima u kulturama

starith AO pacova nego u odgovaraju¢im kulturama starih DA pacova (Slika 14B).
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Slika 14. Uticaj starenja na zastupljenost MBP specificnih CD8+ T-limfocita u ki¢menoj
mozdini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski
konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17 i (Panel B) IFN-y u CD8+ T-
limfocitima ki¢mene mozdine kultivisanih preko no¢i (levo) bez MBP-a (kontrole) i (desno) sa MBP-om
(MBP+ kulture) (detaljno opisano u poglaviju Materijal i metode). Histogrami prikazuju (gornji)
procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-17+ ¢elija i (Panel B) IFN-y+ ¢elija u CD8+ T-limfocitima
kiémene mozdine u kontrolnim i MBP+ kulturama i (donji) (Panel A) procenat poveéanja zastupljenosti
IL-17+ i (Panel B) IFN-y+ ¢elijau MBP+ kulturama u odnosu na zastupljenost ovih ¢elija u kontrolnim
kulturama. Rezultati su prikazani kao srednja wrednost = SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znacCajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+
¢elija u MBP+ kulturama [F(1,8=13.26; p<0.01] i IFN-y+ ¢elija u kontrolnim [F(1,8=7.613; p<0.05] i
MBP+ kulturama [F(1,8y=13.26; p<0.01], kao i za procenat povecanja zastupljenosti IL17+ [F(1,8)=91.7;
p<0.001]i IFN-y+ [F(1,8)=25.67;p<0.001] ¢elijau 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.

Imajuéi u vidu da CD8+ T-limfociti koji sintetiSu IFN-y mogu da produkuju i
granzime i perforin (Mukmanovic-Stejic i sar., 2000), i tako doprinesu razvoju lezija
CNS-a u EAE-u, analizirana je procentualna zastupljenost ¢elija koje sintetiSu granzim
B (granzim B+) u subpopulaciji CD8+ T-limfocita. Nadena je veca (p<0,001)
procentualna zastupljenost ovih ¢elija kod mladih DA u odnosu na mlade AO pacove
(Slika 15). Starenjem je doSlo do smanjenja (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita DA pacova, a povecanja njihove procentualne
zastupljenosti (p<0,001) u ovoj subpopulaciji T-limfocita AO pacova (Slika 15).
Medutim, procentualna zastupljenost ovih celija je ipak ostala veca (p<0,001) u
subpopulaciji CD8+ T-limfocita starih DA pacova nego u ovoj subpopulaciji starih AO
pacova (Slika 15).
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Slika 15. Uticaj starenja na zastupljenost granzim B+ ¢éelija u CD8+ T-limfocitima
izolovanih iz kiémene moZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni
proto¢no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju granzim B vs TCRaf} imunocitohemijsko bojenje
CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. Granzim B+TCRafp+ ¢elije su
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uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost granzim B+ ¢elija u CD8+
T-limfocitima izolovanim iz kicmene mozdine imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata
starenja i soja za procentualnu zastupljenost granzim B+ ¢éelija [F(1,20=798.6; p<0.001] u CD8+ T-
limfocitima ki¢mene mozdine. *** p<0,001.

4.2.4. Uticaj starenja na zastupljenost i funkcijske karakteristike subpopulacija limfocita
sa protektivnim ulogom u patogenezi EAE u ki¢menoj mozdini DA i AO pacova
izolovanih u efektorskoj fazi bolesti

U slede¢em koraku ispitivana je zastupljenost limfocita sa protektivnom ulogom
— CD25+Foxp3+T-¢elija 1 NK ¢elija u imunopatogenezi EAE-a u ki¢menoj moZzdini

mladih i starih pacova DA i AO soja.

4.2.4.1. Uticaj starenja na zastupljenost T-limfocita regulatornog CD25+Foxp3+

fenotipa u kicmenoj mozdine DA i AO pacova

Marker kako prirodnih, tako i inducibilnih regulatornih T-¢elija kod pacova jeste
transkripcioni faktor Foxp3 (Fontenot i sar., 2005). Imaju¢i u vidu da je pokazana
akumulacija Foxp3+ ¢elija u kicmenoj mozdini pacova, kod kojih je indukovan akutni
monofazni oblik EAE-a (Almolda i sar., 2011), kao i1 znac¢aj njihove funkcije u razvoju
EAE-a (McGeachy i sar., 2005), ispitana je zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ T-
limfocita. Takode, s obzirom na to da je ukazano i na znac¢aj CD8+CD25+Foxp3+ T-
limfocita za razvoj bolesti 1 tezinu klinicke slike EAE-a (Sinha i sar., 2014), odredena je

1 njihova zastupljenost u ki¢cmenoj mozdini DA 1 AO pacova.

U mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz ki¢mene mozdine pacova u
efektorskoj fazi EAE-a, ispitana je procentualna zastupljenost celija regulatornog
CD25+Foxp3+ fenotipa u subpopulaciji CD4+ T-limfocita sveze izolovanih iz ki¢mene
mozdine pacova DA i AO soja, kao i1 njihov broj. Kod mladih pacova vec¢a (p<0,001)
procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ Celija bila je u ovoj subpopulaciji DA pacova
u odnosu na AO pacove (Slika 16A). Starenje je imalo suprotan efekat na zastupljenost
ovih celija kod DA i AO pacova. Starenjem je dosSlo do smanjenja (p<0,001)
procentualne zastupljenosti ovih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita DA pacova, a
povecanja (p<0,001) u ovoj subpopulaciji AO pacova (Slika 16A). Bez obzira na

suprotan smer promena u procentualnoj zastupljenosti ovih ¢elija u subpopulaciji CD4+

69



Rezultati

T-limfocita DA 1 AO pacova, njihova zastupljenost je ostala veca (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 medusobni
odnos u ki¢menoj moZdini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni
proto¢no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju (Panel A) CD25 vs Foxp3 imunocitohemijsko
bojenje CD4+ T-limfocita ki¢mene mozdine (CD25+Foxp3+ ¢elije su uokvirene na svakom profilu),
(Panel B) CD25 ws Foxp3 imunocitohemijsko bojenje CD8+ T-limfocita ki¢mene mozdine
(CD25+Foxp3+ ¢elije su uokvirene na svakom profilu), i (Panel D) imunocitohemijsko bojenje IL-10+
¢elija u okviru CD8+CD25+Foxp3+ celija kicmene mozdine imunizovanih DA i AO pacova (IL10+
¢elije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu zastupljenost
CD25+Foxp3+ c¢elija u okviru CD4+ T-limfocita (levo) i ukupan broj CD4+CD25+Foxp3+ c¢elija
izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih Zivotinja (desno), (Panel B) procentualnu zastupljenost
CD25+Foxp3+ ¢elija u okviru CD8+ T-limfocita (levo) i ukupan broj CD8+CD25+Foxp3+ ¢elija
izolovanih iz ki¢mene moZdine imunizovanih Zivotinja (desno), (Panel C) koli¢nik broja CD4+ i CD8+
Treg i (Panel D) procentualnu zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru CD8+ CD25+Foxp3+ ¢elija
izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata
starenjai soja za procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elijau okviru CD4+ [F(1,20=511.1;p<0,001]
i CD8+ [F(1,20=58,84; p<0.001] T-limfocita, koli¢nik CD4+/CD8+ Treg [F(1,20=228,1; p<0,001] i
procentualnu zastupljenost IL-10+ ¢elijau CD8+CD25+Foxp3+ ¢elija [F(1,20=35,03; p<0.001]. * p<0.05;
** p<0.01;*** p<0.001.

Analizirana je i procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elija u subpopulaciji
CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine DA i AO pacova. Nije bilo razlike u
procentualnoj zastupljenosti ovih ¢éelija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita izolovanih iz
kiémene mozdine mladih DA i AO pacova (Slika 16B). Starenje je dovelo do
povecanja (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita pacova oba soja, ali je ovo povecanje bilo izraZenije kod AO pacova (Slika
16B). Posledi¢no, 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).

Veéi (p<0,001) broj CD4+CD25+Foxp3+, kao i CD8+CD25+Foxp3+ T-Celija,
izolovan je iz ki¢mene mozdine mladih DA pacova u odnosu na broj ovih ¢elija
izolovanih iz ki¢mene mozdine mladih AO pacova (Slika 16A,B). Kod DA pacova
starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001) broja CD4+CD25+Foxp3+ 1
CD8+CD25+Foxp3+ T-¢elija, dok je kod AO pacova uticalo na povecéanje (p<0,01)
broja CD4+CD25+Foxp3+ T-¢elija, ali nije imalo uticaja na broj CD8+CD25+Foxp3+
T-¢elija  (Slika  16A,B). Veéi broj CD4+CD25+Foxp3+  (p<0,001) i
CD8+CD25+Foxp3+ T-¢elija (p<0,05) izolovan je iz ki¢mene mozdine 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-¢elija
u suspenzijama mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih
pacova, izracunat 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 veéi (p<0,05)
nego kod starih AO pacova (Slika 16C). Ovakva promena odnosa CD4+/CD8+ T
regulatornih ¢elija u ki¢menoj mozdini imunizovanih pacova reflektovala je manje
izrazeno povecanje (p<0,001) broja regulatornih CD8+ T-¢elija starenjem kod DA nego
kod AO pacova (Slika 16C).

Imaju¢i u vidu da je pokazano da CD8+CD25+Foxp3+ T-limfociti svoju
regulatornu funkciju ostvaruju delom posredstvom IL-10 koji sintetiSu (Noble i sar.,
2006), ispitana je i procentualna zastupljenost celija koje sintetiSu IL-10 u okviru
subseta CD8+CD25+Foxp3+ T-limfocita. Analiza je pokazala vecu (p<0,05)
procentualnu zastupljenost celija koje sintetiSu IL-10 u okviru ovog subseta celija
mladih DA pacova u odnosu na mlade AO pacove (Slika 16D). Starenje nije imalo
uticaja na procentualnu zastupljenosti ovih ¢elija u okviru subseta CD8+CD25+Foxp3+
T- limfocita DA pacova, ali je kod AO pacova dovelo do povecanja (p<0,001) njihove
procentualne zastupljenosti (Slika 16D). Procentualna zastupljenost ¢elija koje sintetiSu
IL-10 bila je manja (p<0,01) u subsetu CD8+CD25+Foxp3+ T-limfocita starih DA nego
u ovom subsetu Celijastarih AO pacova (Slika 16D).

4.2.4.2. Uticaj starenja na zastupljenost NK celija u kicmenoj mozdini DA i AO pacova

i njihove fenotipske karakteristike

Imajuéi u vidu podatke koji impliciraju ulogu NK c¢elija koje eksprimiraju
CX3CRI1 molekul u ograni¢avanju inflamacije u kicmenoj mozdini miSeva kod kojih je
indukovan EAE (Huang i sar., 2006; Hertwig i sar., 2016), ispitana je i njihova

zastupljenost u kicmenoj mozdini pacova oba soja.

Rezultati su pokazali da su procentualna zastupljenost NK celija, kao i njihov
ukupni broj, veé¢i (p<0,001) u populaciji mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene
mozdine mladih DA pacova u poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 17A). Starenje
je uticalo na smanjenje (p<0,001) kako procentualne zastupljenosti NK celija, tako i

njihovog ukupnog broja, u populaciji mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene
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mozdine DA pacova (Slika 17A). Kod AO pacova starenje je dovelo do povecanja
(p<0,05) ukupnog broja NK ¢elija koje infiltriraju kicmenu mozdinu, ali nije imalo
uticaja na njihovu procentualnu zastupljenost u suspenziji mononuklearnih celija
izolovanih iz ki¢mene mozdine (Slika 17A). Kod starih DA pacova bila je veca
(p<0.001) 1 procentualna =zastupljenost i1 ukupni broj NK <¢elija u populaciji
mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine nego u ovoj populaciji ¢elija AO pacova (Slika

17A).
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Slika 17. Uticaj starenja na broj NK ¢elija i njihove fenotipske karakteristike, i na koli¢nik
ukupnog broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ¢elija u kicmenoj moZdini DA i AO pacova u
efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju
(Panel A) imunocitohemijsko bojenje CD161+ ¢elija u okviru CD8+TCR- ¢elija ki¢mene mozdine
(CD161+ ¢elije suuokvirene na svakom profilu), (Panel B) imunocitohemijsko bojenje CX3CR1+¢elija
u okviru NK ¢elija ki¢émene mozdine (CX3CRI1+ celije su uokvirene na svakom profilu), (Panel C)
imunocitohemijsko bojenje granzim B+ ¢elijau okviru NK ¢elijaki¢mene mozdine imunizovanih pacova
(granzim B+ celije su uokvirene na svakom profilu). Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu
zastupljenost CD161+CD8+TCRaf3- NK celija u okviru mononuklearnih ¢elija (levo) i ukupan broj
CD161+CD8+TCRaup- NK ¢elijaizolovanih iz kiémene moZdine imunizovanih Zivotinja (desno), (Panel
B) procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ¢elija u okviru NK ¢elija (levo) i ukupan broj CX3CRI1+ NK
¢elija izolovanih iz ki¢émene moZzdine imunizovanih Zivotinja (desno), (Panel C) procentualnu
zastupljenost granzim B+ ¢elija u okviru NK ¢elija i (Panel D) broj Foxp3-CD4+ ¢elija (Foxp3-CD4+
¢elije izdvojene su kao Sto je ilustrovano na slici 6) izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih
zivotinja (levo) i koli¢nik broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK ¢elija ki¢mene mozdine imunizovanih DA
i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za (A) procentualnu zastupljenost
CD161+CD8+TCRof- NK ¢elija u okviru mononuklearnih celija [F,20=20,92; p<0,001] i broj
CD161+CD8+TCRap- NK celija izolovanih iz kicmene mozdine [Fq,20=132,6; p<0,001], (B)
procentualnu zastupljenost CX3CR1+ ¢elijau okviru NK ¢elija [F1,20=74,54; p<0,001]1i broj CX3CR1+
NK ¢elija [F,20=108; p<0,001], (D) koli¢nik ukupnog broja Foxp3-CD4+ i CX3CR1+ NK c¢elija
[F1,20=123,7;p<0,001]. * p<0.05; *** p<0.001.

U okviru NK ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine mladih DA pacova utvrdena
je veca (p<0,001) procentualna zastupljenost CX3CR1+ ¢elija u poredenju sa mladim
AO pacovima (Slika 17B). Takode, 1 veé¢i (p<0,001) broj CX3CR1+ NK c¢elija je
izolovan i1z kicmene mozdine mladih DA pacova nego mladih AO pacova (Slika 17B).
Starenje je uticalo na povecanje (p<0.001) procentualne zastupljenosti CX3CRI1+ ¢elija
u okviru NK ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine DA pacova, ali je manje (p<0.001)
ovih ¢elija izolovano iz ki¢mene mozdine starih nego mladih DA pacova (Slika 17B).
Kod AO pacova starenje je dovelo do povecanja (p<0.001) procentualne zastupljenosti
CX3CRI+ ¢elija u populaciji NK ¢elija, ali nije imalo uticaja na broj ovih ¢elija (Slika
17B). U ki¢menoj mozdini starih DA pacova nadena je veca (p<0,001) zastupljenost
CX3CRI1+ ¢elija u okviru NK ¢elija, kao i veéi (p<0,001) broj ovih ¢elija , nego u
ki¢menoj mozdini starih AO pacova (Slika 17B).

S obzirom na to da je pokazano da NK c¢celije koje eksprimiraju CX3CRI,
delujuci citotoksi¢no na efektorske celije koje infiltriraju kicmenu mozdinu (Hertwig i
sar., 2016), imaju klju¢nu ulogu u smanjenju neuroloskog ostec¢enja u EAE-u (Huang i
sar., 2006, Hertwig i1 sar., 2016), ispitana je procentualna zastupljenost celija koje
sintetiSu granzim B u okviru populacije NK ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine

imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. Mladi AO pacovi su imali manju (p<0,001)
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zastupljenost ovih celija u okviru populacije NK c¢elija (Slika 17C). Starenjem se
procentualna zastupljenost ovih ¢elija povecala (p<0,001) kod pacova oba soja (Slika
17C). Medutim, kod starih DA pacova nadena je veca (p<0,001) procentualna
zastupljenost granzim B + Celija u okviru populacije NK ¢elija u odnosu na stare AO

pacove (Slika 17C).

Imajuéi u vidu ulogu CX3CRI1+ NK ¢elija u ograni¢avanju neuroinflamacije
(Hertwig i sar., 2016), odredivan je broj konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita i
analiziran odnos broja konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita i CX3CRI1+ NK ¢elija

u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene moZzdine.

Broj Foxp3-CD4+ T-limfocita bio je veéi (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 kicmene mozdine starih nego mladih DA pacova, ali vise (p<0,001) iz
ki¢mene mozdine starih nego mladih AO pacova (Slika 17D). Broj ovih ¢elija se nije
razlikovao u ki¢menoj mozdini starih DA i AO pacova (Slika 17D).

Koli¢nik broja Foxp3-CD4+ i CX3CRI+ NK c¢elija bio je manji (p<0,001) u
ki¢menoj mozdini mladih DA u odnosu na mlade AO pacove (Slika 17D). Starenje je
uticalo na smanjenje ovog koli¢nika kod DA (p<0,05) pacova, ukazujuci na efikasniju
kontrolu encefalitogenih CD4+ T-limfocita od strane NK ¢elija kod starih DA pacova.
Ovaj koli¢nik se starenjem smanjivao (p<0,001) i kod AO pacova, ali je ipak kod starih
AO pacova on ostao veci (p<0,001) nego kod starih DA pacova (Slika 17D), Sto je
impliciralo efikasniju kontrolu efektorskih CD4+ T-limfocita od strane NK c¢elija kod

starih DA pacova u odnosu na stare AO pacove.

4.2.5. Uticaj starenja na fenotipske karakteristike CD11b+ ¢elija u ki€menoj mozdini
DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a

Na osnovu povrsinske ekspresije CD11b molekula mogu se identifikovati ¢elije
urodene imunosti u CNS-u (Perry i Teeling, 2013), dok se na osnovu povrSinske
ekspresije CD45 molekula mogu razdvojiti neaktivisane celije mikroglije, koje se
karakteriSu veoma niskim nivoom ekspresije CD45 (CD45+ Celije) i aktivisane éelije
mikroglije, koje imaju vecu povrsinsku ekspresiju CD45 (CD45++ ¢Celije) (Zhang i sar.,
2002; Almolda 1 sar., 2009). Aktivacija mikroglije karakteriSe patogenezu kako EAE-a,
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tako 1 multiple skleroze (Benveniste 1 sar., 1997). Njena uloga moze biti dvojaka buduci
da je pokazano da aktivisana mikroglija moze imati ulogu ne samo u reaktivaciji CD4+
T-limfocita (Murphy i sar., 2010), ve¢ i u ograni¢avanju oste¢enja CNS-a i autoimunske
neuroinflamacije (Goldmann i Prinz, 2013). Najvisi nivo ekspresije CD45 (CD45+++
¢elije) pokazuju ¢elije monocitnog porekla (inflamatorni makrofagi i dendritske celije),
koje iz periferne krvi ulaze u ki¢menu mozdinu (Zhang i1 sar., 2002 Croxford i sar.,
2015a). Treba napomenuti da ovakvu ekspresiju moze pokazati i jako aktivisana

mikroglija (Greter i sar.,2015).

Mladi DA pacovi imali su manju (p<0,001) procentualnu zastupljenost CD11b+
¢elija u okviru mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene mozdine u poredenju sa
mladim AO pacovima (Slika 18). Starenje je dovelo do povecanja (p<0,001)
procentualne zastupljenosti ovih ¢elija kod pacova oba soja (Slika 18). Medutim, kao 1
kod mladih pacova, manja (p<0,001) procentualna zastupljenost ovih ¢elija nadena je
kod starih DA u poredenju sa starim AO pacovima (Slika 18).
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Slika 18. Uticaj starenja na zastupljenost CD11b+ éelija u mononuklearnim éelijama
kicmene moZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a i na ekspresiju CD45
molekula na ovim ¢éelijama. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski gustinski profili prikazuju
imunocitohemijsko bojenje CD45+ ¢elija u okviru CD11bt+ ¢elija ki¢mene mozdine imunizovanih
pacova. Histogrami prikazuju (gornji) procentualnu zastupljenost CDI11b+ ¢elija u okviru
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine DA i AO pacova (levo) i procentualnu zastupljenost CD45+
¢elijau CD11b+ ¢elijama (desno) i (donji) procentualnu zastupljenost CD45++ (levo) i CD45+++ (desno)
¢elija u okviru CD11b+ ¢elija kicmene mozdine DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja
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vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata
starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD45+ [F(,.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] ¢elija u CD11b celijama ki¢mene mozdine imunizovanih
pacova. *** p<0.001.

Kod mladih pacova procentualna zastupljenost CD45+ c¢elija je bila manja
(p<0,001) u populaciji CDI11b+ ¢elija ki¢mene mozdine DA pacova nego AO pacova
(Slika 18). Starenje je uticalo na povecanje (p<0,001) zastupljenosti CD45+ celija u
populaciji CD11b+ ¢elija kicmene mozdine DA pacova, dok nije imalo uticaja na
njihovu procentualnu zastupljenost u populaciji CD11b+ celija kicmene mozdine AO
pacova (Slika 18). Nije bilo razlike u zastupljenosti ovih ¢elija u populaciji CD11b+
¢elijakicmene moZdine starih DA i AO pacova (Slika 18)

Procentualna zastupljenost CD45++ ¢elija, koje vecinski odgovaraju celijama
aktivisane mikrogije (Zhang i sar., 2002; Almolda i sar., 2009), nije se razlikovala u
populaciji CD11b+ ¢elija kicmene mozdine mladih pacova DA i AO soja (Slika 18).
Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001) zastupljenosti CD45++ celija u populaciji
CDI11b+ C¢elija kicmene moZzdine pacova oba soja (Slika 18). Medutim, kod starih
pacova znacajno veca (p<0.001) zastupljenost ovih ¢elija otkrivena je u populaciji

CD11b+ ¢elijaki¢mene mozdine AO pacovau odnosu na DA pacove (Slika 18).

Znacajno veca (p<0,001) procentualna zastupljenost CD45+++ cCelija, veéinski
inflamatorni monociti i dendritske ¢elije (Zhang i1 sar., 2002), nadena je u populaciji
CD11b+ ¢elija kiémene mozdine mladih DA pacova nego u ovoj populaciji mladih AO
pacova (Slika 18). Starenje nije imalo uticaja na procentualnu zastupljenost ovih ¢elija u
populaciji CD11b+ celija kicmene mozdine DA pacova, ali je dovelo do povecéanja
(p<0,001) njihove procentualne zastupljenosti u ovoj populaciji ¢elija AO pacova (Slika
18). Posledi¢no, procentualna zastupljenost CD45+++ celija bila je veca (p<0,001) u
populaciji CD11b+ ¢Celijastarih DA nego AO pacova (Slika 18).

4.2.5.1. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti CX3CR  + ¢elijau okviru

Celija mikroglije

Pokazano je da je za protektivnu ulogu mikroglije u ograni¢avanju autoimunske

neuroinflamacije klju¢na interakcija proteina fraktalkina (CX3CLl) i1 njegovog
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receptora CX3CRI1 eksprimiranog na ¢elijama mikroglije (Cardona i sar., 2006; Lyons i
sar., 2009; Zyjovic 1 sar., 2000). Imaju¢i u vidu 1 da ekspresija CX3CR1 na ¢elijama
mikroglije pre nego S§to je izvrSena imunizacija Zivotinja moze imati reperkusije na
desavanja u CNS-u nakon indukcije EAE-a (Corona i sar., 2010; Ritzel i sar., 2015),
ispitana je procentualna zastupljenost CX3CRI1+ c¢elija u okviru mikroglije izolovane
kako iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi bolesti, tako 1 iz

kontrolnih neimunizovanih pacova odgovarajuceg uzrasta i soja.

Bez obzira na uzrast, kod neimunizovanih pacova procentualna zastupljenost
CX3CRI1+ c¢elija u okviru CD11b+CD45+/++ ¢celija koje su izolovane iz ki¢mene
mozdine bila je manja (p<0,001) kod AO nego DA pacova (Slika 19). Starenje je uticalo
na smanjenje (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija 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
doslo je do smanjenja procentualne zastupljenosti CX3CRI1+ celija u populaciji
CD11b+CD45+/++ ¢elija, da bi se u efektorskoj fazi kod mladih DA pacova smanjenje
(p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija nastavilo, dok se kod mladih AO
pacova procentualna zastupljenost ovih ¢elija nije menjala. (Slika 19). S obzirom na to
da je ovo smanjenje bilo znacajno manje izraZzeno kod mladih AO nego mladih DA
pacova, posledi¢no je u efektorskoj fazi bolesti zastupljenost ovih ¢elija u okviru
CD11b+CD45+/++ ¢elija mikroglije bila veéa (p<0,05) kod AO nego kod DA pacova
(Slika 19). Za razliku od mladih pacova, kod imunizovanih starih DA pacova
zastupljenost CX3CRI+ ¢celija u okviru CDI1b+CD45-/+ ¢elija mikroglije se
kontinuirano povecavala sa progresijom bolesti (p<0,001 induktivna faza u poredenju sa
neimunizovanim zivotinjama i p<0,05 efektorska faza u poredenju sa induktivnom
fazom) (Slika 19). U odnosu na neimunizovane zivotinje, kod imunizovanih starih AO
pacova doslo je do blagog povecanja (p<0,05) zastupljenosti CX3CRI1+ ¢elija u okviru
CD11b+CD45+/++ ¢elija mikroglije u induktivnoj fazi, dok u efektorskoj fazi nije bilo
promene u zastupljenosti ovih ¢elija u odnosu na induktivnu fazu (Slika 19). Stoga, u
efektorskoj fazi, suprotno u odnosu na mlade pacove, kod starih pacova zastupljenost
CX3CRI1+ celija je bila veca (p<0,001) u populaciji CDI11b+CD45+/++ celija
mikroglije DA nego u ovoj populaciji AO pacova (Slika 19).
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Slika 19. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija u okviru ¢elija
mikroglije DA i AO pacova u induktivnoj i efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski gustinski profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CX3CR1+ ¢elija u okviru
CD11b+CD45+/++ ¢elija (izdvojenih kao $to je ilustrovano na slici 18) izolovanih iz ki¢mene mozdine
(gornji) DA i (donji) AO pacova i (levi) mladih i (desni) starih imunizovanih i neimunizovanih pacova.
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija u okviru CD11b+CD45+/++ celija
ki¢mene mozdine imunizovanih i neimunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja
za procentualnu zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija u okviru CD11b+CD45+/++ ¢elija [F(1,20=234,6;
p<0,001]izolovanih iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova u efektorskoj fazi. * p<0.05; *** p<0.001.
a AO vs DA pacovi odgovarajuéeg uzrasta, b stari vs mladi pacovi odgovarajuceg soja, ¢ induktivna faza
EAE-a vs neimunizovani pacovi, d efektorskafazavs induktivna faza EAE-a.

4.2.5.2. Uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti ¢elija koje sintetisuIL- 1
u okviru mikroglije

S obzirom na to da je pokazano da je za neuroprotektivni uticaj mikroglije
kljuna nishodna regulacija sinteze IL-1p (Bhaskar i sar., 2010), ispitana je sinteza IL-
1B u CD11b+CD45+/++ ¢elijama ki¢mene mozdine. Kod mladih pacova veca (p<0,001)

procentualna zastupljenost ¢elija koje su sintetisale IL-1B 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 ¢elija u mikrogliji DA pacova, dok je dovelo do povecanja
(p<0,001) nyihove zastupljenosti u mikrogliji AO pacova (Slika 20A). Posledi¢no,
manja (p<0,001) zastupljenost ¢elija koje su sintetisale IL-1 bila je u mikrogliji starih
DA pacova nego u mikrogliji starih AO pacova (Slika 20A).
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Slika 20. Uticaj starenja na zastupljenost Celija koje sintetiSu IL-1p u okviru mikroglije,
fagocitnu sposobnost mikroglijalnih éelija i ekspresiju iRNK za HO-1 i TGF-f u CD11b+
Celijama mikroglije u kicmenoj moZdini DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a.
Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-
1B+ ¢celija, (Panel B) lateks+ celija, (Panel C) CD163+ ¢elija i (Panel D) dekstrant ¢elija u okviru
CD11b+CD45+/++ ¢elija (izdvojenih kao Sto je ilustrovano na slici 18) DA i AO pacova u efektorskoj
fazi EAE-a. Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-1p+ ¢elija, (Panel B) lateks+
¢elija, (Panel C) CD163+¢elijai (Panel D) dekstran+ ¢elijauokviru CD11b+CD45+/++¢elijaki¢ mene
mozdine imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa). (Panel
E) Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za HO-1 (lewo) i TGF-B (desno) u CD11b+ mikroglijalnim
¢elijama izdvojenim magnetnom separacijom (detaljnije objasnjeno u poglavlju Materijal i metode).
Rezultati su izrazeni kao 29t yrednosti (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaGajnu
interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-1B+ [F(1,200=1772; p<0,001], latex+
[F1,20=141,9; p<0,001], CD163+ [F(1,20=145,8; p<0.001] i dextran+ [F(1,20=240,1; p<0,001] ¢elija u
CD11b+CD45+/++ ¢elijama kicmene mozdine imunizovanih pacova i za ekspresiju iRNK za HO-1
[Fa.20=126,6; p<0,001] i TGF-B [F1,20=72,73; p<0,001] u CD11b+ ¢elijama 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 ¢elija mikroglije

Vezivanje CX3CLl za receptor na c¢elijama mikroglije podstice fagocitnu
sposobnost ovih ¢elija (Huang i sar., 2016). Shodno ovom nalazu ispitana je i fagocitna
sposobnost ¢elija mikroglije izolovanih u efektorskoj fazi EAE koriS¢enjem cestica
lateksa. Procentualna zastupljenost celija koje su fagocitovale Cestice lateksa bila je
veca (p<0,05) u ¢elijama mikroglije mladih DA pacova u poredenju sa ovom u ¢elijama
mikroglije mladih AO pacova (Slika 20B). Starenje je uticalo na povecanje (p<0,001)
procentualne zastupljenosti ¢elija mikroglije DA pacova koje su fagocitovale Cestice
lateksa (Slika 20B). Nasuprot ovome, procentualna zastupljenost celija koje su
fagocitovale lateks bila je znacajno manja (p<0,001) u populaciji ¢elija mikroglije starih
u poredenju sa c¢elijama mladih AO pacova (Slika 20B). Posledi¢no, procentualna
zastupljenost ovih ¢elija bila je veéa (p<0,001) u mikrogliji starih DA pacova u

poredenju sa ovom u mikrogliji starih AO pacova (Slika 20B).

Podaci iz literature ukazuju na ushodnu regulaciju ekspresije CD163 molekula
na fagocityjuéim celijama (Zhang i sar., 2011), kao 1 na klju¢nu ulogu CD163+ ¢elija
mikroglije u ograni¢avanju neuroinflamacije u modelima akutnog EAE-a (Ahn et al.,
2012). Imaju¢i ovo u vidu, ispitana je i1 procentualna zastupljenost CD163+ celija u
okviru Celija mikroglije izolovanih iz ki¢cmene mozdine pacova u efektorskoj fazi EAE.
Kao Sto je ocekivano (Zhang i sar., 2011), zastupljenost CD163+ celija u okviru
mikroglije izolovanih iz ki¢mene moZzdine imunizovanih pacova pokazala je obrazac
razlika sliCan onom pokazanom za procentualnu zastupljenost celija koje su
fagocitovale Cestice lateksa. Dakle, kod mladih pacova oba soja nije bilo znaCajne
razlike u procentualnoj zastupljenosti CD163+ celija u okviru ¢elija mikroglije (Slika
20C). Starenje je uticalo na povecanje (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija
mikroglije DA pacova (Slika 20C). S druge strane, starenje je dovelo do smanjenja
(p<0,01) njihove zastupljenosti u celijama mikroglije AO pacova (Slika 20C). U
¢elijama mikroglije starith DA pacova nadena je veca (p<0,001) zastupljenost CD163+
¢elijanego u ¢elijama mikroglije starih AO pacova (Slika 20C).

S obzirom na to da je pokazano da celije mikroglije koje pokazuju protektivni
M2 fenotip eksprimiraju manozni receptor (Régnier-Vigouroux, 2003; Martinez i sar.,

2006), ispitano je i preuzimanje dekstrana endocitozom od strane celija mikroglije
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izolovanih u efektorskoj fazi EAE-a. Kod mladih pacova uoceno je vece (p<0,01)
preuzimanje dekstrana od strane mikroglije AO pacova u odnosu na mikrogliju DA
pacova (Slika 20D). Mikroglija starih DA pacova pokazala je vecu (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 poredenju sa mikroglijom mladih AO pacova
(Slika 20D). Procenat ¢elija koje su preuzele dekstran (dekstrant+ celija) bio je veci
(p<0,001) medu c¢elijama mikroglije koje su izolovane iz kicmene mozdine starih DA

pacova nego iz kicmene mozdine starih AO pacova (Slika 20D).

4.2.5.4. Uzrasne i sojne razlike u ekspresiji iRNK za faktor transformacije rasta-beta
(TGF-p) i hem-oksigenazu (HO)-1 u CD11b+ celijama mikroglije

Pokazano je da mikroglija ograni¢ava 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 klju¢nu
ulogu u smanjenju proinflamatornog fenotipa mikroglije ima fraktalkin/Nrf2/HO-1
osovina (Lastres-Becker i sar., 2014). Imajuc¢i ovo u vidu, ispitana je ekspresija iRNK
za HO-1 u CDI11b+ ¢elijama koje su izolovane magnetnom separacijom iz suspenzije
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine imunizovanih pacova. Ekspresija iIRNK za
HO-1 bila je ve¢a (p<0,001) u CD11b+ celijama izolovanim iz mononuklearnih ¢elija
ki¢mene mozdine mladih AO pacova u poredenju sa onom u CD11b+ ¢elijama kicmene
mozdine mladih DA pacova (Slika 20E). Starenje je imalo suprotan efekat na ekspresiju
HO-1 u CD11b+ ¢elijama DA i AO pacova. Naime, starenjem se povecavala (p<0,001)
ekspresija iIRNK za HO-1 u CD11b+ ¢elijama DA pacova, a smanjivala (p<0.01) u
ovim ¢elijama AO pacova (Slika 20E). Ekspresija iRNK za HO-1 bila je veca (p<0.001)
u CD11b+ ¢elijama starih DA pacova nego u ovim ¢elijama AO pacova istog uzrasta
(Slika 20E).

Budu¢i da tokom razli¢itih inflamatornih procesa u CNS-u, TGF-f, indukuju¢i
ekspresiju CX3CR1 na celijama mikroglije, ima kljuénu ulogu u postizanju tzv.

,miryjuceg™ fenotipa ovih ¢éelija (Abutbul i sar., 2012; Wynne i sar., 2010), analizirana
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je i ekspresija iIRNK za TGF-f u CDI1b+ ¢elijama izolovanim iz suspenzije
mononuklearnih Celija ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. Kod mladih pacova,
veéa (p<0,01) ekspresija iRNK za TGF-B detektovana je u CDI11b+ Ccelijama
izolovanim iz ki¢mene mozdine AO pacova nego DA pacova (Slika 20E). Starenje je,
slicno ekspresiji iRNK za HO-1, dovelo do ushodne regulacije (p<0,001) ekspresije
IRNK za TGF-f u CDI11b+ C¢elijama ki¢mene mozdine DA pacova, a nishodne
regulacije (p<0,001) ekspresije iIRNK za ovaj citokin u CD11b+ ¢elijama ki¢mene
mozdine AO pacova (Slika 20E). Posledi¢no, veca (p<0,001) ekspresija iRNK za TGF-
B nadena je u CDI1b+ Celijama ki¢mene mozdine starih DA pacova nego starih AO
pacova (Slika 20E).

4.3. Uticaj starenja na zadrZzavanje CD4+ T-limfocita u slezini DA i AO pacova

imunizovanih u cilju indukcije EAE-a

Imajuéi u vidu da se broj CD4+ T-limfocita koji su infiltrirali ki¢menu mozdinu
razlikuje u zavisnosti od soja i uzrasta pacova, i da je pokazano da CD4+ T-limfociti
specificni za neuroantigene, a indukovani u dreniraju¢em limfnom ¢voru, pre ulaska u
kiémenu mozdinu prolaze kroz slezinu gde se mogu zadrzati (Fliigel 1 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+ c¢elija u subpopulaciji CD4+ T-splenocita mladih DA pacova bila veca
(p<0,001) nego u ovoj subpopulaciji mladih AO pacova. Starenje je kod oba soja
pacova povecavalo (p<0,001) zastupljenost ovih celija u okviru CD4+ T-splenocita
(Slika 21). Procentualna zastupljenost CD134+ celija u subpopulaciji CD4+ T-
splenocita starih DA pacova bila je veca (p<0,001) nego u ovoj subpopulaciji starih AO
pacova (Slika 21). Identican obrazac uzrasnih i sojnih razlika pokazao je i broj

CD134+CD4+ T-splenocita (Slika 21).
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Slika 21. Starenje uti¢e na zastupljenost CD134+ T-limfocita u CD4+ T-limfocitima
izolovanim iz kicmene moZdine DA i AO pacova u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni
proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju (levo) CD4 vs TCRafy imunocitohemijsko bojenje
mononuklearnih ¢elija slezine mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova (CD4+TCRof+ éelije su
uokvirene na svakom profilu) i (desno) imunocitohemijsko bojenje CD134+ ¢elijau subpopulaciji CD4+
T-splenocita mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. CD134+ celije su uokvirene na svakom
profilu. Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-
splenocita imunizovanih Zivotinja i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-splenocita. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je zna¢ajnu
interakciju efekata starenja i soja za ukupan broj ovih ¢elija [F(1,20=8,77; p<0,01] u slezini imunizovanih
Zivotinja. *** p<0,001.

U slede¢em koraku ispitana je ekspresija CD25+ u subsetu konvencionalnih
Foxp3-CD4+ T-splenocita. Procentualna zastupljenost aktivisanih CD25+ ¢elija u
okviru ovog subseta CD4+ T-splenocita bila je veéa (p<0,001) kod mladih DA nego
kod mladih AO pacova (Slika 22). Starenjem se procentualna zastupljenost ovih ¢elija
povecavala (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 ve¢a (p<0.001) nego kod starih AO pacova (Slika 22). Sojne 1 uzrasne
razlike u ukupnom broju CD25+Foxp3-CD4+ T-¢elija u slezini pratile su razlike u
procentualnoj zastupljenosti CD25+ ¢elijau Foxp3-CD4+ T-splenocitima (Slika 22).
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Slika 22. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija u okviru Foxp3-
CD4+ ¢elija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢éelija izolovanih iz slezine DA i AO pacova
u efektorskoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto&no-citofluorometrijski tackasti profili (levo)
prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija slezine (Foxp3 -CD4+ ¢elije
su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD4+ ¢Celija slezine
(CD25+ ¢elije uokvirene sun a svakom profilu). Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost
CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD4+ ¢elija izolovanih iz slezine imunizovanih mladih i starih DA AO
pacova i (desni) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢elija izolovanih iz slezine. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju
efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija 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- ¢elija
izolovanih iz slezinaimunizovanih pacova [F(1,200=140,3; p<0,001]. *** p<0,001.

Imajuéi u vidu da iako se starenjem kod AO pacova procentualna zastupljenost
aktivisanih ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita povecavala, kao 1 njihov
broj u slezini, i infiltracija kicmene mozdine CD4+ T-limfocitima se starenjem
povecavala kod AO pacova i sledstveno su se javljali neuroloski znaci bolesti, te se
moglo pretpostaviti da povecano zadrzavanje aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini
nije znacajno kompromitovalo povecanje 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 Zivotinja povecavalo zadrzavanje
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aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini, te da bi taj mehanizam mogao da doprinese
njihovom smanjenom ulasku u ki¢menu mozdinu i sledstveno manjoj osetljivosti na
indukciju EAE-a. Shodno tome, u sledecoj fazi ispitivanja ispitivali smo mehanizme
koji bi mogli da uCestvuju u povecanju broja aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini DA

pacova.

4.3.1. Starenje povecava ekspresiju CD44 na CD4+ T-splenocitima

Imajuéi u vidu da povecana ekspresija adhezivnog molekula CD44 na
encefalitogenim T-limfocitima dovodi do povecanog zadrzavanja ovih ¢elija u slezini i
na taj nacin ograni¢ava njihovu migraciju u CNS (Yang i sar., 2002; Rigolio i sar.,
2008), ispitana je procentualna zastupljenost CD44+ celija u okviru subpopulacije
CD4+ T-splenocita, kao i gustina ovog molekula na povrSini CD4+ T-splenocita
izolovanih u efektorskoj fazi bolesti. Ekspresija CD44 molekula ispitivana je proto¢nom
fluorocitometrijom nakon obelezavanja ovog molekula monoklonskim antitelom OX-49
koje je bilo vezano za fluorohrom. Ovo antitelo reaguje sa glikoproteinom CD44H, koji
se jo§ oznacava 1 kao CD44s, a koji je eksprimiran na veéini leukocita i Cija se
povrsinska ekspresija na T i B limfocitima poveéava 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 vazno budu¢i da su CD44s i CD44v
izoforme ukljuCene u regulaciju migracije limfocita i njihovo prezivljavanje (Camp i
sar., 1991; van Weering i sar., 1993; Pure i Cuff, 2001; Baaten i sar., 2010). Imajuéi u
vidu promene u MFI (Kamath i sar., 1998), starenjem se povecavala (p<0,001)
procentualna zastupljenost CD44+ celija 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 veca (p<0,001) u CD4+ T-

splenocitima starih DA pacova u odnosu na mlade zivotinje istog soja (Slika 23).
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Slika 23. Uticaj starenja na zastupljenost CD44+ ¢elija u okviru CD4+ T-splenocita kod
DA pacova na vrhuncu bolesti. Proto¢no-citofluorometrijski  histogrami  prikazuju
imunocitohemijsko bojenje CD44+ ¢elijau okviru CD4+ T-splenocita (izdvajani kao $to je ilustrovano na
slici 22) kod mladih i starih DA pacova na vrhuncu bolesti. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno)
procentualnu zastzupljenost CD44+ ¢elija 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 poglavliju 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 povecanje broja regulatornih
CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocita u sekundarnim limfnim organima moze bitno
ograniciti infiltraciju CNS-a encefalitogenim T limfocitima (Tischner i sar., 2006),
ispitana je procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ celija u okviru subpopulacije
CD4+ T-splenocita u efektorskoj fazi EAE-a, kao i njihov broj. Analiza je pokazala da
se starenjem povecavala (p<0,001) procentualna zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elija u
okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita, kao i njihov broj u slezini (Slika 24).
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Slika 24. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ Treg u slezini kod DA pacova na vrhuncu
bolesti. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju CD25 vs Foxp3
imunocitohemijsko bojenje CD4+ T-splenocita (izdvajani kao $to je ilustrovano na slici 22) kod mladih i
starih DA pacova na vrhuncu bolesti (CD25+Foxp3+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu). Histogrami
prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ ¢elija u CD4+ T-splenocitima i (desno)
ukupan broj CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija 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 ¢celija izolovanih iz drenirajuéih

limfnih ¢vorova 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 slede¢em koraku ispitvano je da li u izmenjenoj osetljivosti starih pacova na
indukciju EAE-a u poredenju sa mladim zivotinjama istog soja ucestvuju i promene u

primarnom 0dgovoru na imunizaciju u drenirajuéim limfnim ¢vorovima.

Kod mladih pacova nije bilo razlike u broju mononuklearnih ¢elija izolovanih iz
drenirajucih limfnih ¢vorova DA 1 AO pacova (Slika 25). Starenje nije imalo uticaja na
promenu u ukupnom broju mononuklearnih ¢elija kod DA pacova, ali jeste dovelo da
porasta (p<0,001) broja ovih ¢elija kod AO pacova (Slika 25). Nije bilo znacajne razlike
u ukupnom broju mononuklearnih ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih limfnim ¢vorovima

starih DA i AO pacova (Slika 25).

Mononuklearne éelije Slika 25. Uticaj starenja na broj mononuklearnih éelija
57 e, izolovanih iz drenirajué¢ih limfnih ¢vorova DA i AO
4 pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Histogram prikazuje broj
3 mononuklearnih ¢elija izolovanih iz drenirajucih limfnih ¢vorova

mladih i starih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao
srednja wrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja
za broj mononuklearnih ¢elija izolovanih iz drenirajuc¢ih limfnih
¢vorova imunizovanih pacova [F(120=8,98; p<0.01]. ***
p<0,001.

24

Broj éelija (x107)

14

0.
Mlade Stare  Mlade Stare
DA AO

Procentualna zastupljenost CD4+ T-limfocita u okviru mononuklearnih ¢elija
izolovanih iz limfnih ¢vorova imunizovanih Zivotinja 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 ¢elija pacova DA 1 AO soja (Slika 26). Kod DA pacova
starenjem je doslo do smanjenja (p<0,001), a kod AO pacova do povecanja (p<0,001)
procentualne zastupljenosti ovih celija (Slika 26). Nije bilo znacajne razlike u
procentualnoj zastupljenosti CD4+ T-limfocita u mononuklearnim ¢elijama drenirajucih
limfnih ¢vorova starih DA i AO pacova (Slika 26).
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Ukupan broj CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima 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 ¢elija kod DA pacova, dok je kod AO pacova
dovelo do povecanja (p<0,001) njihovog ukupnog broja u drenirajuéim limfnim
¢vorovima (Slika 26). Ukupan broj CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim

¢vorovima starih DA i AO pacova nije se razlikovao (Slika 26).
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Slika 26. Starenje uti¢e na zastupljenost CD4+ T-limfocita u drenirajué¢im limfnim
¢vorovima u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto&no-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju CD4 vs TCRaf imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova
mladih i starih imunizovanih DA i AO pacova. CD4+TCRaf+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu.
Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost CD4+TCRaf+ limfocita u mononuklearnim
¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova i (desno) ukupan broj CD4+TCRap+
limfocita izolovan iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ovih Zivotinja. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata
starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD4+TCRof+ limfocita u mononuklearnim ¢éelijama
ki¢mene mozdine imunizovanih pacova. [F(120=42,89; p<0,001] i za ukupan broj ovih Ccelija
[F(1,200=15,10;p<0.001]. * p<0,05; *** p<0,001.

Nije bilo znadajne razlike u procentualnoj zastupljenosti aktivisanih CD134+
¢elija u okviru subpopulacije CD4+ T-limfocita u drenirajué¢im limfnim ¢vorovima
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 doslo do povecanja (p<0,001)
njihove zastupljenosti (Slika 27). Posledi¢no, procentualna zastupljenost ovih ¢elija bila
je manja (p<0,001) kod starih DA pacovau odnosu na stare AO pacove (Slika 27).

Kod mladih pacova ukupan broj aktivisanih CD134+CD4+ T-limfocita u

drenirajuéim limfnim ¢vorovima bio je veci (p<0,001) kod DA pacova u poredenju sa
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AO pacovima (Slika 27). Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,01) ukupnog broja ovih
¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA pacova, dok je kod AO pacova dovelo do
povecanja (p<0,001) njihovog broja (Slika 27). Posledi¢no, ukupan broj aktivisanih
CD134+CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih DA pacova bio je
manji (p<0,001) nego kod AO pacova (Slika 27).
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Slika 27. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elija u subpopulaciji
CD4+ T-limfocita i ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovanih iz drenirajucih
limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski ta¢kasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje CD134 u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita (koje suizdvojene kao Sto je ilustrovano na slici 26) drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova mladih i starih
imunizovanih DA i AO pacova. CD134+ celije su uokvirene na svakom profilu. Histogrami prikazuju
(levo) procentualnu zastupljenost CD134+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih
¢vorova imunizovanih Zivotinja i (desno) ukupan broj CD134+CD4+ T-limfocita izolovan iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova ovih zivotinja. Rezultati su prikazani kao srednja wrednost + SEM (n=6/grupa).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu
zastupljenost CD134+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita [F(1,20=37,47; p<0,001] i za ukupan broj ovih
¢elija[F(1,200=77,28; p<0,001] udreniraju¢im limfnim ¢vorovima imunizovanih zivotinja. ** p<0,01; ***
p<0,001.

Analiza aktivacionog statusa CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima ukljucila je 1 ispitivanje ekspresije aktivacijskog molekula CD25 na subsetu
konvencionalnih Foxp3- celija ove subpopulacije. Ova analiza je pokazala sliCan
obrazac uzrasno i sojno zavisnih razlika onom koji je opisan u ekspresiji CD134
molekula na CD4+ T-limfocitima. Kod mladih pacova procentualna zastupljenost
CD25+ ¢elija u okviru subseta Foxp3-CD4+ T-limfocita bila je veéa (p<0,01) kod DA
nego kod AO pacova (Slika 28). Starenjem se njihova procentualna zastupljenost
smanjivala (p<0,01) kod DA pacova, a povecavala (p<0,01) kod AO pacova (Slika 28).
Posledi¢no, procentualna zastupljenost CD25+ ¢Celija 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
veéi (p<0,001) u drenirajuéim limfnim ¢vorovima mladih DA pacova u poredenju sa
AO pacovima istog uzrasta (Slika 28). Starenjem se ukupan broj ovih ¢elija kod DA
pacova smanjivao (p<0,001), dok se kod AO pacova povecavao (p<0,001) (Slika 28).
Posledi¢no, ukupan broj ovih ¢elija je stoga bio manji (p<0.01) kod starih DA u odnosu
na stare AO pacove (Slika 28).
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Slika 28. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+ celija u okviru Foxp3-
CD4+ celija i ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢elija izolovanih iz drenirajuéih limfnih
¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski
tackasti profili (levo) prikazuju CD4 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje mononuklearnih ¢elija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova (Foxp3-CD4+ ¢elije su uokvirene na svakom profilu), i (desno) bojenje
CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD4+ ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova (CD25+ ¢elije uokvirene su na
svakom profilu). Histogrami prikazuju (levi) procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija u subsetu Foxp3 -
CD4+ ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih mladih i starih DA i AO pacova i
(desni) ukupan broj CD25+Foxp3-CD4+ ¢elija izolovan iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ovih Zivotinja.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazal a
je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost CD25+ ¢elija u subsetu
CD4+Foxp3- ¢elijadrenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih DA i AO pacova [F(1,20=29,54; p<0,001]1
za ukupan broj CD25+CD4+Foxp3- ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima [F(1,20=155; p<0,001]. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Budué¢i da svi aktivisani CD4+ T-limfociti neCe proliferisati (Laouar i Crispe,
2000; Sojka i sar., 2008), ispitivanja su nastavljena analizom njihove proliferacije u
kulturi ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova 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 dreniraju¢ih limfnih ¢vorova bila je veca (p<0,001) u odnosu na
odgovaraju¢e kontrolne kulture (kulture ¢elija drenraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih iz

Zivotinja istog soja i uzrasta) (Slika 29).

U ConA+ kulturama Celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova
nadena je veca (p<0,001) procentualna zastupljenost proliferiSu¢ih ¢elija u okviru CD4+
T-limfocita u poredenju sa kulturama ovih ¢elija mladih AO pacova (Slika 29).
Poredenje kultura ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova 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 proliferiSu¢ih celija u CD4+ T-
limfocitima bila je veca (p<0,01) u ConA+ kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova starih DA nego starih AO pacova (Slika 29). Analiza procentualnog povecanja
zastupljenosti proliferisuéih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama
u odnosu na kontrolne kulture pokazala je da je ono bilo vece (p<0,001) u kulturama
¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova nego mladih AO pacova (Slika
29). Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001) procentualnog povecanja zastupljenosti
proliferiSu¢ih ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama u odnosu na
kontrolne kulture ¢elija izolovanih iz pacova oba soja, ali je ono ostalo vece (p<0,001) u
ConA+ kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih DA pacova u poredenju sa

ConA+ kulturama ovih ¢elijaizolovanih iz starih AO pacova (Slika 29).

Proliferacija CD4+ T-limfocita u kulturama ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova
ispitana je 1 u odgovoru na MBP. Sli¢no kao u ConA+ kulturama celija drenirajuc¢ih
limfnih ¢vorova, u MBP+ kulturama ovih celija mladih DA pacova procenat
proliferiSu¢ih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita bio je veéi (p<0.001) nego u
odgovaraju¢im kulturama mladih AO pacova (Slika 29). Uporedna analiza proliferacije
CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pokazala je da

je, za razliku od ConA+ kultura, proliferacija CD4+ T-limfocita bila uporediva u
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kulturama c¢elija mladih 1 starth AO pacova (Slika 29). Medutim, u MBP+ kulturama
¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih DA pacova procentualna zastupljenost
proliferisu¢ih ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita bila je manja (p<0,001) nego u
odgovaraju¢im kulturama mladih pacova ovog soja (Slika 29). Kao u ConA+ kulturama,
procentualna zastupljenost proliferiSu¢ih ¢elija u CD4+ T-limfocitima bila je veca
(p<0,001) u kulturama starih DA pacova nego u odgovaraju¢im kulturama starih AO
pacova (Slika 29). Procentualno povecanje zastupljenosti proliferiSucih ¢elija u okviru
CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama celija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova u odnosu na
ono u kontrolnim kulturama bilo je veée (p<0,001) u MBP+ kulturama mladih DA
pacova nego mladih AO pacova (Slika 29). Takode, ono je bilo vece (p<0,001) u MBP+
kulturama celija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova nego odgovaraju¢im
kulturama starih DA pacova, dok nije bilo znacajne razlike u njegovoj vrednosti u
MBP+ kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih i starih AO pacova (Slika
29). Posledi¢no, vece (p<0,001) procentualno poveéanje zastupljenosti proliferiSu¢ih
¢elija u okviru CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama drenirajucih limfnih ¢vorova u
odnosu na kontrolne kulture bilo je u MBP+ kulturama celija starih DA pacova nego u
MBP+ kulturama starih AO pacova (Slika 29).
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Slika 29. Uticaj starenja na zastupljenost proliferiSucih ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita u
kulturi éelija drenirajuéih limfnih ¢vorova imunizovanih DA i AO pacova. (Panel A)
Proto¢ni-citofluorometrijski histogram prikazuje strategiju za izdvajanje (“gejtovanje”) ¢elija u S+G2/M
fazi ¢elijskog ciklusa, detektovanih bojenjem nuklearnom bojom 7-AAD (detaljno opisano u poglaviju
Materijal i metode), u okviru CD4+ limfocita (izdvojenih kao §to je ilustrovano na desnom protoc¢no -
citofluorometrijskom tackastom profilu). Levi proto¢no-citofluorometrijski tackasti profil prikazuje
eliminaciju ¢elijskog debrija i dubleta. (Panel B,C) Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost
proliferisucih ¢elija (¢elija u S+G2/M fazi ¢elijskog ciklusa) u okviru CD4+ limfocita u (Panel B,C)
kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova bez dodatog stimulatora i u (Panel B) ConA i (Panel C) MBP-
om stimulisanim kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih DA i AO pacova. (Panel
B,C umetak) Histogrami prikazuju procenat povecanja zastupljenosti proliferi§uéih ¢elijau subpopulaciji
CD4+ T-limfocita u (Panel B) ConA+ i (Panel C) MBP+ kulturama u odnosu na kontrolne kulture celija
drenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih DA i AO pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i
sojaza (Panel B) procent zastupljenosti proliferisucih ¢elija u okviru CD4+ limfocitau ConA+ kulturama
[F(1,200=17,78; p<0,001] i procenat povecanja proliferisu¢ih ¢elija [F(1,200=27,39; p<0,001] i (Panel C)
procent zastupljenosti proliferiSucih ¢elija u okviru CD4+ limfocita u MBP+ kulturama [F(1,200=173,1;
p<0,001] i procenat povecanja proliferiSu¢ih ¢elija [F,20=18,39; p<0,001] * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.+ vs bazalna proliferacija u kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pacova odgovarajuceg
uzrasta i soja. ++ p<0,01; +++ p<0,001.
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4.4.2. Uticaj starenja na zastupljenost IL-17+ i IFN-y+ u CD4+ T-limfocitima
drenirajucih limfnih ¢vorova

Imaju¢i u vidu znacaj IL-17+ (Komiyama i sar., 2006; Damsker i sar., 2010) i
IFN-y+ (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

drenirajucih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a.

Dobijeni rezultati su pokazali vecu (p<0,001) zastupljenost IL-17+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova nego
mladih AO pacova (Slika 30A). Starenje je imalo suprotan efekat na procentualnu
zastupljenost ovih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita DA and AO pacova, buduci
da se ona smanjila (p<0,001) kod DA pacova, a povecala (p<0,01) kod AO pacova
(Slika 30A). Medutim, bez obzira na suprotan efekat starenja kod DA i AO pacova, kod
starih DA pacova nadena je veéa (p<0,01) procentualna zastupljenost IL-17+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ T-limfocita nego kod starih AO pacova (Slika 30A).

Ukupan broj IL-17+CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima bio je
veci (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 ¢elija kod DA pacova,
ali je povecalo njihov broj (p<0,001) kod AO pacova (Slika 30A). Posledi¢no, ukupan
broj IL-17+CD4+ T-limfocita se nije znaCajno razlikovao izmedu 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
drenirajué¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A)
Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IL-17+
¢elija u okviru CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih i starih imunizovanih DA i AO
pacova. Unutarcelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-omijonomicinom
(detaljno opisano u poglavliju Materijal i metode). IL-17+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu.
Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elijau CD4+ T-limfocitima drenirajuéih
limfnih ¢vorova imunizovanih Zivotinja i (desno) ukupan broj IL17+CD4+ T-limfocita izolovan iz
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ovih Zivotinja. (Panel B) Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski
tackasti profili prikazuju procentualnu zastupljenost IFN-y+GM-CSF+ u IL-17+CD4+ T-limfocitima.
IFN-y+GM-CSF+ ¢elije su uokvitene na svakom profilu. CD4+ T-limfociti su izdvojeni iz suspenzije
mononuklearnih c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova metodom magnetnog
izdvajanja (detaljno opisano u poglaviju Materijal i metode), a IL17+CD4+ T-limfociti su izdvojeni
(“gejtovani”) kao Sto je ilustrovano na panelu A. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IL-
17+IFN-y+GM-CSF+ u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO
pacova, a koja je izracunata na osnovu podataka o procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elijau CD4+ T-
limfocitima, kao i o procentualnoj zastupljenosti IFN-y+GM-CSF+ ¢elijauIL-17+ CD4+ T-limfocitima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala
je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima [F(1,200=52,09; p<0,001], ukupan broj ovih ¢elija [F(1,20=241,6; p<0,001] u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima imunizovanih Zivotinja i procentualnu zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija
[Fa.20=51,26; p<0,001] u CD4+ T-limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Imajuéi u vidu, kao $to je prethodno ve¢ receno, da najveci stepen patogenosti
kod misa i ¢oveka pokazuju IL-17+CD4+ T-limfociti koji koeksprimiraju IFN-y 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-y+GM-CSF+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima. Procentualna zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima izraCunata je iz procentualne zastupljenosti IL-17+ celija u CD4+ T-
limfocitima, kao i procentualne zastupljenosti IFN-y+GM-CSF+ ¢celija u IL-17+CD4+

T-limfocitima.

Kod mladih pacova DA soja utvrdena je veca (p<0,001) zastupljenost trostruko
pozitivnih IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita nego kod
mladih AO pacova (Slika 30B). Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001)
zastupljenosti ovih c¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita kod DA pacova, a
povecavalo (p<0,001) njihovu zastupljenost u ovoj subpopulaciji AO pacova (Slika
30B). Stari DA pacovi imali su ipak veéu (p<0,05) procentualnu zastupljenost IL-
17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita nego stari AO pacovi (Slika
30B).

U slede¢em koraku ispitivana je ekspresija iRNK za IL-1p, IL-6 i IL-23/p19,
citokine koji, kao S$to je ve¢ prethodno navedeno, imaju kljucnu ulogu u
usmeravanju/odrzavanju diferencijacije Thl7 limfocita (Ghoreschi i sar., 2010;
McGeachy i sar., 2007; Zhou i sar., 2009). Njihova ekspresija bila je ve¢a (p<0,001) u
¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova nego u odgovaraju¢im
¢elijama mladih AO pacova (Slika 31). Starenjem se ekspresija iRNK za ove citokine u
¢elijama drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova DA pacova smanjivala (p<0.001 za IL-6 i
IL23/p19; p<0.05 za IL-1B) , dok je kod AO pacova doslo do povecéanja (p<0,01)
ekspresije iIRNK za IL-6 i IL-1B, a ekspresija iRNK za 1L23/p19 nije se menjala (Slika
31). Nije bilo razlike u ekspresiji iIRNK za IL-1f u c¢elijama drenirajucih limfnih
¢vorova starih DA i AO pacova (Slika 31). Medutim, ekspresija iRNK za IL-6 i
IL23/p19 bila je veca (p<0,001) u ¢elijama drenirajucih limfnih ¢vorova starih DA
pacova u poredenju sa njihovom ekspresijom u odgovaraju¢im celijama starih AO

pacova (Slika 31).
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Slika 31. Ekspresija iRNK za citokine znacajne za polarizaciju Thl7 ¢elija u
mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u
induktivnoj fazi EAE-a. Histogrami prikazuju redom (s leva na desno) ekspresijuiRNK za IL-1B 1 IL-
6 i IL-23/p19 u monuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova. Rezultati su
izrazeni kao 2-9°t vrednosti [n=6/grupa (mlade) i n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse
pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenjai soja za eksresijuiRNK IL-1 [F1,26=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.

Imajué¢i u vidu podatke, koji ukazuju da bi IFN-y mogao da ima znacajnu
modulatornu ulogu u razvoju EAE-a (Arellano i sar., 2015), ekspresija ovog citokina je
ispitivana u CD4+ T-limfocitima drenirajucih limfnih ¢vorova AO i DA pacova oba
uzrasta. Procentualna zastupljenost IFN-y+ celija u okviru subpopulacije CD4+ T-
limfocita bila je vec¢a (p<0,001) u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima mladih DA pacova u
poredenju sa dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO pacova istog uzrasta (Slika 32).
Starenje je u drenirajuéim limfnim ¢vorovima DA pacova dovelo do smanjenja
(p<0,001) procentualne zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u CD4+T-limfocitima (Slika 32).
Nasuprot ovome, starenjem se povecala (p<0,001) procentualna zastupljenost ovih
¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO pacova (Slika 32). Kao rezultanta ovih
promena, kod starih pacova procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija bila je uporediva u
CD4+ T-limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova AO i1 DA pacova (Slika 32).

Ukupan broj IFN-y+CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima bio je
ve¢t (p<0,001) kod mladih DA pacova nego kod mladih AO pacova (Slika 32).
Starenjem se smanjivao (p<0.01) ukupan broj ovih ¢elija kod DA pacova (Slika 32).
Suprotno ovome, starenjem se povecavao (p<0,001) broj IFN-y+CD4+ T-limfocita u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO pacova (Slika 32). Posledi¢no, ukupan broj ovih
¢elija nije se bitno razlikovao u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih AO 1 DA pacova

(Slika 32).
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Imajuéi u vidu kljuénu ulogu IL-12 u diferencijaciji Thl limfocita (Prochazkova
1 sar., 2012) u celijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova AO 1 DA pacova oba uzrasta
kvantifikovana je ekspresija transkripta gena za I1L-12. Ekspresija iRNK za IL-12/p35 u
¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih DA pacova bila je vec¢a (p<0,001) nego u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima 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 celijama DA pacova, a povecavala (p<0,01) u celijama AO pacova (Slika 32).
Posledi¢no, nije bilo znadajne razlike u ekspresiji iRNK za IL-12/p35 u ¢elijama

drenirajucih limfnih ¢vorova starih DA i AO pacova (Slika 32).
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Slika 32. Uticaj starenja na ekspresiju IFN-y u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz
drenirajué¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A)
Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski ta¢kasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje IFN-y+
¢elija u okviru CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih i starih imunizovanih DA i AO
pacova. UnutarCelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4hrestimulacije PMA-omijonomicinom
(detaljno opisano u poglavju Materijal i metode). IFN-y+ ¢elije uokvirene su na svakom profilu.
Histogrami prikazuju (levo) procentualnu zastupljenost IFN-y+ ¢elijau CD4+ T-limfocitima drenirajuéih
limfnih évorova imunizovanih Zivotinja i (desno) ukupan broj IFN-y+CD4+ T-limfocita izolovan iz
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ispitivanih Zivotinja. (Panel B) Histogram prikazuje ekspresiju iRNK za
IL12/p35, citokina znacajnog za diferencijaciju Thl Celija, u mononuklearnim ¢elijama drenirajuc¢ih
limfnih ¢vorova imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa).
Rezultati ekspresije iRNK za IFN-y i IL12/p35 izrazeni su kao 2-9t vrednosti [n=6/grupa (mlade) i
n=9/grupa (stare)]. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja
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za procentualnu zastupljenost IFN-y + ¢elijau CD4+ T-limfocitima [F(1,20=92,47; p<0,001], ukupan broj
ovih ¢elija [F(1,20=114,6;p<0,001]u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima imunizovanih Zivotinja i ekspresiju
iRNK za IL12/p35 [F(1.26)=86,78; p<0,05] u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
imunizovanih pacova. ** p<0,01; *** p<0,001.

4.4.3. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost CD25+Foxp3+ celija u
subpopulaciji CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u
induktivnoj fazi EAE-a

Imajuéi u vidu delovanje CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocita na proliferaciju
CD4+ T-limfocita, kao 1 na sintezu citokina od strane ovih ¢elija (Sojka i sar., 2008;
Schmidt i sar., 2012), ispitana je i procentualna zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+
¢elija u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA 1 AO pacova oba

uzrasta u induktivnoj fazi EAE-a.

Kod mladih pacova oba soja nije bilo razlike u procentualnoj zastupljenosti
CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija u mononuklearnim c¢elijama izolovanim iz drenirajucih
limfnih ¢vorova (Slika 33). Starenjem je doslo do blagog smanjenja procentualne
zastupljenosti CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija u okviru mononuklearnih ¢elija DA pacova,
koje nije bilo statisticki znacajno. Kod AO pacova starenje je dovelo do povecanja
(p<0,01) njihove zastupljenosti u okviru mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova (Slika 33). Posledi¢no, kod starih pacova veca (p<0,01) procentualna
zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ celija detektovana je u mononuklearnim ¢elijama
drenirajucih limfnih ¢vorova AO nego DA pacova (Slika 33).

U narednom koraku ispitana je procentualna zastupljenost IL-10+ celija u
CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima. Kod mladih pacova nije nadena razlika u
zastupljenosti ovih celija (Slika 33). Starenje je uticalo na poveéanje (p<0,05)
zastupljenosti IL-10+ ¢elija u CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima kod DA pacova, ali
nije dovelo do promene u njihovoj zastupljenosti kod AO pacova (Slika 33).
Posledi¢no, kod starih pacova veéa (p<0,05) zastupljenost IL-10+ <¢elija u
CD4+CD25+Foxp3+ T-limfocitima nadena je kod DA pacova u poredenju sa AO
pacovima (Slika 33).
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Slika 33. Uticaj starenja na zastupljenost CD4+ Treg limfocita u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski profili prikazuju (gornji tackasti) CD25 vs Foxp3 imunocitohemijsko bojenje CD4+
T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova (CD25+Foxp3+ ¢elije su uokvirene na svakom profilu) i (donji
konturni) imunocitohemijsko bojenje IL-10+ ¢elija u okviru CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija drenirajucih
limfnih ¢vorova imunizovanih DA i AO pacova (IL10+ celije su uokvirene na svakom profilu).
Histogrami prokazuju (gornji) procentualnu zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ celija u okviru
mononuklearnih ¢elija i (donji) procentualnu zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru CD4+CD25+Foxp3+
¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja
za procentualnu zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija u mononuklearnim ¢éelijama drenirajucih
limfnih ¢vorova [F.20=15,43; p<0,001] 1 za procentualnu zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru
CD4+CD25+Foxp3+ ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova [F(1,20=5,06; p<0,05]. *
p<0,05; ** p<0,01.

4.4.4. Uticaj starenja na dendritske ¢elije izolovane iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA 1
AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a

Dendritske ¢elije predstavljaju najpotentnije antigen-prezentujuce Celije, i one su
ukljuCene u zapocinjanje (auto)imunskog odgovora u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima

(Ganguly i sar., 2013). S obzirom na to da je pokazano da konvencionalne dendritske
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¢elije imaju posebno vaznu ulogu u aktivaciji 1 polarizaciji autoreaktivnih CD4+ T-
limfocita u EAE-u (McMahon i sar., 2005; Greter i sar., 2005), ispitan je i procenat i

broj konvencionalnih dendritskih ¢elija, kao i njihove fenotipske odlike.

4.4.4.1. Uticaj starenja na :zastupljenost konvencionalnih dendritskih Ccelija u
drenirajuéim limfnim ¢évorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a i 0odnos

aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih celija i konvencionalnih CD25+Foxp3-

CD4+ T-limfocita

Procentualna zastupljenost konvencionalnih dendritskih celija bila je veca
(p<0,001) u populaciji mononuklearnih ¢elija sveze izolovanih iz drenirajué¢ih limfnih
¢vorova mladih DA pacova nego u ovoj populaciji AO pacova istog uzrasta (Slika 34).
Starenje nije imalo uticaja na procentualnu zastupljenost ovih ¢elija u populaciji
mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA pacova (Slika 34). S druge
strane, starenje je dovelo do povecanja (p<0,001) procentualne zastupljenosti
konvencionalnih dendritskih ¢elija u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih
¢vorova AO pacova (Slika 34). Ipak, u mononuklearnim ¢elijama drenirajucih limfnih
¢vorova starth AO pacova bila je manja (p<0,001) procentualna zastupljenost

konvencionalnih dendritskih ¢elijanego u ovim ¢elijama starih DA pacova (Slika 34).

Analiza broja konvencionalnih dendritskih ¢elija je pokazala da je njihov broj
bio ve¢i (p<0,001) u drenirajuéim limfnim ¢vorovima mladih DA nego mladih AO
pacova (Slika 34). Starenje je dovelo do porasta (p<0,001) broja konvencionalnih
dendritskih ¢elija u dreniraju¢im limfhim ¢vorovima oba soja pacova, tako da se on nije

razlikovao u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih DA 1 AO pacova (Slika 34).
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Slika 34. Uticaj starenja na zastupljenost konvencionalnih dendritskih ¢elija u

drenirajué¢im limfnim ¢vorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentatiwni
protoéno-citofluorometrijski ta¢kasti profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje OX62+ dendritskih
¢elijau okviru mononuklearnih éelija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. OX62+ dendritske ¢elije suuokvirene
na svakom profilu. Histogrami prikazuju (levi) procentualnu zastupljenost OX62+ dendritskih ¢elija u
okviru mononuklearnih ¢elija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova i (desni) broj OX62+ dendritskih celija
izolovan iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova u induktivnoj fazi. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju
efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost OX62+ dendritskih ¢elija u okviru mononuklearnih
¢elija [F(1,200=6,06; p<0,05] i ukupan broj OX62+ dendritskih ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih
¢vorova [F1,20=109,4; p<0,001]. *** p<0,001.

Imajuéi u vidu da se po preuzimanju antigena dendritske celije aktiviSu 1
sazrevaju ushodno reguliSi¢u ekspresiju MHC molekula Il klase, kao i kostimulatornih
molekula (CD80, CD86) (Cella i sar., 1997; 1999), ispitana je i procentualna
zastupljenost celija koje eksprimiraju MHC molekule Il klase, kao i onih koje
eksprimiraju CD80 i CD86 molekule na svojoj povrSini. Nije uoCena razlika u
procentualnoj zastupljenosti ¢elija koje eksprimiraju MHC molekule Il klase, kao i
CD80 i CD86 u okviru konvencionalnih dendritskih ¢elija u drenirajuéim limfnim
¢vorovima mladih DA i1 AO pacova (Slika 35). U dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO
pacova starenje nije uticalo na promenu u procentualnoj zastupljenosti ¢elija koje
eksprimiraju MHC molekule Il klase, kao i CD80 i CD86 u konvencionalnim
dendritskim ¢elijama, dok je u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA pacova dovelo do
smanjenja (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih celija (Slika 35). Posledi¢no, u
dreniraju¢im limfnim C¢vorovima starih AO pacova bila je veca procentualna
zastupljenost ¢elija koje eksprimiraju MHC molekule Il klase (p<0,001), kao i CD80
(p<0,01) i CD8&6 (p<0,001) u subpopulaciji konvencionalnih dendritskih ¢elija nego u
ovoj subpopulaciji starih DA pacova (Slika 35).
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U sledec¢em koraku odreden je broj aktivisanih dendritskih ¢elija. Broj CD80+
konvencionalnih dendritskih celija bio je veéi (p<0,001) u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima mladih DA pacova nego u drenirajuéim limfnim ¢vorovima mladih AO
pacova (Slika 35). Starenje nije uticalo na promenu u broju ovih ¢elija kod DA pacova,
ali je kod AO pacova dovelo do povecanja (p<0,001) njihovog broja (Slika 35). Nije
bilo znacajne razlike u broju CD80+ konvencionalnih dendritskih ¢elija u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima starih DA i AO pacova (Slika 35). Sli¢an obrazac sojnih i uzrastnih
promena su pokazale i MHC II+ konvencionalne dendritske ¢elije ¢éelije, kao i CD86+

konvencionalne dendritske celije.
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Slika 35. Uticaj starenja na procentualnu zastupljenost ¢elija koje eksprimiraju MHC
molekule 11 klase, kao i kostimulatorne molekule CD80 i CD86 u okviru konvencionalnih
dendritskih ¢elija u drenirajué¢im limfnim ¢&vorovima mladih DA i AO pacova u
induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto&no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju
imunocitohemijsko bojenje (Panel A) MHC 11+, (Panel B) CD80+ i (Panel C) CD86+ ¢elija u okviru
0X62+ dendritskih ¢elija (izdvajanje OX62+ dendritskih ¢elija ilustrovano je na slici 34). Histogrami
prikazuju procentualnu zastupljenost (Panel A) MHC II+, (Panel B) CD80+, (Panel C) CD86+ ¢elijau
okviru OX62+ dendritskih ¢elija i ukupan broj (Panel A) MHC II+OX62+ (Panel B) CD80+0OX62+,
(Panel C) CD86+ OX62+ dendritskih ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova
u induktivnoj fazi. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je zna¢ajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu zastupljenost (Panel A)
MHC I+ [F,20=35,3; p<0,001], (Panel B) CD80+ [F(1,20=17,21; p<0,001] i (Panel C) CD86+ ¢elija
[F(1,200=33,45; p<0,001] u okviru OX62+ dendritskih ¢elija i za ukupan broj (Panel A) MHC I1+OX62+
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[F(1,20)=43,23; p<0,001], (Panel B) CD80+OX62+ [Fr1.20=28,37; p<0,001]i (Panel C) CD86+ OX62+
[F(1,20)=44,16; p<0,001] dendritskih éelija. *** p<0,001.

S obzirom na to da ishod interakcije konvencionalnih dendritskih celija i
konvencionalnih/efektorskih CD4+ T-limfocita zavisi od njihovog broj¢anog odnosa
(Allenspach 1 sar., 2008), izraCunat je odnos aktivisanih/zrelih konvencionalnih
dendritskih celija i Foxp3- konvencionalnih CD4+ T-limfocita. U tom cilju odreden je
broj Foxp3-CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima imunizovanih DA i
AO pacova oba uzrasta. Kod mladih pacova veci (p<0,05) broj ovih ¢elija izolovan je iz
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA nego AO pacova (Slika 36). Starenje nije dovelo do
promene broja Foxp3-CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA pacova,
ali je dovelo do povecanja (p<0,01) broja ovih ¢elija kod AO pacova (Slika 36).
Posledi¢no, kod starih pacova nije bilo razlike u broju Foxp3-CD4+ T-limfocita u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima (Slika 36). Na osnovu ovih brojeva i prethodno
navedenih brojeva aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ¢elija, odreden je
odnos aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih celija i Foxp3-CD4+ T-limfocita.
Kod mladih DA pacova ovaj odnos je bio pomeren (p<0,001) na stranu
aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ¢elija u poredenju sa mladim AO
pacovima (Slika 36). Za razliku od DA pacova, kod kojih se ovaj odnos sa starenjem
smanjivao (p<0,001) na racun aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih ¢elija, kod
AO pacova se povecavao (p<0,001), odrazavajuéi vecu zastupljenost upravo
aktivisanih/zrelih konvencionalnih dendritskih celija (Slika 36). Ovo poslednje je
koreliralo sa prethodno pokazanim (Slika 28) ve¢im brojem aktivisanih efektorskih
CD25+Foxp3-CD4+ T-limfocita u drenirajué¢im limfnim ¢vorovima starih AO pacova u
poredenju sa brojem ovih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorova mladih AO pacova.
Sledstveno, kod starih AO pacova odnos CD80+ konvencionalnih dendritskih
¢elija/FoxP3-CD4+ T-limfocita bio je pomeren (p<0,05) na stranu CD80+
konvencionalnih dendritskih ¢elija (Slika 36), Sto je koreliralo sa prethodno pokazanim
(Slika 28) vecim brojem aktivisanih efektorskih CD25+Foxp3-CD4+ T-limfocita u
drenirajué¢im limfnim ¢vorovima starith AO pacova u poredenju sa njihovim brojem u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih DA pacova. Sli¢an obrazac sojnih i uzrasnih
promena utvrden je i kada je ispitivan odnos CD86+ konvencionalnih dendritskih
¢elija/FoxP3-CD4+ ¢elija 1 MHC II+ konvencionalnih dendritskih ¢elija/FoxP3-CD4+
T-celija(Slika 36).
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Slika 36. Uticaj starenja na koli¢nik ukupnog broja MHC II+/CD80+/CD86+ dendritskih
éelija i Foxp3-CD4+ ¢éelija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA i AO pacova u
induktivnoj fazi EAE-a. Histogrami prikazuju (gornji) ukupan broj Foxp3-CD4+ T-limfocita (levo) i
koli¢nik ukupnog broja CD80+ dendritskih ¢elijai Foxp3-CD4+ ¢elija (desno) i (donji) koli¢nik ukupno g
broja CD86+ dendritskih ¢elijai Foxp3-CD4+ ¢elija (levo) i koli¢nik ukupnog broja MHC I+ dendritskih
¢elija i Foxp3-CD4+ ¢elija (desno). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za ukupan broj
Foxp3-CD4+ ¢elija [F(1,20=8,55; p<0,01], koli¢nik ukupnog broja CD80+ dendritskih ¢elija i Foxp3-
CD4+ ¢elija [F(1,20=95; p<0,001], koli¢nik ukupnog broja CD86+ dendritskih ¢elijai Foxp3-CD4+ ¢elija
[Fa.20=52,37; p<0,001] i koli¢nik ukupnog broja MHC II+ dendritskih ¢éelija i Foxp3-CD4+ ¢elija
[F(1.20=263,1; p<0,001]. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.45. Uticaj starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike efektorskih CD8+ T-

limfocita izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi
EAE-a

U modelima EAE-a, koje karakteriSe slabo izrazen neuroloski deficit (kao u
modelu EAE-a kod starih AO i DA pacova) CD8+ T-limfociti imaju vaznu ulogu u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima pomazuéi (neuro)antigen-specificnim CD4+ T-
limfocitima da diferenciraju u patogene efektorske celije, Sto je opisano kao “reverzna

pomoc¢* (engl. reverse help) (Camara i sar., 2013). Shodno ovim nalazima, ispitivanje
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¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova 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

drenirajuéim limfnim ¢vorovima AO i DA pacova u induktivnoj fazi EAE-a

Kod mladih pacova ukupan broj CD8+ T-limfocita nije se razlikovao u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA 1 AO pacova (Slika 37A). Starenje je uticalo na
povecanje (p<0,001) ukupnog broja ovih celija kod pacova oba soja (Slika 37A).
Medutim, ovo povecéanje je bilo izrazenije kod AO pacova, te je stoga bio veci
(p<0,001) ukupni broj CD8+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starith AO

pacova u odnosu na DA pacove istog uzrasta (Slika 37A).

Analiza procentualne zastupljenosti proliferiSucih Ki-67+ ¢elija u okviru subseta
konvencionalnih Foxp3-CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pokazala je da
je, bez obzira na wuzrast, njihova procentualna zastupljenost veca (p<0,01) u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA nego AO pacova. (Slika 37B). Starenje je kod
pacova oba soja uticalo na smanjenje (p<0,001) procentualne zastupljenosti ovih ¢elija u

subsetu Foxp3-CD8+ T-limfocita (Slika 37B).

Budu¢i da analiza proliferacije CD8+ T-limfocita ex vivo ne daje uvid u
proliferaciju neuroantigen specificnih CD8+ T-limfocita, ispitivanje je nastavljeno
analizom njihove proliferacije u MBP+ kulturama c¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova.
Paralelno, kako bi se stekao uvid u proliferaciju CD8+ T-limfocita koja ne zavisi od
prisustva antigen prezentuyju¢ih celija ispitana je njihova proliferacija u ConA+
kulturama. U svim ConA+ i MBP+ kulturama procenat proliferisu¢ih celija u
subpopulaciji CD8+ T limfocita bio je vec¢i (p<0.001) nego u kontrolnim kulturama
(Slika 37C). U ConA+ kulturama c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA pacova oba
uzrasta proliferacija je bila veéa (p<0,05) nego u kulturama ovih ¢elija AO pacova
odgovarajuc¢eg uzrasta (Slika 37C). U ConA+ kulturama celija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova starih pacova oba soja proliferacija je bila manja (p<0,001) nego u kulturama
mladih pacova odgovarajuteg soja (Slika 37C). Procentualna zastupljenost
proliferiSucih ¢elija u CD8+ T-limfocitima nije se razlikovala u MBP+ kulturama ¢elija
drenirajucih limfnih ¢vorova mladih AO i DA pacova (Slika 37C). Starenje je uticalo na
povecanje (p<0,001) procentualne zastupljenosti proliferiSu¢ih <celija u MBP+
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kulturama Celija drenirajucih limfnih ¢vorova kako DA, tako i1 AO pacova (Slika 37C).
Procenat proliferisu¢ih celija u CD8+ T-limfocitima nije se razlikovao u MBP+
kulturama celijadreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih AO i DA pacova (Slika 37C).
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Slika 37. Uticaj starenja na zastupljenost CD8+ T-limfocita i njihovu proliferaciju u
drenirajué¢im limfnim ¢vorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. (Panel A)
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Histogram prikazuje ukupan broj CD8+ T-limfocita izolovan iz dreniraju¢ih limfnih &vorova
imunizovanih pacova (Panel B) Reprezentativni proto¢no-citofluorometrijski takasti profili prikazuju
bojenje Ki-67+ ¢elija u subsetu Foxp3-CD8+ ¢elija drenirajuéih limfnih ¢vorova. Ki-67+ ¢Celije su
uokvirene na svakom profilu. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Ki67+ celija u okviru
Foxp3-CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova. (Panel C) Proto¢ni-
citofluorometrijski histogram prikazuje strategiju za izdvajanje (“gejtovanje”) ¢elija u S+G2/M fazi
¢elijskog ciklusa, detektovanih bojenjem nuklearnom bojom 7-AAD (detaljno opisano u poglavju
Materijal i metode), u okviru CD8+ limfocita (izdvojenih kao §to je ilustrovano na desnom protocno-
citofluorometrijskom tackastom profilu). Levi proto¢no-citofluorometrijski tackasti profil prikazuje
eliminaciju ¢elijskog debrija i dubleta. Histogrami prikazuju procentualnu zastupljenost proliferiSucih
¢elija (¢elija u S+G2/M fazi Celijskog ciklusa) u okviru CD8+ limfocita u kulturama ¢elija drenirajucih
limfnih ¢vorova bez dodatog stimulatora i u kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova stimulisanih sa
ConA ili MBP-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6/grupa). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata starenja i soja za broj CD8+ T-limfocita izolovan iz
drenirajucih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi [F(1,200=51,18; p<0,001]. *p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. + vs bazalna proliferacija u kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pacova
odgovarajuceg uzrasta i soja. +++ p<0,001.

4.4.5.2. Uticaj starenjana zastupljenost terminalno diferentovanih/efektorskin CD8+ T -

limfocitau drenirajucim limfnim ¢vorovima

Imaju¢i u vidu da se sposobnost ,reverzne pomoc¢i* 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 povrSini
CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova. Bez obzira na uzrast,
procentualna zastupljenost CD11b+CXCR3+ u okviru CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova bila je veca (p<0,001) kod DA nego kod AO pacova (Slika 38).
Starenje je uticalo na povecanje (p<0,001) procentualne zastupljenosti terminalno
diferenciranih/efektorskin CD8+ T-limfocita u subpopulaciji CD8+ T-limfocita pacova
oba soja (Slika 38). Procentualna zastupljenost ovih ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita bila je vec¢a (p<0,001) u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih DA pacova u

poredenju sa starim AO pacovima (Slika 38).

Ukupan broj terminalno diferentovanih/efektorskin CD8+ T-limfocita u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima bio je veéi (p<0,001) kod mladih DA pacova nego kod mladih AO
pacova (Slika 38). Starenje je uticalo na povecanje (p<0,001) ukupnog broja ovih celija
kod oba soja pacova (Slika 38). Kod starih pacova njihov broj je bio ve¢i (p<0,001) u

dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO pacova u odnosu na DA pacove (Slika 38).
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CD8+ T-limfociti

Miade Stare Slika 38. Uticaj starenjana zastupl jenost

terminalno diferentovanih/efektorskih
CD8+ T limfocita u drenirajuéim
limfnim ¢vorovima DA i AO pacova u
induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni
proto¢no-citofluorometrijski tackasti profili
prikazuju CD11b Vs CXCR3
imunocitohemijsko bojenje CD8+ T-
limfocita. CD11b+CXCR3+ celije su
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4.4.5.3. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-y u CD8+ T-limfocitima drenirajucih

limfnih ¢vorova izolovanih u induktivnoj fazi EAE-a

Budu¢i da terminalno diferencirani CD8+ T-limfociti mogu sintetisati i IL-17 i
IFN-y ispitivanja su nastavljena analizom procentualne zastupljenosti IL-17+ i IFN-y+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova AO i1 DA pacova
oba uzrasta. Analiza je pokazala vecu (p<0,001) procentualnu zastupljenost i IL-17+ i
IFN-y+ ¢celija u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita kod mladih DA pacova u
poredenju sa mladim AO pacovima (Slika 39). Kod DA pacova starenje je uticalo na
smanjenje  (p<0,001) procentualne zastupljenosti i IL-17+ i IFN-y+ <¢celija u
subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 39). Nasuprot ovome, kod AO pacova starenje je
dovelo do povecanja (p<0,001) procentualne zastupljenosti i IL-17+ i IFN-y+ ¢elija u
subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 39). U dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih

AO 1 DA pacova nadena je slicna procentualna zastupljenost IL-17+ ¢elija u
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subpopulaciji CD8+ T-limfocita, dok je procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija bila
veéa (p<0,001) u okviru subpopulacije CD8+ T-limfocita AO pacova u odnosu na
njihovu zastupljenost u subpopulaciji ovih ¢elija starih DA pacova (Slika 39).

Ukupan broj IL-17+CD8+ i IFN-y+CD8+ c¢elija u dreniraju¢éim limfnim
¢vorovima mladih DA pacova bio je ve¢i (p<0,001) nego u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima mladih AO pacova (Slika 39). Starenje je dovelo do smanjenja (p<0,001)
ukupnog broja IFN-y+CDS8+ ¢elija u drenirajuéim limfnim ¢vorovima 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 poveéanje (p<0,001) ukupnog broja i IL-17+CD8+ i IFN-
y+CD8+ ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima (Slika 39). Posledi¢no, ukupan broj 1
IL-17+ i IFN-y+CD8+ ¢elija bio je znacajno ve¢i (p<0,01) u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima starih AO pacova nego starih DA pacova (Slika 39).
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Slika 39. Uticaj starenja na ekspresiju IL-17 i IFN-y u CD8+ T-limfocitima drenirajuéih
limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni proto¢no-
citofluorometrijski konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17+ | (Panel B)
IFN-y+ ¢elija u okviru CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA i AO pacova u induktivnoj
fazi EAE-a. Unutaréelijska ekspresija citokina odredivana je posle 4h restimulacije PMA-om i
jonomicinom (detaljno opisano u poglavlju Materijal i metode). IL17+ i IFN-y+ ¢elije su uokvirene na
svakom profilu. Histogrami prikazuju (Panel A) procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elijau okviru CD8+
T-limfocita (levo) i ukupan broj IL-17+CD8+ T-limfocita izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
imunizovanih pacova (desno), (Panel B) procentualnu zastupljenost IFN-y+ ¢elija u okviru CD8+ T-
limfocita (lewo) i ukupan broj IFN-y+CD8+ T-limfocita izolovanih iz drenirajué¢ih limfnih ¢vorova
imunizovanih pacova (desno). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6/grupa).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za procentualnu
zastupljenost IL17+ [F(1,20=79,53; p<0,001] i IFN-y+ [F1.20=130,4; p<0,001] ¢elija u CD8+ T-
limfocitimai za ukupan broj IL-17+CD8+ [F(1,20=48,02; p<0,001]i IFN-y+CD8+ [F(1,20=82,08; p<0,001]
T-limfocita izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova 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-y+ Celije u subpopulaciji CD8+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
reflektuju razlike u procentualnoj =zastupljenosti celija koje su specificne za
neuroantigene, ispitana je promena procentualne zastupljenosti ovih celija u MBP+
kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne
kulture. Najpre je odredena procentualna zastupljenost IL-17+ i IFN-y+ celija u
subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama i kontrolnim kulturama celija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. U kontrolnim kulturama c¢elija drenirajuéih limfnih
¢vorova mladih DA 1 AO pacova nije bilo razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita (Slika 40A). Starenje je uticalo na smanjenje
(p<0,001) zastupljenosti IL-17+ Celija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u kontrolnim
kulturama ¢elija drenirajuéih limfnih ¢vorova kod pacova oba soja, ali je njihova
zastupljenost bila veca (p<0,001) kod starih DA nego starih AO pacova (Slika 40A). U
MBP+ kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova DA 1 AO pacova zabeleZena je
veca (p<0,001) zastupljenost IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita nego u
odgovaraju¢im kontrolnim kulturama (Slika 40A). Vecéa (p<0,001) zastupljenost IL-17+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita zabelezena je u MBP+ kulturama dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova mladih DA nego AO pacova (Slika 40A). Starenje je dovelo do
smanjenja (p<0,001) zastupljenosti ovih ¢elija u MBP+ kulturama dreniraju¢ih limfnih

¢vorova pacova oba soja, ali je kod starih pacova njihova veéa (p<0,001) zastupljenost
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nadena u MBP+ kulturama c¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova DA nego AO pacova
(Slika 40A). Povecéanje procentualne zastupljenosti IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+
T-limfocita u MBP+ kulturama celija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova u odnosu na
odgovaraju¢e kontrolne kulture mladih DA pacova bilo je veée (p<0,001) u odnosu na
povecanje procentualne zastupljenosti ovih Celija u odgovarajuéim kulturama mladih
AO pacova (Slika 40A). Povecanje procentualne zastupljenosti IL-17+ ¢elija u MBP+
kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova u odnosu na odgovarajuce kontrolne
kulture je bilo vise (p<0,001) izrazeno u kulturama starih i DA i AO pacova u odnosu
na kulture ovih ¢elija mladih Zivotinja odgovarajuceg soja (Slika 40A). U kulturama
¢elija drenirajuéih limfnih ¢vorova starih DA pacova povecanje procentualne
zastupljenosti IL-17+ celija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita bilo je manje (p<0.05)

izrazeno nego u odgovarajué¢im kulturama starih AO pacova (Slika 40A).

Procentualna zastupljenost IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim
kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova bila je veca (p<0,01) kod DA nego AO pacova
odgovaraju¢eg uzrasta (Slika 40B). Starenje je uticalo na smanjenje (p<0,001)
procentualne zastupljenosti IFN-y+ celija u CD8+ T-limfocitima u kontrolnim
kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova kod pacova oba soja (Slika 40B). U MBP+
kulturama celija drenirajucih limfnih ¢vorova DA 1 AO pacova zabeleZena je veca
(p<0,001) zastupljenost IFN-y+ celija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita nego u
odgovaraju¢im kontrolnim kulturama (Slika 40B). I u MBP+ kulturama dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova vecéa (p<0,05) zastupljenost IFN-y+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita bila je kod DA nego AO pacova odgovarajuc¢eg uzrasta (Slika 40B). Starenje
je uticalo na smanjenje (p<0,001) zastupljenosti IFN-y+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita u MBP+ kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pacova oba soja (Slika 40B).
Povecanje procentualne zastupljenosti IFN-y+ celija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita
u MBP+ kulturama drenirajuéih limfnih ¢vorova mladih pacova u odnosu na
odgovarajuce kontrolne kulture bilo je vece (p<0,001) u kulturama DA pacova nego u
odgovaraju¢im kulturama AO pacova (Slika 40B). I kod DA i AO pacova povecanje
procentualne zastupljenosti IFN-y+ c¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+
kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova u odnosu na odgovarajuce kontrolne

kulture bilo je vise (p<0,001) izrazeno kod starih pacova u odnosu na povecanje
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procentualne zastupljenosti ovih ¢elija u odgovaraju¢im kulturama mladih pacova, ali je

ono bilo izrazenije (p<0,001) kod starih AO pacova nego starih DA pacova (Slika 40B).
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Slika 40. Uticaj starenja na zastupljenost MBP specificnih CD8+ T-limfocita u
drenirajué¢im limfnim ¢vorovima DA i AO pacova u induktivnoj fazi EAE-a. Reprezentativni
proto¢no-citofluorometrijski konturni profili prikazuju imunocitohemijsko bojenje (Panel A) IL-17 i
(Panel B) IFN-y u CD8+ T-limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova kultivisanih preko no¢i (levo) bez
MBP-a (kontrole) i (desno) sa MBP-om (MBP+ kulture) (detaljno opisano u poglaviju Materijal i
metode). Histogrami prikazuju (gornji) procentualnu zastupljenost (Panel A) IL-17+ ¢elijai (Panel B)
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IFN-y+ ¢elijau CD8+ T-limfocitima ki¢mene moZzdine u kontrolnim i MBP+ kulturama i (donji) (Panel
A) procenat povecéanja zastupljenosti IL-17+ i (Panel B) IFN-y+ ¢elija u MBP+ kulturama u odnosu na
zastupljenost ovih ¢elija u kontrolnim kulturama. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n=6/grupa). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata starenja i soja za
procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija u kontrolnim kulturama [F(1,200=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, klini¢cku i histolosku sliku EAE-a
kod DA i AO pacova

Rezultati dobijeni u okviru istrazivanja vezanih za ovu doktorsku disertaciju su
pokazali da starenje utice na: 1) incidenciju EAE-a (indukovanog inokulacijom
homogenata singene ki¢mene mozdine 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 povecava kod relativno rezistentnog AO soja); 2) teZinu
maksimalnog neuroloskog deficita i klinicki tok EAE-a, tako S$to smanjuje teZinu
maksimalnog neuroloSkog deficita kod DA pacova, a kod pacova AO soja dovodi do
razvoja relativno blagog neuroloskog deficita protrahovanog trajanja. Osim toga,
rezultati su pokazali da promene u klinickom ishodu inokulacije homogenata singene
ki¢mene mozdine u KFA-u koje nastaju starenjem reflektuju sojno-zavisne promene u
razli¢itim tipovima celija koje su ukljucene u autoimunski odgovor i njegovu kontrolu,
na periferiji (ne samo u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, ve¢ i u slezini, kroz koju
autoreaktivni T-limfociti aktivisani u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima prolaze na putu
do ki€émene mozdine) 1 u kicmenoj moZdini, kao ciljnom organu.

Osetljivost mladih DA pacova, kao i relativna rezistencija mladih AO pacova, na
ovakav nacin indukcije EAE-a u skladu je sa ranije objavljenim podacima (Vukmanovic
i sar., 1989; Miljkovi¢ i sar., 2011). Razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a pokazane
su i izmedu nekih drugih sojeva pacova i miSeva (Lando i sar., 1979; Storch i sar., 2006;
Constantinescu i sar., 2011; McCarthy i sar., 2012). Sojne specifi¢nosti u uticaju
starenja na osetljivost na indukciju EAE-a su takode pokazane (Endoh i sar., 1990;
Ditamo 1 sar., 2005; Matejuk i sar., 2005). Zavisno od Zivotinjske vrste (pacov ili miS) i
soja, starenje moze da dovode kako do smanjenja osetljivosti na indukciju EAE-a
(Ditamo i sar., 2005; Endoh i sar., 1990), tako i do povecanja osetljivosti (Matejuk i
sar., 2005). Sojne razlike u osetljivosti na indukciju EAE-a, osim genetskim razlikama
koje evidentno postoje izmedu oglednih zivotinja koje su koriS¢ene u razliitim
studijama, mogu se pripisati: 1) razlikama u uzrastu i polu eksperimentalnih Zivotinja
(Ben-Nun i sar., 1980; Kallén 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) godi$njem
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dobu u vreme imunizacije (Teuscher i sar., 2004; Teuscher i sar., 2006); 3) uzrastu u
kojem su odvojene od majke (Laban i sar., 1995) i 4) uslovima u kojima su uzgajane
zivotinje (Lehmann i Ben-Nun, 1992; Schiffenbauer i sar., 1993; Dimitrijevi¢ i sar.,
1994). Ovo poslednje se povezuje sa razlikama u izlozenosti bakterijama (Lehmann i
Ben-Nun, 1992) i njihovim enterotoksinima (Schiffenbauer i sar., 1993), stresu
(Dimitrijevi¢ i sar., 1994), faktorima koji mogu uticati na mikrobiotu
gastrointestinalnog trakta, poput vode, hrane (Bjorksten, 2008; Arndt i sar., 2014). Osim
toga, razlike u osetljivosti oglednih zivotinja na indukciju EAE-a se mogu pripisati
razlikama u protokolima koji su kori$¢eni za indukciju EAE-a (npr. homogenat ki¢mene
mozdine ili neuroantigen, razlike u koli¢ini antigena, razlike u vrsti adjuvansa koji je
koris¢en, administracija B. Pertussis itd.) (Di Rosa i sar., 2000; Constantinescu i sar.,
2011). Vazmo je napomenuti da su u svim eksperimentima prikazanim u ovom radu
ogledne Zzivotinje bile zenskog pola, slicnog uzrasta kada su u pitanju i mlade i stare
zivotinje, odvajane od majki u isto vreme, gajene u istim uslovima, kao i da su bile
imunizovane u isto vreme, identi¢nim imunizacionim protokolom i od strane iste osobe.
Drugim re¢ima, vazno je ista¢i da se vodilo racuna da se iskljuce varijacije u osetljivosti
na indukciju EAE-a koje bi mogle da nastanu delovanjem razli¢itih faktora za koje je
pokazano da mogu prevazi¢i uticaj genetskih faktora na osetljivost na razvoj klini¢kog
EAE-a (Teuscher i sar., 2004).

Patohistoloska analiza preseka tkiva kiémene mozdine imunizovanih pacova
pokazala je da starenje, u skladu sa klinickom slikom, smanjuje infiltraciju
inflamatornim ¢elijama parenhima ki¢mene mozdine DA pacova, a povecava infiltraciju
parenhima ki¢mene mozdine AO pacova. Uprkos suprotnim promenama izazvanim
starenjem, veliina inflamatornog infiltrata je bila izrazenija u ki¢menoj mozdini starih
DA nego starih AO pacova. Bez obzira na soj i uzrast, broj mononuklearnih ¢elija
izolovanih iz kicmene moZzdine imunizovanih pacova korelirao je sa tezinom klinicke
slike 1 utvrdenom patohistoloSkom slikom, §to je u skladu sa nalazima drugih istrazivaca

(Day, 2005).

5.2. Starenje utie na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklernih ¢elija

ki¢mene mozZdine koje uestvuju u patogenezi EAE-a, na sojno zavisan nacin
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Imajuéi u vidu da klju¢nu ulogu u patogenezi u modelu EAE-a koji je koris¢en u
ovoj studiji imaju CD4+ T-limfociti (Costantinescu i sar., 2011), analiziran je broj
CD4+ T-limfocita i njihove fenotipske i funkcijske karakteristike. Veci broj CD4+ T-
limfocita izolovan je iz ki¢mene mozdine Zivotinja sa ve¢im maksimalnim klini¢kim
skorom. Konkretnije, bez obzira na uzrast, veéi broj ovih ¢elija izolovan je iz kicmene
mozdine DA nego AO pacova. Starenje je kod DA pacova uticalo na smanjenje
maksimalnog klinickog znaka, ali i broja CD4+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini, dok je
kod AO pacova dovelo do povecanja maksimalnog klini¢kog znaka, kao i broja CD4+
T-limfocita izolovanih iz ki¢cmene mozdine AO pacova. Nalazi koji ukazuju da starenje
smanjuje broj CD4+ T-limfocita koji infiltriraju kicmenu mozdinu DA pacova, a
povecava broj ovih ¢elija koje infiltriraju ki¢menu mozdinu AO pacova bili su u skladu
sa povecanjem procentualne zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita DA pacova, odnosno kod AO pacova Ssa Smanjenjem procentualne
zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija u okviru iste subpopulacije. Veéa procentualna
zastupljenost apoptoti¢nih ¢elija 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 ki¢cmenoj mozdini mladih DA
I AO pacova (Lukic i sar., 2001). Naime, nakon pasivnog transfera CD4+ T-limfocita
zabelezen je vec¢i broj CD4+ T-limfocita, a manji broj apoptoti¢nih ¢elija u ki¢menoj
mozdini mladih DA pacova u poredenju sa njihovim brojem u ki¢menoj mozdini mladih
AO pacova (Lukic i sar., 2001). Broj CD4+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine
starih DA pacova bio je veci od onog izolovanog iz ki¢mene mozdine AO pacova istog
uzrasta. Medutim, ocCigledno je da je i taj broj CD4+ T-limfocita (za koje se moze
pretpostaviti da su veéinski bile specifi¢ne za neuroantigene) bio dovoljan da dovede do
klinicki manifestne bolesti kod starih AO pacova. U prilog ovom nalazu govore podaci
da je kod pacova i jako mali broj encefalitogenih ¢elija dovoljan da dovede do teSke
klinicke slike EAE-a (Sedgwick i sar., 1987). Dodatno, vazno je napomenuti da su sojne
i uzrasne razlike u zastupljenosti apoptoti¢nih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita
koji su infiltrirali ki¢menu mozdinu pacova korelirale 1 sa procentualnom
zastupljenos¢u CD134+ celija u ovoj subpopulaciji ¢elija. Naime, pokazano je da
CD134 molekul ushodno reguliSe ekspresiju antiapoptotskin Bcl-xL i Bcl-2 gena, te

suprimira apoptozu CD4+ T-limfocita (Rogers i sar., 2001). Manja procentualna

120



Diskusija

zastupljenost CD134+ c¢elija u CD4+ T-limfocitima u ki¢menoj mozdini starih DA
pacova u poredenju sa mladim pacovima istog soja ukazivala je i na manje efikasnu
reaktivaciju encefalitogenih CD4+ T-limfocita. Naime, pre prolaska kroz krvno-
mozdanu barijeru encefalitogeni efektorski CD4+ T-limfociti nishodno reguliSu
ekspresiju CD134 (Carboni i sar., 2003), te njegova ckspresija na povrSini CD4+ T-
limfocita izolovanih iz kicmene mozdine imunizovanih pacova ukazuje i na uspesSnost
njihove reaktivacije (Fllgel i sar., 2001). Suprotno ovome, kod AO pacova starenjem je
doslo do povecanja procentualne zastupljenosti CD134+ Celija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita, $to je ukazivalo na bolju reaktivaciju CD4+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini
starih AO pacova u poredenju sa mladim AO pacovima. Osim toga, na osnovu
dobijenih podataka moze se zakljuciti da je kod starih DA pacova reaktivacija CD4+ T-
limfocita bila efikasnija u odnosu na stare AO pacove. Promene nastale starenjem u
ekspresiji jo§ jednog aktivacionog markera CD4+ T-limfocita, CD25 molekula, u okviru
subseta konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita, pokazale su obrazac promena koji je
bio slican onom koji opisan za promene u ekspresiji CD134, te dodatno ucvrstile
prethodne zakljucke.

Smanjena ekspresija CD134 na povr§ini CD4+ T-limfocita bi mogla da uti¢e na
efikasnost njihovog odgovora na molekularne signale relevatne za diferencijaciju koje
im upucyju druge celije, ukljucujuci i ¢elije mikroglije (Sethna i Lampson, 1991; Duong
I sar., 1992; Zhang i sar., 2010). Zaista, u skladu sa utvrdenim sojnim i uzrasnim
razlikama u procentualnoj zastupljenosti CD134+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita bile
su i razlike u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita. Naime, kod Zzivotinja kod kojih je nadena veéa procentualna zastupljenost
CD134+ c¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita bila je veca i procentualna
zastupljenost IL-17+ ¢elija. U istom smislu su bili i nalazi dobijeni ispitivanjem
koncentracija 1L-17 u supernatantima kultura mononuklearnih ¢elija izolovanih iz
kiémene mozdine imunizovanih pacova i restimulisanin PMA-om i jonomicinom. Treba
ista¢i 1 da je obrazac uzrasnih i sojnih razlika u ekspresiji iRNK za IL-17 u sveze
izolovanim mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine odgovarao obrascu razlika u
procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita i
koncentraciji IL-17 u supernatantima kultura mononuklearnih c¢elija izolovanih iz

kiémene mozdine imunizovanih pacova i restimulisanin PMA-om i jonomicinom.
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Konac¢no, valja reé¢i da je obrazac razlika u procentualnoj zastupljenosti IL-17+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ T-limfocita korelirao sa obrascem razlika u teZini neuroloSkog
deficita. Ovo je bilo u skladu sa ¢injenicom da pasivni transfer CD4+ T-limfocita koji
su izolovani iz MOG peptidom imunizovanih miSeva, Koji su genetski deficijentni za
IL-17, i stimulisani in vitro MOG peptidom tokom cetiri dana dovodi do manje
osetljivosti na indukciju EAE-a (Komiyama i sar., 2006). Naime, kod ovih Zivotinja je
bio odloZen pocetak bolesti, slabije su bile izraZzene inflamatorne promene u ki¢menoj
mozdini, a maksimalni klinicki skor niZzi nego kod kontrolnih miseva kojima je izvrSen
pasivni transfer CD4+ T-limfocita koji su izolovani iz MOG peptidom imunizovanih
miSeva, Koji nisu genetski deficijentni za IL-17, a stimulisani su in vitro na isti na¢in
(Komiyama i sar., 2006). Na znacaj IL-17 u razvoju EAE-a ukazuju i podaci da in vivo
tretman antitelima specificnim za IL-17 dovodi do znaCajne supresije razvoja EAE-a u
odnosu na kontrolne Zivotinje koje nisu tretirane ovim antitelima (Hofstetter i sar.,
2005).

U sledec¢em koraku ispitivana je ekspresija citokina koji imaju vaznu ulogu u
usmeravanju i odrzavanju diferencijacije CD4+ T-limfocita. Istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije ukljucila su ispitivanja ekspresije iRNK za IL-1p i IL-6, kao
citokine koji su vazni za usmeravnje diferencijacije CD4+ T-limfocita ka Th17 ¢elijama
(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 ¢elijama
ki¢mene mozdine bila je vec¢a kod pacova DA soja nego AO soja bez obzira na uzrast,
Sto je bilo u skladu i sa ve¢om ekspresijom IL-17 u mononuklernim ¢elijama ki¢mene
mozdine ovih Zivotinja. Ekspresija iRNK za IL-6 se starenjem povecavala kod pacova
oba soja, ali je i ostala ve¢a u mononuklearnim ¢elijama ki¢mene mozdine starih DA
pacova u poredenju sa ovim c¢elijama starih AO pacova. Imajuéi u vidu podatke koji
pokazuju da je za usmeravanje diferencijacije ThO limfocita u Th17 ¢elije neophodan ne
samo IL-6 ve¢ i IL-1B (Chung i sar., 2009; McCandless i sar., 2009; Bhaumik i Basu,
2017), starenjem uslovljeno smanjenje zastupljenosti Th17 ¢elija u kicmenoj mozdini
DA pacova moze se povezati sa smanjenjem ekspresije iRNK za IL-1p. U prilog ovom
idu podaci koji pokazuju da je za usmeravanje diferencijacije ThO limfocita u Thl7
¢elije znacCajniji optimalan odnos citokina koji ucestvuju u usmeravanju i odrzavanju

diferencijacije nego apsolutna koli¢ina svakog od njih pojedina¢no (McGeachy i sar.,
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2007; McAleer i Kolls, 2011; Bhaumik i Basu, 2017). Medutim, bez obzira na uzrast,
ekspresija iIRNK za IL-6 i IL-1B i IL-23/p19 bila je ve¢a u mononuklearnim ¢elijama
DA nego AO pacova, $to je najverovatnije imalo za rezultat i vecu zastupljenost Th17
¢elija u kiémenoj mozdini DA pacova u poredenju sa ki¢menom mozdinom AO pacova
odgovarajuc¢eg uzrasta. Starenjem se ekspresija iIRNK za IL-23/p19 nije menjala u
mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine pacova DA soja, dok se u ovim ¢elijama
pacova AO soja ona povecavala, Sto bi se moglo povezati sa povecanjem zastupljenosti
Th17 ¢elija u njihovoj ki¢menoj mozdini i, moguce, gubitkom rezistencije za razvoj
EAE-a. Visoka ekspresija iRNK ne samo za IL-23/p19, ve¢ i za drugu subjedinicu IL-
23 nadena je u aktivnim lezijama CNS-a u multiploj sklerozi (Li i sar., 2007). Utvrdeno
je i da su aktivirani makrofagi/mikroglija, kao i zrele dendritske ¢elije izvori 1L-23 u

ovim lezijama (Li i sar., 2007).

Pokazano je da klju¢nu ulogu u razvoju EAE-a ima subset Th17 limfocita koji
uz IL-17 koeksprimira IFN-y i, posebno oni koji uz ova dva citokina koeksprimiraju i
GM-CSF, citokin za koji je pokazano, da je makar u miSijem modelu EAE-a,
neophodan za razvoj bolesti (Codarri i sar., 2011; EI-Behi i sar., 2011). Rezultati ove
studije pokazali su da je procentualna zastupljenost ¢elija koje ispoljavaju IFN-y i GM-
CSF u subsetu Th17 celija korelirala sa tezinom klinicke slike. Naime, starenjem se
procentualna zatupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-
limfocita DA pacova smanjivala, a u subpopulaciji ovih ¢elija AO pacova povecavala
Pokazano je da IL-23, citokin koji odrzava Thl7 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 (EI-Behi i sar.,
2011; Codarri i sar., 2011; Sheng i sar., 2014; McWilliams i sar., 2015). Imajuci ovo u
vidu, starenjem uslovljeno povecanje procentualne zastupljenosti IL-17+IFN-y+GM-
CSF+ celija u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz kicmene mozdine AO pacova bi se
moglo povezati sa povecanjem ekspresije iRNK za IL-1f 1 IL-23/p19 wu
mononuklearnim ¢elijama njihove ki¢mene mozdine. S druge strane, manja
procentualna zastupljenost IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u CD4+ T-limfocitima
izolovanim iz ki¢mene mozdine starih DA pacova u poredenju sa njihovom

zastupljenoséu u CD4+ T-limfocitima izolovanim iz ki¢mene mozdine mladih DA
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pacova najverovatnije je odrazavala starenjem uslovljeno smanjenje iRNK za IL-1 u

mononukleranim ¢elijama ki¢mene moZdine.

Uloga IFN-y u razvoju EAE-a je kompleksna. Ovaj citokin moze 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 c¢elija u kojima je ovaj citokin odredivan (Sanvito i sar., 2010),
razlikama u fazi bolesti u kojoj je njegova sinteza i sekrecija analizovana (Arellano i
sar., 2015), mestom delovanja (kicmena mozdina vs mozak) (Sanvito i sar., 2010).
Analize u okviru ove studije pokazale su, bez obzira na uzrast, ve¢i broj IFN-y+CD4+
T-limfocita u ki¢menoj mozdini DA pacova nego AO pacova. Ovi nalazi bili su u
skladu sa ekspresijom iIRNK za IFN-y u mononukleranim c¢elijama izolovanim iz
njihove ki¢émene mozdine, kao i koncentracijom IFN-y u supernatantima kultura
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine imunizovanih zivotinja restimulisanih PMA-
om i jonomicinom. Starenjem se smanjivao broj IFN-y+CD4+ T-limfocita u ki¢menoj
mozdini DA pacova, a povecavao u ki¢menoj mozdini AO pacova. Sumirano, vec¢i broj
ovih ¢elija izolovan je iz kicmene mozdine onih zivotinja, kod kojih su patohistoloSke
promene bile izrazenije, a klinicka slika teza. Shodno tome, moze se zakljuciti da
rezultatt dobijeni u okviru ove studije podrzavaju proinflamatornu ulogu IFN-y
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-y, koji ostvaruje proinflamatorne
efekte u razvoju EAE-a (Sanvito i sar., 2010), dok je za druge ¢elije poput NK, NKT ili
v6 T-limfocita, koje takode mogu biti izvor IFN-y, pokazano da mogu imati regulatornu
ulogu u autoimunskoj neuroinflamaciji (Huang i sar., 2006; Mars i sar., 2009;
Ponomarev i sar., 2004). Nasi nalazi su takode u skladu sa hipotezom da IFN-y deluje
proinflamatorno u ki¢menoj mozdini, a imunoregulatorno u mozgu (Sanvito 1 sar.,
2010). Uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti IFN-y+CD4+ T-limfocita u ki¢menoj
mozdini su Korelirale sa uzrasnim i sojnim razlikama u ekspresiji iRNK za IL-12/p35,
kljutnog citokina za diferencijaciju IFN-y+CD4+ T-limfocita (Prochazkova i sar.,
2012), u mononuklearnim c¢elijama ki¢mene mozdine. Naime, eskpresija iRNK za IL-
12/p35 u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine bila je veca kod DA nego kod

AO pacova bez obzira na uzrast. Starenjem se ekspresija iRNK za 1L-12/p35 u
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mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine smanjivala kod DA pacova, a povecavala
kod AO pacova.

Istrazivanja CD8+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini u okviru ove disertacije,
pokazala su da je njihov broj u ki¢menoj mozdini takode korelirao sa tezinom klinicke
slike. Prisustvo i klonska ekspanzija CD8+ T-limfocita pokazani su u aktivnim lezijama
u CNS-u (Babbe i sar., 2000) i cerebrospinalnoj te¢nosti 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 kicmenu mozdinu starenjem povecava kod
neimunizovanih glodara (Ritzel i sar., 2016), ispitivana je zastupljenost IL-17+ i IFN-y+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita neimunizovanih zivotinja i specifi¢nost CD8+
T-limfocita izolovanih iz imunizovanih Zivotinja za MBP. Nadeno je da je, bez obzira
na uzrast zivotinja, procentualna zastupljenost IFN-y+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine neimunizovanih Zivotinja bila znacajno manja
nego kod imunizovanih Zivotinja, kao i da se starenjem zastupljenost ovih celija
povecavala kod neimunizovanih pacova oba soja. Procentualna zastupljenost IL-17+
¢elija bila je jako niska, ispod 0,3%, kod neimunizovanih mladih pacova, dok ove ¢elije
nisu detektovane kod neimunizovanih starih pacova. Nadeno je da je procentualno
povecanje zastupljenosti IFN-y+ i IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u
MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine starih AO pacova u odnosu
na njihovu zastupljenost u kontrolnim kulturama bez MBP-a bilo ve¢e nego u MBP+
kulturama mononuklernih ¢elija ki¢mene mozdine mladih AO pacova. Procentualno
povecanje zastupljenosti IFN-y+ i IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u
MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine AO pacova oba uzrasta u
odnosu na njihovu zastupljenost u kontrolnim kulturama bez MBP-a bilo je vece nego u
MBP+ kulturama mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine DA pacova odgovarajuceg
uzrasta. Dakle, imaju¢i u vidu odsustvo IL-17+CD8+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini
neimunizovanih starih pacova oba soja, kao i sojne razlike u povecanju zastupljenosti
IL-17+ Celija u CD8+ T-limfocitima u MBP+ kulturama celija kicmene mozdine starih
pacova, moze se pretpostaviti da je doprinos infiltriSu¢ih efektorskih IL-17+CD8+ T-
limfocita razvoju bolesti bio veéi kod starih AO pacova nego kod starih DA pacova.
Uloga CD8+ T-limfocita koji sintetiSsu IL-17 u EAE-u zasnovana je prevashodno na

oslobadanju IL-17, dok se ove Celije karakteriSu smanjenom citotoksi¢noScu, 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 vaznu ulogu u hroni¢noj bolesti (Ford i Evavold,
2005). Shodno tome, veéa procentualna zastupljenost ovih ¢elija u subpopulaciji CD8+
T-limfocita kicmene mozdine kod starih AO pacova u odnosu na njihovu zastupljenost
kod starih DA pacova, kao i izraZenije procentualno povecanje zastupljenosti IL-17+
¢elija u CD8+ T-limfocitima u kulturama mononuklernih ¢elija ki¢mene mozdine starih
AO pacova stimulisanih MBP-om u odnosu na povecanje u MBP-om stimulisanim
kulturama mononuklernih ¢elija ki¢mene mozdine starih DA pacova, bi se moglo
povezati sa razvojem bolesti protrahovanog trajanja kod starih AO pacova.

Analiza uzrasnih i sojnih razlika u zastupljenosti IFN-y+CD8+ T-limfocita u
kiémenoj mozdini pokazala je da su kod AO pacova, za razliku od DA pacova veci
doprinos zastupljenosti IFN-y+CD8+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini starih AO pacova
dali infiltriraju¢i nego rezidentni IFN-y+CD8+ T-limfociti. Na ovakav zaklju¢ak
ukazivali su rezultati koji su pokazali manju zastupljenost IFN-y+ ¢elija u subpopulaciji
CD8+ T-limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine neimunizovanih, ali 1 imunizovanih
starih AO pacova u poredenju sa zastupljenoS¢u ovih ¢elija u subpopulaciji CD8+ T-
limfocita izolovanih iz ki¢mene mozdine odgovaraju¢ih starih DA pacova. Nalaz
izraZenijeg procentualnog povecanja zastupljenosti IFN-y+ Celija u CD8+ T-limfocitima
iz MBP+ kultura ¢elija kicmene mozdine u odnosu na njihov procenat u kontrolnim
kulturama starih AO pacova u poredenju sa odgovaraju¢im kulturama starih DA pacova
takode je podrzao ovakav zakljuak. U skladu sa ¢injenicom da CD8+ T-limfociti, koji
sintetiSu IFN-y, proizvode i citoliticke enzime (Vukmanovic-Stejic i sar., 2000), nadeno
je da su uzrasne i sojne razlike u procentualnoj zastupljenosti IFN-y+ celija u
subpopulaciji CD8+ T-limfocita korelirale sa promenama u zastupljenosti granzim B+
¢elija u ovoj subpopulaciji T-limfocita. U prilog ovim nalazima govore istraZivanja
drugih istrazivaa koja su pokazala da je pasivni transfer samo antigen specifi¢nih
CD8+ T-limfocita dovoljan da indukuje EAE kod miSeva i da upravo IFN-vy sintetisan
od strane ovih ¢elija ima klju¢nu patogenetsku ulogu u razvoju EAE-a (Huseby i sar.,
2001).

Veéi broj CD4+ i CD8+ Treg ¢elija izolovan je iz ki¢mene mozdine DA pacova
nego AO pacova, bez obzira na uzrast. Broj CD4+ i CD8+ Treg c¢elija u ki¢menoj

mozdini starenjem Se smanjivao kod DA pacova. Kod AO pacova starenje je dovelo do
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povecanja broja CD4+ Treg u ki¢menoj mozdini, ali nije uticalo na promenu u broju
CD8+ Treg. Izracunat je i koli¢nik CD4+ i CD8+ Treg i pokazano je da je kod mladih
pacova ovaj koli¢nik bio znacajno veéi kod AO u poredenju sa DA pacovima,
reflektujuéi znacajno vecu zastupljenost CD4+ Treg celija nego CD8+ Treg cCelija u
kiémenoj mozdini mladih AO pacova u poredenju sa DA pacovima. Kod starih pacova
ovaj koli¢nik je bio manji kod AO nego kod DA pacova, sto je bila posledica razliCitog
uticaja starenja na broj CD8+ Treg kod AO i DA pacova. Takode, u poredenju sa DA
pacovima, kod starih AO pacova uocena je i veca procentualna zastupljenost ¢elija koje
sintetiSu IL-10 u subsetu CD8+ Treg ¢elija u odnosu na njihovu zastupljenost u okviru
istog subseta kod starih DA pacova, §to je ukazivalo i na vece prisustvo onih CD8+
Treg koje ostvaruju regulatornu funkciju kod starih AO nego starih DA pacova.
Medutim, iako je ukazano na to da CD8+ Treg Celije imaju znacajnu ulogu u razvoju i
tezini bolesti kako kod Iljudi, tako i kod glodara (Sinha i sar., 2014), njihov
regulatorni/supresorni kapacitet je manji nego CD4+ Treg ¢elija (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 dreniraju¢im
limfhim ¢vorovima 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, ve¢
i sugeriSu da je odnos CD4+/CD8+ Treg, pre nego apsolutni broj CD8+ Treg u
ki¢menoj mozdini imunizovanih pacova znacajan za sojne razlike u klinickoj slici EAE-
a.

Imajuéi u vidu mogucu regulatornu/protektivnu ulogu NK c¢elija koje infiltriraju
ki¢émenu mozdinu u razvoju EAE-a (Xu i sar., 2005; Huang i sar., 2006; Hertwig i sar.,
2016), ispitivana je infiltracija ki¢mene mozdine pacova NK celijama. Rezultati su
pokazali da su, kako ukupni broj NK celija koje infiltriraju ki¢menu mozdinu
imunizovanih zivotinja, tako i procentualna zastupljenost CX3CR1+ <¢elija koje
najverovatnije predstavljaju celije zrelog fenotipa (Hertwig i sar., 2016; Hamann i sar.,
2011), u populaciji NK ¢elija, uzrasno i sojno zavisni. Ukupni broj NK celija bio je
najvecéi u kiémenoj mozdini mladih DA pacova, koji su pokazivali najtezu klinicku sliku
bolesti, dok je kod mladih AO pacova, koji nisu razvijali klini¢ki manifestnu bolest,

broj ovih ¢elija bio izrazito mali. Kod starih pacova manji broj NK ¢elija izolovan je iz
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ki¢cmene moZzdine AO nego DA pacova. Pokazano je da deplecija NK celija ili
selektivna blokada migriranja ovih ¢elija u CNS dovode do razvoja EAE-a teZe klini¢ke
slike (Zhang i sar., 1997; Matsumoto i sar., 1998; Xu i sar., 2005), dok ekspanzija NK
¢elija redukuje broj encefalitogenih CD4+ T-limfocita u CNS-u i dovodi do razvoja
EAE-a blazih klini¢kih manifestacija (Hao i sar., 2010). Takode, pokazano je da je kod
miSeva imunizovanih u cilju indukcije EAE-a, kod kojih postoji genetski uslovljen
nedostatak CX3CRI1, poremecena migracija NK ¢elija u CNS (Huang i sar., 2006) i da
oni razvijaju tezu klinicku sliku EAE-a nego kontrolne Zivotinja sa ocuvanom
ekspresijom ovog proteina (Hertwig i sar., 2016). Shodno ovim nalazima,
pretpostavljeno je da CX3CR1+ NK c¢elije 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 istrazivanjima ukazuju da CX3CR1+ NK
¢elije ostvaruju regulatornu/protektivnu ulogu delujuci citotoksi¢no 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+ ¢elija u populaciji NK
¢elija izolovanih iz kiémene mozdine imunizovanih Zzivotinja pokazala je isti obrazac
uzrasnih i sojnih razlika kao i procentualna zastupljenost CX3CR1+ ¢elija u populaciji
NK ¢elija. Imajué¢i u vidu ulogu CX3CR1+ NK ¢elija u ograni¢avanju 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 ¢elija u mononuklearnim
¢elijama izolovanim iz ki¢mene mozdine. Pokazano je da se starenjem kod DA pacova
ovaj odnos smanjivao na rac¢un povecanja broja CX3CR1+ NK c¢elija impliciraju¢i veci
kapacitet NK ¢elija u ograni¢avanju delovanja (neuro)antigen-specifi¢nih efektorskih
CD4+ T-limfocita. S druge strane, odnos konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-
¢elija/CX3CRI1+NK ¢elija bio je kod starih AO pacova pomeren na stranu Foxp3-CD4+
¢elija, impliciraju¢i manje efikasnu regulatornu aktivnost NK ¢elija kod ovih Zivotinja u
poredenju sa starim Zivotinjama DA soja.

Istrazivanja mehanizama koji stoje u osnovi uzrasnih 1 sojnih razlika u razvoju
EAE-a obuhvatila su i ispitivanja zastupljenosti, fenotipskih i funkcijskih karakteristika
mijeloidnih  (CD11b+) ¢elija. Celije mikroglije (CD45+/CD45++ ¢éelije), kao i
CD45+++CDI11b+ ¢elije, koje fenotipski odgovaraju inflamatornim monocitima

/makrofagima i dendritskim c¢elijama monocitnog porekla koje infiltriraju ki¢menu

128



Diskusija

mozdinu (Croxford i sar., 2015a), pokazivale su uzrasne i sojne razlike u zastupljenosti
u kiémenoj mozdini. Kod oba soja imunizovanih pacova starenje je uticalo na smanjenje
procentualne zastupljenosti aktivisanih CD45++ celija mikroglije (Zhang i sar., 2002;
Almolda 1 sar., 2009) u okviru populacije CD11b+ ¢elija. U populaciji CD11b+ ¢elija
starih AO pacova naden je veci procenat aktivisanih ¢elija mikroglije nego u ovoj
populaciji starih DA pacova. Imaju¢i u vidu da aktivisana mikroglija moze imati, ne
samo oSte¢ujuc¢u (Wang i sar., 2009), ve¢ i protektivnu (Goldmann i Prinz, 2013) ulogu
u razvoju EAE-a i da starenje u ¢elijama mikroglije uti¢e na povecanje ekspresije gena
koji kodiraju proteine, ukljucyjuéi 1 CX3CRI, koji su uklju¢eni u njihovo
neuroprotektivno delovanje (Hickman i sar., 2013), u CD45++ CDI11b+ ¢elijama je
analizirana ekspresija CX3CR1. Uzimajuéi u obzir da ekspresija CX3CR1 u ¢elijama
mikroglije u trenutku indukcije bolesti moze uticati na odgovor na inflamatorni stimulus
(Corona i sar., 2010; Ritzel i sar., 2015), ispitana je procentualna zastupljenost
CX3CRI1+ ¢elija u mikroglijalnim ¢elijama neimunizovanih pacova. Kako je ranije i
pokazano (Sunnemark i sar., 2003), procentualna zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija bila je
veoma visoka u mikrogliji neimunizovanih mladih DA pacova. Kod mladih AO pacova
procentualna zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija u mikrogliji bila je niska i znac¢ajno manja
nego kod mladih DA pacova. U skladu sa podacima da starenjem kod zdravih glodara
dolazi do nishodne regulacije ekspresije CX3CRI u ¢elijama mikroglije (Wynne 1 sar.,
2010), procentualna zastupljenost CX3CR1+ ¢elija 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 dosSlo je do smanjenja procentualne
zastupljenosti CX3CRI1+ Celija u mikrogliji mladih pacova oba soja, s tim da je ovo
smanjenje bilo izrazenije kod DA nego kod AO pacova, te je u efektorskoj fazi
procentualna zastupljenost CX3CR1+ ¢elija bila ve¢a u mikrogliji AO nego DA pacova.
Ovakvi rezultati bili su u skladu sa podacima koji pokazuju da misSevi sa deficijencijom
CX3CR1 molekula razvijaju tezu klinicku sliku EAE-a (Huang i sar., 2006). U prilog
postojanja sojnih razlika u ekspresiji CX3CR1 govore i sojne razlike u inflamatornom
odgovoru ¢elijskih linija ili primarnih ¢elija mikroglije dobijenih iz neonatalnih
zivotinja (McLaughlin i sar., 2006; Nickles i sar., 2008; Wei i Lin, 2009). Za razliku od
mladih Zzivotinja, kod starih pacova je indukcijom bolesti doslo do povecanja

procentualne zastupljenosti CX3CR1+ ¢elija u mikrogliji, S tim da se ovo povecéanje
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odrzavalo tokom razvoja bolesti kod DA pacova, dok kod AO pacova nakon blagog
porasta u induktivnoj fazi nije doslo do daljeg povecanja procentualne zastupljenosti
CX3CRI1+ ¢elija u mikrogliji u efektorskoj fazi. Posledi¢no, u efektorskoj fazi kod
starih pacova procentualna zastupljenost CX3CR1+ celija bila je ve¢a 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 sugeriSu da
bi u sojnim i uzrasnim razlikama u klinickom ishodu imunizacije u cilju indukcije EAE-
a vaznu ulogu mogle da imaju sojne i uzrasne razlike u ekspresiji CX3CR1 molekula na
¢elijama mikroglije u trenutku imunizacije, kao i promene u ispoljavanju ovog molekula
nakon imunizacije. Ovakav zakljucak je u skladu sa sve veé¢im brojem rezultata koji
pokazuju da je osovina CX3CR1/CX3CL1 od kljutnog znacCaja za odrZzavanje
mikroglije u stanju mirovanja, kao 1 za prevenciju oSte¢enja 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 znacaja nishodna regulacija IL-1p (Bhaskar i sar., 2010) i da
mikroglija Zivotinja sa deficijetnom ekspresijom CX3CR1 molekula pokazuje ushodnu
regulaciju IL-13 (Cardona i sar., 2006), ispitivana je ekspresija IL-1p. U skladu sa
prethodno opisanim promenama u ekspresiji CX3CR1, procentualna zastupljenost IL-
1B+ celija u mikrogliji starih AO pacova bila je ve¢a nego u mikrogliji starih DA
pacova. Osim toga, u skladu sa podacima koji pokazuju da se aktivacijom
CX3CR1/CX3CL1 osovine povecava fagocitna sposobnost ¢elija mikroglije (Huang i
sar., 2016), celije mikroglije starih AO pacova pokazivale su smanjenu sposobnost da
vrse fagocitozu u poredenju sa ovim celijama starih DA pacova i mladih AO pacova.
Isti obrazac uzrasnih i sojnih razlika naden je i kada je analizirana zastupljenost ¢elija
koje su eksprimirale CD163, marker mikroglije protektivnog M2 fenotipa (Zhang i sar.,
2011). Imajuéi u vidu da Celije M2 mikroglije eksprimiraju manozni receptor (Régnier-
Vigouroux, 2003; Martinez i sar., 2006), ispitivano je i preuzimanje dekstrana, koje je
posredovano ovim receptorom, od strane Celija aktivisane mikroglije. Uoceno je da je
uzrasni i sojni obrazac razlika u procentualnoj zastupljenosti ¢elija koje su preuzele
dekstran odgovarao onom Kkoji je opisan za procentualnu zastupljenost CD163+ c¢elija u
okviru aktivisane mikroglije. Naime, kod mladih pacova manje dekstran+ ¢elija nadeno

je u okviru ¢elija aktivisane mikroglije DA nego AO pacova. Starenje je imalo suprotan
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efekat na zastupljenost dekstrant ¢elija kod DA 1 AO pacova, odnosno kod DA pacova
starenje je uticalo na povecanje zastupljenosti dekstrant ¢elija, dok je kod AO pacova
dovelo do smanjenja zastupljenosti ovih celija u okviru mikroglijalnih celija.
Posledi¢no, veca procentualna zastupljenost dekstrant Celija utvrdena je u celijama
mikroglije starih DA pacova nego starih AO pacova. S obzirom na to da CD11b+ ¢elije
koje su izolovane iz ki¢mene mozdine imunizovanih pacova vecinski Cine celije
mikroglije, u prilog prethodnim rezultatima jesu i nalazi manje ekspresije iIRNK za
TGF-B, kljuéni citokin u kontroli neuroinflamacije (Shin i sar., 2012) i najpotentniji
regulator mikroglijalne ekspresije CX3CR1 (Wynne i sar., 2010), u ovim éelijama starih
AO pacova u poredenju sa ekspresijom iRNK za TGF-f u istim ¢elijama starih DA
pacova. Treba napomenuti da su prethodni nalazi u skladu sa nalazima drugih
istrazivaca koji pokazuju sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama ekspresije
TGF-B u ¢elijama mikroglije (Sierra i sar., 2007; Tichauer i sar., 2014). Imaju¢i u vidu
da je u neuroprotektivno delovanje mikroglije posredovano CX3CR1 ukljucen i enzim
HO-1 (Lastres-Becker i sar., 2014; Syapin, 2008), ispitana je i ekspresija iRNK za HO-1
u CD11b+ ¢elijama. HO-1 inhibiSe oksidativno oStecenje Celija i smanjuje apoptozu,
redukuje imigraciju inflamatornih ¢elija u inflamirano tkivo i sekreciju proinflamatornih
citokina (Alcaraz i sar., 2003). Nalaz manje ekspresije iRNK za HO-1 u CD11b+
¢elijama starih AO pacova nego u istim ¢elijama starih DA pacova takode je iSao 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 ¢ijem razvoju ne ucestvuju imunski mehanizmi
(Huang i sar., 2006).

Analiza CD11b+ ¢elija ki¢mene mozdine je ukljuivala i ispitivanje CD45+++
¢elija, prevashodno inflamatornih makrofaga i dendritskih celija, koje su infiltrirale
ki¢menu mozdinu imunizovanih Zivotinja (Croxford i sar., 2015a). Procentualna
zastupljenost ovih ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija, korelirala je sa kliniCkom slikom
EAE-a kod ispitivanih zivotinja, §to zna¢i da je veca procentualna zastupljenost ovih
¢elija u okviru CD11b+ ¢elija utvrdena u ki¢menoj mozdini mladih DA pacova nego
mladih AO pacova. Starenje je uticalo na povecanje zastupljenosti CD45+++ ¢elija u
CD11b+ ¢elijama AO pacova, dok je kod DA pacova dovelo do blagog pada

zastupljenosti CD45+++ celija u okviru CD11b+ ¢elija, ali ne 1 statisticki znaCajne
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razlike. Sojne razlike u dinamici 1 intenzitetu infiltracije ki¢mene mozdine
imunizovanih mladih DA i AO pacova monocitima su ranije pokazane, odnosno veci
broj monocita/makrofaga je izolovan je iz kicmene mozdine mladih pacova DA pacova
u poredenju 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 zadrZavanje CD4+ T-limfocita u slezini DA i AO pacova
imunizovanih u cilju indukcije EAE-a

Imaju¢i u vidu da encefalitogeni CD4+ T-limfociti, aktivisani u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovina na putu za CNS, mogu biti zadrzani u slezini (Fligel i sar., 2001;
Staykova i sar., 2002; Yang i sar., 2002; Tischner i sar., 2006) i da je, bez obzira na
uzrast, ve¢i broj mononulearnih ¢elija izolovan iz ki¢mene mozdine DA nego AO
pacova, kao i da je starenje dovelo do smanjenja velicine ¢elijskog infiltrata u ki¢menoj
mozdini DA pacova, a povecanja u ki¢menoj mozdini AO pacova, analizirana je i
procentualna zastupljenost aktivisanih ¢elija u subpopulaciji CD4+ T-splenocita.
Pokazano je da starenjem kod oba soja pacova dolazi do povecanja kako procentualne
zastupljenosti aktivisanih Celija u okviru subpopulacije CD4+ T-splenocita, tako i
njihovog ukupnog broja u slezini. Medutim, s obzirom na to da kod AO pacova
starenjem dolazi 1 do povecanja zastupljenosti aktivisanih CD4+ T-limfocita u ki¢menoj
mozdini, moglo se pretpostaviti da zadrzavanje aktivisanih CD4+ T-limfocita u slezini
najverovatnije nije znacajno kompromitovalo infiltraciju ki¢cmene mozdine CD4+ T-
limfocitima specifiénim za neuroantigene. S druge strane, budu¢i da je kod DA pacova
nadeno smanjenje broja aktivisanih CD4+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini starih u
odnosu na mlade zivotinje, pretpostavljeno je i da bi kod starih DA pacova zadrzavanje
neuroantigen specificnih CD4+ T-limfocita na njihovom putu od limfnih ¢vorova koji
dreniraju mesto imunizacije do ki¢mene mozdine, moglo doprineti manjoj infiltraciji
ovim celijama kicmene mozdine starih DA pacova u odnosu na mlade Zzivotinje ovog
soja.

Standardna izoforma glikoproteina CD44, CD44s izoforma, ispoljena je na
vecéini leukocita, ukljucujuci i T limfocite (McDonald i Kubes, 2015). Sa aktivacijom T
limfocita njena ekspresija se povecava na povrSini ovih ¢elija (Pure i Cuff, 2001; Baaten

i sar., 2010). Imaju¢i u vidu da povecanje ekspresije CD44s na CD4+ T-splenocitima
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moZze biti odgovorno za zadrzavanje CD4+ T-limfocita specificnih za neuroantigene u
slezini (Yang i sar., 2002), nalaz vece gustine ekspresije CD44s na CD4+ T-limfocitima
starth DA pacova u poredenju sa mladim pacovima istog soja ukazivao je da bi
povecana ekspresija ovog molekula mogla, makar delimi¢no, da bude odgovorna za
starenjem uslovljeno povecano zadrzavanje CD4+ T-limfocita specificnih za
neuroantigene u slezini. U prilog ovakvom zaklju¢ku govore i podaci da kod miSeva
deficijentnih za CD44 molekul, dolazi do povecanja broja celija koje infiltriraju CNS i
razvoja EAE-a teze klinicke slike u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (Flynn i sar.,
2013).

Zadrzavanju encefalitogenin CD4+ T-limfocita u slezini starih DA pacova
moglo je da doprinese i starenjem uslovljeno povecanje zastupljenosti CD4+ Treg,
buduci da je utvrdeno da povecanje broja CD4+ Treg u sekundarnim limfnim organima
ograniava infiltraciju CNS-a encefalitogenim CD4+ T-limfocitima (Tischner i sar.,
2006). Naime, povecanje zastupljenosti ovih ¢elija se povezuje sa ograniCavanjem
migracije CD4+ T-limfocita, najverovatnije usled smanjenja ekspresije CXCR3
molekula na ovim ¢éelijama (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 povecanju autoimunosti tokom starenja (Vadasz i sar., 2013).
Prisustvo veceg broja CD4+ Treg u slezini starih zivotinja bi moglo da se poveze sa
vecom povrSinskom ekspresijom CD44, jer je pokazano da vec¢i broj CD4+ Treg u
sekundarnim limfnim organima odrazava ushodnu regulaciju ekspresije CD44 i vecu
gustinu na povrsini ¢elije (Yang i sar., 2002; Bollyky i sar., 2009). U prilog znacaja
CD44 u regulaciji broja CD4+ Treg tokom razvoja EAE-a govori manji broj ovih ¢éelija
na periferiji i teza klinicka slika EAE-a kod miSeva deficijentnih za CD44 (Flynn i sar.,
2013).

5.4. Sojne specifi¢nosti u uticaju starenja na fenotipske i funkcijske karakteristike

mononuklernih éelija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova pacova koji su imunizovani u

cilju indukcije EAE-a
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Imajuéi u vidu sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u broju T-¢elija
koje infiltriraju ki¢menu moZdinu 1 njihovom fentopskom profilu analizovana je
aktivacija/proliferacija i diferencijacija T-limfocita u limfnim ¢vorovima koji dreniraju
mesto imunizacije.

U skladu sa prethodnim ispitivanjima (Vukmanovic i sar., 1990), iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova mladih AO pacova, u poredenju sa drenirajuéim limfnim ¢vorovima
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 ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih AO
pacova u poredenju sa MBP+ kulturama ovih ¢elija mladih DA pacova. Dakle,
infiltracija ki¢cmene mozdine mladih AO pacova manjim brojem CD4+ T-limfocita u
odnosu na mlade DA pacove mogla je da bude i odraz manje efikasnog generisanja
neuroantigen specificnih CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima mladih
AO pacova. Broj aktivisanih CD4+ T-limfocita se starenjem smanjivao u drenirajuc¢im
limfhim ¢vorovima DA pacova, a povecavao u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO
pacova. Ovaj nalaz se mogao povezati sa starenjem uslovljenim promenama u broju
aktivisanih OX62+ dendritskih ¢elija (a na osnovu ekspresije MHC molekula Il klase i
CD80 1 CD86 molekula). Naime, pokazano je da se starenjem povecao i ukupan broj
0X62+ dendritskih celija, kao i broj aktivisanih ¢elija medu njima (Celije koje
eksprimiraju MHC molekule Il klase i CD80/86 kostimulatorne molekule). U prilog
ovom nalazu jesu podaci da se starenjem broj dendritskih ¢elija poveéava u slezini i
perifernoj krvi kod (NZWxBXSB)F1 miseva, sklonim razvoju autoimunskih bolesti
(Adachi i sar., 2002). Povecanje broja OX62+ dendritskih ¢elija u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima AO pacova, kao i poveéanje broja celija koje ispoljavaju kostimulatorne
molekule je u skladu sa starenjem pokazanim povecanjem zastupljenosti CD4+ T-¢elija
koje sekretuju GM-CSF u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima AO pacova i njegovom
ve¢om produkcijom u kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ovih Zivotinja
(Stoji¢-Vukani¢ i sar., 2015). S druge strane, iako se ukupan broj OX62+ dendritskih
¢elija starenjem nije menjao kod DA pacova, broj aktivisanih ¢elija se smanjivao. U
prilog sojnim razlikama u uticaju starenja na broj dendritskih ¢elija govore i nalazi
dobijeni u mi§jem modelu sistemskog eritemskog lupusa, koji pokazuju da su promene

u broju dendritskih ¢elija na periferiji sojno zavisne (Ishikawa i sar., 2002). Podataka o
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znacaju genetskih faktora za starenjem uslovljene promene u aktivaciji dendritskih
¢elija nema. Medutim, s obzirom na podatke koji ukazuju da je za ishod interakcije
dendritskih ¢elija 1 CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima vazniji odnos
aktivisanih/zrelih dendritskih c¢elija i konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita, nego
apsolutni broj aktivisanih/zrelih dendritskih ¢elija per se (Allenspach i sar., 2008),
izraCunat je 1 ovaj odnos. Starenje je kod AO pacova dovelo do pomeranja ovog odnosa
na stranu dendritskih ¢elija, 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 dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih DA pacova u
poredenju sa mladim Zivotinjama ovog soja, odnosno sa povecanjem broja ovih Celija
starenjem u dreniraju¢im limfnim ¢vorovoma AO pacova. Kod starih pacova, broj
aktivisanih (MHC I+, CD80/86+) dendritskih ¢elija bio je veéi 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 ¢elijama ¢oveka (Steger i sar., 1996; Lung
i sar., 2000). Odnos aktivisanih/zrelih dendritskih ¢elija i konvencionalnih Foxp3-CD4+
limfocita kod starih pacova je bio nesto veci 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 c¢elija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova.
Ispitivanja proliferacije CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama celija dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova mladih 1 starih pacova pokazala su smanjenje procentualne
zastupljenosti proliferiSu¢ih CD4+ T-limfocita u kulturama ovih ¢elija starih DA pacova
u poredenju sa mladim zivotinjama istog soja. Ovaj nalaz mogao je biti posledica ne
samo nepovoljnijeg odnosa aktivisanih/zrelih  OX62+ dendritskih celija |
konvencionalnih Foxp3-CD4+ T-limfocita u suspenzijama celija drenirajucih limfnih
¢vorova starith pacova, ve¢ 1 starenjem uslovljenih intrinziénih promena CD4+ T-
limfocita. Ovaj zakljucak je izveden na osnovu Cinjenice da je proliferacija CD4+ T-
limfocita bila manja i u ConA+ kulturama ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova starih DA
pacova nego u odgovarajuc¢im kulturama mladih DA pacova, budu¢i da ConA direktno
stimuliSe proliferaciju CD4+ T limfocita (Quintans i sar., 1989). Starenjem uslovljeno

smanjenje intrinzicnog kapaciteta CD4+ T-limfocita da proliferiSu 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
regulatornin CD4+ Treg celija (Takahashi i sar., 1998; Sojka i sar., 2008), ispitana je i
procentualna zastupljenost ovih ¢elija. Analize su pokazale da nije bilo znacajne razlike
u procentualnoj zastupljenosti CD4+ Treg celija u suspenziji mononulearnih c¢elija
izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih i starih DA pacova. Medutim,
zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru CD4+ Treg ¢Celija se starenjem povecavala kod DA
pacova, §to je takode moglo doprineti nalazu manjeg proliferativnog odgovora CD4+ T-
limfocita u MBP+ kulturama c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih DA pacova u
poredenju onim u MBP+ kulturama mladih DA pacova (Barrat i sar., 2002). Nalaz vece
zastupljenosti IL-10+ ¢elija u CD4+ Treg ¢elijama starenjem kod DA pacova bio je u
skladu i sa starenjem uslovljenim smanjenjem ekspresije kostimulatornih molekula na
dendritskim ¢elijama, buduci da je pokazano da CD4+ Treg ¢elije mogu ostvariti uticaj
na dendritske celije redukuju¢i njihov kostimulatorni kapacitet (Cederbom i sar., 2000).
S druge strane, uprkos manjoj zastupljenosti proliferisu¢ih CD4+ T-limfocita u ConA+
kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih AO pacova u poredenju sa ConA+
kulturama mladih AO pacova, procentualna zastupljenost proliferisu¢ih CD4+ T-
limfocita u MBP+ kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih i mladih AO pacova
nije se razlikovala. Ovakvi nalazi bi se mogli povezati sa povoljnijim odnosom
aktivisanih/zrelih dendritskih ¢elija i konvencionalnih Foxp3-CD4+ limfocita kod starih
AO pacova u poredenju sa istim kod mladih pacova ovog soja. Procentualna
zastupljenost CD4+ Treg u okviru mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
se starenjem povecavala kod AO pacova. Medutim, starenje nije imalo uticaja na
zastupljenost IL-10+ ¢elija u okviru CD4+ Treg kod AO pacova, $to je, imajuéi u vidu
prethodno navedene podatke do kojih su dosli Cederbom i sar. (2000), bilo u skladu i sa
nepromenjenom procentualnom zastupljenosti aktivisanih/zrelih ¢elija u subpopulaciji
0OX62+ dendritskih ¢elija AO pacova. Na osnovu prethodno navedenih rezultatata
moglo bi se zakljuCiti da je odsustvo razlike u procentualnoj zastupljenosti
proliferiSsu¢ih CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
mladih i starih AO pacova bilo rezultanta starenjem uslovljenih promena u imunskim
¢elijama koje su ukljuene u inicijacijw/regulaciju primarnog CD4+ T-Celijskog

odgovora. Kod starih pacova procentualna zastupljenost proliferiSu¢ih CD4+ T-
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limfocita je bila manja u MBP+ kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starith AO
pacova nego u odgovaraju¢im kulturama starih DA pacova. Ovo se najverovatnije moze
povezati sa manjim proliferativnim kapacitetom CD4+ T-limfocita starih AO pacova u
poredenju sa onim koji pokazuju ove celije starih DA pacova. U prilog ovakvoj
pretpostavci jeste i analiza proliferacije CD4+ T-limfocita u ConA+ kulturama ¢elija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, koja je pokazala manju proliferaciju CD4+ T-limfocita u
ConA+ kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starih AO pacova u poredenju sa
proliferacijom ovih ¢elija u odgovarajuéim kulturama starih DA pacova. Kod starih
pacova procentualna zastupljenost CD4+ Treg u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova bila je ve¢a kod AO nego DA pacova, §to je moglo uticati na manji
proliferativni odgovor CD4+ T-limfocita u MBP+ kulturama dreniraju¢ih limfnih
¢vorova starih AO pacova u poredenju sa proliferativnim odgovorom ovih ¢elija u
MBP+ kulturama starih DA pacova. S druge strane, zastupljenost IL10+ ¢elija u subsetu
CD4+ Treg celija se starenjem povecavala kod DA pacova, dok se kod AO pacova nije
menjala, pa je kod starih pacova bila je vec¢a kod DA nego kod AO pacova. Sumirano,
prethodni nalazi impliciraju da je starenje kod DA pacova moglo da dovede do vece
zastupljenosti CD4+ Treg ¢elija koje su imale vec¢i kapacitet da suprimiraju proliferaciju
efektorskin CD4+ T-limfocita (Barrat i sar. 2002; Garg i sar., 2010), dok je kod AO
pacova starenje povecavalo zastupljenost svih CD4+ Treg celija. U prilog nalazima
dobijenim kod DA pacova idu podaci koji pokazuju da se starenjem povecava
sposobnost mi§jih CD4+ Treg ¢elija da in vitro suprimiraju proliferaciju efektorskih T-
limfocita, kao i da se starenjem u populaciji ovih Celija povecava zastupljenost celija
koje sintetiSu IL-10 (Garg i sar.,, 2014). S druge strane, u prilog razlikama u
zastupljenosti CD4+ Treg c¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA i AO pacova idu
podaci koji pokazuju da su starenjem uslovljene promene u zastupljenosti CD4+ Treg u
slezini i limfnim ¢vorovima miseva sojno zavisne (Thomas i sar., 2007).

U slede¢em koraku je ispitivan sekretorni profil CD4+ T-limfocita izolovanih iz
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih Zivotinja. Procentualna zastupljenost IL-17+
¢elija u subpopulaciji CD4+ T-limfocita, kao i broj CD4+IL17+ T-limfocita, bili su vec¢i
U dreniraju¢im limfnim ¢évorovima 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 dreniraju¢ih limfnih ¢vorova miseva kod kojih je indukovan EAE (Langrish
i sar., 2005). Manja zastupljenost IL-17+CD4+ T-limfocita u limfnim ¢vorovima mladih
AO pacova u poredenju sa onom u limfnim ¢vorovima mladih DA pacova bila je u
skladu sa manjom ekspresijom citokina koji usmeravaju/odrzavaju diferencijaciju ThO u
Th17 ¢elije. Nalaz manje ekspresije iRNK za IL-6 i iRNK za IL-23/p19 u ¢elijama
drenirajucih limfnih ¢vorova mladih AO pacova u odnosu na ekspresiju iRNK za ove
citokine u odgovaraju¢im ¢elijama mladih DA pacova naden je i u ispitivanjima drugih
autora (Markovic i sar., 2009). Istrazivanja u sklopu ove disertacije ukazala su i na
manju ekspresiju iIRNK za IL-1B u ovim ¢elijama mladih AO pacova u poredenju sa
ekspresijom iRNK za ovaj citokin u ¢elijama mladih DA pacova. Starenje je kod DA
pacova dovelo do smanjenja procentualne zastupljenosti IL-17+ ¢elija u CD4+ T-
limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova i ukupnog broja IL-17+CD4+ T-¢elija u
njihovim dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, 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 ¢elija kod C57BL/6 miSeva, $to bi moglo
da doprinese lak$oj indukciji kolitisa kod ovih Zivotinja (Ouyang i sar., 2011). Ovaj
nalaz kod DA pacova bio je u skladu sa smanjenjem ekspresije iRNK za IL-6, IL-1p i
IL-23/p19 starenjem u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. S druge
strane, kod AO pacova starenje nije uticalo na ekspresiju iRNK za IL-23/p19 u ¢elijama
drenirajucih limfnih ¢vorova, ali jeste dovelo do povecanja ekspresije iRNK za IL-1f i
IL-6, $to je najverovatnije bilo dovoljno da favorizuje diferencijaciju ThO u Thl7 ¢elije.
U prilog nalazu dobijenom kod AO pacova govore podaci da se starenjem u slezini
C57BL/6 miSeva povecava ekspresija IL-1p i zastupljenost Th17 celija (Lim i sar.,
2014). S druge strane pokazano je da se starenjem smanjuje sinteza IL-1 i IL-6 u
makrofagama izlovanim iz BALB/c miSeva u odgovoru na stimulaciju
lipopolisaharidom (Gomez i sar., 2010). Pokazano je da iako se starenjem kod C57BL/6
miSeva ne menja ekspresija [L23/p19, diferencijacija Th17 ¢elija se povecava (Ouyang i
sar.,2010). Cinjenica da u literaturi postoje podaci koji ukazuju da se kod nekih sojeva
miseva starenjem povecava ekspresija IL23/p19 (El Mezayen i sar., 2009), isli bi u
prilog sojnim razlikama uocenim 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 vaznih za usmeravanje
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diferencijacije Thl7 ¢elija tokom starenja, kakve su i uocene u ispitivanjima vezanim za
ovu disertaciju.

Ispitivanja uticaja starenja na CD4+ T-limfocite produbljena su ispitivanjem
zastupljenosti visoko patogenih IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u okviru CD4+ T-
limfocita izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. Ova ispitivanja su pokazala da je
zastupljenost ovih ¢elija bila ve¢a kod mladih DA pacova nego mladih AO pacova.
Starenjem se zastupljenost ovih ¢elija menjala u suprotnom smeru kod DA i AO
pacova, odnosno zastupljenost ovih ¢elija se smanjivala starenjem kod DA pacova i
povecavala starenjem kod AO pacova. Kod starih pacova procentualna zastupljenost IL-
17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
bila je veéa kod DA nego AO pacova. S obzirom na to da IL-23, kako je ranije i
navedeno, podstice sintezu GM-CSF od strane CD4+ T-limfocita (Wu i sar., 2016),
nalaz zastupljenosti IL-17+IFN-y+GM-CSF+ c¢elija u okviru CD4+ T-limfocita
izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova je bio u skladu sa nalazom ekspresije IRNK
za IL-23/p19, osim u slucaju starenjem uslovljenog povecanja IL-17+IFN-y+GM-CSF+
¢elija u okviru CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova kod AO pacova.
Povecanje zastupljenosti IL-17+IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u okviru CD4+ T-limfocita
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova starenjem kod AO pacova moglo bi se objasnti
povecanjem ekspresije iRNK za IL-1p, s obzirom na to da se smatra da osim IL-23, do
ushodne regulacije ekspresije GM-CSF u Th17 ¢elijama dovodi i IL-1p (EI-Behi i sar.,
2011). Podataka 0 sojnim i uzrasnim razlikama u zastupljenosti ovih c¢elija u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima EAE pacova nema.

U sklopu ove disertacije ispitivan je i razvoj primarnog Thl odgovora u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima zivotinja imunizovanih za EAE. Rezultati ove studije
potvrdili su da je procentualna zastupljenost IFN-y+CD4+ T-limfocita, i ekspresija IL-
12, kljuénog citokina za diferencijaciju Thl limfocita, kako na nivou iRNK za IL-
12/p35, specificnu subjedinicu ovog citokina, tako i IL-12 proteina, bila manja u
mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova mladih AO pacova u poredenju
sa mladim DA pacovima (Miljkovic i sar., 2006; Markovic i sar., 2009). Starenje je kod
DA pacova dovelo do smanjenja ekspresije iIRNK za IL-12/p35, sto je bilo u skladu sa
nalazom smanjene zastupljenosti IFN-y+CD4+ T limfocita u dreniraju¢im limfnim

¢vorovima. Ove nalaze potkrepljuju i ispitivanja Ditamo i sar. (2005), budu¢i da su ona
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pokazala da starenje smanjuje jacinu Thl 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 Th1l odgovora koji su
analizovani kod DA pacova. Ovaj nalaz podrZzavaju ranija istrazivanja koja su utvrdila
da kod C57BL/6 miSeva, kod kojih starenje dovodi do razvoja teze klinicke slike EAE-
a, splenociti izolovani iz starih Zivotinja pokazuju vecu produkciju IFN-y nego oni
izolovani iz mladih Zivotinja (Matejuk i sar., 2005). U dreniraju¢im limfnim ¢vorovima
starih DA 1 AO pacova nije bilo razlike u zastupljenosti IFN-y+CD4+ T-limfocita. Ovi
nalazi su bili u skladu sa ekspresijom iRNK za IL-12/p35 u ¢elijama drenirajucih
limfnih ¢vorova starih DA i AO pacova.

Brojni podaci ukazuju da CD8+ T-limfociti mogu imati znacajnu ulogu U
induktivnoj fazi EAE-a (Camara i sar., 2013; Huber i sar., 2015). Pokazano je da
terminalno diferencirani CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfociti pomazu neuro(antigen)-
specificnim CD4+ T-limfocitima da se u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima diferenciraju
u efektorske celije koje ¢e infiltrirati CNS (tzv. ,,reverzna pomo¢*), kao i da ovu pomo¢
CD8+ T-limfociti ostvaruju najverovatnije kroz oslobadanje IFN-y i IL-17 (Christensen
I sar., 2001; Groom i Luster, 2011; Camara i sar., 2013; Huber i sar., 2015;).
Eksperimentima u kojima je vrSena deplecija CD8+ T-limfocita, pokazano je da je ova
pomo¢ CD8+ T-limfocita bila izrazena u onim modelima EAE-a, koje je odlikovala
relativno blaga klinicka 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 pomoc¢i®“ CD4+ T-limfocitima, nadeno je
povecanje broja terminalno diferenciranih CD11b+CXCR3+CD8+ T-limfocita u
dreniraju¢im limfnim C¢vorovima starenjem kod oba soja pacova. Medutim, ovo
povecanje bilo je izraZenije kod AO pacova, kod kojih je 1 neuroloski deficit bio slabije
izrazen nego kod starih DA pacova. Osim ovoga, naden je 1 veci broj IFN-y+ 1 IL-17+
CD8+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima starih AO pacova u poredenju sa
brojem ovih ¢elija u dreniraju¢im limfhim ¢vorovima starih DA pacova. Na osnovu
ovih nalaza pretpostavljeno je da su CD4+ T-limfociti u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima starih AO pacova dobijali ,,ve¢u” pomo¢ od strane CD8+ T-limfocita nego

oni u drenirajuéim limfnim ¢vorovima mladih AO pacova ili pak starih DA pacova. U
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prilog ovome govori 1 izrazenije procentualno povecanje zastupljenosti IFN-y+ 1 IL-17+
¢elija u subpopulaciji CD8+ T-limfocita u MBP+ kulturama c¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova starih AO pacova u poredenju sa odgovaraju¢im kulturama mladih AO pacova,
kao 1 starih DA pacova. Ovakav nalaz kod starih AO pacova mogao bi biti posledica ili
vece procentualne zastupljenosti CD8+ T-limfocita specificnih za MBP pre
restimulacije u kulturi ili izrazitijeg proliferativnog odgovora ovih ¢elija na stimulaciju
MBP-om. Ispitivanja proliferacije CD8+ T-limfocita u kulturama c¢elija drenirajucih
limfnih ¢vorova nakon stimulacije MBP-om pokazala su poveéanje proliferacije ovih
¢elija 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 poredenju sa mladim. Ovi nalazi su u skladu sa ranijim studijama
koje su ukazale na starenjem uslovljeno smanjenje proliferacije sveze izolovanih i
CD8+ T-c¢elija u ConA+ kulturama (Kirschmann i Murasko, 1992; Nikolich-Zugich i
sar., 2012). Medutim, pokazano je da starenje uti¢e i na smanjenje proliferativnog
odgovora T-c¢elija na stimulaciju specifi¢nim antigenom (Kirschmann i Murasko, 1992).
Ova diskrepanca izmedu rezultata dobijenih u prethodnim ispitivanjima i ispitivanjima
prikazanim u ovoj disertaciji bi se mogla povezati sa podacima koji pokazuju da
starenjem kod ljudi i miSeva 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
re¢ima, moglo bi se pretpostaviti da je nalaz povecanja proliferacije CD8+ T-limfocita u
odgovoru na stimulaciju MBP-om u kulturama ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova starih
pacova u odnosu na kulture ovih celija mladih zivotinja odgovarajuéeg soja bio
prevashodno posledica starenjem uslovljene akumulacije neuroantigen-specifi¢nih
CD8+ T-limfocita u limfnim ¢vorovima. Nalaz manje proliferacije CD8+ T-limfocita u
ConA+ kulturama kod starih AO pacova u poredenju sa odgovarajuéim kulturama starih
DA pacova, a odsustvo razlike u proliferaciji ovih ¢elija u MBP+ kulturama starih
pacova ova dva soja ukazivao je na izrazitiju akumulaciju neuroantigen-specifi¢nih
CD8+ T-limfocita u limfnim ¢vorovima starih AO pacova.

Na osnovu rezultata ove disertacije moze se zakljuciti da su za razlike u uticaju
starenja na osetljivost za razvoj EAE-a kod DA i AO pacova znacajnu ulogu mogle

imati promene, ne samo na nivou ciljnog organa, ve¢ i na nivou dreniraju¢ih limfnih
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¢vorova. Ove promene su kod DA i AO pacova iSle u suprotnom smeru, tako da se
starenjem kod DA pacova smanjivalo generisanje neuroantigen specifi¢nih CD4+ T-
limfocita, a kod AO pacova povecavalo. Generisanju encefalitogenih CD4+ T-limfocita
u drenirajué¢im limfnim ¢vorovima starih AO pacova znacajan doprinos dali su i CD8+
T-limfociti kroz tzv. ,,reverznu pomoc¢*, ostvarenu najverovatnije oslobadanjem IFN-y i
IL-17.

Sumirano, rezultati prikazani u sklopu ove doktorske disertacije jasno ukazuju
da starenje, na sojno zavisan nacin, utice kako na mehanizme koju u€estvuju U razvoju
ostecujuceg CD4+ T-celijskog odgovora u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima i ki¢menoj
mozdini, tako 1 na mehanizme koji kontroliSu razvoj ovog odgovora. Imajuc¢i u vidu
uzajamnu povezanost svih ispitivanih mehanizama, na osnovu dobijenih rezultata nije
moguce jasno izdvojiti primarno nastale razlike/promene, od onih koje nastaju
sekundarno, odnosno nije moguée odgovoriti na pitanje koje su razlike/promene od
presudnog znacaja za sojno razli¢ite uzrasne promene u klinickom ispoljavanju EAE-a.
Medutim, bez obzira na ovu Cinjenicu, opisani rezultati, bez svake sumnje, doprinose
razumevanju mehanizama razvoja EAE-a, pa sledstveno, uz ogranienja 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 znac¢aj bi mogao da bude i1 u tome, $to ukazuju na potrebu,

ne samo uzrasno zavisnog, ve¢ i personalizovanog pristupa u terapiji multiple skleroze.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata moguce je izvesti sledece zakljucke:

1. Bez obzira na uzrast, Zenke pacova DA soja imunizovane homogenatom ki¢mene
mozdine u KFA uz davanje Bordetella pertussis razvijaju EAE akutnog toka, s tim
Sto se starenjem incidencija 1 tezina kliniCke slike bolesti (merena maksimalnim
neuroloskim deficitom) smanjuje, dok kod ovako imunizovanih zenki AO soja
pacova, koje u adultnom uzrastu ne razvijaju klinicki manifestnu bolest, starenje

dovodi do razvoja relativno blagog neuroloskog deficita protrahovanog trajanja.

2. Starenjem uzrokovanim sojno zavisnim promenama u incidenciji i1 klinickom
ispoljavanju EAE-a doprinele su sojne i uzrasne razlike u celularnim i molekularnim
mehanizmima razvoja bolesti kako u ciljnom organu (ki¢menoj mozdini), tako i na
periferiji, u slezini (kao organu kroz koji prolaze aktivisani neuroantigen-specifi¢ni
CD4+ T-limfociti na putu do ki¢mene mozdine), i u drenirajuéim limfnim

¢vorovima.

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 (Thl7 limfociti,
posebno oni Kkoji eksprimiraju IFN-y i GM-CSF), koji su izolovani iz ki¢mene
mozdine, a S§to se moZe objasniti razlikama u uticaju starenja na generisanje
neuroantigen-specificnih CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima,
njihovo  prezivljavanje 1 reaktivaciju u ki¢menoj mozdini, kao i

usmeravanje/odrzavanje diferencijacije Th17 limfocita u ovom organu.

4. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u preZivljavanju 1 reaktivaciji
neuroantigen specifiénih CD4+ T limfocita u kiémenoj mozdini mogu Se povezati i
sa sojnim razlikama u intrinzi¢nim svojstvima samih CD4+ T-limfocita (ispoljavanje
CD134 molekula), zastupljenosti citolitickih CX3CR1+ NK ¢elija sa protektivnim
delovanjem, antigen prezentujucih ¢elija 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 Thl7 limfocita mogle pripisati i razlikama u lokalnoj
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sekreciji citokina koji usmeravaju (IL-1B, IL-6)/odrzavaju (IL-23) njihovu

diferencijaciju.

. Sojne razlike u starenjem uslovljenim promenama u klinickom toku bolesti mogu se
povezati sa sojnim razlikama u sposobnosti  mikroglije da  ukloni
oStecene/apoptoticne  Celije 1 Celijski debris 1 da sekretuyje molekule sa
imunoregulatornim/protektivnim svojstvima (manju efikasnost pokazuje mikroglija
starih AO pacova nego mikroglija starih DA pacova), kao i da kontroliSe sintezu
proinflamatornih citokina, kao Sto je IL-.

. Manjoj infiltraciji CD4+ T-limfocitima ki¢mene mozdine starih DA pacova u odnosu
na mlade pacove istog soja bi moglo da doprinese povecano zadrzavanje aktivisanih
(u drenirajué¢im limfnim ¢vorovima) neuroantigen-specifiénih CD4+ T-limfocita u
slezini, a $to bi moglo da se poveZe sa veCom ekspresijom CD44s molekula na ovim

¢elijama i ve¢om zastupljeno$c¢u regulatornih CD4+ Treg u slezini starih pacova.

. Divergentni uticaj starenja na generisanje antigen-specifi¢nih visoko patogenih Th17
limfocita koji eksprimiraju IFN-y i GM-CSF u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA i
AO pacova bi mogao da se poveze sa razli¢itim uticajem starenja na broj aktivisanih
dendritskih ¢elija i T-regulatornih ¢elija i sledstveno aktivaciju i proliferaciju
konvencionalnih  CD4+  T-Celija, lokalnu  ekspresiju  citokina  Koji
usmeravaju/odrzavaju diferencijaciju visoko patogenih Thl7 limfocita i zastupljenost
terminalno diferenciranih CD8+ T limfocita, posebno onih koji eksprimiraju 1L-17,
kao ¢elija koje podrzavaju diferencijaciju Thl7 limfocita pruzajuéi im tzv.

Lreverznu“ pomoc.
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Usjasa o ayTopcTBy

WMe 1 npeaume aytopa _ JacMuHa bypetuh

Bpoj uhaekca 16/08

Usjasrbyjem

Aa je JoKTopCKka AucepTauurja nog HacnoBOM

YTuuaj cTapera Ha UMYHCKW OAroBOp U HeypOUHMNaMaUMjy: UCIUTUBAKA HE

MOZeNy eKCnepuMEHTaNHOr ayTouMyHCKor eHuedanoMmujenutuca

® pes3ynTat CONCTBEHOr UCTpaXXnusa4dkor pana,

e na nmcepTau,Mja Yy UenuHu H1 y nenosmma HVIje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Aapyre aunnome npema CTy,D,VIjCKVIM nporpamuma  AOpyrux BUCOKOLUKONCKUX
yCTaHoBa,

¢ [la cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeaeHU U

* /& HucaMm Kplmo/na aytopcka npasa M KOpUCTUO/Na WHTENEKTYanHy CBOjUHY
LPYyrux nuua.

NoTnuc aytopa

Y beorpagy, 22.05.2019.
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M3jaBa 0 NCTOBETHOCTM LUTaMMaHe v eneKkTPoHCke
Bep3uje OOKTOpCKOr paja

me 1 npesume aytopa JacmuHa bypetuh

Bpoj nHpekca 16/08

CTyAvjcku nporpam dapmakonoruja - iMyHodapmakorsioruja

YTuuaj ctTapera Ha UMYHCKU 0AroBop U HeypouHdnamauujy:
ncnuTUBara Ha Moaeny ekcnepuMeHTanHor ayTouMyHCKor
Hacnoe paaa eHuedanomujenuTuca

MeHTOp Op cu. FopaaHa flenocasuh, peaosHK Npogecop

M3jaBrbyjem Aa je wtamnaHa Bepauja MOr AOKTOPCKOr paja WCToBeTHa €NEeKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npeaao/na pagw noxpatseHa y [AurutanHom penosnuTopujymy
YHusepsuteta y beorpaay.

JossorbaBam aa ce objaBe Moju NMMYHWU nodauu BesaHu 3a pobujarbe akagemckor
Ha3uBa AOKTOpa Hayka, Kao WTo Cy UMe U Npe3nmMe, roanHa u Mecto pohera u aatym
onbpaHe papa.

OBM NUYHKM nojauu Mmory ce o6jaBuTu Ha MpexHUM CcTpaHuuama AururanHe
GubnuoTeke, y ENeKTPOHCKOM katamory u y nybnukauujama YHueepauteta y
Beorpagy.

MoTtnuc aytopa

A
i

Y Beorpaﬂy’ 22.05.2019. —

N

7 gﬁlf%k; v Jaois?)
Ty /

7

. i
',




UsjaBa o kopuwhemy

OsnawhyjeM YHuBepauteTcky Bubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* na y [Ourutanvu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpany yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBom:

YTuuaj CTapera Ha UMYHCKU OAroBOp U HeypouHdnaMaLujy: NCnUTUBaka Ha
MOAENy eKCNepUMEHTanHOr ayTOUMYHCKOT eHLedanoMmjenutica

Koja je Moje ayTopcko geno.

AncepTauujy ca cBMM Npunosuma npeaao/nia cam y enekTPOHCKOM cdopmaTy norogHoMm
3a TpajHO apxuBUpatse.

Mojy  poktopcky — gucepTtauujy noxpamweHy y [urutanHom penosutopujymy
YHuBepsuTteTa y beorpany v AOCTYnHY y oTBOpeHOM NPUCTYNY MOry Aa KopucTe CBU
koju mowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AyTopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@j’rAyTopCTBo — HekomepLmjanHo — 6es npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AYyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenUTU Nog NCTUM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopCTBO — AenuTn nog UcTum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKkpyxuTe camo jeaHy of LecT NoHyheHux nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactasHu aeo ose usjase).

NoTnuc aytopa
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